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胃癌细胞中AP-1活性与 RARΑ介导的相关性3

吴　乔　陈正明　苏文金
(厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室,厦门　361005)

摘要　为确定全反式视黄酸 (A TRA )抑制胃癌细胞A P21活性过程中RA R Α介导的作用机理,利

用N o rthern 印迹和W estern 印迹测定RA R Α基因和 cJun、cFo s蛋白表达水平;氯霉素乙酰转移酶

活性 (CA T )分析A P21活性; 以及M T T 法检测细胞生长速率Λ结果表明, A TRA 能够诱导RA R Α
表达,抑制 cJun 和 cFo s蛋白表达和A P21活性,由此导致胃癌细胞生长抑制Λ结果证实,A TRA 抑

制胃癌细胞A P21活性是抑制细胞生长的重要途径之一,并与RA R Α介导密切相关Λ
关键词　A P21活性, RA R Α, cJunöcFo s,全反式视黄酸,胃癌细胞
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Rela tion sh ip Between AP-1 Activ ity and RARΑ Involvem en t

in Gastr ic Cancer Cells3

W U Q iao, CH EN Zheng2m ing, SU W en2jin
(T he K ey L abora tory of M in istry of E d uca tion f or Cell B iology and T um or Cell E ng ineering ,

X iam en U niversity , X iam en　361005, Ch ina)

Abstract　To determ ine the m echan ism of RA R Α invo lvem en t w hen A P21 act ivity w as inh ib ited
by all2trans ret ino ic acid (A TRA ) in gastric cancer cells, exp ression s of RA R Αgene and cJun and
cFo s p ro tein w ere detected by N o rthern b lo t and W estern b lo t. A P21 act ivity w as m easu red by
CA T assay, and the inh ib ito ry ra te w as analyzed by M T T m ethod. T he resu lts show ed that
exp ression of RA R Αw as induced after t rea tm en t of gastric cancer cells w ith A TRA , A TRA
inh ib ited exp ression of cJun and cFo s, as w ell as A P21 act ivity, w h ich led to grow th inh ib it ion of
gastric cancer cells. T he data indica te that inh ib it ion of A P21 act ivity by A TRA is one of
impo rtan t pathw ay to inh ib it grow th of gastric cancer cells, and RA R Α invo lves in A TRA act ion.
Key words　A P21 act ivity, RA R Α, cJunöcFo s,A ll2trans ret ino ic acid, Gastric cancer cell

　　A P21 (act iva to r p ro tein21)是一种转录因子,其

主要组成成分是癌蛋白 cJun 和 cFo s[1 ] ,它们形成同

源二聚体 (cJunöcJun)或异源二聚体 (cJunöcFo s)而

结合到含有A P21位点的DNA 序列上 (如 T PA 应

答元件, 胶原酶启动子) , 由此激活A P21的转录活

性[2 ]Λ一 些 促 有 丝 分 裂 剂, 如 T PA ( 122O 2
tet radecanoylpho rbo l2132aceta te )、表皮生长因子

( EGF )和胰岛素样生长因子 ( IGF )通过激活A P21

刺激细胞生长、导致细胞转化Λ另一些激素,如甲状

腺激素、雌性激素、糖皮质激素以及视黄酸通过抑制

A P21而阻止 T PA、EGF 和 IGF 的作用,这对于调节

细胞生长和分化具有重要意义Λ
视黄酸 ( ret ino ic acid, RA )作用主要由其受体

RA R s (ret ino ic acid recep to rs)和 RXR s ( ret ino id X

recep to rs)介导[3 ]Λ这些受体属于类固醇ö甲状腺激

素受体超家族成员,由3种不同基因 Α、Β和 Χ编码,

形成不同的受体亚类,发挥不同的功能ΛRA R s通过

与A P21蛋白之间的相互作用抑制其结合到特异的

DNA 序列上Λ近来的研究还表明, CBP (cAM P

respon se elem en t2b inding p ro tein)作为共同激活因

子参与A P21活性的抑制过程[4 ]Λ然而,它们之间的

交叉通讯 (cro ss2ta lk)机制至今仍未阐明Λ
胃癌是中国的主要癌症之一Λ我们已报道RA

可以通过诱导细胞分化和调节细胞周期等途径抑制
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胃癌细胞生长,并可能与A RA Α和RA R Β的诱导相
关[5 ]ΛRA 与胃癌细胞A P21活性的相关性未见报

道, 本文探讨 RA 抑制A P21活性的可能性, 以及

RA R Α介导的分子机理Λ结果证实RA 抑制A P21活

性可能是其抑制胃癌细胞生长的重要途径之一Λ

1　材料和方法

111　细胞培养和药物处理

四株胃癌细胞均用R PM I21640培养液培养Λ细
胞接种24 h 后加入全反式视黄酸 (a ll2t ran s ret ino ic

acid, A TRA , Sigm a)处理ΛM GC8023细胞由厦门大

学抗癌中心提供, BGC2823、SGC27901和M KN 245

细胞购于上海细胞所细胞库Λ
112　报告基因质粒和各种表达质粒

报告基因 ( - 73Co l2CA T ) 是 CA T ( ch lo ram

phen ico l acetylt ran sferase ) 基因连接的胶原酶

(co llagenase)启动子, 其上存在一个A P21结合位

点,位于- 63和- 73残基之间Λ此报告基因通常被用
以测定A P21活性[1 ]ΛRA R Α、cJun 和 cFo s表达质粒

的构建参见文献[ 1 ]Λ
113　D NA 瞬时转染和CAT活性测定

将报告基因、相关表达质粒 (如RA R Α、或 cJun

和 cFo s等)和 Β2半乳糖苷酶表达质粒 (Pharm acia)

等通过脂质体介导法 (根据 GibcoöBR I操作程序)

瞬时转染到细胞中,转染后分别加入 T PA (100 Λgö
L )或ö和A TRA (1 Λmo löL )处理细胞24 h, 再测定

Β2半乳糖苷酶活性和CA T 活性[6 ]Λ
114　RNA 提取和 Northern 印迹

硫氰酸胍2氯化铯离心法提取总RNA Λ以Α232P2
dA T P 和 Α232 P2dCT P (北京亚辉生物公司) 标记

DNA 探 针,按常规方法进行N o rthern 印迹[6 ]Λ
115　蛋白裂解液制备和W estern 印迹

常规方法制备细胞裂解液[5 ] , SD S2PA GE,蛋白

转膜后与相应抗体 (San ta C ruz)温育, ECL 试剂盒

(Am ersham )显示蛋白Λ
116　基因转染和稳定表达

脂质体介导法将反义RA R Α转染到BGC2823

细胞, G418筛选细胞, N o rthern 印迹方法确定

RA R Α基因在细胞中的表达Λ
117　细胞生长速率测定 (M TT法)

10- 6 mo löL A TRA 连续处理细胞9 d,M T T (32
[ 4, 52dim ethylth iazo l222y1 ]22, 52diphenyl

tet razo lium b rom ide, Sigm a 产品)染色细胞,酶标仪

上测定细胞反应液的A 570值,计算细胞生长相对速

率[5 ]Λ

2　结　　果

211　ATRA 对胃癌细胞AP-1活性的抑制

我们的研究已表明,在10- 6 mo löL A TRA 作用

下,胃癌细胞M GC8023、BGC2823和 SGC27901的生

长抑制率分别为53120%、61103%和33150% ,但是,

A TRA 不能抑制M KN 245细胞生长, 抑制率仅为

3187% [10 ]Λ为了确定A TRA 对胃癌细胞A P21活性

抑制的可能性, 我们将报告基因瞬时转染细胞Λ

CA T 测定表明, 在M GC8023、BGC2823和 SGC2
7901细胞中, A TRA 可以抑制 T PA 诱导的CA T 活

性, 抑制作用随 A TRA 浓度增加而加强, 而在

M KN 245细胞中, A TRA 不能抑制 T PA 诱导的

CA T 活性 (F ig. 1) Λ结果与A TRA 对胃癌细胞生长

抑制的结果吻合,提示A TRA 抑制A P21活性可能

与其抑制胃癌细胞生长密切相关Λ
212　RARΑ介导ATRA 抗AP-1活性的作用

A TRA 作用主要由其受体 RA R s 和 RXR s 介

导, 为了确定受体介导的作用, 我们首先检测

RA R Α、RA R Β和 RXR Α在细胞中的表达水平Λ

N o rthern 印迹分析表明,A TRA 能够诱导M GC802
3、BGC2823和 SGC27901细胞RA R Α的表达,不能诱

导M KN 245细胞 RA R Α的表达Λ但是A TRA 不能

诱导四株细胞RA R Β和RXR Α的表达,尽管RA R Β
在M KN 245细胞不表达 (F ig. 2) Λ
以上结果提示,A TRA 对RA R Α诱导可能与其
抑制A P21活性有关Λ为了证实这一可能性,我们将

反义 RA R Α和正义 RA R Α分别转染 BGC2823和

M KN 245细胞并稳定表达Λ与各自对照组对比,

BGCöaRA R Α26的 RA R Α表达被抑制, A TRA 不能

诱导其表达; 但M KN öRA R Α24的RA R Α表达增强,

且A TRA 诱导RA R Α表达 (F ig. 3) Λ当报告基因瞬
时转染细胞后, A TRA 抑制BGC2823细胞的A P21

活性, 但不能抑制 BGCöaRA R Α26细胞的 A P21活

性;相反,不能抑制M KN 245细胞的A P21活性,而抑

制M KN öRA R Α24细胞的A P21活性 (F ig. 4) ΛM T T

测定证实, A TRA 抑制BGC2823细胞生长, 但不能

抑制BGCöaRA R Α26细胞生长,抑制率从61103%下

降为1814% ; 相反, A TRA 不能抑制M KN 245细胞

生长, 而抑制M KN öRA R Α24细胞生长, 抑制率从

3187%上升到3117% Λ结果不仅表明 RA R Α的介导
作用,而且证实A TRA 通过抑制A P21活性而抑制

胃癌细胞生长Λ
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F ig. 1　 Inh ib ito ry effect of A TRA on A P21 activity in four gastric cancer cell lines

(A )M GC8023; (B)BGC2823; (C) SGC27901; (D )M KN 245

F ig. 2　Exp ression of RA RΑ, RA RΒ and RXRΑmRNA in

four gastric cancer cell lines

213　ATRA 对 cJun 和 cFos表达的调节

A P21的主要成分是 cJun 和 cFo s蛋白ΛA TRA

抑制胃癌细胞A P21活性的结果提示, A TRA 可能

调节 cJun 和 cFo s 水平ΛW estern 印迹分析表明,

A TRA 抑制M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞

的 cJun 表达,但不能抑制M KN 245细胞的 cJun 表

达ΛcFo s 在M KN 245细胞中不表达, A TRA 抑制

M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞 cFo s 表达

(F ig. 5) Λ
214　ATRA 对 HeLa 细胞的作用

宫颈癌 H eL a 细胞不表达内源性 RA R s 和

RXR s[1 ] , 因而我们利用它作为参照 , 进一步证实

F ig. 3　Exp ression of RA RΑmRNA in BGCöaRA RΑ26 and M KN öRA RΑ24 cell lines
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A P21活性与RA R Α的相关性ΛCA T 测定显示,当外

源性RA R Α表达质粒不存在时,A TRA 只能轻微地

抑制 T PA 诱导的CA T 活性 (抑制率约11% ) ,而当

外源性RA R Α表达质粒转染细胞时,A TRA 则显著

抑制 T PA 诱导的CA T 活性 (抑制率约62% ) (F ig.

6) Λ表明A TRA 可以通过RA R Α介导而加强对A P2
1活性的抑制Λ
进一步观察 cJunöcFo s、RA R Α与A P21活性之

间的相关性ΛCA T 测定显示,当外源性RA R Α表达
质粒不存在时,A TRA 只能轻微地抑制 cJunöcFo s

F ig. 4　Effect of A TRA on A P21 activity in BGCöaRA RΑ26

and M KN öRA RΑ24 cell lines

F ig. 5　Exp ression of cJun and cFo s (B)p ro tein in four gastric cancer cell lines

(A ) cJun; (B) cFo s; (C) Po sit ive con tro l

诱导的 CA T 活性 (抑制率约20% ) , 而当外源性

RA R Α表达质粒转染细胞时, A TRA 则显著抑制

cJunöcFo s诱导的CA T 活性 (抑制率约58% ) (F ig.

7) Λ结果证实, A TRA 对A P21活性的抑制与RA R Α
介导的对 cJun、cFo s的抑制密切相关Λ

F ig. 6　Effect of RA RΑon A P21 activity in H eL a cells

F ig. 7　Effect of cJunöcFo s and RA RΑon A P21 activity in

H eL a cells

3　讨　　论

视黄酸作用主要由其受体 RA R 和 RXR 介

导[3 ] ,视黄酸及其受体对A P21活性的抑制已被认为

是其抑制细胞生长和转化的重要机制之一[7 ]Λ在乳
腺癌细胞中, RA R Α或 RXR Α介导 R EM ( ret inyl
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m ethyl ether)的抗A P21活性[8, 9 ] , 而在 RA 抗性的

卵巢癌细胞中, RA R s和 RXR Α的过度表达可以恢
复视黄酸对A P21活性和细胞生长的抑制[10 ]Λ本文
结果也表明,视黄酸抑制A P21活性与其抑制胃癌细

胞生长密切相关ΛA TRA 抑制M GC8023、BGC2823

和 SGC27901细胞生长和 A P21活性, 但不能抑制

M KN 245细胞生长和A P21活性, 而且对A P21活性

的抑制是由 RA R Α介导的, 当反义 RA R Α转染
BGC2823细胞时,由于RA R Α表达受到抑制,A TRA

则不能抑制A P21活性,由此导致A TRA 对胃癌细

胞生长抑制作用的丧失Λ反之, 当正义RA R Α转染
M KN 245细胞时, 由于A TRA 诱导 RA R Α表达, 因

此能够抑制A P21活性和细胞生长Λ进一步实验则证
实,当外源性RA R Α瞬时转染H eL a 细胞时, A TRA

可以显著抑制A P21活性,抑制率提高近6倍Λ这些结
果证实,A TRA 诱导的内源性RA R Α能够介导其对
A P21活性的抑制,并通过它而有效地抑制胃癌细胞

生长Λ

A P21主要组成成分为 cJun 和 cFo s蛋白[1 ]Λ已
知A P21活性可由多种途径调节,包括 cJun 和 cFo s

蛋白表达及其磷酸化、cJun 正向自主调节和 cFo s

反向自主调节,其中 cJun 和 cFo s蛋白水平的变化

则是最直接的调节方式Λ因此, A TRA 抑制

M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞的 cJun 和

cFo s表达与其抑制A P21活性直接相关, 而不能抑

制M KN 245细胞的 cJun 表达则导致其不能抑制

A P21活性Λ而当RA R Α介导时, A TRA 就有效地抑

制 cJunöcFo s 诱导的A P21活性, 这是由于在 cJun

和RA R Α之间存在一种蛋白2蛋白的直接作用,从而

阻滞 cJun 结合到其应答元件上[1, 4 ]Λ有关报道还指
出, RA R Α阻止 cJun 和 cFo s形成二聚体,抑制A P2
1活性[1 ] , RA R Α还可以直接抑制一种与 cJun 作用

的促进DNA 结合的细胞因子而导致A P21活性下

降[4, 8 ]Λ值得注意的是, 在M KN 245细胞中, 尽管

RA R Α表达,却不能介导A TRA 抗A P21活性,我们

认为这是由于RA R Α表达水平过低的缘故, 因此,

A TRA 对RA R Α水平的诱导具有关键作用Λ
致谢　报告基因、RA R Α、cJun 和 cFo s等表达质粒由张
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