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摘要!目的 观察细胞周期蛋白依赖性激酶 &"!ABC&""在 >?&>@,@ 细胞中的表达情况$ 方法 采用 DE&FAD 方法研究
ABCG" 的表达#用 BHI 银染技术观察 FAD 产物#割胶回收后#克隆到载体上%测序$ 结果 在聚丙烯酰胺胶上可以观察
到两条 BHI 带#相对分子质量小的 BHI 带染色较弱&将两条 BHI 带切下#回收后与载体连接#测序证实两条 BHI
带均为 ABCG" 基因的产物$ 结论 ABCG" 的两种剪接形式在 >?G>@,@ 细胞中共表达#其中一种剪接形式是第五外显
子缺如#但其表达量比较弱#其作用机制仍有待于进一步研究$

关键词!>?G>@,@ 细胞 J 酶学&细胞周期&细胞周期蛋白依赖性激酶 G"&剪接变异
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))))))))近年来#研究发现#一些丝 J 苏氨酸激酶和其相
结合的蛋白!细胞周期素#<4<218"是细胞周期调控的
重要因素$ 肿瘤细胞的发生%发展与细胞周期的调节
失控密切相关# 细胞周期蛋白依赖性激酶 G"!ABCG""
是调节细胞周期中一个重要的激酶#调节细胞由 R’期

进入 >期$>?G>@,@细胞是一种成神经瘤细胞!^5/08)
865Y=U20WX=/0)<622d#本实验旨在研究在此细胞中的表
达情况$

’))材料与方法
’;’))材料

>?G>@,@细胞由中国医学科学院基础医学研究
所提供$ 细胞培养基 ’h($%胎牛血清购自 R1U<=GSDi
公司$DHI提取试剂异硫氰酸胍%B.FA!焦碳酸二乙
酯"为 >19/0产品$ 反转录酶 IOj%E0g酶%BH0W6)V%
连接酶%‘OB’LGE 载体等购自 E0b0Y0 公司$ ABCG"
基因的引物 !F’#,k<XX<X9<<0XX<X<0X<99G%l&F"#,l9<XX9XG
X099!9X!<9X09X9G%l"以及载体上的引物!‘Y1/6Y!I!,lG9X0!

000<90<99<<09XG%l&‘Y1/6Y!S!,lG<099000<09<X0X90<G%l"由
上海博亚公司合成$
’;"!!方法
’;";’!!>?G>@,@ 细胞的同步化和周期分析 用含羞
草氨酸俘获法进行同步化#使细胞处于 R’J>期$按文
献(*)进行$ 用流式细胞分析法进行周期分析$
’;";"!!>?G>@,@ 细胞的细胞质总 DHI 的提取 参照
文献(’)进行$
’;";%!逆转录 FAD 反应 取 "$!!9 总 DHI!经 BH0W6!
V消化后#溶于 B.FA水"%"!!9!=219=m[En’L%’,M)IOj%
D80W18)"$)M%,!U5776Y)’$)!2 和适量的水使总体积为
,$)!2#(")"反应 ’)^合成 <BHI第一条链$ 取逆转录
产物 ")!2#加入引物 F’%F"!"$)//=2Ji"各 ")!2#进行
FAD反应#总体积为 ,$)!2$
’;";()FAD产物银染 按文献(")进行$
’;";,))FAD产物的克隆 取 FAD产物 (;,)!2与‘OB’LG)
E载体连接$转化 oiG’细菌#挑选克隆#‘OB’LGE载
体上的引物!‘Y1/6YI)和 ‘Y1/6YS"进行鉴定#测序$

"))结果
流式细胞计量仪分析结果见图 ’$
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图 !""流式细胞计量仪分析图
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77777777J#K 产物经聚丙烯酰胺胶电泳和银染后!J#K
产物有两条 ’@( 带!一个为 0947HL 左右"M!#$另一
’@(带大约为 1947HL"M:%!且染色较淡"图 :%&
从胶上分离$纯化此两个 ’@( 片段!与 L*’!8NO

) 载体连接!J#K 鉴定后测序! 并在 @#MP 的核酸数

据库里检索&结果显示两个片段!均是 #’QR:的一部
分& M!序列与 S?!?::5! 序列完全一致!第 0 外显子
结束!紧接着第 ; 外显子序列!即 .(.T08?UR.T089U
)..).(#’ 在图 1 中相对的位置为 .(.T!?;UR.
"!??%)..).(#& 而 M: 的序列是当第 0 外显子结
束!紧接着为第 ? 外显子序列!即 .(.T08?UR.T;8>U
).(#)#.’ 在图 0 所对应的位置是 .(.T!9>UR.
T!84U).(#)#.!与 (M4!:14;5!序列一致&

图 :77J#K 产物的聚丙烯酰
胺凝胶电泳银染

/"#$6 71& 89,:);+( <"+.
("*=’9 (+3"4"4# ,4
4,4R:’43+)9"4#

8,*5R3;95*3>"?@ A@*
*V7*,IW+IX7%,-+7!V7J#K7LIBYFACZ

;44

HL
* !

:;4

M:

M!

图 177M!的测序部分结果
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图 077M:的测序部分结果
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7177讨论
目前的研究结果表明! 细胞周期是受细胞周期

素"A[AE\-Z%和 #’Q形成的蛋白质复合物进行严格的
调节的& 细胞周期素主要有 A[AE\-($M$#$’$$!其中
A[AE\-’ 至少包含 A[AE\-’!$’:和 ’1 三个亚型&与细
胞周期素相结合的激酶主要是 AYA:! 由于其相对分

子质量为 107444!常写作 J10AYA:& 在动物细胞中还
有一些与 J10AYA: 相似的 #’QZ!如 #’QR:$#’QR0$
#’QR;和 #’QR?! 它们分别与不同的细胞周期素相
结合!发挥调节细胞周期的作用& #’QR: 与 J10AYA:
在蛋白质序列上具有 ?;6的相似性(1)&
细胞周期有两个限制点! 一个调控点是 .:=*
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!上接 !"#页"
血供相对减少对吻合口组织愈合无影响#因此兔残胃
是吻合口的主要供血来源$兔食管%胃残端血供减少组
吻合口管径大小与正常对照组相比无统计学差异#表
明吻合口管径完全取决于吻合操作技术#与食管%胃残
端血液供应相对减少关系不大$食管%胃残端血供减少
是否与吻合口的远期狭窄相关#有待于进一步研究$
本实验结果提示在食管% 贲门癌手术操作过程

中#可充分游离食管%胃体以保证手术安全%吻合确
切#以达到肿瘤手术切除根治目的#术中不应拘泥于
食管残端游离长度和胃体管状成形利用的限制#娴熟
的手术技术是吻合口组织愈合的主要保证$$%&’()*’&+’

发现 +例食管癌伴腹腔干动脉明显狭窄!,-./"患者#
其吻合口组织血供相对减少#但未发现一例颈%胸吻
合口瘘#本实验为这一临床结果提供了实验学基础$
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期(另一个是 ‘0a$ 转折点#在此转折点#6\K<E 发挥
了重要的作用$ 使用含羞草氨酸这种有效的 ‘0a$ 期
同步化试剂处理 $X<$b-b 细胞#通过流式细胞计量
仪检测细胞周期中 \cV 含量的变化确定细胞同步
化于 ‘0a$ 期 $ 6L%G789 _ 的表达与 6\K<E 结合使
6\K<E磷酸化而活化#促使细胞通过该限制点进入 $
期 &"’(进入 $ 期后#%L%G789V 与 6\K<E 结合进一步促
进 \cV的合成$
在一些肿瘤中#6\K<E 的表达异常&-’或与其结合

的 %L%G789_ 表达异常升高 &#’#YV5全反式维甲酸S等药
物对肿瘤的治疗作用可能通过对 6\K<E 的抑制作
用 &+B9W’$ c7>&7];U; 等报道在乳腺癌中的 6\K<E 是缺
失了一个外显子!!"个氨基酸"$

$X<$b-b 细胞是成神经瘤!小儿常见的脑肿瘤"
细胞的一种#它对 YV 的作用下可以分化成具有神经
元表型细胞$作者在研究 6\K<E在 $X<$b-b细胞中
的表达过程中#发现 6\K<E的这两种剪接形式并存表
达#在变异剪接体中第五个外显子缺如#但其表达量
较正常的剪接体少很多#在琼脂糖凝胶上用溴化乙锭
染色很难观察出来#通过聚丙烯酰胺凝胶电泳才可以
显示!图 0"$这种剪接形式经克隆测序证实!图 !%""$
这种两种剪接方式在 $X<$b-b 细胞中共表达#

鲜有报道#其作用不明#仍有待于进一步研究$
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