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视黄酸对胃癌细胞周期的调控
’
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陈玉强
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苏文金

(厦门大学肿瘤细胞工程国家专业实验室
,

厦门 3 610 05)

视黄酸 (r e t in o ie a e id
,

R A ) 能够抑制许多

类型癌细胞的生长
,

并已用于临床治疗一些肿

瘤
。

R A 的作用主要由其受体 R A R s (r e t in oi 。

a eid r e e eP to r s ) 和 R X R s ( r e t in o id X

re ce Pt or s ) 介导 [l]
,

它们属于类固醇 / 甲状腺激

素受体超家族成员
,

由
。 、

母和 y 三种不同基因

编码闺
。

这些受体的功能作用不同
,

如果表达异

常或不表达将影响 R A 对肿瘤形成和发展的抑

制作用
。

视黄酸可 以通过 多种途径抑制癌细胞生

长
,

包括诱导分化
、

细胞凋亡和细胞周期调控

等[3. ,]
。

我 国 学 者 率 先 以 全 反 式 视 黄 酸

(A T R A ) 作为诱导剂
,

成功地诱导急性早幼粒

白血病细胞向粒细胞方向分化 [s1
。

A T R A 在体

外诱导人肝癌细胞后
,

还可以使癌细胞恶性表

型向正常方向分化 [6]
。

但是
,

A T R A 抑制胃癌

细胞生长的分子机理在国内外报道甚少
。

本文

以 A T R A 诱导胃癌细胞
,

在分析其抑制胃癌细

胞生长与细胞周期调控的相关性和分子机理的

基础上
,

进一步探讨 R A R s
介导的作用

,

为将

视黄酸用于治疗胃癌提供依据
。

材 料 和 方 法

二
、

细胞生长速率测定 [t]

细胞用不同浓度的 A T R A 连续处理 9 天后
,

以

MT T (s
一

〔4
,
5
一

以m e t hy lt hia zo l
一
2
一
y l」

一
2

,
5
一

d ip h e n y lte
-

tr a
zo liu m br o m id e ,

5 1脚
。

产品 ) 染色细胞
,

在酶标仪

上测定细胞反应液的 O D 值 (5 7 0n m )
。

三
、

细胞周期分布测定[.]

细胞经 7 0 % 乙醇固定后
,

加入无 D N as e 的 R N as
e

(0
.

lmg / m D 处理细胞
,

碘化丙吮 (Si g tna 产品) 染色

细胞
,

以流式细胞仪分析细胞在各周期的分布
.

四
、 ’ H

一
T d R 标记和测定[,1

细胞用
3 H

一

T d R (100 沁i/ m l
,

购于北京亚辉生物工

程公司 )标记 6b 后
,

将细胞收集在玻璃纤维滤膜上
,

通

过液闪计数仪测定 C PM 值
.

五
、

细胞凋亡测定图

3
.

7肠 多聚甲醛固定细胞后
,

用荧光染料 D A PI

(4
,

6
一

众
a m id in o 一 z

一
ph e nyl ind

o le
,
0

.

2拼g / m l
,

S ig m a

产

品) 染色细胞
,

观察凋亡细胞
,

随机统计 1 0 00 个细胞

中的凋亡率
。

六
、

R N ^ 提取和 Nor th e r n b ro t[ ‘. ]

硫氛酸肛
一

氛 化艳超速离心法提取总 R N A
.

以

。一aZ P一A T P和
。一32 P

一

dc T P (购于北京亚辉生物工程公

司) 标记 D N A 探针
.

R A R 。
和 R A R p探针由张晓坤博

士 (美国加州 Bu rn ha m 研究所 ) 惠赠
,

其余探针购于

北京夭象人公司
.

七
、

蛋白提取和 w es te rn u ot [l. 〕

常规方法制备细胞裂解液
,

在sD S
一

PA G E 上 电

一
、

细胞培养和药物处理

四株胃癌细胞均用 R PMI
一
1 6 4 0 培养液培养

。

细胞

接种 2 4 h 后加入全反式视黄酸 (a ll
一tra

n : r e :tin o ic 。e id
,

A T R A ) 处理
。

M G C 8 o
一
3 细胞 (简称 M G C ) 由厦门大

学抗癌 中心提供
,

BG C
一

8 2 3
、

S G C
一
7 9 0 1 和 MK N

一
4 5

(分别简称 BG C
、

SG C 和MK N ) 细胞购于上海细胞所

细胞库
.

本文 1 9 9 8 年 8 月 2 0 日收到
.

1 9 9 9 年 l 月 8 日接

受
。

.
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泳
,

蛋白转膜后与抗体 (San ta Cru
:

产品)温育
,

以 E C L

试剂盒 (A m eT sh
a m 产品 ) 显示蛋白

。

结 果

一
、

A T R A 对胃癌细胞生长的抑制

四株胃癌细胞分别用不 同浓度的 A T R A

处理 9 夭后
,

M G C
、

B G C 和 S G C 细胞生长受到

显著抑制 (图 1 )
,

且与 A T R A 浓度和处理时间

(结果未显示 ) 正相关
,

在最高浓度 1 0
一
‘
m ol / L

A T R A 作用下
,

未见细胞毒现象
;
但 A T R A 对

M K N 细胞生长没有抑制作用
。

结果表明
,

不同

的 胃癌细胞株对 A T R A 敏感性不 同
,

M G C
、

B G C 和 SG C 为 R A 敏感细胞
,

M K N 为 R A 抗

性细胞
。

二
、

A T R A 对胃癌细胞周期分布的影响

流式细胞术分析表明
,

A T R A 处理 R A 敏

感细胞 后
,

G
。

/ G ,

期 细胞 显著 增 加
, S 期 细胞

一一

⋯⋯知知!!!iii如
___
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图 1 A T R A 对胃癌细胞生长抑制的影响 (视黄酸

浓度为 1 0一 m o l / L )

Fi g
.

1 E ff e ct o f A T R A o n g r o w th i曲i b itl o n of g a s -

t r ie e a n e e r e e lls

显著减少
; 但 A T R A 处理前后 R A 抗性细胞的

G
。

/ G
:

期和 S 期细胞数量基本不变 (表 1 )
。

结果

表 明
,

A T R A 能够诱导 R A 敏感细胞滞留在

G
。

/ G
,

期
。

表 1 A T R A 对胃癌细胞周期分布的影响 (% )

T a b一e 1 E rre e t o f A T R A o n e e ll ey cle dj s tr ib u t io n i n g as tr ie e a n c e r e e ll 一i n e s (% )

M G C B G C S G C M K N

A T R A
:

0 3 天 6 天 0 3 天 6 天 0 3 天 6 天 0 3 天 6 天6 天

7 8

1 5

7

( 0
.

0 1

7 7

l 8
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< 二0
.
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5 7
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1 1
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7

( 0
.

0 5

7 4

2 3

3

( 0
.

0 5
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0 5 ) 0
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3
H

一

T d R 标记 细胞可以反映细胞 的 D N A

合成速率
.

A T R A 显著抑制 R A 敏感细胞
’
H

-

T d R 的掺入
,

但对 R A 抗性细胞
’
H

一

T d R 的掺

入影响很小 (表 2 )
,

结果与细胞周期分布的变

化一致
。

表 2 A T R A 对胃癌细胞
3 H

一

T d R 掺人的抑制 ( % )

T a b le 2 In h i bi t io n o f 3 H 一T d R i n e o r Po r a t io n by

率很低
,

无统计学意义
。

电泳实验也未显示凋

亡 特有的 D N A Lad de
r (结果未显示 )

,

表 明

A T R A 不能诱导 胃癌细胞凋亡
。

W es t e m blo t

检测 b e l
一

2 和 b a x
蛋 白表 明

,

b e l
一

2 和 b a x
在

R A 敏感细胞中表达
,

且与 A T R A 调节无关
;

在 R A 抗性细胞中 bd
一

2 蛋白表达
,

ba
x 蛋 白不

表达 (图 2 )
。

A T R A i n g a str i e e a n e e r e e ll lin e s ( % )

A T R A 处理 MG C BG C S G C MK N

3 天
6 天

3 1
.

1 2 二

5 2
.

3 3 二

2 1
.

5 3 . ‘

4 1
.

4 3 二

1 2
.

8 6 二

2 9
.

7 8 二

0
。

5 0

0
.

, 6

表 3 A T R A 对胃癌细胞凋亡的诱导 (% )

T a ble 3 I n d u c t i o n o f a Po Pto s is b y A T R A

i n g a s t r ie e a n e e r e e ll li n e s

. : P< 0
.

0 1
M G C B G C S G C MK N

3 天 3
,

4

A T R A 对胃癌细胞凋亡的诱导

显示 A T R A 诱导四株 胃癌细胞凋亡

6 天 7
.

3 8
.

4 6
.

5 4
.

2

注
: P 值均大于 。

.

05
。八j

一一�表



2 期 视黄酸对胃癌细胞周期的调控

M G C B G C S G C MK N MG C B G C SG C M KN

人T R A

p 5 3

几曰2‘门旧b月b

图 2 A T R A 对 bC 卜2 和 加笼 蛋白的调节作用

F娘
.

2 Re g曰at lo n o’ A T R A 姐 加卜2 a n d 加x pro-
te j朋

e y e l认D l

C D K 4

四
、

A T R A 对细胞生长和周期相关基因和

蛋白的调节

以 N o r the r n b lo t 和 W
es te r n b lo t 方法检

测与细胞生长和周期调控相关基因和蛋白水平

的变化
,

包括
e 一

m ye 、

p 5 3
、 e yc lin D : 、

e n K
‘、

PZ I , AFl lCIP
, 和 R b

.

结果表明 A T R A 能够下调
。-

m yc m R N A 和蛋白水平
,

上调 R A 敏感细胞的

p 5 3 m R N A 和 蛋 白 (S G C 除 外 ) 以 及

p Z I~
1

灿蛋白水平
,

但不能诱导 R A 抗性细

胞的 p53 和 p21 , F̂ ll aP
,

表达 . A T R A 不能调节
eye lin D : 和 C D K

‘
m R N A 和蛋白水平

,

只能轻

微调节 M KN 细胞的 C D K ‘ m R NA 和蛋白水

平
.

A T R A 诱导后 R A 敏感细胞 Rb 蛋白发生

磷酸化
,

磷酸化的 R b (p pR b) 水平下降
,

去磷

酸化的 R b (p R b ) 积累
,

而 R A 抗性细胞中 R b

蛋白不表达 (图 3 ,

4)
.

五
、

A T R A 对视黄酸受体表达的调节

N O r th er n b lo t 结果显示
,

^ T R A 能够上调

R A 敏感细胞 R A R o m R N A 水平
,

但不能调节

R A 抗性细胞的 R A R 。
水平

;
在 R A 敏感细胞

中检测到 R A R p m R N A
,

但与 A T R A 调节无

关
,

而在 R A 抗性细 胞中 R A R p 不表达 (图

5 ) ; R X R a m R N A 表达水平在所有细胞中一致

(结果未显示 )
。

讨 论

图 3 N or th 盯n blo t 示相关荃因的表达水平

Flg
.

3 E x Pr essl o n of rel
a妞d g e n . by N o rth er 皿

b lo t

M G C

A T R A ·
+

B G C

+

SG C

+

M K N
.

+

C~ n ly C

P53

P2 1

c y c lin D I {

CD K 4

图 4 w es te ru b lo t示相关蛋白的水平

F lg
.

4 E x Pr

哪lo n o f re la te d Pr o te】nB 勿 W e st er n U o t

在胃癌细胞中
,

A T R A 能够阻止 R A 敏感

细胞的 D N A 合成
,

诱导细胞滞留在 Go / G l 期
,

从而抑制细胞生长
。

但 A T R A 不能阻止 R A 抗

性细胞的 D N A 合成
,

不能诱导细胞滞留在 Go /

G l期 (表 1
,

2
,

图 1 )
,

因而不能抑制细胞生长
.
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M G C BG C S G C M K N

AT R A

R A R 仪

R A R 日

图 5 AT R A 对 R A Ra
、
R A R p 基因表达的影响

Fl g
.

S E叮e e t o f A T R A ou ex Pre ss lo n o f R A R a

皿d R A R p g en es

c 一m yc 与加强细胞增殖
、

抑制细胞分化密切相

关
,

A T R A 下调
c 一m yc 对于抑制乳腺癌细胞生

长是必需的[l ‘〕,

但在一些肝癌细胞中
,

A T R A

上 调
c 一m yc 水平与其诱导 细胞 凋亡 密切相

关[l2 1
,

由此提示 A T R A 对不同细胞的
c 一m yc

有不同的调控作用
.

我们发现 A T R A 下调胃癌

细胞
C一m y。 水平 (图 3

,

4)
,

表明
c 一m yc 可能作

为下游靶基因介导 A T R A 抑制胃癌细胞生长

的作用
.

A T R A 诱导胃癌细胞稠亡率很低
,

无

统计学意义 (表 3)
,

看不到 D N A 断裂后形成的

L ad der (结果未显示 )
,

同时四株胃癌细胞都高

水平表达 bc 卜2 蛋白
,

A T R A 既不能下调 bc 卜

2
,

也不能上调 ba x
蛋白水平 (图 2)

,

由此可能

阻止 A T R A 诱导细胞凋亡
,

因为在 H L
一

60 细

胞凋亡诱导过程中
,

A T R A 选择性地抑制 bc l
-

2 表达[ls 〕
.

以上结果表明
,

A T R A 对胃癌细胞

生长抑制与其调控细胞周期
、

诱导细胞滞留在

G
。

/ G :
期有关

,

而与细胞凋亡的诱导无关
。

细胞周期进程是一个复杂的过程
,

决定细

胞生长
、

分裂和分化的因子主要在 G
;

期启动
,

包括
eye lin

一

C D K
、

p 2 1 , 甘
, ‘aP , 、 p s3 和 R b 等

。

P2 1WA 即aPl 是 p 53 的下游调节因子
,

通过抑制

cy cl in
一

CD K 的作用而介导 细胞生长抑制tl’〕
,

P2 1似Fl lcl PI 还是 R A 应答靶基因
,

在肝癌细胞
、

乳腺癌细胞和肺癌细胞中可以被 A T R A 所诱

导 [ls 〕
。

在胃癌细胞中
,

A T R A 上调 R A 敏感细

胞 p 21 份F̂ 1心. 蛋白水平
,

但不能诱导 R A 抗性

细胞 p 21 ~
l

lcIP
,蛋 白表达 (图 4)

,

表明 A T R A

对 p 21 砒Fl
lcIP

‘

的诱导可能与其诱导胃癌细胞滞

留在 G
。

/ G
:

期有关
.

p 21 份F̂ 11。
,

的诱导可以通

过依赖 p 53 和非依赖 p 53 的两条不同途径[l’ ] ,

A T R A 上调 M G C 和 BG C 细胞中 p 5 3 m R N A

和蛋白水平
,

但不能上调 sG C 细胞 p 53 m R N A

和蛋白水平 (图 3
,

4)
,

表明 A T R A 对 MG C 和

BG C 细胞 p 21 ~ 咫
,

的诱导是 通过依赖 p 53

的途径
,

而对 SG C 细胞 PZ I , 胆 i

姗
,
的诱导则是

通过非依赖 P5 3 的途径
。

T G F
一

队 诱导 p 2 1 w
F̂l 脚

,

表达后
,

能够抑制
ey e lin

一

C D K 活性和降低 R b 的磷酸化 [ , ‘]
.

我们

注 意 到 A T R A 能 够 上 调 胃 癌 细 胞 的

p Z IWAF “CIP
‘

蛋白水平
,

但不能调节
。yelin D

;

和

C D K
‘

的 m R N A 和蛋白水平 (图 3 , 4 )
,

提示 A
-

T R A 可 能 调 节
c yc li n 一

C D K 的 活 性
.

P 2 1份F̂
,

/cm
‘
可 以 抑制 C D K 。 活性

,

使
。y elin

-

C D K 。不 能磷酸化 R b
,

阻止 E ZF 的释 放和

D N A 合成相关基因的表达
,

使细胞滞留在 G
。

/

G :
期

;
反之

,

当 cy cli
n 一

C D K 被激活
,

就会使一

些
”

靶子
”

磷酸化
,

包括 R b 蛋白[l6 〕
.

因此
,

在

R A 敏感细胞中
,

A T R A 下调磷酸化的 R b 水

平 (图 4 ) 不仅映证 T A T R A 对
ey elin D : 和

CD K
‘

活性抑制的可能性
,

同时也表明 R A 通

过依赖 R b 的途径调节细胞周期
。

视黄酸 的作 用主 要 由其受体 R A R s 和

R X R s
介导 [l]

.

在肺癌和乳腺癌细胞中 R A R p

是 R A 作用的靶基因
,

R A R p的表达与 R A 介

导的细胞生长抑制直接相关 [l7
·

‘. 〕
.

在胃癌细胞

中
,

A T R A 上调 R A 敏感细胞的 R A R o m R N A

水平
,

但不能调节 R A 抗 性细 胞的 R A R a

m R N A 水平 (图 5)
,

表明 R A R 。
可能是 A T R A

作用 胃癌细胞的上游靶基因
,

并且足够量的

R A R 。
对介导 A T R A 的抗 胃癌细胞生长作用

是必需的
.

另外
,

在 R A 敏感细胞中 R A R p m R
-

N A 表达
,

但 A T R A 不能调节其表达水平
,

表

明 R A R p不是 A T R A 作用的直接靶基因
,

这与

乳腺癌细胞[1s 〕
、

肺癌细胞 [l7 〕中 R A R p 的作用机

制不同
.

而 MK N 细胞不表达 R A R p 基因
,

是

否与 R A 抗性也有关系仍不清楚
,

有待进一步
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2 期 视黄酸对胃癌细胞周期的调控 1 3 9

研究
。

摘 要

峨日. 口

视黄酸 (R A ) 能够抑制许多类型癌细胞生

长
、

诱导细胞凋亡和调节细胞周期
。

本文研究

了全反式视黄酸 (A T R A )对人胃癌细胞的作用

机理
。

结果表明
,

A T R A 通过诱导细胞滞留在

G
。

/ G
;

期而显著抑制胃癌细胞生长
,

但 A T R A

不能诱导胃癌细胞凋亡
; A T R A 调控细胞周期

与
。一

m y C 、

磷 酸 化 R b 水 平 的 下 调 和

p Z zw A F , ’cl p ‘、 p 5 3 水平的上调有关
,

而 e y e lin D ;

和 C D K
‘

水平没有明显变化
。

在 R A 抗性细胞

中
,

A T R A 不能调节这些基因表达
。

结果证实
,

A T R A 对胃癌细胞生长抑制与其诱导细胞滞

留在 G
。

/ G
;

期有关
,

而与细胞 凋亡 的诱导无

关
,

许多重要的
、

与周期相关的分子
,

包括 c -

m y c 、

p 2 1W AF “cl p ‘、 p 5 3 和 R b 等参与细胞周期的

调控
。

关键词
:

全反式视黄酸 胃癌细胞 细胞周期

生长抑制

闻 口.
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