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封闭 EFNA2 基因表达对肝癌细胞 HepG2 的转移和运动的抑制作用 *
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摘要 目的：构建 Ephrin-A2(EFNA2)基因的干扰 RNA重组腺病毒，并观察其对肝癌细胞HepG2 转移能力的影响。方法：合成 EFNA2 基

因的干扰 RNA 片段，用基因重组技术构建于腺病毒载体 pAD-X，经 293 细胞包装得到高滴度重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA，并用

real-time PCR 进行 EFNA2 基因表达的验证。将重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 感染 HepG2 细胞，48h 后用 transwell 小室法检测病

毒对 HepG2 细胞侵袭和运动能力的影响。结果：经验证病毒正确构建，且 HepG2 细胞感染病毒 pAEFNA2/siRNA 后 48 小时的

real-time PCR 检测结果未见到有 EFNA2 基因的表达。病毒感染后 transwell 小室可见，HepG2 细胞的侵袭和运动能力均受到显著

的抑制（分别为 105±12 v.s. 21±7cells/ 孔和 194±22 v.s. 39±11，P<0.01）。结论：成功构建了重组 EFNA2siRNA 腺病毒，并观察

到封闭 EFNA2 对肝癌细胞 HepG2 的侵袭和运动均有抑制作用。
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ABSTRACT Objective: To reconstruct Ephrin-A2(EFNA2) siRNA adenovirus vector and to observe its effect on the metastasis abil-

ity of liver cancer cell line HepG2. Methods: EFNA2 siRNA was constructed into adenovirus vector pAD-X by gene recombination tech-
nique, which was transformed into 293 packaged cell for high titer adenovirus. Real-time PCR was applied to detect EFNA2 siRNA gene
expression. Transwell cabin assay was used to observe changes of invasion and motor ability of HepG2 cells transfected with reconstruc-
tion adenovirus. Results: The finding of digestion was coincided with expected. No EFNA2 gene expression was detected in transfected
HepG2 cells with real-time PCR. And the invasion and motor abilities of transfected HepG2 cells were significantly inhibited in transwell
cabin assay (105±12 v.s. 21±7cells/well，194±22 v.s. 39±11，P<0.01). Conclusion: Recombinant adenovirus was correctly recon-
structed and it could inhibit invasion and motor abilities of transfected HepG2 cells.
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前言

研究表明，EFNA2 基因在肝癌组织中的表达明显高于癌

旁组织；此外，侵犯肝门静脉的肝癌组织，其 EFNA2 基因表达

增加更显著，表明该基因的表达很可能在肝癌的进展中发挥重

要作用[1]。为进一步研究 EFNA2 基因在肝癌的转移中的作用，

本实验中构建了 EFNA2 siRNA 重组腺病毒，然后通过 tran-
swell 小室法观察其对人肝癌细胞 HepG2 侵袭和运动的影响，

以探讨 EFNA2 基因在肝癌转移中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 基因与序列 在 Genbank 中 EFNA2 基因 ID 为 1943，

mRNA 登录号为 NM_001405.3，用专业软件 Turbo si-Designer
设计和确认有效、特异性强的 siRNA 序列，经 BLAST 筛选后

得 到 最 佳 条 件 的 siRNA， 序 列 如 下 ：5'-UCAGCCGU-
UCAGGCAAUCA-3'。
1.1.2 细胞系 人胚肾 293T 细胞和人肝癌细胞 HepG2，均购自

美国典型培养物保藏中心（ATCC）。
1.1.3 主要试剂 pDNR-CMV 和 pLP-Ade-X-CMV 载 体（BD
Clontech）；LoxP-cre 重组系统 （BD Clontech）；限制性内切酶

（NEB）；脂质体 Lipofectamine2000（invitrogen）；RPMI1640 细
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胞培养基（Gibco）；胎牛血清（FBS，Hyclone）；0.25%EDTA- 胰

蛋白酶（Invitrogen）；Transwell 小室（24 孔，孔径 5.0μm，Corn-
ing）。
1.2 方法

1.2.1 重组腺病毒载体 pLP-Ade-antiEFNA2 的构建 将 EFNA2
siRNA 片段连接于克隆载体 pDNR-CMV，构成 pDNR-EFNA2
siRNA， 然 后 应 用 loxP/Cre 系 统 将 其 与 腺 病 毒 载 体

pLP-Ade-X-CMV 连接，构成重组腺病毒 pLP-Ade-EFNA2/siR-
NA（pAEFNA2/siRNA）。通过质粒电泳、EFNA2siRNA 的 PCR
及 XhoI-EcoRI 双酶切方法进行鉴定。筛选阳性的重组腺病毒

质粒用 PacI 酶切成线性，并纯化备用。
1.2.2 重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 的包装、扩增及滴度测定

用脂质体 Lipofectamine2000TM 把线性的 pAEFNA2/siRNA 载

体转染 293 包装细胞，然后继续于 37℃、5% CO2 培养，约两周

后收集病毒，重复感染 293 包装细胞 1~2 次以扩增重组腺病

毒。将最终收集到的病毒液采用 法测定滴度，并于 -80℃冻存。
1.2.3 Real-time PCR 检测重组腺病毒 EFNA2 基因的表达 将

病毒液转染人肝癌 HepG2 细胞，37℃、5%CO2 培养 48h 后，提

取细胞总 RNA 逆转录合成 cDNA，以 real-time PCR 检测 EF-
NA2 的表达。
1.3 重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 对肝癌 HepG2 细胞转移和

运动的影响

1.3.1 细胞培养 人肝癌细胞 HepG2 常规复苏后于 10%胎牛

血清、100IU/ml 青霉素和 100IU/ml 链霉素的 RPMI 1640 完全

培养液中，37℃、5％ CO2 培养箱中培养，用 0.25％胰酶消化、传
代，至对数生长期，将细胞消化、计数，以 3.0×105 个 / 孔接种

于 6 孔板，24h 后待细胞 90%以上融合，将重组腺病毒 pAEF-
NA2/siRNA 以 1.0×105PFU/ 孔感染细胞，备用于下一步试验。
1.3.2 细胞侵袭实验 将 Martigel 均匀涂于孔径 8μm 的 24 孔

transwell 小室内表面上，体积为 50μL/ 孔，同时外表面均匀涂

抹 10μL 的 LN。室温放置 30min 后成胶，然后置紫外灯下照射

过夜。在实验前再次按照上面的方法成胶。
在病毒感染细胞 48h 后消化、计数，将细胞以 2.0×105 个

/mL 接种到 transwell 小室，37℃、5％CO2 培养箱中培养 4h 后

甲醇固定 1min 后进行 HE 染色。在高倍镜下计数 5 个视野的

穿膜细胞数，然后计算平均细胞数。
1.3.3 细胞运动能力实验 将 LN 以 10μL/ 孔均匀地铺在 tran-
swell 小室下表面上；将病毒感染 48h 后的细胞进行消化、计
数，以 2.0×105 个接种到小室内；培养 4h 后取出，按照 1.3.2 的

方法进行固定、染色和计数。
1.3.4 统计学分析 实验结果以平均值±标准差表示，应用

SPSS13.0 进行统计分析，P<0.05 为差异有显著性。

2 结果

2.1 重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 的鉴定和检测

2.1.1 酶切与 PCR 法检测 以 pAEFNA2/siRNA 重组病毒载体

为模板，PCR 扩增 EFNA2 siRNA 基因片段，用 3%的琼脂糖凝

胶进行电泳，显示得到小于 500 bp 片断。SalI/HindIII 双酶切得

到两条带，一条带约 5kb，另一条带与 PCR 产物大小相同（图

1），与预期相同。

2.1.2 细胞的病理效应 （CPE） 的检测 在重组腺病毒 pAEF-
NA2/siRNA 首轮转染 10 天后，镜下可见 293T 细胞出现空斑、
细胞呈球状胀大等现象，待重复感染后三天，镜下可见细胞表

现出腺病毒感染典型病变（图 2）。

2.1.3 重组腺病毒滴度测定结果 采用 法，测得病毒滴度如下：

TC50=108.1pfu/mL=1.3×108 pfu/mL
2.1.4 real-time PCR 检测 EFNA2 基因的表达 病毒感染 48h
后的 HepG2 细胞，消化、离心，裂解后进行逆转录，然后以逆转

录合成的 cDNA 第一链作为模板，进行 real-time PCR 检测 EF-
NA2 基因的表达情况。结果可见空白对照组有 EFNA2 基因表

达，而感染了重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 的细胞无 EFNA2
基因表达。
2.2 重组腺病毒对人肝癌细胞 HepG2 转移能力的影响

2.2.1 细胞侵袭能力的变化 小室经固定和 HE 染色后，高倍镜

下可见病毒感染组穿过基底膜的细胞数明显少于空白对照组

（105±12 v.s. 21±7cells/ 孔，P<0.01，图 3）。

图 1 重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 的鉴定

其中，lane1 为 1kb DNA marker，lane2 为 pAEFNA2/siRNA 质粒对照，

lane3 为质粒的 SalI/HindIII 双酶切，lane4 为质粒的 EFNA2/siRNA 的

PCR 结果

Fig.1 Identification of recombinant adenovirus pAEFNA2/siRNA

In the above figure, lane 1 is for 1kb DNA marker, lane 2 for

pAEFNA2/siRNA plasmid control, lane 3 for SalI/HindIII digestion of

pAEFNA2/siRNA plasmid, lane 4 for PCR result of pAEFNA2/siRNA

plasmid

图 2 腺病毒包装过程中的 CPE 现象

Fig.2 CPE appearance during the packaging adenovirus
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2.2.2 细胞运动能力的变化 染色后高倍镜下可见，转染组穿

过小室浸润的细胞数明显少于空白对照组 （194±22 v.s. 39±
11，P<0.01，图 4）。

图 3 重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 对 HepG2 细胞侵袭能力的影响（200 倍）

其中，a 为 HepG2 空白对照组，b 为腺病毒感染组

Fig.3 Effect of recombinant adenovirus pAEFNA2/siRNA on HepG2 invasion（200×）

In the above, a is for HepG2 control group, and b for adenovirus infection group

图 4 重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 对 HepG2 细胞运动能力的影响（200 倍）其中，a 为空白对照组，b 为病毒感染组

Fig.4 Effect of recombinant adenovirus pAEFNA2/siRNA on HepG2 motion ability（200×）

In the above, a is for control group, and b for adenovirus infection group.

3 讨论

EFNA2（ephrin-A2）是我国科学家最近发现的一个新基因[2]。
研究发现，EFNA2 基因在肝癌组织中的表达明显高于癌旁组

织，提示该基因的表达很可能在肝癌的病理进展中起到了重要

作用[3-6]。此外，在小鼠模型中 EFNA2 基因能通过抑制肝癌细胞

的凋亡而提高肝癌细胞的致瘤性及远端转移的能力。此外，受

EFNA2 基因调控的蛋白激酶的活化及相关信号通路的激活，

在肝癌细胞的凋亡中发挥重要作用[7-13]。以上结果提示，EFNA2
基因在肝癌发生发展的病理过程中起重要作用，EFNA2 基因

很可能成为治疗肝癌的一个潜在药物靶点[14,15]。此外，RNA 干

扰技术也是今年来生物学领域中应用越来越广泛的一种新的

研究技术，通过对目标靶基因的封闭而阻止了其表达，从而阻

断了靶基因的下游功能，对研究靶基因在相关信号通路及与其

它基因或蛋白的相互作用关系提供了简便快捷的方法[16]。但是

如何把靶基因的干扰 RNA（siRNA）高效的导入活体细胞内而

不会影响细胞的正常生理代谢和功能，这一直是研究人员努力

的重点。目前，将 siRNA 片段连接在病毒载体上，如腺病毒、腺
相关病毒或逆转录病毒，然后将其感染细胞或动物，已经成为

科研人员常用的一种研究手段。
虽然目前有越来越多的研究集中在 EFNA2 基因在肝癌中

的功能，但是对于该基因在肝癌的转移过程中具体起到的作

用，尚未得到广泛的认可，而目前的研究也多是以临床组织样

本为研究对象。因此，为了进一步证实 EFNA2 基因在肿瘤转移

中的作用，本研究构建了重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA，同时选

择了人肝癌细胞株 HepG2 作为研究对象，来观察在 HepG2 细

胞内封闭了 EFNA2 基因后肿瘤细胞的侵袭和运动功能变化，

以期为下一步的深入研究提供实验基础。
在本实验中构建的重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA，经鉴定

其构建正确并可以在真核细胞中发挥作用。腺病毒的构建成

功，可以大大提高 EFNA2 siRNA 片段导入 HepG2 细胞的效

率，为后期真核细胞中 EFNA2 基因功能的研究提供了坚实的
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实验基础。重组腺病毒 pAEFNA2/siRNA 感染肝癌细胞 HepG2
后，可以见到 EFNA2 基因表达明显减少甚至消失，同时

HepG2 细胞的侵袭和运动能力显著受到抑制。表明封闭肝癌细

胞 EFNA2 表达，可抑制癌细胞的侵袭和转移，这与其他研究中

肝癌的 EFNA2 高表达与肝癌转移呈正相关的研究结果相一

致。但是肿瘤的转移过程中有众多的细胞因子和蛋白酶类的参

与，那么封闭 EFNA2 基因的表达，可能会影响到哪种抑制肿瘤

转移的途径，调节了哪个或哪些细胞因子或蛋白酶的活性，进

而影响肿瘤的转移，这些问题都尚待进一步的研究证实，也将

是我们下一步研究的重点。
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