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[摘要] 目的：克隆肝细胞生长因子(HGF)基因，构建重组真核表达栽体，并观察HGF基因转

染对Raji细胞的生物学效应。方法：从人肝组织中提取总RNA，反转录后行PCR获得HGF基因

eDNA，与载体pVITR02-mc$构建重组真核表达载体，转染Raji细胞。行潮霉素B筛选，连续传代，

采用实时荧光定量PCR、ELISA和细胞免疫组化及半固体培养等方法，观察HGF基因转染后的表

达与对Raii细胞生物学性状的影响。结果：成功克隆HGF基因并构建了重组真核表达载体

pVITROz-mcs．HGF。经RT．PCR证实．HGF基因成功转染Raji细胞。HGF基因转染后可在Raji细

胞稳定表达HGF mRNA和蛋白，且可促进其增殖和迁徙及侵袭。结论：HGF基因获成功克隆并构

建了重组真核表达栽体，转染Raji细胞后可稳定表达，并对其生物学性状具促进作用。
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gene—transfected心i cells．Methods：Total RNA WaS extracted from human hepatic tissue，HGF gene
cDNA was amplified by RT．PCR．and then cloned into vector pVITRO，一rues to construct recombinant

eukaryotic expression vector pVITRO，．mcs．HGF．111e recombinant vector WaS transfected to Raji cells．

and the stably transfeeted cells were selected by homomycin B in serial passages，and confirmed by real—

time fluorescent quantitatitive PCR，ELISA。immunocytohistochemistry．The biological features of

transfected Raji cells were evaluated by semisolid culture．Results：RT．PCR results showed that Raji

cells were transfeeted successfully with recombinant eukaryotic expression vector pVITRO，．mcs—HGF．

HGF mRNA and protein were expressed successfully in Raji cells．Expression of HGF gene enhanced

proliferation，metastasis and invasion of Raji cens．Conclusions：HGF gene has been cloned and

recombined to construct recombinant eukaryotic expression vector pVITR02-rues．HGF successfully．

Transfected HGF may change the biological features of Raji cells．

[Key words]Hepatocyte growth factor／genet；Lymphomafgenet；Gene；Transfection；Expression

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2010，39(4)：378-385．]

研究表明，肝细胞生长因子(hepatocyte

growth factor，HGF)作为一种多功能细胞因

子【l。2I，经HGF／Met信号转导系统发挥生物学

功能，主要表现为丝裂原、能动原和形态发生原

及促血管生成等效应。恶性肿瘤普遍伴有

HGF的异常表达，且与其发生、发展和疗效及

预后密切相关，因此，HGF可能是肿瘤发生的

另一促进因素p圳。我们通过克隆HGF基因，

构建其重组真核表达载体，并观察转染后对

Raji细胞生物学性状的影响，在细胞水平上评

价HGF的生物学效应，进而为开发其抑制剂并

拟行淋巴瘤基因治疗奠定基础。

l材料与方法

1．1 主要材料 载体pVITRO：一mcs、潮霉素

B、脂质体转染试剂盒、HGF蛋白ELISA检测试

剂盒等购自Invitrogen公司；RPMI 1640购自

Gibco公司；兔抗人HGF多克隆抗体购自

Abcam公司；EX Taq HS DNA聚合酶、载体
pMO。9-T Simple、T4 DNA连接酶、限制性内切酶

M／u I、Sa／I、质粒提取试剂盒、RNAiso RNA提

取试剂盒、RT—PCR试剂盒、DNA胶回收试剂盒

等购自TaKaRa公司；引物合成和测序由上海

生工生物工程公司完成；Raji细胞、E coli

DH5a为本室保存。

1．2方法

1．2．1 HGF基因eDNA的扩增和回收取液

氮速冻的新鲜人肝组织，按RNAiso操作说明书

提取肝细胞总RNA，测定浓度并行1％琼脂糖

凝胶电泳，观察总RNA的完整性。采用Primer

Express Software Program 2．0设计引物，上下游

引物5’端分别引入限制性内切酶Mlu I、Sal I

酶切位点，用于定向克隆。上游引物：5’一ACG

CGT CAC CAT GTG GGT GAC CAA AC-3’；下游

引物：5’一GTC GAC GGG TGC TYC AGA CAC

ACT TAC Trc-37；扩增产物长度为2 229 bp。

取总RNA提取物，行RT—PCR。25山反应体系

含逆转录产物5山，10×PCR缓冲液2．5山，

MgCl：1．5 mmol／L，上游、下游引物各0．4斗mol／

L，dNTPs 2．0 mmol／L，EX Taq HS DNA聚合酶

2．5 U。扩增条件：95。C 7 min、75℃3 min；变性

和延伸条件分别为94℃45 s和72℃2 min，退

火温度由63℃以每循环降1℃的速率至57℃，
45 S，7个循环；94℃45 s，56℃45 S，72℃2

min，30个循环。1％低熔点琼脂糖凝胶电泳分

离特异性产物，按DNA胶回收试剂盒说明书回

收并测定浓度。

1．2．2 HGF基因重组克隆载体的构建将回

收的HGF基因eDNA与载体pMDl9-T Simple

连接成重组克隆载体pMDl9-T simple—HGF。10

山连接体系含PCR产物I山，载体pMD。。一T

Simple 1一，Solution I 5一，混匀后置16℃，12
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h。将连接产物以冷CaCI：法转化E．coli DHSet

并行氨苄青霉素和仅一筛选，以未转染菌和转染

载体pMD，。-T Simple菌为对照，采用菌落直接

PCR、Mlu I和Sal I双酶切和序列分析等方法

行鉴定。

1．2．3 HGF基因重组真核表达载体的构建将

转化重组克隆载体pMDl9-T Simple—HGF的

E coli DHSa增菌后，提取重组克隆载体行Mlu

I,SalI双酶切。20山酶切反应体系含重组克隆

载体10一，10×H Buffer2一，MluI、SalI各40 U，

混匀后置37℃，12 h。酶切产物在1％低熔点琼

脂糖凝胶电泳分离后将目的片段行胶回收并测

定浓度，与经相同双酶切的载体pVITR02-mcs连

接成重组表达载体pVITR02一mc8一HGF。25山连

接体系含回收产物5山，10×连接缓冲液2．5

山，载体pVITR02-mes l山，1"4DNA连接酶l一，

混匀后置16℃，12 h。将10山连接产物以冷

CaCI，法转化E coli DHSot并行潮霉素B(100

彬IIll)筛选，以未转染菌和转染载体pVITRO：
一mcs菌为对照，经菌落直接PCR、膨“I和SalI双

酶切等方法，确定目标片段的存在。增菌后提取

重组载体，测定浓度，用于转染。

1．2．4 细胞转染与鉴定采用脂质体转染法

进行重组表达载体的转染：取静置培养处对数

生长期的Raji细胞，以1×106／孔接种至6孑L

板，按脂质体转染试剂盒说明书操作，将莆组表

达载体、脂质体和细胞悬液混匀物37℃、5％

CO，常规静置培养24 h后，用50 p,g／ml潮霉素

B进行筛选。以载体pVITRO：一mcs转染Raji细

胞为阴性对照，以未处理Raji细胞和仪加脂质

体Raji细胞为空白对照。取筛选后存活组5×

105个细胞提取总RNA，行RT—PCR，电泳，检测

HGF基因的存在以确定转染成功。

1．2．5转染后HGF基因表达的鉴定

1．2．5．1实时荧光定量(FQ)PCR检测转染细

胞HGF mRNA的表达取第l、7、15代培养物

各约5×105个细胞提取总RNA，RT后采用实

时FQ—PCR【51检测HGF mRNA的表达水平，上

游引物：5'-GGA TGG ATG GTT AGT TrG AGA

TAC A-3’；下游引物：5'-CTC TTC CGT GGA

CAT CAT GAA T-3 7，双荧光标记探针：5’FAM-

CTr ACT GCA CGA CAG TGT TI℃CCT TCT

CGA．TAMRA3’。以未转染Raji细胞和载体

pVITR02-mc$转染组为对照。
1．2．5．2 ELISA法定量检测转染细胞HGF蛋

白的表达 取上述各代培养物上清液，采用

ELISA法按HGF ELISA试剂盒说明书测定

HGF蛋白浓度∞J，以未转染Raji细胞组、载体

pVITR02-mc$转染组和培养基作为对照。

1．2．5．3免疫细胞组化检测转染细胞HGF蛋

白的表达 取转染的Raji细胞涂片，甲醇固

定，0．5％过氧化氢灭活内源性酶，l％牛血清白

蛋白封闭；加生物素化抗HGF单抗怕o，4℃12

h；加辣根过氧化物酶标记的链霉亲合素，室温

避光l h；加底物四甲基联苯胺，避光显色，镜

检，细胞浆呈蓝染或有蓝色颗粒者为阳性。未

转染Saji细胞组和载体pVITROz-mc$转染组

作为对照。

1．2．5．4 Western blot检测转染细胞HGF蛋

白的表达取转染的Raji细胞培养上清液，行

12％SDS—PAGE，转至PVDF膜，封闭；加500倍

稀释的兔抗人HGF多克隆抗体∞o，4。C过夜；

洗膜后加1 000倍稀释的HRP标记的羊抗兔

多抗，室温振荡l h；洗膜后以DAB试剂盒显

色。以未转染Raji细胞组和载体pVITRO：一mc$

转染组作为对照。

1．2．5．5 HGF基因转染后naji细胞的生物学

性状变化取转染的aaji细胞分别作半固体

克隆培养、穿刺培养和单层细胞培养，37℃、5％

CO，常规静置培养。第3天起每天观察细胞生

长情况至第14天，照相记录集落形成情况，分

别评价对Raji细胞的增殖和侵袭及迁徙等生

物学性状的影响。以未转染thji细胞组和载

体pVITR02一mc8转染组作为对照。

1．3统计学处理实验数据均以均数±标准

差(元±s)表示。采用统计软件SPSS 12．0作方

差分析，两两比较采用q检验，P<0．05为差异

有统计学意义。

2结果

2．1 HGF基因的克隆与扩增 RT—PCR扩增

产物经15 V／cm、含0．5恤g／ml EB的1．O％琼

脂糖凝胶电泳，发现存在一约为2．2 kb的特异

性条带，与目的片段大小相似(2 229 bp)，提示
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HGF基因eDNA已获成功克隆(图1)。

M：DNA分子标准；1：阴性对照；2：HGF基因

的RT—PCR产物；3：9一actin．

图1 HGF基因的RT—PCR产物

Fig．1 RT—PCR product of HGF gene

2．2重组克隆载体pMD。。一T Simple—HGF的构

建与鉴定将纯化的HGF基因eDNA与载体

pMD，。-T Simple连接，获得重组克隆载体

pMDm-T Simple—HGF，转染E．coil DH5a，行氨

苄青霉素和d筛选获阳性菌落，增菌后提取重

组克隆载体。将菌落直接PCR产物、Sal I和

Mlu I双酶切产物、重组载体提取物同时以同

上条件电泳，发现存在与目的片段相似大小

(2 229 bp)的特异性条带，提示pMDl9-T

Simple—HGF重组克隆载体构建成功(图2)。

取纯化的重组克隆载体pMDl9-T Simple

．HGF，采用双脱氧链未端终止法行双向测序，

序列测定结果与Genebank报道的2．3 kb HGF

mRNA的cDNA序列(M60718)[长度为2 306

bp，cds=(73，2 259)]报道区域(69，2 285)的

序列相同，表明重组于载体HGF基因片段序列

正确。

2．3重组表达载体pVIrIR02-mcs．HGF的构建

与鉴定 重组克隆载体pMDl9"T Simple-HGF

经M／u I、Sal I双酶切后回收目的片段，与经

相同双酶切的载体pVITRO：一mcs连接，获得重

组表达载体pVITR02-mc$一HGF，转染E．coli

DH5ct行潮霉素B筛选出阳性菌落，扩增后提

取重组载体。将HGF基因的RT-PCR产物、菌

落直接PCR产物、Sal I和M／u I双酶切产物、

重组载体提取物，同时以同上条件电泳，发现有

与目的片段相似大小(2 229 bp)的特异性条带

存在，提示重组表达载体pVITR02-mCS—HGF获

成功构建(图3)。

M1、M2：DNA分子标准；1：HGF基因的RT—PCR

产物；2：阳性菌落的直接PCR产物；3：重组载体

pMDl9-T Simple—HGF经Sa／I，MluI双酶切后的产物；

4：未酶切的重组载体pMD，9-T Simple-HGF．

图2 重组克隆载体pMDl9-T Simple·HGF

的鉴定

Fig．2 Identification of recombinant cloning

vector pMDl9-T Simple·HGF

2．4转染后阳性克隆筛选与鉴定各组经50

∥JllJ潮霉素B处理6天后出现大量细胞死
亡。约2周后空白对照组均死亡，而阴性对照

和实验组存活。约26天后存活细胞增加，50

彬ml潮霉素B维持，并扩大培养。分别取各
组细胞5×105个提取总RNA，行RT—PCR。扩

增产物经电泳发现，实验组存在特异性条带

(2 229 bp)，而空白对照组和阴性对照组均未发

现，提示重组表达载体pVITR02一mcs—HGF已成

功转染，且对照组无HGF mRNA表达(图4)。

2。5 HGF基因转染后表达的检测 分别采用

实时FQ．PCR和ELISA法检测第l、7、15代培

养物HGF mRNA和培养液上清中HGF蛋白的

水平，结果发现：HGF mRNA分别为7．83±

0．52、7．15±0．41、7．67 4-0．39，HGF蛋白浓度

分别为5．31 4-0．37 ns／ml、5．24 4-o．43 ns／na、
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Ml，M2：DNA分子标准；l：重组载体

pVITR02-HGF的PCR产物；2：阳性菌落的直接

PCR产物；3：重组载体pVITR02-眦8-HG经Sat I，

Mtu I双酶切后产物；4：未酶切pVITR02-mc$-

HGF；5：载体pVITR02一mc8．

图3 重组表达载体pVITR02-mcs-HGF的

鉴定

Fig．3 Identification of recombinant expres-

sion veetor pVITR02-mcs—HGF

5．47±0．29 ng／n：ll，而对照组均呈极弱表达或不

表达，结果提示第1、7、15代培养物HGF的

mRNA和蛋白表达均无显著性差异(P>0．05)。

M：DNA分子标准；I：未转染Raji细胞；2：载

体pVITR02一mcs转染的Raji细胞；3：重组载体

pVITR02一mc$一HGF转染的Raji细胞；4：13一aetin．

图4 RT—PCR鉴定转染后阳性细胞中HGF

基因的表达

Fig．4 Identification of expression of HGF

gene in positive transfected cell strain

by RT-PCR

免疫细胞组化结果表明，重组表达载体

pVITRO：-mcs—HGF转染细胞的细胞浆呈蓝色

且有明显的蓝色颗粒，而未转染Raji细胞组和

载体pVITR02-rues转染组均为阴性，提示转染

后Raji细胞中有HGF蛋白表达(图5)。

A：未转染的aaji细胞；B：载体pVITR02-mcs转染的Raji细胞；c：重组载体pVlTR02一mcs—HGF转染的

Raji细胞(X400)．

图5免疫细胞组化检测转染HGF基因后Raji细胞的HGF蛋白表达

Fig．5 Expression of HGF protein in Raji cells transfected with HGF gene by

immunocytohistochemistry
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Western blot结果表明，转染HGF基因的

Raji细胞培养液有大小约为90 kOa的蛋白条

带存在，而对照组均无，提示HGF基因转染

Raji细胞后可表达HGF蛋白(图6)。

细胞培养试验表明，经37。C、5％CO：半固

体培养至14天时发现：行克隆培养的2对照组

形成的克隆边缘较整齐，向外生长细胞少，而 A：HGF蛋白；B·13-actin；M：标准蛋白分子量；

HGF基因转染细胞形成的克隆明显大，边缘细 1：重组载体pVITR02-lncs—HGF转染的酬i细胞；

胞呈辐射状向外生长；经单层培养发现，HGF 2：未转染的Raji细胞；3：载体pVITROz。mcs转染

基因转染组明显较2对照组形成的单层细胞团 的Raji细胞·

更呈无规则生长；经穿刺培养结果更为直观，各 图6 Western blot检测转染HGF基因后

组均有条索状细胞团形成，但与对照组相比，实 Raji细胞的HGF蛋白表达

验组细胞团明显疏松且呈发散性向周围生长， Fig·6 Expression of HGF protein in Raji

提示HGF基冈转染促进了naji细胞的增殖和 cells transfected with HGF gene by

迁徙及侵袭(图7)。 Western blot

A，B，C：未转染的Raji细胞；D，E，F：载体pVITR02．mcs转染的Raji细胞；G，H，l：重组载体pVITR02

一呲s—HGF转染的Raji细胞．A，D，G：常规克隆培养；B，E，H：单层培养；C，F，I：穿刺培养(×100)．

图7 HGF基因转染对n；,ji细胞生物学性状的影响

Fig．7 Influences of HGF gene transfection on the biological characters of naji cells

 



浙江大学学报(医学版) 第39卷

上述结果提示，重组表达载体pVITRO：-

mes．HGF转染Raji细胞后，能稳定表达HGF，

并促进Raji细胞的生物学性状变化。

3讨论

研究证实，HGF的生物学效应具有矛盾

性¨引：一方面，HGF可促进肿瘤的发生发展，

另一方面，在胚胎形成、器官发生和正常组织形

成及组织损伤再生等过程中发挥重要的有益作

用。此外，Jiang等¨1还发现HGF具潜在的促

淋巴管生成活性，可能有助于肿瘤细胞在淋巴

结的扩散。 ．

HGF与淋巴瘤的发生、发展及预后有密切

的关系：淋巴瘤的发展过程中，往往伴随HGF

水平的升高。两者可能存在相互促进关系：

HGF的高分泌促进淋巴瘤发生发展，而淋巴瘤

细胞的增殖又促进HGF自分泌"’8 J。我们观察

了HGF在淋巴瘤的表达和预后价值”J，尚未见

国内相关报道。

通过载体导入方式进行表达是目前研究基

因功能的主要策略归41|，而转染导人是最为常

用且稳定高效的研究方法[10-11]。我们设计特

异性引物，通过RT·PCR克隆了HGF基因的编

码序列(2 187 bp)，并与载体pMDt9-T Simple

连接构建了重组克隆载体，完成了HGF基因克

隆和扩增。氨苄青霉素和俚．筛选、Mlu I和Sal

I限制性双酶切及序列分析等途径，证实了

HGF基因的存在和序列正确。在载体选择方

面，目前腺病毒在HGF基因介导中最为常用，

但因转染腺病毒而存在的潜在风险是今后研

究，尤其是将来可能的临床研究所必须正视的。

为避免这一问题，我们采用了原核／真核表达载

体pVITRO：一mc$，原因在于其不存在相应风险，

同时可在E．coli和哺乳动物细胞中稳定高效表

达，且可采用潮霉素B进行筛选。这样，既可

利用E．coli DH5n的高效复制特性获得大量重

组载体，也为成功转染后阳性Raji细胞的筛选

提供技术保障。

我们采用多种方法对阳性细胞株进行鉴定

以确认转染的成功：①采用RT—PCR，发现霞组

表达载体pVITR02一mc$-HGF转染组存在HGF

基因特异性产物，而空白对照组和阴性对照组

均未发现，证实HGF基因的成功重组。②免疫

细胞组化结果表明：重组表达载体pVITRO：

-mc$-HGF转染细胞呈阳性，而载体pVITRO，

-me$转染细胞、未转染Raji细胞均呈阴性，提示

HGF基因转染后成功表达蛋白。③采用实时

PQ—PCR和ELISA，分别检测第l、7、15代培养

物的细胞内HGF mRNA和培养液中HGF蛋白

的水平，发现组间均无显著差异(P>0．05)。

④分别采用常规克隆培养、穿刺培养和单层细

胞培养等半固体培养方法发现，HGF基因转染

明礁促进Raji细胞的增殖和迁徙及侵袭等生

物学行为。上述结果证实，HGF基因成功转染

Raji细胞并能稳定表达，具有一定生物活性。

基于HGF通过HGF／Met信号转导途径发

挥其生物学效应，因此，阻断该途径可能成为抗

肿瘤治疗的新策略之一。目前，该策略主要有

两类途径：其一是通过c-MET抑制剂，直接抑

制受体酪氨酸激酶的活性【l 2l。其二是通过与

HGF竞争性结合c—MET，阻断HGF／Met信号转

导途径№’加’13 J。本研究旨于通过在细胞水平观

察HGF的生物学效应，继而开展动物实验行全

面评价，从而为其抑制剂或拮抗剂的开发提供

实验基础。

(致谢：感谢温州医学院附属台州医院颜

卫华博士、林爱芬博士在基因转染相关工作中

给予的指导和帮助。)
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浙江大学举办中国大型公立医院国际医疗合作论坛

2010年是中国全面推进医药卫生体制改革的关键之年。4月30日，由浙江大学医学院主办的

中国大型公立医院国际医疗合作论坛在杭州举行。来自全国70多家大型公立医院的代表，就推进

公立医院改革试点、研究建立公立医院国际医疗实体化合作模式和运行机制进行了探讨。

美国加州大学洛杉矾分校(UCLA)医学院副院长孙仁说，医学领域国际合作成功的关键因素

是“人”。如何培养“人”的观念、理念，这是达到国际间医学思想无缝链接的关键。浙江大学医学

院附属第二医院院长王建安表示，向UCLA学技术，不仅要消化吸收，还要根据医院的具体情况进

行充分融合。浙江大学医学院附属第一医院院长郑树森院士从自身研究领域出发，提出了坚持医

疗技术创新、打遣创新科研平台等建议。

目前，浙江大学医学部及其7家附属医院，已与美国加州大学洛杉矾分校医学院、德国基尔大

学医学院、美国罗马琳达大学医学院、美国布朗大学医学院、美国罗切斯特医学中心、美国希望城国

家医学中心等多所国际知名医学院校和医院，建立了良好的合作关系。

 


