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摘要$ 研究盘基网柄菌"H#640(&4%,#)G?#&6(#?%)G#细胞周期的相关问题可以为真核生物细胞周期调控研

究提供理论基础& 细胞计数和细胞倍增时间计算的结果表明!突变 +,,!细胞的倍增时间为 "H+, ;!仅为
_Mh/+ 细胞倍增时间的 $b+& 进一步利用流式细胞术测定两种细胞的细胞周期!并结合实时荧光定量
‘C\技术测定 606F$ 和 6?L$ 基因的相对表达量的比值!我们发现!培养 $, ; 的 +,,!细胞处于 O" 期的数

目"$H-$^#显著少于 _Mh/+ 细胞 "$,H,$^# "1K#H#-#& +,,!细胞和 _Mh/+ 细胞的细胞周期素 G$

"?@?327G$!606F$#基因相对表达量分别是 "H- 和 #H"%"1K#H#-#!两者相差 $# 倍& 两种类型细胞中处于
O" 期的细胞数目差异十分明显!606F$ 的相对表达量也存在显著差异!表明 606F$ 的过表达可能在一定

程度上影响 +,,!细胞的细胞周期正常的调控机制!与突变细胞的 O" 期异常有一定关系!但具体机制仍

需进一步探究&
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!!作为一种结构简单的单细胞真核生物!盘
基网柄菌"H#640(&4%,#)G?#&6(#?%)G#是细胞生物
学和分子生物学研究领域的良好模式生物& 近
年来!一系列的科学研究成果均以盘基网柄菌
为研究材料& 细胞周期是连续分裂细胞从一次
有丝分裂结束到下一次有丝分裂结束所经历的
全过程& 根据整个过程不同阶段的特征!通常
将细胞周期划分为 % 个时相!即 O$ 期 "O$
D;1:=#’W 期"X(M合成期!W D;1:=#’O" 期"O"
D;1:=#和 Q期"分裂期!Q26)2:D;1:=#& 一些研
究表明!盘基网柄菌 Mh/" 品系细胞周期中不存
在 O$ 期"N=2k=E=613*$&J%!O)0=E=613*$&&,!
N))> =613*$&&,#& 但是!也有学者在盘基网
柄菌 (C%/Y品系细胞周期检测到 O$ 期"i1>1/
Y10=:=613*$&AJ!Q?X)713> =613*$&J%!MU;1E
"##$#& 因此!对于盘基网柄菌细胞周期各个
时相的界定仍存在争议& 盘基网柄菌 _Mh/+
品系细胞周期目前尚无相关报道!由此深入研
究 _Mh/+ 品系的细胞周期是必要的&

本实验室用 \(M干扰技术构建的盘基网
柄菌尿囊酸酶突变细胞 +,,!细胞倍增时间大
幅缩短!这一现象表明突变细胞的细胞周期发
生了改变& 但是对于突变细胞 +,,!细胞周期
如何改变及其分子机制尚不清楚& 普遍认为细
胞周期的正常运行依赖于不同阶段的细胞周期
检验点"?=33?@?3=?;=?]D)276:#的严格调控& 检
验点主要存在 O$/W 期’W 期’O" 期和 Q期!检
验点功能缺陷可能会导致遗传基因突变和染色
体结构异常的细胞获得增殖!最终导致肿瘤的
产生"周开梅等 "#$##& 在诸多肿瘤细胞!例如
乳腺癌’胃癌’食道癌及结肠癌等等!均能检测
到细胞周期素依赖性激酶 "?@?327/>=D=7>=76
]271:=:!CX_:#或细胞周期素 M’G$’X等表达
异常 "Y<76=E=613*$&&%! Q<j=E/62>)4=613*
"##$! W;2; =613*"##+! 杨军平等 "##+!R1]1:<
=613*"##A! 王璐等 "##J#& 因此我们以突变
细胞 +,,!和野生型 _Mh/+ 细胞为主要研究材
料!利用流式细胞术对两种细胞周期进行测定!
运用实时荧光定量 ‘C\技术测定细胞周期中
重要的调控因子细胞周期素依赖性激酶 $

"6?L$#和细胞周期素 G$"606F$#基因相对表达
量的差异& 为进一步研究细胞周期调控机制提
供理论依据&

>?材料与方法

>@>?细胞的培养?盘基网柄菌突变型" +,,!#
细胞和野生型"_Mh/+#细胞!以相同接种量接
种在新鲜的 YV/- 液体培养基中!""o恒温!
$J# Eb027振荡培养&
>@A?细胞周期的测定?分别收集培养 $, ; 处
于对数生长期和培养 %J ; 处于稳定期的两种
细胞 $ p$#A 个!依据梁智辉等""##J#编写的著
作*流式细胞术基本原理与实用技术+提供的
参考方法处理流式细胞样品!利用 XM‘g染色
液染色!并使用 GXaMCWME21"分选型流式细
胞仪"美国 GX公司#测定样品& +,,!和 _MB/+
细胞均重复实验 + 次&
>@B?)2)A> 相对表达量的测定和计算?根据
盘基网柄菌基因数据库和 (CGg的相关记录!
运用 ‘E20=E‘E=02=E-H# 软件分别设计 6?L$ 和
606F$ 引物& 参考 ‘E20=W?E2D6RQ \RE=18=76_26
"R1]1E1#逆转录试剂盒说明书!逆转录获得目
的基因的 ?X(M& 然后按照 WPG\. ‘E=02h.h
R15RQ"‘=ET=?6\=13R20=#试剂盒配制实时荧光
定量 ‘C\反应体系 "- )3!将实验组和内参基
因"CA1HN#以相同的上样浓度依次加入 ‘C\
八联管中!放入 G2)/\1> CaB&,RQ \=13R20=
W@:6=0仪上进行扩增& 反应条件为$预扩增
&-o +# :!然后 &%o $- :!--o "# :!A"o "# :!
%# 个循环!末次延伸 A"o A 027& 在每个循环
的延伸阶段同步多次采集荧光& 上述反应完成
后!利用 G2)\1> CaB&,RQ \=13/R20=W@:6=0自
带软件进行数据分析& 分析结果依照 V2S1] 法
"" e++CR法# "参考 G2)\1> CaB&,RQ \=13/R20=
W@:6=0用户使用手册#计算目的基因的相对表
达量& 具体过程如下!$ 对所有测试样本
"6=:6#和校准样本"?13#!用内参基因"*%-#的 !R
值 "初始循环数 # 归一目标基因的 !R值$
+!R"6=:6# q!R"61E8=6! 6=:6# e!R"E=T! 6=:6# ! +!R"?13# q
!R"61E8=6! ?13# e!R"E=T! 6=:6# %% 用标准样本的 +!R值
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归一实验样本的 +!R值$++!R q+!R"6=:6# e

+!R"?13# %& 计算表达水平比率$ " e++CRq表达
量比值&

A?结?果

A@>?流式细胞术测定细胞周期?使用 Q)>T26
软件对流式细胞术的结果进行分析!+ 次重复
实验得到的结果基本一致"图 $#& 图中各个时
相细胞数目所占的百分比为 + 次实验的平均
!!!

值& 软件分析所得出的结果均在置信区间内!
\CW"拟合度#$#H& ’-H#!C[̂ "变异系数# K
J!X=FE2:"碎片# K"#^&
A@>@>!$, ; 细胞周期!培养 $, ; 的 +,,!和
_Mh/+ 细胞周期的各个时相均存在"图 $1!?#&
+,,!细胞周期中处于 O$ 期的细胞数量为
+JH,%^%处于 W 期的细胞数量约占细胞总数的
-&HJ-^%处于 O" 期的细胞数量约占细胞总数
的 $H-$^ "图 $?#& _Mh/+ 细胞周期中处于
!!!

图 >?流式细胞检测结果
F/:G>?!"#(#1%9,)**9)=45,)&#,(5

1’F 分别代表野生型 _Mh/+ 细胞培养 $, ;’%J ; 流式细胞检测结果& ?’> 分别代表突变型 +,,!细胞培养 $, ;’%J ; 流式细胞检

测结果& 1’F 和 ?中阴影部分的面积代表处于 W 期的细胞数目& > 中黄颜色部分的面积代表存在非整倍体 X(M的细胞数目&
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6;=a28*> E=DE=:=76:6;=7<0F=E)T6;=?=33:4;2?; 1E=17=<D3)2>*
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O$ 期的细胞数量约为 $+H&,^%处于 W 期的细
胞数量约占细胞总数的 ,&H%+^%处于 O" 期的
细胞数量约占细胞总数的 $,H,$^"图 $1#& 将
+ 次重复实验的 O" 期两种细胞数目所占细胞
总数百分比的结果使用 W‘WW $+H# 软件 "4检
验#进行分析!得出 1K#H#- 具有统计学上的
显著性差异&
A@>@A?%J ; 细胞周期!培养 %J ; 的 +,,!和
_Mh/+ 细胞周期分析结果却均未能显示 O" 期
的峰图"图 $F!>#& 流式细胞数据显示!_Mh/+
细胞虽不能呈现 O" 期的标准峰图!但是出现
约 ,H$#^的粘连体细胞"图 $F#%+,,!细胞周期
中约 %-H%$^的细胞是非整倍体 "17=<D3)2>#!
而 _Mh/+ 细胞没有检测到这一现象& 此外!由
分析结果还可以看出! +,,!细胞中未能检测到
W 期细胞"图 $?#!而 _Mh/+ 却有约 ,#H-+^的
细胞处于 W 期"图 $F#&
A@A?=2)A> 基因相对表达量
A@A@>!!06F$ 基因初始循环值"!R#的测定!
运用\R/L‘C\技术!测定了6?L$ 和606F$ 基因
在 +,,!和 _Mh/+ 细胞中相对表达量的差异!所
有样品组测得的熔解曲线"0=36?<ES=#为单峰!
没有出现非特异性扩增&
A@A@A!!06F$ 基因相对表达量的计算!根据
V2S1] " e++CR方法!将 G2)\1> CaB &,RQ \=13/
R20=W@:6=0测定的三次平行实验的初始循环
值取平均数& 计算两种细胞内测试样本 606F$
基因的相对表达量时!以各自细胞中的 6?L$ 基
因 !R值作为校准样本!CA1HN作为内参基因&
在 +,,!细胞中得到 606F$ 基因与 6?L$ 基因的
平均表达量之比为 "H-#%而 _Mh/+ 细胞中
606F$ 基因与 6?L$ 基因的平均表达量之比仅为
#H"%& 二者差异显著"1K#H#-#&

B?分析与讨论

B@>?<;LNB 品系存在 M> 期?笔者通过显微
观察和细胞计数确认了突变细胞 +,,!的生长
速度明显快于野生型 _Mh/+ 细胞!+,,!突变细
胞的倍增时间为 "H+, ;!_Mh/+ 细胞的倍增时
间为 AH&$ ;& 突变细胞倍增时间大幅度缩短意

味着 _Mh/+ 细胞的生长’增殖状态发生了改
变& 为此有必要确认两类细胞的细胞周期& 流
式细胞术是目前测定 X(M含量和细胞周期最
为普遍的研究方法之一!其基本原理是测量并
收集细胞的荧光信号!判断细胞中 X(M含量!
统计不同 X(M含量细胞的数目!最终以该时间
节点不同 X(M含量的细胞占上样总数的百分
比来确定细胞周期& XM‘g"%n!,/二脒基/"/苯
基吲哚!%n!,/>2102>27)/"/D;=7@327>)3=#染色具
有标记效率高!荧光变异系数小!与 X(M链上
的 M/R碱基对特异性结合!不易受 \(M干扰!
检测灵敏度高等优势!是测定 X(M含量和细胞
周期的理想染料& 从流式细胞的分析结果"图
$1!?#中可以看出!生长 $, ; 的细胞均能检测
到细胞周期的各个时相& 说明该时间段的细胞
正处于生长对数期!生长状态最为活跃!各项生
理指标均处在最佳值& 其中测得 +,,!细胞中
+JH,%^处于 O$ 期!_Mh/+ 细胞中 $+H&,^处
于 O$ 期& MU;1E等""##$#利用 W@6)/$$ 活性染
料测得 (C%/Y品系的 O$ 期细胞数目的百分比
为 $+^!细胞倍增时间约 % ;& i1>1/Y10=:等
"$&AJ#利用同位素标记法测得 MB" 品系细胞
倍增时间约为 J ;!其中约有 $&H$^的细胞处
在 O$ 期& 本研究结果表明!野生型 _Mh/+ 品
系倍增时间 AH&$ ;!约 $%^的细胞处于 O$ 期&
尽管笔者与前人的研究方法不同!但是得到的
结果基本一致!这说明利用 XM‘g作为染料对
细胞进行流式细胞术的检测可以更加便捷地测
定细胞周期’界定各个时相!同时也证明了笔者
绘制的生长曲线"本文未给出#可以准确反映
细胞的生长状况!选取 $, ; 的细胞作为测定对
象是恰当的&
B@A?&’’=细胞周期 MA 期缩短?i1>1/Y10=:
等 "$&AJ#和 Q?X)713> 等"$&J%#利用 MB/" 品
系的细胞作为研究材料!以放射性同位素跟踪
法和细胞同步化等方法分别测得 MB/" 品系的
细胞倍增时间为 J ; 和 JH- ;!其中 O" 期时长
分别为 %H$- ; 和 % ;& 两人测得的 O" 期细胞
分别占细胞总数的 --^和 %-^& MU;1E""##$#
利用 (C%/Y品系运用流式细胞技术和放射性
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同位素跟踪法测得的细胞倍增时间 % ;!O" 期
时长约为 " ;!O" 期细胞所占总细胞数目的
,#^& 尽管上述研究的结论不完全一致!但是
仍然可以看出不同时相的细胞数目占总细胞数
目的百分比可以间接表明该时相相对整个细胞
周期的长短& 本实验结果中"图 $1!?#显示!两
种细胞 O" 数 目 的 百 分 比 "O" +,,!$ $H-$^’
O"_Mh/+$$,H,$^#可以非常直观地看出 +,,!细
胞 O" 期明显缩短& 与前人的研究结果相比!
+,,!细胞 O" 期缩短表明细胞有可能快速通过
了该时相进入 Q期!从而加快细胞的增殖速
度!这个推测与 +,,!细胞生长曲线表征的结果
相契合&
B@B?&’’=细胞中 =2)A> 基因过表达!细胞增
殖是生命活动的重要特征之一!受到严密的调
控机制所监控& 任何细胞!不管是简单的单细
胞!还是高等生物体的细胞!其增殖过程都必须
遵循一定的规律& 在增殖过程中!任何一个关
键步骤的错误!都有可能导致细胞周期的改变!
甚至细胞死亡& 笔者的流式细胞实验已经证
明!+,,!细胞周期异常主要表现为 O" 期大幅
度缩短& 这提示我们!+,,!细胞 O" 期缩短可
能与 O" 期调控因子111O" 期检验点有关&
细胞周期中 O" 期检验点的重要功能就是检测
细胞的大小’X(M复制以及相关的亚细胞结构
是否达到进入 Q期的要求& 已有研究证明!O"
期的检验点失效致使细胞内严格的调控机制遭
到破坏!从而让尚未达到分裂要求的细胞越过
O" 检验点进入 Q期"‘1E] =613*"####& 因此!
笔者对于细胞周期调控过程中 O" 期检验点的
相关基因进行 0\(M相对表达量的定量研究&
从结果中我们可以看到!+,,!细胞中 606F$ 基
因的相对表达量高于 _Mh/+ 细胞 $# 倍左右&
人类细胞相关研究证实!606F$ 过表达可以改
变 ?>?" 激酶活性!从而启动有丝分裂!越过 O"
检验点使得其功能失效!造成失控性的细胞增
殖"P1:<2$&&+! Q26E1=613*"##%! C;=7 =613*
"##J#& 因此! +,,!细胞中出现的 O" 期大幅度
缩短!细胞增殖速度过快很可能与 606F$ 基因
过表达致使 O" 期检验点失效有关& 在研究过

程中笔者还观察到 +,,!细胞的大小仅有 _Mh/+
细胞的 $b$# 左右!从 +,,!细胞形态上的变化
也可以推测 O" 期检验点可能已经失效&
B@C?&’’=细胞中存在非整倍体?细胞培养至
%J ; 时!由于自身代谢废物的逐渐积累和营养
物质的不断消耗!细胞生长状态远远不如对数
生长期!细胞基本处于稳定期或已经进入衰亡
期& 我们的实验结果也说明!培养 %J ; 的 +,,!
未检测到 W 期和 O" 期的 XM‘g蓝色荧光信号
"图 $>#!细胞几乎丧失了分裂活性%_Mh/+ 细
胞能够清晰的得到 W 期的峰图!但图中未能反
映出明显的 O" 期峰图"图 $F#!软件分析的结
果表明约 ,H$#^的细胞是即将细胞分裂的粘
连体!这说明了 _Mh/+ 细胞在 %J ; 仍能增殖!
与生长曲线的趋势一致& 此外!图 $> 我们可以
推测出!在培养 %J ; 的 +,,!细胞中!很可能因
为 606F$ 基因的过表达造成细胞内出现调控机
制的紊乱!从而导致大约 $b" 的细胞存在非整
倍体& 这一推测得到了 W1:1@1016等""##-#研
究结果的支持!他们认为 606F$ 的过表达有助
于细胞越过 O" 期检验点造成染色体异常!产
生非整倍体!进而促使肿瘤发生& 因此!606F$
基因的过表达也很可能是导致 +,,!细胞染色
体异常!非整倍体的出现的原因&

综上所述!+,,!细胞倍增时间缩短!周期出
现异常以及非整倍体的出现可能与 606F$ 过表
达有关& 尽管具体的分子调控机制尚不清楚!
但是可以为研究高等生物复杂的细胞周期异常
调控提供基础理论依据&
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