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GAP-43对脊髓全横断损伤后的运动功能的影响
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［摘要］目的 通过制备完全性脊髓损伤成年 SD大鼠模型，观察脊髓全横断损伤后运动功能和断端脊髓

的病理学改变，探讨生长相关蛋白 GPA-43对脊髓损伤后的修复作用，为临床治疗提供实验依据．方法 咬除

T7~T8棘突及相应椎板，用剪刀将脊髓完全横断，制成脊髓损伤模型．雌性 8周龄 SD大鼠 75只，随机分为三

组： GPA-43抗体组， GPA-43抗原组，对照组，每组 25只．使用直接注射法将 GPA-43抗原和 GPA-43多克

隆抗体分别注入抗原组和抗体组大鼠脊髓的断端，观察各组大鼠的肢体功能恢复情况．用 BBB评分法评价不同

的时段运动功能，HE染色病理学检查脊髓组织形态学变化．结果 三组在运动功能上相比均具有显著差异，

对照组在不同时间运动功能评分最低，抗原组评分最高，脊髓损伤区出现明显的病理改变；抗体组早期恢复出

现明显的停滞状态，但随后能很快恢复，说明多克隆抗体对神经组织不产生不可逆改变．结论 GAP-43对脊

髓损伤的恢复有一定的疗效．
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Behavioral Score of GAP-43 in Rat Acute Complete
Spinal Cord Injury
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［Abstract］ Objective To study the behavioral changes of the spinal cord injury model to provide important data for neuroal

factor therapy of the impaired spinal cord． Methods In SD rat, aged 8 weeks， ( T7~T8 spinous processes as control)， after the

spinous process and corresponding lamina of vertebra were removed，the spinal cord was cut by using scissors to prepare the complete

transversal abruptly spinal model．The behavioral score of the rat was recorded at different time． The evaluation was made in

imageology and pathology．Results The score of SD rat in the experiment group was higher than the control group at different control

time．The pathobiology and imageology alterations were very apparent in the damaged spinal area．Conclusion GAP-43 has

neuroprotective effect on the recovery of spinal cord injury.
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当前因交通等事故造成的脊髓损伤日愈增多，

有相当一部分人因脊髓损伤导致损伤部位以下的

运动和感觉功能丧失，严重的影响着人类的生存

质量．因此脊髓的损伤与修复成为当今医学科研

工作者，共同探讨的热点课题．本研究旨在探讨

GPA-43治疗大鼠全横断脊髓损伤后的运动功能

和病理学改变，为临床治疗提供实验依据．

1 材料与方法

1.1 大鼠脊髓全横断损伤模型复制

用水合氯醛配置成浓度为 4 %的麻醉剂

20 mg/kg腹腔内注射麻醉．背部剪毛，常规消毒，

按棘突确定椎体序数，取后正中切口长约 2 cm逐

层切开，钝性分离肌肉，暴露椎板，咬除 T7~ T8

棘突及相应椎板并打开椎管，暴露脊髓，用弯镊

挑起 T7~T8 间隙脊髓然后剪断，用剪刀可触及到

椎体，造成 SD 大鼠脊髓全横断．此时大鼠下肢

及尾部肌张力完全消失，同时足弓反张．3 cm长

的 PE-聚乙烯硬膜外麻醉导管插入脊髓的断端，

逐层缝合肌层及皮肤时注意对其固定以防滑出，

管末端暴露于皮肤外约 0.5 cm．

1.2 实验动物分组与给药

健康 8周龄雌性 SD大鼠，体重 180～200 g，

购买于昆明医学院动物研究所．75只随机分为 3

组：抗体组、抗原组、对照组，每组 25只．抗体

组脊髓断端用直接注射法注入 GPA-43多克隆抗

体 5 滋g/次；抗原组脊髓断端用直接注射法注入

GPA-43抗原 5 滋g/次，两组均 2次 / d连续 3 d，

后 1次 / d连续 3天；对照组仅把脊髓全横断，不

埋管也不注入任何试剂．抗原、抗体均购自北京

博奥生物公司．

1.3 术后护理

脊髓横断是一种严重的创伤，术后大鼠下肢

瘫痪，行动不便，所以不能当靠其独立进食，所

以要进行 1 d 3次定时定量的人工喂养，当人不再

的时候要将水和食物，放在大鼠活动可及的范围，

以保证术后大鼠足够的营养，降低其自残率．术

后大鼠的饲养环境应定时的通风，保持饲养环境

的温度，防止大鼠冻死．实验中术后大鼠都存在

大、小便潴留的情况，所以要用人工的方法来帮

助大鼠排尿、排便．为预防和控制感染每天注射

青霉素 1万 U/只，2次 / d，连续 1周．

1.4 病理组织学观察

HE染色病理组织学检查脊髓组织；分别在手

术 3、5、9、15 d用水合氯醛配置成浓度为 4 %

的麻醉剂 20 mg/kg腹腔内注射麻醉，经左心室灌

注生理盐水及内固定液充分冲洗固定后，完整取

出距损伤处上下约 1 cm的脊髓，再置于 10 %中

性甲醛溶液固定 24 h，然后常规石蜡切片制作 HE

染色．置于光镜下观察损伤区及临近部位脊髓组

织结构．

1.5 BBB评分法评价动物运动功能

BBB评分法观察动物的髋、膝、踝关节行走、

躯干运动及其协调情况．为保证实验结果的准确

性，在观察时采取四人分别观察记录打分的方法，

并对其进行了统计学处理．各组大鼠从手术第 1

天开始连续 15 d进行运动功能运动评分．

1.6 统计学方法

运动功能评分以均数±标准差表示，用 SPSS

统计分析软件对实验数据进行统计分析，采用方

差分析，以 < 0.05为差异显著性标准．

2 结果

2.1 大鼠脊髓全横断损伤后一般情况观察

在术后所有受试鼠均表现为活动较少、饮食

少、腹部胀气大便困难伴硬结、尿潴留、双后肢

拖行．所有小鼠手术切口均愈合良好，无感染，

少数大鼠发生自残．整个实验过程中因各种原因

（如麻醉意外、感染、衰竭等）而死亡的小鼠共

19只，死亡率为 25 %．对照组在术后 1～ 2周评

分无明显差异，恢复不明显；抗体组术后第 2周

恢复较快；抗原组的恢复最快、最好．对照组与

抗原组、抗体组比较有显著差异（ < 0.05 )，而

抗原组和抗体组比较也有显著差异（ < 0.05） .说

明完全脊髓横断后自我恢复的功能较差，GAP-43

具有促进脊髓恢复的功能，而且多克隆抗体对功

能恢复的影响是可逆的，见表 1．

2.2 大鼠脊髓损伤后不同时间的光镜病理形态学

变化

对照组损伤部脊髓病理变化无明显好转；抗

原组早期脊髓组织轻度水肿，无明显出血点，神

经细胞肿胀不明显，3 d后伤部脊髓病理变化进行

第 28卷昆 明 医 学 院 学 报40



性好转，后期神经元、轴突改变亦较轻微，胶质

细胞增生明显，2周后灰白质界限清晰、细胞分

布均匀、纤维排列有序；而抗体组早期见脊髓组

织中大量出血改变，整个损伤区脊髓断端灰白质

界限不清，排列紊乱，细胞变性、坏死、空泡变

性，灰质内神经元普遍肿胀，卫星现象、噬神经

元现象非常显著，1周时此现象仍较明显，但随

后迅速好转．2周后抗原、抗体组较对照组的水

肿减轻，坏死区范围减小，病理改变较对照组有

所减轻，提示 GAP-43可缓解继发性脊髓损伤，

进而发挥神经保护的作用，而多克隆抗体对神经

组织不产生不可逆改变，见图 1．

3 讨论

脊髓损伤修复历来都是临床上的热点及难点，

近几年来伴随着医疗科学技术的发展，人们逐渐

发现了一些新的对神经损伤起修复作用的因子．

据研究表明 GAP-43是一种神经系统特异生长相

关蛋白，它广泛存在于神经组织中，尤其是在生

长、分化和再生的轴突末端以及突触前膜含量极

高，它的表达与神经元轴突生长一致．在发育成

熟的中枢神经系统中，成熟神经元轴突的生长和

突触的可塑性处于抑制状态．当轴突受到损伤后，

轴突的延长和重建可被重新诱导，诱导与神经轴

突向外生长依赖于有关蛋白的合成，是评估轴突

损伤和再生反应的重要指标，在神经纤维的生长、

发育、轴突再生以及突触功能的维持等方面起着

重要作用，并参与神经递质释放的调节，被认为

是神经元发育和再生的一个内在决定因子[1]．本实

验通过对大鼠脊髓进行全横断模拟了一个脊髓损

伤的模型，并且在断端注入 GAP-43抗原、多克

隆抗体，在术后的不同时间点，对三组受试鼠进

行运动能力 BBB 评分，抗原组、抗体组评分较

高、恢复较快，而对照组评分很低，在整个观察

过程中运动功能变化不大，恢复不明显．对照组、

抗原组、抗体组的 BBB评分比较均有显著的差异

性（ < 0.05）．该模型在病理学表现为整个损

伤区脊髓组织完全横断，部分组织坏死崩解以及

变性坏死．对照组中伤部脊髓病理变化无明显好

转，抗原、抗体组较对照组的水肿减轻、坏死区

范围减小、病理改变有所减轻、恢复较快，提示

GAP-43可缓解继发性脊髓损伤，进而发挥神经

保护的作用，而多克隆抗体阻滞对神经组织不能

产生不可逆的改变．闫丽娟等对多克隆 CNTF抗

体对肉毒毒素引起肌麻痹超微结构的影响中也发

现了同样的情况[2]．综上所述全横断的脊髓几乎没

有自我恢复的能力， GAP-43具有促进损伤脊髓

早期恢复的功能．本次实验仅从运动功能和病理

改变的角度来研究探讨其对中枢神经系统特别是

脊髓的损伤与修复，关于 GAP-43对脊髓损伤修

复的确切机制还有待于进一步的研究．从

GAP-43的结构、功能及其与突触的关系上，深

入探讨脊髓损伤的治疗有着十分重要的意义．

GAP-43对神经系统的修复功能不容小视是一种

值得探讨的神经修复因子，临床上若能进一步把

GAP-43表达增强，或许能更好的体现出 GAP-43

对神经系统的修复作用，可为下一步深入探讨脊

髓损伤的机理及早期的干预治疗奠定了基础．

组 别
观察时间

1st d 3rd d 5th d 9th d  15th d

对照组 0±0 0.167±0.104 0.500±0.151 1.500±0.189 2.500±0.333

抗原组 0±0 0.933±0.667* 1.900±0.100* 4.667±0.167* 7.25±0.144*

抗体组 0±0 0±0 0.982±0.174 2.851±0.202* 5.500±0.252*

表 1 大鼠脊髓全横断损伤后运动功能 BBB评分
Tab.1 The behavioral score of the rat was recorded at different time

与相同时间对照组比较，＊ < 0.05.
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对照组 3rd d ×400 抗体组 3rd d ×400 抗原组 3rd d ×400

对照组 5th d ×400 抗体组 5th d ×400 抗原组 5th d ×400

对照组 9th d ×400 抗体组 9th d ×400 抗原组 9th d ×400

对照组 15th d ×400 抗体组 15th d ×400 抗原组 15th d ×400

图 1 大鼠脊髓损伤后不同时间的光镜病理形态学变化
Fig.1 The pathobiology and imageology alterations
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［Abstract］ Objective To investigate on EB encoding latent membrane protein 1（LMP1） regulating the transcription of p16

在鼻咽癌细胞中 EB病毒 LMP1调控 G1/S检测点重要相关蛋
白的转录
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［摘要］目的 在 Tet-on-LMP1 HNE2鼻咽癌细胞中探讨 EB病毒编码的潜伏膜蛋白 1（LMP1）调控 p16和

cyclin D1的转录．方法 采用 Western blot方法、荧光素酶报道系统和 RT-PCR方法检测在 DOX诱导下不同时

间点 p16 和 cyclin D1 的启动子活性和转录．结果 LMP1 可下调 p16启动子活性和 mRNA 表达； 同时上调

cyclin D1启动子活性和 mRNA表达．结论 在 Tet-on-HNE2鼻咽癌细胞中 EB病毒 LMP1在转录水平调控 G1/S

检测点重要相关蛋白 p16和 cyclin D1的表达．

［关键词］潜伏膜蛋白 1； p16； cyclin D1； G1/S； 检测点
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and cycin D1 in the Tet-on-LMP1 HNE2 nasopharyngeal carcinoma cell line．Methods p16 and cyclin D1 promoter activity and

transcription with DOX induction were detected by western blot assay， luciferase reporter system and RT-PCR at the different

timepoint．Results LMP1 downregulated p16 promoter activity and mRNA expression and upregulated cyclin D1． Conclusion

EB LMP1 can regulate G1/S checkpoint significantly-related p16 and cyclin D1 expression at the transcriptional level in the

Tet-on-LMP1 HNE2 nasopharyngeal carcinoma cell line.

［Key words］ Latent membrane protein 1；p16; Cyclin D1；G1/S; Checkpoint

潜伏膜蛋白 1 (latent membrane protein 1，

LMP1)为 EB 病毒编码的重要瘤蛋白，包括亲水

性氨基端胞浆区、6个不同的疏水性跨膜区和亲

水性羧基端胞浆区 3个不同的结构域，通过激活

相关信号传导通路介导细胞异常增殖，与鼻咽癌

形成密切相关．

我们已初步证实 cyclin D1在人体鼻咽癌组织

异常过表达，表明可能与鼻咽癌的发病有关[1]；在

由鼻咽柱状上皮单纯性增生 /化生、异型增生 /化

生和鼻咽癌癌变多阶段过程 cyclin D1表达呈增高

趋势；其中在异型增生 /化生中呈“一过性增高”[2]．

另一方面，在鼻咽癌中，p16很少发生点突变 [3]，

但多为失活[4]、缺失[5]以及启动子甲基化[6]；但是，

在 p16阴性的鼻咽癌细胞系中导入野生型 p16表

达质粒则明显抑制细胞增殖[7]．上述重要的研究进

展为我们研究 EB 病毒 LMP1 对 cyclin D1 和 p16

的调节提供了重要的实验依据．

肿瘤作为一类细胞周期病，G1/S检测点经常

在癌变多阶段，甚至在癌前阶段就已失调.这一点

体现在与 G1/S调控相关的正性调节因子 cyclin D1

和负性调节因子 p16等关键基因上，cyclin D1通

过与 CDK4/6结合成复合物，激活 CDK4/6的激酶

活性，通过一系列级联反应促使细胞完成细胞周

期[8]．同时， p16作为 CDK的抑制因子，其编码

产物是细胞周期 G1/S期调控网络中的负性调节因

子，其氨基末端具有与 cyclin D1编码区同源区

域，可竞争性结合 CDK，阻止 cyclin D1过度激活

CDK以协同调节 CDK的活性，从而避免 G1/S检

测点调节紊乱、细胞增殖失常甚至癌变[9]．

因此，我们力求进一步验证在 Tet-on-HNE2

鼻咽癌细胞中 EB病毒 LMP1调控 G1/S检测点重

要相关蛋白的转录表达，为外界致病因子 EB 病

毒 LMP1介导转录因子对细胞周期直接的调控机

制提供新的实验依据．

1 材料与方法

1.1 细胞株和培养条件

Tet-on-HNE2 鼻咽癌细胞系 [10]为湖南医科大

学肿瘤研究所馈赠．在该细胞系中，LMP1能被

很好地诱导表达，随着四环素及衍生物强力霉素

（doxycycline，Dox）浓度的增加，LMP1呈现相应

的表达增加 . 该细胞培养液为 15 %小牛血清的

RPMI 1640，37 ℃，5 %CO2，并维持 200 mg/L

G418和 50 mg/L潮霉素药物筛选浓度下进行

培养．

1.2 细胞总蛋白

取对数生长期的 Tet-on-LMP1 HNE2 细胞，

用含 0.02 %EDTA 和 0.25 %胰酶消化，计数，

105/mL细胞接种于培养瓶中，贴壁生长后，按实

验所需分别加入不同浓度 Dox进行处理.总蛋白的

抽提：细胞经细胞裂解液（50 mmoL/L Tris·Cl pH

7.6400 mmoL/L NaCl，1 mmoL/L EDTA, 1 mmoL/L

EGTA，1 % NP40，0.5滋g/mL leupeptin，0.5滋g/mL

aprotinin， 0.5 滋g/mL pepstatin， 1 mmoL/L PMSF）

处理后裂解细胞，沸水浴中变性 5 min后，

10 000 r/min离心，取上清于-70℃贮存.用 BCA检

测试剂测定蛋白质浓度．

1.3 Western Blot分析

取各组细胞 50μg蛋白在不连续 SDS-PAGE

胶电泳，电转移至硝酸纤维膜上，再相应地加入

一抗、二抗，ECL 试剂（Pierce） 显示蛋白带,X

光片曝光，显影，定影.抗体使用如下：LMP1抗

体购自 DAKO 公司 (CS1-4);p16 (sc-759,SC-1037)、

cyclin D1（H-295）和α-tubulin抗体(sc-5286)购

自 Santa Cruz公司.

1.4 质粒抽提和瞬间转染

按照质粒抽提试剂盒说明(QIAGEN，Cat.No.

12163 )抽提质粒；按照 SuperFect 转染试剂说明

（QIAGEN）在 6孔培养板 (Costar)中进行质粒瞬间

第 28卷昆 明 医 学 院 学 报44



DOX处理（h）

转染；通过荧光酶试剂盒(Promega，Cat:E4531)分

析 LMP1对 cyclin D1 和 p16启动子的调节活性；

采用统计软件 SPSS 11.0 one-way ANOVA对荧光

素酶活性检测结果进行单因素方差统计分析；采

用 β-galactosidase 活性检测试剂盒 （Promega，

Cat:E2000）校正转染效率.有关质粒的使用：cy-

clin D1荧光酶报道质粒由 Strauss M博士惠赠 [11]；

p16启动子荧光酶报道基因质粒由 Peters G 博士

惠赠[12]；β-galactosidase表达质粒(pRSVβ-gal)由

Perkins ND博士惠赠[13]．

1.5 RT-PCR

按 TRIZOLTM试剂盒（Invitrogen公司)操作程

序提取提取细胞总 RNA，取 1.5μg 总 RNA 进行

cDNA合成.逆转录反应参照 Thermoscript RT-PCR

System说明进行（QIAGEN公司）．逆转录引物

使用 Oligo (dT) 20，在 10 uL反应体系中,由 Ther-

moscript RT逆转录酶逆转录 mRNA 为 cDNA；最

后加 1μL Rnase H， 37 ℃温育 20 min．取 2 滋L

cDNA进行 PCR扩增.根据文献 [14,15]合成 p16引物

和 cyclin D1 引物，用 GAPDH 基因作内对照.p16

PCR反应条件为 94 ℃ 3 min变性，24 个循环 94

℃ 1min，56℃ 30s，72℃ 40s；GAPDHPCR反应

条件为 94℃1m变性，20个循环 94℃1 m，58℃ 30

s，72℃ 45s；cyclinD1PCR反应条件为 94℃4m变

性，35个循环 94℃ 60s，65℃ 90s，72℃ 90 s. p16

antisense ， 5'-CTG CCC ATC ATC ATG ACC

TGG-3'; GAPDH antisense, 5'-TGA GGC TGT TGT

CAT ACT TCT C-3'; cyclin D1 antisense, 5'-GGA

TGC TGG AGG TCT GCG AGG AAC-3' 各取 10 滋l

分别于 2 %和琼脂糖凝胶电泳，0.5μg/ml溴化乙

锭染色，照相．

2 结果

2.1 Tet-on-LMP1 HNE2 细胞 EB 病毒 LMP1

的时间和剂量效应

首先利用 Tet-on LMP1 HNE2 细胞，加入不

同浓度的 Dox(0，0.006，0.06，0.6，6.0μg/mL)诱

导 LMP1表达，Western Blot结果表明 LMP1表达

在 0.6μg/ml剂量诱导下达到高峰；6μg/mL剂量诱

导下 LMP1表达维持在几乎同样水平（图 1），因

此，我们采用 0.6μg/mL的 DOX诱导剂量，检测

不同时间的 LMP1表达水平.结果表明，随着 DOX

诱导时间的延长，EB病毒 LMP1蛋白表达呈时间

依赖性增强 (图 2).从图 1 中可以看出，该体系

LMP1能被很好诱导表达．

图 1 Western blot分析 Tet-on LMP1 HNE2细胞中

LMP1剂量表达变化.

Fig.1 Dose course of DOX induction of LMP1

expression.

Tet-on LMP1 HNE2 细胞加入 0.006-6μg/ml Dox 处理

24小时，抽提总蛋白用于 Western Blot，以α-tubulin作为

内对照，结果显示随着 Dox剂量的增加，LMP1 表达也相

应地增加.

图 2 Western blot分析 Tet-on LMP1 HNE2细胞中

LMP1时间表达变化.

Fig.2 Time course of 0.6μg/mLof DOX induction of

LMP1 expression.

Tet-on LMP1 HNE2细胞加入 0.6μg/mLDox处理不同时

间，抽提总蛋白用于 Western Blot，以α-tubulin作为内对

照，结果显示随着时间的延长，LMP1表达也相应地增加.

2.2 EB病毒 LMP1激活 cyclin D1启动子，上调

其转录表达

我们将 cyclin D1荧光酶报道质粒和β-gal校

正质粒共转染 Tet-on-LMP1 HNE2细胞.结果显示,

不同剂量 Dox诱导 24 h后，与未诱导相比，cyclin

D1荧光素酶活性逐渐增加，在 6μg/mLDox诱导

浓度，cyclin D1荧光素酶活性增加到 6倍以上

（* < 0.05） （图 3） .

在确定 EB病毒 LMP1激活 cyclin D1启动子

的实验基础上，进一步研究其对 cyclin D1 mRNA

DOX(μg/mL)
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表达水平的调节.结果显示：cyclin D1转录表达呈

剂量依赖性增加（图 4），表明 LMP1调节 cyclin

D1转录上调呈剂量依赖效应.

图 3 不同浓度 LMP1 对 cyclin D1 启动子相对活性

（倍数）的改变

Fig.3 Dose course of cyclin D1 luciferase activity

Tet-on LMP1 HNE2 细胞共转染 cyclin D1 启动子报道

质粒和 β-gal校正质粒后，经不同剂量 DOX 诱导 LMP1

表达 24小时后采用荧光酶检测试剂盒分析 cyclin D1启动

子活性．图为相对活性（倍数） 的改变（与未诱导相比

P<0.05）

图 4 RT-PCR检测 Tet-on-LMP1-HNE2细胞时 cyclin
D1 mRNA表达的时间效应

Fig.4 Time course of cyclin D1 mRNA expression
Tet-on-LMP1-HNE2

2.3 EB病毒 LMP1下调 p16启动子活性和转录

表达

我们将 p16荧光酶报道质粒和β-gal校正质

粒共转染 Tet-on-LMP1 HNE2细胞.结果显示,不同

剂量 DOX诱导 24 h后，与未诱导相比， p16荧

光素酶活性则呈逐渐下降的趋势，在 6μg/mL

DOX诱导浓度，p16荧光素酶活性减少到 5倍左

右.（ < 0.05） （图 5） .

在确定 EB病毒 LMP1下调 p16启动子的实验

基础上，进一步研究其对 p16 mRNA表达水平的

调节.结果显示：p16转录表达呈剂量依赖性减弱

（图 6），表明 LMP1调节 p16转录下调呈剂量依赖

效应.

图 5 不同浓度 LMP1对 p16启动子相对活性（倍数）的

改变

Fig.5 Dose course of p16 luciferase activity

Tet-on LMP1 HNE2细胞共转染 p16启动子报道质粒和

β-gal校正质粒后，经不同剂量 DOX诱导 LMP1表达 24

h后采用荧光酶检测试剂盒分析 p16启动子活性.图为相对

活性（倍数）的改变（与未诱导相比 < 0.05）

                                           

                                           

                                           

                                           

                                           

 图６ RT-PCR检测 Tet-on-LMP1-HNE2细胞时 p16

mRNA表达的时间效应

Fig.６ Time course of p16 mRNA expression

Tet-on-LMP1-HNE2

3 讨论

细胞周期不同时相间存在着 G1/S、G2/M等

一系列类似“开关”式的关键检测点，具有监视

和调控细胞周期时相的作用，使其正常转换，以

保证各个细胞周期事件的启动、完成与忠实地按

序进行，其中 G1/S检测点至关重要.G1/S检测点

经常在癌变多阶段，甚至在癌前阶段就已失调.这

一点体现在与 G1/S 调控相关的正性调节因子

cyclin D1 和负性调节因子 p16 等关键基因上，

cyclin D1 通过与 CDK4/6 结合成复合物，激活

CDK4/6的激酶活性，通过一系列级联反应促使细

胞完成细胞周期[16]；同时， p16作为 CDK的抑制

因子，其编码产物是细胞周期 G1/S期调控网络中

滋

GAPDH

p16

GAPDH

cyclin D1
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的负性调节因子，其氨基末端具有与 cyclin D1编

码区同源区域，可与 CDK竞争性结合，阻止

cyclin D1过度激活 CDK以协同调节 CDK的活性,

从而避免 G1/S检测点调节紊乱、细胞 G1期延长

以及细胞增殖失常甚至癌变．p16和 cyclin D1之

间的稳态平衡，是用以维持细胞周期 G1/S正常行

进的关键因素；一旦失调则引起细胞周期紊乱，

诱发癌变和 /或加速肿瘤的演进[17].

肿瘤是一类细胞周期疾病，常常存在 cyclin

D1和 p16表达失调.诸多研究表明：cyclin D1与

头颈部肿瘤癌变多阶段有密切的关系[18]；在支气

管粘膜的轻度、中度和重度不典型增生的癌前病

变中 cyclin D1呈渐进性升高,因此，cyclin D1的

表达是一早期事件，值得关注的是，新近的研究

表明，cyclin D1瞬时表达足以促进在体肝细胞的

复制和肝的生长；过度表达则促使细胞异常增生，

导致基因组不稳定而诱发肿瘤发生[19]．cyclin D1

是 G1/S检测点调节的主要周期素，表达异常可导

致细胞 G1/S检测点失调而过度增殖[20]；用 cyclin

D1/CDK4选择性抑制剂 indolocarbazoles则可以使

肿瘤细胞停止生长，阻滞于 G1期[21]．同时，p16

具有抑制鼻咽癌细胞增殖作用机制是使细胞停滞

于 G0/G1期；p16缺失则使细胞失去了对 CDK的

负相调控作用，促使过多细胞越过 G1检测点加

速增殖[22].

更进一步的研究表明，p16和 cyclin D1协同

作用对于处于怀孕和哺乳期个体的细胞生长调节

起着至关重要的作用[23]； p16和 cyclin D1蛋白表

达比例失调在膀胱癌的发生发展中起着重要的作

用[24]；p16失活和 cyclin D1过表达与口腔、上消

化道肿瘤和肺的神经内分泌肿瘤的发生密切相关.

因此，p16和 cyclin D1异常表达与 G1/S检测点功

能失调密切相关[25].

本文研究结果显示，在 Tet-on-LMP1 HNE2

鼻咽癌细胞中， LMP1引发 cyclin D1与 p16表达

失调（图 2，图 3），从而可能引发 G1/S检测点

失调，细胞异常增殖，并进一步加剧肿瘤细胞的

恶性演进.该研究在外界致病因子 EB病毒 LMP1

和细胞周期之间建立了新的直接联系，为肿瘤发

病机制研究提供了新的实验依据.
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