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视黄酸对胃癌细胞生长和 p53及
c-myc基因表达的影响
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摘 要 目的: 探讨视黄酸对胃癌细胞生长和基因表达的影响。方法: 以 MTT法测定细胞生长, 软琼脂集落形

成实验测定癌细胞恶性程度, Northern blot测定 p53及 c-myc基因表达水平。结果: 10
- 6 mol/ L全反式视黄酸( ATRA)

能够有效地抑制MGc80-3和 BGC-823细胞生长, 但不能抑制MKN45细胞生长; ATRA还能够降低 3株胃癌细胞形

成集落的能力。MGc80-3和 BGC-823细胞经 ATRA诱导后, p53基因的表达水平提高, c-myc基因的表达水平下降,但

MKN45细胞中 p53基因和 c-myc基因表达与 ATRA诱导无关。视黄酸受体 RARA基因在 3株细胞中呈低水平表达,

经 ATRA诱导后, 在MGc80-3和 BGC-823细胞中表达水平提高,但在 MKN45细胞中表达水平不变。结论: ATRA诱

导 RARA高水平表达可能与视黄酸抑制胃癌细胞生长和调节 p53和 c-myc基因表达有关。
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视黄酸( retinoic acid)对于细胞生长和分化具有

重要作用, 是一种有效的防癌、治癌药物, 能够抑制

许多类型癌细胞的恶性生长。视黄酸的作用主要由

其受体 ) ) ) RAR( retinoic acid receptor) 和 RXR

( retinoid X receptor) 介导, 由于编码基因的不同,

RAR和 RXR又可分为许多亚型,如 RAR A[ 1]。不同

的受体在应答视黄酸的过程中行使不同的功能, 由

此调节不同靶基因的转录和表达
[2 ]
, 因此, 当某个受

体表达异常时, 视黄酸则不能有效抑制癌细胞的生
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附表 ATRA对胃癌细胞软琼脂集落形成的影响

长 [1 ,3 ,4 ]。视黄酸抑制胃癌细胞的作用机理仍未阐明,

本文就全反式视黄酸 ( ATRA) 对胃癌细胞的生长以

及视黄酸受体与癌基因的关系进行研究, 为阐明其

作用机理提供依据。

1 材料与方法

1. 1 细胞培养和全反式视黄酸处理

胃癌 MGc80-3细胞 ( 本校抗癌中心提供 )、

BGC-823细胞和 MKN45细胞(上海细胞所细胞库提

供) 均用加 10%小牛血清的 RPM-I 1640培养液培

养。细胞接种 24 h后, 换含有 10- 6 mol/ L全反式视

黄酸( ATRA)的培养液处理细胞,供实验用。

1. 2 探针和试剂

DNA探针: p53(野生型)和 c-myc购于北京天象

人公司, RAR A由张晓坤博士(美国, 加州 The Burn-

ham Institute)惠赠。A-32P-dCTP购于北京亚辉生物工

程 公司 , 随机引物标记试 剂盒为 Boehringer

Mannheim Biochemica 公司产品 , MTT 试剂盒为

Promega产品, ATRA为 Sigma产品。

1. 3 细胞生长测定( MTT法)

参照文献[ 4]方法进行。

1. 4 软琼脂集落形成实验

将琼脂溶解在 RPM-I 1640培养液中, 使琼脂的

终浓度分别为 015%和 013%, 在培养皿 ( 5 35 mm)

中加入 1 ml含 015%琼脂的培养液作为垫层。在含
013%琼脂的培养液中加入细胞, 使细胞终浓度为
10万/ ml(实验组则在培养液中同时加入 ATRA) , 混

匀后取 1 ml铺展在垫层上面, 每组 3个重复, 凝固

后于 5% CO2培养箱培养, 两周后观察, 计算集落数

(直径大于 80 Lm的集落为阳性, 随机计算 20个视

野)。结果行 t检验。

1. 5 RNA提取和 Northern blot

参照文献 [ 5]方法进行 , 以 28S和 18S作为总

RNA的定量参照。

2 结 果

2. 1 全反式视黄酸对胃癌细胞生长的影响

MTT测定结果 (图 1) 表明, ATRA对不同的胃

癌细胞生长的抑制作用不同, 10
- 6
mol/ L ATRA能

够有效地抑制 MGc80-3和 BGC-823细胞的恶性生

长,生长抑制率高达 5312%和 61103%, 但不能抑制
MKN45细胞恶性生长, 生长抑制率仅为 3187% , 表

明不同的胃癌细胞株对 ATRA的敏感性不同。

2. 2 全反式视黄酸对胃癌细胞集落形成能力的影响

统计结果如附表所示。观察集落形态, 3株胃癌

细胞均能在软琼脂培养基上形成较大的集落, 集落

数较多, 当加入 ATRA后,形成的集落较小、较少,表

明 ATRA能够降低胃癌细胞软琼脂集落形成的能

力。

2. 3 全反式视黄酸对 RAR A、c-myc和 p53基因

表达的影响

Northern blot结果显示 (图 2) , 在 3株胃癌细胞

中, c-myc基因均有表达, 且表达水平较高, 经 ATRA

诱导后, 在 MGc80-3和 BGC-823细胞中, c-myc基因

表达水平下降, 但 MKN45细胞中的 c-myc基因表达

水平基本不变。在 3株细胞中, p53基因基本不表

达, 经 ATRA诱导后, 在 MGc80-3和 BGC-823细胞

中, p53基因的表达水平提高, 而 MKN45细胞在 A-

TRA诱导前后均基本不表达 p53基因。在 3株胃癌

细胞中, RAR A基因表达水平很低, 经 ATRA诱导

后, 在 MGc80-3和 BGC-823细胞中, RAR A基因表

达水平提高, 但在 MKN45细胞中, RAR A基因表达

水平与 ATRA的诱导无关。

3 讨 论

实验表明 , ATRA 能够有效抑制 MGc80-3和

BGC-823细胞生长, 但不能抑制 MKN45细胞生长

(图 1) , ATRA也能够有效抑制 3株胃癌细胞形成集

��P< 0101

抑制率( % )细胞株
集落形成数( x ? s )
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BGc
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6. 24? 0. 22
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35. 3

22. 9

图 1 ATRA 对胃癌细胞的生长抑制作用

0:对照组; 1- 5: 实验组, ATRA浓度依次为
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图 2 ATRA对胃癌细胞基因表达的影响

/ - 0表示药物处理前, / + 0表示药物处理后。

落的能力, 其中对 MGc80-3和 BGC-823细胞的抑制

率较高, 对 MKN45细胞的抑制率最低 (附表) , 反映

了 MKN45细胞的恶性程度较高。结果表明, 不同的

胃癌细胞株对 ATRA的敏感性不同, ATRA对不同

的胃癌细胞株的作用能力也不同, 这可能与癌细胞

株的恶性程度有关, 因为在乳腺癌细胞和肺癌细胞

中也存在类似的情况 [4 ,6 ]。

视黄酸抑制癌细胞生长、诱导癌细胞分化与某

些癌基因的抑制、失活、或者某些抑癌基因的活化有

关 [7 ]。实验表明, 在 3株胃癌细胞中, c-myc基因均有

表达, 经 ATRA诱导后, MGc80-3和 BGC-823细胞的

c-myc 基因表达水平显著下降, 但 MKN45细胞的

c-myc基因表达水平与 ATRA的诱导无关 (图 2)。

MGc80-3和 BGC-823细胞基本不表达 p53基因, 经

ATRA诱导后, 表达水平有所提高, 而 MKN45细胞

在 ATRA诱导前后均基本不表达 p53基因 (图 2)。

结果表明, ATRA能够直接调节 RA- 敏感的胃癌细

胞的 c-myc和 p53基因表达, 但不能调节 RA- 不敏

感的胃癌细胞的 c-myc和 p53基因表达。Vousden等

人报道, 野生型 p53能够抑制 c-myc、腺病毒 EIA的

癌基因的转化活性 [8] , Chenevix等也发现, 野生型

p53基因可能影响启动子 TATA结合蛋白 TBP以及

转录因子 TF Ò A和 TATA盒结合的稳定性,抑制转

录的起始, 从而抑制 c-myc基因的转录
[9 ]
, 可见, p53

与 c-myc之间关系密切。由于 c-myc基因是一种与加

强细胞增殖、抑制细胞分化有关的癌基因, 在肿瘤中

经常发生扩增现象, 野生型 p53则是细胞生长负调

节因子, 参与 G1期细胞的调节和控制癌基因的扩

增, 因此, ATRA对 p53基因表达的诱导, 可能在某

种程度上与对 c-myc基因表达的抑制有直接或间接

关系, p53基因表达增强, 促使癌细胞分化, c-myc基

因表达的减弱,也抑制了癌细胞的恶性分裂,其结果

必将与 ATRA对胃癌细胞的生长抑制 (图 1) 相吻

合, 而 ATRA不能诱导 MKN45细胞的 p53基因表达

和抑制 c-myc基因表达的结果则进一步表明, ATRA

抑制胃癌细胞恶性生长的分子机制之一可能是通过

调控 p53和 c-myc基因的表达而进行的。

视黄酸的作用主要由其受体 RARs和 RXRs介

导
[2 ]
, ATRA能够加强诱导 MGc80-3和 BGC-823细

胞中 RARA的表达水平,但不能诱导 MKN45细胞中

RARA的表达水平(图 2) , 这一结果与上面 ATRA对

3株胃癌细胞生长的抑制结果(图 1)存在相关性,但

与 Shun等人对胃癌细胞的研究结果 [10 ]不同, 这可

能是所用细胞株不同的缘故,同时也表明, 细胞类型

不同, 介导 ATRA作用的视黄素受体也不同。由于

ATRA能够以较高的亲和力结合到 RAR/ RXR异源

二聚体上, 并且激活 RAR而发挥作用 [2 ] , 所以,结果

提示 ARTA对 RA- 敏感的胃癌细胞和 RA- 不敏感的

胃癌细胞的生长抑制作用不同可能取决于 ATRA对

RARA表达水平的诱导, RARA高水平表达可能介

导 ATRA对 p53和 c-myc基因的调控, 文献已报道,

当 RAR表达, 就能与 RXR形成二聚体而结合到视

黄酸应答元件 ( RARE) 上, 由此调节基因的转录与

表达; 如果 RAR表达水平低或者不表达, 就不与

RXR形成二聚体
[ 2]
, 可见, RARA表达水平的高低与

ATRA的作用途径密切相关, 只有当 RAR/ RXR二

聚体形成时, ATRA才能通过激活 RAR发挥作用,

所以, RARA在介导 ATRA作用的过程中具有信号

传导开关的作用。
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鼻咽癌的首选治疗方法为放射治疗, 但鼻咽癌根治性外

照射后, 鼻咽原发肿瘤残留和复发是治疗失败的主要原因之

一
[ 1 ]
。为探讨控制鼻咽原发病灶残留和放疗后鼻咽局部病灶

复发的治疗途径 , 采用放疗辅加纤支镜局部注射化疗药物

(以下简称局部化疗) 治疗 53例鼻咽癌患者, 以期提高鼻咽

局部肿瘤的控制率, 获得治疗鼻咽癌新模式。现将近期疗效

报告如下。

1 资料与方法

1. 1 病例资料

试验 A组: 28例初治鼻咽癌患者,男 23例,女 5例,年龄

31~ 69岁, 中位年龄 48岁。其中低分化鳞癌 27例,泡状核细

胞癌 1例。

试验 B组: 11例放疗后鼻咽局部病灶复发的患者, 男 9

例, 女 2例, 年龄 27~ 67岁, 中位年龄 52岁。均为低分化鳞

癌。

试验 C组: 14例根治性外照射后鼻咽局部残留的鼻咽癌

患者,男 10例,女 4例,年龄 31~ 57岁,中位年龄 46岁。均为

低分化鳞癌。

随机选择例数及 T、N、M分期与试验 A组、B组基本相

同的鼻咽癌患者作为对照组。对照 A组: 28例初治鼻咽癌患

者,男 22例,女 6例,年龄 26~ 70岁, 中位年龄 47岁。其中低

分化鳞癌 27例,未分化癌 1例。

对照组 B组, 11例放疗后复发的鼻咽癌患者,男 9例, 女

2例, 年龄 42~ 58岁,中位年龄 49岁。均为低分化鳞癌。

1. 2 治疗方法

外照射采用 6 MVX或 8 MVX直线加速器, 照射野采用

面颈联合野和双侧耳前野。鼻咽原发灶靶区每次 2 Gy, 每周 5

次,总量 70 Gy,连续放疗, 7周内完成。颈部治疗量 60 Gy,预

防量 50 Gy。

所有接受纤支镜局部化疗的病人, 术前 30分钟给以强

痛定 100 mg肌注镇痛, 用 2%利多卡因溶液喷雾作鼻腔粘膜

表面麻醉, 再用 1%麻呋液收敛鼻腔粘膜,扩张鼻道。

试验 A、B组 39例在外照射的同时经纤支镜局部化疗:

根据鼻咽病灶大小, 5 Fu 100~ 200 mg( 4~ 8 ml) , 通过纤支镜

注射针分 8~ 16点(每点 015 ml药液)注射于鼻咽病灶中,每

周治疗一次, 6次为一个疗程。试验 C组 14例经纤支镜局部

PF( DDP+ 5 Fu)方案化疗: 根据鼻咽残留病灶大小, 首先注射

5 Fu 6215~ 125 mg( 215~ 5 ml) , 注射方法同前, 然后 DDP

10~ 20 mg(生理盐水 215~ 5 ml溶解) , (下转第 458页)

鼻咽癌放疗辅加纤支镜局部化疗的近期临床分析
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