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Abstract Objective: To investiga tew he ther w ide type p53 could induce RGS16 pro tein expressing in rat g liom a

C6 cells. M ethods: A fter C6 cells w ere transfected w ith pEGFP- C3- w t p53 o r trea ted by epirubic in ( 400ng /m l)

respectively fo r 0h, 4h, 8h, 16h, 26h, 32h and 52h, the ce lls we re fix ed and the expression of p53 and RGS16 pro

te in was detected by immunocytochem istry. Resu lts: After C6 ce ll was transfected w ith pEGFP- C3- w t p53, the

expression o f p53 was detected at 4h, 8h, 16h, 26h and 32h and RGS16 prote in w as detected on ly at 8h and 16h.

A fter treated by epirubic in ( 400ng /m l) , the expression o f p53 was detected only at 26h, but none of RGS16 prote in.

Conc lu sion: Experim ent in C6 cell showed the expression of RGS16 cou ld be induced by w ide type p53 in gliom a C6

cells.

Keyw ords RGS16; p53; transfection; ep irub icin; gliom a

M odern Onco logy 2008, 16( 5) : 0710- 0712

摘要 目的: 探讨内外源性野生型 p53是否可以诱导大鼠胶质瘤细胞 C6 RGS16表达。方法: 在大鼠胶质

瘤细胞 C6中,分别转染 pEGFP- C3 - w t p53或以 400ng /m l表阿霉素诱导内源性野生型 p53表达, 于处理后

0h、4h、8h、16h、26h、32h和 52h收集细胞爬片、固定后免疫细胞化学检测 p53蛋白与 RGS16蛋白表达。结果:

转染 pEGFP- C3- w t p53后 4h、8h、16h、26h和 32h时均检测到 p53蛋白表达,在 8h和 16h时检测到 RGS16

蛋白表达; 在 400ng /m l表阿霉素处理后,仅在 26h时检测到 p53表达而始终未见到 RGS16蛋白表达。结论:

内外源性野生型 p53可以诱导大鼠胶质瘤细胞 C6 RGS16蛋白的表达。

关键词 RGS16基因; p53; 基因转染;表阿霉素; 胶质瘤
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G蛋白信号调节子 ( regulato rs o f G - prote in signaling,

RGS)是近年发现的新蛋白质家族, 结构中含一保守的 RGS

结构域, 具有三磷酸鸟苷水解酶激活蛋白 ( GTPase activ ia ting

prote in, GAP )活性, 加速 G 水解 GTP, 负性调节 G蛋白信号

转导, 参与多种生理、病理过程 [1]。在 RGS家族中发现

RGS16可以被野生型 p53诱导表达 [ 2] : 不同的细胞组织及处

理条件下, p53基因诱导 RGS16 mRNA的表达水平不同, 这

反映了 RGS16基因表达存在依赖 p53和非依赖 p53机制的
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复杂调解; 在用阿霉素作为一种应激条件处理细胞时,

RGS16只能在表达野生型 p53的细胞中表达, 而不能在 p53

突变或缺失的细胞中表达。我们曾检测到人胶质瘤中

RGS16与突变型 p53的表达呈负相关 [ 3] , 本研究拟通过转染

外源性野生型 p53及表阿霉素诱导内源性野生型 p53的处

理, 检测大鼠胶质瘤细胞 C6中是否也存在这种诱导关系及

其意义。

1 材料和方法

1. 1 材料

大鼠胶质瘤细胞 C6、大肠杆菌 DH 5 及质粒 pEGFP-

C3- w t p53由本教研室保存;表阿霉素购自 Pharm ac ia公司;

兔抗 RGS16抗体由香港科技大学林圣彩教授惠赠;真核转染

试剂 L ipofectam ineTM 2000购自 Inv itrogen公司; SP试剂盒、

DAB试剂、兔抗 p53抗体购自北京中山公司。

1. 2 方法

1. 2. 1 转染 pEGFP- C3- w t p53于 C6细胞 ∀ 细胞培
养: 将 2 # 105个生长状态良好的 C6细胞接种于 6孔板 (板

中先放入无菌玻片 ),在含 10%新生牛血清的 RPM l 1640培

养液, 37∃ , 5% CO
2
条件下培养。

% 基因转染 (脂质体法 ) : 将 pEGFP - C3 - w t p53和

pEGFP- C3分别转染大鼠胶质瘤 C6细胞, 方法参照 Inv itro

gen说明书。A, 至细胞长满底部 70% 左右; B, 分别在无菌

EP管中准备: A液 ( 100 l无血清 DMEM 培养液中含 4 g质

粒 DNA)与 B液 ( 100 l无血清 DM EM 培养液中含脂质体

8 l), A、B两液混合后室温孵育 20m in; C, 无血清培养液轻

轻清洗细胞 2次, 加 0. 8m l无血清培养液稀释 DNA -脂质体

复合物, 混合后加入 6孔板, 37∃ , 5% CO2条件下培养 6h; D,

换成含 10%新生牛血清的完全培养液继续培养。

& 爬片的固定: 分别于转染后 0h、2h、4h、8h、16h、26h、

32h和 52h取出细胞爬片, 40 g /L多聚甲醛固定 20 m in。

1. 2. 2 表阿霉素处理 C6细胞 ∀ 细胞培养: 将 2 # 105个

生长状态良好的细胞接种于 6孔板 (板中先放入无菌玻片 ),

在含 10%的新生牛血清的 RPM I 1640培养液, 37∃ , 5% CO2

条件下培养。

% 表阿霉素处理: 在细胞爬满板底的 70% 时, 换成含

400ng /m l表阿霉素的 RPM I 1640全培养液培养 (根据阿霉

素、表阿霉素的分子量和摩尔浓度, 400ng /m l表阿霉素的剂

量与 0. 5 m o l/L的阿霉素相当 )。

& 爬片的固定: 分别于表阿霉素处理后 0h、2h、4h、8h、

16h、26h和 32h取出细胞爬片, 并按上述方法固定细胞爬片。

1. 2. 3 RGS16和 p53免疫细胞化学 具体步骤如下: ∀
PBS洗涤后, 加 30m l/L H

2
O

2
室温 10m in, PBS洗涤 3次, 每次

5m in; % 加 10g /L T r iton X - 100增加细胞膜的通透性, 室温

放置 10 m in,用 PBS洗涤 3次, 每次 5 m in; & 加正常山羊血

清室温封闭 40 m in,甩去不洗, 依次滴加兔抗 RGS16抗体 ( 1:

50)和兔抗 p53抗体 ( 1: 150) , 4∃ 过夜。次日复温 30 m in,

PBS洗涤 3次 , 每次 5 m in; ∋加生物素标记的羊抗兔 IgG,

37∃ 孵育 40m in, PBS洗涤 3次, 每次 5m in; ( 加 SP复合物,

37∃ 孵育 20m in, PBS洗 3次, 每次 5m in。 DAB 显色 5 -

10m in, 苏木精衬染,按常规脱水透明及中性树脂封片。

2 结果

2. 1 经转染 pEGFP- C3- w t p53后的免疫细胞化学结果

2. 1. 1 p53蛋白的免疫细胞化学结果 转染 pEGFP- C3-

w t p53后 4h观测到 p53蛋白阳性的 C6细胞, 表现为胞浆出

现棕黄色颗粒。随时间延长, p53阳性细胞数增多、棕黄色加

深, 阳性表达持续到 32h, 于第 52h检测时消失 (见图 1A )。

而转染 pEGFP- C3的 C6细胞未观测到 p53蛋白表达。

图 1 转染 pEGFP- C3- w t p53后 p53蛋白 (A )和 RGS16( B)蛋白的表达

Fig1 E xp ress ion of p53( A) and RGS16( B ) after tran sfectedw ith pEGFP- C3- w t p53
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2. 1. 2 RGS16蛋白的免疫细胞化学结果 仅于转染 pEGFP

- C3- w t p53后 8h和 16h时观测到 C6细胞的 RGS16蛋白

阳性表达, 表现为散在的个别细胞胞浆中出现棕黄色颗粒

(见图 1B)。而转染 pEGFP- C3的 C6细胞未观测到 RGS16

蛋白表达。

2. 2 阿霉素处理后的免疫细胞化学结果

2. 2. 1 p53蛋白的免疫细胞化学结果 400ng /m l表阿霉素

处理后仅于 26h时观察到 C6细胞的 p53蛋白弱阳性表达,

表现为胞浆出现棕色颗粒 (见图 2A )。

2. 2. 2 RGS16蛋白的免疫细胞化学结果 400ng /m l表阿

霉素处理后始终未观测到 RGS16蛋白阳性表达的 C6细胞

(见图 2B)。

图 2 400 ng /m l表阿霉素处理后 p53蛋白 ( A)和 RGS16( B )蛋白的表达

Fig 2 The expression of p53( A) andRGS16 ( B) after 400 ng /m l ep irub icin treatment

3 讨论

3. 1 关于转染 pEGFP - C3- w t p53的结果

Buckb inder等 [2]在转染 w t p53后 4h到 52h间检测到

p53的 mRNA表达, 于 4h到 16h间检测到 RGS16的 mRNA

表达。本实验在蛋白水平检测了转染 w t p53后 p53和

RGS16分子的表达情况,同样显示了 p53可以诱导 RGS16表

达及这一过程是 p53的早期事件。尽管 Buckbinder等报道

w t p53诱导后 RGS16和 p21WAF1的 mRNA在表达上一致, 但

p21WAF1蛋白定位于细胞核和具有多种结构域参与调控细胞

周期阻滞; 而我们发现转染 w t p53后诱导的 RGS16蛋白在

胞浆中表达。这两种蛋白在细胞内的定位明显不同, 那么,

RGS16基因的作用如何? 是否也参与与细胞周期调控? 有

待进一步研究探讨。

3. 2 关于表阿霉素诱导的结果

表阿霉素和阿霉素同属于蒽环类抗肿瘤抗生素, 其作用

机制和抗肿瘤谱相似 ,二者的结构区别只是氨基糖部分 4 '位

的羟基由顺式变成了反式, 但这种立体结构的细微变化使表

阿霉素疗效更为显著和毒副反应更低使其在临床上应用更

为广泛。表阿霉素具有直接损伤 DNA并抑制 DNA和 RNA

合成, 对细胞周期各阶段均有作用从而达到抗肿瘤的目

的 [ 4]。而 RGS16的过多表达将抑制 G蛋白偶联的丝裂原信

号的传递及丝裂原激活蛋白激酶 ( m itogen - activated pro tein

k inases, MAPK )信号活化。曾有研究显示, RGS16促进大鼠

胶质瘤细胞 C6的细胞周期运行, 促进从 G1 期到 S期过

渡 [ 5]。

实验中, C6细胞经 400ng /m l表阿霉素诱导后仅在第

26h观测到 p53蛋白的微弱表达, 始终没观测到 RGS16蛋白

表达。其可能原因是: ∀ 在不同的细胞、组织和处理条件下

RGS16的表达会有很大的差异, 它的表达是受依赖 p53和非

依赖 p53的复杂机制调控的 [ 2]。% 如果 C6细胞本身存在

p53的突变或缺失时,也不能诱导出 RGS16的表达。 & 本实
验中表阿霉素诱导后 p53蛋白本身就是弱表达,所以 p53的

表达量太少不足以诱导出 RGS16表达可能也是 RGS16蛋白

未能表达的一个原因, 这从另一个侧面反映了 RGS16的表达

与 p53相关。

总之, RGS16 的表达确实是受到 p53 的调控, 但是

RGS16在 p53下游信号通路中起的作用及是否也参与细胞

周期的调控还有待进一步研究。
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