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【摘要】目的 探讨下调BAG3表达对胶质瘤U87细胞增殖和凋亡的影响。方法 体外培养U87细胞，转染 pEGFP-BAG3-
shRNA质粒构建BAG3低表达胶质瘤U87细胞株（低表达组），转染pEGFP-shRNA对照质粒为对照组；利用RT-PCR和免疫印迹

法鉴定；利用CCK8和EdU检测U87细胞增殖，利用流式细胞术检测U87细胞凋亡。结果 与对照组相比，RT-PCR和免疫印迹法

检测结果显示低表达组BAG3 mRNA和蛋白表达水平均明显降低（P<0.05），低表达组24、48、72 h细胞增殖水平均明显降低（P<
0.05），低表达组细胞凋亡率明显增高（P<0.05）。结论 下调胶质瘤U87细胞BAG3表达显著抑制其增殖、促进其凋亡。
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Effect of down-regulation of BAG3 on proliferation and apoptosis of glioma U87 cells
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【Abstract】 Objective To explore the effect of down-regulation of BAG3 on the proliferation and apoptosis of glioma U87 cells.
Methods U87 cells with down-regulation of BAG3 were reconstruted by transfection of shBAG3 plasmids, and were identified by the
RT-PCR and western blotting. The proliferation of U87 cells was tested by CCK8 and EdU assay, and the apoptosis of U87 cells was
tested by flow cytometry. Results The results of RT-PCR and western blotting showed that mRNA and protein expression levels of BAG3
were significantly down-regulated after transfection of shBAG3 plasmids. After transfection of shBAG3 plasmids, CCK8 and EdU assay
showed that the proliferation of U87 cells was significantly inhibited and flow cytometry showed that the apoptosis of U87 cells was
significantly promoted. Conclusions Down-regulation of BAG3 inhibits proliferation and promotes apoptosis of glioma U87 cells.
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下调BAG3表达对胶质瘤U87细胞增殖和凋亡的影响

李继强 段发亮 吴京雷 陈晓斌 张严国 丁 伟

胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发性恶性肿

瘤，即使采用手术切除联合术后放化疗等综合治疗，

效果仍不理想[1~3]。作为一种恶性程度极高的肿瘤，

胶质母细胞瘤存在部分癌基因的过度表达及抑癌基

因表达受到抑制[4]，因此从基因及分子水平研究胶质

母细胞瘤发生原因对于治疗胶质母细胞瘤具有重

要 意 义 。 Bcl- 2 相 关 性 抗 凋 亡 基 因 3（Bcl- 2
associated athanogene 3，BAG3）是细胞在应激条件下

高表达基因，增加细胞对应激条件的抵抗能力[5]。胶

质胞瘤细胞处于相对缺氧状态，使BAG3蛋白表达

显著增加，随胶质瘤级别的增加而明显增加[6，7]。本

研究探讨下调BAG3基因表达对胶质瘤U87细胞增

殖和凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器 DMEM高糖培养基、胎牛血

清、链霉素-青霉素双抗、嘌呤霉素、甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH）一抗、BAG3一抗、Licor荧光二抗、Attractene
转染试剂、逆转录试剂盒、GAPDH引物、BAG3引物、

红色荧光二抗、pEGFP-BAG3-shRNA 质粒及 pEG⁃
FP-shRNA对照质粒、Attractene转染试剂、奥德赛扫

膜仪均为美国LICOR公司产品；CCK8检测试剂盒、

EdU检测试剂盒、正置荧光显微镜和倒置荧光显微

镜为日本OLYMPUS公司产品。

1.2 BAG3低表达胶质瘤U87细胞株的构建和鉴定

胶质瘤U87细胞采用含10%胎牛血清和1%链霉素-
青霉素双抗的DMEM高糖培养基培养。当U87细胞

在培养皿中长满90%后，用胰酶进行消化并接种于6
孔板，继续采用含 10%胎牛血清和 1%链霉素-青霉

素双抗的DMEM高糖培养基培养。当细胞增殖到覆

盖培养基底部 90%以上面积时进行转染。加入

pEGFP-BAG3-shRNA质粒和pEGFP-shRNA对照质

粒混匀后，加入Attractene转染试剂，室温静置 10~
15 min，培养箱中培养 24 h后换液，48 h后在倒置荧

光显微镜下观察质粒转染情况；用RT-PCR及免疫
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印迹法检测细胞BAG3 mRNA及蛋白表达情况。根

据转染质粒将U87细胞分为低表达组和对照组。

1.3 CCK8试验检测细胞增殖 将转染质粒后且处于

对数生长期U87细胞用胰蛋白酶消化，配制成细胞

悬液，接种96孔板，每孔加入100 μl细胞悬液（密度

8 000个/孔），每组设置 6个复孔。培养 12、24、48、
72 h，每个孔加入 10 μl CCK8溶液继续孵育 2 h，使
用酶标仪测定450 nm吸光度值（A450）。
1.4 EdU细胞增殖试验 将转染质粒后且处于对数生

长期U87细胞用胰蛋白酶消化，配置成细胞悬液，接

种 6孔板，每孔 2 000个细胞，加入DMEM高糖培养

基培养 12 h，显微镜下观察细胞贴壁情况。用细胞

培养基按 1 000：1的比例稀释 EdU溶液，制备适量

50 μM EdU培养基，每孔加入 2 ml EdU培养基继续

培养 24 h。采用含 4%多聚甲醛的 PBS缓冲液固定

细胞，滴加Apollo染色剂染色，并用DAPI荧光染色

剂染核，室温下避光作用 30 min，用含 0.1% Tween-
20的PBS在室温漂洗 3次，每次 10 min，在正置荧光

显微镜下观察染色情况。

1.5 流式细胞技术检测细胞凋亡 将转染质粒后且

处于对数生长期U87细胞用胰蛋白酶消化，配置成

细胞悬液，接种6孔板，每孔8 000个细胞，培养48 h
后显微镜下观察细胞生长情况。用胰蛋白酶消化后

收集细胞悬液，离心后去掉培养基，加入结合缓冲

液，并加入碘化丙啶和APC染料，室温下避光孵育

15 min，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.6 RT-PCR检测细胞mRNA表达 将转染质粒后且

处于对数生长期U87细胞用胰蛋白酶消化，配置成

细胞悬液，接种6孔板，每孔8 000个细胞，继续培养

48 h，用胰蛋白酶消化提取细胞。用Trizol提取细胞

总RNA，逆转录反应合成 cDNA，再进行 PCR扩增。

内参GAPDH引物上游5'-CGGAGTCAACGGATTTG⁃
GTCGTAT- 3'，下 游 5'- AGCCTTCTCCATGGTGGT⁃
GAAGAC- 3'；BAG3 引物上游 5'- CCCATGACCCA
TCGAGAAACTGC- 3'，下游 5'-GCTGGGAGGACAA
GGAACTG-3'。
1.7 免疫印迹法检测蛋白表达 将转染质粒后且处

于对数生长期U87细胞用胰蛋白酶消化，配置成细

胞悬液，接种6孔板，每孔8 000个细胞，继续培养72
h，刮取细胞，采用RIPA裂解液提取总蛋白，聚丙烯

酰胺凝胶电泳后进行转膜、封闭，然后4 ℃条件下一

抗孵育过夜，取出 PVDF膜后进行二抗避光孵育 10
min。采用Odyssey红外激光成像系统进行成像。

1.8 统计学方法 应用SPSS 21.0软件分析；计量资料

以x±s表示，用 t检验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 BAG3低表达U87细胞株的构建结果 荧光显微

镜下观察显示，两组U87细胞均出现EGFP表达，低

表达组荧光强度降低（图1）；RT-PCR和免疫印迹法

检测结果显示低表达组BAG3 mRNA和蛋白表达水

平均明显降低（P<0.05；图 2）。这表明BAG3低表达

U87细胞株构建成功。

2.2 BAG3低表达对U87细胞细胞增殖的影响 与对

照组相比，低表达组 24、48、72 h细胞增殖水平均明

显降低（P<0.05；图3、4）。
2.3 BAG3低表达对U87细胞细胞凋亡的影响 与对

图1 显微镜下观察pEGFP-BAG3-shRNA质粒转染U87细

胞的效果（×100）
A、B. 普通显微镜；C、D. 荧光显微镜；A、C. 转染 pEGFP-shRNA对

照质粒转染；B、D. 转染pEGFP-BAG3-shRNA质粒

图 2 RT-PCR和免疫印迹法检测 pEGFP-BAG3-shRNA质

粒转染U87细胞后BAG3 mRNA和蛋白表达水平

与对照组相比，* P<0.05
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照组相比，低表达组细胞凋亡率明显增高（P<0.05；
图5）。
3 讨 论

BAG家族是一组通过与 Bcl-2相互作用抑制细

胞死亡的蛋白质。迄今为止，已鉴定了 6种人源

BAG家族蛋白：BAG1（RAP46/HAP46）、BAG2、BAG3
（CAIR-1/Bis/MFM6）、BAG4（SODD）、BAG5和BAG6
（BAT3/Scythe）[8]。BAG3在一些肿瘤细胞和正常细

胞作为抗凋亡因子和前自噬因子发挥作用，在调节

细胞凋亡、发育、细胞运动、自噬、肿瘤转移以及介导

细胞对应激的适应性方面起关键作用[9]。BAG3在实

体恶性肿瘤中过表达，发挥抗凋亡功能，与肿瘤的生

长、侵袭、转移、耐药及预后有关。研究表明BAG3
随胶质瘤恶性程度的增加，BAG3蛋白表达量显著增

加；可通过调节NF-κB活化，诱导MMP-9表达，进而

影响胶质瘤细胞的侵袭能力；下调BAG3表达降低

胶质瘤细胞侵袭能力[10]。另外，过表达BAG3可作用

于FOXM1、HIF-1、AIF等多种细胞因子，降低BAX、

p53、NF-κB、p65及cleasved-caspase 3等凋亡蛋白的

表达并增加Bcl2抗凋亡蛋白的表达，进而抑制细胞

凋亡[11~13]。本研究通过 shRNA质粒转染的方法下调

胶质母细胞瘤U87细胞株BAG3基因表达，结果表

图4 EdU染色法检测下调BAG3表达对U87细胞增殖水平的影响

与对照组相比，* P<0.05

图5 流式细胞术检测下调BAG3表达对U87细胞凋亡水平的影响

与对照组相比，* P<0.05

图 3 CCK8法检测下调BAG3表达对U87细胞增殖水平的

影响

与低表达组相比，* P<0.05
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明，下调BAG3基因表达能抑制胶质母细胞瘤U87细
胞株的增殖并促进其凋亡。
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