
■背景资料
随着诊断治疗水
平的提高 ,  原发
性肝癌治疗后的
生存率得到提高, 
但是效果仍然十
分有限 ,  关键在
于对肝癌细胞的
增殖及复发转移
的分子机制不完
全清楚 ,  对其分
子调控网络知之
较少 ,  因此肝癌
细胞的增殖及复
发转移的分子机
制的研究是目前
医学界亟待解决
的重大问题. 
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of anterior 
gradient homolog 2 (AGR2) expression on the 
proliferation of hepatocellular carcinoma cells, 
and to explore the possible mechanism.

METHODS: The expression of AGR2 and 

interferon-induced transmembrane protein 
3 (IFITM3) in hepatocellular carcinoma and 
adjacent tissues was detected by fluorescence 
quantitative PCR and Western blot. The 
expression of AGR2 mRNA and protein was 
examined by real-time fluorescence quantitative 
PCR and Western blot after transfection with 
pcDNA3.1-AGR2. The cellular growth ability 
was examined by CCK-8 assay, and the colony 
formation ability was detected by colony 
formation assay. Flow cytometry assay was used 
to determine the apoptosis index. The expression 
level of IFITM3 protein was examined by 
Western blot. 

RESULTS: AGR2 and IFITM3 mRNA and 
protein expression in hepatocellular carcinoma 
tissues was significantly higher than that 
in the corresponding adjacent tissues. The 
pcDNA3.1-AGR2 was successfully constructed, 
and HepG2 cells with stable expression of 
AGR2 were established. The expression levels 
of AGR2 mRNA and protein in HepG2 cells 
after transfection with pcDNA3.1-AGR2 were 
higher than those in the negative control cells, 
and the cellular growth ability of HepG2 
cells after transfection with pcDNA3.1-AGR2 
was significantly increased. IFITM3 protein 
expression was also increased after transfection 
with pcDNA3.1-AGR2.

CONCLUSION: Raised AGR2 expression can 
increase the expression of IFITM3 and promote 
the proliferation of hepatocellular cells.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
重组人前梯度同
源蛋白2(anterior 
gradient homolog 
2, AGR2)是人类
早期阶段前后位
分化的相关蛋白, 
在人多个腺体的
肿瘤组织中过表
达, AGR2 基因的
功能和其在信号
传导过程中所发
挥的作用的研究, 
以及与其他信号
通路和因子之间
的相互联系是肿
瘤研究领域一个
重要的热点. 

AGR2; IFITM3

Feng Q, Zhou Y, Shi SD, Li EL, Wu RS, Li KH, Wu 
LQ. AGR2 regulates IFITM3 expression to promote 
hepatocellular carcinoma cell proliferation. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2015; 23(10): 1585-1591  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/1585.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i10.1585

摘要
目的: 探讨重组人前梯度同源蛋白2(anterior 
gradient homolog 2, AGR2)的表达对肝癌细
胞增殖能力的影响及其可能的作用机制. 

方法: 通过实时荧光定量P C R、We s t e r n 
b l o t、免疫组织化学检测40例肝癌患者
癌组织和对应癌旁组织中A G R2 基因、

干扰素诱导跨膜蛋白3(interferon-induced 
transmembrane protein 3, IFITM3)的表达
情况, 构建AGR2的过表达质粒pcDNA3.1-
AGR2, 并将其转染至肝癌细胞中, 运用实
时荧光定量PCR和蛋白质印迹法分别检测
AGR2 mRNA和蛋白的表达, CCK-8(cel l 
counting kit 8)法检测细胞的增殖能力, 利用
流式细胞技术检测细胞凋亡, 蛋白质印迹法
检测IFITM3的表达. 

结果: 在原发性肝癌组织中AGR2、IFITM3
呈现高表达; 成功构建A G R2的过表达质
粒pcDNA3.1-AGR2, 成功构建稳定高表达
AGR2的肝癌HepG2细胞. pcDNA3.1-AGR2
转染组HepG2细胞中AGR2 mRNA和蛋白的
表达水平明显高于阴性对照组和空白对照
组. 与阴性对照组比较, pcDNA3.1-AGR2转
染组HepG2细胞的体外增殖能力和克隆形
成能力明显升高, IFITM3蛋白的表达水平也
随之升高. 

结论: 上调AGR2可以增加IFITM3的表达, 
促进肝癌细胞的增殖. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 重组人前梯度同源蛋白2(an te r ior 
gradient homolog 2, AGR2 )基因在人多个腺体

的肿瘤组织中呈过表达, 与肿瘤细胞的生长、

存活和转移相关; 在肝癌中AGR2调控干扰素诱

导跨膜蛋白3(interferon-induced transmembrane 
protein 3, IFITM3)的表达促进肝癌细胞的增殖

的研究未见报道. 本研究在组织和细胞水平探

讨AGR2调控IFITM3的表达对肝癌细胞增殖的

影响. 

冯潜, 周勇, 石世代, 李恩亮, 吴荣寿, 李科浩, 邬林泉. 
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0  引言

原发性肝细胞性肝癌(primary hepatocellular 
carcinoma, PHC)简称肝癌, 是严重威胁人类生

命的恶性肿瘤之一[1,2]. 其发病率和死亡率呈逐

年上升趋势, 我国是肝癌的高发地区, 发病率

和死亡率均占癌症中的第2位. 重组人前梯度

同源蛋白2(anterior gradient homolog 2, AGR2)
是一种分泌蛋白, 是人类早期阶段前后位分

化的相关蛋白, 在人乳腺、结肠、肺、前列

腺、胰腺等腺体的肿瘤组织中, AGR2基因呈

过表达, 提示与肿瘤细胞的生长、存活和转

移相关[3-6]. 研究证实人类干扰素诱导跨膜蛋

白(interferon-induced transmembrane protein, 
IFITM )基因家族在免疫细胞信号传导、细胞

黏附、癌症及干细胞迁移等过程中起重要作

用[7,8]. IFITM3基因属于IFITM基因家族中的一

员, 研究[9-11]报道IFITM3基因编码蛋白参与调

节原始生殖细胞的迁移、内胚层定位及丙型

肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)感染, 介导调

节白细胞、内皮细胞的黏附和凋亡等生物学

过程. 本研究运用实时荧光定量PCR、Western 
blot、免疫组织化学方法, 检测AGR2基因和

IFITM3基因在肝癌组织中的表达情况, 探讨其

在肝癌细胞中AGR2基因调控IFITM3基因的

表达对肝癌细胞增殖的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 2013-09/2014-09收集南昌大学第二

附属医院40例肝癌及对应癌旁组织标本, 所
有标本均经病理学检查确诊, 年龄45-78岁. 所
有患者手术切除肿瘤前均未接受放化疗. 其
中男26例, 女14例, 标本收集后立即液氮保存. 
全部标本的采集均由患者本人知情同意并通

过南昌大学第二附属医院伦理委员会审核通

过. 肝癌细胞购自中国科学院细胞库; DMEM
培养液和胎牛血清(G i b c o), G418(索莱宝), 
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■应用要点
根 据 研 究 推 测
AGR2 基因异常
表达可能会促进
干扰素诱导跨膜
蛋白3(interferon-
induced transme-
mbrane protein 3)
的表达增加肝癌
细胞的增殖能力, 
可以把AGR2基因
作为肝癌的一种
潜在肿瘤标志物
来继续深入研究.

TRIzol试剂、PrimeScriptTM RT reagent Kit with 
gDNA Eraser及SYBR® Premix Ex TaqTM试剂

盒购自宝生物工程有限公司; RIPA裂解液(普
利莱); 兔抗人AGR2和IFITM3多克隆抗体以

及鼠抗人Tubulin单克隆抗体(Proteintech); 辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔或抗鼠IgG(二
抗)(北京中杉金桥); 脂质体L i p f e c t a m i n e 
2000(Invitrogen); 总蛋白提取试剂盒(普利莱); 
化学发光检测试剂(北京天根). PCR引物序列

由上海生工公司合成, AGR2引物序列: 上游: 
5'-CTGGCCAGAGATACCACAGTC-3', 下游: 
5'-AGTTGGTCACCCCAACCTC-3'.
1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR检测原发性肝癌组织

中AGR2、IFITM3 mRNA的表达: 采用TRIzol
试剂提取肿瘤组织及对照癌旁组织中总RNA, 
-80 ℃保存, 将TRIzol法获得的RNA进行逆转录

成cDNA, 反应体系: 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 
85 ℃ 5 min. 用20 μL反应体系: SYBR 10 μL、
上下游引物各1 μL、cDNA 6 μL及H2O 2 μL, 反
应条件: 95 ℃ 10 min, 95 ℃ 15 s, 59 ℃ 60 s, 40个
循环. 根据获得的Ct值按统计学分析AGR2、
IFITM3在原发性肝癌和对应癌旁组织中的表

达情况. 
1.2.2 免疫组织化学和Western blot检测原发性

肝癌组织中AGR2、IFITM3蛋白的表达: 将收

集的原发性肝癌患者的癌组织和癌旁组织制

成石蜡切片后置于67 ℃烘箱中, 烘片2 h, 用pH 
7.4的PBS冲洗3次, 取一定量柠檬酸盐缓冲液

(pH 6.0), 加热至沸腾, 将脱蜡水化后的组织切

片置于耐高温塑料切片架上, 取出玻片, 先用

蒸馏水冲洗2次, 每张切片加1滴相应的抗体, 
孵育2 h后加1滴聚合物增强剂, 孵育20-30 min. 
加入1滴酶标抗鼠/兔聚合物, 孵育30 min. 再加

入1滴新鲜配制的DAB液, 后放入显微镜下观

察5 min. 用自来水冲洗后蓝化, 切片经过梯度

酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固, 晾
干后观察. 

采用RIPA裂解液分别提取癌组织及癌旁

组织总蛋白, 按照BCA法进行总蛋白定量, 凝
胶电泳后将蛋白转移至PVDF膜. 5%脱脂牛奶

封闭后, 加入稀释的AGR2抗体、Tubulin抗体

4 ℃孵育过夜, TBST洗涤后加入HRP标记山羊

抗兔二抗室温孵育1 h, TBST洗涤后, 显影.
1.2.3 细胞培养及转染: 将HepG2接种于DMEM
培养基(含10%胎牛血清), 37 ℃、50 mL/L CO2

条件下培养. 待细胞数量达到70%-90%, 严格

遵照新型脂质体LipofectamineTM 2000转染试

剂说明, 用不含10%胎牛血清的DMEM培养液

来进行转染, 在转染4-6 h后, 更换至含有10%
胎牛血清的培养液中继续培养24-36 h. 
1.2.4 MTT实验检测HepG2细胞增殖情况: 收集

HepG2细胞, 将各组细胞悬液在离心管内反复

充分打匀, 接种于96孔培养板(6×103/孔), 24 h
后换液. 每组设有3个复孔. 每孔加入MTT试剂

20 μL, 在37 ℃、50 mL/L CO2条件下继续孵育4 h. 
测定各孔吸光度(A)值(波长490 nm). 每组重复3
次. 按公式计算细胞的生长抑制率(%): 细胞生

长抑制率 = (实验组平均A 490-对照组平均A 490)/对
照组平均A 490×100%, 上述操作重复3次. 
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图  1  AGR2、IFITM3 mRNA的表达明显高于相对应的正常癌旁组织. A: 肝癌组织中AGR2 mRNA的表达高于对应癌旁

组织; B: 肝癌组织中IFITM3 mRNA的表达高于对应癌旁组织. AGR2: 重组人前梯度同源蛋白2; IFITM3: 干扰素诱导跨

膜蛋白3. bP<0.01 vs  肝癌组织.
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■同行评价
本文构思合理, 有
继续发展的空间. 

1.2.5 流式细胞术分析HepG2细胞的凋亡: 将
细胞接种于6孔板中, 转染过表达AGR2质粒, 
经48 h后收集细胞并制备为单细胞悬液, 采用

PBS漂洗2次, 离心、弃上清, 最后运用Annexin 
V-FITC早期凋亡试剂盒和流式细胞仪检测各

组细胞的早期凋亡情况. 上述操作重复3次. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件, 计

量资料以mean±SD表示, 肝癌及对应癌旁组

织采用配对样本t检验, 其他两组间均数的比

较采用两独立样本t检验, P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 肝癌患者癌组织和癌旁组织中A G R2、
IFITM3 mRNA的表达 实时荧光定量PCR检
测40例肝癌患者癌和癌旁组织中A G R2、

I F I T M3的表达情况 ,  结果发现 :  肝癌组织

AGR2、IFITM3 mRNA的表达明显高于相对

应的正常癌旁组织, 结果差异有统计学意义

(P <0.05)(图1).
2.2 肝癌患者癌组织和癌旁组织中A G R2、
IFITM3蛋白的表达 Western blot检测40例肝

癌患者癌和癌旁组织中A G R2、I F I T M3蛋
白的表达情况, 结果发现: 肝癌组织AGR2、
I F I T M3蛋白的表达也同样明显高于相对应

的正常癌旁组织 ,  结果差异有统计学意义

(P <0.05)(图2).
2.3 免疫组织化学染色法检测AGR2、IFITM3
表 达  免疫组织化学染色法检测A G R 2、
IFITM3表达如图3.
2.4 MTT检测过表达AGR2的表达对HepG2细

胞存活率的影响 MTT检查结果发现: HepG2细

AGR2

IFITM3

1                     2 1                   2 1                  2

Tubulin

图  2  肝癌组织中AGR2、IFITM3蛋白的表达情况. 1: 肝癌组织; 2: 癌旁组织. AGR2: 重组人前梯度同源蛋白2; IFITM3: 

干扰素诱导跨膜蛋白3.

A B

C D

图  3  免疫组织化学检测肝癌和癌
旁组织中AGR2、IFITM3的表达情况
(×400). A: 肝癌组织中AGR2的表达

情况; B: 癌旁组织中AGR2的表达情

况; C: 肝癌组织中IFITM3的表达情

况; D: 癌旁组织中IFITM3的表达情

况. AGR2: 重组人前梯度同源蛋白2; 

IFITM3: 干扰素诱导跨膜蛋白3.
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胞转染pcDNA3.1-AGR2后的细胞生长较对照

组均明显增加(P <0.05)(图4). 
2.5 流式细胞技术检测过表达AGR2的表达对

HepG2细胞凋亡的影响 流式细胞仪检测的细

胞凋亡结果显示: HepG2细胞在转染pcDNA3.1-
AGR2后, 凋亡指数下降(P<0.05)(图5). 
2.6 转染pcDNA3.1-AGR2对肝癌细胞AGR2、
IFITM3表达的影响 实时荧光定量PCR结果发

现HepG2细胞转染pcDNA3.1-AGR2后AGR2 

mRNA的表达比对照组明显升高, 同时Western 
blot结果同样发现pcDNA3.1-AGR2组AGR2蛋
白的表达比对照组增加(图6). 

3  讨论

人AGR2基因定位于染色体7p21.3, 包含两个

转录产物, 全长分别为0.9 Kb和1.7 Kb, 是一

种来源于非洲爪蛙黏液腺基因xAG2(xenopus 
laevis anterior gradient-2)的人型同源基因[12,13]. 
A G R2蛋白在E R应激、杯状细胞末端、炎

症、肢再生等生物系统中都发挥了作用, 特别

是在肿瘤的生长、转移、浸润、耐药性等方

面有着关键的作用[14-17], 近年来, 对于AGR2基
因的功能和其在信号传导过程中所发挥的作

用的研究, 以及与其他信号通路和因子之间的

相互联系都成为目前肿瘤研究领域一个重要
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图  4  转染pcDNA3.1-AGR2后的细胞生长较情况. AGR2: 

重组人前梯度同源蛋白2.
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图  6  转染pcDNA3.1-AGR2对肝癌细胞AGR2、IFITM3
表达的影响. A: 转染pcDNA3.1-AGR2的HepG2细胞中

AGR2、IFITM3的蛋白水平变化. 1: 空白组; 2: 转染组; 3: 

阴性对照组; B: 转染pcDNA3.1-AGR2的HepG2细胞中

AGR2的mRNA水平变化. aP<0.05 vs  阴性对照组; C: 转染

pcDNA3.1-AGR2的HepG2细胞中IFITM3的mRNA水平

变化. bP <0.01 vs  阴性对照组. AGR2: 重组人前梯度同源

蛋白2; IFITM3: 干扰素诱导跨膜蛋白3.
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的热点[18-21]. 
目前国内外对于IFITM3基因在肿瘤发生

发展中的作用报道较少. IFITM3基因编码蛋白

分子量约14 kDa, 由133个氨基酸构成[22-24]. 近
年来, IFITM3基因在恶性肿瘤中的作用愈来愈

受到研究者们的重视. 有研究[25-29]发现IFITM3
基因在结肠癌组织中表达高于对应的癌旁正

常组织, 尤其是在转移性淋巴结中的表达更明

显; 并且IFITM3基因的高表达与结肠癌患者的

临床分期、淋巴结转移、远处转移及不良预

后显著相关; 降低IFITM3基因的表达可以明显

地抑制结肠癌细胞的侵袭和迁移能力. 另外, 
还有研究[30,31]证实降低IFITM3基因的表达可

以明显抑制乳腺癌细胞的增殖. 
本研究通过运用实时荧光定量P C R、

Western blot及免疫组织化学方法检测肝癌及

对应癌旁组织中AGR2基因和IFITM3基因蛋

白及mRNA的表达情况. Western blot结果显示

AGR2、IFITM3蛋白在肝癌组织中的表达明

显高于癌旁正常组织, 差异具有统计学意义, 
提示AGR2、IFITM3高表达与肝癌的发生、

发展有关. 本研究结果还发现过表达AGR2后
肝癌细胞的增殖能力明显增加. 提示AGR2高
表达可能通过增加IFITM3的表达增加肝癌细

胞的增殖能力. 我们可推测AGR2基因异常表

达可能会促进IFITM3的表达增加肝癌细胞的

增殖能力, 可以把AGR2基因作为肝癌的一种

潜在肿瘤标志物来继续深入研究.
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