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Abstract :Objective 　 To acquire the f ragment of caspase23 gene from Hep G2 cells , a human hepatocarci2
noma cell line ,that underwent autophagic apoptosis induced by vincristine (VCR) . Methods 　Total RNA

was extracted f rom the Hep G2 cell line ,then the f ragment of caspase23 gene f rom the cells was amplified

by RT2PCR and it was cloned , sequenced by gene recombination techniques for confirmation. Results 　

The prospective sequence of selected cloned caspase23 gene was 625 bp . It is consistent with that of repor2
ted human caspase23 gene sequence. Conclusions 　It was proved that the f ragment of caspase23 gene is in2
volved in autophagic apoptosis induced by VCR on Hep G2 cells.
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摘 　要 :目的 　从长春新碱诱导发生自噬性凋亡的肝癌细胞系 Hep G2 中克隆 caspase23 基因。方法 　

提取细胞总 RNA ,采用 RT2PCR 技术扩增目的片段 ,构建重组克隆载体 ,测序鉴定及分析。结果 　经

RT2PCR 获得了预期的扩增产物即 caspase23 基因 625bp 的核苷酸片段 ,其测序结果与文献报道一致。

结论 　初步证明该 caspase23 基因片段参与了长春新碱诱导的 Hep G2 细胞自噬性凋亡过程。
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0 　引言

细胞自噬 (autop hagy) 与细胞凋亡 (apopto sis)

的调控机制有关 ,除了凋亡以外 ,自噬也可能是一种

肿瘤抑制机制[ 1 ] 。有着明显自噬特征的细胞凋亡称

为“自噬性凋亡”(autop hagic apoptosis) [ 224 ] 。现认

为 caspase 蛋白酶家族中的 caspase23 是哺乳动物

细胞凋亡的关键蛋白酶[ 5 ] 。本研究采用抗肿瘤药长

春新碱 ( vincristine , VCR ) 诱导人肝癌细胞系

Hep G2 自噬性凋亡 ,在此凋亡模型[ 4 ] 基础上 ,试图

从发生自噬性凋亡的细胞中克隆并鉴定 caspase23

基因 ,以研究长春新碱诱导的自噬性凋亡是否也与

caspase23 有关。

1 　材料和方法

1 . 1 　细胞及培养

人肝癌细胞系 Hep G2 细胞 (购自上海中科院

细胞所)用含 10 %小牛血清的 RPMI - 1640 ( Gibco

BRL) 常规培养。

1 . 2 　细胞分组与加药处理

细胞分 3 组 :未加药对照组 (药物为零剂量) 、

VCR (sigma) 作用 4h 组、VCR 作用 16h 组。VCR

组的药物处理基本同文献 [ 5 ]之自噬性凋亡细胞模

型制作 ,即于培养细胞中加入 1μg·ml - 1 的 VCR 进

行诱导。各组分别于药物作用 4h、16h 后收获细胞

继续以下实验。

1 . 3 　RNA 分离

以 TRIzol Reagent RNA 分 离 液 ( GIBCO

BRL)提取细胞总 RNA ,用紫外分光光度计测定浓

度后 ,将 RNA 样品作电泳质量分析后备用。

1 . 4 　caspase23 基因 PCR 引物的设计及合成

从“GeneBank”中查得的 caspase23 基因 cDNA 序

列[6 ] ,应用引物设计软件“Oligo DNA/ RNA Primer A2
nalysis Software”设计一对 caspase23 基因 PCR引物为 :

上游 : 5’ATCATACATGGAAGCGAATC 3’;下游 : 5’

TGTCGGCATACTGTTTCA 3’,理论上计算出其间长

度为 625bp。引物由上海生工公司合成。

1 . 5 　cDNA 合成及引物扩增 cDNA
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用 Gibco BRL T H ERMOSCRIP T R T2PCR

System 逆转录提取的 RNA 成 cDNA ;以之为模板

行 PCR , PCR 循环参数为 94 ℃ , 4 min →94 ℃, 1

min ; 52 ℃, 1min ; 72 ℃, 3min ; 共 40 个循环后 →

72 ℃,5min。运用 GA PD H 作为内对照以半定量估

计 caspase23 mRNA 在总 RNA 中的水平。

1 . 6 　PCR 反应产物电泳分析

以 X1742Hinc Ⅱdigest DNA Marker 为分子量

参照 ,电泳 2h 后溴乙锭染色 ,紫外透射仪上观察照

相。

1 . 7 　序列分析

回收 R T2PCR 产物 ,与 p GEM2T vector 质粒重

组 ,抽提质粒 ,以重组质粒 DNA 为模板 ,37002Big2
dye2Terminator 测序系统用 M13 正反向引物从两

端行目的片段序列测定。经计算机 DNASIS 软件

和 BL AST 软件根据 GeneBank 资料对目的 DNA

测序结果进行分析及基因同源性比较。

2 　结果

2 . 1 　总 RNA 电泳

从细胞中提取的总 RNA 经电泳鉴定可见清晰

的 18 s、28s 两条带。

2 . 2 　PCR 扩增产物电泳

取 PCR 扩增产物电泳 ,结果可见两条清晰的扩

增条带 ,一条为 496bp 的 GA PD H 内对照扩增产物

带 ;另一条为目的基因扩增片断 ,大小为 625bp ,其

片断大小与我们设计的理论预计值相符 ,未见非特

异扩增带 ,见图 1。

M :分子量标准 ; C :未加药对照组 ; 4h : VCR 4h 组 ; 16h :

VCR 16h 组。GA PD H 分子量大小为 496bp

图 1 　caspase23 mRNA RT2PCR扩增产物的电泳鉴定

2 . 3 　PCR 扩增片段核苷酸序列测定结果

对扩增片段测序结果测出 625bp 核苷酸片段 ,

与设计的引物间核苷酸片段长度一致。

2 . 4 　核苷酸序列同源性检索及比对

引物 间 核 苷 酸 序 列 与 Genebank 报 道 的

caspase23 序列 (检索号为 NM _ 004346 ) 同源性为

100 %。用 Blast 软件行序列分析结果显示引物间

核苷酸序列与报道的 CPP32β/ Yama (caspase23) cD2
NA 序列完全一致 ,见图 2。

Query = (625 letters) . Alignment s : > gi| 4757911| ref| NM_004346 . 1|
Homo sapiens caspase 3 ,apoptosis2related cysteine protease (CASP3) ,
mRNA ,Length = 2635 ,Score = 1189 bits (600) ,Expect = 0 . 0
Identities = 625/ 625 (100 %)

Query : 1 a t aca t ggaagcgaa t caa t ggac t c t ggaa t a t ccc t ggacaacag t t a t aaaa t gga t 60
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct : 285 a t aca t ggaagcgaa t caa t ggac t c t ggaa t a t ccc t ggacaacag t t a t aaaa t gga t 344
Query : 61 t a t cc t gaga t gggt t t a t gt a t aa t aa t t aa t aa t aagaa t t t t ca t aaaagcac t gga 120

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct : 345 t a t cc t gaga t gggt t t a t gt a t aa t aa t t aa t aa t aagaa t t t t ca t aaaagcac t gga 404

Query : 121 a t gaca t c t cgg t c t gg t acaga t g t cga t gcagcaaacc t cagggaaaca t t cagaaac 180
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct : 405 a t gaca t c t cgg t c t gg t acaga t g t cga t gcagcaaacc t cagggaaaca t t cagaaac 464
Query : 181 t t gaaa t a t gaag t caggaa t aaaaa t ga t c t t acacg t gaagaaa t t g t ggaa t t ga t g 240

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct : 465 t t gaaa t a t gaag t caggaa t aaaaa t ga t c t t acacg t gaagaaa t t g t ggaa t t ga t g 524

Query : 241 cg t ga t g t t t c t aaagaaga t cacagcaaaaggagcag t t t t g t t t g t g t gc t t c t gagc 300
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct : 525 cg t ga t g t t t c t aaagaaga t cacagcaaaaggagcag t t t t g t t t g t g t gc t t c t gagc 584
Query : 301 ca t gg t gaagaaggaa t aa t t t t t ggaacaaa t ggacc t g t t gacc t gaaaaaaa t aaca 360

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct : 585 ca t gg t gaagaaggaa t aa t t t t t ggaacaaa t ggacc t g t t gacc t gaaaaaaa t aaca 644

Query : 361 aac t t t t t cagagggga t cgt t g t agaag t c t aac t ggaaaacccaaac t t t t ca t t a t t 420
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct : 645 aac t t t t t cagagggga t cgt t g t agaag t c t aac t ggaaaacccaaac t t t t ca t t a t t 704
Query : 421 caggcc t gccg t gg t acagaac t ggac t g t ggca t t gagacagacag t gg t g t t ga t ga t 480

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct : 705 caggcc t gccg t gg t acagaac t ggac t g t ggca t t gagacagacag t gg t g t t ga t ga t 764

Query : 481 gaca t ggcg t g t ca t aaaa t accag t gga t gccgac t t c t t g t a t gca t ac t ccacagca 540
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct : 765 gaca t ggcg t g t ca t aaaa t accag t gga t gccgac t t c t t g t a t gca t ac t ccacagca 824
Query : 541 cc t gg t t a t t a t t c t t ggcgaaa t t caaagga t ggc t cc t gg t t ca t ccag t cgc t t t g t 600

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct : 825 cc t gg t t a t t a t t c t t ggcgaaa t t caaagga t ggc t cc t gg t t ca t ccag t cgc t t t g t 884

Query : 601 gcca t gc t gaaacag t a t gccgaca 625
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sbjct : 885 gcca t gc t gaaacag t a t gccgaca 909

图 2 　引物间核苷酸序列与 caspase23

序列的同源性检索比对

3 　讨论

经过一系列研究 ,作者认为“自噬性凋亡”是细

胞凋亡的一种特殊类型 ,自噬性凋亡有着明显的自

噬特征[ 224 ] 。其他一些学者也对细胞凋亡作了类似

的分类 ,并认为自噬才是这类细胞凋亡的真正原

因[ 7 ] 。

现普遍认为半胱天冬酶类 (caspases) 是凋亡信

号传导的共同通路 ,该蛋白酶家族成员之一的

caspase23 在其中起着核心作用[ 5 ] 。为了阐明长春

新碱诱导的自噬性凋亡是否也依赖于 caspases ,作

者进行了上述实验 ,在已建立的长春新碱诱导

Hep G2 细胞自噬性凋亡之细胞模型基础上 ,试图从

发生自噬性凋亡的细胞中克隆 caspase23 基因。

长春新碱属于长春碱类抗肿瘤药 ,据报道这类
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药物可诱导细胞自噬的发生 ,也能诱导肿瘤细胞凋

亡[ 8 ,9 ] 。Hep G2 细胞在 VCR 诱导之后先后出现两

个阶段的变化 :自噬阶段和凋亡阶段。自噬阶段发

生于 VCR 作用的初期 ,并贯穿整个细胞变化过程 ;

而凋亡阶段主要出现于 VCR 处理 8h 之后 ,在药物

作用 16h 时凋亡细胞数量达到很高的程度[ 4 ] 。作者

分别以 3 组不同的 Hep G2 细胞总 RNA 为模板 ,经

R T 后在 caspase23 的特异引物引导下进行 PCR 扩

增 ,625bp 的扩增产物其大小与设计的 caspase23 基

因片段相符 ,结果并显示 VCR 作用 4h 组、16h 组的

细胞中均有 caspase23 mRNA 的表达。并可看出 ,

从 VCR 作用 4～16h 即从自噬到自噬性凋亡过程

中 ,caspase23 的 mRNA 表达呈增强趋势。本实验

采用 GA PD H 作为内对照 ,三组样本均获得同样的

GA PD H 扩增产物带 ,说明用于 R T2PCR 的三组起

始 RNA 的量基本相同 ,所获结果具有可比性。

将 PCR 扩增产物经测序及同源性比较分析后

的结果表明 ,分离得到的基因片断与 Genebank 报

道的 caspase23 基因序列完全一致 ,提示作者从

VCR 诱导的自噬性凋亡 Hep G2 细胞中克隆的基因

片断为 caspase23 基因片断。虽然实验获得的只是

caspase23 的一段序列 ,但该实验证明 caspase23 参

与了 VCR 诱导的 Hep G2 细胞自噬性凋亡。

caspase23 基因可能是该自噬性凋亡的枢纽元件。

自噬和凋亡可能使用着某些共同的调节机制[ 10 ] ,自

噬的抑制可以影响长春新碱诱导的肝癌细胞自噬性

凋亡[ 4 ] 。自噬也可能是一种肿瘤抑制机制 ,自噬及

自噬性凋亡的调控可能均与肿瘤的调控机制有关。
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