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[摘要] 将搭载于“神舟四号”飞船飞行返地后的宫颈癌 Caski细胞进行单克隆化 , 筛选出生长速度快于对照组、编号为 44 F10 的细胞
克隆 , G1 期细胞减少 , S 期细胞增多 , 成瘤能力增强 ; 编号为 48A9 的细胞克隆细胞学行为与之相反 , 与对照组差异均有显著性 ( P<
0.05)。为了解太空诱变肿瘤细胞生物学行为改变的机制 ,从分子水平入手研究经太空诱变的宫颈癌细胞和地面对照细胞的差异表达基
因。应用含 2 747 个人类肿瘤相关基因的 Oligo 双通道芯片研究差异表达基因。分别抽提 44F10、48A9 组和地面对照细胞的总 RNA,
逆转录 cDNA并标记探针。将实验组和对照组 cDNA探针混合 ,分别与同一张芯片杂交后 ,用不同的波长扫描荧光强度 ,从而筛选出差
异基因。44F10 组有 16 个基因呈现差异表达 , 48A9 组有 36 个基因呈现差异表达。差异性表达主要涉及细胞凋亡、细胞增殖、细胞周期
调控和信号转导的基因。促进细胞增殖的基因在 44F10 组中表达上调 ,而在 48A9 组中限制细胞增殖的基因表达上调。研究表明 ,太空
诱变宫颈癌细胞的差异表达基因导致了细胞生物学行为的改变。
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已有的空间生物学研究表明 ,重力值的改变可以导致细胞许

多生理功能的显著变化 [1], 离子辐射亦可改变细胞的生长特性 [2]。

因此 ,空间特殊环境的复合作用更易于诱发细胞变异[3]。我们将宫

颈癌 Caski 细胞搭载于“神舟四号”飞船 , 筛选出生物学性状改变
的细胞克隆 (杨丞 ,李官成 , 李跃辉 , 等.太空诱变宫颈癌的生物学
研究.中南大学学报医学版 , 2006,待发表)。为了解太空诱变的宫
颈癌细胞生物学改变的机制 ,我们在已筛选的基础上挑选出变异

方向相反的 2 株应用 cDNA微阵列表达技术 , 研究了太空诱变株
和地面对照株 2 747 个人类肿瘤相关基因的表达概况 , 寻找出与
地面对照组的差异表达基因 ,并在此基础上初步分析了差异表达

基因对太空宫颈癌细胞学生物行为的影响。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 细胞
经“神舟四号”搭载返地后的人宫颈癌 Caski 细胞由中日友

好医院临床医学研究所提供。返地后单克隆化由本实验室完成 ,

其中编号为 44F10 株为生长快的细胞克隆 , 48A9 为生长慢的细
胞克隆。

1.1.2 主要试剂
人肿瘤相关基因 Oligo芯片购自北京博奥生物芯片公司 , 包

含 2 747 个人类肿瘤相关基因 ; Trizol 试剂购自赢润生物公司 ;
RNA clean- up 试剂盒、PCR NucleoSpin Extract II 试剂盒购自德
国 MACHEREY- NAGEL公司 ; 随机引物 T7- Oligo ( dT) 15 ( 5' -
AAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCGC
TTTTTTTTTTTTTTTTV- 3' ) , dNTP ( 10mMeach) , Random Primer( 9
mer)购自上海博亚生物公司 ; cDNA Synthesis Kit 和 T7 RiboMAX
Express Large Scale RNA Production System 购自美国 Promega 生
物公司 ; M- MLV反转录酶购自 Invitrogen 公司 ; KLENOW酶购自
Takara 公 司 ; Cy5 - dCTP 、Cy3 - dCTP 购 自 美 国 Amersham
Pharmacia 公司。
1.1.3 主要仪器
LuxScan 10 KA双通道激光扫描仪 (由北京博奥公司提供技

术支持 ) ; GenePix Pro 4.0 图像分析软件由 Axon Instruments 公
司生产。

1.2 方法
1.2.1 细胞 RNA的提取
按 Trizol试剂盒说明书提取细胞中的总 RNA, 通过异丙醇沉

淀法浓缩 RNA, 并进一步采用 NucleoSpinR RNA clean- up 试剂
盒对总 RNA进行过柱纯化 ,最后用分光光度计定量 260 nm处波
长 A260和 280 nm处波长 A280,甲醛变性胶电泳质检。

1.2.2 双链 cDNA合成
取 5μg 总 RNA, 以 T7 - Oligo ( dT) 15, ( 5' - AAACGA

CGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGG CGC TTTTTTTT
TTTTTTTTV- 3' )为引物 , 用 cDNA Synthesis Kit 合成双链 cDNA;
双链合成后用 PCR NucleoSpin Extract II Kit纯化。
1.2.3 体外转录合成 cRNA
用 T7 RiboMAX Express Large Scale RNA Production System

将双链 cDNA进行体外转录合成 cRNA; 然后用 RNA Clean- up
Kit纯化。
1.2.4 随机引物反转录
取 2μg cRNA,用M-MLV反转录酶, 200 u/μl, 9 Random Primer

进行反转录,反转录产物用 PCR NucleoSpin Extract II Kit纯化。
1.2.5 cDNA用 KLENOW 酶标记
取 2μg cRNA反转录产物 , 以 9 Random Primer 为引物进行
KLENOW酶标记 , 标记产物用 PCR NucleoSpin Extract II Kit 纯
化 , 纯化后抽干。标记过程中 dATP, dGTP, dTTP 终浓度为
120μmol/L,dCTP 终浓度为 60μmol/L,Cy5- dCTP,Cy3- dCTP 终浓
度为 40μmol/L。
1.2.6 杂交与清洗
标记的 DNA溶于 30μl 杂交液中 ( 3×SSC, 0.2%SDS, 5×Den-

hart's, 25%甲酰胺) , 于 42℃杂交过夜。杂交结束后 , 先在 42℃左
右含 0.2% SDS, 2×SSC的液体中洗 5 min, 而后在 0.2×SSC中室
温洗 5 min。玻片甩干后即可用于扫描。
1.2.7 芯片扫描
芯片用 LuxScan 10KA双通道激光扫描仪以 532 nm和 635

nm分别扫描。
1.2.8 芯片图像的采集与数据分析
采用 GenePix Pro 4.0 图像分析软件对芯片图像进行分析 ,

把图像信号转化为数字信号 ; 以 4 个看家基因 GAPD、ACTB、
LDHA、RPL9 作为阳性对照 , 50%的 DMSO作为阴性对照 , 以及酵
母的 8 个基因间序列 ( Y1、Y2、Y3、Y4、Y5、Y6、Y7、Y8)作为外标 ,
最后用 t- test 方法结合 2 倍差异的标准来确定差异表达基因 , 即
实验组/对照组比值大于 2 为基因上调 ,在图中呈现红色 ;实验组/
对照组比值小于 0.5,为基因下调 ,呈现绿色;黄色为无差异基因。

2 结果
2.1 各细胞株提取总 RNA结果
各细胞总 RNA 电泳条带清晰 , 28S:18S 条带亮度比值接近

2:1, 5S 条带几乎不可见 , 分光光度计测得地面对照细胞总
RNAA260/A280 为 1.964, 44F10 组总 RNAA260/A280 为 1.86, 48A9 组
总 RNAA260/A280为 1.93。电泳结果显示获得高质量总 RNA(图 1)。

Abstract: We investigated the effect of special space environment on cell growth characteristics and malignant phenotype in the Caski human
uterine cervix cancer cell line. Caski cell was carried in “Shenzhou Ⅳ”spacecraft and the returning cell was monocoloned. Strains numbered
44F10 was screened out since its increased cell proliferation and tumorigenesis. Moreover, its cell cycle was induced to progress from G1 to S
phase, while strains 48A9 were opposite to 44F10 in cytological events. The difference between ground control groups and space groups was
significant (P<0.05) . Little is known about the underlying changes in gene expression. The purpose of this study was to investigate these
changes. Oligonucleotide microarray containing 2 747 probesets was performed on 4410/ control cell and 48A9/ control cell. Total RNA from
both cell types was isolated for reversed transcription cDNA probes; hybridization was performed with double pathway - specific gene
expression profiling array membrane. Compared with ground control cell, 16 genes were detected to be differentially expressed in group
44F10. There are 36 genes exhibiting differential expression in group 48A9. Among these genes, a high proportion of genes were associated
with apoptotic, cell cycle, cell proliferation and cell signal transduction. As expected, several growth- promoting genes were upregulated in
group 44F10, while many genes associated with growth restriction were upregulated in group 48A9. The study provides that differential gene
expression of uterine cervix cancer cell induced by exposing to the space environment can lead to alteration of phenotype.
Key Words : cervical carcinoma; differential gene expression; cDNA microarray; genechip
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a. 44F10 细胞组与对照组细胞芯片杂交信号叠加图

b. 48A9 细胞组与对照组细胞芯片杂交信号叠加图

图 2 实验组与对照组细胞芯片杂交信号叠加图
(a) Hybridization sign in control cell/ 44F10 cell

(b) Hybridization sign in control cell/ 48A9 cell

Fig. 2 Image of two- colour hybridized microarray

a. 对照组细胞/44F10 细胞杂交信号强度散点

b. 对照组细胞/48A9 细胞杂交信号强度散点图

图 3 实验组细胞与对照组细胞杂交信号强度散点图
(a) Scatter graph of hybridization sign intensity in control group/44F10 group

(b) Scatter graph of hybridization sign intensity in control group/48A9 group

Fig. 3 Scatter graph of hybridization s ign intens ity
in control group/experimental group

2.2 基因芯片的杂交信号叠加结果
从扫描信号叠加图(见图 2)可看出 , 图 a 和 b 均以 Cy3 标记

地面对照细胞 , 图 a 中以 Cy5 标记 44F10 细胞 , 图 b 中以 Cy5 标
记 48A9 细胞 , 荧光强度相似的黄色点占多数 , 红色点则是实验
组细胞杂交信号强 , 绿色点则是对照组细胞杂交信号强 , 分别表

示实验组细胞和对照组细胞的相应基因高表达。

2.3 基因芯片的杂交信号强度散点结果
从荧光扫描的信号强度散点图可看出。以 Y轴表示 Cy5 的

杂交信号强度 , X轴表示 Cy3 的杂交信号强度 , 可见绝大部分基
因位于 45 度线上 , 表示 Cy3/Cy5 比值为 1, 基因表达无差异 , 比
值在 0.5～2.0 范围之外的点表达才有差异(见图 3)。
2.4 基因芯片杂交数据分析
将原始数据按 Cy5/Cy3>2 或<0.5 进行筛选 , 发现 44F10 株与

地面对照株在 2 747 个人肿瘤相关基因中有 16 个差异表达基
因 , 其中有 9 个基因呈现表达上调 , 有 7 个基因表达下调 ; 48A9
细胞株有 36 个基因呈现差异表达 , 其中有 17 个基因表达上调 ,
有 19 个基因表达下调(见表 1~4)。

3 讨论
本实验室在对太空搭载的宫颈癌细胞单克隆化后 , 与地面对

照比较 ,空间诱变株的细胞克隆出现了多向性的生物学特性的改

变 ,

包

括

细胞形态、细胞增殖、细胞周期及恶性表型的改变(杨丞 , 李官成 ,
李跃辉 ,等.太空诱变宫颈癌的生物学研究.中南大学学报医学版 ,
2006, 待发表)。而空间的特殊环境不仅可影响细胞的生理特性 ,
还可影响细胞内基因的表达 [4]。因前期研究表明44F10 组生长速
度快、倍增时间较地面对照短、G1 期细胞减少、S期细胞增多 , 在
软琼脂集落实验和裸鼠成瘤实验中 , 恶性表型程度高 ;而48A9组
变异方向与之相反。为了分析空间诱变株细胞学生物行为改变的

原 因 , 我 们 利 用 基 因 芯 片 技 术 研 究 了 这 2 株 细 胞 克 隆
2 747 个人类肿瘤相关基因的表达概况 , 结果发现 , 44F10 组与地
面对照组之间存在 16 个表达差异基因 , 48A9 组与地面对照组之
间存在 36 个差异基因。这些差异基因主要集中在细胞信号传导
相关基因、细胞周期和凋亡相关基因、细胞代谢和发育相关基因。

细胞周期和细胞凋亡都是观察细胞体外生长特性的参数 , 以

上差异表达基因中主要涉及细胞周期和细胞凋亡调控功能的基

因有 CCND1、PTK2B、GADD45A、CDC6、CLU、SOD2。CCND1 基因
编码的蛋白属于 Cyclin 家族中一员 , 调控细胞周期 G1/S期的过
渡 , 它的突变和过表达能改变细胞周期的进展 , 研究多表明 CC-
ND1 在肿瘤发生中起着关键的作用 ,并且和肿瘤的远处转移高度
相关[5]。它在 44F10 组的表达上调解释了此组细胞与地面对照组
之间的细胞学生物行为上的差异 , 44F10 组细胞的增殖速度快、
细胞周期进展的改变及恶性表型增高可能都与 CCND1 基因的调
控有关。GADD45A基因能诱导 G2/M期的滞留 ,抑制细胞生长并
诱导细胞凋亡[6- 7]。CLU基因编码的 clusterin 蛋白 , 调节某些与细
胞死亡、细胞老化、肿瘤进展和神经系统疾病相关的生理状态 , 它

在细胞内和细胞外的正常表达对细胞起着保护作用 , 一旦大量表

达在细胞内或直接在细胞外环境生成相关蛋白 , 则对细胞的生长

有着高度的抑制作用 [8]。它们在 48A9 组细胞表达上调提示细胞
表现为生长速度缓慢、恶性转化程度低是有因可循的。而 CDC6
基因在宫颈癌中的表达增加可增强肿瘤的转移能力 [9], 并且 P53
的活化可以减低 CDC6 的水平 , 从而导致细胞增殖减慢及细胞凋
亡[10]。SOD2 基因可以保护细胞增殖的能力 ,加快细胞进入 S期的
进程[11]。它们在 48A9 组中表达下调同样说明了 48A9 组所表现的
细胞学生物行为与上述基因所调控的表现并不矛盾。

信号传导通路在肿瘤细胞的生长中的作用不可忽视。SER-
PINE1 基因表达产物参与纤维蛋白溶解途径。纤维蛋白酶原是纤
维蛋白溶解酶 ( PA)的前体 , 其与细胞外基质的有形成分相连 , 经
纤维蛋白溶解酶激活因子作用后转变为 PA降解大多数基质物
质 , 并激活胶原酶 , 这种对基质的降解作用影响着肿瘤转移过程

图 1 各细胞株的总 RNA电泳结果
注: 1 对照; 2 44F10 细胞株; 3 48A9 细胞株

Fig. 1 Electrophores is result of total RNA in different cells
1 Ground normal control; 2 cell number 44F10; 3 cell number 48A9
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的多个重要环节[12]。研究表明 , PAI- 1(SERPINE1)基因在宫颈癌细
胞中的表达上调与宫颈癌患者的预后差及生存率低密切相关 [13]。

SERPINE1 基因在 44F10 组的表达与对照组比较远高于 2 倍 , 可
见 44F10 组细胞的恶性表型增高很可能是由基因变异后表达产
物的改变引起的。

DUSP4 基因在 MAPK信号传导通路中起着关键作用 , 能通
过 MKP- 2 酶抑制细胞凋亡 [14]。 TIMP3 基因参与 P53 信号传导
途径 , 表达上调的 TIMP3 基因不仅能诱导细胞凋亡 , 还能降低
TNF-α抑制细胞凋亡的影响 [15]。CD99 是广泛表达于细胞表面的

黏附分子 , 可诱导细胞凋亡 , 它的功能是通过细胞骨架的重组来

完成的 , actin 纤维作为早期信号事件被 CD99 所驱动[16]。
在 48A9 组细胞上调的基因中 , EDNRB上调倍数最高 , 因为

此基因表达的降低与肿瘤转移后造成的死亡密切相关 [17], 因此它

在 48A9 组细胞的上调也证明了此细胞在变异中倾向于低恶性
程度 ,与细胞所表现的生物学性状是一致的。

在两组中共同上调的 KRT6C基因是角化蛋白基因家族的成
员 , 它是构成复层表皮的成分 , 并且在各种应激状态下或是细胞

损伤中表达增强[18]。

表 1 44F10 细胞表达上调的基因
Tab. 1 Upregulated genes in 44F10 cell

基因库登记号

GenBank Accession
基因名

Gene name
Cy5/Cy3率
Cy5/Cy3Ratio

NM_002473
NM_006851
NM_002300
NM_000358
NM_001394
NM_021913
NM_053056
NM_000602
NM_058242

Homo sapiens myosin, heavy polypeptide 9 MYH9
Homo sapiens GLI pathogenesis- related 1 GLIPR1
Homo sapiens lactate dehydrogenase B LDHB
Homo sapiens transforming growth factor, beta- induced TGFBI
Homo sapiens dual specificity phosphatase 4 DUSP4
Homo sapiens AXL receptor tyrosine kinase AXL
Homo sapiens cyclin D1 CCND1
Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, member 1 SERPINE1
Homo sapiens keratin 6C KRT6C

2.137 7
2.524 4
2.575 4
2.601 7
2.668 7
2.785 2
3.302 1
5.168 9
5.536 6

注: Cy5 标记 44F10 cell/Cy3 标记对照细胞。

表 1 &&31* 细胞表达上调的基因
4567 1 89:?E.=5>?d genes in 44F10 cell

表 2 44F10 细胞表达下调的基因
Tab. 2 Downregulated genes in 44F10 cell

基因库登记号

GenBank Accession
基因名

Gene name
Cy5/Cy3率
Cy5/Cy3Ratio

NM_001875
NM_003733
NM_000710
NM_002888
NM_005564
NM_002852
NM_020529

Homo sapiens carbamoyl- phosphate synthetase 1 CPS1
Homo sapiens 2'- 5'- oligoadenylate synthetase- like OASL
Homo sapiens bradykinin receptor B1 BDKRB1
Homo sapiens retinoic acid receptor responder 1 RARRES1
Homo sapiens lipocalin 2 LCN2
Homo sapiens pentraxin- related gene, rapidly induced by IL- 1 beta PTX3
Homo sapiens nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B- cells
inhibitor, alpha NFKBIA

0.037 4
0.197 9
0.253 6
0.268 4
0.337 0
0.367 0
0.489 5

注: Cy5 标记 44F10 cell/Cy3 标记对照细胞。

表 % &&31( 细胞表达下调的基因
4567 % F"GA:?E.=5te d genes in 44F10 cell

表 3 48A9 细胞表达上调的基因
Tbl. 3 Upregulated genes in 48A9 cell

基因库登记号

GenBank Accession
基因名

Gene name
Cy5/Cy3率
Cy5/Cy3Ratio

NM_002768
NM_002620
NM_002705
NM_002414
NM_014599
NM_003365
NM_000099
NM_000215
NM_003982
NM_002051
NM_000362
NM_004103
NM_001924
NM_058242
NM_001831
NM_005009
NM_000115

Homo sapiens procollagen (type III) N- endopeptidase PCOLN3
Homo sapiens platelet factor 4 variant 1 PF4V1
Homo sapiens periplakin PPL
Homo sapiens CD99 antigen MIC2
Homo sapiens melanoma antigen family D, 2 MAGED2
Homo sapiens ubiquinol- cytochrome c reductase core protein I UQCRC1
Homo sapiens cystatin C CST3
Homo sapiens Janus kinase 3 JAK3
Homo sapiens solute carrier family 7 member 7 SLC7A7
Homo sapiens GATA binding protein 3 GATA3
Homo sapiens TIMP metallopeptidase inhibitor 3 TIMP3
Homo sapiens PTK2B protein tyrosine kinase 2 beta PTK2B
Homo sapiens growth arrest and DNA- damage- inducible, alpha GADD45A
Homo sapiens keratin 6C KRT6C
Homo sapiens clusterin CLU
Homo sapiens non- metastatic cells 4 NME4
Homo sapiens endothelin receptor type B EDNRB

2.042 5
2.055 2
2.105 8
2.129 4
2.142 9
2.163 1
2.171 6
2.171 9
2.338 6
2.438 1
2.491 8
2.497 0
2.671 8
3.088 9
3.484 0
5.720 7
7.164 2

注: Cy5 标记 44F10 cell/Cy3 标记对照细胞。

表 H &)IJ 细胞表达上调的基因
46=7 H 89:?E.=5>?@ Ee ne s in 48A9 cell
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4 结论
综上所述 ,经空间诱变的肿瘤细胞和地面对照细胞之间存在

着许多基因的表达差异 ,并且这些变异细胞的基因表达异常与它

们的生物学性状是对应的 , 但由于实验的基因芯片中只包括了

2 000 多种基因 , 所以研究结果反映的也只是宫颈癌细胞基因表
达的部分特征。虽然如此 ,太空诱变宫颈癌细胞的差异表达基因

的初步探索 , 为我们进一步的研究提供了有力的依据和线索 , 为

后续研究奠定了基础。
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表 4 48A9 细胞表达下调的基因
Tbl. 4 Downregulated genes in 48A9 cell

基因库登记号

GenBank Accession
基因名

Gene name
Cy5/Cy3率
Cy5/Cy3Ratio

NM_001875
NM_006799
NM_005567
NM_002888
NM_080733
NM_000636
NM_003733
NM_002447
NM_005564
NM_007192
NM_001252
NM_002213
NM_013282
NM_001809
NM_006034
NM_006569
NM_002466
NM_005956
NM_001254

Homo sapiens carbamoyl- phosphate synthetase 1 CPS1
Homo sapiens protease, serine, 21 PRSS21
Homo sapiens lectin, galactoside- binding, soluble, 3 binding protein LGALS3BP
Homo sapiens retinoic acid receptor responder 1 RARRES1
Homo sapiens WAP four- disulfide core domain 2 WFDC2
Homo sapiens superoxide dismutase 2 SOD2
Homo sapiens 2'- 5'- oligoadenylate synthetase- like OASL
Homo sapiens macrophage stimulating 1 receptor MST1R
Homo sapiens lipocalin 2 LCN2
Homo sapiens suppressor of Ty 16 homolog SUPT16H
Homo sapiens tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 7 TNFSF7
Homo sapiens integrin, beta 5 ITGB5
Homo sapiens ubiquitin- like, containing PHD and RING finger domains, 1 UHRF1
Homo sapiens centromere protein A CENPA
Homo sapiens tumor protein p53 inducible protein 11
Homo sapiens cell growth regulator with EF- hand domain 1 CGREF1
Homo sapiens v- myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)- like 2 MYBL2
Homo sapiens formyltetrahydrofolate synthetase MTHFD1
Homo sapiens CDC6 cell division cycle 6 homolog CDC6

0.074 4
0.087 7
0.198 7
0.210 8
0.267 3
0.296 3
0.339 4
0.366 3
0.378 4
0.421 9
0.431 4
0.448 6
0.456 4
0.461 3
0.464 3
0.474 7
0.483 5
0.493 9
0.494 7

注: Cy5 标记 44F10 cell/Cy3 标记对照细胞。
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