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信号通路在鸡细胞型朊蛋白"
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#过表达的
6J!%

细胞"

6J!%!QVQ

#增殖'黏附'侵袭

和凋亡过程中的作用及其与
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] 表达量的关系!以
6J!%!QVQ

细胞为模型!空载体转染的
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细胞和
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细胞为对照!分别用
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\%渥曼青霉素处理以抑制
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4̀S

信号通路!检测细胞对鼠

尾胶原的黏附能力!

7V<-,T899

小室法检测细胞侵袭力!

e77

法检测细胞增殖!流式细胞仪检测细胞凋亡!

O7!Q]O

法检测
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基因转录量(结果显示!随着渥曼青霉素浓度的增加!
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和
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基因转录量均减少!其增殖'黏附'侵袭能力相应下降!而总凋亡率均升高&但在低于
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\%的同一渥曼青

霉素浓度下!

6J!%!QVQ

细胞增殖'黏附'侵袭能力始终高于对照组!而总凋亡率均低于对照组(本研究表明
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的过量表达可促进
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细胞增殖'黏附和侵袭!抑制其凋亡!在以上过程中!
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信号通路可能具有重要的

作用!渥曼青霉素能有效阻断这一通路!但
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信号通路并不是
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A=$À8-QVQ

]

&

6J!%A899,

&

T#VS;<--$-

&

<

D

#

D

S#,$,

!!

QI*̂

%

4̀S

信号转导通路广泛存在于细胞中!
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是此通路中的一个关键分子!活性主要由
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的产物调控(胞外信号可以通过激活受体酪氨酸激

酶"
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蛋白偶联受体而激活
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使
4̀S

磷酸化!
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可在细胞质或细胞核内磷酸

化多种蛋白质分子!通过改变下游分子的磷酸化状

态参与细胞的生长'增殖和存活(
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信号

转导通路是抑制细胞凋亡!促进细胞生长增殖的重

要因素!使细胞维持周期运行)
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#的代谢产物!可特异性'不可逆

的抑制
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细胞型朊蛋白"
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由细胞自身基因编码!普遍表达在真核细胞膜上的

MQI

锚定蛋白)
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(哺乳动物细胞型朊蛋白错误折叠

形成异常痒病型朊蛋白 "
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D
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#可致传染性海绵状脑病!但在非哺乳动物体

内却未见发病)

*

*

(多项研究已证明哺乳动物细胞型

朊蛋白具有多种生理功能!参与调节细胞增殖'分

化'凋亡'侵袭'黏附'信号转导'铜离子代谢和氧化

应激等过程)
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!但具体机制还不清楚(本课题组

前期的研究发现鸡细胞型朊蛋白"
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#表达及

分布规律同哺乳动物
QVQ

] 相似)
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!通过构建鸡细

胞型朊蛋白过表达的鸡成纤维"
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#稳定细胞系

"

6J!%!QVQ

#证实其可促进
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细胞黏附'增殖和

侵袭!抑制其凋亡)
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!进一步应用实时荧光定量
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检测发现鸡细胞型朊蛋白过表达
6J!%

细胞的
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基因表达量明显高于
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细胞!推测鸡细胞型

朊蛋白可能参与
4̀S

的激活!进而促进细胞生长与

抑制细胞凋亡)
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(为了证实这一推测!本研究拟利

用渥曼青霉素阻断
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4̀S

信号通路!探讨其对

鸡细胞型朊蛋白过表达
6J!%

细胞黏附'增殖'侵袭

和凋亡的影响及其可能的作用机制(
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材料与方法
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材料

%'%'%
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细胞
! !

6J!%

细胞'

6J!%!QVQ

细胞

"
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] 过表达
6J!%

细胞#和
6J!%!L]

细胞"导入

空表达载体
D
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的
6J!%

细胞#!均由本实验

室保存或构建(
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主要试剂
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胎牛血清"
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!

E

R

]9#-8

公

司#!鼠尾胶原"杭州生友生物技术有限公司#&
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'
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'无血清培养基"

MI5]c

公司#!渥曼

青霉素"

498?$,

公司#!噻唑蓝"

e77

#'台盼蓝"上海酶

联生化试剂有限公司#!

4--8?$-b!JI]7

%

QI

双染细

胞凋亡检测试剂盒"上海贝博生物公司#!

7V<-,T899

小室"

]#,S<V

公司#!牛血清白蛋白"
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!西安依科生

物技术有限公司#!其他试剂均为国产分析纯(
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!

主要仪器
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荧光定量
Q]O

仪"美国
O#A=8

公司#&

酶标仪
.(&

"美国
5Ic!O46

公司#!

J4]2]<9$U>V

@9#TA

R

S#;8S8V

"美国
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公司#等(
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!

方法
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!

细胞培养
!!

6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞用含
%&Y

胎牛血清'青霉素"

%&&F

+
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\%

#和

链霉素"

%&&F

+

;[

\%

#的
6e:e

培养基置于
*3

Z

'

1Y ]c

0

培养箱培养!当培养瓶中的细胞覆盖率

达到
(&Y

以上时!

&'01Y

胰蛋白酶消化传代!传
*

代稳定后进行后续试验(

%'0'0

!

黏附试验
!!

将鼠尾胶原用
.;;#9

+

[

\%

无菌 乙 酸 配 制 成
.'01 ;

C

+

[

\% 的 溶 液!

1&

$

[

+孔\%加入
/.

孔培养板!

)Z

过夜制备基底膜!

吸出孔中残余液体!加入
1&

$

[

无血清培养基
*3Z

孵育
*&;$-

水化基底膜(将对数生长期的
6J!%!

QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞!胰蛋白酶消化后!用培

养液重悬细胞!调整细胞数为
%k%&

1

+

;[

\%

!

%&&

$

[

+孔\%分别接种于包被鼠尾胶原的孔中!再加入

渥曼青霉素使其终浓度分别为
&

'

%&

'

0&

'

1&

'

%&&

'

0&&-;#9

+

[

\%

!每组
)

个重复!

*3Z1Y ]c

0

环境

下培养细胞!以包被牛血清白蛋白"

524

#为对照(

细胞培养
%=

后!用
Q52

溶液小心的洗细胞
*

次!按

照
e77

比色法测定培养板各孔的光吸收值"

4

值#!试验重复
*

次(应用如下公式分别计算各组细

胞的黏附率$黏附率"

Y

#

a

)"处理组
4

值%
524

对

照组
4

值#

\%

*

k%&&Y

(

%'0'*

!

侵袭试验
!!

用
.'01;

C

+

[

\%鼠尾胶原溶

液包被
7V<-,T899

小室!

)Z

过夜风干!吸出残余液

1)(%
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体!加入
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$

[

无血清培养基!

*3 Z

孵育
*&;$-

(

用
&'01Y

的胰蛋白酶消化处于对数生长期的
6J!%!

QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞!无血清培养液重悬细

胞"

%k%&

1

+

;[

\%

#(在下室中加入
)&&

$

[

按
%n%

混合的完全培养液和条件培养液"

6J!%

细胞生长至

(&Y

以上融合!换无血清培养液培养
0)=

后收集培

养上清液!过滤除菌#!上室中加入
%&&

$

[

细胞悬

液!再加入渥曼青霉素使其终浓度分别为
&

'

%&

'

0&

'

1&

'

%&&

'

0&&-;#9

+

[

\%

!每组
)

个重复!

*3Z 1Y

的
]c

0

环境中培养
0)=

后!弃培养基!擦净上室细

胞!取出
7V<-,T899

用
Q52

洗
0

次!

/1Y

的乙醇溶

液固定细胞
%1;$-

!风干&加
)

C

+

[

\%的台盼蓝溶

液染色
0&;$-

!

Q52

洗
*

次!倒置显微镜下随机计

数
%&

个视野的细胞!取平均数!试验重复
*

次(

%'0')

!

e77

法检测细胞增殖
!!

取对数生长期

的
6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细 胞 "

% k

%&

1

+

;[

\%

#!

%&&

$

[

+孔\%接种
/.

孔培养板中!加

入渥曼青霉素使其终浓度分别为
&

'

%&

'

0&

'

1&

'

%&&

'

0&&-;#9

+

[

\%

!以
6e:e

培养液为空白对照!每

组
*

个重复(细胞培养
%0

'

0)

'

*.

'
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'

.&=

后!每孔

加入
0&

$

[e77

"

1;

C

+

;[

\%

#溶液!置于
]c

0

培

养箱中孵育
)=

后吸出孔内液体!再加入
%1&

$

[

6e2c

振荡
%&;$-

(用酶标仪检测!读取
c6

)/&-;

处的吸光值(

%'0'1

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!!

在对数生长

期的
6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞中加入渥曼

青霉素使其终浓度分别为
&

'

%&

'

0&

'

1&

'

%&&

'

0&&

-;#9

+

[

\%

!作用
0)=

后!消化收集细胞 "

%k

%&

3

+

;[

\%

#!按
4--8?$-b!JI]7

%

QI

双染细胞凋

亡检测试剂盒说明书进行操作!冷
Q52

洗细胞
0

次!加入
0&&

$

[

结合缓冲液重悬细胞!再加入
%&

$

[4--8?$-b!JI7]

和
1

$

[QI

!轻摇混匀!孵育
%1

;$-

&上述溶液中加入
*&&

$

[

结合缓冲液充分混

匀!立即进行流式细胞仪检测(

%'0'.

!

不同渥曼青霉素浓度下
A@HA

基因的转录

量检测
!!

在对数生长期的
6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和

6J!%

细胞中加入渥曼青霉素使其终浓度分别为
&

'

%&

'

0&

'

1&

'

%&&-;#9

+

[

\%

!作用
0)=

后!收集细胞

提取总
OL4

(利用本实验室建立的鸡
A'A

] 基因

;OL4

定量
O7!Q]O

检测方法!检测
A@HA

基因

;OL4

表达量)

%*

*

(

%'0'3

!

统计学分析
!!

采用
2Q22%3'&

软件
c-8!

H<

R

分析"

4-#X<

#或
#

检验进行统计学处理!数据以

B

\

m;

表示!

A

#

&'&1

!

A

#

&'&%

为差异有统计学意义(

!

!

结
!

果

!F#

!

渥曼青霉素以剂量依赖方式抑制
9HM#M565

细

胞黏附

细胞黏附试验结果如表
%

所示!渥曼青霉素浓

度为
&-;#9

+

[

\%时!各细胞黏附率均最高!且
6J!

%!QVQ

细胞黏附率比
6J!%!L]

细胞和
6J!%

细胞分

别高
0.'&)Y

和
0.'%(Y

!差异极显著"

A

#

&'&%

#!

随着渥曼青霉素浓度的升高!各细胞的黏附率均显

著下降(渥曼青霉素浓度
%&

%

1&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!QVQ

细胞黏附率极显著"

A

#

&'&%

#高于
6J!%

和
6J!%!L]

细胞&

%&&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!QVQ

细

胞黏附率显著"

A

#

&'&1

#高于
6J!%

和
6J!%!L]

细

胞&渥曼青霉素浓度达到
0&&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!

QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞的黏附率无显著差异&

当渥曼青霉素浓度
0&&-;#9

+

[

\%时!

*

种细胞的黏

附率分别被抑制了
(3').Y

'

30'.1Y

和
()'*0Y

(

!F!

!

渥曼青霉素以剂量依赖方式抑制
9HM#M565

细

胞侵袭

细胞侵袭试验结果如表
0

所示!渥曼青霉素浓

度为
&-;#9

+

[

\%时!各细胞的侵袭穿膜细胞数最

多!其侵袭力最强!随着渥曼青霉素浓度的升高!细

表
#

!

不同浓度渥曼青霉素对细胞黏附率的影响

)3>B+#

!

S88+/17-84288+6+.1/-./+.16312-.E-61@3..2.

"

\L

#

-./+BB34*+72-.631+7 Y

细胞

]899

渥曼青霉浓度%"

-;#9

+

[

\%

#

H#VS;<--$-A#-A8-SV<S$#-

& %& 0& 1& %&& 0&&

6J!%!QVQ )1'/*m%'&)

""

*3'0*m&'(*

""

*1'%%m%'%*

""

0)'&)m&'(/

""

%*'/0m&'..

"

1'3.m&'3*

6J!% %/'33m&'%/ %1'/)m&'1/ %*'//m%'00 %&'%%m%'&0 /'*1m&'*( *'%&m&'*(

6J!%!L] %/'(/m&'(0 %)'(%m&')% %0'%%m&'*0 %&'*(m&'3) /'(0m%'&% 1'))m&')%

在同一列中与
6J!%

和
6J!%!L]

相比!

"

'A

#

&'&1

!

""

'A

#

&'&%

(下表同

I-S=8,<;8A#9>;-

!

"

'A

#

&'&1

!

""

'A

#

&'&%A#;

D

<V8"T$S=6J!%<-"6J!%!L]A899,'7=8,<;8<,U89#T

.)(%



!

%&

期 万学瑞等$

QI*̂

%

4̀S

抑制剂对鸡朊蛋白过表达
6J!%

细胞增殖'侵袭和凋亡的影响

表
!

!

不同浓度渥曼青霉素对细胞侵袭"侵袭细胞数#的影响

)3>B+!

!

S88+/17-84288+6+.1/-./+.16312-.E-61@3..2.-./+BB2.=372-.

"

,+BB.A@>+67-82.=372-.

#

细胞

]899

渥曼青霉浓度%"

-;#9

+

[

\%

#

H#VS;<--$-A#-A8-SV<S$#-

& %& 0& 1& %&& 0&&

6J!%!QVQ

0%0m%)

""

%(%m3

""

%.*m%%

""

1.m%&

"

\ \

6J!%!L] %0%m%* /0m%/ (.m3 *0m%* \ \

6J!% %0*m/ /3m%) (*m. 03m%. \ \

胞的侵袭力显著下降!但同一渥曼青霉素浓度下

6J!%!QVQ

细胞侵袭穿膜细胞数显著高于
6J!%!L]

和
6J!%

细胞"

A

#

&'&1

或
A

#

&'&%

#(当渥曼青霉

素浓度高于
%&&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞均不见侵袭穿膜细胞(

!FG

!

渥曼青霉素以剂量和时间依赖方式抑制
9HM

#M565

细胞增殖

应用
e77

法检测细胞的增殖!结果显示"图

%

#!不加渥曼青霉素时!

6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞增殖活性均高于其渥曼青霉素处理的增殖活

性&随着渥曼青霉素浓度的增加和作用时间的延长!

增殖抑制作用明显增强!呈现明显的时效和量效关

系(同时在渥曼青霉素浓度低于
1&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!QVQ

细胞具有抗渥曼青霉素的能力!与
6J!%!

L]

和
6J!%

细胞相比有统计学差异"

A

#

&'&%

#&而

当渥曼青霉素浓度大于
1&-;#9

+

[

\%时其几乎完

全抑制了各细胞的增殖(

4'6J!%!QVQ

细胞&

5'6J!%!L]

细胞&

]'6J!%

细胞

4'6J!%!QVQA899,

&

5'6J!%!L]A899,

&

]'6J!%A899,

图
#

!

不同渥曼青霉素浓度对细胞增殖的影响

H2

:

F#

!

S88+/17-84288+6+.1/-./+.16312-.E-61@3..2.-./+BB

0

6-B28+6312-.

!F%

!

渥曼青霉素以剂量依赖方式促进
9HM#M565

细

胞凋亡

细胞经
4--8?$-!b!JI7]

%

QI

双染后流式细胞

仪检测!结果显示"图
0

#!在无渥曼青霉素处理时!

6J!%!QVQ

细胞总凋亡率"

1'/.Y

#低于
6J!%!L]

细

胞"

%&'03Y

#和
6J!%

细胞"

%*'(1Y

#(随着渥曼青

霉素浓度的增加!各细胞的总凋亡率均升高!而且呈

现一定的剂量效应关系&渥曼青霉素浓度低于
0&

-;#9

+

[

\%以下时!对各细胞的凋亡率影响较小!当

渥曼青霉素浓度高于
1&-;#

+

[

\%时!渥曼青霉素

浓度对各细胞的凋亡率影响非常大(在同一渥曼青

霉素浓度下!

6J!%!QVQ

细胞的凋亡率低于
6J!%!L]

3)(%
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不同浓度渥曼青霉素对细胞凋亡的影响

H2

:

F!

!

S88+/17-84288+6+.1/-./+.16312-.E-61@3..2.-./+BB3

0

-

0

1-727

()(%



!

%&

期 万学瑞等$

QI*̂

%

4̀S

抑制剂对鸡朊蛋白过表达
6J!%

细胞增殖'侵袭和凋亡的影响

和
6J!%

细胞&尤其渥曼青霉素浓度为
%&&

'

0&&

-;#9

+

[

\%时!

6J!%!L]

和
6J!%

细胞几乎全部凋

亡!但
6J!%!QVQ

细胞仍有
1.'.*Y

和
%1'1)Y

的细

胞存活!具有抗渥曼青霉素的能力(

!F$

!

不同渥曼青霉素浓度下
)+5)

基因的转录量

分析

利用本实验室建立的鸡
A@HA

基因
;OL4

实

时荧光定量
O7!Q]O

检测方法!检测
6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞
A@HA

基因转录水平表达

量!结果显示"图
*

#!加入渥曼青霉素时各细胞

A@HA

基因的
;OL4

拷贝数均出现变化&随着渥

曼青霉素浓度的增加!

A@HA

基因的
;OL4

拷贝

数呈现出下降的趋势(在同一渥曼青霉素浓度下!

6J!%!QVQ

细胞
A@HA

基因的
;OL4

拷贝数均显

著高于
6J!%!L]

和
6J!%

细胞(

图
G

!

不同浓度渥曼青霉素对
)+5)

基因
@IO<

拷贝数

的影响

H2

:

FG

!

S88+/17-84288+6+.1E-61@3..2./-./+.16312-.-.

@IO</-

0;

.A@>+6-8)+5)

G

!

讨
!

论

4̀S

的活性与抗细胞凋亡以及细胞生长'增殖

和能量代谢有关(在肿瘤细胞中
4̀S

的表达量较

正常细胞高!有加速白血病细胞增殖和抑制细胞程

序性死亡的作用)

%)

*

!激活
4̀S

还可改变细胞迁移和

侵袭!提高卵巢肿瘤细胞的侵袭能力)

%1

*

(敲除小鼠

的
A'A

] 基因可明显降低
D

!4̀S

表达量!加剧脑缺

血后的神经损伤)

%.

*

(

QVQ

] 和
D

!4̀S

在胃癌组织中

协同表达!

D

!4̀S

有可能在
QVQ

] 介导的胃癌恶性表

型中发挥作用)

%3

*

(但鸡细胞型朊蛋白的生理功能

及其机制还未见报道!为此作者构建了
]=QVQ

] 过

表达的鸡成纤维细胞系
6J!%!QVQ

及空载体细胞系

6J!%!L]

(本试验中!作者应用
QI*̂

%

4̀S

抑制剂

渥曼青霉素阻断该信号通路!探讨其对
QVQ

] 介导

的细胞增殖'黏附'侵袭和凋亡过程的影响(结果显

示!渥曼青霉素浓度为
&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞的增殖'黏附'侵袭能力均最

高!总凋亡率均最低&且
6J!%!QVQ

细胞增殖'黏附'

侵袭能力均高于
6J!%!L]

细胞和
6J!%

细胞!而总

凋亡率却低于
6J!%!L]

细胞和
6J!%

细胞!差异显

著"

A

#

&'&1

#!说明
]=QVQ

] 的过量表达可促进

6J!%!QVQ

细胞增殖'黏附'侵袭!抑制其凋亡!这和

QVQ

] 在哺乳动物中的功能相似)

3

*

(随着渥曼青霉

素浓度的增加!

6J!%!QVQ

'

6J!%!L]

和
6J!%

细胞各

自的
A@HA

基因
;OL4

表达量均减少!其增殖'黏

附'侵袭能力相应下降!而总凋亡率均升高!且呈现

一定的剂量效应关系!这证实了文献报道的
QI*̂

%

4̀S

信号转导通路是调节细胞存活最重要的途径之

一)

%(

*

!

]=QVQ

] 至少部分是通过
QI*̂

%

4̀S

信号通

路对
6J!%

细胞的增殖'黏附'侵袭和凋亡进行调节

的(但在低于
%&&-;#9

+

[

\%的同一渥曼青霉素浓

度下!

6J!%!QVQ

细胞增殖'黏附'侵袭能力始终高于

6J!%!L]

细胞和
6J!%

细胞!而总凋亡率均低于

6J!%!L]

细胞和
6J!%

细胞!差异显著"

A

#

&'&1

#!

说明
]=QVQ

] 的过量表达具有抗渥曼青霉素的能

力(尤其在流式细胞术检测细胞凋亡的试验中!渥

曼青霉素浓度为
%&&

和
0&&-;#9

+

[

\%时!

6J!%!

L]

和
6J!%

细胞几乎全部凋亡!但
6J!%!QVQ

细胞

仍有
1.'.*Y

和
%1'1)Y

的细胞存活!提示
]=QVQ

]

还可通过其他途径调节
6J!%

细胞的凋亡(

7'H'Q#=

等研究渥曼青霉素对
QI*̂

%

4̀S

信

号通路的作用!结果表明渥曼青霉素能负调控

QI*̂

%

4̀S

信号通路中的多种分子!包括
QI*̂

和

;7cO

!使
4̀S

去磷酸化从而下调
4̀S

激酶活

性)

%(!%/

*

(作者采用实时荧光定量
O7!Q]O

法检测

发现!随着渥曼青霉素浓度的增加!

6J!%!QVQ

'

6J!

%!L]

和
6J!%

细胞中
A@HA

基因
;OL4

表达量

均减少!而在同一渥曼青霉素浓度下!

6J!%!QVQ

细

胞中
A@HA

基因
;OL4

表达量均高于
6J!%!L]

细胞和
6J!%

细胞!表明
!U#

基因表达量与
A@HA

基因表达量相关联!

4̀S

对
QVQ

] 可能存在反馈调

节!但其机制尚不明确(

总之!

]=QVQ

] 的过量表达可促进
6J!%

细胞增

殖'黏附和侵袭!抑制其凋亡&渥曼青霉素以剂量依

赖方式抑制
6J!%

细胞中
A@HA

基因
;OL4

表达

及其细胞的增殖'黏附和侵袭!诱导其凋亡!表明

/)(%
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QI*̂

%

4̀S

信号通路可能在
]=QVQ

] 介导
6J!%

细

胞增殖'黏附'侵袭和凋亡过程中具有重要的作用(

]=QVQ

] 的过量表达可抗渥曼青霉素引起的细胞凋

亡!提示
QI*̂

%

4̀S

信号通路并不是
]=QVQ

] 调节

细胞凋亡的唯一途径(本研究结果为进一步阐明

]=QVQ

] 生理功能的分子机制奠定基础(
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