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摘要 　目的 :探讨 Bax基因在热诱导 BcaCD885 细胞凋亡过程中的作用。方法 :水浴加温诱导 BcaCD885 细胞产生凋

亡。通过 FCM2DNA、FCM2抗体检测及 RT2PCR 技术 ,观测热诱导颊癌细胞凋亡过程中 Bax基因蛋白及 mRNA 表达的

动态变化。结果 :凋亡率与 Bax蛋白表达水平存在正相关关系 ;加热后 ,细胞 Bax mRNA 相对量明显升高。结论 :高

温作为一种外来刺激信号通过上调 Bax基因的表达 ,诱导 BcaCD885 细胞凋亡的发生。
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Abstract
Objective : This study aimed to investigate the role of Bax gene in apoptosis induced by hyperthermia in BcaCD885 cells.

Methods : After inducing apoptosis through hyperthermia , the expression of Bax protein and mRNA were examined with FCM anti2
body analysis and RT2PCR technique respectively. Results : Up regulation of Bax protein was noted after hyperthermia. The corre2
lation coefficient r between the apoptotic rate and the expression Bax protein was 0. 9240. The expression of Bax mRNA was also

raised after hyperthermia. Conclusion : Hyperthermia acting as an external signal may up2regulates expression of Bax gene and

then induces apoptosis in BcaCD885 cells.
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　　Oltvai 等 1 用 Bcl22 基因蛋白产物 Bcl22 特异性

单克隆抗体免疫沉淀等方法 ,从人和鼠 B 细胞中发

现与 Bcl22 共沉淀的一种 12 kD 蛋白质 ,命名为 Bax

(bcl2associated X protein) ,与 Bcl22 促细胞存活作用

相反 ,Bax 促细胞死亡。本研究中笔者以 FCM2抗体

检测及 RT2PCR 技术 ,观测热诱导颊癌细胞凋亡过

程中 Bax 基因蛋白及 mRNA 表达的动态变化 ,以期

探讨其在细胞凋亡过程中的作用。

1 　材料和方法

1. 1 　主要仪器设备

Shellab Model 2300 型自控式 CO2 孵箱 (Shellab 公司) ,

YJ21450 型超净工作台 (苏州净化设备厂) ,低温高速台式离

心机 (德国 5403 型) ,BS2 型电热恒温水浴箱 (北京医疗设备

厂) ,Elite ESP型流式细胞仪 (Coulter 公司 ,美国) ,UVP GDS2

800 凝胶成像分析系统 ,PCR 扩增仪 (Perkin Elmer Cetus DNA

Thermal Cycler) 。

1. 2 　主要试剂

RPMI 1640 培养基 ( GIBCO BRL 公司 ,美国) ,2 %苔盼蓝

染液 ,碘化丙啶 (PI) (Sigma 公司 ,美国) ,兔抗人 Bax 多克隆
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抗体 ( Santa Cruz 公司) ,工作浓度 1∶50 (用 5 % Saponin 配

制) ,异硫氰酸胍 (FITC)标记的羊抗兔 IgG(Santa Cruz 公司) ,

工作浓度 1∶50 (用 5 % Saponin配制) ,015 % Tween20(用 0101

mol/ L PBS 配制) ,无 RNase 水 (0101 %DEPC 处理 ) ,引物

( GIBCO BRL 公司 ,美国) :

Bax mRNA (538 bp) 　Forward 　5′2CAGCTCTGAGCAGAT

CATGAAGACA23′; Reverse 　5′2GCCCATCTTCTTCCAGATGGT

GAGC23′

β2actin mRNA (154 bp) 　Forward 　5′2TCATCACCATTG

GCAATGAG23′;Reverse 　5′2GTGTTGGCGTACAGGT23′

TRIzol 总 RNA 提取试剂 ( GIBCO BRL 公司 ,美国) ,RT2PCR 试

剂盒 (Boehringer Mannheim公司 ,德国) 。

1. 3 　细胞来源

人颊癌细胞系 BcaCD885 由四川大学华西口腔医学院

提供。

1. 4 　实验方法

细胞培养 :BcaCD885 颊癌细胞解冻复苏 ,于含 10 %小

牛血清的 RPMI 1640 培养基、37 ℃5 %CO2 条件下培养。取

处于对数生长期的细胞 ,调整细胞浓度为 1 ×106/ ml ,按实

验分组 ,接种等量细胞于 50 ml 培养瓶内 ,24 h 后用于实验。

细胞加热 :43 ℃水浴 40 min ,再置 37 ℃、5 %CO2 孵箱中

培养 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h、48 h。对照组 :37 ℃水浴 40 min

后再置 37 ℃、5 %CO2 孵箱中培养 12 h。

活细胞计数 :培养细胞 ,弃培养液 ,0125 %胰蛋白酶 1 ml

消化 10 min ,弃消化液 ,加 Hank′s 液终止消化 ,吹打制成细

胞悬液 ,取 20μl 细胞悬液 ,加 20μl 2 %苔盼蓝染液 ,混匀后

行活细胞计数 ,拒染细胞为活细胞 ,蓝色细胞为死亡细胞。

按常规作 FCM2DNA 测定 : FCM2蛋白质表达测定及

RT2PCR测定。

1. 5 　统计学分析处理

组间差异分析采用 t 检验 ,相关分析采用直线相关分

析 ,计算相关系数 r。

2 　结 　　果

2. 1 　凋亡率动态变化

43 ℃水浴 40 min 后 ,细胞周期发生明显改变 ,

并在 G1 峰前出现“亚 G1 峰”,即凋亡峰。其凋亡率

在加热结束时 ,与对照组无明显差别 ( P > 0105) ,但

37 ℃孵育后 ,凋亡率快速升高 ,6 h 时高达 73175 % ,

与对照组相比 ,有显著性差异 ( P < 0105) ,而此时苔

盼蓝拒染实验证实相应的活细胞数为 88125 %。之

后 ,凋亡率缓慢恢复 ,48 h 后降至 271975 %(表 1) 。

2. 2 　Bax 蛋白表达的动态变化

43 ℃40 min 加热 BcaCD885 颊癌细胞后 , FCM

分析 Bax 蛋白表达情况 ,发现其表达量上升 ,于 6 h

时达高峰 ( P < 0105) ,维持至 12 h 开始下降 (表 2) 。
表 1 　43 ℃40 min 加热后不同时间 BcaCD885 细胞

DNA含量( �x ±s , %,n = 4)

项目 对照 0 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h

活细胞 93. 3750
±1. 523

97. 650
±3. 414

90. 7550
±8. 321

88. 2500
±7. 950

87. 4650
±3. 563

92. 3450
±4. 347

90. 6340
±9. 377

凋亡率 3. 7750
±0. 670

5. 9750
±1. 497

52. 2000
±5. 307 3

73. 7500
±8. 180 3

69. 5000
±7. 601 3

58. 7500
±2. 589 3

27. 9750
±5. 417 3

3 与对照组相比 P < 0. 05

表 2 　43 ℃40 min 加热后不同时间 BcaCD885 细胞

Bax 基因蛋白表达的荧光强度( �x ±s ,n = 4)

项目 对照 0 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h

Bax表达
荧光强度

2. 8975
±0. 978

2. 5225
±0. 497

11. 2750
±1. 548 3

30. 0750
±3. 002 3

25. 2250
±3. 848 3

14. 8750
±3. 303 3

6. 4450
±3. 222

3 与对照组相比 P < 0. 05

2. 3 　Bax mRNA 表达的动态变化

43 ℃40 min 加热处理 BcaCD885 细胞后 ,经

RT2PCR扩增检测 Bax 基因 mRNA 的相对表达量 ,发

现其表达上升 ,加热后 3 h、6 h、12 h 其相对量都比

对照组高 ( P < 0105) (表 3) 。
表 3 　43 ℃40 min 加热后不同时间 BcaCD885 细胞 Bax

mRNA相对量( �x ±s ,n = 4)

项目 对照 0 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h

Bax mRNA
相对量

1. 2066
±0. 110

1. 4147
±0. 136

7. 3367
±2. 119 3

8. 3318
±1. 563 3

3. 7296
±1. 316 3

1. 6583
±0. 296 3

1. 3890
±0. 129

3 与对照组相比 P < 0. 05

2. 4 　BcaCD885 细胞凋亡过程中凋亡率与 Bax 蛋白

表达的相关性分析

线性相关分析发现 : 43 ℃ 40 min 加热后 ,

BcaCD885 颊癌细胞凋亡率与 Bax 蛋白表达存在正

相关关系 ( r = 019240) (图 1) 。

　　图 1 　43 ℃40 min 加热后 BcaCD885 细胞凋亡率与

Bax 蛋白表达的关系
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3 　讨 　　论

Bcl22 及其家族成员在细胞凋亡中起双重调节

作用 ,根据其功能 ,可分为两类 :促细胞生存组和促

细胞凋亡组 2 ,Bax 属后者 1 。进一步的研究发现

Bax 基因在肿瘤组织中呈低表达或存在突变 ,并且

这些细胞对凋亡具有抵抗性 ,对放疗、化疗反应不

佳 ,而上调其表达 ,则能提高疗效。表明 Bax 能抑

制肿瘤的生成 ,促进细胞凋亡 3 ～6 。

本 实 验 以 FCM 测 定 43 ℃ 40 min 加 热

BcaCD885 细胞后 ,Bax 基因蛋白的动态变化 ,结果

发现 ,热诱导颊癌细胞凋亡过程伴随着 Bax 蛋白表

达变化 ,表现为凋亡率升高 ,Bax 蛋白表达水平也升

高 ,凋亡率与 Bax 蛋白表达水平间存在正相关关系

( r = 019240) 。表明 Bax 基因蛋白表达上升与热诱

导细胞凋亡的发生有密切的关系 ,提示热诱导细胞

凋亡可能通过上调 Bax 表达而实现。Bax 可能通过

以下途径调节细胞凋亡的发生 : ①当细胞中 Bax 蛋

白高表达时形成 Bax 同源二聚体 ,加速细胞凋

亡 1 。②当细胞接收到凋亡信号 (如加热处理) 时 ,

促凋亡蛋白 Bax 能将 Apaf21 从死亡抑制蛋白 Bcl22

上游离下来 ,参与半胱氨酸天冬氨酸酶的活化 ,凋

亡发生 2 。③细胞凋亡过程中 ,细胞色素 C 释放至

胞浆内 ,加速 Apaf21 结构的改变 ,使之与半胱氨酸

天冬氨酸酶前体结合并激活之。Bax 蛋白高表达或

同源二聚体形成则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 2 ,7 ,8 。④热诱导

细胞凋亡中 ,核酸内切酶的活化可能依赖于胞内

Ca2 + 9 ～11 。Bax 通过升高细胞器膜通透性 ,促进

Ca2 + 外流调节细胞凋亡的发生。⑤Bax 还能与其他

基因蛋白如 P53 相互作用 ,调节细胞凋亡 12 。

笔者采用 RT2PCR 技术对其 mRNA 表达水平作

进一步研究。发现Bax mRNA 表达相对量在热诱导

细胞凋亡过程中 ,发生了明显的改变 ,加热后 3 h

即升高至 713367 ,6 h 达高峰 ,之后开始下降。说明

加热颊癌细胞能引起 Bax mRNA 表达水平的升高 ,

进而促进 Bax 蛋白的表达。Colbert 等用糖皮质激

素诱导大鼠胸腺细胞凋亡时发现有 7 种 mRNA 表

达增加 ,而放线菌酮或放线菌素等 13 RNA 蛋白质

大分子合成抑制剂 ,则可抵抗糖皮质激素诱导胸腺

细胞发生细胞凋亡。Fuse 等 14 对胶质瘤细胞进行

热诱导后 ,也发现细胞出现凋亡 ,并伴发有 Bax 蛋

白及 mRNA 表达升高。笔者认为 ,热诱导颊癌细胞

凋亡过程中 ,高温作为一种外来的刺激信号 ,可能

通过上调促凋亡基因 Bax 的表达而促进细胞死亡。
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