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Abstract
AIM: To evaluate the impact of transfection with 
the XPD gene on the expression of DNp73 and 
GADD45β and cell proliferation and apoptosis in 
human hepatoma cell line SMMC-7721.

METHODS: After SMMC-7721 cells were trans-
fected with SMMC-7721-pEGFP-N2-XPD, the 
mRNA and protein expression of DNp73 and 
GADD45β was detected by RT-PCR and West-
ern blot, respectively; cell proliferation was as-
sessed by MTT assay; and the changes in cell 
apoptosis were evaluated by flow cytometry.

RESULTS: Compared to control cells, the expres-
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XPD对SMMC-7721肝癌细胞中DNp73和GADD45β的调
控及意义

王芬芬, 张吉翔

®

■背景资料
哺乳动物基本转
录因子ⅡH(TFⅡ
H ) 复 合 物 的 第 2
大亚基X P D ,  在
TFⅡH介导的核
苷 酸 剪 切 修 复
(NER)和转录调
控过程中发挥重
要作用. 对XPD基
因抑制肝癌细胞
生长的分子机制
的研究将为诊断
和治疗肝癌提一
条新的靶向途径. 

sion of DNp73 mRNA decreased significantly 
and that of XPD and GADD45β mRNAs was en-
hanced obviously in cells transfected with XPD (all 
P < 0.01). Similar results were obtained for the ex-
pression of XPD, DNp73 and GADD45β proteins. 
The proliferation of SMMC-7721 cells was mark-
edly inhibited and the apoptosis of SMMC-7721 
cells was increased after transfection with XPD 
(both P < 0.01). 

CONCLUSION: The wild-type XPD plays an 
important inhibitory role in the carcinogenesis 
of HCC. Overexpression of XPD decreases the 
expression of DNp73 and increases the expres-
sion of GADD45β, which suggests that both 
DNp73 and GADD45β may play a key role in 
the inhibitory effect of XPD on the carcinogen-
esis of HCC.

Key Words: Hepatoma; XPD gene; DNp73 gene; 
GADD45β gene; Transfection 
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摘要
目的: 观察人剪切修复基因人类着色性干皮
病D组基因(xeroderma pigmentosum group D, 
XPD)转染至人肝癌细胞株SMMC-7721细胞
后XPD、DNp73和GADD45β基因的表达变化
以及对肝癌细胞生长的影响.

方法:  实验分4组 :  重组质粒S M M C-7721-
p E G F P - N 2 - X P D ( X P D 组 )、空 载 质 粒
S M M C-7721-p E G F P-N2组(N2组), 脂质体
组和S M M C - 7 7 2 1细胞空白对照组 .  应用
Lipofectamine2000脂质体瞬时转染, 逆转录
聚合酶链反应(RT-PCR)和蛋白印迹(Western 
b l o t)法检测转X P D基因后 ,  人肝癌细胞株
SMMC-7721细胞中DNp73以及GADD45β的
mRNA和蛋白质的表达量变化, 并用四甲基偶
氮唑盐(MTT)法检测细胞增殖的活力, 流式细
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■研发前沿
原发性肝癌除手
术、局部治疗及
放、化疗等治疗
手 段 ,  基 因 治 疗
和肿瘤疫苗技术
近年来也在研究
之 中 .  目 前 尚 无
绝对有效且统一
的 治 疗 标 准 ,  所
以 ,  进 一 步 提 高
肝癌的基因诊断
和发现肝癌基因
治疗的靶向途径
是目前亟待研究
的热点.

胞仪检测细胞凋亡的变化. 

结果: 荧光显微镜下, XPD组和N2组细胞中观
察到绿色荧光蛋白表达, 说明转染成功; RT-
PCR检测显示: XPD组中DNp73 mRNA相对
表达量较其他3组显著下调, XPD和GADD45β 
m R N A相对表达量较其他3组明显上调(均
P<0.01); Western blot检测显示: XPD、DNp73
以及GADD45β蛋白相对表达量在各组间的差
异与其mRNA各组间差异一致; MTT检测示: 
SMMC-7721细胞空白对照组、脂质体组、

N2组、X P D组的吸光度(A )值分别为0.633
±0.012, 0.623±0.009, 0.628±0.016, 0.384±
0.011, XPD组低于其他3组, 差异均有统计学意
义(均P<0.01), 表明转染XPD后SMMC-7721细
胞的增殖能力减弱. 流式细胞仪检测SMMC-
7721肝癌细胞凋亡: 转染XPD的SMMC-7721
细胞凋亡显著, 凋亡率达56.53%, 而其他3组均
未见明显凋亡.

结论: XPD基因在肝癌的发生发展中起抑制作
用, 癌基因DNp73的表达随XPD表达增加而降
低, 抑癌基因GADD45β则随XPD表达增加而
增加, 提示两者可能在XPD抑制肝癌细胞的生
长机制中起重要作用.

关键词: 肝癌; XPD基因; DNp73基因; GADD45β基

因; 转染 
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0  引言

原发性肝癌是伴有癌基因活化和抑癌基因失

活的细胞无性繁殖, 其发生机制与DNA修复能

力障碍有着密不可分的联系. 核苷酸切除修复

(nucleotide excision repair, NER)机制是细胞修

复损伤DNA的重要途径, 主要修复紫外线诱导

和化学物质引起的大片段DNA损伤. 哺乳动物

基本转录因子ⅡH(TFⅡH)复合物的第2大亚基

XPD, 在TFⅡH介导的核苷酸剪切修复(NER)和
转录调控过程中发挥重要作用, 参与了细胞增

殖和凋亡过程的调控[1]; 本实验室以往研究结果

显示着色性干皮病D组基因(xeroderma pigmen-
tosum group D, XPD)基因通过上调抑癌基因(如
p53 , p21 )和下调癌基因(如c-Myc , CDC25A)的
表达, 从而抑制肝癌细胞的生长[2]. p73在肿瘤发

生发展机制中的角色扑朔迷离, 相关研究表明: 

DNp73是p73亚型之一, 在肿瘤组织(如: 肝癌、

结肠癌、肺癌、食管癌)中表达异常增高, 在正

常组织中不表达. Za ika等[3]将DNp73基因导入

正常小鼠体内, 构建高表达DNp73小鼠模型, 证
明DNp73通过2条途径促进正常肝细胞向癌细

胞分化, 第一: 抑制p53和TAp73的促细胞凋亡作

用; 第二: 促进抑癌蛋白Rb蛋白磷酸化, Rb蛋白

被磷酸化而与E-2F(转录激活蛋白)解离, 结合状

态的E-2F变成游离状态, 细胞立即进入增殖活

跃阶段, 导致肿瘤发生. 其中, DNp73抑制p53及
其下游基因的表达为主要途径, 这一发现让笔

者联想到DNp73与p53在影响正常组织或细胞向

恶性转化过程中的竞争关系, 而XPD促进p53的
表达在本实验室以往研究中已经得到证实, 故
猜测XPD利用DNp73与p53之间的竞争关系影响

DNp73的表达. 
GADD45β作为P53、BRCA1调控的下游

基因, 是一个损伤修复因子, 参与监测细胞周期

和诱导凋亡. 杨娟等[4]研究发现在肝癌组织中

GADD45β阳性表达较正常肝脏组织及肝硬化组

织显著降低, 证实GADD45β作为抑癌基因在肝

癌的发生发展中起到相当重要的作用, 故进一

步研究肝癌细胞中GADD45β表达下调的分子

机制有望为肝癌提供一种潜在的靶向分子治疗

途径; 本文推测同为抑癌基因的XPD可能通过

影响p53的分子水平, 从而与GADD45β的表达

存在某种联系. 因此, 本研究用pEGFP-N2-XPD
重组质粒瞬时转染人肝癌细胞SMMC-7721, 检
测转染前后细胞内DNp73和GADD45β的表达

情况 ,  探讨他们三者之间的相互作用以及对

SMMC-7721细胞生长的影响. 该研究是本实验

室对XPD抑制SMMC-7721肝癌细胞生长研究的

延伸, 可望为诊断和治疗肝癌提供一条新的靶

向途径.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株SMMC-7721细胞购自中

国典型培养物保藏中心(China Center for Type 
Culture Collection, CCTCC), 重组质粒SMMC-
7721-pEGFP-N2-XPD(XPD质粒)及空载质粒

pEGFP-N2(N2质粒)由本实验室构建 [2], 改良

型PRMI-1640培养基(澳大利亚Hy-clone公司), 
胎牛血清(美国G IBCO公司), L ipofectam ine 
2000TM、TRIzol(美国Invitrogen公司), 逆转录试

剂盒(加拿大Fermentas公司), 2×Taq PCR Master 
Mix、MarkrⅠ(北京全式金生物技术有限公司), 
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■相关报道
Zaika等发现DNp73
通 过 抑 制 p 5 3 和
TAp73的促细胞凋
亡作用, 从而促进正
常肝脏细胞向癌细
胞分化 ;  杨娟等研
究发现在肝癌组织
中GADD45β阳性表
达较正常肝脏组织
及肝硬化组织显著
降低.

总蛋白提取试剂盒(北京普利莱基因技术有限公

司), XPD兔抗人单克隆抗体(美国Abcam公司), 
DNp73鼠抗人单克隆抗体、GADD45β兔抗人单

克隆抗体(美国Santa Cruz公司), 鼠抗β-actin、山

羊抗小鼠IgG、山羊抗兔IgG(北京中杉金桥生

物技术有限公司), 四甲基偶氮唑盐(MTT, 上海

普飞生物技术有限公司), Annexin V-FITC细胞

凋亡检测试剂盒(联科生物技术有限公司). PCR
引物(上海捷瑞公司): 从NCBI中获得人XPD、

DNp73和GADD45βmRNA序列, 应用Pr imer 
Primier5.0软件设计引物.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染: SMMC-7721肝癌细胞在

含100 mL/L胎牛血清的改良型PRMI-1640培养

基中, 于37 ℃、950 mL/L空气湿度和50 mL/L 
CO2孵箱中培养, 0.25%胰蛋白酶消化, 2-4 d传
代1次. 根据实验需要及处理情况不同将细胞分

为4组: (1)SMMC-7721细胞空白对照组; (2)脂
质体组; (3)空载质粒SMMC-7721-pEGFP-N2组
(N2组); (4)重组质粒SMMC-7721-pEGFP-N2-
XPD(XPD组). 以2×105/孔的密度铺于6孔板内, 
待细胞达60%-80%融合时用Lipofectamine2000
进行瞬时转染 ,  转染后4 - 6  h ,  换有血清的

PRMI-1640培养基继续培养至48 h, 收集细胞进

行RT-PCR或Western blot检测.
1.2.2 RT-PCR: (1)抽提总RNA: TRIzol法分别提

取各组细胞总RNA, 合成cDNA; (2)内参基因

β-actin上游引物: GGGCACGAAGGCTCATCATT,
下游引物: AGCGAGCATCCCCCAAAGTT; 
扩增片段长度285 b p .目的基因X P D上游引

物: TCTGCCTCTGCCCTATGAT, 下游引物: 
CGATTCCCTCGGACACTTT; 扩增片段长度 
363 bp. 目的基因DNp73上游引物: CGAAAAT-
G C C A A C A A A C G G,  下游引物 :  G G A G-
CAGACTGTCCTTCGTTG; 扩增片段长度

676 bp. 目的基因GADD45β上游引物: ACAGT-
GGGGGTGTACGAGTC, 下游引物: GACCAG-
GAGACAATGCAGGT; 扩增片段长度258 bp; 
(3)cDNA合成及PCR扩增: 按RT-PCR试剂盒

要求步骤进行反转录聚合酶链反应 .  先合成

cDNA, 再进行PCR, 同一标本扩增β-actin作为内

对照. 取10 μL扩增产物经1.5 g/L琼脂糖凝胶电

泳(含5 mg/L溴化乙锭), 紫外灯下观察结果, 用
Band Leader3.0图像分析软件读取目的电泳条

带, 以各组β-actin条带的扫描值标化其相应组的

XPD、DNp73及GADD45β的密度扫描值, 获得

其mRNA相对表达量.
1.2.3 Western blot检测: 收集4组细胞总蛋白, 采
用Bradford法测定蛋白浓度, 制备8%SDS-PAGE, 
以每孔40 μg加样、电泳、转膜、封闭, 一抗4 ℃
孵育过夜、二抗孵育2 h, ECL显色、定影、拍

照, 以β-actin作为内对照. 用Quantity One图像分

析软件进行灰度分析.
1.2.4 MTT法检测细胞增殖力: 转染前24 h胰酶

消化收集各组细胞, 以5×103/孔密度接种于96孔
板, 每组6孔, 并设置一对照孔, 于37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱培养, 转染5-6 h后换液, 分别加入

新鲜含50 mL/L血清培养基100 μL/孔、MTT  
10 μL/孔(5 g/L溶于PBS磷酸盐缓冲液, 过滤器过

滤), 培养箱中继续培养4 h, 小心吸弃培养基, 加
入DMSO 100 μL, 避光振荡10 min, 酶标仪测定

492 nm波长下各孔吸光度(A )值, 记录结果并计

算各组平均值, 以反映各组活细胞数量.
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡率: 分别取空

白对照组、脂质体组、N2组、XPD组细胞, 经
0.25%胰酶消化后采用Annexin V-FITC细胞凋亡

检测试剂盒进行流式细胞仪检测, 具体操作严

格按照试剂盒说明书进行, 实验重复3次. 结果

判断: 左下象限代表正常细胞, 右下象限代表早

期凋亡细胞, 右上象限代表晚期凋亡细胞和坏

死细胞, 左上象限代表细胞收集过程中出现的

损伤细胞.
    统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行分析, 
符合正态分布的计量资料用mean±SD表示, 组
间比较用单因素方差分析, 进一步两两比较采

用SNK-q检验, 以P <0.05为差异有统计学意义, 
P <0.01为差异显著.

2  结果

2.1 转染 利用脂质体将pEGFP-N2和pEGFP-N2-
XPD重组质粒转染入SMMC-7721细胞48 h后, 
荧光显微镜下可见N2组和XPD组细胞中均有绿

色荧光蛋白的表达, 无转染空白对照组和脂质

体组细胞则未见表达(图1). 
2 .2 RT-P C R检测  X P D组中X P D m R N A、

GADD45β mRNA表达量均高于其他3组, 而
D N p73  m R N A表达量低于其他3组 ,  差异均

有统计学意义(均P <0.01), 而XPD、DNp73、
GADD45β mRNAs表达量在对照组、脂质体

组、N2组之间差异均无统计学意义(表1, 图2).  
2.3 Western blot检测 XPD组中XPD、GADD45β

蛋白表达量高于其他3组, 而DNp73低于其他3
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组, 差异均有统计学意义(均P <0.01), 而XPD、

DNp73、GADD45β蛋白表达量在对照组、脂

质体组、N2组之间差异均无统计学意义(表2, 
图3).
2.4 MTT细胞增殖活力检测 4组的A值分别为

0.633±0.012, 0.623±0.009, 0.628±0.016, 0.384
±0.011, XPD组与其他3组比较, 差异均有统

计学意义(均P <0.05), 对照组、脂质体组、N2
组之间差异均无统计学意义 ,  即X P D组细胞

增殖活力低于其他3组, 说明XPD基因降低了

SMMC-7721细胞代谢, 抑制了SMMC-7721细胞

的增殖.
2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡率 转染XPD的

S M M C -7721肝癌细胞凋亡显著 ,  凋亡率达

56.53%, 而其他3组均未见明显凋亡, 差异均有

统计学意义(均P <0.01, 图4).

3  讨论

原发性肝癌是常见的恶性肿瘤之一, 病死率位

居第3, 他的发生发展是一个经历多步骤、多阶

段、多基因参与的复杂的生物学演变过程[5]. 近
年来研究表明, 肝癌的发生是由多种基因共同

参与的结果, 其发生机制与DNA修复能力障碍

有着密不可分的联系. DNA修复是保持人类基

因组完整性的核心, DNA修复能力的减低常易

发生癌变. 为维持基因组稳定性和完整性, 机体

可通过多种途径(如核酸切除修复、同源重组修

复、非同源重组修复、错配修复和碱基切除修

复等)促使各种损伤得到有效修复. 其中核酸切

除修复是最多样和最常见的DNA修复机制, 而
基本转录因子ⅡH(TFⅡH)则在核苷酸切除修复

功能中发挥着重要作用[6]. XPD作为TFⅡH复合

物的第2大亚基, 在核苷酸切除修复过程中负责

从5'→3'方向打开受损位置的DNA双链. XPD基

因发生突变时, 核苷酸剪切修复受到影响, 发生

肿瘤的概率增加; 有研究证实, XPD基因可以抑

制肝癌细胞中某些癌基因(如c-Myc , CDC25A), 
以及促进抑癌基因(如p53 , p21 )的表达[7,8], 从而

推测其在抑制肝癌的发生发展过程中发挥重要

作用.
p73基因作为第一个p53类似物, 于1997年

在COS细胞中被偶然发现. 与p53有所不同, p73
表达产物可因羧基或氨基端的选择性剪接而产

生不同的亚型, 分为TAp73和DNp73(dominant 
negative p73)[9]. DNp73又分为: 由启动子p1产
生N末端截短的异构体(DEx2p73, DEx2/3p73和

图  1  荧光显微镜下各组细胞中绿色荧光蛋白的表达. A: 

XPD组; B: N2组.

A B

图  2  RT-PCR检测结果. M: Marker; 1: 空白对照组; 2: 脂

质体组; 3: N2组; 4: XPD组; A: XPD(363 bp); B: DNp73(676 

bp); C: GADD45β(258 bp); D: β-actin mRNA(285 bp).
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图  3  Western blot检测结果. 1: 空白对照组; 2: 脂质体组; 3: 

N2组; 4: XPD组; A: XPD蛋白表达(87 kDa); B: DNp73蛋白

表达(73 kDa); C: GADD45β蛋白表达(18 kDa); D: β-actin蛋

白表达(42 kDa).
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■应用要点
XPD基因在肝癌
的发生发展中起
到相当重要的作
用, 对抑制肝癌细
胞生长的整个分
子调控网络进行
更深入而全面的
研究, 将为肝癌的
诊断和基因治疗
提供分子水平的
实验依据以及靶
向途径.
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DN'p73), 由启动子p2产生的异构体 (P2p73)[10]. 
DNp73因其N末端转录活化区缺失导致转录活

化功能完全丧失, 对p53和全长型p73依赖的转

录活性有抑制作用. 同时, 他还有抗细胞凋亡和

促细胞增殖的作用, 扮演着癌基因的角色; 研
究发现DNp73是肿瘤组织中p73基因表达的主

要形式, 在大部分肿瘤细胞中的表达均明显高

于癌旁细胞, 其中包括人肝癌细胞[11]. 大多数表

达TAp73的肝癌细胞中出现TAp73表达的缺失

或错义突变, p53失去了作用, p73基因编码仅为

DNp73蛋白; 研究表明, 异常表达的P73蛋白(包
括突变的TAp73和高表达的DNp73蛋白)很可能

是正常P53蛋白的一个模拟突变体, 在肝癌细胞

内可模拟P53蛋白分子而封闭其作用底物, 使
P53蛋白失活, 从而促使细胞的恶性转化. 目前

对XPD基因与DNp73基因间的关系研究报道尚

少. 本研究结果显示, 将XPD转染入SMMC-7721
肝癌细胞后, DNp73在mRNA和蛋白水平的表达

量均有明显下降; 其机制之一可能是XPD基因

促进P53的表达, P53与DNp73在结构上高度同

源, 因此高表达P53竞争性结合DNp73特异性的

靶点, 最终抑制DNp73的表达, 成为XPD抑制肝

癌细胞生长的机制之一; 由此可推测正常肝脏

细胞中P53与DNp73之间的相对表达量是肝脏

细胞恶变的一个决定因素; 除此之外, XPD基因

通过促进P53的表达而选择性下调Bcl-3蛋白水

表  1  各组细胞XPD、DNp73、GADD45β PCR结果 (n  = 6,
mean±SD)

     分组          XPD       DNp73     GADD45β

空白对照组 0.349±0.009 0.689±0.009 0.122±0.011

脂质体组 0.362±0.010 0.701±0.012 0.109±0.011

N2组 0.352±0.012 0.693±0.011 0.111±0.012

XPD组 0.703±0.009b 0.252±0.007b 0.398±0.008b

bP<0.01.

表  2  各组细胞XPD、DNp73、GADD45β Western blot结
果 (n  = 6, mean±SD)

     分组         XPD       DNp73   GADD45β

空白对照组 0.296±0.011 0.312±0.012 0.081±0.005

脂质体组 0.311±0.007 0.304±0.008 0.091±0.009

N2组 0.304±0.011 0.316±0.012 0.080±0.007

XPD组 0.932±0.012b 0.084±0.007b 0.305±0.009b

bP<0.01.

图  4  流式细胞技术结果. A: 空白对照组; B: 脂质体组; C: N2组; D: XPD组.
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■名词解释
核苷酸切除修复: 
DNA修复的一种, 
他主要修复那些
影响区域性的染
色体结构的DNA
损 害 ,  包 括 紫 外
线诱导和化学物
质引起的大片段
DNA损伤等.
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平, 抑制cyclin D1启动子活性, 降低cyclin D1蛋
白和mRNA的表达水平, 导致细胞在G1期阻滞, 
抑制SMMC-7721肝癌细胞增殖.

GADD45β是生长抑制及DNA损伤诱导蛋

白质基因家族的成员, 是P53、BRCA1调控的

下游基因, 他在细胞周期控制、DNA损伤修复

及信号转导过程中发挥重要作用[12,13]. 研究发现

GADD45β在肝癌组织中是一个明显低表达基

因, 呈特异性缺失, 提示其在肝癌的发生发展中

可能发挥抑癌基因的作用[4]. 他编码的核蛋白能

与其他蛋白如PCNA、P21、核组蛋白、MTK1/
MEKK4激酶以及Cdk1等相互作用[14,15], 并参与

多种信号通路的调节, 在NF-κB[16]、p38/JNK[17]

等的通路中发挥作用, 通过信号通路间的交叉

对话(cross talk)行使生物学功能, 参与DNA的

损伤修复, 实现对肿瘤细胞的负性生长调节; 此
外, GADD45β可在不同水平抑制细胞的增殖, 
其中包括G1/S和G2/M细胞周期检测点. 所以, 
GADD45β低表达意味着损伤修复功能的缺陷和

细胞周期检测点的异常, 以及随之而来的对细

胞生长不利的异常转录调节, 最终将导致肝细

胞增殖恶变. 本研究显示转染XPD后, GADD45β
的表达量增加, 肝癌细胞生长受到明显抑制, 从
而证实了GADD45β基因发挥的抑制肝癌细胞增

殖的作用.
GADD45β是p53的下游激活产物, 其功能需

要完整的p53基因的辅助和/或调控. XPD可以通

过激活p53间接上调GADD45β的表达. DNp73虽
与p53高度同源, 但却无法像p53一样激活p53靶
基因GADD45β的转录, 不仅如此, DNp73还通过

竞争性结合p53和TAp73特异性的靶点从而抑制

p53和TAp73依赖的转录激活, 对GADD45β的表

达具有负性调控作用. 本实验将XPD基因转染

入SMMC-7721肝癌细胞, 使DNp73的表达减少, 
减弱了DNp73对GADD45β的负性调控作用, 进
一步使GADD45β的表达增加.

总之, XPD可与抑癌基因GADD45β协同作

用抑制肝癌细胞的生长, 同时, 还可减少癌基因

DNp73的表达, 从而降低SMMC-7721肝癌细胞

的增殖能力, 值得注意的是, 抑癌基因p53的激

活是XPD调控GADD45β和DNp73表达过程中的

关键. 本实验对XPD基因抑制肝癌细胞生长的

分子机制进行了初步的探讨, 为肝癌的基因治

疗提供了分子水平的实验依据. 随着研究的不

断深入, XPD在TFⅡH复合物中起关键调节作用

的角色得到不少研究者的认同, 但其具体调节

作用机制还有待于进一步研究探索. 
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