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Abstract
AIM: To evaluate the effects of the human fragile 
histidine triad gene on cell proliferation and 
apoptosis of the Hep3B human hepatocellular 
carcinoma line.

METHODS: A recombinant pcDNA3.1 (+)/FHIT 
including functional region of human fragile 
histidine triad gene (FHIT) was constructed for 
transfer into human hepatocellular carcinoma 
cells in vitro. mRNA and protein expressions of 
the gene in the transfected cells were detected 
by reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion and Western blot, respectively. MTT [3-(4, 
5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide] assay was used to assess the effects of 
FHIT on proliferation. Cell cycle changes and 
apoptosis were measured by flow cytometry�.

RESULTS: Hep3B cells expressed high levels of 

FHIT-mRNA and FHIT protein after infection 
with pcDNA3.1 (+)/FHIT. The growth of Hep3B 
cells treated with pcDNA3.1 (+)/FHIT was sig-
nificantly inhibited. pcDNA3.1 (+)/FHIT-infect-
ed Hep3B cells showed a significant increase in 
G0-G1 phase and FHIT-induced apoptosis com-
pared with controls (72.23 ± 0.84 vs 54.36 ± 0.78 
and  53.17 ± 0.52, P < 0.05, respectively).

CONCLUSION: Transfer of the FHIT gene in-
hibited the growth of human hepatocellular car-
cinoma cells and induced cell apoptosis.
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摘要
目的: 研究外源性人脆性组氨酸三联体(FHIT)
基因的高表达对人肝癌细胞Hep3B生长的影响. 

方法: 构建一个包含FHIT基因的真核表达载
体pcDNA3.1(+)/FHIT, 体外转染人肝癌细胞
Hep3B, 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR), 蛋白
印迹(Western blot)分别检测目的基因不同水
平的表达, 通过细胞生长试验、流式细胞仪分
析技术检测细胞转染前后的细胞增殖、细胞
周期和细胞凋亡的变化. 

结果: 转染pcDNA3.1(+)/FHIT后Hep3B细胞
的FHIT-mRNA, FHIT蛋白表达阳性, 转染后
对Hep3B细胞的生长有抑制作用, 早期细胞凋
亡增加, 与对照组比较差异有显著性(72.23±
0.84 vs  54.36±0.78, 53.17±0.52, P <0.05).

结论: FHIT基因通过诱导肿瘤细胞发生凋亡
并导致其发生G1期阻滞, 在肿瘤基因治疗方
面发挥作用.

关键词: 肝癌; 基因治疗; 脆性组氨酸三联体
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■背景资料
研究表明 ,  FHIT
基因是一重要的
肿瘤候选抑癌基
因. 而许多肝癌细
胞系包括Hep3B
存在FHIT基因的
染色体、mRNA
和蛋白的异常.  
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0  引言

1996年O h t a e t a l [1]采用外显子捕获法(e x o n 
trapping)于染色体3p14.2上克隆出FHIT基因. 随
后许多学者发现在绝大多数肿瘤中存在FHIT基
因的异常, 认为FHIT基因是一重要的肿瘤候选

抑癌基因[2-7]. 且肝癌细胞系Hep3B存在FHIT基
因的染色体、mRNA和蛋白的异常[8]. 由此我们

自行构建一个包含人脆性组氨酸三联体(FHIT)
基因的真核表达载体pcDNA3.1(+)/FHIT, 体外

转染人肝癌细胞Hep3B, 以探讨FHIT基因在肝

癌细胞增殖或凋亡中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 菌株E.c o l i  D H5α和真核表达载体

pcDNA3.1(+)为本室保存. PBluescript SK FHIT
质粒含FHIT基因全长cDNA(由美国Duke大学

Xiaofan Wang教授惠赠). Hep3B细胞株购自上海

中科院细胞库. 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)
试剂盒购自日本TaKaRa公司, FHIT Ab购自美

国Zymed公司, 细胞周期检测试剂盒购自美国

Becton Dickinson公司.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  质粒的构建及鉴定  酶切鉴定正确的

PBlue sc r ip t SK FHIT质粒交由上海生工进

行D N A序列测定 .  在E p管中建立酶切反应 : 
pcDNA3.1(或PBluescript SK FHIT)、Bam HⅠ, 
XbaⅠ,  37℃水浴酶切2 h. 取上述酶切产物电泳,  
将大小为1.0 kb的FHIT基因片段和5.4 kb线性化

的pcDNA3.1用电泳凝胶回收试剂盒回收. 拟构

建pcDNA3.1(+)/FHIT, 在Ep管中建立质粒重组

反应体系: FHIT基因片段; 线性化的pcDNA3.1; 
T4连接酶, 16℃水浴12 h, 转化感受态菌DH5α, 
挑取克隆进行培养和鉴定. 
1.2.2 细胞培养和转染 Hep3B细胞用含100 mL/L
特优级胎牛血清(Gibco公司), 加1.0 mmol/L丙
酮酸钠, 0.1 mmol/L非必须氨基酸, 在37℃, 50 
mL/L CO2饱和湿度下培养. 将生长旺盛的Hep3B
细胞接种于6孔板中, 当细胞密度为70%左右

时, 按Lipofectamine2000(脂质体转染试剂盒)
说明书进行pcDNA3.1(+)/FHIT的转染, 转染后

用G418(500 mg/L)进行筛选, G418(250 mg/L)
维持筛选. FHIT基因、空载体转染Hep3B细胞

分别命名为Hep3B-FHIT和Hep3B-C, 亲本细胞

Hep3B作为未转染对照. 
1 . 2 . 3  R T- P C R  取G 4 1 8筛选后的H e p 3 B -
F H I T细胞 ,  用引物扩增F H I T基因外显子5-
外显子9(P1: 5 '-AT G T C G T T C A G A-3 ' ; P2: 
5'-CTGAAAGTACAC-3')[9], 采用TRIzol法抽提

细胞总RNA, 先行反转录, 后进行PCR反应, 产
物10 g/L琼脂糖凝胶电泳. PCR反应参数: 94℃
预变性5 min; 94℃变性1 min、44℃退火1 min、
72℃延伸45 s, 30个循环后72℃再延伸7 min. 
1.2.4 Western印迹法 取筛选后的Hep3B-FHIT细
胞, 细胞裂解液处理细胞, 离心后取上清, 考马

斯亮蓝法测定蛋白浓度, 120 g/L SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 将蛋白转至硝酸纤维膜上, 封闭液

封闭, 与FHIT抗体结合, 后用辣根过氧化物酶结

合的二抗结合, 增强化学发光法(ECL)显色后照相. 
1.2.5 噻唑蓝(MTT)比色法检测转染前后细胞

增殖能力 1×104细胞(每孔200 mL)接种于96孔
培养板, 每组细胞接种6孔, 设3个平行孔, 加入

MTT(5 g/L)液后继续孵育4 h, 终止培养再加

DMSO. 酶联免疫检测仪上测定各孔光密度值

(波长为570 nm). 每隔24 h同样以上测定, 连续测

定6 d, 观察3组细胞增殖能力变化. 
1.2.6 流式细胞仪分析细胞周期及凋亡 检测前

以胰酶消化细胞, 用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2
次, 用预冷的700 mL/L乙醇固定, 4℃过夜. 以
PBS洗脱乙醇, 并用PBS制备单细胞悬液, 碘丙

锭(PI)染色后, 用流式细胞仪(FCM)分析细胞周

期变化及凋亡率.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行t

检验. 数据以mean±SD表示, P <0.05表示有显著 
差异.

2  结果

2.1 质粒的鉴定 质粒PBluescript SK FHIT送上

海生工生物工程公司测序, 与GenBank的FHIT 
mRNA序列相符(登陆号: NM_002012). 质粒

PBluescript SK FHIT经双酶切Bam HⅠ和XbaⅠ
后, 琼脂糖凝胶电泳可见1.0和2.7 kb的两条DNA
条带(图1). 质粒pcDNA3.1(+)/FHIT经内切酶

Bam HⅠ和XbaⅠ后, 琼脂糖凝胶电泳可见1.0和
5.4 kb的两条DNA条带(图1), 说明pcDNA3.1(+)/
FHIT构建成功. 
2.2 质粒转染前后细胞FHIT-mRNA的表达 转染

pcDNA3.1(+)/FHIT后, Hep3B-FHIT细胞FHIT-
mRNA阳性, 为400 bp条带, 而空载体转染细胞

■创新盘点
本文的创新之处
在于将重要的肿
瘤候选抑癌基因
FHIT,  转染于存
在 F H I T 基 因 的
染色体、mRNA
和 蛋 白 异 常 的
Hep3B肝癌细胞. 
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Hep3B-C和亲本细胞Hep3B未见此条带的表达

(图2). 
2.3 质粒转染前后细胞FHIT蛋白的表达 转染

pcDNA3.1(+)/FHIT后, Hep3B-FHIT细胞中有

17 kDa的FHIT蛋白表达, 而空载体转染细胞

Hep3B-C和亲本细胞Hep3B未见FHIT蛋白表达

(图3). 
2.4 噻唑蓝(MTT)比色法检测转染前后细胞增殖

能力的变化 FHIT基因转染细胞Hep3B-FHIT较
空载体转染细胞Hep3B-C和亲本细胞Hep3B的

生长速度明显减慢, 尤其是达到对数生长期后

更加明显, 差异有显著性(P <0.05)(图4). 
2.5 Hep3B细胞转染前后生长周期及凋亡率的变

化 Hep3B-FHIT细胞G2/M期及S期比例明显下

降, G0/G1期比例明显增加, 凋亡细胞率也明显高

于对照组和空质粒转染组(P <0.05, 表1).

3  讨论

目前普遍认为, FHIT是第一个将脆性位点和肿

瘤联系起来的抑癌基因, 并且FHIT基因异常是

肿瘤发生和发展过程中的早期事件[10]. 脆性位点

发生断裂会使包含脆性位点的FHIT基因发生断

裂、变异和失活而导致细胞异常增生. 与许多

其他肿瘤相似, 肝癌中存在FHIT基因的高度变

异或缺失. Yuan et al [8]发现64.3%(9/14)的肝癌细

胞系存在FHIT基因表达下调, 其中4个出现FHIT 
mRNA下调的肝癌细胞系均不表达FHIT蛋白; 
原位杂交发现29.4%(10/34)的肝癌组织中存在

FHIT基因第5外显子的缺失, 61.5%(8/13)的肝癌

细胞系中存在LOH或染色体转位; 免疫染色发

现50%(5/10)的肝癌细胞系中无FHIT蛋白的表

达. Gramantieri et al [10]对28例HCC患者的癌组织

和非癌组织、10例正常肝组织研究发现, 异常

FHIT转录为46.4%(11例发生于肝癌组织、2例
发生于HCC患者的非肝癌组织), 而10例正常肝

组织未发现异常转录. 最近的研究表明, 在多种

因素诱导的大鼠肝癌发生和发展中也发现有明

显的FHIT基因异常[11]. 
FHIT可能主要通过使APnA水解为ATP和

AMP来参与调节体内APnA量的变化. APnA是

信号转导分子, 由于发生FHIT基因变异, 肿瘤

细胞失去或减弱了FHIT将APnA降解为AMP和
ATP的能力, 导致细胞内APnA发生积累. 细胞

内大量的APnA积累能够加强生长信号转导, 阻
断抑制生长途径或凋亡通道而导致癌变. 另外

FHIT蛋白能作用于mRNA帽类似物, 影响重要

基因mRNA的翻译, 脱帽功能的丧失也可能引起

肿瘤[9]. Siprashvil et al [12]将野生型FHIT和通过定

M1     1      2    M2

5.4 kb

1.0 kb

图  1  质粒pcDNA3.1(+)/
FHIT酶切鉴定. M1: Marker 

λ/DNA/Eco RⅠ+Hin d

Ⅲ; M2: Marker DL2000; 

1 :  质粒pcDNA3.1(+)/

FHIT; 2: 酶切后的质粒

pcDNA3.1(+)/FHIT.

M             1              2              3

400 bp
b-actin

图  2  转染前后Hep3B细胞FHIT mRNA表达. M: 1000 bp 

Marker; 1: Hep3B-FHIT细胞; 2: 空载体转染细胞Hep3B-C; 

3: 亲本细胞Hep3B.

17 kDa

b-actin

1                   2                   3

亲本细胞        转染细胞      Hep3B-FHIT
Hep3B            Hep3B-C     细胞

图  3  转染FHIT后Hep3B细胞的Western结果.

图  4  人肝癌细胞的生长曲线. 
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■应用要点
本 研 究 自 行 构
建 一 个 包 含 人
脆 性 组 氨 酸 三
联体(FHIT)基因
的 真 核 表 达 载
体pcDNA3.1(+)/
FHIT,  重点观察
体外转染人肝癌
细胞Hep3B后细
胞生物学性状的
变化, 有利于探讨
FHIT基因在肝癌
细胞增殖或凋亡
中的作用, 为肝癌
的基因治疗提供
一个有效途径.
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位突变技术制成的没有Ap3A水解酶活性的突

变型FHIT转染到缺少FHIT的肿瘤细胞中, 发现

FHIT基因异常并不能使细胞获得生长优势, 而
可能只是使细胞获得克隆扩增的选择优势, 同
时发现他们在抑制成瘤性上差异无显著性. 因
此, 认为FHIT蛋白与其底物结合抑制肿瘤发生

可能比Ap3A水解酶的活性更重要, 有关FHIT蛋
白的功能及作用机制有待进一步研究. 在本实

验中, 我们向人肝癌细胞系Hep3B转染含有全长

FHITcDNA的真核表达载体, 实验性干预肝癌细

胞系Hep3B的基因表达, 以观察转染后肝癌细胞

系Hep3B生物学性状的改变. 结果表明, 转染成

功的Hep3B细胞, 其FHIT基因的mRNA、蛋白表

达阳性. 而空载体转染细胞Hep3B-C和亲本细胞

Hep3B未见FHIT基因的mRNA、蛋白表达. 进一

步检测转染成功的Hep3B细胞的生物学性状的

变化, 我们发现, 成功转染FHIT基因的肝癌细胞

其体外增殖能力下降, G2/M期及S期比例明显下

降, G0/G1期比例明显增加, 凋亡细胞率也明显高

于对照组和空质粒转染组. 初步证实了FHIT基
因有诱导肝癌细胞凋亡的作用. 

通过本实验研究, 我们认为FHIT基因可能

通过使细胞阻滞于G1期, 在其他凋亡诱导因子

的协同作用下, 诱发肿瘤细胞发生凋亡. 本实验

也证明了这一点, 为临床治疗肝癌提供了一种

方法. 
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表  1  FHIT基因对人肝癌细胞Hep3B的细胞周期和凋亡的影响(mean±SD)

      
细胞类	                         G0/G1	                             S	                         G2/M	                细胞凋亡率(%)

Hep3B	                 54.36±0.78	 17.40±1.32	 28.01±1.12	 3.78±0.36

Hep3B-C	                53.17±0.52	 18.23±2.51	 28.55±0.55	 3.52±0.33

Hep3B-FHITa	 72.23±0.84	 12.57±0.42	 15.12±1.31	 9.74±0.43

aP<0.05 vs  Hep3B和Hep3B-C.

■同行评价
本文通过研究外
源性导入抑癌基
因FHIT,  对肝癌
细胞Hep3B生长
的影响, 了解了肝
癌的发生机制, 有
一定参考意义. 文
章总体思路明晰, 
研究目的明确, 方
案 设 计 合 理 ,  结
果、结论较可靠.


