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BTG1对喉癌细胞增殖和凋亡的影响 
及其机制研究
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　　［摘要］　背景与目的：在多种细胞中B细胞易位基因1(B-cell translocation gene 1，BTG1)能够抑制细胞

增殖，促进细胞凋亡，调节细胞周期进程及分化。该研究通过体外实验探讨BTG1高表达对喉癌Hep-2细胞

增殖、凋亡及细胞周期的影响及其相关作用机制。方法：构建pEGFP-N1-BTG1，培养并转染喉癌Hep-2细

胞，分为实验组(转染pEGFP-N1-BTG1的Hep-2细胞)和对照组(转染pEGFP-N1空质粒的Hep-2细胞)。采用蛋白

［质］印迹法(Western blot)检测两组细胞中BTG1蛋白的表达水平；应用MTT法检测细胞的增值活性；使用流

式细胞术检测细胞周期分布和磷脂酰丝氨酸外翻分析(Annexin Ⅴ-FITC/PI)检测细胞凋亡；采用Western blot法

检测细胞周期调控蛋白Cyclin D1、凋亡相关蛋白Bcl-2表达情况。结果：成功构建pEGFP-N1-BTG1，Western 

blot检测结果显示，实验组细胞中BTG1蛋白表达水平明显高于对照组细胞(0.921±0.091 vs 0.308±0.047，

P<0.05)。实验组与对照组细胞相比，从第24 h实验组细胞生长速度减慢，细胞增值能力降低，两组比较差异

有统计学意义(P<0.05)；实验组细胞中Cyclin D1蛋白表达水平下降(0.436±0.023 vs 0.916±0.092，P<0.05)，细

胞周期的G0/G1期细胞比例升高［(85.1±5.2)% vs (63.8±3.1)%，P<0.05)］；S期细胞比例降低［(8.3±1.1)% vs 

(23.1±1.5)%，P<0.05］；实验组细胞Annexin Ⅴ增多，细胞早期凋亡率升高［(10.3±1.1)% vs (2.8±0.3)%，

P<0.05］，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平降低(0.167±0.009 vs 0.834±0.084，P<0.05)。结论：BTG1高表达能

明显抑制喉癌Hep-2细胞的生长增殖、诱导凋亡，其可能的机制与BTG1参与细胞周期调控、诱导细胞凋亡 

相关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: B-cell translocation gene 1(BTG1) can inhibit cell proliferation, 
promote cell apoptosis and regulate cell cycle progression and differentiation in a variety of cell types. This study aimed 
to explore the influence on cell proliferation, apoptosis and cell cycle and its related mechanism of laryngeal cancer 
Hep - 2 cell lines through BTG1 overexpression by in vitro experiments. Methods: The BTG1 expression plasmids 
were constructed and transfected into Hep-2. They were divided into experimental group (transfected BTG1 of Hep-
2 cells) and control group (transfected empty plasmid of Hep-2 cells). Western blot method was used to identify BTG1 
protein expression levels of cells; proliferation activity of cells was detected by MTT assay; flow cytometry was used to 
analyze the cell cycle distribution and Annexin Ⅴ-FITC/PI cell apoptosis; Western blot was also used to assay cell cycle 
regulatory protein and apoptosis-related protein expression. Results: The pEGFP-N1-BTG1 plasmid was constructed 
successfully, and the expression of BTG1 protein was higher in experimental group than that in control group 
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(0.921±0.091 vs 0.308±0.047, P<0.05). Compared with the two group of laryngeal cancer Hep-2 cells, the cell growth 
in experimental group was slowed down and the proliferation was reduced (P<0.05); Cyclin D1 protein expression 
level was decreased (0.436±0.023 vs 0.916±0.092, P<0.05), the proportion of G0/G1 phase cell cycle was increased 
[(85.1±5.2)% vs (63.8±3.1)%, P<0.05], the proportion of S phase cell was decreased [(8.3±1.1)% vs (23.1±1.5)%, 
P<0.05], phosphatidylserine ectropion in experimental group was increased, cell early apoptosis was significant 
[(10.3±1.1)% vs (2.8±0.3)%, P<0.05] and anti-apoptotic protein Bcl-2 expression level was reduced(0.167±0.009 vs 
0.834±0.084, P<0.05). Conclusion: BTG1 high expression could inhibit the proliferation growth of laryngeal Hep-
2 cells and promote its apoptosis, and the possible mechanisms are interrelated with BTG1 involved in cell cycle 
regulation and causing cell apoptosis.
  　［Key words］ Laryngeal cancer; BTG1; Proliferation; Apoptosis; Cell cycle

　　B细胞易位基因1(B-ce l l  t r ans loca t i on  

gene 1, BTG1) 在许多肿瘤组织中表达水平低

下，但在体外实验中使其过量表达时则表现

为肿瘤细胞的增殖和转移能力降低，凋亡增 

加［1-3］。因此，其可能是一种新型的抑癌基因

并已受到广泛关注。喉癌是一种头颈部常见的

预后较差的恶性肿瘤。本研究试图通过对喉癌

Hep-2细胞株转染BTG1基因，以探讨该基因的

高表达在体外对喉癌细胞增殖、凋亡的影响，

以期为探讨喉癌治疗的新途径提供实验基础。

1　材料和方法

1.1　材料

　　人喉癌上皮细胞Hep-2购自上海拜力生物科

技有限公司，质粒pEGFP-N1、XhoⅠ内切酶、

KpnⅠ内切酶、T4连接酶购自宝生物工程(大连)

有限公司，质粒pDonR223-BTG1购自长沙爱科

博生物科技有限公司，LipofectamineTM2000、

DH5a感受态细胞购自美国Invitrogen公司，鼠

抗人BTG1单克隆抗体、鼠抗人Bcl-2单克隆抗

体、鼠抗人CyclinD1单克隆抗体、鼠抗人β-actin
单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司，辣根过

氧化酶标记的二抗(山羊抗鼠)购自北京中杉金

桥生物技术有限公司，ECL发光试剂购自上海

碧云天生物技术有限公司，高纯度质粒小提中

量试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司，

10%胎牛血清购自HyClone公司，DMEM完全培

养基购自美国Gibco公司，BCA蛋白浓度测定试

剂盒购自北京赛驰生物科技有限公司，PVDF

膜购自Millipore公司，Annexin Ⅴ-FITC/PI凋亡

试剂盒、MTT购自美国Sigma公司生物科技有限 

公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养

　　用含10%胎牛血清的 DMEM 完全培养基培

养细胞，置于37 ℃、CO2体积分数为5%饱和湿

度的培养箱中；每周传代2次，用0.25%胰酶消

化细胞。 

1.2.2　pEGFP-N1-BTG1构建与鉴定

　 　 根据人BTG1 cDNA序列(NM_001731)
设 计 B T G 1 基 因 扩 增 引 物 ， 序 列 如

下： 5’-CGCCTCGAGATGCATCCCTTCTAC-3’ 
(上游)和5’-CGCGGTACCTCA CCTGATACAGT 
CATC-3’(下游)。上游引物包含XhoⅠ限制性

内 切 酶 位 点 ， 下 游 引 物 包 含 K p n Ⅰ 限 制 性

内 切 酶 位 点 。 引 物 由 南 京 金 斯 瑞 基 因 科 技

有限公司合成。PCR反应体系：10×PCR缓

冲 液 5   µ L ， 引 物 顺 义 链 1   µ L ， 引 物 反 义 链

1 µL，dNTPs(10 mmol/L) 1 µL，pDonR223-
BTG1 2 µL，Taq DNA聚合酶0.5 µL，ddH2O 
39.5 µL，共计50 µL。反应条件：95 ℃ 5 min；

95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循

环；72 ℃ 10 min。反应结束后进行1.2%的琼

脂糖凝胶电泳，然后对目的片段进行回收。对

回收后的片段以及pEGFP-N1载体进行XhoⅠ和

KpnⅠ双酶切反应，反应体系：BTG1 36 µL，

X h o Ⅰ 2   µ L ， K p n Ⅰ   2  µ L ， 1 0 × 缓 冲 液

H 5 µL，ddH2O 5 µL，总共50 µL。pEGFP-N1  
6 µL，XhoⅠ 1 µL，KpnⅠ 1 µL，10×缓冲液

H 2 µL，ddH2O 10 µL，共20 µL。对以上酶

切体系放置37 ℃水浴反应4 h后，进行1.5%的
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琼脂糖凝胶电泳鉴定，然后回收目的片段。

并 进 行 连 接 反 应 ： B T G 1 酶 切 产 物3 .0  µL，

p E G F P - N 1   1 . 0   μ L ， 1 0 × T 4连 接 酶 缓 冲 液

2.0 µL，T4连接酶1.0 µL，ddH2O 13.0 µL，混

匀，16 ℃反应过夜。之后转化到DH5a感受态细

胞中。挑取阳性克隆进行质粒提取备用，并将

阳性克隆送交美国Invitrogen公司进行DNA序列

测定。

1.2.3　Hep-2细胞株的瞬时转染

　 　 H e p - 2 细 胞 分 成 两 组 分 别 转 染 p E G F P -
N 1 - B T G 1 和 p E G F P - N 1 空 质 粒 。 采 用

LipofectaminTM2000转染试剂按其说明严格进行

操作。

1.2.4　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测转染

后两组细胞BTG1蛋白及两组细胞中Cyclin D1、

Bcl-2蛋白的表达情况

　　用IP裂解液分别提取两组细胞的蛋白质，

用BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。每

孔上样量为50 μg行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE)，稳压冰浴电转至PVDF膜上，用5%脱脂

奶粉封闭PVDF膜2 h，加入一抗(1∶500的BTG1

抗体)，4 ℃摇床过夜，加入二抗(以辣根过氧化

酶HRP 标记)，室温温育2 h，杂交膜以ECL化

学发光试剂在暗室中显影并曝光，以β-actin作

为内参。Western blot法检测Cyclin D1、Bcl-2蛋

白，一抗分别为Cyclin D1、Bcl-2抗体，具体操

作步骤同前。

1.2.5　MTT实验检测高表达BTG1体外对喉癌

Hep-2细胞增殖的影响

　　取对数生长期的两组细胞胰酶消化并制成

等浓度分别加于96孔培养板内，每孔内加5 000

个细胞，分别培养24、48、72和96 h，结束培养 

4   h 前 每 孔 加 M T T 溶 液 ［ 5  m g / m L 用 P B S 

(pH<7.4)］20 μL在37 ℃下继续培养，到达时间

后结束培养，弃去上清液，在每孔中加入异丙

醇150 μL，摇荡10 min待结晶溶解后在酶标仪

上测定490 nm波长的各孔光密度(D)值，以时间

为横坐标、D值为纵坐标，将记录的结果绘制细

胞生长曲线。

1.2.6　磷脂酰丝氨酸外翻分析检测细胞凋亡

　　取转染48 h后的两组细胞胰酶消化，悬浮细

胞(1×106个)用PBS洗2次，加入100 μL结合缓冲

液和FITC标记的Annexin Ⅴ(20 μg/mL)10 μL，室

温避光放置30 min，再加入PI(50 μg/mL)5 μL，

避光反应5 min后，加入400 μL结合缓冲液，立

即用流式细胞仪检测。

1.2.7　流式细胞术检测细胞周期

　　取转染48 h后的两组细胞胰酶消化，离

心去除上清液，用预冷的PBS液洗细胞2次，

预冷70％乙醇，－20 ℃固定保存24 h。离心 

(800 r/min)固定的细胞5 min，去除乙醇，收集细

胞，以1 mL的PBS洗细胞1次，加入500 μL PBS
含50 μg/mL碘化丙啶(PI)，100 μg/mL RNase A，

4 ℃避光温育20 min。用流式细胞仪按照标准程

序进行检测，汞激发波长488 nm，计数10 000个

细胞，结果用MultiCycle软件分析，分别计算G0/

G1期、S期和G2/M期细胞的相对比例。

1.3　统计学处理

　　应用SPSS 13.0软件进行统计分析。计量资

料用x±s表示，组间比较采用Student’s t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　重组质粒pEGFP-N1-BTG1构成的鉴定

　　将pEGFP-N1-BTG1重组质粒进行XhoⅠ和

KpnⅠ双酶切反应，酶切后的产物进行1.5%琼脂

糖凝胶电泳图谱分析，如图1双酶切电泳图谱显

示516 bp(BTG1序列大小)和4.7 kb(pEGFP-N1序

列大小)的目的条带。

图 1　双酶切电泳图

Fig. 1    Electrophoresis pattern of double enzyme

1: pEGFP-N1-BTG1 double digestion
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　　该质粒行DNA序列测定显示与GenBank

数 据 库 中 收 录 的 人 类 B T G 1 基 因 序 列

(NM_001731)一致，表明BTG1 cDNA已经成

功克隆至pEGFP-N1载体。测序结果如下：

ATGCATCCCTTCTACACCCGGGCCGCCACCA 
TGATAGGCGAGATCGCCGCCGCCGTGTCCT 
TCATCTCCAAGTTTCTCCGCACCAAGGGGC 
TCACGAGCGAGCGACAGCTGCAGACCTTCA 
GCCAGAGCCTGCAGGAGCTGCTGGCAGAA 
CATTATAAACATCACTGGTTCCCAGAAAAGC 
C AT G C A A G G G AT C G G G T TA C C G T T G 
TATTCGCATCAACCATAAAATGGATCCTCTG 
ATTGGACAGGCAGCACAGCGGATTGG 
A C T G A G C A G T C A G G A G C T G T T C A G G 
CTTCTCCCAAGTGAACTCACACTCTGGGTT 
GACCCCTATGAAGTGTCCTACAGAATTGGA 
GAGGATGGCTCCATCTGTGTGCTGTATGA 
AGCCTCACCAGCAGGAGGTAGCACTCAAAA 
CAGCACCAACGTGCAAATGGTAGACA 
GCCGAATCAGCTGTAAGGAGGAACTTCTCT 
TGGGCAGAACGAGCCCTTCCAAAAACTA 
CAATATGATGACTGTATCAGGTTAA。

2.2　Hep-2细胞株中BTG1蛋白表达鉴定

　　采用Western blot法检测两组细胞中BTG1蛋

白表达水平，从图2中可以看出，转染BTG1的

实验组细胞中BTG1蛋白表达水平明显高于未

转染BTG1的对照组Hep-2细胞(0.921±0.091 vs 

0.308±0.047，P<0.05)。从实验结果可以清楚地

看到，BTG1基因已经成功转染进入喉癌Hep-2

细胞中，而且可以使转染细胞BTG1蛋白表达得

到明显提高。

2.3　MTT实验检测BTG1体外对喉癌Hep-2细

胞生长的影响

　　经MTT实验检测发现，与对照组细胞相比

较，从第24 h实验组细胞生长即明显降低，相对

增值能力下降，D值明显降低。各个时间点两组

比较差异均有统计学意义(P<0.05，图3)。本实

验结果表明，提高BTG1表达对喉癌Hep-2细胞

生长具有明显的抑制作用。

图 2　Western blot鉴定BTG1蛋白的表达 

Fig. 2    Identification of the expression of BTG1 protein by 

Western blot

*: P<0.05, compared with the control cell

图 3　BTG1高表达对细胞增殖的影响 

Fig. 3   The effects of BTG1 overexpression on the cell 

proliferation

*: P<0.05, compared with the control cell

2.4　BTG1对喉癌Hep-2细胞凋亡的影响

　　采用Annexin Ⅴ分析法检测结果显示，实验

组细胞中早期凋亡率为(10.3±1.1)%，而对照组

细胞早期凋亡率为(2.8±0.3)% 。两者比较，实

验组早期凋亡率明显高于对照组，差异有统计

学意义(P<0.05，图4A、B)。

2.5　BTG1对喉癌Hep-2细胞周期的影响

　　应用流式细胞仪分析两组细胞周期分布显

示，实验组中，G0/G1期细胞所占比例明显高

于对照组细胞［(85.1±5.2)% vs (63.8±3.1)%，

P<0.05］；而S期细胞明显低于对照组细胞

［(8.3±1.1)% vs (23.1±1.5)%，P<0.05］；G2/

M期细胞与对照组细胞无明显差异(P>0.05)。本

姜润学，等.　BTG1对喉癌细胞增殖和凋亡的影响及其机制研究
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实验结果显示，使BTG1基因表达水平提高可以

影响喉癌Hep-2细胞的细胞周期分布，BTG1可

以导致Hep-2细胞G0/G1期阻滞，S期细胞明显减

少，G2/M期细胞阻滞不明显(图5A、B)。

2.6　BTG1对喉癌Hep-2细胞Cyclin D1、Bcl-2

蛋白的影响

　　Western blot检测结果显示，实验组细胞

中Cyclin D1、Bcl-2蛋白表达水平均明显低于

对照组细胞(0.436±0.023 vs 0.916±0.092和 

0.167±0.009 vs 0.834±0.084, P<0.05)。作为内

参的β-actin蛋白表达基本一致，说明Cyclin 

D1、Bcl-2蛋白表达水平的下降是由于BTG1基

因表达水平提高所致。Cyclin D1为细胞周期蛋

白，调控细胞周期变化；Bcl-2为抗细胞凋亡蛋

白，阻碍细胞凋亡。本实验结果表明，在实验

组细胞中BTG1基因高表达从而下调Cyclin D1、

Bcl-2蛋白表达水平是导致Hep-2细胞G0/G1阻滞

和促进Hep-2细胞凋亡的机制之一(图6A、B)。

图 4　BTG1高表达对细胞凋亡的影响 

Fig. 4    The effects of BTG1 overexpression on the cell apoptosis

*: P<0.05, compared with the control cell

图 5　BTG1高表达对细胞周期的影响 

Fig. 5    The effects of BTG1 overexpression on the cell cycle 

*: P<0.05, compared with the control cell

图 6　高表达BTG1对Cyclin D1和Bcl-2的影响 

Fig. 6    The effects of BTG1 overexpression on Cyclin D1 and Bcl-2

*: P<0.05, compared with the control group
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3　讨　　论

　　喉癌在所有癌症中所占的比例超过3%，其

已成为全球第六位最常见的癌症［4］。尽管不断

改进喉癌的诊断和治疗方法，但是在过去20年

里其患者生存期并没有得到显著改善。喉癌的

形成是一个长时期、多因素参与、多阶段的过

程，这一过程会有多个癌基因的突变、抑癌基

因的失活以及凋亡调节基因和DNA修复基因的

改变等，需有众多基因参与其中。在恶性肿瘤

形成过程中目前已知有众多癌基因及抑癌基因

起着重要作用，当抑癌基因缺失或突变导致其

表达异常从而常会引起细胞不受调控的增殖进

而导致恶性肿瘤的发生。只有对喉癌的遗传基

础及其发生的分子机制进行深入的研究和不断

的探索，才会在临床中对喉癌的早期诊断、基

因治疗和预后评价具有进一步的指导作用。

　　BTG1是BTG/TOB基因家族成员之一，BTG/
TOB家族包括BTG1、BTG2/PC3/Tis21、BTG3/
ANA、BTG4/PC3B、Tob1/Tob及Tob2等6种基

因，最初BTG1为慢性B淋巴细胞性白血病染色

体在t(8;12)(q24;q22)进行易位相关的基因进行克

隆得到［5］。20世纪90年代初法国Rouault等［6］

从淋巴母细胞中分离出5620 bP的BTG1基因全

长cDNA, 其定位在12q22染色体，mRNA 长度为

1.8 kb，编码相对分子质量为19×103的蛋白。

已知该家族所有成员都具有抑制细胞增殖及

负向调控细胞周期的功能。BTG/TOB家族的主

要特点是具备多个氨基酸N末端区域，被称为

BTG/TOB同源域。这个同源域结构包括A盒和B

盒，均为较短并且高度保守的同源区，A盒具

有抗增殖作用，B盒具有和许多靶分子结合的 

功能［7］。

　　在喉癌的发生、发展中肿瘤细胞异常生长

增殖发挥着重要的作用，正常情况下应该凋亡

的细胞未发生凋亡而继续生存，显示出恶性增

长行为［8］。本研究通过脂质体转染法而明显

提高了BTG1表达水平的喉癌Hep-2细胞进行

MTT细胞生长增殖实验检测，结果发现，高表

达 BTG1 蛋白的Hep-2细胞株生长减慢，增殖明

显受到抑制，说明BTG1在其中发挥了重要的生

物学作用，且随着作用时间的延长表现出与对

照组细胞体外增殖能力差异的显著增大。本实

验采用流式细胞仪检测细胞周期实验中提高喉

癌Hep-2细胞中BTG1的表达量，结果发现实验

组G0/G1期细胞所占比例升高，S期细胞比率减

少，Hep-2细胞被阻滞在G0/G1期，这一检测结

果所显示通过诱导细胞G0/G1期阻滞来抑制喉癌

Hep-2细胞的生长是BTG1的一重要分子机制。

Western blot检测还发现转基因细胞中Cyclin D1

蛋白表达明显降低，表明BTG1高表达抑制细胞

生长，诱导细胞周期的阻滞，可能与BTG1使细

胞周期蛋白Cyclin D1表达下降有关。Cyclin D1

被认为是一种原癌基因，是Cyclin D家族基因

的重要成员，在人类多种肿瘤组织中高表达或

存在突变［9］。Cyclin D家族还包括Cyclin D2、

Cyclin D3，其功能与Cyclin D1相似，可以形成

CDK4/Cyclin D以及CDK6/Cyclin D复合物，促进

G1/S期转换的发生。有研究［10-11］结果显示，

BTG1基因家族中BTG2和TOB2也能够使得细胞

周期蛋白表达下调。本研究结果显示，BTG1基

因是一个喉癌细胞增殖抑制基因，其作用机制

之一是通过CDK/Cyclin D1途径参与并影响肿瘤

细胞周期的调控。

　　细胞凋亡在生理或病理条件下均可发生，

其是一种自发的、程序化的细胞死亡过程。在

其发生过程中会受到体内、外许多因素的影响

并涉及到一系列相关基因的变化［12］。增强对

肿瘤细胞的诱导，促进其凋亡也是肿瘤基因治

疗的又一有效途径。我们在Annexin Ⅴ实验中

发现，提高喉癌Hep-2细胞中BTG1的表达，可

以诱导细胞凋亡。Corjay等［13］对患有遗传性高

脂血症的人群进行研究时发现，含有大量巨噬

细胞组织内的凋亡细胞中BTG1会出现高表达

现象。Lee等［14］经过实验证实，在脑胶质细胞

瘤细胞凋亡的过程当中BTG1发挥着积极的促

进作用。Nahta等［15］研究证明，在Bcl-2的反

义核酸介导乳腺癌MCF7细胞凋亡过程中BTG1

出现高表达。我们随后通过Western blot检测发

姜润学，等.　BTG1对喉癌细胞增殖和凋亡的影响及其机制研究
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现，Hep-2细胞中抗凋亡蛋白Bcl-2表达明显下

降，Bcl-2是重要的抗凋亡基因，同时又是癌基

因，通过阻断内源性核酸内切酶的DNA剪切活

性或抑制凋亡刺激信号从而起到阻滞细胞凋亡

的作用。当某种因素使Bcl-2基因出现过度表达

时，导致细胞不能启动正常的凋亡程序，细胞

过长时期生存会促使肿瘤形成［16］，并且高表

达Bcl-2的肿瘤患者其预后较差［17-18］。本研究

采用Annexin Ⅴ分析法检测了BTG1高表达对细

胞凋亡的影响，实验结果显示转染BTG1的喉癌

细胞早期凋亡率明显高于对照组(P<0.05)，表明

BTG1高表达能够诱导喉癌Hep-2细胞的凋亡。

结合以上的研究结果，BTG1诱导喉癌Hep-2细

胞凋亡的机制之一是通过下调Bcl-2的表达来实

现的。

　　在急性B淋巴细胞性白血病患者中由于

BTG1基因缺失而引起其低表达占9%，但是

在急性T淋巴细胞性白血病患者中未发现此现 

象［19］。因此，BTG1表达与遗传及表观遗传的

关系仍然有待我们进一步研究。在本实验中，

我们在体外模型中论证了BTG1高表达能够影响

喉癌细胞周期调控蛋白、抗凋亡蛋白的表达水

平，可以使喉癌细胞发生细胞周期阻滞，通过

上述的作用能够使喉癌细胞的增殖生长受到抑

制，诱导凋亡。
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