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　　【摘要】　目的　探讨抑制人 ＭＥＦ２Ｃ基因后对髓母细胞瘤 Ｄａｏｙ细胞形态结构的影响作用。 方法　实
验分为两组：对照组和干扰组。 对照组 Ｄａｏｙ 细胞培养感染阴性慢病毒液，干扰组 Ｄａｏｙ 细胞培养感染
ＭＥＦ２Ｃ唱ＲＮＡｉ慢病毒液。 光镜下观察培养细胞的大体形态，然后利用透射电镜观察细胞的超微结构变化情
况。 同时将两组细胞分别接种至裸鼠背部皮下，观察裸鼠成瘤情况以及肿瘤组织的光镜下结构和电镜下超
微结构变化情况。 结果　干扰组 Ｄａｏｙ细胞生长较对照组细胞生长缓慢，种植裸鼠后成瘤重量较对照组轻；
光镜下显示对照组瘤组织细胞较干扰组瘤组织细胞排列密集；电镜下显示干扰组瘤组织细胞排列疏松，核固
缩，凋亡小体形成。 结论　沉默 ＭＥＦ２Ｃ基因可以引起异染色质减少、凋亡小体形成，影响细胞的形态结构，
抑制肿瘤细胞生长，为其肿瘤生物治疗提供了实验依据。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＭＥＦ２Ｃ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｄａｏｙ ｃｅｌｌ．Methods　Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ：ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｒｏｕｐ．Ｄａｏｙ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ＬＶ ｌｉｑｕｉｄ ，ａｎｄ Ｄａｏｙ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＥＦ２Ｃ唱ＲＮＡｉ唱ＬＶ ｌｉｑｕｉｄ．Ｌｉｇｈｔ唱ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ ＬＭ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｆｏｒｍ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ， ａｎｄ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ ＴＥＭ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｒｓｕｍ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｔｏ ｆｏｒｎ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｕｍｏｒｓ ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＬＭ ａｎｄ ＴＥＭ ．Results　Ｄａｏｙ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｇｒｅｗ ｓｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ，ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｌｉｇｈｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｎｅ．Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｍｏｒｅ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ ａｒｒａｙ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ；Ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａｒｒａｙ ｌｏｏｓｅ ，ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｙｃｎｏｓｉｓ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｏｄｙ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＴＥＭ．Conclusions　Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＭＥＦ２Ｃ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｃａｕｓｅ ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｒｅｄｕｃｅ ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｏｄｙ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ， ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ．Ｔｈｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｈｅｒａｐｙ．

【Key words】　Ｍｅｄｕｌｌ ｏｂｌａｓｔｏｍａ；　ＭＥＦ２Ｃ；　ＲＮＡ ｉｎｔｒｆｅｒｅｎｃｅ；　Ｄａｏｙ ｃｅｌｌ；　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

　　髓母细胞瘤是一种源于胚胎残留组织的恶性程度
极高的肿瘤，被定为 ４ 级肿瘤（ＷＨＯ），好发于儿童，仅
次于星形胶质细胞瘤而占第 ２ 位，其发生率占儿童颅
内肿瘤的 ２５％，是对人类尤其是儿童健康和生命威胁
最大的恶性肿瘤之一。 髓母细胞瘤高度恶性，生长快，
病程较短，为其治疗带来严峻的挑战。 尽管目前手术

辅以放疗、化疗的治疗方案延长了患者生存时间，但其
转移和高复发率仍然是一大难题。 因此，探讨髓母细
胞瘤发生机制以进一步提高治疗效果具有重要临床意

义。 本实验运用 ＲＮＡ 干扰技术沉默髓母细胞瘤 Ｄａｏｙ
细胞中肌细胞增强因子 ２Ｃ（ＭＥＦ２Ｃ）基因的表达后，利
用光镜和透射电镜对沉默 ＭＥＦ２Ｃ 的细胞形态结构进
行观察，以探寻干扰 ＭＥＦ２Ｃ对髓母细胞瘤细胞生长影
响的机制，为生物治疗髓母细胞瘤提供实验基础。

材料与方法

１．材料：人髓母细胞瘤细胞株 Ｄａｏｙ购自北京协和
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细胞资源中心，慢病毒载体系统 ＬＶ３唱ＭＥＦ２Ｃ 来源于上
海吉玛制药公司。 ＤＭＥＭ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司，胎牛血清
购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，ＰＢＳ 溶液本室自配。 ＳＰＦ 级裸鼠
ＢＡＬＢ／ｃＡＳｌａｃ唱ｎｕ购于上海斯莱克实验动物有限责任公
司。 ＥＭ唱１２００ＥＸ透射电镜观察为日本光电公司制造。
Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜和倒置显微镜均为日本制造。

２．细胞培养：Ｄａｏｙ 细胞接种于 ６ 孔板，每孔 ６ ×
１０５
个细胞，在含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中

培养，培养条件为 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 、９５％空气条件的培
养箱。 实验分为对照组和干扰组。 培养过夜后，对照
组加入阴性慢病毒液，干扰组加入 ＭＥＦ２Ｃ唱ＲＮＡｉ唱慢病
毒液，２４ ｈ后更换为完全培养液继续培养。

３．标本制备：将上述处理后的两组细胞培养 ３ ｄ，
倒置显微镜观察细胞形态，用胰酶消化，离心洗涤，分
别做成体积大小约为 １ ｍｍ３ 的小块，采用固定液 ４％戊
二醛和 １％锇酸双固定，进行常规电镜制样， ＪＥＭ唱
１２００ＥＸ透射电镜观察。

４．动物实验：将上述步骤处理的细胞培养 ２ ｄ 后
分组接种至裸鼠背部皮下，每只 ５ ×１０６ 个细胞／０畅１ ｍｌ
生理盐水，每组 ６ 只。 于接种后 ３０ ｄ 时手术摘取肿瘤
组织，称取瘤组织重量，分别取材制样，以透射电镜和
光镜观察肿瘤组织结构情况。

５．统计学分析：应用 ＳＰＳＳ １９畅０ 统计软件的 t检验
处理相关数据，P ＜０畅０５ 为具有统计学意义。

结　　果

一、培养细胞观察
１．光镜观察：相同数量的细胞接种于相同底面积

的培养板中，培养液体积也相同。 培养 ３ ｄ 后，对照组
肿瘤细胞生长旺盛，细胞由于分裂增殖，细胞间隙变
小，细胞拥挤，细胞所占平面面积减小。 干扰组肿瘤细
胞生长缓慢，细胞间隙较大，细胞所占平面面积较大
（图 １）。

２．电镜观察：对照组肿瘤细胞多边形，细胞内可见
大液泡。 膜相结构界限清楚，厚薄均匀。 线粒体圆形
或椭圆形，外膜不完整，基质丰富。 细胞核圆形或分
叶，常染色质多，核仁清楚，异染色质边集明显（图 ２，
３）。 干扰组肿瘤细胞，多数细胞肿胀，细胞膜不完整，
界限不清楚，线粒体肿胀，嵴不清晰。 部分细胞异染色
质边集，部分细胞核固缩，凋亡小体形成，可见早期、中
期、晚期凋亡（图 ４ ～６）。 部分细胞转化良好，核膜边
界清楚，线粒体较完整。
二、裸鼠成瘤组织观察
１．移植瘤重量比较：两组裸鼠背部皮下种植 Ｄａｏｙ

细胞后 １５ ｄ内皮下肿瘤组织大小未见明显差异。 ３０ ｄ

时脱臼处死裸鼠，剥离瘤组织，电子天平称量瘤组织重
量。 结果发现对照组裸鼠瘤组织平均重量（０畅２３ ±
０畅０５）ｇ，干扰组裸鼠瘤组织平均重量（０畅１１ ±０畅０４） ｇ，
两者间差异具有统计学意义（P ＜０畅００１）。

２．光镜观察：ＨＥ染色显示对照组细胞密集，细胞
核大小不等，核不规则，核分叶，胞质丰富，核分裂象多
见，也可见片状坏死组织。 干扰组细胞排列相对疏松，
细胞体积相对偏大，核圆形、椭圆形以及不规则形，可
见核碎裂、核固缩等（图 ７，８）。

３．电镜观察：对照组细胞多边形，核大，核不规则，
核分叶，异染色质丰富、边集明显，线粒体丰富，胞质内
多出有黑色物质（图 ９，１０）。 干扰组细胞圆形或椭圆
形，细胞体积变小，核分叶少，异染色质边集变轻，部分
细胞可见核碎裂、核固缩以及凋亡小体形成等现象，线
粒体结构正常（图 １１ ～１３）。

讨　　论

ＭＥＦ２Ｃ 又名 ＭＡＤＳ 盒转录增强因子 ２ 多肽 Ｃ
（Ｃ５ＤＥＬｑ１４畅３；ＤＥＬ５ｑ１４畅３；肌细胞特异的增强因子
２Ｃ），是一种由 ＭＥＦ２Ｃ基因编码的蛋白质，是 ＭＥＦ２ 家
族中一个成员。 ＭＥＦ２Ｃ主要与 ＭＡＰＫ７、ＥＰ３００、Ｓｐ１ 转
录因子、ＴＥＡＤ１ ＳＯＫ１８、ＨＤＡＣ４／７／９ 相互作用，在心
肌、神经嵴、软骨细胞分化发育过程中发挥重要作
用

［１］ 。 该基因的突变可导致人类精神运动性迟滞、周
期性震颤、上肢镜像运动、肌张力低下、脑电图异常、癫
痫、失语、自闭症、磨牙、轻微畸形等。 近来的研究发
现，ＭＥＦ２Ｃ与某些肿瘤如肝细胞癌、Ｔ 细胞淋巴瘤、白
血病［２唱４］等有关。
本研究采用 ＲＮＡ干扰技术沉默该基因后，光镜下

观测到在相同面积的培养板内接种相同数量的细胞一

定时间后，对照组细胞间的间隙变小，单个细胞所占面
积变小说明细胞分裂增殖快，细胞数量大，细胞生长旺
盛。 干扰组单个细胞所占面积较大，细胞间的间隙大，
细胞数量少，说明细胞分裂慢，生长缓慢。 裸鼠成瘤组
织的重量显示，干扰组瘤组织重量明显轻于对照组瘤
组织重量，说明沉默 ＭＥＦ２Ｃ基因可抑制裸鼠移植瘤的
生长。 裸鼠成瘤组织的光镜显示，对照组细胞排列紧
密，形态不规则，细胞核大、多叶，胞质多少不一；干扰
组细胞圆形或椭圆形，排列疏松，胞质丰富。 电镜下显
示，对照组细胞体积较大，核大、不规则，核分叶，异染
色质较丰富，边集明显，核仁多个，核膜不完整，线粒体
外嵴不完整；沉默组细胞规则，细胞核分叶较少，核膜
完整，异染色质较少，边集变轻，可见凋亡小体，线粒体
结构正常。 说明在肿瘤细胞中，ＭＥＦ２Ｃ 可能通过促进
细胞的分裂增殖，表现为细胞核体积大、染色质、异染
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色质丰富，多核、分叶核，线粒体肿胀、外嵴不完整；沉
默 ＭＥＦ２Ｃ可影响细胞内某些环节的物质代谢，启动或
诱导了某些凋亡基因的活化，进而诱导细胞的凋亡，抑
制了细胞生长，从而使肿瘤细胞表现为一些形态学上
的改变。
染色质是存在于原核和真核生物中的遗传物质，

生物的遗传性状与染色质的组成、结构及基因表达的
模式密切相关。 染色质基因表达不仅具有种属特异
性，也具有组织细胞特异性和发育阶段特异性。 细胞
分裂间期的染色质可分为常染色质和异染色质两种：
常染色质着色浅而均匀，螺旋化程度低，转录活跃，复
制较早，多位于细胞核中央；异染色质着色深而不均
匀，螺旋化程度高，无转录，复制较晚，多位于细胞核边
缘，含高比例 Ｃ、Ｔ碱基和高度重复 ＤＮＡ序列。 异染色

质区的这些串联的短序列重复（如 ＣｐＧ），容易配对和
广泛甲基化，促使异染色质结构域形成。 这种高度甲
基化的异染色质结构域对相邻常染色质顺式作用元件

具有很强的沉默效应，并可传递至子代细胞。 常染色
质和异染色质在 ＤＮＡ 修复和损害敏感性分别发挥作
用，异染色质中染色质的压缩能够帮助 ＤＮＡ 免受损
害，然而，一旦 ＤＮＡ受到损害，这种压缩会影响到 ＤＮＡ
的修复。 鉴于异染色质对维持基因组稳定性的重要作
用，细胞必须在允许修复因素接近受损区域以及这些
区域保持组织结构以阻止 ＤＮＡ 损害的增加和染色质
突变间保持极其精细的平衡

［５］ 。 细胞正常分裂时异染
色质的浓缩可抑制多种基因的活化，有助于细胞的分
化。 有研究表明，抑癌基因 ＢＲＣＡ１通过组蛋白 Ｈ２Ａ泛
素化维持异染色质的结构，介导相关基因沉默，抑癌基
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因 ＢＲＣＡ１ 的突变导致乳腺癌或卵巢癌的发生［６］ 。 异
染色质的损害在癌症中导致染色体的不稳定，有助于
肿瘤的发生［７］ 。 异染色质的不稳定可以导致基因的过
表达，与肿瘤的发生密切相关［８］ 。 这些研究表明了异
染色质在细胞中的重要作用。 本实验电镜显示，沉默
ＭＥＦ２Ｃ基因后 Ｄａｏｙ细胞异染色质从丰富状态转化为
正常状态，细胞恶性特征减少，部分细胞出现凋亡，证
明 ＭＥＦ２Ｃ 在 Ｄａｏｙ 细胞中的癌基因作用，证明了异染
色质变化在 Ｄａｏｙ细胞中重要作用。
综上所述，本实验结果表明，沉默 Ｄａｏｙ 细胞的

ＭＥＦ２Ｃ后，抑制细胞核分裂，抑制细胞生长，促进细胞
凋亡，为以 ＭＥＦ２Ｃ为靶点的肿瘤生物治疗提供了实验
依据和理论基础。 究其详细机制有待于进一步研究
证实。
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