
示 ,有颈淋巴结转移的患者 gp96的阳性表达率与无

颈淋巴结转移的患者比较其差异有显著性意义 ( P

< 0 . 01) 。

3　讨论

gp96又称葡萄糖调节蛋白 ( Glucose2regulated

protein 94 , GRP94) , 正常情况下主要存在于细胞

内质网内 ,有研究表明在一些病毒感染、肿瘤等应激

情况下 ,可以同病毒或肿瘤的抗原肽形成复合物 ,并

与 M HC21 类分子结合 ,提呈给 CTL 细胞 ,激发机

体的特异性细胞免疫应答。有学者从肿瘤细胞中提

取 gp96抗原肽形成复合物 ,证实这种复合物具有疫

苗样作用[ 1 ]。

有研究发现在黑色素瘤、结肠癌、宫颈癌、肝癌、

乳腺癌中 gp96 表达增高[ 2 ,3 ] , Song[ 4 ]认为 gp96 表

达与肿瘤的侵袭性有关 ,我们研究发现 gp96在喉癌

中表达 ,肿瘤临床 T分期和病理分级低的患者表达

高 ,无淋巴结转移的患者表达高 ,提示低表达可能与

喉癌的发展、浸润和转移有关。本研究为应用抗原

肽形成复合物进行免疫治疗提供一个实验依据。
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Abstract :Objective　 To study the change of apoptosis by bax gene in human buccal mucosa carcinoma

BcaCD885 cells. Methods　Transfected recombinant human Bax gene plasmid and contral plasmid into

BcaCD885 cells. The BcaCD885 cells were examined morphologically through haematoxylin2eosinophil

( H E) staining. The apoptosis qualification of the BcaCD885 cells was examined through terminal deoxy2
nucleotidyl t ransferase2mediated dU TP nick2end labelling technique ( TUN EL) . The apoptosis rate of the

BcaCD885 cells was measured with flow cytometry. Results　The bax gene t ransfected BcaCD885 cells

had apoptosis morphological features. Many TUN EL positive red staining cells were found in the bax

gene t ransfected BcaCD885 cells. There were significant differences in the apoptotic rates between the

bax gene t ransfected BcaCD885 and the control BcaCD885 cells and the control plasmid transfected

BcaCD885 cells ( P < 0 . 01) . Conclusion 　The recombinant human bax gene plasmid pORF2h bax2α can

promote the apoptotic rate of the BcaCD885 cells.

Key words :bax gene ; BcaCD885 cells ; Apoptosis

摘　要 : 目的　探讨 bax基因对人 BcaCD885颊癌细胞凋亡的影响。方法　转染人 bax2α基因重组质粒
及对照质粒于 BcaCD885 细胞中。通过 H E染色光镜观察对细胞形态学进行检测 ; 通过 TUN EL 原位

末端标记及流式细胞术对细胞凋亡进

行定性、定量检测。结果 　bax 质粒

转染组 BcaCD885 细胞出现凋亡的形

态学改变 , TUN EL 阳性红染凋亡细

胞数量增多 , 凋亡小体出现 , 其细胞

凋亡率与空白对照组及对照质粒转染

组之间存在极显著差异 ( P < 0 . 01)。
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结论　bax2α基因重组质粒能促进BcaCD885细胞发生凋亡。

关键词 :bax基因 ;BcaCD885细胞 ;细胞凋亡

中图分类号 :R73236 + 2 ; R739 . 81　　文献标识码 :A　　

文章编号 :100028578 (2006) 1220880203

0　引言

细胞凋亡在肿瘤发生、发展及治疗中起重要作

用 ,其发生过程受相关基因的调控。与 bcl22 促细

胞存活的作用相反 , bax 促细胞凋亡。对某一特定

的细胞来说 ,其对凋亡诱因的反应可能取决于 bcl22

家族成员的表达及相对浓度水平[ 1 ]。本研究采用基

因转染技术 ,用 Lipofectamin 2000 将 bax2α基因重
组质粒 pORF2hBax2α导入人颊癌细胞株 BcaCD885

细胞中 ,提高 bax的表达水平 ,探讨其能否促进癌细

胞凋亡。

1　材料与方法

1 . 1　材料

重组人 bax基因表达质粒 pORF2hBax2α(美国

Invivo Gen公司) :含 576bp 人 bax2α基因 ;对照质粒

pORF2mcs (美国 Invivo Gen 公司) ; RPMI 1640 培

养基 (美国 GIBCO BRL 公司 ) ; 脂质体 Lipo2
fectamine 2000 (1mg/ ml) (美国 Invit rogen 公司) ;

TUN EL ( Terminal deoxynucleotidyl t ransferase2
mediated dU TP nick2end labelling technique)原位

末端标记试剂盒 (德国 Boehringer Mannheim 公

司) ;碘化丙啶 ( Propidium iodide , PI) (美国 Sigma

公司) 。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　实验分组　空白对照组 :BcaCD885 细胞培

养 24h ,三蒸水代替质粒“转染”24h ,培养 24h ;对照

质粒转染组 :BcaCD885 细胞培养 24h , pORF2mcs

质粒转染 24h , 培养 24h ; bax 质粒转染组 :

BcaCD885细胞培养 24h , pORF2hBax2α质粒转染
24h ,培养 24h。

1 . 2 . 2 　细胞培养及转染 　BcaCD885 细胞于含

10 %小牛血清的 RPMI 1640 培养基、37 ℃5 % CO2

条件下培养。质粒转染采用脂质体 Lipofectamine

2000参照产品说明进行。

1 . 2 . 3 　细胞形态学检测 　常规 H E染色 ,光镜观

察。

1 . 2 . 4 　TUN EL 原位末端标记细胞凋亡检测 　培

养细胞弃培养液 ,4 %多聚甲醛固定 ,40μg/ ml 的蛋

白酶 K 37 ℃消化 30min , 0 . 3 % Triton2X100 (含

3 %羊血清)通透液 4 ℃处理 20min ,10 % BSA 封闭

液室温处理 30min , TUN EL 反应混合液 (1液 2μl ,2

液 18μl ) 37 ℃孵 90min ,抗荧光素抗体 , 37 ℃孵

60min ,室温下快红显色 20min ,光镜下观察。细胞

核红染为阳性凋亡细胞。以 PBS代替 TUN EL 反

应混合液为阴性对照。

1 . 2 . 5 　流式细胞术细胞凋亡率检测 　收获细胞 ,

75 %冷乙醇固定 ,加 PI至终浓度为 50μg/ ml ,4℃避

光 30min ,Coulter 公司 Elite ESP型流式细胞仪检

测细胞 DNA 含量 ,以 G0 / G1峰前亚二倍群为凋亡

峰 ,计算凋亡率。

1 . 3　统计学分析

所得数据采用 SPSS10 . 0进行分析。

2　结果

2 . 1　H E染色细胞形态学检测结果

空白对照组及对照质粒转染组 BcaCD885 细胞

密集生长 ,形态完整 ,呈圆形、多角形、大小不一 ,核

浆比例倒置 ,呈恶性改变。bax 质粒转染组见大部

分细胞核仁消失 ,核染色致密浓缩 ,核裂解 ,胞膜完

整 ,呈现凋亡的形态学改变 ,见图 1～3。

2 . 2　TUN EL 原位末端标记细胞凋亡检测结果

空白对照组及对照质粒转染组随机观察 5个高

倍视野 ,每高倍视野仅见个别或无凋亡细胞。同法

观察 bax质粒转染组 ,每高倍视野见 5～8个凋亡细

胞 ,并见凋亡小体出现 ,见图 4～6。

2 . 3　流式细胞术细胞凋亡率检测结果

空白对照组及对照质粒转染组细胞凋亡率分别

为 (1 . 03 ±0 . 15) %及 (2 . 38 ±1 . 49) %。bax质粒转

染组凋亡细胞占 (15 . 93 ±3 . 04) %。L SD 检验 ,bax

质粒转染组细胞凋亡率与空白对照组及对照质粒转

染组存在极显著差异 ( P < 0 . 01) ,而空白对照组与

对照质粒转染组凋亡率无差异 ( P > 0 . 05) 。

3　讨论

细胞凋亡过程受凋亡相关基因的调控 ,其中

bcl22基因家族倍受关注。根据其功能可分为两类 :

促进细胞生存组和促进细胞凋亡组。与 bcl22 促细

胞存活作用相反 , bax 促细胞死亡[ 2 ]。在上颌窦鳞

状细胞癌中 , bax 高表达与高凋亡率及预后良好有

关[ 3 ]。bax的高表达能明显提高化疗药物及放疗杀

伤肿瘤细胞的敏感性[ 4 ,5 ]。本研究中 ,我们利用质

脂体 Lipofectamin 2000 转染人 Bax2α基因重组质
粒 pORF2hBax2α及对照质粒 pORF2mcs于人颊癌

细胞株 BcaCD885细胞中 ,用 H E染色、TUN EL 原

位末端标记、流式细胞仪等技术对各组瘤细胞凋亡

情况进行检测。结果发现 : pORF2hBax2α能促进
BcaCD 8 8 5细胞凋亡的发生。bax可能通过以下途
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图 1　空白对照组 BcaCD885细胞 ( HE×250)

图 2　对照质粒转染组 BcaCD885细胞( HE×250)

图 3　bax质粒转染组 BcaCD885细胞 ( HE×250)

图 4　空白对照组 BcaCD885细胞 ( TUNEL×250)

图 5　对照质粒转染组 BcaCD885细胞 ( TUNEL×250)

图 6　bax质粒转染组 BcaCD885细胞 ( TUNEL×250)

径调节 BcaCD885 细胞凋亡的发生 :提高 bax 蛋白

的表达可能使得其同源二聚体形成增多 ,促进颊癌

细胞凋亡的发生 ; bax 的过表达可能阻止促生存蛋

白对 Caspase的活化抑制 ,提高了 Caspase 的活性 ,

催化核内的 DNase抑制蛋白 ICAD 的裂解 ,而激活

核酸 内 切 酶 ( Endonuclease ) CAD , 从 而 提 高

BcaCD885细胞的凋亡率 ;高表达 bax 蛋白可能通

过升高细胞器膜通透性 ,促进 Ca2 + 外流 ,提高

BcaCD885细胞的凋亡率 ;bax蛋白高表达或同源二

聚体形成能促进线粒体通透性转变或在线粒体外膜

上打孔 ,诱发细胞凋亡 ; bax 还迁移到核膜上及核

内 ,核膜 bax水平的上升与核蛋白的降解呈正相关 ,

在本研究中 ,我们也观察到 BcaCD885 颊癌细胞凋

亡时 ,癌细胞的胞核内 bax的表达明显升高 ; bax还

能与其他基因蛋白如 p53 相互作用 ,调节细胞凋

亡[ 1 ,628 ]。

bax基因通过多种途径调节细胞凋亡的发生。

在本研究中 ,我们从基因入手 ,提高 BcaCD885 细胞

内 bax基因的表达水平 ,促进 BcaCD885 细胞凋亡

的发生 ,为利用 bax基因治疗颊癌提供了实验基础

和理论依据。
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