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摘要 为了探讨候选肝癌抑癌蛋白 PIG11(p53-induced gene 11，PIG11)诱导细胞凋亡的机制，首次在 HepG2细胞株中鉴定了
11个 PIG11结合蛋白，热休克蛋白 60(heat shock protein 60，Hsp60)为其中之一．采用免疫共沉淀联合 Western blot技术对
Hsp60 进行了验证．用 Western blot 检测其蛋白质表达，结果显示： pLXSN-PIG11-HepG2 细胞中 Hsp60 蛋白表达较
pLXSN-HepG2、HepG2 细胞组下调(n=3，P < 0.01)．选取与 Hsp60 关系密切的 Bax 蛋白进行研究，Western blot 结果显示
PIG11高表达可引起胞浆 Bax向线粒体转位．以上结果表明，PIG11蛋白能与 HepG2细胞中的 Hsp60结合，促进 Hsp60-Bax
的分离，引起 Bax从胞液到线粒体转位，激活线粒体凋亡途径，这可能是其诱导 HepG2细胞凋亡的主要机制之一．
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PIG11(p53-induced gene 11)是 p53下游的一个
靶基因，可能是人肝癌的抑癌基因[1]．本课题组前

期实验已证实，肝癌抑制蛋白 PIG11 的高表达参
与了 As2O3诱导细胞凋亡的过程，并能通过升高细

胞内 ROS水平而增强细胞对介导 As2O3凋亡的敏

感性[2]．肝癌组织及肝癌细胞株中 PIG11蛋白表达
显著低于正常肝细胞[3]，PIG11基因转染肝癌细胞
株 HepG2，具有较强的抑制肝癌细胞生长和诱导
凋亡的作用[4].但 PIG11蛋白在凋亡通路中的具体作
用机制还不清楚．

研究表明，细胞内蛋白质功能的正常发挥依赖

于它与其他蛋白质的相互作用，并可能以时间和空

间依赖的方式形成大的复合物[5]．PIG11蛋白可能
通过与其他生物分子如 DNA、RNA及蛋白质的相
互作用而在凋亡调控方面扮演重要角色[6]．为此，

建立 PIG11蛋白稳定高表达 HepG2肝癌细胞株模
型[4]，采用免疫共沉淀联合质谱分析技术，首次在

HepG2细胞株中鉴定了 11个 PIG11结合蛋白[7]．

本实验试图从已鉴定的 PIG11结合蛋白之一热休
克蛋白 60(heat shock protein 60，Hsp60)着手，将
它与 PIG11的生物学功能联系起来，从而进一步

明确 PIG11 蛋白的作用方式，阐明其诱导 HepG2
细胞凋亡的分子机制．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 细胞．人肝细胞癌细胞 HepG2为中南大学
湘雅医学院肿瘤研究所引进，细胞模型 pLXSN-
HepG2、pLXSN-PIG11-HepG2、miR-NC-HepG2及
miR- PIG11-HepG2均为本课题组前期构建[4, 8]．

1援1援2 试剂．免疫共沉淀试剂盒和 BCA蛋白定量
试剂盒购自 Pierce公司；PIG11蛋白抗体由中国科
学院生物物理研究所曹恩华教授惠赠；Hsp60抗体
购自博士德公司；抗 Bax、茁-actin及抗鼠、兔二抗
购自 Santa Cruz 公司； COX-郁抗体购自 Cell
Signaling公司；预染 Marker购自上海生物工程公
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司；胰酶细胞消化液、聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)凝胶配制试剂盒、线粒体蛋白提取试
剂盒购自 Active Motif公司．
1援1援3 仪器设备．垂直电泳仪、电泳槽及转膜系统

为美国 BIO-RAD公司产品．
1援2 细胞培养

HepG2及 pLXSN-HepG2细胞用含 10%小牛血
清的 RPMI-1640培养液，于 37℃，5% CO2且湿度

为 95%的培养箱内培养．培养细胞呈单层生长，
融合贴壁达 90%时常规传代．pLXSN-PIG11-
HepG2细胞则用含 12%小牛血清的 RPMI 1640培
养液，换液和传代时则用 G418 按 1∶15 的浓度
维持培养，其余方法同前．miR-PIG11-HepG2 及
miR-NC-HepG2 细胞则用含 12%小牛血清的
RPMI 1640 培养液，换液和传代时则用 2 mg/L
BSD维持培养，其余方法同前．
1援3 免疫共沉淀 (co鄄immunoprecipitation, IP)和
Western blot验证 PIG11结合蛋白之一 Hsp60
1援3援1 细胞蛋白质样品的准备．分别收集对数生长

期 的 HepG2、 pLXSN-HepG2 和 pLXSN-PIG11-
HepG2 细胞 2伊106～5伊106，冷 PBS洗涤 2 次，加
适量细胞裂解液(免疫共沉淀试剂盒中提供的哺乳
动物细胞裂解液)冰上裂解 30 min，移入 1.5 ml EP
管，12 000 r/min，4℃离心 20 min，收集上清液，
即为细胞总蛋白，用 BCA试剂盒测定蛋白质浓度，
立即用于免疫共沉淀．

1援3援2 免疫共沉淀 PIG11相关蛋白(按免疫共沉淀
试剂盒说明书进行操作)．在含细胞总蛋白 2 g/L的
抽提缓冲液中，加入 10 滋l的兔抗人 PIG11抗体，
4℃孵育过夜．取 40 滋l琼脂糖蛋白 G，加入 0.4 ml
PBS，3 000 g离心 5 min，弃过柱液，PBS洗 2次，
收集琼脂糖蛋白 G，将免疫复合物加入到装好琼脂
糖蛋白 G的 HandeeTM Spin Cup (纯化柱)中，4℃孵
育至少 1 h后离心，加入 0.5 ml PBS至柱子，振荡
混匀，离心过柱，重复 2～3次，以去除未结合或
者非特异结合的蛋白，加 10 滋l 洗脱液至纯化柱
中，混匀离心，将柱子放入一新微量离心管，重复

3次，最后 5 000 g，4℃离心 5 min收集免疫复合
物．以正常兔 IgG 取代 PIG11抗体作对照．实验
重复 3次．
1援3援3 Western blot分析．收集的免疫复合物进行
10% SDS-PAGE 分离后转至 PVDF 膜 (转膜条件
105 mA、120～180 min)，含 5%脱脂牛奶的 TBST
液封闭 2 h，TBST洗 3次，一抗(1∶500) 4℃孵育

过夜，TBST 洗 3 次，每次 5 min，相应的二抗
(1∶5 000) 37℃孵育 1 h，TBST 洗 3 次，每次
15 min，ECL试剂发光、曝光、显影、定影．薄
层 扫 描 仪 ( 日 本 产 ， 型 号 CS-930) 扫 描 ，
Alphazmager2200软件测定印迹区带的吸光度值．
实验重复 3次．
1援4 Western blot 检测 Hsp60 及胞浆和线粒体中
Bax的表达
1援4援1 蛋白质样品准备．细胞总蛋白提取方法

见 1援3援1．胞浆线粒体成分蛋白用线粒体蛋白提取
试剂盒提取(操作步骤按说明书进行)．收集细胞，
冷 PBS洗涤 2次．加 500 滋l冷 Cytosotic缓冲液重
悬，冰上孵育 20 min，匀浆 30～50次，取上清离
心(800 g, 4℃ , 20 min)，重复 1次，再取上清至新冷
EP管离心(10 000 g, 4℃ , 20 min)后，分别取上清离
心(16 000 g, 4℃ , 20 min)提取胞浆成分蛋白和取沉
淀，加 100 滋l Cytosotic 缓冲液离心(10 000 g, 4℃ ,
10 min), 弃上清 , 加 50 滋l Complete Mitochondria
Buffer，冰上孵育 15 min 提取线粒体成分蛋白．
用 BCA 试剂盒测定蛋白质浓度．分装，-80℃保
存备用．

1援4援2 Western blot．将各组蛋白质样本 100℃煮沸
5 min后上样，10%～15% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电
泳，转膜、封闭，一抗 (Hsp60 和 Bax，1∶500)
4℃孵育过夜，二抗(1∶5 000) 37℃孵育 1 h，ECL
试剂发光、曝光、显影、定影及结果分析．以

茁-actin和 Cox-郁为内参照．实验重复 3次．
1援5 统计学分析

采用 SPSS13.0 统计分析软件包，进行
One-way ANOVA检验及 2个独立样本的 t检验分
析，数据以 x 依 s 表示，以 P < 0.05认为差异有统
计学意义．统计图采用 OriginPro8.0绘制．

2 结 果

2援1 免疫共沉淀和Western blot验证 PIG11结合
蛋白Hsp60
抗 PIG11抗体沉淀各组细胞总蛋白，免疫复

合物电泳转膜后与抗 Hsp60抗体进行 Western blot
分析．结果显示：三组 HepG2细胞在相同位置均
能检测到结合蛋白 Hsp60，而对照组(正常兔 IgG
取代 PIG11 抗体 )无条带 (图 1)，表明 PIG11 与
Hsp60能形成免疫复合物，因而从免疫共沉淀中可
以检测出来，与质谱分析鉴定的结果一致[7]．
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Fig援1 Co鄄immunoprecipitation and Western blot
analysis of PIG11 interacting protein Hsp60

1, 2, 4: Protein complex of PIG11 antibody co-immunoprecipitation

with HepG2, pLXSN-HepG2 and pLXSN- PIG11-HepG2 total proteins

respectively. 3: Protein complex of IgG antibody of normal rabbit

co-immunoprecipitation with HepG2 total proteins.

2援2 Western blot检测 Hsp60的表达
为进一步探讨各组 HepG2细胞中 Hsp60的表

达情况以及 PIG11 与 Hsp60的关系，我们抽提细
胞总蛋白进行 Western blot 分析． 结果显示：
pLXSN-PIG11-HepG2 细胞中 Hsp60 蛋白表达较
HepG2、pLXSN-HepG2组下调(P < 0.01)，pLXSN-
HepG2与 HepG2对照组细胞中该蛋白质表达差异
无显著性，miR-PIG11-HepG2 细胞中 Hsp60 蛋白
表达较 HepG2、miR-NC-HepG2 组上调(P < 0.01)
(图 2)．表明 PIG11高表达可引起细胞中 Hsp60蛋
白下调．

2援3 Western blot 检测胞浆和线粒体中 Bax 的
表达

选用胞浆和线粒体成分蛋白提取试剂盒提取胞

浆和线粒体成分蛋白，进行 Bax蛋白Western blot
分析． 结果显示 (图 3)：与 pLXSN-HepG2 和
HepG2细胞组相比，pLXSN-PIG11-HepG2细胞组
中胞浆 Bax表达明显下调，而线粒体 Bax明显上

调(P < 0.01)，pLXSN-HepG2和 HepG2细胞组该蛋
白质表达差异无显著性，分别作为对照的 茁-actin、
Cox-郁蛋白水平无明显变化；而与 miR-NC-HepG2
和 HepG2细胞组相比，miR-PIG11-HepG2细胞组
中胞浆 Bax表达明显上调，而线粒体 Bax明显下
调(P < 0.01)．说明 PIG11高表达可引起胞浆 Bax
向线粒体转位．

1 2 3 4

Hsp60

Fig援 2 Over鄄expression of PIG11 down鄄regulates protein expression of Hsp60 in HepG2 cells
(a) Expression of Hsp60 was monitored by Western blot in pLXSN- PIG11-HepG2 cells . 1: HepG2, 2: pLXSN-HepG2, 3: pLXSN-PIG11-HepG2;

茁-actin was used as an internal standard. Data represent the x 依 s (n=3)．*P < 0.01 vs other two groups. (b) Expression of Hsp60 was monitored by

Western blot in miR-PIG11-HepG2 cells. 1: HepG2, 2: miR-NC-HepG2, 3: miR-PIG11-HepG2; 茁-actin was used as an internal standard. Data represent

the x 依 s (n=3). *P < 0.01 vs other two groups.
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3 讨 论

热休克蛋白家族成员 Hsp60 作为一种分子伴
侣，在生理状态时能协助多肽或者蛋白质的正确转

位、折叠和装配．近年研究表明，Hsp60与肿瘤的
发生发展、生物学行为及预后密切相关，人类

Hsp60在乳腺癌、胃癌、骨肉瘤、卵巢癌、前列腺
癌、胰腺癌、肝癌中呈高表达[9-11]．Hsp60的表达
与否与卵巢上皮癌患者的生存期限有关，即 Hsp60
低表达者较高表达者预后好 [8]．还有研究表明，

Hsp60参与细胞凋亡，Gupta等[12]研究显示，在正

常肌细胞中，Hsp60存在于胞浆和线粒体中，胞浆
中 Hsp60与 Bcl-2家族中促凋亡成员 Bax结合而形
成 Hsp60-Bax复合物，而在给予诱导凋亡刺激下
(如低氧、ROS 增加等 )，Hsp60 则与 Bax 分离，
Bax释放至线粒体中而引起细胞色素 c释放，下游
Caspase 激活，以致细胞凋亡．Ghosh 等[13]运用高

流通量的蛋白质组学技术，发现了一种新的能与分

子伴侣 Hsp60 结合蛋白———生存素 Survivin，

Survivin是迄今发现的最强的凋亡抑制因子，也是
一种细胞周期调节蛋白．Survivin与 Hsp60结合，
以最佳的折叠方式来通过线粒体膜而发挥作用．研

究中 Ghosh等利用 RNA干扰技术敲除 Hsp60后，
Hsp60- Survivin破裂，使得线粒体中的 Survivin不
稳定而降解，Survivin减少，丧失了其强大的抑制
凋亡的作用．另一方面，上述反应也累及到复合物

Hsp60-p53的分离．曾有研究表明，在许多肿瘤细
胞中，Hsp60与 p53结合，抑制 p53自身的功能，
p53抑制肿瘤细胞生长和诱导凋亡的功能丧失，导
致肿瘤的发生发展．同样利用 RNA干扰技术敲除
Hsp60后，Hsp60-p53复合物被分离，p53功能抑
制被解除，p53表达增强，诱导下游促进凋亡的靶
基因如 Bax 等高表达，以及诱导 Bax 相关的凋
亡[14-15]．

本实验证实 PIG11 蛋白能与胞浆中的 Hsp60
结合，PIG11蛋白稳定高表达可引起细胞内 Hsp60
表达下调及与 Hsp60 关系密切的促凋亡蛋白 Bax
从胞浆向线粒体转位．结合上述 Hsp60 以及 Bax

Fig. 3 Over鄄expression of PIG11 induces translocation of Bax protein from cytoplasm to mitochondria in HepG2 cells
(a) Expression of Bax was detected by Western blot in pLXSN-PIG11-HepG2 cells. 1: HepG2; 2: pLXSN-HepG2; 3: pLXSN-PIG11-HepG2; 茁-actin

and Cox-郁 were used as an internal standard. Data represent the x 依 s (n =3), * P < 0.01 vs other two groups, 驻P < 0.01 vs other two groups. (b)

Expression of Bax was detected by Western blot in miR-PIG11-HepG2 cells. 1: HepG2; 2: miR-NC-HepG2; 3: miR-PIG11-HepG2; 茁-actin and

Cox-郁 were used as an internal standard. Data represent the x 依 s (n=3), * P < 0.01 vs other two groups, 驻P < 0.01 vs other two groups.
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的生物学功能，我们推测，在 PIG11 诱导细胞凋
亡过程中，胞浆中的 Hsp60被 PIG11 诱导凋亡作
用给刺激，发生相互作用，一方面干扰了

Hsp60-Bax复合物的结合，使其分离，Bax释放到
线粒体中，产生诱导凋亡信号，另一方面也可能伴

随影响 Hsp60-p53 和 Hsp60-Survivin 复合物的形
成，使 p53功能恢复，诱导细胞凋亡．同时 PIG11
高表达引起的细胞内 ROS水平升高[16]，可进一步

加速 Hsp60-Bax的分离，引起 Bax从胞浆到线粒
体转位，产生诱导凋亡的信号和线粒体的损伤，通

过线粒体激活细胞凋亡途经．该研究为阐明 PIG11
诱导细胞凋亡机制提供了重要依据和新线索．

致谢 感谢中国科学院生物物理研究所曹恩华教授

惠赠 PIG11蛋白抗体．
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Interaction of PIG11 and Hsp60 is Involved in Apoptosis
in Human Hepatoma HepG2 Cells*

LIU Xiao-Min, HU Rong, LIANG Xiao-Qiu**, WANG Xiao-Juan, WU Yan, ZHANG Yang
(Department of Pathology, University of South China, Hengyang 421001, China)

Abstract In order to explore the mechanisms of candidate liver tumor suppressor protein PIG11 induced
apoptosis, eleven PIG11 binding proteins were first time identified in human hepatoma HepG2 cells, which heat
shock protein 60 (Hsp60) is one of them. It has been confirmed by co-immunoprecipitation combined with
Western blot analysis. Furthermore, using Western blot analysis, the protein expression of Hsp60 is down-regulated
in pLXSN-PIG11-HepG2 cells group than that of pLXSN-HepG2 and HepG2 groups (n =3, P < 0.01), and
over-expression of PIG11 induces translocation of Bax protein from cytoplasm to mitochondria in HepG2 cells.
These results suggested that PIG11 protein can combine with Hsp60 in HepG2 cells, and the over-expression of
PIG11 induce HepG2 cells apoptosis through mitochondrial pathway and the translocation of Bcl-2 family proteins
Bax from cytoplasm to mitochondria maybe play an important role in the process.
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