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BTG2 作为一种新的电离辐射诱导基因的研究

李敏 贺欣 周则卫 孟庆慧 樊赛军

【摘要】 目的 研究 酌 射线照射对肿瘤细胞的 B 细胞易位基因 2（BTG2）表达水平的影响。

方法 应用 RT鄄PCR 方法研究电离辐射对肿瘤细胞 BTG2 mRNA 水平的影响；应用 Western blot
方法测定电离辐射对肿瘤细胞 BTG2 蛋白表达水平的影响。结果 与未照射对照细胞相比，3 Gy
酌 射线单次剂量照射明显提高了人乳腺癌细胞系 MCF鄄7、MDA鄄MB鄄231 和人宫颈癌细胞系 C33A、
HeLa 中的 BTG2 蛋白的表达水平。酌 射线照射人乳腺癌细胞系 MCF鄄7 和 MDA鄄MB鄄231 导致了照

射剂量和时间依赖性的 BTG2 表达水平的升高，而且这种改变既表现在 BTG2 mRNA 水平上，也

反映在 BTG2 蛋白水平上。结论 BTG2 是一种新的辐射诱导 DNA 损伤的反应基因，进一步研究

将为 BTG2 作为肿瘤放射治疗的疗效和预后评价指标提供实验基础和依据。
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揖Abstract】 Objective To investigate the effects of ionizing radiation on the expression of B鄄cell
translocation gene 2 渊BTG2冤 in cancer cells. Methods RT鄄PCR was used to determine the level of BTG2
mRNA, while the expression of BTG2 protein was assayed by Western blot. Results Compared with the un鄄
irradiated cells, a single dose of 3 Gy 酌鄄rays caused a significant increase of BTG2 protein in breast cancer
cell lines, MCF鄄7 and MDA鄄MB鄄231, and cervical cancer cell lines, C33A and HeLa. Furthermore, irradia鄄
tion with 酌鄄rays resulted in a dose and time dependent increase of BTG2 at both mRNA and protein levels.
Conclusion The present study demonstrates, for the first time, that BTG2 is a value response gene to expo鄄
sure of ionizing radiation, which may provide evidence for BTG2 as a novel marker for radiotherapy of cancer.
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·论著·

B 细胞易位基因 2（B鄄cell translocation gene 2，
BTG2）是细胞增殖抑制蛋白 TOB/BTG 家族的成员

之一，在细胞分化、发育、凋亡等细胞生物学功能

的调节中发挥着重要的作用[1]。包括苏州大学医学

部放射医学与防护学院肿瘤放射生物学实验室在内

的国内外多项研究发现，BTG2 的表达水平改变也

会影响到肿瘤细胞的生长、凋亡、转移和放射敏

感性[2鄄10]。在癌症患者的治疗过程中，约 70%的患者

需要接受放射治疗，放射治疗是恶性肿瘤患者不可缺

少的重要治疗手段。肿瘤的放射治疗效果与肿瘤的敏

感性有着密切的关系。本研究旨在了解电离辐射对肿

瘤细胞中 BTG2 的表达水平以及蛋白稳定性的影响，

从而确定 BTG2作为一种新的辐射损伤诱导基因，为

其作为一种临床肿瘤放射治疗疗效预测和预后评价新

指标提供实验基础和理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人乳腺癌细胞系 MCF鄄7、MDA鄄MB鄄231，以及

人宫颈癌细胞系 C33A、HeLa 购自美国细胞收藏中

心，由本实验室培养和保存。乳腺癌和宫颈癌细胞

采用含 10%胎牛血清的 D鄄MEM（Dulbecco忆s modi鄄
fied eagle medium）培养液（美国 Gibco 公司）常规培

养。所有细胞都培养于 37 益、5% CO2 培养箱内。

1.2 照射方法

收集指数期生长的细胞，采用 137Cs 酌 射线照
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射（照射源由美国 Georgetown 大学辐照中心提供），

吸收剂量率为 0.8 Gy/min，源靶距为 73.5 cm，照

射视野为 30 cm伊30 cm。

1.3 Western blot 方法

将收集的细胞样品加裂解液于冰上裂解，离心

10 min（10 000 r/min，离心半径为 8.3 cm），取上

清液，采用二喹啉甲酸法蛋白定量试剂盒（美国

Invitrogen 公司）调整蛋白至相同浓度。样品加入等

体积 2伊十二烷基硫酸钠凝胶加样缓冲液，沸水中

煮 5 min，经十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳

后转膜；封闭液封闭 2 h；加用封闭液稀释的

BTG2 （sc鄄30342， 1 颐250 稀释）和抗 茁鄄Actin（sc鄄
32252，1颐2000 稀释）抗体（美国 Santa Cruz 生物技

术公司），4 益孵育过夜；用 tris鄄buffered saline and
tween 20 缓冲液（TBST 缓冲液）冲洗 3 次，每次

15 min； 加 封 闭 液 稀 释 相 应 的 山 羊 抗 鼠（sc鄄
2060，1颐2000 稀释）或山羊抗兔（sc鄄2004，1颐2000
稀释）的二抗（美国 Santa Cruz 生物技术公司），室

温孵育 1 h，TBST 缓冲液冲洗 3 次，每次 15 min；
用增强化学发光法检测蛋白表达水平。

1.4 RT鄄PCR 方法

乳腺癌细胞中 BTG2 mRNA 水平的检测方法如

下：各取 1伊106 的不同乳腺癌细胞，按照 Trizol
RNA 提取试剂盒（美国 Invitrogen 公司）说明提取细

胞总 RNA。 取 6 滋g 总 RNA 与 0.5 滋g oligo（dT）15
混合，逆转录获得 cDNA。以其作为模板，PCR 扩

增 BTG2 中一长度为 530 bp 的片段。所用的 BTG2
上游引物为 5忆鄄GAA TTC ATG AGC CAC GGG AAG
GGA鄄3忆，下游引物为 5忆 鄄GAT ATC GAT CGA CCT
CTG ACG GTA GT鄄3忆。具体反应步骤为：94益灭活及

预变性2min；再经 94益90 s，57益60 s，72 益 90 s，
反应 34 个循环；72 益延伸 10 min。以人 茁鄄Actin 作

为内对照，其上游引物为 5忆鄄CTG GAA CGG TGA
AGG TGA CA鄄3忆，下游引物为 5忆鄄AAG GGA CTT CCT
GTA ACA ATG CA鄄3忆，长度为 420 bp。将扩增产物

进行 1.5 g/L 琼脂糖凝胶电泳，以各自 茁鄄Actin 作为

内对照调整上样量，电泳图像经美国 Bio鄄rad 公司

Fluors MultiImager 凝胶成像扫描仪分析，比较乳腺

癌细胞中 BTG2mRNA 的相对表达量。

2 结果

采用 Western blot 方法检测了人类乳腺癌细胞

系 MCF鄄7 和 MDA鄄MB鄄231 以及人类宫颈癌细胞系

C33A 和 HeLa 受到 3 Gy 酌 射线单次剂量照射后 24 h
BTG2 蛋白表达水平的改变。如图 1 所示，虽然在

诱导的程度上有所差异，但是 3 Gy 单次剂量照射

明显地提高了所有检测的肿瘤细胞中的 BTG2 蛋白

水平。实验结果表明，BTG2 可能是一种辐射损伤

可诱导的蛋白。

给予 MCF鄄7 和 MDA鄄MB鄄231 两种乳腺癌细胞

0~5 Gy 不同剂量照射，照射后 24 h 收样，并检测

细胞中 BTG2 蛋白表达水平的改变。如图 2 所示，

辐射诱导的 BTG2 蛋白表达水平随着照射剂量的增

加而升高，而且 1 Gy 剂量照射就可以导致 BTG2
蛋白表达量的增加。与 3 Gy 照射后 BTG2 蛋白增

加的量相比，4 和 5 Gy 照射诱导的量并没有更显

著地增加。这些结果表明辐射诱导的 BTG2 蛋白增

加量为剂量依赖性的，且可能有一饱和平台，这也

就是说，BTG2 蛋白表达量并不能随着辐射剂量的

增加而无限量地增加。

为了论证 BTG2 基因的改变，本实验在检测

图 1 3 Gy 酌 射线单次剂量照射对 4 种人肿瘤细胞的

BTG2 蛋白表达水平的影响 图中，BTG2 为 B 细胞易

位基因 2。
Fig. 1 BTG2 expression in four different human cancer
cells by once 3 Gy 酌鄄ray irradiation

3 Gy 酌鄄rays
BTG2

茁鄄Actin

- + - + - + - +

图 2 不同剂量 酌 射线照射对人乳腺癌细胞中 BTG2
蛋白表达水平的剂量依赖性的影响 图中，BTG2 为 B
细胞易位基因 2。
Fig. 2 Dose dependent influence of BTG2 expression level
in human breast cancer cells irradiated by different dose of
酌鄄rays

酌鄄rays（Gy）
BTG2
茁鄄Actin

MDA鄄MB鄄231 MCF鄄7
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
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BTG2 蛋白的同时，也采用 RT鄄PCR 方法检测了不

同剂量照射后 24 h，MCF鄄7 和 MDA鄄MB鄄231 细胞

中 BTG2 mRNA 表达的改变。如图 3 所示，辐射除

了增加 BTG2 蛋白表达量外，也可以导致 BTG2
mRNA 水平的明显升高。而且，这种辐照导致的

BTG2 mRNA 水平的提高也是随着照射剂量的增加

而增加。另外，与 3 Gy 照射后 BTG2 mRNA 增加

的量相比，4 和 5 Gy 照射诱导的 mRNA 水平并没

有更显著地提高，这些结果表明，与蛋白表达情况

一致，辐射诱导的 BTG2 mRNA 增加量的改变表现

为剂量依赖性的，但 BTG2 mRNA 也并不能随着辐

射剂量的增加而无限量地增加。

采用 3 Gy 剂量单次照射细胞后在不同时间内

采样，测定了 BTG2 mRNA 和蛋白水平随着照射后

时间的改变而变化的情况。如图 4 所示，3 Gy 剂量

单次照射后 2 h，人乳腺癌 MCF鄄7 和 MDA鄄MB鄄231
细胞中的 BTG2 的蛋白水平发生了明显的改变，而

且随着时间的延长表达量也不断地增加，其中，

MCF鄄7 细胞中 BTG2 蛋白水平在 16 h 时达到饱和

量，而 MDA鄄MB鄄231 细胞中 BTG2 蛋白水平在 4 h
时已显著升高。与 16 h 时 BTG2 蛋白表达量相比，

24 h 时 BTG2 表达量并没有更进一步地增加。与蛋

白变化实验结果相似，3 Gy 剂量单次照射后 1 h，
人乳腺癌 MCF鄄7 细胞就可以见到时间依赖性的

BTG2 mRNA 水平的改变，6 h 时 BTG2 mRNA 水平

明显升高，24 h 时达到最高（图 5）。这些实验结

果清楚地表明辐射导致的 BTG2 表达是具有时间依

赖性的。

3 讨论

采用高剂量电离辐射的放射治疗是包括乳腺癌

和宫颈癌在内的许多类型肿瘤的重要治疗手段之

一，而其中电离辐射诱导基因的研究及其在放射治

疗敏感性调节中的作用一直是肿瘤放射治疗的热门

研究课题。希望通过对这些辐射诱导基因的深入研

究为临床提高放射治疗的疗效和预后评价提供重要

的诊断指标。

BTG2 蛋白又称为 PC3，在 1991 年首次作为神

经生长因子诱导的瞬时早期反应蛋白而被报道[11]，后

经深入研究发现其具有细胞增殖抑制蛋白家族 TOB/
BTG 的共性———抗细胞增殖功能。BTG2 基因位于

人类染色体的 1q32 区，mRNA 的长度为 2717 bp，
编码一个由 158 个氨基酸组成的蛋白质[1]。虽然目

前还未发现在肿瘤中含有 BTG2畸变，但来自包括本

实验室在内的国内外的研究结果表明，BTG2在包括

肿瘤细胞在内的细胞分化、抑制细胞增殖、诱导细胞

图 5 3 Gy 酌射线单次照射对人乳腺癌细胞系 MCF鄄7
中 BTG2 mRNA 水平的时间依赖性的影响 图中，

BTG2 为 B 细胞易位基因 2。
Fig. 5 Time dependent influence of BTG2 mRNA level in
MCF鄄7 cells irradiated once by 3 Gy 酌鄄ray

图 3 不同剂量酌射线照射对人乳腺癌细胞中 BTG2
mRNA 水平的剂量依赖性的影响 图中，BTG2 为 B
细胞易位基因 2。
Fig. 3 Dose dependent influence of BTG2 mRNA level in
human breast cancer cells irradiated by different dose of 酌鄄
rays

酌鄄rays（Gy）
BTG2
茁鄄Actin

MDA鄄MB鄄231 MCF鄄7
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

图 4 3 Gy 酌射线单次照射对人乳腺癌细胞系 MCF鄄7（上

图）和 MDA鄄MB鄄231（下图）中 BTG2 蛋白表达水平的时

间依赖性的影响 图中，BTG2 为 B 细胞易位基因 2。
Fig. 4 Time dependent influence of BTG2 expression level
in MCF鄄7 and MDA鄄MB鄄231 cells irradiated once by 3 Gy
酌鄄ray

BTG2
茁鄄Actin

3 Gy 酌 射线单次照射后的时间（h）
0 2 4 8 16 24

BTG2

茁鄄Actin

3 Gy 酌 射线单次照射后的时间（h）
0 2 4 8 16 24

BTG2

茁鄄Actin

3Gy酌射线单次照射后的时间（h）
0 1 2 4 6 8 16 24 32
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凋亡、增加放射敏感性等方面都具有重要功能[2-10]。
本实验室以前的研究揭示，提高 BTG2的表达可以明

显增加乳腺癌细胞的放射敏感性，而且 BTG2的放射

敏感性的调节是与一种DNA损伤修复蛋白———乳腺癌

易感基因 1蛋白的表达水平密切相关的[9-10]。本研究

发现 酌射线照射可以明显提高不同肿瘤细胞中 BTG2
的表达水平（图 1），而且这种辐照诱导的 BTG2增加

不仅表现在 mRNA 水平上（图 3 和图 5），也表现在

蛋白表达水平上（图 2 和图 4）。另外，这种 BTG2
的增加是与辐射剂量（图 2 和图 3）和照射后的时间

（图 4 和图 5）成正比的，即显现出一种与照射剂

量和时间的依赖关系。

已知 p53 是 BTG2 转录活性调节蛋白，因为

BTG2 的启动子中含有一种野生型 p53 反应元件。

p53 辐照诱导的 BTG2 表达水平的增加可以发生在

乳腺癌细胞 MCF鄄7 和宫颈癌细胞 C33A（2 种 p53 基

因野生型细胞系）以及乳腺癌细胞 MDA鄄MB鄄231 和

宫颈癌细胞 HeLa（2 种 p53 功能失活型的细胞系）

中。这些结果表明，虽然 p53 是 BTG2 转录活性的

重要调节蛋白，但是辐照诱导的 BTG2表达水平的改

变可能存在与 p53 基因以及肿瘤细胞类型非依赖性

的关系。另外这一实验结果在临床肿瘤放射治疗上可

能具有一定的意义，因为 70%以上的中晚期乳腺癌

患者的肿瘤细胞都发生了 p53 基因畸变，变得对放

射治疗不敏感。而大部分的宫颈癌的发生和发展与人

类乳头状病毒感染有关，人类乳头状病毒感染导致

p53基因功能的失活，从而导致宫颈癌细胞对放射治

疗不敏感和耐辐射。这些研究结果暗示，放射治疗前

后的肿瘤细胞中 BTG2表达水平的检测可能对肿瘤放

射治疗的疗效和预后评价具有一定的意义和临床价

值，因此辐射诱导 BTG2表达增加的实际作用还有待

深入的研究。目前，本实验室正采用 p53 siRNA和畸

变 p53质粒的转染实验进一步论证辐射对 BTG2表达

水平的调节是否属于 p53非依赖性的。

细胞增殖抑制蛋白 TOB/BTG家族目前主要包括

BTG、BTG2/PC3/TIS21、BTG3/ANA、BTG4/PC3B、
TOB1/TOB 和 TOB2 6 个成员 [1]。虽然其成员各自

具有不同的生物学功能，但它们具有以下共同的功

能：调控细胞生长、促进细胞分化成熟，并可能与

细胞 DNA 损伤修复有关。本研究结果也促使我们

有兴趣了解 TOB/BTG 家族其他成员是否也是电离

辐射诱导的基因，是否改变肿瘤细胞中这些蛋白的

表达水平可以改变放射敏感性和肿瘤放射治疗的疗

效。以上问题目前本实验室正在进一步研究中。

总之，本研究结果表明辐射可以明显提高

BTG2 mRNA 水平和蛋白的表达水平，为深入了解

BTG2 作为一种新的辐射损伤诱导基因在肿瘤放射

治疗中的功能提供了新的研究基础和理论依据。
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