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摘要: BTG1是重要的抗细胞增殖蛋白，在细胞对外界胁迫如电离辐射等的应激响应过程中发挥重要功能。

到目前为止，电离辐射诱导BTG1蛋白表达水平的长期变化情况、其对细胞基因组稳定性的影响及上下游相

关的信号通路仍未完全阐明。通过荧光定量PCR技术发现BTG1对X射线和碳离子的应激呈现出先迅速升

高再缓慢下降的过程。此外，微核实验表明，通过转染基因的质粒过表达载体或 siRNA的方法外源性增加或

抑制 786-O细胞内BTG1的表达水平均能够显著影响碳离子辐照诱导的基因组不稳定性。深入研究发现电离

辐射诱导的NF-κB的表达和活化可能通过引起SKA2基因的表达而间接地调控BTG1的表达，而BTG1则

可能激活PRMT1的活性而引起基因组表观遗传学的改变，进而影响细胞的基因组稳定性、细胞周期调控以

及凋亡等进程。
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1 引言

BTG1是重要的肿瘤抑制因子，它是BTG/TOB

抗增殖蛋白家族中的成员之一[1]。研究证实BTG1能够

与多种蛋白发生相互作用，从而在多种细胞进程中发

挥重要调控功能，例如BTG1在细胞质中通过与CAF1

蛋白作用而影响mRNA的代谢[2]；在细胞核内BTG1

能够促进甲基转移酶PRMT1的活性引起基因组表观

遗传水平的改变[3]；BTG1通过结合CNOT7/8而间接

调节CDC2/4的活性进而引起DNA复制受阻和细胞

周期阻滞，最终导致细胞增殖受到抑制[4−5]；此外，

BTG1还通过调控转录因子HOXB9而影响细胞的分

化[6]。

值得注意的是，研究发现BTG1通过调控细胞周期

参与细胞对外界胁迫的应激响应进程[7]，我们的前期工

作同样证明了BTG1参与肾癌细胞对电离辐射、血清饥

饿等刺激的响应[8]，并且BTG1通过诱导G2/M期阻

滞、增加自由基产量和染色体畸变率而增强肿瘤细胞的

辐射敏感性[9]，这些迹象表明BTG1与肿瘤细胞的辐射

敏感性密切相关，提示BTG1可能作为临床肿瘤放疗增

敏的新靶点。然而，BTG1调控细胞对电离辐射应激响

应的分子机制及其相关的上下游信号分子尚不清楚。在

本研究中，我们一方面检测了电离辐射后细胞内BTG1

的长期表达情况，并阐明了BTG1的表达水平对电离

辐射诱导的基因组不稳定的影响；另一方面，在前期工

作的基础上进一步探讨了BTG1与可能的上游调控因

子NF-κB和下游效应因子PRMT1之间的联系。

2 实验材料与方法

2.1 实验材料

人肾透明细胞腺癌细胞系 786-O 购于中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心，细胞培养所

用RPMI-1640培养基购自美国GIBICO公司，胎牛血

清购自美国Hyclone公司，青霉素和硫酸链霉素购自美

国Sigma公司。pcDNA3.0质粒载体购自美国Promega

公司，扩增BTG1 mRNA全序列的PCR引物序列为：

5’-CCAAGCTTCCCCTCACGCCCTCTCTT-3’和 5’-
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CCGCTCGAGGCCCACCCAAAGCAAAAAT-3’，

BTG1基因的 siRNA 购自广州锐博生物科技有限公

司，siRNA以及质粒载体的转染试剂Lipofectamine

2000和总RNA提取试剂TRIzol均购自美国 Invitrogen

公司。反转录及荧光定量PCR 检测试剂盒购自美

国Promega公司，BTG1基因的定量PCR检测引物

序列为： 5’-TCCATAATCCATCCCCAAGA-3’和 5’-

GGATGCAATCCTGGACATTT-3’；内参GAPDH基

因的定量PCR检测引物序列为：5’-GTGGACCTGA

CCTGCCGTCT-3’和 5’-GGAGGAGTGGGTGTCG

CTGT-3’。所有扩增及定量PCR引物均由上海生工

生物工程公司合成。总蛋白提取试剂RIPA 裂解液

和Caspase-3活性检测试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司，PRMT1活性检测试剂盒购自美国BPS

Bioscience公司。BTG1、NF-κB、磷酸化的NFκB和

GAPDH的一抗及二抗购自美国 Santa Cruz Biotech-

nology公司。

2.2 实验方法

2.2.1 细胞培养及电离辐照

786-O 细胞培养所用培养基为含 10% 胎牛血

清和 100 U/mL 青霉素及 100 mg/mL 硫酸链霉素

的RPMI-1640 液体培养基，细胞在CO2 浓度为 5%

的 37 ℃恒温培养箱中进行培养。指数期细胞进行电
离辐照，其中X射线辐照源为美国Faxrton公司的RX-

650型生物学X射线辐照仪，所用剂量率为 0.8 Gy/min

(100 keV, 5 mA)；重离子辐照在兰州重离子加速器

装置 (HIRFL)的深层实验终端进行，所用束流为 165

MeV/u的 12C6+离子束，剂量率为 0.5 Gy/min。

2.2.2 BTG1过表达载体构建

TRIzol法提取人正常细胞MRC-5的总RNA，经

过寡聚Oligo(dT) 反转录得到 cDNA。利用扩增引

物经PCR 反应获得BTG1 基因mRNA 的全序列，

经DNA内切酶处理后利用T4 DNA连接酶将片段连

接到 pcDNA3.0载体，产物转染到大肠杆菌经抗生素筛

选后获得稳定表达BTG1的pcDNA3.0-BTG1过表达

载体。

2.2.3 微核实验

786-O细胞接种到盖玻片上 24 h后进行转染及照

射处理，处理结束 36 h后使用卡诺液固定细胞 15 min。

固定好的细胞用 1 mg/mL的吖啶橙工作液染色 1 min，

PBS清洗 3次，在荧光显微镜下进行观察统计。每个

样本至少统计 500个双核细胞内的微核总数，结果以微

核/双核细胞表示，其中微核/双核细胞=微核总数/双

核细胞总数。

2.2.4 总RNA提取及荧光定量PCR

采用TRIzol法提取细胞总RNA并使用Eppendorf

公司的BioPhotometer Plus 核酸蛋白测定仪对样

本进行质量和浓度检测，利用Promega 公司反

转录试剂盒将 1 µg的总RNA反转录为 cDNA，使

用Promega 公司荧光定量PCR 试剂盒对稀释后

的 cDNA进行基因的荧光定量PCR反应。所用内参

基因为GADPH，根据 2−∆∆Ct 法计算BTG1相对表

达量，其中∆∆Ct = (CtBTG1 − CtGAPDH)辐照样本 −
(CtBTG1−CtGAPDH)对照样本。

2.2.5 Western blot分析

使用RIPA液裂解细胞提取总蛋白，BCA法测定

总蛋白含量，采用 12% SDS-PAGE胶 10 mA恒流进行

凝胶电泳，之后将凝胶上的蛋白转移到PVDF膜，用

含 5%脱脂牛奶的PBST缓冲液封闭 2 h，一抗室温孵

育 1 h，二抗室温孵育 2 h后，采用ECL法显影。

2.2.6 PRMT1活性检测

胰酶消化并收集细胞，加入PRMT1活性检测试剂

盒提供的裂解液，冰浴 15 min后离心收集上清蛋白，

按照PRMT1试剂盒说明书所示，取一定体积上清蛋白

进行PRMT1活性检测，化学发光值用于指征PRMT1

的活性。

2.2.7 Caspase-3酶活性检测

消化收集细胞，按 200万个细胞/100 µL裂解液的

比例加入裂解液，冰浴裂解 15 min后 12 000 rpm离心

收集上清液。取一定体积上清液，加入试剂盒内的检测

缓冲液及Av-DEVD-pNA，混匀后 37 ℃孵育 2 h，利

用酶标仪检测样本在 405 nm处的吸光值，通过比对标

准曲线计算Caspase-3酶活性。

2.2.8 细胞活性及凋亡检测

收集细胞并用PBS重悬，加入 0.4%的台盼蓝染

色液染色 5 min，在光学显微镜下用血细胞计数板进

行统计，其中死亡细胞被台盼蓝染为蓝色，细胞存活

率=(1.0–蓝色细胞数/细胞总数)×100%，每个样本统计

的细胞总数不少于 500个细胞。

照射后 48 h消化收集细胞 (含培养基中的悬浮细

胞)，使用 70%的乙醇进行固定，−20 ℃保存。检测
前一天将固定的细胞置于 4 ℃过夜，RNA酶处理后使

用 50 µg/mL的PI避光染色 20 min，通过流式细胞仪

检测并使用FlowJo软件进行 sub-G1期细胞比例分析。

2.2.9 统计学处理

以上实验均至少重复 3次，数据采用mean ± SE表
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示，使用 t检验进行样本差异分析，∗ P < 0.05视为差

异显著，∗∗ P < 0.01视为差异极显著。

3 结果

3.1 BTG1参与786-O细胞对X射线和碳离子辐射

的应激响应

BTG1是细胞内重要的抗增殖基因，我们的前期研

究发现BTG1参与调节 786-O细胞对电离辐射、血清饥

饿以及二甲基亚砜处理等刺激的应激响应过程[8,10]，但

在前期研究中我们仅检测了 786-O细胞在经X射线或碳

离子束辐照后 24 h内的表达水平，在电离辐射处理细胞

中BTG1的长期变化情况尚不清楚。因此，我们首先检

测了受照射细胞中BTG1的长期表达情况。结果显示，

5 Gy的X射线照射引起 786-O细胞中BTG1蛋白表达

显著升高，在照射后 24 h已上调 3.85倍，这一结果与

我们前期研究结果一致。然而，在照射后 36 h其表达水

平虽然仍显著高于对照，但相对于 24 h时间点BTG1蛋

白表达发生下调，甚至在照射后 48 h (对照水平的 0.85

倍)和 60 h (对照水平的 0.56倍)细胞中BTG1的表达水

平已经显著低于对照 (图1(a))。荧光定量PCR结果发

现在受照射细胞中BTG1基因的mRNA水平迅速上调，

在照射后 8 h上调至对照水平的 3倍左右，但在 8 h后的

某一时间点其表达水平开始下降，在 24 h时恢复至对初

始表达水平，而在 48 h时其表达水平下降至对照的 1/5

左右 (图1(b))。此外，在碳离子束照射时，我们也获得

了相似的实验结果，BTG1的mRNA表达情况表现出

与X射线照射时相似的变化，但在重离子辐照后 36 h

和 48 h细胞内BTG1的mRNA表达仍要略高于对照水

平 (图1(c))。上述结果表明 786-O细胞在受到电离辐射

后即刻诱导BTG1表达，随着细胞对辐射应激响应后期

事件的进行，BTG1的表达又逐步被抑制，这些都说明

了BTG1无论在细胞电离辐射应激响应的早期还是晚期

阶段都发挥着重要功能。

图 1 电离辐射调控786-O细胞内BTG1的表达

(a) 786-O细胞经5 Gy的X射线照射后不同时间点BTG1蛋白表达水平检测，GAPDH为内参；(b) BTG1转录本相对表达水

平检测，未照射组为对照组，GAPDH为内参；(c) 786-O细胞经2.5 Gy的碳离子束照射后各时间点BTG1转录本相对表达水

平检测，未照射组为对照组，GAPDH为内参；* P < 0.05视为差异显著，** P < 0.01视为差异极显著。

3.2 BTG1调控碳离子辐射诱导的基因组不稳定性

细胞对电离辐射的应激响应对于细胞的DNA损

伤修复、基因组不稳定性、细胞周期调控和凋亡等进

程至关重要[11−12]。我们的前期研究证明了BTG1的

表达水平能够影响 786-O细胞的DNA损伤修复、细

胞周期调控及凋亡过程[8]，并且我们还发现miR-19b

能够抑制BTG1的表达导致重离子辐射诱导的细胞微

核数增加[10]，这里我们进一步探讨了BTG1对电离

辐射诱导的基因组不稳定性的影响。首先采用瞬时转

染pcDNA3.0-BTG1过表达载体的方法外源性增强 786-

O细胞内BTG1的蛋白水平。在 2.5 Gy的碳离子束照

射后 36 h，我们分别检测了对照及过表达BTG1细胞中

的微核数量。统计结果显示，在转染pcDNA3.0-BTG1

的细胞中微核的形成数量显著低于转染 pcDNA3.0的对

照组 (图 2(a))，这说明细胞内过表达BTG1能显著降低

重离子诱导的基因组不稳定性。然而，在未照射时我们

发现过表达BTG1并未增加或降低786-O细胞微核的形

成数量，说明过表达BTG1并未对基因组稳定性造成影

响 (图 2(a))。

接下来采用RNAi技术通过转染 siRNA-BTG1的

方法来降低 786-O细胞中BTG1的表达水平，进而探索

降低内源BTG1表达对细胞基因组稳定性的影响。结果

如图所示，2.5 Gy碳离子束照射后 36 h，转染 siRNA-

BTG1能极显著增加双核细胞中微核的数量 (图 2(b))。

与细胞内过表达BTG1时情况相同，在未照射的情况



· 484 · 原 子 核 物 理 评 论 第 33卷

下抑制细胞内BTG1的表达也未对微核的形成产生影

响 (图 2(b))。以上结果表明BTG1在碳离子辐照诱导的

基因组不稳定性进程中发挥重要调控功能。

图 2 BTG1对经碳离子照射的786-O细胞基因组稳定性

的影响

(a) 786-O细 胞 中 外 源 性 过 表 达BTG1(pcDNA3.0-

BTG1)能够显著降低2.5 Gy的碳离子束辐照导致的基因组

不稳定性，但在不照射时对细胞基因组稳定性无影响。(b)

抑制786-O细胞中BTG1的表达(siRNA-BTG1)能够显著增

强2.5 Gy的碳离子束辐照导致的基因组不稳定性，但在不

照射时对细胞基因组稳定性无影响。

3.3 BTG1上下游通路探索

我们前期研究发现miR− 454− 3p和miR− 19b

能够调控BTG1的表达，其中miR− 454− 3p基因位

于SKA2基因的内含子区[13]，而SKA2基因的启动

子区含有转录因子NF-κB的结合位点[14]。因此，我

们推测NF-κB作为上游调控因子通过促进SKA2基

因的转录而影响BTG1的表达。我们检测了电离辐射

后 786-O细胞中NF-κB的蛋白表达水平及其磷酸化水

平和SKA2 mRNA的表达水平。结果如图 3(a)所示，

可以看到在 5 Gy的X射线照射后 24 h内NF-κB蛋白

表达量持续增高，之后基本维持在较高水平直到辐照

后 60 h才出现轻微下调；并且NF-κB蛋白的磷酸化水

平 (p-NF-κB)也随着其表达量的增加而持续增强，表明

电离辐射能够诱导NF-κB持续地高表达和磷酸化激活。

另一方面，我们发现SKA2 mRNA的表达则被持续地

抑制在较低的水平 (图 3(b))。这一结果提示可能正是由

于NF-κB的表达和活化引起SKA2转录水平的降低而

通过miR−454−3p间接地调节了BTG1的表达。

图 3 电离辐射后BTG1上游分子表达变化

(a) 786-O细胞经 5 Gy 的X射线辐射后NF-κB总蛋白

(NF-κB)及表达变化及其磷酸化水平(p-NF-κB)检测，

β-Actin为内参； (b) 786-O细胞经5 Gy的X射线辐射

后SKA2基因的转录本表达水平相对于对照组(未照射处

理)的变化情况，GAPDH为内参；* P < 0.05视为差异显

著，** P < 0.01视为差异极显著。

BTG1作为一个忠实的抗增殖因子能够通过影响

蛋白精氨酸甲基转移酶PRMT1的活性而调控基因组

的表观遗传变化[3,15]，因此我们推测在受照射细胞

中BTG1也可能是通过调控PRMT1的活性而最终决定

细胞的命运。我们首先检测了经 5 Gy的X射线照射

后 786-O细胞内PRMT1的蛋白活性变化，在X射线照

射后 8 h时间点细胞中PRMT1显著升高，并在 24 h时

活性发生降低，至 48 h时降低程度达到差异极显著水

平 (图 4(a))，可以看出电离辐射后细胞中PRMT1活性

的变化趋势与BTG1蛋白的表达相一致，说明PRMT1

的活性可能受到BTG1的调控。进而我们检测了细胞

内Caspase-3的变化以及细胞活性和凋亡水平，结果

显示电离辐射诱导的PRMT1活性的提高能够引起细

胞内Caspase-3的活性升高约 8倍 (图 4(b))，流式检测

分析结果表明受照射细胞 sub-G1期比例升高 6% (图

4(c))，且台盼蓝染色结果显示细胞存活率下降 30%左

右(图 4(d))，以上检测指标差异程度均达到极显著水

平。由此可以初步得出结论，电离辐射引起的BTG1表

达的变化可能是通过PRMT1而将信号传递到下游分子

最终引起多种的生物学效应。
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图 4 PRMT1活性变化及其对细胞存活和凋亡的影响

(a)786-O细胞经5 Gy的X射线照射后PRMT1活性检测； (b)细胞Caspase-3蛋白酶活性显著增强； (c)照射后48 h细

胞Sub-G1期比例显著升高；(d)细胞的活性显著降低；* P < 0.05视为差异显著，**P < 0.01视为差异极显著。

4 讨论

通过对BTG1相关蛋白的表达变化及其对基因组不

稳定影响的研究并结合前期工作，我们揭示了电离辐

射条件下BTG1在细胞周期调控、基因组不稳定性和凋

亡等进程中的新功能，并阐明了BTG1相关的调控网

络 (图 5)：肾癌细胞在电离辐射的早期阶段，BTG1表

达迅速增高进行应答，同时下游蛋白PRMT1活性增

强；随着细胞对辐射应答的进行，NF-κB作为重要的调

控因子被表达和活化，激活后的NF-κB结合到SKA2

基因启动子区从而促进其转录，miR − 454 − 3p随

着SKA2的转录被表达，miR−454−3p通过与BTG1

的 3’非编码区结合而抑制BTG1的翻译，使得BTG1

蛋白水平降低进而使得BTG1下游因子PRMT1的活性

下降，从而影响细胞DNA损伤修复、细胞周期调控和

基因组稳定性等进程，最终导致细胞通过凋亡而发生死

亡。

透明细胞癌约占肾癌的 60%∼ 80%，是一种抗辐射

能力较高的恶性肿瘤，虽然手术仍是治疗肾癌的首选，

但已证实放疗能够有效地提高肾癌患者的存活率[16]。

786-O细胞作为一种代表性的肾透明细胞癌细胞系同样

具有较强的辐射抗性[17]，我们的前期研究发现电离辐

射条件下 786-O细胞中BTG1蛋白和转录本水平都显著

上升，提示BTG1参与细胞辐射应答，可能与肾癌细胞

的辐射敏感性有关。更为重要的是我们发现高LET的

重离子 (2.5 Gy的碳离子)引起的BTG1的上调比 5 Gy

的X射线升高倍数多且应答速度快，进而造成的基因组

不稳定性和凋亡比率显著高于X射线。由于重离子相

对于X射线能引起更为严重的DNA团簇损伤，我们推

测BTG1对辐射的应答响应可能与细胞的DNA损伤程

度密切相关。

BTG家族参与细胞周期的负调控，同时其多个成

员受到miRNA的调控，如在多种癌症中miR-21能够

靶向调节BTG2的表达[18−22]。同样，BTG1受到miR-

19a的调控[23]；我们的前期研究不仅证明了miR-

19b 和miR-454-3p 能负调控BTG1 的表达，还发现

了BTG1在细胞辐射应激响应中发挥重要功能。通

过对miR-454-3p-BTG1上下游分子的研究，为电离辐

射条件下NF-κB发挥功能的方式提供了新的思路，并

且有可能对于揭示NF-κB通路功能多样性具有重大意

义。

研究发现miR− 301也位于SKA2基因的内含子

区[24]，NF-κB能够结合到SKA2的启动子区促进其

表达，同时miR− 301能靶向抑制NF-κB的活性[14]，
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因此，三者组成了一个负反馈调节环。另一方面，

BTG1作为miR− 454− 3p的靶基因及miR− 301的

潜在靶基因也能够影响NF-κB的激活[25]，所以在电离

辐射响应过程中NF-κB, SKA2, miRNA, BTG1之间同

样构成了一个复杂的负反馈调控网络 (图 5)。因此，需

要更深入的研究来阐明BTG1的调控机制。

图 5 NF-κB-SKA2-miRNA-BTG1负反馈调控网络示意图

PRMT1在维持细胞基因组稳定性和增殖中发挥

重要功能，它的缺失不仅诱导细胞周期阻滞而且在响

应电离辐射导致的DNA损伤过程中对于激活G2/M

和G1/S检验点必不可少[26]。还有研究发现在肾癌细胞

中通过抑制PRMT1的活性能消除BTG1诱导的细胞周

期阻滞现象[27]。我们的结果同样证明了PRMT1的活

性与BTG1之间存在着正相关性 (图1(a)和4(a))，电离

辐射通过诱导BTG1的表达而增强PRMT1的水平，最

终影响了细胞的基因组稳定性、细胞周期调控以及凋亡

等进程。

通过该研究我们阐明了X射线或重离子照射786-

O细胞后BTG1及其上下游蛋白的长期变化情况，证明

了BTG1对碳离子照射诱导的基因组不稳定性具有重要

调控作用，这为探索BTG1作为重离子治癌辐射增敏靶

标提供了重要的基础数据支持。
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BTG1 and Its Related Pathways in Cellular Response
to X-ray and Carbon Ion Radiation
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Abstract: BTG1, an important anti-proliferative gene, plays critical roles in cellular response to stresses,

including ionizing radiation (IR). However, the long term expression of BTG1 induced by IR and its up-

stream/downstream signal pathways have not been elucidated clearly until now. The qRT-PCR results showed

that the expression level of BTG1 in 786-O cells was rapidly elevated by IR in a short time, and then decreased

slowly. In addition, upregulation or downregulation by transfection of BTG1 overexpression vector or siRNA

could significantly affect the carbon ion radiation-induced genomic instability. Further study indicated that IR-

induced BTG1 expression may be regulated by NF-κB-mediated activation of SKA2 indirectly; On the other

hand, expression of BTG1 may cause epigenetic changes by activating PRMT1, and subsequently influence the

genomic stability, cell cycle regulation and apoptosis.
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