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结果
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诺考达唑处理后!使两种细胞有丝分裂均停留在
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例高于
W1$

细胞"

!

$

,*,8

$#

07i?X60

显示诺考达唑处理后
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早在
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年#德国科学家
T:BC";

就认为恶性细胞有不稳

定的染色体#这些不稳定染色体能导致癌症的发生)

)..@

年#

PJC(GC"

E

等'

)

(提出了非整倍体导致癌症发生的假说#他们的

实验表明非整倍体是独立于基因突变外导致癌症发生的机制)

纺锤体检查点蛋白
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&功能丧失的一个后果是遗传不

稳定性#促使细胞更容易恶变'

$

(

)本实验通过间接免疫荧光和

0!%

干扰$

0!%;

&技术在人肝癌细胞$

3C

Q

&?$

细胞&和正常肝

细胞$

W1$

细胞&中研究
6C>

Q

?'

在染色体数目异常发生过程

中的作用)
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材料与方法
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材料
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细胞和
W1$

细胞均购自中国科学院上
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短发夹
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(G0!%

&设计及质粒的构建
!

用
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E
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公司在线设计软件#设计以
&C>TF>̀

中
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Q

?'

基因$编号!

!S,,)@)-

&的编码区$

6P2

&为靶向的
(G0!%

引物#送上海

V>B;D":

E

C>

公司采用化学合成方法合成单链寡核苷酸#退火形

成双链
P!%

#插入线性载体
QE

C>C(;H?)

质粒中#双酶切鉴定和

P!%

测序分析)
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!

转染质粒到
W1$

细胞
!

将
W1$

细胞传代到
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孔板内)

培养 后 将 细 胞 分 为
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实时荧光定量
?

聚合酶链反应$

07i?X60

&

!

分别收集未

转染和转染
+@G

后的细胞#提取
0!%

#反转录为
IP!%

)用

已经制备好的
6C>

Q

?'

和
&%XP3

$内参&定量检测的引物和探

针#在
%TV/,,,

定量
X60

仪上进行
07i?X60

扩增#比较各

组细胞内
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Q

?' K0!%

的水平 $
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?' K0!%

拷贝数"

&%XP3 K0!%

拷贝数&)
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间接免疫荧光检测
!

首先在
$+

孔板中制备细胞玻片#然

后用预温到
-/Y

的磷酸二氢盐缓冲液$

XT2

&清洗细胞表面
-

次)用
d$,Y

的甲醇固定
$,K;>

#

),Z

羊血清封闭
-,K;>

)

加入兔抗人
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抗体
-/Y

孵育
)$,K;>

#于暗室中加入羊

抗兔二抗#

-/Y

孵育
<,K;>

#加入
P%XV

#

-/Y

孵育
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)以

上每步用
XT2

洗
-

次#

8,Z

甘油封片进行激光共聚焦检测)

?*D

!

细胞周期分析
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用
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诺考达唑同时处理

3C

Q

&?$

和
W1$

细胞
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#
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清洗
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遍后#加入
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配

制的
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过夜#送重庆医科大学儿科医学研究所
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进行细胞周期分析)
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染色体分析
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将已长满
@,ZW1$

细胞和
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&?$

细胞
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冰箱中
<

$
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#然后加入秋水仙素#

-/Y

孵箱继续

培养
<

$
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)收集细胞#

$8,,"

"

K;>

离心
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#加入预加温

到
-/Y

的
,*,/8K:H

"

W

氯化钾$

f6H

&

@KW

#

-/Y

水浴
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#

加
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#
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固定液$甲醇
[

冰醋酸
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离心
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#重悬#

+Y

过夜#
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K;>

离心
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#此步骤重复
$

次)弃上清液#加
8,,

#

W

固定液混匀#制片晾干#用吉姆萨染

色镜检)分析两种细胞各
),,

个
&

$

"

S

期细胞分裂像)
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!

统计学处理
!

采用
2X22)-*,

进行统计学处理#组间比

较采用
4

检验#以
!

$

,*,8

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果
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细胞周期分析的流式结果
!

诺考达唑处理前
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&?$

细

胞和
W1$

细胞
&

$

"

S

期细胞的比例分别为
,*)$8,_,*,$@/

和
,*,.</_,*,$+)

#二者比较差异无统计学意义$

!

&

,*,8

&%

诺考达唑处理后两种细胞的
&

$

"

S

期细胞比例较处理前明显

增加$

!

$

,*,8

&#分别为
,*./@-_,*$)@,

和
,*.8+-_,*$/8

,

#但二者比较差异无统计学意义$
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&#见图
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W1$

细胞诺考达唑处理前%

T

!

W1$

细胞诺考达唑处理后%

6

!

3C

Q

&?$

细胞诺考达唑处理前%

P

!

3C

Q

&?$

细胞诺考达唑处理后)

图
)
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3C

Q

&?$

和
W1$

细胞用诺考达唑处理前#后的

流式细胞仪检测结果
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染色体分析结果
!

统计分析
3C

Q

&?$

细胞和
W1$

细胞

各
),,

个
&

$

"

S

细胞的分裂像#结果显示
3C

Q

&?$

细胞中染色

体数目异常细胞的比例高于
W1$

细胞$

!

$

,*,8

&#见图
$

#细

胞吉姆萨染色后光镜观察见图
-

)

!!

)

!

3C

Q

&$

细胞%

$

!

W1$

细胞)

图
$

!!

3C

Q

&?$

细胞和
W1$

细胞异常染色体的结果

图
-

!!

吉姆萨染色结果照片%光镜
]+,,

&

@*A

!

07i?X60

结果
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!

诺考达唑处理后
W1$

细胞和
3C

Q

&?$

细胞
6C>

Q

?'

K0!%

水平比较
!

诺考达唑处理前
3C

Q

&?$

细胞
&C>

Q

?'K0?

!%

水平为
,*,./@_,*,$/-

#

W1$

细胞
6C>

Q

?'K0!%

水平

为
,*,.@<_,*,$<)

#二者比较差异无统计学意义$

!

&

,*,8

&%

诺考达唑处理后
W1$

细胞
6C>

Q

?'K0!%

水平为
,*)@+8_

,*,-+8

#明显高于
3C

Q

&?$

细胞$

,*),@$_,*,$,-

&#差异有

统计学意义$

!

$

,*,8

&)

@*A*@

!

转染质粒到
W1$

细胞后各组
6C>

Q

?'K0!%

水平比

较
!

实验组
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Q

?'K0!%

水平为$

)*$_,*)

&

]),

d$

#对照组

6C>

Q

?'K0!%

水平为$

@*@_,*)

&

]),

d$

#空白组
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Q

?'K0?

!%

水平为$

.*@_,*)

&

]),

d$

#实验组与其他两组比较差异有

统计学意义$
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间接免疫荧光检测结果

@*B*?

!

诺考达唑处理后
3C

Q

&?$

细胞和
W1$

细胞间接免疫

荧光检测结果
!

3C

Q

&?$

细胞的细胞核中#

6C>

Q

?'

蛋白的表达

量明显低于
W1$

细胞$

!

$

,*,8

&#见图
+

*

8

)

图
+

!!

诺考达唑处理后
3C

Q

&?$

细胞间接免疫荧光检测结果

图
8

!!

诺考达唑处理后
W1$

细胞间接免疫荧光检测结果

@*B*@

!

转染质粒到
W1$

细胞前*后
6C>

Q

?'

蛋白间接免疫荧

光检测结果
!

转染质粒到
W1$

细胞后#

6C>

Q

?'

蛋白表达下降

$

!

$

,*,8

&#见图
<

*

/

)

图
<

!!

转染质粒到
W1$

细胞前间接免疫荧光检测结果

图
/

!!

转染质粒到
W1$

细胞后间接免疫荧光检测结果
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!

讨
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论

6C>

Q

?'

是一种重要着丝粒特异蛋白#它主要定位于着丝

粒的外层)国外学者发现
6C>

Q

?'

的细胞内水平和定位皆受

到严格控制'

-

(

)现在越来越多的实验证明
6C>

Q

?'

在纺锤体

检查点$

(

Q

;>9HCIGCÌ

Q

:;>D

#

26X

&机制中起着非常重要的作用#

一定量的
6C>

Q

?'

水平#对
26X

的激活起到非常重要的作用)

6C>

Q

?'

在着丝粒的定位受到着丝粒组装的上游蛋白质如着丝

粒蛋白
?3

$

IC>D":KC"C

Q

":DC;>?3

#

6'!X?3

&的影响'

+

(

)在
26X

机制中#

6C>

Q

?'

主要是通过自身的结构变化影响
TJL0)

蛋白

的功能而起作用'

8

(

)

有研究发现在许多癌细胞中有异常的
26X

功能)例如#

SF9$

蛋白表达降低见于鼻咽癌*肝细胞癌*人乳腺癌及其一

些乳腺癌细胞系和卵巢癌等'

<

(

%

TJLH

蛋白降低也见于结肠癌

和急性粒细胞性白血病'

/

(

%高水平
TJLH

*

TJL0)

和
TJL-

蛋白

的表达也与胃癌细胞增殖能力密切相关'

@

(

)但
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