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［摘　要］目的：探讨ｈＦＡＭ９２Ａ１在人宫颈癌ＨｅＬａ细胞不同周期时相的表达差异。方法：常规培养 Ｈｅｌａ细
胞，应用血清饥饿法将ＨｅＬａ细胞同步化于Ｇ１期，胸腺嘧啶核苷双阻断法同步化于Ｓ、Ｇ２期，秋水仙素阻断法同
步化于Ｍ期，应用流式细胞术检测同步化效率，应用ＲＴＰＣＲ方法检测ｈＦＡＭ９２Ａ１在人宫颈癌ＨｅＬａ细胞不同周
期时相的表达水平。结果：流式细胞仪检测细胞同步化效率Ｇ１期为７７５％、Ｓ期为８５５％、Ｇ２期为６１９％、Ｍ
期为４４％；ＦＡＭ９２Ａ１基因在各期均有表达，但存在差异，以Ｓ期表达最高。结论：ＦＡＭ９２Ａ１基因在ＨｅＬａ细胞不
同周期时相的表达有较大差异。
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　　细胞周期是指连续分裂的细胞从一次有丝分
裂结束到下一次有丝分裂的整个连续的过程。细

胞周期的运行受多个因素的影响，有２个调控点，
一个是 Ｇ１／Ｓ期转折点，另一个是 Ｇ２／Ｍ期转折
点，细胞周期失控运行将导致癌的发生。因此，增

殖相关基因在肿瘤细胞周期调控中的作用研究是

认识肿瘤发生机制的重要内容。ＦＡＭ９２Ａ１基因是

在前期研究中发现的一个位于细胞核的基因［１－２］，

在人多种正常组织和癌组织中广泛表达［３］，可能

参与细胞周期调控。细胞周期调节异常是癌症研

究领域的一个热点［４－８］。已有文献报道宫颈癌有

细胞周期失控现象存在［９］。本实验通过研究

ｈＦＡＭ９２Ａ１在人宫颈癌ＨｅＬａ细胞不同周期时相的
表达差异，为研究 ｈＦＡＭ９２Ａ１基因的生物学功能
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奠定基础。

１　材料与方法

１１　材料和仪器
人宫颈癌ＨｅＬａ细胞株由本室保存，ＤＭＥＭ培

养基、胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，胸腺嘧啶核苷、秋
水仙素购自Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｉｎ，ＲＴ
ＰＣＲ引物由上海生工合成，逆转录试剂盒购自Ｐｒｏ
ｍｅｇａ，细胞周期检测试剂盒购自凯基生物科技发展
有限公司。所需仪器有 ＣＯ２培养箱、低温冷冻离
心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、倒置显微镜（莱卡）、ＰＣＲ仪
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ），流式细胞仪
（ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ），紫外分光光度仪（ＵＶ３８０２）。
１２　ＨｅＬａ细胞培养及同步化

用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，５％
ＣＯ２培养箱中培养，细胞密度９０％时，接种到６孔
板中，取对数生长期细胞用于实验。Ｇ１期细胞同
步化采用血清饥饿的方法，当细胞密度达８０％时，
换成无血清培养基培养４２ｈ后收集Ｇ１期细胞。Ｓ
期细胞同步化采用胸腺嘧啶核苷双阻断法，细胞密

度达８０％时，加入含终浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ胸腺嘧啶
核苷的培养基培养１６ｈ，弃去培养基，ＰＢＳ洗２遍，
换成含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，５％ ＣＯ２
培养箱中培养９ｈ，再加入含终浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ胸
腺嘧啶核苷的培养基培养１６ｈ，弃去培养基，ＰＢＳ
洗２遍，换成１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，５％
ＣＯ２培养箱中培养６ｈ收集 Ｓ期细胞；Ｇ２细胞同
步化采用胸腺嘧啶核苷双阻断法，在第二次阻断释

放后培养９ｈ收集Ｇ２期细胞。Ｍ期细胞同步化采
用秋水仙素阻断法，细胞融合率达８０％时，换成秋
水仙素终浓度为１ｍｇ／Ｌ的培养基，５％ ＣＯ２培养箱
中培养７ｈ后收集Ｍ期细胞。
１３　细胞周期同步化效率检测

收集到的各期细胞加７５％的冰乙醇５ｍＬ４℃
固定过夜，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃上清，加ＰＢＳ洗
涤，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加 １００μＬ
ＲＮａｓｅＡ３７℃水浴３０ｍｉｎ，加４００μＬ碘化丙定（ＰＩ）
染色混匀，４℃避光３０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测同
步化效率。

１４　细胞总ＲＮＡ的提取
收集到的各期细胞分别加５００μＬＴｒｉｚｏｌ液充

分裂解细胞，收集到无 ＲＮＡ酶的 ＥＰ管中，加入
１００μＬ氯仿，室温静置３ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１５ｍｉｎ，吸取上清，加入等体积的异丙醇，剧烈震
荡１５ｓ，室温静置１０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，加入预冷 ７５％乙醇 ８００μＬ，４℃
７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，干燥５ｍｉｎ，加入
无ＲＮＡ酶水２０μＬ，取１μＬＲＮＡ，按照１∶５０的比
例稀释后用紫外分光光度仪检测 Ａ２６０和 Ａ２８０的值，
对总的ＲＮＡ浓度进行定量分析，余下的放 －８０℃
保存。

１５　ＲＴＰＣＲ
收集同步化的各个周期时相的细胞，以不做任

何处理ＨｅＬａ细胞为对照，以ＧＡＰＤＨ为内参，检测
ＨｅＬａ细胞中 ＦＡＭ９２Ａ１的表达。按照 Ｐｒｏｍｅｇａ逆
转录试剂盒说明书操作，取１０００ｎｇＲＮＡ为模板，总
体积为２０μＬ，逆转录条件，７０℃ ５ｍｉｎ，４２℃ １ｈ，
９５℃ ５ｍｉｎ，－２０℃保存；ＲＴＰＣＲ，将上述逆转录
产物稀释 １０倍后取２μＬ为模板，反应总体积为
２５μＬ，反应条件为９５℃ ２ｍｉｎ预变性，９５℃１５ｓ，
５５℃２２ｓ，７２℃２０ｓ，７２℃５ｍｉｎ，３６循环，用琼脂
糖凝胶方法分析。

２　结果

２１　总ＲＮＡ纯度
外分光光度仪检测吸光度结果，Ｇ１期 Ａ２６０值

为 ０２４５，Ａ２６０／Ａ２８０比值为 １９１；Ｓ期 Ａ２６０值为
０３２０，Ａ２６０／Ａ２８０比值为 ２０１；Ｇ２期 Ａ２６０值为
０２２４，Ａ２６０／Ａ２８０比值为１９５；Ｍ期Ａ２６０值为０１０６，
Ａ２６０／Ａ２８０比值为１９６。电泳结果清晰显示５Ｓ、１８
Ｓ、２８Ｓ三个条带，且１８Ｓ和２８Ｓ的灰度比为１∶２，
表明所提ＲＮＡ纯度很高，能够满足下一步实验要
求。见图１。

注：ＤＬ２０００为标准分子量参照物大小为２０００ｂｐ、１０００ｂｐ、
７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ，Ｈｅｌａ细胞１－５分别为正常，

Ｇ１、Ｓ、Ｇ２、Ｍ各时相

图１　Ｈｅｌａ细胞总ＲＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｏｆ

ＨｅＬａｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｐｈａｓｅ
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２２　ＨｅＬａ细胞同步化效率检测
ＨｅＬａ细胞各期同步化后，经流式细胞仪检测，

Ｇ１期同步化效率为 ７７５％，Ｓ期同步化效率为
８５５％，Ｇ２期同步化效率 ６１９％，Ｍ期同步化效
率为４４％。
２３　ＦＡＭ９２Ａ１表达

ＲＴＰＣＲ结果显示 ＦＡＭ９２Ａ１的表达随细胞周
期时相的变化而存在差异，以 Ｓ期表达量最高（如
图２）。

１～５为对照、Ｍ期、Ｇ２期、Ｓ期及Ｇ１期ＨｅＬａ细胞中
ＦＡＭ９２Ａ１的表达，６～１０为对照、Ｍ期、Ｇ２期、
Ｓ期及Ｇ１期ＨｅＬａ细胞中ＧＡＰＤＨ内参的表达

图２　ＨｅＬａ细胞不同周期时相
ＦＡＭ９２Ａ１基因的表达

Ｆｉｇ．２　ＦＡＭ９２Ａ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅＬａ
ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓ

３　讨论
ＦＡＭ９２Ａ１基因是近期发现的一个新基因，与

细胞增殖关系密切，在正常生长旺盛的组织和肿瘤

组织中高度表达，参与细胞周期调控［１０］，但是其生

物学功能目前尚不明确。

细胞正常的分裂、增殖、分化与衰老维持着机

体的稳定，细胞周期的异常会导致这一过程的紊

乱。许多生长因子、细胞因子、激素及癌基因产物

对 ＤＮＡ代谢的调节都是通过影响细胞周期实现
的，许多基因的表达又受到细胞周期的制约。调控

细胞周期的核心因子就是细胞周期蛋白依赖性激

酶（ＣＤＫ，ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ），它与不同的细
胞周期蛋白形成多种复合物，作用于细胞周期的不

同时相，决定着细胞周期的进程。而近几年来陆续

发现的多种细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白

（ＣＫＩ，ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），更加深了
对肿瘤发生机制的了解。

基因突变或基因表达异常是肿瘤发生的关键。

为了深入研究ＦＡＭ９２Ａ１基因的生物学功能，本研
究从细胞周期入手，首先通过细胞同步化方法，将

细胞同步化于 Ｇ１，Ｓ，Ｇ２，Ｍ期，运用流式细胞仪检
测同步化效率，接着运用 ＲＴＰＣＲ证实 ＦＡＭ９２Ａ１

在ＨｅＬａ细胞各个时相均有表达，以 Ｓ期表达量最
高，Ｇ１，Ｇ２，Ｍ期表达较低，这种各时相表达的差异
性可能与 ＦＡＭ９２Ａ１在细胞周期中所起的调控作
用关系密切。又知 Ｓ期细胞的主要活动是进行
ＤＮＡ复制，ＤＮＡ复制完成与否直接影响细胞增殖
周期的运行，ｈＦＡＭ９２Ａ１基因过表达时发生Ｓ期阻
滞，提示其与ＤＮＡ复制有关。那么ＦＡＭ９２Ａ１基因
在其它肿瘤细胞各时相的表达及其具体的生物学

功能又是怎么样的？有待于进一步的研究。

４　参考文献
［１］ＲｕａｎＸＺ，ＹａｎｇＨＳ，ＹａｏＳＨ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒ

ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌＸｅｎｏｐｕｓｇｅｎｅ（ｘＶＡＰ０１９）ｅｎｃｏ
ｄｉｎｇａＤＵＦ１２０８ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＭｏｌＲｅ
ｐｒｏｄＤｅｖ，２００７（１２）：１５０５－１５１３．

［２］ＬｉａｎｇＳ，ＧｏｎｇＦ，ＺｈａｏＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｅｗｔｕｍｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎＦＡＭ９２Ａ１２８９
ａｎｄｉｔｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃ
ｅｒＬｅｔｔ，２００９（１）：８１－８７．

［３］陈洁，李瑞明，方娟，等．ｓｉＲＮＡＦＡＭ９２Ａ１＿２８９对 ＨｅＬａ
细胞增殖的影响［Ｊ］．湖北医药学院学报，２０１１（２）：
１０５－１０８．

［４］ＫａｉｄａＡ，ＭｉｕｒａＭ．Ｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓｏｎｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎｍｕｌｔｉ
ｃｅｌｌｕｌａｒｓｐｈｅｒｏｉｄｓｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆＨｅＬａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ
ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１３（４）：４５３－４５８．

［５］ＲａｍａｉａｈＭＪ，ＰｕｓｈｐａｖａｌｌｉＳＮ，ＬａｖａｎｙａＡ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌ
ａｎｔｈｒａｎｉｌａｍｉｄｅｐｙｒａｚｏｌｏ（１，５ａ）ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ
ｍｏｄｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ＭＹＣＮａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｉｃｒｏ
ＲＮＡｓｉｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓａｎｄｃａｕｓｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍＬｅｔｔ，２０１３（２０）：
５６９９－５７０６．

［６］ＹａｎｇＦ，ＹｉＦ，ＨａｎＸ，ｅｔａｌ．ＭＡＬＡＴ１ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈ
ｈｎＲＮＰＣｉｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，２０１３
（１９）：３１７５－３１８１．

［７］ＡｖｉｎｅｒＲ，ＧｅｉｇｅｒＴ，ＥｌｒｏｙＳｔｅｉｎＯ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｐｒｏｔｅｏｍｉｃ
ａｐｐｒｏａｃｈ（ＰＵＮＣＨＰ）ｒｅｖｅａｌｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｆｌｕｃｔｕａ
ｔｉｏｎｓｉｎｍＲＮＡｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，２０１３（１６）：
１８３４－１８４４．

［８］ＣｈｏｕｄｈａｒｉＡＳ，ＳｕｒｙａｖａｎｓｈｉＳＡ，ＫａｕｌＧｈａｎｅｋａｒＲ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｏｆＦｉｃｕｓｒｅｌｉｇｉｏｓａｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ａｒｒｅｓｔｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓＳｉＨａ（ＨＰＶ１６
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ）ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｅＬａ（ＨＰＶ－１８ｐｏｓｉｔｉｖｅ）
［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３（７）：７０１２７．

［９］周玉宇，余海浪，马文丽．Ｌｅｔ７ａ在人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞
不同周期时相表达［Ｊ］．南方医科大学学报，２００９（３）：
４４２－４４５．

［１０］ＡｎｎｕｎｚｉａｔａＣ，ＢｕｏｎａｇｕｒｏＬ，ＢｕｏｎａｇｕｒｏＦＭ，ｅｔａｌ．
ＴｏｒｎｅｓｅｌｌｏＭＬ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａ
ｖｉｒｕｓ（ＨＰＶ）ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｉｎｔｏｇｅｎｉｔａｌｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．
ＰａｔｈｏｌＯｎｃｏｌＲｅｓ，２０１２（４）：８０３－８０８．

（２０１４－１２－０６收稿，２０１５－０２－２１修回）
中文编辑：周　凌；英文编辑：赵　毅

６０３

贵 阳 医 学 院 学 报　 ４０卷　


