
主垦鱼重疸鱼墼堕堂!!!!芏!旦箜!!鲞箜!塑堡垒也曼坐鱼堡丛鲤：坠P望翌!望!!!!!∑!!：!!!型!：!

p38丝裂原活化蛋白激酶基因敲除对小鼠

胚胎成纤维细胞增殖的影响

龚小卫 魏洁 李煜生 程蔚蔚邓鹏 姜勇

【摘要】 目的研究p38丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)基因敲除对小鼠胚胎成纤维细胞增殖的影响。方

法 用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测小鼠胚胎成纤维细胞中p38州+和p38√一的表达；利用噻唑蓝

(MTT)比色法绘制p38“+和p38√一细胞的生长曲线，用流式细胞仪检测细胞周期各时相所占百分比。结果

绘制的生长曲线表明，p38√一细胞的生长速率明显下降，增殖受到抑制，细胞倍增时间延长，培养96 h时，p38-，一

细胞数量较p38“+减少了15．5％，说明p38基因敲除明显抑制了G2／M的进程。流式细胞仪检测结果显示，

p38“+细胞中Go／G1期细胞占34．47％，G2／M期占10．81％，s期占54．72％；p38一一细胞中GO／G1期占

48．49％，G2／M期占4．06％，S期占47．44％。与p38“+细胞相比，G1期的p38_／一细胞增加了40．7％，S期则

减少了13．3％，说明p38基因敲除抑制了G1／S的进程。结论p38基因敲除能够阻滞细胞周期进展，减慢细

胞增殖速度。 、
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[Abstract]Objective To investigate the effect of p38 mitogen—activated protein kinase(MAPK)gene

knockout on the proliferation of embryonic fibroblasts in mice(MEFs)．Methods The expression of p38 in

MEFs p38★|★and p38一卜cells were detected by Western blotting．The growth curves of p38’|★and p38一|‘

cells were plotted with the results of methyhhiazoletetrazolium(MTT)colorimetric assay，and the ratios of

different eell phases of p38+7+and p38一’ceils were analyzed by flow cytometry．Results The growth curves

showed that the growth rate was notably retarded and cell double time elongated in p380—cells．and there was

15．5％decrease of the number of p38‘／一cells in comparison with that of p38+／+cells in 96一hour culture．

G2／M transition was inhibited in p380—cells．Meanwhile，G1／S transition was also inhibited in p380—cells，as

shown by the results of flow cytometry．The ratios of G0／G1，G2／M，and S phases of p38+／+cells were

34．47％，10．81％，and 54．72％，respectively；while those of p38√一cells were 48．49％，4．06％，and

47．44％，respectively．There were 40．7％increase and 13．3％decrease in the eell numbers of G1 and S

phases of p38一卜cells in comparison with those of p38+件cells．respectively．Conclusion p38 gene knockout

in MEFs leads to cell cycle arrest and decreased eell proliferation．
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p38是丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)家族中的

一个成员，在多种生理和病理过程的调节中具有重

要作用[1]。p38 MAPK可通过不同方式活化以介导

多种细胞生理功能。被不同刺激激活的p38可分别

通过磷酸化转录因子、细胞骨架相关蛋白、酶类等多

种底物来调节炎症、应激、凋亡和细胞生长、分化等

生理过程，从而参与了脓毒性休克、全身炎症反应综
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·论著·

合征(SIRS)、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)及肿瘤

等疾病的发生发展[2。3]。p38 MAPK对细胞周期的

调控是其生理学功能的重要方面。尽管p38在细胞

周期中的作用已有报道，但由于研究方法的差异，使

得研究结果存在着一定的争议。为了阐明p38在细

胞周期和增殖中的确切作用，我们利用p38基因敲

除小鼠的胚胎成纤维细胞研究了p38基因敲除对细

胞周期和增殖的影响，报告如下。

1材料与方法

1．1材料：小鼠胚胎成纤维细胞p38+√+和p38叫一细

胞系由美国Scripps研究所韩家淮博士馈赠，噻唑

蓝(MTT)和血小板源性生长因子一BB(PDGF—BB)

为美国Calbiochem公司产品，碘化丙啶(PI)购自
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美国Sigma—Aldrich公司，胎牛血清(FBS)购自美

国HyClone公司。Dulbecco改良Eagle培养基

(DMEM)为美国Gibeo BRL公司产品，p肌动蛋白

(13-actin)、p38和磷酸化p38(p—p38)抗体及辣根过

氧化物酶(HRP)耦联的抗兔IgG均购自美国Cell

Signaling Technology公司。

1．2细胞培养：p38+√+和p38√一细胞系加用含有体

积分数为10％FBS的DMEM，在37℃、体积分数

为5％的CO：培养箱中培养，取对数生长期细胞进

行实验。

1．3生长曲线：p38w+和p38√一细胞按1×103／eL

接种于96孑L板，24 h后加入MTT 0．5 g／L，37℃

下继续孵育4 h，再加入十二烷基硫酸钠(SDS)脱色

液(含质量分数为10％的SDS和10 mmol／L HCl)

处理过夜；以DMEM作为空白对照。在波长570 nm

处读取吸光度(A)值，每隔24 h测定1次，共测定

96 h，每次取4个平行孔的平均值。

1．4细胞周期分析：将处于对数生长期的p38“+

和p38√一细胞用胰蛋白酶消化并计数，各取1×106

个细胞离心弃去培养基，用磷酸盐缓冲液(PBS)洗

涤后，加入冰乙醇(体积分数为70％)固定，4℃过

夜。离心弃去固定液，PBS重悬后再离心5 min，弃

去PBS，用RNA酶(1 g／L)于37℃下处理30 min。

加入PI(50 mg／L)，在4℃下避光染色30 min后，

用Calibur流式细胞仪分析细胞周期各时相细胞所

占的百分比。

1．5蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测：

将p38+／+和p38√一细胞按每皿5×105个细胞接种

于60 mm细胞培养皿中，生长至约80％～90％融

合。细胞用PBS洗涤1次，在含体积分数为0．1％牛

血清白蛋白(BSA)的无血清DMEM中孵育16 h

后，加入30 t卫g／L PDGF—BB作用30 min。细胞用

PBS洗涤后，各加入150 tA细胞裂解液(20 mmol／L

Tris—HCI，pH 7．5，150 mmol／L NaCl，1 mmol／L乙

二醇四乙酸脂(EGTA)，1 mmol／L乙二胺四乙酸

(EDTA)，1％曲拉通X一100，1 mmol／L p磷酸甘

油，2．5 mmol／L焦磷酸钠，1 mmol／L Na3V04，

1 mmol／L苯甲磺酰氨，1 g／L亮肽素和1 g／L抑肽

酶]冰上裂解20 rain。取细胞裂解物上清液进行十

二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，

并将蛋白转印至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，膜用

奶粉封闭1 h，依次与1：1 000稀释的一抗4℃孵

育过夜，以及1：2 000稀释的HRP耦联的抗兔

IgG室温孵育1 h后，采用Kodak IS2000R图像工

作站进行化学发光检测。

2结 果

2．1 Western blotting检测结果(图1)：p38“+细

胞样品中有一非常显著的条带，而p38√一细胞样品

的相应位置没有任何条带，说明该细胞系中p38基

因确实被成功敲除。而且在PDGF刺激下，p38的磷

酸化程度明显增加。作为内参照的pactin量相互间

基本一致。

1、2：p38+7+细胞；3、4：p38一／一细胞；2、4：PDGF刺激下

圈1 Western blotting检测p38基因敲除小鼠胚胎

成纤维细胞p38+／+和p38一／。细胞中p38的表达

2．2 p38基因敲除细胞中G2／M的进程(图2)：

p38州+和p38√一细胞在含10％FBS的DMEM中的

生长状况表明，p38基因敲除明显抑制了细胞增殖。

与p38州+细胞相比，p38十细胞的生长速率明显下

降，增殖受到抑制，细胞倍增时间延长。培养96 h

后，p38√一细胞数量较p38刊+细胞减少了15．5％。实

验重复3次，结果均相似。

圈2 p38基因敲除小鼠胚胎成纤维细胞p38+／+

和p38-／-细胞的生长曲线

2．3 p38基因敲除细胞中G1／S的进程：流式细胞

仪检测结果显示，p38“+细胞中G0／G1期细胞占

34．47％，G2／M期细胞占10．81％，S期细胞占

54．72％；而p38十细胞中G0／G1期、G2／M期和S

期细胞分别占48。49％、4．06％和47．44％(图3)。

万方数据



主垦丝重痘叁墼堕堂；!!!生!旦筮!!鲞箜!塑曼!i!堡尘里!堡丛鲤!曼!P堡里坠!!；!!!：∑!!：!!!型!：! ‘529‘

与p38“+细胞相比，处于G1期的p38√一细胞增加了

40．7％，而S期细胞则减少了13．3％。实验重复

3次，结果均相似。

注：▲表示正常二倍体细胞在FL2一A通道中的位置

图3流式细胞仪检测p38基因敲除小鼠胚胎成纤维

细胞p38+／+(左)和p38一／一(右)细胞周期结果

3讨论

在不同刺激下，p38 MAPK通过对不同底物的

磷酸化来介导不同的细胞生理反应。如p38 MAPK

可被生长因子类刺激激活来参与细胞分化与增殖的

调控[4‘6]。另外，p38 MAPK还可被应激刺激和病理

性损伤信号所激活，以此来介导细胞凋亡反应[1’7]。

因此，在不同细胞类型、不同刺激种类或强度下，p38

MAPK活化所导致的细胞生物学效应可能有所不

同，有时甚至完全相反。另外，当使用的研究方法不

同时，得出的结果可能也大相径庭。以往利用p38无

活性突变体或p38特异性抑制剂SB203580进行的

大量研究都表明，在多种刺激下，p38被磷酸化激活

来介导细胞凋亡。但也有报道在某些情况下p38对

细胞凋亡具有保护作用，如Park等[8]的研究证实，

炭疽热致死因子可通过抑制p38来诱导巨噬细胞凋

亡。基因敲除作为一种重要的蛋白质功能研究手段，

其结果相对其他方法而言更为可靠，对于阐明蛋白

质的功能具有结论性作用。因此，针对p38功能的争

议，有必要利用p38基因敲除的细胞或动物来阐明

其在不同条件下的确切生理功能。

一般而言，在丝裂原作用下，p38 MAPK被磷

酸化激活后可介导细胞增殖反应。Chen等[91的研究

表明，在高血压的发病中，p38可介导动脉平滑肌细

胞增殖，而具有重要作用。Kim等口们也证实，p38能

促进淋巴细胞发育和增殖。而Engel等[1妇的研究则

表明，抑制p38的活性可促进成年哺乳动物的心肌

细胞增殖[11|。本实验中，在PDGF等生长因子类刺

激下，p38能被磷酸化激活，而且通过利用p38基因

敲除的小鼠胚胎成纤维细胞来描绘生长曲线及进行

细胞周期分析，发现p38基因敲除抑制了细胞G1／S

期和G2／M期的进程，说明p38基因敲除使细胞周

期阻滞，细胞增殖受到抑制，这证实了p38 MAPK

确实在细胞增殖中起促进作用。Engel等‘111的研究

结果可能是p38 MAPK在细胞增殖调控中的一个

特例，阐明了抑制p38活性可使失去增殖能力的成

年哺乳动物心肌细胞重新获得增殖能力，而不是一

般意义上的对细胞增殖的影响。我们通过基因敲除

的方法，发现p38基因的敲除会导致细胞周期抑制，

从而证实了p38在细胞增殖的调控中起促进作用。

这对于解决以往关于p38 MAPK在细胞增殖调控

中的功能争议具有重要的意义。
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