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神经生长因子对人胆管癌细胞增殖作用的

影响
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　　摘要：目的　探讨神经生长因子（ＮＧＦ）对人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９增殖能力的影响。方法　构
建 βＮＧＦ的真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ，经酶切鉴定后，采用脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染人胆管癌细胞

株 ＱＢＣ９３９。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测蛋白的表达情况。ＭＴＴ法检测转染前后细胞的增殖情况。结果　成功

构建 βＮＧＦ的真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ。转染 ＱＢＣ９３９细胞后，能稳定表达 βＮＧＦ蛋白，且表达

强度随转染质粒浓度的增加而增强，与对照组相比，差异有显著性（Ｐ ＜０．０００１）。ＭＴＴ检测转染后

的细胞增殖能力增强，与空白对照组和转染空质粒组相比，差异有显著性（Ｐ ＜０．０１），且表现出量

效依赖关系。结论　ＮＧＦ具有促进胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９增殖的作用。
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　　胆管癌是一种恶性程度高、诊治困难、预后不
良的胆道系统恶性肿瘤。目前认为，根治性手术切

除是胆管癌惟一有效的治疗手段。尽管近年来诊
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治技术有了较快发展，其 ５年存活率仍然只有 ５％

左右［１］。沿神经间隙浸润和转移是胆管癌的重要

生物学特性之一，也是胆管癌难以根治和容易复发

的重要原因。在此过程中，多种细胞因子发挥作

用，神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）即是其

中的重要一员［２］。近来研究发现，ＮＧＦ参与多种肿

瘤的发生发展，但其具体作用则因肿瘤类型而异。

比如对神经母细胞瘤，ＮＧＦ有抑制增殖、促进分化

的作用［３］，而在乳腺癌和胰腺癌则表现为促增殖作
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用［４，５］。为研究 ＮＧＦ在人胆管癌细胞中的作用，笔

者将 βＮＧＦ的真核表达载体转染人胆管癌细胞

ＱＢＣ９３９，比较转染前后细胞增殖情况的变化。

１　材料与方法

１．１　细胞培养

人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９（第三军医大学王曙

光教授惠赠），于 ３７℃，５％ＣＯ２培养，常规传代。

ＲＰＭＩ１６４０培养基含 １０％胎牛血清，并加入青霉

素（１００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（１００ｍｇ／Ｌ）。

１．２　表达载体 ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ的构建

１．２．１　逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　Ｔｒｉｚｏｌ

试剂自正常人脑组织中提取总 ＲＮＡ。用逆转录酶

和 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）按 ３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ条件进行

ｃＤＮＡ的合成。取 １μＬ（０．１ｍｇ／Ｌ）逆转录产物进行

ＰＣＲ扩增，反应条件为：９５℃变性 ５ｍｉｎ，９５℃ ６０ｓ，

４９℃ ６０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３２个循环，７２℃延伸 ５ｍｉｎ。

上游引物为 ５′ＡＡＴＣＣＣＡＡＧ ＣＴＴＡＣＴＧＡＧ ＧＴＧ

ＣＡＴＡＧＣ ＧＴＡ３′；下 游 引 物 为 ５′ＣＴＡ ＧＴＣ ＴＡＧ

ＡＧＣＡＧＧ ＴＣＡ ＧＧＣ ＴＣＴ ＴＣＴ Ｃ３′，扩 增 产 物 为

７７１ｂｐ。反应体系以 βａｃｔｉｎ作为内参照，上游引物

５′ＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧ ＡＣＴＡＣＣＴＣ３′；下游引物

５′ＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′，扩增产

物为 ５４６ｂｐ。引物均由上海赛百盛公司合成。

１．２．２　酶切与连接　限制性内切酶 ＨｉｎｄＩＩＩ，Ｘｂａ

Ｉ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶等均购自大连

宝生物公司，酶切反应参照说明书进行。琼脂糖凝

胶电泳后产物回收按照凝胶提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ公

司）说明进行。βＮＧＦｃＤＮＡ与 ｐｃＤＮＡ３．０重组的反

应体系为：βＮＧＦｃＤＮＡ１０μＬ，ｐｃＤＮＡ３．０酶切后产

物 ３μＬ，１０×缓 冲 液 ２．５μＬ，Ｔ４ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ，总体积 ２５μＬ，１６℃水浴 １２～１６ｈ。

将重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ转化 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，扩

大培养后，提取 ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ。限制性酶切图谱

分析。

１．３　转染 ＱＢＣ９３９细胞

取对数生长期细胞以 ５×１０４／ｍＬ的浓度接种

于 ９６孔培养板，培养 ２４ｈ后，以无血清培养基冲洗

１次。转染步骤参照脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ公

司）说明书进行。分空白对照组、转染空载体组和

转染 组 （加 入 质 粒 浓 度 分 别 为 １６μｇ／ｍＬ，３２μｇ／

ｍＬ，６４μｇ／ｍＬ 和 １２８μｇ／ｍＬ）。 以 含 ８００μｇ／ｍＬ

Ｇ４１８（Ｓｉｇｍａ公司）的完全培养基培养，筛选阳性细

胞克隆。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 βＮＧＦ蛋白的表达

收获筛选后的阳性细胞克隆，离心沉淀后加入

裂解液，含 ５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０），１５０ｍｍｏｌ／

Ｌ ＮａＣｌ，０．０２％ ＮａＮ３，０．１％ ＳＤＳ，１００μｇ／ｍＬ

ＰＭＳＦ，１μｇ／ｍＬＡｐｒｏｔｉｎｉｎ及 １％ ＮＰ４０。取 ２０μｇ蛋

白质，行变性聚丙烯酰氨凝胶垂直电泳，将蛋白质

转移至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭。加 β

ＮＧＦ一抗（１∶１０００），４℃过夜；洗膜 ３次后加羊抗

兔 ＩｇＧ，室温孵育 １ｈ。采用 ＥＣＬ试剂盒显影，测定

条带光密度值。

１．５　噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法检测细胞生长

以每孔 ５×１０４／ｍＬ的细胞浓度接种于 ９６孔培

养板，加入噻唑蓝 （Ｓｉｇｍａ公司），终浓度为 １ｍｇ／

ｍＬ。在酶联免疫检测仪上测定 ５４０ｎｍ处各孔吸光

度（Ａ值），实验重复 ４次。

１．６　统计学处理

结果 以 均 数 ±标 准 差 （ｘ±ｓ）表 示。应 用

ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计分析。

２　结　果

２．１　获得 βＮＧＦｃＤＮＡ

ＲＴＰＣＲ后获得单一目的条带，大小约为 ７７１ｋｂ

（图 １）。

图 １　ＲＴＰＣＲ产物

２．２　重组质粒的限制性酶切图谱分析

首先将 ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ在琼脂糖凝胶中电泳初

筛，可见比原始质粒大的为重组的质粒。将其用

ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＸｂａＩ进行酶切，产物经琼脂糖凝胶电泳

后，可见质粒被切为 ２个片段，分别为 ５．４ｋｂ和

７５５ｂｐ（图 ２）。

６９５



　第８期　　　　　 郭伟，等：神经生长因子对人胆管癌细胞增殖作用的影响

图 ２　重组质粒的限制性酶切图谱分析

２．３　βＮＧＦ蛋白在胆管癌细胞中的表达

结果显示，蛋白质分子质量标准指示为 ２５ｋＤ，

符合 βＮＧＦ的分子质量。转染后细胞 βＮＧＦ的表

达明显高于空白对照组和转染空质粒组，差异有显

著性（Ｐ＜０．０００１）。表达量随转染质粒浓度的增

加而增加（表 １，图 ３）。
表 １　βＮＧＦ蛋白在胆管癌细胞中的表达（ｎ＝４，ｘ±ｓ）

　　分组 ＯＤ值 ｔ Ｐ

空白对照组 ２０４．５９２±３．９５３

转染空质粒组 ２０７．１９２±５．８７３ ０．８００１ ０．４５４１

βＮＧＦ转染组

　　１６μｇ／ｍＬ ２６２．９３０±５．５１７ １７．１９１８ ＜０．０００１

　　３２μｇ／ｍＬ ２９８．５６７±７．７８７ ２１．５２２１ ＜０．０００１

　　６４μｇ／ｍＬ ３４０．６５２±７．４３３ ３２．３２４８ ＜０．０００１

　　１２８μｇ／ｍＬ ３９１．６７５±８．３４１ ４０．５３７５ ＜０．０００１

　　注：分别与其余５组比较

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：转染空质粒组；Ｃ：１６μｇ／ｍＬ；Ｄ：３２μｇ／ｍＬ；Ｅ：

６４μｇ／ｍＬ；Ｆ：１２８μｇ／ｍＬ

图３　βＮＧＦ蛋白在胆管癌细胞中的表达

２．４　βＮＧＦ对细胞增殖的影响

ＭＴＴ检测结果见表 ２。筛选阳性克隆后，细胞

的生长率随转染浓度的升高而逐渐升高，与对照组

比较差异具有显著性（Ｐ ＜０．０１），且呈量效依赖

关系（图 ４）。

表 ２　βＮＧＦ对胆管癌细胞增殖的影响（ｎ＝４，ｘ±ｓ）

　　分组 ＯＤ值 ｔ Ｐ

空白对照组 ０．３８３±０．０１６

转染空质粒组 ０．３７９±０．０１７ ０．３６１０ ０．７３０４

βＮＧＦ转染组

　　１６μｇ／ｍＬ ０．４２６±０．０２０ ３．３２９１ ０．０１５８

　　３２μｇ／ｍＬ ０．４５９±０．０１７ ６．３６０１ ０．０００７

　　６４μｇ／ｍＬ ０．５１０±０．０１４ １１．９０４５ ＜０．０００１

　　１２８μｇ／ｍＬ ０．５４１±０．０１１ １５．８８９６ ＜０．０００１

　　注：分别与其余５组比较

图４　βＮＧＦ蛋白表达与胆管癌细胞增殖的关系

３　讨　论

胆管癌起病隐匿，易于向临近的重要解剖结

构侵犯和转移。因此在获得临床诊断时，患者往

往丧失了最佳的手术时机［６］。胆管癌细胞的转移

方式除了淋巴管、血行转移以外，还可以沿神经鞘

膜下的间隙，发生神经浸润和转移。这也是胆管

癌难以 根 治、易 于 复 发 的 重 要 原 因 之 一。有 研

究［７］证实，１４％具有神经浸润的肿瘤出现局部复

发，而无神经浸润者无复发。大量研究［２］表 明，

多种细胞因子参与该过程，ＮＧＦ是其中较为重要

的一员。

ＮＧＦ是最早发现的神经营养因子家族成员，是

该家族的典型代表。ＮＧＦ最早分离自雄性小鼠的

颌下腺。已知它含有 α，β，γ３个亚基。其中 α和

γ亚基的作用是维持 β亚基的稳定性，调节其生

物活性。因此 βＮＧＦ是神经生长因子的活性亚单

位，发挥全部生物学效应。ＮＧＦ有两种细胞表面

膜受体，一个是 ＴｒｋＡ受体，与 ＮＧＦ结合后可激活

ＲＡＳ／ＭＡＰＫ信号转导通路，促进神经元的生长与

分化；另一个是 ｐ７５ＮＴＲ受体，属肿瘤坏死因子受

体家族，与 ＮＧＦ结合后可激活 ＮＦκＢ信号通路。

７９５
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近来的研究显示，ＮＧＦ不仅仅维持神经元的分化、

生长与存活，还在肿瘤细胞的生长中发挥重要作

用。ＮＧＦ高表达于胰腺癌细胞，与分布于神经束

膜上的高亲和力受体 ＴｒｋＡ相互作用，使神经与癌

细胞相接触，导致 ＴｒｋＡ介导的周围神经浸润［７］。

此外，ＮＧＦ还能通过旁分泌或自分泌途径刺激胰

腺癌细胞生长、增殖［８］，通过上调基质金属蛋白

酶 －２（ＭＭＰ２）的表达促进细胞的侵袭力［５］。目

前，抑制 ＮＧＦ／ＴｒｋＡ传导通路的方法已经用于某些

疾病的 实 验 性 治 疗。例 如：三 苯 氧 胺 可 以 抑 制

ＮＧＦ诱导的乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７的增殖［９］；电针

刺疗法和中草药治疗可以下调多囊卵巢大鼠卵巢

中 ＮＧＦ的表达，从而发挥治疗作用［１０，１１］。

胆管癌与胰腺癌类似，同样具有神经浸润和

转移的生物学特性。为探讨 ＮＧＦ在胆管癌细胞中

的作 用，本研究构建了 βＮＧＦ的 真 核 表 达 载 体

ｐｃＤＮＡ３．０ＮＧＦ。将后者成功转染至胆管癌细胞

株 ＱＢＣ９３９中。经 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测，胆管癌细胞

能够稳定表达 βＮＧＦ，并且其表达量随转染质粒

浓度的提高而逐渐上升，显著高于空白对照组和

转染空质粒组。在此基础上，ＭＴＴ检测结果显示，

转染 βＮＧＦ的胆管癌细胞增殖能力显著高于对照

组，且呈量效依赖关系。这一实验结果提示，ＮＧＦ

具有促进胆管癌细胞增殖的作用。胆管癌细胞分

泌的 ＮＧＦ，一方面促进自身的增殖；另一方面，可

能与表达于神经束膜的高亲和力受体 ＴｒｋＡ结合，

为神经细胞轴突的生长提供适宜的微环境和化学

趋向性，促进神经细胞轴突向肿瘤方向生长，进而

造成癌细胞对神经纤维的浸润，与形成肿瘤沿神

经纤维转移有关。
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