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!"#$ 在 %&’( 和 )!*+细胞中的表达及对染色体倍性的影响

付连仲!，刘+ 昕!，张成德& + + （ ! 第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所，重庆 %"""*’；& 解放军信息工程大学卫生处，
郑州 %$""""）

+ + 摘+ 要：目的+ 观察 ,-.!（,-/012345#-/36751/,2 .04/,38）在 9$%: 和 ;,51 两种肿瘤细胞株中的表达与染色体倍性的关
系。方法+ 提取肿瘤细胞 9$%:、;,51及分别转染 .<=>#?&#>@AB#>?B! 的相应肿瘤细胞总 =C9 ，逆转录，0,15#/36, D718/3#
/1/3E, BF=检测，比较 ,-.! 在肿瘤细胞中的表达变化；G<H>IJ>?J#K9=LI *M ! 分析相应的染色体数目变化；流式细胞仪检
测其染色体倍性的改变。结果+ 转染 .<=>#?&#>@AB#>?B! 后 ,-.! 表达上调（! N "M "!），染色体数目减少（! N "M "!），染色
体倍性降低（! N "M "!）。结论+ ,-.! 上调表达可以抑制肿瘤细胞异常分裂相，降低染色体倍性，但是 ,-.! 在 9$%: 和 ;,51
两种肿瘤细胞株中的表达没有观察到明显差异。
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+ + %6"2-+42：!"#$%&’($+ J4 4[-,0E, /S, 0,51/348 4W ,-/012345#-/36751/,2 .04/,38（,-.!）,\.0,--348 ]3/S ZS04#
64-46, .5432X 38 9$%: 182 ;,51 Z,55-M )$&*+,-+ J4/15 =C9 ]1- ,\/01Z/,2 W046 9$%: 182 ;,51 Z,55- 0,-.,Z#
/3E,5X W40 ZHC9M .<=>#?&#>@AB#>?B! .51-632 ]1- /018-W,Z/,2 38/4 /S, & Z400,-.48238T /7640 Z,55-M =,15#/36,
D718/3/1/3E, BF= ]1- 7-,2 /4 2,/,Z/ ,-.! T,8, ,\.0,--348M JS, ZS0464-46, ZS18T,- ],0, 1815XR,2 [X G<H>I#
J>?J#K9=LI *M ! 182 ZS0464-46, .5432X ]1- 1815XR,2 ]3/S W54] ZX/46,/0XM .$-/0&- + 9W/,0 /S, /7640 Z,55-
],0, /018-W,Z/,2 ]3/S .<=>#?&#>@AB#>?B! .51-632，/S, ,\.0,--348 4W ,-.! T,8, ]1- 7.#0,T751/,2（! N "M "!），
ZS0464-46, 876[,0 2,Z0,1-,2（! N "M "!），182 ZS0464-46, .5432X 0,27Z,2（! N "M "!）M 1+2%0/-’+2 + JS,
4E,0#,\.0,--348 4W ,-.! T,8, 38S3[3/- /S, 1[840615 .0453W,01/348 4W /7640 Z,55- 182 2,Z0,1-,- ZS0464-46, .5432XM
+ + 7!5 8/-1"：,-/012345#-/36751/,2 .04/,38；.5432X；18,7.5432X；4E,0#,\.0,--348

+ + 染色体非整倍性是肿瘤细胞的特征性改变之一，
但是其发生的确切机制至今仍不清楚。在人正常细胞

有丝分裂后期，由 ,-.! 编码的分离酶在染色体的分离
中起着决定性的作用［!，&］。^13R,8,TT,0 等［*］的研究显
示，人类正常细胞通过 =C93抑制 ,-.! 表达后，形成了
含有大叶状核的多倍体细胞，在这些细胞有丝分裂过

程中，许多细胞都含有不分离的姐妹染色单体。对于

肿瘤细胞，本室前期工作已观察到在 9$%: 肺癌细胞
株中上调表达 ,-.! 后肿瘤细胞生物学形状的改
变［%，)］，本研究进一步观察在不同肿瘤细胞中 ,-.! 上
调表达和染色体倍性的关系。

+ + 作者简介：付连仲，男，河南省夏邑县人，硕士研究生，主治医师，主要从事肿

瘤细胞染色体分离表达调控方面的研究。电话：（"&*）)’($*’(:，
>#6135：W5RS24Z/40_ -381M Z46

+ + 通信作者：刘+ 昕，电话：（"&*）)’($*:*%

+ + 收稿日期：&""(#!"#!&；修回日期：&""(#!!#!&

$9 材料与方法

!M !+ 材料
+ + 人源 9$%:（本室保存），人源 ;,51（第三军医大学全军免疫
学研究所邹丽云博士惠赠），;,51#.<=>#?&#>@AB#>?B!，9$%:#
.<=>#?&#>@AB#>?B!（刘丽莎［%］构建），!)%" 培养基（@3[3Z4 公
司），HY>Y 培养基（;XF548, 美国），小牛血清（兰州民海生
物），J3.70,（=4ZS 公司），逆转录试剂盒（B046,T1 公司），BF=
试剂（宝生物公司），引物（ <8E3/04T,8 公司），淋巴细胞分离液
（中国医学科学院灏洋生物工程研究所），A7@>C> ) J018-W,Z#
/348（=,1T,8/ =4ZS,公司），?L‘= @0,,8 !染液（深圳达克维公
司），姬姆萨染液，B<（中杉金桥公司）。

!M &+ 方法
!M &M !+ =,15#/36, D718/3/1/3E, BF=检测 ,-.!基因的表达
!M &M !M !+ =C9 的提取+ + 细胞分别培养于含 !" a小牛血清
HY>Y!)%"（!"" P b 65 青霉素，!"" P b 65 链霉素）中，生长呈
对数期状态时弃去培养液，按要求提取总 =C9，用 "M !a H>BF
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水调节浓度至 !"" #$ % !&，’ !" (保存备用。
)* !* )* !+ 逆转录 ,-./+ + 用 /01逆转录试剂盒按说明将总
2./逆转录为 ,-./。
)* !* )* 3+ 245&67894 :;5#787578<4 =>2+ + 反应引物：4?@) 上游引
物：AB6/>>//C>//D/C>>/>>DDC63B，下 游 引 物： A6CC>6
>>>/D/>D>DDDC/DC/63B；C/=-E上游引物：AB6>>D>//>D/6
>/DCCDD/>63B，下 游 引 物：AB6>/DCCCDCC//D>/D/DDC6
C//>63B。!" !& 反应体系。反应条件为：A" (预变性 ! 98#，
FA (变性 )" 98#，FA (变性 3" ?，G" (退火 ) 98#，H! (延伸，
读板，扩增 I" 个循环，绘制融解曲线。
)* !* !+ 染色体的制备、分析
)* !* !* )+ 染色体的制备+ + 细胞生长至覆盖瓶底面积 H"J时
加入秋水仙碱，使终浓度为 I" #$ % 9&，继续培养 )* A K。弃培养
基，用 =LM 洗 ) 次，"* !AJ胰蛋白酶消化细胞，)H!* A N ! 离心
G 98#，弃上清。加入预热至 3H(的 "* "HA 9O& % P 低渗液 Q>&，
至 )" 9&，混匀，3H (低渗处理 !" 98#，)H!* A N !离心 G 98#，去
上清。加固定液甲醇6冰醋酸（3R)）至 )" 9&，混匀，固定 3" 98#，
然后 )H!* A N ! 离心 G 98#，弃上清。重复 ! S 3 次，每次固定
3" 98#。固定完毕，加入 "* ! 9& 固定液，制成悬液，滴一滴在冰
冷的玻片上，酒精灯外焰烤干，H! (烤箱 ! S 3 K。姬姆萨染色
)" 98#，清水冲洗，晾干。
)* !* !* !+ 染色体的分析+ + 光镜下观察染色体的形态、分布，
1T-UVDUMD6Q/2WV 3* ) 采集染色体，计数 )"" 个细胞，分析其
核型，计数染色体数目。

)* !* 3+ 流式细胞技术分析细胞染色体的倍性+ + 细胞生长至
覆盖瓶底面积 H"J时，弃培养基，用 =LM 洗 ) 次，"* !AJ胰蛋白
酶消化细胞，!!A N !离心 ! 98#，弃上清。加入 ) 9& =LM，混匀，
!!A N !离心 ! 98#，重复 ! 次。用 HAJ乙醇在 I (固定过夜，送
检。将健康人外周血淋巴细胞做为参考标准，确定样品细胞

-./增殖指数（-./ 8#X4Y，-T），-T Z样品细胞 C" % )峰均道值

[淋巴细胞 C" % )峰均道值。

)* 3+ 统计学处理
+ + 结果以 !" \ #表示，采用 M=MM )3* " 统计软件行 $检验。

!" 结果

!* )+ 4?@) 在肿瘤细胞中表达结果
+ + 结果可见转染 @T2U6M!6UC]=6UM=) 后的肿瘤细胞 4?@) 的
表达均明显大于转染前（% ^ "* ")），而没有转染的 /AIF、E4&5
肿瘤细胞之间 4?@) 的表达差别不大（表 )）。

表 #" 实时荧光定量 $%&检测各组 ’()# 基因表达结果

对比表（!" \ #）

组别 /AIF（4?@) % C/=-E） E4&5（4?@) % C/=-E）
未转染组 "* )_! \ "* "3)5 "* !F3 \ "* "3"5

空载体组 "* )_F \ "* "IA "* 3!A \ "* "33
转染组 G* !AH \ "* "_) A* )G! \ "* "H3

5：% ^ "* ")，与转染组比较

!* !+ 肿瘤细胞 4?@) 上调表达前后染色体结果
+ + 利用 1T-UVDUMD软件对制备的染色体进行分析，结果可

见 E4&5细胞染色体均数（_3* G 条）大于 /AIF 细胞（GA* ) 条），
相应的转染 @T2U6M!6UC]=6UM=) 质粒后肿瘤细胞染色体均数
大于转染前，E4&5细胞均数从 _3* G 条降低到 H)* ! 条，/AIF 细
胞均数从 GA* ) 条降到 AG* _ 条。转染后染色体分裂相仍然异
常，但染色体的均数水平明显降低（% ^ "* ")）（图 )，表 !）。

!! !"

!# !$
/：未转染 /AIF 细胞；L：转染后 /AIF 细胞；>：未转染 E4&5 细胞；

-：转染后 E4&5细胞

图 #" 转染前、后染色体分裂相"（姬姆萨染色 N ) """）

表 !" *+,- 和 .’/0细胞染色体计数（个，& Z )""，!" \ #）

组别 /AIF E4&5
未转染组 GA* ) \ A5 _3* G \ G5

空转染组 GI* A \ _ _A* ) \ H
转染组 AG* _ \ G H)* ! \ G

5：% ^ "* ")，与转染组比较

!* 3+ 流式细胞仪检测肿瘤细胞 4?@) 上调表达前后染
色体倍性结果

+ + 从流式结果看出，转染前后 /AIF、E4&5细胞均为非整倍体
细胞，转染后 -T值明显降低（% ^ "* ")）（表 3）。

表 1" 流式细胞仪检测肿瘤细胞染色体倍性 23结果（!" \ #）

组别 /AIF E4&5

未转染组 )* GH \ "* "A5 !* !" \ "* "H5

空转染组 )* G! \ "* "H !* )3 \ "* "F

转染组 )* I3 \ "* )" )* _F \ "* "_

5：% ^ "* ")，与转染组比较

1" 讨论

+ + 正常细胞染色体的分离机制一直被广泛研究，而
4?@) 表达的分离酶在染色体分离中发挥着重要作
用［H，_］。目前对分离酶在正常细胞中作用发挥和活性

调节已经有了一定的认识，其功能主要是裂解粘合素

的亚单位 M,,) % 0,X)，促成黏合素复合体的解离和姐
妹染色单体的分离及稳定纺锤体。对其调节方式目前

所知主要有结合保全素、底物磷酸化、自身磷酸化和自

身裂解［F］。对于分离酶在肿瘤细胞染色体紊乱的分
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离机制中发挥作用研究甚少，但这可能会为肿瘤的基

因治疗提供新的靶点。

" " 本实验观察到：$%&’ 上调表达后可以使不同肿瘤
细胞异常分裂相受到抑制，染色体倍性降低，其可能的

机制如下：!在有丝分裂过程中，染色体不分离可阻止
细胞质分裂完成，导致双核细胞形成，从而防止非整倍

体细胞的发生，提出“细胞周期中存在防止非整倍体

细胞发生的保护机制”的新概念，并进一步证实“双核

细胞的命运控制在非整倍体细胞发生中起重要作

用”［’/］。分离酶在肿瘤细胞中的低表达，可能会是造

成其染色体不分离的原因之一，而我们通过上调表达

肿瘤细胞 $%&’，则可能是导致染色体倍性降低的诱导
因素之一；"分离酶蛋白与 0.%&.%$% 同属于半胱氨酸
蛋白酶，而 0.%&.%$% 家族在细胞凋亡中起着极其重要
的作用，二者在 1 端均含有保守的半胱氨酸残基，该
残基正是 0.%&.%$%的催化活性基团［’’］。因此，分离酶
有可能与 0.%&.%$% 一样能够参与细胞凋亡过程。肿瘤
细胞 $%&’ 表达上调后可能会导致肿瘤细胞的凋亡增
加，也可能是肿瘤细胞染色体倍性降低的原因之一。

" " 在本实验中我们观察到染色体倍性不同的肿瘤细
胞之间 $%&’ 表达差异不明显。这可能是由于导致肿
瘤细胞染色体数目紊乱的机制较多，分离酶功能的改

变仅是其中之一。今后还需要选择更多的肿瘤细胞观

察。为了提高染色体数目检测的科学性和准确性，在

染色体制备中通过反复摸索条件，尽可能使染色体充

分散开同时又不让其过于分散。计数时每种细胞计数

’// 个视野，采用不同实验人员手工和 2345675879
:(;<6 =# ’ 仪器同时计数，取均数，尽可能消除各种
误差。

" " $%&’ 上调表达可以促使恶性肿瘤细胞的染色体
数目和倍性变化，但是关于过表达的 $%&’ 在肿瘤细胞
生长、分裂机制中发挥的作用，促凋亡在肿瘤细胞逆转

或部分逆转中发挥的作用，我们还知之甚少。需要进

一步研究，期待其能为肿瘤治疗等问题寻找新的可能

靶点和思路。

" "（致谢：衷心感谢医学遗传学教研室许雪青博士
对本实验的无私帮助。）
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" " %&’()#$ &* +!,-.#$ /&$$!0!1 &* 234是由 = 所军医大学和南方医科大学共同主办的、国内外公开发行的综合性
医学学术类英文期刊，是中国英文版科技论文统计源期刊，并被纳入中文科技期刊数据库、中国期刊网、万方数据

库、重庆维普数据库。从 K//! 年开始，本刊电子版由全球著名的科技出版集团爱思唯尔（5-%$YC$G）负责海外发
行，全文已进入 80C$A0$4CG$0F 全文数据库，期刊网址 ?FF&： a a [[[# $-%$YC$G# 0D@ a -D0.F$ a ‘@0&-.。国内统一刊号：
1Q=’ N ’//K a ;，国际标准刊号：388Q ’/// N ’+*M。双月刊。设有论著、技术与方法、个案报道、交流等栏目。若
无彩图，无需缴纳版面费；亦不收取审稿费；无稿酬。投稿要求：中（或大摘要）、英文稿各 ’ 份，照片提供 = 份。
电子投稿 59@.C-：U.AU$-.b @.C-# F@@O# 0D@# 0A。照片需以附件形式单独提供 I^V 或 73B 格式。电子投稿请注明
英文版。
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