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摘要 　目的 :研究反义细胞周期蛋白 (cyclin A)基因对舌癌细胞周期的调控作用 ,为 cyclin A 在基因治疗方面提供理

论基础。方法 :采用阳离子脂质体转染方法将已构建成功含人全长 cyclin A(1177 kb)的反义真核表达载体 pAS-A 导

入舌癌细胞系 (Tca8113) ,经 G418 选择性培养液筛选 ,获得阳性克隆细胞 ,通过细胞原位杂交检测 cyclin A 基因的稳

定转染情况。结果 :pAS-A 成功转染进入 Tca8113 ,转染后细胞内 cyclin A mRNA 的转录和蛋白表达明显降低。结

论 :反义 cyclin A 基因稳定有效的在 Tca8113 细胞系中表达。
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Abstract
Objective :The aim of this study is to investigate the relationship between cyclin A and cycle regulation of squamous cells car2

cinoma of tongue , and to provide basis for cancer gene therapy.Methods : Eukaryocyte expression vector (pAS-A) containing anti-

sense and the full-length human cyclin A complementary DNA (cDNA) (1. 77 kb) was constructed and was transferred into squa2
mous carcinoma of the tongue cell line (Tca8113) by Lipofect AMINETM introduction. The positive cell clones were selected with

G418. Transcription of Neo gene mRNA and cyclin A mRNA were determined by in situ hybridization. The stable expression of

anti- sense cyclin A in the Tca8113 cell line was determined using immunohistochemical methods. Results : After G418 selection ,

cells transferred anti- sense cyclin A were obtained successfully. The positive cells of in situ hybridization of specific- stained Neo-

probe were observed in cells transferred eukaryocyte expression vector. The positive cells of in situ hybridization of cyclin A in

cells transferred anti- sense cyclin A were significantly fewer than those in cells transferred cyclin A. The positive rate of cyclin A

immunohistochemical stain in cells transferred anti- sense cyclin A was significantly lower than that in cells transferred cyclin A.

Conclusion :Human anti- sense cyclin A gene is stably expressed in the Tca8113 cell lines.
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　　细胞周期蛋白 A (cyclin A) 属于 DNA 合成期的

特征性细胞周期蛋白 ,是 S 期主要的调节蛋白1
,

当细胞由 G1 →S 期时 ,cyclin A 的合成增加 ,在哺乳

细胞 DNA 复制中占重要地位 ,具有有丝分裂的作

用 ,存在于细胞的胞核内 ,与细胞的增殖、肿瘤的发

生具有极其重要的关系 2 。反义 RNA 主要作用是

通过碱基互补方式与 mRNA 分子特异性的互补结

合形成双链 RNA 杂交体 ,特异的同相应靶基因结

合 ,阻止其转录或翻译 ,本实验运用反义 RNA 技术

原理 ,将已构建成功的反义 cyclin A 基因作为目的

基因 ,转染入人舌癌细胞系中 ,使新建立的舌癌细

胞系中 cyclin A 的表达减少 ,以期达到抑制舌癌细

胞的目的 ,为反义 cyclin A 在基因治疗方面提供实

验依据。

1 　材料和方法

1. 1 　主要材料

pCycA质粒由美国 Dr. Tony Hunter 惠赠 ,内部含人类
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cyclin A 的 cDNA 全长片段 (约 1177 kb) ,克隆于质粒载体

pGEM-4Z的 EcoR Ⅰ酶切位点上 ;pcDNA311 真核表达载体和

pBCMGSNeo 质粒由第四军医大学病理教研室王哲博士惠

赠 ;舌癌细胞株 Tca8113 来源于第四军医大学生物学教研

室 ;cyclin A 多克隆抗体购自 DAKO 公司 ; G418 和 Lipofect

AMINETM均购自 GIBCO 公司。

1. 2 　pAS-A 表达载体的构建 3

根据真核表达载体 pcDNA311 上的多克隆位点和

cyclin A的 cDNA 质粒酶切位点图谱 ,选定 EcoR Ⅰ做单酶切 ,

回收所需要的片段并纯化 ,按照载体与插入片段为 1∶3 的

比例 ,取适量去磷酸化的线性化载体 pcDNA311 和 cyclin A

cDNA全长片段 ,加 T4DNA 连接酶于连接反应体系中 ,15 ℃

连接过夜 ,然后用 Nhe Ⅰ酶切重组质粒根据所切出的片段

大小 ,判定 cyclin A 已成功反向插入真核表达载体中 ,命名

为pAS-A。

1. 3 　基因转染和克隆筛选

采用脂质体载体 (LipofectAMINETM ) 将 pAS-A 导入

Tca8113 细 胞 , 转 染 72h 后 , 改 换 含 G418 400 mgΠL 的

RPMI1640完全培养液 ,37 ℃5 %CO2 条件下培养 ,20 d 后绝

大多数细胞死亡 ,收集 G418 抗性的克隆细胞 ,扩大培养并

制备细胞爬片 ,4 %多聚甲醛 ( PFA)ΠPBS(pH 714) 中固定 30

min ,梯度酒精脱水 ,晾干 ,-20 ℃保存备用。同时用常规方

法培养舌癌细胞 Tca8113 作为对照组。

1. 4 　Neo 基因探针的制备

用碱裂解法小量提取 pBCMGSNeo 质粒 ,经 Xba Ⅰ和

Hind Ⅲ双酶切后得到 119 kb 和 1216 kb 两条片段 , Glassmilk

回收 119 kb 的片段 ,即获得 Neo 基因。用随机引物法标记

探针。

1. 5 　原位杂交

细胞爬片经 013 %Triton X-100ΠPBS ,012 molΠL HCl 及蛋

白酶 K处理 ,012 %甘氨酸终止反应 ,4 %PFA 后固定 ,梯度

酒精脱水干燥。

1. 5. 1 　转染后细胞鉴定 　分别滴加热变性后经地高辛标

记的 Neo 探针于转染后细胞与对照组细胞上 ,42 ℃杂交过

夜 ,分别用 2 ×SSC ,1 ×SSC ,015 ×SSC 充分漂洗 ,2 %正常羊

血清封闭 , 滴加标记碱性磷酸酶抗地高辛抗体 ( Anti-

DIG-AP ,1∶200) ,37 ℃温育 2 h ,buffer Ⅰ、buffer Ⅲ充分漂洗后

NBTΠBCIP暗处显色 4～24 h ,TE终止反应 ,梯度酒精脱水 ,二

甲苯透明封片。光镜下观察若有紫蓝色颗粒样杂交信号即

表明反义 cyclin A 基因已成功转染入细胞中。

1. 5. 2 　转染后细胞 cyclin A 基因表达 　分别滴加热变性后

经地高辛标记的 cyclin A 探针于转染后细胞与对照组细胞

上 ,42 ℃杂交过夜 ,分别用 2 ×SSC ,1 ×SSC ,015 ×SSC 充分

漂洗 ,2 %正常羊血清封闭 ,滴加标记 Anti-DIG-AP ,37 ℃温

育 2 h ,buffer Ⅰ、buffer Ⅲ充分漂洗后 NBTΠBCIP 暗处显色 4～

24 h ,TE终止反应 ,梯度酒精脱水 ,二甲苯透明封片。光镜

下观察 cyclin A 基因阳性表达表现为细胞胞核内可见紫蓝

色杂交信号。

1. 6 　免疫组化检测 cyclin A 蛋白表达

细胞爬片经 3 %H2O2ΠPBS ,013 %Triton X-100ΠPBS 处理

后用正常羊血清封闭 30 min ,加 cyclin A 多抗 (1∶500) ,置于

4 ℃过夜 ,室温下复温 1 h 后滴加生物素化羊抗兔 IgG,37 ℃

反应 30 min ,ABC复合物内 37 ℃孵育 30 min ,DAB 显色 ,梯

度酒精脱水 ,二甲苯透明、封片。光镜下观察阳性结果应为

细胞胞核中分布有棕黄色颗粒。

2 　结 　　果

2. 1 　基因转染细胞及其筛选情况

经 400 mgΠL G418 选择 4 d 后 ,培养细胞中开始

出现大量死亡细胞 (图 1) ,8 d 后存活细胞基本稳

定 ,为在转染细胞中稳定表达 Neo 基因 ,在 100

mgΠL G418 存在的环境中继续生长 ,逐渐增殖形成

克隆细胞 (图 2) ,对照组舌癌细胞经 400 mgΠL G418

选择培养 6 d 全部死亡 ,初步鉴定 pAS-A 转染进入

舌癌细胞系中。

图 1 　400 mgΠL G418 选择培养 3 d 后大量细胞核固缩悬浮死亡

　倒置显微镜　×100

图 2 　100 mgΠL G418 继续培养 15 d 后转染 pAS-A 基因的细胞

形成克隆　倒置显微镜　×100

2. 2 　转染后细胞鉴定

在转染细胞中有紫蓝色颗粒样阳性杂交信号

(图 3) ,对照组舌癌细胞为阴性 ,确切鉴定 pAS-A 已

成功导入舌癌细胞 ,将其命名为 TcaΠAS-cyclin A。
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图 3 　转染细胞中 Neo 探针表达阳性　ISH　×200

2. 3 　cyclin A 基因表达

TcaΠAS-cyclin A 细胞和对照组 Tca8113 细胞的

胞核及核仁内虽然均可见紫蓝色阳性杂交信号 ,但

TcaΠAS-cyclin A 细胞中阳性颗粒明显少于 Tca8113

细胞 ,证明 TcaΠAS-cyclin A 细胞中 cyclin A mRNA 表

达明显下降 (图 4、5) 。

图 4 　对照组 Tca8113 细胞核内 cyclin A mRNA 表达　ISH　×200

图 5 　转染细胞胞核内 cyclin A mRNA 表达降低　ISH　×200

2. 4 　cyclin A 蛋白表达

对照组 Tca8113 细胞胞核中有棕黄色颗粒分

布 ,但核仁不着色 ,TcaΠAS-cyclin A 细胞中阳性信号

较少 ,证明 TcaΠAS-cyclin A 细胞中 cyclin A 蛋白降

低表达 (图 6、7) 。

3 　讨 　　论

迄今为止 ,许多的研究表明 ,肿瘤的发生与细

胞周期的调控异常密切相关 ,细胞周期信号通道的

失控是癌变发生的重要因素 ,因此 ,有关细胞周期

的研究日趋成为热点 ,目前一些 cyclins 已被证实为

原癌基因 ,它们的过度表达和错误调控均可引起细

胞由正常向恶性的转化。其中 cyclin A 在 G1 →S 期

转化中起着非常重要的作用 ,是 S 期的特征性细胞

周期蛋白 ,人的 cyclin A cDNA 全长约 1177kb ,由

432 个氨基酸组成 ,其中 210～295 位氨基酸为保守

序列 ,称为“cyclin box”,靠近 N 端 47～55 位氨基酸

序列称为“destruction box”,在 M 期通过“ubiquitin

(泛素)”途径降解 4 。国外文献报道 cyclin A 在多

数肿瘤中有高表达 ,如肝癌 5 ,肺癌 6 等。

　　图 6 　对照组 Tca8113 细胞胞核内 cyclin A 蛋白表达　IHC

　×200

图 7 　转染细胞胞核内 cyclin A 蛋白表达降低　IHC　×200

核酸转染是将目的基因通过生物化学或生物

物理学方法介导进入真核细胞的过程。本实验采

用阳离子脂质体介导 DNA 转染的方法。因为大部

分转染方法均存在着一些弊端 ,如细胞毒性、重复

性差、使用不方便、效率不高等 ,而阳离子脂质体介

导的转染则不同 ,它容易得到重复性结果 ,并能使

大多数真核细胞获得暂时性高表达 ,且所需 DNA

量较少 7 。

随着反义技术的出现为肿瘤的基因治疗开辟

新途径 ,反义技术将特异性的抑制相应癌基因的过

度表达来抑制肿瘤细胞的增殖 ,通过利用反义核酸

在转录和翻译水平阻断某些异常基因 (通常是癌基
(下转第 293 页)
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功能需要协同作用。本实验的组织学观察证明 ,在

弱激光照射侧 ,破骨活动与成骨活动均活跃于对照

侧。对破骨细胞的析因分析显示 ,照射侧破骨细胞

中数目大于对照侧 ( P < 0105) ,与对照侧相比 ,照射

侧各组破骨细胞数目变化以 3、5、7 d 有统计学意义

( P < 0105) 。从时间因素分析 ,照射侧破骨细胞的

活动均早于对照侧。对牙齿移动距离的测量进一

步表明 ,经弱激光照射侧兔上颌第一磨牙近中移动

的速度快于对照侧。实验的结果证实弱激光的局

部照射促进了正畸的骨改建。分析其机制认为 ,首

先弱激光的照射促进了正畸牙周组织的血管化作

用 ,其次促进了牙周组织中细胞的活化与增殖。牙

周组织中细胞的活化与增殖涉及到激素、炎症因

子、细胞因子、生长因子等一系列复杂的调节过程 ,

有待于进一步的研究探讨。

本实验应用的 He-Ne 和 CO2 激光都属于红外

光谱 ,但二者在波长、功率密度上差别较大。He-Ne

激光器出现最早 ,使用也较普遍 ,CO2 激光器在理

疗方面也有很多的应用。但这两种弱激光照射有

促进慢性皮肤溃疡愈合 ,新生上皮覆盖 ,无瘢痕形

成的效果 ,而且都有加速骨折愈合的作用 5 。由于

CO2 激光有良好的热效应 ,He-Ne 激光则穿透力强 ,

生物刺激作用良好 ,二者的结合应用在吉林大学口

腔医院激光室对各种炎症、创伤的治疗中均收到满

意的疗效。为此 ,本实验选择了 He-Ne 和 CO2 激光

的共同照射的方法。

从 60 年代弱激光器诞生以来 ,弱激光在医学

临床上的应用取得了满意的效果。但其治疗作用

的机理至今仍在探索之中。弱激光局部照射的方

法若能应用于正畸临床 ,将有着使用方便 ,易于为

患者接受 ,无副作用 ,效果好的特点和便于临床上

推广的应用前景。
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因) 的表达 ,使反义 RNA 与相应的 mRNA 形成双
链 ,阻断 mRNA 的翻译 ,以期达到阻断肿瘤细胞内
的异常信号转导 ,使癌细胞降低增殖或进入正常分
化轨道。许多学者通过用反义基因抑制癌基因表
达或自分泌生长因子的分泌或封闭其受体来研究
对肿瘤生物学特性的影响 ,已取得实验成果。本实
验采用阳离子脂质体介导的转染方法将通过反义
技术构建的反义 cyclin A 转染入人舌癌细胞 ,并使
其在舌癌细胞中稳定有效的表达 ,经过检测同时发
现转染前后的细胞间有明显差异 ,转染前细胞内
cyclin A mRNA 和 cyclin A 蛋白均较转染后的细胞
高表达 ,说明舌癌细胞中转染入反义 cyclin A 后有
一定的抑癌作用 ,为以后进一步研究反义 cyclin A

与肿瘤的关系奠定一定的基础。
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