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!摘要"
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目的
!

利用细胞穿膜肽
FRFH#

介导重组肝细胞核因子
E

"

$

T@LE

"

%蛋白进入肝癌细胞#并明确外源融合蛋白
FH

T@LE

"

对肝癌细胞的作用&

方法
!

构建表达质粒
=

RO!G*HFHT@LE

"

#优化原核表达体系的诱导条件#经大量表达'亲和层析

纯化及浓缩'透析后获得纯度较高的带有细胞穿膜肽
FRFH#

的融合蛋白
FHT@LE

"

(

FHT@LE

"

转导人肝癌细胞#蛋白质印迹法

检测其穿膜效率#核质分离和细胞免疫荧光检测
FHT@LE

"

的亚细胞定位#

U,*4H8.-,FMU

检测肝癌细胞基因表达#

MMVHG

法检

测肝癌细胞增殖#细胞划痕实验及小室侵袭实验检测
FHT@LE

"

对肝癌细胞转移能力的影响&

结果
!

细胞穿膜肽
FRFH#

成功

介导融合蛋白
FHT@LE

"

进入
T1ND

细胞并定位于细胞核(

FHT@LE

"

蛋白可促进
T1ND

细胞肝功能基因表达#抑制干细胞相关基

因表达$

-

#

">"$

或
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%和侵袭$
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%能力&

结论
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FHT@LE

"

可

诱导肝癌细胞向成熟肝细胞分化#降低肝癌细胞的恶性程度#是诱导分化治疗肝癌的潜在手段&
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肝细胞核因子
E

"

$

T@LE

"

%是核受体超家族成

员之一#在肝细胞的分化和功能维持中起着重要的

作用&我们前期研究表明#利用腺病毒载体过表达

T@LE

"

可诱导肝癌细胞向成熟肝细胞分化#逆转肝

细胞癌的恶性程度)

#

*

&细胞穿膜肽$

),44

=

,3,82*8.3

P

=

,

=

8.+,<

#

MFF<

%是一类由
&"

或少于
&"

个氨基酸组

成的多肽#可以有效地将目标分子包括蛋白'

U@(

'

A@(

等导入细胞&

MFF<

一般可分为两大类#一类

是主要由赖氨酸阳离子残基组成'具有亲水和疏水

氨基酸分布的两亲型(另一类是主要以精氨酸和赖

氨酸残基为主的阳离子型)

!

*

&

本研究利用原核表达载体表达并纯化了带有两

亲型
MFF<FRFH#

$

VRO YYROYY ORY 6̂ F

VVVUV?

%的
T@LE

"

融合蛋白
FHT@LE

"

#并研究

其对肝癌细胞诱导分化的作用和肝癌细胞恶性表型

的影响#探讨
FHT@LE

"

对肝细胞癌的治疗潜能&

$

!

材料和方法

#>#

!

主要材料及试剂
!

原核表达载体
=

RO!G*

购自

@0;*

P

,3

公司#载体构建相关试剂购自
O*V*U*

公司&

融合蛋白原核表达宿主
ZX!#

$

AR&

%

=

X

9

<6

购自北京

天根生化科技有限公司#异丙基硫代半乳糖苷$

CFOW

%

购自
O*V*U*

公司#咪唑购自
6.

P

-*

公司#蛋白纯化

@.H@O((

P

*20<,Z,*+<

购自
.̂*

P

,3

公司#其他蛋白

纯化试剂购自国药集团化学试剂有限公司&

人肝癌细胞株
T1ND

与
T,

=

&Z

由第二军医大

学长征医院消化内科实验室保存#细胞培养相关试

剂均购自
W.K)0

公司&核质分离试剂盒购自
C3;,38

Z.08,)N3040

P

.,<

公 司#

U@(

抽 提 试 剂 盒 购 自

O*V*U*

公司#

MMVHG

试剂盒购自
A0

Q

.3+0

公司&

(38.HT@LE

"

抗体和
*38.HX*-.3(

抗体购自
6*38*

M21S

公司#

*38.HW(FAT

抗体购自
6.

P

-*

公司#

*38.H

'_T.<

抗体购自
(K)*-

公司#

CUA

9

,

标记的抗鼠'

抗羊二抗购自
XCHMBUZ.0<).,3),<

公司&

FMU

引

物均由
C3;.820

P

,3

公司合成&

#>!

!

细胞培养
!

人肝癌细胞株
T1ND

用
A7R7

$含
#"̀

血清%'人肝癌细胞株
T,

=

&Z

用
7R7

$含

#"̀

血清#

#_

非必需氨基酸%于
&Da

'

$̀ MB

!

细胞

培养箱中培养&

#>&

!

载体构建
!

利用多重
FMU

首先将编码穿膜肽

FRFH#

$

VROYYROYYORY6̂ FVVVUV?

%

的
A@(

片段与
T@LE

"

编码片段插入
=

RO!G*

质

粒#构建了原核表达载体
=

RO!G*HFHT@LE

"

#该质粒

可表达带有
T.<

标签氨基端连接
FRFH#

的
T@LE

"

融合蛋白&引物序列如下!

=

RO!G*HFRFH#HT@LE

"

H

L#

#
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(((((MWO(((WOWMW(MOMOMM((((
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(
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HT.3+
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WWOH&b

%#得到能够表达融合蛋白
FHT@LE

"

的重组

表达质粒
=

RO!G*HFHT@LE

"

&重组质粒经酶切鉴定

后#送
C3;.820

P

,3

公司测序鉴定&

#>E

!

融合蛋白
FHT@LE

"

的表达与纯化
!

因载体

=

RO!G*

多克隆位点上游存在一段表达六聚组氨酸

$

'_T.<

%标签的序列#故诱导表达的融合蛋白
'_

T.<HFRFH#HT@LE

"

$

FHT@LE

"

%可通过
@.H@O(

(

P

*20<,Z,*+<

亲和层析纯化&

=

RO!G*HFHT@LE

"

质粒转化原核表达宿主菌大肠杆菌
ZX!#

#

XZ

培养

基
&Da

摇床培养过夜#次日以
#c$"

接种到
G""-X

XZ

培养基#

&Da

摇床培养&当
.

'""

达到
#>"

%

#>!

#

分别加入终浓度为
"

'

">#

'

">$

'

#>"--04
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X

的

CFOW

#

#Da

诱导表达
#'N

)

&

*或
!Ea
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!N

&

Ea'"""2

"

-.3

$离心半径为
D)-

%收集菌体#

于
dG"a

过夜&

用预冷裂解液)

$" --04

"

X @*T

!

FB

E

#

&""

--04

"

X@*M4

#

#"--04

"

XC-.+*S04,

#

#"̀

甘油$

=

T

G>"

%#

#""

&

P

"

-XF76L

#

&--04

"

X

'

H7R

*重悬菌

体&冰浴超声裂解细胞#

Ea#&"""2

"

-.3

$离心半

径为
D)-

%离心收集上清&

">!!

&

-

滤膜过滤上

清#加入已用裂解液平衡的
@.H@O( (
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#

Ea
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&用
E
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&

遍&

最后用洗脱液)

$"--04

"

X@*T

!

FB

E

#

&""--04

"

X

@*M4

#

$""--04

"

XC-.+*S04,

#

#"̀

甘油$

=
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洗脱蛋白
FHT@LE

"

&经过
FRW!""""

浓缩和
FZ6

$

#"̀

甘油%透析#所得蛋白用
ZM(

蛋白定量试剂盒

$碧云天%定量#

6A6HF(WR

蛋白电泳后按照快速银

染法$碧云天%鉴定纯度&

#>$

!

FHT@LE

"

转染肝癌细胞
!

以
&_#"

$个细胞"

孔的细胞密度接种
T1ND

细胞于
'

孔板#培养过夜&

次日加入终浓度为
!$

'

$"

'

#""

'

!""3-04

"

X

的
FH

T@LE

"

蛋白#同时做一组细胞不处理的
MOU

对照

和
#"̀

甘油对照&

EGN

后收蛋白做蛋白质印迹&

FHT@LE

"

一抗为
*38.HT@LE

"

#内参
W(FAT

一抗

为
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&
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蛋白质印迹检测
!
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介导的重组肝细胞核因子
E

"

蛋白转导对肝癌细胞的抑制作用
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$
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È 6A6

#

!"̀

甘油#

!""--04

"
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*收集蛋白&常规
G̀ 6A6HF(WR

凝胶电泳分离蛋白#转至硝酸纤维素膜&

$̀

脱脂奶

粉"
FZ6O

$

#_FZ6

#

">#̀ O\,,3!"

%封闭
!N
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Ea
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洗涤
&
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$-.3

"次(
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#N
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P

6

9

<8,-

$

XCHMBU

Z.0<).,3),<

%在
D""

%

G""3-

波长通道扫描&

#>D

!

观察指标

#>D>#

!

FHT@LE

"

穿膜效率
!

蛋白质印迹检测上样

量为
"

'

">#

'

">!

'

">&

'

">E

'

">$

&

P

的
FHT@LE

"

#每

个样品设两个复孔#扫描获得条带灰度值#利用相应

的灰度值绘制标准曲线&以
'_#"

$个细胞"皿的细

胞密度接种
T1ND

细胞于
'"--

细胞培养皿#待细

胞贴壁后#加入
$>%

&

P

FHT@LE

"

至终浓度
#""

3-04

"

X

#培养
!EN

后用
$"

&

X

蛋白裂解液收集蛋

白#取
$

&

X

细胞裂解液$约
!$

&

P

细胞总蛋白%#蛋

白质印迹检测转导至细胞内
FHT@LE

"

的条带灰度

值#根据标准曲线计算
FHT@LE

"

的穿膜效率&

#>D>!

!

核质分离
!

以
'>$_#"

$个细胞"皿的密度

接种
T1ND

细胞于
'"--

细胞培养皿#培养过夜&

加
FHT@LE

"

至终浓度
#""3-04

"

X

#设未处理的

MOU

对照以及
#"̀

甘油对照#培养
EGN

后#根据核

质分离试剂盒
7.318,

O7

M

9

80

=

4*<-.)*3+@1)4,*2

R[82*)8.03V.8

$

C3;,38Z.08,)N3040

P

.,<

%操作步骤做

分离&核质抽提物用
ZM(

蛋白定量试剂盒定量#蛋

白质印迹检测核质抽提物中
FHT@LE

"

蛋白量&

FH

T@LE

"

一抗为
*38.HT@LE

"

#胞质内参
W(FAT

一

抗为
*38.HW(FAT

#核内参
X*-.3(

一抗为
*38.H

X*-.3(

&

#>D>&

!

细胞免疫荧光
!

以
#_#"

$个细胞"皿的密

度接种
T1ND

细胞至带有包被
FXX

盖玻片的
&$

--

细胞培养皿中#培养过夜&加入终浓度为
#""

3-04

"

X

的
FHT@LE

"

融合蛋白&培养
EGN

后#细胞

用预冷的
FZ6

洗
!

遍#

È

多聚甲醛室温固定
!"

-.3

#

">#̀ O2.803JH#""

打孔
$-.3

#

$̀

马血清室

温封闭
!N

#一抗
*38.HT.<

$

(K)*-

%

Ea

湿盒孵育过

夜#

(XRJ(EGG

荧光标记的
A03],

9

*38.H-01<,

二

抗室温孵育
&"-.3

&细胞核用
A(FC

染色#荧光共

聚焦显微镜扫描图像&

#>D>E

!

U,*4HFMU

测定目的基因表达
!

以
#>!_#"

$

个细胞"孔的密度接种
T1ND

于
#!

孔板细胞培养

皿#培养过夜&加入终浓度为
#""3-04

"

X

的
FH

T@LE

"

融合蛋白#设
#"̀

甘油对照&培养
EG

'

D!N

收细胞#按照
U@(.<0F41<

$

O*V*U*

%法抽提样品总

U@(

#反转录试剂盒将
U@(

反转录成
)A@(

#设计

2,*4H8.-,FMU

引物$表
#

%#采用
6eZU

荧光定量法

检测目的基因的表达&

表
$

!

>/47#+)2/!?>

引物序列

B4*$

!

!-)2/-80,--/47#+)2/!?>

W,3,< L02\*2+

=

2.-,2

$

$bH&b

%

U,;,2<,

=

2.-,2

$

$bH&b

%

!

/&+"0, M(OMMOWMWOMOWW(MMO WO(MOOWMWMOM(WW(WW(W

-1-23 WOWOMMMOMO(WOMO(OW((WM (OOW(MOOW(OMMOMM(W(O(M

45.67 (WW(WW(MOMOOMOMOMMM(( W(OOM(OMOWM(WMM(WW(O

8-. OOWWW((WWOW((WOOOWMO WM(OOOWWWM(WOOO(WW((

9:;! MM(WOWWW((WOMW((W((M OOMOMOMMMM(OOM(OMOWM

457 (WMMO((WWM(WMOOW(MOO MOMW(OW((MOOMWWW(OW(

2.#&& (M(OW((((W(MMOWWWWW W(OMOWWOWOMMM(WM(OW

7<= WW(W(MM(WM((WO(OOWOMMO(OOO M(OOWOMWMOWWWM(OMWO((W

35>E WMWWM((((MMO(M(M(((W MMMMWOWOWOOO(MWWO(WO

;6?! WMW((MM(OMOMOWOWWOMO WW(((WOOWWW(OMW((M((

1;9# WMWM(WO(OM(M(WMMOO((( OM((OMOMOOWWMW(OOOM(

#>D>$

!

细胞生长曲线检测
!

以
&"""

个细胞"孔的

密度接种
T1ND

和
T,

=

&Z

细胞于
%'

孔板细胞培养

皿#培养过夜#次日换入含
FHT@LE

"

的培养液#终

浓度 为
"

'

!$

'

#"" 3-04

"

X

&

MMVHG

试 剂 盒

$

A0

Q

.3+0

%检测第
"

天到第
'

天细胞数&

#>D>'

!

细胞划痕实验
!

将
T1ND

细胞以
D_#"

E细

胞"孔的密度接种于
!E

孔板#待融合度达
D"̀

时#

使用无菌枪头在单层细胞上划痕#

FZ6

清洗
&

次后

换上含
#""3-04

"

XFHT@LE

"

的
A7R7

培养液

$

#"̀ LZ6

%#设置加入相同体积
#"̀

甘油的对照和

未处理对照#并在显微镜下拍照&于
&Da

细胞培养

箱中培养#每间隔
!EN

拍照观察&

#>D>D

!

小室侵袭实验
!

将
O2*3<\,44

小室上层用

-*82.

P

,4

包被#后将
T1ND

细胞以
D_#"

E 细胞"

-

#&%

-
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$""

&

X

无血清
A7R7

混匀#加入终浓度为
#""3-04

"

X

的
FHT@LE

"

$设置相同体积的
FZ6

和
#"̀

甘油对

照%&混匀后加入上室#下室加入
#-X

含
#"̀ LZ6

的

A7R7

培养液&培养
EGN

后#擦掉小室上层细胞#用

">$̀

结晶紫溶液染色#显微镜下观察并拍照&

#>G

!

统计学处理
!

采用
W2*

=

NF*+F2.<-$>"!

统

计软件#所有数据使用配对
"

检验进行分析#以
$

@f(

表示#检验水准$

"

%为
">"$

&

C

!

结
!

果

!>#

!

融合蛋白
FHT@LE

"

的表达与纯化
!

结果表

明!构建的原核表达载体
=

RO!G*HFHT@LE

"

可表达

带有
T.<

标签氨基端连接
FRFH#

的
T@LE

"

融合蛋

白$图
#(

%(发现
!Ea

培养
!N

所诱导的
FHT@LE

"

表达量较
#Da

培养
#'N

高$图
#Z

%(虽然
">$

--04

"

XCFOW

可诱导更多的
FHT@LE

"

#但由于非

特异条带表达量也较高$图
#Z

%#给下游纯化带来难

度#因此最佳的诱导条件确定为
#>" --04

"

X

CFOW

'

!Ea

培养
!N

&将大量表达的含有
FHT@LE

"

的细菌裂解液经亲和纯化'浓缩和透析后#获得了具

有较高纯度的
FHT@LE

"

#根据银染后灰度值计算#

其纯度达到
G#̀

$图
#M

%&

图
$

!

融合蛋白
!#DEF%

!

的表达#纯化与鉴定

F)

G

$

!

"H

5

-/88),'

$

5

6-)0)14+),'4'3)3/'+)0)14+),',0!#DEF%

!

(

!

6)N,-*8.).441<82*8.030551<.03

=

208,.3FHT@LE

"

$

'_T.<HFRFH#HT@LE

"

%

>(-.30*).+<,

g

1,3),05FRFH#

#

VROYYROYYORY6̂ F

VVUV?

(

Z

!

B

=

8.-.S*8.03058N,

=

20]*2

9

08.),[

=

2,<<.03)03+.8.03<502FHT@LE

"

>M00-*<<.,K41,<8*.3.3

P

$

80

=

%

*3+Y,<8,23K4088.3

P

*3*4

9

<.<

$

K0880-

%

<N0\,+8N,,[

=

2,<<.0305FHT@LE

"

.3+,<.

P

3,+)03+.8.03<

$

"H#>"--04

"

X

!

)03),382*8.0305CFOW

%(

M

!

6A6HF(WR50440\,+K

9

<.4;,2

<8*.3.3

P

\*<1<,+80;,2.5

9

8N,

=

12.8

9

05FHT@LE

"=

208,.3

#

">"$

#

">#

#

*3+">!

&

P

FHT@LE

"=

208,.3\,2,+,<.

P

3,+802136A6HF(WR

!>!

!

融合蛋白
FHT@LE

"

的穿膜能力及其在细胞

内的定位
!

蛋白质印迹结果显示!随着浓度的升高#

进入细胞的
FHT@LE

"

也随之增加(当加入的
FH

T@LE

"

达到
#""3-04

"

X

时#外源
T@LE

"

蛋白量超

过了内源表达的
T@LE

"

蛋白量$图
!(

%&根据标准

曲线计算
#""3-04

"

X

$

$>%

&

P

%

FHT@LE

"

转导
T1ND

细胞时的穿膜效率#

$

&

X

细胞裂解液中所含
FH

T@LE

"

为
">&#G#_

$

#>!"h#>E"

%"

!d">""!#i

">E#

$

&

P

%#因此#

FHT@LE

"

进入细胞的效率为

)

">E#_

$

$"

"

$

%*"

$>%_#""̀ i'%>$̀

$图
!Z

%&

#""

3-04

"

X

终浓度的
FHT@LE

"

转导
T1ND

细胞后#核质

分离实验和细胞免疫荧光结果均显示
FHT@LE

"

主要

定位在细胞核内$图
!M

'

!A

%&这些结果表明
FHT@LE

"

可在穿膜肽的介导下进入肝癌细胞并定位于细胞核#

提示其具备了在细胞核内发挥生物学功能的条件&

!>&

!

FHT@LE

"

对肝癌细胞基因表达及恶性表型的

影响
!

结果显示!与
#"̀

甘油处理的对照组相比#

FHT@LE

"

转导可使受
T@LE

"

调控的肝功能相关基

因表达明显上调$

-

#

">"$

或
">"#

#图
&(

%#诱导恶

性肝癌细胞向成熟的肝细胞分化(同时干细胞相关

基因的表达下降$

-

#

">"$

或
">"#

#图
&Z

%#表明肿

瘤细胞的自我更新能力和高增殖活性可能受到抑

制&这些结果提示
FHT@LE

"

可能通过诱导分化肝

癌细胞降低其恶性程度&

-

!&%

-
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第
%

期
>

邓龙飞#等
>FRFH#

介导的重组肝细胞核因子
E

"

蛋白转导对肝癌细胞的抑制作用

图
C

!

!#DEF%

!

转导
D6(I

细胞及其亚细胞定位

F)

G

C

!

B-4'8361+),'4'386*#1/77674-7,147)J4+),',0!#DEF%

!

)'D6(I1/778

(

!

FHT@LE

"

82*3<+1),+.380T1ND),44<>A.55,2,38)03),382*8.03<05FHT@LE

"

\,2,82*3<+1),+.380T1ND),44<

#

*3+Y,<8,23K4088.3

P

*3*4

9

<.<

\*<

=

20),<<,+80+,8,)8FHT@LE

"

$

C3

=

18

!

">$

&

P=

12.5.,+FHT@LE

"

(

"

!

A,

P

2*+*8.03K*3+05FHT@LE

"

(

R3+0T@LE

"

!

R3+0

P

,301<,[

=

2,<<.03

05T@LE

"

(

MOU

!

@03H82,*8,+)038204

(

#"̀

P

4

9

),204

!

#"̀

P

4

9

),204

"

FZ6)038204

%

>Z

!

O2*3<+1)8.03,55.).,3)

9

05FHT@LE

"

>Y,<8,23K4088.3

P

*3*4

9

<.<+,8,)8,++.55,2,38*-0138<05

=

12.5.,+FHT@LE

"

$

"

#

">#

#

">!

#

">&

#

">E

#

*3+">$

&

P

%

=

208,.3*3+8N,),444

9

<.<520- T1ND),44<

82*3<+1),+\.8NFHT@LE

"

>ON,<8*3+*2+)12;,<N0\,++.55,2,38*-0138<05FHT@LE

"

\.8N

P

2*

9

;*41,*<8N,@*[.<*3+FHT@LE

"

$

&

P

%

*<8N,

A

*[.<>M*3+A

!

61KH),4414*240)*4.S*8.0305FHT@LE

"

>61KH),4414*252*)8.03*8.03*3*4

9

<.<

$

M

%

*3+.--130)

9

80)N,-.<82

9

*<<*

9

$

A

%

\,2,+03,80

+,8,2-.3,8N,40)*4.S*8.0305FHT@LE

"

$

#""3-04

"

X

%

82*3<+1),+.380T1ND),44<

$

C3

=

18

!

">!

&

P=

12.5.,+FHT@LE

"

(

YMX

!

YN04,),444

9

<.<

(

MR

!

M

9

80

=

4*<-.),[82*)8

(

@R

!

@1)4,*2,[82*)8

%

>B2.

P

.3*4-*

P

3.5.)*8.03

!

_E""

$

A

%

!!

进一步检测了
FHT@LE

"

对肝癌细胞恶性表型

的影响#包括肝癌细胞增殖能力'迁移能力以及侵袭

能力&不同浓度
FHT@LE

"

分别转导
T1ND

和
T,

=

&Z

细胞#细胞生长曲线显示!与对照组$

"3-04

"

X

%相比#

!$3-04

"

XFHT@LE

"

转导肝癌细胞即可抑制其增

殖#随着
FHT@LE

"

浓度增加其细胞增殖的抑制效

果更加显著$

-

#

">"$

#图
&M

'

&A

%(细胞划痕实验显

示
FHT@LE

"

可明显降低
T1ND

细胞的迁移$

-

#

">""#

#图
E(

%#小室侵袭实验表明
FHT@LE

"

抑制了

T1ND

的侵袭能力$

-

#

">"$

#图
EZ

%&

K

!

讨
!

论

T@LE

"

是肝脏胚胎期肝上皮细胞形成和肝脏

成熟期肝细胞上皮性状保持所必需的核因子)

EH$

*

#与

肝脏结构的构成'肝脏上皮细胞的产生#以及肝细胞

的形态和功能分化密切相关)

EH'

*

&

T@LE

"

可在转录

水平调控下游多种基因的表达#有效维持和改善肝

细胞分化水平#增强肝细胞蛋白合成'糖原合成'药

物代谢以及解毒功能&在肝癌的发生发展过程中

T@LE

"

表达下降#其表达下调是肝癌发生的始动因

素&我们前期研究显示#腺病毒介导的过表达

T@LE

"

可降低癌细胞的成瘤性#小鼠尾静脉注射携

带
8B>E

"

基因的腺病毒可有效抑制肝脏转移瘤的

形成#瘤内注射
8B>E

"

腺病毒也表现出显著的抗

肿瘤效果)

#

*

&因此#调控
T@LE

"

表达可能成为治

疗肝癌的有效途径&

-

&&%

-
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图
K

!

!#DEF%

!

对肝癌细胞基因表达和增殖的影响

F)

G

K

!

"00/1+,0!#DEF%

!

,'2>E9/H

5

-/88),'4'3

5

-,7)0/-4+),',0(/

5

4+)11/77674-14'1/-

%

D??

&

1/778

(*3+Z

!

W,3,,[

=

2,<<.0305T1ND),44<82*3<+1),+\.8NFHT@LE

"

$

#""3-04

"

X

%

>ON,-U@(,[

=

2,<<.034,;,4<05)N*2*)8,2.<8.)N,

=

*80)

9

8,

-*2],2<

$

(

%

*3+

+

<8,-3,<<

,

P

,3,<

$

Z

%

.3T1ND),44<\,2,+,8,)8,+K

9

2,*4H8.-,FMU>M*3+A

!

R55,)805FHT@LE

"

038N,

=

204.5,2*8.0305TMM

),44<>FHT@LE

"

.3N.K.8,+8N,

=

204.5,2*8.0305T1ND),44<

$

M

%

*3+T,

=

&Z),44<

$

A
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对肝癌细胞迁移和侵袭的影响
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腺病毒作为基因治疗的研究热点#其临床应用

存在争议&病毒一旦进入细胞便成为人为无法控制

的因素#可能在宿主细胞内对宿主基因进行无法预

计的修饰(同时病毒所携带的基因转录翻译为功能

蛋白的效率不可控&而以多肽和脂类为基础的载体

因其具有操作简单'毒性小'免疫原性较低以及无插

入突变等优点#被越来越广泛地研究)

D

*

&众多研究

表明#

MFF<

是一类可高效穿膜的非病毒型载体&穿

膜肽多聚精氨酸$
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##U

%可成功介导抑

癌蛋白
=

$&

进入膀胱癌细胞和神经胶质瘤细胞#并

抑制了细胞增殖)

GH%

*

(带
##U

的融合蛋白
B)8EH##U

'

V45EH##U

'

60[!H##U

'

)H7eMH##U

同时转入小鼠胚

胎成纤维细胞后诱导产生了诱导多能干细胞)

#"

*

&

这些研究表明穿膜肽可介导核蛋白进入细胞发挥功

能&穿膜肽的应用不仅限于细胞学实验#其在体内

的应用也在不断尝试中显现出了重要价值&用带穿

膜肽
O*8

的
=

$&

和
6-*)

融合蛋白处理荷瘤小鼠模

型#都发现可显著延长小鼠的存活时间)

##H#!

*

&

FRFH

#

相比于其他穿膜肽有着独有的优势#

FRFH#

能携

带完整活性的多肽和蛋白进入细胞(而且其在作为

载体介导蛋白药物治疗方面也具有明显优点#如在

生理缓冲液中稳定性高'毒性低'对血清不敏感

等)

#&

*

#并能在极短的时间内携带蛋白药物进入细

胞&

FRFH#

介导蛋白药物在神经胶质瘤和肠道缺血
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介导的重组肝细胞核因子
E

"

蛋白转导对肝癌细胞的抑制作用

疾病治疗中已显示了极大潜能)

#EH#$

*

&

为了拓展
T@LE

"

诱导分化治疗肝癌的新方

法#本研究利用穿膜肽
FRFH#

为载体#携带
T@LE

"

蛋白进入肝癌细胞#并确定了其对肝癌细胞的作用&

研究结果表明
FRFH#

介导的
T@LE

"

蛋白转导肝癌

细胞#穿膜效率达到
'%>$̀

#

FHT@LE

"

转导进入细

胞后主要定位在肝癌细胞的细胞核中$图
!M

'图

!A

%#并可促进肝脏功能基因的表达#抑制干性相关

基因的表达$图
&(

'图
&Z

%#显示该重组蛋白具有

T@LE

"

功能#可在细胞内发挥肝细胞核因子的作

用#通过促进肝癌细胞向成熟肝细胞分化从而诱导

分化肝癌细胞#降低了肝癌细胞的恶性程度(而且

FHT@LE

"

能有效抑制肝癌细胞增殖#在
!$3-04

"

X

FHT@LE

"

作用下细胞增殖明显受到抑制$图
&M

'图

&A

%#说明低浓度的
FHT@LE

"

即可对肝癌细胞发挥

作用(细胞划痕实验和小室侵袭实验也表明
FH

T@LE

"

有效抑制了肝癌细胞
T1ND

的迁移和侵袭

性$图
E

%#提示
FHT@LE

"

可降低肝癌细胞的转移能

力&这些结果显示
FHT@LE

"

转导具有治疗肝癌的

极大潜能&但
FHT@LE

"

对肝癌发展的逆转作用#

还需体内实验进一步证实&
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