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Abstract
AIM: To investigate the impact of tranfection of 
the wild-type xeroderma pigmentosum group D 
(XPD) gene on the biological behavior of human 
cholangiocarcinoma cell line QBC939. 

METHODS: Empty plasmid pEGFP-N2 and re-
combinant plasmid pECFP-N2-XPD were digest-
ed with KPN I, BGI II and SPH I for plasmid iden-
tification. Cells were divided into four groups: 

pEGFP-N2-XPD group, pEGFP-N2 group, Lipo-
fectamine (Lip) group, and blank control group. 
Cells were transfected with Lipofectamine. The 
expression of green fluorescent protein (GFP) was 
observed under a fluorescence microscope. The 
mRNA expression of wild-type XPD, p53, cyclin 
D1 and c-myc was detected by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR). Flow 
cytometry (FCM) was employed for examining 
the cell cycle of transfected QBC939 cells. Cell 
proliferation was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay.

RESULTS: The relative expression level of XPD 
mRNA in the pEGFP-N2-XPD group was sig-
nificantly higher than those in the pEGFP-N2 
group, Lip group and blank control group (0.778 
± 0.018 vs 0.561 ± 0.039, 0.544 ± 0.035 and 0.542 
± 0.034, respectively; all P < 0.01). The relative 
expression level of p53 mRNA in the pEGFP-N2-
XPD group was also significantly higher than 
those in the pEGFP-N2 group, Lip group and 
blank control group (0.421 ± 0.019 vs 0.256 ± 0.014, 
0.267 ± 0.015 and 0.274 ± 0.018, respectively; all P 
< 0.01). The relative expression level of cyclin D1 
mRNA in the pEGFP-N2-XPD group was signifi-
cantly lower than those in the pEGFP-N2 group, 
Lip group and blank control group (0.339 ± 0.041 
vs 0.560 ± 0.039, 0.558 ± 0.050 and 0.560 ± 0.041, 
respectively; all P < 0.01). The relative expres-
sion level of c-myc mRNA in the pEGFP-N2-XPD 
group was also significantly lower than those in 
the pEGFP-N2 group, Lip group and blank con-
trol group (0.355 ± 0.045 vs 0.570 ± 0.075, 0.560 ± 
0.041 and 0.537 ± 0.050, respectively; all P < 0.01). 
FCM results showed that the percentage of cells 
in G1 phase was significantly higher (81.65% vs 
65.54%, 56.61% and 63.26%, respectively; all P < 
0.05) and that in S1 phase was significantly low-
er (11.83% vs 24.10%, 29.52% and 27.28%; all P 
< 0.05) in the pEGFP-N2-XPD group than in the 
pEGFP-N2 group, Lip group and blank control 
group. MTT assay revealed that the growth rate 
of cells in the pEGFP-N2-XPD group was signifi-
cantly lower than those in the other three groups 
(all P < 0.01).

CONCLUSION: Transfection of the wild-type 
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■背景资料
胆管癌由于其解
剖位置特殊, 恶性
程度高, 且起病隐
匿, 早期诊断率很
低. 胆管癌5年生
存率不足5%. 中
位生存期为18-30 
mo. 早期手术根
治切除为唯一治
愈方法, 然而术后
5年再发率高. 对
于晚期胆管癌, 常
选择化疗, 但效果
甚微. 近年胆管癌
发病率升高, 且病
因不明. 因此, 积
极寻找一条有效
的新的胆管癌治
疗途径, 显得尤为
重要.

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科



XPD gene can inhibit the proliferation of human 
QBC939 cells in vitro, down-regulate the expres-
sion of cyclin D1 and c-myc mRNAs, and up-
regulate the expression of p53 mRNA. 
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摘要
目的:  探 讨 野 生 型 X P D 基 因 对 人 胆 管 癌
QBC939细胞的生物学影响. 

方法: 用碱裂解法提取空载质粒pEGFP-N2
和重组质粒pEGFP-N2-XPD, 提取出的质粒
以KPNⅠ、BGIⅡ和SPHⅠ酶切鉴定. 实验分
4组, 重组质粒pEGFP-N2-XPD组、空载质粒
pEGFP-N2组、脂质体组, 并用具有相同遗传
背景和代数的QBC939细胞作为空白对照. 用
脂质体转染法瞬时转染四组细胞. 荧光显微镜
下观察转染后绿色荧光蛋白报告基因表达情
况. 提取各组细胞总RNA, 合成cDNA, 用聚合
酶链反应(PCR)检测4组细胞中XPD、p53、
cyclin D1、c-myc表达情况. 并用四甲基偶氮
唑盐(MTT)和流式细胞仪检测细胞增殖及其
细胞周期的变化. 

结果:  pEGFP-N2-XPD细胞与pEGFP-N2、
脂质体组和空白对照组相比, XPD mRNA
表达量明显增加(0.778±0.018 v s  0.561±
0.039, 0.544±0.035, 0.542±0.034, 均P <0.01). 
pEGFP-N2-XPD细胞中p53  mRNA相对表达
量与pEGFP-N2、脂质体组和空白对照组比
较具有统计学意义(0.421±0.019 vs  0.256±
0.014, 0.267±0.015, 0.274±0.018, 均P <0.01). 
pEGFP-N2-XPD细胞与其他组相比, cyclin D1 
mRNA相对表达量明显降低(0.339±0.041 vs  
0.560±0.039, 0.558±0.050, 0.560±0.041, 均
P <0.01). pEGFP-N2-XPD细胞与其他组相比, 
c-myc  mRNA相对表达量明显降低(0.355±
0.045 vs  0.570±0.075, 0.560±0.041, 0.537±
0.050, 均P <0.01). 流式细胞仪检测pEGFP-N2-
XPD组细胞周期G1期为81.65%, S期为11.83%, 
其他组Gl期分别为65.54%、56.61%、63.26%; 
S期分别为24.10%、29.52%、27.28%, 结果具
有统计学意义(P <0.05). MTT检测示pEGFP-
N2-XPD细胞生长率为0.249±0.02, 与其他组
相比, 细胞增殖力明显减弱(P <0.01).
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结论: 野生型XPD基因可以抑制胆管癌细胞
的生长, XPD基因可抑制c-myc、cyclin D1基
因的表达, 增加p53基因表达.

关键词: 胆管癌; Q B C939细胞; X P D; c-m y c ; 

Cyclin D1; p53 ; 细胞周期
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0  引言

胆管癌(cholangiocarcinoma, CCA)是指来源于胆

管系统上皮组织的恶性肿瘤, 包括肝内胆管癌

和肝外胆管癌, 由于胆管癌起病隐匿、缺乏典

型的症状和体征, 早期诊断困难, 且由于所处解

剖位置的特殊性及其向周围组织、血管神经浸

润的特点; 临床上手术切除率低, 预后差[1-3]. 近
年来, 胆管癌的发病率与死亡率有递增趋势, 已
成为胆道学科研究的热点之一[4]. 因此, 开辟一

条新的有效治疗途径显得尤为重要. XPD蛋白是

哺乳动物基本转录因子ⅡH(TFⅡH)复合物的第

二大亚基, 他与XPB、TTDA共同构成转录因子

TFIIH的10个亚单位, 除具有核酸切除修复、基

础转录和细胞周期调控作用[5], 并影响多种癌基

因及抑癌基因的表达, 还与肿瘤的形成甚至化

疗药物耐药性的产生等多种生理及病理机制有

关[6]. 本研究通过瞬时转染本实验室首次在国内

构建带绿色荧光蛋白表达的pEGFP-N2-XPD重

组表达质粒, 探讨XPD、p53、cyclin D1与c-myc
之间相互作用, 以及转染野生型XPD基因前后

胆管癌QBC939细胞生物学变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胆管癌细胞QBC-939购自中国典

型培养物保藏中心 .  重组带绿色荧光蛋白质

粒pEGFP-N2-XPD是本实验室国内首次构建

的. RPMI 1640培养基(美国Gibco BRL公司), 
胎牛血清(南非Hyclone公司), 胰蛋白酶(美国

Sigma公司), M-MLV Reverse Transcriptase、
Rnasin、dNTP、Oligo(dT)15(美国Promega公
司), Lipofectamine 2000TM、TRIzolTM试剂(美国

Invetrogen公司), DMSO、DEPC(美国Amresco公
司), PCR引物由上海生物工程技术服务有限公司

合成, Taq酶(日本TaKaRa公司), DNA 2000 Ladder 
Marker(北京华美生物工程公司), 北京天根无内

毒素质粒大提试剂盒, 四甲基偶氮唑盐(MTT)为
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■研发前沿
近30年来胆管癌
发病率增高趋势
明显, 但治疗效果
不佳, 目前尚无统
一的治疗标准, 已
成为消化系统疾
病的研究热点, 现
阶段仍无有效的
治疗手段. 
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上海普飞生物技术有限公司生产. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计: 根据Genbank上公布的人类

XPD mRNA序列、p53  mRNA序列、cycl in 
D1 mRNA序列以及c-myc  mRNA序列, 应用

Primer Primier 5软件设计引物, 由上海生工生物

工程公司合成, XPD上下游引物分别为5'-TCT 
GCCTCTGCCCTATGAT-3'及5'-CGATTCCCT
CGGACACTTT-3', 扩增产物363 bp; p53上下

游引物分别为5'-CCCAAGCAATGGATGAT-3'
及5 ' -T G A C A G G A A G C C A A A G G-3 ' ,  扩
增产物379 b p;  c y c l i n D1上下游引物分别

为5 ' -G C G A G G A A C A G A A G T G C G-3 '及
5'-AGGCGGTAGTAGGACAGGAA-3', 扩
增产物4 8 4  b p ;  c - m y c 上下游引物分别为

5'-AACCCTTGCCGCATCCAC-3'及5'-CCTCCT
CGTCGCAGTAGAAA-3', 扩增产物317 bp. 同一

标本扩增以β-actin作为内参照. β-actin上下游引

物分别为5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3'、5'-  
GCCGATCCACACGGAGTA-3', 扩增产物232 bp. 
1.2.2 分组及处理: 常规方法培养及转染胆管癌

QBC-939细胞, 实验分为4组: (1)pEGFP-N2-XPD
组; (2)pEGFP-N2组; (3)脂质体组; (4)空白对照

组. 将胆管癌细胞QBC939种于六孔板内, 每孔

细胞数2×105, 待细胞覆盖率达70%后, 用0.01 
mol/L磷酸盐缓冲液洗涤细胞2次, 于4孔中分别

加入无血清1640培养液2 mL培养24 h后, 于2、
3、4处理组中分别用Lipofectamine 2000加入

pEGFP-N2-XPD、pEGFP-N2、脂质体(Lip)转染

各组细胞, 置孵箱内培养48 h后, 收集细胞做逆

转录聚合酶链反应(RT-PCR). 
1.2.3 RT-PCR法检测各组细胞mRNA表达: 采
用TRIzo l试剂提取细胞总RNA, 合成cDNA. 
PCR扩增XPD、p53、cycl in D1及c-myc , 应
用Primer Primier 5软件设计引物, 由上海生工

生物工程公司合成 ,  X P D上下游引物分别为

5'-TCTGCCTCTGCCCTATGAT-3'及5'-CGATTC
CCTCGGACACTTT-3', 扩增产物363 bp; p53上
下游引物分别为5'-CCCAAGCAATGGATGAT-3'
及5 ' -T G A C A G G A A G C C A A A G G-3 ' ,  扩
增产物379 b p;  c y c l i n D1上下游引物分别

为5 ' -G C G A G G A A C A G A A G T G C G-3 '及
5'-AGGCGGTAGTAGGACAGGAA-3', 扩
增产物4 8 4  b p ;  c - m y c 上下游引物分别为

5'-AACCCTTGCCGCATCCAC-3'及5'-CCTCCT
CGTCGCAGTAGAAA-3', 扩增产物317 bp. 同一

标本扩增以β-actin作为内参照. β-actin上下游引

物分别为5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3、5'- 
GCCGATCCACACGGAGTA-3', 扩增产物232 
bp. PCR通过94 ℃预变性5 min, 94 ℃ 45 s, 55 ℃ 
60 s, 72 ℃ 45 s, 35个循环后72 ℃终末延伸10 
min. PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳(含5 mg/L
溴化乙啶)后,  在紫外灯下观察结果. 通过FR200
图像分析软件(上海复日公司)读取目的电泳条

带的斑点密度扫描值, 以各组β-actin条带的扫描

值为标准, 测算其相应组的XPD、p53、cyclin 
D1以及c-myc的mRNAs表达量. 
1.2.4 四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞活性: 
用酶联免疫检测仪在490 mn波长处测定其吸光

度(A )值, 以间接反映各组活细胞数量. 
1.2.5 流式细胞仪检测细胞周期: 用胰酶消化收

集上述各组转染后的细胞, 应用FACSCalibar流
式细胞仪(Beckton Dickinson, USA)分析, 氩离子

激光器激发波长为488 nm, 在流式细胞仪上进

行细胞周期分析, 得出细胞各周期的百分率.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS12.0统计软件进行数据处理, 采用单因素方

差分析, 并用LSD法行两两比较, 检验显著性水

准取α = 0.05, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组细胞mRNA的表达 RT-PCR法检测结果

显示, pEGFP-N2-XPD组中XPD的相对表达量为

0.778±0.018, 而pEGFP-N2组、Lip组、空白对

照组的XPD相对表达量分别为0.561±0.040、
0.544±0.035、0.542±0.034. pEGFP-N2-XPD组

与其他3组比较差异均有统计学意义(F  = 198, q
分别为18.94、20.42和20.58, 均P <0.01). p53的
表达量pEGFP-N2-XPD组均较pEGFP-N2组、脂

质体(Lip)组、空白对照组增高明显(P <0.01), 而
cyclin D1及c-myc的表达量pEGFP-N2-XPD组

较pEGFP-N2组、脂质体(Lip)组、空白对照组

明显降低(P <0.01). pEGFP-N2组、脂质体(Lip)
组、空白对照组之间XPD、p53、cyclin D1以及

c-myc的表达差异无统计学意义(表1, 图1).
2.2 MTT结果 pEGFP-N2-XPD组、pEGFP-N2
组、脂质体组及空白对照组A 值分别为0.249
±0.022、0.382±0.025、0.375±0.028及0.387
±0.033, 差异有统计学意义(F  = 46.71, P <0.01), 
pEGFP-N2-XPD组的A值明显低于pEGFP-N2
组、脂质体组及空白对照组(t = 11.30、10.01、
9.841, 均P <0.01). 

■相关报道
梁刚等研究报道, 
XPD 312Asn等位
基因以及751Gln
等位基因可能是
中国上海地区人
群胆管癌尤其是
壶腹部癌的遗传
易感因素.
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2.3 流式细胞仪检测 pEGFP-N2-XPD组细胞

周期G1期为81.65%, S期为11.83%, pEGFP-N2
组、Lip组、空白对照组G l期分别为65.54%、

56.61%、63.26%; S期分别为24.10%、29.52%、

27.28%(图2). 由此可见, pEGFP-N2-XPD组细胞

停滞Gl期的细胞明显增多, 而进入S期的细胞则

显著减少.

3  讨论

肿瘤的发生是由于致癌物质、多基因协同作用

的结果, 表现为基因突变、缺失、扩增、重排

或表达失调, 从而使正常细胞分裂增殖能力增

强和成熟分化能力减弱或分化异常. 环境致癌

物及其代谢产物攻击机体细胞引起DNA损伤, 
而DNA修复是维持人类基因组完整性的核心, 
当DNA损伤不能及时有效地修复, 积累到一定

程度导致基因组不稳定性升高, 引起细胞增殖

和分化失控, 导致肿瘤的发生. 因此, DNA修复

与肿瘤发生有着密不可分的联系, DNA修复能

力的个体差异是决定肿瘤易感性的重要因素, 
DNA修复能力的下降常易发生癌变[7]. XPD是哺

乳动物基本TFⅡH核心成分之一, 参与基因转

录、核苷酸切除修复(NER)及细胞周期调控, 并
影响多种抑癌基因和癌基因的表达[8]. 研究表明, 
XPD基因还可激活p53 , 并且影响其生物活性[9]. 
XPD基因发生突变时, 机体发生肿瘤几率升高. 

野生型p53功能的缺失是癌症发生的一个

重要阶段. 野生型p53是公认的抑癌基因, 正常

野生型p53活化后可诱导多种细胞生物学行为, 
如调控细胞周期、诱导细胞凋亡、DNA修复以

及抑制血管生成等, p53已发展为肿瘤基因治疗

中非常有利的靶基因[10]. p53是DNA损伤检控点

中最关键的激活因子, 在细胞周期中, P53蛋白

通过阻止G1期细胞进入S期, 使受损的DNA或染

色体有时间得以修复, 细胞周期中G1/S期或G2
期的调控, 依赖于p53的活性[11]. p53通常依靠对

其下游因子的激活或抑制来调节细胞的生长与

凋亡. p53可在多种信号因素作用下活化, 其中

包括致癌因素诱导的DNA损伤和不正常的增殖

信号. 现已研究表明多种人体肿瘤有p53基因突

变或表达降低[12]. 也有实验提示某些抗肿瘤药

物对胆管癌细胞QBC939作用机制与其诱导p53
上调相关[13]. p53功能异常引起细胞癌变有两个

途径: (1)失去适当的细胞周期停滞将引起不适

当的DNA修复, 并且将固定的DNA损伤通过突

变传给子细胞; (2)当p53不再具有诱导凋亡作用, 
这将使带有固定DNA损伤的细胞残存下来, 并
再导致基因突变, 从而使细胞生长失控, 最终发

展为癌[14]. 抑癌基因p53不仅具有转录和DNA修

复的重要作用, 而且与TFⅡH存在物理上和功能

上的相互联系[15]. 
同时, 肿瘤也是一种细胞周期性疾病. 异常的

G1-S细胞周期是胆管癌发生的主要机制之一[16]. 
正常细胞在生长因子的刺激下G1期cyclin D1可
与他的伴侣分子CDK4或CDK6结合进入胞核并

被激活形成cyclin D1与CDK4/6的复合物, 使下

游的蛋白质Rb(retinoblastoma protein; pRb)及其

相关蛋白磷酸化, 磷酸化的pRb可解除对E2F等
基因转录因子的抑制作用, 从而启动细胞DNA
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表  1  各组细胞RT-PCR结果分析 (n  = 6)

     
分组            		          XPD		           p53 		       cyclin D1	       c-myc

pEGFP-N2-XPD组	   	 0.778±0.018	 0.421±0.019	 0.339±0.041	 0.355±0.045

pEGFP-N2组	   	 0.561±0.039	 0.256±0.014	 0.560±0.039	 0.570±0.075

Lip组	   		  0.544±0.035	 0.267±0.015	 0.558±0.050	 0.566±0.048

空白对照组	  	 0.542±0.034	 0.274±0.018	 0.560±0.041	 0.537±0.050

F值                        	             198.00                        63.45                       12.93                        15.67
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β-actin
232 bp

M	 1           2           3            4

图  1  PCR产物电泳图. M: 相对分子质量标准; 1: pEGFP-N2

组; 2: pEGFP-N2-XPD组; 3: Lip组; 4: 空白对照组.

■创新盘点
本 文 以 野 生 型
XPD基因转染胆
管癌 Q B C 9 3 9 细
胞, 观察转染前后
p53、cyclin D1、
c - m y c 基 因 表 达
及细胞的生物学
变 化 ,  初 步 探 讨
XPD、p53、cyclin 
D1及c-myc之间的
相互作用关系.
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复制, 细胞通过G1期进入S期. pRb作为cyclin D1
与CDK4/CDK6的底物, 其磷酸化对细胞周期在

G1期的控制起关键作用. 当培养细胞中cyclin D1
过度表达时可提高细胞周期转换速度, 促进细

胞从G1期进入S期, 细胞增殖失控, 发展为癌[17]. 
有研究提示胆管癌细胞中cyclin D1常常出现过

表达, 且cyclin D1的表达与胆管癌临床预后密切

相关[18]. 若cyclin D1过表达, 结合p53的失活, 则
将导致细胞的无限增殖化, 乃至肿瘤的发生. 有
研究应用野生型p53结合反义cyclin D1可明显增

强对肿瘤的凋亡诱导效果,  表明二者具有协同

效应[19]. 
c-myc在多种肿瘤中常常过表达, 如肝癌、

胃癌、乳腺癌、宫颈癌等, 现在认为c-myc是
重要的细胞调控基因, 其表达产物是细胞增殖

信号转导的必需因子, 也是G1期到S期的启动

子. c-myc在多种肿瘤中常常过表达, 影响细胞

的生长与增殖, 阻断细胞分化, 过表达时可促使

肿瘤形成[11]. 已有研究表明[21], XPD突变可以阻

断叶酸结合蛋白(FBP)的活化, 而后者的活化可

以使c-myc表达下降. 当XPD发生缺陷或突变时, 
c-myc表达量常增加. p53缺乏或突变也可以促使

c-myc过表达, 促进癌细胞生长, 细胞凋亡减少. 
本研究把野生型X P D基因瞬时转染胆管

癌QBC939细胞, 发现胆管癌QBC939细胞中

c-myc、cyclin D1基因在转录水平表达量明显

下降(P <0.01), 而p53 基因在转录水平明显升

高(P <0.01), 细胞周期停滞在G1期, 不能进入S

期, 胆管癌细胞QBC939增殖明显受抑(P <0.01). 
XPD抑制胆管癌QBC939细胞增殖可能是通过

与其他癌基因及抑癌基因相互作用而实现的, 
其可能的机制: (1)XPD基因可以激活p53 , 进一

步激活DNA损伤检控点, 并且XPD基因与野生

型p53结合促使损伤的基因得到修复; (2)XPD
基因通过激活p53 , 在DNA损伤时, 野生型p53
积累, 上调其下游p21靶基因表达, p21表达产物

P21WAF1蛋白是一种依赖cyclin激酶(cdk)的抑制

剂[22]. 作为对p53的高表达和DNA损伤的应答, 
P21WAF1蛋白主要结合于G1期和S期的cyclin-cdk
复合体, 与cyclin D1竞争结合CDK4/6, 使pRb无
法磷酸化而抑制细胞周期进程, 导致Gl期阻滞, 
使细胞在进入S期之前得以修复损伤的D N A. 
再者, cyclin D1又是p53的间接靶基因, 一方面

p53可通过诱导PC3基因介导的直接或间接抑制

pRb功能来抑制cyclin D1转录和cyclin D1启动

子活性从而下调cyclin D1表达并使细胞停滞于

G1期
[23]; 另一方面p53还可以选择性下调Bcl-3蛋

白水平和诱导增加P52 NF-kappaB亚单位活性, 
抑制cyclin D1启动子活性, 降低cyclin D1蛋白和

mRNA的表达水平, 进而导致细胞在G1阻滞[24], 
抑制细胞增殖; (3)XPD基因与野生型p53相互作

用抑制c-myc转录, p53能通过结合转录因子E2F, 
使E2F不能与c-myc的启动子结合, 致c-myc的表

达量下降, 实现对细胞周期的阻滞, 且XPD活化

Fuse结合蛋白(fuse binding protein, FBP), FBP是
c-myc基因表达所必需的蛋白, 而FBP活化后结
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图  2  各组细胞流式仪检测结果. A: pEGFP-N2-XPD组; B: pEGFP-N2组; C: Lip组; D: 空白对照组.

■名词解释
XPD蛋白: 基础转
录因子TFⅡH复
合物的第二大亚
基, 在核苷酸切除
修复(NER)中, 从
5'→3'方向解开受
损DNA双链 ,  使
损伤特异性核酸
酶切下受损DNA. 
大 量 研 究 发 现 , 
XPD在TFⅡH 介
导的和转录过程
中发挥重要作用, 
并与细胞增殖、

凋亡、肿瘤的发
生甚至化疗药物
抗药性的产生等
多种生理及病理
机制有关.
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合c-myc基因单链上游活化元件来使c-myc的表

达下降[25], 使细胞的生长能力减弱, 抑制胆管癌

的增殖. 本组认为XPD抑制胆管癌细胞增殖的

机制可能是多方面的, XPD与p53、cyclin D1、
c-myc之间的相互作用具体机制尚未完全明了, 
有待于以后进一步深入研究.
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