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星形胶质瘤细胞 GFAP的缺失对细胞周期相关蛋自的影响 

刘成宇，谢 鹏 

(重庆医科大学神经科学研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：应用RNA干扰(RNAi)方法下调胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic pr0tein，GFAP)基因表达，研究GFAP对 

星形胶质瘤细胞 U251细胞增殖的影响及可能的作用机制。方法：采用小分子 RNA干扰(Sina11 interfering RNA，siRNA)技术特 

异性的干扰 U251细胞中内源性 GFAP的表达 ，并通过 RT—PCR和 Western blot技术检测 U251细胞中 GFAP的 mRNA和蛋 

白表达水平，确定干扰效率。Western blot技术检测si—Nc和si—GFAP转染48 h后。U251细胞中GFAP、CREB、cyclinD1、CDK2、 

CDK4、CDK6、p15、p18、p27、Bax、Bcl-2和Caspase 3蛋白表达变化；MTI"检测各组的细胞增殖情况。结果：(1)在U251细胞中特 

异性的抑制GFAP表达，抑制细胞增殖，降低细胞总 RNA和总蛋白含量(si—Nc组vs．si—GFAP组：t=3．962，P=O．017：t=3．833，尸= 

0．019)。(2)在 U251细胞中干扰GFAP表达，显著性抑制CREB(si—Nc组 vs．si—GFAP组：t=4．834，P=0．008)、cyclin D1(si-Nc组 

vs。si-GFAP组：t=3．610，P=-O．023)、CDK2(si—NC组 vs．si—GFAP组：t=6．678．P=O．003)和 CDK4(si—NC组 vs．si—GFAP组 ：拄4．530． 

P=0．O11)的表达水平；并且显著性提高细胞周期依赖性激酶抑制因子p18(si—Nc组 vs．si—GFAP组： 一3．339，尸_0．029)和p27 

(si—NC组 vs．si—GFAP组：t=13．859，P=-0．ooo)的蛋白表达水平。(3)MTY检测结果显示 24和 48 h时 si—GFAP组细胞生长速度明 

显低于 si—NC组(si—NC组 vs．si—GFAP组：t=6．389，P=-0．000；t=6．058，P=0．000)，差异有统计学意义。(4)在 U251细胞中抑$~JGFAP 

表达 ，对凋亡相关蛋 白Bax(si—NC组 vs．si—GFAP组 ：f=一0．657，P=0．547)、Bcl一2(si—NC组 vs．si—GFAP组： 一0．991，P=0．378)和 

Caspase 3(si—NC组 vs．si—GFAP组：f=一1．848，P=-0．138)的表达无明显影响。结论：在 U25l细胞中抑制 GFAP的表达，影响细胞周 

期相关蛋白的表达，从而抑制细胞的增殖。 · 
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Effects of knocking—down GFAP on celI cycle related proteins in glioma cells 

Liu Chengyu，Xie 

(Neuroscience Center．Chongqing Medic University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects and possible mechanism of glial fibrillary acidic protein(GFAP)on the proliferation of 

human astroglioma cell lines U251 by RNA interfering technique．Methods：GFAP siRNA was designed to specifically knockdown 

endogenous GFAP expression in U25 1．The mRNA and protein levels of GFAP after si—GFAP transfection were detected to determine 

the efficiencv interference in U251 cells．After knocking down GFAP in U251 cells，the protein levels of GFAP，CREB，cyclinD1， 

CDK2，CDK4，CDK6，p15，p18，p27，Bax，Bcl-2 and Caspase 3 were assessed by Western blot and the proliferation of cells was mea— 

sured by MTr assay．Results：(1)Specific inhibition of GFAP expression suppressed cell proliferation，as well as reduced total RNA 

and protein contents in U251 cells(si—NC group vs．si—GFAP group：t=3．962，P=0．017； =3．833，P=0．019)．(2)In U251 cells，inter- 

feting GFAP expression significantly inhibited protein levels of CREB(si—NC group vs．si—GFAP group：t=4．834，P=O．008)，cyclin D1 

(si—NC group vs．si—GFAP group： =3．610，P=O．022)，cyclin—depended kinase 2(CDK2)(si—NC group vs．si～GFAP group：t=6．678， 

P=O．003)and CDK4(si—NC group vs．si—GFAP group：t=4．530，P=O．011)，and greatly elevated protein levels ofpl8(si—NC group vs． 

si—GFAP group： =一3．339，P=O．029)and p27(si—NC group vs．si—GFAP group：t=13．859，P=0．000)，the cyclin—depended kinase in— 

hibitors(CKIs)．(3)Silencing GFAP by siRNA significantly inhibited the proliferation of U251 cells at 24 h and 48 h after the trans- 

fection(si—NC group vs．si—GFAP group：t=6．389，P=O．000；t=6．058，P=O．ooo)．(4)Knocking down GFAP exerted no significant effect 

on the expression levels of apoptotic proteins．including Bax(si-NC group vs．si-GFAP group：t=-O．657，P=0．547)，Bcl一2(si—NC group 

vs．si—GFAP group：￡=一0．991，P=O．378)and caspase 3(si—NC group vs．si-GFAP group： =一1．848，P=O．138)in U251 cells．Conclu一 

作者介绍：刘成宇，Email：liuchengyu0418@hotmail．tom， 

研究方向：抑郁症的蛋白质组学与多肽组学研究。 

通信作者：谢 鹏，Email：xiepeng@cqmu．edu．cn。 

基金项 目：国家重点基础研究发展计划资助项目(编号：2009CB008300)。 

优先出版：http：／／www．cnki．net／kcmddetail／50．1046．R．20161026．1526．901．html 

(2014—07—15) 

sion：GFAP inhibition in U25 1 cells results in cell cycle arrest— 

ing，thereby suppresses cell proliferation． 

【Key words]glial fibrillary acidic protein；glioma cell；cell cycle； 

depression 
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抑郁症是最常见的精神疾病之一，影响全球超 

过 16％人口的生活和生存状态，并且近年来全世界 

发病率逐渐上升【·l。星形胶质细胞(astrocyte)是中枢 

神经系统中数量最多，分布最广的一种胶质细胞。星 

形胶质细胞通过参与神经系统中神经递质摄取、糖 

代谢：调节突触的可塑性和维护血脑屏障的功能，从 

而达到维持中枢神经系统微环境稳定的作用。胶质 

纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein，GFAP)是 

星形胶质细胞标志性蛋白。近些年研究中发现， 

GFAP参与星形胶质细胞的许多生物学功能。包括维 

护血脑屏障正常的生理功能、突触可塑性、细胞增 

殖与分裂、自噬、对囊泡及溶酶体在星形胶质细胞 

转运、维持神经递质在星形胶质细胞及神经元与胶 

质细胞平衡等嘲。GFAP在抑郁症患者脑皮层边缘系 

统和海马等关键脑区中的表达水平显著性降低可 

能是导致胶质细胞和神经元凋亡以及脑部特定环 

路改变的关键原因[3-4]，因此GFAP已成为抑郁症疾 

病发生、发展和治疗的新靶点被广泛关注[5-03。 

细胞周期是细胞生命活动的基本过程 ，主要通 

过细胞蛋白(cyclins)一周期蛋白依赖性激酶(cyclin— 

depended kinases，CDKs)一周期蛋白依赖性激酶抑 

制因子(CDK inhibitors，CKIs)级联通路来实现其对 

个体的发育、生长和神经发生等生物功能的调控[7／。 

越来越多的研究表明，细胞周期的失调已成为神经 

退行性疾病，如阿尔茨海默病、帕金森疾病、精神分 

裂症和抑郁症疾病的病因之一 “】。另外，研究表明， 

星形胶质细胞中的 vimentin，一种Ⅲ型中间丝蛋白， 

能够促进细胞粘附和迁移、参与细胞有丝分裂、分化 

及信号转导的作用[1~13】。GFAP作为星形胶质细胞的 

另一种Ⅲ型中间丝蛋白，但是关于其对细胞周期的 

调控尚无报道。本论文通过特异性干扰人源星形胶 

质瘤细胞内源陛GFAP表达，研究GFAP调控细胞周 

期的分子机制 

1 对象与方法 

1．1 材料 

人脑星形胶质瘤细胞系U25 1由武汉大学生命科学学院 

李文化教授实验室惠赠。siGFAP购自广东锐博生物技术有 

限公司(共设计 3条，序列见表 1)。合成的siRNA用DEPC 

水溶解至终浓度20 M，于一20℃保存。细胞培养用 DMEM培 

养基、胎牛血清(rRs)、0．05％胰酶、氨苄青霉素／链霉素双抗 

(p／s)均购自美国Thermo公司。MTF试剂购自美国Amersc0 

公司。转染试剂lipotamin TMRNAiMax购自美国Gibc0公司 

RNA提取试剂RNAiso Plus购自I=t本TaKaRa公司。cDNA第 

一 链合成试剂盒购自美国Invitrogen公司。2×Taq Mixture缓 

冲液购自中国康为生物有限公司。抗体：13一actin购自美国 

Sigma公司．GFAP抗体购自英国Abeam公司，cyclinD1，CDK2， 

CDK4，CDK6，pl5，p18，p27，Caspase 3，Bax和CREB均购自美 

国 Cell Signaling Technology(CST)公司，Bel-2购 自美国 BD 

公司。HRP偶联的羊抗兔咩抗鼠二抗购自美国Bio-Rad公司。 

表 1 GFAP基因 siRNA序列 

Tab．1 siRNA sequence of GFAP gene 

靶基因名称 siRNA序列 

GFAP—l 

siGFAP一2 

siGFAP一3 

GGAGAACCGGATCACCATT 

TGCAGACCTTCTCCAACCT 

TCCAACCTGCAGATrCGAG 

1．2 细胞培养与转染 

U251细胞培养于DMEM培养基(含 10％FBS和 l％P／S)， 

放置于浓度为 5％CO：、21％O：的培养箱中，2-3 d细胞传代 

1次。待细胞生长到细胞密度达40％时，更换无P／S培养基， 

进行转染实验。非特异性 si—NC与si—GFAP一1，一2，一3根据 

LipotaminTMRNAiMax reagent的转染指南 中步骤转染至 

U251细胞，转染 48 h后收取细胞进行后续实验。 

1．3 实验 方法 

1．3．1 RT—PCR检测 细胞转染48 h后。非特异性si—NC组 

与si—GFAP组细胞用PBS洗去培养基，使用RNAiso plus提 

取细胞总RNA，用Themlo Nano 2000核酸酶标仪测定总RNA 

浓度与纯度。取2 g总RNA、1 L Oligo dT、1 I,zL dNTP与 

DEPC水配制成 12 的反应体系，混匀，65℃孵育5 min后 

迅速置于冰上；向12 的反应体系中加入2 DTr、4 I．zL第 
一 链反应溶液、1 RNA酶抑制剂和 1 IzL逆转录酶，37℃ 

水浴50 min；最后70 c孵育 15 rain终止反应，得到eDNA产 

物，保存于一20℃待用。将逆转录反应得到的 eDNA用双蒸水 

稀释 10倍之后作为模板。按如下体系配制 PCR反应体系 

(20 )：2×Taq Mixture缓冲液，10 ；Primer各0．5 ；模 

板2 ；灭菌水7 。以 18s rRNA作为内参，PCR条件依据 

所订购引物不同先进行条件优化实验。引物通过Primer 3软 

件自行设计 ，见表 2。将非特异性 si—NC与 si—GFAP一1，一2。一3 

组转染 U251细胞 48 h后，检测 U251细胞中GFAP的mRNA 

水平变化。RT—PCR检测结果表明，与转染非特异性对照组 

相比，转染 si—GFAP—l，一2，一3组中si—GFAP一2的干扰效率 

最好，后续实验都是基于si—GFAP2干扰 U251细胞中GFAP 

表达来进行的。 

表 2 半定量 RT-PCR所用引物及其序列 

Ta b．2 Primers sequence for RT—PCR 

基因名称 引物序列 

l8s rRNA 

eFAP 

5’一3’TTAAGAGGGACGGCCGGGGG 

3’一5’GCCGGG rGAGG1TI℃CCG1’G 

5’一3’GAGAACAACCTGGCTGCCTA 

3’一5’GGTACCACTC ITCGGCTYCA 
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1．3．2 w ⋯·li I1lf)I榆测蛋白表达 细胞转染 48 h后．伸特 

肄性 si—NC si—GF、AP组 J地 PBS洗去培养 ，收取细 

胞沉淀川 R1PA 解液(含 1 n．nol／l PMSF)重悬 ，冰 裂解 

10 rain．超J i处川 1 Bin，然后 4 8 000 g离心 10 rain．收取 

青 J 消-jI赁 1浓度经■辛『1r酸(BCA)法测定后．收 20 g 

总赁 I SI)S—PAGE上样缓 冲液混合，热变性 10 rain，川 

SDS—PA(,E胶埘 I 进行电泳分离。赁h经电泳分离 ，存 

湿转转膜缓冲系统中将蛋白转移至孔径为0．45 m的PV 

膜 然 川大离 水洗涤 PVI)F、膜 5 min．然后用 5％脱脂奶 

粉室温封闭 30 IllilI，冉 相应的 一抗 4 冰箱摇眯 I 孵育 

过夜 川 ．r ．r洗涤印迹膜 3次． 次 l0 rain．再J}{埘应的 

HRP偶职 抗常温孵育2 h，冉川t r1 r洗涤 3次，每次 10min， 

孵育化学，皮)匕底物．丁暗室月JII舯 片曝光，经过 X)匕片 

动洗片机 影 est( I-I1 blot技术榆测 si—NC和 si-GFAP转 

染 48 I1 I5"．I；251细胞巾GFA})、C]／EFI、cvclin1)1、CDK2、CDK4、 

CI)K6、【】l 5、P】8、p27、Bax、Bcl一2卡n Caspase 3的蛋白水 变化 

1．3．3 M FI、法愉测细胞增殖 将处丁刈‘数乍长期的细胞，制 

成 细胞怂液．按 2 x 10 ／孔接种于 96孔培养板 ，总体积 

200 Ï L，分 两组 si—NC f【1 si—GF AP组，设 6个复扎， 

分圳于转染JI l2、24、48 h每-fLDH人20 1 M rr(5 1 )，继续 

培养4 tl 小心 太 I 清，加 I)MS()150 txI ，室温抓荡 30 Illi11 

至埔品紫 个=溶解，置于酶联免疫愉fij!r]f~,上，选择 490 111-I波 

K测定吸光 (aIiS()I—llance，A) ，山{ 绘制细胞增 fIttl线 

1．4 数据处理与统计学分析 

将 I f一 0 I)NA凝胶成像结果乖̈免疫印迹显影纳 川 

Quantity()llI l—I)分析软件(艾 13io_ra(1公司)进仃耿度值 

洲 ．将【1的表达 一化到川 样 ̂的内参表达 、数据 

臆用 SlatVirw 5．0标准统汁软什进行统汁学分析 符组数据 

经过 MalI rl—W1litney愉验进行 数 之间的评仙 ，然后汁 

算 个实验-q【的 均值和标准，J‘蓐．最后归一化刮埘照绀的 

均值 将埘照 半均值设为 1，僻刮各实验组柑埘变化f 

数，结果以、 均fi t-+hi,准方差的彤 现 各组数 经过 ／检 

验进行 2 i数 之间的 什：M⋯1 1实验 ti吸光度水甲比较采 

川晕复测： ，J‘肚分析，愉验水准 a=o．05 

2 结 果 

2 1 抑制(；FAI 基因表达对细胞增殖及总 RNA含量和总蛋白 

含量影响 

观察 L J251细胞转染si一( I"Al 24 h的细胞 片发脱， 

si—NC 胞纠{比．转染 si一( AP绑胞的数量fIJj{Ilj-减少 

(I冬I l A)：ji l1． lI胞的总 RNA II (59．92±2．65、46．75±5．11) 

总蛋 质 (383．33±3．71、259．52±55．83)郁明{1I!_降低 

(J_=3．962．，一0 0l 7：，=3．833，， =0．019)，统计结果 1B、C 

( 3．P<0．05) 2i i 表明抑制 ( AP的表达可减少细胞的增 

_；=}I(， 能【】J】 哗低 胞总的RNA和货 ， 另外，M1Tr的 

结果 ，J ，转染 si一(；FAP和 si—NC 12 Ii后2绀的 U25l细胞 

的增 速度无明 变化(f=4．129，P=0．07)．．但址转染 24和 

48 h各 的 U25l细胞自“'J H Ft述度均不同，si一(；FAP 的细 

胞生K速度}i月 慢丁 si—NC绀． 长速度两 彳『统计学 

筹 (F=33．943．P=O．000；F=30．7l8，，)=0．000)i si—NC组 

相比． 24～48 h内．si—GF’At 的 U251细胞的增 速度明 

显降低，结果如罔 1D 示 

sj— (： si-GFA 

80 

60 

衰4(】 
20 

0 

A．细胞数} 检测 

si—N(： si—G1．'Af 

I{．总 RNA含量愉测 

()6 

i 0．4 

一  

0．2 

f】 

SI 一NC i-( }_1Al 

C．蛋I I li}愉测 

=： 

l2 h 24 I1 48 h 

it： j si—N(：纠【j=』 E，，J<0．05 

D．fitltl~,浓度榆测 

图 1 U251细胞中敲除GFAP基因减少细胞数目、 

总 RNA和蛋白的含量 

Fig．1 Transfection of si-GFAP reducing the cell number， 

the total RNA and protein contents of U251 cells 

2_2 抑制 ( rAt，基因表达导致核转录因子 CI{Ell v·：lin1)l 

蛋 白水平下调 

U25l n1胞rf1敲除 GF．、I ̂  l尺I J ， j si—NC 【十lllE．si— 

GFAl (； P货r1水平(1．22±0．04、0．77±0．12)降低 J 3797， 

(．FAI'／~3 ( tin：t=4．834，P--0．008 丁发脱存 U251 fit11]{7／ 抑 

制 (51 AI 1人1的 达导致细胞数¨的减少， 此愉测 r(JREB 

和1 cy(-lin 1)l的货l I水甲 txiil．~I 2所，J ， j si—NC 卡̈比，U25l 

细胞澈除 (；FA1 后 CREB 水 (1．09±0．()5、()．90 4- 

0．O3)降低 J’l8％，̈ 时CV( Iin⋯ l水平(1．84±()．43、0．15± 

0．10)降低 r 92％． 定量 l̂}，J si—NC绀和 si一( FAP 的 

CREB／~一a tin：t=4．834，P=0．008；('vclin Dl／B—tl(-tin：，=3．610． 

P--O．023 统汁结果 U251 胞,tI抑制 GFAI】̂ 4̂ 达能 

显著一⋯洚低 CREB干『1 eyclil1⋯ 的蛋白水平，芹ht,(1‘统汁 ’ 意 

义(n=3，，)<()．05)、 

-  

[二二=] 

■■ 
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图2 U251细胞中敲除GFAP基因能抑制 CREB和 

cyclin D1蛋白的表达 

Fig．2 Knockdowning GFAP inhibiting CREB and cyclin 

D1 levels in U251 cells 

2．3 GFAP表达的降低对 CDKs及 CKIs的影响 

结果如『鬈1 3显示 ，通过抑制 U25l细胞 GFAP基凶表达 

后，细胞周 依赖激酶 CDK2和 CDK4的蛋白水平都明显降 

低．其巾 CI)K2(1．23±0．05、0．76±0．08)降低 了 39％．CDK4 

(1．21±0．10、O．78±0．11)降低了 36％，定蛩结果 示 CDK2／ 

13一actin‘：，：6．678，P=0．003；CDK4／13一actin：t=4．530，P=0．0 1 1． 

统汁结果{l ，】 U25l细胞lf1抑制 GFAP基凶表达从而明显降 

低 CDK2乖̈ CDK4的篮 r{水平表达 ，差异有统 计学 意 义 

( 3，P<O．05) 但足抑制 U251细胞 GFAP基 的表达后． 

CI)K6的赁 I l水平(0．19±0．0l、1．84±1．27)I 升了 9．4俯 ， 

CDK6／13一 tin：，=一1 1．470，P=O．000，统计结果显爪抑制 U25I 

细胞中的 ( AP表达从 明 升高 CDK6的蛋fl水平表达， 

差异有统汁学意义(n=3，P<O．05) CI)K4和CDK6 j(-yclin D1 

形成村{应的复合物 ，CI)K6货白表达升高可能是 }}I y-CDK4 

的降低而导敛 CI)K6代偿性的升高 

si—N(： Hi-( }、Al， 

一

． I2 

!- - ’ ．． ；10 

CI)K4●●憎 91D 主： 
CI)K6 ·· ·· 
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a：卜j对照纰比较，P<0．05 

图3 U251细胞中敲除 GFAP基因能调节 CDKs蛋白的表达 

Fig．3 Knockdowning GFAP regulating CDKs levels in U251 cells 

细胞川期依赖激酶抑制因子 P15、P18和 p27足细胞周 

期负性凋控l 子 结果盘̈I皋]4显示，抑制 U251细胞 GFAP基 

表达后 ，细胞周期依赖激酶抑制 【夫l子 P18和 p27的蛋白 

水平(0．72±0．37．1．29±0．18；0．74±0．38，1．27±0．13)分别上 
‘

了1．8俯嗣I 1．7俯 ，pl8／13一actin：f=一3．339，P=O．029；p27／13一 

actin：t=l3．859． 0．000，统计结果显示抑制 GFAI)基因表达 

从而显著性 ‘高Pl8和p27的蛋白水平表达，差异有统汁学 

意义(n=3．P<O．05) 其中抑制 U25l细胞中 GFAP基l大I的表 

达对 P15的垡白水平(0．83±0．26，1．19±0．58)无明显影响 ， 

pl5／13一aetin：，=一1．2l7，P=0．290 结果说明抑制 GFAP基因的 

表达影响 r U251细胞II1 CDKs和 CKIs的蛋白水平 ，南此可 

能影响细胞心期从而影响细胞的增殖等。 
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图 4 U251细胞中敲除 GFAP基因能上调 CKIs蛋白的表达 

Fig．4 Knockdowning GFAP up—regulating CKIs expression 

levels in U251 cells 

2．5 凋亡相关蛋白在 C,FAP被抑制无显著性变化 

本研究检测了凋 相关蛋白 Bax、Bcl一2和 caspase一3． 

如图 5 爪 ，U251细胞 巾抑制 GFAP基 的衷达埘 Bax、 

Bcl一2和 Caspase 3的蛋白水平无(0．95±26．O0．1．06±0．13； 

0．96±0．04，1．04±0．14；0．91±0．16．1．09 4-0．1 1)明{J】j．影响．定量 

结 果 显刀 Bax／13一actin：￡：一0．657，P=0．547；Bcl一2／[3一actin： 

t=一0．991，P=0．378；Caspase一3／13一aetin：t=一1．848，P=0．138、 

Bax、Bcl一2和 Caspase 3蛋白水平无明显变化，差异无统计学 

意义(n=3，P>0．1)。结果说明 U251细胞抑制 GFAP表达并无 

捌 现象的发生，那么 GFAP基凶的缺失导致细胞数 日的减 

少仅通过调节细胞周期通路来完成的 、 

si—NC si-GFAP 口si一、(：●si一( }’Af， 

Ih

“
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3 讨 论 

目前，研究发现抑郁症 、帕金森病及阿尔茨海 

默病等神经退行性疾病均与星形胶质细胞的功能 

紊乱有关I 】。GFAP作为一种Ⅲ型中间丝蛋白主要 

表达在成熟的星形胶质细胞中，作为骨架蛋白主要 

对细胞起到支持和保护的作用。本论文通过 siRNA 

技术特异性的抑制星形胶质瘤细胞 U25 l巾 GFAP 

基因的表达，发现 GFAP的低表达可以抑制促细胞 

增殖的细胞周期涮控蛋白的表达，最终抑制细胞的 

增殖。 

研究表明，抑郁症模型海马和前额叶皮层区域 

神经发生受抑制 、压力应激受阻 、学习能力减退等 

与细胞周期失衡密切相关I15q6l。细胞周期渊控是影 
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响细胞增殖与分化的一个复杂的生物学过程，细胞 

的增殖和分化受到多种蛋白的调控，其中周期素蛋 

白 cyclin、CDKs和 CKIs是调控细胞周期的主要内 

源性因子 8]。有研究报道，cAMP应答元件结合蛋 

白(cAMP response element binding protein，CREB) 

作为细胞核内调控因子，通过自身及其磷酸化实现 

调控 cyclins、CDKs和CKIs的转录水平。从而调控 

细胞周期，影响细胞增殖l191。另外，Wang等[201发现核 

内转录因子 CREB的表达直接参与到对 cyclin D1 

蛋白在 G1期的调控，原因可能是 CREB通过与cy— 

clin D1等基因的启动子区域的CRE位点结合。从 

而调控 cyclin D1等基因的转录水平．进而影响细胞 

的增殖和分化。目前研究，与G1期周期蛋白结合的 

CDK激酶主要包括 CDK2、CDK4和 CDK6．cyclin 

D1是细胞周期 G1期中关键的调控蛋白．cyclin D1 

主要与 CDK4和 CDK6形成相应的复合物 。从而调 

控下游蛋白影响细胞增殖．因此 cyclin D1对细胞周 

期调控至关重要[21 。本研究通过特异性抑制星形 

胶质瘤细胞中GFAP基因表达，从而明显降低CREB 

蛋白和 cyclin D1蛋白的表达(图2)。这一结果提示 

GFAP基因表达下调参与 U251细胞的周期调控 ， 

从而导致细胞周期内源性正调控蛋白表达的显著 

降低。本实验从细胞状态及总 RNA和蛋白含量降 

低结果说明U251特异性的抑制GFAP基因表达可 

能导致细胞增殖和分化受到抑制。Heine等[捌研究 

发现经过 3周慢性不可预见的刺激后，大鼠海马中 

增殖的细胞数目明显减少，并且 CDK抑制因子p27 

阳性细胞数目明显增加。这和本实验的结果类似， 

在 U251细胞中抑制 GFAP基因表达导致CDK抑 

制因子p18和p27的蛋白表达水平明显下降。 

为了全面验证 GFAP敲除对 U251细胞增殖的 

作用．通过 MTI'检测结果发现 GFAP敲除后U251细 

胞 的增殖明显减慢 。之前的细胞结果表明干扰 

U251细胞 GFAP基因的表达 ，从而导致细胞数目 

的减少．猜测 GFAP基因的缺失除了影响细胞增殖 

外 ．还有可能导致细胞凋亡反应的发生 ，从而导致 

细胞数 目减少。接下来检测了经典凋亡通路中的相 

关蛋白 Bax、Bcl一2和 Caspase 3在 GFAP基因缺失 

的U251细胞中的表达情况。结果显示(图5)敲除 

U251细胞中的GFAP基因对凋亡效应元件蛋白 

Caspase 3的蛋白水平无影响，凋亡相关蛋白Bax和 

Bcl一2的蛋白水平也无作用。因此，推测敲除U251 

细胞中的GFAP基因会降低细胞周期相关蛋白的 

表达。从而抑制细胞增殖，但不影响细胞凋亡。 

综上所述，本实验首次证明特异性干扰星形胶 

质瘤细胞中GFAP基因的表达，导致促细胞增殖的 

细胞周期蛋 白cyclinD1、CDK2和 CDK4蛋 白表达 

被抑制，并上调 CDK抑制因子 p18和 p27的表达 ， 

从而抑制 U251的细胞增殖和分化。但是对于 

GFAP调控细胞周期的具体的作用机制还需要进一 

步探讨，为进一步研究GFAP可能作为抑郁症研究 

的分子靶点提供理论依据，并为抑郁症的药物研发 

等提供新的靶点。 
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欧亚旋覆花总黄酮对D一半乳糖衰老模型小鼠的抗衰老作用 

陈 慧，龙媛媛，果 磊 

(重庆医科大学附属第一医院烧伤整形外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨欧亚旋覆花总黄酮(Inula britannica flower total flavonoids，mvrr)对D一半乳糖诱导的亚急性衰老模型小鼠 

的抗衰老作用。方法：随机将昆明小鼠分为6组(每组 10只)：空白对照组，模型组，维生素E(vitamin E，VE)组，欧亚旋覆花总黄 

酮低、中、高剂量组。空白对照组给予颈背部皮下注射0．3 mL生理盐水，其余组均给予等体积500 mg／kg D一半乳糖，每日1次， 

连续 8周。造模第 3周，低、中、高剂量组分别灌服 0．5 mL欧亚旋覆花总黄酮 100、200和400 mg／kg，VE组灌服等体积维生素 

E 100 mgCkg，空白对照组和模型组灌服等体积生理盐水，每日1次，连续6周。检测小鼠体质量、胸腺指数和脾指数，同时测定 

血清中抗氧化酶活性如超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)、过氧化氢酶(catalase， 

CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase，GSH—Ix)等衰老指标。B半乳糖苷酶染色试剂盒检测小鼠海马组织中衰老 

相关的B半乳糖苷酶含量。结果：低、中、高剂量组小鼠体质量明显高于模型组，差异具有统计学意义(P=0．053、P=0．001、尸l_ 

O．000)；低、中、高剂量组小鼠胸腺指数和脾指数明显高于模型组(均P=0．000)；低、中、高剂量组小鼠血清中SOD、CAT和GSH— 

Px活力明显高于模型组，其MDA含量低于模型组(均P=0．000)；低、中、高剂量组小鼠海马组织 B半乳糖苷酶 senescence—as— 

sociated beta—galaetosidase，SA—B—ga1)阳性率明显低于模型组，差异有统计学意义( 0．001、P=O．000、P=0．000)。结论：欧亚旋覆 

花总黄酮是一种天然抗氧化剂，可延缓 D一半乳糖诱导的模型小鼠的机体衰老。 

【关键词】欧亚旋覆花；总黄酮；D一半乳糖；抗衰老 
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Anti—aging effect of l nula britannica flower total flavonoids on mice 

in D-galactose induced aging model 

Chen Hui，Long Yuanyuan，Guo Lei 

(Department ofBurn and Plastic Surgery，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the anti-aging effect of Inula britannica flower total flavonoids(IBFTF)on mice in D-galactose 

induced aging mode1．Methods：Kunming mice were randomly divided into 6 groups(10 mice in each group)：control group，model 
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group，vitamin E(VE)group，low，medium and high dose of 

IBF1T group．Mice in control group were subcutaneously in- 

jected with 0．3 mL saline，while those in other groups were in- 

jected with the same volume of D-galactose(500 mg／kg)，once 

daily for 8 weeks．From the third week，mice in low，medium 
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