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空间环境对黑色素瘤 B16 细胞致瘤基
因和蛋白质表达的影响
耿传营 1,向 青 1,徐 梅 1,郭宇鹏 2,李红艳 1,徐 波 1,房 青 1,刘玉凤 3,唐劲天 3

[摘要] 初步探讨了空间环境对黑色素瘤 B16 细胞致瘤基因和蛋白质表达的影响。选择经第 20 颗返回式卫星搭载的 B16 细胞 ,进行体

外和体内实验后 ,筛选出性状变异明显的空间诱变 B16 细胞株 ,检测空间诱变 B16 细胞基因和蛋白质表达的变化。将筛选出的空间诱

变 B16 细胞接种于 C57BL/6 小鼠 , 2 周后 , 处死荷瘤小鼠 , 取出移植瘤 , 利用免疫组化方法 , 检测接种空间诱变 B16 细胞的荷瘤小鼠移

植瘤细胞 Melan- A和 VEGF 蛋白的表达情况 ;利用 RT- PCR 方法 , 检测蛋白质水平上表达变化明显的空间诱变 B16 细胞 melan- a ,

gp100, bag- 3 和 l- pgds 基因的表达情况。与对照细胞相比 , 1 株空间诱变 B16 细胞荷瘤小鼠移植瘤细胞 Melan- A和 VEGF 蛋白表达

明显增加 ,其他细胞 2 种蛋白质的表达无明显变化。RT- PCR 结果显示:此株细胞的 melan- a, gp100 和 l- pgds 基因表达增加 , bag- 3

基因表达降低。空间环境的复合因素可诱导 B16 细胞基因和蛋白质表达产生变化。
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Abs tract: Preliminary studies were carried out on the effects of space environments on the expression of proteins and genes of

melanoma B16 cells. Four B16 cells which were on board of China's 20th recoverable satellite were selected whose biological

characteristics had changed obviously in the experiments in vitro, in order to detect changes of cells' expression of proteins and

genes. B16 cells selected were inoculated into C57BL/6 mice under the chest skin. The tumor mice were killed when space cells had

been inoculated for 2 weeks, then, tumors of tumor mice were ablated. To detect the expression of Melan- A (Melanoma Antigen

Recognized by T cells 1, MART- 1) and Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in the carcinomas of tumor mice, the method of

Immunohistochemistry (IH) was used. According to the above results, the space B16 cells were chosen, whose biological

characteristics changed obviously and the expression variations of melan- a, gp100, bcl- 2- associated anthanogene- 3 (bag- 3) and

Lipocalin- type Prostaglandin D2 synthase (l- pgds) were determined with the method of Reverse Transcription Polymerase Chain

Reaction (RT- PCR). It was found that space environments might change the expression of proteins and genes of melanoma B16 cells.
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空间环境中,对生物体最主要的

影响因素是空间辐射、微磁场和微重

力环境。空间环境有许多不同于地面

的特性,对生命有多方面的影响。目

前, 国外在空间生命科学研究中 ,对

空间环境在整体水平的生物效应方

面研究较多,细胞水平的研究还处于

初级阶段,空间环境影响生物体特别

是动物体的作用机制还不清楚。细胞

是构成生命有机体的基本结构和功

能单位。早在 1925年,著名的细胞生

物学家 B. Wilson 就指出: 生命科学

问题的答案必定从细胞中去寻找。细

胞水平上的空间生物学研究是空间

生物学发展的基础。

本实验中, 选择经第 20 颗返回

式卫星搭载的 B16 细胞进行体外和

体内实验后,筛选出性状变异明显的

空间诱变 B16细胞株,检测空间诱变

B16 细胞基因和蛋白质表达的变化。

将筛选出的空间诱变 B16 细胞接种

于 C57BL/6 小鼠,检测荷瘤小鼠移植

瘤细胞 Melan- A和 VEGF 的表达情

况;利用 RT- PCR 方法检测蛋白质水

平上表达变化明显的空间诱变 B16

细胞的 melan- a, gp100, bag- 3 和 l -

pgds基因的表达情况。

1 材料和方法

1.1 实验细胞

利用细胞低温长期生存系统 [1],

将野生型 B16细胞搭载于第 20 颗返

回式卫星。搭载系统内无电源、热源

和气源 ; 卫星搭载舱内为 1 个大气

压,温度为 15℃～26℃;飞行近地点轨

道高度约为 175 km, 远地点高度约

为 500 km;轨道飞行 18 d, 环绕地球

286 圈 ,地面滞留 7～8 d(数据由中国

空间技术研究院提供)。空间飞行后,

回收细胞 , 单克隆化 , 获得了 110 株

空间诱变的 B16细胞, 按顺序编号。

从中选取 10 株 , 内部编号为 3#, 4#,

9#, 10#, 11#, 12#, 13#, 14#, 15# 和 16# 的

空间诱变 B16细胞,进行体外和体内

实验 , 筛选出形态、增殖和周期等性

状变异明显的空间诱变 B16 细胞 4

株 ( 4#, 9#, 11# 和 15#) , 作为本次实验

的对象。对照细胞为 1株野生型 B16

细胞和 1株地面细胞。地面细胞是培

养于“细胞在常温条件下长期存活装

置”中 , 通过模拟搭载时间和卫星配

重舱中的温度而获得的 B16细胞。

1.2 细胞培养

将空间诱变 B16 细胞和对照细

胞置于 37℃和 5% CO2孵箱中 , 利用

10% DMEM培养基培养 , 传代时用

0.25%胰酶消化细胞。

1.3 移植瘤蛋白质表达

1.3.1 移植瘤获取

常规培养筛选出的空间诱变、野

生型和地面组 B16细胞,至细胞生长

状态良好时消化细胞,将实验细胞接

种于 C57BL/6 小鼠胸前皮下,每只小

鼠接种 0.2 ml细胞悬液, 共计 5×105

个细胞, 每株实验细胞接种 10 只小

鼠。至皮下接种实验细胞的荷瘤小鼠

生存至 2 周时 , 处死 , 分离荷瘤小鼠

移植瘤, 利用 4%多聚甲醛固定分离

出的荷瘤小鼠移植瘤,制作成石蜡切

片。

1.3.2 免疫组化显色

按以下步骤进行免疫组化 ,检测

荷瘤小鼠移植瘤细胞 Melan - A 和

VEGF蛋白质的表达情况。石蜡切片

脱蜡至水 ; 3% H2O2室温孵育 , 以消

除内源性过氧化物酶的活性; 1.5%正

常非免疫血清封闭 , 室温孵育 ; 滴加

适当比例稀释的一抗 , 孵育 ;滴加适

当比例稀释的生物素标记二抗 , 孵

育;滴加适当比例稀释的辣根酶标记

链霉卵白素,孵育; DAB显色剂显色;

苏木素复染,盐酸分化,氨水返蓝 ,上

行至二甲苯,封片,镜下观察,拍照。

1.3.3 图片分析

电荷耦合器件 ( Charge Coupled

Device, CCD) 采集免疫组化表达信

息 , 利用图像处理软件 Image Pro

Plus 定量分析各实验组的蛋白表达

水平。

1.4 基因表达检测

根据以上实验结果,从 4 株空间

诱变 B16 细胞中选择蛋白质水平上

表达变化较为明显的 11# 空间诱变

B16 细胞 ,利用 RT- PCR 方法检测其

melan- a, gp100, bag- 3和 l- pgds基因

的离体表达情况。

1.4.1 RNA提取

常规培养 11# 空间诱变 B16 细

胞至对数生长期 , 用 Trizol 溶解细胞

成悬液 , 然后加入冷氯仿、异丙醇和

75%乙醇 , 4℃ 13 500 r/min 间隔离

心,抽提法提取 RNA。

表 1 RT- PCR 反应引物序列

Table 1 Primes sequence of RT- PCR

引物 Sequence (5'- 3') 循环数 Tm/℃ 扩增片段

β- actin
sense TCT ACG AGG GCT ATG CTC TCC

25 54 303 bp
antisense GGA TGC CAC AGG ATT CCA TAC

melan- a
sense GGG GCA CAG ACG CTC CTA T

30 54 243 bp
antisense ACG GGC TGA TGG GAT TTC T

gp100
sense TGC CCA TCT GGT CCT AAA

30 54 207 bp
antisense GGT TGA ACT GGC GTG AGC

l- pgds
sense ATG CTG TGG ATG GGT TTG G

30 54 397 bp
antisense CTT GGT GCC TCT GCT GAA T

bag- 3
sense
antisense

GTA GAC CCT GAA GGA CGA GC
TTG GCT TTC AGT TTG TGG AT

30 54 240 bp
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图 2 空间诱变 B16 细胞的 melan- a 基因表达变化

Fig. 2 Express ion change of space B16 cells melan- a gene

1.4.2 RT- PCR

将 mRNA 逆转录为 cDNA, 在

PCR 反应体系中同时加入内参照β-

actin 和扩增目标片段引物(见表 1) ,

同时扩增出内参照和目标片段产物。

将扩增出的 PCR 产物于含有 EB的

2%琼脂糖凝胶中进行电泳 , 分离扩

增的目标片段条带。

1.4.3 图片分析

利用图像采集系统拍照,并用图

像分析软件 Scion Image 分析各条带

灰度值,比较各实验细胞基因表达的

水平。

1.5 统计学分析

对实验所得数据应用 SPSS 10.0

统计软件进行处理,对计量资料则利

用独立样本 t 检验并进行分析 , P<

0.05则认为有显著性差异。

2 结果

2.1 移植瘤细胞蛋白表达

免疫组化结果表明 : 与野生型

B16 细胞相比 , 11# 空间诱变 B16 细

胞荷瘤小鼠移植瘤细胞的 Melan- A

和 VEGF蛋白表达明显增加,其他细

胞的 2种蛋白质表达无明显变化(见

图 1和表 2、表 3)。

2.2 空间诱变 B16 细胞基因表达变

化

选择 11#空间诱变 B16 细胞 , 检

测其 4 种基因的表达水平 , RT- PCR

结果显示 : melan- a, gp100 和 l - pgds

基因表达增加 , bag- 3 基因表达降低

(见表 4和图 2～图 5)。

3 讨论和结论

宇宙飞行过程中,由于受到空间

辐射的影响,植物种子和微生物染色

体可能产生突变,从而诱导植物和微

生物性状产生多向性变异,其中有些

变异是可遗传性的。回收空间诱变的

植物种子和微生物进行地面培育,即

可从中筛选出理想的突变品系[2, 3]。空

间环境中的高能粒子和高能电磁射

线击中细胞 DNA链 , 使其受到损伤 ,

表 2 空间诱变 B16 细胞荷瘤小鼠移植瘤的 Melan- A蛋白表达(积分光密度)

Table 2 Express ion of Melan- A in inoculating tumor cells (light indens ity)

组别 Con Gro 4# 9# 11# 15#

均数

标准差

t

P

341 026

124 248

449 896

238 482

1.13

0.23

336 262

188 709

0.06

0.96

354 842

121 809

0.23

0.83

852 333

445 281

3.12

0.01

291 710

167 660

0.67

0.52

表 3 空间诱变 B16 细胞荷瘤小鼠移植瘤的 VEGF 蛋白表达(积分光密度)

Table 3 Express ion of VEGF in inoculating tumor cells (light indens ity)

组别 Con Gro 4# 9# 11# 15#

均数

标准差

t

P

243 867

56 991

180 425

59 762

2.00

0.07

257 347

92 845

0.30

0.77

194 104

47 804

1.64

0.13

1 311 668

388 521

6.66

0

260 178

72 560

0.43

0.67

注: t 值和 P值为各组与野生组的独立 t 检验结果。

注: t 值和 P值为各组与野生组的独立 t 检验结果。

( a ) 野生组- Melan- A

( a ) control- Melan- A

( b) 11#细胞- Melan- A

( b) 11# - Melan- A

( c)野生组- VEGF

( c) control- VEGF

( d) 11#细胞- VEGF

( d) 11#- VEGF

图 1 空间诱变 B16 细胞荷瘤小鼠肿瘤组织的蛋白质表达

Fig. 1 Express ion of proteins of transplanted space B16 tumor cells
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表 5 空间诱变 =>? 细胞荷瘤小鼠移植瘤的 L$*F%MN 蛋白表达!积分光密度)
Table 2 Express ion of Melan- A in inoculating tumor cells (light indens ity)

表 8 空间诱变 =>? 细胞荷瘤小鼠移植瘤的 3AS@ 蛋白表达!积分光密度"
’able 3 Express ion of VEGF in inoculating tumor cells (light indens ity)
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表 4 空间诱变 B16 细胞基因表达变化(光密度)

Table 4 Express ion of genes of space B16 cells (light indens ity)

组别

基因

gp100

melan- a

l- pgds

bag- 3

0.16±0.03

0.31±0.02

0.29±0.04

0.59±0.04

0.17±0.05

0.30±0.04

0.53±0.07

0.70±0.10

0.87

0.39

7.29

2.18

0.40

0.72

7.29

0.07

0.28±0.04

0.42±0.02

1.07±0.12

0.53±0.02

6.41

7.94

13.92

2.53

0

0

0

0.04

野生组

X±s

地面组 11#

X±s t P X±s t P

注: t 值和 P值为各组与野生组的独立 t 检验结果。

引发细胞修复系统进行修复。当损伤

较严重而修复系统未能及时修复时,

就会导致细胞基因组变异,产生染色

体畸变。细胞 DNA的损伤程度与暴

露于空间辐射中的时间密切相关 ,时

间越长损伤越严重,而且微重力还可

能增加细胞对放射线的敏感性,空间

环境的复合作用更易于诱发细胞变

异[4- 8]。空间飞行后的宇航员淋巴细胞

染色体失常增多 , 简单易位明显增

加。培养于空间环境中的淋巴细胞染

色体畸变增加,出现双着丝粒染色体

和着丝粒环, 导致其基因产生突变 ,

进而可能使其生物学特性发生变

异[9, 10]。

本 实 验 选 择 了 Melan - A 和

VEGF 作为荷瘤小鼠移植瘤细胞蛋

白质水平上的检测指标,研究空间环

境对 B16 细胞免疫原性和血管形成

能力的影响。

Melan- A 亦称 T细胞 1 识别的

黑色素瘤抗原 (Melanoma Antigen

Recognized by T cells - 1, MART- 1) ,

被几乎所有新鲜的黑色素瘤标本所

表达 , 其他正常组织不表达 , 且是最

易为体外黑色素瘤的多肽激活的外

周血淋巴细胞 ( PBL)和肿瘤浸润淋

巴细胞( TIL)所识别的黑色素瘤相关

抗原 , 是一种抗原性较强的蛋白。

VEGF 是一种高度特异的血管内皮

细胞有丝分裂素,它不仅能增加微血

管的通透性 , 促进血浆纤维蛋白外

渗,为血管形成过程中的多种细胞迁

移提供一个纤维网络;还能通过与内

皮细胞上特殊受体的结合 ,直接刺激

内皮细胞的分裂、游走和增殖 , 从而

促进血管形成[11]。近年来 , 在人和动

物的多种肿瘤组织中发现了 VEGF

的过度表达,且其过度表达与肿瘤的

侵袭、转移密切相关[12]。

免疫组化结果显示 : 与野生型

B16 细胞相比 , 11# 空间诱变 B16 细

胞荷瘤小鼠移植瘤细胞的 Melan- A

和 VEGF蛋白表达明显增加 ,其他细

胞两种蛋白质的表达无明显变化。

Melan- A 表达增加表明 , 11# 空间诱

变 B16 细胞免疫原性可能增加。11#

空间诱变 B16 细胞荷瘤小鼠移植瘤

体积较小 , 内部血管增生较少 , 但移

植瘤上的 VEGF表达却明显增加 ,此

实验结果有待进一步讨论。

本实验选择了 melan- a, gp100,

l- pgds和 bag- 3 基因作为 11#空间诱

图 3 空间诱变 B16 细胞的 gp100 基因表达变化

Fig. 3 Express ion change of space B16 cells gp100 gene

图 4 空间诱变 B16 细胞的 l- pgds 基因表达变化

Fig.4 Express ion change of space B16 cells l- pgds gene

图 5 空间诱变 B16 细胞的 bag- 3 基因表达变化

Fig. 5 Express ion change of space B16 cells bag- 3 gene
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表 & 空间诱变 ’() 细胞基因表达变化*光密度+
,-./0 & 12340ssion of genes of space B16 cells (light indens ity)
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变 B16细胞基因水平上的检测指标,

研究空间环境对 B16细胞免疫原性、

分化和抗凋亡能力的影响。

脑 型 PGDS (Lipocalin - type

prostaglandin D synthase, L- PGDS)又

称谷胱甘肽非依赖性 PGDS, 主要存

在于脑、心脏、脊索、血清、睾丸、附

睾、精浆及羊水中。PGD2是 L- PGDS

催化生成的产物,它具有抗肿瘤的效

应,在体外和体内均具有抑制肿瘤细

胞增殖的作用。PGD2也可抑制接种

人卵巢癌的裸鼠的肿瘤生长,延长裸

鼠生存期,但是, PGD2却可促使肺癌

细胞及其支持血管生长。目前,对于

L- PGDS 对黑色素瘤细胞作用的研

究较少。根据前期基因芯片结果提

示 , 11# 空间诱变 B16 细胞的 l- pgds

基因表达增加。利用本实验可以验证

基因芯片结果 , 检测 11# 空间诱变

B16 细胞 l- pgds基因的表达情况 ,探

讨 l- pgds基因的生物学作用。bag- 3

是一种新发现的抗凋亡蛋白,能与抗

凋亡蛋白 Bcl- 2 结合并发挥协同作

用 , 拮抗 Bax和 Fasl/Fas 介导的细胞

凋亡作用。根据前期基因芯片结果提

示 , 11# 空间诱变 B16 细胞 bag- 3 基

因表达增加。利用本实验可以验证基

因芯片结果, 检测 11#空间诱变 B16

细胞 bag- 3 基因的表达情况 , 研究

11#空间诱变 B16细胞抗凋亡能力变

化情况。

RT- PCR 结果显示 : melan - a,

gp100 和 l- pgds 基因表达增加 , bag-

3 基因表达降低。melan- a, gp100 和

l- pgds基因表达增加, 表明 11#空间

诱变 B16 细胞免疫原性可能有所增

加; bag- 3 基因表达降低 ,表明 11#空

间诱变 B16细胞抗凋亡能力降低。

本研究中 , 与对照组相比 , 模拟

搭载时间和低温状态的地面组细胞

在基因和蛋白质表达方面无明显性

差异 , 提示“细胞在常温条件下长期

存活装置”中的条件对细胞的影响较

小。

前期研究发现,空间环境可以诱

导黑色素瘤 B16细胞形态、黑色素分

泌、增殖、细胞周期、成瘤性、免疫原

性等生物学特性产生变异,这可能与

空间诱变 B16 细胞基因及蛋白质水

平上的变化有关。
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