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P5 1N I 4 K”对人黑色素瘤细胞周期及

Gl 期相关调控基因的影响
签

刘 军 童迎凯 柳惠图“ 张 伟 高 萍
(北京师范大学生命科学学院细胞所

,

教育部细胞增殖与调控生物学重点实验室
,

北京 l X() 8 75 )

摘要 人黑色素瘤细胞 A 375 是 1P 5l N4K “缺失细胞系
,

通 过细胞转染技术将外源

P 15 , N4K b e n啾 转染月 7 5 细胞
,

经 CP R 和 we
s te m b l o t 检测

,

证明构建了 P一5 , N4K b
稳定表

达细胞模型 M H 6K
.

流式细胞光度术结果显示
,

与对照组 M cL Z 相 比
,

M H 6K 细胞 lG

期升高 n %
,

S 期下降 14 %
.

利用 dT R
一

魄 0 同步法所得同步的 M ll 6K 和 M忧 2 的 M

期细胞比例分别达到 89
.

1% 和 76
.

8%
,

而 G l
期的比例分别为 74

.

3 % 和 7 6
.

4%
.

3 H
-

dT R 掺入 的结果显示
,

M u K 6 从 lG 期进入 S 期的时间比 ML CZ 延长 Z h
,

并且掺入强

度明显减弱
.

进一步探讨 1P l5 N 4K b
对 lG / s 相关调控基因的影响

,

发现 G ;
期的 M LIK 6

细胞在诱导 咫7 表达升高的同时
, C
yc l in DI

,

Cd K4
,

cy icl nE 和
e ~

m y c 的蛋 白水平均降

低
,

其中 cy icl n D I 的抑制在晚 G l
期附近最显著

,

而对 cy icl nE 的抑制则在 lG / s 转换处

表现突出
,

癌基因
C 一

my
c
表达受到明显抑制并贯穿于 G l

~ s 全部时间进程 中
.

说 明

P 15 ,N4K b是通过对 G l
期不同阶段细胞周期引擎分子

。 y e l i n D I
,

C dK4
, e” ri n E 和癌基因

c 一

myc 的抑制及增加 C n 咫 7 延缓了 lG / s 进程
.

关键词 H S

~
C EJ 细胞周期 lG 期相关基因表达 细胞同步化

1P l5
N4K b
是细胞周期蛋白激酶抑制因子 c KI ( cyc li n

一

d e详 I ld e n t ik asn
e ihn iib otr )中 IN K4 家族成

员【’ 〕
.

IN4K 家族抑制的靶蛋 白均为
。
yc iln D

一

c D4K 6/ 复合物图
.

目前认为 NI 4K 家族成员包括

P15 , N4K b 、 P一6 , N4K
a 、

P l s IN4K
·

和 P 19 ,

阴
d [ 3〕

,

1艺们在细胞周期 e l / s 进程 中发挥作用
,

导致增殖失控
、

细胞转化甚至引起凋亡 [’]
.

在众多的实体瘤和肿瘤细胞系中
,

不 同程度地存在着 1P l5
N4K “基因

的缺失
、

启动子点突变或高甲基化图
.

但 P巧NI 4K b的作用除了与
。yc u nD

一

c DK4 / 6 结合导致 pbR

磷酸化水平降低外 s[]
,

下游事件
,

特别是在 G l
期至 s 期的不同时间进程中

,

其作用特性与机理

均尚未见报道
.

我们利用 P巧NI 4K “
基因缺失的人黑色素瘤 3A 75 细胞构建了 P巧NI 4K “

高表达细

胞模型
,

通过高效率的同步化技术
,

检测了 1P l5 N 4K b
基 因对 G l

s/ 进程有关的调控 因子的影响
.

2X( X)
.

o l一 7 收稿
,

2X( X)
.

03砚 收修改稿
,

国家自然科学基金 (批准号
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、

北京市自然科学基金 (批准号
: 7% 100 1 )

、

国家重 点基础研究项 目 (批准号
:

199 如5 300 1) 和高等学校博士学科点专项科研基金 (批准号
: 98 X( 犯 7 14) 资助项 目

* 二 联系人
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1 材料和方法

1
.

1 细胞培养

人黑色素瘤 3A 5 7细胞 (由北京市肿瘤 防治研究所提供 )及转染细胞在 3 7℃
,

5 % C仇
,

含

or % 小牛血清的 DM EM 培养基 中培养
.

1
.

2 细胞转染

将纯化的真核表达质粒 1
〕
X J

一

41
一

lP 5( 含 P巧 。 D NA 的 BP S ( SK
+
P巧 质粒

,

由美 国冷泉港实验

室赠与
,

表达质粒由本室构建 )和 PXJ 4 1通过脂质体 ( iG bc o BRL )转染 3A 75 细胞
,

方法按说明

书进行
.

24 h 后
,

用含 4G 18 ( iS ,
a
)培养基筛选阳性克隆

,

进行扩大培养
.

1
.

3 P C R

按 文 献 「6 」合成 一 对 位 于 1P 5 基 因 外 显 子 I 的 引 物
,

其 序列 为 5’
一

C CA GAA G
-

C AA T CCA GG CGC G
一

3
`

和 5
`~

AA TG CA CA C CCT GC CAA CG 3
’ 。

将处于对数生长期的细胞加适量细

胞 裂解液 55 ℃作用 30 而
n ,

沸水浴 5 而 n ,

12 戊。 g 离心 5 而
n ,

取 2 拌L 作为反应模板
.

PC R 条件

为
: 9 5℃ 2而 n ; 9 5℃ 3 0 5

,

5 9℃ 1m in
,

7 0℃ 1m in
,

3 0 个循环 ; 7 2℃ 10 而
n

.

产物在 1
.

5% 的琼脂

糖凝胶中电泳检测
.

1
.

4 流式细胞术

取对数生长期细胞
,

用 75 % 乙醇固定
,

离心收集后用 50 拌岁mL 的 NR as e 于 37 ℃ 消化 so

而 n ,

65 0 拼岁mL 碘化丙 陡 ( IP )染色 l h
,

流式细胞分析仪测定
.

1
.

5 细胞同步化及
3H

.

T d R 掺入法鉴定细胞周期

采用 从。
-

TdR 双阻断法 v[] 进行同步
,

将 同步至 M 期细胞在血清中培养 4 h
,

细胞进人 lG

期
,

继续培养
,

分别取 4
2 3 4

,

7
,

9
,

1 1
,

13
,

15
5 6 7 8

,

17
,

19 和 lZ h 的细胞样 品进行
3 H

一

份 R 掺人
,

用液闪仪检

测同位素掺人强度 sj[
.

1
.

6 W es et r n bl o t【9 1

50 0 b p 从培养细胞中提 取蛋 白质 后
,

进行蛋白质 电

泳
、

转膜 和抗原抗体反应及显 色
.

实验 所用抗体

( e u p l s
, 。界 linD I

,

CD4K
, e界 l inE

,

P2 7 及 e 一m y c
)

均购于 阮
n at C I’uz 公司

.

2
.

1

结果

高表达 H S

~
人黑 色素瘤细胞模型的建立

P 1s lN K 4b

图 1 表达 1P 5

~
人黑色素瘤细胞模型的鉴定

(a) 咒 R 分析
.

1 一 8 分别为
:
线 O 对 照

,

M“ 卫 ,

M LC I
,

Mu ”
,

M u KS
,

M日 K万
,

M ll KZ
,

100 印 DNA 分子量标准 ;

( b )W es teln bl ot 分析
.

1 一 7 分别为 :
幻7 5

,

M ll K6
,

MLI KS
,

M 】龙 l
,

M LCZ
,

M L口
,

M L以

与鉴定

通过 We s te m b of t 和对基因组 DNA 的 CP R 实

验证实
,

在人黑色素瘤 A375 细胞中缺失 P 1l5N4K
b基

因 ( 图略 )
.

将重 组 质粒 PX J一 1
一

P巧 和 空载质粒

PXJ 4 1分别转染 3A 75 细胞获得 了多个具有 4G 18

抗性的细胞克隆
,

通过对基 因组 DNA 的 CP R 实验

鉴定后 (图 1 ( a) )
,

分别选取 M IL K石和 MCL Z作为实

验对象
.

W七s t e m b l o t 结果 (图 1 ( b ) )显示
,

M LIK6 可
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;砂一一:

M L I K 6

G I : 6 0%

S : 2 8%

G Z + M : 12%

M L I K 6

M : 89
.

1%

M L I K 6

G I :7 4
.

3%

燕 } 姗
男 ! 矛

’

!

界 】 ) {

贫 } 了)

训 …
:

{
} 人

、 、 `

之 , 了
入

_

1 1 声勺加 牙声 M、 甲” 声丫尸 伙

绷韶界韧霉

M L C Z

G :l

5 :

4 9%

4 2%

M LC Z

M : 76
.

8%

M LC Z

G 一: 7 6
.

4%

氧裂异霉友%O
少

M十G
绷纂界禽军

相对 D N A 含量 相对 D N A 含量 相对 D N A 含量

日合乞一x

同步的 M 期细胞释放时间击

图 2 高表达 1P 5

~
对人黑色素瘤细胞周期的影响

( a) cF M 结果示 MU 6K 和 MI口 细胞的周期时相分布 ; ( b) FC M结果示 姚住刊 R 同步法所获得的 M

和 q 期细胞同步百分率 ; (
。
)

3H
一

阳 R 掺人结果示 q ~ s 进程
,

曲线 1 为 MLCZ
,

2 为 M u 6K

以稳定表达 1P 5l
N4K “ ,

而 M忧2 不表达
.

证明通过转染已得到了稳定表达 P 15 NI 4K ”的细胞模型
.

2
.

2 H S. . “ b
对人黑色素瘤细胞周期的影响及细胞同步化

流式细胞术结果 (图 2 ( a) )显示
,

与空载细胞 M忧 2 相 比
,

M ll K 6 细胞 G l
期的比例上升了

n %
,

而 S期 的比例下降了 14 %
.

通过 姚O
一

刊R 同步法分别得到同步化的 M H 6K 和 MCL Z 细

胞
.

前者的 M 期同步百分率为 89
.

1%
,

G l
期为 74

.

3% ; 后者的 M 期同步百分率为 76
.

8%
,

lG

期为 76
.

4% (图 2 ( b ) )
.

3 H
~

Td R掺人的液闪结果 (图 2 (
。
) )看出

,

M u K石的掺人强度明显减弱
,

其进人 S 期的时间和到达 S 期高峰的时间后移 Z h
,

并且 M LIK石的 S 期明显短于 M CL 2
.

说明

M ll K石的 G l / S进程受到了抑制
.
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2
.

3 P 51
~

表达对人黑色素瘤细胞 G l期相关调控因子的影响

同步化的 MH K 6 和 ML CZ 细胞阻断在 M期后
,

分别释放 4
,

6
,

8 和 or h
,

提取总蛋白
,

利用

we
s et m hi ot 分别检测了细胞周期调控相关蛋 白

c
yc lin DI

,

CD 4K
, C y icl

n E
,

I理7 和 C -

m y c
表达的

变化
.

结果 (图 3) 显示出 cy icl n
DI 表达在 M ll 6K 细胞 中受到抑制

,

在 s h 时其水平几乎为零
,

而

在 or h 有所恢复
.

CD 4K 表达水平在两种细胞中的变化不明显
,

在 M IL 6K 细胞 中随着 lG 期 的

l 2

润自绷燎

3 4 5 6 7

翩姗嘲羹麟珊豁
. 曲

、

8

粼膝

. . . . 月 . . . 门 . . . . 日. . 命
一

~

一
御

藕触 咖
改

奋 { y e k n D I

奋〔 D K 4

~ C y e l一n E

哪翰一 p 2 7

沪闷 铆嗦 , . 扣 .
一

哺 干 c
一

m cy

4 h 6 h s h 10 h 4 h 6 h s h I Oh

图 3 W e s t em lb ot 结果示 1P 5 NI M b

高表达对

人黑色素瘤细胞 G , 期相关调控因子的影响

l 一 4
,

M L口 细胞 ; 5 一 8
,

M ll 6K 细胞 : h
,

同步的 M 期

细胞释放时间

进程表达水平有减弱趋势
.

与 M LC Z 相 比
,

M L IK6 的

cy icl nE 表达水平明显降低
,

并随着 G l
期 的推进逐级

减弱
,

在 1h0 后达到最低水平
.

M ll K石的 C 一

my
c
表达

在各个时间点上均受到显著抑制
.

1份7 表达水平与

对照相 比
,

h4 时没有 明显变化
,

而在 6
,

8 和 10 h 时

的表达明显升高
.

说明在人黑色素瘤细胞 G l
期至 S

期的进程 中
,

1P 5 NI 4K “增 加 了 咒 7 水平
,

同时抑 制 了

e y e l i n D I 表达
,

以晚 G l
期附近最为显著

,

但对
。界 li n E

的抑制效应却是在 G I / S 转换最为突出
.

而 c -

m y c
表

达受到明显抑制并贯穿于 G ,
~ s 全部时间进程 中

.

3 讨论

p 15 lN4K b
基因位于染色体 g p Z I 区域

,

与 P 16`N 4K
·

相邻 [`0 〕
,

显示 出 9 p 2 1在细胞周期调控 中占

有重要地位
.

已有资料表明在 卫; F书诱导并导致阻断 G ,
期的 Hac aT 细胞 中 1P 5l N 4K b

表达升高

了 3 0倍〔 “̀ 〕
.

随后 的研究大多数集中于在各种实体瘤和癌细胞系中该基因的失活机理 (包括缺

失
、

点突变和甲基化 )上
,

而对 G l 期 1P 5J N4K
“引发的下游事件知之甚少

.

尤其是 P 15州以 b
在 G l

期

内不同时间进程中的作用及机理尚未见报道
.

我们将重组质粒 pXJ
一

41
一

1P 5 导人人黑色素瘤 A 3 75 细胞
,

得到了稳定表达 IP sl N4K “的细胞

模型
,

发现细胞的增殖受到抑制
,

通过 Fc M 分析表明了 1P 5 NI 4K b
过表达对人黑色素瘤细胞 G l

~

s 进程具有阻抑作用
.

c D

4K/
6 是 1P 5 NI 4K b的靶蛋 白〔’ 0〕

,

1P 5 NI 4K b
与 c D4K 6/ 结合抑制了 ccy hnD

-

c D4K 6/ 对 pbR 的磷酸化作用
,

从而作用于 G l

s/ 仁̀“
,

川
,

但是 P巧 NI 4K b对 G I
期不同阶段增殖相关

调控因子的影响尚有待探讨
.

通过 同步化 实验结果表 明 1P 5 NI 4bK 降低了
C cy lin DI 在 G I

期 的水

平
,

以 s h 时 (即在晚 G l
期附近 )抑制率达到最高

,

提示 了在该细胞 中
C yc h nD I 在 G I

期的主要

作用时间点
.

说明 1P 5 NI 4K b
对 G l

期的迟滞作用除 了直接抑制 c D4K 6/ 的活性外
,

还表现在降低

C d4K 和 CD K4巧 的激活因子一cy icl n
DI 的表达水平

.

C yc h nE 是作用于 G ,
期的另一个周期蛋 白

,

它与 c DKZ 结合促进 G , 进程 【̀2 ]
, 。
yc iln E

一

c DKZ

复合物的活性在 G I
s/ 转换时出现峰值仁

’ 3」
.

我们 的结果显示 出在 1P l5
N4K “
高表达 的 G l

期细胞

中
c yc hnE 蛋 白水平下降

,

以 10 h 时 ( G
I / S 转换处 )最为明显

,

表明了与
C y icl n

DI 不同
, c yc hnE

在 G l / s 转换处表达被强烈抑制
,

导致 了 G I / S转换的延迟
.

2P 7最初发现于 TG F
一

日阻断的细胞

中
,

它可以与
。 yc hnE

一

c DKZ 形成复合物并抑制后者的活性 [’ 4 ]
,

推迟 G , 一 s 进程
,

在 1P 5 NI K4 b ,

即
和 c

yc hnE 的关系上
,

目前认为在正常增殖的细胞 中
,

l理7 主要与 CD K4 / 6 结合
.

当用 TG F
一

日处

理后
,

P 15 , N4K b水平迅速升 高
,

使 P 15 , N4K b一 。 y e li n D
一

e DK4 / 6 复合物水 平增 加
,

而 咫7 与
C

clr i n D
~
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cD K4 /6 结合的机会减少
,

与 cyc l
i-nE

c DKZ 结合的机会增多〔’ 5 ]
.

我们在观察到由于 P巧 NI 4K “的

高表达影响
。
yc h nE 表达降低的同时

,

也发现 程 7 在晚 G l
期表达水平有明显的上升

,

说明高水

平的 1P l5 N 4K “可以通过上述机制抑制
。 yc hnE

一

c D KZ 的活性
,

也可以通过影响 cyc hnE 和 咫 7 的表

达水平使 G l
期延长甚至阻滞

.

M ax 与 m y c 基因产物 M yc 结合形成一个转 录因子
,

它通过与 8P c0汕
A和 8P c0 d必”基因调节

序列结合 〔̀ 6〕
,

从而促进这些基因调节蛋白的表达正调于细胞周期进程
。

近年来有实验显示 出

c 一

myc 可能存在直接作用于细胞周期引擎分子的通路 〔’ 7〕参与细胞周期的调控
.

在 M vl uL 细胞

中发现由 TG F
一

月引发的 G l
期阻滞可以使

C ~ n l y c
表达下降

,

而过表达
。 -

m y c 的细胞又可以使这

一现象逆转仁
’ 8 ]

.

我们在 1P l5 N

b4K 高表达的 3A 75 细胞中观察到 G ;
期的

。 一

myc 水平明显降低
,

从

而进一步表明了 CU 作为周期负调因子可通过作用于癌基因之表达而影响细胞周期进程
.

同

时也显示出癌基因
。 .

m y c 可通过参与对细胞周期的调控影响细胞异 常增殖与诱导癌变等作

用
.
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