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【Abstract】　O bjective: To observe the effects of Axin gene exp ression on the biological characteristics of glioma

cells. M ethods: The p roliferation ability of transfected cells was exam ined byMTT assay, cell growth curve and colo2
ny formation assay. The change of cell cycle was analyses by flow cytometry ( FCM ). The apop tosis was measured by

TUNEL staining. Immunostaining was used to detect the exp ression of Ki67, CyclinD1 and p53 in C6 cells and trans2
fected cells. Results: The p rogression of the cell cycle was arrested in G1 phase after transfected with Axin p lasm ids;

the cell viability, growing speed and colony formation ability were decreased significantly at the same time; the apop2
totic rate increased, the exp ressions of Ki67 and CyclinD1 decreased, but the p53 level increased. Conclusion:Axin

gene could inhibit C6 cell p roliferation and arrest the transfected cells in G1 phase, and this biological effectm ight be

depended on the increased exp ression of p53 and the decreased exp ression of CyclinD1. The molecular mechanism of

Axin in cell p roliferation needs more research.
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【摘要】　目的 :研究 Axin基因对神经胶质瘤细胞 C6生物学特性及相关蛋白的影响。方法 :采用噻唑蓝

(MTT)比色法测定细胞生长曲线 ,应用流式细胞仪 ( FCM )测定细胞周期的变化 ,并用平板克隆形成实验对细

胞克隆形成能力进行了检测。应用末端 TdT酶标记技术 ( TUNEL)观察细胞凋亡及比率。采用免疫细胞化学

染色法检测 Ki67、CyclinD1、p53的表达。结果 :转染 Axin基因使细胞周期在 G1期阻滞 ;细胞增殖能力和细胞

克隆形成能力均显著降低 ;细胞凋亡率增高 ; Ki67及 CyclinD1低表达 , p53高表达。结论 :转染 Axin基因后

胶质瘤细胞出现了一定的增殖抑制现象 ,诱导细胞凋亡 , Axin基因可能通过上调 p53基因表达和下调 Cy2
clinD1表达而抑制胶质瘤细胞的生长。
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　　Axin ( axis inhibition)是 1997年 Zeng L等对天然突变系

小鼠基因分析中首次发现的 [ 1 ]。Axin可调节体轴的形

成 [ 2 ] ,对细胞骨架蛋白的重新构建起着重要作用 [ 3 ] , Axin基

因突变引起神经系统发育缺陷 [ 4 ]。Axin作为支架蛋白具有

多个功能结构域 ,可和多个蛋白相结合 ,通过下调β - catenin

的水平抑制 W nt信号通路 ,与 MEKK1 /4结合并通过

MEKK4 /7激活 JNK通路 [ 5 ]。后来研究发现 Axin可直接与
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p53结合 ,或通过与 H IPK2 ( homeodomain - interacting p rotein

kinase - 2)结合使 p53第 46位丝氨酸磷酸化 ,而提高 p53靶

基因的转录活性发挥其抑制细胞生长及促进凋亡的功能 [ 6 ]。

Axin是最近发现的肿瘤抑制因子 [ 7 ] ,可调控细胞增殖、凋亡

和分化。本实验室研究发现 21%人胶质瘤组织中 Axin基因

的第 10个外显子共有 3处 6例样本发生了错义突变 ,提示

它与胶质瘤的发生发展有一定关系 [ 8 ]。为进一步研究 Axin

基因和胶质瘤发生发展的关系 ,我们已经成功稳定转染 Axin

基因于神经胶质瘤细胞系 C6中 [ 9 ]。本实验中我们检测了

Axin基因的表达对胶质瘤生物学特性和相关蛋白的影响 ,为

下一步进行神经胶质瘤的基因治疗提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料　

兔抗 p53抗体、鼠抗 CyclinD1抗体 ( Santa Cruz公司 ) ,兔

抗 Ki67抗体 (Neo Markers公司 ) , SABC试剂盒 (博士德公

司 ) , TUNEL检测试剂盒 (博士德公司 ) , SP免疫组化试剂盒

(北京中杉公司 ) ,MTT(AMRESCO公司 ) , DAB显色液 (华美
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公司 )。

1. 2　方法

1. 2. 1真核表达载体的构建及转染　[ 9 ]

1. 2. 2　噻唑蓝 (MTT)比色法绘制细胞生长曲线　用 0. 25%

胰蛋白酶消化未转染组、转染空载体组、转染 Axin基因细胞

组细胞 ,按每孔 600个细胞接种于 96孔培养板 , 37℃、5%

CO2孵箱中孵育 ,每天取出一 96孔板加 MTT溶液 (5mg/m l)

20 ul, 37℃,继续孵育 4h后 ,弃上清 ,每孔加入 150ul DMSO,

振荡 10m in, 使结晶物充分溶解 ;测定 490nm处 OD值 ,绘制

细胞生长曲线。

1. 2. 3　流式细胞仪 ( FCM )分析细胞周期　0. 25%胰蛋白酶

消化收集未转染组、转染空载体组、转染 Axin基因细胞组细

胞 , P I染色 ,用流式细胞仪检测。

1. 2. 4　克隆形成实验 　0. 25%胰蛋白酶消化细胞 ,制备细

胞悬液 ,按每孔 100个细胞接种于六孔板中 , 37℃、5% CO2孵

箱中静止培养 2～3W ,克隆形成后用 Giem sa染色 30m in ,计

数直径 > 1mm的克隆。

1. 2. 5　TUNEL法检测细胞凋亡率　采用 TUNEL法检测未

转染组、转染空载体组、转染 Axin基因细胞组三组细胞的凋

亡比率 ,以 PBS替代 TUNEL反应液作阴性对照。结果判断 :

光学显微镜下 ,凋亡细胞体积缩小 ,核固缩 ,染色质呈特异的

棕黄、棕黑色。细胞凋亡率 ( % ) = (500个细胞中凋亡细胞

数 /500) ×100%。

1. 2. 6　免疫细胞化学染色法检测 K i67、cyclinD1、p53的表

达　制备细胞爬片 , 4%多聚甲醛固定 20m in; 3% H2O2去离

子水孵育 10m in,蒸馏水洗 2次 , PBS浸泡 5m in;用柠檬酸盐

缓冲液进行微波修复 100℃, 20m in,让片子自然冷却 ;加 Tri2
tonX - 100反应 10m in, PBS冲洗 3次 ,每次 5m in;加山羊血清

室温封闭 15m in;分别滴加兔抗 Ki67抗体、小鼠抗 CyclinD1

抗体、兔抗 p53抗体 ,阴性对照用 PBS代替一抗 ,设乳腺癌为

阳性对照 , 4℃过夜 ;次日取出复温约 40m in,加生物素标记

山羊抗兔 (小鼠 ) IgG, 37℃孵育 40m in, PBS洗 3次 ,每次

5m in;加辣根酶标记链霉卵白素工作液 , 37℃孵育 40m in, PBS

洗 3次 ,每次 5m in; DAB显色 ,自来水冲洗 10m in;常规脱水

透明 ,封片。随机选择 10个高倍视野 ,计数 1000个肿瘤细

胞 ,计算阳性细胞百分率。

1. 3　统计学分析　

数据检验采用 t检验和χ2检验。所有结果经 SPSS 11. 5

统计软件进行分析。

2　结果

2. 1　M TT实验表明 Ax in基因的表达抑制神经胶质瘤细胞

的生长　

转染 Axin基因使细胞生长速度减慢 (图 1)。

　

　 图 1　Axin对神经胶质瘤细胞生长的影响

Fig 1　Effects of Axin exp ression on glioma cell growth

2. 2　转染 Ax in后细胞周期出现阻滞　

流式细胞仪分析发现外源性 Axin的表达对胶质瘤细胞

周期有显著影响 ,其中 G1期明显被阻滞 , S期比率下降。

(表 1)。
表 1　Axin表达对 C6细胞周期分布的影响 (流式细胞术 ) ( % )

组别 G1 G2 S G2 /G1

C6 - Vector - Axin 74. 8 6. 3 18. 9 1. 981

C6 - Vector 65. 4 9. 8 24. 8 1. 896

C6 68. 6 8. 0 23. 4 1. 864

2. 3　Ax in基因的表达降低神经胶质瘤细胞的克隆形成　

Axin的表达使神经胶质瘤细胞克隆形成能力下降

70. 2% ( P < 0. 01) ,图 2。

2. 4　Ax in基因的表达提高了胶质瘤细胞的凋亡率　

转染空载体组 ,未转染组细胞的凋亡率分别为 10. 79%、

7. 10% ,转染 Axin基因组凋亡细胞明显增多 ,凋亡率为

33. 20% ,与转染空载体组细胞的凋亡率比较有统计学意义

( P < 0. 01) ,见图 3。

2. 5　免疫细胞化学染色法检测 K i67、cyclinD1、p53、的表达

Ki67、cyclinD1、p53阳性反应物均定位于细胞核 (图 4) ,

Ki67在转染 Axin后的阳性表达率显著低于转染空载体组

(χ2 = 131. 75, P < 0. 01) , CyclinD1在转染 Axin后的阳性表

达率显著低于转染空载体组 (χ2 = 11. 75, P < 0. 01) , p53在

转染 Axin后的阳性表达率显著高于转染空载体组 (χ2 =

133. 83, P < 0. 01)。

图 2　Axin基因的表达对细胞克隆形成能力的影响　A: C6 - Vector - Axin B: C6 - Vector C: C6

Fig 2　Effects of Axin exp ression on cell cloning efficiency A: C6 - Vector - Axin B: C6 - Vector C: C6
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图 3　Axin基因的表达对胶质瘤细胞凋亡的影响　A: C6 - Vector - Axin B: C6 - Vector C: C6

Fig 3　Effects of Axin exp ression on apop tosis A: C6 - Vector - Axin B: C6 - Vector C: C6

图 4　免疫细胞化学染色法检测 Ki67、cyclinD1、p53、的表达 ( SP法 ×200)

3　讨论　

Axin是小鼠 Fused ( Fu)基因编码的蛋白 ,最初被鉴定为

W nt信号转导通路的抑制因子 [ 1 ] ,可调控细胞增殖、凋亡和

分化。在 W nt信号转导通路中 , Axin作为骨架蛋白与 APC /

GSK - 3β/CKIα结合成复合物下调β - catenin的表达 [ 10 ]。

更重要的是 ,很多研究发现在肝细胞癌 [ 11 ]、结直肠癌 [ 12 ]等多

种肿瘤中 Axin基因发生突变 ,将野生型的 Axin转染到肿瘤

细胞中可导致细胞死亡 [ 13 ]。而且 , Axin过表达还可引起细

胞凋亡 [ 14 ]。表明 Axin是一个肿瘤抑制因子 [ 7 ]。本实验室

在星型细胞瘤中检测到 Axin基因的突变 [ 8 ] ,表明其在包括

胶质瘤在内的多种肿瘤的发生发展中起重要的作用。本研

究目的是将外源性基因 Axin稳定转染 C6细胞系后 ,观察其

对 C6生物学特性及相关蛋白的影响 ,为下一步实验奠定基

础 ,同类研究未见相关报道。

在本实验中 ,我们发现 Axin的外源性表达可显著抑制

C6细胞的增殖和克隆形成能力 ,使 C6细胞周期阻滞在 G1

期 , S期比例下降 ,凋亡细胞增多。Ki67是细胞增殖的一种

标记 ,其增殖指数的高低与许多肿瘤的分化程度及预后密切

相关 ,转染 Axin基因后 , Ki67的阳性表达率下降 ,进一步表

明 Axin高表达抑制神经胶质瘤细胞的增殖。

CyclinD1为细胞周期相关癌基因 ,可激活 CDK4 /6的蛋

白激酶活性 ,促使细胞从 G1期顺利进入 S期完成 DNA复

制。CyclinD1的过度表达可使细胞持续增殖 ,从而导致细胞

失控性生长 [ 15 ]。p53基因是一种重要的抑癌基因。它在细

胞周期调控 ,抑制细胞生长 ,诱导肿瘤细胞凋亡等方面有重

要的作用 [ 16 ]。最近有研究发现 [ 6 ] Axin不仅有独立的结构域

直接与 p53结合还可通过 H IPK2与 p53相结合。Axin通过

与 H IPK2结合而使 p53第 46位丝氨酸磷酸化 ,选择性的提

高 p53依赖的靶基因的转录活性 ,通过激活下游靶基因 p21,

对 CDK有广泛抑制作用。本实验中 ,转染 Axin于神经胶质

瘤细胞 C6后 , p53基因的表达增高 , CyclinD1的表达下降 ,胶

质瘤细胞在 G1期阻滞 ,细胞增殖和克隆形成率降低 ,可能与

p53的高表达和 CyclinD1的低表达相关。其发生机制可能

是 Axin通过上调 p53基因而激活下游靶基因 p21有关 , p21

基因对 CDK有广泛抑制作用 ,使 CyclinD1的表达降低 ,不能

激活 CDK4 /6的蛋白激酶 ,导致高磷酸化的 RB蛋白堆积 ,使

转录因子 E2F不能活化 ,最终引起 G1期阻滞使肿瘤细胞的

生长增殖能力降低。

总之 ,本研究实验结果表明外源性 Axin基因的表达可

抑制胶质瘤细胞的增殖并可诱导其凋亡 ,其发生机制可能与

p53表达的上调 , CyclinD1表达的下调有关。
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白藜芦醇对人结肠癌 SW480瘤株作用的研究
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【Abstract】　O bjective: To evaluate the effect and mechanism of resveratrol in inhibiting p roliferation and inducing

apop tosis on human colon cancer cells. M ethods: The p roliferarion of human colon cancer line SW 480 was measured

by MTT assay. Cell cycle was measured using FACS. Results:Resveratrol inhibited the p roliferation and induced ap2
op tosis on human colon cancer cell line SW 480 ( IC50 = 80μmol/L) in a time - and dose - dependentmanner. based

on flow cytometric analysis, correlated with the block of cell p rogression through S phases of the cell cycle. Conclu2
sion:Resveratrol p lays an inhibitory effect and induces apop tosis on SW 480 cells. These resules p rovide support for

the use of resveratrol in chemop revention and cancer therapy trials.

【Key words】resveratrol; colon cancer; apop tosis; cell cycle; SW 480 cell line

(Modern Oncology 2006, 14 (5) : 0524～0526)

【摘要】　目的 :研究白藜芦醇对人结肠癌细胞株 SW 480生长和细胞周期的影响 ,并探讨其作用机制。方法 :

采用光镜及电子显微镜观察用药前后细胞形态结构的改变 ;采用四唑盐 (MTT)比色法检测细胞增殖 ,采用流

式细胞术测定细胞周期。结果 :白藜芦醇呈时间和剂量依赖性抑制人结肠癌细胞株 SW 480的生长并诱导凋

亡 , IC50为 80μmol/L;白藜芦醇使 SW 480处于 S期细胞增多。结论 :白藜芦醇能有效的抑制人结肠癌细胞株

SW 480的生长并诱导其凋亡 ;白藜芦醇对结肠癌可能是一种有效的化学治疗和化学预防药物。
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