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CD Ks 和CK Is 在胃癌细胞周期调控中的相关性3
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摘要　研究CD K s 和 CK Is 在调节胃癌细胞周期进程中的作用表明, 全反式视黄酸 (A TRA ) 通过

诱导细胞滞留在 G1öG0 期而抑制胃癌细胞生长ΛW estern b lo t 分析显示,A TRA 可上调 p 21w af1öcip1

的表达, 而抑制 p 16 ink4的表达Λ 免疫沉淀及活性测定表明, CD K 2 激酶活性可被A TRA 抑制, 而

CD K 4 活性先被诱导上升, 24 h 后逐渐下降Λ 另外,A TRA 可以调节R b 蛋白的磷酸化和 c2m yc 蛋

白的表达Λ 由此证实, A TRA 诱导胃癌细胞滞留于 G1öG0 期与其上调 p 21w af1öcip1的表达和抑制

CD K 2 和CD K 4 激酶活性, 进而抑制R b 蛋白的磷酸化和 c2m yc 的表达有关Λ R b 蛋白是A TRA 抑

制胃癌细胞生长的下游调节因子Λ 另外, p 16 ink4的功能在胃癌细胞中可能丧失Λ
关键词　周期蛋白依赖性蛋白激酶, 周期蛋白依赖性蛋白激酶抑制因子, 细胞周期, 胃癌细胞, 全反

式视黄酸
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Rela tion sh ip between CD Ks and CK Is in Regula tion of Cell Cycle

Progress ion of Human Gastr ic Cancer Cells

CH EN Zheng2m ing,W U Q iao, SU W en2jin
(T he S ta te L abora tory f or T um or Cell E ng ineering , X iam en U niversity , X iam en 361005)

Abstract　T he ro les of CD K s and CD Is in regu la t ion of cell cycle p rogression of hum an gastric
cancer cells w as invest iga ted. T he resu lts demon stra ted that A TRA (all2trans ret ino ic acid) inh ib2
ited grow th of gastric cancer cells th rough inducing cells arrest in G1öG0. W estern b lo t t ing show ed
that p 21w af1öcip1 w as up 2regu la ted by A TRA in gastric cancer cells, w h ich resu lted in a decreased
CD K 2 act ivity, as revealed by imm unop recip ita t ion assay. How ever, p 16 ink4, w h ich specif ica lly in2
h ib ited cyclinD 1öCD K 4 comp lexes,w as dow n2regu la ted by A TRA bo th at mRNA and p ro tein lev2
els. By accompanying w ith ano ther inh ib ito r p 21w af1öcip1, it led to the increase of CD K 4 act ivity after
t rea tm en t of A TRA fo r 12 h, and the decrease after 24 h. A s a resu lt, R b p ro tein cou ld be regu la t2
ed in its pho spho ryla t ion sta te by A TRA. Fu rthermo re exp ression of c2m yc w as supp ressed by A 2
TRA. T aken together, the data indica te that induct ion of gastric cancer cells arrest in G1öG0 by A 2
TRA w as p robab ly th rough up 2regu la t ion of p 21w af1öcip1, w h ich con tribu ted to inh ib it ion of CD K 2

and CD K 4 act ivit ies, then led to R b pho spho ryla t ion chenges, associa ted w ith inh ib it ion of c2m yc
exp ression. R b m igh t be a dow n stream effecto r of A TRA in inh ib it ion of gastric cancer cell
grow th. In addit ion, the funct ion of p 16 ink4m igh t be lo st in gastric cancer cells.
Key words　Cyclin dependen t k inase, Cyclin dependen t k inase inh ib ito r, Cell cycle, Gastric cancer
cell,A ll2trans ret ino ic acid

　　细胞周期蛋白 (cyclin s)、周期蛋白依赖性蛋白

激酶 (cyclin dependen t k inases, CD K s) 和周期蛋白

依赖性蛋白激酶抑制因子 (cyclin dependen t k ina2
seinh ib ito rs, CK Is) 在细胞周期网络调控中起着重

要作用Λ 细胞生长既需要不同类型 cyclin 的正常消
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长, 又需要CK I 参与监控 cyclin 来调节CD K 活性,

三者平衡是保证细胞正常生长的必要条件ΛcyclinD

合成于G1 早期, 促使细胞的G12S 期转换[1 ]ΛcyclinD

与 CD K 结合形成具有活性的激酶复合物 (cyclinD 2
CD K) 而对R b 蛋白磷酸化, 磷酸化的R b 蛋白失去

对 E 2F 等转录因子的结合功能, 使游离的 E 2F 进入

核内, 启动 S 期中细胞增殖相关基因 (如 c2m yc,

cdc2 等)转录, 导致细胞恶性增殖[2 ]ΛCK I作为CD K

底物的竞争物, 通过结合CD K 而抑制 cyclin2CD K

活性, 由此阻止细胞进入 S 期[3 ]Λ 因此, 诸多因子的

相互作用形成级联调控网络, 共同调节细胞周期的

进程Λ
细胞周期失控是癌变的重要原因之一, 一些生

长因子诱导细胞增殖或者一些诱导剂诱导细胞分化

归根到底就是影响细胞周期的运行, 因此细胞周期

与细胞增殖、分化和凋亡等密切相关Λ本文在观察视

黄酸调控胃癌细胞周期过程中, 试图分析 cyclinD 1、

CD K 2、CD K 4 和 p 21w af1öcip1、p 16ink4以及 R b、c2m yc 之

间的相关性, 探讨这些因子在胃癌细胞周期中的正、

负调控作用Λ结果表明, 在视黄酸调节胃癌细胞周期

过程中 p 21w af1öcip1起着主要作用; p 16 ink4表达水平的

下降可能导致CD K 4 活性的上升, 这为阐明胃癌细

胞增殖和分化的调控机理提供新线索Λ

1　材料和方法

111　细胞培养和药物处理

胃癌细胞株M GC8023 和 BGC2823 均用 R P2
M I21640 培养液培养Λ细胞接种 24 h 后加入全反式

视黄酸 (a ll2trans 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,BGC2
823 细胞购于上海细胞所细胞库Λ
112　细胞生长速率测定

以 1 000 细胞ö孔将细胞接种到 96 孔培养板

中, 加入不同浓度的A TRA 处理细胞 9 d, 以M T T

( 32[ 4, 52dim ethylth iazo l222yl ]22, 52diphenylte2
t razo lium b rom ide, Sigm a) 染色细胞, SD Sö二甲基

甲酰胺中止反应后在酶标仪上测定反应液光密度值

(570 nm ) Λ
113　流式细胞术测定细胞周期

细胞经 70% 乙醇固定后, 加入无 DN ase 的

RN ase (1. 0 m göm l) 处理细胞, 碘化丙啶 (Sigm a) 染

色, 用流式细胞仪分析细胞在各周期的分布Λ
114　RNA 提取和 Northern blot

硫氰酸胍2氯化铯超速离心法提取总RNA Λ 以

Α232 P2dA T P 和 Α232P2dCT P (北京亚辉生物公司) 标

记DNA 探针 (北京天象人公司) Λ按文献[ 4 ]方法进

行N o rthern b lo tΛ 以 28S 和 18S 作为总RNA 的定

量参照Λ
115　蛋白提取和W estern blot

常规方法[4 ]制备细胞裂解液, 在 SD S2PA GE 凝

胶上电泳, 蛋白转膜后与相应抗体 (San ta C ruz) 温

育, 以 ECL 试剂盒 (Am ersham ) 显示蛋白Λ 以 Α2
tubu lin 作为蛋白的定量参照Λ
116　免疫沉淀和激酶活性测定

参照文献[ 5 ]方法测定Λ细胞裂解液与CD K 2 或

CD K 4 抗 体 ( San ta C ruz ) 温 育 2 h (室 温 ) , 用

Sepharo se2p ro tein A 沉淀蛋白, 以 H iston H 1 作底

物, 在含 Χ232 P2A T P 的反应液中反应, 反应液在

12% SD S2PA GE 上电泳后干胶, 放射自显影Λ

2　结　　果

211　ATRA 对胃癌细胞生长和细胞周期的影响

M T T 测定结果表明, A TRA 能够有效地抑制

胃癌M GC8023 和BGC2823 细胞生长, 抑制作用随

A TRA 浓度的增加而加强 (F ig. 1) Λ 细胞周期测定

表明, A TRA 可以调节M GC8023 和BGC2823 细胞

的周期分布, 细胞处理 24 h 后, G1öG0 期细胞从

3517%提高到 6117% (M GC8023) 和从 2919% 提高

到 5619% (BGC2823) , 而 S 期细胞则从 5410% 下降

到 1017% (M GC8023) 和从 6114% 下降到 1610%

(BGC2823) (T ab le 1) Λ

F ig. 1　Effect of A TRA on grow th inh ib it ion of gastric can2

cer cells

T he concen tration of A TRA is 10- 6, 10- 7, 10- 8, 10- 9 mo lö

L respectively

212　ATRA 对 p21waf1öclp1和 p16 ink4表达的影响

分析表明, p 21w af1öcip1蛋白在M GC8023 和BGC2
823 细胞中均表达,A TRA 可以上调 p 21w af1öcip1蛋白
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Table 1　Cell cycle distribu tion (% )

of gastric cancer cell lines

A TRA

treatm en t

M GC8023 BGC2823

0 h 12 h 24 h 0 h 12 h 24 h

G0öG1 3517 5219 6114 2919 5018 5619

S 5410 1715 1017 6114 2315 1610

G2öM 1013 2915 2716 8170 2517 2711

水平, 并且这种诱导在 3 h 就可以发生 (F ig. 2A ) Λ

p 16 ink4mRNA 和蛋白在M GC8023 和BGC2823 细胞

中表达, 但经过A TRA 作用后, p 16 ink4 mRNA 和蛋

白表达水平受到抑制, 而且随着A TRA 作用时间的

延长, 抑制作用更明显 (F ig. 2B , F ig. 3) Λ

F ig. 2　Exp ression of p21w af1öcip1 (A ) and p16ink4 (B) in gastric

cancer cells show n by W estern b lo tt ing

F ig. 3　Exp ression of p16 ink4 and cyclinD 1, CD K4 mRNA in

gastric cancer cells show n by N o rthern b lo tt ing

213　ATRA 对 cycl inD 1、CD K2 和CD K4 的m RNA、

蛋白和激酶活性的影响

在M GC8023 和BGC2823 细胞中都可以检测到

cyclinD 1 和 CD K 4 mRNA 和蛋白的表达, 但A TRA

不能调节其表达水平[F ig. 3, 4A ,B ]Λ以免疫沉淀法

测定激酶活性时, 可以检测到M GC8023 和 BGC2
823 细胞中 CD K 4 激酶活性, 当A TRA 处理 6 h 和

12 h 时, CD K 4 活性有所上升, 当A TRA 处理 24 h

时, CD K 4 活性受到抑制 (F ig. 5A ) Λ 与 CD K 4 一样,

A TRA 也不能抑制CD K 2 mRNA 和蛋白水平 (结果

未显示) , 但与 CD K 4 不同的是, A TRA 能够抑制

CD K 2 活性 (F ig. 5B ) Λ

F ig. 4　Exp ression of cyclinD 1 (A ) and CD K4 (B ) in gastric

cancer cells Show n by W estern b lo tt ing

F ig. 5　A ctivity of CD K4 (A ) and CD K2 (B) in gastric cancer

cells show n by lmm unop recip itation

214　ATRA 对 Rb 和 c-m yc 蛋白的影响

W estern b lo t 分析显示, A TRA 参与调节

M GC8023 和BGC2823 细胞R b 的磷酸化过程, 使磷

酸化的R b (ppR b) 比例减少, 去磷酸化的R b (pR b)

比例增加 (F ig. 6A ) Λ A TRA 还能够抑制M GC8023

和BGC2823 细胞的 c2m yc 蛋白表达, 并具有时间依

赖性 (F ig. 6B ) Λ

031 中国生物化学与分子生物学报 16 卷

© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



F ig. 6　Exp ression of Rb (A ) and c2m yc (B) in gastric cancer

cells show n by W estern b lo tt ing

3　讨　　论

本文研究表明,A TRA 能够诱导胃癌细胞滞留

在 G1öG0 期, 通过调控胃癌细胞周期而抑制胃癌细

胞生长 (F ig. 1, T ab le 1) Λ细胞周期的调节是一个复

杂的调节网络, 有正、负调节方式Λ p 21w af1öcip1在细胞

周期调控中起着重要作用, 它可以结合大多数的

CD K s 并抑制其激酶活性, 阻止细胞的周期进程[6 ]Λ

p 21w af1öcip1在大多数高等动物细胞中均有表达, 以量

的方式调节细胞周期和细胞分化, 只有当 p 21w af1öcip1

达到一定量时才影响细胞生长[7 ]Λ 本文实验表明,

p 21w af1öcip1在胃癌M GC8023 和BGC2823 细胞中均有

表达, 但表达水平较低, 经过A TRA 的诱导, 表达水

平迅 速 提 高 ( F ig. 2A ) , 表 明 A TRA 诱 导 的

p 21w af1öcip1表达与其对细胞周期调节和细胞生长抑制

密切相关Λ p 16ink4是另一个重要的负调节因子, 能与

cyclinD 1 竞争性结合CD K 4, 抑制其对 R b 蛋白的磷

酸化[8 ] , 因而 p 16ink4被普遍认为是一种肿瘤抑制基

因Λ 然而, 本文实验却发现, A TRA 下调胃癌

M GC8023 和 BGC2823 细胞中 p 16 ink4 mRNA 或蛋

白的表达水平, 而且随着A TRA 作用时间的延长,

抑制作用更明显 (F ig. 2B , 3) Λ 由此提示 p 16ink4的功

能在胃癌细胞中可能降低甚至丧失, 这可能是由于

其它相关因子的作用所致, 或者在 p 16 ink4的基因调

控区存在突变Λ
由于 p 16ink4具有特异性地与 cyclinD 1 竞争而结

合 CD K 4 但不结合 CD K 2 的特性[9 ] , 我们首先检测

cyclinD 1 和CD K 4mRNA 和蛋白的表达水平Λ 结果

A TRA 不能在mRNA 和蛋白水平上调节 cyclinD 1

和CD K 4 的表达 (F ig. 3, 4) Λ进一步测定CD K 4 激酶

活性显示, 当A TRA 处理 6 h 和 12 h 时, CD K 4 活

性有所上升, 当A TRA 处理 24 h 时, CD K 4 活性受

到抑制 (F ig. 5A ) Λ 据此, 我们推测 A TRA 下调

p 16 ink4的表达可能导致CD K 4 激酶活性的上升Λ由于

p 16 ink4并非唯一的 cyclinD 2CD K 4 抑制剂, 其生物活

性可以被 p 21w af1öcip1补偿[10 ] , 因此, 24 h 后A TRA 抑

制 CD K 4 激酶活性可能与其诱导 p 21w af1öcip1表达水

平的上升有关Λ p 21w af1öcip1不仅可以抑制CD K 4 激酶

活性, 也可以抑制CD K 2 激酶活性[3 ]Λ本文也观察到

A TRA 不能抑制CD K 2mRNA 和蛋白水平 (结果未

显示) , 但能够抑制CD K 2 激酶活性 (F ig. 5B ) Λ 由此

表明A TRA 上调 p 21w af1öcip1表达与其抑制 CD K 2 活

性密切相关, 并进一步佐证了 p 21w af1öcip1在调节胃癌

细胞周期过程中的关键作用Λ 因此, p 21w af1öcip1、

p 16 ink4和 CD K 2、CD K 4 之间的调控与被调控关系调

节胃癌细胞的周期进程Λ
肿瘤抑制基因 R b 是 G1→S 期转换的中心成

分, 可以被 CD K s 磷酸化, 在调控途径中位于 cy2
clin2CD K、p 16 ink4和 p 21w af1öcip1的下游[8, 11 ] , 因此, A 2
TRA 对 p 21w af1öcip1的诱导和对 CD K 2、CD K 4 激酶活

性的抑制可能影响到R b 的功能状态Λ 本文结果证

实了这一可能性, 即: A TRA 参与下调胃癌细胞R b

的磷酸化过程, 使磷酸化的R b 比例减少, 去磷酸化

的 R b 比例增加 (F ig. 6A ) , 而后者则具有抗癌活

性[12 ]Λ 去磷酸化的R b 蛋白通过抑制 E 2F 基因产物

及其基因转录双重作用发挥作用[2 ]Λ c2m yc 是 E 2F

的作用靶子, 在细胞增殖过程中具有重要作用, 所以

当A TRA 抑制 R b 磷酸化后, 游离的 E 2F 减少, c2
m yc 的表达也随之下降 (F ig. 6B ) , 表明了 R b 蛋白

在周期调控中的重要地位Λ当然, 细胞周期的调控是

一个复杂的过程, 还有许多其它分子参与, 因此, 对

它们相关性的进一步研究, 将有助于进一步阐明细

胞增殖和分化的调控机理Λ
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