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Ｂ细胞淋巴瘤因子６高表达对大鼠肝细胞凋亡的抑制作用
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　　［摘要］　目的　克隆大鼠Ｂ细胞淋巴瘤因子６（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ６，Ｂｃｌ６）基因，构建绿色荧光蛋白融合表达载体ｐＥＧＦＰ
Ｂｃｌ６，初步探讨大鼠Ｂｃｌ６转录因子在大鼠肝细胞中的生物学作用。方法　首先提取大鼠肝脏总ＲＮＡ，经反转录和巢式ＰＣＲ
扩增Ｂｃｌ６编码区的ＣＤＳ序列后，通过基因重组的方法构建ｐＥＧＦＰＢｃｌ６重组质粒并鉴定；然后利用脂质体转染法将重组质粒

转入大鼠肝细胞ＢＲＬ３Ａ中，利用实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测其表达；最后应用流式细胞术分析转染融合表达质粒后

肝细胞的凋亡，采用 ＭＴＴ法检测肝细胞的增殖情况。结果　ＰＣＲ法和测序法鉴定重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６构建成功，实时定
量ＰＣＲ法和蛋白质印迹法鉴定重组质粒瞬时转染成功，流式细胞术证实Ｂｃｌ６具有抑制肝细胞凋亡的作用，ＭＴＴ法证实Ｂｃｌ６

具有促进肝细胞增殖的作用。结论　成功克隆了大鼠Ｂｃｌ６基因，构建了Ｂｃｌ６绿色荧光蛋白表达载体，在大鼠肝细胞中初步
证明Ｂｃｌ６具有促进肝细胞增殖和抑制凋亡的作用。
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　　人类Ｂ细胞淋巴瘤因子６（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ６，

Ｂｃｌ６）基因编码一个转录抑制因子，介导细胞的异常
增殖、存活、分化阻滞以及基因组的不稳定性［１］。研

究发现Ｂｃｌ６转录因子主要通过抑制超过５００种与细
胞周期调控、基因转录、ＤＮＡ损伤的感受、蛋白质的
泛素化以及染色质结构相关的靶基因来发挥生物学
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效应［２］，除了在弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤（ＤＬＢＣＬ）中
过度表达外，它在骨质疏松症的破骨细胞分化等过
程中也发挥着重要作用［３］。绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）是２０世纪９０年代中期发
展起来的一种荧光报告分子，相对分子质量小，易与
其他目的基因形成融合基因，对细胞无毒副反应，
而且其化学性质稳定、使用方便，可以在活体细胞
中跟踪观察，所以连接有ＧＦＰ的载体ｐＥＧＦＰＮ１在
分子生物学中被广泛应用。而Ｂｃｌ６转录因子在进化
上高度保守，人类与大鼠的Ｂｃｌ６氨基酸序列有９５％
同源。鉴于Ｂｃｌ６转录因子具有广泛的生物学作用
且在肝脏组织中的确切作用尚不明确，本研究构建
了以 ＧＦＰ 为报告基因的重组表达质粒 ｐＥＧＦＰ
Ｂｃｌ６，初步探讨了其对大鼠肝细胞的生物学作用，为
进一步研究Ｂｃｌ６的作用机制奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒
购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＰＣＲ产物纯化、质粒抽提试剂
盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；无内毒素质粒抽提试剂盒为

Ｏｍｅｇａ公司产品；Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＥｘＴａｑ 酶、

ｐＭＤ１８Ｔ载体试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；限制性内
切酶 ＨｉｎｄⅢ、ＳａｃⅡ购自 ＮＥＢ公司；ＳＹＢＲｑＰＣＲ
Ｍｉｘ购自Ｔｏｙｏｂｏ公司；Ｂｃｌ６（Ｃ１９）抗体购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；Ａｃｔｉｎ（５Ａ７）抗体购自 Ａｂｍａｒｔ公司；

ＨＲＰ标记羊抗兔二抗购自Ｓｉｇｍａ公司；羊抗鼠二抗
购自ＢｉｏＭａｒｔ公司；胎牛血清购自杭州四季青生物
工程有限公司；ＤＭＥＭ高糖培养液购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；ＭＴＴ细胞增殖检测试剂盒购自江苏碧云天生物
技术公司。引物的合成和序列测定由上海生工生物
工程技术服务有限公司完成。

１．１．２　细胞、质粒与菌株　大鼠正常肝细胞株

ＢＲＬ３Ａ购自中国科学院上海生命科学研究院细胞
资源中心，ＤＨ５α感受态细胞、ｐＥＧＦＰＮ１质粒由本
教研室保存。

１．２　细胞培养　ＢＲＬ３Ａ细胞接种于含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ高糖培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２、饱
和湿度条件下培养，每２ｄ换液１次，视生长情况进
行适当传代。

１．３　细胞总ＲＮＡ的提取　用ＴＲＩｚｏｌ消化抽提细胞
总ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测完整性，核酸蛋白测定
仪 （ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒｐｌｕｓ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公 司）测 定

Ｄ２６０／Ｄ２８０。使用的 ＲＮＡ标本凝胶电泳显示完整，

Ｄ２６０／Ｄ２８０在１．８～２．１范围内，符合下一步实验的要

求。

１．４　Ｂｃｌ６基因目的片段的获取

１．４．１　反转录法获取目的基因ｃＤＮＡ序列　按试
剂盒建议的方法用１．０μｇ总ＲＮＡ进行反转录合成
第一链ｃＤＮＡ。反应体系如下：总ＲＮＡ１．０μｇ，ｏｌｉ

ｇｏ（ｄＴ）１８（１００μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，５×反应缓冲液４μｌ，

ＲＮＡ酶抑制剂（２０Ｕ／μｌ）１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
Ｍｉｘ２μｌ，反转录酶（２００Ｕ／μｌ）１μｌ，ＤＥＰＣ水补至

２０μｌ；反应条件：将总反应液４２℃水浴６０ｍｉｎ，再

７０℃孵育５ｍｉｎ灭活反转录酶后加入８０μｌ的双蒸
水稀释５倍，－２０℃保存用于后续ＰＣＲ反应。

１．４．２　ＰＣＲ反应扩增包含目的片段全长ＣＤＳ序
列　参照大鼠 Ｂｃｌ６ 基因的 ｍＲＮＡ 序列 （ＮＭ＿

００１１０７０８４）设计外引物 Ｂｃｌ６Ｆ１５６、Ｂｃｌ６Ｒ２３３６（表

１），扩 增 包 含 目 的 片 段 全 长 ＣＤＳ 序 列 的 第

１５６～２３３６位碱基，产物序列长为２１８１ｂｐ。ＰＣＲ
反应体系：２．５μｌ模板ｃＤＮＡ、０．１５μｌＴａＫａＲａＥｘ
Ｔａｑ酶（５Ｕ／μｌ）、２．５μｌ１０×ＥｘＴａｑ缓冲液、２μｌ
ｄＮＴＰＭｉｘ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、２０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游
引物各０．５μｌ，加入去离子水至总体积２５μｌ。采用
以下反应条件进行扩增：９４℃５ｍｉｎ预变性，９４℃ 变
性３５ｓ，５４℃退火３５ｓ，７２℃延伸７５ｓ，共３０个循环，
最后７２℃ 补充延伸１０ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ。同时设立用
超纯水代替模板 ＤＮＡ的阴性对照。

表１　ＰＣＲ引物

Ｔａｂ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｂｃｌ６Ｆ６６２ ＴＣＧＡＧＧＴＣＧＴＧＡＧＧＴＴＧＴ
Ｂｃｌ６Ｒ７７９ ＣＧＧＡＴＡＡＧＡＧＧＣＴＧＧＴＧＧ
Ｂｃｌ６Ｆ１５６ ＴＴＴＧＧＡＣＴＧＴＧＡＡＧＣＡＡＧＧＣ
Ｂｃｌ６Ｒ２３３６ ＡＡＡＧＡＧＴＣＡＡＣＡＣＴＣＣＡＴＧＣＴＴＣ

Ｂｃｌ６Ｆ１９２ ＡＣＣＣＡＡＧＣＴＴ ＧＣＣＡＣＣ ＡＴＧＧＣＣＴＣ

　ＡＣＣＧＧＣＴＧＡＣＡＧ
Ｂｃｌ６Ｒ２３１２ ＴＣＣＣＣＧＣＧＧＧＣＡＧＧＣＴＴＴＧＧＧＧＡＧＣＴＣＣ
ＡＣＴＢＦ１８ ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ
ＡＣＴＢＲ２２４ ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ

　Ｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｉｔｅｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅＫｏｚａｋｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｂｏｘｅｄ

１．４．３　ＰＣＲ产物的纯化　ＰＣＲ产物经１．２％琼脂
糖凝胶电泳后，切取包含目的片段的凝胶，按照胶回
收试剂盒操作说明书进行胶回收，用核酸蛋白测定
仪测定产物浓度。

１．４．４　ＰＣＲ产物的 Ｔ载体实验　参照ｐＭＤ１８Ｔ
载体试剂盒操作说明，取上述纯化的０．１ｐｍｏｌＰＣＲ
产物与０．０３ｐｍｏｌｐＭＤ１８Ｔ载体进行连接，再将
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１０μｌ连接产物转化至１００μｌ的ＤＨ５α感受态细胞
中，用含有ＸＧａｌ、ＩＰＴＧ、氨苄青霉素的ＬＢ琼脂平
板培养，筛选白色菌落，使用ＰＣＲ法初步鉴定插入
片段大小，再将初步确定正确的阳性克隆进行测序
确认，质粒命名为ｐＭＤ１８Ｂｃｌ６。

１．４．５　质粒的抽提　挑取阳性克隆接种于含抗生
素的ＬＢ培养液中１８０转／ｍｉｎ、３７℃振荡培养过夜，
待Ｄ６００达到约０．６时，取２ｍｌ菌液参照质粒提取说
明书提取质粒并测定其浓度。

１．４．６　ＰＣＲ反应扩增目的片段ＣＤＳ的序列　参照
大鼠Ｂｃｌ６基因的ｍＲＮＡ序列设计内引物Ｂｃｌ６Ｆ１９２
和Ｂｃｌ６Ｒ２３１２（表１），并在前向引物的５′端加上

ＨｉｎｄⅢ酶切位点（下划线部分）和酶切位点保护性
碱基以及Ｋｏｚａｋ序列（框线部分）以提高转录起始的
效率；反向引物则将Ｂｃｌ６的终止密码子删除并使其
阅读框与下游的ＥＧＦＰ基因一致，并在其５′端引入

ＳａｃⅡ酶切位点（下划线部分）和保护性碱基。以

ｐＭＤ１８Ｂｃｌ６质粒为模板，Ｂｃｌ６Ｆ１９２和Ｂｃｌ６Ｒ２３１２
为引物扩增包含目的片段 ＣＤＳ序列的第１９２～
２３１２位碱基。反应体系及反应条件同上，ＰＣＲ产物
总长度为２１４６ｂｐ。ＰＣＲ反应结束后，产物进行琼
脂糖凝胶电泳、胶回收纯化后测定产物的浓度。

１．５　重组载体ｐＥＧＦＰＢｃｌ６的构建　纯化的上述

ＰＣＲ产物和ｐＥＧＦＰＮ１质粒用ＨｉｎｄⅢ和ＳａｃⅡ进
行双酶切，琼脂糖凝胶电泳回收纯化酶切产物。目
的片段与质粒 ＤＮＡ按３１（摩尔比）的比例混合进
行连接反应，加１μｌＴ４ＤＮＡ连接酶，总反应体积２０

μｌ，１６℃连接过夜。

１．６　重组载体ｐＥＧＦＰＢｃｌ６的筛选与鉴定　连接
产物转化宿主菌ＤＨ５α感受态细胞，涂布于含有卡
那霉素的ＬＢ琼脂平板。３７℃培养过夜，挑取阳性克
隆接种于含有３０μｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ培养液中，
振荡培养过夜。菌液离心、集菌、弃上清液，提取重
组质粒 ＤＮＡ，用 ＨｉｎｄⅢ单酶切以及 ＨｉｎｄⅢ和

ＳａｃⅡ双酶切，１．２％琼脂糖凝胶电泳鉴定重组质粒
和目的片段大小，并用ＰＣＲ法对重组子进行复筛鉴
定，最后采用Ｓａｎｇｅｒ双脱氧链终止法测定目的基因
的ＤＮＡ序列。

１．７　 重 组 载 体 ｐＥＧＦＰＢｃｌ６ 转 染 ＢＲＬ３Ａ 细

胞　将对数生长期的ＢＲＬ３Ａ细胞用胰酶消化、吹
打均匀。以２．０×１０５个／孔铺于６孔板，待细胞汇合
度达５０％～７０％时，转染用无内毒素质粒提取试剂
盒提取的ｐＥＧＦＰＢｃｌ６重组质粒，同时做ｐＥＧＦＰＮ１
质粒和正常不转染对照组。参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染操作方法，转染前每孔用２．５ｍｌＯｐｔｉ
ＭＥＭ无血清培养液换液，再以每孔４．０μｇｐＥＧＦＰ

Ｂｃｌ６重组质粒、１０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染，

４～６ｈ后换为正常含血清培养液继续培养，４８ｈ后
收集细胞进行后续实验。

１．８　实时ＰＣＲ检测Ｂｃｌ６ｍＲＮＡ的表达　于Ｂｃｌ６
ｍＲＮＡ序列的ＣＤＳ区设计用于实时ＰＣＲ的引物

Ｂｃｌ６Ｆ６６２和Ｂｃｌ６Ｒ７７９以及内参照βａｃｔｉｎ的引物

ＡＣＴＢＦ１８、ＡＣＴＢＲ２２４（表 １）；反转录 １μｇ 总

ＲＮＡ后，参照ＳＹＢＲｑＰＣＲ Ｍｉｘ操作说明书进行

ＰＣＲ扩增，以βａｃｔｉｎ为内参照，用２
－ΔΔＣｔ法计算Ｂｃｌ６

的相对表达量。

１．９　 蛋白质免疫印迹法检测 Ｂｃｌ６ 蛋白的表
达　ＢＲＬ３Ａ细胞转染ｐＥＧＦＰＢｃｌ６质粒４８ｈ后，用

ＰＢＳ清洗细胞，ＲＩＰＡ细胞裂解液提取细胞总蛋白，
用ＢＣＡ法进行蛋白定量，βａｃｔｉｎ为内参照，以５０μｇ
的量上样进行蛋白质免疫印迹分析检测蛋白质的相

对表达水平。

１．１０　流式细胞术检测ＢＲＬ３４细胞凋亡　用不含

ＥＤＴＡ的胰酶消化收集转染重组质粒的ＢＲＬ３Ａ细
胞，ＰＢＳ洗涤２次，加入５００μｌ的结合缓冲液悬浮细
胞，再加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和５μｌＰＩ染色液，避
光反应１５ｍｉｎ后用流式细胞仪（ＭＡＳＣＱｕａｎｔ，德国美
天旎生物技术公司）检测，实验重复３次。

１．１１　ＭＴＴ法检测ＢＲＬ３４细胞增殖　将转染重
组质粒２４ｈ后的ＢＲＬ３Ａ 细胞铺于９６孔板（５００
个／孔），铺板后２４、４８、７２、９６、１２０ｈ分别加入２０μｌ
的 ＭＴＴ溶液，继续孵育４ｈ后弃去上清液，每孔加
入１５０μｌＤＭＳＯ溶液，１０ｍｉｎ后于５７０ｎｍ波长处
测定光密度值以检测细胞的增殖情况。

１．１２　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计
分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，
检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ扩增产物相对分子质量的鉴定　由
于依据大鼠Ｂｃｌ６转录因子编码区ＣＤＳ序列的起始
序列和终止序列设计的引物易出现引物二聚体且退

火温度相差较大（＞４℃），致使通过直接ＰＣＲ扩增
完整编码区片段较为困难，本实验通过２次ＰＣＲ扩
增，即先设计外引物扩增得到包含目的片段的ＰＣＲ
产物，克隆到Ｔ载体后，再以此载体为模板进行第二
次扩增，以这种Ｔ载体为模板大大简化了ＰＣＲ反应
的底物复杂度，使扩增ＰＣＲ引物条件较差的片段成
为可能。本实验以 ＢＲＬ３Ａ 细胞总 ＲＮＡ 经 ＲＴ
ＰＣＲ第一轮扩增后，行１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，
在２１８１ｂｐ处出现特异性扩增条带（图１中条带

１～４）。再以包含此片段的ｐＭＤ１８Ｂｃｌ６质粒为模板
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进行第二轮扩增后，在２１４６ｂｐ处出现特异性扩增
条带（图１中条带５、６）。

２．２　质粒ｐＥＧＦＰＮ１和重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６的
鉴定　提取的ｐＥＧＦＰＮ１质粒（图２中条带１、２）

ＤＮＡ经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，未见任何降解
及蛋白质、ＲＮＡ 污染。重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６经

ＨｉｎｄⅢ或ＳａｃⅡ单酶切为６８３９ｂｐ的单一片段（图

２中条带 ４），经 ＨｉｎｄⅢ 和 ＳａｃⅡ 双酶切，得到

４７０６ｂｐ和２１３３ｂｐ的２个片段（图２中条带３）。
由于质粒ｐＥＧＦＰＮ１本身大小为４７３３ｂｐ，Ｂｃｌ６基
因ＣＤＳ序列长为２１２１ｂｐ，酶切结果说明Ｂｃｌ６基因
与 ｐＥＧＦＰＮ１ 正 确 重 组。进 一 步 用 ＣＭＶｆｗｄ
ｐｒｉｍｅｒ、ＥＧＦＰＮｐｒｉｍｅｒ对重组质粒测序，结果显示
重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６中插入序列长２１２１ｂｐ，与

ＧｅｎＢａｎｋ公布的大鼠Ｂｃｌ６基因的 ｍＲＮＡ序列完全
一致，且方向正确。

图１　目的片段ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｓ
１４：ＦｉｒｓｔｒｏｕｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；５，６：ＳｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图２　质粒ｐＥＧＦＰＮ１和重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６的酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄ

ｐＥＧＦＰＮ１ａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＢｃｌ６
１：ｐＥＧＦＰＮ１ｖｅｃｔｏｒｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＨｉｎｄⅢ；２：ｐＥＧＦＰＮ１ｖｅｃ

ｔｏｒ；Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；３：ｐＥＧＦＰＢｃｌ６ｖｅｃｔｏｒｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄ

ｗｉｔｈＨｉｎｄⅢ／ＳａｃⅡ；４：ｐＥＧＦＰＢｃｌ６ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ

ＨｉｎｄⅢ；５，６：ｐＥＧＦＰＢｃｌ６ｖｅｃｔｏｒ

２．３　Ｂｃｌ６在ＢＲＬ３Ａ细胞中的表达　ＢＲＬ３Ａ细
胞转染重组质粒４８ｈ后，经实时ＰＣＲ及蛋白质免疫
印迹法检测，与ｐＥＧＦＰＮ１转染组相比，转染ｐＥＧ
ＦＰＢｃｌ６组的 ｍＲＮＡ表达水平与蛋白表达水平升
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３）。

图３　转染重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６后Ｂｃｌ６的表达

Ｆｉｇ３　Ｂｃｌ６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＢｃｌ６
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ６ｍＲＮＡ （ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）；Ｂ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｂｃｌ６ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）．Ｐ＜０．０１ｖｓｐＥＧＦＰＮ１ｇｒｏｕｐ；

ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．４　Ｂｃｌ６对ＢＲＬ３Ａ细胞凋亡的影响　ＢＲＬ３Ａ
细胞转染重组质粒４８ｈ后，流式细胞仪检测发现转

染 ｐＥＧＦＰＢｃｌ６ 质 粒 组 ［（５．４０±０．４６）％］与

ｐＥＧＦＰＮ１组［（１３．２８±１．１２）％］相比，凋亡细胞数

（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ染色阳性细胞）比例减少（Ｐ＜０．０１，

图４）。

２．５　Ｂｃｌ６对ＢＲＬ３Ａ细胞增殖的影响　ＢＲＬ３Ａ
细胞在转染重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６后，与转染空质粒

ｐＥＧＦＰＮ１组相比较，在７２、９６、１２０ｈ细胞增殖增

加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，

图５）。
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图４　转染重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６后ＢＲＬ３Ａ细胞的凋亡

Ｆｉｇ４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＲＬ３Ａｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＢｃｌ６
Ｐ＜０．０１ｖｓｐＥＧＦＰＮ１ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图５　转染重组质粒ｐＥＧＦＰＢｃｌ６后ＢＲＬ３Ａ细胞的增殖

Ｆｉｇ５　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＲＬ３Ａｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＢｃｌ６
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｐＥＧＦＰＮ１ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　 人类 Ｂｃｌ６ 基因位于 ３ｑ２７ 位点上，又称为

ＢＣＬ５、ＬＡＺ３、ＺＢＴＢ２７、ＺＮＦ５１基因，首先在伴有

３ｑ２７转位的ＤＬＢＣＬ中发现，编码一个由７０６个氨

基酸组成的ＰＯＺ（锌指蛋白）。在正常淋巴组织中

Ｂｃｌ６蛋白主要表达于生发中心（ＧＣ）Ｂ 细胞和

ＣＤ４＋ Ｔ细胞，促进淋巴细胞分化、控制 ＧＣ的形成

以及 Ｔ细胞依赖的抗原反应［４］。目前在人类的研究

中发现Ｂｃｌ６转录因子主要通过抑制与细胞周期调

控、基因转录、ＤＮＡ损伤的感受、蛋白质的泛素化以

及染色质结构相关的靶基因来发挥生物学效应，受

其直接调控的靶蛋白包括感受ＤＮＡ破坏与检查点

激活等重要调控通路的相关分子，如共济失调毛细

血管扩张症 Ｒａｄ３相关蛋白（ＡＴＲ）、ＣＨＫ１检查点

同源蛋白（ＣＨＥＫ１）、Ｐ５３蛋白和细胞周期蛋白依赖

激酶抑制子１Ａ（ＣＤＫＮ１Ａ）等［５７］。Ｂｃｌ６转录因子在

进化上高度保守，大鼠Ｂｃｌ６基因位于１１ｑ２３位点上，

编码７０７个氨基酸组成的转录因子，人类与大鼠的

Ｂｃｌ６氨基酸序列都包含一个Ｎ端ＢＴＢ结构域和Ｃ
端锌指结构域，Ｂｃｌ６ＢＴＢ结构域可以与 ＳＭＲＴ、

ＮＣｏＲ和Ｂｃｌ６共同抑制因子（ＢＣＯＲ）相互作用而共

同发挥基因抑制作用［８１０］，据Ｏｈｔｓｕｋａ等［１１］报道小

鼠ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８α＋ 树突状细胞的成熟需要 Ｂｃｌ６，

Ｂｃｌ６同时也可以与ＣＤ１０和人类ＧＣ相关淋巴瘤蛋

白（ＨＧＡＬ）作为滤泡状淋巴瘤的标志物［１２］。在

Ｂｃｌ６本身的调控上，ｐ３００组蛋白乙酰化酶可以乙酰

化Ｂｃｌ６的ＲＤ２结构域，从而降低其对靶基因的抑制

作用［１３］，而ｍｉＲ１２７可以通过靶向抑制Ｂｃｌ６的表达

来发挥抑制肿瘤的作用［１４］，在Ｂ细胞非霍奇金淋巴

瘤中发现Ｂｃｌ６本身还可以通过它的ｐ５３反应元件受

到ｐ５３的调节，而这个反应元件在灵长类动物中高

度保守，在啮齿类动物中则不存在［１５］，这也形成了两

类物种间表达调控的差异和复杂性。

　　来源于水母的ＧＦＰ是一种天然荧光蛋白，可在

４５０～４９０ｎｍ 的蓝光激发下发出绿光，ＥＧＦＰ 是

ＧＦＰ的突变体，荧光强度更强，表达效率更高，更适

合作为报告基因用于研究基因的表达与调控、细胞

分化、蛋白质的胞内定位及功能转换。Ｂｃｌ６的广泛

表达意味着它在淋巴组织以外也可能发挥作用［１６］。

人类和大鼠的Ｂｃｌ６转录调控和作用机制大体上相

似，但也存在明显的种属差异，为了更好地阐明Ｂｃｌ６
的作用机制，我们构建了Ｂｃｌ６的荧光蛋白融合表达

载体，因Ｂｃｌ６基因编码区序列的特殊性，我们采用

了巢式ＰＣＲ法成功克隆了Ｂｃｌ６基因的ＣＤＳ序列，

经鉴定序列完全正确。我们进一步转染了大鼠正常

肝细胞，经ＲＴＰＣＲ检测，在转染ｐＥＧＦＰＢｃｌ６融合

表达质粒后细胞内的 Ｂｃｌ６ｍＲＮＡ 表达升高达到

２００倍以上，而用蛋白质免疫印迹法检测Ｂｃｌ６蛋白

的表达与对照组相比也上调，证明我们用 ＲＴＰＣＲ
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法构建ＧＦＰ标记的融合表达载体方法可行，能够表

达带荧光标记的目的蛋白。通过ｐＥＧＦＰＢｃｌ６融合

表达载体转染大鼠肝细胞的实验，我们发现Ｂｃｌ６具

有抑制大鼠肝细胞凋亡和促进其增殖的作用，Ｂｃｌ６
的这种促进肝细胞增殖的生物学效应与在Ｂ细胞淋

巴瘤中发现其可以通过抑制ｐ５３、ＡＴＲ、ＣＤＫＮ１Ａ
等抑制性因子而发挥促进细胞增殖的生物学效应一

致［５］，在 ＥＢ病毒阴性的人 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞系

ＢＪＡＢ细胞中也发现Ｂｃｌ６可以通过靶向性抑制程序

性细胞死亡２（ＰＤＣＤ２）基因而发挥凋亡抑制的作

用［１７］，另外，Ｋｕｒｏｓｕ等［１８］的研究认为在Ｂ细胞淋巴

瘤细胞中Ｂｃｌ６还可以通过抑制活性氧（ＲＯＳ）的升

高而发挥抑制化疗药物诱导的细胞凋亡。而Ｙａｍｏ

ｃｈｉ等［１９］发现通过慢病毒过表达Ｂｃｌ６基因后，ＣＶ１
和 ＨｅＬａ细胞阻滞于Ｇ１亚期和Ｇ２／Ｍ 期，并且可以

通过Ｂｃｌ２和ＢｃｌＸＬ诱导细胞凋亡。Ｂｃｌ６对细胞凋

亡的这种双向调控作用或许与其在不同的细胞和细

胞在不同的条件下发挥作用有关，而我们的初步研

究认为过表达Ｂｃｌ６可以起到抑制大鼠肝细胞凋亡

和促进其增殖的作用，而这种调节作用的机制有待

于进一步深入探讨。本实验为进一步进行Ｂｃｌ６的

亚细胞定位、跟踪Ｂｃｌ６在生理和病理过程中的表达

情况以及其作用机制的研究奠定了基础。
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