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ＲｈｏＣ基因对肝癌细胞促血管生长因子表达的
影响
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　　摘要：目的　观察 ＲｈｏＣ基因对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞表达促血管生长因子（ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ）的影响。
方法　将ｐｃＤＮＡ３．１ＲｈｏＣ重组质粒和空载体 ｐｃＤＮＡ３．１转染 ＨｅｐＧ２细胞，用 ＲＴＰＣＲ及免疫组化检测

ＨｅｐＧ２细胞的 ＲｈｏＣｍＲＮＡ及 ＲｈｏＣ蛋白表达情况；ＲＴＰＣＲ及免疫组化检测 ＨｅｐＧ２细胞 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧ

ＦｍＲＮＡ及蛋白的表达。将转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＲｈｏＣ重组质粒和空载体 ｐｃＤＮＡ３．１的 ＨｅｐＧ２细胞接种裸

鼠，观察肿瘤的成瘤率。结果　与转染空载体 ｐｃＤＮＡ３．１的 ＨｅｐＧ２细胞相比，转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＲｈｏＣ重

组质粒的细胞表达 ＲｈｏＣｍＲＮＡ及 ＲｈｏＣ蛋白增强，其表达 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦｍＲＮＡ及蛋白明显增强

（Ｐ＜０．０１）；重组质粒转染组成瘤率高于空载体组。结论　ＲｈｏＣ表达可促进 ＨｅｐＧ２细胞表达血管内皮

生成因子。ＲｈｏＣ可促进肝癌细胞分泌促血管生长因子，可能是促进肝癌侵袭、转移的机制之一。
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　　血管生成牵涉到肿瘤的形成、浸润和转移的
每个环节。肿瘤新生血管的形成不仅提供肿瘤的

营养和氧气的通路，还提供肿瘤细胞进入血液循

环的途径，许多与肿瘤血管形成有关的癌基因、生

长因子与肿瘤的侵袭转移呈正相关，如血管内皮

细胞生长因子（ＶＥＧＦ）和碱性成纤维细胞因子
（ｂＦＧＦ）等［１－２］。笔者既往对 ＲｈｏＣ基因与肝细胞
癌（ＨＣＣ）关系的研究［３－４］表明，ＲｈｏＣｍＲＮＡ及蛋
白的表达与 ＨＣＣ和胃癌肝转移有关。为探讨
ＲｈｏＣ基因与肝癌促血管生长因子的关系，本实验
利用已经构建的 ＲｈｏＣ基因真核表达载体，将其转
染入 肝 癌 ＨｅｐＧ２细 胞，观 察 ＨｅｐＧ２细 胞 表 达
ＶＥＧＦ及 ｂＦＧＦ的变化。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　ｐｃＤＮＡ３．１ＲｈｏＣ重组质粒由本实
验组自行构建；ＬＩＰＦＥＣＴＡＭＩＮＥＴＭＲｅａｇｅｎｔ（１８３２４－
０２０）购于 ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司；潮霉素购于 ＢｉｏＬａｂ公
司；抗 ＲｈｏＣ多克隆抗体（ｓｃ１２１１６）购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购于 Ｔａｋａｒａ公司；即用型 ＶＥＧＦ及
ｂＦＧＦ单克隆抗体、ＳＰ试剂盒购于福州迈新公司产
品。其余生化试剂均为国产或进口分析纯试剂。

１．１．２　 主要仪器 　 ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ２４００
ＰＣＲ仪，ＧｅｌＤｏｃ１０００ＵＶＢＩＯＲＡＤ分子定量成像
系统（美国 ＢｉｏＬａｂｓ公司），紫外分光光度仪（瑞典
ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司），微量移液器（ＧＩＬＳＯＮ公
司），超净工作台（苏州净化设备有限公司），稳压

稳流电泳仪（ＤＹＹＩＩＩ５）（北京六一仪器厂）。
１．１．３　实验用裸鼠　６周龄，购自上海实验动物
中心，无菌层流间无菌食物喂养。

１．２　实验方法
１．２．１　体外实验
１．２．１．１　实验分组　采用脂质体转染法，将
ｐｃＤＮＡ３．１ＲｈｏＣ重组质粒转染肝癌 ＨｅｐＧ２细胞，
获得稳定转染 ＲｈｏＣ基因的细胞（即 ＨｅｐＧ２ＲｈｏＣ
细胞）。以 ＨｅｐＧ２ＲｈｏＣ细胞为实验组；空载体
ｐｃＤＮＡ３．１转染的 ＨｅｐＧ２细胞（即 ＨｅｐＧ２（－）细
胞）为空载体对照组；未转染的 ＨｅｐＧ２细胞为阴
性对照组。ＲＴＰＣＲ及免疫组化证实质粒转入细
胞中并表达 ＲｈｏＣ基因。
１．２．１．２　ＲＴＰＣＲ检测 ＶＥＧＦｍＲＮＡ及 ｂＦＧＦｍＲＮＡ
的表达　用 ＴＲＩｚｏｌ抽提各组细胞的 ＲＮＡ。测定
ＲＮＡ溶液 Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ比值，判断 ＲＮＡ的纯
度。取 ＲＮＡ溶液 ４．５μＬ，５×甲醛凝胶电泳缓冲

液 ２．０μＬ，甲醛 ３．５μＬ，甲酰胺 １０．０μＬ混合，
６５℃温浴 １５ｍｉｎ，加入 ２．０μＬ甲醛凝胶缓冲液，
上样，５ｖ／ｃｍ电压电泳 ４５ｍｉｎ。证实有 ３条明显
的 ５Ｓ，１８Ｓ，２８Ｓ条带，提示 ＲＮＡ未被降解。

利用 ＮＴＩＶｅｃｔｏｒ软 件 设 计 ＶＥＧＦ（基 因 号：
ＡＹ０４７５８１）引物序列如下，扩增片段长为 ５０５ｂｐ：
上 游 引 物 ５′ＣＣＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣ３′（４９－
６９）；下 游 引 物 ５′ＴＴＡＡＣＴＣＡＡＧＣＴＧＣＣＴＣＧＣＣ３′
（５５４－５３４）。ｂＦＧＦ（基因号：Ｅ０２５４４）引物序
列如 下，扩 增 片 段 长 为 ３００ｂｐ：上 游 引 物 ５′
ＣＣＡＡＧＣＧＧＣＴＧＴＡＣＴＧＣＡＡ３′（６８－８２）；下游引物
５′ＴＣＧＴＴＴＣＡＧＴＧＣＣＡＣＡＴＡＣＣＡ３′（３６３－３４３）。β
ａｃｔｉｎ引 物 序 列：上 游 引 物 ５′ＧＧＧＣＡＴＧＧＧＴ
ＣＡＧＡＡＧＧＡＴ３′（１７６－１９６）；下游引物 ５′ＣＡＧＴＴＧ
ＧＴＧＡＣＧＡＴＧＣＣＧＴ３′（２７７－２５７）将 ＲＴＰＣＲ产物
经 １％的琼脂糖电泳，利用分子定量成像系统分
析，以 βａｃｔｉｎ条带为内参照计算 ＶＥＧＦｍＲＮＡ及
ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达的相对丰度。
１．２．１．３　免疫组织化学染色检测 ＶＥＧＦ及 ｂＦＧＦ
的表达　各组细胞浓度调节为 ２×１０５／ｍＬ，置 ６
孔培养板，每孔内放入 １片已作预处理的盖玻片，
３７℃，５％ ＣＯ２，含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养液中培养 ４８ｈ，取出盖玻片，标本半干燥，以
４℃丙酮固定 １０ｍｉｎ，免疫组织化学染色过程按说
明书进行。结果以细胞内出现玫瑰红色颗粒为阳

性细胞，每张片随机取 ５个高倍视野（１０×２０），
根据染色强弱判断表达深浅。

１．２．２　体内实验　建立人肝癌裸鼠皮下移植瘤
病模型：实验动物随机分为实验组和对照组，每组

各 ５只。实验组细胞按 １×１０８／ｍＬ接种于裸鼠皮
下，每只 ０．１ｍＬ；相同数量的空载体对照组细胞
接种于裸鼠皮下。两组动物自由摄水及饮食，每

周测量 １次体重。４周后处死动物，完整取下肿
瘤，用游标卡尺测量肿瘤直径，并以中性甲醛固

定，石蜡切片包埋，ＨＥ染色做病理学检查。
１．３　统计分析

数据 以 ｘ±ｓ表示，采 用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ检 验。
Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　实验组细胞内外源 ＲｈｏＣ基因的表达
实验组细胞的 ＲＮＡ其 ＲＴＰＣＲ扩增产物经１％

的琼脂糖电泳，于约 ６００ｂｐ左右处见到明亮的条
带，而空载体对照组于该处仅能见到较暗的条带。

提示 ＨｅｐＧ２ＲｈｏＣ细胞中 ＲｈｏＣ基因表达增强。

３６１１
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２．２　ＲｈｏＣ基因对 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影响
用 ＴＲＩｚｏｌ抽提实验组细胞 ＲＮＡ经电泳证实有

３条明显的 ５Ｓ，１８Ｓ，２８Ｓ条带，紫外可见分光光
度仪检测 ＲＮＡ的 纯 度：Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ 比 值
＝１．８１２。经分子定量成像系统分析，实验组及空
载体组两组细胞 βａｃｔｉｎ条带光密度近似。以
βａｃｔｉｎ条带为内参照，其光密度值设定为 １．０００，
实验组细胞 ＶＥＧＦｍＲＮＡ光密度相对值为 ３．０１６
±０．１０８；空载体对照组细胞及阴性对照组 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ光密度相对值分别为 ０．２８７±０．０９８和
０．３０１±０．１３０；经统计学分析，实验组与空载体对
照组及阴性对照组在 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达上有显
著性差异（Ｐ＜０．０１）；而空载体对照组细胞及阴
性对照组之间则无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。提示
外源 ＲｈｏＣ基 因 转 染 的 ＨｅｐＧ２细 胞 表 达 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ增强（图 １）。
２．３　ＲｈｏＣ基因对 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达的影响

实验组与空载体对照组及阴性对照组的 ＲＮＡ
其 ＲＴＰＣＲ扩增产物经 １％的琼脂糖电泳，于约
３００ｂｐ左右处得到特异条带。经分子定量成像系
统分析，各组 βａｃｔｉｎ条带光密度近似。以 βａｃｔｉｎ
条带为内参照，其光密度值设定为 １．０００，实验组
ｂＦＧＦｍＲＮＡ光密度相对值为 ２．３１０±０．２８４；空载
体对照组细胞及阴性对照组 ｂＦＧＦｍＲＮＡ光密度相
对值分别为 ０．３６７±０．０９４和０．４１１±０．２５９；经统

计学分析，实验组与空载体对照组及阴性对照组在

ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达上有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；而
空载体对照组及阴性对照组之间则无显著性差异。

（Ｐ＞０．０５）。提示外源 ＲｈｏＣ基因转染的 ＨｅｐＧ２细
胞表达 ｂＦＧＦｍＲＮＡ增强（图 ２）。
２．４　ＲｈｏＣ基因对 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ蛋白表达的影响

细胞免疫组织化学染色显示，阴性对照组表

达 ＶＥＧＦ及 ｂＦＧＦ蛋白较弱；而实验组表达 ＶＥＧＦ
及 ｂＦＧＦ蛋白明显增强（图 ３－６）。
２．５　成瘤率

实验组及空载体对照组细胞接种动物后，两组

实验动物均存活４周。空载体组 ５只动物均没有成
瘤，成瘤率 ０％，表现为持续体重增加。而实验组
５只动物中有２只在注射部位成瘤，成瘤率４０．０％，
成瘤动物在第３周以前表现为体重略增加，在第４周
以后表现为体重减轻，肿瘤大小分别为 １．１４ｃｍ×
１．０６ｃｍ×１．０４ｃｍ和１．６５ｃｍ×１．５３ｃｍ×１．３９ｃｍ。

肿瘤病理学检查，镜下见：肿瘤细胞高度恶

性，呈巢状、结节状，细胞大部分为立方形，部分

为梭形，有些排列成索状。胞浆淡红色，核呈圆

形，大部分胞浆／核形态尚一致，也有散在的瘤巨
细胞，核分裂相明显，可见赤道板征和芽棒状核。

肿瘤组织内可见灶性坏死，部分为片状坏死。肌

索内可见巢状癌细胞浸润，部分肌纤维被破坏，肿

瘤中甚至可见残留的肌细胞。
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　图１　ＨｅｐＧ２细胞表达ＶＥＧＦｍＲＮＡ　１：空载体对照组；
２：实验组；Ｍ：Ｄｌ２０００ｍａｒｋｅｒ

　图２　ＨｅｐＧ２细胞表达ｂＦＧＦｍＲＮＡ　１：空载体对照组；
２：实验组；Ｍ：Ｄｌ２０００ｍａｒｋｅｒ

图３　ＨｅｐＧ２ＲｈｏＣ细胞表达
ＶＥＧＦ（ＡＥＣ染色，×４００）

图４　ＨｅｐＧ２（－）细胞表达
ＶＥＧＦ（ＡＥＣ染色，×４００）

图５　ＨｅｐＧ２（－）细胞表达
ｂＦＧＦ（ＡＥＣ染色，×４００）

图６　ＨｅｐＧ２ＲｈｏＣ细胞表达
ｂＦＧＦ（ＡＥＣ染色，×４００）
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３　讨　论

ＶＥＧＦ可诱导内皮细胞分裂、增殖、迁移；此
外，ＶＥＧＦ还可增加微血管的通透性，促进内皮细
胞产生间质胶原蛋白酶、基质降解蛋白等，促进基

膜降解从而使内皮细胞出芽、迁移。活化的 Ｈｒａｓ
对 ＶＥＧＦ的诱导作用是细胞特异性的［５］。研究表

明 ＶＥＧＦ表达与 ＨＣＣ的发展和血管侵犯有关，
ＶＥＧＦ在 ＨＣＣ的侵袭、转移中起重要的作用［１］。

ｂＦＧＦ是另一种重要的血管生成刺激因子。
许多肿瘤都表达 ｂＦＧＦ，而抑制 ｂＦＧＦ受体可抑制
肿瘤的生长［６］。Ｍｉｓｅ［７］研究 ２０例 ＨＣＣ组织标本，
发现 ９例合并包膜浸润者 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达。ｂＦＧＦ
与 ＶＥＧＦ在肿瘤血管形成中有协同作用［８］。已经

证实 Ｒａｓ与 ｒａｃ可以激活 ｂＦＧＦ基因的启动子，但
ｂＦＧＦ的转录是否也有增强尚不清楚。

本实验将 ＲｈｏＣ基因重组质粒转染 ＨｅｐＧ２细
胞，获得稳定表达 ＲｈｏＣ蛋白的 ＨｅｐＧ２ＲｈｏＣ细
胞。经 ＲＴＰＣＲ检测表明当 ＲｈｏＣ基因转染后，
ＶＥＧＦｍＲＮＡ和 ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达是空载体对照组
和阴性对照组的 １６及 １０倍；免疫组化染色表明
表明 ＲｈｏＣ基因过表达时，ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ蛋白表
达明显增强。本实验结果显示，与空载体对照组

和阴性对照组相比，转染 ＲｈｏＣ基因的 ＨｅｐＧ２细
胞过表达 ＲｈｏＣ时，实验组细胞成瘤率增高，并且
恶性表型增强。虽然实验组与空载体组两组成

瘤率（４０％：０）没有形成统计学上的意义，可能
与实验动物数量有关。本实验结果提示 ＲｈｏＣ基

因作为一种可能的癌基因，其促进 ＨＣＣ的发展、
转移作用可能与 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ表达增强有关。
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