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摘　要:【目的】研究 bcl-2基因(bcl-2)在 PC12细胞中的表达。【方法】构建真核表达载体 pcDNA3-bcl-2 ,采用脂质体介

导将重组质粒导入 PC12 细胞 , Western blo t和原位免疫组化检测外源基因表达。【结果】本实验成功构建了真核表达载体

pcDNA3-bcl-2 , 并用脂质体介导的方法获得了稳定表达 bcl-2的细胞克隆;Western blo t显示有 26 ku 的蛋白质表达 , bcl-2单克

隆抗体免疫组化染色呈阳性反应。【结论】重组质粒 pcDNA3-bcl-2 经转染能够在 PC12 细胞中有效表达 , 为进一步研究 bcl-2

对 PC12 细胞的生物学功能奠定了基础。
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Abstract:【Objective】To investig ate the expression of bcl-2 gene(bcl-2)in PC12 cell line.【M ethods】The recombinant expres-

sion plasmid pcDNA3-bcl-2 w as constructed from pSFFV-bcl-2 , then it was introduced into PC12 cell line by liposome method.

Western blotting and immunohistochemistry in situ were applied to exam the exogenous gene expression.【Results】The recombinant

expression plasmid pcDNA3-bcl-2 was constructed successfully.I n PC12 cell line transfected by the plasmid , 26 ku protein was ex-

pressed by Western-Blot test and immunoreactivity of cells w ere show n by immunohistochemical staining.【Conclusion】bcl-2 can be

expressed effectively in PC12 cell lines transfected by recombinant plasmid pcDNA3-bcl-2.The success o f this research provides us

w ith the basis for fur ther study on the bcl-2 function in PC12 cell line.
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　　神经系统退行性病变目前被认为是基因失控

引起 ,从基因水平进行研究是治疗研究的一个合理

方向 。bcl-2是细胞功能重要的调控基因 ,作用于细

胞的发育 、分化 、增殖 ,存活及死亡等过程[ 1] 。有研

究表明 , bcl-2不仅能够促进神经元存活甚至能够

促进神经再生[ 2] 。所以本文选择 bcl-2 为目的基

因 ,构建了高效表达的真核表达载体 pcDNA3-bcl-

2 ,通过基因转染分析了其在 PC12 细胞中的蛋白

表达。PC12为嗜铬细胞瘤来源的神经元细胞系 ,

是广泛用来研究神经元发育和功能的组织培养模

型 ,这样就为进一步研究 bcl-2对神经元的功能 ,进

而为基因治疗的下一步工作奠定了可靠的基础。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　试　剂　DNA限制性内切酶 、T4 DNA 连

接酶 、RNase Ⅰ 、SDS 、低熔点琼脂糖 、EDTA 、EB

(Promega 公司);100 bp DNA marker、胰蛋白胨 、酵

母提取物(Gene 公司);dNTP 、DNA 聚合物 、RP-

M I1640 、胰酶 、马血清 、Lipofectin 、Geneticin 、链霉

素抗生物素蛋白-过氧化酶免疫组化染色试剂盒

(Gibco 公司);胰蛋白酶大豆抑制剂(Sigma公司);

λDNA/ Hind Ⅲ分子 DNA marker(华美生物工程公

司);质粒提取和纯化试剂盒(Qiagen公司)。

1.1.2　引物设计 　根据 bcl-2 cDNA 碱基序列设

计合成特异的 PCR引物 P1和 P2 ,为便于克隆 , P1

的 5′端引入了 Hin dⅢ酶切位点 ,P2的 5′端引入了

EcoRⅠ酶切位点 。引物序列如下:上游引物 P1 ,

5′-GGAAGCT T ATG GCG CAC GC T GGG AG;下

游引物 P2 , 5′-GG GAATTC TCA C TT GTG GCC

CAG A 。引物由上海生物工程公司合成。

1.1.3　质粒 、菌株和细胞　质粒 pcDNA3 由中山

医科大学实验动物中心刘彦文博士惠赠。质粒

pSFFV-bcl-2由中山医科大学生化教研室张清秀博

士惠赠。受体菌株大肠杆菌(E .coli)TG1 基因

型 :SupE hsdΔ5 thiΔ(Lac- proAB)F′[ t ra D36
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ProAB′lacIqLaczΔM 15] 。PC12细胞株由中山医科

大学药理教研室邱鹏新老师惠赠。

1.2　方　法

1.2.1　酶切反应及琼脂糖凝胶电泳　限制性内切

酶 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ各 15 U ,酶切缓冲体系为 30

μL ,置 37 ℃水浴反应 2 h 。制备 8 g/L 琼脂糖凝

胶 ,将限制性内切酶消化与标准品 λDNA/ Hind Ⅲ

及DNA marker 同时上样 ,电压 20 V ,电泳时间 3

h。在紫外线下观察电泳结果 。

1.2.2　PCR扩增外源基因　0.5 m L Eppendorf管

中依次加入下列成分 ,扩增容积 50 μL:10×Buf fer

5μL ,4×dNTP(2 mmol/ L)5 μL , P1 、P2 各 1 μL

(各 25 pmol/L),模板 DNA 0.1μg ,双蒸水加至 50

μL。混匀后 ,95 ℃变性 5 min ,加入 Taq酶 2 U ,液

体石蜡油 50 μL , 整 个反应在 DNA 扩增仪

(Hema480型)上完成 。PCR反应条件为:94 ℃变

性 1 min ,58 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸 1.5 min。循

环30次 ,最后72 ℃延伸7 min。扩增产物用 8 g/L

琼脂糖凝胶电泳分析 。

1.2.3　外源基因的序列测定　按 Sanger 等双脱

氧核苷酸末端终止法 ,在 ABI PRISM TM 310测序

仪上 , 通过 T7 和 SP6 启动子 , 引物从两端测定

PCR产物全长序列。

1.2.4　目的基因的克隆 、鉴定及纯化　按《分子克

隆实验指南》方法
[ 3]
进行。将目的基因定向克隆到

pcDNA3的 Hin dⅢ和 EcoRⅠ位点 ,重组质粒再进

行双酶切鉴定和 PCR 验证。用 Qiagen提取和纯

化质粒的试剂盒纯化该重组质粒。

1.2.5　PC12细胞培养及基因转染　PC12细胞培

养于含 100 mL/L 马血清和 50 mL/L 胎牛血清及

50 kU/L 链霉素的 RPM I 1640 培养基 ,在 37 ℃,

饱和湿度及体积分数 5%CO2 和 95%空气的培养

箱中培养。分别将 60 μg 质粒 pcDNA3-bcl-2 及空

质粒 pcDNA3溶于 300μL 无血清培养液制备成溶

液A1和 A2 ,另将 60 μL Lipofectin 稀释于 240 μl

无血清培养液制备成溶液 B 。混合溶液 A1(A2)与

溶液 B , 室温放置 15 min ,加无血清培养液 2.4

mL。PC12细胞增长至 70%～ 80%密度 ,将其制成

108 细胞/L ,将细胞悬液按 4 m L/孔加入 24孔培养

板 ,37 ℃,体积分数 5%CO2 条件下培养 。培养的

PC12细胞去除培养基 ,无血清培养液洗 2次 ,然后

分别滴加混合液于上述 24 孔培养板各 200 μL , 37

℃,体积分数 5%CO2 和饱和湿度培养箱培养 48

h。弃上清液 ,加含 600 mg/L 的G418 ,进行筛选培

养 ,获得稳定转化细胞 。继续培养至 12 d 时用克

隆环挑出 G418抗性克隆 ,扩大培养 。

1.2.6　检测培养细胞中 bcl-2 表达 　Western

blo t:用脂质体介导的基因转染将 pcDNA3-bcl-2和

空质粒 pcDNA3导入 PC12 细胞 ,转化后的细胞用

G418 进行选择培养和加压 ,再经扩大培养后收集

细胞 ,进行 SDS-PAGE 分析 ,进行 Western blot 反

应 ,第 1抗体为鼠抗人 bcl-2 单克隆抗体(Gibco),

工作浓度 1∶200 ,第 2抗体为羊抗鼠 IgG 1∶200(华

美),加染交联荧光剂 ,X线胶片感光。

原位免疫组化检测重组蛋白表达:实验的具体

方法步骤按链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶免疫组

化染色试剂盒所附说明书进行 。

2　结　果

2.1　目的基因鉴定

以pSFFV-bcl-2为模板 ,用 P1 和 P2 对 bcl-2

cDNA 读框进行 PCR扩增 ,扩增得到的产物经 8 g/

L 琼脂糖凝胶电泳 ,产生的条带位于对照分子的

700和 800 bp两条带之间 ,与预期的 720 bp 分子

大小一致(图 1)。PCR产物经测序得到的序列与

文献报道一致[ 4] 。

图 1　以 pSFFV-bcl-2 为模板扩增 720 bp DNA片段

Fig.1　PCR amplification of 720 bp DNA fragment

1:720 bp fragment;2:PCR marker

2.2　目的基因的克隆与筛选

将纯化的 PCR扩增产物定向克隆到 pcDNA3

的 EcoRⅠ和 Hin dⅢ位点 ,再将重组子转化到大肠

杆菌 TG1 ,从氨苄西林 LB平板随机取 20个菌落 ,

摇菌扩增重组子 DNA ,酚氯仿抽提及 10 g/L 琼脂

糖凝胶电泳初筛 ,有 6 个重组子的 DNA条带位于

空白 pcDNA3质粒条带的后方。

2.3　重组子鉴定

将初筛到的 6个重组子摇菌扩增后抽提重组

子 DNA ,用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定 ,并以重
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组子 DNA为模板 ,用 P1和P2进行 PCR扩增。该

重组子用 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切后产生两条带 ,大

小分别为 5.4 kb和 720 bp(图 2)。PC R扩增也显

示出特异性扩增条带(720 bp),证明该重组子确为

带有目的基因 bcl-2的重组克隆。

图 2　重组质粒 pcDNA3-bcl-2 酶切鉴定

Fig.2　Characterization of pcDNA3-bcl-2 by restriction enzyme
M1:PC R marker;1:pcDNA3-bcl-2/ EcoR Ⅰ ;2:pcDNA3/

EcoR Ⅰ ;3:pcDNA3-bcl-2/ EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ;M2:λ/ Hind Ⅲ

molecular standard

2.4　PC12细胞外源基因表达的检测

2.4.1　Western blot 法 　将表达产物进行 SDS-

PAGE后 ,电转移到硝酸纤膜上进行 Western blot

分析 ,结果见图 3 ,转染 pcDNA3-bcl-2的实验组中 ,

在相应位置出现特异性反应条带;而转染空质粒

pcDNA3的对照组未见条带。

图 3　Western-blot检测 PC12 细胞中 BCL-2 蛋白表达

Fig.3　Analysis of BCL-2 protein in retinal neurons

by Western blot

M1:p rotein marker;1:PC12 cells t ransfected by pcDNA3-bcl-

2;2:PC12 cells t ransfected by pcDNA3

2.4.2　免疫组化法　用脂质体 Lipofect in介导将

重组质粒 pcDNA3-bcl-2及空质粒 pcDNA3转染到

PC12细胞 ,通过 G418 筛选培养获得细胞克隆 ,用

bcl-2单克隆抗体对该细胞进行免疫组化染色 ,显

示前者所有细胞均染呈棕色 ,而后者及未转染的对

照组未见有染色阳性的细胞。

3　讨　论

青光眼及视网膜视神经损害的治疗是临床上

至今还无法解决的难题 ,基因治疗作为一种根本的

治疗手段 ,为该问题的解决带了希望 。在国内 ,青

光眼等病的基因治疗研究几乎还没开展。神经细

胞凋亡及相关研究
[ 5 , 6]
揭示了这类疾病的发生与

细胞凋亡有关 ,而 bcl-2具有明确的抗细胞凋亡作

用 ,因此 ,选择 bcl-2作为目的基因进行基因治疗研

究有着可靠的基础。

真核表达载体 pSFFV-neo 全长 7227 bp ,其宿

主范围广 ,实验中酶切鉴定 pSFFV-bcl-2时发现目

的基因含量非常少 ,故选择 pcDNA3重组真核表达

载体质粒。pcDNA3作为载体有其独特的优点 ,它

具有松弛型复制子 COIE1和丝状噬菌体复制起始

位点 fl。在复制子以外存在几个单一内切酶位点 ,

便于外源基因插入。pcDNA3 上还存在可供选择

的多克隆位点 ,为外源基因的插入提供了方便。另

外 ,其多克隆位点附近带有来源 T7 和 SP6噬菌体

的启动子 ,为外源基因的转录和翻译研究提供了便

捷的工具 。

外源基因在真核细胞中的高效表达受多方面

因素的影响如基因拷贝数 ,增强子或启动子强度 ,

转录高效性以及蛋白质加工等 。真核表达载体

pcDNA3在目的基因上游以 hCM V 强启动子作为

基因高水平转录的顺式调控元件 ,具有转染多种哺

乳类细胞的通用性[ 7] ,在多种细胞的组织中均有很

强活性 ,可望通过它为研究目的基因的真核表达调

控 ,阐明目的基因调节神经元的分子机制奠定工作

基础 。

PC12细胞是目前广泛用来研究神经元的发育

和功能的一种组织培养模型。PC12 细胞上除有

TrkB受体和 P75
LNT R
外 ,还能表达两类钙通道:L

型和 N 型 ,同时具有两类敏感型钙池:caffeine敏感

型和 IP3敏感型[ 8] 。不仅可用于研究神经细胞分

化 、离子通道 、受体 、递质分泌 ,也可用于研究神经

毒性作用。由于 PC12细胞增殖 ,可产生和挑选出

缺乏特异性质的突变亚克隆 ,进而可用于评价特殊

基因产物的功能和用于对参与调节复杂神经元功
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能的不同成分进行基因分析。

本文采用脂质体转染法 , 将 pcDNA3-bcl-2 质

粒导入体外培养的 PC12细胞 ,培养 48 h 后 ,用含

有G418的完全培养基筛选 ,继续培养至 12 d时用

克隆环挑出 G418抗性克隆 ,扩大培养进行鉴定。

转染后的 PC12-bcl-2细胞经 Western blot 检测发

现有 26 ku的蛋白表达 ,而 PC12细胞中没有检测

到该蛋白表达 ,原位免疫组化实验也证实了这点。

脂质体转染法是基于带正电荷的脂质体可与带负

电荷的哺乳动物 DNA 结合 ,在靠近细胞膜时与膜

融合 ,从而将 DNA 释放到细胞浆中。实验发现该

方法简单 、稳定 、重复性好 。

pcDNA3-bcl-2的成功构建 ,并通过脂质体转染

PC12细胞获得了稳定有效表达 bcl-2的细胞克隆 ,

这样不仅能够研究 BCL-2蛋白对神经元的作用 ,

而且对探索神经元的生命调控具有重要意义 ,为进

一步针对各类神经损害和神经退行性疾病的基因

治疗工作奠定必要的实验基础 。
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3.3　不同性状不同剂量反应的临床意义

有研究表明 ,在出现放射性骨坏死的区域 ,仍

能见到细胞的形态 ,但细胞的数目 、活力 、形态等生

物学性状与正常状态的细胞均有差异[ 10] 。这说明

此时细胞出现了辐射损伤 ,处于一种增殖状况受损

的潜在的死亡状态。因此 ,在增殖能力丧失状态下

即可发生骨坏死 。

然而在临床上 ,虽然最终仍会出现骨髓炎 ,但

放疗后患者可以长期处于无变化 、症状轻微的稳定

状态。对此 ,本研究认为 , ROB 的功能和分化对辐

射的敏感性较低 ,所以在细胞出现增殖性死亡的情

况下 ,功能与分化的损伤仍可能较弱 ,这有可能使

这种坏死延期发生 ,但由于缺乏细胞增殖与替换 ,

坏死虽然延期但仍不可避免 ,且延期时间的长短取

决于功能 、分化损伤的程度。
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