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EFFECT OF PlSINK4B EXPRESSION ON THE INHIBITION 
OF G1/S PROGRESSION AND THE RELATION TO MAPK SIGNAL 

PATHWAY IN HUMAN MELANOMA CELLS 铃

LIU ] un LIU Hui Tu" TAl'-.! Xin GAO Ping 

(The Key Laborat01Y of Cell P,.olifertion and Re，♂tlation Biology of Ministl.y of臼ucatlon.

College of Life Science. Beijing Nomral Uniz 

ABSTRACf 

The synchronized M phase cells of MLIK6 and MLC 2 were harvested by the method of thymidine(TdR)and N20 缸resting. The 

result of 3H-TdR in∞η刀ration indiωted that the transition of G1/S of MLIK6 cells was delayed 2h ∞m阳red with the ∞ntrol MLC 2 

cells and the in∞r阳ration rate d民r创纪d obviously . Furthermore. the effect of P15 1阳lHexpression on the SQme G1 内部e related r喀ulatory

protein was studied. When the synchronized cells in M phase were released for 8h( in late G1 phase). the levels of CyclinD1. CyclinE. Cdk4 

and C- Myc were decreased obviously in 岛1LIK6 cells. But the expression of P27K1P1 increased as ∞mpared with that of ∞ntrol MLC 2 

cells. At the same time. the relationship between overexpression of P15 1 t咄咄and fV队PK signal in transition from G1 to S phase of A375 

cells at late G1 phase was studied. ∞mparing with the ∞ntrol MLC 2 cells. the level of ERK1 and ERK2 almost have no change in 

MLIK6 cells . but that of P-ERK1 and P-ERK2 (activated form)were decr臼sed markedly. The results suggest that P15 1咄咄delayed G1 1S 
transition and inhibited DNA synthesis by affecting G1/S phase related regulatory proteins and inhibiting the activity of ERK1 and 

ERK2. 
Key words: P15阴阳B Cell cycle MAPK Hwnan melanoma cells 
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MAD2 蛋白在蚕豆细胞周期中的同源定位

马岚 姚健晖顾月华

(中国科学技术大学生命科学学院 合肥 230027)

细胞周期是一个受多种机制调控的高度有序的

过程，检验点调控机制是多种调控机制中的一种，

它可检测微管与染色体的结合，以便在错误发生时

及时阻止后期的启动，让错误得到修复[1-3]。这类

调控蛋白基因最初是从芽殖酵母中被发现，目前至

少有七种具有此类功能的酵母基因被发现，这些基

因包括 : Bubl , Bub2 , Bub3 , Madl , Mad2, Mad3 

和 Mpsl [ 4 ] 。 其中研究最多的一种基因就是 Mad2 0

本文 2002 年 3 月四日收到 .4 月 29 日接受。
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该基因编码一种具有高度保守性的约 24kDa 的蛋

白质 (MAD2) ，它可以通过 Cdc20 阻碍后期启动复

合物(APC)的活化[5斗]，从而阻碍质期的进行。 作

为动粒蛋白家族的一员[则 ， MAD2 在脊椎动物细胞

中定位于未与微管结合的动粒上，那些已经被微管

占据的动粒上则观察不到 MAD2 的存在[ 11 . 1 2J 。 最

近 Yu Hong-Guo 等的研究发现在小麦细胞中有

MAD2 的同源蛋白质的存在[13 .14 J 。 但除了小麦以

外 MAD2 的同源蛋白还没有在其他种类植物中被

发现[14.15J 。 我们的研究表明 MAD2 在蚕豆细胞中

也存在同源蛋白，并且这种蛋白具有与动物细胞

MAD2 蛋白近乎相同的分布方式[ 1 1. 1 2.2 1 ] 。 本文采

用兔抗人 MAD2 抗体对蚕豆细胞中的该种蛋白进

行研究，并就其在细胞周期中的定位进行了讨论。

材料与 方法

1.实验材料

蚕豆(Vicia fa缸 L. )种子在蒸馆水中浸泡 24h，剥去种

皮，将其放在铺有四层温纱布的培养血中置于 25 :t 2"C下暗

培养。 待主根长至 1-2cm 时切去根尖，让侧根生长。 取其

根尖及新生芽尖备用。

2 . 免疫印迹鉴定

植物总蛋白分别从根尖及茎尖两种分生组织中获取。

首先将取下的分生组织称重后切碎，每克组织按 1ml 的比例

IgG，与玻片共孵育后再以 0 . 1flg/ml 的 DAPI 对 DNA 进行

染色，缓冲甘泊封片。若要同时对微管进行染色则在试验

中需以微管稳定缓冲液(50mmolll PIPES, 5mmolll Mg804 , 

5mmolll EGTA, pH 6.9 ) [ 19]代替 PBS(微管抗体为鼠抗人抗

体，稀释比例为 1 : 5000 ) ， 同时二抗采用 FITC标记的羊抗

鼠的 IgG，以区别于上一步 MAI涩的染色。 若要观察 MA应

在间期细胞中的分布则玻片在经去垢剂抽提之前须先以

4%的多聚甲自主固定。 做好的玻片在 OLYMPUS BX60 荧光

显微镜下观察， 显微图片以 SPOT CCD 相机摄得，并用

Adobe Photoshop5. 0 进行处理。

...... 
Æ. 

结果

1.蚕豆组织中 MAD2 同源蛋白的免疫印迹鉴

MAD2 为一种进化中高度保守的蛋白质，在不

同种类的生物中其分子量也不尽相同，例如在 HeLa

细胞中 MAD2 的分子量为 23. 5kDa[IIJ ，在蛙卵抽

提物及蛙成纤维细胞中为 25kDa[l2] ，而在小麦的所

有组织中则为 24kDa[ 1 3J 。为证明蚕豆中有 MAD2

的同源蛋白存在，我们以蚕豆的根尖及茎尖分生组

织为材料提取总蛋白进行免疫印迹分析。 实验结果

表明蚕豆的根尖及茎尖分生组织均有可被 MAD2

抗体特异识别的蛋白存在，该蛋白分子量在 26kDa

左右(图 1 ) ，比小麦及动物细胞内的该种同源蛋白

加入匀浆液 (lOmmollL Tris-HCI , 0.02% NaN3, 0.001% 稍大一些。
1 2 3 

PMSF , pH8.0)冰浴匀浆[16] 。 取适量的匀浆物以 2 X上样缓

冲液稀释后进行超声处理，将处理后的样品在沸水浴中煮

2min后离心去除样品中的不溶物。 SffiPAGE 分离蛋白后，

将蛋白转移至硝酸纤维素膜上。 脱脂奶粉封闭后，与一抗

(兔抗人 MAD2抗体，姚雪彪教授惠赠，稀释比例 1:500)在

37'C反应由。 TPBS(PBS+ O. 05% Tw旧120)洗涤后与辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔二抗反应，然后按分子克隆上的

步骤进行显色[ 17] 。

3 . 染色体制片

取根尖与茎尖分生组织，切成 1mm 大小置于酶液中于

30"C消化 2. 仙。 酶液成分为:2% 纤维素酶 Onozuka R-10 , 

0.5% 果胶酶 (w/v) ， 0. 07 % Ì\扭S ， 0.7mol ll 甘 露醇，

6mmolll CaC]z, pH 5. 7[ 18] .消化完后以蒸馆7.K冲洗 3 次 ，

取酶解后的组织块置于载玻片上，在 PBS 中压片。液氮冷

冻揭片后，片子立刻浸入 PBS 中备用。

4 . 免疫荧光染色

免疫荧光染色参照 Yao XB(l997 ) 的步骤进行，并有一

些改进。 即将事先浸于 PBS 中的玻片取出 ， 以 0 . 1 % 的 Tri 

tonX - 100 孵育 15min，然后用新鲜配制的 4 % 的多聚甲应

固定. PBS洗三次后以 3%的 BSA 封闭，以避免抗体的非特

异性结合。 玻片冲洗后置于湿盒中与 MAD♀抗体共孵育 ，

然后以 TPBS 进行洗涤。 二抗采用罗丹明标记的羊抗兔

43 一

31 一

却'.1-

14.4一

图 1 MAD2 的免疫印迹结果

1.来自于根尖生长点的蛋白 。

2. 来自于茎尖分生组织的蛋白 。
3 人细胞 MA四分子对照。

2. MAD2 同源蛋白在蚕豆细胞中的定位

我们采用间接免疫荧光染色法来确定 MAD2

同源蛋白在蚕豆细胞中的定位，及其在整个细胞周

期中的分布模式。荧光染色结果显示 MAD2 在植

物细胞中同样定位于染色体的动粒部位 ，其亚细胞

分布随细胞周期的进行而变化:在间期细胞中，

MAD2 分布于整个细胞中，但这种分布是不均匀的 ，
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因为 MAD2 会首先聚集于核膜外侧形成一个亮环

(插页 1 ，图版图 1 ) ，在早中期 ( prometaphase )细胞

中，随着核膜的破裂 MAD2 开始在动粒处聚集，最

后 MAD2 定位于动粒，在动粒处形成很亮的小点

(插页 1 ，图版图 2)。随着微管的延伸，动粒逐渐被

微管所捕获 ，在那些已有微管结合的动粒处，MAD2

的染色逐渐减弱直至消失(插页 1 ， 图版图 3 ) 。 在中

期细胞中，染色体完全排列在赤道板上以后，动粒处

已没有 MAD2 的存在(插页 1 ， 图版图 4 ) 。 到晚中

期及后期后，在动粒区域更元 MAD2 的分布(插页

1 ，图版图 5)。本实验共重复 8 次，共观察细胞数

4000 个左右，其中有丝分裂期细胞约占总细胞数的

40% ，有丝分裂前期细胞约占有丝分裂期细胞数的

60%左右，我们多次试验的结果均显示由上述现象

的存在。 另外，为了检测免疫荧光标记反应的特异

性，每次试验都设了缺少一抗孵育的阴性对照 ，在整

个实验中，阴性对照在染色体区域均未有信号产生。

讨论

MAD2 不仅作为动粒蛋白家族的一员参与检测

染色体与微管的附着，更是作为一种重要的蛋白参

与了纺锤体检验点这一在进化中非常保守的过程作

用的发挥[20] 。我们的实验结果显示 ，针对人体细胞

来源的 MAD2 的抗体可以特异性地识别蚕豆染色

体的动粒部位，这表明植物体内该种蛋白至少有部

分蛋白序列与哺乳动物具有相同的免疫原性，这更

进一步证明了动粒蛋白在进化中的保守性。

我们通过观察发现 MAD2 在蚕豆细胞中的出

现及分布随细胞周期的进行表现出周期性的变化 ，

其定位模式非常类似于其在动物细胞中的同源蛋

白 [ 11.12.21] 。 这些蛋白在前中期汇集于动粒处，随着

微管的延伸，在动粒处的数量减少，表现在染色产生

的亮点的减弱及减少。最后当动粒在中期全被微管

捕获后亮点消失。 在真核生物中对 MAD2 最早的

研究就清楚地指出 MAD2 在动粒部位的出现仅限

于早中期即染色体在赤道板聚集之前[10. 1 1]0 W a

ters 等随后证明 MAD2 从动粒处的消失并不是立即

发生的，而是有一个时间过程，在此过程中 MAD2

在动粒处的染色逐渐减弱直至消失[22]。纺锤体如

何与染色体动粒部位起始结合，是什么原因使

MAD2 的结合仅局限于位于微管结合的动粒处，又

是什么原因导致"tv1AD2 在动粒处的消失，这些问题

仍未有一个定论。 有些人认为微管的结合是 MAD2

在中期消失的原因[22] ， 而另一些人认为微管在动

粒处施加的张力与 MAD♀的消失有关，是纺锤体检
验点的重要组成成分[23.24 .25] 0 Yu Hong-Guo 则认

为微管结合与张力均为有丝分裂及减数分裂中纺锤

体检验点的成分，两者在出现时间及相对贡献上存

在差别，以适应不同纺锤体装配方式的需要[13] 。蚕

豆作为一种模式材料经常被应用于各种染色体的研

究中 ，本文首次在蚕豆细胞中发现动粒蛋白的存在，

为以上问题的研究提供了一个可能的途径，同时为

动粒蛋白在动植物细胞中的进一步研究及其在进化

中的作用提供了有价值的线索。

摘要

细胞周期是一个高度有序的过程，其运行过程

受到多个检验点 (checkpoint) 的严格监控. MAD2 

是动物细胞纺锤体检验点(spindle checkpoint) 中一

种重要的蛋白[町.9 ] 。 我们利用免疫印记法从蚕豆

组织中检测到一种 MAD2 的同源蛋白，该蛋白的分

子量在 26KD 左右， 其亚细胞分布方式与动物细胞

大致相同，都随细胞周期的进行而变化 :在间期细胞

中， MAD2 分布于整个细胞中，并且在核膜外侧有优

先聚集;在有丝分裂前期细胞中，MAD2 在核膜破裂

后开始在动粒处聚集 ; 到早中期( prometaphase) , 

MAD2定位于动粒;随着微管的延伸， MAD2 逐渐

减少直至消失，在中期 ， 晚中期及后期细胞中，动粒

处已元 MAD2 的分布。

关键词:蚕豆检验点蛋白 动粒同源定位
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LOCOLIZATION OF MAD2 HOMOLOGUE IN Cell CYCLE OF VICIA FABA 

MA Lan Y AO J ian Hui GU Yue Hua 

( School of Life Sciences , University of玩ience and Technology o.fαina ， 陆βi 230027) 

AßSTRACf 

Cell cycle is a highly ordered pr悦邸， and it is tightly monitored by check阳nts.ν队D2 is an im阳<rt四t protein of spindle check

阳int. We have identified a bT1ωd bean hcxnologue of MAD 2 usir毡 immunoblotting method . It has a MW of about 26kDa. The pattern 

of its 1∞alization in mitotic cells is alm凶t like th岱e hαnologues in animal cells , it also varies with the stage of mitosis. Duting interphase , 

W队D 2 was distributed throughout the cell and had a protlÙnent localization in 阳rinuclearar臼. Nter nuclear envelope broke down , it be

gan accumulating on kinet∞hore . In prometaphase , N队D2 ∞l∞al ized with the kinetc陀hores . With the extension of microtubule , the 

kinet∞hore was labeled weakly or not at all . By late metaphase and anaphase , Mad 2 was not detectable on kinetl∞hores. 

Key wor也: Vicia faba ch优kpoint protein Kinet侃ho陀 Homologous I创泪tion

无血清培养高密度乳猪肝细胞的形态和功能变化

陈钟骨 丁义涛 张鹤云

(南京大学医学院附属鼓楼医院肝胆外科南京 210008) (南京大学生化系南京 210093)

生物人工肝(BAL)是治疗急性肝衰竭(ALF)或为

. 肝移植创造条件的一种具有良好前景的手段。 猪肝细

胞因其分化功能接近于人肝细胞，且细胞产量较高 ，是

最合适的异种细胞来源[l] ，目前多数 BAL使用猪肝细

胞。 思想的细胞培养密度为 1 × 16-5 × 105/ml[2] ，然

而，BAL 需要大量肝细胞来支持 ALF 患者的肝功

能[3 -4] 。 制成有临床意义的 BAL 约需人全肝量的

10% 一 20%(2 X 109 - 4 X 109 个细胞) [5 ] ， BAL 中细胞的

密度常超过 1 X 107 /m[3] 。 此外，BAL使用时含血清培

养基常需换成元血清培养基[6] 。 因此，了解肝细胞在

无血清培养基中高密度培养的形态和功能对于判断

BAL 的治疗效果十分重要。 但是，迄今为止，所见报告

甚少[7 -9) 。 本文研究了高密度猪肝细胞在元血清培养

时的形态和功能。

材料和方法

1.材料

中国实验用小型乳猪 10 只，体重 2.7-4.0 峙，雌雄不

限，由本院实验动物中心提供。 胶原酶W 、 RPMIl640 购于

Gib∞公司，其他试剂为分析纯级。

2 . 肝细胞分离和培养

采用改良的原位两步胶原酶灌注法分离乳猪肝细

胞[ 1 0) 。 分离的肝细胞清洗后悬浮在 RPMI1640 中 。 台盼蓝

拒染试验测活率。 肝细胞以不同的密度接种至含 200μglL

氢化可的松， 1mglL HGF , 10周IL EGF , 20μglL NGF , 

本文 2001 年 11 月 15 日收到， 2002 年 3 月 20 日接受。
本研究受 江苏省卫生厅重点发展项目基金

( BQ2000200 )资助。
· 现工作单位 : 江苏南通医学院附属医院普通外科，邮

编 : 226001 0
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