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【Abstract】AIM : To study the signal transduction of p38 mito2
gen2activated protein kinase in rat glioma C6 cells after the

stimulation of UV radiation. METHODS : Flow cytometry was

applied to measure the fraction number changes in the cell cycle

phase and to detect whether UV could induce apoptosis of C6

cells. The level and distribution of p38MAPK expre ssion was

examined by immunocytochemical method both before and after

the UV radiation. RESULTS : Flow cytometry indicated that the

numbers of G1 phase fraction of 1 ,2 and 4h group s accumulated

by 0. 12 , 0. 21 and 0. 19 re spectively and those of S phase

fraction reduced by 0. 10 , 0. 14 and 0. 15 re spectively and their

apoptosis rate s were 12 % , 49 % and 34 % respectively in the

UV treated group s. 2h after the UV radiation , p38MAPK was

strongly expre ssed and distributed mainly in the nucleus of C6

cells while for the untreated C6 cells , p38MAPK was weakly

dispersed in the whole cell. CONCL USION : Apoptosis of rat

glioma C6 cells is induced by UV radiation via p38MAPK.

【 Keywords 】 ultraviolet ; p38MAPK; immunocytochemistry ;

apoptosis

【摘 　要】目的 : 探讨 p38MAPK在紫外线损伤刺激细胞中的

特异性信号转导作用. 方法 : 流式细胞仪检测紫外线照射 30

min 后 1 ,2 及 4 h 的 C6 细胞周期变化和是否有凋亡发生 ;应

用免疫细胞化学技术观察紫外线刺激前后 p38MAPK在 C6

细胞中的表达强度和分布特征. 结果 : 细胞周期结果显示 1 ,

2 和 4 h 后 G1 期细胞数分数各增多 0. 12 , 0. 21 和 0. 19 ,而 S

期细胞数分数减少 0. 10 ,0. 14 和 0. 15 ;各组的凋亡率分别是

12 % ,49 %和 34 % ;未受刺激的细胞中 ,p38MAPK在胞质和

胞核表达较弱 ;紫外线损伤作用 2 h 后 ,细胞核区的染色强度

即明显增强 ,而胞质区域的染色强度相对降低. 结论 : C6 细

胞受紫外线损伤后可通过 p38MAPK通路发生凋亡.
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0 　引言
丝裂原激活蛋白激酶 ( mitogen activated protein

kinase , MAP K)信号通路是引人注目的蛋白激酶级

联通路. p38MAP K 通路是其目前已确定的通路之

一. 该通路参与了细胞生长、发育、分裂及细胞间的

功能同步等多种细胞过程. 紫外线 ( ult raviolet ,

UV) 、高渗、炎性因子等作用下 ,p38MAP K 被磷酸化

活化 ,通过磷酸化活化转录因子调控特定基因的表

达 ,从而将信号从细胞外传导到细胞核[1 ] . 紫外线损

伤对 组 织 细 胞 产 生 的 生 物 学 效 应 部 分 通 过

p38MAP K信号通路起作用[2 ] ,但在这个刺激过程中

p38MAP K 的蛋白表达量和在细胞中分布定位是否

也有变化以及与细胞凋亡的关系还不确定. 我们应

用免疫细胞化学方法和流式细胞仪观察紫外线损伤

后 p38MAP K在 C6 细胞中的表达和分布的变化以及

同时发生的细胞凋亡和细胞周期变化 , 为探讨

p38MAP K在紫外线损伤刺激中对胶质瘤的作用提

供依据.

1 　材料和方法
1 . 1 　材料 　大鼠胶质瘤细胞 C6 :本室保存 ;兔抗鼠

p38MAP K Ig G抗体 :新加坡国立大学林圣彩教授惠

赠 ;免疫组化试剂盒 :武汉博士德公司 ;DNA2Prep 试

剂盒 :美国 Coulter 公司 ;普通倒置显微镜 :上海光学

仪器六厂 , 37X 型 ;流式细胞仪 :美国 Coulter 公司 ,

EPICS2EL ITE2ESP 型.

1 . 2 　方法 　C6 细胞在含 150 mL·L - 1小牛血清的
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RPM I 1640 培养液中常规培养 ,细胞生长至对数期

时以 1 ×105/ 孔接种于 6 孔培养板 ,同时制备细胞爬

片 ,应用紫外线 UV2C 波段光源垂直照射距离其 30

cm 处的 C6 细胞 30 min ,继续培养 ,动态观察细胞形

态变化[3 ] ,并分别取照射后 1 , 2 和 4 h 的细胞 ,行

HE 染色. 同时设未处理组作对照. 取各组细胞各约

1 ×106 个 ,经胰酶消化制成单细胞悬液 , 2000 r·

min - 1离心 2 次 ,每次 PBS 4 mL 洗涤. 700 mL·L - 1

乙醇固定 ,DNA 染色后用流式细胞仪检测细胞周期

变化和是否有凋亡峰出现[4 ] . 免疫组织细胞化学参

照 ABC 试剂盒提供的方法 ,并以 PBS 缓冲液代替一

抗 ,设立相应的阴性对照片. 分别取照射后的各组细

胞及相应的正常细胞爬片 , Hanks 液冲洗 2 次 ,0. 01

mol·L - 1 PBS 冲洗 3 次 ,纯丙酮固定 10 min ,自然干

燥 ,PBS 冲洗 3 次 ×5 min ;30 mL·L - 1过氧化氢溶液

室温下孵育 10 min , PBS 冲洗 3 次 ×5 min ;加入 50

μL 100 mL·L - 1非免疫性动物血清 ,室温下孵育 10

min ,PBS 冲洗 3 次 ×5 min ;加入 100μL 一抗 (兔抗

鼠 p38MAP K Ig G 抗体) 4 ℃过夜 ,一抗稀释度为 1∶

50 ,PBS 冲洗 3 次 ×5 min ;加入 50μL 链亲和素2过氧

化物酶溶液 ,室温下孵育 30 min , PBS 冲洗 3 次 ×5

min ;100μL 新鲜配制的 DAB2H2O2 溶液 ,显色 10 min ,

显微镜观察 ,待显色后用自来水冲洗 3 min ,苏木素复

染 ,梯度乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,中性树胶封片.

2 　结果
未处理的 C6 胶质瘤细胞生长多呈长梭型 ,胞体

向两极伸长 ,少部分细胞呈星形. 经紫外线处理的

C6 胶质瘤细胞 1 h 后有部分细胞贴壁性降低 ,突起

收缩 ,细胞变圆 ,2 h 后达到高峰 ( Fig 1A) ,4 h 后有大

量坏死细胞漂浮. 未照射组 p38MAP K 蛋白表达弱

阳性 ,并且比较弥散 ,分布于胞质和胞核 ;紫外线照射

后 2 h 组细胞核 p38MAP K蛋白表达强阳性 ,而细胞

质中 p38MAP K却表达下降 ( Fig 1B) . 细胞周期结

果显示 1 , 2 和 4 h 后 G1 期细胞数分数各增多 0. 12 ,

0. 21 和 0. 19 ,而 S 期细胞数分数减少 0. 10 , 0. 14 和

0. 15 ;各组的凋亡率分别是 12 % , 49 %和 34 %.

3 　讨论
已知 p38MAP K通路参与了炎症、应激等病理生

理反应 ,说明在应激反应过程中一些应激蛋白的表达

受 p38MAP K调控. 其中 p53 也是 p38MAP K的下游

底物之一 ,并在紫外线损伤导致的细胞凋亡中起一定

作用[5 ,6 ] . p53 在细胞应激反应中起重要作用 ,其活

化后启动一系列生化反应阻止细胞周期的进行 (一

般停滞于 G1 期) ,协同参与损伤修复的酶对细胞损

伤及时修复 ,但是如果损伤严重难以修复则启动凋亡

程序使细胞凋亡[7 ] . 我们发现在未受刺激的细胞中 ,

p38MAP K染色强度呈弱阳性 ,弥散性分布于胞质和

胞核 ;而受紫外线损伤刺激的细胞 ,细胞核染色强度

明显增强 ,细胞质染色强度相对降低 ,这种现象在紫

外线损伤 1 h 后即可观察到 ,并且在 2 h 后细胞核强

度增强趋势更加明显 ,这提示 p38MAP K在未激活前

散在、均匀性地分布于细胞中 ;而紫外线损伤作用后 ,

其 p38MAP K迅速由胞质移位到胞核. 与此对应 ,紫

外线照射 1 , 2 和 4 h 后各组 G1 期细胞增多 ,而 S 期

细胞减少 ,这说明细胞周期逐渐被抑制于 G1 期 ;并

且随着细胞周期的停滞 ,凋亡大量增加. 这种相互关

系提示 p38MAP K在一般情况下弥散分布在细胞中 ,

受到应激信号如紫外线的刺激后激活 ,转位到细胞核

磷酸化激活其靶蛋白 ,从而引起一系列应激反应. 由

于 p53 位于细胞核并且在应激反应引起的细胞周期

抑制和凋亡中起中心作用 ,因此我们推测 p38MAP K

由胞质转位到胞核后可能激活了 p53 ,从而引起细胞

周期的变化和凋亡发生. 但也不能排除其他信号分

子的参与和其他信号通路的作用[8 ] . 目前关于

p38MAP K参与细胞凋亡和增殖的报道很多[9 ] ,这可

能与组织细胞种类的不同和细胞当时所受刺激的环

境差别有关.

A : C6 cells 　×100 ; B : p38MAPK　ABC 　×200

图 1 　经紫外线处理 30 min 的 C6 胶质瘤细胞

Fig 1 　Morphological and adhesive changes in C6 cells
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1 　病例报告 　男 ,63 岁. 因间断性乏力、纳差 30 d ,加重伴心

慌、气短 2 wk 于 2001212211 入院. 1995 年因胆石症行胆囊摘

除术时发现脾肿大 ,并行脾切除术. 查体 : T 36. 4 ℃, P 68 次·

min - 1 ,R 28 次·min - 1 ,BP 12/ 8 kPa. 神志清 ,精神差 ,皮肤巩

膜轻度黄染 ,有肝掌无蜘蛛痣 ,口唇轻度发绀 ,颈静脉怒张 ,左

下肺叩诊呈实音 ,触觉语颤减弱 ,呼吸音减低 ,双肺底均可闻

及细小湿性罗音 . 心界向左下扩大 ,心率 68 次·min - 1 ,心律不

齐 ,音低钝 ,P2 分裂 ,胸骨左缘第 4、5 肋间可闻及收缩期 Ⅱ级

吹风样杂音. 腹膨隆 ,无腹壁静脉曲张 ,肝肋下 4 cm ,质硬 ,移

动性浊音阳性 ,双下肢膝关节以下皮肤有青黑色素沉着及凹

陷性水肿. 血 WBC 14. 1 ×109·L - 1 , RBC 1. 93 ×109·L - 1 , Hb

83 g·L - 1 , HCV 113 fl , MCHC 43. 3 % , PL T 34 ×1012·L - 1 ,

ESR 63 mm·h - 1 , TBil 90μmol·L - 1 , Dbil 33μmol·L - 1 , 总蛋

白 73 g·L - 1 ,白蛋白 36 g·L - 1 , 球蛋白 27 g·L - 1 ,AL T 350

nkat·L - 1 , AST 1117 nkat·L - 1 , 凝血酶原时间 14. 7 s , BUN

20. 48 mmol·L - 1 ,CRea 129μmol·L - 1 , UA 983μmol·L - 1 ,

AST 1603 nkat·L - 1 , HBDH 6129 nkat·L - 1 , LDH 5294 nkat·

L - 1 , LDH21 3457 nkat·L - 1 ,空腹血糖 :8. 6 mmol·L - 1 , Na +

120 mmol·L - 1 , K+ 4. 8 mmol·L - 1 ,Cl - 86 mmol·L - 1 ,血清铁

蛋白 4309μg·L - 1 ,血清铁 2309μg·L - 1 ,转铁蛋白受体 2. 3 ng

·L - 1 . CT :肝硬化腹水 ,双侧胸腔积液 ,肝内胆管扩张 . 超声

心动图 :广泛心肌缺血 ,三尖瓣中度关闭不全 ,肺动脉瓣及二

尖瓣轻度关闭不全 ,少量心包积液. 心电图 :频发房早 ,完全性

右束支传导阻滞 . 入院后行胸水检查为漏出液. 胃镜 :慢性浅

表性胃炎. 临床诊断 :血色病 . 给予吸氧、强心、利尿、保肝等治

疗后 ,患者精神一度好转 ,气短改善 ,移动性浊音消失. 但随后

患者出现尿少 ,双下肢水肿加重 ,BUN ,CRea 进行性升高 ,电

解质紊乱加重 ,血氨升高 ,心脏、肾脏、肝脏等重要脏器均出现

功能衰竭后死亡 .

2 　讨论 　血色病是一种罕见的铁代谢紊乱性常染色体隐性

遗传病 ,与其发病有关的基因有 HFE , J H 和 HF3 等[ 1 ,2 ] . 过

多的铁进入血液沉积于各脏器 ,当体内储铁总量达到 15～40

g 时 ,临床出现血色病症状. 本例患者转铁蛋白浓度为 4309

μg·L - 1 ,根据 1μg·L - 1转铁蛋白相当于 8 mg 储存铁计算 ,该

患者体内储存铁达 34 g ,为正常人的 10 倍. 本病治疗有静脉

放血和螯合剂治疗 ,间歇性放血适应于原发性血色病 ,继发性

血色病常有严重贫血而以螯合剂治疗 ,未经治疗 5 a 生存率为

18 % ,10 a 生存率为 6 % ,早期治疗可使预后大为改观[ 3 ] .
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