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摘要：为了研究转录因子 *+,+(-高表达对小鼠 .淋巴瘤 /01$细胞周期和凋亡的影响，采用电穿孔法将
真核表达载体 2/3*415%6*+,+(-转染小鼠 .淋巴瘤细胞系 /01$细胞，并通过聚合酶链式反应和免疫印
迹法分别检测 *+,+(- 7859及蛋白表达。转录因子 *+,+(-高表达后，采用细胞计数法绘制其细胞生长
曲线；采用荧光显微镜法及流式细胞仪定性和定量观察典型 /01$细胞凋亡形态特征、细胞凋亡百分率
及细胞周期变化情况。结果表明，转录因子 *+,+(-真核表达质粒 2/3*415%6*+,+(-经酶切鉴定及测序检
测序列正确。转染 2/3*415%6*+,+(-的小鼠 /01$细胞表达 *+,+(- 7859和蛋白水平显著升高。*+,+(-
高表达明显抑制 /01$细胞的增殖能力，并使 /01$细胞发生明显 3!期阻滞（1 : ";""%）。*+,+(-基因高
表达后，荧光显微镜可以观察到典型凋亡的细胞形态。同时，/01$细胞凋亡百分率显著升高（1 : ";"%）。
结果提示，*+,+(-高表达可以有效抑制小鼠 .淋巴瘤细胞体外细胞增殖，使细胞周期 3!时相阻滞，并具
有诱导细胞凋亡的作用。
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9(:（/(:,"1.）转录因子家族包括从 9(:1到
9(:#至少 CN个亚族，它们对生物的发育、增殖、
衰老和癌症都具有调控作用［C］。该家族蛋白功

能多样，有同有异，其中很多功能目前尚不清

楚［F］。近来的研究显示，9(: 家族中的几个转
录因子在免疫应答的调节中具有重要的调节作

用。如 9(:<; 基因是 MO7P MOFQP 的调节性 3
细胞发育的关键调控因子，9(:<; 基因缺失小
鼠，可以导致自身免疫病发生［F，;］。而其他转录

因子 9(:%C、9(:<C、9(:#C、9(:.F和 9(:RC等分别
在胸腺上皮细胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞和 3
细胞等发育分化或活化中具有重要调控作

用［C，7］。另外，研究者在培养或已发生转型的细

胞研究中发现，9(:(家族成员具有调节细胞增
殖和凋亡的作用［Q S T］，如在 U36ND4BL白血病细
胞、人原代造血原细胞、V1D9;原 V细胞系中高
表达 9(:(;1能够诱导细胞发生凋亡。但是，在
MM5;W、FW;3等细胞系仅有细胞周期发生阻滞
等。9(:(;1基因敲除鼠的研究显示，3 细胞没
有任何凋亡受损的表型，而是表现为辅助型 3
细胞（3,）高度分化增殖，分泌大量 3,C 和 3,F
型细胞因子，并器官浸润诱导自身免疫性疾病

发生［X，T］。

在机体中，淋巴细胞的生存及凋亡是调节

适应性免疫应答的重要方式之一，淋巴细胞的

适度凋亡才能保证免疫应答的及时下调，并使

一定数量的具有抗原特异性及免疫记忆功能的

淋巴细胞保留下来，参与及维持机体正常的免

疫应答［F，Q S T］。转录水平检测显示，在哺乳动物

9(:(基因家族中 9(:(;1 是表达在淋巴细胞中
的主要亚型［7，X，T］。因此，本研究目的在于进一

步探究 9(:(;1对 3细胞的凋亡及周期的影响。

我们的研究结果证实，9(:(家族成员 9(:(;1基
因高表达可以诱导 4567 细胞凋亡并且与细胞
周期阻滞明显相关。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 细胞株和质粒 真核表达质粒 <4A9B6
>CD9(:(;1、小鼠 3淋巴瘤细胞（4567）、大肠杆菌
OYQ!由本室保存。
)*)*+ 主要试剂 限制性内切酶 ()’= "、
*+,Y"均购自 >4V 公司，.>3B、-+. 酶和 37
O>?连接酶购自 31Z1)1 公司，3)’[(8 试剂购自
\%@’*)(0"%"公司，引物由现北京英骏公司合成，
胰蛋白胨和酵母提取物购自英国 L]L\O公司，
质粒快速提取试剂盒购自北京博大泰克基因技

术有限公司。质粒大量提取试剂盒购自德国

^\?>A4>公司。兔抗鼠 9(:(;1 多克隆抗体为
美国 _1%*1 M)$[公司产品。小鼠抗人 1&*’%单克
隆抗体购自美国 _’0-1 公司，辣根酶标记山羊
抗兔 \0A购自 ‘B5公司，辣根酶标记山羊抗小
鼠 \0A购自中杉公司，4M5显色底物购自美国
B’")&"公司。=BE\6CX7H购自美国 \%@’*)(0"%"公
司，四季青胎牛血清购自杭州四季青生物工程

材料有限公司。碘化丙啶（B\）购自美国 _’0-1
公司。

)*+ 方法
)*+*) 细胞培养 小鼠 3 淋巴瘤细胞用含
CHa胎牛血清的 =BE\ CX7H 培养液，在 ;Nb，
Qa MLF 培养箱中常规培养，细胞呈悬浮生长。

)*+*+ 真核表达载体 <4A9B6>CD9(:(;1的酶切
鉴定及序列测定 取 C#0质粒用 ()’="单酶
切，用 ()’="和 *+,Y"分别双酶切质粒
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!"#$%&’( 和 !"#$%&’()$*+*,-，,./ . 0，(1琼
脂糖凝胶电泳检测，凝胶成像仪扫描拍照。序

列测定由北京英骏公司完成。

!"#"$ 电穿孔法瞬时转染 "2&3 细胞 收集
"2&3细胞于 (4 56 离心管中，将细胞用无血清
的 7%89 (:3;洗 , 次，细胞计数调细胞浓度为
( < (;. 个)56，取 ,4;!6细胞悬液于 "!!=>?*@A管
中将 B;!C 质粒悬起混匀，将质粒细胞悬液加
入电转杯中，给予 (,; D和 B4 5E电击，电转仪
中静置 (; 5F>，用吸管将其吸到六孔板中继续
培养。B3 0荧光显微镜下观察转染情况。
!"#"% 荧光显微镜下观察转染细胞 取转染
B3 0的 "2&3细胞，将荧光显微镜调到蓝光激发
绿色荧光，观察 #$% 的表达情况，粗略估计转
染效率，并进行拍照。

!"#"& 7G&%H7检测 $*+*,-的 57’I的表达
将 "2&3细胞系，以及转染 !"#$%&’( 和 !"#$%&
’()$*+*,-的 "23 细胞，(J; 56 的 G@FK*6 试剂提
取总 7’I，分光光度计定量，B!C 7’I逆转录
成 LM’I，%H7扩增 $*+*,-及管家基因 #,%MN，
设计引物跨越基因内含子区，$*+*,-上游引物
序 列：4O&GHI#GHIHHHIG #HI#IHGIGHH&,O；
$*+*,-下游引物序列：4O&G#GHIHIGGHHII#H&
GHHHIGG&,O；管家基因 #,%MN 上游引物序列：
4O&IHH IHI#GHHIG#HHIGHIH&,O；#,%MN下游
引物序列：4O&GHHIHHIHHHG#GG #HG#GI&,O。
扩增条件为 P4/ 4 5F>，P4/ ,; E，:3/ 34 E，
.B/ ( 5F>，B;个循环，终延伸 .B/ (; 5F>。
!"#"’ 免疫印迹法检测 $*+*,-蛋白表达 分
别提取 ,组细胞内总蛋白，Q1聚丙烯酰胺凝胶
电泳，转膜 41脱脂奶粉封闭后。( R ,;;稀释度
的兔抗鼠 $*+*,- 多抗杂交过夜，加入二抗，
%STG洗膜，"H2增强发光，U射线曝光。
!"#"( 细胞形态学观察 用荧光倒置显微镜
对细胞进行拍照，取 B < (;3 个转染 $*+*,-质粒
的 "2&3细胞于 P:孔板中，.;1乙醇 3/固定 B
0，B;;!6培养体系中加 %9 3!6，,./孵育 (4 5F>
后 %ST洗细胞一次，荧光显微镜下观察典型凋
亡细胞形态学改变。

!"#") 细胞计数检测细胞生长情况 每 B3 0

收集细胞，( 56 7%89 (:3;悬起，取 B;!6细胞悬
液稀释 B V (;倍，进行常规光学显微镜下细胞
计数。

!"#"* 细胞凋亡和细胞周期动力学分析 收
集转染 .B 0的 "2&3对照组及实验组细胞，用冰
冷的 ( 56 %ST配制 .;1乙醇 3/固定过夜。次
日，离心收集细胞，%ST 洗细胞一次，离心后用
3;;!6含有 4!6 (; 5C)56 7’-E=，4;!6 4;;!C)56
%9的 %ST 将细胞悬起，,./孵育 ,; 5F>。, 56
的 %ST洗细胞一次，离心后用 ,;;!6 的 %ST悬
起后进行流式细胞仪检测。

!"#"!+ 统计学分析 利用 T%TT 软件进行统
计学分析。对计数资料采用"

B 检验，对样本比

较采用 !&检验，" W ;J;4为具有显著性差异。

# 结 果

#"! ,-.-$/ 真核表达载体的酶切鉴定
!"#$%&’()$*+*,- 质粒为由载体 !"#$%&’(（图
(）多克隆位点 #$%#和 &’(#插入 $*+*,-基因
全长，限制性核酸内切酶 )*+7#和 ,$-N#双
酶切质粒 !"#$%&’()$*+*,-，应得到 3J:P( XY和
BJ;4B XY大小的片段，双酶切质粒 !"#$%&’(则
得到 3J:. XY 和 ,; Y! 的两片段；单酶切质粒
!"#$%&’()$*+*,-则应得到 :J.4B XY 大小的片
段，而单酶切质粒 !"#$%&’( 则得到 3J. XY 大
小的片段，电泳符合预期结果（图 B）。并且，序
列测定结果与 ’HS9发布的 $*+*,-序列一致。
#"# 荧光显微镜观察转染细胞 在倒置荧光
显微镜下观察转染 B3 0的 "2&3细胞，(;; <镜
在蓝色荧光激发下进行拍摄，并计算转染效率

在 ,;1 V :;1之间。
#"$ 012340 方法检测 562% 细胞 ,-.-$/ 转
录水平表达 G@FK*6 法提取 , 组 "2&3 细胞总
7’I，电泳结果显示 7’I没有降解，BQT、(QT和
4T条带清晰且比例合适，且 B:;)BQ;比值在 (JQ
V BJ; 之间，可用于 7G&%H7法扩增目的基因。
经 %H7 扩增 $*+*,- 及 #,%MN 的表达，可见经
电穿孔法转染质粒 !"#$%&’()$*+*,-的 "2&3细
胞 $*+*,- 57’I 表达水平明显高于转染空
!"#$%&’(组以及未经转染的对照组 "2&3细胞
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（图 !）。经凝胶成像系统灰度扫描分析结果显
示，经转染 "#$%&’()*%+,+!- 的 #.’/ 细 胞
%+,+!-扩增条带灰度值明显高于对照组和空质

粒转染组细胞，而 $!&01各组灰度值之间没有
明显差异。

图 ! 载体质粒 "#$%&’(!物理图谱
%)*+ ! ,-. /0" 12 "304/)5 "#$%&’(!
（引自：2223 4567 3 4893 47:3 ;+<）

图 6 质粒 "#$%&’(!7%18190酶切鉴定电泳图
%)*+ 6 ,-. "304/)5 5)*.4:.5 ;< =.4:=)>:.5 .?@</.4

=：) >>> 6" 0(? 9-@AB@；)C"#$%&’()*%+,+!-；DC !"#E!和

$%&1!双酶切质粒 "#$%&’()；!C !"#E!和 $%&1!双酶

切质粒 "#$%&’()*%+,+!-；/C !"#E!单酶切质粒 "#$%&’()；

FC !"#E!单酶切质粒 "#$%&’()*%+,+!-。

=：) >>> 6" 0(? 9-@AB@；)C"#$%&’()*%+,+!-；DC G:B "8-H97I

"#$%&’() I7;BHGBI 6J G2+ B4KJ9BH +L !"#E! -4I $%&1!；

!C G:B "8-H97I "#$%&’()*%+,+!- I7;BHGBI 6J G2+ B4KJ9BH +L !"#E

! -4I $%&1!；/C G:B "8-H97I "#$%&’()I7;BHGBI 6J !"#E!
B4KJ9B；FC G:B "8-H97I "#$%&’()*%+,+!- I7;BHGBI 6J !"#E!
B4KJ9B3

6AB 免疫印迹方法检测 #C’B 细胞 %18190 蛋
白水平表达 提取 !组 #.’/细胞总蛋白并定
量，经 M0M’聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜和抗体
杂交后曝光显示，第 D泳道转染了质粒 "#$%&’

图 9 D,’&ED法鉴定转染后 #C’B细胞
%18190表达情况

%)*+ 9 %18190 .8"=.44)1? )? #C’B >.334 5.:.>:.5
;< D,’&ED 02:.= :=0?42.>:)1?

?：对照组；N："#$%&’()转染组；O："#$%&’()*%+,+!-转染组。

?：5+4G@+8 ;@+P"H；N："#$&’() G@-4HLB5GBI ;@+P"H；

O："#$%&’()*%+,+!- G@-4HLB5GBI ;@+P"H3

()*%+,+!-的 #.’/细胞有 )>DC) AP的 %+,+!-与
$%&融合蛋白表达，条带符合预期大小。#.’/
细胞内源 %+,+!-大小为 QR AP，管家基因（-5G74）
的蛋白为 // AP，这两条带为 !组细胞共有的条

带（图 /）。
6AF 高表达 %18190 的 #C’B 细胞形态学观察
在荧光倒置显微镜下观察发现，绿色荧光蛋

白 $%&被蓝光激发呈绿色（图 F：?），而 &S标记
的细胞被绿光激发呈红色（图 F：N）。同时，红
光与绿光叠加呈黄色（图 F：0，#）。镜下可见，
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显示，转染真核表达质粒 !"#$%&’()$*+*,- 的
".&/凋亡百分率明显升高，与对照组及空载体
转染组相比较，具有显著性差异（图 0）。同时，
高表达 $*+*,-的 ".&/细胞周期分析结果显示
（图 1），大量的细胞被阻滞在 #2 时相，与对照
组及空载体转染组相比较，有显著性差异（! 3
4544(）。

图 ! 高表达 "#$#%&后细胞周期各时相
细胞百分率变化

"’() ! *+, -,.. /,0-,12&(, -+&1(,3 #4 ,&-+ 5678 -,..
-9-., 32&(, &42,0 #:,07,$/0,33’#1 #4 "#$#%& (,1,

% 讨 论

在机体免疫系统中，淋巴细胞的生存及凋

亡是调节适应性免疫应答的重要方式之一，只

有调节适度的淋巴细胞凋亡，才可保证一定数

量的具有抗原特异性及免疫记忆功能的淋巴细

胞被保留下来，从而参与及维持机体正常的免

疫应答［2，6 7 1］。为进一步阐明 $*+*,- 对免疫系
统淋巴细胞的免疫调控作用，采用 !"#$%&’()
$*+*,-真核表达载体转染小鼠的 8淋巴瘤细胞
".&/淋巴细胞系，观察其对淋巴瘤细胞的增殖
和死亡的影响。结果显示，高表达 $*+*,-基因
能够使 ".&/细胞多阻滞在细胞 #2 期，并同时
诱导 ".&/细胞凋亡发生（图 0，1）。细胞生长曲
线结果显示，在 , 9 细胞生长观察中，高表达
$*+*,-基因细胞数明显减少（图 :）。而同时，
荧光显微镜观察结果显示，在高表达 $*+*,-基

因后，".&/细胞出现典型的核断裂和染色体凝
集等细胞凋亡形态学改变（图 6）。该结果与流
式细胞仪检测结果相一致。对各种结果综合分

析提示，高表达 $*+*,-基因可能是通过调控 #2
检查点，从而使大量细胞阻滞在 #2时相，并诱
导细胞凋亡发生。这与在其他细胞系高表达

$*+*,-基因研究结果基本一致［6 7 1］。$*+*蛋白
可通过多种途径调节细胞凋亡发生［;，(4］。$*+*,
的激活能够刺激 <=>的表达，而 <=>是 <?@&2基
因家族成员。因此，$*+*, 可以通过调节 <=>，
而诱导细胞凋亡发生［0，(4］。另外，也有研究显

示，$*+*,可以结合于 <?@&:启动子的特异结合
位点。$*+*,-和 $*+*/都能够诱导转录抑制因
子 <?@&:的表达，<?@&: 又依次负向调节抗凋亡
蛋白 <?@&+@的表达［((，(2］。这表明，$*+*,因子能
够通过 <?@&: 介导的 <?@&+@ 抑制而诱导细胞凋
亡发生。

本文研究结果提示，$*+*,- 基因可能在淋
巴细胞发育和增殖方面具有调节作用。但同时

我们也应该注意到，该结果与 $*+*,-基因敲除
小鼠无明显凋亡损伤表现的实验结果不一

致［:，1］。这可能是由于 ".&/细胞为肿瘤细胞的
特殊性所致，进一步工作应比较 $*+*,-基因高
表达对正常细胞与肿瘤细胞系的细胞凋亡和细

胞周期效应的异同。
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小杜鹃在强脚树莺巢中寄生繁殖

蒋迎昕! 梁 伟" 杨灿朝" 孙悦华!"

（!中国科学院动物研究所 北京 =;;;K;；"海南师范大学生物学系 海口 >A==>K）

7;;J年 J ? A 月作者在贵州省宽阔水自然保护区首次发现小杜鹃（ &+.+"+- 8#"(#.’860"+-）在强脚树莺（ &’//(0
9#,/(8’-）巢中寄生（封 <图片），并对这一现象进行了连续观察，对小杜鹃的雏鸟生长进行了测量。报道如下：
宽阔水自然保护区位于贵州省遵义市绥阳县北部（7K\;J]7>^ ? 7K\=L]7>^O，=;A\;7]7-^ ? =;A\=<];;^N），保护区保

存有原生性较强的以亮叶水青冈（:0;+- "+.($0）为建群种的亚热带常绿落叶混交林，海拔 = <J; 2。
7;;J年 J月 =-日发现一强脚树莺巢，筑于矮小的茶树上，侧面开口，距地面 = 2。巢材为竹叶，内衬羽毛，内径

>7@7 22，外径 >J@- 22。巢内有 <枚卵，其中一枚卵明显比另外 -枚卵大，但卵的颜色没有明显区别，均为棕红色。
J月 =<日较大的卵孵化，幼鸟重 7@7 I，跗跖长 J@> 22。J月 =>日未孵化的 -枚卵已不在巢中，且巢下见有破碎卵
壳。A月 7日幼鸟离巢，离巢前幼鸟重 <=@> I，跗跖长 =A@K 22。整个阶段多次在巢周围听见小杜鹃的叫声。
杜鹃雏鸟离巢前，眼睛黑亮，眼圈未见黄色；鼻孔管状；嘴裂基部为黄色；全身被羽毛覆盖，皮肤无裸露，上背深

橄榄色，腹白色具有黑色横斑；喉、胸部具有黑白相间的条纹；尾端具有白色窄边。经测量此杜鹃雏鸟 =- ? =>日龄
重量为 --@= ? -K@L I，而中杜鹃（& @ -0/+,0/+-）雏鸟 =>日龄重量为 >;@K I［=］，大杜鹃（& @ .05#,+-）雏鸟 =-日龄重量为
K; I［7］，四声杜鹃（& @ 7(.,#8/’,+-）雏鸟 =<日龄重量为 AJ I［-］。小杜鹃雏鸟的体重显著低于其他三种杜鹃雏鸟。另
外，与中杜鹃相比没有黑色嘴裂斑特征［<］。基于形态、体重及嘴裂斑特征分析，寄生在强脚树莺巢中的杜鹃为小杜

鹃。
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