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somal instability in tet-off DLD1tTA-Cyclin E 
cells ranged from 0.97% to 1.22% (t = 3.81, P > 
0.01). However, the percentages of cells with 
chromosomal instability were 2.41%, 3.63%, 
3.92%, 6.17% and 8.34%, respectively, 1, 3, 5, 7 
and 14 d after the induction of Cyclin E expres-
sion (t = 4.77, P < 0.01)�.

CONCLUSION: Deregulation of cyclin E can 
induce the formation of aneuploidy in human 
colon cancer cell line DLD1, and it also plays 
an important role in the pathway of chromo-
somal instability�.
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摘要
目的: 研究Cyclin E的表达失调对人类结肠
癌细胞系DLD1染色体稳定性的影响. 

方法: 建立四环素调控的Cyclin E稳定表达的
细胞系DLD1tTA-Cyclin E, Western blot 检测
Cyclin E表达. Cyclin E持续稳定表达 1, 3, 5, 7
和14 d后, 对细胞进行DAPI染色, 在荧光显微
镜下计数CIN细胞的百分比. 

结果: Western blot显示, Cyclin E表达在96 h后
达最高峰. Cyclin E表达关闭的DLD1细胞中, 
CIN细胞的百分比波动在0.97%-1.22%之间(t 
= 3.81, P >0.01); 而Cyclin E持续表达1, 3, 5, 7
和14 d后的DLD1细胞中, CIN细胞的百分比分
别为2.41%, 3.63%, 3.92%, 6.17%和8.34%(t = 
4.77, P <0.01).

结论: Cyclin E的表达失调可导致DLD1结肠
癌细胞非整倍体数染色体的形成, 也是造成结
肠癌CIN的重要因素.
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■背景资料
人类结直肠癌是
常见的恶性肿瘤, 
其发病率在逐年
增 加 .  研 究 显 示
85%的结直肠癌
存在异常的染色
体数目, 即非整倍
体的染色体数目
(aneuploidy), 而对
形成这种染色体
不稳定(CIN)的分
子机制尚不清楚. 
在人类仅有数种
相关的癌基因和
/或抑癌基因被证
实与CIN相关.
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Abstract
AIM: To study the influence of stably inducible 
expression of Cyclin E on the chromosomal 
instability in human colon cancer cell line DLD1.

METHODS: Tetracycline-responsive gene-
inducible cell line DLD1tTA-cyclin E was gen-
erated. Western blot was used to examine the 
induction of Cyclin E expression upon removal 
of doxycycline. 4'-6-Diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) staining was performed to detect the 
percentage of cells with chromosomal instability 
1, 3, 5, 7 and 14 d after the induction of Cyclin E 
expression�.

RESULTS: Western blot showed that the peak 
of Cyclin E expression appeared 96 h after in-
duction. The percentage of cells with chromo-
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0  引言

结直肠癌是全球第三大癌症, 也是导致死亡的

第四大恶性疾病. WHO统计, 结直肠癌每年新

增病例约945 000人, 死亡病例约49 200人, 其
5 a总体生存率在发达国家可超过60%, 但在不

发达国家仍低于40%[1-2]. 虽然结肠癌的发病率

在逐年增加, 但其早期诊断仍主要依赖结肠镜

检查的普及和遗传突变筛查的开展[3-5]. 由于大

部分实体肿瘤的发病都与遗传不稳定(gene t ic 
instability)有关, 而导致这些遗传不稳定的基因

各不相同[6-7], 因此, 深入研究人类结直肠癌发病

的分子机制并提高患者术后药物治疗的敏感性

具有重大的临床意义和社会价值[8-9]. 

1  材料和方法

1.1 材料 DLD1tTA细胞系培养于含100 mL/L胎
牛血清的McCoy'5A(Gibco公司)培养基中. 细胞

转染使用Lipofectamine 2000试剂盒(Invitrogen公
司). 将野生型Cyclin E cDNA克隆到pBI载体中四

环素反应启动子下游的多克隆位点处, 产生四环

素诱导Cyclin E表达的载体pBI-cyclin E. 
1.2 方法 建立四环素调控的稳定表达cyclin E的
细胞系DLD1tTA-Cyclin E: 稳定表达四环素反

应元件tTA(tetracycline-controlled transactivator, 
四环素控制的反式作用元件)的人类结肠癌细

胞系DLD1tTA(Tet-Off)购自BD公司, 稳定细胞

克隆的筛选标记为500 mg/L G418(Invitrogen公
司). 野生型Cyclin E的表达载体pBI-cyclin E和含

hygromycin B(Invitrogen公司)筛选标记的表达

载体pTK-Hyg按10∶1的比例共转染DLD1tTA
细胞系, 转染24 h后, 用250 mg/L hygromycin B, 
500 mg/L G418和0.5 mg/L doxycycline(Sigma公
司)筛选2-3 wk, 其间保持细胞密度在10%-25%左

右, 每隔2-3 d更换培养基和筛选抗生素. 
1.2.1 Western blot 培养细胞用预冷的PBS溶液漂

洗2次, Laemmli缓冲液(62.5 mmol/L Tris-HCl (pH 
6.8), 100 mL/L甘油, 10 g/L SDS, 50 g/L 2-巯基乙

醇, 0.25 g/L溴酚蓝)裂解细胞, 蛋白质定量后每份

样品取40 µg总蛋白于100 g/L SDS-PAGE凝胶中

分离, 转移到PVDF膜上进行免疫杂交. 一抗为小

鼠Cyclin E和兔b-Actin多克隆抗体, 二抗为相应

的HRP标记的抗鼠和抗兔IgG抗体, ECL发光显影

(Santa Cruz公司). 

1.2.2 细胞核DAPI染色 待染色的细胞培养于特

殊载玻片上, 细胞完全贴壁后, PBS溶液漂洗细

胞3次, 40 g/L甲醛在室温下固定细胞5-20 min, 
PBS溶液洗去固定液, DAPI(4', 6-diamidino-2-
phenylindole hydrochloride)染液于37℃避光染色

30 min后, PBS溶液漂洗细胞3次, 用含DAPCO(1, 
4-diazabicyclo-2(2, 2, 2) octane)的盖玻片覆盖细

胞, 在荧光显微镜下观察染成蓝色的正常和异常

的细胞核形态. 
1.2.3  CIN细胞计数  将稳定诱导Cyclin E表达的

细胞系DLD1tTA-Cyclin E(Tet-Off)接种于10个
10 cm细胞培养皿中, 其中5个培养皿持续使用

0.5 mg/L四环素以关闭Cyclin E的表达, 另外5
个培养皿在细胞贴壁后充分洗脱四环素以开放

Cyclin E的表达. 分别于1, 3, 5, 7和14 d后平行收

集Cyclin E表达前后的细胞进行DAPI染色, 在63
倍油镜下, 随机连续计数2000个细胞, 计算其中

CIN细胞的百分比, 每组细胞按双盲法计数3次, 
计算微核(micronuclei)产生的平均百分比..

统计学处理 用SPSS 10.0统计软件进行数据

的处理,  组间比较采用t检验.

2  结果

2.1  Cyclin E的稳定诱导表达  将hygromycin B和
G418耐受细胞克隆种植于7-8个10 cm细胞培养

皿中, 用HBSS液充分漂洗3-5次, 以充分洗脱四

环素再分别于0, 12, 24, 36, 48, 72和96 h后收集

细胞总蛋白, 用Western blot检测耐受细胞克隆中

Cyclin E的稳定诱导表达. 结果显示, 自洗脱四环

素后12 h开始, Cyclin E的表达逐渐增加, 在96 h
时达到最高峰. b-actin蛋白作为加样对照(图1). 
2.2 CIN的细胞核形态 CIN的细胞核是指在细胞

不正常分裂后产生的游离于原细胞核外周的直

径不超过原细胞核1/3的圆形的、含染色体的细

胞核部分, 又称为微核[10-13]. 用DAPI染色可以使

细胞核内染色体在荧光显微镜下发出蓝色荧光, 
因而可以显示细胞核的形态(图2). 图中显示了

CIN的细胞中游离于原细胞核之外的染色体成

分(箭头所指). 

DLD1tTA-Cyclin E

  0    12   24   36   48   72   96    Dox (h)

 Cyclin E

 b-actin

图  1  四环素调控的cyclin E稳定诱导表达.

■应用要点
本研究初步发现 
细胞周期调控蛋
白cyclin E的表达
失调与人类结直
肠癌CIN相关, 这
对深入研究人类
结直肠癌发病的
分子机制并提高
患者术后药物治
疗的敏感性具有
重要的临床意义
和社会价值.



图  2  染色体不稳定的细胞核形态. A: 染色体稳定细胞核
对照; B: 染色体不稳定细胞核形态(箭头所指).
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2.3 Cyclin E诱导表达前后CIN细胞百分比 四环

素关闭Cyclin E表达的DLD1细胞中, CIN细胞

的百分比波动在0.97%-1.22%之间(P >0.01); 而
洗脱四环素诱导Cyclin E表达1, 3, 5, 7和14 d后, 
CIN细胞的百分比分别为2.41%, 3.63%, 3.92%, 
6.17%和8.34%, 即Cyclin E的过表达增加了CIN
的细胞百分比, 并随着细胞的有丝分裂的累积, 
这些CIN的细胞总数和百分数也将增加更明显. 
统计学分析组间差异有显著性(P <0.01).

3  讨论

多年来, 研究者认为癌症的主要特征是遗传不

稳定, 而这种遗传不稳定表现在2个不同水平: 
一是表现在核苷酸水平的遗传不稳定, 即出现

一些核苷酸的碱基替换、缺失和插入[14-15]; 二
是表现在染色体水平的遗传不稳定, 即出现整

个染色体或染色体的大部分缺失和/或获得, 这
也是绝大部分实体肿瘤的特征[16-17]. 发生在调

节细胞生长、分化、代谢和血管生成的关键基

因(如癌基因和抑癌基因)的遗传不稳定, 将改

变这些基因的表达和转录, 促使细胞具有选择

生长的优势, 因而诱发肿瘤的生成和进展[18-19]. 
人类结直肠癌也具有遗传不稳定的基本

特征 [20]. 研究发现, 大约15%的结直肠癌表现

为核苷酸水平的遗传不稳定 ,  即因错配修复

基因h M L H1和/或h M S H2的失活导致的错配

修复缺陷(mismatch repair deficiency, MMR). 
M M R功能失活使细胞基因组易感于突变, 特
别是那些简单重复序列, 又称为微卫星不稳定

(microsatellite instability, MIN或MSI)[21-22]. 具
有MIN的结直肠癌细胞在核苷酸水平的突变率

高于正常细胞的100-1000倍, 尽管如此, MIN结

直肠癌细胞的染色体数目仍是二倍体(diploidy)
或接近二倍体. 然而, 85%的结直肠癌和其他

大部分的实体肿瘤并不表现为MIN, 而表现为

异常的染色体数目, 即非整倍体的染色体数目

(aneuploidy), 体外培养这些细胞的单细胞克

隆时发现 ,  这些细胞的染色体丢失和/或获得

的机率极高, 并导致细胞与细胞之间染色体核

型的巨大差异, 这种类型的遗传不稳定被称为

CIN(chromosomal instability, CIN)[23-25]. 与MIN
不同的是, CIN结直肠癌细胞通常不存在核苷

酸水平的遗传不稳定, 因此, 理论上认为MIN和

CIN不可能在结直肠癌中同时存在, 他们是导

致结直肠癌发生的2个独立机制, 而CIN是大多

数散发型实体肿瘤发生的优势机制[26]. 目前的

研究认为, CIN不是指染色体的部分或全部丢

失和/或获得的状态或肿瘤细胞中非整倍体的

染色体数目, 而是指染色体的部分或全部丢失

和/或获得的机率. 研究显示, CIN细胞在每次细

胞分裂时, 每条染色体有1%的机率出现CIN, 而
MIN细胞的机率极低甚至检测不到. 同时CIN
的存在促使细胞迅速获得导致肿瘤形成的关键

遗传改变, 如肿瘤抑制基因的杂合性丢失(loss 
of heterozygosity, LOH)和/或癌基因的有效扩

增[27]. 在酵母细胞的研究中已经发现, 有100多
种基因的突变可以导致CIN, 这些基因主要涉

及染色体代谢、纺锤体形成、细胞周期调节和

有丝分裂控制有关, 但在人类肿瘤细胞只有少

数基因如hBUB1, BRCA1和hMAD2被证实与

CIN有关[28]. 
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图  3  Cyclin E诱导表达前后染色体不稳定细胞核计数.
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人类Cyclin E蛋白是1991年后发现的与细

胞周期密切相关的蛋白, 他的表达在细胞周期

不同时相差异很大, 在G1晚期和临近S期表达

达到高峰, 当细胞进入分裂期后, Cyclin E蛋白

被迅速降解, 因此Cyclin E的关键功能是调节细

胞周期从G1期进入S期, 即DNA合成期[29]. 实验

证实, Cyclin E的表达异常与多种恶性肿瘤的形

成相关, 在这些恶性肿瘤中Cyclin E基因明显扩

增并使Cyclin E蛋白在细胞周期的各个时相都

高表达[30-31]; 在转基因鼠的乳腺组织中过表达

Cyclin E可明显导致相关组织的增生和肿瘤形

成[32]. 
本实验研究Cyclin E蛋白的过表达是否导

致结肠癌细胞CIN的发生. DLD1细胞系是具

有二倍体染色体数目的、染色体稳定的人类

结肠癌细胞系, 我们用四环素控制的稳定诱导

Cyclin E表达的系统, 在DLD1细胞中稳定过表

达Cyclin E蛋白2 wk, 结果发现Cyclin E蛋白的

稳定过表达可以导致DLD1细胞异常染色体的

出现(即微核的形成), 并且随着表达时间的延

长, 发生CIN细胞的百分比明显增加. 由于这种

CIN细胞必然存在调节细胞生长和分化关键基

因的缺失或功能改变, 因而可以促使细胞的恶

性转化. 我们认为Cyclin E可以导致结肠癌细胞

的CIN, 并维持这些CIN的细胞克隆能够随着细

胞分裂周期的增加而增加. 由于Cyclin E是控制

细胞周期从G1期向S期转移的关键蛋白, 在多

种人类肿瘤中发现有Cyclin E的高表达, 因此

一些研究认为, Cycl in E是与细胞恶性增生相

关的癌基因. 但是, 在人类结直肠癌中, 没有发

现Cyclin E基因拷贝数的增加, 也只有约30%的

患者存在Cyclin E蛋白的表达或活性增加, 但
Cyclin E蛋白表达的增加与患者的肿瘤分级和

预后无关. 我们推论Cyclin E虽然不能评估结直

肠癌的预后, 但他可能是结直肠癌发生早期事

件中的重要因素, 他是人类结直肠癌CIN形成

的关键基因之一[33]. 
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 

1 征文内容

会议征集的论文内容包括: (1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; (2)消化系统肿瘤

的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; (3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; (4)慢性

肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; (5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状; (6)消化疾病

在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室.

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951.
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