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铁对淋巴细胞铁反应子结合蛋白表达的调节作用

官 军 杨家驹 (第三军医大学预防医学系营养卫生教研室 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

提 要 采用体外细胞培养
、

R N A 斑点杂交技术和彩色图像分析
,

观察了铁缺乏或铁负荷过重时淋巴细

胞铁反应子结合蛋白 (I R E
一

B P ) m R N A 的表达情况
.

结果显示
:

铁缺乏状态下
,

(第 1
,

2
,

3组 ) I R E
一

B P m R N A

的表达较正常对照组 (第 4 组 )增强
,

杂交图谱图像分析表明
,

第 1
,

2
,

3组面积乘吸光度分别是第 4 组的 n
.

7
、

8
.

5
、

5
.

6 倍
,

而铁负荷过重状态下 I R E
一

B P m R N A 的表达受抑
。

关键词 淋巴细 胞
,
铁缺乏

;
铁负荷过重

;
铁 反应子结 合蛋白

中图法分类号 R 5 91
.

l

铁是几乎所有生物体所必需的一种重要微量元

素
,

铁代谢及其调节的研究历来很受重视
。

随着细胞生

物学和分子生物学的飞速发展
,

对生命必需元素铁的

研究已从对机体铁代谢一般状况的了解深入到了从细

胞和分子水平对细胞铁代谢进行探讨
。

铁 反应 子 结 合蛋 白 ( I
r o n r e s p o n s i V e e l e m e n t

-

b i n d i n g p r o t e i n ,

x R E
一

B P )是一种 细胞浆 R N A 结 合蛋

白
,

是近年来发现的细胞 内铁代谢的重要调节因子
〔`』,

具有在转录后水平调节转铁蛋白受体 ( T r a l飞s f e r r in r e -

e e p t o r ,

T f R ) m R N A 稳 定性 和铁蛋 白 ( F e r r i t i n ,

F t )

m R N A 翻译的功能图
。

文中报道了在铁 负荷过重或缺

乏状态下 I R E
一

B P m R N A 的表达情况
,

以探讨不同铁

状况下铁代谢的重要调节因子的变化
,

为铁代谢的研

究提供实验依据
。

材料与方法

1
.

1 标本

健康自愿献血者新鲜外周静脉血取自本校附属西南 医院

输血科
.

1
.

2 主要材料

p G E M
一

h IR E
一

B P 质粒 (瑞士 K
u

h
n
教授惠 赠 )

,

大肠 杆菌

J M l o s (本校免疫学教研室赠送 )
,

异 硫氰酸肌
,

s a r e o s i n e
( 5 19

-

m
a )

,

E
e o

R I
,

H i n
d l (华美生物工程公司 )

,

硝酸纤维素膜 ( N C

膜 ) ( A m
e r s

h
a m )

,

地 高 辛 标 记 检 测 试 剂 盒 ( oB
e h r in g e r

M
a n n h e i m )

,

R P M I
一

1 6 4 0 ( G ib e o )
,

其它试剂均为国产 A R 级
。

1
.

3 铁盐的选择

选用柠檬酸铁 ( F e 一
ic )t 作为铁离子供给剂

。

以正常人 外周

血清铁浓度为基准3[J
,

分别增加培养基中铁离子浓度 5
、

1 0
、

1 00

倍和减少 50 写
、

80 %
,

以建立铁负荷过重和缺铁细胞培养环境
,

同时设一组不加 F e 一
ic t 作对照

,

使各组 F
e 一。 it 浓度分别为第 1

组 。 ,

第 2 组 5又 1 0一 m
o l / L

,

第 3 组 1
.

2 5 x l o
一 s m o

l / L
.

第 4 组

(正常对照 ) 2
.

5 又 1 0
一 ’ m o l / L

,

第 5 组 1
.

2 5 x 1 0
一 `

m o
l / L

,

第 6

组 2
.

5 又 1 0
一 `

nr o
l / L

,

第 7 组 2
.

5 x 1 0
一 3 m o l / L

。

1
.

4 细胞培养

取新鲜外周静脉血
,

肝素抗凝
,

以等量 D
一

H
a n

k
’ s
液稀释

,

用淋巴细胞分离液按常规方法分离淋 巴细胞
,

洗涤后用含 10 %

胎牛血清 (F C )S 的 H an k
’ s
液调制细胞悬液 (l x 1 0

7

/ m l
,

存活率

> 95 % )
。

于培养板 中加人细胞悬液 1 m l
、

加不 同浓度 F
e 一 it 和

P H A (终浓度 5 尸 g / m ! )
,

在 37 ℃
、

含 5 % c O
Z

的孵育箱中进行

培养
。

1
.

5 p G E M
一

h I R E
一

B P 质拉 D N A 的 转化
、

扩 增
、

探 针

制 备及标记

将 IR E
一

B P 质粒转入 大肠杆 菌 J M 1 05 菌株中
,

常规扩增
、

提取质粒 D N A L` J
.

以 H in d 一和 E e o
R I 双酶切质粒

,

得 1
.

2 k b

目的片段
,

用地高辛标 记检测试剂盒标记 I R E
一

B P c D N A 探针
,

备用
。

1
.

6 R N A 斑点杂交

淋巴细胞培养 72 h 后
,

收集并采用异硫氰酸肌一步法stj

( A G P C )提取 R N A
.

以 p G E M
一

h I R E
一

B P 质粒 作阳 性 对 照
、

p B R
3 2 2

作阴性对照
,

将抽提的 R N A 和对照样 品点样于 N C 膜

上
,

用地高辛标记的 IR E
一

B P c D N A 探针作 R N A 斑点杂交
.

杂

交图谱用 T E C BI S A
一

6 8 0 3 型真彩色图像分析系统处理
,

以吸光

度 x 面积表示表达量高低
。

2 结果

2
.

1 I R E
一

B P e D N A 探针的制备

将大量抽提的 I R E
一

B P 质粒 D N A 取小量酶切鉴定 (图 1 )
,

而后 用 H in d l 和 E co R I 大量酶切
,

取 1
.

2 k b 片段胶
,

用电洗

脱法从胶中回收 D N A 片段
,

并取出约 2 拼 g
,

用地高辛标记检测

试剂盒进行标记
。
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表 2 P N cA 标记的图像分析结果
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e
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表 3

T a b 3

癌细胞 P C N A 相对含量的分析结果 ( % )

T h e r e l a t i v e e o n t e n t o f P C N A i n I I C C C e l l s

H C C

g r a
d i n g

e o
m p a r e d w i th h e p a r o e y t e s

( % )

R
e

l
a 宝i v e e o n t e n t o f P C N A ( rn u

l t z p l e
) R奋乙t 10 o f

1
.

5~ 2 B
e y o n d 2

.

5 A IO D

G r a d e 1 6 6
.
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.

5 4
.
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G r a d e . 4 7
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9 2 9

2 7

l 6

G r a d e W 4 1
.

6 1 8
.

6 6
.

2 3 3

3 讨论

3
.

1 肝癌细胞与癌 旁肝细胞 P C N A 标记 的意义

采用 P C N A 标记方法研究肝细胞癌 的增生活性

国外仅见少数报道 .s[
`三 ,

国内尚无文献报道
。

本研究对

3 0 例人肝细胞癌 P C N A 的检测结果表明
,

大多数属 l

~ 班级分化肝癌平均标记率为 40
.

59 % 士 n
.

51 写
,

而

3例 VI 级肝癌平均标记率高达 86
.

9 0 % 士 5
.

15 %
.

这种

P C N A 标记率随肝癌分级的升高而增高 ( P < 0
.

0 1)

及在中度分化 ( I 一 皿级 )肝癌间无明显差别的结果与

T a in a i M 等匡的同类研究报道基本一致
。

P C N A 是与

细胞增生直接相关的核内因子
LS二 ,

低分化肝细胞癌的

P C N A 标记率较高
,

反映 其增殖 能 力强 及肿 瘤进展

快
。

已有研究表明
,

肝癌 P C N A 标记率除可预示其预

后外
,

尚与肿瘤的转移密切相关一
。

本研究首次对人原发性肝细胞癌癌结节邻近肝细

胞的增殖活性进行了初步探讨
,

结果在近癌肝检测到

P C N A 阳性肝细胞
,

且各癌旁病变肝 P C N A 阳性标记

率及阳性强度差别不大
,

提示背景肝病变对其影响不

是主要因素
,

而与邻近于癌结节的位置密切相关
;对距

癌结节稍远肝细胞的初步观察
,

表明不同癌旁病变肝

其 P C N A 的阳性标记率不甚一致
。

H a r r is o n R F 等 [ 6〕

提出肝转移性 癌癌旁 P C N A 肝细胞 阳性也呈临近癌

结节的区带 ( z o n a il yt )分布特点
。

结合作者以往对癌旁

近癌肝细胞 A F P 及
r a s p ZI 表达研究的结果比

,

本研

究进一步支持部分近癌肝细胞 已具肿瘤性增殖活性的

观点
。

至于癌旁肝细胞表达 P C N A 是否与肝癌细胞的

旁分泌作用 (如 IG F
一

l 等 )有关
,

尚需研究
。

3
.

2 肝癌细胞 中 P C N A 相对含量 测定的意义

有研 究指出
,

P C N A 含 量在 细胞周期 中变化较

小
,

多数肿瘤 (包括肝细胞癌 ) P C N A 标记研究也不计

P C N A 表达强度
,

但肿瘤细胞 P C N A 表达强度的异质

性确实存在
。

为探讨这种差异性与肝癌病理特征的关

系
,

本研 究利用相对含量概念及图像分析技术对肝癌

细胞 P C N A 表达强度进行了测量
,

显示癌细胞 P C N A

平均含量均高于癌旁肝 细胞
,

且随肝癌分级升高
,

P C
-

N A 高含量癌细胞的 比例呈上升趋势
。

结合病理形态

分析
,

显示癌细胞 P C N A 相对含量的增高与癌细胞低

分化核增大关系较密切
,

为从 P C N A 定量角度辅助诊

断及判定肝细胞癌的预后提供了实验依据及新的途

径
。

然而
,

P C N A 含量的不同也可能反映癌细胞处于

细胞周期的不同阶段
。

因此
,

在评价肿瘤 P C N A 阳性

标记率及相对含量的确切意义时应慎重
。

3
.

3 图像分析技术是判定实体肿瘤 PC N A 标记 率的

良好方法

免疫组化法标记实体肿瘤中 P C N A 阳性细胞
,

在

标记阳性率及阳性强度上均存在明显的异质性
,

这一

特征在 iS i ot en n S M 等川对乳腺癌的研究及本研究中

均得到证实
。

鉴于这种异质性的存在
,

作者采用图像分

析技术
,

在较大范围内 (低倍镜 l o o x )对每例具代表
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等
.

人肝细胞癌与癌旁肝细胞增殖活性的定量研究

性的较完整癌结节 内 P C N A 阳性 细胞进行了定量测

量
,

并证实其测量结果与常规计数方法有较好的一致

性
,

在条件允许时是一种快捷而更为客观的研究方法
。
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