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摘 要 目的：研究抑制人胰岛素样生长因子2（IGF2）基因的 siRNA表达载体对肝癌Huh-7细胞增殖的抑制作用。方法：将重组

人甲胎蛋白（hAFP）和人端粒酶逆转录酶（hTERT）双启动子调控抑制 IGF2基因的 siRNA表达载体pGL3-hAFP-hTERT-siRNA3（简

称 siRNA3）转染Huh-7细胞和正常肝L-02细胞，另设阴性对照（载体pGL3-hAFP-hTERT）组和空白对照组。采用实时荧光定量聚

合酶链反应法检测各组细胞转染48 h后 IGF2 mRNA表达；酶标仪检测转染0、24、48、72 h后的细胞活性；流式细胞仪检测转染48

h 后细胞周期、细胞凋亡；Western blot 法检测细胞 IGF2、增殖细胞核抗原（PCNA）、细胞周期蛋白（Cyclin）E2、Cyclin D2、Cdc2、

Bcl-2蛋白表达水平。结果：与阴性对照组和空白对照组比较，转染 siRNA3的Huh-7细胞中 IGF2 mRNA表达明显减弱，转染48、

72 h后Huh-7细胞活性明显降低，G1期Huh-7细胞明显增加，S期Huh-7细胞明显减少；Huh-7细胞早期、晚期及总凋亡百分比均明

显增加，IGF2、PCNA、Cyclin E2、Cyclin D2、Cdc2和 Bcl-2蛋白表达均明显减弱，以上差异具有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。

转染 siRNA3表达载体的L-02细胞上述指标均无明显变化（P＞0.05）。结论：重组hAFP和hTERT双启动子调控针对 IGF2基因的

siRNA可特异性抑制Huh-7细胞 IGF2表达及细胞增殖，其可能与下调 IGF2 mRNA及蛋白表达，进而引起细胞增殖相关基因PC-

NA、细胞周期调控相关基因Cyclin E2、Cyclin D2、Cdc2及细胞凋亡调控相关基因Bcl-2蛋白表达下调有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effect of siRNA expression vector inhibiting human insulin-like growth

factor 2（IGF2）gene on the proliferation of hepatoma cell line Huh-7. METHODS：siRNA expression vector pGL3-hAFP-hTERT-

siRNA3（“siRNA3”）which inhibited IGF2 gene by dual promoter regulation of recombinant human alpha-foetoprotein（hAFP）and

human telomerase reverse transcriptase（hTERT）was transfected into the Huh-7 cell and normal hepatocyte L-02，and then a nega-

tive control group（vector pGL3-hAFP-hTERT）and a blank control group were set up. IGF2 mRNA expression was detected by re-

al-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction 48 h after transfection into the cells in all groups；the activity of the cells

by the microplate reader 0，24，48 and 72 h thereafter；and the cell cycle and apoptosis by the flow cytometer 48 h thereafter，and

the changes in the protein levels of IGF2，PCNA，Cyclin E2，Cyclin D2，Cdc2 and Bcl-2 in the cell were detected by Western

blot. RESULTS：Compared with the negative control group and blank control group，IGF2 mRNA expression in the Huh-7 cell

transfected with siRNA3 was obviously weaker；at 48 and 72 h after transfection，the activity of Huh-7 cell signigicantly reduced，

Huh-7 cells at G1 phase obviously increased and those at S phase markedly decreased；the occurrence of early，late and total apopto-

sis in Huh-7 cells apparently increased，and the protein expression of IGF2，PCNA，Cyclin E2，Cyclin D2，Cdc2 and Bcl-2 in

cells significantly weakened，with statistically significance（P＜0.01 or P＜0.05）. No obvious change in the above-mentioned index-

es could be found in L-02 cells transfected with siRNA3 expression vector（P＞0.05）. CONCLUSIONS：siRNA which inhibited

IGF2 gene by dual promoter regulation of recombinant hAFP and hTERT can specially inhibit IGF2 gene expression and the prolifer-

ation of Huh-7 cells，which may be involved with down-regulated protein expression of cell proliferation-associated gene PCNA，

cell cycle control-associated genes Cyclin E2，Cyclin D2 and Cdc2 and apoptosis regulation-associated gene Bcl-2 as a result of

down-regulated IGF2 mRNA expression and protein expres-

sion.
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Hepatoma cell line Huh-7
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人胰岛素样生长因子 2（Insulin-like growth factor 2，

IGF2）是一种重要的胎儿生长因子及有丝分裂原，其基因含 9

个外显子和 4个启动子（P1～P4）。在胎儿及新生儿期，由于

P2～P4启动子激活而导致 IGF2大量表达，参与肝脏、肺脏、小

肠等组织器官的生长发育；出生2个月后，肝脏 IGF2表达量显

著降低[1-2]。近年来研究表明，由于P3和P4启动子再激活而导

致的 IGF2过表达与肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma，HCC）

的发生密切相关[3-6]。那么，抑制 IGF2的过表达是否能成为有

效治疗HCC的基因治疗靶点？目前尚未见相关的研究报道。

RNA干扰（RNA interference，RNAi）是指与靶基因序列同

源的双链RNA（Double-stranded RNA，dsRNA）所诱导的一种

特异性基因沉默现象。本研究团队构建了重组人甲胎蛋白

（hAFP）和人端粒酶逆转录酶（hTERT）双启动子调控抑制

IGF2 基因的小干扰 RNA（siRNA）表达载体 pGL3-hAFP-

hTERT-siRNA3（简称 siRNA3）[7]。本文研究其对肝癌Huh-7细

胞增殖的抑制作用，以期为肝癌的基因治疗药物的开发提供

参考。

1 材料
1.1 仪器

Light Cycler480型荧光定量聚合酶链式（PCR）反应仪（美

国Roche公司）；ELX-808IU型酶标仪（美国Bio-Tek公司）；BD

Accuri C6型流式细胞仪（美国BD公司）。

1.2 药品与试剂

siRNA3及其阴性对照载体pGL3-hAFP-hTERT（暨南大学

附属第一医院消化内科研究团队构建[7]，该载体包含pGL3-ba-

sic质粒基本骨架、hAFP及hTERT基因启动子核心片段及表达

siRNA3的序列，其中 siRNA3为高效沉默 IGF2基因的干扰序

列）；LipofectamineTM 2000转染试剂（美国 Invitrogen公司）；An-

nexin Ⅴ-FITC细胞凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒（荷

兰Keygene公司）；总RNA抽提（Trizol）试剂盒及细胞增殖检

测试剂盒（美国 Promega 公司）；抗 IGF2、抗增殖细胞核抗原

（PCNA）、抗细胞周期蛋白（Cyclin）E2、抗Cyclin D2、抗Cdc2、

抗Bcl-2及抗GAPDH抗体（英国Abcam公司）。

1.3 细胞株

肝癌细胞株Huh-7、正常肝细胞株L-02购于武汉大学中国

典型培养物保藏中心。

2 方法
2.1 细胞中 IGF2 mRNA表达的检测

采用 LipofectamineTM 2000转染试剂将 siRNA3（siRNA3

组）及其阴性对照载体 pGL3-hAFP-hTERT（阴性对照组）分别

转染Huh-7细胞及L-02细胞（转染质粒的质量浓度为0.5 μg/μl）；

另设置空白对照组。转染48 h后收集细胞，按Trizol试剂盒说

明抽提细胞总RNA，逆转录合成 cDNA并进行荧光定量 PCR

分析。 IGF2 mRNA 上游引物为 5′-CTGGAGACGTACTGT-

GCTA-3′，下游引物为 5′-GACTGCTTCCAGGTGTCAT-3′，片

段长度为 128 bp；以 18s rRNA为内参照。采用相对定量法表

示目的基因表达量。试验过程中，每个共转染试验同时做3个

复孔，并连续进行2次试验。

2.2 细胞增殖活性的检测

取“2.1”项下 3组转染细胞，计数，调整细胞密度为 1×105

ml－1，分到 96孔板，每孔 100 μl，收集转染 0、24、48、72 h 的细

胞，加入MTS试剂，孵育 4 h后，酶标仪测定 490 nm波长处的

光密度（OD）。

2.3 细胞周期的检测

取“2.1”项下3组转染48 h的细胞，调整细胞密度为1×106

ml－1，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗2次，加入预冷的70％乙醇，于

4 ℃固定过夜。1 000×g 离心 5 min 收集细胞，用 PBS 再洗 1

次，加入含 50 μg/ml溴化丙锭、100 μg/ml核糖核酸酶（RNase）

A的PBS，4 ℃避光孵育30 min，流式细胞仪检测各组细胞的荧

光强度。

2.4 细胞凋亡检测

取“2.1”项下3组转染48 h的细胞，调整细胞密度为1×106

ml－1。取 0.5 ml细胞悬液，加入 1.25 μl Annexin V-FITC，置于

室温避光反应时间为15 min。1 000×g离心5 min收集细胞，用

0.5 ml 预冷的1×结合缓冲液轻轻重悬，加入10 μl 碘化丙啶，置

于冰上避光保存，用流式细胞仪检测各组细胞荧光强度。

2.5 细胞中 IGF2、PCNA、Cyclin E2、Cyclin D2、Cdc2、Bcl-2

蛋白表达的检测

采用Western blot法，取“2.1”项下3组转染48 h的细胞，转

染细胞总蛋白，测定蛋白浓度后，行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE），转硝酸纤维素膜，用脱脂奶粉封

闭。加入稀释的（1 ∶400～1 ∶1 000）一抗（抗 IGF2、抗PCNA、抗

Cyclin E2、抗Cyclin D2、抗Cdc2、抗Bcl-2及抗GAPDH抗体）、

辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，增强化学发光显影，凝胶

成像系统摄像及分析各蛋白的表达情况。

2.6 统计学分析

采用SPSS 13.0统计软件进行分析。数据以x±s表示，计

量资料的比较采用ANOVA或独立样本 t检验。P＜0.05表示

差异有统计学意义。

3 结果
3.1 IGF2 mRNA表达结果

在Huh-7肝癌细胞中，与阴性对照组和空白对照组比较，

siRNA3组细胞中 IGF2 mRNA 表达减弱，差异有统计学意义

（P＜0.01）；而在L-02正常肝细胞中，各组细胞中 IGF2 mRNA

表达差异无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞中 IGF-2 mRNA

表达情况见图1。

3.2 细胞增殖活性结果

在Huh-7肝癌细胞中，与阴性对照组和空白对照组比较，

siRNA3组细胞转染48、72 h后细胞增殖活性降低，差异有统计

学意义（P＜0.05）；而在L-02正常肝细胞中，各组细胞增殖活

性差异无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞的增殖活性变化情

况见图2。

图1 各组细胞中 IGF-2 mRNA表达情况
注：与阴性对照组比较，＊P＜0.01；与空白对照组比较，#P＜0.01

Fig 1 IGF-2 mRNA expression in the cells in all groups
Note：vs. negative control group，＊P＜0.01；vs. blank control group，

#P＜0.01
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图 6 各组细胞中 IGF2、PCNA、Cyclin E2、Cyclin D2、Cdc2

和Bcl-2蛋白表达水平
A.Huh-7细胞；B.L-02细胞

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.01；与空白对照组比较，#P＜0.01

Fig 6 Protein expression of IGF2，PCNA，Cyclin E2，Cy-

clin D2，Cdc2 and Bcl-2 in the cells in all groups
A. Huh-7 cells；B. L-02 cells

Note：vs. negative control group，＊P＜0.01；vs. blank control group，
#P＜0.01

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

蛋
白

表
达

水
平

空白对照组
阴性对照组
siRNA 3组

IGF-2

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

蛋
白

表
达

水
平

空白对照组
阴性对照组
siRNA 3组

PCNA Cyclin
D2

Cyclin
E2

Cdc2 Bcl-2

A

IGF-2 PCNA Cyclin
D2

Cyclin
E2

Cdc2 Bcl-2

B

＊#
＊# ＊#

＊#

＊#
＊#

IGF2

Bcl-2

Cdc2

PCNA

Cyclin D2

Cyclin E2

GAPDH

7.5 kD

26 kD

34 kD

36 kD

34 kD

45 kD

36 kD

空白对照组

阴性对照组

siR
NA 3组

A

IGF2

Bcl-2

Cdc2

PCNA

Cyclin D2

Cyclin E2

GAPDH

7.5 kD

26 kD

34 kD

36 kD

34 kD

45 kD

36 kD

空白对照组

阴性对照组

siR
NA 3组

B

图 5 各组细胞中 IGF2、PCNA、Cyclin E2、Cyclin D2、Cdc2

和Bcl-2蛋白表达的电泳图
A.Huh-7细胞；B.L-02细胞

Fig 5 Electrophoretogram of protein expression of IGF2，

PCNA，Cyclin E2，Cyclin D2，Cdc2 and Bcl-2 in the

cells in all groups
A. Huh-7 cells；B. L-02 cells

3.3 细胞周期结果

在Huh-7肝癌细胞中，与阴性对照组及空白对照组比较，

siRNA3组细胞G1期比例增加，S期细胞比例减少，差异有统计

学意义（P＜0.01）；而在L-02正常肝细胞中，各组细胞各细胞

周期比例差异无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞的细胞周期

情况见图3。

3.4 细胞凋亡结果

在Huh-7肝癌细胞中，与阴性对照组及空白对照组比较，

siRNA3组细胞早期、晚期及总凋亡均增加，差异有统计学意义

（P＜0.01）；而在L-02正常肝细胞中，各组细胞在各周期细胞

凋亡差异无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞的细胞凋亡情况

见图4。

3.5 细胞蛋白表达结果

在Huh-7肝癌细胞中，与阴性对照组及空白对照组比较，

siRNA3 组细胞中 IGF2、PCNA、Cyclin D2、Cyclin E2、Cdc2、

Bcl-2蛋白表达降低，尤其是Cyclin E2蛋白表达水平极低，差
异有统计学意义（P＜0.01）；而在L-02正常肝细胞中，各组细
胞上述蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞中
IGF2、PCNA、Cyclin E2、Cyclin D2、Cdc2和 Bcl-2蛋白表达的
电泳图见图5，表达水平见图6。

4 讨论
siRNA是RNAi过程中的关键中间产物，目前制备 siRNA

的方法主要分为两类：体外制备法与表达载体法。前者制备
的 siRNA 由于易降解、干扰作用短暂，实际应用范围较为局
限；后者是通过构建表达 siRNA的质粒或病毒载体，然后导入
细胞内转录产生 siRNA，则能克服前者不足，可实现较长时间
的稳定干扰[6]。构建 siRNA表达载体是通过将 siRNA对应的
DNA双链序列克隆到驱动小发夹RNA表达所用的启动子下
游而实现的。驱动这些启动子转录的酶有 RNA 聚合酶Ⅱ
（RNA polymerase Ⅱ，Pol Ⅱ）和RNA聚合酶Ⅲ（Pol Ⅲ），这些
启动子分别被称为Pol Ⅱ和Pol Ⅲ启动子，前者包括hTERT及
hAFP启动子等，后者包括H1、U6、tRNA启动子等[7]。

Pol Ⅲ启动子的优点是能够在精确的位置启动与终止转
录，表达的 siRNA可以在体内实现高效而稳定的基因沉默；但

图2 各组细胞的增殖活性变化情况
A.Huh-7细胞；B.L-02细胞

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05；与空白对照组比较，#P＜0.05

Fig 2 The changes in the proliferation and activity of the

cells in all groups
A. Huh-7 cells；B. L-02 cells

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05；vs. blank control group，
#P＜0.05
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图3 各组细胞的细胞周期情况

Fig 3 The cell cycle of the cells in all groups
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图4 各组细胞凋亡情况
A.Huh-7细胞；B.L-02细胞

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.01；与空白对照组比较，#P＜0.01

Fig 4 Apoptosis for the cells in all groups
A. Huh-7 cells；B. L-02 cells

Note：vs. negative control group，＊P＜0.01；vs. blank control group，
#P＜0.01

＊#

＊#

＊#
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其不足是无组织特异性，在肿瘤基因治疗时可能导致人体正

常组织损伤[8]。Pol Ⅱ启动子的优点是具有组织特异性，可使

靶基因在特定的肿瘤组织中沉默，但其不足是转录活性较低[9]。

有研究显示，串联两个启动子的核心序列可以增强其转录活

性[10-11]。hAFP是目前特异性最强的HCC肿瘤标记物，HCC中

hAFP 的阳性率约为 70％～90％。hTERT 在 85％～90％的恶

性肿瘤及 86％HCC中高表达，而在正常细胞中则低表达或几

乎不表达[12]。因此，将hAFP及hTERT 启动子二者串联构建成

双启动子来调控 siRNA 表达，理论上可能只对表达 hAFP 和

（或）hTERT的肝癌细胞靶基因产生特异性沉默作用，而对正

常肝细胞几乎不产生影响。

有研究发现，IGF2过表达与HCC的发生发展密切相关[13-14]。

Dong ZZ等[13]报道，HCC的癌灶、癌旁和远离癌灶的非癌组织

中 IGF2 mRNA的表达率分别为 100％、53.3％和 0，提示 IGF2

较特异表达于癌变肝细胞及部分不典型增生的癌前肝细胞，

正常肝细胞则无表达。杨冬华等[14]将反义 IGF2导入HepG2肝

癌细胞后，发现其增殖率下降，凋亡率增加，且显著抑制肝癌

细胞的恶性表型。上述结果提示，IGF2过表达对HCC的发生

发展具有重要影响，抑制 IGF2过表达可能成为HCC治疗的新

靶点。

笔者将构建好的 siRNA3分别转染Huh-7肝癌细胞（表达

IGF2、hAFP 及hTERT）及L-02正常肝细胞（表达 IGF2，不表达

hAFP 及hTERT），结果显示，Huh-7肝癌细胞 IGF2 mRNA表达

量显著下调，细胞活性明显降低，细胞周期阻滞于G1期，细胞

凋亡显著增加，提示肝癌细胞生长受到明显抑制；而L-02正常

肝细胞 IGF2 mRNA表达量及增殖活性、细胞周期、凋亡等生

物学特征无明显均改变。这些结果表明，hAFP/hTERT双启动

子调控的 siRNA 可特异性抑制肝癌细胞 IGF2表达及细胞活

性，对正常肝细胞无明显影响。进一步基因表达检测结果显

示，Huh-7肝癌细胞 IGF2基因、细胞增殖相关基因（PCNA）、细

胞周期调控相关基因（Cyclin D2、Cyclin E2、Cdc2）以及细胞凋

亡调控相关基因（Bcl-2）的蛋白表达水平显著降低，而L-02正

常肝细胞上述指标均无明显变化。此结果提示：（1）PCNA、

Cyclin D2、Cyclin E2、Cdc2及Bcl-2基因可能是 IGF2基因的下

游调控靶基因，一般情况下 IGF2基因对其调控可能是正向调

控；（2）肝癌细胞中 IGF2基因的特异性表达抑制可导致上述与

细胞增殖、细胞周期及凋亡调控相关基因表达水平显著降低，

进而引起Huh-7细胞生长繁殖明显抑制，而正常肝细胞生长特

性不受影响；（3）采用RNA干扰技术抑制 IGF2基因表达可能

成为HCC基因治疗的一个新靶点。本结果与Chen L等[10]的研

究报道相似，他们发现 hAFP/hTERT 双启动子介导的MicroR-

NA-26a表达质粒可特异性抑制肝癌细胞的生长增殖，并且发

现串联的双启动子转录活性较单个启动子活性高，同时其抑

制肝癌细胞生长效果更为显著。
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