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Abstract 
AIM: To determine the effect of exogenous bcl6b 
gene on biological behavior of human esopha-
geal cancer cells.

METHODS: PCR was used to clone the bcl6b 
gene to construct the pcDNA-bcl6b vector. The 
pcDNA-bcl6b and pcDNA3.1 (empty vector) 
were introduced into KYSE180 cell line using 
Lipofectin, and the KYSE180 cells stably express-
ing the bcl6b gene were established by G418 
selection. The expression of BCL6B, P53 and 
P21 proteins was detected by Western blot. Cell 
cycle and apoptosis were assayed by flow cy-
tometry (FCM). Cell proliferation was observed 
by growth curve and colony formation assays.
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bcl6b基因转染对人食管癌细胞生物学行为的影响

胡  随, 毛高平, 郭明洲

®

■背景资料
bcl6b 基因编码的
mRNA在人体正
常组织中均能检
测 到 ,  以 心 脏 和
胎盘表达量最高. 
关于bcl6b 基因的
生物学功能的研
究 ,  有 文 献 报 道
bcl6b 基因敲出小
鼠会出现CD8 T
细胞分化障碍, 且
小鼠在二次免疫
应答时出现记忆
CD8+ T细胞增殖
能 力 明 显 减 弱 . 
Jonathan等研究发
现BCL6B对于精
原干细胞的自我
更新至关重要, 目
前关于BCL6B在
肿瘤中的生物学
功能报道很少. 

RESULTS: KYSE180 cells stably expressing 
BCL6B protein were established. FCM showed 
that more BCL6B-transfected cells entered into 
G0/G1 phase (BCL6B: 47.85% ± 1.53% vs empty 
vector: 40.62% ± 1.07%, P < 0.05) and fewer cells 
entered into S phase (BCL6B: 34.40% ± 1.30% vs 
empty vector: 42.31% ± 0.66%, P < 0.01) com-
pared with cells transfected with the empty vec-
tor. Moreover, there was a significant difference 
in the apoptosis rate between the two groups 
(BCL6B: 11.74% ± 0.99% vs empty vector: 2.43% 
± 0.70%, P < 0.01), and P53 and P21 protein 
expression levels were significantly increased. 
Compared with the empty vector transfected 
cells, the BCL6B-transfected cells grew more 
slowly. 

CONCLUSION: BCL6B protein might inhibit the 
malignant biological behavior of KYSE180 cells 
partly by up-regulating P53 and P21 protein ex-
pression. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨外源性bcl6b 基因表达对人食管癌
细胞生物学行为的影响.

方法: 应用PCR方法扩增bcl6b基因编码区, 利
用脂质体转染技术将真核表达重组体pcDNA- 
bcl6b质粒和空载体pcDNA3.1质粒分别导入
KYSE180细胞, 经G418筛选后获得稳定转染
细胞克隆, Western blot检测BCL6B和P53在
KYSE180细胞中的表达变化. 通过流式细胞
术(FCM)分析其细胞周期及其凋亡的变化, 绘
制生长曲线和克隆形成试验检测重表达bcl6b
基因后食管癌细胞的增殖变化. 

■同行评议者
程英升, 教授, 上
海交通大学附属
第六人民医院放
射科
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■研发前沿
关于食管癌的发
病 机 制 ,  近 年 来
越来越多的研究
证 据 表 明 ,  抑 癌
基因因启动子区
域的高甲基化所
导致的表达缺失, 
在食管癌的发生
和发展中起了至
关 重 要 作 用 ,  检
测基因启动子区
甲基化状态可作
为肿瘤的早期诊
断、肿瘤分级、
分 期 ,  肿 瘤 侵
袭、转移、复发
和化疗敏感性的
独立预测因子.

结果: 成功获得了稳定表达外源性b c l6b 基
因的KYSE180细胞系, 与转染空白载体组比
较, 转染bcl6b 基因的细胞, 细胞周期中G1/G0

期比例明显增加(BCL6B: 47.85%±1.53% vs  
Vector: 40.62%±1.07%, P <0.05), S期比例减
少(BCL6B: 34.40%±1.30% vs  Vector: 42.31%
±0.66%, P <0.01), 细胞凋亡率升高(BCL6B: 
11.74%±0.99% vs  Vector: 2.43%±0.70%, 
P <0.01); 同时P53和P21蛋白的表达水平明显
升高. 转染bcl6b 基因的细胞的生长速度较空
载组比明显减慢. 

结论: BCL6B可能通过上调P53和P21蛋白的
表达水平从而抑制KYSE180细胞的恶性生物
学行为. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 重表达bcl6b 基因的细胞, 细胞周期中

G1/G0期比例明显增加, S期比例减少, 细胞凋亡率

升高; 转染bcl6b基因的细胞的生长速度较空载组

明显减慢. 同时P53和P21蛋白的表达水平明显升

高. 研究结果表明BCL6B可通过上调P53和P21蛋

白的表达水平, 从而引起细胞G1/S期阻滞和诱导

细胞凋亡而抑制食管癌细胞KYSE180细胞的恶

性生物学行为.
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0  引言

食管癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 其恶

性程度在所有肿瘤中居第5位, 但其在癌症相关

死亡原因中居第4位[1]. 在中国北部和中部地区, 
90%以上的食管癌的病理类型为鳞状细胞癌[2]. 
近10年来, 随着外科手术和放化疗方案的进展, 
食管癌的5年生存率依然低于20%[3]. 近年来越

来越多的研究证据表明, 抑癌基因因启动子区

域的高甲基化所导致的表达缺失, 在食管癌的

发生和发展中起了至关重要作用[4-8]. 有文献报

道bcl6b启动子区异常高甲基化而导致其在胃癌

中出现表达的缺失, 在胃癌细胞系中恢复其的

表达可以抑制细胞增殖, 促进细胞凋亡, 检测胃

癌组织或血浆中bcl6b基因的甲基化可作为诊断

胃癌的独立生物标志物[9,10]. 而在本实验室既往

的研究中发现在食管癌中, bcl6b基因的启动子

区域也普遍存在高甲基化, 且在食管癌的细胞

实验中发现bcl6b基因的表达受启动子区域甲基

化的调控[11]. 目前关于bcl6b在食管癌中的生物

学功能未见报道. 本研究通过在BCL6B表达缺

失的食管癌KYSE180细胞中恢复BCL6B的表达, 
从而研究BCL6B在食管癌中的生物学功能, 及
进一步探讨发挥功能的相关信号通路, 为食管

癌的治疗提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzol、cDNA第一链合成试剂盒、

G418、胎牛血清、RPMI 1640/DMEM培养基、

转染试剂Lipofectamine 2000购自美国Invitrogen
公司; BCA法蛋白定量世纪盒、质粒提取试剂

盒购自康为世纪; 蛋白裂解液、一抗稀释液购

自碧云天; 限制性内切酶、预染蛋白质分子量

标准、T4 DNA Ligase购自美国NewEngland 
Biolabs公司; 兔抗人β-actin抗体、羊抗鼠二抗、

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠购自中杉金桥; 
兔抗人P53多克隆抗体购自美国SantaCrus公司; 
感受态大肠杆菌D H5α购自全式金生物公司; 
pcDNA3.1载体和食管癌细胞株KYSE180为301
医院消化科实验室馈赠; PCR引物合成及序列测

定为华大基因公司. 细胞周期、凋亡、增殖和

细胞毒性检测试剂盒购自凯基生物. 
1.2 方法

1.2.1 bcl6b 基因克隆与真核表达载体的构建: 本
实验采用PCR技术, 以正常食管黏膜组织cDNA
为模板, 行PCR扩增后获得bcl6b基因的编码区

序列(1446 bp), 相应引物序列及PCR反应条件

为: 上游引物5'-GAAGATCTATGTACCCATAC-
GATGTTCCAGATTACGCT-3', 下游引物5'-CC-
GCTCGAGCTAGGGCCCCCCGAGAAT-3'. 10 
g/L琼脂糖电泳鉴定PCR扩增产物. PCR产物纯

化后用BglⅡ和XhoⅠ双酶切,  pcDNA3.1质粒用

BamHⅠ和XhoⅠ双酶切后纯化回收, 连接、转

化DH5α感受态细胞, 挑菌测序. 
1.2.2 表达外源性bcl6b 基因食管癌细胞株的建

立: pcDNA3.1-bcl6b和pcDNA3.1质粒提取纯

化、定量后, 按照Lipofectamine 2000的说明书

操作步骤进行细胞接种和转染KYSE180细胞. 
转染48 h胰酶消化后计数, 将1×105个细胞接

种于60 mm的培养皿中, 次日加入终浓度为400 
mg/L的G418筛选阳性克隆, 每3-4 d更换1次培

2014-06-28|Volume 22|Issue 18|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
bcl6b 启动子区异
常高甲基化而导
致其在胃癌中出
现表达的缺失, 在
胃癌细胞系中恢
复其的表达可以
抑制细胞增殖, 促
进细胞凋亡, 检测
胃癌组织或血浆
中bcl6b 基因的甲
基化可作为诊断
胃癌的独立生物
标志物.

养液, 2-3 wk左右有克隆形成. 挑取单克隆进行

扩大培养, 以终浓度为200 mg/L G418维持培养,  
提取细胞总蛋白, 行Western blot检测bcl6b基因

的表达. 
1.2.3 Western blot检测BCL6B蛋白表达水平: 提
取细胞总蛋白后BCA法行蛋白定量; 10%SDS-
PAGE胶电泳分离蛋白样品, 电转移法将蛋白转

移至PVDF膜. TBST配制的5%脱脂奶粉室温封

闭2 h; 一抗稀释液稀释一抗(BCL6B 1∶400、
P53 1∶500和P21 1∶500), 4 ℃冰箱过夜; TBST
洗膜4次, 每次5 min; TBST配制的5%脱脂奶粉

稀释二抗室温45 min, 洗膜3次, 化学发光法曝光

显影. 
1.2.4 BCL6B生物学功能检测: (1)细胞周期检测: 
胰酶消化空载组和BCL6B重表达组细胞, PBS洗
3遍, 预冷的700 mL/L乙醇固定>4 h, 离心去除乙

醇, PBS洗3遍, PI染色, 流式细胞仪检测细胞周

期; (2)用无EDTA的胰酶消化空载组和BCL6B重
表达组细胞, 预冷的PBS洗3次, 加入Annexin V
染色吹打充分混匀后, 再加入PI染色, 流式细胞

仪检测细胞凋亡; (3)胰酶消化空载组和BCL6B
重表达组细胞并计数, 接种5000个细胞于96孔
板中, 每列接种6个复孔, 共接种4组, 分别于接

种1、2、3、4 d时加入50 µL的MTT, 继续培养

4 h, 吸取培养基, 加入150 µL DMSO, 并震荡混

匀, 酶标仪检测490 nm波长光吸收值, 根据吸光

值绘制生长曲线; (4)胰酶消化细胞并计数, 分别

取1500个空载组和BCL6B重表达组细胞接种于

6孔板中, 每组设3个复孔, 继续培养2 wk后4%的

多聚甲醛固定后结晶紫染色, 对细胞数>50个的

克隆进行计数. 
统计学处理 运用SPSS17.0统计学软件进行

实验数据的分析, 计数资料结果用mean±SD表

示,  两均数的比较用t检验, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 bcl6b 基因的扩增及鉴定 在进行PCR初次扩

增时因杂带较多, 在1-2 kb之间条带进行切胶回

收后, 用回收产物再次PCR扩增, 得出较明亮的

目的条带, 如图1所示, 提示采用PCR成功扩增了

bcl6b基因编码区片段. 
2.2 表达外源性bcl6b 基因的食管癌细胞株的建

立 将pcDNA3.1-bcl6b质粒pcDNA3.1质粒转染

KYSE180细胞, 经G418筛选后得到稳定表达的

细胞株, Western blot检测恢复bcl6b基因表达组

能稳定检测到蛋白的表达情况.
2.3 细胞克隆实验 稳定转染pcDNA3.1-bcl6b的
细胞克隆形成数目为237.00±28.37, 空载组为

400.00±12.00, bcl6b组与空载组相比, 集落形成

明显减少, 集落也明显较空载组比要小, 进行统

计学分析, 两组之间有统计学差异(图2).
2 . 4  F C M 检 测 细 胞 周 期 和 凋 亡  稳定转染

pcDNA3.1-bcl6b后KYSE180细胞的G1和S期细胞

比例分别为40.62%±1.07% vs  34.40%±1.30%, 
空载组G1和S期细胞所占比例分别为47.85%±

1.53% vs  42.31%±0.66%,  pcDNA3.1-bcl6b组的

G1期细胞的比例高于空载组, 而S期的细胞比例

明显低于空载组, 两组之间差异有统计学意义

(图3). 稳定转染pcDNA3.1-bcl6b后KYSE180凋亡

细胞的比例为11.74%±0.99%, 空载组凋亡细胞

的比例为2.43%±0.70%,  pcDNA3.1-bcl6b组的细

胞凋亡比例明显高于空载组, 两组之间差异有统

计学意义(图4).
2.5 BCL6B获得性表达后细胞的生长曲线 稳定

转染pcDNA3.1-bcl6b质粒的细胞与空载组相比

细胞的生长、增殖能力明显受到抑制, 两组间

差异有统计学意义(图5). 
2.6 重表达BCL6B对KYSE180细胞中P53和P21
的蛋白表达水平影响 Western blot结果显示, 重
表达BCL6B后, P53和P21的蛋白表达水平是明

显上升的(图6).

3  讨论

bcl6b基因又被称作bazf、zbtb28及znf62 , 他位于

17号染色体1区3带1亚带, 距p53基因800 kb[12], 
该区域在很多肿瘤中发现不同基因的突变或缺

失[13], 提示bcl6b可能为抑癌基因. 有文献报道

BCL6B通过先与BCL6的broad-complex, tram-

2014-06-28|Volume 22|Issue 18|WCJD|www.wjgnet.com

1                     2

图  1  bcl6b 基因的PCR产物鉴定琼脂糖凝胶电泳图. 1: 目的

条带, 位于1-2 kb之间; 2: 1-10 kb DNA marker.
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■创新盘点
首 次 通 过 在 表
达 缺 失 的 食 管
癌细胞中重表达
BCL6B并检测了
其发挥的生物学
功能, 得出BCL6B
在食管癌通过上
调 P 5 3 和 P 2 1 蛋
白的表达水平从
而引起细胞G 1/S
期阻滞和诱导细
胞 凋 亡 而 抑 制
KYSE180细胞的
恶性生物学行为.

track and bric-abrac/poxvirus and zinc finger(BTB/
P O Z)结构域或B C L6蛋白中间的17个高度保

守的氨基酸序列相互结合后发挥转录抑制功 
能[12,14-17]. 另有文献报道BCL6B可以通过同时与

CUL3(cullin 3)和CBF1(CRT-binding factor)结合, 
从而导致CBF1的泛素化降解, 进而抑制Notch
信号通路[18]. 关于bcl6b基因的生物学功能的研

究, 有文献报道bcl6b基因敲出小鼠会出现CD8 
T细胞分化障碍, 且小鼠在二次免疫应答时出现

记忆CD8+ T细胞增殖能力明显减弱[19]. 另有研

究发现BCL6B在幼稚CD4 T细胞的活化发挥重

要作用[20]. 有文献报道BCL6B为神经胶质细胞

源性的神经营养因子(glial cell line-derived neu-
rotrophic factor, GDNF)下游的靶基因[21], 对于

精原干细胞的自我更新至关重要[22,23], 目前关于

BCL6B在肿瘤中的生物学功能报道很少. 2012
年, Xu等[9]发现因为bcl6b启动子区异常高甲基

化而导致的表观失活, 且进一步在体内和体外

实验中证实bcl6b在胃癌中发挥抑癌功能. 
本实验室前期 [ 1 1 ]运用甲基化特异性
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PCR(methylation specific polymerase chain reac-
tion, MSP)发现bcl6b在7株食管癌细胞系中均为

甲基化的, 用去甲基化药物5-氮杂-2'-脱氧胞嘧

啶核苷(5-aza-2-deoxy-cytidine, 5-Aza)处理食管

癌细胞后能恢复bcl6b的表达, 说明了bcl6b在食

管癌中的表达受启动子区域甲基化的调控, 运用

MSP的方法检测了45例食管鳞癌组织, 发现甲基

化率为77.8%, 提示在食管癌中bcl6b启动子区域

是普遍甲基化的, 其启动子区域甲基化检测可作

为食管癌诊断的分子标志物. 关于BCL6B在食管

癌中的生物学功能目前未见报道. 众多的研究表

明肿瘤的细胞周期不受正常生长调控系统的控

制, 能持续的分裂与增殖. 有研究报道在肿瘤中

恢复表达缺失或下调的抑癌基因可对肿瘤的增

殖产生一定的抑制作用[24]. 本实验中我们以正常

食管黏膜组织cDNA为模板, PCR的方法扩增了

bcl6b基因的编码区序列, 并构建了稳定表达外源

性BCL6B的食管癌细胞株, 经Western blot验证了

BCL6B蛋白的表达是明显增强的. 本研究显示恢

复bcl6b基因的表达能明显抑制KYSE180细胞的

增殖. 运用流式细胞术分析发现, 恢复BCL6B的
表达后G0/G1期的细胞的比例明显增加, S期比例

减少, 同时凋亡细胞比例增加, 提示bcl6b基因可

使细胞阻滞于G0/G1期, 并促进细胞的凋亡, 使细

胞的增殖受到明显抑制. 有文献报道在细胞周期

调控和DNA损伤修复过程中, P53蛋白可上调p21
基因的表达, p21表达产物P21WAF1蛋白是一种

依赖cyclin激酶(cyclin-dependent kinase, cdk)的抑

制剂, 能够结合于G1期和S期的cyclin-cdk复合体, 
抑制其活性, 进而阻滞细胞周期于G1期

[25-29]. 有
研究报道BCL6B可上调P53的表达[9]. 所以我们

猜测BCL6B是否是通过上调P53的表达进而上调

P21而诱导细胞G1/S期阻滞, 为了验证这一假设, 
我们检测了重表达BCL6B前后P53和P21的蛋白

表达水平, 发现重表达BCL6B后可明显上调P53
和P21蛋白表达水平, 对于BCL6B通过何种途径

来调节P53的表达还有待于进一步研究. 
目前很多化疗药均可导致DNA的损伤, 有

文献报道有的抑癌基因可通过上调P53和P21表
达而使其化疗敏感性增加[30,31], BCL6B在食管癌

中是否会引起肿瘤细胞化疗敏感性改变, 有待

于进一步研究证实, 进而为肿瘤的个体化治疗

提供一个新的思路.
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