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摘要 目的 通过构建过表达 Pygo2 的重组体上调 Pygo2 表达，探讨其在大鼠胶质瘤 C6 细胞增殖中的作用及机制。方法 重

组体经 EcoR I 和 Hind Ⅲ双酶切鉴定和 DNA 测序后，用脂质体 2000 将其转染大鼠胶质瘤 C6 细胞，采用 Western blot 检测外源

Pygo2 蛋白表达，应用克隆形成实验和 MTT 法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期，采用 Western blot 检测过表达 Pygo2 对

C6 细胞中 cyclinD1、β-catenin 水平的影响，并采用细胞免疫荧光法检测其对 C6 细胞中 cyclinD1、β-catenin 亚细胞定位的影响。
结果 双酶切和测序鉴定结果证实插入序列正确，重组体能有效上调 Pygo2 表达。将重组体转染 C6 细胞上调 Pygo2 表达后，

细胞的生长增殖被显著促进，克隆形成显著增多，细胞周期进程从 G1 期至 S 期转变显著增强；且 cyclinD1 水平随之增高，亚定

位无改变，β-catenin 水平和亚细胞定位无明显改变。结论 成功构建了过表达 Pygo2 的重组体，过表达 Pygo2 通过增高

cyclinD1 水平，促进细胞从 G1 期进入 S 期，从而促进大鼠胶质瘤 C6 细胞增殖。
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Over-expression of Pygo2 Promotes C6 Cells Proliferation of Glioma

脑胶质瘤是一种最常见的难治性颅内肿瘤。我 们在前期研究中发现，Pygopus（Pygo）2 在脑胶质瘤

组织中高表达，而在正常脑组织中呈阴性表达［1］，

因此推测 Pygo2 可能是胶质瘤临床治疗的非常有潜

力的新靶点。另外，Pygo2 在多种脑胶质瘤细胞系中

均有较高表达，在大鼠胶质瘤 C6 细胞中表达最

低［1］，因此本研究拟构建能过表达 Pygo2 的重组体，

并转染 C6 细胞使其过表达外源 Pygo2，从细胞水平

探讨过表达 Pygo2 在胶质瘤细胞增殖及细胞周期中
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Abstract Objective To up-regulate expression of Pygopus2（Pygo2）by construction of the recombinant vectors of over-expression of Py－
go2 protein，and to explore the role and mechanism of over-expression of Pygo2 in C6 cells proliferation of glioma. Methods The recombi－
nant plasmids were digested with EcoRⅠ and Hind Ⅲ to execute the restriction endonuclease identification，then the sequence analysis was
assayed by DNA sequencing. The recombinant plasmids were transfected into cultured glioblastoma C6 cells using lipofectamineTM 2000. The
exogenous Pygo2 protein level of C6 cells was detected by Western blot analysis. Colony forming assay and MTT assay were used to detect
the cell proliferation，and cell cycle analysis was performed by flow cytometry analysis. The effect of Pygo2 over-expression on the level of cy－
clinD1 and β-catenin of C6 cells was detected by Western blot analysis，and the expression and subcellular location of cyclinD1 and β-
catenin of C6 cells were further quantified by immunofluorescent staining. Results The recombinant plasmids were completely coincided
with the designs by the restriction map and the sequence analysis，which up-regulated Pygo2 expression of C6 cells efficiently. After Pygo2
expression were up-regulated by transfected C6 cells with the recombinant plasmids，cells proliferation was promoted and colony forming was
increased significantly，cell cycle progression from G1 to S transition was enhanced notably. Furthermore，the expression level of cyclinD1 was
significantly increased without change of subcellular location，and the expression level and subcellular location of β-catenin were not changed
obviously. Conclusion The recombinant vectors of Pygo2 over-expression were constructed successfully. Over-expression of Pygo2 promotes
the growth of glioma cells by an increased expression of cyclinD1 to improve G1/S transition.
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的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒、菌株及细胞株：含 flag 标签的 pcDNA3. 1
质粒（pcDNA-flag）由厦门大学李博安教授馈赠，

E.coli DH5α 感受态菌株 （厦门大学生命科学院冻

存），胶质瘤细胞系 C6 细胞购于上海细胞研究所。
1.2.2 主要试剂和仪器：Pygo2 多克隆抗体、anti-β-
catenin、anti-cyclinD1 购自美国 Santa Cruz 公司，An－
ti-flag 多克隆抗体购自美国 Upstate 公司。质粒提取

试 剂 盒、胶 回 收 试 剂 盒 购 自 德 国 Qiagen 公 司 ，

Hind Ⅲ、EcoR I、T4DNA 连接酶购自日本 TaKaRa 公

司 ，LB 培 养 基、TRizol reagent、脂 质 体 转 染 试 剂

LipofectamineTM 2000 购自美国 Invitrogen 公司。PI、
DAPI 购自美国 Sigma 公司，ECL 试剂盒购自美国

Pierce 公司，MTT 购自美国 Amresco 公司，胎牛血清

购自美国 Hyclone 公司，DMEM 培养基、SuperScript
反转录试剂盒购自美国 Gibco 公司，实验所用试剂

均为进口或国产分析纯试剂。流式细胞仪 FACScan
为美国 BD 公司产品，PCR 仪为美国 Bio-Rad 公司

产品。
1.2 方法

1.2.1 重组质粒构建：检索 GenBank 获得 Pygo2 基

因（NM_001106447）序列，设计 Pygo2 基因引物，分

别含有 Hind Ⅲ和 EcoR I 酶切位点。引物由上海生

工生物工程有限公司合成。用 TRIzol 提取总 RNA
（按试剂说明书操作）后，用反转录试剂盒反转录获

得 cDNA，行 PCR 扩增。Pygo2 上游引物：5′CCCAA
GCTTATGGCCGCCTCGGCGCCGCC3′；下游引物：5′
CCGGAATTCCATCGCACAGTCACCCATCG3′。PCR
反应体系为 50 μL：10× PCR 缓冲液 5 μL，10 mmol/
L dNTP 混合物 1 μL，cDNA 模板 4 μL，上、下游引物

各 1 μL，聚合酶 1 μL，灭菌水 38 μL。PCR 反应条

件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，68 ℃ 90 s，35
个循环；68℃ 3 min，70℃ 10 min。将 PCR 产物连接

到质粒 pcDNA-flag 中，获得重组体 pcDNA-flag-Py－
go2，转化 E.coli DH5α 感受态菌株。在平板中挑取含

氨苄青霉素抗性的克隆，在含氨苄青霉素的 LB 培

养液中摇菌扩增，提取质粒，行双酶切鉴定和测序鉴

定。
1.2.2 胶质瘤 C6 细胞转染：C6 细胞培养于含 10 %
胎牛血清的 DMEM 培养基中，置于湿度 100 %、37
℃、5% CO2 培养箱中培养，2~3 d 传代。取对数生长

期细胞制成单细胞悬液，接种于 6 孔板（1×105/孔~
2×105/孔）。采用 LimpofectinTM 2000 进行转染。转染

后，将细胞分成 3 组：C6/Pygo2 组（转染 pcDNA-flag-
Pygo2）、C6/Flag 组（转染 pcDNA-Flag）和 C6 组（转

染脂质体）。
1.2.3 Western blot：收集转染 48 h 后的上述 3 组细

胞，应用一抗［Pygo2（1︰1 000）、β-catenin（1︰2 000）、
cyclinD1（1︰1 000）、β-actin（1︰2 000）］及相应二

抗（1︰2 000）行 Western blot 检测。ECL 试剂盒显

色，凝胶成像仪下照相，运用 Quantity One 图像分析

软件分析。以 β-actin 作内参。
1.2.4 MTT 法检测细胞增殖：取对数生长期 C6 细

胞制成单细胞悬液，调整细胞密度以 1×103/孔接种

于 96 孔板中，培养 24 h，按上述方法转染得到 3 组

实验细胞，每组设 3 个复孔。分别于转染后 1、2、3、
4、5 d，每日同一时间从培养箱中取出细胞，以只加

培养液无细胞的孔为空白对照孔，每孔加 5 mg/mL
MTT 20 μL，继续孵育 4 h，小心吸弃上清，加入 DM－
SO 150 μL，震荡 10 min 以充分溶解结晶，采用酶联

免疫检测波长 570 nm 处测吸光度（OD570）值。独立

实验重复 3 次。根据 OD570 值绘制细胞生长增殖曲

线。
1.2.5 克隆形成实验：取转染 48 h 后生长良好的 3
组细胞接种于 6 孔板中（200 个/孔），每组设 3 个复

孔。置 37℃、5 % CO2 及饱和湿度的环境下静置培养

10 d，当出现肉眼可见的克隆时终止培养。弃上清，

用 PBS 小 心 浸 洗 2 次。甲 醇 室 温 固 定 15 min，

Giemsa 染色 30 min，缓慢洗去染色液，空气干燥。显

微镜下计数克隆数，计算克隆形成率。独立实验重

复 3 次。
1.2.6 细胞周期分析：收集转染后 72 h 的 3 组细

胞，PBS 洗 3 遍，75 %乙醇固定，4 ℃过夜；测定前离

心去除固定液，PBS 洗涤，加入 RNA 酶工作液和 PI
室温避光染色孵育 15~30 min，用 FACScan 流式细

胞仪检测分析 DNA 含量，分析 G1、S 和 G2/M 期细胞

所占的比例。实验重复 3 次。
1.2.7 细胞免疫荧光检测：制备转染后 48 h 的各组

细胞爬片，加 95 %乙醇 4 ℃固定 15 min，PBS 洗涤；

3 %过氧化氢室温孵育 30 min，PBS 洗涤；血清室温

封闭 1 h；分别加一抗 ［β-catenin （1︰100）、cy－
clinD1（1︰100）］置于 4 ℃孵育过夜，PBS 洗涤；分

别加耦联 FITC 的相应二抗（ 1︰200），室温避光孵

育约 45 min 至 1 h，DAPI 染核 10 min，封片，荧光显

微镜镜检并拍照。
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图 1 重组体对 C 6 细胞外源 P ygo2 蛋白表达的影响

Fig.1 E ffect of the recom binant plasm ids on exogenous P ygo2

protein expression ofC 6 cells

*P < 0.05 vs C6 group.

图 2 过表达 P ygo2 对细胞增殖的影响

Fig.2 E ffectofover-expression ofP ygo2 on cellproliferation

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件进行统计学分析，结

果用 x ± s 表示，各组间比较用单因素方差分析

（One-way ANOVA），P < 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 双酶切和测序鉴定重组体

双酶切鉴定和测序鉴定结果表明：构建的重组

体 pcDNA-flag-Pygo2 插入片段序列与在 GenBank
中检索到的大鼠 Pygo2 序列完全一样，表明重组体

构建成功。
2.2 Western blot 检测重组体对 C6 细胞外源 Pygo2
蛋白表达的影响

采用 Western blot 检测结果发现：3 组细胞均表

达 42 kDa 内源 Pygo2 蛋白条带，其灰度无显著差

异。值得注意的是，C6/Pygo2 组还表达一大小约 43
kDa 的外源蛋白条带，与 Pygo2 和 Flag 融合蛋白条

带相一致，而 C6/Flag 组和 C6 组未出现此外源融合

条带，说明将重组体转染 C6 细胞成功地表达了外

源 Pygo2 蛋白，且有效地过表达了 Pygo2。见图 1。

2.3 过表达 Pygo2 对细胞生长增殖及克隆形成的

影响

应用 MTT 法分析过表达 Pygo2 对细胞生长增

殖的影响，结果显示：与 C6 组相比，C6/Pygo2 组（过

表达 Pygo2）的增殖力在第 3、4、5 天时显著增高，差

异有统计学意义（P < 0.05），而 C6/Flag 组细胞的生

长增殖未见明显变化。见图 2。
采用 Giemsa 染色检测过表达 Pygo2 对 C6 细胞

克隆形成的影响，结果发现：C6 组、C6/Flag 组细胞

克隆形成率分别为（37.9±6.5）%、（38.7±7.1）%，2 者

无统计学差异，而 C6/Pygo2 组细胞的克隆形成率

［（63.8±8.3）%］较 C6 组显著增加（P < 0.05）。
2.4 过表达 Pygo2 对细胞周期的影响

采用流式细胞术检测过表达 Pygo2 对细胞周期

的影响，结果显示：与 C6 组相比，C6/Flag 组处于 G1

期、S 期的细胞百分比无统计学差异 （P > 0.05）；而

C6/Pygo2 组的 G1 期细胞百分比明显减少，S 期细胞

百分比显著增多，均具有统计学差异（P < 0.05）。此

外，3 组处于 G2/M 期的细胞百分比无统计学差异（P
> 0.05）。见图 3。
2.5 过 表 达 Pygo2 对 C6 细 胞 中 cyclinD1 和 β-
catenin 蛋白表达及亚细胞定位的影响

采 用 Western blot 检 测 过 表 达 Pygo2 对 cy－
clinD1、β-catenin 蛋白表达的影响，结果显示：与 C6
组相比，C6/Flag 组中 cyclinD1 和 β-catenin 的蛋白

水平无明显变化；而 C6/Pygo2 组（过表达 Pygo2）中

的 cyclinD1 蛋白水平明显增高 （P < 0.05），但 β-
catenin 蛋白水平无明显变化。见图 4。

细胞免疫荧光检测过表达 Pygo2 对 β-catenin、
cyclinD1 蛋白表达及亚细胞定位的结果显示：β-
catenin 在细胞核和胞质中均有表达，cyclinD1 在细

胞核中表达。与 C6 组相比，C6/Flag 组中 2 种蛋白表

达及亚细胞定位均无明显变化（图 5）；而 C6/Pygo2
组（过表达 Pygo2）中，cyclinD1 表达荧光明显增强，

亚细胞定位无改变（图 5B），β-catenin 的蛋白表达和

亚细胞定位均无明显改变（图 5A）。

3 讨论

Wnt 信号转导通路在生物发育、细胞转运及细

胞凋亡等生命过程中起重要作用，其异常活化与肿

瘤的发生、发展密切相关［2］。Pygo 是 Wnt 信号通路

中新发现的功能蛋白，具有转录激活功能，承担重要

的细胞调控作用［3］。目前发现，人和鼠都存在 Pygo1
和 Pygo2 基因，Pygo2 是主要的效应基因［4］，对于恶

性肿瘤细胞的生长是必不可少的成分［5］。本研究通

过构建过表达 Pygo2 的重组体 pcDNA-flag-Pygo2 并

将其转染入胶质瘤 C6 细胞，成功地在该细胞中过
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A，cells were collected and analysed for DNA content by propidium iodide staining and flow cytometry；B，percent of cell population at different stages is

quantified according to the corresponding DNA histogram. Data were represented as means ± SE of three independent experiments. *P < 0.05 vs C6 cells.

图 3 P ygo2 过表达对细胞周期的影响

Fig.3 E ffectofP ygo2 over-expression on cellcycle

A，the protein levels of cyclin D1 and β-catanin in C6 cells treated with control Flag or Flag-Pygo2 were detected by Western blot with specific antibodies.

The expression of β-actin was used as a loading control；B，relative protein levels in C6 cells were quantified by densitometry. Values are means ± SE of

three independent determinations. *P < 0.05 vs control C6 cells.

图 4 P ygo2 过表达对 cyclinD 1 和β-catenin 表达的影响

Fig.4 E ffectofP ygo2 over-expression on expressions ofcyclinD 1 and β-catenin

The images of β-catenin（A）and cyclinD1（B）were captured by a fluorescence microscope. Scale bar = 50 μm.

图 5 P ygo2 过表达对 cyclinD 1 和β-catenin 表达及定位的影响

Fig.5 E ffectofP ygo2 over-expression on expressions and subcellulardistribution ofcyclinD 1 and β-catenin
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表达 Pygo2，并发现过表达 Pygo2 后 C6 细胞生长增

殖显著增强，C6 细胞克隆形成显著增加，G1 期细胞

显著减少，S 期细胞显著增多，即过表达 Pygo2 能通

过促进细胞从 G1 期进入 S 期从而促进细胞增殖。以

上研究结果均提示 Pygo2 在脑胶质瘤中具有促进细

胞增殖的作用。
Wnt 信号通路的异常激活在多种肿瘤的发生中

起决定性作用［6，7］。该通路的激活有赖于细胞内一

系列信号分子的相互作用，其中起关键作用的是 β-
catenin/Arm。该 信 号 通 路 中 任 何 可 促 进 活 性 β-
catenin 形成的因素均可引起细胞过度增殖而引发

肿瘤［8］，β-catenin 水平也可用于提示肿瘤治疗的疗

效及预后［9］。而 Pygo2 是 Wnt 信号通路异常激活起

重要关联作用的染色质重塑因子［10］。Pygo2 可通过

PHD 与 BCL-9、β-catenin/LEF 结合引起 Wnt 应答式

转录［5，11］。本研究采用 Western blot 和细胞免疫荧光

检测过表达 Pygo2 对 β-catenin 蛋白水平的影响及

细胞定位的改变，发现过表达 Pygo2 对其蛋白表达

水平及亚细胞定位均无明显影响，说明过表达 Py－
go2 促进细胞增殖未通过使 β-catenin 保留在细胞核

内这一途径，其细胞调控机制有待于进一步研究。
cyclinD1 是促进细胞周期从 G1 期进入 S 期的

主要蛋白，具有调节细胞增殖、抑制细胞分化及调控

细胞周期等重要作用［12，13］。cyclinD1 是 Wnt 信号通

路的靶基因之一，它的过高表达与肿瘤的发生进展

密切相关［14］。为探讨过表达 Pygo2 促进 C6 细胞增

殖、加速细胞周期进程的机制，本研究检测了过表达

Pygo2 对 cyclinD1 蛋白水平和亚细胞定位的影响，

发现过表达 Pygo2 能上调 cyclinD1 蛋白水平，但其

亚细胞定位未发生变化，说明过表达 Pygo2 促进细

胞增殖的机制可能是通过上调 cyclinD1 水平，促进

细胞由 G1 期进入 S 期，从而促进瘤细胞生长增殖。
总之，本研究通过构建重组体 pcDNA-flag-Py－

go2 并在 C6 细胞中成功过表达外源 Pygo2，发现过

表达 Pygo2 具有促进 C6 细胞增殖的作用，其机制是

通过上调 cyclinD1 水平进而促进细胞从 G1 期进入

S 期而实现的。
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