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血清对全反式视黄酸抑制肺癌细胞生长的影响

吴 　乔
(厦门大学生命科学学院 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 　研究不同浓度的血清对全反式视黄酸 (ATRA)抑制肺癌细胞生长的影响. 当细胞培养在 10 %

血清中 ,ATRA 不能抑制肺癌细胞生长 ,但是当细胞培养在 1 %血清中 ,ATRA 能够有效地抑制肺癌

细胞生长. 视黄酸受体 RARβ介导视黄酸的抗癌作用. Northern 印迹分析表明 ,在高浓度血清中 AT2
RA 不能诱导 RARβ表达 ,但在低浓度血清中 ATRA 可以诱导 RARβ表达 ,并且瞬时转染和 CAT测定

证实是通过激活 RABβ启动子转录活性而诱导 RARβ表达的. 孤生受体 Nur77 受到血清生长因子刺

激后会大量表达 ,具有抗视黄酸活性的作用. 肺癌细胞培养在低浓度血清中 ,Nur77 mRNA 低水平表

达和 Nur77 蛋白不表达. 然而在高浓度血清中 ,Nur77 mRNA 和蛋白高水平表达. 另外 ,在无血清条

件下 ,EGF 也可以诱导 Nur77 表达. 结果提示 ,血清中的生长因子可能拮抗 ATRA 抑制肺癌细胞生

长的作用 ,其作用途径可能是通过刺激细胞中 Nur77 表达 ,或者通过下调 RARβ启动子的转录活性

而抑制 RARβ的表达.
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Effect of Serum on the Growth Inhibition of Lung Cancer Cells

by All2trans Retinoic Acid

WU Qiao
( The Key Laboratory of Education Ministry for Cell Biology and Tumor Cell Engineering ,

The School of Life Sciences , Xiamen University , Xiamen , 361005 , China)

Abstract 　The effects of serum concentration on growth inhibition of lung cancer cells by all2trans retinoic ac2
id (ATRA) were investigated. It was found that lung cancer cells ,H292 and H460 ,were resistant to ATRA effect
on their growth inhibitions when cells were cultured in 10 % serum medium. However ,the growth of cells was
inhibited by ATRA while the cells were cultured in 1 % serum medium. Northern blot showed that RARβ(retin2
oic acid receptorβ) ,which is associated with anti2cancer of ATRA ,was induced by ATRA at low serum con2
centration through activation of transcriptional activities of RARβpromoter andβRARE(βretinoic acid response
element) ,revealed by transient transfection and CAT assay ,but was not induced at high serum concentration.
Orphan receptor Nur77 ,which is rapidly induced by serum growth factors and is involved in retinoic acid resis2
tance ,was expressed in mRNA and protein levels at high serum concentration ,detected by Northern blot and
Western blot ,but not expressed in protein level and expressed at low level of mRNA at low serum concentration
in lung cancer cells. In addition ,EGF also induced Nur77 expression in lung cancer cells under the condition of
serum2free. Taken together ,the data indicated that some of growth factors presented in serum might antagonize
the effect of ATRA on growth inhibition of lung cancer cells. The pathway for serum action is likely to stimulate
expression of Nur77 by some growth factors in serum ,or suppress expression of RARβthrough down2regulation
of transcriptional activity of RARβpromoter.
Key words 　serum ,all2trans retinoic acid ,retinoic acid receptorβ(RARβ) ,Nur77 receptor ,lung cancer cells
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　　全反式视黄酸可以抑制许多类型癌细胞 ,包括

乳腺癌细胞、肺癌细胞和胃癌细胞的恶性生长[1 - 3 ] .

视黄酸主要通过其受体 RARs (retinoic acid receptors)

和 RXRs ( retinoid X receptors) 发挥作用 ,其中 RARβ

在介导视黄酸的抗肺癌细胞生长过程中起着重要作

用[1 ,4 ]
.孤生受体 (orphan receptor) Nur77 属于核受体

超家族成员 ,已确定在 RARβ启动子中含有Nur77 的

结合位点[1 ,2 ,5 ] . 尽管 Nur77 的特异性配体尚未确定 ,

但它可以通过调节 RARβ启动子的转录活性而参与

视黄酸对 RARβ 表达和对肺癌细胞生长的调

控[1 ,2 ,5 ]
.

研究中发现 ,血清浓度对视黄酸抑制肺癌细胞

生长影响很大. 血清中的主要成分是牛血清白蛋白

(BSA) ,提供营养. 此外 ,血清中还含有许多生长因

子 ,包括表皮生长因子、血小板衍生物生长因子、转

化生长因子α、β等[6 ]
. 但是 ,血清中的这些成分通过

何种途径、发挥什么作用至今仍不清楚. 本文试图通

过分析一些相关基因表达的变化 ,了解血清拮抗视

黄酸抑制肺癌细胞生长的关键点 ,为阐明血清的功

能作用提供线索.

1 　材料与方法

111 　细胞培养和全反式视黄酸药物处理

肺癌细胞株 H292 和 H460 均用 DMEM 培养液

培养. 根据实验需要. 全反式视黄酸 (all2trans retinoic

acid ,ATRA ,10
- 6

molΠL ,Sigma) 处理细胞 (24 h) 时培

养液中的血清浓度分别为 10 %和 1 % ; EGF (表皮生

长因子 ,200 ngΠml) 或 BSA (牛血清白蛋白 ,2 mgΠml)

处理细胞 (24 h) 时用无血清培养液. 细胞株来源于

美国 ATCC(American Type Culture Collection) .

112 　细胞生长测定

以 1 000 细胞Π孔的接种量将细胞接种于 96 孔

培养板中 ,用不同浓度的 ATRA 连续处理细胞 ,每隔

1 d 更换含 ATRA 的新鲜培养液. 9 d 后 ,以 MTT(32
[4 , 52dimethylthiazol222yl ]22 , 52diphenyltetrazolium bro2
mide ,Sigma)染色细胞 3～4 h ,酶标法测定细胞生长

率[3 ]
.

113 　RNA的提取和 Northern 印迹

硫氰酸胍2氯化铯离心法提取总 RNA ,每一样品

取 30μg 总 RNA 进行电泳 ,转膜 ,并与32
P2dATP 和

32
P2dCTP(北京亚辉生物公司) 标记的探针 (RARβ和

Nur77)杂交.β肌动蛋白标记为 O 的电泳带作为各

样品 RNA 用量的参照[3 ,7 ] .

114 　蛋白提取和 Western 印迹

常规方法提取蛋白 ,SDS2PAGE ,蛋白转膜后与

抗体 (Nur77 , Santa Cruz) 温育 , ECL 试剂盒 (Amer2
sham) 显色 ,α2tubulin 作为各样品蛋白用量的参

照[3 ,7 ]
.

115 　瞬时转染和氯霉素乙酰转移酶( CAT)测定

细胞培养在 6 孔板中. 采用磷酸钙和 DNA 共沉

淀的转染方法 ,主要步骤为 :将 100 ng 报告基因 ,400

ngβ2半乳糖苷酶表达质粒 ( Pharmacia) 等瞬时转染到

细胞中. 以3
H2乙酰辅酶 A 作为底物测定 CAT 活性

(CPM 值 ) , 以β2半乳糖苷酶活性定量转染的效

率[1 ,2 ] .

所用的报告基因是将视黄酸应答元件 (包括

RARβ启动子和βRARE (β retinoic acid response ele2
ment)等)连接到含有胸腺嘧啶脱氧核苷激酶的 CAT

(chloramphenicol acetyltransferase)启动子上 ,表达载体

为 pBluescript2CAT vector (Pharmacia) [2 ]
.

2 　结果

211 　血清对视黄酸抑制肺癌细胞生长的影响

当肺癌细胞 H292 和 H460 培养在含 10 %血清

的培养液中 ,ATRA 几乎不能抑制细胞生长 ;但是 ,

当细胞培养在含 5 %血清的培养液中 ,ATRA 可以抑

制细胞生长 ,并且随血清浓度的降低 ,ATRA 的抑制

作用增强 ,当血清浓度为 1 %时 ,ATRA 的抑制作用

达到 50 %以上 (Fig. 1) .

212 　血清对 RARβmRNA表达水平的影响

ATRA 通过其受体 RARβ的介导而抑制肺癌细

胞生长[2 ]
. Northern 印迹检测 RARβmRNA 表达水平

的结果表明 ,无论在高浓度 (10 %)或低浓度 (1 %) 血

清中 ,H292 和 H460 细胞均不表达 RARβ;然而 ,当血

清浓度为 1 %时 ,ATRA 可以诱导 RARβ表达 ,而当血

清浓度为 10 %时 , ATRA 则不能诱导 RARβ表达

(Fig. 2) .

213 　血清对 RARβ启动子转录活性的影响

ATRA 通过其受体介导可以调节视黄酸应答元

件 (如 RARβ启动子、βRARE) 的转录活性 ,由此调控

靶基因 (如 RARβ自身)的转录和表达[1 - 2 ] . 将报告基

因 RARβ启动子瞬时转染到 H292 和 H460 细胞中表

达 ,通过 CAT活性测定 RARβ启动子的转录活性表

明 ,在 10 %血清中 ,ATRA 几乎不能诱导 RARβ启动

子的转录活性 ,而在 1 %血清中 ,ATRA 可以诱导

RARβ启动子的转录活性 (Fig. 3) .
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Fig. 1 　Effect of various concentrations of serum indicated on

growth inhibition of lung cancer cells by ATRA(molΠL)

The mean of cell number in three independent experiments is shown

( x ±s)

Fig. 2 　Expression of RARβinduced by ATRA(10 - 6 molΠL)

at various concentrations of serum

214 　血清对βRARE转录活性的影响

βRARE(β retinoic acid response element ) 存在于

RARβ启动子中 ,是具有较强作用的视黄酸应答元件

之一[1 - 2 ]
. 当βRARE 报告基因瞬时转染到 H292 和

H460 细胞中表达时 ,所测的βRARE 转录活性的结

果 ( CAT activity) 与 RARβ启动子的转录结果相符

(Fig. 4) ,不同之处仅在于它们之间相对的转录活

性 ,即βRARE 的倍数诱导率 (fold induction) ,ATRA

Fig. 3 　Activation of transcriptional activity of RARβpromoter by

ATRA(10 - 6 molΠL) at various concentrations of serum

Data shown represent the mean of duplicate experiment ( x ±s)

诱导报告基因的转录活性 ( ■)Π报告基因的基础转

录活性 ( □) ) 高于 RARβ启动子的倍数诱导率 ( Fig.

5) ,提示βRARE序列可能是视黄酸受体直接结合和

作用的位点.

Fig. 4 　Activation of transcriptional activity of βRARE by ATRA

(10 - 6 molΠL) at various concentrations of serum

Data shown represent the mean of duplicate experiment ( x ±s)

Fig. 5 　Relative fold induction in transcriptional activities of RARβ

promoter andβRARE

215 　血清对 Nur77 mRNA和蛋白表达水平的影响

Nur77 是一种立即早期基因 ,当生长因子刺激
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细胞时 ,Nur77 就大量表达 ,而 Nur77 的表达与肺癌

细胞的抗 ATRA 活性密切相关[1 - 2 ]
. Northern 印迹结

果显示 ,当 H292 和 H460 细胞分别培养在 1 %和

10 %血清的培养液中 ,Nur77 mRNA 的表达水平明显

不同 ,前者 (1 %)的表达水平明显低于后者 (10 %) 的

表达水平. 但是 ,ATRA 不能提高或降低细胞中 nur77

mRNA的表达水平 ( Fig. 6) . Western 印迹结果则表

明 ,在 1 %血清中检测不到 Nur77 蛋白的表达 ,而在

10 %血清中 Nur77 高水平表达. 同样 ,ATRA 不能改

变细胞中 Nur77 蛋白的表达水平 (Fig. 7) .

Fig. 6 　Expression level of Nur77 mRNA in lung carcer cells de2

tected by Northern blot

Fig. 7 　Expression level of Nur77 protein in lung carcer cells de2

tected by Western blot

216 　血清、BSA 和 EGF 对 Nur77 mRNA 的诱导作

用

为了进一步分析 Nur77 的诱导与血清中各种成

分 ,如牛血清白蛋白和表皮生长因子等的相关性 ,在

无血清条件下用 EGF(表皮生长因子) 、BSA (牛血清

白蛋白)分别处理细胞 ,并以 10 %血清作为阳性对

照 ,以观察 Nur77 mRNA 表达水平的变化. 结果如

Fig. 8 所示 ,肺癌细胞在无血清培养液中生长时不表

达 Nur77 ,EGF 同 10 %血清一样都可以诱导 Nur77 表

达 ,而 BSA 则不能诱导 Nur77 表达. 由此提示 ,血清

对 Nur77 的诱导可能是血清中的生长因子而不是牛

血清白蛋白诱导的结果.

Fig. 8 　Effects of serum(10 %) ,EGF(200 ngΠml) and BSA(2 mgΠ

ml)on expression of Nur77 mRNA shown by Northern blot

3 　讨论

为了探讨血清的作用 ,本文分析了不同浓度的

血清对全反式视黄酸 (ATRA) 抑制肺癌细胞生长的

影响. 随着血清浓度的下降 ,ATRA 抑制肺癌细胞生

长的能力提高 (Fig. 1) ,表明血清中的某些因子可能

拮抗 ATRA 的作用 ,从而减弱 ATRA 对肺癌细胞生

长的抑制作用. ATRA 的作用由其受体 RARs 和

RXRs 介导 ,我们先期研究已表明 ,ATRA 对肺癌细

胞生长抑制与其诱导 RARβ表达密切相关[2 ]
,RARβ

不表达可能导致细胞的恶性转化与增殖[1 ,8 ]
. 本文实

验显示 ,在高浓度血清中 ,ATRA 不能诱导 RARβ表

达 ,而在低浓度血清中 ,ATRA 可以诱导 RARβ表达

(Fig. 2) ,这一结果与 ATRA 在不同浓度的血清中抑

制肺癌细胞生长的结果 ( Fig. 1) 相吻合 ,不仅佐证了

RARβ表达是介导 ATRA 抑制肺癌细胞生长的必要

条件之一 ,而且证实了血清中的某些因子可以通过

抑制 RARβ的表达而拮抗 ATRA 的作用.

相关研究表明 ,在无血清条件下 ,132cisRA 可以

抑制人小细胞肺癌细胞的生长 ,但是当加入血清时 ,

132cisRA 不能抑制这些癌细胞的生长[6 ] . 蛋白激酶

C的激活因子佛波酯 ( TPA) 在无血清培养液中可以

激活肺癌细胞生长 ,但 1 %血清则拮抗 TPA 的激活

作用[9 ]
. 可见血清具有正向和反向调节细胞生长的

作用 ,至于血清中何种因子在拮抗 ATRA 抑制肺癌

细胞生长方面起着主导作用至今仍不清楚. Haisu

Wan 等人认为是血清中的某些生长因子而不是牛血

清白蛋白起关键作用[9 ]
. 血清中的生长因子可以诱

导细胞中的一些立即早期基因 (immediate2early gene)

表达[10 ] . Nur77 是一种立即早期基因 ,当血清生长因
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子和神经生长因子等诱导细胞时 ,Nur77 就大量表

达 ,由此刺激细胞生长[11 ]
. Nur77 作为转录因子 ,在

介导细胞对外界刺激信号的应答过程中 ,通过与特

异序列位点上的 DNA 相互作用来发挥其功能作

用[12 ]
. 结合本文结果 ,我们分析认为 ,在低浓度血清

中 ,Nur77 蛋白不表达或者 Nur77 mRNA 低水平表达

时 (Fig. 6 ,7) ,ATRA 就可以直接通过调节βRARE 乃

至 RARβ启动子的转录活性 ( Fig. 3 ,4) 来诱导 RARβ

表达 (Fig. 2) ,从而抑制肺癌细胞的生长 ( Fig. 1) . 而

在高浓度血清中 ,细胞受到血清中生长因子刺激后 ,

Nur77 大量表达 ,此时 ATRA 无法进一步下调 Nur77

mRNA 和蛋白的表达水平 (Fig. 6 ,7) ;另外 ,在高浓度

血清中 ,βRARE 和 RARβ启动子的转录活性也相对

较低 ,与对照组相比差别不明显 ( Fig. 3 ,4 ,5) ,从而

导致 ATRA 不能诱导肺癌细胞 RARβ的表达 ( Fig.

2) . 因此 ,在高浓度血清条件下 ,无论是 Nur77 大量

表达还是 RARβ不表达都可能直接影响 ATRA 不能

有效地抑制肺癌细胞生长 ( Fig. 1) . 当然 ,要确定这

两种现象的因果关系仍需进一步的实验来证实.

本文结果还提示血清中的生长因子而不是牛血

清白蛋白能够上调 Nur77 基因表达 ( Fig. 8) ,影响

ATRA 抑制肺癌细胞生长的作用. 但是也有文章指

出 ,在生理状态下 ,ATRA 会结合到血浆中的血清白

蛋白上 ,而对于培养细胞来说 ,这种结合限制了 AR2
TA 的生理作用[6 ]

,阻止 ATRA 代谢并导致失活 ,这

是一种从介质到细胞的可调控的释放过程[13 ]
. 因

此 ,血清中究竟是生长因子还是牛血清白蛋白起主

要作用可能必须根据不同的微环境 (如培养细胞或

者体内生理状态) 、不同的研究对象 (如不同的细胞

和不同的基因)加以区别.
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