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摘要 目的 研究 β-肌营养不良蛋白聚糖( β-DG) 在 HT29、
HCT116、SW480、SW620 等 4 种常见的结肠癌细胞系中的表
达情况，及其过表达后对 SW620 结肠癌细胞凋亡及相关蛋
白表达变化的影响。方法 培养结肠癌细胞系，提取总蛋白
进行免疫印迹，检测各细胞中内源性 β-DG 蛋白的表达情
况;构建 pcDGFP-β-DG 真核表达质粒，瞬时转染至 SW620
细胞中，提取总蛋白进行免疫印迹或直接进行免疫荧光制

片，检测 β-DG的过表达和细胞定位情况; 过表达 β-DG 后，
利用流式细胞术检测 SW620 细胞凋亡的变化情况，并进一
步检测细胞凋亡标志蛋白聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶

( PARP) 的表达变化情况。结果 与人胚肾上皮细胞( HEK
293T) 相比，结肠癌细胞系中内源性 β-DG( 43 ku) 的表达量
均有所降低，以 SW620 细胞下降更为明显，且都检测到了不
同表达程度的 β-DG 水解片段( 31 ku) 。成功构建 pcDGFP-

β-DG真核表达质粒，在 SW620 细胞中能够有效表达，且主
要定位在细胞质中靠近核膜的位置。过表达 β-DG 后，
SW620 细胞的凋亡率为 0. 167 ± 0. 014，高于空白组 ( 0. 075
± 0. 027) 和对照组( 0. 084 ± 0. 023 ) ，差异有统计学意义 ( P
＜ 0. 05) ，且过表达 β-DG 后，完整型 PARP( 113 ku) 的蛋白
含量有所降低，而裂解型 PARP( 89 ku) 的蛋白含量有所增
高。结论 β-DG在结肠癌细胞系中异常表达，主要表现在
其异常的水解断裂。过表达 β-DG 能够促进 SW620 细胞凋
亡及相关凋亡蛋白的表达，为进一步了解 β-DG 功能，及其
与结肠癌之间的关系提供了细胞学基础。
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结肠癌是常见的发生于结肠部位的消化道恶性

肿瘤，可向肝、肺、脑、骨等脏器转移，晚期可出现贫
血、消瘦、恶病质等表现，严重者危及生命。除了对

结肠癌的临床研究外，目前对其细胞生物学研究也

越来越深刻［1 － 2］。HCT116、SW620 等细胞系是从结
肠癌患者中分离建立的恶性细胞，广泛应用于结肠

癌的细胞学研究。人类的肌营养不良蛋白 ( dystro-
glycan，DG) 是由位于染色体 3p21 上的 DAG1 基因
编码的含有 895 个氨基酸残基的跨膜蛋白，在体内
翻译修饰后发生多肽键断裂，最终水解成 α-DG 和
β-DG 2 个具有独立功能的蛋白。α-DG是位于细胞
膜上的高度糖基化蛋白，并通过与多种细胞外基质

( extracellular matrix，ECM) 蛋白结合进行信号转导。
而 β-DG作为跨膜蛋白，其胞内区直接与抗肌萎缩
蛋白( dystrophin，Dys) 结合，从结构上分析，β-DG 主
要由 2 个结构域组成，即 N端( 654 ～ 750 aa) 和 C端
( 775 ～ 895 aa ) ，它们通过跨膜结构域 ( transmem-
brane domain，TM) 相连［3］。β-DG 的 N 端与 α-DG
的 C端通过非共价键的方式交联，其 C 端的酪氨酸
序列能够结合胞内的信号分子，并通过酪氨酸的磷

酸化参与激活多条信号转导途径，发挥着调节细胞

的分化、增殖、凋亡以及改变细胞的极性等生物功
能，在癌症、遗传性疾病等疾病的发生发展中扮演着
重要角色［4 － 5］。该研究首先检测四株常见的人结肠
癌细胞系中 β-DG的内源表达情况，以确定 β-DG低
表达细胞系 SW620，然后构建 pcDGFP-β-DG的真核
表达质粒，并过表达于 SW620 细胞中，研究 β-DG
对其细胞凋亡及相关蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 质粒、菌株与细胞 pcDNA3. 1-FLAG-DAG1
和 pcDGFP真核表达载体质粒由安徽医科大学生物
系范礼斌教授实验室惠赠，DH5α 感受态菌株 HEK
293T和 SW620 等结肠癌细胞株由校实验中心实验
室保存。
1． 2 主要试剂与仪器 DNA 聚合酶购自日本
TaKaRa公司; BamH I、Not I 内切酶以及 T4 连接酶
购自上海生工生物公司;胶回收、质粒小量抽提试剂
盒购自美国 Axygen公司;细胞裂解液、PMSF蛋白酶
抑制剂、一抗稀释液购自上海碧云天公司; GFP 抗
体、β-DG 抗体购自美国 Santa Cruz 公司; DMEM 培
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养基购自澳洲 HyClone 公司; 胎牛血清购自美国
CLARK公司;脂质体转染试剂盒、Opti-MEM 低血清
培养基购自美国 Invitrogen 公司。AL600RGB 凝胶
成像系统购自美国 GE公司; Axio Observer 3 倒置荧
光显微镜购自德国卡尔蔡司公司; MoFlo XDP 超速
流式细胞分选仪、CytoFlex 流式细胞分析仪购自美
国 Beckman公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 质粒构建［6］ 设计并合成引物序列: F: CC
GGAATTCCGGGCCACCATGTCCATCGTGGTGGAA;
R: AAGGAAAAAAGCGGCCGCAAAAGGAAAACAGG
TGGGACCATAGGGA，以 pcDNA3. 1-FLAG-DAG1 真
核表达质粒为模板，PCR 扩增出 β-DG 的 CDS 序
列，将产物进行琼脂糖凝胶电泳，并利用胶回收试剂

盒进行回收，得到其 PCR 纯化产物，利用限制性内
切酶 EcoR I 和 Not I 对 β-DG 的 PCR 纯化产物和
pcDGFP空载体分别进行双酶切，用 T4 DNA连接酶
将二者的酶切产物进行连接，并将连接产物转化于

DH5α感受态细胞中，37 ℃培养至单克隆生成 ( 约
12 h) ，分别挑取数个单克隆进行扩大培养 ( 约 12
h) ，并抽提菌液中的质粒进行双酶切鉴定 ( EcoR I
和 Not I) ，选择鉴定正确的重组质粒送公司进行测
序。
1． 3． 2 细胞培养 37 ℃水浴复苏冻存于液氮中的
各细胞系，并用完全培养基 ( 90% DMEM 高糖 +
10% FBS +青链霉素) 进行培养，培养环境为 37 ℃、
5% CO2 的恒温培养箱。定时观察细胞，及时更换
完全培养基，待细胞生长至 90%以上密度时即可进
行细胞传代，将适量细胞重新接种至新的培养皿或

培养瓶中，用于后续实验。
1． 3． 3 质粒转染 本研究采用的转染方法为脂质
体转染法，步骤如下( 以六孔板为例) : 分别将适量

pcDGFP-β-DG( 2 ～ 3 μg) 或 pcDGFP 和 lip2000 ( 4 ～
6 μl) 加到适量 Opti-MEM转染液中( 约 200 μl) ，并
轻轻充分混匀，室温静置 5 min 后将两者轻轻充分
混匀，室温静置 20 min 后，将溶液加入待转染的细
胞中，培养 4 ～ 6 h 后更换为完全培养基，继续培养
48 h，用于后续蛋白表达实验。
1． 3． 4 Western blot 检测 转染 pcDGFP-β-DG 约
48 h后，分选并收集阳性细胞进行裂解 ( 冰上或 4
℃ ) ，30 min 后收集细胞裂解液进行高速冷冻离心
( 14 000 r /min，10 min) 并收集上清液，蛋白定量后
取出适量上清液，加入等量 2 × SDS 上样缓冲液充
分混合，沸水浴 5 min，冰浴 5 min 后取适量样本进

行 SDS-PAGE电泳( 80 V约 0. 5 h，100 V约 1. 5 h) ，
200 mA恒流电转 1 h，取出 PVDF 膜，用含 5%脱脂
奶粉的 TBST溶液封闭 1 ～ 2 h，TBST 溶液洗膜后加
入 GFP一抗 ( 1 ∶ 500) 进行孵育( 4 ℃过夜或室温 2
h) ，TBST 洗膜后加入 HRP 标记的山羊抗兔 IgG
( 1 ∶ 5 000) 进行孵育( 室温 1 h) ，TBST 溶液洗膜后
用 ECL试剂盒进行显色，在蛋白成像仪上进行拍
摄。
1． 3． 5 免疫荧光观察 转染 pcDGFP-β-DG约 24 h
后，取出 SW620 细胞爬片，用预冷的 PBS 溶液清洗
3 次后进行固定( － 20 ℃预冷甲醇 2 min + 70%乙
醇 5 min) ，由于 GFP 能够自发绿色荧光，因此无需
进行一抗和二抗孵育，固定后用预冷的 PBS 溶液清
洗 3 次后进行细胞核染色( 0. 15 g /L DAPI 2 min) ，
弃 DAPI 溶液后用预冷的 PBS 溶液清洗 3 次后，用
荧光封片胶将盖玻片封于载玻片上。4 ℃保存过夜
后用荧光显微镜进行观察。
1． 3． 6 细胞凋亡 将转染了 pcDGFP-β-DG( 实验
组) 和 pcDGFP空载体( 对照组) ，以及未转染( 空白
组) 的 SW620，用不含 EDTA 的胰酶消化后低速收
集( 1 000 r /min，3 min) ，用预冷的 PBS 洗涤细胞 2
次后，加入 400 μl × Binding Buffer重悬细胞( 浓度大
约为 1 × 106 /ml) ，加入 5 μl Annexin V-FITC，轻轻混
匀后于 2 ～ 8 ℃避光条件下反应 15 min，然后加入
10 μl PI 轻轻混匀后于 2 ～ 8 ℃避光条件下反应 5
min，混匀后放置于冰上，样品在 1 h 内用流式细胞
仪检测凋亡情况。凋亡图分为 4 个象限，左下象限
为细胞存活率 ( Q1-LL ) 、左上象限为细胞死亡率
( Q1-UL) 、右上象限为细胞晚期凋亡率( Q1-UR) 、右
下象限为细胞早期凋亡率( Q1-LR) ，本次实验凋亡
率为 Q1-UL、Q1-UR和 Q1-LR 3 个象限数值之和。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 统计软件进行
分析，两个数据间以两单独样本 t检验，数据以 珋x ± s
表示，组间比较采用 t检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

2 结果

2． 1 结肠癌细胞系中 β-DG 的表达情况 培养
HT29、HCT116、SW480、SW620 等结肠癌细胞系以
及 HEK293T肾上皮细胞系，并收集适量以上 5 种细
胞进行裂解，提取总蛋白，定量分析后进行 Western
blot实验，当用 β-DG 抗体进行免疫印迹时，结果发
现 5 种细胞蛋白样品在 43 ku 处均出现蛋白条带，
大小基本符合β-DG的分子量。但与正常上皮细胞
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图 1 结肠癌细胞系中 β-DG的表达情况
1: HEK 293T; 2: HT29; 3: HCT116; 4: SW480; 5: SW620;与 HEK 293T比较: * P ＜ 0. 05

图 2 pcDGFP-β-DG重组质粒的酶切鉴定与测序结果
A: pcDGFP-β-DG酶切鉴定图; B: pcDGFP-β-DG测序图; M: Marker; 1: β-DG的 PCR产物; 2: pcDGFP-β-DG的酶切产物; 3: pcDGFP的酶切产

物;碱基 A:绿色峰;碱基 T:红色峰;碱基 G:黑色峰;碱基 C:蓝色峰

相比，各结肠癌细胞系中 β-DG 的表达量都有不同
程度的减少，其中 SW620 细胞的 β-DG 表达量最
少，适合用于后续 β-DG的过表达实验，见图 1。
2． 2 β-DG真核表达载体的构建 通过 PCR扩增、
双酶切、酶连、质粒转化与抽提后拟得到 pcDGFP-β-
DG重组质粒，利用 EcoR I和 Not I进行双酶切鉴定，
琼脂糖电泳结果如图 2A所示，重组质粒被切出两条
亮带，通过 DNA Marker、PCR产物和空载体的横向比
较，发现一条亮带大小约为6 100 bp，与 pcDGFP空载
体的大小基本一致，另一条亮带大小约为 720 bp，与
β-DG的片段大小基本一致。将此重组质粒送生物公
司进行测序，并将测序结果与 β-DG的 CDS序列( 729
bp) 进行比对，碱基序列完全一致，表明 pcDGFP-β-
DG重组质粒构建成功，见图 2B。
2． 3 β-DG 在 SW620 细胞中的过表达和荧光定位
情况 将 pcDGFP-β-DG 瞬时转染至 SW620 细胞
中，收集、裂解细胞后进行 Western blot 检测，当用
GFP抗体进行免疫印迹时，结果显示空载体对照组、

β-DG过表达组分别在 25 ku和 70 ku左右的位置出
现条带，即为 GFP和 GFP-β-DG( 27 + 43 ku) 融合蛋
白的蛋白表达，而空白对照组未见任何条带，表明

pcDGFP-β-DG重组质粒能够在 SW620 细胞中过表
达，见图 3。另外，制作 SW620 细胞爬片，过表达
GFP-β-DG后进行免疫荧光制片，并在荧光显微镜
下进行观察，结果显示 GFP-β-DG自发绿色荧光，主
要定位在细胞质中，细胞核内未见显著表达，且在细

胞质中靠近核膜一侧的定位更加明显，见图 3。
2． 4 β-DG 过表达对 SW620 细胞凋亡的影响 分
别将 pcDGFP-β-DG 和 pcDGFP ( 作为对照) 瞬时转
染至 SW620 细胞中，约 24 h 后收集细胞，分别进行
Annexin V-FITC /PI双染，然后利用流式细胞术检测
凋亡情况，共进行 3 次重复实验，结果如表 1 所示，
统计分析后发现，空白组( 未转染) 和对照组( 转染

pcDGFP 空载体) 细胞凋亡率的差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05) ，与对照组相比，实验组 ( 转染 pcDGFP-
β-DG) 细胞的凋亡率升高( P ＜ 0. 05 ) ，差异有统计
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图 3 β-DG在 SW620 细胞中的过表达和荧光定位图 × 630

1:未转染的 SW620 细胞裂解液; 2: 转染 pcDGFP 的 SW620 细胞裂解液; 3: 转染 pcDGFP-β-DG 的 SW620 细胞裂解液; A: GFP-β-DG 在
SW620 细胞中的绿色荧光定位; B: DAPI染色示细胞核; C: A和 B 2 个图像的叠加

图 4 β-DG过表达后 SW620 细胞的凋亡图
1:未转染的空白组; 2:转染了 pcDGFP空载体的对照组; 3:转染了 pcDGFP-β-DG的过表达组;与对照组比较: * P ＜ 0. 05

表 1 β-DG过表达对 SW620 细胞凋亡的影响( 珋x ± s)

组别
凋亡率( % )

1 2 3
平均凋亡率 t1 值 P1 值 t2 值 P2 值

空白 4． 89 10． 21 7． 33 0． 0748 ± 0． 0266 0． 4425 P ＞ 0． 05 5． 385 P ＜ 0． 05
对照 6． 17 10． 77 8． 20 0． 0838 ± 0． 0231
实验 15． 94 18． 27 15． 97 0． 1673 ± 0． 0137

t1 /P1 :对照组与空白组比较; t2 /P2 :实验组与对照组比较

学意义，见图 4，表明过表达 β-DG 能够有效促进
SW620 结肠癌细胞凋亡。
2． 5 β-DG过表达对细胞凋亡相关蛋白的影响
分别将 pcDGFP-β-DG 和 pcDGFP ( 作为对照) 瞬时
转染至 SW620 细胞中，约 24 h 后收集细胞，提取总
蛋白后进行 Western blot 检测，共进行 3 次重复实
验，当用 PARP抗体进行免疫印迹时，结果显示空白
组、空载体对照组、β-DG过表达组均在 113 ku 左右
的位置出现条带，即为完整的 PARP 蛋白，相对而
言，β-DG过表达组的 PARP 蛋白含量有所降低，且
在约 90 ku 的位置还出现了另一条带，即为 PARP
的裂解片断，见图 5。表明过表达 β-DG能够有效促
进细胞凋亡蛋白 PARP裂解，即促进 SW620 结肠癌
细胞凋亡。

图 5 β-DG过表达对细胞凋亡蛋白 PARP的影响
1:未转染的空白组; 2:转染了 pcDGFP空载体的对照组; 3:转染

了 pcDGFP-β-DG的过表达组;与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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3 讨论

DG是一种跨膜的糖蛋白，β-DG 作为其水解衍
生物，是组成细胞表面的重要成分，广泛分布于脊椎

动物的骨骼肌和其他组织中［7］。β-DG 的 N 端存在
着潜在的 N-连接糖基化位点，在其 C 末端存在一个
PPXY 序列，该序列又与一个含有两个高度保守色
氨酸残基的 WW结构域相结合，构成了蛋白质相互
作用的一种模式，此结合的稳定性取决于抗肌萎缩

蛋白的 EF-手形结构域。此外，β-DG 的胞质尾区能
够与包括细胞外调节蛋白激酶 ( extracellular regula-
ted protein kinases，ERK) 、丝裂原激活的蛋白激酶激
酶( mitogen-activated protein kinase kinase，MEK) 、生
长因子受体结合蛋白 2 ( growth factor receptor-bound
protein 2，GRB2) 等在内的众多信号分子充分结合，
进而起到稳定神经肌肉接头，传递细胞信号转导的

功能。DG 的异常表达是癌症发生的一个重要特
征，与肿瘤的发展和转移密切相关［8］，这种异常除

了与 α-DG糖基化水平改变有关外，还与 β-DG的异
常表达有关。在人类的乳腺癌、前列腺癌、宫颈癌、
舌鳞状细胞癌中都发现了 β-DG 的异常［9 － 11］，这种

异常主要表现在其非正常裂解导致的表达量下降。
本研究首先利用免疫印迹技术检测了 HT29、
HCT116、SW480、SW620 等常见的结肠癌细胞系中
内源性 β-DG的表达情况，结果发现各癌细胞系中
正常分子量 β-DG( 43 ku) 的表达量均有不同程度的
下降，其中 SW620 下降的最为明显，另外，这些结肠
癌细胞系在约 31 ku 的位置均出现了蛋白条带，这
可能是正常 β-DG 蛋白水解后的胞外结构域，它的
产生是由于膜相关基质金属蛋白酶的活化，破坏了

DG复合物的结构，最终导致癌症的发生。
本研究首先确定了 β-DG在各结肠癌细胞系中

呈现低表达状态，接下来选择了低表达程度最高的

SW620 细胞进行 β-DG的过表达研究。利用基因重
组技术构建了 pcDGFP-β-DG真核表达质粒，并将其
转染至 SW620 细胞中，利用 Western blot 技术检测
了其表达情况，结果发现 β-DG 能够成功过表达。
同时还利用了免疫荧光技术对 β-DG 在 SW620 中
的细胞定位进行了检测，结果发现 GFP-β-DG 蛋白
主要定位在细胞质中，而且在细胞质中靠近核膜的

一周表达量更多，此结果与之前研究的 FLAG-β-DG
在 COS7 细胞中的定位结果基本一致［12］。而且根
据位置推测，β-DG 蛋白定位可能与高尔基体或内
质网有着密切的联系，所以在接下来的研究中，可以

选择高尔基体或内质网的标志染料麦胚凝集素或刀

豆球蛋白 A 与 β-DG 进行共定位研究，进一步确定
β-DG蛋白的具体亚定位。
本研究旨在探索 β-DG对结肠癌细胞系细胞凋

亡的影响，细胞凋亡是细胞的一种基本生物学现象，

是由基因控制的细胞自主有序的死亡，在生物体的

进化、内环境的稳定以及组织系统的发育中起着重
要的作用。而细胞凋亡的抑制或减弱与癌症的发生
发展有着密切的联系，许多化疗药物发挥作用的机

制就是诱导癌细胞的凋亡［13］。因此本研究在确定
结肠癌细胞系和 β-DG 的过表达效果后，便利用流
式细胞术检测过表达 β-DG 对 SW620 细胞凋亡的
影响，结果发现 β-DG 过表达后能够提高 SW620 细
胞的凋亡率，表明 β-DG 具有促凋亡功能。为了进
一步确定这个结果，又检测了过表达 β-DG 后
SW620 细胞中二磷酸腺苷核糖多聚酶( PARP) 蛋白
水平的变化，PARP 为一种依赖锌离子 ( Zn2 + ) 的真

核 DNA结合蛋白，可特异性地识别 DNA 断裂末端
并结合，是一种重要的 DNA 修复酶，在细胞凋亡发
生的早期，PARP是含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水
解酶家族( 如 caspase 3 和 caspase 7) 的作用底物，后
者可使 PARP的 DNA 修复功能丧失，并将 113 ku的
PARP水解为 89 ku 的片断。因此 PARP 可以作为
细胞凋亡早期的标志物，许多研究便是通过 Western
blot检测 PARP的完整蛋白( 113 ku) 及其裂解片断
( 89 ku) 的表达量来观察细胞凋亡效果［14］。本研究
检测发现 β-DG 过表达后 PARP 的完整蛋白 ( 113
ku) 含量下降，且裂解片断 ( 89 ku) 的表达量升高，
同样表明过表达 β-DG具有促凋亡功能。
综上所述，β-DG 在结肠癌细胞系中异常表达，

主要表现在其异常的水解断裂。过表达 β-DG 能够
显著促进 SW620 细胞凋亡及相关凋亡蛋白的表达，
为进一步了解 β-DG 功能，及其与结肠癌之间的关
系提供了细胞学基础。
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Effect of β-DG overexpression on apoptosis
of colon cancer cell line SW620

Qian Cheng1，Xu Tao2，Pan Linxin3

( 1Center for Scientific Research，2School of Pharmacy，
3School of Life Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To research the expression of β-dystrophin ( β-DG) in colon cancer cell lines ( HT29，
HCT116，SW480，SW620) ，and the effect of its overexpression on apoptosis and the expression of apoptosis related
proteins in SW620． Methods Colon cancer cell lines were cultured，total protein was extracted for Western blot to
detect the expression of endogenous β-DG protein in each cell． The eukaryotic expression plasmid of pcDGFP-β-
DG was constructed and transfected into SW620 cells，total protein was extracted for Western blot or immunofluo-
rescence directly to detect the overexpression and localization of β-DG． After overexpression of β-DG，the apoptosis
of SW620 cells was measured by flow cytometry，and the expression of apoptotic marker protein PARP was further
detected． Results Compared with normal epithelial cells HEK 293T，the expression of endogenous β-DG ( 43 ku)
was decreased in colon cancer cell lines，especially in SW620 cells，and different levels of β-DG hydrolysis frag-
ments ( 31 ku) were detected． The eukaryotic expression plasmid pcDGFP-β-DG was constructed successfully，
which could be effectively expressed in SW620 cells and mainly located in the cytoplasm near the nuclear mem-
brane． After overexpression of β-DG，the apoptotic rate of SW620 cells was ( 0. 167 ± 0. 014) ，significantly higher
than that of blank group ( 0. 075 ± 0. 027) and control group ( 0. 084 ± 0. 023) ( P ＜ 0. 05) ． After overexpression
of β-DG，the protein content of complete PARP ( 113 ku) decreased，and the fragment of PARP ( 89 ku) in-
creased． Conclusion The abnormal expression of β-DG in colon cancer cell lines is mainly manifested in its ab-
normal hydrolytic breakdown． Overexpression of β-DG can significantly promote apoptosis of SW620 cells and ex-
pression of apoptotic protein，which provides a cytological basis for further understanding the function of β-DG and
its relationship with colon cancer．
Key words colon cancer; β-DG; overexpression; cell apoptosis
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