
书书书

·１１０　　 ·
第二军医大学学报　２０１０年１月第３１卷第１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００１１０ ·短篇论著·

ＴＧＦβ１基因ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）变异对肝脏细胞功能的影响
ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＴＧＦβ１ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）ｍｕｔａｔｉｏｎｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

季　鑫△，赵美芸△，顾　星，房　萌，赵云鹏，高春芳

第二军医大学东方肝胆外科医院实验诊断科，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　观察ＴＧＦβ１ 基因ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）对肝脏细胞功能的影响。方法　构建
含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的ＴＧＦβ１（ＬＡＰ＋成熟态单体）真核表达重组体ＣＭＶＬｅｕ、ＣＭＶＰｒｏ。在 ＨｅｐＧ２、ＬＸ２细胞中转染

ｐｃＤＮＡ３．１空载体、ＣＭＶＬｅｕ、ＣＭＶＰｒｏ，培养２４ｈ后，ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清液中 ＴＧＦβ１ 的分泌量。ＭＴＴ实验观察

ＨｅｐＧ２细胞转染后的增殖情况，流式细胞术检测ＬＸ２细胞转染后ＣＤ８３的表达。结果　转染ＣＭＶＬｅｕ和ＣＭＶＰｒｏ能增
加 ＨｅｐＧ２、ＬＸ２细胞的ＴＧＦβ１ 分泌量，且转染ＣＭＶＰｒｏ的细胞ＴＧＦβ１ 分泌量比转染ＣＭＶＬｅｕ的细胞高（Ｐ＜０．０５）。转染

ＣＭＶＰｒｏ能明显增高 ＨｅｐＧ２细胞的增殖活性（Ｐ＜０．０１），而转染ＣＭＶＬｅｕ能明显增加ＬＸ２细胞ＣＤ８３的表达率（Ｐ＜

０．０１）。结论　ＴＧＦβ１ 基因ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的ＳＮＰ对肝脏细胞ＴＧＦβ１ 的分泌、细胞增殖活性及ＣＤ８３的表达具有明显影
响。
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　 　 转 化 生 长 因 子 β１ （ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，

ＴＧＦβ１）是一种具有多种功能的细胞因子，在肝脏肿瘤及肝

纤维化的发生发展过程中具有重要作用［１２］。ＴＧＦβ１ 至少存

在８个以上的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点。Ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞
Ｐｒｏ）存在于ＴＧＦβ１ 前体分子信号肽中，其密码子为ＣＣＧ时

编码亮氨酸（Ｌｅｕ），而为ＣＴＧ时则编码脯氨酸（Ｐｒｏ）。理论

上，信号肽中氨基酸序列的改变可能影响相应蛋白质的分

泌，进而影响细胞的功能。本研究构建了含ＴＧＦβ１ｃｏｄｏｎ１０
（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）变异的真核表达重组体并将其转染人肝癌细胞

株 ＨｅｐＧ２和人肝星形细胞株 ＬＸ２，观察ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞
Ｐｒｏ）变异对肝细胞ＴＧＦβ１ 分泌及相关功能的影响。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　ＨｅｐＧ２细胞购自中国科学院细胞库，ＬＸ２
细胞由美国ＳｃｏｔｔＬ．Ｆｒｉｅｄｍａｎ教授惠赠，本实验室传代培

养。培养液为含体积分数１０％胎牛血清（ＰＡＡ）的 ＤＭＥＭ
高糖培养液，０．２５％胰蛋白酶消化传代。

１．２　构建重组质粒　以特定的ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）基因型

患者的ＤＮＡ为模板，使用ＫＯＤＰｌｕｓＤＮＡ多聚酶（Ｔｏｙｏｂｏ）

以ＰＣＲ方法扩增得到ｃｏｄｏｎ１０两个基因型的潜活肽段（ｌａ

ｔｅｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＬＡＰ）和成熟态单体段，相应的引物

序列见表１。进行ＬＡＰ段ＰＣＲ扩增时，Ｌｅｕ型上、下游引物

分别为ＬｅｕＬＡＰｕｐ和ＬＡＰｄｏｗｎ，Ｐｒｏ型则为ＰｒｏＬＡＰｕｐ
和ＬＡＰｄｏｗｎ，扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，

６５℃退火３０ｓ，６８℃延伸１ｍｉｎ，共进行３５个循环。扩增成

熟态单体段时，上、下游引物为Ａｃｔｉｖｅｕｐ和Ａｃｔｉｖｅｄｏｗｎ，扩

增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，

６８℃延伸４０ｓ，共进行３５个循环。ＰＣＲ产物用ＰＣＲＣｌｅａｎｕｐ
Ｋｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ）清洁回收后，用ＤＮＡＡｔａｉｌｉｎｇＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）

在两端加 Ａ 尾后克隆入 ｐＭＤ１８Ｔ 载体（ＴａＫａＲａ）得到

ｐＭＤ１８ＬｅｕＬＡＰ、ｐＭＤ１８ＰｒｏＬＡＰ和ｐＭＤ１８ａｃｔｉｖｅ。

　　在ＬＡＰ段扩增产物下端和成熟态单体段的扩增产物上

端有１８个碱基是相同的，可以通过ＰＣＲ法将ＬＡＰ段和成

熟态单体段进行连接构建ＴＧＦβ１（ＬＡＰ＋成熟态单体）。Ｌｅｕ
型以ｐＭＤ１８ａｃｔｉｖｅ和ｐＭＤ１８ＬｅｕＬＡＰ质粒为ＤＮＡ模板，

上、下游引物分别为 ＬｅｕＬＡＰｕｐ和 Ａｃｔｉｖｅｄｏｗｎ；Ｐｒｏ型以

ｐＭＤ１８ａｃｔｉｖｅ和ｐＭＤ１８ＰｒｏＬＡＰ为模板，上、下游引物分别

为ＰｒｏＬＡＰｕｐ和 Ａｃｔｉｖｅｄｏｗｎ。扩增条件：９４℃预变性５

ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，６８℃延伸９０ｓ，共进行３５
个循环。ＰＣＲ产物清洁回收后加Ａ尾，克隆进ｐＭＤ１８Ｔ载

体得到 ｐＭＤ１８Ｌｅｕ、ｐＭＤ１８Ｐｒｏ。ｐＭＤ１８Ｌｅｕ和 ｐＭＤ１８

Ｐｒｏ中的ＴＧＦβ１ 基因片段经ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后克

隆进ｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）得到含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的

ＴＧＦβ１（ＬＡＰ＋成熟态单体）真核表达重组体 ＣＭＶＬｅｕ和

ＣＭＶＰｒｏ。构建好的重组体质粒转化至感受态大肠杆菌

ＪＭ１０９并筛选，小量酶切，经测序（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）鉴定正确后，

大量扩增阳性克隆、抽提、纯化质粒重组体（ｐｌａｓｍｉｄｍｉｄｉ

ｐｒｅｐｋｉｔ，Ｑｉａｇｅｎ），紫外分光光度计测得率、纯度。

１．３　细胞转染　ＨｅｐＧ２细胞用０．２５％ 胰蛋白酶消化后制

成细胞悬液接种于６孔板，细胞生长１ｄ密度达到８０％时用
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Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）脂质体转染ｐｃＤＮＡ３．１、

ＣＭＶＰｒｏ和ＣＭＶＬｅｕ３种质粒，每孔用质粒２μｇ，脂质体

与质粒比为３１。ＬＸ２细胞分别电转 ｐｃＤＮＡ３．１、ＣＭＶ

Ｐｒｏ和ＣＭＶＬｅｕ３种质粒。

表１　构建重组体所用的引物序列

引物名称 引物序列

ＬｅｕＬＡＰｕｐ ５′ＣＡＴＧＣＣＧＣＣＣＴＣＣＧＧＧＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧ３′
ＰｒｏＬＡＰｕｐ ５′ＣＡＴＧＣＣＧＣＣＣＴＣＣＧＧＧＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＣＣＧＣＴＧ３′
ＬＡＰｄｏｗｎ ５′ＧＣＧＧＴＧＣＣＧＧＧＡＧＣＴＣＴＧＣＡＧＡＴＧ３′
Ａｃｔｉｖｅｕｐ ５′ＣＡＧＣＡＴＣＴＧＣＡＧＡＧＣＴＣＣＣＧＧ３′
Ａｃｔｉｖｅｄｏｗｎ ５′ＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＣＡＣＴＴＧＣＡＧＧＡ３′

１．４　细胞ＴＧＦβ１ 分泌情况检测　ＨｅｐＧ２、ＬＸ２细胞进行３
种质粒转染，换液后培养２４ｈ，取培养上清液用人 ＴＧＦβ１

ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海明睿生物技术有限公司）按相应步骤进

行ＴＧＦβ１ 的ＥＬＩＳＡ检测。

１．５　ＨｅｐＧ２细胞增殖情况检测　ＨｅｐＧ２细胞经胰酶消化

后制成细胞悬液接种于２４孔板，转染ｐｃＤＮＡ３．１、ＣＭＶＰｒｏ
和ＣＭＶＬｅｕ３种质粒４ｈ后换相应的完全培养液，每组设３

复孔。在转染１２、２４、３６、４８ｈ时采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖

情况。上述实验重复３次。

１．６　ＬＸ２细胞ＣＤ８３分子表达情况检测　ＬＸ２细胞分别

电转ｐｃＤＮＡ３．１、ＣＭＶＰｒｏ和ＣＭＶＬｅｕ３种质粒，待细胞附

壁后进行分孔孵育２４ｈ后，胰酶消化细胞，用ＣＤ８３ＰＣ５荧

光标记抗体（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）进行避光孵育，流式细胞仪检

测ＣＤ８３分子的表达，结果以阳性细胞百分率表示。

１．７　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０
统计软件用两独立样本ｔ检验进行统计分析。

２　结　果

２．１　重组体构建鉴定　构建含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的

ＴＧＦβ１（ＬＡＰ＋成熟态单体）真核表达重组体 ＣＭＶＬｅｕ、

ＣＭＶＰｒｏ过程中，ＰＣＲ扩增得到的两种基因型 ＬＡＰ段为

８３２ｂｐ，成熟态单体段为３７２ｂｐ（图１Ａ），ＬＡＰ和成熟态单体

的全长ＤＮＡ片段为１１７７ｂｐ（图１Ｂ）。全长ＤＮＡ片段经酶

切后电泳初步鉴定正确（图１Ｃ），进一步测序验证插入片段

分别含有ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）变异的 ＴＧＦβ１ 基因片段，与

ＧｅｎＢａｎｋ相应序列一致。

图１　重组体构建鉴定结果

Ａ：ＴＧＦβ１基因ＬＡＰ及成熟态单体段ＰＣＲ结果；Ｂ：ＴＧＦβ１基因ＬＡＰ＋成熟态单体全长ＰＣＲ结果；Ｃ：含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的ＴＧＦβ１（ＬＡＰ＋
成熟态单体）真核表达重组体酶切鉴定结果

２．２　细胞转染后ＴＧＦβ１ 分泌情况　ＥＬＩＳＡ结果（表２）显示，

两种细胞转染ＣＭＶＰｒｏ、ＣＭＶＬｅｕ组的ＴＧＦβ１ 分泌量均高于

ｐｃＤＮＡ３．１空载体组（Ｐ＜０．０５），说明ＣＭＶＰｒｏ、ＣＭＶＬｅｕ能

成功转染进细胞并能产生、分泌ＴＧＦβ１。ＬＸ２转染ＣＭＶＰｒｏ
的ＬＸ２细胞的ＴＧＦβ１ 分泌量比转染ＣＭＶＬｅｕ组高，且有统计

学差异（Ｐ＜０．０１）；ＨｅｐＧ２细胞的ＣＭＶＰｒｏ组有高于ＣＭＶ

Ｌｅｕ组的趋势，但无统计学差异。说明 ＴＧＦβ１ 基因ｃｏｄｏｎ１０

Ｐｒｏ型比Ｌｅｕ型更能增强细胞的ＴＧＦβ１ 的分泌活性。

２．３　ＨｅｐＧ２细胞转染后细胞增殖情况　ＭＴＴ结果（图２）

显示，ＨｅｐＧ２细胞转染后２４ｈ，ＣＭＶＰｒｏ组和ＣＭＶＬｅｕ组

的增殖活性均明显高于ｐｃＤＮＡ３．１组（Ｐ＜０．０１），但ＣＭＶ

Ｐｒｏ组的增殖活性与ＣＭＶＬｅｕ组无明显差别。转染后３６、

４８ｈ，ＣＭＶＰｒｏ组的增殖活性明显高于 ＣＭＶＬｅｕ组和

ｐｃＤＮＡ３．１组（Ｐ＜０．０１），ＣＭＶＬｅｕ组的增殖活性有高于

ｐｃＤＮＡ３．１组的趋势，但无统计学差异。ＨｅｐＧ２ 细胞的

ＣＭＶＰｒｏ和 ＣＭＶＬｅｕ 组 的 细 胞 生 长 曲 线 斜 率 高 于

ｐｃＤＮＡ３．１组，而ＣＭＶＰｒｏ组曲线斜率又明显高于ＣＭＶＬｅｕ
组。说明ＴＧＦβ１ｃｏｄｏｎ１０Ｐｒｏ型比ｃｏｄｏｎ１０Ｌｅｕ型更能促进

ＨｅｐＧ２细胞的增殖。

表２　两种细胞转染含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的

ＴＧＦβ１ 真核表达重组体后ＴＧＦβ１ 的分泌量

（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１）

细胞株 ｐｃＤＮＡ３．１ ＣＭＶＬｅｕ ＣＭＶＰｒｏ

ＨｅｐＧ２ ０．７３±０．０６ ２．１５±０．０９ ２．２２±０．１１

ＬＸ２ ０．３１±０．０２ ０．３７±０．０３ ０．４８±０．０２△△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与转染ｐｃＤＮＡ３．１空载体组比较；△△Ｐ＜

０．０１与转染ＣＭＶＬｅｕ组比较
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图２　ＨｅｐＧ２细胞转染含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的

ＴＧＦβ１ 真核表达重组体后细胞增殖情况
Ｐ＜０．０１与转染ｐｃＤＮＡ３．１空载体组比较；△△Ｐ＜０．０１与转染

ＣＭＶＬｅｕ组比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　ＬＸ２细胞ＣＤ８３分子表达情况　流式细胞术检测结果

显示，转染ＣＭＶＬｅｕ的ＬＸ２细胞ＣＤ８３分子的阳性表达率

［（３４．０３±６．８）％］明显高于转染 ＣＭＶＰｒｏ组［（１３．２３±

１．２７）％］和ｐｃＤＮＡ３．１组［（１９．４３±４．１４）％，Ｐ＜０．０１］，

ＣＭＶＰｒｏ组和ｐｃＤＮＡ３．１组ＣＤ８３分子的表达无明显差异。

提示 ＣＭＶＬｅｕ型较 ＣＭＶＰｒｏ型能显著增加 ＬＸ２细胞

ＣＤ８３的表达。

３　讨　论

　　ＴＧＦβ１ 具有广泛的功能，在肿瘤性、纤维硬化性、免疫性

及神经性疾病［３６］等的发生发展中具有重要意义，提示该分

子在多种病理过程中具有重要作用。

　　ＳＮＰ是目前发现的第３代遗传标志，在人类基因组中平

均每１０００个碱基对就会有一个ＳＮＰ。在个体基因组ＤＮＡ
中，少数甚至个别碱基的多态性，可能会导致特定基因相关

病理过程的发生。因此ＳＮＰｓ对于研究相关疾病发病机制、

临床早期诊断、个体化治疗及预后都具有重要意义［７］。目前

确认ＴＧＦβ１ 基因至少存在１０个多态性位点，它们在ＴＧＦβ１
基因上的位置分别是：－９８８（Ｃ＞Ａ）、－８００（Ｇ＞Ａ）、－５０９
（Ｃ＞Ｔ）、＋７２（ｉｎｓＣ）、ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）、ｃｏｄｏｎ２５（Ａｒｇ＞

Ｐｒｏ）、ｃｏｄｏｎ４７（Ｇｌｙ＞Ｇｌｕ）、ｃｏｄｏｎ２６３（Ｔｈｒ＞Ｉｌｅ）、ｃｏｄｏｎ３２７
（Ｔｈｒ＞Ｐｒｏ）、７１３８ｄｅｌＣ。

　　Ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的变异存在于ＴＧＦβ１ 前体分子的

的信号肽中，而信号肽中氨基酸序列的改变理论上可影响相

应蛋白质的分泌。本实验选用肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞和肝

星形细胞株ＬＸ２细胞作为研究细胞，针对 ＴＧＦβ１ｃｏｄｏｎ１０
（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的变异，设计并构建了含ｃｏｄｏｎ１０（Ｌｅｕ＞Ｐｒｏ）的

ＴＧＦβ１（ＬＡＰ＋成熟态单体）真核表达重组体 ＣＭＶＬｅｕ、

ＣＭＶＰｒｏ，并将其转染进 ＨｅｐＧ２和ＬＸ２细胞中，结果显示

ＴＧＦβ１ 基因ｃｏｄｏｎ１０Ｐｒｏ型比ｃｏｄｏｎ１０Ｌｅｕ型更能增强细胞

的ＴＧＦβ１ 的分泌活性。这说明ＴＧＦβ１ 基因ｃｏｄｏｎ１０的变异

在没有其他位点ＳＮＰ的协助下即可对细胞ＴＧＦβ１ 的分泌产

生重要的影响。本实验还证实转染ＣＭＶＬｅｕ、ＣＭＶＰｒｏ后

ＨｅｐＧ２细胞的增殖活性也受到影响，ＣＭＶＬｅｕ、ＣＭＶＰｒｏ可

促进 ＨｅｐＧ２细胞的增殖，而且Ｐｒｏ型比Ｌｅｕ型的促增殖作

用更强。

　　研究发现肝星形细胞具有重要的抗原提呈活性［８］。我

们检测了 ＬＸ２细胞上重要的抗原提呈细胞表现标志物

ＣＤ８３分子［９］的表达，结果显示ＣＭＶＬｅｕ能明显增加ＣＤ８３
的表达，而 ＣＭＶＰｒｏ对 ＣＤ８３的表达无明显影响。提示

ＴＧＦβ１ 基因ｃｏｄｏｎ１０Ｌｅｕ型可能比ｃｏｄｏｎ１０Ｐｒｏ型增强了

ＬＸ２细胞的抗原提呈活性，从而影响外来抗原的清除，但仍

需进一步的实验加以证实。

　　本研究有助于我们进一步深入认识ＴＧＦβ１ 基因的ＳＮＰ
对ＴＧＦβ１ 分泌及ＴＧＦβ１ 功能的影响，为进一步研究ＴＧＦβ１
基因ＳＮＰ对肝炎、肝纤维化、肝癌的影响及肝病的诊断和治

疗提供了新的视角和思路。
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