
作者简介&阳倩$

$(-)W

&#主治医师#硕士#主要从事儿科新生儿学研究)

!

$

!

通讯作者(

S.D?#>

&

+A#:1%%///

"

$1)&G"D

*

论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&$$&%$$

D#;.'%1?

对叶酸缺乏小鼠胚胎干细胞增殖和凋亡的影响

阳
!

倩!石
!

伟$

"四川省医学科学院&四川省人民医院儿科!成都
)$%%$-

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨
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$增殖和凋亡的影响%方法
!

DS82

分为完全培养基组

"对照组$!无叶酸培养基组"无叶酸组$!无叶酸培养基
RD#;.'%1?D#D#G
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法检测
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对
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活力的影响!
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流式细胞术检测
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对
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细胞凋亡的影响#流式细胞术检测
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对
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细胞周期的影响#
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检测及磷脂酰肌醇
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$&蛋白激酶
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$&哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白"
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$信号通路激活情况!以及下游分子细胞周期蛋白
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表达的影响%结果
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证实无

叶酸组中
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表达量下降"
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$%与完全培养基比较!无叶酸培养基中!
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细胞活力下降!细胞凋亡增加!细胞周期

阻滞在
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磷酸化水平下降!
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表达下调!

C

1$

及
C

1-

表达上调!差异均具有统计学意义"
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无叶酸组比较!

D#;.'%1?

组中!
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磷酸化水平提高!
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类似物能显著抑制缺乏叶酸
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凋亡!能促进其增
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信号通路有关%
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胚胎生长发育涉及胚胎干细胞生长*分化*死亡及至器官

形成等过程#受环境因素*遗传基因及信号通路等的影响)一

些微量必需元素的缺乏会导致胚胎生长畸形#如叶酸#是一种

水溶性
4

族维生素#只能从食物中摄取#人体内不能合成#以

其代谢物四氢叶酸来参与一碳单位和
Q_<

合成#间接参与

Q_<

甲基化过程'

$

(

)目前已证实在外周血淋巴细胞系#我国

仓鼠卵巢细胞等中#叶酸缺乏会引起全基因组不稳定性和低甲

基化#进而引起细胞增殖缓慢及凋亡率上升#并细胞周期阻滞

在
I

$

期'

1

(

)梁燕等'

'

(也证实叶酸缺乏会抑制小鼠胚胎干细

胞$

D"E+99DN@

J

",#G+B9DG9>>

#

DS82

&增殖#与叶酸缺乏诱导

的细胞周期特异性凋亡有关)

U#G@";_<

$

D#;_<+

&是一类进化上高度保守的内源性非

--0$

重庆医学
1%$)

年
0

月第
03

卷第
$$

期



编码小分子
;_<

#它能够结合于靶基因
D;_<

的
'n.d=;

区

域#使靶基因降解或阻遏靶基因翻译#从而抑制靶基因表达#具

有严格的组织特异性和时序性)

D#;_<

可调控胚胎干细胞命

运#参与一系列胚胎发育重要进程#如早期胚胎发育*细胞增

殖*细胞凋亡等'

0

(

)在胚胎发育过程中#如果
D#;_<

加工过

程或
Q#G9@

酶发生突变#导致胚胎干细胞分化异常#使胚胎不

能形成正常器官形态#严重影响胚胎发育早期)

D#;.'%1

家族

是胚胎干细胞特异
D#;_<

家族#可以通过调节细胞周期相关

蛋白表达#促进
I

$

"

8

期转化'

3

(

)因而推测
D#;.'%1

能通过促

使
I

$

到
8

期转化#从而抑制叶酸缺乏引起的胚胎干细胞损

伤)胚胎干细胞是从早期胚胎内细胞团和原始生殖细胞中分

离出来的全能干细胞#可在体外培养#且具有自我更新及多向

分化的特点)

DS82

的体外培养目前应用广泛#操作技术成

熟#是研究胚胎发育*遗传疾病等的理想模型)因此本文在此

基础上探讨
D#;.'%1?

对于叶酸缺乏胚胎干细胞增殖及凋亡的

影响及其作用机制)

>
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材料与方法
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!

主要试剂及仪器
!
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$
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F
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公司&%兔抗
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*
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*

C
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抗体$
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C
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*

C
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*
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F
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*
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双染检

测试剂盒$碧云天生物技术研究所&%胎牛血清*高糖
QUSU

培养基$含叶酸&*胰蛋白酶$美国
I#NG"

公司&%

QUSU

高糖培

养基$不含叶酸&$北京思赛因公司&%叶酸$
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F
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1
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公司&%生物安全柜$

=A9@D"8G#9,.
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公司&%倒置显微镜$

_#\",

公司&%流式细胞仪$

4Q
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迷你双垂直电泳仪*迷你转印电泳仪*
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凝胶

成像系统$
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公司&)
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!

方法
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细胞培养
!

DS82;$

细胞系由中国科学院上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所#货号!

8287.11'

)

饲养层细胞为小鼠胚胎成纤维细胞$
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#

UST

&#此细胞经过伽马射线辐射后失去分裂能力#接种

在含
%&$P

明胶处理过的细胞培养皿中#待
10A

完全贴壁后#

将
DS82

细胞接种到此饲养层细胞上#

1

$

'!

后传代到无

%&$P

明胶的皿中#以除去
UST

)

DS82

细胞培养基需再加入

$D5

"

5

%

巯基乙醇#

$%

!

F

"

5

重组人白血病抑制因子等)

>&?&?

!

D#;_<

合成与转染
!

在广州市锐博生物科技有限公

司订购合成
D#;.'%1?D#D#G

及对照
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检测
D#;.'%1

在
DS82

及叶酸缺乏
DS82

中

的表达
!

总
;_<

的提取参考
B@#H">

试剂盒 $

O,K#B@"

F
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说明书#引物设计如下)
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基因引物序列!
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<2=II<=<2I<2=2<22<<.'n

#甘油醛
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磷酸脱氢酶

$

I<7Qb

&作为内参标记物#引物序列!

3n.=I< 2== 2<<

2<I2I< 2<2 22<.'n

)通过一步法
;=.72;

试剂盒将

;_<

逆转录成
GQ_<

并进行
72;

扩增#获取
3

!

5

扩增产物

用于下一步
1P

的琼脂糖胶进行检测)紫外分光光度计检测

电泳条带并拍照)

>&?&A

!

U==

法测
DS82

增殖率
!

()

孔板中
UST

作为饲养

层#

DS82

接种于饲养层上#当细胞汇合度达到
-%P

时#分别转

染
D#;.'%1? D#D#G

和
,9

F

?B#K9G",B@">

#转 染 浓 度 分 别 为

3%,D">

*

1%%,D">

#转染达到
-1A

后#加入
1%

!

53D

F

"
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U==

#继续培养
0A

后吸弃培养液#每孔加入
$3%

!

5QU8̂

#

振荡使结晶物充分溶解#于酶标仪
3)%,D

处测
M

值#以
)'%

,D

作为参比波长计算相对增殖率)

>&?&B
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细胞凋亡检测
!

)

孔板中
UST

作为饲养层#

DS82

接

种于饲养层上#当细胞汇合度达到
-%P

时#分别转染
D#;.'%1?

D#D#G

*

,9

F
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#转染浓度分别为
3%,D">

*

1%%,D">

#

10A

后消化收集细胞#避光染色
'%D#,

上机检测)按照
<,.

,9M#, .̀TO=2

"
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细胞凋亡检测试剂盒说明书的方法#用

%&13P

的胰蛋白酶$不含
SQ=<

&消化#

748

洗涤#

1%%%@

"

D#,

离心
3D#,

#收集细胞%加入
4#,!#,

F

4ELL9@3%%

!

5

悬浮细胞#

随后加入
<,,9M#, .̀TO=23

!

5

混匀后#加入
7O3

!

5

#混匀#

于室温避光反应
3

$

$3D#,

#在
$A

内进行流式细胞仪检测)
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细胞周期检测
!

)

孔板中
UST

作为饲养层#

DS82

接

种于饲养层上#当细胞汇合度达到
-%P

时#分别转染
D#;.'%1?

D#D#G

*

,9

F
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#转染浓度分别为
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*
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#

10A

后消化收集细胞#避光染色
'%D#,

上机检测)
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!
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!

)

孔板中
UST

作为饲养层#

DS82

接种

于饲养层上#当细胞汇合度达到
-%P

时#分别转染
D#;.'%1?

D#D#G

*

,9

F

?B#K9G",B@">

#转染浓度分别为
3%,D">

*

1%%,D">

#
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后消化收集细胞#离心#后加入适量的
;O7<

裂解液#每隔

$%D#,

置于涡旋仪中振荡
'%+

#

0%D#,

后#

0Y

#

$%%%%@

"

D#,

离心
$%D#,

#小心吸取上清液#即可获得总蛋白)根据
42<

试

剂盒对蛋白浓度进行测定)蛋白上样#跑
8Q8

凝胶电泳#后湿

法砖膜)将膜浸入一抗溶液孵育#

0Y

过夜%漂洗后#浸入二抗

溶液中室温孵育
$

$

1A

)将膜取出漂洗#在膜上滴加
S25

曝

光液#在凝胶成像系统中曝光)用+

gE?,B#B

J

",9

,软件对各抗

体条带灰度值进行统计)

>&@

!

统计学处理
!

所有数据均用
8788$-&%

统计分析#数据

至少重复
'

次并用
0[>

表示#采用
8

检验#以
E

%

%&%3

为差异

有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

D#;.'%1?

在
DS82

及缺乏叶酸
DS82

中的表达
!

;=.

72;

结果显示#无叶酸组中
D#;.'%1?

表达量显著下降#差异

具有统计学意义$

E

%

%&%3

&#见图
$

)

?&?

!

D#;.'%1?

对
DS82

活力影响
!

与对照组比较#无叶酸组

细胞活力下降#差异具有统计学意义$

E

%

%&%3

&%与无叶酸组

比较#

D#;.'%1?

组能显著提高细胞活力#差异具有统计学意义

$

E

%

%&%3

&#见图
1

)

?&@

!

D#;.'%1?

对
DS82

细胞凋亡的影响
!

与对照组比较#无

叶酸组中细胞凋亡增加#差异具有统计学意义$

E

%

%&%3

&%与

无叶酸组比较#

D#;.'%1?

组细胞凋亡减少#差异具有统计学意

义$

E

%

%&%3

&#见表
$

)

?&A

!

D#;.'%1?

对
DS82

细胞周期的影响
!

与对照组比较#无
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年
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叶酸组细胞周期阻滞在
I

$

期#差异具有统计学意义$

E

%

%&%3

&%与无叶酸组比较#

D#;.'%1?

组中
I

$

期缩短#差异具有

统计学意义$

E

%

%&%3

&)见表
1

)

图
$

!!

D#;.'%1?

在
DS82

及缺乏叶酸
DS82

中的表达

图
1

!!

D#;.'%1?

对
DS82

活力影响

表
$

!!

D#;.'%1?

对
DS82

细胞凋亡的影响$

0[>

%

组别 早期凋亡 晚期凋亡

对照组
'&31[%&0( 0&%/[%&)'

无叶酸组
(&-/[$&1- 1'&0-['&3)

D#;.'%1?

组
3&1)[%&(' $%&/-[$&%1

表
1

!!

D#;.'%1?

对缺乏叶酸
DS82

细胞周期的

!!!

影响$

0[>

(

P

%

组别
I

$

8

I

1

对照组
$1&0([$&%' -%&13['&'( $-&1)[1&$'

无叶酸组
1(&/$[0&3( )%&1$[0&/' (&(/[$&'0

D#;.'%1?

组
$/&'-[1&)3 )/&1([3&3- $'&'0[$&%(

?&B

!

D#;.'%1?

对
DS82

细胞中
7O'Z

"

<\B

"

D=̂ ;

信号通路

相关蛋白表达的影响
!

与对照组比较#无叶酸组
<\B

和

D=̂ ;

磷酸化水平下降#差异均具有统计学意义$

E

%

%&%3

&%

与无叶酸组比较#

D#;.'%1?

组能提高
<\B

和
D=̂ ;

磷酸化水

平#差异均具有统计学意义$

E

%

%&%3

&#见图
'

)

?&M

!

D#;.'%1?

对
DS82

中细胞周期相关蛋白表达的影响
!

与对照组比较#无叶酸组中
2

J

G>#,Q$

表达下调#

C

1$

*

C

1-

表达

上调#差异均具有统计学意义$

E

%

%&%3

&%与无叶酸组比较#

D#;.'%1?

组能上调
2

J

G>#,Q$

表达#下调
C

1$

*

C

1-

表达#差异均

具有统计学意义$

E

%

%&%3

&#见图
0

)

图
'

!!

D#;.'%1?

对
DS82

细胞中
7O'Z

)

<\B

信号

通路相关蛋白表达的影响

图
0

!!

D#;.'%1?

对缺乏叶酸
DS82

中细胞

周期相关蛋白表达的影响

@

!

讨
!!

论

D#;.'%1

家族是胚胎干细胞特异性
D#;_<

#能通过调控

2

J

G>#,Q$

和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂#促进
I

$

期向
8

期进展#进而促进细胞增殖#保持胚胎干细胞的特性'

3

(

)

D#;.

'%1

首先在
DS82

中克隆得到#在其他的成年细胞中均未克隆

到#且发现
D#;.'%1

只特异性的高表达于未分化的人胚胎干细

胞*

DS82

*犬胚胎干细胞中#一旦进入分化阶段#其表达量下

降'

3.)

(

)

D#;.'%1

在
S82

中表达量较高'

)

(

)

D#;.'%1

在未分化

S82

中表达量较高#分化后表达量下降'

-

(

)本实验也发现#在

无叶酸组中#

D#;.'%1?

表达量下降)

细胞增殖分裂是细胞重要生命特征之一)胚胎干细胞细

胞周期
I

$

期较短#与肿瘤细胞相似#一个细胞周期为
$$A

#

I$

期只有
1A

#整个细胞周期活跃#细胞增殖快速)

2

J

G>#,Q$

是

I

$

期关键蛋白#最先在
I

$

期被合成#并且在
I

%

"

I

$

期到
8

期

的进程中发挥关键作用)

2

J

G>#,Q$

和细胞周期依赖蛋白激酶

(-0$
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$

2QZ0

&结合#形成
2

J

G>#,Q?.2QZ

复合物#导致
2QZ

的蛋白

激酶活化#通过一系列调控作用#使细胞通过限制点进入
8

期#

引起细胞分裂)

C

1$

和
C

1-

是细胞周期依赖性激酶抑制剂#与

2

J

G>#,Q$

竞争可
2

J

G>#,.2QZ

复合物或细胞增殖抗原的活性#

使细胞不能通过
I

$

期)

D#;.1(0

"

D#;.'%1

通过快速调节
I

$

期限制点促进
S82

细胞增殖#而抑制其分化'

/

(

)在
AS82+

#

D#;.'%1?

提高
2

J

G>#,Q$

表达#从而加快
I

$

期#延长
8

期'

3

(

)

C

1$

是
D#;.'%1

的已知报道的靶基因'

(

(

)本实验也发现#

D#;.

'%1?D#D#G+

可使缺乏叶酸的
DS82

细胞
2

J

G>#,Q$

表达量提

高#

C

1$

和
C

1-

表达量下降#

I

$

期缩短)

已有文献报道#未分化状态下
AS82+

的增殖与
7O'Z

"

<\B

"

D=̂ ;

的高磷酸化水平有关'

$%

(

)

7O'Z

属于磷脂酰肌醇

依赖激酶家族#可通过一系列信号转导以此激活
<\B

#而被描

述为癌基因的
<\B

#参与了包括细胞增殖*细胞凋亡*迁移等在

内许多基本的细胞过程)

<\B

活化后可以促进
D=̂ ;

磷酸

化#使其产生应答效应#调节下游通路#使与细胞周期有关的蛋

白表达增加#促进细胞周期跨越
I

$

期#影响细胞的生长及大

小'

$$

(

)激活
7O'Z

"

<\B

信号通路#可明显抑制细胞凋亡#并下

调
I

%

"

I

$

期比例#从而维持
AS82

的存活和增殖'

$1

(

)

D#;.

'%1.')-

簇通过
7O'Z

"

<\B

信号通路抑制胶质瘤细胞的增殖及

转移'

$'

(

)

D#;.'%1.')-

簇通过降低
<\B$

磷酸化水平#下调

2

J

G>#,Q$

表达#上调
C

1-

及
C

1$

表达#从而抑制宫颈癌细胞增

殖'

(

(

)本研究也发现#

D#;.'%1? D#D#G+

能使缺乏叶酸的

DS82

中
<\B

和
D=̂ ;

磷酸化水平提高#并抑制细胞凋亡)

综上所述#在缺乏叶酸的
DS82

中
D#;.'%1?

表达量下降#

细胞凋亡增加#细胞周期阻滞在
I

$

期#

2

J

G>#,Q$

表达量下降#

C

1$

和
C

1-

表达量上升#

<\B

"

D=̂ ;

磷酸化水平下降#当转染

D#;.'%1?D#D#G+

后#细胞凋亡率下降#

I

$

期缩短#

2

J

G>#,Q$

表

达量上升#

C

1$

和
C

1-

表达量下降#

<\B

"

D=̂ ;

磷酸化水平提

高#说明
D#;.'%1?

可通过
7O'Z

"

<\B

"

D=̂ ;

信号通路来调节

细胞增殖和凋亡)
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