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重组诱导性质粒Egr1-XPO4的构建及其与 5-FU联合对肝癌细胞 SK-
Hep1的协同抑制作用
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[摘 要] 目的：构建重组诱导性质粒Egr1-XPO4，探讨其与 5-FU联合对肝癌细胞SK-Hep1的协同抑制作用。方法: 将XPO4

基因插入带诱导性启动子Egr1的质粒载体中，构建Egr1-XPO4重组质粒。将Egr1-XPO4质粒转染肝癌细胞SK-Hep1并经化疗药

物5-FU诱导，采用Western blotting检测转染细胞中XPO4蛋白表达水平，CCK法检测转染诱导后SK-Hep1细胞的增殖水平，An-

nexin V-FITC/PI流式细胞仪检测SK-Hep1细胞凋亡情况。动物实验观察Egr1-XPO4质粒联合5-FU对裸鼠移植瘤的治疗效果。

结果: 成功构建携XPO4基因和启动子Egr1的重组诱导性质粒Egr1-XPO4，重组质粒转染SK-Hep1细胞并经5-FU诱导后，细胞

中XPO4蛋白表达量明显增加，且与5-FU的质量浓度明显依赖。Egr1-XPO4转染联合5-FU诱导对SK-Hep1细胞增殖抑制明显

强于单纯转染或5-FU诱导（P<0.05），同时导致SK-Hep1细胞的早期凋亡率显著高于单纯转染或诱导（P<0.05）。以Egr1-XPO4质

粒联合 5-FU治疗后，裸鼠肝癌移植瘤的体积明显小于Egr1-XPO4或 5-FU单独治疗（P<0.05)。结论: 重组诱导性质粒Egr1-

XPO4联合5-FU对肝癌细胞SK-Hep1产生协同抑制作用。
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Construction of recombinant plasmids Egr1-XPO4 and its synergic inhibition
with 5-FU against hepatocarcinoma SK-Hep1 cells

WU Nan1,2,HUANG Jing1,CHEN Yang3,LIU Kan1,LIU Hao1, WANG Xiaomei1(1.Department of Medicine, Shenzhen

University, Shenzhen 518000，Guangdong, China; 2. Disease Control and Prevention Center of Nanshan District,

Shenzhen 518000,Guangdong, China; 3. China Life Health Industry Group, Shenzhen 518000, Guangdong, China )

[Abstract] Objective: To construct recombinant plasmid Egr1-XPO4 and evaluate its synergic inhibition with 5-FU against hepatocar-

cinoma SK-Hep1 cells. Methods: The XPO4 gene was inserted into vector carrying promoter Egr1 to construct a new recombinant vec-

tor, Egr1-XPO4, which was then transfected into human hepatocarcinoma cell line SK-Hep1 and sensitized with chemotherapeutic drug

5-FU. Western blotting was adopted to examine the protein expression of XPO4; CCK assay was used to detect SK-Hep1 cell prolifera-

tion after transfection, and Flow Cytometry with Annexin V-FITC/PI staining was used to detect the apoptosis of SK-Hep1 cells. SK-

Hep1 cell xenograft model was constructed on nude mice, and the effect of Egr1-XPO4 in combination with 5-FU on the growth of xe-

nograft was observed. Results: The recombinant plasmid Egr1-XPO4 was successfully constructed.With the sensitization of 5-FU, the

expression of XPO4 protein in SK-Hep1 cells was significantly elevated after Egr1-XPO4 transfection, and the evlevation was in a 5-

FU dose-depend manner. The combined treatment of Egr1-XPO4 and 5-FU produced a significantly stronger inhibition against SK-

Hep1 cell proliferation and greatly promoted apoptosis of SK-Hep1cells compared with 5-FU or pEgr-XPO4 mono-treatment group (all

P<0.05). And in vivo antitumor experiment showed that the tumor volume in Egr1-XPO4 + 5-FU treatment group was significantly

smaller than that of Egr1-XPO4 or 5-FU mono-treatment group (P<0.05). Conclusion: The recombinant plasmid Egr1-XPO4 in combi-

nation with 5-FU could exertsynergic inhibitionagainst hepatocarcinomaSK-Hep1 cells.

[Key words] hepatocarcinoma; SK-Hep1cell;XPO4 gene; Egr1 promoter; 5-FU; synergic effect
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肝癌居全世界恶性肿瘤病死率第2位[1]。原发性

肝细胞癌在肝癌中发病率、致死率最高[2-3]。化疗诱

导基因治疗方法[4]是将具有诱导性启动子（目前研究

较多的是Egr-1启动子）与肿瘤杀伤基因相连，诱导

性启动子能被化疗药物（如5-FU）产生的氧自由基启

动，诱导下游肿瘤杀伤基因高效表达，从而对肿瘤起

到协同杀伤作用[5-7]。XPO4基因是细胞核转运因子

家族成员 ，可从细胞核中输出 Smad3、Eif5a [8-9]。

XPO4在肝细胞中的去除会引起细胞核 Smad3的增

加，癌变概率增加[10]。有研究[11]表明，肝癌中XPO4的

表达降低与肿瘤大小及病理分级相关，XPO4的缺失

提示预后差，XPO4可以作为一个独立的抑癌基因。

本研究构建Egr1-XPO4表达载体，进行化疗诱导基

因治疗肝癌的实验研究，观察化疗和基因对肝癌协

同作用的疗效。

1 材料与方法

1.1 实验细胞与动物

人肝癌细胞株SK-Hep1（XPO4基因完全缺失）由

香港中文大学胡宝光博士惠赠，复苏、培养至一定条

件下进行实验。BALB/c裸鼠24只，雄性，体质量21~

23 g，购自广东省医学实验动物中心，合格动物证号：

SCXK（粤）2017-0025。自由养1周后开始动物实验。

1.2主要试剂和仪器

pcDNA3.1-Egr1质粒由汕头大学赠送，携XPO4

基因的质粒pCR4-TOPO-XPO4购自 Invitrogen公司。

大肠埃希菌株 DH5a 由本所保存。Wizard RSV Gel

and PCR Clean-Up system试剂盒购自Promega公司，

T4 DNA 连接酶、PrimeSTAR HS DNA Polymerase、

dNTP mixture试剂盒、限制性内切酶Kpn I、EcoR V、

Xba I试剂盒购自TaKaRa公司，无内毒素质粒提取试

剂盒购自Omega公司，Lipofectamine3000购自 Invit-

rogen公司，XPO4一抗购自Thermo公司，β-actin一抗

购自北京博奥森公司，羊抗兔二抗购自武汉博士德

公司。

1.3 构建Egr1-XPO4载体

XPO4 基因上游引物为 5' - GGGGGTACCATG-

GTCAATAATGAACAA-3'，下 游 引 物 为 5' - GGG

GATATCTTATTTTACACAAAGGAG-3'。 以 PCR4-

TOPO-XPO4为模板，PCR扩增XPO4基因。PCR产物

凝胶电泳，切下目的条带，进而进行DNA凝胶回收。酶

切pcDNA3.1-Egr1质粒和目的基因XPO4后，16 ℃连接

过夜。转化大肠埃希菌DH5a，提取无内毒素质粒。

1.4 Egr1-XPO4质粒转染SK-Hep-1细胞

将 SK-Hep1细胞接种至 6孔板，每孔 2 ml，细胞

密度为 2×105 个/ml，12 h 后进行质粒转染，Egr1-

XPO4 质 粒 转 染 SK - Hep - 1 细 胞 ，按 照 Lipo-

fectamine3000 转染试剂的说明书进行。转染 24 h

后，各剂量组细胞中分别加入梯度浓度5-FU（0、2、5、

10、20 μg/ml）进行诱导。

1.5 Western blotting检测XPO4蛋白表达水平

收集细胞进行蛋白提取，用改良型Branford法蛋

白浓度检测试剂盒对所提蛋白进行浓度检测。取20

μg蛋白和 4 μl 2×SDS上样缓冲液混合均匀，100 ℃

变性 10 min；上样 ，12% SDS-PAGE 分离后转至

PVDF膜上，用 5%脱脂牛奶封闭 1 h；PBS洗膜；PBS

洗膜后分别加入一抗，在4 ℃下孵育过夜，PBS洗膜；

加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗孵育 0.5 h，

PBS洗膜，用ECL化学放光进行显色。以 β-actin为

内参蛋白，后采用 Image J图像分析软件进行灰度值

分析。

1.6 CCK-8法检测SK-Hep-1细胞转染前后增殖水平

的变化

将转染诱导后 SK-Hep1细胞接种于 96孔培养板

中，每孔 100 μl，细胞密度为 2×104个/ml。向 96孔板

每个孔中加样100 μl混合液（90 μl完全培养基+10 μl

CCK-8试剂），37 ℃下孵育 2 h，然后用酶标仪在 450

nm波长处检测每孔的光密度(D)值，连续 5 d进行细

胞增殖水平检测。

1.7 Annexin V-FITC/PI染色流式术检测SK-Hep-1细

胞凋亡情况

将转染诱导后 SK-Hep1细胞接种至 6孔板中培

养。收集细胞至 1.5 ml EP管中，加入 500 μl的Bind-

ing Buffer 悬浮细胞，向其内加入 5 μl Annexin V-

FITC，再加入 5 μl Propidium Iodide，轻轻吹打混匀。

室温避光反应 10 min，再于 1 h 内进行 Annexin V-

FITC/PI染色流式仪分析。

1.8动物实验观察裸鼠肿瘤的生长情况

每只BALB/c-nu裸鼠右后肢皮下接种 SK-Hep1

细胞（5×106个/ml）0.2 ml，待肿瘤长至直径约 5 mm

时以数字表法随机分为 4组（PBS组、5-FU组、Egr1-

XPO4组和Egr1-XPO4+5-FU组），每组6只。电转染

方法介导质粒体内治疗（20 μg质粒/次，电转参数：电

压 200 V，脉冲 20 ms，间隙 20 ms），同时腹腔注射 5-

FU(40 mg/kg)，每 7 d进行 1次治疗，连续 5次。动态

观察肿瘤生长情况，测量肿瘤体积，第28天处死。肿

瘤体积=长×宽×宽/2。

1.9 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件，计数资料以百分率

表示，组间比较采用 χ2检验；计量资料以 x̄±s表示，组

间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析。P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 重组载体酶切鉴定表明XPO4基因正确插入载体中

酶切Egr1-XPO4-EGFP质粒，用 1％琼脂糖凝胶

电泳检测酶切产物，显示Kpn I、Xba I双酶切后出现

两条带，大小分别与空质粒和 XPO4 相符；EcorV、

Xba I 双酶切后，也可见两条带，大小分别与 Egr1-

XPO4和EGFP相符（图1）。结果表明，XPO4基因正

确插入载体中。

M：250 bp DNA Ladder；1：Kpn Ⅰ and Xba Ⅰ Double enzyme

cutting；2：Ecor Ⅴ and Xba Ⅰ Double enzyme cutting；3：Ecor Ⅴ

single enzyme cuting；4：Xba Ⅰ single enzyme cuting；5：Egr1-

XPO4-EGFP plasmid

图1 Egr1-XPO4-EGFP质粒鉴定

Fig 1 Identification of Egr1-XPO4-EGFP plasmids

2.2 重组质粒转染SK-Hep1细胞后荧光表达效率明

显提高

重组质粒转染SK-Hep1细胞后，采用化疗药物5-

FU（5 μg/ml）进行诱导，48 h后在荧光显微镜下观察

到绿色荧光的细胞（图 2A），流式细胞仪检测荧光表

达率明显提高[（56.06±0.33)% vs (42.59±0.55)%,P<

0.05，图2B）。

A: Representative photos of EGFP expression in SK-Hep1 cells

（Fluorescent staining，×20）;

B: Fluorescence rate examination by flow cytometry

图2 XPO4基因转染SK-Hep1细胞的效率

Fig .2 Efficiency of SK-Hep1 cells transfected by XPO4 gene

2.3 重组质粒转染SK-Hep1细胞后随着5-FU质量浓

度的增加提高XPO4蛋白表达水平

重组质粒转染 SK-Hep1 细胞 48h，并经 0、2、5、

10、20 μg/ml 5-FU的诱导，Western blotting检测结果

（图 3）显示，随着 5-FU诱导质量浓度的增加，XPO4

蛋白的表达水平相应提高，5 μg/ml 5-FU诱导效果达

到最高（P<0.05），继续增加质量浓度，蛋白表达量未

见增加。

*P<0.05 vs 0 or 2 μg/ml group

图3 Western blotting检测XPO4蛋白表达水平的变化

Fig. 3 Changes in the expression of XPO4 protein by

Western blotting

2.4 质粒Egr1-XPO4与 5-FU联合作用明显抑制 SK-

Hep1细胞体外增殖

转染诱导 SK-Hep1 细胞 24 h 后，CCK-8 检测结

果（图 4）显示，与SK-Hep1对照组相比，Egr1-XPO4、

5-FU（5 μg/ml）、Egr1-XPO4+5-FU（5 μg/ml）组的SK-

Hep1 细胞增殖水平均明显降低（P<0.05）。质粒

Egr1-XPO4 与 5-FU 联合作用后，进一步抑制 SK-

Hep1细胞增殖（P<0.05或P<0.01）。

2.5 质粒 Egr1-XPO4与 5-FU联合作用明显增加 SK-

Hep1细胞早期凋亡率

转染质粒至 SK-Hep1 细胞 48 h 后，Annexin V-

FITC/PI 检测结果（图 5）显示，Egr1-XPO4+5-FU（5

μg/ml）组、5-FU（5 μg/ml）组、Egr1-XPO4组早期凋亡

率均高于 SK-Hep1 细胞对照组 [（42.96±0.72）%、

（34.92±0.83）%、（19.73±1.77）% vs（7.64±1.21）%,

P<0.01]。而Egr1-XPO4+5-FU组早期凋亡率分别高

于5-FU组（P<0.05）和Egr1-XPO4组（P<0.01）。

2.6 质粒Egr1-XPO4与 5-FU联合作用明显抑制荷瘤

小鼠肿瘤的增长

各组荷瘤鼠每7 d进行1次治疗，连续5次，观察

肿瘤生长情况。治疗 4 周后，5-FU（40 mg/kg）组、

Egr1-XPO4质粒组、Egr1-XPO4+5-FU（40 mg/kg）组

肿 瘤 体 积 均 小 于 PBS 对 照 组 [（76.38 ± 5.48）、
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（94.92±6.83）、（61.86±5.31）vs（120.30±5.32）mm3,

均P<0.01]。而Egr1-XPO4+5-FU组肿瘤体积分别小

于5-FU组（P<0.05）和Egr1-XPO4组（P<0.01）。

*P<0.05,**P<0.01vs SK-Hep1 group；△P<0.05 vs 5-FU group

图4 CCK-8法检测SK-Hep1细胞增殖情况

Fig. 4 Proliferation of SK-Hep1 cells by CCK-8 assay

**P<0.01 vs SK-Hep1 group；
△P<0.05，△△P<0.01 vs Egr1-XPO4+5-FU group

图5 Annexin V-FITC/PI检测SK-Hep1细胞凋亡情况

Fig.5 Detection of apoptosis of SK-Hep1 cells by

Annexin V-FITC/PI

*P<0.05，**P<0.01 vs PBS group；
△P<0.05，△△P<0.01 vs Egr1-XPO4+5-FU group

图6 各组裸鼠治疗后肿瘤体积生长情况

Fig. 6 Tumor growth in nude mice of each treatment group

3 讨 论

肿瘤发生涉及复杂的机制，常与其相关基因的

突变积累有关[12]。XPO4是一种重要的抑癌基因，检

索乳腺癌中基因拷贝数变化的数据库时，发现在30%

以上的肿瘤中XPO4基因缺失。XPO4属于 importin

β家族，介导eIF-5A和Smad 3核输出，从而参与TGF-

β信号通路。XPO4在肝细胞中的去除会引起细胞核

Smad3 的增加，并伴随有 TGF-β靶基因的上调[13-14]。

对TGF-β的这种影响可以很好地解释去除XPO4后

癌变的增加，这说明当XPO4基因缺失导致TGF-β信

号转导通路的紊乱，可使细胞逃避TGF-β介导的生长

抑制效应，导致多种肿瘤发生。

利用放射或化疗诱导特定启动子，可带动下游

抑癌基因的表达[15-16]，从而达到对肿瘤的双重杀伤效

果，这种疗法是肿瘤治疗的一个新的方向；在一些研

究中这种疗法的有效性得到证实[17-20]。本实验中利

用低剂量的 5-FU 诱导 Egr1 启动子，带动抑癌基因

XPO4 表达，进而杀伤肿瘤细胞。根据 Egr1 的特

性[21-22]，本实验构建了Egr1-XPO4表达型载体。载体

经PCR鉴定、酶切鉴定，与预期相符合。为研究Egr1

调控抑癌基因XPO4对肝癌细胞进行化疗-基因治疗

奠定了基础。

通过荧光显微镜观察和流式细胞仪的分析发

现，不同质量浓度的5-FU，均能够诱导Egr1-EGFP表

达，产生绿色荧光，随着 5-FU质量浓度的增加，荧光

强度不断增强。当5-FU浓度为5 μg/ml时，荧光强度

最大。说明经过 5-FU 的作用后，激活了 Egr1 启动

子，引起了EGFP基因的表达。通过Western blotting

分析发现，不同质量浓度的 5-FU，均能够诱导Egr1-

XPO4质粒中XPO4蛋白表达。随着 5-FU质量浓度

的增加，XPO4蛋白表达量不断增强。当5-FU浓度为

5 μg/ml时，表达量最大；随着5-FU质量进一步增大，

表达量未见增加。因此 5 μg/ml可能是 5-FU诱导激

活Egr1启动子的最佳剂量。

本实验为验证XPO4基因的抑癌作用，体外转染

Egr1-XPO4质粒至肝癌 SK-Hep1细胞。检测发现，

Egr1-XPO4质粒对肿瘤细胞产生一定的抑制作用，肿

瘤细胞存活率降低和早期凋亡率增加；而与 5-FU联

合作用后，产生了更强的抑制效果。进一步的体内

实验发现，Egr1-XPO4治疗组肿瘤体积小于对照组，

联合5-FU后，肿瘤生长进一步受到抑制。

综上所述，化疗药物 5-FU联合Egr1-XPO4新型

表达载体，可协同杀伤肝癌细胞。表明化疗与基因

治疗结合可降低化疗药物的使用剂量，避免产生耐

药性，同时又能够诱导基因协同治疗，显示了化疗联

合基因治疗的潜在优势，为肿瘤治疗提供了新的理

论依据。
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文稿中统计学符号规范化书写的要求

本刊严格遵守国家标准GB 3358-93《统计学术语》的有关规定。为此,请作者书写统计学符号时注意以下要求:(1)样本的算

术平均数用英文小写 x̄,不用大写X,也不用Mean或M;(2)标准差用英文小写 s,不用SD;(3)标准误用英文小写 sx̄,不用SE;(4)t检
验用英文小写 t;(5)F检验用英文大写F;(6)卡方检验用希文小写χ2;(7)相关系数用英文小写 r;(8)自由度用希文小写 ν;(9)样本数

用英文小写n;(10)概率用英文大写P;(11)以上符号 x̄、s、sx̄、t、F、χ2、r、ν、n、P均为斜体。
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