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TBP-like Protein(TLP)通过G2/M期阻滞

抑制HeLa细胞的增殖
王宏伟  龚兴国*  

(浙江大学生命科学学院, 杭州 310058)

摘要      TBP-like protein(TLP)是真核细胞中一种常见的转录因子, 在调节生长发育方面起着

重要的作用。该实验构建重组质粒pEGFP-N1-TLP, 研究TLP对人宫颈癌细胞HeLa增殖的影响。利

用流式细胞仪检测质粒的转染效率, 通过激光共聚焦显微镜观察外源TLP蛋白的亚细胞定位。经

过MTT检测、RNAi-TLP诱导的基因沉默及Hoechst33258染色研究TLP对HeLa细胞的增殖抑制作

用。流式细胞术、Western blot和RT-PCR实验结果表明, TLP将HeLa细胞周期阻滞于G2/M期, 并抑

制周期相关基因CDK1和CyclinB1的转录和翻译。研究表明, 外源TLP在HeLa细胞的细胞核中表达, 
通过降低细胞周期相关基因CDK1和CDK1的表达水平, 将HeLa细胞的细胞周期阻滞于G2/M期, 从
而抑制细胞的增殖。
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The TBP-like Protein (TLP) Inhibits the Proliferation of 
HeLa Cells through G2/M Phase Arrest

Wang Hongwei, Gong Xingguo*

(College of Life Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract      TBP-like protein (TLP), one kind of transcription factors in eukaryotic cells, plays an important 
role in regulating growth and development. In this experiment, we constructed the recombinant plasmids of pEGFP-
N1-TLP to study the effect of TLP gene on the proliferation of HeLa cells. The transfection efficiency of plasmids 
was detected with flow cytometry and the subcellular localization of exogenous TLP protein was determined 
through laser scanning confocal microscope. TLP gene function of proliferation inhibition was determined by 
MTT assay, gene silence induced by RNAi-TLP and Hoechst33258 staining. Flow cytometry, Western blot and RT-
PCR assay showed that TLP induced cell cycle arrest of HeLa cells in G2/M phase, by inhibiting the transcription 
and expression levels of CDK1 and CyclinB1 genes. In conclusion, this study showed that the exogenous TLP, 
expressing exclusively in nucleus of HeLa cells, inhibited the proliferation of HeLa cells through G2/M phase arrest.
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在真核细胞中, RNA聚合酶参与并促进基因的

转录, 而基因转录的关键步骤是转录起始, 即各种

转录因子与启动子结合, 形成转录复合物, 确保转

录从正确的位点开始[1-2], 此后, RNA聚合酶II才能正

常发挥转录功能[3]。在真核细胞中, 存在3种RNA聚

合酶, 它们分别与相对应的一系列转录因子互作参

与基因的转录起始。其中, 转录因子TATA框结合蛋

白(TATA-box binding protein, TBP)特异性地参与了

RNA聚合酶II介导的基因转录[1], 并且在转录过程

中发挥核心功能[1,4-5]。TBP能识别基因启动子中的

TATA框并与之结合从而引发转录起始复合物的形

成[6], 更为重要的是, 它能直接与TFIIA(transfection 
factor IIA)结合[7], 这有利于TBP与DNA结合从而起

始TBP依赖的RNA聚合酶的转录功能。

TBP由两部分组成: N端可变区和由大约180
个氨基酸组成的C端保守区(C-terminal conserved 
domain, CCD)。TLP广泛存在于果蝇、鸡和人等多

种物种中[8-10], 因其CCD区与TBP存在76%的相似性, 
所以科研人员对TLP的功能进行了深入地研究[10]。

因此, 科学家推测TLP很可能是由原始的TBP基因经

过一系列的基因复制和突变演化而来的[8]。

大量实验表明, TLP与TBP的功能存在很大的

差异[11]。例如: TLP虽然能与TFIIA和TFIIB结合, 但
是不与TATA框结合。另外, 在体外实验中, TBP不
能代替TLP的转录功能。还有研究表明, TLP对小鼠、

斑马鱼、线虫的精子形成至关重要, 因为在小鼠出

生14 d即精子细胞仍处于初级精母细胞的状态时, 
TLP的表达水平很低, 只有开始产生精子之后, TLP
的表达水平才会上升[12-14]。另外, TLP在调节基因的

转录方面也起很重要的功能。例如, 在体内活性氧

水平很高的情况下, TLP能下调TRF2基因的表达, 因
为较高的氧化压力不利于睾丸中精子的形成[15]。此

外, TLP还是小鼠wee1基因的转录抑制因子[16]。值

得注意的是, TLP的这些功能并不需要以与TATA框

的结合为前提。在人体内, TLP也有重要的功能, 能
调节多种基因的转录[17]。

尽管针对TLP的功能已有大量的研究, 但是, 其
在抑制癌细胞增殖方面没有充分的研究。本实验研

究表明, 过表达TLP能显著地抑制HeLa细胞的增殖, 
并且将细胞周期阻滞于G2期。进一步的研究结果

显示, TLP过表达的细胞中CDK1和CyclinB1的转录

和翻译水平都降低, 从而揭示出TLP抑制癌细胞增

殖的机制。由于TLP特异性地作用于HeLa细胞, 对
LO2细胞没有明显的抑制作用, 从而表明TLP可能是

癌症治疗的靶点, 为寻找抗癌药物新的靶点提供了

科学依据, 具有重要的临床意义和潜在的科研价值。

1   材料与方法
1.1   主要材料与试剂

真核细胞表达载体pEGFP-N1购于Life tech-
nologies公司; HeLa细胞系、人胚胎肝细胞LO2、
人肝癌细胞HepG2、白血病细胞HL60、人胚胎

肾293细胞Hek293为本实验室保存; 引物由Life 
technologies公司合成; 无内毒素质粒中抽试剂盒购

于Sigma公司; 转染试剂盒(Attractene Transfection 
Reagent)购 于Qiagen公 司; 反 转 录 试 剂 盒 购 于

ToYoBo公司; Hoechst33258购于碧云天生物技术

研究所; MTT试剂购于Sigma公司; 抗兔CDK1、
CDK2、CDK4、CyclinB1、CyclinD1、CyclinE1购
于北京博奥森生物技术公司; 抗鼠GAPDH购于杭州

贤至生物科技公司。

1.2   重组质粒pEGFP-N1-TLP的构建及转染

1.2.1   重组质粒的构建       以Triol法提取的LO2细胞

的RNA为模板, 反转录成cDNA, 克隆目的基因。设计

引物为: 上游引物: 5′-CCG CTC GAG ATG GAT GCA 
GAC AGT GAT GTT G-3′, 下 游 引 物: 5′-TCC CCG 
CGG TAA AAT TTC TTT CCT GCT TT-3′(下划线表示

引入的限制性内切酶识别位点: 上游引物Xho I、下

游引物Sac II及其相应的保护碱基)。扩增出的目

的基因理论大小为561 bp。用限制性内切酶Xho I、
Sac II过夜酶切PCR产物和载体pEGFP-N1, 将目的

基因和载体大片段的胶回收后的产物用T4 DNA连

接酶连接, 得到重组质粒pEGFP-N1-TLP。将该质粒

送往上海英潍捷基生物技术有限公司检测序列完全

正确, 说明成功构建重组质粒pEGFP-N1-TLP。
1.2.2   质粒转染       消化并收集生长状态良好的

HeLa细 胞、LO2细 胞、HepG2细 胞、HL60细 胞、

Hek293细胞以5×104/孔的细胞密度接种于96孔板

中, 并按照试剂盒说明书中的方法转染: 将0.2 μg质
粒DNA用无血清、无双抗的DMEM高糖培养基稀

释至50 μL, 然后与0.75 μL转染试剂混合, 室温静置

15 min, 最后将上述混合物加入到细胞悬液中; 24孔
板转染时, 细胞密度为1×105/孔, 每孔加入的质粒为

0.4 μg, 用培养基稀释至60 μL, 最后与1.5 μL转染试
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剂混合; 6孔板转染细胞时, 以5×105/孔的细胞密度

接种于6孔板中, 每孔加入的质粒为1.2 μg, 用培养基

稀释至100 μL, 最后与4.5 μL转染试剂混合。

1.2.3   流式细胞术检测转染效率      将生长状态良好

的HeLa细胞种于6孔板中, 以1.2.2的方法, 用重组质粒

pEGFP-N1-TLP分别转染24, 36, 48, 60, 72 h后, 收集细

胞, 用PBS洗两遍, 最后用PBS重悬, 空白对照组即为

未经转染的HeLa细胞。通过流式细胞仪分析表达绿

色荧光蛋白细胞的比例及细胞中的荧光强度。

1.3   激光共聚焦显微镜分析TLP在HeLa细胞中

的亚细胞定位

以1.0×105/孔的浓度将生长状态良好的HeLa细
胞接种于24孔板中, 并事先将直径为1 cm的盖玻片

置于孔中, 并按1.2.2中的方法转染。转染48 h后, 吸
出培养基, 每孔加50 μL Hoechst33258, 细胞培养条

件下避光孵育20 min后, 吸出染色液, PBS洗两次。

然后, 将细胞爬片置于载玻片上, 细胞面朝上, 轻轻

盖上盖玻片, 使用激光共聚焦显微镜的油镜, 分别在

488 nm和405 nm的激发波长下观察绿色荧光蛋白和

Hoechst33258。根据两种荧光在细胞中的定位, 推
断TLP在细胞中的表达位置。

1.4   TLP-siRNA的合成及转染

根据Genbank中TLP基因的序列, 按照siRNA序

列设计原则, 设计TLP基因特异性的siRNA序列如

下 : 5′-UAG ACC UCA UGC CAG UUA CGA ACC 
UUU-3′, 同时设计TLP基因的阴性对照siRNA: 5′-
UGU CCU AGA ACC ACG CAG ACU AUU CUU-3′, 
即其核苷酸组成与TLP-siRNA完全相同, 仅排列顺

序不同, 且与人类基因组的所有基因均无同源性。

两组siRNA由上海吉玛制药技术有限公司合成。按

照Qiagen公司转染试剂的说明书转染, 具体方法如

下: 分别将对数生长期的HeLa细胞、LO2细胞以

5×104/孔的浓度种于96孔板中; 次日, 分别将TLP-
siRNA和阴性对照siRNA各5×10–9 mol溶于用无血

清、无双抗的DMEM高糖培养基稀释至50 μL, 混匀

后加入0.25 μL转染试剂并混匀, 静置20 min, 最后将

上述混合物加入到100 μL细胞悬液中。若使用6孔板, 
则各组分的用量分别为: 细胞密度: 6×105/孔, 每孔

中加入siRNA 100 pmol, 用培养基稀释至100 μL, 转
染试剂为5 μL。
1.5   RT-PCR检测TLP基因的转录水平

将生长状态良好的HeLa细胞种于6孔板, 用1.4

中的方法, 以TLP-siRNA和对照siRNA处理细胞。处

理24 h后, 收集细胞。同时, 其他6孔板中HeLa细胞

以1.2.2中的方法用重组质粒pEGFP-TLP分别转染

24, 48, 72 h。各组细胞分别用Trizol法提取总RNA, 
并检测RNA的含量, 以等量的总RNA为模板, 反转

录出各组细胞中的TLP基因。根据TLP基因序列设

计引物为: 上游引物: 5′-ATG GAT GCA GAC AGT 
GAT GTT G-3′, 下游引物: 5′-TAA AAT TTC TTT CCT 
GCT TT-3′。实验设5组: 空白对照组、TLP-siRNA作

用48 h组、重组质粒分别转染24, 48, 72 h组。最后通

过琼脂糖凝胶电泳检测, 以各组细胞中GAPDH的含

量为参照, 分析各组总RNA中TLP的mRNA含量, 从
而比较各组细胞中TLP的相对转录水平。

1.6   TLP抑制HeLa细胞的增殖

1.6.1   MTT法检测TLP对不同细胞增殖的影响      分
别将生长状态良好的人肝癌细胞HepG2、白血病细

胞HL60、人胚胎肾293细胞Hek293及HeLa细胞接

种于96孔板中, 并按1.2.2中的方法转染。设置转染

时间梯度为24, 36, 48, 60, 72 h。处理完毕后, 按如

下方法检测: 将96孔板中的培养基吸出, 用PBS冲洗

1次, 每孔加入100 μL、浓度为500 mg/mL的MTT试
剂; 37 °C避光孵育4 h并吸出孔内试剂后, 加入150 μL
二甲基亚砜(DMSO), 并震荡15 min; 用酶标仪检测

570 nm波长激发光下的吸光值。

1.6.2   MTT法检测不同表达水平的TLP对HeLa细胞

增殖的影响      分别将生长状态良好的HeLa细胞、

LO2细胞接种于96孔板中, 两种细胞分别用重组质

粒pEGFP-N1-TLP、TLP-siRNA和 对 照 组siRNA转

染处理, 设置时间梯度为24, 36, 48, 60 h。处理完毕

后, 按照1.6.1中的方法检测。

1.6.3   Hoechst33258染色      将生长状态良好的

HeLa细胞接种于24孔板中, 并事先将直径为1 cm
的盖玻片置于孔中, 并按1.2.2中的方法用重组质粒

pEGFP-N1-TLP转染。转染48 h后, 吸出培养基, 并
用PBS清洗两遍, 每孔加50 μL Hoechst33258, 细胞

培养条件下避光孵育20 min后, 吸出染色液, PBS洗2
次, 用激光共聚焦显微镜观察细胞核的形态。

1.7   流式细胞仪分析细胞周期

按照1.2.2中的方法, 将HeLa细胞接种于6孔板

中, 并转染。实验设2组: 重组质粒pEGFP-N1-TLP
转染HeLa细胞(EGFP-TLP-HeLa组)和空质粒转染

HeLa细胞(EGFP-HeLa组)。各组设置时间梯度为24, 
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36, 48, 60, 72 h。将转染后的各组细胞消化并离心, 
收集细胞沉淀; 小心加入2 mL预冷的70%的酒精, 
–20 °C固定12 h以上。检测之前用PBS清洗2次, 加
入含RNA酶的碘化丙啶, 染色30 min后上机检测处

于细胞周期各个时相的细胞数目占被检细胞数目的

百分比。

1.8   RT-PCR分析周期相关基因的转录水平

按照1.2.2中的方法, 将HeLa细胞接种于6孔板

中, 并转染。实验设2组: 实验组EGFP-TLP-HeLa
组、空载体EGFP-HeLa组。各组转染的时间梯度为

0, 24, 48, 72 h(0 h表示未经转染的细胞)。用Trizol
法提取各组细胞的总RNA, 并检测RNA的含量。以

等量的总RNA为模板, 反转录成cDNA, 根据下表所

示的PCR条件(表1)及引物序列(表2), 检测下列基

因 (CDK1、CyclinB1、CDK2、CDK4、CyclinD1、
CyclinE1、GAPDH)的相对变化。最后通过琼脂糖

凝胶电泳检测, 以GAPDH的含量为参照, 分析各组

总RNA中上述基因mRNA的相对含量, 从而比较上

述基因的相对转录水平。

表1   各基因的PCR条件

Table 1   PCR conditions for each gene
基因

Gene
变性

Denaturation
复性

Renaturation 
延伸

Extend
循环数

Cycles
CDK1 94 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72 °C, 45 s 21
CDK2 94 °C, 30 s 51 °C, 30 s 72 °C, 45 s 25
CDK4 94 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72 °C, 45 s 23
CyclinB1 94 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72 °C, 45 s 23
CyclinD1 94 °C, 30 s 50.5 °C, 30 s 72 °C, 45 s 27
CyclinE1 94 °C, 30 s 48 °C, 30 s 72 °C, 45 s 24
GADPH 94 °C, 30 s 55 °C, 30 s 72 °C, 45 s 23

表2   RT-PCR反应所用的引物

Table 2   Primers used in RT-PCR
引物名称

Primer name
引物序列(5′-3′)
Primer sequence (5′-3′)

CDK1-forward GAG AAA ATT GGA GAA GGT ACC TAT G
CDK1-reverse ACT CTG ATA GGT ATT CCA AAA GCT C
CDK2-forward CAA AGC CAG AAA CAA GTT GAC GG
CDK2-reverse GTC ACC ACC TCA TGG GTG TAA GTA C
CDK4-forward GTT CGT GAG GTG GCT TTA CTG AG
CDK4-reverse GAG TTT CCA CAG AAG AGA GGC TTT C
CyclinB1-forward GGT TCA TGC AGA ATA ATT GTG TGC C
CyclinB1-reverse TGA CTA CAT TCT TAG CCA GGT GC
CyclinD1-forward CTC GGT GTC CTA CTT CAA ATG TGT G
CyclinD1-reverse GAA ATG AAC TTC ACA TCT GTG GCA C
CyclinE1-forward TTC TGG ATT GGT TAA TGG AGG TG
CyclinE1-reverse CTA TGT CGC ACC ACT GAT ACC CT
GAPDH-forward AAT CCC ATC ACC ATC TTC CA
GAPDH-reverse CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG

1.9   Western blot检测CDK1、CyclinB1的表达

按照1.2.2中的方法, 将HeLa细胞接种于6孔板

中, 并转染。实验设2组: 实验组EGFP-TLP-HeLa组、

空载体EGFP-HeLa组, 各组设置时间梯度为0, 24, 
48, 72 h(0 h表示未经转染的细胞)。转染一定时间后, 
用含蛋白酶抑制剂的裂解液充分裂解各组细胞, 并
测定各组蛋白浓度; 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白, 
并控制每孔上样量为10 μg; 然后将凝胶中的蛋白转

印至硝酸纤维素薄膜; 封闭2 h后, 一抗4 °C振荡孵育

过夜, 次日用辣根过氧化物酶偶联的二抗室温孵育

1 h后, 在膜上滴加化学发光剂, 并在暗室中使胶片

感光、显影。

1.10   统计学处理

各实验至少经过3次重复, 实验数据以x
_
±s形式

表示, 并用SPSS 16.0软件进行显著性差异分析。

P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   重组质粒成功转染至HeLa细胞

为了研究重组质粒pEGFP-N1-TLP转染HeLa细
胞的转染效率, 我们通过流式细胞仪检测HeLa细胞

中表达绿色荧光蛋白的细胞比例。实验结果如图1
所示, 图中横坐标为荧光强度, 纵坐标代表细胞数, 
百分数表示发出绿色荧光的细胞比例。空白对照组

为未经处理的HeLa细胞。由图可知, 当转染时间不

超过48 h时, 被转染的细胞比例均不超过30%, 表明

经过较短的转染时间, HeLa细胞中表达GFP的比例

较低。而当转染60 h、72 h后, 分别有56.7%、58.1%
的细胞表达GFP。以上表明, 当转染时间超过48 h时, 
细胞的转染效率显著提高。

2.2   TLP定位于细胞核

将重组质粒pEGFP-N1-TLP转染48 h后的HeLa
细胞用Hoechst33258染色, 使用激光共聚焦显微镜

检测两种荧光的亚细胞定位。HeLa细胞转染重组质

粒后会发出绿色荧光, 由于TLP与GFP基因共同在

细胞中表达, 所以通过绿色荧光发出的位置即可研

究细胞中TLP的表达定位; 细胞经过Hoechst 33258
染色, 在405 nm的激发光下可发出蓝色荧光, 显示细

胞核的位置。当把两张荧光图片叠加时, 发现TLP
与细胞核共定位, 表明TLP在细胞核中表达。

2.3   细胞中TLP的转录水平分析

通过RT-PCR实验检测HeLa细胞、LO2细胞
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中TLP的mRNA水平。实验结果如图3所示。经过

RNAi-TLP处理48 h后, 细胞中TLP的表达完全受到

抑制; 而经过重组质粒pEGFP-N1-TLP转染不同时间

后, 细胞中TLP的表达水平随着转染时间的延长而

升高。各组均以相对应的GAPDH的转录水平做对

照。由图可以看出, 经过RNAi-TLP处理组的荧光强

度大大减弱, 而经过重组质粒转染组的荧光强度随

转染时间的延长逐步增强。

2.4   TLP抑制HeLa细胞增殖

2.4.1   TLP对HeLa细胞存活力的影响      为了比较

过表达TLP对不同细胞存活力的影响, 采用MTT法
检测重组质粒pEGFP-N1-TLP和空载体pEGFP-N1转
染后, 细胞的增殖活力, 4种细胞在转染24, 36, 48, 60, 
72 h后, 用酶标仪检测570 nm波长激发光下的吸光

值, 并以两种质粒转染的结果的比值作为该组细胞

的相对增殖活力。所得结果如图4所示, 由图可以看

出, TLP对HeLa细胞的抑制效果最明显(P<0.05), 而
对其他3种细胞的增殖无显著的抑制作用。

2.4.2   RNAi-TLP可解除TLP对HeLa细胞增殖的抑

制作用      为了进一步确认重组质粒对HeLa细胞增

殖的抑制作用是由于外源TLP蛋白引起的, 分别检

测经过重组质粒pEGFP-N1-TLP转染及经过RNAi-
TLP处理的HeLa细胞和LO2细胞的增殖活力。实

验结果显示, 当细胞过表达TLP时, 细胞的增殖活

力有所下降, HeLa细胞受到的增殖抑制效果显著

(P<0.05)。然而, 当HeLa细胞经过RNAi-TLP处理后, 
细胞的增殖抑制效果解除, 且细胞的相对增殖活力

增加。该结果表明, 通过RNA干扰实验抑制TLP基
因的表达, 可逆转TLP对细胞的抑制作用, 从而证明

TLP对细胞增殖的抑制作用。

2.4.3   TLP过表达对HeLa细胞核形态的影响      分
别将空载体EGFP-HeLa组和实验组EGFP-TLP-HeLa
组的细胞用Hoechst33258染色, 在激光共聚焦显微

镜下观察细胞核的形态。检测结果如图6所示, 图
6A为空载体EGFP-HeLa组细胞, 其细胞核形态正常, 
呈椭圆形, 染色均一, 核边缘光滑; 图6B为实验组

EGFP-TLP-HeLa组细胞, 由图可以看出经过重组质

粒转染48 h后, 细胞核形态发生异常, 表现在细胞核

染色加深, 细胞核皱缩。以上说明, HeLa细胞的增

殖受到抑制。

2.5   TLP将HeLa细胞周期进程阻滞于G2期

用流式细胞仪分析转染后的细胞中处于细胞

图1   不同转染时间的转染效率

Fig.1   Transfection efficiency at different times of transfection
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P<0.05, 与24 h组比较。

P<0.05 vs 24 h group.
图4   TLP对不同细胞相对增殖活力的影响

Fig.4   Effect of TLP on the relative viability of different cells
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P<0.05, 与24 h组比较。
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图5   TLP对HeLa细胞相对增殖的影响

Fig.5   Effect of TLP on the relative viability of HeLa cells
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图6   Hoechst33258染色检测细胞核形态(63×)
Fig.6   Morphology of nucleus detected through 

Hoechst33258 staining (63×)

A EGFP-TLPB

10 μm 10 μm

10 mm

EGFP-N1

为显著: 当转染时间达到72 h时, 重组质粒转染的

HeLa细胞中G2期细胞的比例已达(38.96±0.053)%, 
而空质粒转染的HeLa细胞中G2期细胞的比例仅为

(15.378±0.068)%, 存在极为显著的差异(P<0.01)。该

结果表明, TLP能使细胞周期阻滞于G2期, 并且随着

转染时间的延长, 该阻滞效果更为明显。从而说明, 
TLP通过将细胞周期阻滞于G2期的方式来抑制HeLa

细胞的增殖。

2.6   TLP抑制HeLa细胞基因CDK1和CyclinB1的
转录

为了研究TLP对周期相关基因转录水平的影响, 
实验以GAPDH为参照, 通过RT-PCR检测转染后细

胞 中CDK1、CyclinB1、CDK2、CDK4、CyclinD1、
CyclinE1的转录水平。检测结果如图8所示: 在转染

A: 细胞核(激发光405 nm); B: GFP-TLP(激发光488 nm); C: 无激发光

条件下的细胞形态; D: GFP-TLP与Hoechst33258共定位。

A: nucleus (the excitation wavelength is 405 nm); B: GFP-TLP (the 
excitation wavelength is 488 nm); C: the morphology of the whole cells 
without being excited; D: GFP-TLP co-localized with the staining of 
Hoechst33258.

图2   Hoechst33258染色显示TLP于细胞核中表达(63×)
Fig.2   Hoechst33258 staining showed that TLP was 

expressed in nucleus (63×)

Hoechst33258A B

C D Merge

10 μm

10 μm

10 μm

10 μm

GFP

1: 空白; 2: RNAi-TLP处理48 h; 3、4、5: 重组质粒pEGFP-N1-TLP转
染24, 48, 72 h。
1: blank; 2: transfected with RNAi-TLP for 48 h; 3, 4, 5: transfected 
with pEGFP-N1-TLP for 24, 48, 72 h.

图3   细胞中TLP的转录水平

Fig.3   Transcription levels of TLP in cells
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周期各时相的细胞数目, 检测结果如图7所示。当

重组质粒pEGFP-N1-TLP转染HeLa细胞48 h后, 其
G2期的细胞数目明显高于空质粒pEGFP-N1转染的

HeLa细胞。而且, 这一差别随着转染时间的延长更
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图7   转染后HeLa细胞的周期分析

Fig.7   Cell cycle analysis of transfected HeLa cells

图8   TLP转染后HeLa细胞中CDK1、CyclinB1的转录水平

Fig.8   Transcription levels of CDK1 and CyclinB1 in HeLa cells transfected by TLP
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48 h之后, 重组质粒pEGFP-N1-TLP转染的HeLa细胞

组, 其CDK1条带的灰度值相对于0 h降低了42.9%, 
而且在转染72 h时, 降低了63.3%; CyclinB1条带的

灰度值在转染24 h后相对于0 h降低46.2%, 且在转

染48 h、72 h后一直维持低水平; 其他基因的转录

水平则没有明显地变化(图中未显示); 然而, 空载体

pEGFP-N1转染的HeLa细胞, 不管是G1期相关的基

因还是G2期相关的基因, 其转录水平都没有明显的

变化。由此可以推断出, TLP转染使HeLa细胞G2期

相关蛋白基因CDK1和CyclinB1的转录水平明显降

低(图8)。
2.7   TLP抑制HeLa细胞中蛋白CDK1和CyclinB1
的表达

通过Western blot进一步检测了HeLa细胞中

CDK1和CyclinB1蛋白的表达水平。通过调整上

样量, 使各点样孔的总蛋白水平保持一致, 并以

GAPDH的表达水平作参照。分别对转染0, 24, 48, 
72 h的细胞进行检测, 结果显示, 重组质粒pEGFP-
N1-TLP转染的HeLa细胞组CDK1的表达水平在48 h
后明显降低, CyclinB1的表达水平在转染24 h后即有

所降低, 且随着转染时间的延长, 蛋白的表达水平更

低。然而, 空载体pEGFP-N1转染的HeLa细胞CDK1
和CyclinB1的蛋白表达水平都无明显变化(图9)。

3   讨论
TLP在人体的各种器官中广泛表达[10], 在本实

验中, 我们成功地从LO2细胞中分离出TLP基因的

mRNA, 构建了重组质粒pEGFP-N1-TLP, 并转染至

HeLa细胞中。GFP基因在488 nm的激发光下能发

出绿色荧光, 所以, 本文使外源基因TLP与GFP融合
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图9   TLP转染后HeLa细胞中CDK1、CyclinB1的表达水平

Fig.9   Expression levels of CDK1 and CyclinB1 protein in HeLa cells transfected by TLP

表达, 通过对细胞中荧光强度等参数的分析来完成

对外源基因的初步研究。

本研究通过流式细胞仪检测不同转染时间的

转染效率, 其中, 当转染时间为72 h时, 转染效率达

58.1%。转染后的细胞经过Hoechst33258染色, 使用

激光共聚焦显微镜观察发现, 外源TLP蛋白在细胞

核中表达。通过MTT实验、RNAi诱导的TLP基因

沉默以及细胞核染色等研究表明, TLP能抑制HeLa
细胞增殖, 而对其他细胞例如LO2细胞、HepG2细
胞、HL60细胞和Hek293细胞的抑制效果不明显。

为了进一步研究TLP在HeLa细胞中的作用, 我们通

过流式细胞术研究转染后细胞周期各时相分布, 结
果表明, TLP使HeLa细胞周期阻滞于G2/M期。随

后我们利用RT-PCR和Western blot检测周期相关基

因的转录和表达水平。研究结果表明, TLP能抑制

HeLa细胞中CDK1和CyclinB1的转录和翻译, 从而揭

示出TLP诱导G2/M期周期阻滞的原因。

由此可知, TLP作为一种转录因子, 同时有抗肿

瘤的功能。有研究表明, TLP在精子形成[12]和胚胎发

育[14]方面起着重要作用。同时, 大量的研究表明, 多种

诱导胚胎的发育和细胞分化的因子皆有调节细胞周

期进程的作用[18-21]。另外, 已经研究出多种细胞转录

因子在控制细胞周期进程方面起着重要的作用[22-25]。

实验结果显示, TLP能抑制HeLa细胞增殖。所

以, 从某种意义上讲, TLP是肿瘤细胞的增殖抑制因

子, 或许可以作为抗肿瘤治疗的靶点。之前也有研
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究结果显示, TLP是小鼠weel基因的抑制因子。我们

推测TLP这种抑制肿瘤细胞增殖的功能与其转录抑

制功能相关。

我们由此得出结论, TLP能特异性地抑制肿瘤

细胞增殖。在本实验中, TLP在细胞周期进程中起着

重要的作用, 因为在TLP过表达的HeLa细胞中, 其G2

期明显延长。这与之前的研究相吻合, 即TLP能抑制

鸡DT40细胞的增殖, 并且将细胞周期阻滞于G2期
[17]。

CyclinB1能调节细胞分裂周期基因2(cell division 
cycle gene 2, CDC2)激酶的活性, 控制细胞周期G2/M
期的顺利通过, 在有丝分裂调节方面起着重要作用。

所以, 抑制CyclinB1的转录是控制肿瘤发展的有效

方式。例如: 大多数乳腺癌细胞系过表达CyclinB1, 
而且其在肿瘤细胞的积累能促进肿瘤细胞的增殖, 
从而很难通过控制启动子活性的方式来控制该蛋白

的表达[26]。细胞周期调控是翻译水平调控的重要方

式, 在细胞分裂间期, 各基因的翻译效率很高, 等到

分裂期时, 由于翻译的起始受到抑制, 所以效率降

低。该过程是通过磷酸化相关调节蛋白而使其失活

来实现的。CDK1就通过使一系列蛋白底物磷酸化

的方式调节细胞周期G2期到M期的进程[27]。TLP能
够抑制CyclinB1和CDK1的转录和翻译, 这无疑是一

种有效抑制肿瘤增殖的机制。

磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶(reduced glyceraldehyde-
phosphate dehydrogenase, GAPDH)是由四个37 kDa亚
基组成的四聚体, 是糖酵解反应中的关键性酶。其
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基因作为一种管家基因, 在各种组织中广泛表达, 且
表达量相对恒定, 可以作为转录及表达水平研究的

内参[28]。在本实验中, 将周期相关基因的转录、翻译

水平与GAPDH作对比, 通过控制GAPDH的量在不同

组中保持一致, 从而确保各组的上样量相同, 即可检

测出周期相关基因的转录和表达水平。实验结果显

示: 过表达TLP的HeLa细胞中, G2期相关基因CDK1
和CyclinB1的转录水平和翻译水平都明显下降。

综上所述, 我们通过形态学观察、MTT实验发

现TLP能显著地抑制HeLa细胞的增殖, 并且通过流

式细胞仪检测发现TLP能将HeLa细胞的周期进程阻

滞于G2期, 随后通过RT-PCR、Western blot实验揭示

出周期阻滞的机制是抑制CDK1和CyclinB1的转录

和翻译, 从而说明TLP可能是癌症治疗的靶点, 为寻

找抗癌药物新的靶点提供了科学依据, 具有重要的

临床意义和潜在的科研价值。
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