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ＩＮＧ４蛋白对人胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖及凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　探讨ＩＮＧ４（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｇｒｏｗｔｈｆａｍｉｌｙ４）蛋白对人胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖及凋亡的影响。方法　 用ＰＥＩ
转染ＩＮＧ４蛋白过表达（ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组）及阴性对照载体（ｐＥＧＦＰＣ２转染组）至人胶质瘤 Ｕ２５１细胞，Ｇ４１８筛选
后建立ＩＮＧ４蛋白稳定表达细胞株；ＲＴＰＣＲ、免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＮＧ４蛋白的表达，ＭＴＴ法和Ｈｏｃｈｅｓｔ法检测Ｕ２５１
细胞的增殖和凋亡。结果　 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组和 ｐＥＧＦＰＣ２转染组转染 Ｕ２５１细胞效率分别为 ８４％和 ８２％；
ＲＴＰＣＲ、免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ均检测到 ｐＥＧＦＰＩＮＧ４转染组 ＩＮＧ４的强表达；与 ｐＥＧＦＰＣ２转染组和空白对照组相比，
ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组的Ｕ２５１细胞７２ｈ后生长抑制率和凋亡率有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＩＮＧ４蛋白对胶质瘤
Ｕ２５１细胞有显著的增殖抑制和诱导凋亡作用。
　　［关键词］　 ＩＮＧ４；Ｕ２５１细胞；细胞转染
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｇｒｏｗｔｈｆａｍｉｌｙ４（ＩＮＧ４）ｐｒｏｔｅｉｎｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨｕｍａｎＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４（ＩＮＧ４ｐｒｏｔｅｉｎｇｒｏｕｐ）ａｎｄｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＣ２（ｐＥＧＦＰＣ２ｇｒｏｕｐ）ｖｉａＰＥＩ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＵ２５１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ）．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＧ４１８ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｃｅｌｌｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＮＧ４ｐｒｏｔｅｉｎ．ＩＮＧ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓ
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ａｎｄｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｈｕｍａｎＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙａｎｄＨｏｃｈｅｓｔｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＴｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４ａｎｄｐＥＧＦＰＣ２ｔｒａｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏｈｕｍａｎＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅ８４％ ａｎｄ
８２％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲＴＰＣＲ，ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＩＮＧ４．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐＥＧＦＰＣ２ｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆ
ｈｕｍａｎＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ７２ｈｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜
００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＩＮＧ４ｐｒｏｔｅｉｎｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎＵ２５１
ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｇｒｏｗｔｈｆａｍｉｌｙ４；Ｕ２５１ｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｎｉｎｇＰｒｏｊｅｃｔｏｆＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（２００７Ｂ０３１５１４００１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤｅｎｇＹｕｅｆｅｉ，Ｔｅｌ：８６２０
８１３３２０１３，Ｅｍａｉｌ：ｆｌｙ０４０＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

　　有研究发现生长抑制因子 ４（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｇｒｏｗｔｈ
ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ４，ＩＮＧ４）基因在抑制肿瘤生长、促进肿
瘤凋亡、恢复细胞间的接触抑制、影响细胞周期进程、

抑制肿瘤血管生成等方面均有重要作用［１－３］。本实验

通过将前期成功构建的 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４质粒转染人
胶质瘤Ｕ２５１细胞，构建稳定高表达ＩＮＧ４蛋白的细胞

株，观察ＩＮＧ４蛋白的稳定高表达对Ｕ２５１细胞增殖和
凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　质粒ｐＥＧＦＰＣ２和 Ｇ４１８购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｐＥＧＦＰ
Ｃ２／ＩＮＧ４质粒由本课题组前期构建保存［４］，Ｕ２５１细胞株为本
院医学研究中心冻存；聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）购自
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南京慧基生物技术有限公司；兔抗人 ＩＮＧ４抗体购自美国 ＰＴＧ
公司，羊抗兔 ＩｇＧ和即用型 ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒购自武汉博
士德生物工程有限公司；ＤＭＳＯ购自Ｓｉｇｍａ公司，ＭＴＴ购自上海
捷瑞生物工程有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞转染及转染后鉴定　　按Ｇｅｎｅｓｃｏｒｔ说明书ＰＥＩ按
１∶１比例向Ｕ２５１细胞分别转染质粒ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４（阳性对照
组）和空载体 ｐＥＧＦＰ（阴性对照组），未转染质粒的 Ｕ２５１细胞
作为空白对照。ｐＥＧＦＰＣ２和 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４质粒因携带增
强绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）基因表达框，导入细胞后会发出绿色荧
光，转染４８ｈ后荧光显微镜观察质粒的转染效率及荧光效果。
１．２．２　转染细胞筛选、阳性克隆及建立细胞株　　转染４８ｈ
后选择荧光强度最强的 ｐＥＧＦＰＣ２和 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４组细胞
进行后续实验：胰酶消化所选择的２组细胞制备成细胞悬液，
接种细胞于新２４孔板继续培养２４ｈ，按８００μｇ／ｍｌ浓度加入
Ｇ４１８筛选试剂进行筛选。４８ｈ后荧光显微镜观察荧光强度，
选择荧光强度高的孔进行单克隆，并将荧光强度高的单个克隆

细胞扩大培养，建立稳定转染ｐＥＧＦＰＣ２和ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４的
细胞株。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｕ２５１细胞 ＩＮＧ４蛋白的表达　　将
建株成功的Ｕ２５１Ｃ２、Ｕ２５１Ｃ２／ＩＮＧ４及 Ｕ２５１细胞分别收集起
来，按蛋白提取说明书分别提取 ３组细胞总蛋白，经过 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳、转膜、封闭，孵育抗 ＩＮＧ４抗体（１∶５００），孵育二抗
（１∶６０００），染色、曝光，采用蛋白免疫印迹法检测３株细胞株
中ＩＮＧ４蛋白的表达。
１．２．４　ＭＴＴ法检测 Ｕ２５１细胞的增殖　　３组细胞分别消化
后，１０％新生牛血清培养液配成单细胞悬液，以每孔１×１０４细
胞接种到９６孔板，每孔体积２００μｌ，每组３个复孔。呈色：细胞
培养 １～５ｄ，在第 １、３、５天的同一时间，每孔加 ＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，继续孵育４ｈ，终止培养，小心吸去孔内培养
上清液，每孔加１５０μｌＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分融解。
比色：选择４９２ｎｍ波长，在酶联免疫监测仪上测定各孔光密度
值［Ｄ（４９０）］。
１．２．５　Ｈｏｃｈｅｓｔ核染色检测 Ｕ２５１细胞的凋亡　　３组细胞分
别消化后每孔种入１×１０５细胞，培养３ｄ。细胞固定：吸尽培养
液，加入０．５ｍｌ固定液固定１０ｍｉｎ，弃去固定液，ＰＢＳ洗涤２遍，

每次晃动３ｍｉｎ，吸尽液体。Ｈｏｅｃｈｓｔ染色：加入０．５ｍｌＨｏｅｃｈｓｔ
染色液，染色５ｍｉｎ。弃去染色液，ＰＢＳ洗２遍，每次３ｍｉｎ，吸尽
液体。观察：荧光显微镜可检测到呈蓝色的细胞核。正常细胞

核较大，发出弥散均匀荧光；凋亡细胞核皱缩呈致密浓染或碎

裂成块状。计数：３组细胞每组选取５个高倍镜视野，计数细胞
核个数和核固缩、核碎裂个数。凋亡率 ＝凋亡细胞个数／细胞
总个数。

１．３　统计学分析
　　数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４重组质粒的鉴定
　　使用引物进行 ＲＴＰＣＲ，ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４重组质粒经过双
酶切后，电泳显示在 １００００、１０００ｂｐ附近各有 １条条带；
１００００ｂｐ上方条带与ｐＥＧＦＰＣ２质粒大小相符，１０００ｂｐ附近
条带与目的基因ＩＮＧ４的开放读码框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）
大小相符。ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４重组质粒测序结果比对显示所插
入的片段的测序结果和 ＩＮＧ４的 ＯＲＦ比对相似性１００％，没有
碱基突变。见图１。

２．２　Ｇ４１８和流式筛选阳性克隆结果
　　ｐＥＧＦＰＣ２质粒和 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４质粒转染 Ｕ２５１细胞，
使用Ｇ４１８（８００μｇ／ｍｌ）筛选后，可获得较多的 ＧＦＰ阳性细胞。
再使用流式细胞分选系统分选，可获得 ＧＦＰ阳性克隆，２组
Ｕ２５１ＧＦＰ阳性率＞９０％。见图２。

２．３　ＩＮＧ４蛋白在转染Ｕ２５１细胞中的表达
２．３．１　Ｕ２５１细胞抗 ＩＮＧ４免疫组化染色　　抗 ＩＮＧ４抗体免
疫组化染色显示 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组细胞有阳性着色，细
胞核深染并能见到凋亡小体；ｐＥＧＦＰＣ２转染组和未转染组细
胞没有阳性着色。见图３。
２．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＮＧ４蛋白的表达　　ｐＥＧＦＰＣ２／
ＩＮＧ４转染组在３０×１０３附近有１条条带，与 ＩＮＧ４相对分子质
量相一致；在同一区域，其他２组未见条带。３组细胞在４０×
１０３附近均有１条条带，与内参 βａｃｔｉｎ相对分子质量大小相一
致。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，稳定高表达 ＩＮＧ４蛋白的细胞株已
建成。见图４。
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Ａ：ＩＮＧ４的ＰＣＲ产物电泳结果　Ｍ：标准（ＤＬ１０００）；１：ＰＣＲ产物；Ｂ：ＴＡ克隆双酶切产物电泳结果　Ｍ：标准（ＤＬ１０００）；１：双酶切
产物；Ｃ：ｐＥＧＦＰＩＮＧ４双酶切产物电泳结果　Ｍ：标准１ｋｂ；１：双酶切产物

图１　ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４重组质粒的鉴定结果
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Ａ：ｐＥＧＦＰＣ２转染组筛选后培养荧光显微镜观察；Ｂ、Ｃ：分别为ｐＥＧＦＰＣ２转染组、ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组同一视野普通光和荧光
显微镜观察的合图；Ｄ：ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组筛选后培养荧光显微镜观察

图２　Ｇ４１８联合流式细胞分选系统筛选阳性克隆结果　（×２００）

! " # $

Ａ：ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组（×１００）；Ｂ：ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组（×４００）；Ｃ：ｐＥＧＦＰＣ２转染组（×１００）；Ｄ：空白对照组（×１００）
图３　Ｕ２５１细胞抗ＩＮＧ４免疫组化染色观察　（ＳＡＢＣ）
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１：空白对照组；２：ｐＥＧＦＰＣ２；３：ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐＥＧＦＰＣ２和ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４细胞株

中ＩＮＧ４蛋白表达

２．４　ＭＴＴ检测Ｕ２５１细胞的增殖
　　细胞转染第１、３、５天行 ＭＴＴ检测，ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染
组的Ｄ（４９０）呈下降趋势，而ｐＥＧＦＰＣ２转染组和空白对照组则
呈上升趋势。接种第１天 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组、ｐＥＧＦＰＣ２
转染组和空白对照组的Ｄ（４９０）分别为（０．３７９５±０．０１９３）％、
（０．３８０２±０．００１１）％和（０．３８１２±０．００２４）％，３组间的差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；接种第３天这３组的Ｄ（４９０）分别为
（０．２６０７±０．０４６４）％、（０．５８２２±０．００４６）％和（０．５９４７±
０００７２）％，ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组与 ｐＥＧＦＰＣ２转染组和空
白对照组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｐＥＧＦＰＣ２转
染组与空白对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；接种第
５天３组的Ｄ（４９０）分别为（０．１９２０±０．０１０５）％、（１．３９２６±
００７０５）％和（１．４０２０±０．００１５）％，ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组
与ｐＥＧＦＰＣ２转染组和空白对照组相比，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），ｐＥＧＦＰＣ２组与空白对照组相比，差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。结果表明 ＩＮＧ４蛋白高表达能明显抑制 Ｕ２５１
细胞的增殖。

２．５　Ｈｏｃｈｅｓｔ核染色检测Ｕ２５１细胞的凋亡
　　细胞培养第３天，ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组即可见到较多的
核固缩、核碎裂等凋亡现象。ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组、ｐＥＧＦＰ
Ｃ２转染组和空白对照组的凋亡率分别为（２９．０±１．２）％、
（１３７±０．８）％和（１４．１±０．５）％，ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４转染组高
于其他２组（Ｐ＜０．０５），ｐＥＧＦＰＣ２转染组和空白对照组之间的
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结果表明，ＩＮＧ４蛋白高表达能

明显诱导Ｕ２５１细胞的凋亡。见图５。

３　讨论

　　神经胶质瘤是颅内最常见的肿瘤，约占颅内肿瘤
４０％～６０％，具有高度间变和侵袭性生长特点，目前预
后仍然很差，经手术、放疗、化疗等综合治疗后 ＷＨＯ
分级中Ⅲ级和Ⅳ级患者中的复发率和致死率仍然很
高，中位生存时间少于１８个月，１年生存率约为３０％，
５年生存率不足５％，寻找更加有效的治疗方法对改善
胶质瘤的治疗效果至关重要［５－６］。ＩＮＧ４基因是近年
发现的一种候选肿瘤抑制基因，目前研究已证实ＩＮＧ４
蛋白在胶质瘤组织中表达明显下调，且 ＩＮＧ４蛋白表
达与胶质瘤的分级有密切关系，其表达水平与神经胶

质瘤的恶性程度呈负相关［７－９］。Ｇａｒｋａｖｔｓｅｖ等［１０］于

２００４年研究通过实时定量 ＰＣＲ发现，ＩＮＧ４蛋白在低
度恶性胶质瘤中的表达水平比正常细胞低２～３倍，在
高度恶性胶质瘤中的表达水平则比正常细胞低６倍，
ＩＮＧ４蛋白高表达能明显抑制胶质瘤 Ｕ８７细胞生长及
组织血管生成；Ｌｉ等［７］不仅证实 ＩＮＧ４蛋白表达水平
在恶性胶质瘤中明显较正常脑组织中低，胶质瘤级别

越高表达水平越低，而且发现 ＩＮＧ４蛋白高表达能明
显抑制胶质瘤Ｕ８７细胞增殖和诱导细胞凋亡；赵耀东
等［１１］研究亦证实腺病毒介导的ＩＮＧ４蛋白过表达能抑
制鼠胶质瘤Ｃ６细胞增殖，诱导细胞的凋亡。
　　至于 ＩＮＧ４蛋白高表达对人胶质瘤 Ｕ２５１细胞生
长的影响，尚少见研究报道。在本实验中，我们将

ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４质粒通过 ＰＥＩ转染入人胶质瘤 Ｕ２５１
细胞中，并通过Ｇ４１８的筛选，单克隆扩大化培养后建立
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Ａ：ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４组培养第３天；Ｂ：ｐＥＧＦＰＣ２组培养第３天；Ｃ：空白对照组培养第３天；Ｄ、Ｅ、Ｆ：分别为 ｐＥＧＦＰＣ２／ＩＮＧ４、ｐＥＧ
ＦＰＣ２、空白对照组同一视野普通光和荧光显微镜观察的合图

图５　Ｈｏｃｈｅｓｔ染色检测Ｕ２５１细胞的凋亡　（荧光显微镜×１００）

了ＩＮＧ４蛋白稳定高表达的Ｕ２５１细胞株；我们在通过
对细胞增殖和凋亡的研究中发现，ＩＮＧ４蛋白的高表达
具有明显抑制Ｕ２５１细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用。
　　另外，本实验选用ｐＥＧＦＰＣ２质粒作为载体，避免
了病毒载体过强的免疫原性、毒性和致瘤性，而且

ｐＥＧＦＰ载体携带有ＧＦＰ报告基因和 Ｋａｎａｋ／ｎｅｏｋ基因，
对转染后筛选阳性克隆细胞有着重要的作用，当其被

转染进肿瘤细胞并被成功表达后可在绿色显微镜下观

察到绿色，可直观检测到目的基因是否被转染进肿瘤

细胞内及是否被成功的表达；采用可生物降解的新一

代转染试剂阳离子聚合物 ＰＥＩ转染，可同时获得高的
转染效率和低的细胞毒性。

　　综上所述，人 ＩＮＧ４蛋白表达水平与胶质瘤恶性
度存在明显相关性，ＩＮＧ４蛋白的高表达能明显抑制
Ｕ２５１细胞增殖和诱导细胞凋亡。深入研究ＩＮＧ４蛋白
在胶质瘤中的作用及机制有望使 ＩＮＧ４蛋白成为胶质
瘤新的相关特异性标志物和基因治疗的新靶点，为胶

质瘤的临床基因治疗研究提供新途径。
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