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摘 要 ：为从基因转录水平解析信号通路对 NIH3T3细胞周期进程的调控作用，用小鼠基因表达谱芯片 

Mouse Genome 4 302．0检测信号通路相关基因表达丰度发现，PI3K，STAT3，钙蛋白酶，Rho·家族鸟苷酸激酶和 

VEGF等 5条信号通路的 105个基因在该细胞的细胞周期中发生有意义的表达变化．分析基因表达变化预示的信号 

通路作用表明，上述 5条信号通路依次促进 G。期、G ／s转换期、s期、G ／M转换期和 M期进程．结论：上述 5条信 

号通路促进 NIH3T3细胞的细胞周期进程． 
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中图分类号 ：Q257 文献标志码：A 

一 般认为，细胞增殖按 G 期，G ／s转换期，s期，G 期，G。／M 转换期和 M期的顺序进行，是高度有组 

织的时空调控过程，是保证遗传物质均等分配和遗传稳定的基础_】]．为从转录组水平解析信号通路调节 

NIH3T3(小鼠胚胎成纤维细胞)细胞周期进程的途径和方式，本文用血清饥饿法同步化细胞，用小鼠全基因 

组表达谱芯片 Mouse Genome 430 2．0检测细胞同步化后 0 h，5 h，15 h，21 h，22 h和 23．5 h(依次对应于上 

述 5个时期)NIH3T3细胞的基 因转 录丰度，用 qRT—PCR验证芯 片检测结果 的可靠 性，用 IPA软件 和 

KEGG PATHWAY等网站资料分析基因表达变化预示的信号通路对细胞周期进程的调节作用．结果表明， 

在 NIH3T3细胞周期进程 中，105个信号通路相关基因和 891个 细胞周期进程相关基 因发生了有意义 的表 

达变化．基因协同作用(E ( ))分析发现，上述 5条信号通路分别促进 G 期，G ／s转换期，s期，G ／M转换 

期和 M 期周期 的 NIH3T3细胞周期进程 ，现将有关结果报道如下． 

1 材料与方法 

1．1 NIH3T3细胞培养与细胞周期模型制备 

将密度为 1×10 个 NIH3T3细胞／mL接种于含 10 小牛血清的 DMEM 高糖培养基里，培养于 37。C， 

5 CO ，pH 7．2和相对饱和湿度为 95 的 CO 培养箱里，培养 3 d．细胞生长到对数期，换成含 1 小牛血 

清的DMEM高糖培养基，继续培养48 h[引．然后又换成含 10 小牛血清的DMEM 高糖培养基继续培养，并 

于培养的 0 h，5 h，15 h，21 h，22 h和23．5 h分别收集细胞 ，保存于一80。C冰箱备用． 
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1．2 Mouse Genome 430 2．0芯片检测与检测数据分析 

按本研究组先前报道 的方法提取 NIH3T3细胞的总 RNA[4]．简要地说 ，通过 SuperScript II RT反转录 

系统合成 cDNA第一条链，按 Affymetrix eDNA单链合成试剂盒的操作指南合成 cDNA第二条链．按 Ge— 

neChip IVT标记试剂盒操作指南合成生物素标记的 cRNA．用片段化试剂对 cRNA进行片段化处理，获得 

长度为 35～2OO bp的 cRNA片断．按 Affymetrix公司(USA)提供的操作方法将上述 cRNA片断与经过预 

杂交处理的 Mouse Genome 430 2．0芯片杂交．然后，用全自动洗涤工作站 GeneChip450对芯片进行洗涤和 

染色，用高分辨芯片扫描仪 3000扫描芯片和获得扫描图像，用 Affymetrix GCOS 2．0软件将上述扫描图像 

转化为信号值，根据信号的 P一值确定基因表达(P<0．05)，临界表达(O．05<P<0．065)和不表达(P> 

0．065)．均一化处理各张芯片的信号值后，用对照组的均一化值除以实验组得到两者的比值(ratio值)．为减 

少实验操作和芯片分析产生的误差，每个时间点至少重复检测 3次，后续分析中用它们的平均值． 

1．3 实时荧光定量聚合酶链式反应 (qRT-PCR) 

为验证 Mouse Genome 430 2．0芯片检测结果的可靠性 ，本文用 qRT—PCR检测 CCNA2，CCNB1，CC— 

ND1等 8个基因在 NIH3T3细胞增殖中的表达变化．简要过程如下：从 GenBank查找上述基因和内参 t?-ac- 

tin的序列号，用 primer 5．0软件设计它们的上游和下游引物．用本文“1．2”制备的 NIH3T3细胞总RNA为 

模板，按照 AMV反转录试剂盒(Promega，UsA)操作说明进行反转录得到 eDNA第一链．以此为模板进行 

PCR反应，模板，引物和Sybr Green I染料用量分别为 1 L，0．5 L和1 L，反应时，先95℃2 min，后进行 

95℃／15 S，60℃／15 S和 72℃／30 S等 40个循环，每个基因做 3个平行实验． 

1．4 NIH3T3细胞周期进程相关基因的查找 

通过 3种方式确认生理活动相关基因l5]．1)分别将“signaling”，“cell cycle”等词输入 GO，NCBI(www． 

ncbi．nlm．nih．gov)和 RGD(rgd．mcw．edu)等网站查找大鼠，小鼠和人的相应基因．2)根据 IPA软件和 

GENMAPP(www．genmapp．org)，KEGG(www．genome．jp／kegg／pathway．htm1)以及 QIAGEN (www． 

qiagen．com／geneglobe／pathways．aspx)等网站的生理活动途径图汇总上述基因．3)通过查阅相关文献资 

料，补充完善有关生理活动基因．整合上述 3种方式获得的基因，去重复后得到每种生理活动的基因种类和 

数量． 

1．5 调节 NIH3T3细胞周期进程的信号通路及其相关基 因的确认 

通过两种方式确认调节细胞周期进程的相关信号通路 ]．1)将“cell c~；cle”一词输入 QIAGEN和 KEGG 

网站，获得调节细胞周期进程的相关信号通路．2)将调节细胞周期进程的信号通路基因上传至生物通路及相 

互作用分析软件(Ingenuity Pathway Analysis，简称 IPA)的“Canonical Pathway”框，得到细胞周期进程相 

关信号通路．将两者均涉及的信号通路合并，视为调节细胞周期进程的信号通路． 

1．6 信号传导活动与细胞周期进程的相关性分析 

用谱函数 E ( )分析基因的协同作用和生理活动强弱 ]．简要地说，分别将调节 NIH3T3细胞周期进程 

信号通路相关基因的ratio值和NIH3T3细胞周期进程相关基因的ratio值代入谱函数( ( ))公式，计算它 

们的协同作用值(E (￡)值)．当实验组的E ( )值与对照相同或相近时，预示生理活动(包括信号传导和细胞 

周期进程)同对照．当E ( )值比对照三三=2时，预示生理活动强于对照．当 E ( )值比对照 0．5时，预示生理 

活动弱于对照．将NIH3T3细胞周期中细胞周期信号通路信号传导活动的E ( )值与细胞周期活动的 ( ) 

值进行比对，当两种活动的趋势一致时，视为细胞周期信号通路调节细胞周期活动．当两者的趋势不一致或 

相反时，视为细胞周期信号通路未参与细胞周期调节． 

E (￡)一 

1 

∑ ∑[( ( )+X (￡))·I r 
1 k= +1 

n-- 1 

] ∑ ∑E(x ( )+X ( ))·I I] 
一  =生 

(，2— 1) 

2 

其中， 表示t时刻某一生理活动相关基因的个数．上述谱函数 E。(￡)描述了t时刻基因协同生理活动的效能 

大小 ，通过分析与对照的差异性 ，预测该时刻生理活动的进行情况． 
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2 结果 

2．1 NIH3T3细胞周期进程相关基因表达变化 

收集 NIH3T3细胞同步化后的0 h，5 h，15 h，21 h，22 h和23．5 h等 6个时间点，即处于G 期，G ／S转 

换期，s期，G 期，G。／M转换期和M 期时间点的细胞，用小鼠基因表达谱芯片 Mouse Genome 430 2．0检测 

相关基因的表达丰度和计算实验组与对照组的比值(ratio值)表明，4 659个基因的ratio值高于或低于对照 

3倍，视为有意义表达变化基因．GO分类分析发现，上述 4 659个基因涉及 33种生理活动(见表 1)．其中， 

PI3K，STAT3，Rho家族鸟苷酸激酶，VEGF等 5条信号通路的105个重要基因在 NIH3T3细胞周期的 G 

期，G ／s转换期，s期，G 期，G。．／M转换期和M期等5个时期发挥促进作用 (见表 2)，891个基因与细胞周 

期相关． 

表 1 NIH3T3细胞有意义表达变化基因参与的各项生理 活动统计 (个) 

生理活性 同步化后恢复时间／h 

l5 21 22 23．5 
统计 总计 

eell cycle 267／156 327／170 327／161 312／144 

cell proliferation 276／222 249／214 240／218 269／I80 

cell cycle checkpoint 7／13 61／31 61／30 36／13 

carbohydrate metabolic process 100／76 79／82 77／89 89／62 

cell communication 363／259 292／284 285／309 339／222 

cell death 226／161 188／171 193／197 223／165 

cell differentiation 264／188 248／209 243／225 263／183 

celi growth 91／63 72／79 75／78 87／71 

cell junction organization 16／8 6／12 6／15 8／8 

cellular homeostasis 176／123 139／128 127／156 165／101 

cellular membrane organization 38／17 30／21 28／23 43／13 

cytoplasm organization 97／60 88／70 76／79 98／58 

cytoskeleton organization 49／16 51／13 53／I5 48／15 

biological adhesion／localizati0n 29／34 25／34 24／29 27／24 

developmental process 414／288 369／310 340／334 400／263 

extraeellular matrix organization 11／7 9／11 7／12 8／11 

hormone metabolic process 37／13 21／18 18／21 24／15 

immune response 163／123 12o／134 109／146 158／116 

inflammatory response 167／141 131／144 109／153 158／121 

lipid metabolic process 200／132 131／143 135／157 161／113 

locomotion 132／99 92／93 85／99 108／83 

nucleic acid metabolic process 324／254 332／241 335／257 360／210 

nucleus organization 9／1 13／6 16／6 14／2 

organ development 334／229 283／263 265／266 296／206 

organelle organization 52／23 79／19 94／21 95／20 

organic acid metabolic process 79／59 66／67 59／66 77／54 

protein metabolic process 266／215 258／232 265／235 300／192 

regeneration 27／17 18／21 17／31 19／23 

response to stimulus 513／364 437／283 388／408 489／311 

signaling 368／261 294／289 284／316 339／226 

signaling molecules 122／83 77／100 81／109 105／73 

transcription factors 103／90 96／94 99／76 96／76 

transport 277／154 228／179 216／200 268／147 

vitamin metabolic process 16／9 16／12 15／10 13／14 

other 246／227 189／239 185／255 236／173 

Tota1 1164／835 1013／942 991／959 1152／923 

308／135 

249／205 

34／14 

68／80 

282／276 

207／189 

255／211 

77／76 

13／10 

l43／126 

30／21 

85／73 

55／17 

26／28 

362／3O2 

10／14 

23／20 

134／132 

I35／146 

l29／147 

93／103 

335／232 

15／3 

270／247 

94／2O 

64／60 

256／226 

2】／34 

4I9／371 

285／280 

83／100 

92／77 

226／175 

14／11 

207／13 

1034／879 

548／336 

546／513 

138／78 

190／l95 

698／669 

444／413 

549／477 

l74／168 

24／26 

350／292 

75／49 

194／156 

99／43 

65／74 

822／717 

19／24 

58／43 

312／3O6 

330／328 

336／311 

246／224 

690／571 

26／9 

627／578 

144／61 

160／152 

584／528 

48／54 

1003／922 

706／684 

217／229 

208／194 

526／430 

34／22 

483／531 

2349／2255 

884 

lO59 

216 

385 

1367 

857 

1026 

342 

50 

642 

124 

1539 

43 

1O1 

618 

658 

677 

470 

1261 

35 

12O5 

205 

312 

11l2 

1O2 

1925 

139O 

446 

402 

956 

56 

1014 

4604 

*斜线左侧数值表示上调基因数gl，斜线右侧数值表示下调基因数目． 

2．2 Mouse Genome 430 2．0芯片检测结果的可靠性验证 

为验证 Mouse Genome 430 2．0芯片检测数据的可靠性，本文用 qRT—PCR检测了CCNA2，CCNB1， 
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CCND1，CCNE1，CHEK1，PIK3R1和 p—actin等 7个基 因的表 达 变化 ，以 p—actin为 内参．结 果显 示 ，在 

NIH3T3细胞周期中，细胞周期蛋 白 CCNA2在细胞 同步化后 5～12 h表达上调，细胞周期蛋 白 CCNB1在 

22 h表达量最高，细胞周期蛋白CCND1在 5 h开始上调，细胞周期蛋白CCNE1在 15 h表达上调，检验点蛋 

白 CHEK1在 22 h表达量最高，磷脂酰肌醇激酶PIK3R1在 5～23．5 h均表达上调，在 15 h表达量最高．芯 

片检测的基因表达趋势基本与 qRT—PCR检测结果一致，表明芯片检测的数据可靠(见图 1)． 

面 

钿 
‘

露 

Z  

目 

t／h 

图1 qRT—PCR检测结果与芯片检测结果比较 

2．3 NIH3T3细胞的 PI3K，STAT3，钙蛋白酶，Rho家族鸟苷酸激酶和 VEGF等 5条信号通路相关基因的表 

达变化预示的信号传导活动 

PI3K信号通路中，生长因子 FGF4和 FGF12表达上调，受体 FGFR3和 EGFR上调，下游分子 s0s1 

和 PIK3R1表达上调，与细胞周期相关的转录因子 CCND1在 5 h表达上调(见表 2)．E ( )值分析 PI3K信 

号通路传导活动在 5 h处明显增强(见表 3)．在 STAT3信号通路 中，细胞因子 BMP5和 IL7表达上调 ，其相 

应受体 IL7R表达上调，下游分子 STAT3和 sTAT4表达上调，转录因子 MYC表达上调(见表 2)．谱函数 

E ( )值分析 STAT3信号通路的传导活动在 15 h处显著强于对照(见表 3)．在钙蛋白酶通路中，整合素 IT— 

GA9和 ITGAD表达上调 ，下游激酶 SRC表达上调 ，钙蛋 白酶相关基因 CAPN6，CAPN7和 CAPN9均表达 

上调，细胞周期蛋白CCNA2在细胞周期 s期表达上调(见表 2)．谱函数 E (￡)值分析钙蛋白酶通路信号传 

导活动在 NIH3T3细胞周期 21 h显著 强于对照．在 Rho家族 鸟苷酸激酶信号通路 中，G蛋 白家族成员 

GNAT1表达上调，下游的鸟苷酸交换因子 GEFS表达上调，Rho家族表达上调，Rho家族相关蛋白激酶 

ROCK2表达上调，细胞周期蛋白激酶CDC25在 22 h表达上调(见表 2)．谱函数 E it)值分析 Rho家族鸟苷 

酸激酶信号通路信号传导活动在 NIH3T3细胞周期 22 h显著强于对照(见表 3)．VEGF信号通路中信号分 

子 VEGF及其受体 VEGFR细胞分裂期表达上调，下游分子酪氨酸激酶FAK，MKK家族表达上调，蛋白激 

酶 SLK表达上调 ，polo样激酶 PLK表达上调 ，延迟细胞周期进程的检验点激酶 CHEK2未发生明显变化 ， 

DNA损伤应答蛋 白 NBS1在 NIH3T3细胞周期过程中含量未发生显著变化．细胞周期蛋 白 CDC25在有丝 

分裂期表达上调，细胞周期蛋白 CCNB1和 CCNB2继续表达上调 ，引发染色体紊乱 的极光激酶 AURKB基 

因则表达下调(见表 2)．谱函数 E (t)值分析 VEGF信号通路在细胞分裂期的信号传导活动发现其活性强 

于对照(见表 3)． 

2．4 NIH3T3细胞的 G 期 ，G ／S转换期，s期 ，G：／M 转换期和 M 期进程相关基因表达变化预示的细胞周 

期进程 

实验数据表明，在 NIH3T3细胞同步化后恢复到细胞周期进程的第 5 h，15 h，2l h，22 h和 23．5 h等 5 

个时间点中，共有 891个细胞周期相关基因发生表达差异变化，其中包括 G 期的 423个基因，G。／s期的 
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497个基因，s期的488个基因以及 G。／M期的456个基因和 M期的443个基因各自发生显著变化． 

表 2 NIIt3T3细胞周期 中 5条信号通路相关基因的表达 变化 

同步化后时间／h 同步化后时间／h 

5 15 21 22 23．5 5 15 21 22 23．5 

PI3K信号通路(G1期) CDC2L1 4．29 6．96 6．5o 4．59 8．oo 

PDGFRB 13．0O 2．46 1．32 1．41 9．85 钙蛋白酶信号通路(S期) 

ITGAD 12．13 1．41 4．92 2．3O 2．O0 ITGA9 2．53 1．34 3．79 l_22 o．90 

ERBB4 lO．56 4．29 3．48 3．48 2．83 ITGAD l2．13 1．41 4．92 2．30 2．O0 

FI T1 8．OO 2．64 4．59 2．30 1．74 SRC 1．36 2．76 3．o1 l_O8 o．89 

EGFR 4．35 o．69 o．78 1．43 O．74 CAPN6 o．35 3．29 6．23 4．22 3．25 

INSRR 3．99 o．95 1．2O 1．16 1．O5 CAPN7 1．O8 5．44 5．16 o．38 2．27 

NTRK1 3．96 2．33 2．27 4．19 4．1o CAPN9 1．07 6．25 8．04 o．53 1．o7 

ITGB5 3．73 o．71 o．81 1．07 o．71 CCNA2 1．87 3．25 3．73 2．83 2．46 

FGFR3 3．54 2．O3 3．29 4．O6 4．17 Rho家族鸟苷酸激酶信号通路(G2／M期) 

GDNF 3．25 5．66 18．38 4．59 1．0O GNAT1 5．66 3．25 6．96 0．66 2．46 

FLT3 o．29 o．23 o．25 o．23 o．27 GNG 1o o．93 3．73 1．32 4．59 3．48 

ERBB2 o．27 o．50 1．O7 1．oo o．25 GNAZ 1．04 3．72 o．9I 2．6l o．87 

PDGFRA 0．23 o．23 o．18 o．18 o．19 ARHGEF7 5．44 1．06 1．80 o．97 2．85 

ITGA1 o．07 0．O9 1．41 1．23 O．76 ARHGEF11 1．23 1．15 4．92 1．41 1．15 

BMP2 3．14 1．46 o．52 3．35 1．12 ARHGEF9 o．82 6．16 o．94 o．77 o．77 

CCI 2 4．92 l_32 o．81 o．71 0．54 ARHGEF3 13．oo 2．oo 1．15 6．96 8．57 

CCL5 5．66 0．66 o．87 1．O0 o．87 M CF2L 1．23 2．oo 4．29 l_07 o．81 

CSF2RB 3．48 2．14 2．O0 3．03 1．41 ARHGEF4 0．23 0．54 o．18 1．oo o．93 

EGFR 4．35 o．69 0．78 1．43 0．74 RH()A 3．23 1．41 3．41 4．O7 l_62 

EI F3 8．57 8．OO 14．93 11．3l 4．oo RH0G 0．81 0．81 1．O0 4．81 0．87 

FGF12 3．69 o．75 1．O9 1．29 o．48 RH()13 0．8l 0．76 3．15 3．93 1．07 

FGF4 3．48 o．66 o．81 o．87 o．76 RH()H 0．87 0．76 0．71 3．87 0．57 

FGFR3 3．54 2．03 3．29 4．06 4．17 RH0D 1．15 1．32 1．15 1．87 1．23 

IL3 4．29 2．83 2．0O 2．83 2．3O RHOC 1．87 1．32 3．4】 3．15 1．15 

IL6 4．oo o．76 o．62 0．81 o．81 CCNB2 5．66 4．29 16．O0 l8．38 l8．38 

IL7R 3．08 1．61 1．o5 2．64 1．o7 RoCK2 3．O0 1．08 2．57 3．54 3．30 

NGFR 3．25 o．87 o．81 0．87 0．66 CDC25A 2．27 0．64 】．70 3．50 3．75 

PRKCH 3．O5 2．97 o．89 3．25 2．54 CHEK2 0．27 1．23 1．41 1．41 1．87 

PDGFA 3．37 1．88 1．39 1．14 1．37 VEGF信号通路(M期) 

RAB5A 3．O3 2．3O 3．03 1_52 3．48 VEGFA 3．87 2．O3 1．37 3．01 4．54 

SoS1 4．33 1．73 1．70 2．17 1．54 KDR 3．81 2．41 2．62 3．93 4．76 

ALK 1．23 3．73 4．oo 3．48 8．oo CDC25A 2．27 0．64 1．70 3．50 3．75 

CCND1 3．84 3．97 2．8O 2．31 2．22 CDC2L1 4．29 6．96 6．5o 4．6o 8．O0 

CoI 7A1 7．46 6．96 3．48 8．57 8．OO CDC14A 13．93 10．56 4．59 l3．93 6．50 

COI 9A1 o．87 5．28 0．76 8．57 o．76 SLK 11．31 5．28 4．O0 6．96 5．66 

CDH5 6．O6 3．03 4．0O 1．32 1．15 PLK1 1．07 11．31 1．74 18．38 22．63 

EPHB1 1．32 3．25 o．62 l_07 o．76 APC 1．15 1．07 3．03 1．07 3．73 

ERBB4 1o．56 4．29 3．48 3．48 2．83 BUBl 1．15 6．06 8．O0 9．85 12．13 

GNAT1 5．66 3．25 6．96 o．66 2．46 CCNB1 0．65 0．98 1．86 2．18 3．33 

GNAZ 1．04 3．72 o．91 2．61 o．87 CDC2O 2．14 3．25 4．76 7．25 1 2．92 

LAMC2 4．29 4．O5 5．94 5．o5 4．8O CDC2A 1．07 2．64 6．06 5．28 5．28 

PIK3C2B 6．O6 1o．56 1．87 2．OO 2．oo AURKB 1．41 0．93 0．07 1．41 0．15 

PIK3R1 3．1o 4．92 3．03 3．25 4．59 PTK2 4．99 3．68 2．57 3．65 3．79 

R()S1 2．46 3．25 2．3o 3．48 4．oo PTK2B 3．74 5．5o 2．46 2．87 3．32 

STAT3信号通路(G1／s期) PXN 0．71 0．66 0．81 2．07 3．oo 

BM P5 6．O6 8．O0 5．66 21．11 22．63 M AP2K3 1．32 0．87 0．76 3．87 0．81 

II 7R 3．O8 1．61 1．05 2．64 1．07 M AP2K6 0．47 0．57 1．62 3．O0 4．O0 

II 7 1．07 1．O8 1．61 1．54 3．30 MAPK11 1．74 1．41 2．30 3．41 4．17 

STAT3 1．74 o．66 3．73 1．41 4．29 M APK14 1．15 0．47 2．47 1．81 3．54 

MYCI 1 6．o6 1．o7 o．87 8．oo o．81 MAPKAPK2 1．52 1．23 2．25 3．81 2．93 

MYCN 1．O7 4．59 5．66 8．OO 13．OO HSPA1A 2．61 0．64 2．53 3．25 4．82 

CCNE1 1．23 3．25 3．48 2．OO 1．41 ACTA1 8．57 4．59 2．O0 1．74 2．O0 

CCNE2 6．O6 13．O0 22．63 22．63 12．13 ACTA2 6．5O 6．O6 5．66 3．48 2．46 

ESPI 1 1．o7 6．06 11．31 16．OO 18．38 ACTG2 4．59 3．73 6．O6 5．28 3．73 

*数值大于 3．O0表示基因上调，数值小于 0．33表示基因下调 
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表 3 5条信号通路的基因表达变化及信号传导活性 

基因表达变化(上调／下调)信号传导活性 同步化后时间／h 总计 

*PI3K信号通路 35／4 16／3 15／2 16／2 11／3 ， 
PI3K信号通路活性 + ～ ～ ～ ～ ～ 

*STAT3信号通路 5／O 6／O 7／O 6／0 7／0 6／O 

STAT3信号通路活性 ～ + + ～ ～ 

*钙蛋白酶信号通路 1／0 4／0 7／0 1／0 1／0 7／0 

钙蛋白酶信号通路活性 ～ ～ + ～ ～ 

*Rho家族鸟苷酸激酶信号通路 6／2 5／O 7／O 11／0 5／0 11／2 

Rho家族鸟苷酸激酶信号通路活性 ～ ～ ～ + + 

*VEGF信号通路 10／0 l1／0 9／1 18／0 2O／1 ⋯  
VEGF信号通路活性 ～ ～ ～ ++ ++ 一 

*“+”和“++”表不活性强于对照 ；“～”表不活性与对照无显著差异 

在 G 期，血小板源生长因子受体 PDGFRB、细胞周期蛋白CCND和转录因子NF_ B等 268个细胞周 

期相关基因表达上调；转录因子 TCF4，引发免疫反应的细胞质 内模式 蛋白 NOD1和 自水解酶 ABHD14A 

等 156个细胞周期相关基 因表达下调．在 G ／S转换期中，细胞周期蛋 白CCND1，细胞周期蛋白 CCNE和原 

癌基因c-rn．yc等 329个细胞周期相关基因表达上调，结合蛋白CEBPA，伸长因子结合蛋白ABTB1和 B细 

胞迁移基 因 BTG2等 169个细胞周期相关基因表达下调．s期的转 录因子 TRP63、细胞周期蛋 白 CCNA2 

和微丝结合蛋白 丁wF1等 327个细胞周期相关基因表达上调，补体因子 CFH、核受体亚家族 NR3C2和整 

合素 ITGB2等 159个基因表达下调．在 G。／M 转换期，455个基 因的对数值发生明显改变．CDC家族 

CDC123、CDC25A和 polo家族 PLK1等 313个基因表达上调 ，丝氨酸肽酶抑制剂 SPINK1、B细胞迁移基 

因 BTG2和转录因子 ALF1等 142个基因表达下调．M 期的 444个基因参与了细胞周期过程．CDC磷酸酶 

家族 CDC20、微管相关蛋白激酶 SLK 和细胞周期蛋白 CCNB等 31o个基因上调，早期生长应答 因子 

EGR1，不参与细胞增殖的双特异性磷酸酶 DUSP11以及无孢蛋白 ASPN 等 134个基 因下调，polo家族成 

员 PLK3无明显变化(见表 2)．E ( )值分析细胞周期五个时期的生理活性均显著强于对照(见表 4)． 

2．5 NIH3T3细胞的 PI3K等 5条通路的信号传导活动与细胞周期进程的相关性 

比较 PI3K通路的信号传导活动与 G 期细胞周期活动的相关性，发现二者在 NIH3T3细胞周期的第 

5 h生理活动趋势相同．在 15 h，STAT3信号通路的传导活性强于对照，与 G ／s转换期生理活性趋势一致． 

S期的细胞周期相关基因生理活性与钙蛋白酶信号通路活性均强于对照，呈正相关．在 G ／M 转换期，Rho 

家族鸟苷酸激酶信号通路活性与该时期细胞周期活性呈正相关．细胞有丝分裂期的细胞周期生理活性与 

VEGF信号通路生理活性均显著强于对照，并且呈正相关(见表 5)． 

表 4 NIIt3T3细胞周期 5个时 间点的相关基 因表达变化及活性 

基 因表达变化(上调／下调 )生理活性 同步化后时问／h 

5 15 21 22 23．5 
总计 

*Gl期 13／7 5／3 6／3 9／2 8／2 ， 

G1期生理活性 + ～ ～ ～ ～ ～ 

*Gl／s转换期 44／18 61／31 43／22 38／17 38／2o 61／31 

Gl／S转换生理活性 ～ + ～ ～ ～ 

*s_期 24／12 43／16 61／30 43714 41／18 61／3O 

S一期生理活性 ～ + ++ + ～ 

*G2／M 转换期 12／6 23／5 23／6 36／13 26／7 36／13 

G2／M转换期生理活性 ～ ～ ～ ++ ++ 

． 

／ ／ ／ 
I

／ 。 34／14 

M一期生理活性 ～ ～ ～ + ++ 

*“+”和“++”表示活性强于对照；“～”表示活性与对照无显著差异 
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表 5 NIH3T3细胞周期与相应信 号通 路的信号传导活动相关性 

3 讨 论 

*“+”和“++”表示活性强于对照；“～”表示活性与对照无显著差异 

细胞周期进程由一组高度保守的协调运转机制共同完成，包括 mRNA转录、蛋白磷酸化、蛋白互作、核 

内外的交换运输以及蛋白的泛素化、翻译后的修饰等过程．CDC25磷酸酶、细胞周期蛋白、细胞周期蛋白依 

赖性激酶及其抑制子、细胞周期检查点激酶、视网膜硫蛋白、转录因子 E2F和P53等是构成细胞周期过程中 

的重要调节因子 7̈]，这些蛋白因子受一系列的信号通路调节，确保细胞周期稳定运行，完成细胞增殖[8]，过渡 

的细胞分裂或者失活的细胞周期均能导致疾病的产生甚至恶化 9̈ ． 

同步化是目前在保证细胞继续存活状态下打破细胞周期保守机制的唯一途径．人工同步化则是目前同 

步化的主要手段，常用方法有DNA合成抑制法、中期阻断法、有丝分裂选择法、离心淘洗法、氨基酸饥饿法、 

血清饥饿法和低温冷藏法等，这些技术能将细胞周期稳定同步于特定的周期时段，且细胞同步化率可达 

95 以上_1 ]．本实验室选择血清饥饿法将 NIH3T3细胞 同步化至细胞周期的 G。期，步骤简单且同步化 

率极高 ，是细胞周期 G。期同步化的经典实验方法． 

借助基因芯片技术分析参与细胞周期调控的信号通路是目前研究细胞内信号通路的最常用手段[1 ．细 

胞周期增殖基因表达谱对癌症的治疗亦有极高的预测价值l_l ．当前的肿瘤分类技术高度依赖病理学工作者 

对肿瘤组织的主观判断 ，而基于基因芯片的高通量分析实验，即使一些组织没有显著变化 ，利用基因表达谱 

也能够对之做出早期诊断．其具有的强灵敏度、广检测度和高可信度等优点是本论文用基因芯片检测技术对 

NIH3T3细胞周期进程中的相关信号通路进行分析的可靠保证． 

在 PI3K信号通路中，胞外基质蛋白、胶原蛋白和生长因子等信号分子与其相应受体 CDH5、GDFR结 

合后，可激活 PI3K激酶 ．PI3K 又将 PIP2磷酸化为 PIP3，经 MAPK／ERK途径活化细胞周期蛋 白CC一 

』＼，D．细胞周期蛋白激酶 CDK4／6与周期蛋 白 CCND互作形成 CDK4／6一cyclin D复合物，促使细胞从静止期 

进入到细胞周期 G 期 ，使细胞周期开始运转．其信号途径为 FGF—FGFR—P 3K—S0S1一RAC—MEKs 

—MAPK／ERKs—ccND．E (t)值分析表明 PI3K信号通路与 G 期生理活性正相关，促进 G 期的细胞周 

期进程． 

信号传导与转录激活子 STAT3被 白介素 7激活后，能活化核内原癌基因 c—mycl ，c-rrtyc上调 

CDC25A的表达 ，从而激活细胞周期蛋 白E，CCNE与 CDK2形成复合物共同促进促进 G ／s转换 ” ]．信 

号通路途径为 儿7一IL7R—STAT— c—CDC25A---~CCNE．芯片数据表明，G ／s转换期相关基 因 CC— 

NE1和 CCNE2在 15 h表达上调．谱函数分析 STAT3信号通路相关基因与 G ／s转换期生理活性相关基 

因的协同作用表明二者在 15 h处均显著强于对照且趋势一致，说明 STAT3信号通路在 NIH3T3细胞周期 

过程中促进了 G ／s期的转换． 

在钙蛋白酶信号通路中，整合素经跨膜运输后与胞内激酶 SRC家族结合活化下游分子胞外信号调节激 

酶(ERK)以激活钙蛋 白酶．通过提高钙蛋 白酶的活性促进 Rb蛋 白过磷酸化增加细胞周期蛋 白CCNA 和细 

胞周期蛋 白激酶 CDK2的含量．CDK2连接细胞周期蛋 白(cyclin A)形成 CDK2一cyclin A复合物，促进细胞 
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顺利通过 s期 。其信号途径为 ITGAD—sRc—ERK—c＆zp倪锄一R6一cDK2一CCNA复合物一调控 s期 

靶基因，促进 S期活性．谱函数分析表明钙蛋白酶通路中的基因与细胞周期 s期生理活性中的基因协同作 

用均强于对照，说明钙蛋白酶信号通路促进细胞周期的s期正常进行． 

G ／M 转换期发生的主要事件是细胞周期蛋白激酶 CDC25的激 活．Rho相关蛋 白激酶 ROCK2调控的 

靶基因即为 CDC25_2 ．Rho相关激酶 ROCK2与细胞有丝分裂时的中心体扩增关系密切_2 ．在 Rho家族鸟 

苷酸激酶信号通路中，G蛋白家族作为信号分子激活下游的鸟苷酸交换因子GEFS家族，经 Rho家族(转录 

结束中止因子家族)激活ROCK2后，将 CDC25磷酸化．作为M 期诱导物，被磷酸化的CDC25将磷酸基团 

传递给细胞周期蛋白激酶 CDC2后失活，CDC2在有丝分裂期期再与 CCNB2形成复合物促进细胞进行有 

丝分裂．细胞周期蛋 白CCNB2在 G。／M 转换 中开始起作用 ．由 CCNB2与细胞周期蛋 白激酶 CDC2结合 

形成成熟促进因子 MPF复合物促使细胞 由 G。期进入 M 期．芯片检测结果表 明，Rho家族鸟苷酸激酶信号 

通路中的GNAT1，GNAZ，Rho家族和ROCK 等相关基因表达上调，G。／M转换期的相关基因 CDC25和 

CCNB2表达上调，参与检测G ／M期转换的检验点激酶 CHEK2在整个细胞周期过程中表达量没有明显差 

异 。一旦发生 DNA损伤由CHEK2激活的应答转录因子 NBS1【2 在整个细胞周期 中也没有明显表达变化 ， 

通过促进凋亡抑制 Gz／M 期转换的 PLK3在 NIH3T3细胞周期的 6个时间点均没有表达上调，暗示 

NIH3T3细胞周期在正常运行．其信号途径为 GNAT1一GEFs—R 0̂一R0cK—cDc25一ccN|8．谱函数 

分析表明Rho家族鸟苷酸激酶信号通路与G ／M 转换期二者生理活动趋势相同，说明Rho家族鸟苷酸激酶 

通路促进 NIH3T3细胞由G。期向M期转换． 

分裂前期细胞中心体上的 polo样激酶PLK 是有丝分裂期重要的调控因子，在维持基因组完整性以及 

在真核细胞周期的M 期能够引发纺锤体形成、染色体分离和细胞质分裂等多样的生理生化反应 ．PLK 

是极性纺锤体形成必不可少的蛋白因子，在细胞有丝分裂前期激活 CDC25c的活性，引发 CDK1一CCNB复 

合物的形成，促进G：／M期转换．在有丝分裂后期polo样激酶与后期促进复合物 Anaphase Promoting Corn— 

plex／Cyclosome(APC／C)互作促使细胞从分裂中期向分裂后期转变，降解细胞周期蛋白CCNB，并开始调 

控细胞质的分裂 ∞]．研究表明，在有丝分裂过程 中，经纤连蛋白与微管相连的蛋白激酶 SLK被酪氨酸激 

酶磷酸化后活化PLK1，PLK1再磷酸化细胞周期蛋白激酶 CDK1，促进 CDK1一CCNB(MPF复合体)的形 

成 ]．热休克蛋白HSP作为分子伴侣也参与细胞周期的调控．实验表明，当 HSP被其抑制子PEITC 

抑制后，细胞周期蛋白CCNB1，细胞周期蛋白激酶 CDK1和 CDC25c，PLK激酶均表达下调；同时，抑制细 

胞周期运转的 P21转录因子随 HSP的抑制而发生上调口 ．在血管内皮生长因子VEGF通路中，肝素结 

合糖蛋白同型二聚体VEGF经内皮特异性分子酪氨酸激酶受体 VFEGFR将信号传递至胞内后产生两条途 

径 ：一是经 MKK3／6-~P38一MAPKAPA2／3一 HSP— PLK，二是经 FAK— SLK— PLK．两条途径活化 

PLK，进一步激活细胞周期蛋白激酶 CDc25，磷酸化的 CDC25再激活 CDKl，促进细胞周期有丝分裂的进 

行．同时，M期检验点相关蛋白MAD1，MAD2，BUB1，BUB3和 cDC2O在动粒处经 PLK激酶的磷酸化作 

用形成M 期检验点复合体(MCC)[39-42]，直接抑制分裂后期促进复合物(APC／C)的泛素连接酶活性，避免 

早熟的染色体分离，保证遗传物质正确分配_4 ．基因芯片数据显示，M期检验点相关蛋白BUB1和 CDC20 

在 NIH3T3细胞周期的 23．5 h处含量显著高于对照，作为真核细胞有丝分裂中必不可少的蛋白因子 CC— 

NB1和 CCNB2在有丝分裂期也表达上调．谱函数分析表明 VEGF信号通路促进 NIH3T3细胞 的有丝分裂 

过程． 

细胞周期蛋 白和细胞周期蛋白依赖性激酶是细胞周期进程的主要调控因子 ，细胞周期检验点是维护细 

胞周期进程有序运行的负反馈调节机制．对细胞周期蛋白CCNB和细胞周期检验点中的关键蛋白做深入研 

究依然是未来分子细胞生物学的热门研究方向L44]．综上所述，PI3K，STAT3，钙蛋白酶，Rho家族鸟苷酸激 

酶，VEGF等5条信号通路分别在转录组水平通过调节 G 期，G ／S期转换，s期，G ／M转换期和 M期共同 

调控 NIH3T3的细胞周期进程，保证 NIH3T3细胞周期活动的正常运转．通过基因芯片技术对参与细胞周 

期中的单一基因或蛋白的个体研究转为对多个基因，蛋白的系统分析，补充完善了细胞周期调控作用的研究 

方法，验证了芯片数据的可靠性，为下阶段的基因敲除与过表达，RNA干涉等研究细胞周期关键蛋白抑制 

NIH3T3细胞增殖实验提供可靠的数据资料和理论基础． 
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Role of 5 Signaling Pathways in Regulating NIH3T3 Cell Cycle 

WANG Yiwen ，。 ．WANG Gaiping ，GENG Xiaofang。～，QIAN Dan ’。 ， 

ZHANG Jihong '。～．HE Tingting ，。 ，XU Cunshuan ’ ’。 

(1．c0liege of Life Science，Henan Normal University，Xinxiang 53007，China；2．State Key Laboratory Cultivation 

Base for Ce11 Differentiation Regulation，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China；3．Henan Engineering Laboratory for 

Bioengineering and Drug Development。Henan Normal University，Xinxiang 453007·China) 

Abstract：In order to study the function of signalling pathway to the NIH3T3 cell cycle at the transcriptome level，the 

expression changes of genes were detected using Mouse Genome 4 302．0 array．The results show that the expressions of 105 

genes associated with PI3K，STAT3，Calpain，Rho and VEGF signaling pathways changed remarkably．The signalling path— 

ways above all promote the G1一phase，G1／S—phase，S-phase，G2／M—phase and M～phase in NIH3T3 cell cycle，respectively． 

Conclusion：The above five signaling pathways promote the progression of the NIH3T3 cell cycle． 

Keywords：NIH3T3 cell；signalling pathway；gene transcription；cell cycle 


