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【摘* 要】目的：研究 RS#!0 基因转染对 B’ 胶质瘤细胞增殖活

性及相关基因表达的影响, 方法：用流式细胞仪观察 B’ T RS#
!0 细胞周期、增殖指数的变化；用 U-#MBU，蛋白印迹、免疫细

胞化学方法分析 B’ T RS#!0 细胞 <5</46 D!，<5</46 C!，C</#$ 2U#
WX 及蛋白的表达, 结果：与亲代 B’ 细胞相比，B’ T RS#!0 细胞

表现为 Y" T Y! 期细胞增多、Y$ T I 期细胞减少，细胞增殖指数

（MR）降低, B’ T RS#!0 细胞的 <5</46 D! 和 <5</46 C!，C</#$ 2U#

WX 及蛋白表达降低, 结论：外源性 RS#!0 基因可降低 B’ 细

胞的增殖活性，其机制可能与 C</#$，<5</46 C! 和 <5</46 D! 表

达下调有关,
【关键词】C</#$；细胞周期蛋白；B’ 胶质瘤细胞；RS#!0 基因转

染；增殖指数

【中图号】U%(#(* * * 【文献标识码】X

IJ 引言

细胞因子基因修饰的肿瘤细胞疫苗，可通过靶基

因表达而发挥其抗肿瘤作用，同时可提高肿瘤的免疫

源性，激发机体的免疫反应，已成为目前研究的热点,
有研究报道表明，RS#!0 基因修饰的肿瘤细胞疫苗具

有激发机体的抗肿瘤免疫反应、抑制肿瘤生长的作

用［!］, 一般认为，RS#!0 可通过活化 WZ 细胞，促进 -
细胞的增殖及诱导 WZ 细胞、- 细胞产生 R[W#! 而发

挥其抗肿瘤作用, 同时，也有研究报道 RS#!0 在体外

有直接杀灭肿瘤细胞的作用［$］, 我们将 RS#!0 基因导

入 B’ 胶质瘤细胞，成功建立了能够稳定表达具有生

物活性 RS#!0 的 B’ T RS#!0 系，并观察到 B’ T RS#!0 细

胞的体内致瘤性、体外增殖能力明显降低［(］, 但对其

具体作用机制尚需进一步了解, 本实验旨在探讨

B’ T RS#!0 细胞增殖相关基因表达的改变，为 RS#!0 基

因介导的抗肿瘤作用研究与应用提供资料,

$J 材料和方法

$, $J 材料 J 大鼠 B’ T RS#!0 细胞（ 逆转录病毒介导

RS#!0 基因转染的 B’ 胶质瘤细胞），B’ 胶质瘤细胞均

由本室保存, -K4PA/ 及 MBU 试剂为 MKA2.>3 公司产

品, 鼠抗人细胞周期蛋白 D!（ <5</46 D!），C</#$ 一

抗，兔抗人细胞周期蛋白 C!（<5</46 C!）一抗为 G36L3
BK:P 产品，辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 T 兔二抗购自

北京中山生物技术公司，U-#MBU 引物由北京赛百盛

基因 公 司 合 成, UMIR !’)" 培 养 基 为 G4>23 公 司

产品,
$, KJ 方法

!, $, !* 细胞培养* B’ T RS#!0 细胞、B’ 细胞以 UMIR
!’)" 培养基培养，内含 !"" 2S T S 胎牛血清、青霉素

!"" O T 2S，链霉素 !"" "> T 2S, 置 (%\，+" 2S T S
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!"# 培养箱培养$
%$ #$ #& 流式细胞仪检测细胞周期& 取对数生长期细

胞，’$ ( ) * + ,-./ 消化、离心，用冷 012 洗两次，3’’
4+ * + 乙醇固定 #( 5$ 上机前离心去乙醇，再以 012
洗涤 % 次$ 用含 %’ !) * 4+ 67/ 酶、%’ !) * 4+ 溴化乙

锭染液 (8 染色 9’ 4:;$ 经尼龙网过滤后，用 </!=
2./6!>?:@AB 型流式细胞仪检测$ 应用 -7/ 细胞周

期分析软件计算 -7/ 组方图 C’ * C%，2，C# * D 期的

百分比，以细胞增殖指数（EBF?:GHB>I:F; :;JHK，0L）表

示细胞增殖活性，计算公式为 0L M（2 N C# * D）*（C’ *
C% N 2 N C# * D）$
%$ #$ 9 & 引物设计 & 根据核苷酸序列用 0BH4:HB O$ ’
软件设计引物$ !PQ?:; -% 上游引物为：OR=C!C ./!
!!. C/! /!! //. !=9R，下游引物为：OR=!!. !!.
!.. !C! /!. .!. C=9R，扩增产物长度为 %S( @E；

!PQ?:; 1% 上游引物为：OR=/// /./ /CC !!/ /CC
.!/ C=9R，下游引物为：OR=C!/ /C/ /.! /!/ .!C
C/C /=9R，扩增产物长度为 9SO @E；1Q?=# 上游引物：

OR=!CC C/C //! /CC C./ .C/=9R，下游引物：OR=
!/C C!. CC/ /CC /C/ /C/ .=9R，扩增产物长度

为 %(T @E；"=>QI:; 上 游 引 物 为：OR=C/C CC/ //.
!C. C!C .C/ !=9R，下游引物为：OR=!.C C// CC.
CC/ !/C .C/ C=9R，扩增产物长度为 ((O @E$
%$ #$ (& 67/ 提取与 Q-7/ 合成& 取对数生长期 !U
细胞、!U * L+=%S 细胞，按 .B:VF? 试剂盒说明提取细胞

总 67/，取 # !) 细胞总 67/ 为模板逆转录成 Q-=
7/$ 反应条件为：(#8逆转录 9’ 4:;，TO8 O 4:; 灭

活 /DW 逆转录酶$
%$ #$ O& 0!6 反应& 取 # !+ 逆转录产物以 "=>QI:; 为

内参照进行 0!6 扩增$ 条件为 TO8 预变性 %’ 4:;，

TO8变性 (’ X，O98退火 (’ X，3#8延伸 (’ X，共 9’ 个

循环，3#8再延伸 %’ 4:;$ 0!6 产物经 %O ) * + 琼脂糖

凝胶电泳观察结果、照相，用凝胶图像分析系统分析

结果，分别计算 !U * L+=%S 细胞、!U 细胞条带的光密

度与相对的 "=>QI:; 条带光密度的比值，该值为各目

的基因 467/ 表达的相对水平$ 本实验重复 9 次$
%$ #$ U& 免疫细胞化学检测 1Q?=# 蛋白表达& 分别取

对数生长期 !U * L+=%S 和 !U 细胞，’$ ( ) * + ,-./ 消

化后，加入培养液吹打混匀$ 以 %’S * + 密度接种于预

先置有消毒盖片的 U 孔培养板中，待细胞爬满盖片后

用 (’ ) * + 多聚甲醛固定 (’ 4:;，9’ 4+ * + 过氧化氢

%’ 4:;$ 9 ) * + IB:IF; Y=%’’ 处理 %’ 4:;，%’’ 4+ * + 正

常羊血清处理 %O 4:;；QPQ?:; -%，QPQ?:; 1%，1Q?=# 一

抗（%Z%’’）(8孵育过夜$ 用 012 代替一抗作为阴性

对照$ 羊抗鼠 * 兔生物素标 记 的 二 抗 938 孵 育 (’

4:;；过氧化物酶标记链霉卵白素 938 孵育 (’ 4:;，

’$ O ) * + -/1 显色、苏木精复染、梯度酒精脱水、二甲

苯透明、封片，光镜下观察$
%$ #$ 3& 蛋白印迹检测 !PQ?:; -%，QPQ?:; 1% 蛋白表达

& 分别取对数生长期 !U * L+=%S 细胞与 !U 细胞，提取

蛋白$ 用考马斯亮蓝 C#O’ 试剂盒，在分光光度计

OTO ;4 下检测样本的吸光值（! 值）并计算蛋白的浓

度$ 每孔加入 3’ !) 胞浆蛋白或（O’ !) 胞核蛋白进

行 2-2=0/C, 凝胶电泳，将靶蛋白从凝胶转移至硝酸

纤维素膜（7!）膜，进行丽春红染色，根据蛋白码克以

确定转膜效果及靶蛋白的位置$ 7! 膜在 O’ ) * + 脱

脂奶 粉 中 封 闭 % 5，按 ’$ % 4+ * Q4# 膜 加 入 一 抗

（%Z%’’），( 8 静置过夜$ 然后 938 与辣根过氧化物

酶标记的羊抗小鼠 * 兔 L)C 抗体温育 % 5，利用化学发

光法进行显色反应、照相及观察结果$
统计学处理：实验结果以 " # $ 表示，用 2022

%%$ ’ 统计软件进行 % 检验$ & [ ’$ ’O 为有显著性差

异$

!" 结果

!$ #" 细胞周期分布" 流式细胞仪分析结果表明 !U *
L+=%S 主要表现为 C’ * C% 期细胞增多、C# * D 期细胞

减少，细胞增殖指数（0L）降低$ 说明 !U * L+=%S 较亲

代 !U 细胞增殖能力降低（表 %）$

表 %& !U * L+=%S 细胞周期及增殖指数变化 （’ M S，" # $）

细胞类型 C’ * C%（\ ） 2（\ ） C# * D（\ ） 0L

!U * L+=%S O#$ S# ] 9$ %#@ (’$ %% ] #$ #9 3$ ’O ] #$ %3@ ’$ (3 ] ’$ ’9>

!U (#$ S% ] #$ UT (9$ #O ] #$ 3O%9$ T# ] #$ ’O ’$ O3 ] ’$ ’9

>& [ ’$ ’O，@& [ ’$ ’% ($ !U$

!$ !" %&’()% 检测" 0!6 产物经 %’ ) * + 琼脂糖凝

胶电泳后在各泳道的 ((O @E 处观察到 "=>QI:; 的电

泳条带，在 %S(，9SO 和 %(T @E 处分别观察到 QPQ?:;
-%，QPQ?:; 1%，1Q?=# 的电泳条带（图 %）$ !U * L+=%S 细

胞 QPQ?:; -%，QPQ?:; 1%，1Q?=# 与 "=>QI:; 的 ! 比值分

别为 ’$ U3 ] ’$ ’U，’$ UU ] ’$ ’S 和 ’$ US ] UT ] ’$ %’，

!U 细胞 QPQ?:; -%，QPQ?:; 1%，1Q?=# 与 "=>QI:; 的 ! 比

值分别为 %$ %U ] ’$ %9，’$ TO ] ’$ ’T 和 ’$ SO ] ’$ ’T$
与 !U 细胞相比，!U * L+=%S 细胞 QPQ?:; -%，QPQ?:; 1%，

1Q?=# 467/ 表达均降低（& [ ’$ ’O）$
!$ *" 免疫细胞化学检测" 1Q?=# 免疫阳性染色位于

细胞浆$ !U 细胞的免疫阳性细胞较多，染色较深，呈

棕黑色$ !U * L+=%S 细胞的免疫阳性细胞较少，染色较

浅，呈棕黄色$ 与 !U 细胞比较，!U * L+=%S 细胞的 1Q?=
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! 蛋白表达降低（图 !"，#）$

%：&’" ()*+,*；-，.，/：01 2 345-6 细胞；!，7，1：01 细胞$

图 -8 09:;<=&-，:9:;<= #- 和 #:;5! (>’" 表达

"：01 2 -6 细胞中表达；#：在 01 细胞中表达$

图 !8 #:;5! 蛋白表达8 ? !@@

!$ " # 蛋白印迹分析 # 01 2 345-6 细胞的 :9:;<= &-，

:9:;<= #- 蛋白表达降低（图 .）$

-：01 2 345-6 细胞；!：01 细胞$

图 .8 蛋白的表达

$# 讨论

研究表明细胞异常增殖与基因表达及调控异常

有关，基因表达异常与肿瘤的发生、发展及恶性程度

密切相关［7 A /］$ 09:;<= &- 在肿瘤细胞中表达增高，并

与胶质瘤细胞的异常增殖、侵袭和预后有关［1］$ 有研

究报道 :9:;<= &- 在舌癌中异常表达，与舌癌的组织

学分级和淋巴转移有关［B］$ 09:;<= #- 在恶性肿瘤中

也常呈高表达，与肿瘤的恶性程度有关［6 A C］$ #:;5!
能延长细胞寿命，有阻止凋亡的能力，在癌的发生中

起到重要作用$ 近年来发现 #:;5! 在胶质瘤中呈高表

达，基 因 在 肿 瘤 中 的 高 表 达 使 胶 质 瘤 耐 药 性 增

高［-@ A --］，用反义核苷酸封闭 #:;5! 基因表达可抑制

肿瘤细胞的增殖和增加细胞凋亡［-!］$

8 8 01 2 345-6 细胞是我们用 345-6 基因转染 01 胶质

瘤细胞而建立的一个新的细胞系$ 01 2 345-6 细胞具

有表达 345-6 (>’"，分泌 345-6 蛋白及诱导脾细胞生

成 3D’5! 的能力，同时体内致瘤性明显降低$ 本研究

结果表明 01 2 345-6 细胞与亲代 01 细胞相比，:9:;<=
&-，:9:;<= #-，#:;5! 表达下调，E3 降低，说明外源性

345-6 基因可能通过下调细胞增殖相关基因表达来影

响 01 胶质瘤细胞的增殖活性$
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