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BclGs 对肿瘤细胞促凋亡功能的初步研究
Ξ

柳向军, 李　谋, 刘小林
(西北农林科技大学 动物科技学院 杨凌 陕西 712100)

　　 [摘　要 ]　为了探讨仅含有BH 3 结构域的促凋亡蛋白BclGs 的促凋亡机理, 从人睾丸 cDNA 文库中克隆

B clGs 基因编码区, 将其与 pEGFP2C1 载体连接, 构建载体 pEGFP2BclGs, 转染 CO S7 细胞和多种肿瘤细胞 (如

H ela、H epG2 和M CF7 等) , 研究BclGs 对肿瘤细胞的促凋亡功能。结果表明, pEGFP2BclGs 可以诱导不同的肿瘤

细胞凋亡, 但凋亡率存在差别; BclGs 在不同细胞的线粒体中均呈点状分布。线粒体是诱导肿瘤细胞凋亡的有效细

胞器,BclGs 在线粒体中呈点状分布。
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C ha ra c te ris tics of a pop tos is induce d by B c lGs in tum o r ce ll
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Abstract: In o rder to invest iga te the mo lecu lar m echan ism of BH 32on ly p roapop to t ic BclGs inducing

apop to sis, BclGs gene w as cloned from hum an test is cDNA lib rary and con structed in to the exp ressing vec2
to r pEGFP2C1. T he fu sion p ro tein pGFP2BclGs w as successfu lly detected by fluo rescen t m icro scope analy2
sis and W estern b lo t t ing. T he resu lt demon stra ted that BclGs cou ld induce severa l tumo r cells apop to sis,

bu t show ed difference in apop to sis ra te. T herefo re, the conclu sion can be draw n that the p lastochondria w as

an effect ive cell o rgan w h ich can induce the tumo r cell to apop to sis, and BclGs assum es the punctual d ist ri2
bu t ion in p lastochondria.
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　　BclGs (Bcl2Gonad sho rt fo rm ) 是近年来鉴定的

Bcl22 家族中, 惟一含有BH 3 结构域的一类促凋亡

蛋白, 其mRNA 在睾丸中特异高表达, 在CO S7 和

H EK293T 细胞中过表达, 定位于细胞质和线粒体,

在细胞质中呈弥散性点状分布[1 ]。R eed 等[ 2 ]研究发

现, BclGs 能够依赖BH 3 结构域有效发挥促凋亡功

能, 此种功能可被抗凋亡蛋白Bcl2XL 所抑制, 其机

理是Bcl2XL 能通过BH 3 与BclGs 结构域发生相互

作用[1 ]。但对BclGs 的促凋亡机理尚不清楚, 为了研

究B clGs 基因过表达后对肿瘤细胞是否具有促凋亡

功能, 初步探讨BclGs 诱导细胞凋亡的机理, 本研究

从人睾丸 cDNA 文库中扩增得到B clGs 基因编码

区, 将其与 pEGFP2C1 载体相连构建表达载体

pGFP2BclGs, 并转染于几种肿瘤细胞系 (H ela,

H epG2,M CF7 和H EK293T ) , 研究BclGs 诱导细胞

凋亡的基本特征, 以期为BclGs 对肿瘤细胞中的促

凋亡功能研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　人睾丸 cDNA 文库购自 C lon tech 公司; 菌株

JM 109、CO S7 细胞和 H EK293T、H epG2、M CF7、

Ξ [收稿日期 ]　2006202221
[基金项目 ]　国家自然科学基金项目 (30200043)
[作者简介 ]　柳向军 (1979- ) , 男, 甘肃庄浪人, 在读硕士, 主要从事分子遗传学研究。
[通讯作者 ]　刘小林 (1961- ) , 男, 陕西城固人, 教授, 博士生导师, 主要从事动物遗传育种研究。



H eL a 肿瘤细胞等由北京军事医学科学院功能基因

组与蛋白质组学实验室保存; 胎牛血清、DM EM、双

抗及胰酶均为H yclone 公司产品; 限制性内切酶和

T 4 DNA 连接酶均为N EB 公司产品; 质粒提取试剂

盒和凝胶回收试剂盒均为 P rom ega 公司产; dN T P、

pyrobest 酶和DL 22000 DNA m arker 购自 T aKaR a

公司; L ipofectam ine 2000 为 Invit rogen 公司产品;

GFP 单克隆抗体、A nnex in V 2PE 凋亡检测试剂盒

为M BL 公司产品; 二抗 (羊抗鼠) 为 San ta cruz 公

司产品; PVD F 膜为Am ersham 公司产品;W estern

b lo t 显色试剂盒为 P ierce 公司产品; 蛋白酶抑制剂

为 Roche 公司产品; 72AAD (72Am ino2A ctinom ycin

D )为BD Pharm ingenTM 公司产品。

1. 2　引物设计

根据 N CB I 提供的人 B clGs 基因序列 (Gen2

Bank 登录号为A F281255)设计一对引物:

上游 GFP2BclGs: 5′2CCG CTC GA G CT A T G

T GT A GC A CC A GT GGG T GT GA C CT 23′;

下 游 GFP2BclGs: 5′2CCC AA G CT T TCA

AA T GCA GGC CA T CAA A CC A TC CT G23′。

上、下游引物两端分别设有酶切位点 X hoÉ

(CTCGA G)和H indË (AA GCT T )。引物由北京奥

科生物技术有限公司合成, 工作浓度为 10 Λmo löL。

1. 3　B clGs 基因 PCR 扩增

以人睾丸 cDNA 文库为模板, 以 pyrobest 聚合

酶扩增B clGs 的 cDNA。PCR 反应体系为: ddH 2O

35. 5 ΛL , dN T P 4 ΛL , 上、下游引物各 1 ΛL , 模板 1

ΛL , pyrobest 酶 0. 5 ΛL。混匀后 3 000 g 离心 10 s,

放入 GeneAmp PCR system 9700 中扩增。PCR 扩

增条件为: 94 ℃预变性 4 m in; 94 ℃变性 45 s, 60 ℃

退火 1 m in, 72 ℃延伸 90 s, 循环 30 次; 最后 72 ℃

延伸 7 m in。产物用 10 göL 琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 4　pGFP2BclGs 载体的构建与鉴定

用 P rom ega 凝胶回收试剂盒回收上述 PCR 反

应产物, 经 X hoÉ öH indË 双酶切后与经同样酶切

处理的 pEGFP2C1 载体按体积比 5∶1 混合, 16 ℃

连接 16～ 20 h。连接产物转化大肠杆菌 JM 109, 用

Kana+ 抗性平板筛选阳性克隆。挑取单克隆 37 ℃摇

菌过夜, 用 P rom ega 质粒提取试剂盒提取质粒

DNA , 进行X hoÉ öH indË 双酶切鉴定并测序 (测序

在北京诺赛基因组研究中心有限公司完成)。

1. 5　pGFP2BclGs 瞬时转染

H epG2、M CF7、H eL a、H EK293T 和 CO S7 等

细胞培养于含体积分数 10% 胎牛血清、100 U ömL

的双抗 (青霉素和链霉素) 的DM EM 中, 培养条件

为 37 ℃、体积分数 5% 的CO 2。待细胞长至 70% 融

合时, 用 Invit rogen 公司 L ipofectam ine 2000 试剂

进行转染, 操作步骤严格按照说明书进行。

1. 6　转染肿瘤细胞的荧光观察及W estern b lo t 鉴

定

　　转染 24 h 后的肿瘤细胞用 PBS 洗一遍, 无水甲

醇固定 10 m in, 弃甲醇加入DA P I 于 37 ℃反应 10

m in, PBS 洗一遍, 进行荧光观测。同时离心收集细

胞, 加入含蛋白酶抑制剂的裂解液 ( 50 mmo löL

T ris2HC l, 150 mmo löL N aC l, 50 mmo löL N aF, 体

积分数 0. 5% 的N P240, pH 7. 4)冰浴 10 m in。裂解

后加入等体积的 2×L oading Buffer 于 100 ℃煮沸

10 m in, 6 000 g 离心 5 m in 吸取上清进行W estern

b lo t 检测, 分离胶质量浓度为 120 göL , 转膜后用 50

göL 脱脂牛奶 (TBST 稀释)室温封闭 2 h, 然后加稀

释的小鼠抗 GFP 抗体 (体积比 1∶2 000 倍稀释) 室

温孵育 2 h, 洗膜后加稀释的HR P 偶联的羊抗小鼠

二抗 (体积比 1∶2 000 倍稀释) 室温孵育 45 m in,

TBST 洗膜后显色、曝光。

1. 7　肿瘤细胞凋亡的检测

用 6 孔板培养细胞, 待其长至 70% 融合时进行

转染, 收集转染 pEGFP2C1 空载体后 36 h 细胞 (对

照组) 及转染 pGFP2BclGs 后 36 h 的细胞 (凋亡实

验组) , PBS 洗涤 2 次, 加入 500 ΛL 的结合缓冲液,

避光下分别用 5 ΛL 的A nnex in V 2PE 和 5 ΛL 的 72
AAD 标记后, 1 h 内用流式细胞仪检测凋亡细胞。

2　结果与分析

2. 1　B clGs 基因扩增结果

　　结果显示, 扩增片段长度约为 750 bp (图 1) , 与

预期结果相符, 且无非特异扩增现象。

2. 2　重组载体 pEGFP2BclGs 的鉴定结果

结果表明, 阴性对照 (空载体酶切)无片断释放,

重组载体 pEGFP2BclGs 酶切后释放出长度约为

759 bp 的片断 (图 2) , 与预期结果相符。测序及序列

分析结果表明, 目的基因B clGs 与 GenBank 中已发

表的基因序列完全一致, 且阅读框正确。以上结果表

明载体 pEGFP2BclGs 构建成功。
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图 1　B clGs 基因 PCR 扩增产物电泳图

1. DNA 标样; 2. B clGs 的 PCR 扩增产物

F ig. 1　Amp lificat ion of B clGs gene by PCR

1. DL 2000 M arker; 2. PCR p roduct of B clGs

图 2　pEGFP2BclGs 的 X hoÉ öH indË 双酶切鉴定图

1. DNA 标样; 2. pEGFP2C1 双酶切产物; 3. pEGFP2BclGs 的双酶切产物

F ig. 2　pEGFP2BclGs digested w ith X hoÉ and H indË
1. DL 2000 M arker; 2. pEGFP2C1; 3. pEGFP2BclGs

2. 3　转染肿瘤细胞的荧光观测结果

结果显示, 表达的BclGs 绿色荧光融合蛋白在

H epG2 (图 3 A ) , M CF7 (图 3 B )、H EK293T (图 3

C) 及 H ela 细胞中, 均表现为胞浆的点状分布, 其定

位并无明显差别。

图 3　pGEP2BclGs 在不同肿瘤细胞系的亚细胞定位

A. H epG2; B. M CF7; C. H EK293T

F ig. 3　Subcellu lar localizat ion of pEGFP2BclGs fusion p ro tein in cell

图 4　pGFP2BclGs 在H EK293T 细胞中的

W estern b lo tt ing 检测表达
1. 未转染的 H EK293T; 2. 转染 pEGFP2C1 的 H EK293T; 3. 转染

pGEP2BclGs 的H EK293T

F ig. 4　Exp ression of PEGFP2C1 and pGFP2BclGs

p ro tein by W estern b lo tt ing in H EK293T cell

1. Cell lysate; 2. Cells w ere transfected w ith pEGFP2C1; 3. Cells

w ere transfected w ith pGFP2BclGs

2. 4　pGFP2BclGs 表达的W estern b lo t 检测结果

分别取转染空载体 pEGFP2C1 和 pGFP2BclGs

的H EK293T 细胞裂解液, 用小鼠抗 GFP 抗体进行

W estern b lo t 检测。结果 (图 4)显示, 转染空载体的

细胞裂解液有 1 条相对分子质量约为 26 ku 的条

带, 而转染有 pEGFP2BclGs 的细胞裂解液有一条相

对分子质量约为 54 ku 的条带, 与预期结果相符合。

2. 5　BclGs 对不同细胞系凋亡率的影响

用 A nnex in V 2PE 试剂盒检测发现, 转染

pGFP2BclGs 细胞的凋亡率明显高于转染空载体

pEGFP2C1 的细胞; 4 种细胞系中, H ela 细胞的凋亡

率最高, 达 60% ,M CF 细胞、CO S7 细胞和 H epG2

细胞的凋亡率分别为 38% , 30% 和 16% (图 5)。

从形态学观察, 转染空载体 pEGFP2C1 的细胞

形态良好, 而转染 pGFP2BclGs 后细胞的状态明显

变差, 具体表现为细胞数目减少, 形态变圆, 表明

BclGs 对肿瘤细胞的确具有促凋亡功能 (图 6)。
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图 5　pGFP2BclGs 对H ela、M CF7、H epG2

及CO S7 肿瘤细胞系凋亡率的影响
F ig. 5　A pop to sis in H ela,M CF7, H epG2 and

CO S7 cells induced by pGFP2BclGs

图 6　pEGFP2BclGs 对H epG2 细胞形态及凋亡的影响 (×40)
A. 转染 pEGFP2C1 的 H epG2 细胞荧光照片; B. 转染 pEGFP2C1 的
H epG2 细胞; C. 转染 pEGFP2BclGs 的 H epG2 细胞荧光照片; D. 转
染 pEGFP2BclGs 的H epG2 细胞

F ig. 6　M o rpho logy of H epG2 cells transfected

pEGFP2C1 and pEGFP2BclGs respectively
A. Cells transfected pEGFP2C1; B. Cells transfected pEGFP2C1; C.

Cells transfected pEGFP2BclGs; D. Cells transfected pEGFP2BclGs

3　讨　论

R eed 等[2 ] 研究表明, BclGs 的mRNA 仅在睾

丸中表达, 使Bcl2G (Gonad) 得以冠名。BclGs 在细

胞质的点状分布并不依赖于BH 3 结构域[1 ]。有研究

表明BH 3 结构域确实是细胞凋亡的关键性结构域,

通常此结构域氨基酸的修饰 (如磷酸化)可以影响其

促凋亡作用的发挥[326 ]。对Bcl22 家族另一成员Bak

的BH 3 结构域的三维结构研究表明, 其通常是促凋

亡蛋白与抗凋亡蛋白形成二聚体所必需的[7 ]。本研

究构建了BclGs 的绿色荧光蛋白载体, 并分别在

H ela、M CF7、H epG2、CO S7 及 H EK293T 细胞中进

行表达, 结果发现其表达后的定位为典型的细胞质

点状分布, 提示其在肿瘤细胞和正常细胞中发挥类

似的促凋亡功能。但是在 4 种不同的肿瘤细胞系均

受到 BclGs 诱导时, H ela 细胞的凋亡率最高 (达

60% ) , 而 H epG2 较低 (不到 20% ) , 表明BclGs 能

诱导多种肿瘤细胞的凋亡, 并且不同细胞的凋亡率

有明显差别。

众所周知, Bcl22 家族蛋白在细胞凋亡过程中,

其抗凋亡成员和促凋亡成员协同作用, 通过线粒体

途径共同决定细胞是否进入凋亡程序[829 ]。近年来,

从生理水平研究Bcl22 家族成员的报道逐渐增多。

对于Bcl22 家族某些促凋亡基因敲除小鼠的研究表

明, 敲除了某些基因将导致雄性小鼠的不育, 表现在

抑制了大量精原细胞和精母细胞的生长以及睾丸萎

缩和无精[10213 ]。BclGs 是Bcl22 家族中唯一含有BH 3

结构域的蛋白, 在睾丸中特异高表达, 这是否暗示其

在睾丸的正常发育和生精细胞及胚胎的形成过程中

发挥着重要功能, 还需要进一步深入研究。

本研究结果显示, BclGs 在胞浆 (线粒体) 中呈

点状分布, 表明线粒体或许是其诱导细胞凋亡的有

效细胞器。在细胞凋亡期间,Bcl22 家族的促凋亡成

员往往被激活 (如Bax 构像的改变、Bad 被磷酸化而

导致其BH 3 结构域的暴露, 以及B id 被 caspases 断

裂) , 从而导致了线粒体中凋亡诱导因子 (如细胞色

素 c、Sm ac 等) 的释放, 最终介导了细胞的凋亡[6 ]。

因此, 与之相关的线粒体膜通透性的变化及凋亡诱

导因子的释放研究, 将有助于阐明BclGs 是否是通

过线粒体通路诱导细胞凋亡, 但同时也不排除不同

细胞系有其自身独特凋亡特征的可能性。BclGs 与

Bcl22 家族抗凋亡成员 (如Bcl2XL , Bcl22) 能相互作

用[1 ] , 但有关BclGs 是否与Bcl22 家族以外的其他

蛋白相互作用而共同调节某种信号通路尚未见报

道。BclGs 在睾丸中的特异高表达使得B clGs 基因

在动物生理水平的研究显得尤为重要, 基因敲除和

转基因动物生理水平的研究, 将为阐明BclGs 的生

理功能提供重要线索。

[参考文献 ]
[ 1 ]　Guo B, Godzik A , Reed J C. Bcl2G, a novel p ro2apop to tic m em 2

ber of the Bcl22 fam ily [J ]. J B io l Chem , 2001, 276 (4) : 27802

2786.
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图 8　4 种家畜的遗传进化树

F ig. 8　C ladogram tree of goat, sheep , bovine, buffa lo

3　讨　论

IGFB P 3 基因有许多生物学功能, 已成为学者

研究的热点之一。本实验结果表明, IGFB P 3 基因存

在明显的物种间遗传多样性, 即绵羊、山羊、水牛和

牦牛该基因座位未表现多态, 而南阳牛该基因座位

存在多态性。在南阳牛中表现多态, 与党瑞华[7 ]在鲁

西牛和晋南牛上及孙维斌[2 ]在秦川牛上利用 PCR 2
R FL P 的研究结果相似。表明在 IGFB P 3 基因位点

上, 普通牛存在普遍的多态性, 而绵羊、山羊、水牛和

牦牛不存在多态性。

本实验结果显示, 山羊与绵羊的亲缘关系最近,

其次是与普通牛和水牛, 该结果与从形态、细胞和生

化等方面的分类结果一致。因此, IGFB P 3 基因核苷

酸序列适合于物种间分子进化树的构建。但是, 本实

验结果与蓝贤勇等[8 ]和樊保良等[9 ]的研究结果有一

定的差异, 所以对以上家畜亲缘关系分析还有待进

一步研究。
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