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Abstract
AIM: To explore the apoptosis-inducing effects of extrin-
sic BAK gene transfer and its over-expression on gastric
cancer cells and its molecular mechanisms.

METHODS: The eukaryotic expression for BAK gene was
constructed and transferred into gastric cancer MKN-45
cell line. After being transferred for 1 to 5 days, cellular
BAK gene expression was detected by RT-PCR and Western
blotting methods. The growth activities of cancer cells were
detected by cell count and MTT colorimetry. Cell cycle
changes were assayed by flow cytometry. Cellular apoptosis
was assayed by electronic microscopy and in situ termi-
nally labeled transferase technique (TUNEL). Cellular
caspase-3 activities were observed by colorimetric method.

RESULTS: After being transferred for 1 to 5 days, cellular
BAK mRNA and protein expression levels were significantly
increased (P <0.01). In vitro growth of gastric cancer cells
was inhibited by 11.6-35.3% (P <0.01). The cellular pro-
liferation activities were decreased by 10.2-32.4% (P <0.01),
with cell cycle being blocked at G0/G1 phase. Partial cancer

cells presented the characteristic morphological changes
of apoptosis, with the apoptotic rates being 21.4% (P <0.01).
The cellular caspase-3 activities were enhanced by 4.45
times (P <0.01).

CONCLUSION: Transfection of extrinsic BAK gene, resulting
in its over-expression, can significantly induce apoptosis
of gastric cancer MKN-45 cells through activating caspase-3,
which is a potential strategy for gene therapy of gastric cancer.

Zheng LD, Tong QS, Liu J, Wang L, Qian W. Effects of BAK gene over-
expression on apoptosis in gastric cancer cells and its molecular
mechanisms. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(5):1025-1029

摘要

目的: 探讨转染外源性BAK基因及其过表达对胃癌细胞的

诱导凋亡作用和分子机制.

方法: 构建携带有BAK基因的真核表达载体并转染胃癌

MKN-45细胞1-5 d后 RT-PCR和Western Blotting 法

检测BAK基因表达; 细胞计数 MTT比色法检测癌细胞

生长活性 流式细胞仪分析细胞周期时相改变 透射电

镜 末端TdT酶标记技术检测癌细胞凋亡; 比色法检测癌

细胞内Caspase-3活性改变.

结果: 转染1-5 d后 癌细胞BAK mRNA和蛋白表达水

平显著增强(P <0.01) 癌细胞体外生长抑制11.6-35.3%

(P <0.01) 增生活性抑制10.2-32.4% (P <0.01) 细胞周

期出现G0/G1期阻滞 部分癌细胞出现胞体缩小 核固缩

等凋亡形态学改变 凋亡率为 21.4%(P <0.01); 癌细胞

Caspase-3活性增强4.45倍(P <0.01).

结论: 转染外源性BAK基因使其过表达能激活Caspase-

3 显著诱导胃癌MKN-45 细胞凋亡 有望成为胃癌治

疗的新途径.
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0   引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤 在不同地区约居癌症发

病数的第1-3位 且近年来发病率有上升趋势 但其

晚期治疗效果仍不理想[1-7]. 利用基因转导技术促进肿瘤

细胞凋亡 成为目前胃癌治疗研究的热点之一 [ 8-14 ].

BAK (Bcl-2 homologus antagonist/ killer) 基因是近年来发

现的一种促凋亡基因 应用基因转导的手段将其导入
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肿瘤细胞已成功抑制了肺癌 乳腺癌等多种肿瘤的生

长[15]. 我们通过构建携带BAK cDNA的真核表达载体

观察了BAK基因过表达对胃癌细胞的诱导凋亡作用及

其分子机制 旨在寻求胃癌治疗的新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒pET-BAK由美国冷泉港分子生物学实验

室Patty Wendel 博士惠赠 在其限制性酶切位点Xho I

和Hind III间含有BAK基因cDNA (633 bp). 真核表达载

体pcDNA3由本校生化教研室屈伸教授惠赠. 限制性内切

酶和DNA 快速回收纯化试剂盒购自 Promega 公司

T4DNA连接酶购自Takara公司. 碘化丙锭购自Sigma公

司. 原位末端转移酶标记(TUNEL)试剂盒购自武汉博士

德公司 Caspase-3活性检测试剂盒购自Clontech公司.

BAK 基因真核表达载体的构建参见(Sambrook  J

Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3rd

Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press 1998; 254-325).

限制性内切酶 Xho I Hind III 双切质粒pET-BAK和

pcDNA3 分别回收0.63 kb的基因片段和5.4 kb的线性

化载体片段 T4 DNA酶进行连接反应 将重组体命名

为pcDNA-BAK 酶切鉴定.

1.2 方法  人胃癌细胞株MKN-45由本院中心实验室董

继华教授惠赠. 用含 100 mL/L胎牛血清 100 kU/L青

霉素和100 mg/L链霉素的RPMI1640培养基 (Gibco )

在 37 50 mL/L CO2条件下培养. 设置未转染对照

组 pcDNA3转染组 pcDNA-BAK转染组 基因转染

参照脂质体 lipofectamine 2000 (Gibco)说明书进行. BAK

mRNA表达水平检测采用RT-PCR法. 细胞总RNA的提

取参照Trizal试剂盒(Life Technologies公司)说明书进行. 逆

转录反应后 加入下列引物进行PCR扩增: BAK (502 bp)

上游 5 -CTGCCCTCTGCTTCTGA-3 下游 5 -

CGTTCAGGATGGGACCA-3 ; 同时以α-tubulin (295 bp)
上游 5 -CCCGTCTTCAGGGTCTCTTG-3 下游

5 -TTAAGGTAAGTGTAGGTTGGG-3  作为反应内

参照. 扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离 紫外灯

下观察并拍照. 凝胶图像分析仪(Gel Doc 1000型 Bio-

Rad公司)检测BAK与 α-tubulin扩增片段灰度的比值.
BAK蛋白表达水平检测采用Western Blotting法 参照

(Sambrook J Russell DW. Molecular Cloning: A Labora-

tory Manual. 3rd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press

1998; 254-325)进行蛋白质提取 定量和分离. 转膜后

先后与10 g/L 脱脂奶粉 鼠抗人BAK mAb (武汉博士

德公司) 过氧化物酶偶联的山羊抗鼠 IgG 孵育 运

用ECL Western blotting kit显色. 图像分析系统测定BAK

蛋白条带密度.

1.2.1 细胞生长特征  接种2×105/L MKN-45细胞0.5 mL
入24孔培养板 每组5个复孔 转染后用RPMI 1640完

全培养基在37 50mL/L CO2条件下培养 每24 h

用1.25 g/L胰酶+0.1 g/L EDTA消化细胞 台酚兰染色

于倒置显微镜下计数活细胞 每次计数重复3次 连

续测定5 d 绘制细胞生长曲线.  细胞增生活性检测采

用MTT 比色法. 转染 1 3 5 d后 加入 5 g/L MTT

(Clontech 公司) 20 µL/ 孔 继续培养4 h 弃去上清
加DMSO 100 µL/孔 振荡至结晶溶解 酶标仪570 nm
波长处测定吸光度A570nm值. 细胞增生抑制率(%)=(1-实

验组平均吸光度A570nm值/对照组平均吸光度A570nm值)

100%.  细胞周期时相检测采用流式细胞仪法. 上述三组

癌细胞培养至3 d 分别收集2 106 细胞 PBS洗涤

2 次 700 mL/L 乙醇固定过夜 4 保存 检测前

用PBS洗涤 加入RNase (1 g/L) 200 µL 37 水浴
30 min 用碘化丙锭(500 mg/L) 800 µL进行染色 室
温避光30 min 流式细胞仪(Becton Dickson公司)进行

DNA含量分析 所用软件为CellQest.

1.2.2 细胞形态学检测  收集上述三组癌细胞 PBS洗

涤1次 25 mL/L戊二醛固定30 min PBS洗涤并悬浮

细胞 常规包埋 切片 透射电镜观察并摄影. 采用

末端TdT酶标记技术(TUNEL)检测转染3 d后各处理组

的细胞凋亡. 3 mL/L H2O2封闭30 min 20 mg/L蛋白酶

K消化液作用20 min TUNEL反应液37 孵育60 min

滴加过氧化物酶连接的抗体 37 孵育30 min DAB

显色 苏木素复染. 以 PBS替代TUNEL反应液作阴性

对照. 在光学显微镜下 凋亡细胞体积缩小 核固缩 染

色质呈特异的棕黄色. 细胞凋亡率(%)=(500个细胞中凋

亡细胞数 /500) 100%.

1.2.3 Caspase-3活性测定   分别收集2 105各处理组

细胞 加入细胞裂解缓冲液50 µL 冰上孵育10 min;
12 000 r/min 4 离心细胞裂解液3 min 回收上清

每管依次50 µL的2 反应缓冲液 1 mmoL/L Caspase-
3底物DEVD-pNA 5 µL 37 孵育 1h 转移至96孔
板中 用酶标仪测定波长405 nm的吸光度值( 405 nm)

表示Caspase-3的相对活性.

        统计学处理  采用SPSS统计学软件进行数据分析.

2   结果

将BAK基因片段正向插入到载体pcDNA3中 得到携

带BAK基因的真核表达载体pcDNA-BAK (6.0 kb). 根据

基因和载体的物理图谱 选取Xho I Hind III单酶切和

Xho I和Hind III双酶切该重组体 酶切产物经10 g/L琼

脂糖凝胶电泳 证实BAK cDNA已插入重组体pcDNA-

BAK中(图 1). RT-PCR产物电泳后 未转染对照组和

空载体pcDNA3转染组均可见BAK (502 bp)和α-tubulin
(295 bp) 条带 二者BAK/α-tubulin 灰度比值分别为
0.81 083 统计学分析差异无显著性意义(P >0.05).

外源性BAK基因转染3 d后 BAK/ α-tubulin 灰度比
值为2.98 即 BAK mRNA表达较未转染对照组增强

3.67倍(P <0.01 图 2). 未转染对照组 pcDNA3转染

组 pcDNA-BAK转染组细胞经Western Blotting 检测

均可见Mr 28 000 的蛋白条带. 经图像分析系统证实
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pcDNA-BAK 转染组的BAK 蛋白条带灰度值为对照

组 pcDNA3转染组的3.1倍(P <0.01)和 3.2倍(P <0.01);

未转染对照组 pcDNA3转染组细胞BAK蛋白条带灰度

值之间无显著性差异(P >0.05 图 3).

图 1  真核表达载体 pcDNA-BAK的酶切鉴定分析. 1: pcDNA-BAK;
2: pcDNA-BAK / Xho I; 3: pcDNA-BAK / Hind III ; 4: pcDNA-
BAK/ Xho I+Hind III ; M: λ DNA / Hind III + EcoR I.

图 2  RT-PCR 检测各组癌细胞BAK mRNA表达水平. 1: 未转染对照
组; 2: 空载体转染组; 3: BAK转染组 M: PCR marker (100 bp, 200 bp,
300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1 000 bp).

图 3  Western Blotting检测各组癌细胞BAK蛋白表达水平. 1: BAK转
染组; 2: 空载体转染组; 3: 未转染对照组.

2.1 细胞生长特征  未转染对照组MKN-45细胞体外生

长活跃 经pcDNA-BAK转染1-5 d后 癌细胞体外生

长减慢 抑制率为11.6-35.3%(P <0.01); 空载体pcDNA3
转染组癌细胞体外生长活性与未转染对照组比较差异

无显著性意义(P >0.05 图 4). 细胞增生活性检测未转

染对照组 A570nm值随时间推移而递增 反映癌细胞体

外增生活跃. pcDNA-BAK转染1-5 d 后 MKN-45细

胞增生活性均不同程度地减弱 抑制率为10.2-32.4%

(P <0.01). pcDNA3转染组与未转染对照组A570nm值之间的

差异无显著性意义(P >0.05 图 5). 在DNA直方图上

pcDNA-BAK转染组癌细胞S期比例(36.6%)显著低于非

转染对照组(55.1%) 细胞生长受阻于G0/G1期 (比率分别

为32.2% 12.5%). pcDNA3转染组与未转染对照组比较

细胞周期时相分布无显著差异(P >0.05 图 6).

图 4  BAK基因过表达对胃癌MKN-45细胞体外生长活性的影响.

图 5  BAK基因过表达对胃癌MKN-45细胞增生活性的抑制作用.

图 6  BAK基因过表达诱导MKN-45细胞周期G0/G1期阻滞. A: 未转
染对照组; B: pcDNA3转染组; C: pcDNA-BAK转染组.
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2.2 细胞形态学  未转染对照组细胞生长旺盛 形态规

则 以多边形居多. pcDNA-BAK转染后部分细胞体积

缩小 形态不规则 圆形细胞比例增多. 透射电镜观

察见部分癌细胞呈现核固缩 染色质核膜下聚集 胞

体缩小 胞膜完整等凋亡特征性改变(图 7). 未转染对

照组胃癌MKN-45细胞凋亡率为4.7%. pcDNA-BAK转

染3 d后 细胞凋亡率为 21.4% 二者比较差异有显

著性意义(P <0.01); 空载体转染对癌细胞凋亡率无显著

性影响(P >0.05 图 8).

图7  透射电镜观测BAK基因过表达后胃癌细胞形态学改变. A: 未转
染对照组; B: pcDNA-BAK转染组细胞染色质边集; C: pcDNA-BAK
转染组细胞核固缩.

2.3 Caspase-3活性  未转染对照组MKN-45细胞 405 nm

值为0.055 0.008. 经 pcDNA-BAK转染3 d后 癌细

胞 405 nm值为0.245 0.012 (P <0.01) 较对照组增强

4.45倍. pcDNA3转染组与未转染对照组比较 405 nm值差

异无显著性意义(P >0.05 图 9).

图8  TUNEL技术检测BAK基因过表达后癌细胞凋亡 ( 200 ). A: 未
转染对照组未见明显的细胞凋亡; B: pcDNA-BAK转染组癌细胞胞体
缩小 核黄染.

图9  BAK基因过表达后癌细胞Caspase-3活性检测.

3   讨论

肿瘤的发生不但与细胞增生和分化异常有关 而且与

细胞凋亡异常关系密切. Bcl-2家族包括凋亡抑制基因

Bcl-2 Bcl-xl ced-9和促凋亡基因Bax Bad Bcl-xs

等 [16-18]. BAK基因促进细胞凋亡的机制:BAK通过其BH3
结构域与Bcl-2和Bcl-xl相互作用形成异源二聚体 从

而抑制Bcl-2和Bcl-xl的抑凋亡活性 具有加速细胞凋

亡作用[19];  BAK直接激活凋亡途径或作为细胞死亡过程

中的组成部分被活化而促进细胞凋亡. 有研究表明

BAK可通过与CD95和TNF死亡受体相似的途径活化而

促进细胞凋亡[20]. BAK基因表达的异常与肿瘤的发生

发展紧密相关. 在胃癌的研究中 Kondo et al [21]发现BAK

基因表达的阳性率与胃癌病理分级 临床分期负相关.

许多肿瘤治疗药物(紫苏子醇 γ- 干扰素)作用机制均
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与上调BAK基因表达有关[22-24]. 最近 Pataer et al [15, 25]

应用腺病毒作为载体 将BAK基因导入肺癌及乳腺癌

细胞 获得了显著的抑瘤效应 为肿瘤基因治疗提供了

新的思路.

        我们通过分子克隆技术成功构建BAK基因的真核

表达载体 观测了转导外源性BAK基因对胃癌MKN-

45细胞体外生长的影响 结果表明: 未转染对照组胃癌

MKN-45细胞中存在BAK基因弱阳性表达 当脂质体

介导BAK真核表达载体转染3 d后 癌细胞BAK mRNA

和蛋白水平均显著增强 说明转染外源性BAK基因能

使其在MKN-45细胞中过表达; BAK过表达后癌细胞体

外生长及增生活性显著减慢 细胞周期阻滞于G0/G1
期; 通过不同方法均观察到癌细胞凋亡现象: 透射电镜观

察到癌细胞凋亡特征性形态学改变 TUNEL进一步证

实过表达BAK基因对胃癌细胞凋亡的促进作用 凋亡

率为21.4%.

         近年来认为细胞凋亡的发生最终可能涉及到一种依

赖天门冬氨酸的半胱氨酸酶 称之为Caspase. 至今为

止 已有编码14种Caspase 的 cDNA被克隆 所有的

Caspase都以非活性形式合成 然后以亚单位形式激活

后释放. 其中 Caspase-3 是 Caspase酶联反应的终末因

子之一. Bcl-2蛋白作为细胞凋亡的主要拮抗成分 能抑

制线粒体膜的通透性和阻止细胞色素C的释放. 在凋亡

信号传导的过程中 Bcl-2 作用在Caspase-3的上游

可通过阻断Caspase-3激活而发挥抑制细胞凋亡作用. 本

研究表明: 过表达BAK基因能促使癌细胞Caspase-3活

性增强 这可能与BAK基因可以拮抗Bcl-2生物学功

能 减轻对Caspases级联效应的负性调控有关. 随着研

究的深入 我们相信: 作为一种新的诱导凋亡基因

BAK在胃癌治疗方面必将展现广泛的研究及应用前景.
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