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Ｃｈｋ１ 和 Ｃｈｋ２ 高表达人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞的建立与鉴定
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摘　 要:　 细胞周期检测点 Ｃｈｋｌ 和 Ｃｈｋ２ 在参与 Ｇ２ / Ｍ 期起着重要作用ꎬ本研究构建 Ｃｈｋ１ / ２ 的真核表达载体和

建立高表达 Ｃｈｋ１ / ２ 基因人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ进一步证明 Ｃｈｋ１ / ２ 高表达对 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 期的影响ꎮ 根据

ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ Ｃｈｋ１ / ２ 基因全序列ꎬ在 ｃＤＮＡ 两端各设计一条对应引物ꎬ并引入各自的酶切位点ꎮ 从人胃癌细胞中提

取 ｍＲＮＡ 作为模板合成 Ｃｈｋ１ / ２ ｃＤＮＡ 第一链ꎬ并扩增目的基因全表达序列片断ꎬ双酶切后定向克隆至 ｐｃＤＮＡ３.１ 真核

表达载体ꎬ经氨苄青霉素筛选阳性重组质粒ꎬ菌液 ＰＣＲ 及测序对重组质粒进行鉴定ꎮ 用脂质体将重组质粒转染

ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ经 Ｇ４１８ 筛选后ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表达产物ꎮ 结果显示ꎬ菌落特异性 ＰＣＲ 表明克隆的基因

片断分别为 １.４ ｋｂ 和 １.６ ｋｂꎬ经测序与 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ 分析证实为 Ｃｈｋ１ 和 Ｃｈｋ２ 基因ꎮ 稳定转染空载体 ｐｃＤＮＡ３.１ 的细

胞克隆株和稳定转染重组质粒的 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ经 ＲＴ￣ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎬＣｈｋ１ / ２ 在 ＢＧＣ８２３ 细胞中的表达较

对照组与空载体组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 流式细胞术检测显示ꎬＣｈｋ１ 转染组 Ｇ２ / Ｍ 细胞较对照组与空载体组明显增加

(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｃｈｋ２ 转染组Ｇ２ / Ｍ 细胞无明显差异 (Ｐ>０.０５)ꎮ 上述结果表明ꎬ成功构建 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ /
Ｃｈｋ２ 真核表达载体和 Ｃｈｋ１ 与 Ｃｈｋ２ 高表达的 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬＣｈｋ１ 高表达可阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞于 Ｇ２ / Ｍꎮ
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ｔｈａｎ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ Ｇ２ / Ｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｋ２ ｈａｄ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒ (Ｐ
>０.０５). Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｉｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｋ１ ａｎｄ Ｃｈｋ２ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｃａｎ ｂｌｏｃｋ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ２ / Ｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｈｋ１ / ２ ｇｅｎｅꎻ　 ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒꎻ　 ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎻ　 ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ

　 　 胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一ꎬ在我国每

年发生率与死亡率分别为 １５.８２％与 １７.７０％ꎬ仅次

于肺癌而位于第二ꎬ手术仍然是胃癌的唯一治疗方

法ꎬ而辅助化疗与放疗可以改善切除后的胃癌的预

后[１￣３]ꎮ 破坏 ＤＮＡ 的化疗和放疗可激活细胞检查点

功能ꎬ这些检查点容易使 ＤＮＡ 修复和促进未修复细

胞死亡ꎮ 大部分肿瘤抑癌基因与癌基因突变损伤

细胞检查点ꎬ而 Ｇ１ / Ｓ 和 Ｇ２ / Ｍ 期检查点失活在细

胞癌变过程中起着至关重要的作用ꎮ 目前ꎬ已经研

发许多特异性抑制 Ｇ２ / Ｍ 检查点的化合物已成为肿

瘤治疗的新策略ꎬ其靶点是 Ｃｈｋ１ [４￣６]ꎮ
本实验室已经证明ꎬ二烯丙基二硫( ｄｉａｌｌｙｌ ｄｉ￣

ｓｕｌｆｉｄｅꎬＤＡＤＳ)可抑制人胃癌细胞增殖和阻滞 Ｇ２ /
Ｍꎬ与激活 ｐ３８、抑制 ＥＲＫ / ＡＰ￣１ꎬ上调组蛋白乙酰

化、ｐ２１ ＷＡＦ１ 等有关[７￣９]ꎮ 沉默 Ｃｈｋ１ 可废除胃癌

ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 阻滞[１０]ꎮ 本研究建立稳定高表

达 Ｃｈｋ１ / ２ 的 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ为进一步研究 Ｃｈｋ１ / ２
功能奠定实验基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料 　 人胃癌细胞株 ＢＧＣ８２３ 购自中国科学

院上海细胞研究所ꎮ 大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α、真核

表达质粒 ｐｃＤＮＡ３.１ 由本实验室保存ꎮ ＲＮＡ 提取试

剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司ꎻ反转录 ｃＤＮＡ 第一链合成试

剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻＴａｑ Ｐｌｕｓ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ 购

自北京天根公司ꎻＢａｍＨＩ 和 ＨｉｎｄＩＩＩ 限制性内切酶购

自深圳晶美公司ꎻ质粒小量抽提纯化试剂盒和胶回

收试剂盒购自江苏碧云天公司ꎻＴ４ ＤＮＡ 连接酶购

自上 海 生 工ꎻ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 脂 质 体、 Ｇ４１８、
ＰＲＩＭ１６４０ 均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒为 Ｐｉｅｒｃｅ 公司产品ꎻＥＣＬ 发光剂 ＬｕｍｉＧＬＯ Ｒｅ￣
ａｇａｎｔ 为 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 产 品ꎻ Ｃｈｋ１ 与

Ｃｈｋ２ 兔多克隆抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ
１.２　 引物合成 　 Ｃｈｋ１ 与 Ｃｈｋ２ 克隆引物分别由上

海生工公司合成ꎬ根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的人 Ｃｈｋ１
与 Ｃｈｋ２ ｃＤＮＡ 序列合成引物:Ｃｈｋ１:Ｆ５′￣ＣＧＧＡＡＧＣ
ＴＴ ＡＴＧＧＣＡＧＴＧＣＣＣＴＴＴＧ￣３′ꎻＲ５′￣ＣＧＧＣＧＡＡＴ ＴＣＴ￣
ＣＡＴＧＴＧＧＣＡＧＧＡ￣３′ꎻ Ｃｈｋ２: Ｆ５′￣ＣＧＣＣＡＧＣＴＴＡＴ￣
ＧＴＣＴＣＧＧＧＡＧ ＴＣ￣３′ꎻＲ５′￣ＣＧＧＡＡＴ ＴＣＴＣＡＣＡＡＣＡ￣

ＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＣ￣３′ꎮ 引物 ５′端引入 ＥｃｏＲＩ 酶切位

点 ＧＡＡＴＴＣꎬ３′端引入 ＨｉｎｄＩＩＩ 酶切位点 ＡＡＧＣＴＴꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 的提取 　 按照 Ｏｍｅｇａ 公司 ＲＮＡ 提取

试剂盒说明书进行ꎮ
１.４　 ＰＣＲ 扩增 　 根据 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司 ｃＤＮＡ 第一链

合成试剂盒说明书ꎬ以提取的总 ＲＮＡ 为模板在特异

克隆引物下采用高保真 ＤＮＡ 聚合酶扩增 Ｃｈｋ１ 与

Ｃｈｋ２ 全长 ｃＤＮＡ 片段ꎮ ＰＣＲ 扩增条件:Ｃｈｋ１:第一

链 ｃＤＮＡ 产物 ２ μＬꎬ特异引物各 １ μＬꎬＴａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓ￣
ｔｅｒｍｉｘ １０ μＬꎻ反应条件为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃
变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ ４０ ｓꎬ扩
增 ２９ 个循环ꎮ Ｃｈｋ２:第一链 ｃＤＮＡ 产物 ２ μＬꎬ特异

引物各 ０.８ μＬꎬＴａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１０ μＬꎻ反应条件

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃ 退火

３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ ５０ ｓꎬ扩增 ３０ 个循环ꎮ
１.５　 构建真核表达载体 　 将扩增的 Ｃｈｋ１ 和 Ｃｈｋ２
ＰＣＲ 产物和 ｐｃＤＮＡ３.１ 均用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶

切ꎬ并用琼脂糖凝胶电泳回收纯化ꎮ 将目的片断与载

体用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶进行连接ꎬ构建成重组真核表达

载体 ｐｃＤＮＡ ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ꎮ 重组载体

用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切鉴定和菌液 ＰＣＲ 鉴定正确

后ꎬ由上海生工进行测序鉴定ꎬ鉴定后大量扩增重组

质粒 ｐｃＤＮＡ ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ꎮ
１.６　 细胞转染　 于转染前 ２４ ｈ 按 ０.５×１０５ｃｅｌｌｓ / ｗｅｌｌ
将 ＢＧＣ８２３ 细胞接种于 ２４ 孔板中ꎬ待细胞至 ９０％ ~
９５％汇片ꎮ 稀释 ０.８ μｇ 质粒 ＤＮＡ 于无血清 Ｏｐｔｉ￣
ＭＥＭ 培养液中ꎬ总体积 ５０ μＬꎬ轻轻混匀ꎮ 混匀 Ｌｉ￣
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ꎬ取 ２ μＬ 于无血清 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 培

养液中至总体积 ５０ μＬ 混匀ꎬ室温孵育 ５ ｍｉｎꎮ 混合

质粒和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ꎬ轻轻混匀ꎬ孵育 ２０５
ｍｉｎꎮ 将 １００ μＬ 复合物加入 ２４ 孔板ꎬ混匀ꎮ 细胞于

３７ ℃、５％的 ＣＯ２ 培养箱内孵育 ５ ｈ 后换成 １０％小

牛血清 ＰＲＭＩ １６４０ 完全培养基ꎮ ２４ ｈ 后细胞以 １ ∶
１０ 比例传代ꎬ４８ ｈ 后加 ４００ μｇ / ｍＬ Ｇ４１８ 筛选阳性

细胞ꎬ３ 天换一次筛选培养液ꎬ培养 ２ 周ꎬ可见阳性

细胞克隆ꎮ 挑取单克隆细胞ꎬ培养后进行鉴定ꎮ
１.７ 　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 　 分别提取转染 ｐｃＤＮＡ ３. １ /
Ｃｈｋ１、 ｐｃＤＮＡ３. １ / Ｃｈｋ２ 与 ｐｃＤＮＡ ３. １ 质 粒 的

ＢＧＣ８２３ 细胞和 ＢＧＣ８２３ 细胞总 ＲＮＡꎬ 进行 ＲＴ￣
ＰＣＲꎬ具体反应体系和条件同上ꎬ琼脂糖凝胶电泳观
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察结果ꎮ
１.８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 　 收集转染 ｐｃＤＮＡ ３. １ /
Ｃｈｋ１、 ｐｃＤＮＡ３. １ / Ｃｈｋ２ 与 ｐｃＤＮＡ ３. １ 质 粒 的

ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ冰 ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ以 １×１０６ 个细胞浓度

加入细胞裂解液 ７５ μＬꎬ冰上裂解 ２０ ｍｉｎꎬ采用 ＢＣＡ
蛋白定量测定法检测蛋白浓度ꎬ每一样品取 ２０ μｇꎬ
以 ５ ∶ １ 倍的体积与 ５×ＳＤＳ 加样缓冲液混合ꎬ１００ ℃
加热 ５ ｍｉｎꎬ样品经 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶电泳分离ꎬ然
后转至硝酸纤维素膜上ꎬ５％的脱脂牛奶室温封闭 ３
ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３
次ꎬ加入 １ ∶ ２ ０００ 二抗室温孵育 ３０~６０ ｍｉｎꎬＥＣＬ 发

光显影ꎬ扫描仪测定印迹区带的光密度值ꎮ
１.９ 　 流式细胞仪测定 　 收集转染 ｐｃＤＮＡ ３. １ /
Ｃｈｋ１、ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ 与 ｐｃＤＮＡ ３.１ 的 ＢＧＣ８２３ 细

胞于 ５０ ｍＬ 培养瓶中ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去

培养液ꎬ５ ｍＬ ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ离心ꎬ去 ＰＢＳꎬ加入 ７０％
乙醇固定 ２４ ｈꎬ流式细胞仪分析 ＤＮＡ 含量ꎬ检测群

体细胞中 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２ / Ｍ 期细胞百分率ꎮ
１.１０　 统计学处理 　 结果采用 ＳＰＳＳ１２.０ 统计软件

包进行数据处理ꎬ数据比较采用 ｔ 检验ꎬ率的比较采

用 χ２ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ /
Ｃｈｋ２ 的构建 　 提取约 ５×１０６ 人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞

的总 ＲＮＡꎬ图 １￣Ａ 清晰可见 ２８Ｓ 和 １８Ｓ 两条ꎬ可用

于下一步实验ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增ꎬ１％琼

脂糖电泳鉴定结果显示ꎬ已分别扩增分子量为 １４００
ｂｐ 和 １６００ ｂｐ 左右的 ＰＣＲ 产物带ꎬ与测序推测值

１４３１ ｂｐ 和 １６３２ ｂｐ 相符(图 １￣Ｂ)ꎮ 对可能有 Ｃｈｋ１
和 Ｃｈｋ２ 插入质粒的 ＤＨ５α 受体菌行 ＰＣＲ 扩增ꎬ电
泳可见约 １.４ ｋｂ 和 １.６ ｋｂ 两条带ꎬ与预计大小一

致ꎮ Ｃｈｋ１ 有 ３ 个阳性菌落ꎬＣｈｋ２ 有 ８ 个阳性菌落

(图 １￣Ｃ)ꎮ 取菌落 ＰＣＲ 鉴定为阳性的克隆转化菌ꎬ
提取重组质粒 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ꎬ
用 ＢａｍＨＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ 双酶切ꎬ分别得到约 ６９００ ｂｐ 与

１４００ ｂｐ、６９００ ｂｐ 与 １６００ ｂｐ 的两条带ꎬ结果与序列

推测值一致 (图 １￣Ｄ)ꎮ 序列经 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ
Ｃｈｋ１ 序列同源性为 １００％ꎬ编码氨基酸同源性为

１００％ꎻＣｈｋ２ 序列同源性为 ９９％ꎬ编码氨基酸同源性

为 １００％(图 １￣Ｅ)ꎮ

图 １　 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ 的构建

Ａ:人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞总 ＲＮＡ 电泳图谱ꎻＢ:ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ ＲＣＲ 扩增ꎻＣ:转染 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与

ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ２ 阳性克隆菌落ꎻＤ:重组质粒双酶切鉴定ꎻＥ:重组质粒测序结果.

０７４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.５



２.２　 建立高表达 Ｃｈｋ１ / ２ 基因人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞

２.２.１　 ＢＧＣ８２３ 细胞的稳定转染 　 分别将空载体

ｐｃＤＮＡ３.１、ｐｃＤＮＡ３. １ / ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３. １ / ｃｈｋ２ 转染

ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ经 ４００ μｇ / ｍｌ Ｇ４１８ 筛选 ２ 周后获得阳

性克隆(图 ２￣Ａ)ꎬ随机挑取阳性克隆作进一步鉴定ꎮ
２.２.２　 Ｃｈｋ１ 和 Ｃｈｋ２ 基因在 ＢＧＣ８２３ 细胞中的表达

　 提取 ＢＧＣ８２３ 细胞和转染细胞总 ＲＮＡꎬ１.０％琼脂

糖凝胶电泳显示ꎬ２８Ｓ 和 １８Ｓ 条带非常浓而亮(图 ２￣
Ｂ)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 显示ꎬ空载体组 Ｃｈｋ１
和 Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平较对照组差异无显

著性(Ｐ>０.０５)ꎬ而转 Ｃｈｋ１ 组和转 Ｃｈｋ２ 组 Ｃｈｋ１ 和

Ｃｈｋ２ ｍＲＮＡ 与蛋白表达分别较对照组与空载体组

明显增加(Ｐ < ０. ０５) (图 ２￣Ｃꎬ图 ２￣Ｄ)ꎮ 表明转染

成功ꎮ

图 ２　 建立高表达 Ｃｈｋ１ / ２ 基因人胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞

Ａ:Ｇ４１８ 筛选 ２ 周后阳性克隆(４０×)ꎻＢ:ＢＧＣ８２３ 细胞和转染细胞总 ＲＮＡ 电泳图谱ꎻ
Ｃ:Ｃｈｋ１ 转染细胞 ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎻＤ:Ｃｈｋ２ 转染细胞 ｍＲＮＡ 和蛋白表达.

２.２.３ 　 流式细胞术检测 Ｃｈｋ１ 和 Ｃｈｋ２ 高表达对

ＢＧＣ８２３ 细胞周期的影响 　 流式细胞术检测显示ꎬ
Ｃｈｋ１ 转染组 Ｇ２ / Ｍ 细胞 ３２.４０％较对照组 １４.２７％与

空载体组 １４. ９７％明显增加 (Ｐ < ０. ０５) (表 １)ꎬ而
Ｃｈｋ２ 转染组 Ｇ２ / Ｍ 细胞 １９.３７％较对照组 １４.１７％与

空载体组 １７.６３％无明显差异 (Ｐ>０.０５)(表 ２)ꎮ 表

明调控 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 转换可能主要是 Ｃｈｋ１ꎮ

表 １　 Ｃｈｋ１ 高表达对 ＢＧＣ８２３ 细胞周期的影响(％)

组别 Ｇ１ Ｓ Ｇ２ / Ｍ

ＢＧＣ８２３ 组 ４６.９３ ± ９.５８ ３８.８ ± ９.１４ １４.２７ ± １.０７

空载体组 ４０.８３ ± １.４４ ４４.２ ± １.７４ １４.９７ ± １.２１

转 Ｃｈｋ１ 组 ３４.２７ ± ６.１２ ３３.３３ ± ４.４７ ３２.４ ± １.８５ａ

　 　 与空载体组和 ＢＧＣ８２３ 组比较ꎬａＰ<０.０５

表 ２　 Ｃｈｋ２ 高表达对 ＢＧＣ８２３ 细胞周期的影响(％)

组别 Ｇ１ Ｓ Ｇ２ / Ｍ

ＢＧＣ８２３ ５０.６７±７.３０ ３５.４±７.１５ １４.１７±１.７４

空载体组 ３７.０３±４.３０ ４５.３７±３.９９ １７.６３±２.４９

转 Ｃｈｋ２ 组 ５０.４±７.６３ ３０.２±７.５７ １９.３７±０.６７

３　 讨　 　 论

ＤＮＡ 损伤信号的完整功能对保持基因组完整

性和预防肿瘤发展至关重要ꎮ 在对 ＤＮＡ 损伤的反

应(ＤＤＲ)中ꎬ检查点可以被激活以阻止细胞周期的

进展ꎬ直到损伤修复ꎮ 在 ＤＮＡ 损伤信号网络中ꎬ监
视这些基因组途径的中心是 Ｃｈｋ１ꎮ 它能促进细胞
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周期阻滞与 ＤＮＡ 损害修复ꎬ调节转录和诱导细胞凋

亡ꎮ Ｃｈｋ１ 直接磷酸化 ＣＤＣ２５ 磷酸酶、Ｐ５３、ＲＡＤ５１、
ＦＡＮＣＥ 和 Ｅ２Ｆ 等多个底物ꎬ调节其活性、稳定性或

亚细胞定位ꎮ Ｃｈｋ１ 的特征底物有助于细胞周期的

阻滞和 ＤＮＡ 修复ꎬ以应对 ＤＮＡ 损伤 [５￣６]ꎮ
目前主要使用的抗癌疗法ꎬ 要么直接破坏

ＤＮＡꎬ要么破坏细胞分裂ꎮ 这些攻击会触发细胞周

期检查点的激活ꎬ保护细胞实现正确完成细胞周期

阶段的机制ꎬ修复损伤ꎬ或最终在无法修复的情况

下自杀 [１１]ꎮ Ｃｈｋ１ 是在 ＤＤＲ 过程中细胞周期检查

点的保守的蛋白激酶ꎬ激活对 ＤＤＲ 或停止复制的蛋

白激酶 ＡＴＲ 是 Ｃｈｋ１ 的唯一调控因子ꎮ Ｃｈｋ１ 的时

空调节在 ＤＤＲ 与正常细胞周期进程中很重要ꎮ
Ｃｈｋ１ 通过基因毒性应激来调节细胞周期检查点ꎬ防
止 ＤＮＡ 损伤细胞进入有丝分裂ꎬ并协调 ＤＮＡ 修复

的各个方面 [１２]ꎮ 近年来ꎬ运用细胞周期检查点作

为肿瘤治疗的靶点ꎬ已经成为研究的热点ꎬ许多针

对 Ｃｈｋ１ 的强力抑制剂已经发展成为抗癌药物ꎬ其
中一些抑制剂正在临床试验中 [１１￣１３]ꎮ

研究表明ꎬｐｅｃｔｅｎｏｔｏｘｉｎ￣２ 可通过增加 ＡＴＭ 和

Ｃｈｋ１ / ２ 磷酸化介导 ｃｄｃ２５Ｃ 磷酸化ꎬ下调 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１
与 ｃｄｃ２ 表达ꎬ明显抑制乳腺癌细胞增殖和阻滞 Ｇ２ /
Ｍ [１４]ꎮ 小分子 Ｃｈｋ１ 抑制剂 ＬＹ２６０３６１８ 可增加

ＤＮＡ 损伤介导 Ｃｈｋ１ 磷酸化ꎬ阻滞肺癌细胞于 Ｇ２ /
Ｍ[１５]ꎮ ＮＳＣ７４６３６４ 通过激活 ＡＴＲ / Ｃｈｋ１ 通路、下调

ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和激活 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 诱导人肺癌细胞 Ｇ２ / Ｍ
期阻滞与凋亡[１６]ꎮ 近年来ꎬ发现不少中药提取物可

上调或活化 Ｃｈｋ１ 诱导 Ｇ２ / Ｍ 阻滞ꎬ如 ｇｏｓｓｙｐｉｎ 可活

化 Ｃｈｋ１ 磷酸化 Ｃｄｃ２５Ｃ 诱导恶性胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞

Ｇ２ / Ｍ 阻滞[１７]ꎮ 斑蝥素上调 Ｃｈｋ１ 引起结直肠癌

ｃｏｌｏ ２０５ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 阻滞[１８]ꎮ 鬼臼素的系列轭合物

可激活肿瘤细胞 ＡＴＭ 与 Ｃｈｋ１ꎬ导致有效的 ＤＮＡ 损

害 [１９]ꎮ Ｓｃｏｕｌｅｒｉｎｅ 通过增加 Ｃｈｋ１、Ｃｈｋ２ 和 Ｈ３ 磷酸

化诱导肿瘤细胞 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞与抑制增殖[２０]ꎮ
我们已经证实ꎬＤＡＤＳ 可通过磷酸化 ＡＴＲꎬ激活

Ｃｈｋｌ 与 下 调 ＣＤＣ２５Ｃ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ꎬ 阻 滞 胃 癌

ＭＧＣ８０３ 细胞于 Ｇ２ / Ｍ[２１]ꎮ 沉默 Ｃｈｋｌ 可消除 ＤＡＤＳ
诱导 ＢＧＣ８２３ 细胞 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞ꎬ但沉默 Ｃｈｋ２ 作用

不明显[６]ꎮ 然而ꎬ阐明 ＤＡＤＳ 阻滞人胃癌细胞 Ｇ２ /
Ｍ 阻滞的作用靶点是 Ｃｈｋｌ 或 Ｃｈｋ２ꎬ必须建立高表

达 Ｃｈｋｌ / Ｃｈｋ２ 胃癌细胞ꎮ 本研究采用基因重组技术

构建真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１ / Ｃｈｋ１ 与 ｐｃＤＮＡ３.１ /
Ｃｈｋ２ꎬ并转染 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ成功建立高表达 Ｃｈｋｌ /
Ｃｈｋ２ 胃癌 ＢＧＣ８２３ 细胞ꎬ并且ꎬＣｈｋ１ 高表达ꎬ而不

是 Ｃｈｋ２ꎬ可阻滞 ＢＧＣ８２３ 细胞于 Ｇ２ / Ｍꎮ 但是ꎬ确定

ＤＡＤＳ 阻滞人胃癌细胞 Ｇ２ / Ｍ 阻滞的靶点是 Ｃｈｋｌ 尚
待进一步研究ꎮ
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