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!"#核心基因转染对 $%"&’&细胞凋亡及细胞周期的影响

李志花 &，陈汝福 !，谢德荣 &，陈积圣 !

(中山大学 &; 附属第二医院肿瘤科，!; 肝胆外科，广东 广州 =&"&!" *

摘 要：【目的】研究丙型肝炎病毒核心蛋白 (NM>$M * 对肝门部胆管癌细胞 (OPM)#) * 细胞凋亡及细胞周
期的影响。【方法】将包含 NM>$M 基因的真核表达质粒 Q4L?E NM>$M 和空载体，利用脂质体介导将其转染
OPM)#)，经 R+&S筛选获得稳定转染 NM>$M的 OPM)#) 细胞 (OPM)#) NM>$M T *，DJ$UMD和免疫荧光法检测
NM>$M蛋白表达，@JJ法检测 OPM)#) NM>$M T细胞、空白质粒转染 OPM)#) (OPM)#)Q4L?E* 细胞和未转染
OPM)#) 细胞生长增生率；流式细胞术 ( GEMH* 检测 # 组细胞凋亡率和细胞周期，以及 OPM)#) NM>$M T细胞经
G0V抗体诱导凋亡后的细胞周期变化。【结果】! OPM)#) NM>$M T细胞增殖率显著高于空白质粒转染 OPM)#)
和未转染 OPM)#)细胞增殖率；"细胞未经 G0V抗体诱导凋亡时，OPM)#) NM>$M T细胞 H期（!"; &W X &; SW）

高于未转染 OPM)#)细胞 H期（&+; !W X #; %W），OPM)#) NM>$M T细胞凋亡率（=; "W X "; ’W）低于无 NM>$M
转染 OPM)#)细胞凋亡率（); !W X "; ’W）；# OPM)#) NM>$M T细胞经 G0V抗体诱导凋亡时，细胞 H期低于未经
诱导凋亡细胞 H期。【结论】NM>$M蛋白具有抑制 OPM)#) 细胞凋亡和促进细胞增殖作用。
关键词：肝炎病毒，丙型，核心蛋白；细胞凋亡；细胞周期；胆管癌
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我们在以往的研究中已证实肝门部胆管癌组

织中不但有丙型肝炎病毒核心蛋白（L9M 9）的高
表达，同时存在细胞增殖 N细胞凋亡平衡状态和细
胞周期的紊乱 < !E " K。但对于 L9M 9蛋白与细胞凋亡
和细胞周期在肝门部胆管癌发生发展中的作用以

及它们之间关系的研究缺乏深入的了解，为此本研

究旨在探讨 L9M69对细胞凋亡及细胞周期调控的
影响。

! 材料和方法

!8 ! 材 料
O@P纯化试剂盒 BQRPST@D，培养基 OCTC，

脂质体 U)$&4(.’,+)*("###、SF!V B均为 SRW9X 产
品 D，YZ6[9Y逆转录试剂盒 B [%&+(3,公司 D，鼠抗
人 L9M 9 蛋白的单抗（>,*’, 9%0\ W)&’(.1公司产
品），]RZ9标记山羊抗人 R3SB武汉博士德 D，兔抗人
],7多克隆抗体 B >,*’, 9%0\公司 D，[.O@P L9M69
重组质粒（第三军医大学唐都医院冯志华博士馈

赠），质粒 $.O@PJ8 ! B ^ D、大肠杆菌 =C!#I及肝门
部胆管细胞系 QW9IJI为我科保存的，流式细胞仪
（]P9>F"#）。
!8 " *+,-. /0120重组质粒扩增、纯化和鉴定
按文献 < J K进行。将重组真核表达质粒经抗生

素筛选，[9Y扩增、!"#!6$%&5 " 双酶切证实重组
真核表达质粒中包含目的片段 L9M69（_## /$），证
实含有目的基因 L9M69的重组真核表达质粒构建
成功。

$.O@P L9M69 及空白质粒 $.O@PJ8 ! 转染
QW9IJI，经脂质体介导转染 QW9IJI，经 SF!V筛选
获得稳定转染重组真核表达质粒的 QW9IJI 细胞
B 分别称为 QW9IJI L9M69 ^和空白质粒转染
QW9IJID 8
!8 J 342503检测 670898 /0120 :中 /0120
;3-.表达
按 Z%)\&2 Y@P 提取试剂盒说明提取细胞

Y@P。细胞置于放有盖玻片的 _孔细胞培养板中培
养 FV 1后，细胞经冷丙酮固定 J# +)*，滴加山羊血

清室温孵育 "# +)*封闭；以鼠抗人 L9M 9蛋白的
单抗 B !‘ G# D作为一抗孵育 " 1，]RZ9标记的山羊抗
鼠 R3SB!‘ J" D为二抗 Ja b孵育 ! 1，[W>漂洗 J次；
于荧光显微镜下观察 L9M69 +Y@P表达。
!8 F <44法检测 /0120蛋白对 670898 细胞
增生率的影响

分别接种 " c !#F个 QW9IJI L9M69 ^、空白质
粒转染 QW9IJI 和未转染 QW9IJI 细胞于 I_ 孔细
胞培养板中，每孔 "## #U，同时设细胞对照孔和培
养液调零孔。培养 FV 1后加入 CZZ（甲基噻唑蓝四
氮唑蓝）"# #U 于 Ja b继续孵育，F 1 后终止培
养。每孔加 OC>XB二甲基亚砜 D !G# #U，震荡 !#
+)*，使结晶物充分溶解，以上实验重复 "次。用酶
标仪在 FI# *+波长下测定吸光度 ’，计算肿瘤细
胞抑制率：RYd e（! f试验孔 ’值 (对照孔 ’值）

c !##d。
!8 G 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡
分别传代 " c !#G个 QW9IJI L9M69 ^、空白质

粒转染 QW9IJI和未转染 QW9IJI细胞至 _孔细胞
培养板中培养 a" 1，细胞经胰酶消化后用冷 a#
+U N U乙醇固定细胞于 Fb保存，细胞经流式细胞
术检测细胞凋亡及细胞周期情况。

!8 _ =>(抗体诱导 670898细胞凋亡
L9M69 转染 QW9IJI 首先培养 FV 1 后加入

],7抗体 B "## *3 N +UD 后再培养 "F 1，细胞经流式
细胞术检测细胞凋亡及细胞周期情况。

!8 a 统计学处理
用 >[>>!#8 #软件进行统计分析：多组之间进

行比较采用方差分析，当 ) g #8 #G时，采用 U>O
法分别进行两两比较；两组之间进行比较采用成组

设计 *检验。

" 结 果

"8 ! *+,-. /0120重组质粒酶切鉴定
用限制性内切酶 !"#!6$%&5 " E 将 $.O6

@PL9M69重组质粒切成 "条片段，证明插入片段
和载体的大小均正确，见图 !。
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表 ! $%&>%蛋白对 ’(%)*) 细胞周期的影响

E0FG2 ! EB2 2HH2=- .H B2/0-A-AI = JA9?I =.92 /9.-2AK +$%&>%3

.K =2GG =L=G2 .H ’(%)*) M
N9.?/

’(%)*)
’(%)*)
$%&>% O

#
P
P

ND ; N!
QDR S T SR "
PPR S T !R )

U
!,R " T *R P
"DR ! T !R V

N" ; 4
!SR * T "R ,
!*R , T !R P

7/./-.IAI 90-2
)# " T D# Q
SR ! T DR Q

第 " 期

表 " 细胞凋亡对 $%&>%转染 ’(%)*) 细胞周期的影响

E0FG2 " EB2 2HH2=- .H 0/./-.IAI .K ’(%)*) $%&>% O =2GG

=L=G2 M

!）6.- AK<?=2< =.8/092 @A-B AK<?=2< FL W0I 0K-AF.<L，’ X DR DS

N9.?/
6.- AK<?=2<

0/./-.IAI
YK<?=2< 0/./-.IAI

FL W0I 0K-AF.<L

#
P

,

ND ; N!
P,R D T "R D

P)R P T *R P

U
"DR D T !R V !）

!SR " T "R "

N" ; 4
!PR D T !R ,

!SR " T !R P

7/./-.IAI 90-2
SR P T DR P !）

!SR , T !R S

"R " "#$ 检测转染 +#,-#转染 FG#HIH 细胞
中 ()*表达
经 ZE>[%Z 检测证实 $%&>% 转染 ’(%)*) 细

胞中有 $%&>% 8Z67 和蛋白质表达，而未转染
’(%)*) 细胞和空白质粒转染 ’(%)*) 细胞中无
$%&>%表达，见图 "。

"R * +#,#基因转染对 FG#HIH细胞增殖的影响
’(%)*) $%&>% O细胞组生长增生率高于空白

质粒转染 ’(%)*)组和未转染细胞组，说明 $%&>%
蛋白促进 ’(%)*)细胞生长增生，见图 *。
"R , +#,-#蛋白对 FG#HIH细胞周期的影响
表 !结果说明细胞未经 W0I抗体诱导凋亡时，

’(%)*) $%&>% O细胞凋亡率低于未转染 ’(%)*)
细胞凋亡率，同时 ’(%)*) $%&>% O U期所占百分
率高于未转染细胞 ’(%)*) 细胞 U 期所占百分率
+ ’ X DR DS 3 ；表 " 结果显示 ’(%)*) $%&>% O经
W0I抗体 + "DD K1 ; 8C3 作用后凋亡率显著增加，并
且细胞凋亡增加时 U 期所占百分率少于未经 W0I
抗体诱导凋亡对照组 U 期所占百分率 + ’ X
DR DS 3。

* 讨 论

胆管癌的发生不仅与细胞异常增殖和细胞凋

亡的平衡稳乱有关，也与细胞周期的异常有关。肿

瘤细胞的自发凋亡是机体抗肿瘤的一种保护机制，

也是机体清除病毒的主要方式。目前 $%&>%蛋白
对细胞增生和细胞凋亡的影响还没有定论 \ ,，S ]。细

胞增生、凋亡是受细胞周期调控的，细胞周期分为

ND ; !期、U期和 N" ; 4期，其中最关键的两期为 U
期和 4期。不同生物细胞增生周期时间不同，主要图 I ?’J’基因转染对 FG#HIH细胞增殖的影响

./0 K I A?2 2>>2’4 6> +#,# 67 FG#HIH ’2:: &56:/>25;4/67 B ( ) *3
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是由 ‘!期持续时间所决定的，而且 ‘!启动是细胞周
期启动的关键，因此 ‘! a E期的调控尤为重要。 本实
验结果表明 <S_;S蛋白促进 \bS5"5细胞由 ‘!期进
入 E期，因此主要作用于 ‘! a E调控点，可能启动并加
速细胞周期进程，促进细胞增生和抑制细胞凋亡。

<S_;S 蛋白作用于 ‘! a E 调控点的机制有待进一步
研究。

细胞凋亡和增生分化是独立的两种方式，但细胞

凋亡和增生分化可同时存在；细胞凋亡可发生在细胞

周期不同时相，细胞凋亡与细胞增生并非一定成负相

关。研究证实肝门部胆管癌组织中细胞凋亡率和增生

率同时升高，并且存在增生 a凋亡失衡 0 % 1 。DcIF等 0 2 1

发现 <S_;S 蛋白通过抑制 W%! 促进细胞增生，当
<S_;S 转染 <-*‘% 细胞经 Y+A抗体诱导凋亡时 E 期
百分率减少，细胞被阻滞于 ‘!期9 增生细胞对某些凋
亡诱因的敏感性常依赖于细胞周期。但本实验结果表

明，不管是 <S_;S蛋白抑制细胞凋亡，还是由 Y+A抗
体诱导细胞凋亡增加时都不是作用于 ‘% a ?期。细胞
周期阻断与细胞凋亡关系不明确，并不是细胞周期阻

断越完全越促使细胞凋亡，细胞周期阻断并不直接诱

导细胞凋亡。
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