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ＢＡＧ１、Ｂｃｌ２双靶区反义ＲＮＡ重组载体对ＳＧＣ７９０１细胞增殖的影响
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　　摘　要：目的　构建ＢＡＧ１、Ｂｃｌ２双靶区反义ＲＮＡ重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２及单表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２Ａｓ

ＢＡＧ１和ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２，并初步研究它们对人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１增殖活性的影响，为进一步探讨该重组载体对肿瘤细胞

的影响打下基础。方法　从胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１总ＲＮＡ中逆转录扩增包括全部编码序列的ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２ｃＤＮＡ，ＴＡ克隆到

ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅ载体，分别经ＢａｍＨⅠ和ＣｌａⅠ、ＥｃｏＲⅠ和ＮｈｅⅠ双酶切并回收纯化目的片段后，反向插入真核细胞双表达载体

ｐＶＩＴＲＯ２的ｍｃｓ１和ｍｃｓ２中，经酶切、测序鉴定，确定已建立单表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１和ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２，再将

Ｂｃｌ２反向插入单表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１的 ｍｃｓ２中，构建双表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２，酶切、测序鉴

定。然后分别转染ＳＧＣ７９０１细胞，ＭＴＴ法检测细胞的增殖活性，半定量ＲＴＰＣＲ检测基因ＢＡＧ１ｍＲＮＡ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表

达，流式细胞术检测ＳＧＣ７９０１的细胞周期变化情况。结果　酶切、测序鉴定表明，单表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１和

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２及共表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２构建成功。与对照组比较，ＭＴＴ法检测显示重组载体抑制

ＳＧＣ７９０１细胞增殖，并呈时间依赖性，其中以７２ｈ转染组抑制作用最显著（犘＜０．０１）；ＲＴＰＣＲ结果显示ＢＡＧ１ｍＲＮＡ和Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ表达水平明显下降（犘＜０．０１），而且共表达载体组比单表达载体组更为显著（犘＜０．０５），但ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２组对ＢＡＧ１

ｍＲＮＡ表达水平无明显影响（犘＞０．０５）；流式细胞术检测重组载体组凋亡细胞比例升高，与ｐＶＩＴＲＯ２组和对照组比较均有统计

学意义（犘＜０．０１），并且共表达重组载体组的效应比单表达重组载体组更为显著（犘＜０．０１），凋亡率由对照组的０．５７％增加至

１５．７５％。结论　成功构建双靶区反义 ＲＮＡ 重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２及单表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１和

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２，并发现其能抑制ＳＧＣ７９０１细胞增殖并引起细胞凋亡，且以ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２重组载体最为明显。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２ｈａｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＡＧ１ｍＲＮＡ（犘＞０．

０５）；ｔｈｅＦＣＭｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐＶＩＴＲＯ２ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｍｏｒｅｎｏｔａ

ｂｌｙｔｈａｎｓｉｎｇｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｍｏｒｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ（犘＜０．０１），ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍ０．５７％ｔｏ

１５．７５％．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２ａｎｄｓｉｎｇｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＶＩＴＲＯ２Ａｓ

ＢＡＧ１ａｎｄｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２ａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｙｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌａｎｄｉｎｄｕｃｅｃｅｌｌ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｍｏｒｅｏｖｅｒｔｈｅｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２ｖｅｃｔｏｒｉｓｍｏｓｔｎｏｔａｂｌｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ；　ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ

　　肿瘤是人类面临的最大难题，随着分子生物学各项技术的

日趋成熟，基因治疗作为肿瘤治疗的一个新手段，日益受到人

们的重视。但目前肿瘤基因治疗的效果并不理想，单一基因治

疗只能作用于肿瘤发生、发展过程中的某一环节，只有相关的

基因共同作用才能使肿瘤得以抑制［１］。Ｂｃｌ２是目前公认的抗

凋亡基因，主要通过调节线粒体的功能来调节凋亡，通过抑制

细胞凋亡而参与肿瘤的发病，与肿瘤的分级、分期及预后有

关［２］。ＢＡＧ１基因定位于９号染色体，包括７个外显子，通过

调节翻译起始点可表达Ｐ２９、Ｐ３３、Ｐ４６、Ｐ５０四种异构蛋白
［３］。

ＢＡＧ１是一个抗凋亡分子，它不仅有独立的抗凋亡作用，而且

可以增强Ｂｃｌ２的抗凋亡活性
［４］，在乳腺癌、大肠癌、膀胱癌、

肾癌等多种肿瘤中都有阳性表达［５］。ＢＡＧ１蛋白的抗凋亡机

制及途径与Ｂｃｌ２相近，可与Ｂｃｌ２蛋白形成复合物，两者可相

互影响、相互促进，协同发挥抑制细胞凋亡的作用［６］。Ｘｉｏｎｇ

等［７］的研究表明，反义ＢＡＧ１能够增强抗癌药物诱导的肿瘤

细胞凋亡，并降低Ｂｃｌ２的表达。本研究正是着眼于此，旨在

构建反义双靶区重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２及单表

达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１和ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２，并转

染胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１以观察他们对肿瘤细胞增殖的影响，

进行对比分析，为今后寻找更有效的反义核酸药物提供实验基

础和方法依据，为肿瘤的治疗提供新的策略和思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　真核细胞共表达载体ｐＶＩＴＲＯ２购自

ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司；大肠杆菌ＤＨ５α、ＳＧＣ７９０１细胞由本研究所

保存；总ＲＮＡ提取试剂盒、胶回收纯化试剂盒、潮霉素Ｈｙｇｒｏ

ｍｙｃｉｎＢ购于上海生工公司；质粒抽提试剂盒购自天根生化公

司，ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ载体、逆转录试剂盒、ＥｃｏＲⅠ、ＮｈｅⅠ、

ＢａｍＨⅠ、ＣｌａⅠ、ＬＡＴａｑ酶购自大连宝生物 Ｔａｋａｒａ公司，Ｔ４

ＤＮＡ连接酶为Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品。

１．２　引物的设计与合成　根据ＧｅｎｅＢａｎｋＢＡＧ１和Ｂｃｌ２的

ｍＲＮＡ序列，用ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计包括ＢＡＧ１和

Ｂｃｌ２全部编码区序列的引物：ＢＡＧ１Ｆ５′ＧＣＣ ＡＴＣＧＡＴ

ＣＡＴＣＧＣＴＧＧＧＣＧＧＴＣＡＡＣ３′，在５′端引入酶切位点Ｃｌａ

Ⅰ；ＢＡＧ１Ｒ５′ＣＴＣＧＧＡＴＣＣＡＧＡＧＡＣＧＧＣＡＧＡＧＣＴ

ＧＧＴＧＧ３′，在５′端引入酶切位点 ＢａｍＨⅠ，扩增产物１１４４

ｂｐ。Ｂｃｌ２Ｆ５′ＣＣＴＣＴＣＧＡＧ ＡＡＧ ＧＡＴ ＧＧＣＧＣＡ ＣＧＣ

ＴＧＧ３′，在５′端引入酶切位点 ＮｈｅⅠ；Ｂｃｌ２Ｒ５′ＣＣＧＧＡＡ

ＴＴＣＴＴＧＧＧＧＣＡＧＧＣＡＴＧＴＴＧＡＣＴ３′，在５′端引入酶

切位点ＥｃｏＲⅠ，扩增产物７６２ｂｐ。另外，根据βａｃｔｉｎ、ＢＡＧ１

和Ｂｃｌ２的序列设计 ＲＴＰＣＲ 引物：βａｃｔｉｎＦ５′ＡＣＧ ＴＧＧ

ＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣ３′，βａｃｔｉｎＲ５′ＣＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴ

ＣＡＣＣＧＴ ＴＣ３′，扩增产物４４２ｂｐ；ＢＡＧ１Ｆ５′ＴＡＡ ＧＣＧ

ＧＣＡ ＡＡＧＣＣＡ ＡＧＡＣＡ３′，ＢＡＧ１Ｒ５′ＧＡＡ ＡＧＴ ＧＡＧ

ＣＣＡＴＴＧＧＡＧＧＧ３′，扩增产物２６０ｂｐ；Ｂｃｌ２Ｆ５′ＴＣＣＧＡＣ

ＣＡＣＴＡＡ ＴＴＧ ＣＣＡ ＡＧＣ３′，Ｂｃｌ２Ｒ５′ＡＧＣ ＣＴＣ ＣＡＧ

ＣＡＧＣＣＡＧＡＡ ＡＧ３′，扩增产物１６９ｂｐ；由上海生工公司

合成。

１．３　方法

１．３．１　ＲＴＰＣＲ法获取目的基因　反应体系组成及操作按

Ｔａｋａｒａ公司的逆转录试剂盒说明进行。

１．３．２　重组载体的构建及鉴定　将ＲＴＰＣＲ产物ＢＡＧ１和

Ｂｃｌ２分别插入ｐＭＤ１８Ｔｓｉｍｐｌｅ载体，经ＢａｍＨⅠ＋ＣｌａⅠ和

ＥｃｏＲⅠ＋ＮｈｅⅠ双酶切，琼脂糖凝胶电泳回收目的片段，将

ＢＡＧ１片段定向插入ｐＶＩＴＲＯ２载体的多克隆位点１（ｍｃｓ１）

中，构建单表达载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１；将Ｂｃｌ２片段定向插

入ｐＶＩＴＲＯ２载体的多克隆位点２（ｍｃｓ２）中，构建单表达载体

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２；再将 Ｂｃｌ２ 片 段 定 向 插 入 单 表 达 载 体

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１的多克隆位点２（ｍｃｓ２）中，双酶切鉴定

后，由上海生工公司完成测序。

１．３．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖活性　实验分组：ｐＶＩＴＲＯ２Ａｓ

ＢＡＧ１组、ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２组、ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２组、

ｐＶＩＴＲＯ２组和空白对照组。取同一批次的对数生长期ＳＧＣ

７９０１细胞制成单细胞悬液，调整细胞浓度为１×１０４ 个细胞／

ｍＬ，接种于９６孔培养板，每组接种６孔，培养２４ｈ后，按文献

［８］的方法转染细胞。上述各组于培养的２４、４８、７２、９６ｈ后加入

５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ液２０μＬ／孔，继续培养４ｈ，吸出培养液后，加

入ＤＭＳＯ液１５０μＬ／孔，室温下将平板震荡１０ｍｉｎ，使结晶物完

全溶解，酶标仪上检测各孔的Ａ４９０值，观察细胞增殖情况。

１．３．４　ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平的检测　转染７２ｈ

后收集细胞，提取总ＲＮＡ，反应体系组成及操作按Ｔａｋａｒａ公

司的逆转录试剂盒说明，合成ｃＤＮＡ第一链。以ｃＤＮＡ为模

板，ＰＣＲ反应体系为１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅡ ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌβａｃｔｉｎ、ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２上下游引物各

１μＬ，５Ｕ／ｕＬ的ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭＨＳ０．５μＬ，ｃＤＮＡ３μＬ，

双蒸水补足总体积５０μＬ。反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ、５４℃３０ｓ、７２℃６０ｓ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。

取５μＬＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，凝胶图像分析系统观

察照相并用软件进行灰度值分析。

１．３．５　流式细胞仪检测细胞周期分布　转染７２ｈ后收集细

胞，用ＰＢＳ洗涤２次，７５％的冷乙醇固定过夜，１０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，弃固定液，ＰＢＳ洗涤３次，调整细胞浓度为１×１０６／

ｍＬ，与含有１％ ＲＮａｓｅ的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７．４）共同孵育

１０ｍｉｎ，ＰＩ染色３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期变化。

１．４　统计学处理　实验数据用狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１１．０统

·８９２３· 国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２４



计软件处理，组间两两比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２的ＰＣＲ扩增　以同一个ｃＤＮＡ为模板，

用设计引物进行ＰＣＲ扩增，所得ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２特异性条带

均与预期的１１４４ｂｐ和７６２ｂｐ目的基因大小接近，见图１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　单表达载体的酶切鉴定　单表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２

ＡｓＢＡＧ１和 ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２分别经 ＥｃｏＲⅠ＋ＮｈｅⅠ和

ＢａｍＨⅠ＋ＣｌａⅠ双酶切消化，见图２（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”），分别产生约７６６ｂｐ和６３２１ｂｐ（图２中

第１、２泳道），１１４４ｂｐ和６３２１ｂｐ（图２中第３、４泳道）大小的

片段，初步表明重组载体带有ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２基因。

２．３　重组双表达载体的鉴定　双表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２

ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２经ＥｃｏＲⅠ＋ＮｈｅⅠ双酶切消化，琼脂糖凝胶电

泳结果显示，分别产生约７６６ｂｐ和７４６５ｂｐ大小的片段，初步

表明重组载体带有Ｂｃｌ２基因，见图３（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。双表达重组载体ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ

１Ｂｃｌ２经ＢａｍＨⅠ＋ＣｌａⅠ双酶切消化，琼脂糖凝胶电泳结果，

见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），分别产

生约１１４４ｂｐ、３０４０ｂｐ和４０７１ｂｐ（图４中第２泳道）大小的

片段，这是由于Ｂｃｌ２基因５６７ｂｐ处含有ＢａｍＨⅠ酶切位点。

同样，用 ＢａｍＨⅠ＋ＣｌａⅠ双酶切消化ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２和

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１ 重 组 载 体 做 对 照，可 以 看 到 由 于

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２重 组 载 体 载 体 中 由 于 Ｂｃｌ２ 基 因 含 有

ＢａｍＨⅠ酶切位点，而ｍｃｓ１的ＢａｍＨⅠ和ＣｌａⅠ酶切位点相距

太近，所切出的片段太小（１３ｂｐ），电泳图上无法看到，仅显示３

０４０ｂｐ和４０７１ｂｐ大小的片段（图４中第１泳道），ｐＶＩＴＲＯ２

ＡｓＢＡＧ１重组载体上只有 ｍｃｓ１ＢＡＧ１基因之间的ＢａｍＨⅠ

和ＣｌａⅠ酶切位点，所以只切出１１４４ｂｐ和６３２１ｂｐ大小的片

段（图４中第３泳道）。通过ＢａｍＨⅠ＋ ＣｌａⅠ双酶切鉴定，进

一步证明双表达重组载体 ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２带有

ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２基因。

２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖活性　在重组载体的作用下，

ＳＧＣ７９０１细胞的增殖受到明显抑制，抑制作用具有时间依赖

性，在７２ｈ达到顶峰，以ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２组的抑制

作用最为明显，９６ｈ其抑制细胞增殖的作用不再增加并有所

减弱；经统计学分析，与对照组和ｐＶＩＴＲＯ２组比较，见表１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。各重组载体组增

殖速度减慢，差异有统计学意义（犘＜０．０１），并且在转染７２ｈ

后，与 ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１组和 ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２组相比，

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２组的抑制作用更强（犘＜０．０５）。

２．５　重组载体对 ｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴＰＣＲ产物经琼脂

糖电泳显示：转染７２ｈ后，见图５（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”），空白对照组和ｐＶＩＴＲＯ２组中可见清晰的

１６９ｂｐ和２６０ｂｐ的片段（图５中第１～２泳道），而重组载体组

中１６９ｂｐ和２６０ｂｐ处的基因片段较淡（图５中第３～５泳道）。

４４２ｂｐ处为内参照βａｃｔｉｎ，可以看见其亮度基本一致。对其光

密度值进行统计学分析见表２（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”），与对照组和ｐＶＩＴＲＯ２组相比，ｐＶＩＴＲＯ２Ａｓ

ＢＡＧ１和ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２组 ＢＡＧ１和 Ｂｃｌ２基因

表达明显降低（犘＜０．０１）；ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２组虽然Ｂｃｌ２基

因表达有明显降低（犘＜０．０１），但ＢＡＧ１基因表达没有显著变

化（犘＞０．０５）。

２．６　重组反义载体对ＳＧＣ７９０１细胞周期的影响　ＦＣＭ检测

发现Ｇ０／Ｇ１ 期细胞所占比例由对照组的４７．６７％、４９．１７％增

至７３．０７％，而Ｓ期细胞则分别从４４．１５％、３９．７０％下降至

１６．４０％，凋亡率由对照组的０．５７％、１．１２％增加至１５．７５％，

见表３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），重组载

体组与对照组、ｐＶＩＴＲＯ２组比较有统计学意义（犘＜０．０１），并

且 ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２ 组 与 ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１ 组、

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２组相比较，作用更加明显（犘＜０．０１）。表明

细胞经重组载体作用后，导致ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２促进细胞增殖的

功能下降，抑制Ｇ１ 期细胞进入Ｓ期。

３　讨　　论

实施肿瘤联合基因治疗的关键在于目的基因的高效联合

转移及表达，这将直接影响其治疗效果［９］。本研究将２个目的

基因亚克隆入同一真核表达载体 ｐＶＩＴＲＯ２ 中，构建 出

ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２载体，达到了将两基因同时导入细

胞内的目的。经 ＭＴＴ 法检测表明，重组载体可明显抑制

ＳＧＣ７９０１细胞的增殖，并呈现时效关系，与对照组比较当重组

载体作用ＳＧＣ７９０１细胞７２ｈ时，抑制作用最为明显（犘＜

０．０１），而且ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ１Ｂｃｌ２重组载体与单表达重组

载体相比，其对 ＳＧＣ７９０１细胞的抑制作用更为显著（犘＜

０．０５）；而到９６ｈ时，其抑制作用不再增加并有所减弱，可能是

由于瞬时转染后，载体ＤＮＡ随细胞分裂而逐渐丢失，目的基

因的表达时限短暂所致［１０］。此载体的构建成功，为研究ＢＡＧ

１和Ｂｃｌ２的协同作用奠定了基础。

ＲＴＰＣＲ实验结果经凝胶成像灰度值分析软件分析提示，

各重组载体组和相对应的目的基因ｍＲＮＡ表达均有明显的下

降，其可能的机制是反义ＲＮＡ分别与ＢＡＧ１ｍＲＮＡ和Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ形成复合物而被核酶剪切降解所致；ｐＶＩＴＲＯ２Ａｓ

ＢＡＧ１重组载体组Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达下降与文献报道一致
［７］，

是由于ＢＡＧ１具有上调Ｂｃｌ２表达的作用，ＢＡＧ１的表达下

降，Ｂｃｌ２的表达亦随之下降，而ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢｃｌ２重组载体

组对ＢＡＧ１ｍＲＮＡ的表达无明显影响。

ＦＣＭ法检测细胞周期结果证明，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞所占比例

由对照组的４７．６７％、４９．１７％增至７３．０７％，而Ｓ期细胞则分

别从４４．１５％、３９．７０％下降至１６．４０％，凋亡率由对照组的

０．５７％、１．１２％增加至１５．７５％。表明重组载体可以抑制胃癌

细胞ＳＧＣ７９０１增殖，并促进其凋亡，且以ｐＶＩＴＲＯ２ＡｓＢＡＧ

１Ｂｃｌ２重组载体最为明显。这应与双基因导入后既抑制了

ＢＡＧ１基因的表达，也抑制了Ｂｃｌ２基因的表达，将细胞周期

有效阻滞在周期起始点 Ｇ１ 期，并显著诱导细胞凋亡有关，因

为Ｂｃｌ２蛋白可能是线粒体ＰＴ 孔道的组成成分，具有抑制

ｃａｓｐａｓｅ使线粒体ＰＴ通道打开的能力
［１１］，而ＢＡＧ１是一种多

功能蛋白，不但可以和Ｂｃｌ２结合，而且可以和 Ｈｓｐ７０、ＲＡＦ１、

ＨＧＦ受体、核激素受体等多种靶分子相互作用，调节细胞的生

长与存活［１２］。

本研究构建了针对ＢＡＧ１和Ｂｃｌ２全部编码区的单、共表

达重组载体，体外作用于胃癌细胞ＳＧＣ７９０１，观察到了良好的

抑瘤效果，其可能的机制是共表达重组载体组反义ＲＮＡ不但

分别与ＢＡＧ１ｍＲＮＡ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ形成复合物而被核酶剪

切降解，而且由于ＢＡＧ１表达的下降进一步下调了Ｂｃｌ２的表

达，抑制肿瘤细胞增殖并诱导肿瘤细胞凋亡。通过本实验研

究，为针对双基因的反义治疗策略提供了初步的理论依据。尽

管如此，该重组载体对肿瘤细胞蛋白表达水平的影响以及体内

实验等仍然值得深入研究。　　　　　　　（下转第３３０３页）
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作用机制将为基因治疗胃癌新靶点的寻找奠定基础。
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