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恶性肿瘤是现代社会导致死亡的主要疾病。

尽管恶性肿瘤的治疗已取得进展 , 但仍不尽人意。

肿瘤细胞耐药是导致治疗失败的重要原因。细胞

凋亡机制的破坏可导致恶性肿瘤发生和发展 , 同

时也可诱导肿瘤细胞耐药。因此 ,探索如何诱发肿

瘤细胞的凋亡 , 一直是提高肿瘤化疗和放疗疗效 ,

降低肿瘤耐药性的研究热点。胱冬肽酶( caspases)
是一组引起细胞凋亡的重要蛋白酶。凋亡抑制蛋
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摘 要 :【目的】为探索 XIAP 相关因子 1( Xaf1)调节肿瘤细胞凋亡的机制 , 利用基因开关调节系统 ( Tet-

on) , 拟建立由 doxycycline 调控表达的 Xaf1 诱导细胞株。【方法】将 pTREHA-Xaf1 和 pWZL-Hyg质粒用基因

转染技术转入稳定表达 rtTA 的 Saos-2 细胞中。经过 hygromycin 的抗性筛选 , 挑出并扩增表达 Xaf1 的细胞株。

在 8 例实验组中加入 doxycycline, 和不加 doxycycline 的 8 例对照组比较 , 重复 3 次实验用免疫印迹法和免疫

荧光显微镜检测 doxycycline 对 Xaf1 表达的调控。Xaf1 诱导的细胞凋亡由流式细胞检测 DNA含量来表示。【结

果】在 30 个抗 hygromycin 的细胞株中 , 免疫印迹法筛选出 5 个明显由 doxycycline 调控诱导表达 Xaf1 的细胞

株 , 免疫荧光显微镜检测显示 doxycycline 诱导 Xaf1 表达于细胞核内。流式细胞检测 Xaf1 于 8h 开始诱导 Saos

细胞凋亡 , 凋亡率最高约 20%, 而且不影响细胞周期。【结论】Xaf1-Saos 诱导细胞株是研究 Xaf1 调节肿瘤细

胞凋亡机制的良好细胞模型 ; Xaf1 是一种核蛋白 , 能独立诱导肿瘤细胞凋亡。
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Abstract:【Objective】To investigate the mechanism of apoptosis of tumor cells modulated by XIAP associate

facter 1 ( Xaf1) , we generated Xaf1 inducible cell lines, using Tet-on system,“gene switch” system, which can

induce Xaf1 gene expression by administration of doxycycline. 【Methods】Plasmids pTREHA-Xaf1 and pWZL-Hyg

encoding hygromycin were co-transfected in the human osteosarcoma Saos-2 cells, which express rtTA stably.

Following hygromycin screening, the survived cells expressing Xaf1 were selected and enriched. Compared with the

untreated cells (8 cases), the regulating effect of doxycycline on the expression of Xaf1 gene in the treated cells (8

cases) was estimated respectively with Western blot analysis and immunofluoresces assay in three respective

experiments. The effect of Xaf1 induction on apoptosis was measured by flow cytometry. 【Results】From the 30

hygromycin-resistant cell strains, we selected 5 cell strains expressing Xaf1 in response to stimulation by

doxycycline. Immunofluoresces assay showed that Xaf1 located in the nucleus. Flow cytometry demonstrated that

apoptotic cells began to accumulate at 8 h, reached the peak of 20% and the cell cycle was not effected.

【Conclusions】Xaf1-Saos inducible cell line is a good system to investigate the mechanism of apoptosis of tumor

cells induced by Xaf1. Xaf1 is a nuclear protein and can induce apoptosis alone without effecting cell cycling.
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白 ( inhibitor of apoptosis protein, IAP) 是至今发现

唯一存在于哺乳动物体内的调节 caspase 活性的

一组蛋白酶。XIAP( X-linked inhibitor of apoptosis

protein) 是 IAP 家族中调节作用最强 ,也是研究最

广泛的凋亡抑制蛋白。目前发现 , XIAP 有两组功

能不同的负性调节因子 , 其中一种是新近从酵母

双杂交系统中鉴定到的 XIAP 相关因子 , 称为

Xaf1(XIAP associate factor 1)。研究表明 , Xaf1 作

为 XIAP 的负调节因子 , 在肿瘤细胞中低表达或

无表达 ,而 XIAP 却高度表达 ,使肿瘤发生和发展 ,
并且使细胞极易产生对化疗药物的耐受 , 这提示

Xaf1 是一种具有潜能的肿瘤抑制因子。因此 , 把

Xaf1 作为肿瘤抑制因子导入肿瘤细胞表达 , 增强

肿瘤细胞对化疗和放疗的敏感性 , 可能成为肿瘤

治疗或克服肿瘤耐药的一个突破性进展。本研究

拟建立一个由四环素调控“基因开关”( Tet-On 系

统 )的诱导表达 Xaf1 的肿瘤细胞株 , 探索其如何

诱导肿瘤细胞凋亡 , 为进一步的临床研究奠定基

础。

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 细 胞 稳定表达 rtTA ( reverse tetracy-

cline-controlled transactivato) 的人骨肉瘤细胞系

Saos-2 细胞系 ,由 Dr. Andrew Phillips 惠赠。

1.1.2 质 粒 Tet-On 系统质粒包括 : pTet-On,

pTRE (购自美国 BD Biosciences), pCDNA3.1 HA-

Xaf1 和 pWZL-hygromycin 质 粒 由 Dr.Andrew

Phillips 惠赠。

1.1.3 抗 体 抗 HA F7 单克隆抗体 (购自美国

Santa Cruz F289) , 抗鼠荧光抗体 Alexa 488 (购自

美国 Molecular Probe A11008), 辣根过氧化物酶

( HRP) 偶和抗鼠抗体 (购自美国 Amersham Bio-

sciences)。

1.1.4 试 剂 细胞培养液 Dulbecco’s modified

Eagle’s medium和胎牛血清(购自美国 Cellgro), 大

剂量质粒扩增提纯试剂盒(购自美国 Qingene) , TA
克隆试剂盒(购自美国 Clontech)。体外钙离子沉淀

真核细胞转染试剂组 , DNA 染色及流式细胞检测

试剂组 , 免疫印迹试剂组和免疫荧光检测试剂组

由 Dr. Andrew Phillips 提供。

1.1.5 引 物 序 列 上 游 引 物 CTGAATTCATG-

GAAGGAGACTTCTCG, 下 游 引 物 CTGAATTCT-

CATTTGTAGTACCTTTCCTT 。

1.2 方 法

1.2.1 质粒的构建 以 PCR 法用带有 EcoRI 酶

切位点的引物扩增 pCDNA3.1HA-Xaf1 的 DNA片

断 HA-Xaf1, 克隆 PCR 产物到 TA 质粒上 , EcoRI
酶切 TA 质粒上的 HA-Xaf1 片断 , 亚克隆 HA-Xaf1
片断到 pTRE 质粒的启动子下游 , 构建重组的

pTRE HA-Xaf1 质粒 , 扩增并提纯质粒 , DNA序列

测定证实 HA-Xaf1 片断在 pTRE 正确读码框内。

1.2.2 真核细胞转染和细胞克隆抗性筛选 5×

106 Saos-2 细胞培养在含 100 mL/L 胎牛血清的

Dulbecco’s modified Eagle’s medium中, 以钙离子

沉淀法转染共转染 pTRE HA-Xaf1 和编码 hy-

gromycin 的 pWZL-hygromycin 质粒 20 μg 入 Saos-

2 细胞中。转染的细胞在 Hygromycin 抗性培养液

中分离培养 , 存活的抗性细胞克隆经扩增后由免

疫印迹法再筛选出可被 doxycline 诱导 Xaf1 表达 ,
同时具有较低背景的诱导细胞株。在建立 Xaf1 诱

导细胞株的同时转染空质粒载体 pTRE 入 Saos-2
细胞 , 生成具有相同 hygromycin 抗性的阴性对照

细胞株。

1.2.3 流式细胞 DNA含量检测 3×105 Xaf1-Saos
细胞种植于六孔板中过夜培养 , 经 doxycline 处理

后按不同时间点收集细胞 , 以磷酸缓冲液洗涤和

甲醛固定后 , 用 Propidium iodide 荧光染色 DNA,
并以 RNAse 消化 RNA。 用流式细胞仪检测 DNA
的含量 , DNA含量低于 2N( 2 倍染色体)的细胞群

为凋亡细胞。

1.2.4 共聚焦免疫荧光显微镜检测 Xaf1-Saos
细胞种植于盖玻片上培养经 doxycline 处理后 18

h, 以 40 g/L多聚甲醛 固定后 , 4℃的含 2 g/L Tri-

ton X-100 的磷酸缓冲液处理细胞 5 min, 用含 30

mL/L白蛋白和 100 mL/L胎牛血清的磷酸缓冲液

封闭 30 min, 分别以一抗 (抗 HA F7 单克隆抗体

( 1∶100) , 识别 HA-Xaf1 蛋白 ) ; 和二抗 (抗鼠荧光

抗体 Alexa 488 ( 1∶200) ) 孵育细胞各 1 h, 再以

DAPI 染色 10 min, 用抗荧光退色剂将盖玻片固定

于载玻片上 , 以共聚焦免疫荧光显微镜检测带有

不同荧光的 Xaf1 蛋白和细胞核染色质。

1.2.5 免疫印迹 3×105 Xaf1-Saos 细胞经 doxy-

cline 处理后 24 h 收集 , 细胞裂解液 ( CLB)裂解细

胞 , 离心后取上清液加入相同体积 SDS-PAGE 样

本缓冲液 , 煮沸 5 min, 加样于 100 mg/L SDA-

PAGE, 100～150 V 跑胶 6 h 后 4℃过夜转至 PVDF
膜上 , 以含 5 mL/L skim milk 的 TBST封闭 PVDF
膜 2 h,再以一抗(抗 HA F7 单克隆抗体( 1∶1000) ,
识别 HA-Xaf1 蛋白 ) ; 和二抗 (偶和辣根过氧化物
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酶 ( HRP)抗鼠抗体 ( 1∶4000)分别孵育 PVDF 膜各

1 h,洗膜后以 ECL 试剂化学显影于 X线片上。

2 结 果

2.1 建立由 doxycycline 诱导稳定表达 Xaf1 的细

胞株

经过含有 hygromycin 抗性的细胞培养液分离

培养 12 周后 , 从转染的 Saos-2 细胞中获得 30 个

具有独立抗性的抗 hygromycin 单细胞克隆。经过

8 周的扩增培养后 , 用免疫印迹法从这 30 个细胞

株中筛选 5 个明显由 doxycycline 调控诱导表达

Xaf1 的细胞株 , 为 A1,A4,A6,A8,A10 克隆。同时 ,
以空载体 pTRE 抗性细胞株作为阴性对照。5 个细

胞株在无 doxycycline 存在的条件下不表达 Xaf1,
在加入 doxycycline (2 μg/mL) 后 8 h 可检测到微

量的 Xaf1, 随着时间的增加 , Xaf1 的表达量也随

之增高(图 1)。

2.2 Xaf1 能独立诱导细胞凋亡

Xaf1 诱导的细胞凋亡由 propidium iodide 染

色 DNA和流式细胞检测 DNA含量来表示。图 2
所示为肿瘤细胞群的细胞周期 Sub-G1, G1, S, G2
期的分布 , G1 期细胞 DNA含量 2N( 2 倍染色体) ,

G2 期细胞 DNA含量 4N( 4 倍染色体 ) ; Sub-G1 期

细胞 DNA含量小于 2N(小于 2 倍染色体的细胞 ,
被认为已开始发生凋亡) , 为凋亡细胞。Xaf1 诱导

细胞凋亡开始出现在加入 doxycycline 12 h 后

( 12%) ,并在 24 h 达到高峰 ( 20%~25%) , 48～72 h
仍维持在 20%左右。但是 , Xaf1 的表达对细胞周

期的分布没有影响。图 3 所示为 3 个独立重复实

验(对照组和实验组各 8 例)流式细胞检测凋亡细

胞百分数的平均值。

2.3 Xaf1 是核蛋白

Xaf1-Saos 细胞在加入 doxycycline 后 , 免疫荧

光显微镜检测显示大部分 Xaf1 蛋白聚集在细胞

核内。图 4 所示 绿色荧光的 Xaf1 蛋白和蓝色荧

光的细胞核可重叠 , 这表示 Xaf1 在细胞核内表

图 1 Doxycycline 不同时间段诱导表达 Xaf1

Fig.1 Expression of Xaf1 induced by doxycycline at

different time points.

Shows accumulation of Xaf1 after addition of doxycycline at

different time points

图 3 Xaf1-Saos 诱导细胞凋亡百分数条形图

Fig.3 The percentage of apoptotic cells in Saos-Xaf1

inducible cells

Shows the average percentage apoptosis in cell culture (cells

with less than 2N DNA content scored as apoptotic) after addition of

doxycycline treatment for the times indicated in the figure (same as

Fig.1)

图 2 流式细胞检测细胞凋亡

Fig.2 Determination of DNA content and apoptotic cells

by flow cytometry

Shows DNA content (X axis) against cell number (Y axis) for

Xaf1 inducible cells treated with doxycycline for the time indicated in

the figure (same as Fig.1)

图 4 Xaf1 免疫荧光染色图

Fig.4 Xaf1 immunofluorescence microscopy

Shows immunoflurescence of cells treated as indicated with

doxycyline for 18 h. Cells are stained with anti-HA (Xaf1 green) and

DAPI (blue)
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达。同时我们发现 , Xaf1 在细胞核内的分布呈现一

些绿色荧光亮点 , 提示 Xaf1 存在于细胞核内的亚

核结构中 , 对比 DAPI 染色的细胞核 , 推测这些亚

核结构是 Nucleoi.

3 讨 论

3.1 Xaf1-Saos诱导细胞株是研究 Xaf1 功能的良

好细胞模型

Xaf1 是新近发现的参与调控细胞凋亡的关键

蛋白 , 由于在肿瘤细胞中低表达或无表达 , 因此无

法探索 Xaf1 诱导肿瘤细胞凋亡的机制。介导

Xaf1 进入肿瘤细胞 ,进一步检测其功能 , 是这一领

域的研究起点和当务之急。瞬时表达 Xaf1 受到转

染效率和表达时间的限制 , 表达不稳定 , 而且难以

将转染和非转染细胞分类后继续研究其功能也是

应用这一方法的障碍。目前 ,建立稳定表达靶基因

细胞株的方法很多 , 用直接导入法介导某些具有

细胞毒性或可导致细胞死亡的靶基因进入细胞 ,

直接整合于染色体并开始表达基因 , 极易导致转

染细胞的凋亡 ,无法进一步研究。因此 ,建立有“基

因调控开关”的诱导细胞株 , 通过药物或其它激动

剂调控“基因开关”, 是研究这类基因的良好模

型。

现在 , 很多诱导质粒的启动子来源于真核细

胞。这些真核来源的启动子 ,可以受到真核细胞内

某些内源性因子的影响 , 对靶基因表达的调控作

用呈非特异性 ; 而调控这些启动子的激动剂如皮

质激素 , 已存在细胞内 , 致使调节作用不明显 , 无

针对性和不具有安全性。另外 ,这些激动剂可能本

身具有毒副作用 , 更加使这些启动子不适合临床

的研究和用于进一步的基因治疗。

四环素 Tet-on 基因开关调控系统 , 是目前运

用成熟 , 技术先进的基因调控系统 , 非常实用于对

细胞具有毒性的基因的研究。它是利用改良的大

肠杆菌 E.coli 的调节系统 , 靶基因的表达受四环

素( Tet)的衍生物 doxycycline 精确调节 ; 相对真核

细胞来说 , doxycycline 是一种外源性因子 , 具有低

毒性 , 因而它的调节作用是特异性的和高度敏感

的 ,并不影响细胞内其他基因的活性。这些优点使

Tet-on 系统具有广泛的临床应用价值。

Tet-on 系统由调节性质粒和反应性质粒组

成。调节性质粒表达 rtTA (reverse tetracycline-

controlled transactivator), rtTA 在 doxycycline 存在

的条件下 ,可结合于反应性质粒启动子的 TRE(tet-

response element)部位 ,激活下游靶基因的表达。在

该系统中 , 目的基因的表达是与药物剂量直接相

关 , 受到其精确和特异性的调控。和瞬时转染相

比 , 四环素基因调控系统具有较高的基因表达效

率 , 而且可以维持基因稳定表达 , 有利于分析细胞

内该基因的功能。

本研究中 , 我们将带有 Xaf1 基因的反应性质

粒转染入已经含有调节性质粒 , 稳定表达 rtTA的

Saos-2 细胞中 , 从转染细胞中经抗性分离培养获

得单细胞克隆。单细胞克隆扩增培养后 ,用免疫印

迹法筛选出对 doxycycline 反应良好的细胞株。这

些细胞株中 , 带有启动子的 Xaf1 基因已整合于染

色体 , 但处于不表达状态 , 不诱发细胞凋亡 , 也不

影响细胞生长 ;直至加入 doxycycline 开启“基因调

控开关”, Xaf1 才开始表达。在诱导细胞株中 ,

Xaf1 受 doxycycline 的精确调节 , 证明 Xaf1 诱导细

胞株建系成功。Xaf1-Saos 诱导细胞株的建立为研

究 Xaf1 功能 , 提供了良好细胞模型 , 而且为进一

步的肿瘤基因治疗和克服肿瘤耐药研究奠定了试

验基础。

3.2 Xaf1诱导肿瘤细胞凋亡机制的探讨

由于 XIAP 在肿瘤细胞中的重要调节作用 ,因

此 ,寻求和研究 XIAP 的调节因子一直是研究肿瘤

细胞凋亡机制的热点。迄今发现 , XIAP 有两组功

能不同的负性调节因子。一组为来源于线粒体的

Smac/Omi, 现已证实 Smac/Omi 与胱冬肽酶 9

( Caspase9)竞争结合 XIAP, 解除 XIAP 对胱冬肽

酶活性的抑制 , 从而诱发细胞凋亡。另一种是

Xaf1。目前对 Xaf1 如何参与调节凋亡知之不多。研

究发现 , 在肿瘤细胞中 Xaf1 低表达或无表达 , 可

能由于 Xaf1 对 XIAP 调节作用的减弱或消失 ,

XIAP 在肿瘤细胞中高度表达 , 强烈抑制胱冬肽酶

活性 , 使肿瘤细胞耐受凋亡 , 并对化疗药物不敏

感。Xaf1 在某些特定的细胞株中 ,能改变 XIAP 的

分布 , 使 XIAP 暂时位移至细胞核而解除 XIAP 对

caspase 活性的抑制。已有的研究显示 Xaf1 必须和

一些凋亡刺激剂协同作用才能诱发肿瘤细胞凋

亡。本研究首次报道 Xaf1 可独立诱发 Saos 细胞凋

亡 ,而且不影响细胞周期。研究证实在细胞内存在

亲凋亡蛋白及抗凋亡蛋白 , 这两大类蛋白通过不

同途径和水平的相互作用而达到平衡 , 只有打破

这种平衡才能诱发凋亡。Xaf1 通过何种机制增强

凋亡亲和性蛋白或抑制抗凋亡蛋白的活性 , 从而

诱发凋亡还有待进一步的探索。

我们的结果证实 , Xaf1 在细胞核中表达 , 是一

种核蛋白 , 这和已有的报道吻合。有兴趣的是 , 本

研究首次发现 , Xaf1 分布在细胞核内的亚核结构 ,
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推测其为 Nucleoi。这些结果提示 Xaf1 作为核蛋

白 , 可能介导某些未知蛋白进入细胞核而调节其

功能 ;或者 Xaf1 可能是亚核结构内具有转录调节

活性的核蛋白 , 参与调节某些蛋白质的合成 , 例如

调节亲凋亡蛋白及抗凋亡蛋白的合成 , 最终诱发

细胞凋亡。因此 ,用基因芯片技术和亚核结构免疫

荧光染色进一步的研究 , 将为探索 Xaf1 调节细胞

凋亡的机制提供线索。
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