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摘要：细胞周期是细胞内一系列高度协调的事件的总和，涉及细胞衰老、恶

性转化等多种生物学过程。越来越多的研究表明，细胞周期调控通路与癌症的非

增殖特征，如代谢重塑和免疫逃逸密切相关，然而，关于主要组织相容性复合物

（Major Histocompatibility Complex，简称MHC）介导的肿瘤自身抗原提呈能力

与细胞周期之间的关系，迄今为止仍缺乏深入研究。本课题参考文献中 FUCCI

系统构建方式，在小鼠胰腺导管腺癌（PDAC）细胞系（HT细胞系）基础上建

立携带 FUCCI系统的细胞系并对其 FUCCI系统功能加以验证，其后利用膜蛋白

抗体荧光标记技术结合流式分析术证明MHC I类分子的表达与细胞周期的相关

性，并尝试采用 RNA-seq等技术寻找关键的调控因子。实验结果显示，HT细胞

系表面MHC-I类分子（H-2Kb）表达与细胞周期相关，且在 G1/S期表达较低，

在 G2/M期表达较高。本课题拓展了 FUCCI系统在其他细胞系中的使用，同时

证明了肿瘤细胞表面MHC I 类分子的表达与细胞周期的相关性，对于研究肿瘤

细胞的抗原提呈能力与细胞周期之间的联系具有启发作用。
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Abstract: The cell cycle is a tightly coordinated process involving cell senescence
and malignant transformation. Emerging evidence links cell cycle regulatory
pathways to non-proliferative cancer traits, such as metabolic reprogramming and
immune evasion. However, the connection between tumor antigen presentation via
Major Histocompatibility Complex (MHC) and the cell cycle remains unclear. Here,
we established a FUCCI system-equipped mouse pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) HT cell line following literature-described methods and validated its function.
Using membrane protein antibody labeling and flow cytometry, we found that MHC-I
(H-2Kb) expression fluctuates within the cell cycle, being lower in the G1/S phase
and higher in the G2/M phase. RNA-seq and further analyses were adopted to identify
key regulatory factors. This study extends FUCCI system applications to new cell
lines and reveals a cell cycle-dependent regulation of MHC-I expression in tumor
cells, shedding light on the interplay between antigen presentation and cell cycle
dynamics.
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引言（前言）

细胞周期包含一系列严格控制的事件，这些事件导致基因组 DNA的忠实复

制和两个子细胞的繁殖[1]。简而言之，细胞周期可以分为四个主要阶段：间期 1

（G1）、DNA合成期（S）、间期 2（G2）和有丝分裂期（M）。DNA复制的

保真度和完整性以及姐妹染色单体的及时准确分离是由各种细胞周期检查点质

量控制的，主要包括：G1/S检查点、G2/M检查点、纺锤体组装检查点（SAC）。

FUCCI（The fluorescence ubiquitination cell-cycle indicator）系统用以在活细

胞内精确指示细胞周期阶段，其将细胞周期相关蛋白基因与荧光蛋白基因串联表

达，形成融合蛋白，同时受到细胞周期性降解调控，由此，根据串联的细胞周期

相关蛋白的周期性表达特性，可以根据荧光的强弱判断单个细胞所处细胞周期的

具体阶段[2]。FUCCI系统的构建具备可靠的分子生物学基础，且其功能性可被多

项实验有力验证[2, 3]，被广泛应用于细胞周期相关研究中[4-8]。

细胞分裂过程在癌症的发展中起着至关重要的作用[9]，越来越多的证据表明

细胞周期调控途径与癌症的非增殖特征相关，包括代谢重塑和免疫逃逸[10]。大量

的转录组学研究表明，免疫检查点阻断（ICB）反应性肿瘤与 ICB抗性肿瘤在细

胞周期相关基因上存在显著表达差异，包括关键的G2/M检查点和E2F靶基因[11]。

此外，细胞周期蛋白 D1和 CDK4的基因扩增与人类实体瘤的 ICB反应呈负相关

[12]。

在抗肿瘤免疫反应中，抗原提呈在两个步骤中起到关键作用：其一，肿瘤抗

原必须被树突状细胞（DC）吸收，且交叉呈递用于 CD8+T细胞启动；其二，抗

原必须由肿瘤直接呈现，以便被启动的 CD8+T细胞识别和杀伤。肿瘤在这两个

步骤中发展多种机制来减少抗原呈递并逃避免疫识别，包括释放高水平的 PGE2

作为抑制性 DAMP阻止 APC 的激活[13]、减少肿瘤细胞上 HLA-I 的表达等[14]。

有研究证明，CDK4/6抑制剂能够促进肿瘤抗原提呈，并且促进免疫细胞的浸润，

CDK4/6抑制剂能通过抑制 E2F介导的 DNA甲基转移酶 1（DNMT1）的转录，

进一步抑制 DNMT1介导的内源性逆转录病毒元件（ERV）启动子区域甲基化，

增加 ERV的表达，从而触发以增加干扰素λ（IFNγ）和MHC I/II 类抗原为特征

的转录组[15]。这些肿瘤衍生的抗原募集更多的免疫细胞浸润到肿瘤部位，以抑制

肿瘤生长并促进肿瘤细胞的清除。

我们由这些研究获得启发，期望在无药物处理的情况下探索肿瘤细胞抗原提



呈能力与其所处细胞周期特定阶段的相关性。我们首先参考文献中 FUCCI系统

构建方式，在 HT 细胞系基础上建立了携带完整 FUCCI 系统的 HT-FUCCI细胞

系；接下来，我们通过一系列实验（如共聚焦延时成像技术、流式分析术、RT-qPCR

等）验证了 HT-FUCCI细胞系的功能性，即确定 FUCCI系统可以正确指示细胞

的细胞周期；在获得能够正确指示细胞周期的肿瘤细胞系后，我们利用膜蛋白抗

体荧光标记技术结合流式分析术证明了MHC I类分子的表达与细胞周期的相关

性，发现 HT细胞系表面MHC-I分子（H-2Kb）表达与细胞周期相关，且在 G1/S

期表达较低，在 G2/M期表达较高。后续我们进行了 RNA-seq 实验，但遗憾的

是我们难以解读所获得的实验结果，且发现在转录水平上 H-2Kb 分子的表达与

我们此前在流式分析中所得恰恰相反。我们在未来计划进行 CRISPR筛选实验来

寻找导致MHC-I膜表达细胞周期性变化的调控基因。

1 实验流程与框架

本课题的实验内容主要包含两部分：第一部分为证明MHC-I表达与细胞周

期的相关性，该部分应在项目的中期报告前完成，为该项目的主体部分；第二部

分为探究此前所证MHC-I表达细胞周期性的可能调控基因，为该项目的探索部

分。

在第一部分实验中，我们尝试证明肿瘤细胞抗原提呈能力与其所处细胞周期

特定阶段的相关性，我们着眼于MHC-I在肿瘤细胞表面的表达水平在整个细胞

周期中的变化。在预实验中，我们使用 DAPI对细胞核 DNA染色或细胞周期阻

滞剂处理来确认细胞周期信息，并通过免疫荧光技术使用荧光抗体标记细胞表面

的MHC-I 分子（H-2Kb），发现处于 G1 期细胞的膜表面 H-2Kb 的表达量显著

低于 G2/M期细胞。但考虑到 DAPI以及细胞周期阻滞剂具有细胞毒性，无法在

活细胞中动态指示细胞周期，且处理后的细胞不适用于后续分选培养，我们考虑

在正式实验中采用内源性荧光依赖的细胞周期指示系统——FUCCI系统。在正

式实验中，首先应参考文献中 FUCCI 系统构建方式，在 HT 细胞系基础上建立

携带完整 FUCCI系统的 HT-FUCCI细胞系。接下来，需要验证 HT-FUCCI细胞

系的功能性，即确定 FUCCI系统可以正确指示细胞的细胞周期，分为三个步骤

进行：其一结合文献报道，判断流式分析下表达不同荧光的细胞分群是否明显、

双阴性细胞是否较少；其二，使用共聚焦延时成像技术，观察细胞在完整细胞周



期内的荧光特性的变化；其三，根据荧光特性，对细胞进行分选获得理论上处于

G1、S、G2/M期的三群细胞，通过 RT-qPCR实验检测三群细胞中细胞周期标志

性基因的表达水平，由此判断所得分群是否准确代表了处于不同时期的细胞。最

后，利用膜蛋白抗体荧光标记技术结合流式分析术尝试证明MHC I类分子的表

达与细胞周期的相关性。（图 1）

图 1. 实验流程与框架（Part 1）

在第二部分实验中，我们对所得的 FUCCI-HT 细胞系根据荧光进行分选，

获得处于三个细胞周期（G1、S、G2/M期）的细胞，用于 RNA-seq，在 RNA-seq

结果中重点关注 H-2Kb 分子的表达水平，以及随细胞周期呈现特定表达水平波

动的基因（如在 G1/S期表达较低，在 G2/M期表达较高）。同时我们构建了 sgRNA

文库，期望通过 CRISPR筛选来寻找调控MHC-I分子细胞周期性表达的基因。

图 2. 实验流程与框架（Part 2）



2 前期发现与预实验

利用 HT细胞系，对细胞基因组 DNA 进行 DAPI染色，同时对细胞膜上的

H-2Kb蛋白（该品系小鼠中稳定表达的一类MHC-I分子）使用流式荧光抗体染

色，通过流式分析，根据 DAPI荧光强度并通过 Flowjo 软件拟合细胞周期，对

处于 G0/G1、S、G2/M期的细胞进行分群，检测不同细胞周期细胞 H-2Kb阳性

细胞比例与平均荧光强度（MFI），结果如下图所示（图 3）。由结果可知，G2/M

期细胞的MHC I类分子表达量显著高于 G0/G1期细胞。对于经过不同细胞周期

阻滞剂处理（OH-Urea 将细胞阻滞在 G1/S期，RO-3306 将细胞阻滞在 G2 期）

的 HT细胞，同样处理后用流式细胞仪检测相同项目，结果如下图所示（图 4）。

由结果可知，被阻滞在G2期细胞的MHC I类分子表达量显著高于被阻滞在G1/S

期的细胞。

图 3. 处于不同细胞周期的 HT细胞的 H-2Kb定量检测

图 4. 经不同细胞周期阻滞剂处理的 HT细胞的 H-2Kb定量检测

综合以上发现，我们初步认为，HT细胞表面的MHC-I分子与其所处的细胞

周期时期具有一定的相关性，具体体现在处于 G1期细胞的膜表面 H-2Kb的表达

量显著低于 G2/M期细胞。考虑到 DAPI染料的细胞毒性及后续实验要求，我们

仍需要 FUCCI系统来获知细胞周期信息并进行后续实验。



3 FUCCI系统的构建

在该项目中，我们需要构建插入完整 FUCCI系统的 HT细胞系，该细胞系

能通过内源性荧光指示细胞周期。细胞系构建一般通过两种方式进行：慢病毒转

导方式获得稳转细胞系、目的质粒以阳离子脂质体转导方式在 Rosa26位点同源

重组获得 Knock-in 细胞系。在该项目中，我们同时采用这两种方式构建了稳转

FUCCI-HT细胞系与 KI FUCCI-HT 细胞系。

3.1 FUCCI质粒构建

选用实验室已有的 pXYH1与 XYU486质粒为背景质粒，前者含慢病毒转导

所需的关键元件，如 5’LTR、3’LTR、HIV-1Ψ等，用于构建稳转细胞系；后者含

Rosa25位点两侧 800bp同源臂，用于构建 KI细胞系。在背景质粒基础上插入参

考的 FUCCI(CA)2.1 模板序列（来自于 Sakaue-Sawano, A., et al. (2017)），其内

包含 hCdt1-mCherry probe和 AmCyan1-Gem1 probe，两个 probe之间根据文献中

FastFUCCI[16]的构造使用 P2A元件相连。在实际质粒构建过程中，考虑到实验室

现有可用质粒或片段，我们将 AmCyan1换为 mVenus，并使用 CMV启动子（图

5 ） 。 最 终 获 得 目 的 质 粒 pXYU846-FUCCI in pXYH1 background 和

pXYU847-Rosa26 donor-FUCCI and puro（图 6）。

图 5. FUCCI(CA)2.1的核心元件

图 6. pXYU846-FUCCI in pXYH1 background与 pXYU847-Rosa26 donor-FUCCI and puro



3.2 FUCCI-HT细胞系构建

对于稳转细胞系，采用阳离子脂质体转染方式包毒，其后收取含包装入目的

质粒的病毒上清液对 HT细胞进行共两次转导。对于 KI 细胞系，直接将目的质

粒与 Rosa26 sgRNA质粒转染入 HT细胞。对于转导转染后所得的稳转细胞与 KI

细胞，前者使用流式细胞分选仪进行两轮分选，后者在经历两轮 Puro药筛后直

接分选出单克隆细胞。对于 FUCCI稳转细胞系，第一轮分选前，双阴性细胞占

绝大多数（~60%），细胞分群不明显，与文献中的结果相距甚远。第一次分选

出mCherry或mVenus表达的细胞；第二轮分选出单克隆细胞 96个，均为mVenus

和 mCherry双阳性细胞；最终，我们选定 A03单克隆作为实验细胞株（图 7）。

对于 FUCCI Knock-in 细胞系，由于导入质粒中含有 PuroR，因此我们使用抗生

素 Puromycin进行两轮筛选；药筛后，与稳转细胞系相似，我们进行了单克隆的

分选，最终选定 1D2细胞株作为实验细胞株（图 8）。

图 7. 稳转细胞系 5株单克隆中选定 A03细胞株（红）

图 8. KI细胞系 8株单克隆中选定 1D2细胞株（红）



4 FUCCI系统功能验证

在获得 FUCCI-HT细胞株后，我们希望从多个角度验证 FUCCI正确指示

细胞周期的能力。根据 FUCCI 系统的分子机理，mCherry+mVenus-的细胞应处

于细胞周期的 G1期，mCherry-mVenus+的细胞应处于 S期，而 mCherry+mVenus+

的细胞应处于 G2/M期（图 9）。我们使用长时程延时共聚焦摄影技术和 RT-qPCR

尝试证明 FUCCI系统能够正确指示细胞周期。

图 9. FUCCI系统中荧光表达与细胞周期的对应关系[2]

4.1 A03细胞株在流式分析下的荧光表达模式

对 A03细胞进行流式分析并与未导入 FUCCI系统的 HT细胞进行比较，可

见 A03 细胞在 mCherry 和 mVenus荧光表达上分群十分明显，分为三群，其中

mCherry+mVenus- 细 胞 约 占 28% ， mCherry-mVenus+ 细 胞 约 占 37% ，

mCherry+mVenus+细胞约占 11%，荧光表达模式与文献报道相近（图 10）。

图 10. A03细胞的荧光表达模式（左）与文献报道的 FUCCI-HeLa细胞荧光表达模式（右）



4.2 WB验证 P2A元件的充分自切割

考虑到在 FastFUCCI构建中 P2A元件可能存在未能自切割的情况，由此会

影响荧光表达模式，我们尝试用WB实验检测细胞内是否含有两个 probe串联表

达的大融合蛋白。实验结果可见基本不存在 80kDa的大融合蛋白，说明 P2A元

件自切割充分，不会影响后续实验。（图 11）

图 11. WB实验检测由 P2A元件未能自切割形成的融合蛋白

40kDa是两个 probe分别表达的正常小融合蛋白大小，80kDa则是对应可能存在的

大融合蛋白大小；分别使用 anti-mCherry抗体与 anti-mVenus标记结合并可视化

4.3 长时程延时共聚焦成像技术检测 A03活细胞的荧光表达模式

我们通过长时程延时共聚焦成像技术对细胞进行拍摄，观察细胞在完整细胞

周期内的荧光特性的变化，结合显著节点（如以核膜破裂和重建为标志的M期

起始与结束）判断 FUCCI系统是否能够正确指示不同的细胞周期时期（图 12）。

图 12. A03细胞长时程延时共聚焦成像结果图（20h）



由拍摄结果，易确认核膜破裂（NEB）与核膜重建（NER）的节点，由此确

定M期；M期前为 G2期，其后为下一次分裂的 G1期及 S期，在图中可见细胞

的荧光表达模式完全符合预期，即在 G1期表达 mCherry，在 S期表达 mVenus，

在 G2/M期同时表达 mCherry和 mVenus。

4.4 RT-qPCR检测细胞周期相关基因在不同细胞群中的表达水平

我们根据荧光表达模式将细胞分选为三群，分别假定它们对应于 G1期、S

期、G2/M期，尽快提取 RNA后进行反转录获得细胞 cDNA，用于使用 RT-qPCR

检测这三群细胞的细胞周期相关基因表达差异（图 13）。理论上，Cdkn2b基因

在 G1期表达最高，Cdc6与Mcm6基因在 S期表达最高，Aurka与 Ccna2基因在

S/G2/M期表达最高[17]。

图 13. RT-qPCR检测细胞周期相关基因在不同细胞群中的表达水平

(n = 3（G1期 n=2）; 数据采用 means ± SEM展示; ns. P ≥ 0.05 ; *. P< 0.05; ordinary
one-way ANOVA)

由实验结果可知，大多数细胞周期相关基因的表达符合预期，部分基因表达

在各个时期无明显差异，但整体上可以看出符合预期的趋势。

综合上述实验结果，我们所构建的 HT-FUCCI A03 细胞株能够通过 FUCCI

系统的内源性荧光稳定且准确地指示细胞周期。

5 MHC-I表达与细胞周期相关性验证

使用免疫荧光技术，以α-H-2Kb-APC抗体标记细胞表面 H-2Kb分子，结合

流式分析术检测 APC、mCherry、mVenus荧光来探究细胞周期（由 FUCCI系统

内源性 mCherry与 mVenus荧光表征）与MHC-I分子表达水平（由 APC荧光表

征）的相关性。



5.1 A03细胞株MHC-I表达与细胞周期相关性

A03细胞株的流式分析结果如下图所示（图 14）。可见无论是 H-2Kb分子

的阳性率或者是 MFI，G2/M 期细胞表面 H-2Kb 分子的表达最高，且显著高于

G1期细胞。

图 14. A03细胞株MHC-I表达与细胞周期相关性

(n = 3; 数据采用 means ± SEM 展示; ns. P ≥ 0.05 ; *. P< 0.05 ; **. P <
0.01 ; ***. P <0.001; ordinary one-way ANOVA)

5.2 1D2细胞株MHC-I表达与细胞周期相关性

1D2细胞株的流式分析结果如下图所示（图 15）。结论与 A03细胞株所得

相同，无论是 H-2Kb 分子的阳性率或者是MFI，G2/M期细胞表面 H-2Kb 分子

的表达最高，且显著高于 G1期细胞。

图 15. 1D2细胞株MHC-I表达与细胞周期相关性

(n = 3;数据采用 means ± SEM 展示; ns. P ≥ 0.05 ; **. P < 0.01 ; ***. P <0.001;
****. P < 0.0001; ordinary one-way ANOVA)



6 RNA-seq检测不同细胞周期差异表达基因

为获知具有细胞周期性表达特征且表达模式与MHC-I分子相近的基因，我

们对分选所得处于 G1、S、G2/M期的细胞提取 RNA后进行 RNA-seq，采用多

种生物信息学手段分析数据。

6.1 细胞周期相关基因的表达模式

选取在此前 RT-qPCR 实验中检测的基因 Cdc6、Aurka、Ccna2，可见在

RNA-seq中其表达模式完全符合预期，即 Cdc6在 S期表达最高，Aurka与 Ccna2

基因在 G2/M期表达最高，证明 FUCCI系统能够可靠指示细胞周期。（图 16）

图 16. 细胞周期相关基因的表达模式

6.2 MHC-I基因的表达模式

选取H2-K1和H2-D1作为典型的MHC-I基因检测其在细胞周期中转录水平

的表达变化，发现MHC-I基因的表达模式与预期并不相同。流式分析检测可知

细胞在G2/M期表面MHC-I分子表达最高，而在转录水平却是在G1期达到峰值。

我们认为，细胞表面MHC-I分子的表达模式可能与MHC-I分子的翻译水平调控、

翻译后水平调控相关（如MHC-I分子的积累、泛素化降解等），而与其转录水

平调控无直接联系。（图 17）

图 17. MHC-I基因的表达模式



6.3 MHC-I相关调控因子的表达模式

为进一步探究 MHC-I 分子表达模式的影响因素，我们选取了文献中报道的

MHC-I基因转录因子 Nlrc5[18]、Yy1[19]，以及可通过自噬途径降解MHC-I分子的

Irgq[20]。结果显示这些基因的表达都具有明显的细胞周期性特征，特别是 Irgq在

G1期的表达显著较 G2/M期高，可能能够促进 G1期MHC-I蛋白的自噬降解，

从而导致 G1期MHC-I膜蛋白表达降低。（图 18）

图 18. MHC-I相关调控因子的表达模式

6.4 K-means聚类与 GO富集分析

将 RNA-seq所得基因按照细胞周期内的表达模式进行 K-means聚类得到如

下图所示 10个簇（图 19）；再进行 GO富集分析，未发现与抗原加工与提呈显

著相关的基因簇，说明抗原提呈相关基因在细胞周期内的表达模式并不是完全统

一的（图 20），可能是由个别基因的独特表达模式引起了MHC-I类分子表达的

细胞周期特性。

图 19. K-means聚类得到 10个基因簇



图 20. GO富集分析结果（以 Cluster2为例）

7 讨论

在本课题中，我们将 FUCCI系统应用于小鼠胰腺导管癌细胞系，成功构建

HT-FUCCI稳转与敲入细胞系，并进行了一系列严格的功能性证明，所得细胞株

有望被广泛应用于探索细胞周期与胰腺导管癌发生发展的相关性。我们利用膜蛋

白抗体荧光标记技术结合流式分析术证明了MHC I类分子的表达与细胞周期的

相关性，发现 HT细胞系表面MHC-I分子（H-2Kb）在 G1/S期表达较低，在 G2/M

期表达较高。后续 RNA-seq结合生信分析发现，MHC-I基因的表达模式与预期

并不相同，这可能意味着MHC-I分子的细胞周期性表达与其翻译水平调控、翻

译后水平调控相关（如MHC-I分子的积累、泛素化降解等），而与其转录水平

调控无直接联系。

值得注意的是，有研究报道[18]，大型肿瘤中，呈现 FUCCI绿色和黄色的（即

处于 S期或 G2/M期）增殖性癌细胞位于表面或血管附近，而呈现 FUCCI红色

的静止性癌细胞则位于肿瘤的中心区域（在那里它们因营养匮乏和缺氧而进入静

默状态）。由于化疗主要对分裂的癌细胞起杀伤作用，因此无法杀伤处于肿瘤核

心区域的细胞，导致化疗后肿瘤的复发。与此相似，我们认为处于核心区域的

G1期肿瘤细胞抗原提呈能力下降，导致其不能有效地被效应 T细胞杀伤，由此

促进肿瘤的免疫逃逸。因此，我们的发现能够部分解释实体肿瘤难以依赖自身免

疫系统完全清除的现象，同时对于临床上细胞周期相关激酶抑制剂（CDKi）及



细胞周期阻滞剂的使用具有重要的指导意义，有助于进一步评估这些药物对于肿

瘤增殖能力与免疫特性的多重影响，并优化其在联合免疫治疗中的应用策略。
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