
基金项目 :国家自然科学基金资助项目 (39880015) ;国家杰出青

年科学基金 (B类)资助项目 (39825502)

作者单位 :361005 厦门大学肿瘤细胞工程国家专业实验室

·基础研究·

维甲酸α受体介导全反式维甲酸抑制
胃癌细胞生长的作用机理

吴乔　陈正明　刘苏　苏文金

【摘要】　目的　探讨维甲酸α受体 (RARα)介导全反式维甲酸 (ATRA)抑制胃癌细胞生长的作用

机理。方法　应用 Northern blot分析维甲酸受体在胃癌细胞中的表达水平 ,通过脂质体转染方法将

sense RARα和 antisense RARα分别转染到细胞中 ,通过MTT方法和软琼脂集落形成实验分析 ATRA对

转染细胞生长和恶性程度的影响 ,瞬时转染和测定氯霉素乙酰转移酶 (CAT)活性 ,分析维甲酸应答元

件 (RARE)的转录活性。结果　ATRA诱导 BGC2823细胞 RARα表达 ,但不能诱导 MKN245细胞 RARα

表达。在转染细胞中 ,ATRA可以抑制转 sense RARα的 MKN细胞生长 ,但不能抑制转 antisense RARα

的BGC细胞生长。与MKN245细胞比较 ,ATRA诱导 MKN/ RARα细胞βRARE的转录活性较高 ,但与

BGC2823细胞比较 ,ATRA诱导BGC/ aRARα细胞βRARE的转录活性则较低。结论　足够量的 RARα对

于介导 ATRA抑制胃癌细胞生长作用是必需的。
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Mechanism of retinoic acid receptorα2mediated growth inhibition of gastric cancer cells by all2trans
retinoic acid　WU Qiao , CHEN Zhengming , LIU Su , et al . The State Laboratory for Tumor Cell Engineering ,

Xiamen University , Xiamen 361005 , China

【Abstract】　Objective 　To study the mechanism of retinoic acid receptorα(RARα) in mediating growth
inhibition of gastric cancer cells by all2trans retinoic acid(ATRA) . Methods　Expression of RARs was detected by
Northern blot. After anti2sense RARαor sense RARαhad been transfected into gastric cancer cell lines BGC2823
and MKN245 respectively , the inhibitory effect of ATRA on cell growth in stable clones was analyzed using MTT
assay and colony forming assay in soft agar. The transcriptional activation of retinoic acid response element
(RARE) was measured by CAT assay. Results　ATRA could induce expression of RARα in BGC2823 cells , but
not in MKN245 cells. In stable clones , ATRA could inhibit growth of MKN245 cells transfected with RARαgene ,
but could not inhibit that of BGC2823 cells transfected with antisense RARα. Transient transfection and CAT assay
showed higherβ2RAR response element (βRARE) transcriptional activation induced by ATRA in MKN245 cells
transfected with RARαgene compared to parental MKN245 cells , while lowerβRARE transcriptional activation was
seen in BGC cells transfected with antisense RARα gene compared to parental BGC2823 cells. Conclusion
Sufficient level of RARαis required for growth inhibition of gastric cancer cells by ATRA.
【Subject words】　Stomach neoplasms ; Retinoic acid ; Retinoic acid receptorα; Gene transfection

　　维甲酸 (retinoic acid , RA) 的作用主要由其受体

———维甲酸受体 (retinoic acid receptor , RAR)和维甲

类 X受体 ( retinoid X receptor , RXR)介导 ,它们属于

类固醇/甲状腺激素受体超家族成员 ,由 3种不同基

因α、β和γ编码 ,由此形成不同的受体亚类[1 ]。许

多证据表明 ,RAR活性的改变与某些疾病相关。在

急性早幼粒细胞白血病中 ,当染色体发生 t (15 ;17)

易位时 ,导致异常 PML2RARα融合受体的产生 ,并引

起非正常的 RARα转录[2 ]。在肺癌中 ,靠近 RARβ基

因区的染色体 3P短臂经常发生缺失[3 ] ,人乳腺癌细

胞由于不表达 RARβ而对 RA产生抗性[4 ]。因此 ,探

讨 RAR的功能作用对于阐明 RA的抗癌机制具有重

要意义。

材料与方法

　　11胃癌细胞株和药物处理 :BGC2823和MKN245

细胞购于上海细胞所细胞库 ,RPMI21640 培养液培

养。10 - 6 mol/ L全反式维甲酸 (all2trans retinoic acid ,

ATRA ; Sigma公司)处理细胞。

21RNA提取和 Northern blot :细胞经 ATRA处理
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24 h后 ,硫氰酸胍提取和氯化铯超速离心制备总

RNA ,Northern blot 按文献 [ 5 ]方法。探针 RARα、

RARβ、RARγ和 RXRα由美国加州 Burnham研究所张

晓坤博士惠赠。以 28S和 18S定量所用的 RNA量。

31基因转染和细胞形态观察 :克隆有 antisense

RARα和 sense RARα质粒的表达载体 (张晓坤博士

惠赠)通过脂质体 ( Gibco BRL)介导方法转染到细胞

中 ,空白载体 (pRC/ CMV)作为对照 , G418筛选细胞 ,

Northern blot确定 RARα表达 ,观察克隆细胞形态。

41细胞生长测定 :以 1 000细胞/孔接种量将细

胞接种在 96孔板 ,ATRA处理细胞 9 d ,MTT[ 32(4 ,52
dimethylthiazol262yl )26 , 52diphenyltetrazolium bromide ]

方法测定细胞生长率[6 ]。

51软琼脂集落形成测定 :0. 5 %琼脂作为底层 ,

在 0. 3 %琼脂中加入细胞 ,使细胞终浓度为 1×105/

ml (实验组则同时加入 ATRA) ,混匀后取 1 ml 铺展

在底层琼脂上 ,凝固后置 CO2培养箱中培养 ,3周后

计数集落形成数 (直径 > 80μm集落为阳性) 。

61DNA瞬时转染和氯霉素乙酰转移酶 (CAT)测

定 :脂质体介导方法将报告基因βRARE2tk2CAT(张

晓坤博士惠赠)瞬时转染到细胞中 ,转染后 ,细胞经

ATRA处理 24 h ,测定 CAT活性[6 ]。

结 果

　　11RARα、RARβ、RARγ和 RXRα在胃癌细胞中的

表达 :Northern blot 分析表明 ,RARα在 BGC2823细胞

中表达水平较高 ,在MKN245细胞中表达水平很低。

ATRA诱导后 ,BGC2823细胞 RARα表达水平显著提

高 ,而MKN245细胞 RARα表达水平不变。RARβ在

BGC2823细胞表达 ,在 MKN245 细胞不表达 ; RARγ

在两株细胞中均不表达 ,RXRα在两株细胞中低水平

表达。然而 ,ATRA 都不能诱导两株细胞的 RARβ、

RARγ和 RXRα表达 (图 1) 。

21转染基因在胃癌细胞中的表达 :根据以上结

果 ,将 antisense RARα和 sense RARα分别转染到

BGC2823 和 MKN245 细胞。Northern blot 显示 ,BGC/

aRARα细胞的 RARα表达受到抑制 ,表达水平比

BGC2823细胞低 ,而且 ATRA不能诱导其表达 ,但可

以诱导转空白载体细胞 BGC/ vector 的 RARα表达

(图 2A) 。相反 ,MKN/ RARα细胞的 RARα表达不仅

比MKN245细胞提高 ,而且 ATRA能够诱导其表达 ,

但不能诱导 MKN/ vector 的 RARα表达 (图 2B) 。与

MKN245细胞多边形形态比较 ,MKN/ RARα细胞变为

细长形 ,突起消失 ,圆形细胞增多 ,而 BGC/ aRARα细

胞形态则与 BGC2823细胞类似。

图 1　ATRA 对胃癌细胞中 RARα、RARβ和

RXRα转录水平的影响

A :BGC/ aRARα细胞 ;B :MKN/ RARα细胞

图 2　RARα在转染细胞中的表达

31ATRA对细胞生长的影响 :ATRA可以有效抑

制 BGC2823细胞生长 ,但不能有效抑制 BGC/ aRARα

细胞生长 ,抑制率从 61. 0 %下降到 18. 4 %。相反 ,

ATRA不能抑制 MKN245 细胞生长 ,但可以抑制
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MKN/RARα细胞生长 ,抑制率从 3. 9 %上升到

31. 7 %。

41ATRA对细胞软琼脂集落形成能力的影响 :

ATRA可以抑制 BGC2823 和 MKN245 细胞在软琼脂

中形成集落的能力 ,但对 BGC2823 细胞的抑制率

(35. 7 %)比对 MKN245 细胞的抑制率 (23. 2 %)高。

相反 ,转染细胞中 ATRA对 MKN/ RARα细胞形成集

落的抑制率 ( 96. 1 %) 大于 BGC/ aRARα 细胞

(20. 0 %) 。

51ATRA对维甲酸应答元件βRARE转录活性的

调节 :当报告基因βRARE2tk2CAT 瞬时转染后 ,在

BGC2823 细胞中 ,ATRA 可以诱导一个较强的 CAT

活性 ,诱导倍数 (即 ATRA诱导的 CAT活性/对照组

的 CAT活性)为 3. 36 ,而对MKN245细胞的诱导倍数

为 1. 3。相反 ,转染细胞中 ATRA 不能显著诱导

BGC/ aRARα细胞的 CAT活性 ,诱导倍数仅为 1. 8 ,但

对MKN/ RARα细胞的诱导倍数则上升为 2. 75。

讨 论

　　RA的作用主要由其受体 RARS和 RXRS介导。

Northern blot 分析表明 ,ATRA 可以诱导 BGC2823 细

胞 RARα表达 ,但不能诱导 RARβ、RARγ和 RXRα表

达 ,提示 RARα可能参与 ATRA 抑制胃癌细胞生长

的过程。RA 激活的 RARα与 RXR 形成异源二聚

体 ,可以结合到维甲酸应答元件 (如βRARE)上 ,由

此调控基因的转录和表达[4 ]。在急性早幼粒白血病

细胞和 RA抗性的成神经细胞瘤细胞中 ,RA可以诱

导 RARα表达 ,这种上调作用是由于 RA诱导 RARα

基因启动子上的 RARE基元序列 (motif) [7 ]。本研究

中 ,当报告基因βRARE2tk2CAT转染到 BGC2823细胞

时 ,ATRA 可以显著诱导βRARE 活性 (即 CAT 活

性) ,表明 BGC2823 细胞的 RARα具有功能性 ,在

ATRA存在下激活βRARE而刺激细胞生长抑制信

号 ,从而抑制 BGC2823细胞生长。但是 ,当报告基因

转染到 MKN245 细胞时 ,ATRA 诱导的βRARE活性

很低 ,提示在MKN245细胞中βRARE转录调节可能

发生异常 ,或者 RARα功能丧失 ,ATRA 不能抑制

MKN245细胞生长。

在成神经细胞瘤中 ,低水平表达 RARα与预后

效果差密切相关[8 ] ,这是由于 RARα受体反映了肿

瘤分化的特殊阶段。已知 RARα在人组织分化过程

中具有重要作用 ,在造血细胞中 ,RARα表达丰富 ,但

当染色体发生 t (15 ;17)和 t (11 ;17)易位时 ,RARα受

体发生变化 ,导致造血细胞分化受阻[9 ]。当将 sense

RARα基因转染到 MKN245 细胞时 , ATRA 通过对

RARα的诱导而抑制细胞生长和降低细胞形成集落

的能力。相反 ,当 antisense RARα转染到 BGC2823细

胞后 ,ATRA 不能诱导 RARα表达 ,细胞由对 ATRA

敏感转为抗性 ,形成集落的能力上升。由此证实 ,

RARα在介导 ATRA抗胃癌细胞生长和抑制细胞恶

性化方面起着关键作用。RARα功能丧失可能导致

细胞失去这种调节机制 ,从而表现出对 ATRA抗性。

另外 ,当 RARα基因转染到 MKN245细胞后 ,细

胞形态由多边形变为细长形 ,圆形细胞数量增多 ,这

种变化与 ATRA存在与否无关 ,表明细胞形态的改

变是由于基因转染引起的。至于圆形细胞的增多是

否与细胞凋亡或其他因素有关 ,尚需进一步研究。
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