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人类 b d
一

2 蛋 白在 C H O d h f r 一细胞中的表达

何凤 田
’

朱锡华 (第 三军 医大学基础 医学部免疫学教研室 ) 重庆
,

4 。。。 3 8

提 要 目的
:

建立表达人类 b d
一

2 蛋 白的哺乳类细胞模 型
,

为探讨 b d
一

2 的作 用机 制及其与其它 基因

间的关 系奠定基础
。

方法
:

通过将 gl o b p 的含有完整开放 阅读框的人类 bc l
一

2 C D N A 以 正向克隆 于逆 转录病

毒载体 p L X S N 的 E 。 。 R l 位点而构建重组真核 表达载体 p L X S N /
s 一

b
c

! 2
。

利用 电穿孔技术 将 p L X S N /
s 一

b
C

12

转染于 C H O d hf
r 一
细胞

,

筛选 出 G 4 18 抗 性克 隆
,

经 免疫 印迹检 测人类 b d
一

2 蛋 白在 C H 0 d h f
r 一
细胞 中 的表

达
,

观察在正常培养条件下
,

cb 卜 2 蛋 白的表达对该细胞的增殖与存 活能力的影 响
。

结果
:

①得到 了人类 b
c

l
一

2

c D N A 以正 向插 入的重组真核表 达载体 p L X S N /
s 一

b c
12

。

②免疫印迹表 明转染有 p L X S N /
s 一

b d Z 的 C H O d
-

h f r 一
细胞表达了人类 b o

l
一

2 蛋白 (相应 细胞命名为 C H O /
s 一

b d Z )
。

③在正 常培养条件下
,

C H ( )/
S 一

b
c ! 2 细胞 的

增殖 与存活能力正常
。

结论
:

①表达人类 bc l
一

2 蛋 白 C H O /
S 一

b
c

12 细胞模 型的建立
,

为深人研究 奠定 了基础
。

②在正常培养条件下
,

人类 b
o l

一
2 蛋 白的表达对 C H O d ! l

f
r 一
细胞 的增殖 与存 活表型无明显影响

。

关键 词 人类 bc l佗 。 D N A ;
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细胞凋亡的发生及其意义是近年来医学生物学领

域的研究热点之一
。

有人预言
,

此项研究的不断深人
,

将为某些疾病的防治
,

特别是肿瘤 的防治开辟一个崭

新的领域 :l[
。

bc l
一

2 为目前众多凋亡相关基因中具有重

要意义的一个
,

被称之为能够抑制凋亡的所谓
“

存活基

因
” ,

它参与机体的多种生理和病理过程 .z[
3口

。

然而关于

b c卜 2 如何作用和在什么环节上发挥作用
,

目前尚知之

甚少
。

因此
,

对 bc l
一

2 作用机制的研究是一 关键
。

构成

b c l
一

2 表达细胞模型
,

是研究 bc l
一

2 的一个重要手段
。

本

研 究 将 人类 b cl
~

Z C D N A 克 隆于 逆 转 录 病毒 载体

p I
J

X S N
,

经电穿孔法导人 C H 0 d h f r 一 细胞并获得了表

达
,

建立了表达人类 b c 卜2 蛋白的哺乳类细胞模型
,

从

而为探讨 cb l
O

Z 的作用机制及其与其它基 因间的相互

作用提供了条件
。

1 材料与方法

1
.

1 质粒载体

p B 4 和 p L X S N 均 由访美 学者带 回
。

在 p B 4 质粒 的 E e o R I

位点克隆有 9 1 0 b p 的人类 b
e l

一
2 c D N A

,

在该
c D N A 的近 3

’

端

约 1 3/ 处 有一 B a
m H I 酶切 位点

。

1
.

2 主要试剂

T 4 D A N 连接 酶购 自宝灵曼 公司
,

G 41 8 购 自 G ibc
o B R L

公司
,

鼠抗人 b
e

l
一

2 单克隆抗体 ( M C A b ) 购 自 S
a n t a

C
r u z 生物技

术公司
。

入
一

D N A /H in d 皿 标准购 自华美公 司 ( D N A 片段大小依

次 为
:

2 3 1 3 0
,

9 4 1 6
,

6 5 5 7
,

d 3 6 1
,

2 3 2 2
,

2 0 2 7
,

5 6 7 和 1 2 5 b p )
,

p B R 3 2 8 / B a
m H I + p B R 3 2 8 / B ( 11 1 + p B R 3 2 8 / H i n d l 标 准购 自

宝灵 曼 公 司 ( D N A 片 段 大 小依 次 为
:

4 9 0 7
,

2 1 7 6
,

1 7 6 6
,

1 2 3 0
,

1 0 3 3
,

6 5 3
,

5 1 7
,

4 5 3
,

3 9 4
,

2 9 8
,

2 3 4
,

2 2 0 和 1 5 4 b P )
。

1
.

3 C H O d h f r 一细 胞株

购 自中科院上海细胞所
,

常规培养于含 10 %新生 牛血清的

F 1 2 培养基中
。

1
.

生 重组真核表达载体的构 建及其转染

用 E co R I 切割 质粒 p B 4
,

经 低熔 点琼脂糖凝胶 电泳 法分

离 回 收 9 1 0 b p 的含 完整开 放 阅读框 的人类 cb 【一
C D N A

,

然后

与 经 E c o R 工 线 性 化 的 p L X S N 连 接 并 转 化 于 大 肠 杆 菌

M C 1 06 1
。

经快速细胞破碎法初筛
、

E co R I 及 B a m H I 酶切等步

骤 鉴定 出 b d
一

Z c D N A 以 正
、

反 向插 人 的重 组 真 核 表 达载 体

p l X S N /
s 一

b
e l Z ( s : s e n s e o r i e n t a t io n

) 和 P L X S N /
a s 一

b
C 1 2 ( a s : a n -

t i s e n s e o r , e n t a t io n
)

。

以 电穿孔法将 p L X S N /
S 一

b
e

l Z 导人 C H O d
-

h f
r 一

细胞
,

利用 含 G 4 1 8 ( 5 0 0子, g / m l )的 选 择培 养 基 培养 2一 3

周
,

筛选 出 G 4 18 抗性 克隆并 行扩增培 养
。

同法筛 选出空载体

p L X S N 转染 的 C H O d h f
r 一
细胞

。

1
.

5 W
e s t e r n b l o t t i n g ( W B )检测 b e l

一

2 蛋白的表达

按文献〔4 ]的方法提取细胞总 蛋白
,

经 S D S
一

P A G E ( 12 % 凝

胶 ) 分离
,

按常规转移至 N C 膜上
。

以 1
.

5 % B S A 封 闭后
,

相继

用 l
,

8。 的鼠抗人 bc l
一

Z M
c

A b 和 1
,

30 0 的 H R P
一

羊抗 鼠 I g G

与之反应
,

最后以 D A B 底物溶液显色
。

1
.

6 细胞一般生 长特性观察

将 b d
一

2 表 达细胞
、

转 染空载体 的细胞 及未 经任何 转染的

细胞制成单细胞悬液
,

接种于 2砚孔板
,

3 又 1 。`

细胞 /孔
。

在正常

培养条件下
,

每隔 24 1
、 ,

取部分孔 中的细胞
,

经苔 盼蓝染 色后
,

计 数细胞
,

绘 制不同时 相点 的细胞数 量变 化曲线
,

计 算存活 细

胞百分率
。

实验设两个平行孔
,

取 其平均值
。

2 结果

2
.

1 p z
J

X S N / s 一b e l Z 的构建

经快速 细胞 破碎 法初 筛 和 E co R I 酶 切鉴 定 出重 组载 体

何凤 田
,

男
,

3 1 岁
,

讲师
,

博士
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癌基因
,

阐明 了 b d
一

2 蛋 白的胞 内定位
,

证 明了 bc l
一

2

的 3 个 同源域是其发挥功能所必需的
,

证实 了 bc 卜2

基因对相同和不同种属细胞的凋亡均具抑制作用
,

揭

示 了 b d
一

2 基 因参与 n
J 一

Z R 介导的信号通路的事实
,

等等 〔 5一 ’ 〕
。

关于 bc l
一

2 的作用机制虽有多种推测
,

但总

的来说
,

尚不清楚
。

因此
,

对 b d
一

2 作用机制的研究仍

是 今后研 究的焦 点
。

本研 究使人类 b d
一

Z C D N 八 在

C H 0 d hf r 一 细胞中获得了表达
,

建立 了表达 b c l
一

2 蛋白

哺乳类细胞模 型
,

从而为探讨 bc l
一

2 的作用机制及其

与其它基因间的关系奠定了基础
。

实验中之所 以使用

C H O d h fr
一

细胞
,

原因在于该细胞二氢叶酸还原酶基

因 ( d h f r ) 缺陷
,

因此
,

在使用了带选择基因 n eo 的真核

表达载体 (如 lP
才

X S N )进行转染后
,

还可使用带选择基

因 d h f r 的真核 表达载体 (如 P 91 02 ,
)进行转染

,

反 之亦

然
,

这样便可 借助带有不同选 择标 志的载体将 b d
一

2

基因和其它基 因共 同导人 C H O d h f r ’
细胞

,

观察 bc l
一

2

基因与其它基因间的相互作用
,

为 b d
、

2 作用机制 的

阐明积累资料
。

体外研究表明
,

单独 bc l
一

2 基 因转染对细胞增殖

无明显影响
,

本实验结果也支持这一观点
。

在 C H 0 d
-

hf r 一 细胞
,

IP
J

X S N s/
一

bc lZ 转染后
,

于正常培养条件下
,

细胞生长及存活率的动态变化均与对照细胞者无明显

差异
。

至 于这些体外实验结果能否反映体内情况
,

尚有

待 于进 一步研究
。

最近
,

M i y az
a ik 等困的研究发现

,

b d
一

2 可参与 .II
一

Z R 介导的信号传导
,

并且 可协 同 c -

m cy 或 p 5 6` ck共同激发细胞增殖
,

这就提示
,

b C I
一

2 可能

在某种程度上参与了细胞增殖的调控
,

只是这种作用

只有当其它基因与之协同时才明显表现出来
。

(在 实验过程 中得到刘 听博 士
、

黄云 辉
、

王 燕等老 师的大

力帮助
,

在此表示衷心感谢 帅
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