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流式细胞术 BrdU/DNA双染法测定云芝糖肽
诱导的Molt-4细胞周期阻滞
刘 佳 1 杨晓彤 1△ 杨庆尧 2

（1上海师范大学生命与环境科学学院 上海 200234；2上海杨杨百草研究所 上海 200234）

摘要目的：探究云芝糖肽(PSP)对人急性淋巴母细胞白血病Molt-4细胞周期的影响。方法：采用流式细胞术 BrdU/DNA双染法获
得各时相细胞分布状况和细胞周期的动力学参数。结果：0.1 mg/mlPSP处理 12 h后，G2/M期细胞百分比由对照组的 11.09 %减少
至 3.69 %。DNA合成时间由 12.10 h延长至 108.40 h。24 h处理组中，S期细胞百分比由对照组的 43.29 %增加至 67.26 %，而
G0/G1期和 G2/M期细胞百分比均减少，G0/G1期细胞百分比由对照组的 37.47 %减少至 27.43 %，G2/M期细胞百分比由对照组
的 19.24 %降低至 5.31 %。DNA合成时间更是由 11.95 h延长至 114.52 h。结论：PSP对人急性淋巴母细胞白血病Molt-4细胞周期
的阻滞作用在于 S期，该作用与 DNA合成抑制有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the cell cycle inhibition effects of Polysaccharopeptides derived from Trametes versicolor
(PSP) on human acute leukemia Molt-4. Methods: Flow cytometry BrdU/DNA bivariate immunostaining method was used to detect the
distribution of each phase and cell cycle kinetic parameters. Results: After treatment by 0.1 mg/ml PSP for 12 h, the percentage of G2/M
phase cells were dropped from 11.09% (control) to 3.69%. DNA synthesis time extended from 12.10 h to 108.40 h. In 24 h treatment
group , the percentage of S phase cells increased from 43.29 %(control) to 67.26 %, while the percentage of G0/G1 phase and G2/M
phase cells were all reduced, G0/G1 phase cells decreased from 37.47 % (control) to 27.43 %, G2/M phase cells reduced from 19.24 %
(control ) to 5.31 %. DNA synthesis time was prolonged from 11.95 h to 114.52 h. Conclusions: PSP induce cell cycle retardarce in S
phase on human leukemia Molt-4 cells,and related to inhibition of DNA synthesis.
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前言

研究抗癌药物对肿瘤细胞周期的影响对于了解药物的抗

癌机制以及癌症治疗有重要意义。细胞周期研究的基本方法有
同位素[3H]dThd标记 DNA合成前体的放射自显影法和 DNA
特异染料测定总 DNA含量法。但是这些方法仅能得到间接模
糊的数据，需要复杂的数学模型计算才能获得细胞周期参数[1]。
BrdU（5-溴 -2'-脱氧尿苷）是尿嘧啶核苷嘧啶环第五位氢原子
被溴原子取代后的一种卤代物，在 DNA合成时它能取代尿嘧
啶核苷掺入 DNA中。BrdU为半抗原，抗 BrdU单克隆抗体可

以与单链 DNA结合，所以 BrdU在 DNA中出现的数量和时间
能充分体现 DNA的合成过程。另外，碘化丙啶（PI）与双链
DNA结合得到总 DNA的含量[2]。流式细胞术 BrdU/DNA双染
法可以直观地显示出群体各时相细胞分布状况和各时相细胞

比例。对标记后不同时间取样所得的一系列数据分析，可以快
速获得细胞周期的动力学参数和 DNA合成速度。
云芝糖肽（Polysaccharopeptide of Trametes versicolor，PSP）
是从云芝 Cov-1菌株深层培养菌丝体内提取的结合蛋白多糖
[3]。1998年云芝糖肽被为批准为国家 II类新药，它可以提高癌
症患者的免疫力，改善生活质量，延长寿命，也可以用于亚健康

人群提高身体免疫力。研究结果表明，云芝糖肽对肺癌、胃癌、
结肠癌、白血病，乳腺癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤都有治疗效
果，有效抑制肿瘤细胞的生长，诱导肿瘤细胞凋亡[4]。有研究证
明，将培养时间为 2-10天得到的 PSP处理人急性淋巴母细胞
白血病Molt-4细胞 72小时，通过流式细胞术 PI单染法分析发
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现 PSP能够将细胞阻滞在 S期，而且阻滞在 S期的细胞数量
有 PSP培养时间依赖性[5]。另外，还有实验表明，在高剂量（0.5
和 1.0 mg/ml）PSP处理人早幼粒白血病 HL-60细胞和人单核
淋巴瘤白血病 U-937细胞 72小时，发现这两种白血病细胞周
期均阻滞在 G0/G1期，S期细胞分布减少[6, 7]。但是与 HL-60细
胞不同的是，在低剂量（0.1 mg/ml）PSP作用下，U-937细胞出
现 S期细胞积累而 G0/G1期细胞减少的现象。于是我们采用
流式细胞术 BrdU/DNA双染法测定低剂量（0.1 mg/ml）PSP作
用下处理 Molt-4细胞较短时间（12和 24小时）细胞周期阻滞
的时相和 DNA合成速度的变化。

1 材料与方法

1.1 试剂
BrdU由 Sigma公司生产；小鼠抗 BrdU单克隆抗体由 BD

pharmingen公司生产；山羊抗小鼠 Ig-FITC抗体购自北京康为
世纪生物技术有限公司；云芝糖肽（PSP）由杨庆尧教授提供；
RPMI-1640培养基，青霉素和链霉素由 Invitrogen公司生产；胎
牛血清由 PAA 公司生产；FACS Calibur 流式细胞仪 BD
pharmingen 公司生产；Winlist 1.04 和 Modfit 5.11 软件为美国
Verity Software House公司出品。
1.2 PSP的制备
称取云芝糖肽粉末 680 mg溶于 6.6 ml水中，搅拌 60 min，
离心（4000 rpm，5 min）取上清，0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，分
装后 4℃保存。
1.3 细胞培养
人急性淋巴母白血病细胞 Molt-4 由香港大学 Jennifer

Wan博士惠赠，在 37℃, 5 % CO2下培养于完全 RPMI-1640培
养基中，完全 RPMI-1640 培养基中含有 10 %胎牛血清，100
U/ml青霉素和 100 mg/ml链霉素。
1.4 实验方法
1.4.1 BrdU标记 对数生长期的 Molt-4细胞加入 BrdU使其终
浓度达到 10 M。混匀后置于 37℃水浴中短期标记 20 min。温
热的 RPMI培养基离心洗涤两次（500g，5min），以除去未被结
合的 BrdU，重悬细胞后重新接种于细胞培养瓶中，加入 CRP-
MI培养基和 PSP，使终浓度分别为 0和 0.1 mg/ml，继续置 CO2

培养箱中孵育 12h和 24h。
1.4.2 乙醇固定和 HCl处理 达到设定时间后，使用预冷的 PBS
离心洗涤两次（500g，5 min，4℃），滴加 5 ml 75 %冰冷的乙醇固
定过夜。PBS离心洗涤两次（2000 rpm，5 min）除去乙醇，滴加
1ml 2 M HCl处理 30 min，用于打开 DNA双螺旋链。
1.4.3 免疫荧光抗体孵育 5 ml PBST 离心洗涤两次除去 HCl
后，加入 50 l小鼠抗 BrdU单克隆抗体（1：50 稀释）25℃下孵
育二小时。5 ml PBST离心洗涤两次后，加入 100 l山羊抗小鼠
Ig-FITC抗体（1：2000稀释）25℃下黑暗房间内孵育两小时。
1.4.4 DNA 染色 10 ml PBST 离心洗涤后用 300 l 碘化丙啶
（PI）染液（11.21 g/L Tris，584 mg/L NaCl，50 mg/L PI，10 mg/L
RNAse，1 ml/L Nonidet P-40（pH 8.0））重悬细胞，黑暗中室温下
染色 30 min。
1.4.5 流式细胞仪检测和数据处理 FACS Calibur流式细胞仪
进行检测，收集 10000个细胞，收集 PI荧光的面积信号和宽度

信号，通过设门去除粘连细胞，使用Winlist 1.04和 Modfit 5.11
软件进行数据处理。

2 结果

0.1 mg/m PSP处理被 BrdU短暂标记的对数生长期Molt-4
细胞 12 h和 24 h，收集到的细胞经 DNA部分变性后，用被荧
光素标记的抗 BrdU抗体和 DNA染料同时染色，然后通过流
式细胞仪检测两种荧光，得到 BrdU相对于总 DNA的双参数
直方图[8]。在对照直方图（图 1A1）中，G0/G1期、S期、G2/M期
的总 DNA含量依次升高。只有 S期细胞才合成 DNA 掺入
BrdU，所以 S期细胞 BrdU的含最高。12 h的直方图(图 1A2)
中，被 BrdU标记的 S期细胞细胞分裂后进入 G0/G1期，这部
分细胞表示为 Ld，在各周期时相细胞分布百分比计算中归入
G0/G1期细胞。未被 BrdU标记的 G0/G1期细胞进入 S期,这部
分细胞表示为 S-，在各周期时相细胞分布百分比计算中归入 S
期细胞。

BrdU/DNA双参数直方图通过软件处理和数据统计得到
各时相细胞比例的变化。在 PSP处理 12 h后，G2/M期细胞百
分比由对照组的 11.09 %减少至 3.69 %。PSP 处理 24 h 后，
G2/M期细胞百分比发生极其显著的减少，由对照组的 19.24 %
减少至 5.31 %，降幅达到约 75 %。PSP处理 24h后，S期细胞百
分比发生非常显著的增加，由对照组的 43.29 %增加至 67.26
%，而 G0/G1期细胞百分比由对照组的 37.47 %减少至 27.43
%。这说明 PSP影响了Molt-4细胞的分裂和增殖，并且Molt-4
细胞的细胞周期被 PSP水提物阻滞在 S期而不是 G0/G1期。
对 BrdU标记后 12 h和 24 h取样所得的双参数直方图分

析发现 PSP诱导Molt-4细胞的 DNA合成时间显著延长。PSP
处理 12h后，DNA合成时间由 12.10h延长至 108.40h，增加了
8.96倍。而在 PSP处理 24 h后，DNA合成时间更是由 11.95h
延长至 114.52h，增加了 9.58倍。

3 讨论

肿瘤细胞有别于正常细胞的标志是失控增殖，而且几乎所

有肿瘤都存在细胞周期调控缺陷，所以肿瘤被认为是一种细胞

周期疾病。由于肿瘤细胞的细胞周期限制点和细胞周期检验点
的破坏等产生的细胞周期缺陷促使细胞增殖和使细胞对 DNA
损伤不应答，从而诱导癌变[9, 10]。多种抗癌药物通过诱导肿瘤细
胞周期特异性凋亡发挥抗肿瘤作用。这种细胞周期特异性是抗
癌药物的重要属性之一，被广泛应用于基础研究和临床肿瘤治

疗[11]。
流式细胞术 BrdU/DNA双染法的方法被用来研究 PSP诱

导Molt-4细胞周期的动力学变化。BrdU/DNA双染法通过流式
细胞仪直接测定出处于 DNA合成期的细胞比例，更好的反应
细胞的 DNA合成期情况，同时可以观察到细胞周期的动态变
化。本研究表明经过流式细胞术 BrdU/DNA双染法测定低剂量
PSP和较短时间作用下 Molt-4细胞的细胞周期阻滞在 S期。
DNA 合成时间的结果说明 PSP 是通过延长 Molt-4 细胞的
DNA合成时间来诱导 S期阻滞的。
本实验结果与流式细胞术 PI单染法观察到的不同培养时

间得到的 PSP处理Molt-4细胞 72小时，还有低剂量 PSP作用
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图 1流式细胞术 BrdU/DNA双染法得到的 BrdU/DNA双参数直
方图

Fig.1 BrdU/DNA histogram measured by bivariate BrdU/DNA flow
cytometry

BrdU/DNA双参数直方图表示的是 PSP 0.1 mg/ml处理 12h和 24h后
Molt-4细胞的各周期时相细胞分布。被 BrdU标记的 S期细胞位于

DNA含量为 2N (G0/G1)和 4N (G2/M)之间，这部分未分裂的细胞表示
为 Lud。12h的直方图中，被 BrdU标记的 S期细胞细胞分裂后进入
G0/G1期，这部分细胞表示为 Ld，未被 BrdU标记的 G0/G1期细胞进

入 S期，这部分细胞表示为
S-histogram of bivariate BrdU/DNA flow cytometry distribution of the
Molt-4 cells without or with PSP (0.1mg/ml) treatment for 12 h and 24h
respectively. The S phase cells situated in between 2N (G0/G1) and 4N
(G2/M) labeled positively with BrdUrd, and this population of cells were

undivided and expressed as labeled undivided cells (Lud). The 12-h
histogram shows that some S phase cells incorporated with BrdU had
progressed through the G2/M phase, further divided and appeared in
G0/G1 as daughter cells or labeled divided cells (Ld), the G0/G1 cells
without BrdU incorporation entered into S phase were expressed as S-

cells.

图 2 PSP 0.1 mg/ml处理Molt-4细胞 12h各周期时相细胞分布百分比
的变化

Fig.2 Cell cycle phase distribution changes in Molt-4 cells treated with 0.1
mg/ml PSP for 12h

数据表示为 mean±SEM(n=2)，*,**: P<0.05, 0.01 vs对照。
All data are expressed as mean ± SEM (n=2). *,**: P<0.05, 0.01 vs

control.

图 3 PSP 0.1 mg/ml处理Molt-4细胞 24h各周期时相细胞分布百分比

的变化

Fig.3 cell cycle phase distribution changes in Molt-4 cells treated with 0.1

mg/ml PSP for 24h

数据表示为 mean±SEM(n=2)，*,**: p<0.05, 0.01 vs对照
All data are expressed as mean± SEM (n=2). *,**: p<0.05, 0.01 vs

control
U-937细胞 72小时的实验结果都相似。另外，还有研究表明，
将 25 和 50 g/mlPSP 处理 HL-60 和 ZR-75-30 细胞 1 和 6 小
时，两种细胞均被阻滞在 S期和 G2/M期，DNA合成时间显著
延长[12-14]。并且在 PSP与 DOXO，VP-16和 CPT等 S期特异性
药物共同作用于细胞后，发现 PSP可以增强 S期特异性药物对
细胞 S期的阻滞效果，且诱导 S期细胞发生凋亡。因此我们猜
测 PSP对Molt-4的抑制作用是通过使周期时相阻滞在 S期进
而发生凋亡而实现的。
总之，流式细胞术 BrdU/DNA双染法测定云芝糖肽诱导的

Molt-4细胞周期阻滞在 S期，且 DNA合成抑制是云芝糖肽导
致 S期积累的机制之一。
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