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摘要　 目的　 探究视网膜母细胞瘤蛋白（Ｒｂ）截短体 ｐ１００Ｒｂ

和 ｐ８０Ｒｂ对细胞周期、凋亡的影响。 方法 　 构建 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ、ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 真核表达质粒；分别转

染至 Ｕ２ＯＳ 细胞中，进行免疫荧光制片，检测 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ

细胞定位情况；将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＢ１⁃ＦＬＡＧ、ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ分别

转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中，提取总蛋白进行免疫印迹，检测

Ｒｂ、ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ的过表达；过表达 Ｒｂ、ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ后利

用流式细胞术检测细胞周期、凋亡。 结果 　 成功构建 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 真核表达质

粒；在 Ｕ２ＯＳ 细胞中 ｐ１００Ｒｂ主要定位在细胞核，ｐ８０Ｒｂ主要定

位在细胞质；Ｒｂ、ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中可过表

达；过表达 Ｒｂ、ｐ８０Ｒｂ和 ｐ１００Ｒｂ 后，与对照组比较，过表达的

Ｒｂ 实验组和 ｐ１００Ｒｂ实验组细胞周期 Ｇ１ 期百分比升高，各实

验组细胞的凋亡率均显著降低（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 过表

达 ｐ１００Ｒｂ可抑制 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞凋亡且阻滞细胞周期；过表

达 ｐ８０Ｒｂ可抑制 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞凋亡但对细胞周期无影响。
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　 　 视网膜母细胞瘤（ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）是一种早

发的儿童恶性肿瘤，是由基因突变导致的［１］，基因

分析表明 ＲＢ 的发生与 ＲＢ１ 基因的突变有关［２］。
ＲＢ１ 基因由 ２７ 个外显子和 ２６ 个内含子组成，定位

于 １３ｑ１４ 上，全长 １７８ １４３ ｂｐ， 编码序列（ｃｏｄｉｎｇ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）全长 ２ ７８７ ｂｐ，编码 ９２８ 个氨基酸［３］。
ＲＢ１ 基因编码的 Ｒｂ 蛋白含有 ３ 个结构域，即 Ｎ 端

结构域、Ａ ／ Ｂ 口袋结构域和 Ｃ 端结构域［４］。 Ｒｂ 蛋

白在细胞内磷酸化的程度与其生物学功能密切相

关，例如低磷酸化或非磷酸化状态的 Ｒｂ 可与 Ｅ２Ｆ１
结合形成复合物，阻止 Ｅ２Ｆ１ 转录因子的释放，使得

Ｅ２Ｆ１ 介导的进入 Ｓ 期所必需的基因无法表达；而当

Ｒｂ 蛋白被 ＣＤＫ 与周期蛋白复合物作用转变为超磷

酸化状态时，Ｒｂ⁃Ｅ２Ｆ１ 复合物解离，释放的 Ｅ２Ｆ１ 作

为转录因子调控下游靶基因的表达［５］。 此外，Ｒｂ 蛋

白在细胞的凋亡、染色质重塑等方面也有重要的作

用［６］。 已经发现在依托泊苷诱导的细胞凋亡过程

中，Ｒｂ 被 ｃａｓｐａｓｅ 裂解，去除掉 Ｃ 端的 ４２ 个氨基酸

残基，产生一个 １００ ｋｕ 的蛋白 ｐ１００Ｒｂ ［７］。 在人骨肉

瘤细胞 Ｓａｏｓ⁃２ 中也发现了一种突变的 Ｒｂ 蛋白

ｐ８０Ｒｂ，其转录本与野生型 Ｒｂ 相比缺失了编码 Ｃ 端

的 ２１ ～ ２７ 外显子［８］。 目前尚无 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ相关

生理功能的报道。 为此，该研究构建了 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ｐ１００Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 真核表达载

体，并过表达于 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中，拟确定它们对细

胞周期和凋亡的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 质粒、菌株与细胞 　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＢ１⁃ＦＬＡＧ
和 ｐｃＤＮＡ３. １ 真核表达载体、ＴＧ１ 菌株、ＨＥＫ ２９３Ｔ
细胞均为安徽医科大学生命科学学院范礼斌实验室

自存，Ｕ２ＯＳ 细胞购于中国科学院上海细胞库。
１． １． ２ 　 主要仪器 　 Ｇｅｌｘ⁃１６２０ 凝胶成像分析系统

（上海欧翔科学仪器有限公司）；Ａｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ 倒置

荧光显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ 公司）；ＰＴＣ⁃１１４８ 小型梯度

ＰＣＲ 仪（上海伯乐生命医学产品有限公司）；ＢＳＣ⁃Ⅱ
级生物安全柜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；光吸收酶标仪

（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；ＣｙｔｏＦｌｅｘ 流式细胞

仪、Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ ２０Ｒ 高速冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ
公司）。
１． １． ３　 主要试剂 　 胎牛血清（美国 Ｃｌａｒｋ 公司）；
ＤＭＥＭ 培养基（澳洲 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 低血

清培养基、ＭｃＣｏｙ′ｓ５ａ 培养基（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｃｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；胰酶细胞消化液（含 ＥＤＴＡ）、Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ 细胞裂解液、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、一抗稀释

液、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ８０００ 脂质体转染试剂（上海碧云
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天生物技术有限公司）；改良型 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度

测定试剂盒、ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ限制性内切酶、Ｔ４ 连接

酶（上海生工生物有限公司）；ＤＮＡ 聚合酶（日本

Ｔａｋａｒａ 公司）；胶回收、质粒小抽试剂盒（美国 Ａｘｙ⁃
ｇｅｎ 公司）； ０． ２ μｍ ＰＶＤＦ 膜 （美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公

司）；ＦＬＡＧ 抗体 Ｆ１８０４（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；辣根酶标

记山羊抗鼠 ＩｇＧ（北京中杉金桥生物有限公司）；Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡试剂盒（上海贝博生物科技

有限公司）；细胞周期 ＰＩ 染液（美国 ＢＤ 公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 质粒构建　 实验所用 ＰＣＲ 引物由通用生物

系统（安徽）有限公司合成，序列见表 １。 以 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＲＢ１⁃ＦＬＡＧ 真核表达质粒为模板，ＰＣＲ 扩增

出含有 ＦＬＡＧ 标签的 ｐ８０Ｒｂ 和 ｐ１００Ｒｂ 的 ＣＤＳ 序列。
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳后，利用胶回收试剂盒

获得纯化的 ＰＣＲ 产物。 纯化的 ＰＣＲ 产物或 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １ 载体用 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ限制性内切酶双

酶切，酶切后的 ＰＣＲ 产物和 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体用 Ｔ４
连接酶连接，并用连接产物转化 ＴＧ１ 感受态细胞。
转化的感受态细胞置于含氨苄抗性的 ＬＢ 固体培养

基中 ３７ ℃培养约 １０ ｈ，分别挑取数个单克隆至含有

氨苄抗性的 ＬＢ 液体培养基中扩大培养约 １２ ｈ，质
粒抽提后，用 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ限制性内切酶进行

酶切鉴定，最后测序酶切正确的重组质粒。

表 １　 ＰＣＲ 引物序列表

质粒 引物序列（５′⁃３′）
ｐ８０Ｒｂ Ｆ：ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＣＡＡＡＡＣＣＣ

Ｒ：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧＴＣＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＴ
ＴＧＧＴＣＣＡＡＡＴＧＣＣＴ

ｐ１００Ｒｂ Ｆ：ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＣＡＡＡＡＣＣＣ

Ｒ：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧＴＣＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣ
ＡＴＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＴＧＡＴ

１． ２． ２　 细胞培养 　 Ｕ２ＯＳ 细胞使用含有 １０％ ＦＢＳ
的 ＭｃＣｏｙ′ｓ５ａ 培养基（１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素 ＋ １００ μｇ ／ ｍｌ
链霉素）在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中进行培

养；ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞使用含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培

养基（１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素 ＋ １００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素）。 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中进行培养。
１． ２． ３　 质粒瞬时转染　 将 １ × １０６ 个细胞接种于 ６
孔板中，待细胞密度达到约 ７０％ ～ ８０％ 时，更换新

鲜完全培养液。 在无菌离心管中依次加入 １２５ μｌ
Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ® Ｍｅｄｉｕｍ、 ２. ５ μｇ 质粒 ＤＮＡ、 ４ μｌ Ｌｉ⁃
ｐｏ８０００ＴＭ转染试剂，充分混匀后分别均匀滴入上述

细胞培养孔内，轻轻混匀。 细胞培养 ４８ ｈ 后用于蛋

白表达和流式细胞术分析，培养 ２４ ｈ 后用于免疫荧

光观察。
１． ２． ４　 间接免疫荧光显微术 　 取出有 Ｕ２ＯＳ 细胞

盖玻片，用预冷的 ＰＢＳ 溶液清洗， － ２０ ℃预冷的甲

醇固定 １０ ｍｉｎ，封闭液（１％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 溶液）
室温封闭 ３０ ｍｉｎ，一抗溶液（１ ∶ １００）室温孵育 ２ ｈ，
ＴＲＩＴＣ 标记的二抗溶液（１ ∶ １００）室温孵育 １ ｈ，ＤＡ⁃
ＰＩ 染细胞核 ５ ｍｉｎ，最后将盖玻片固定至载玻片上，
４ ℃保存过夜后，荧光显微镜观察。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 收集细胞沉淀并置于冰

上裂解，２０ ｍｉｎ 后收集蛋白裂解液，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ２０ ｍｉｎ，收集上清液并测定蛋白含量，取适量蛋白

上清液加入 ５ × ＳＤＳ 上样缓冲液，１００ ℃变性 ７ ｍｉｎ、
冰浴 ３ ｍｉｎ 后，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，２５２ ｍＡ 恒流电

转 １. ５ ｈ 将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，转移后的 ＰＶＤＦ
膜用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 溶液室温封闭 １. ５ ｈ，
加入相应的一抗 ４ ℃孵育过夜，二抗室温孵育 １. ５
ｈ，最后用 ＥＣＬ 试剂盒显色并在化学发光仪（Ｇｅｌｘ⁃
１６２０）上进行显影。
１． ２． ６　 细胞周期　 离心收集的细胞沉淀用预冷的

ＰＢＳ 溶液清洗，逐滴加入 ５００ μｌ 预冷的 ７０％ 乙醇

－ ２０ ℃ 固定过夜，离心收集细胞，预冷的 ＰＢＳ 溶液

清洗，加入 ５００ μｌ ＰＩ 染液，４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ 后

用流式细胞仪检测细胞周期，不同时相的细胞百分

比用 ＦｌｏｗＪｏ 软件分析。
１． ２． ７　 细胞凋亡　 离心收集的细胞沉淀用预冷的

ＰＢＳ 溶液清洗，再用 ４００ μｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ 溶液与密度为

１０６ 个 ／ ｍｌ 的悬浮细胞孵育，再加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ 染色液，４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ 后，加入 １０ μｌ ＰＩ
染色液 ４℃避光孵育 ５ ｍｉｎ，立即用流式细胞仪检测

细胞凋亡率，用 ＦｌｏｗＪｏ 软件分析凋亡率。
１． ３　 统计学处理　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行

统计学分析，所有计量资料用 �ｘ ± ｓ 表示，采用 ｔ 检验

比较两组间均数。 Ｐ ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ真核表达载体的构建 　 利用

ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ限制性内切酶对构建的 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 质

粒进行酶切鉴定，结果见图 １Ａ。 图中可见，构建的

质粒含有插入片段，而对照载体没有。 酶切鉴定正

确的质粒经测序，证明构建质粒的插入片段是正确

的，见图 １Ｂ、Ｃ。
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图 １　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 重组质粒的酶切鉴定与测序结果

　 　 Ａ：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 酶切鉴定图；Ｂ：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 测序结果图；Ｃ：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 测

序结果图；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 的 ＰＣＲ 产物；２：ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 的 ＰＣＲ 产物；３：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 的酶切产物；４：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ ⁃
ＦＬＡＧ 的酶切产物；５：ｐｃＤＮＡ３. １ 的酶切产物

图 ２　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ在 Ｕ２ＯＳ 细胞中的荧光定位图 × ４００
　 　 Ａ：ｐ１００Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 在 Ｕ２ＯＳ 细胞中荧光定位；Ｂ：ｐ１００Ｒｂ过表达细胞 ＤＡＰＩ 染色表示细胞核；Ｃ：Ａ 和 Ｂ 的图像叠加；Ｄ：ｐ８０Ｒｂ ⁃ＦＬＡＧ 在 Ｕ２ＯＳ 细

胞中荧光定位；Ｅ：ｐ８０Ｒｂ过表达细胞 ＤＡＰＩ 染色表示细胞核；Ｆ：Ｄ 和 Ｅ 的图像叠加

２． ２　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ在 Ｕ２ＯＳ 细胞中的荧光定位　
分 别 转 染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ｐ１００Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 至 Ｕ２ＯＳ 细胞，转染后 ２４ ｈ 将盖玻片

取出并进行免疫荧光制片，荧光显微镜下观察

ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ在 Ｕ２ＯＳ 细胞中的分布。 结果表明

ｐ１００Ｒｂ均主要分布在细胞核中，而 ｐ８０Ｒｂ分布细胞质

且聚集在核膜侧，见图 ２。
２． ３　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ在ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中的过表达

　 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＢ１⁃ＦＬＡＧ， ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ
和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 真核表达质粒瞬时转染至

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中，转染后 ４８ ｈ 收集细胞并裂解，进
行Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 结果可见 Ｒｂ、ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ分

子量相应的条带，而对照组（未处理和转染 ｐｃＤＮＡ３. １
载体的细胞裂解液）未见任何条带，表明 Ｒｂ、ｐ１００Ｒｂ

和 ｐ８０Ｒｂ在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中可以表达，见图 ３。

图 ３　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中的过表达

　 　 １：空白对照组；２：ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组；３：Ｒｂ 过表达组；４：

ｐ１００Ｒｂ过表达组；５： ｐ８０Ｒｂ过表达组

２． ４　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ对ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞周期的影响

　 分别将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＢ１⁃ＦＬＡＧ，ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ⁃
ＦＬＡＧ，ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ 转染至

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中，约 ４８ ｈ 后收集细胞，分别进行 ＰＩ
单染，然后流式细胞仪检测细胞周期（表 ２）。 与

ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组比较，Ｒｂ 和 ｐ１００Ｒｂ过表达组

Ｇ１ 期百分比升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；
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ｐ８０Ｒｂ过表达 Ｇ１ 期百分比无明显变化，差异无统计

学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 表明过表达的 Ｒｂ 和 ｐ１００Ｒｂ使

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期，而过表达的

ｐ８０Ｒｂ对 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞周期无影响，见图 ４。

表 ２　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ对 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞周期的影响（％ ，�ｘ ± ｓ）

组别 Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ 期

ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照 ２５． ７７ ± ３． ５５ 　 ５２． ００ ± ２． ５２ １９． ００ ± ３． ０６
Ｒｂ 过表达 ３４． ３３ ± ３． ９５∗ ４７． ４３ ± ５． ６２ １５． ２０ ± １． ２３
ｐ１００Ｒｂ过表达 ３５． ６７ ± ４． ５０∗ ４７． ６０ ± ５． ７９ １４． １０ ± ０． ９２
ｐ８０Ｒｂ过表达 ２７． ９７ ± ３． ６７ ５０． ８３ ± １． ８２ １６． ０３ ± ３． ０４

　 　 与 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ过表达后 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞的细胞周期图

　 　 Ａ：ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组；Ｂ：Ｒｂ 过表达组；Ｃ：ｐ１００Ｒｂ过表达组；

Ｄ：ｐ８０Ｒｂ过表达组；Ｅ：各组 Ｇ１ 期细胞百分比统计表，与 ｐｃＤＮＡ３. １

载体对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ对ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞凋亡的影响

　 分别将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＲＢ１⁃ＦＬＡＧ，ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ１００Ｒｂ⁃
ＦＬＡＧ，ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｐ８０Ｒｂ⁃ＦＬＡＧ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ 转染至

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中，约 ４８ ｈ 后收集细胞，分别进行

Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染，然后流式细胞仪检测凋

亡（表 ３）。 结果表明，与 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组比

较，Ｒｂ、ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ过表达组细胞凋亡率降低，差
异有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０. ０５），表明 Ｒｂ、 ｐ１００Ｒｂ 和

ｐ８０Ｒｂ能够有效抑制 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞的凋亡，见图 ５。

图 ５　 ｐ１００Ｒｂ和 ｐ８０Ｒｂ过表达后 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞的凋亡图

　 　 Ａ：ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组；Ｂ：Ｒｂ 过表达组；Ｃ：ｐ１００Ｒｂ过表达组；

Ｄ：ｐ８０Ｒｂ过表达组；Ｅ：各组细胞凋亡率统计表，与 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对

照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

表 ３　 Ｒｂ 截短体对细胞的影响

组别
凋亡率（％ ）

１ ２ ３
平均凋亡率

（％ ，�ｘ ± ｓ）
与 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照组比较

ｔ 值 Ｐ 值

ｐｃＤＮＡ３. １ 载体对照 １３． ４３ １３． ３０ １０． ０７ ０． １２２ ７ ± ０． ０１９ ０ － －
Ｒｂ 过表达 ８． ０５ ５． ７５ ５． ９１ ０． ０６５ ７ ± ０． ０１２ ８ ４． ２９７ ＜ ０． ０５
ｐ１００Ｒｂ过表达 ９． ６５ ６． ９２ ６． ９８ ０． ０７８ ５ ± ０． ０１５ ６ ３． １０９ ＜ ０． ０５
ｐ８０Ｒｂ过表达 ８． ０１ ６． ３６ ６． ４０ ０． ０６９ ２ ± ０． ００９ ４ ４． ３５８ ＜ ０． ０５
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３　 讨论

　 　 现已经发现 Ｒｂ 蛋白不仅在细胞周期调控方面

起关键的作用，而且在染色质重塑、凋亡、衰老以及

分化等方面也具有重要的作用［９］。 细胞凋亡是细

胞程序性死亡的过程，可诱导蛋白质水解和 ＤＮＡ 断

裂［１０］。 用凋亡诱导剂依托泊苷处理后，Ｒｂ 的 Ｃ 端

４２ 个氨基酸被 ｃａｓｐａｓｅ 切割产生 ｐ１００Ｒｂ 的截短

体［７］。 另外，早期的研究［８］ 表明 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞中没有

全长的 Ｒｂ 蛋白，但是含有一个 Ｒｂ 蛋白的缺失突变

体 ｐ８０Ｒｂ（缺失 ２１ ～ ２７ 外显子）。 Ｒｂ 蛋白定位于细

胞核， 其 核 定 位 信 号 为 羧 端 的８６０ ＫＲＳＡＥＧＳＮＰＰ
ＫＰＬＫＫＬＲ８７６ ［１１］。 ｐ１００Ｒｂ 含有这个核定位序列，但

ｐ８０Ｒｂ缺失这个序列，本研究结果也表明 ｐ１００Ｒｂ定位

在细胞核，而 ｐ８０Ｒｂ定位在细胞质。 Ｒｂ 蛋白的口袋

结构域可与 Ｅ２Ｆ１ 结合，调控细胞周期的进程［１２］。
口袋结构域中的 Ｔ３７３ 和 Ｓ６０８ ／ Ｓ６１２ 的磷酸化可导

致与 Ｒｂ 蛋白结合的 Ｅ２Ｆ１ 释放出来，Ｅ２Ｆ１ 刺激进

入 Ｓ 期的相关基因的表达，从而促进细胞进入 Ｓ
期［１２］。 ｐ１００Ｒｂ含有完整 Ｒｂ 口袋结构域，能与 Ｅ２Ｆ１
结合；而 ｐ８０Ｒｂ 不含有完整的口袋结构域，不能与

Ｅ２Ｆ１ 结合［７ － ８］。 本研究结果表明 ｐ１００Ｒｂ阻滞细胞

周期进程，而 ｐ８０Ｒｂ对细胞周期进程没有影响，原因

可能是前者能结合 Ｅ２Ｆ１，而后者不能结合 Ｅ２Ｆ１。
　 　 Ｅ２Ｆ１ 不仅能够与 Ｒｂ 蛋白结合调控细胞周期

的进程，还具有诱导细胞凋亡的功能［１３］。 研究发现

Ｅ２Ｆ１ 不仅与口袋结构域结合，还可与 Ｒｂ 的 Ｃ 末端

８２５ ～ ８６０ 氨基酸区域结合，该部位与 Ｅ２Ｆ１ 诱导的

凋亡反应有关［１４］。 本研究结果表明 ｐ８０Ｒｂ和 ｐ１００Ｒｂ

抑制凋亡，而两个截短体 Ｃ 端均缺失了 Ｅ２Ｆ１ 的结

合部位，提示它们的抗凋亡作用并不是通过 Ｅ２Ｆ１
进行的。 近年来，发现 Ｒｂ 也可定位于线粒体，并通

过与凋亡蛋白 Ｂａｘ 的结合，直接诱导线粒体介导的

凋亡［１５］。 ｐ８０Ｒｂ和 ｐ１００Ｒｂ抑制凋亡表明这两个蛋白

可能并不与 Ｂａｘ 结合。
　 　 综上所述，过表达 ｐ１００Ｒｂ阻滞 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞

周期且抑制凋亡；过表达 ｐ８０Ｒｂ对 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞周

期无影响但可抑制凋亡。
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钛表面新型抗菌涂层的生物相容性研究
庞诗梦，夏　 荣，李趁趁，余金兰

摘要　 目的　 探究钛表面聚二甲基硅氧烷 ／葡萄糖酸氯己定

（ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ）涂层的生物相容性。 方法　 将不同浓度 ＣＨＧ
通过 ＰＤＭＳ 共价接枝到钛表面，分为 ５ 组。 钛组：空白对照

组；ＰＤＭＳ 组：仅用 ＰＤＭＳ 处理组；Ｃ１ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ２ ｍｇ ／
ｍｌ ＣＨＧ 处理组；Ｃ２ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ４ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组；
Ｃ３ 组：用 ＰＤＭＳ 和 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ ＣＨＧ 处理组；使用扫描电子显

微镜（ＳＥＭ）观察各组钛片表面形貌，并将大鼠牙龈成纤维细

胞（ＲＧＦｓ）接种至样品表面共培养，ＦＩＴＣ 标记的鬼笔环肽和

ＡＯ ／ ＥＢ 染色后，激光扫描共聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）观察各组钛

片表面细胞形态和细胞状态，ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖。 结

果　 ＳＥＭ 下可见各实验组钛片表面均已成膜，结合元素分

析可得，Ｃ２、Ｃ３ 组表面的膜均匀且致密；ＣＬＳＭ 显示各实验组

细胞形态与钛组一致，伸展较好，且 ＡＯ ／ ＥＢ 染色结果表明，
各组均有大量绿色荧光，且细胞形态良好；ＣＣＫ⁃８ 结果显示

各组 ＯＤ 值差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 结论　 钛表面

结合浓度不超过 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 涂层具有良好的

生物相容性。
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　 　 种植义齿修复具有成功率高、不损伤邻牙等优

点，是替代缺失牙的金标准［１］，被称为“人类的第三
副牙齿” ［２］。 而钛基材料本身不具备抗菌性能，若
发生微生物感染，则可能导致种植体周围疾病，是导

致种植失败的主要因素之一［３］。 近年来有学者通
过在种植体表面上制备纳米粒子涂层以达到抗菌效

果［４ － ５］；Ｆａｒａｍａｒｚｉ ｅｔ ａｌ［６］ 将米诺环素与种植体相结
合，３ 个月内种植体周围牙龈卟啉单胞菌的数量明
显减少；Ｃａｒｉｎｃｉ ｅｔ ａｌ［７］研究了涂覆聚二甲基硅氧烷 ／
葡萄糖酸氯己定（ ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ ／ ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅ
ｇｌｕｃｏｎａｔｅ，ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ）内涂层的种植体的抗菌性，
结果表明该涂层具有良好抗菌性能，但无法持续释

放药物。 该研究拟在钛片表面构筑 ＰＤＭＳ ／ ＣＨＧ 复

合涂层，模拟愈合基台高度光滑的表面，观察该复合

涂层不同浓度下对成纤维细胞的影响，探究涂层的

生物相容性，以期为今后在愈合基台表面构建抗菌

涂层提供理论基础。

１　 材料与方法
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