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·基础论著·

人肝细胞生长因子转染 Ｌ０２细胞的锌指基因
差异表达筛选

吴亮　张锦前　王琦　李国力　张晨宇　王晓春　洪源　曾辉　成军

　　【摘要】　目的　构建人肝细胞生长因子（ｈＨＧＦ）真核表达载体，在Ｌ０２细胞
中表达ｈＨＧＦ并筛选其中的差异表达基因。方法　构建 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ
载体，测序鉴定；其转染 Ｌ０２细胞后进行蛋白免疫印迹检测；将 ｐｃＤＮＡ３．１（－）
ｈＨＧＦ和ｐｃＤＮＡ３．１（－）载体分别转染 Ｌ０２细胞后，提取总 ｍＲＮＡ并逆转录为
ｃＤＮＡ，运用基因表达谱芯片技术分析差异表达基因。结果　构建的 ｈＨＧＦ真核
表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ经酶切和测序鉴定正确；转染Ｌ０２细胞后经蛋白
免疫印迹证实 ｈＨＧＦ存在明确表达；ｐｃＤＮＡ３．１（－）及 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ分
别转染Ｌ０２细胞后提取总ＲＮＡ，经基因表达谱芯片分析发现，表达水平显著上调
和下调的基因分别有４０４个和１４５个，在表达显著上调的基因中包含７种锌指基
因。结论　筛选出了ｈＨＧＦ转染Ｌ０２细胞后的差异表达基因，为其作用机制及与
锌指蛋白相关性的研究提供了重要依据。

【关键词】　人肝细胞生长因子；Ｌ０２细胞；锌指基因
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　　人肝细胞生长因子（ｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｈＨＧＦ）具有多种生物学
作用，是正常胚胎发育、多种组织器官（如肝、肾、肠、骨骼、神经系统、造血系统）

发生过程中的一个重要调控因子［１］，但其作用机制仍不十分明确。锌指基因家

族是人体中最大的基因家族，参与细胞分化、胚胎发育，并与许多疾病的发生相

关。锌指蛋白（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ）则是哺乳动物细胞内含量最丰富的蛋白质模
体，是各种特异性ＤＮＡ结合蛋白中最大的一个类别。据统计，约２％的人类基因
（７００～９００个）编码锌指蛋白，这些锌指蛋白与真核基因的表达调控密切相关［２］。

本研究应用基因芯片技术，筛选 ｈＨＧＦ对 Ｌ０２细胞差异表达的基因，并从中发现
了７种锌指基因，为进一步深入研究ｈＨＧＦ在肝细胞中的多种作用机制及其与锌
指基因调控的相关性提供了一定依据。

材料和方法

一、材料

真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（－）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｌ０２细胞购自协和医院细
胞中心；细胞培养相关试剂及总ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ等均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；限制
性内切酶ＡｐａⅠ、ＢｓｔⅪ 购自Ｔｏｙｏｂｏ生物科技有限公司；抗ＨＧＦ购自Ｓｉｍｇａ公司。

二、方法

１．构建ｈＨＧＦ基因真核表达载体：将质粒ｐＧＥＭＴｈＨＧＦ转化感受态大肠埃
希菌ＤＨ５α后，提取该转化菌质粒ｐＧＥＭＴｈＨＧＦ，并将该质粒用ＡｐａⅠ、ＢｓｔⅪ双
酶切鉴定；测序质粒ｐＧＥＭＴｈＨＧＦ测定其基因序列约为２２００ｂｐ，结果与目的基
因序列ｈＨＧＦ对照，其序列长度一致，同源性为９９．５％且氨基酸序列完全一致。
以ｐＧＥＭＴｈＨＧＦ为模板用ＡｐａⅠ及ＢｓｔⅪ双酶切，回收２．２ｋｂ左右目的片段，与
表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１（－）连接，再转化入感受态大肠埃希菌 ＤＨ５α后提取质粒
ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ进行ＡｐａⅠ及ＢｓｔⅪ双酶切鉴定。
２．Ｌ０２细胞的转染和筛选：细胞株用 ＤＭＥＭ培养基（含１００ｋＵ／Ｌ氨卞青霉

素的１００ｍｌ／Ｌ小牛血清）常规培养，待细胞生长到５０％～７０％融合时，采用Ｌｉｐｏ
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ｆｅｃｔｉｎ脂质体法（转染程序参照 Ｍａｎｉｔｓａｎｓ方法）将 ｐｃＤＮＡ３．１（－）及 ｐｃＤＮＡ３．１
（－）ｈＨＧＦ质粒转染细胞，以含 Ｇ４１８的培养基续培养４８ｈ，裂解细胞后留取上
清，用于表达产物的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

ｈＨＧＦ蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：将上清于ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，转膜后将膜
置于ＴＰＢＳ（含３０ｇ／Ｌ牛血清白蛋白）封闭液室温封闭２ｈ，加入封闭液稀释后的抗体
（抗ＨＧＦ，１∶５００稀释），４℃孵育１ｈ，ＰＢＳ液漂洗４～６次，每次５ｍｉｎ，再与封闭液稀
释的酶标抗体（抗ＩｇＧＨＲＰ，１∶１０００稀释）于３０℃温育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗４～５次后
滤纸吸干残余液体，加入ＥＣＬ化学发光底物，在Ｘ光片曝光，显影、定影后观察。
３．总ＲＮＡ提取：在３５ｍｍ培养皿中常规培养Ｌ０２细胞，待细胞生长至对数

期时分别将ｐｃＤＮＡ３．１（－）及 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ转染 Ｌ０２细胞４８ｈ后收获
细胞。采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂一步法提取细胞总 ＲＮＡ（对照组和实验组），样品经分光
光度计检测吸光度（Ａ），并行琼脂糖凝胶电泳进行检测。
４．ｍＲＮＡ纯化：探针标记和芯片制备，以 ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡＭｉｄｉｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ公

司）分离纯化得到ｍＲＮＡ，并行电泳检测常规方法逆转录标记ｃＤＮＡ探针并纯化。
用Ｃｙ３ｄＵＴＰ标记对照组细胞ｍＲＮＡ（５μｇ），用Ｃｙ５ｄＵＴＰ标记实验组细胞ｍＲＮＡ
（５μｇ）。乙醇沉淀后溶解于杂交液中。芯片包含的２００００个ｃＤＮＡ由上海国家
工程研究中心上海生物芯片有限公司提供，包括原癌基因和抑癌基因、免疫调节

相关基因、细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、信号转导相关基因等。以通用引

物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物长度为１０００～３０００ｂｐ。靶基因溶解于３×ＳＳＣ溶液
中，用Ｃａｒｔｅｓｉａｎ７５００点样仪（Ｃａｒｔｅｓｉａｎ公司）及硅烷化玻片（ＴｅｌｅＣｈｅｍ公司）进行
点样。玻片经水合（２ｈ）、室温干燥（０．５ｈ）、ＵＶ交联，再分别用０．２％ ＳＤＳ、水及
０．２％的硼氢化钠溶液处理１０ｍｉｎ，晾干备用。

５．杂交及洗涤：将基因芯片和杂交探针在９５℃水浴变性５ｍｉｎ，将混合探针
加在基因芯片上，置于６０℃杂交１５～１７ｈ。以ＳＳＣ洗涤１０ｍｉｎ，室温晾干。
６．检测与分析：用ＳｃａｎＡｒｒａｙ３０００（ＧｅｎｅｒａｌＳｃａｎｎｉｎｇ公司）扫描芯片。用预先

选定的内参照基因对 Ｃｙ３和 Ｃｙ５的原始提取信号进行均衡和修正。用 ＩｍａＧｅｎｅ
３．０软件分析 Ｃｙ３、Ｃｙ５两种荧光信号的强度，计算 Ｃｙ５／Ｃｙ３。阳性结果判断：
Ｃｙ５／Ｃｙ３＞１．８，红色荧光，显示表达增强；Ｃｙ５／Ｃｙ３＜０．６，为绿色荧光，显示表达
减弱。

结　　果
一、真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ的酶切鉴定
将质粒ｐＧＥＭＴｈＨＧＦ转化感受态大肠埃希菌ＤＨ５α后，提取菌落质粒并用

ＡｐａⅠ、ＢｓｔⅪ双酶切鉴定后测序，结果插入序列约为２２００ｂｐ，与目的基因 ｈＨＧＦ
比对同源性为９９％，且氨基酸序列一致；以ｐＧＥＭＴｈＨＧＦ为模板用ＡｐａⅠ、ＢｓｔⅪ
双酶切，回收２．２ｋｂ左右的目的片段，与表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（－）连接，再转化入
转化感受态大肠埃希菌ＤＨ５α后提取质粒ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ进行ＡｐａⅠ、Ｂｓｔ
Ⅺ双酶切鉴定（图１）。
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图１　ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ经ＡｐａⅠ和ＢｓｔⅪ双酶切鉴定
注：Ｍ：标记物；１：ＡｐａⅠ及 ＢｓｔⅪ双酶切鉴定的 ｐｃＤ
ＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ；２：ＡｐａⅠ及 ＢｓｔⅪ双酶切鉴定的
ｐｃＤＮＡ３．１（－）质粒

　　二、真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（－）和 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ分别转染 Ｌ０２细
胞后蛋白免疫印迹检测

Ｌ０２细胞培养后分别转染 ｐｃＤＮＡ３．１（－）及 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒，再
培养４８ｈ裂解细胞蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果可见ｐｃＤＮＡ３．１
（－）转染组未见蛋白表达，而ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒转染组细胞可见 ｈＨＧＦ
大量表达（图２）。

图２　ｐｃＤＮＡ３．１（－）质粒及ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒转染的Ｌ０２细胞蛋白免疫印迹检测
注：１：ｐｃＤＮＡ３．１（－）质粒转染细胞培养后裂解细胞上清Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；２：ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒转
染细胞培养后裂解细胞上清Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
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　　三、总ＲＮＡ提取
Ｌ０２细胞分别转染 ｐｃＤＮＡ３．１（－）及 ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒，培养４８ｈ

后提取细胞总ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳可见２８Ｓ、１８Ｓ及８Ｓ条带（图３）。可见两
组细胞中提取ＲＮＡ效果良好。

图３　ｐｃＤＮＡ３．１（－）质粒及ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒转染的Ｌ０２细胞总ＲＮＡ电泳
注：１：ｐｃＤＮＡ３．１（－）质粒转染Ｌ０２细胞后提取的总ＲＮＡ；２：ｐｃＤＮＡ３．１（－）ｈＨＧＦ质粒转染Ｌ０２细胞后提
取的总ＲＮＡ

　　四、差异表达基因的分析
表达水平显著上调和下调的基因分别有４０４个和１４５个，显著上调表达的基

因中含７种锌指基因（表１）。

表１　表达显著增强的锌指蛋白基因
序号 ＧｅｎＢａｎｋ编号 　　　　　编码蛋白 Ｃｙ５／Ｃｙ３

１ ＮＭ＿００７２２２．２ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｓａｎｄｈｏｍｅｏｂｏｘｅｓ１ ２．０１

２ ＮＭ＿００６５２６．２ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ２１７ ２．１６

３ ＮＭ＿０１４３４５．１ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３１８ ２．０６

４ ＮＭ＿０１４１５３．２ ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＣＣＣＨｔｙｐｅｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ７ ２．９４

５ ＮＭ＿０１６１０７．３ ＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ２．５７

６ ＮＭ＿０５３０２３．２ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ９１ ２．２８

７ ＮＭ＿０２４７７２．２ Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ，ＭＹＭｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１ ２．９４

讨　　论
ｈＨＧＦ具有多种生物学功能，也可用于多种疾病的治疗如逆转肝纤维化、改

善肝硬化、脂肪肝、防止肺纤维化、血管性疾病、胃溃疡、糖尿病等［３］。近年来，有

关ｈＨＧＦ生物学功能机制的研究逐渐深入但尚无定论。ｈＨＧＦ在肝脏首先与肝
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细胞表面的ｃｍｅｔ结合，通过后者将信号转导入胞内，促进肝细胞ＤＮＡ合成后导
致肝细胞增殖和有丝分裂，促进肝细胞及肝脏再生［４］。而这些过程中相关的信

号通路并不明确，国内外尚未见有关研究报道。因此，为深入研究并明确其在肝

细胞中的作用机制，本实验应用基因芯片技术研究ｈＨＧＦ转染Ｌ０２健康人肝细胞
后的差异表达基因。最终，从２００００个基因中筛选出５４９个差异表达的基因，其
中表达水平显著上调和下调的基因分别有４０４个和１４５个，表达显著上调的基因
中包括７种锌指基因。这些基因涉及细胞信号转导、细胞凋亡、肿瘤发生、物质代
谢等多个领域，这与ｈＨＧＦ的多样化生物学功能密切相关。

几乎所有生物过程均涉及生物大分子的特异相互作用，这些作用有赖于大分

子内的结构域。近年来又发现一些由较短多肽片段（少于５０个氨基酸残基长）
形成的结构域，但这些多肽片段不能自身折叠成稳定的结构域。锌离子在一定条

件下可以不需要任何化学反应就能与这种结构稳定性结合，故非常适于结合在这

种同步短片段多肽形成的结构中以维持其稳定，发挥其特殊作用。人们将这种能

够特异与核酸位点结合并调节生理功能的蛋白质片段称为锌指结构（简称锌

指），含有锌指结构的蛋白称为锌指蛋白［５］。

锌指蛋白是一种常见的转录因子，自１９８３年首次在转录因子ⅢＡ中发现锌
指结构以来，现已发现１０多种不同的锌指家族，约占人类基因产物的１％。锌指
结构由多个半胱氨酸和（或）组氨酸组成，通过锌离子来维持结构的稳定性。在

哺乳动物中，锌指蛋白在转录因子中占大多数，与各种基因的调控和细胞发育有

关。其可在ＤＮＡ进行转录时，间接或直接结合到ＤＮＡ增强子，抑制或增强转录。
此种蛋白质的主要特征是形成像手指的蛋白结合域，利用这种手指形状的结构结

合到ＤＮＡ大沟。通常会存在多个锌指以加强作用。同时，特定的蛋白结合域与
特定的ＤＮＡ序列结合。锌指通过与目的基因的 ＤＮＡ或 ＲＮＡ结合，或锌指之间
的相互作用来调控基因表达［６８］。

本研究发现ｈＨＧＦ明显上调几种锌指基因的表达，这可能是ｈＨＧＦ发挥其生
物学功能的机制之一［９１２］，ｈＨＧＦ可能通过对某些特定锌指蛋白的调控从而进一
步实现其下游的基因表达调控［１３１５］。这就为研究并明确 ｈＨＧＦ在肝细胞中的作
用机制提供了较好的实验基础和研究方向。

本实验通过筛选ｈＨＧＦ转染Ｌ０２细胞的差异表达基因发现，其对参与多种生
物学过程的多种基因都存在明显表达差异，主要与细胞信号转导、细胞增殖与分

化、物质代谢、细胞凋亡和肿瘤发生等密切相关，且可调控锌指基因。本实验结果

为研究ｈＨＧＦ在肝细胞中相关生物学过程及其信号转导机制，也为研究ｈＨＧＦ与
锌指蛋白之间的基因调控相关性提供了坚实的基础。
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