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人ＢＮＩＰ３基因真核表达载体的构建及其对ＨＴ２９细胞化疗敏感性的影响
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　　［摘要］　目的　构建人ＢＮＩＰ３真核表达载体，观察 ＢＮＩＰ３高表达对人结肠癌细胞 ＨＴ２９化疗敏感性的影响。方法
　ＰＣＲ法扩增ＢＮＩＰ３基因，酶切后插入质粒ｐＥＧＦＰＣ３，构建重组真核表达载体 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３。脂质体转染人结肠癌
细胞ＨＴ２９，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＮＩＰ３蛋白表达。ＭＴＴ法检测 ５氟尿嘧啶（５Ｆｕ）的化疗敏感性和细胞增殖，Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＡＰＣ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞凋亡。结果　 酶切电泳分析和ＤＮＡ序列测定证实，重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３构建
成功；转染重组质粒的ＨＴ２９细胞ＢＮＩＰ３蛋白明显高表达。与未转染组和转染空质粒ｐＥＧＦＰＣ３组比较，转染ｐＥＧＦＰＣ３／
ＢＮＩＰ３组５Ｆｕ的ＩＣ５０值显著降低［（１２０．１１±５．４５）、（１１３．４０±４．７２）μｇ／ｍＬｖｓ（１９．０８±２．６２）μｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５］，细胞凋
亡率显著增加［（５．５１±０．３２）％、（７．１９±０．４７）％ ｖｓ（４１．７２±１．４８）％，Ｐ＜０．０５］，细胞克隆形成显著减少［（５２±６）、
（４９±５）ｖｓ（１１±３），Ｐ＜０．０５］，细胞增殖速度减慢。结论　 成功构建了人 ＢＮＩＰ３真核表达载体，ＢＮＩＰ３高表达可增加
ＨＴ２９细胞对５Ｆｕ的化疗敏感性。
　　［关键词］　 结肠肿瘤；ＨＴ２９细胞；ＢＮＩＰ３基因；化疗；凋亡；表达载体
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　　结肠癌是一种常见的消化系统恶性肿瘤。化疗是
进展期结肠癌最基本的治疗手段，但是肿瘤细胞对化

疗的耐药严重影响了化疗效果和患者预后。化疗药物

大都可以通过诱导肿瘤细胞的凋亡而发挥抗肿瘤效

应，凋亡逃逸是导致肿瘤细胞对化疗药物耐受的重要

途径。Ｂｃｌ２／腺病毒 ＥＩＢ１９ｋＤａ相互作用蛋白（Ｂｃｌ２
ａｎｄａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＮＩＰ３）
是Ｂｃｌ２家族中的促凋亡成员，在正常细胞和肿瘤细
胞的生存和死亡调节中起重要作用。研究显示，

ＢＮＩＰ３在胰腺癌［１］、结直肠癌［２］和部分血液系统恶性

肿瘤［３］中表达降低或缺失，而且 ＢＮＩＰ３的表达降低或
缺失与肿瘤细胞对化疗抵抗［４－６］和肿瘤的不良预后有

关。提示ＢＮＩＰ３的表达降低或缺失可能是导致肿瘤
细胞凋亡信号通路受阻，从而对化疗药物产生耐受的

重要因素之一；恢复 ＢＮＩＰ３的表达，可能增加化疗药
物诱导的细胞凋亡，从而逆转肿瘤耐药。本研究设计

构建ＢＮＩＰ３的人真核细胞表达载体，转染 ＢＮＩＰ３低表
达的结肠癌细胞，探讨提高 ＢＮＩＰ３表达对结肠癌细胞
化疗敏感性的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＢＮＩＰ３ｌｉｎｋｅｒ质粒ｐＤＮＲＬＩＢＢＮＩＰ３（武汉三鹰生物技术公
司），ｐＧＣｓｉＣ３质粒（上海吉凯公司），ＫＯＤＰｌｕｓ试剂盒（日本
ＴＯＹＯＢＯ公司），限制性内切酶ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅡ及Ｔ４ＤＮＡ连接
酶（ＴａＫａＲａ公司），质粒ＤＮＡ提取试剂盒（ＢｉｏＦｌｕｘ公司），ＤＮＡ
胶回收试剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ公司），ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），胎牛血清（天津ＴＢＤ公司），高糖型 ＤＭＥＭ培
养基（美国Ｈｙｃｌｏｎ公司），ＢＣＡ蛋白浓度试剂盒（上海碧云天公
司），ＢＮＩＰ３单克隆鼠抗和抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
鼠单抗 βａｃｔｉｎ（Ｎｏｖｕｓ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染试剂盒
（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），二甲基四氮唑蓝（ＭＴＴ，美国 Ｓｉｇｍａ公
司），５氟尿嘧啶（５Ｆｕ，天津金耀氨基酸公司），Ｓｉｇｍａ公司大肠
杆菌Ｅ．ｃｏｌｉ．ＤＨ５α由本院中心实验室冻存，人结肠癌细胞株
ＨＴ２９为本院肿瘤科保存。
１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ扩增人ＢＮＩＰ３基因　　根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＢＮＩＰ３基
因序列（ＮＭ００４０５２），应用 ＰｒｅｍｉｒＰｒｉｍｅｒ５．０软件设计克隆引
物，上游引物：５′ＴＴＴＡＡＧＣＣＴＡＴＧＴＣＧＣＡＧＡＡＣＧＧＡＧＣＧＣ３′，
下游引物：５′ＴＴＴＣＣＧＣＧＧＡＡＡＧＧＴＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＧＴＴＧ３′，扩
增片段长度为６０３ｂｐ。在上游引物和下游引物５′端分别引入
了ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅡ限制性内切酶位点。引物由上海生工有限
公司合成。以 ｐＤＮＲＬＩＢＢＮＩＰ３为模板进行 ＰＣＲ扩增，按照
ＫＯＤＰｌｕｓ试剂盒说明书进行，反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，６１℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环３０次；最
后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳进行初
步鉴定，用ＤＮＡ胶回收试剂盒进行ＰＣＲ产物的回收。
１．２．２　真核表达载体ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３的构建和鉴定　　 胶
回收纯化的ＰＣＲ产物用限制酶ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅡ进行双酶切，纯

化回收长度为６０３ｂｐ的目的片段。ｐＥＧＦＰＣ３质粒也同时进行
ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅡ双酶切，纯化回收大片段。用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶
连接目的片段和线性化的空质粒 ｐＥＧＦＰＣ３，转化 ＤＨ５α感受
态细菌，将转化的菌液涂在含有卡那霉素的 ＬＢ平板上培养过
夜，挑取阳性克隆扩增培养，提取重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３。
取少量质粒用ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅡ双酶切初步鉴定阳性细菌克隆，
将酶切鉴定正确的细菌克隆送交上海生工有限公司测序。

１．２．３　基因转染　　人结肠癌ＨＴ２９细胞在含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ高糖培养基中常规３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。胰
酶消化对数生长期ＨＴ２９细胞，接种于６孔板中，第２天按 Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００试剂盒说明书转染ｐＥＧＦＰＣ３空质粒或ｐＥＧ
ＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３重组质粒。实验分３组：未转染组、转染空质粒
ｐＥＧＦＰＣ３组和转染重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＮＩＰ３蛋白的表达　　转染４８ｈ后
用ＲＩＰＡ裂解液提取ＨＴ２９细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
蛋白上样量５０μｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，电转移至 ＰＶＤＦ膜。
抗ＢＮＩＰ３一抗（１∶８００）４℃孵育过夜，ＨＲＰ标记的二抗
（１∶２５００）室温孵育１ｈ。以βａｃｔｉｎ为内参。化学发光法显影，
应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件进行条带灰度分析，得出
ＢＮＩＰ３蛋白表达的相对水平，结果以 ＢＮＩＰ３蛋白积分光密度／
βａｃｔｉｎ蛋白积分光密度表示。
１．２．５　ＭＴＴ法检测５Ｆｕ敏感性　　ＨＴ２９细胞转染空质粒
ｐＥＧＦＰＣ３或重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３４８ｈ后，胰酶消化细
胞，以每孔５×１０３／孔接种于９６孔板，４８ｈ后吸弃培养液，每组
细胞加入不同浓度（０、１０、２０、４０、８０、１６０、３２０μｇ／ｍＬ）的５Ｆｕ，
每个浓度设３个复孔。并设不含细胞及药物的调零空白对照
孔。继续培养４８ｈ后每孔加５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ２０μＬ，培养箱内
孵育４ｈ。小心吸去培养基，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，振荡使紫色
结晶完全溶解，酶标仪检测波长４９０ｎｍ光密度值［Ｄ（４９０）］。
计算药物的细胞增殖抑制率，采用 ＬＯＧＩＴ法计算化疗药物
ＩＣ５０值。
　　抑制率＝［１－实验孔平均Ｄ（４９０）值／对照孔平均Ｄ（４９０）
值］×１００％
１．２．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／ＰＩ检测细胞凋亡　　胰酶消化收集空
质粒ｐＥＧＦＰＣ３或重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３转染４８ｈ后ＨＴ
２９细胞，预冷 ＰＢＳ洗涤２次，１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ３００μＬ重悬细
胞，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ和ＰＩ溶液各５μＬ，混匀后室温下避光
孵育 １０ｍｉｎ，补加２００μＬＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，流式细胞仪检测。以
ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－细胞所占比例计算凋亡率。
１．２．７　ＭＴＴ法检测细胞增殖　　ＨＴ２９细胞转染空质粒ｐＥＧ
ＦＰＣ３或重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３４８ｈ后，胰酶消化细胞，以
每孔５×１０３／孔接种于９６孔板，静置培养５ｄ，每天各组取３孔
细胞行ＭＴＴ检测。同时设不含细胞的调零空白对照孔。每孔
加５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ，培养箱内孵育４ｈ。小心吸去培养
基，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，振荡使紫色结晶完全溶解，酶标仪检
测波长４９０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４９０）］。以培养时间为横轴，以
Ｄ（４９０）值为纵轴，绘制细胞生长曲线。
１．２．８　克隆形成试验检测细胞增殖　　ＨＴ２９细胞转染空质
粒ｐＥＧＦＰＣ３或重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３４８ｈ后，胰酶消化
细胞，单个细胞重悬于６０ｍｍ培养皿中，并加入 Ｇ４１８筛选，静
置培养２周。去除培养基，甲醇固定后用姬姆萨染料。镜下记
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录含有５０个细胞以上、直径＞０．５ｍｍ的细胞克隆数量。
１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行ｔ检验。

２　结果

２．１　ＢＮＩＰ３的ＰＣＲ扩增
　　以ｐＤＮＲＬＩＢＢＮＩＰ３为模板扩增得到ＢＮＩＰ３基因完整的编
码区，１％琼脂糖凝胶电泳显示扩增的特异性片段在约６００ｂｐ
处，与预期的目的片段大小相符（ＢＮＩＰ３编码区全长为５８５ｂｐ，
加上引物两端设计的酶切位点和保护碱基共计６０３ｂｐ），见图１。
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１：标准；２：ＢＮＩＰ３扩增产物
图１　ＰＣＲ扩增ＢＮＩＰ３基因产物琼脂糖凝胶电泳分析

２．２　重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３的鉴定
　　将 ＢＮＩＰ３的 ＰＣＲ扩增产物与 ｐＥＧＦＰＣ３质粒连接后进行
克隆筛选，得到重组质粒，再用限制酶 ＨｉｎｄⅢ和 ＳａｃⅡ双酶切
重组质粒，电泳结果显示得到与目的基因片段大小（６０３ｂｐ）一
致的产物，证明目的基因已正确插入质粒ｐＥＧＦＰＣ３，得到了重
组真核表达质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３（图２）。酶切鉴定正确的细
菌克隆送交上海生工有限公司测序，测序结果亦证实该重组质

粒含有完全正确的ＢＮＩＰ３编码区序列。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＮＩＰ３的表达
　　空质粒ｐＥＧＦＰＣ３和重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３转染 ＨＴ
２９细胞４８ｈ后，收集细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，
未转染组、转染 ｐＥＧＦＰＣ３组和转染 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组细胞
ＢＮＩＰ３蛋白相对表达量分别为（０．０９３±０．００８）、（０．１０１±
００１２）和（１．０８４±０．１３７）。转染ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组细胞ＢＮＩＰ３

蛋白相对表达量较未转染组、转染 ｐＥＧＦＰＣ３组均显著增高
（Ｐ＜０．０１），而转染ｐＥＧＦＰＣ３组和未转染组之间ＮＩＰ３蛋白相
对表达量无明显差异（Ｐ＞０．０５，图３）。
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１：标准；２：重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３双酶切产物
图２　重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３的双酶切鉴定

! " #

$%&'#!#(!!(

#

"!

!")*+,-!."!!(

#

"!

１：未转染细胞；２：转染ｐＥＧＦＰＣ３；３：转染ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＴ２９细胞ＢＮＩＰ３蛋白表达

２．４　ＭＴＴ检测５Ｆｕ敏感性
　　ＨＴ２９细胞转染空质粒ｐＥＧＦＰＣ３或重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／
ＢＮＩＰ３４８ｈ后，收集细胞并接种培养 ４８ｈ后，加入不同浓度
５Ｆｕ作用细胞４８ｈ，ＭＴＴ法检测细胞生存率并计算药物 ＩＣ５０
值。未转染组、转染 ｐＥＧＦＰＣ３组和转染 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组
细胞的 ５Ｆｕ的 ＩＣ５０值分别为（１２０．１１±５．４５）、（１１３．４０±
４７２）、（１９．０８±２．６２）μｇ／ｍＬ。统计学分析显示，与另两组比
较，转染重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组ＨＴ２９细胞５Ｆｕ的ＩＣ５０
值显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．５　细胞凋亡检测
　　空质粒ｐＥＧＦＰＣ３和重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３转染ＨＴ２９
细胞４８ｈ后，收集细胞，用ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ和ＰＩ双染，流式细胞
仪检测细胞凋亡结果显示，未转染组、转染ｐＥＧＦＰＣ３组和转染
ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组的细胞凋亡率分别为（５．５１±０３２）％、
（７１９±０．４７）％和（４１．７２±１．４８）％。转染ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组
细胞凋亡率较另两组均显著增加（Ｐ＜０．０５）。见图４。
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Ａ：未转染组；Ｂ：转染空质粒ｐＥＧＦＰＣ３组；Ｃ：转染ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组
图４　未转染组和转染不同质粒组的ＨＴ２９细胞凋亡检测结果
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２．６　ＭＴＴ检测细胞增殖
　　空质粒ｐＥＧＦＰＣ３和重组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３转染ＨＴ２９
细胞４８ｈ后，收集接种细胞继续培养５ｄ，ＭＴＴ检测结果显示，
转染ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组较未转染组和转染空质粒 ｐＥＧＦＰＣ３
组细胞Ｄ（４９０）值均显著减少（Ｐ＜０．０５），提示细胞增殖减少，
生长曲线显示细胞生长减慢（图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与未转染组和转染空质粒ｐＥＧＦＰＣ３组比较
图５　未转染组和转染不同质粒组的ＨＴ２９细胞生长曲线

２．７　细胞克隆形成
　　空质粒 ｐＥＧＦＰＣ３和重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３转染
ＨＴ２９细胞４８ｈ后，收集细胞，细胞克隆形成实验显示，未转染
细胞、转染空质粒 ｐＥＧＦＰＣ３和重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３的
细胞，克隆形成数分别为（５２±６）、（４９±５）、（１１±３）。转染重
组质粒ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３的ＨＴ２９细胞克隆形成数较另２组均
显著减少（Ｐ＜０．０５）。见图６。
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Ａ：未转染组；Ｂ：转染空质粒ｐＥＧＦＰＣ３组；Ｃ：转染ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３组
图６　未转染组和转染不同质粒组的ＨＴ２９细胞克隆形成观察

３　讨论

　　前期研究发现，启动子甲基化是导致结肠癌
ＳＷ４８０细胞ＢＮＩＰ３基因表达沉默的重要原因，甲基转
移酶抑制剂 ５ａｚａｄＣ可以通过去甲基化作用恢复
ＢＮＩＰ３基因的表达，增加细胞对５Ｆｕ和ＬＯＨＰ的敏感
性［７］。但是因为５ａｚａｄＣ的去甲基化作用也可以影
响其他抑癌基因的表达，药物敏感性结果可能是多种

分子共同作用的结果。这就需要进一步研究来证实

ＢＮＩＰ３分子对结肠癌细胞的独立影响。预实验发现结
肠癌细胞株ＨＴ２９细胞基本不表达 ＢＮＩＰ３蛋白，所以
我们利用分子克隆技术，构建了人 ＢＮＩＰ３的重组真核
表达载体 ｐＥＧＦＰＣ３／ＢＮＩＰ３，通过脂质体介导转染入
ＨＴ２９细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示重组质粒 ｐＥＧＦＰ
Ｃ３／ＢＮＩＰ３转染的 ＨＴ２９细胞得到了高水平 ＢＮＩＰ３表
达。用ＭＴＴ法检测 ＢＮＩＰ３表达水平对 ＨＴ２９细胞化
疗药物敏感性的影响，结果显示，相同浓度５Ｆｕ对高

表达ＢＮＩＰ３的ＨＴ２９细胞的增殖抑制率显著增高，５Ｆｕ
的ＩＣ５０值显著降低，表明独立的 ＢＮＩＰ３分子高表达可
以增加结肠癌细胞ＨＴ２９对５Ｆｕ的敏感性。
　　诱导肿瘤细胞内源性凋亡是化疗药物发挥抗肿瘤
作用的重要机制。Ｂｃｌ２家族蛋白在化疗药物等细胞
毒性信号启动内源性凋亡途径中起着关键作用。

ＢＮＩＰ３是Ｂｃｌ２家族中的促凋亡蛋白，它通过与抗凋亡
蛋白Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘ１等形成异源二聚体，释放与 Ｂｃｌ２、
Ｂｃｌｘ１结合的促凋亡蛋白ＢＡＸ、ＢＡＫ，或ＢＮＩＰ３同源二
聚体直接作用于线粒体外膜，促进线粒体功能障碍、线

粒体膜通透性转换孔（ＭＰＴＰ）开放，从而引起细胞凋
亡［８］。对 ＢＮＩＰ３不同表达水平的 ＨＴ２９细胞生物学
行为进一步检测显示，ＢＮＩＰ３高表达的 ＨＴ２９细胞凋
亡率显著增加、细胞增殖能力显著降低。这些结果提

示，结肠癌细胞ＢＮＩＰ３的表达降低或缺失可能导致肿
瘤细胞凋亡信号通路受阻，逃逸化疗药物诱导的细胞

死亡，打破了细胞增殖和死亡调节信号的平衡，从而最

终导致了细胞对化疗药物的耐药；而通过导入 ＢＮＩＰ３
基因恢复 ＢＮＩＰ３表达，诱导细胞凋亡增加、抑制细胞
增殖，可以增加结肠癌细胞对化疗药物的敏感性。

　　本研究成功构建了人 ＢＮＩＰ３的表达载体，并在人
结肠癌细胞ＨＴ２９中高表达，证明 ＢＮＩＰ３高表达可以
增加结肠癌细胞ＨＴ２９对５Ｆｕ的敏感性，化疗药物的
增敏与ＢＮＩＰ３促进ＨＴ２９细胞的凋亡、抑制细胞增殖
有关。但是，ＢＮＩＰ３高表达诱导细胞凋亡、提高化疗药
物敏感性的分子机制还有待进一步研究。
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