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摘　要:目的　研究细胞周期对肿瘤坏死因子 (TN F)诱导H ela细胞凋亡的影响。方法　通过

胸腺嘧啶核苷酸 (T dR )阻断法阻滞H ela 细胞的细胞周期,以M T T 法、流式细胞术和荧光染色分

析 T dR 阻滞细胞和周期化的H ela 细胞对 TN F 诱导凋亡的敏感性。结果　T dR 阻滞细胞周期较

周期化的H ela 细胞对 TN F 诱导的凋亡的敏感性降低。结论　揭示 TN F 诱导H ela细胞凋亡与细

胞周期有关。
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Abstract: Objective To study effect of cell cycle in H ela cells to apop to sis induced by tum o r necro sis

facto r. M ethods H ela cells w as arrested by cell cycle2b lock ing drug T dR. H ela cells in arrest ing and cycling

w ere trea ted w ith tum o r necro sis facto r. Cell apop to sis w as eva lua ted by M T T assay, f low cytom etry and

fluo rescen t sta in ing. Results H ela cells by cell cycle arrest becam e low er sen sitve to TN F2induced apop to-

sis. Conclusion It suggested tha t H ela cells to apop to sis induced by tum o r necro sis facto r m ay be rela ted to

cell cycle.
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　　肿瘤坏死因子 ( tum o r necro sis facto r, TN F)是

由活化的巨噬细胞和单核细胞分泌的多肽类细胞因

子,具有多种生物学活性,广泛参与细胞扩增、分化

和死亡等多种细胞调节进程。已往的研究表明,

TN F 在体外能诱导某些正常细胞和大多数肿瘤细

胞株 (包括H ela 细胞株)凋亡。研究和探讨 TN F 诱

导肿瘤细胞凋亡及其调节机理,具有重要的病理生

理意义和肿瘤治疗价值。本文观察了细胞周期对

TN F 诱导H ela 细胞凋亡的影响。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂　R PM I21640培养基 (Gibco 产品) ,

小牛血清 (超级,杭州四季青生物工程公司产品) ,重

组人肿瘤坏死因子2Α ( rhTN F2Α, Sigm a 产品 )

Hoech st33258 荧光染料 (Sigm a 产品) , 碘化丙啶

(P I, Sigm a 产品) ,四唑盐 (M T T , F luka 产品) ,胸腺

嘧啶核苷酸 (T dR , Sigm a 产品) ,余为国产分析纯试

剂。

1. 2　细胞培养与细胞株　H ela 细胞株引自中国科

学院上海细胞生物研究所。培养基为含 10%小牛血

清及青霉素 (100uöm l)、链霉素 (50Λgöm l)的R PM I2
1640培养基,于 37℃、5% CO 2 条件培养。

1. 3　细胞周期的阻断　采用胸腺嘧啶核苷酸阻断

法。向对数生长期H ela 细胞培养基中加入终浓度

2mm o löL T dR 继续培养 18～ 20h, 阻断细胞周期

(以下称 T dR 阻滞细胞)。

1. 4　流式细胞仪分析　参照N ico let t i等[ 1 ]的方法

进行。RNA 酶处理后 P I染色, EP ICSXL 型流式细

胞仪分析。

1. 5　M T T 法检测　参照L att im e 等[ 2 ]的方法进

行。

1. 6　Hoech st 33258 荧光染色[ 3 ]收集细胞后滴片,

Hoech st33258荧光染色,在荧光镜下观察。正常细胞

的DNA 结构均匀,荧光表现为弥散均匀; 凋亡细胞核

固缩, DNA 浓缩并向核膜靠近,荧光表现为块状或点

状。计数 200个细胞,计算凋亡细胞百分比。
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2　结果

2. 1　M T T 法检测　取 T dR 阻滞细胞和正常培养

的 (以下称周期化细胞)H ela 细胞,分别用不同浓度

TN F 处理 48h 后, 进行M T T 法检测。结果显示

TN F 对 T dR 阻滞的H ela 细胞的生长抑制作用较

周期化细胞减弱, T dR 阻滞细胞对 TN F 的细胞毒

作用的抗性增加,见图 1。

图 1　TN F 诱导 T dR 阻滞和周期化H ela

细胞生长的抑制作用 (n= 5)

2. 2　Hoech st33258荧光染色　T dR 阻滞细胞和周

期化 H ela 细胞分别用 2ngöL TN F 处理不同时间

后,进行Hoech st33258荧光染色。细胞凋亡计数结

果见图 2。图 3 为 TN F 处理 48h 的Hoech st33258

荧光染色结果。图 2和图 3表明, T dR 阻滞的H ela

细胞对 TN F 诱导凋亡的敏感性较周期化细胞降

低。

图 3　TN F 诱导 G1期和正常H ela细胞

凋亡的荧光染色 (×40)

A :正常对照; B: T dR 阻滞细胞用 TN F 处理 48h; C:周期化细胞用 TN F 处理 48h

2. 3　流式细胞仪分析　T dR 阻滞细胞和周期化

H ela 细胞分别用 2ngöL TN F 处理 48h 后, 流式细

胞仪进行DNA 含量分析表明, T dR 阻滞细胞的

H ela 细胞对 TN F 诱导凋亡的敏感性降低,见图 4。

图 2　TN F 诱导 T dR 阻滞和周期化H ela

细胞凋亡的荧光染色计数 (n= 5)

图 4　TN F 诱导 G1 期和正常H ela细胞

凋亡的流式细胞仪分析结果

A : 正常对照; B: 周期化细胞用 TN F 处理 48h; C: T dR 阻

滞细胞; D: T dR 阻滞细胞用 TN F 处理 48h。

3　讨论

在诱导肿瘤细胞凋亡方面,细胞毒因子和抗癌
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药物是研究的重点。TN F 在体外显示出细胞毒性,

并且不同肿瘤细胞株对 TN F 诱导的细胞死亡显示

出不同的敏感性,约 40%的肿瘤细胞株表现出生长

抑制或细胞溶解[ 4 ]。虽然在几个模型中可观察到细

胞坏死, 但一般认为 TN F 的细胞毒作用最初是以

诱导细胞凋亡的形式发挥作用[ 5 ]。TN F 诱导敏感细

胞凋亡的机理,被认为是通过与靶细胞膜上特异性

的 TN F 受体 (TN FR s)结合后,触发细胞内信号转

导而启动凋亡机制[ 6 ]。

关于细胞凋亡与细胞周期的关系的研究已有些

报道。如 T 淋巴细胞或自然杀伤细胞介导的细胞杀

伤、生长因子去除、糖皮质激素诱导的 T 2细胞凋亡
等,对静止期细胞或周期化细胞的任何时相的作用

都是等同的。另一方面,依赖细胞周期的细胞凋亡已

在其他一些模型中观察到,如某些药物作用于肿瘤

细胞株引起的凋亡[ 7 ]和 T 2细胞受体参与的 T 2细胞
凋亡。这些观察提示不同的细胞需求导致细胞凋亡

的最终途径有两种截然不同的机制,其中之一要求

在细胞周期的某一精确时相传递死亡信号。TN F 介

导的细胞杀伤亦要求细胞处于正确的细胞时相。较

早的研究显示, TN F 敏感的细胞死于有丝分裂的后

期, 并且使细胞处于静止状态能增强 TN F 的细胞

溶解效果。后来的研究显示 TN F 的细胞毒性是同

细胞周期相关连的[ 8 ] ,并且 G1 期抑制剂可增加细胞

对 TN F 的抗性[ 2 ]。基于细胞大小和细胞周期状态的

相关性分析, TN F 或产生 TN F 的毒性细胞在整个

细胞周期仅杀伤一部分靶细胞[ 9 ]。Sh ih 等[ 10 ]的研究

显示 TN F 诱导W EH I细胞凋亡是同细胞周期事件

相连系的,并发现W EH I靶细胞接受 TN F 细胞毒

信号主要是在 G12S期。本文采用 T dR 阻断法阻滞

细胞周期的原理是: T dR 是细胞DNA 合成不可缺

少的前体,但向培养基中加入过量的 T dR , 能形成

过量的三磷酸腺苷,后者能反馈抑制其他核苷酸的

磷酸化,从而阻抑DNA 合成。本文结果显示, T dR

阻断H ela 细胞周期后,细胞对 TN F 诱导凋亡的敏

感性降低,提示 TN F 诱导H ela 细胞凋亡与细胞周

期有关。

凋亡是同许多基因如 c2m yc和p 53等被激活有

关,而这些基因是细胞周期依赖性表达并介导细胞

从静止到扩增的转变。同样一些关键蛋白激酶和周

期蛋白被确认是细胞周期各时相的转变的调节因

子。已有研究表明, TN F 在诱导H ela 细胞凋亡过程

中,核 c2m yc和Cyclin D 3 起着重要的作用[ 11, 12 ]。本

实验的结果可解释为, TN F 通过与H ela 细胞膜上

的 TN FR s结合后, 触发细胞内信号转导而启动凋

亡机制。同时由于细胞周期化被阻断,可能涉及到某

些同细胞周期事件相连系的基因如 c2m yc、p 53 和

关键蛋白激酶等激活受阻,抑或某些细胞周期蛋白

如Cyclin D 3 等表达受抑制,从而导致 T dR 阻滞细

胞周期的 H ela 细胞对 TN F 诱导凋亡的敏感性降

低,其确切机理有待进一步研究。
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