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基因转染法建立 bcl22稳定表达的肝癌细胞株
①

杨连君 ,王文亮
(第四军医大学病理学教研室 ,陕西　西安　710032)

摘要 :目的与方法 :为了建立稳定表达 bcl22蛋白的肝细胞癌 (简称肝癌)细胞株 ,用脂质体介导的基因转染法将含有人 bcl22 cD2
NA的逆转录病毒表达载体 pDOR2SB质粒导入 bcl22蛋白阴性的肝癌细胞系 HCC29 204细胞中。经 G2418筛选后获得转入

bcl22基因的细胞克隆。细胞扩大培养后用免疫细胞化学法检测 bcl22表达情况。有限稀释法连续克隆化直至获得 100 %稳定

表达 bcl22蛋白的单克隆细胞株 ,并进行流式细胞仪检测。结果 :转染了 pDOR2SB的 HCC29 204细胞大部分为 bcl22蛋白表达

阳性 ,而转染了 pDOR空载体或未转染的 HCC29 204细胞均为 bcl22蛋白阴性。经过连续 3次克隆化后 ,流式细胞仪检测表明

所获得的单克隆细胞株 100 %表达 bcl22蛋白。结论 :用基因转染法成功地建立了稳定表达 bcl22蛋白的肝癌细胞株。
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ESTABL ISHMENT OF BCL22 STABLY2EXPRESSED HEPATOMA CELL STRAIN BY GENE TRANSFEC2
TION METHOD

YAN G Lian2jun , WAN G Wen2liang

( Depart ment of Pathology , Fourth M ilitary Medical U niversity , Xi’an 710032 , China)

Abstract : Purpose and Methods : To establish a hepatocellular carcinoma ( HCC) cell st rain that expresses bcl22

protein stably the retrovirus expression vector pDOR2SB containing human bcl22 cDNA was transduced into bcl2
2 protein negative cell line HCC29204 by lipid2mediated gene transfection method. The bcl22 transfected cells
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各剂量组均见微核率显著性增高 ,但未见剂量2反应
关系。人体外周血淋巴细胞 SCE试验结果 ,在活化

系统 ( S9 混合液 ) 存在下 , 高剂量组 (终浓度

0. 5 mg/ ml、5 mg/ ml)的 SCE频率有显著增高 ,提示

HAH在本实验条件下 (一定剂量 ,体内或体外活化)

对小鼠及人类体细胞具致突变活性。本次实验结果

可见 1 580 mg/ kg·bw 剂量组精子畸形率明显高于

阴性对照组 ( P < 0 . 01) ,提示 HAH在该剂量水平对

雄性小鼠生殖细胞有损伤作用 ,干扰精子的正常生成

与成熟。

综合 4项指标结果分析 , HAH不诱发鼠伤寒沙

门氏菌回复突变 ,但在一定剂量范围可引起小鼠微核

率和精子畸形率升高。同时 ,在活化系统存在下 ,一

定剂量的 HAH可引起人体外周血淋巴细胞 SCE频

率增高。以上显示 HAH具有潜在的间接致突变性。

至于 HAH如何经过体内代谢后引起小鼠微核率、精

子畸形率增高 ,以及在体外经代谢活化后引起人淋巴

细胞 SCE频率增高 ,还有待于进一步研究。
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were obtained after being selected with G2418 , and the expression of bcl22 was detected by immunocytoche2
mistry after the cells being expanded. The transfected cells were cloned by a limited dilution method , and bcl22

expression in the monoclonal cells was detected with flow cytometer. Results : Bcl22 protein was expressed in

most of the HCC29204 cells t ransfected with pDOR2SB , but was negative in the HCC29204 cells t ransfected with

pDOR vector and nontransfected HCC29204 cells. After being cloned for 3 times continually , the monoclonal cell

st rain that expressed bcl22 protein at a 100 % positive rate was obtained. Conclusion : The HCC cell st rain that

expressed bcl22 protein stably , was established successfully by gene transfection method.

Key words : bcl22 ; hepatocellular carcinoma ; gene transfection ; gene expression

　　细胞凋亡是在多基因参与调控下发生的一种细

胞主动死亡方式。bcl22及其家族成员是目前研究最

为广泛的凋亡相关基因。bcl22能够抑制多种因素诱

导的多种细胞凋亡 1 。目前关于 bcl22 在原发性肝

细胞癌 (以下简称肝癌)细胞凋亡调控中的作用报道

很少。我们用脂质体介导的基因转染法把含有 bcl22

基因的逆转录病毒质粒转入 bcl22蛋白阴性的肝癌细

胞系 HCC29204细胞中 ,使其稳定表达 ,建立 100 %表

达 bcl22 蛋白的肝癌细胞株 ,为进一步进行 bcl22 与

肝癌细胞凋亡关系的研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　主要材料　人肝癌细胞系 HCC29204为本室建

立 2 。含有 bcl22逆转录病毒表达载体 pDOR2SB 质

粒的菌株为本校生物化学教研室朱峰博士惠赠 3 。

大肠杆菌菌株 HB 101 为本室保存。Wizard plus质

粒提取试剂盒、限制性内切酶 EcoR Ⅰ和 T4 DNA连

接酶均为美国 Promega公司产品。DNA片段回收和

纯化试剂盒为美国 Clontech 公司产品。Lipofec2
tAM IN E脂质体转染试剂盒和 G2418 为美国 Gibco

公司产品。鼠抗人 bcl22 单克隆抗体 (mAb)和 FITC

标记的鼠抗人 Ig G mAb为美国 Oncogene公司产品。

免疫组化 ABC试剂盒为美国 Vector公司产品。

1. 2　鉴定 pDOR2SB 质粒和获得 pDOR空质粒　提

取 pDOR2SB质粒 ,经 EcoR Ⅰ酶切后 ,进行0. 8 %琼

脂糖凝胶电泳。回收并纯化 6. 5 kb的基因片段 ,经

T4 DNA连接酶连接后转化大肠杆菌 HB 101。

1. 3 　细胞转染和 G2418 筛选 　参照 Lipofect

AM IN E说明书 ,将纯化的 pDOR2SB 质粒转染入

HCC29204 细胞 ,同时设 pDOR 空质粒转染对照和

HCC29204细胞对照。3 d后换用含 G2418 (500 mg/

L)的培养液 ,2～3 周后 HCC29204 细胞对照完全死

亡 ,转染细胞呈小克隆生长时 ,扩大培养。

1. 4　免疫细胞化学鉴定 　细胞爬片用 950 ml/ L 乙

醇固定。以鼠抗人 bcl22 mAb为一抗 , PBS为对照 ,

进行常规免疫细胞化学 ABC法染色。

1. 5　细胞克隆化　细胞系列稀释至每 ml含 10个细

胞。以 100μl/孔加入到 96孔板。5 d后标记单克隆

孔。至其细胞长满孔底面积的 1/ 2 时 ,取细胞进行

bcl22免疫细胞化学染色。连续克隆化 ,直至所有单

克隆孔均为 bcl22阳性。

1. 6　流式细胞仪检测　细胞以鼠抗人 bcl22 mAb为

一抗 , PBS为对照 , FITC标记的鼠抗人 Ig G mAb为

二抗 ,进行流式细胞仪检测。分析约 10 ×103 个细

胞。

2　结　果

2. 1　质粒鉴定　用 EcoR Ⅰ酶切 pDOR2SB质粒后 ,

琼脂糖凝胶电泳显示除了 8. 4 kb的未切开的 pDOR2
SB条带以外 ,出现了 6. 5 kb的 pDOR片段和 1. 9 kb

的 bcl22 cDNA片段。

2. 2 　G2418 筛选细胞 　经 G2418 持续筛选 ,未转染

细胞 1周内全部死亡。2周时转染细胞大部分死亡 ,

可见散在的 G2418抗性细胞克隆。

2. 3　免疫细胞化学鉴定 　大部分转染 pDOR2SB 的

细胞胞质中可见棕色阳性信号 ,而转染 pDOR 空质

粒和未转染的 HCC29204细胞未见阳性染色 (图 1) 。

2. 4　流式细胞仪检测　经 3 次连续克隆化后 ,流式

细胞仪检测显示 ,获得的细胞株 100 %表达 bcl22 蛋

白 (图 2) 。

3　讨　论

bcl22是最早在 B细胞淋巴瘤中发现的一个凋亡

抑制基因 ,定位于细胞线粒体膜、内质网膜和核膜孔

周围。bcl22过表达可抑制化疗药物、加热、X射线、

细胞生长因子撤销、c2myc基因或野生型 p53基因等

多种因素诱导的多种细胞凋亡 1 。但是也有研究表

明导入 bcl22基因并不能抑制某些细胞的凋亡 4 。
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图 1. 转染 pDOR2SB前后的 HCC29204细胞的 bcl22表达免疫细胞化学检测

Figure 1. Immunocytochemical detection of bcl22 expression in HCC29204 cells before and after being transfected with pDOR2SB( ABC, ×200)

A : Untransfected HCC29204 cells ; B : HCC29204 cells transfected with pDOR2SB

图 2. 经 3次克隆化后的转染了 pDOR2SB的 HCC29204细胞的 bcl22表达流式细胞仪检测

Figure 2. bcl22 expression detected by flow cytometry in the HCC29204 cells transfected with pDOR2SB after being cloned for 3 times

A : Untransfected HCC29204 cells ; B. HCC29204 cells transfected with pDOR2SB
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说明 bcl22 在不同细胞凋亡中的作用有差异。bcl22

蛋白在多数肿瘤中的表达高于其起源组织 ,而肝癌组

织只能低度表达或不表达 bcl22 蛋白 ,并且其阳性率

往往低于癌旁肝组织 5 。说明 bcl22在肝癌细胞凋亡

调控中的作用有一定的特殊性。有作者报道转染

bcl22基因能够抑制抗 TGF2β或 Fas mAb诱导的肝

癌细胞凋亡 6 ,7 。关于 bcl22 基因在其他因素诱导的

肝癌细胞凋亡中是否具有调节作用尚未见报道。

脂质体介导的基因转染法 ,尤其是新一代产品

LipofectAM IN E ,对于一些难以转染的细胞效率很

高 ,是目前常用的一种基因转染方法 8 。脂质体和

DNA形成的脂类2DNA复合物能够通过内吞方式入

胞 ,从而使外源基因在脂质体介导下转入靶细胞。逆

转录病毒表达载体是目前常用的真核细胞表达载体。

pDOR是一种高效的逆转录病毒表达载体 ,可以整合

进入宿主细胞基因组中 ,使其携带的外源基因得到稳

定表达。pDOR载体含有可表达氨基甙类抗生素 ( G2
418 ,或称 Geneticin)抗性蛋白的 Neo 基因。细胞转

染后用 G2418筛选 ,未转入目的基因的细胞死亡 ,转

入含目的基因载体的细胞因具有 G2418抗性而存活 ,

可获得稳定表达目的基因的细胞克隆。为了得到

100 %稳定表达 bcl22蛋白的肝癌细胞株 ,我们用有限

稀释法连续进行了 3 次克隆化。免疫细胞化学染色

和流式细胞仪检测结果显示 ,最终获得的细胞克隆

100 %表达 bcl22 蛋白。说明成功地建立了稳定表达

bcl22蛋白的肝癌细胞株。

有的肝癌细胞系可低量表达 bcl22 蛋白 9 ,而

HCC29204细胞完全不表达 bcl22 蛋白 ,选用 bcl22 阴

性的肝癌细胞系建立 bcl22 蛋白高表达的细胞模型 ,

更有利于进一步研究 bcl22 与肝癌细胞凋亡的关系。

因此 ,我们选取 HCC29204细胞 ,用转染 bcl22基因的

方法建立了稳定表达 bcl22 蛋白的肝癌细胞株 ,为

bcl22与肝癌细胞凋亡关系的研究奠定了实验基础。
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中国科技期刊编辑学会

医学委员会肿瘤专业委员会在穗成立

经中国科技期刊编辑学会批准 ,中国科技期刊编辑学会医学委员会肿瘤专业委员会于 2000 年 11 月 10 日在广州市召开大会宣布成立。

参加大会的成员单位有全国 28家肿瘤专业期刊编辑部。肿瘤专业委员会隶属于中国科技期刊编辑学会及其医学委员会 ,会址设于北京。

本会推举《中华肿瘤杂志》编辑部主任谭颖波编审为主任委员 ,舒味冰、白润萍、张麟、雷通海、钟均行、刘亚民为副主任委员 ,魏玫玫为秘

书。

会议根据中国科技期刊编辑学会的章程制订了本会的工作条例。本会的建立对发展建设我国的肿瘤期刊编辑事业具有重大意义 ,其中心

任务为 :进行医学编辑基础理论和应用技术的探索 ,以加强编辑专业的学科建设和学术研究 ;指导各编辑部提高业务水平 ,加快编辑部的自身

建设 ;开展继续教育 ,培养本学科的专业队伍。

本会将每两年举行一次学术年会 ,开展本专业领域的学术交流和经验交流 ,培训编辑专业人员的业务水平和工作技能 ,介绍先进的办刊经

验和应用技术 ,开展成员间的业务联系和合作 ,以达到相互促进、共同提高的目的。

作为学会组织 ,本会还将在从编人员中发展会员 ,以壮大学会组织。
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