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ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ对胃癌细胞的放疗增敏作用
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（重庆医科大学附属第一医院胃肠外科　４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨人表皮生长因子（ＥＧＦＲ）显性负性突变体真核表达载体（ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ）对胃癌细胞放疗敏感性的

影响。方法　用ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ转染人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１和ＮＣＩＮ８７并联合放疗，将两种胃癌细胞分别分为３组，即未

处理组、ｐＥＧＦＰＮ１空载体质粒转染组（空质粒组）、ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ质粒转染组（目的质粒组），用 ＭＴＴ法测定对两种胃癌细

胞增殖效应的影响，ＲＴＰＣＲ检测细胞中Ｂａｘ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中Ｂａｘ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达情

况。结果　两种胃癌细胞目的质粒转染组的抑制率较空质粒组和未处理组显著提高（犘＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ显示两种胃癌细胞目

的质粒组ＢａｘｍＲＮＡ相对表达强度较空质粒组和未处理组升高；目的质粒组ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ相对表达强度较空质粒组和未处

理组降低（犘＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示两种胃癌细胞目的质粒组Ｂａｘ蛋白表达相对强度较空质粒组和未处理组明显升高；目的

质粒组ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达相对表达强度分别较空质粒组和未处理组降低（犘＜０．０５）。结论　ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ能够提高胃癌

细胞对放疗的敏感性。
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　　胃癌发病率在男性恶性肿瘤中仅次于肺癌占第２位，我国

胃癌发病率在居恶性肿瘤的第１位
［１］。近年来虽然外科手术、

放疗、化疗取得长足进步，然而进展期胃癌的５生存率却不到

２０％
［２］。胃癌的免疫治疗及基因治疗等也伴随着分子生物学

和基因工程技术的提高而逐渐成为新型的治疗方法［３］。国外

报道表皮生长因子（ＥＧＦＲ）与胃癌的病理临床分期、浸润层

次、淋巴转移及预后密切相关［３５］。以往一直认为胃癌大多为

腺癌，对放射线不敏感，故对胃癌很少用放疗。随着放疗设备

的更新及放疗技术的改进，开展术前、术中、术后放疗能够提高

疗效，放疗对胃癌有了新的应用前景。为此本文研究人ＥＧＦＲ

显性负性突变体真核表达载体（ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ）对胃癌细

胞放疗敏感性的影响，寻求提高胃癌放疗敏感性的新方法，现

报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１和ＮＣＩＮ８７购自中国科

学院，质粒ｐＥＧＦＰＮ１购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，质粒ｐＥＧＦ

ＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ前期试验已构建成功。胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭

州四季青公司，ＭＴＴ、ＤＭＳＯ购自Ｓｉｇｍａ公司。ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ、ＰｒｅｍｉｘＴａｑ购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｂａｘ抗体及

ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体购自碧云天公司。配胶试剂盒、蛋白定量试剂

盒、ＥＣＬ发光试剂盒购自碧云天，ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　细胞用含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基

于３７℃，５％ＣＯ２ 恒温孵箱中培养，选用对数生长期细胞进行

试验。将ＳＧＣ７９０１、ＮＣＩ８７两种胃癌细胞分别分为３组：未

处理组、ｐＥＧＦＰＮ１空载体质粒转染组（空质粒组）、ｐＥＧＦＰＮ１
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ｄｎＥＧＦＲ质粒转染组（目的质粒组）。

１．２．２　放疗方法　采用
６０Ｃｏ放疗机（ＧＷＧＰ８０，中国），６ＭＶ

的Ｘ射线，在源皮距为１００ｃｍ、射野２０ｃｍ×２０ｃｍ下对指数

生长期的稳定细胞株室温下分别采用２、４、６、８、１０Ｇｙ剂量照

射，并设立未照射组。

１．２．３　ＭＴＴ法检测抑制率　将各组细胞（１×１０５／ｍＬ）接种

于９６孔培养板内，每孔１００μＬ。每组设３个平行孔。在ＣＯ２

孵箱中培养７２ｈ后每孔加入 ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续孵育４ｈ，

弃上清液加入二甲基亚砜，每孔１００μＬ，在微量震荡仪上轻微

震荡至结晶物充分溶解。酶标仪检测５７０ｎｍ处各孔吸光度

（Ａ值），抑制率＝（１－实验组Ａ５７０／对照组Ａ５７０）×１００％。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测Ｂａｘ、ＣｙｃｌｉｎＤ１基因表达　引物序列设

计如下。Ｂａｘ基因上游：５′ＧＣＡＡＡＣＴＧＧＴＧＣＴＣＡＡＧＧ

Ｃ３′，下游：５′ＡＧＡＡＡＣＡＣＣＧＣＣＣＴＣＡＣＧ３′，产物大小

１８９ｂｐ；ＣｙｃｌｉｎＤ１基因上游：５′ＧＧＡＴＧＣＴＧＧ ＡＧＧＴＣＴ

ＧＣＧＡＧＧ ＡＡＣ３′，下 游：５′ＧＡＧ ＡＧＧ ＡＡＧ ＣＧＴ ＧＴＧ

ＡＧＧＣＧＧＴＡＧ３′，产物大小５１４ｂｐ；βａｃｔｉｏｎ基因上游：５′

ＧＣＡＡＡＣＴＧＧＴＧＣＴＣ３′，下游：５′ＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧ

ＧＡＡ３′，产物大小５００ｂｐ。ＰＣＲ 扩增条件：９４ ℃预变性５

ｍｉｎ，进入循环９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，

共３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取５μＬ产物行２％琼脂

糖凝胶电泳。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析图片，以各产物与βａｃ

ｔｉｏｎ丰度的比值作为表达水平的参数。实验重复３次。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂａｘ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达　收集细

胞，提取总蛋白，加适量上样缓冲液，煮沸变性，配制浓缩胶和

４％～１２％ 的分离胶（内参７ａｃｔｉｎ为５％浓缩胶和８％分离

胶），电泳６０Ｖ３０ｍｉｎ，１６０Ｖ１４０ｍｉｎ（内参６０Ｖ３０ｍｉｎ，１６０

Ｖ９０ｍｉｎ）。电泳结束后，２２Ｖ１００ｍｉｎ（内参１５Ｖ，１５ｍｉｎ）恒

压半干转膜，封闭２ｈ，以鼠抗人 ＭＭＰ２单抗、鼠抗人ｃａｓｐａｓｅ

３抗体和鼠抗人ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体作为一抗（１∶１００稀释），４℃

反应过夜，ＰＢＳＴ洗膜４次，每次２０ｍｉｎ。再加入兔抗鼠二抗

（１∶１０００稀释），３７℃孵育９０ｍｉｎ，洗膜同前。采用Ｐｉｅｒｃｅ化

学发光试剂盒进行显色。实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，各组间均数比较采用狋检验，计数资料比较

采用配对χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法检测Ｘ射线照射对各组细胞的抑制影响　相同

剂量Ｘ射线照射下，目的质粒组细胞对Ｘ射线敏感性均显著

高于空质粒组和未处理组（犘＜０．０５），空质粒组和未处理组之

间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２、３。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测Ｘ射线照射后各组细胞ＢａｘｍＲＮＡ和Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ相对含量　经Ｘ射线照射后目的质粒组的Ｂａｘ

ｍＲＮＡ表达明显升高，而ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达则明显降低

（犘＜０．０５）。空质粒组和未处理组差异无统计学意义（犘＞

０．０５）（图１、２）。照射后各组细胞的基因相对表达强度，见

表４。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｘ射线照射后各组细胞Ｂａｘ蛋白和

ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达水平　经Ｘ射线照射后目的质粒组的Ｂａｘ

蛋白表达明显升高，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达则明显降低。Ｘ射线

照射后空质粒组和未处理组差异无统计学意义（犘＞０．０５）（图

３、４）。Ｘ射线照射后各组细胞的蛋白表达相对强度，见表５。

表２　　ＳＧＣ７９０１细胞经Ｘ射线照射处理后的

　　　　抑制率（狓±狊，％）

Ｘ射线照射

剂量（Ｇｙ）
未处理组 空质粒组 目的质粒组

２ ９．５４±４．２３ １１．３１±４．５４ ２０．５１±３．７８

４ １７．４３±３．４３ ２０．１２±３．１５ ３４．４４±２．６５

６ ２５．３３±１．４１ ２７．３１±２．８３ ４６．３１±１．８９

８ ３６．５７±３．６５ ３５．４２±４．５７ ６８．４３±３．１４

１０ ４７．２１±２．６８ ４６．１３±２．１８ ８９．８１±３．７５

　　：犘＜０．０５，与未处理组和空质粒组比较。

表３　　ＮＣＩＮ８７细胞经Ｘ射线照射处理后的

　　　抑制率（狓±狊，％）

Ｘ射线照射

剂量（Ｇｙ）
未处理组 空质粒组 目的质粒组

２ １３．５４±２．２５ １０．３１±２．４５ ２１．３２±３．３８

４ ２１．４３±３．７５ ２２．１２±３．５３ ３６．４４±２．４８

６ ２８．３３±４．６８ ３０．３１±２．８７ ４８．３１±４．３８

８ ３９．５７±２．３８ ２８．４２±４．５４ ７６．４３±１．８５

１０ ５０．２１±４．６７ ４７．１３±３．１７ ８６．８１±４．１６

　　：犘＜０．０５，与未处理组和空质粒组比较。

　　１：目的质粒组；２：空质粒组；３：未处理组。

图１　　ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ对胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１中

Ｂａｘ和ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达的影响

　　１：目的质粒组；２：空质粒组；３：未处理组。

图２　　ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ对胃癌细胞株ＮＣＩＮ８７中

Ｂａｘ和ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达的影响
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表４　　两种胃癌细胞各组基因表达相对强度比较（狓±狊）

基因
ＳＧＣ７９０１

未处理组 空质粒组 目的质粒组

ＮＣＩＮ８７

未处理组 空质粒组 目的质粒组

Ｂａｘ ０．４１±０．０５ ０．３４±０．０９ １．２１±０．１５ ０．３９±０．０２ ０．４８±０．０５ １．１５±０．０９

ＣｙｃｌｉｎＤ１ １．０８±０．１１ １．１１±０．１１ ０．２４±０．０４ １．０４±０．１３ ０．９８±０．１８ ０．４１±０．０７

　　：犘＜０．０５，与未处理组和空质粒组比较。

表５　　两种胃癌细胞各组蛋白表达相对强度比较（狓±狊）

蛋白
ＳＧＣ７９０１

未处理组 空质粒组 目的质粒组

ＮＣＩＮ８７

未处理组 空质粒组 目的质粒组

Ｂａｘ ０．３２±０．１３ ０．２６±０．０６ ０．９５±０．０９ ０．３２±０．０９ ０．２４±０．０６ ０．９５±０．２１

ＣｙｃｌｉｎＤ１ ０．５６±０．２１ ０．６１±０．０９ ０．２４±０．０７ ０．９８±０．２４ ０．８９±０．２１ ０．２８±０．１５

　　：犘＜０．０５，与未处理和空质粒组比较。

　　１：目的质粒组；２：空质粒组；３：未处理组。

图３　　ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ对胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１中

Ｂａｘ和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响

　　１：目的质粒组；２：空质粒组；３：未处理组。

图４　　ｐＥＧＦＰＮ１ｄｎＥＧＦＲ对胃癌细胞株ＮＣＩＮ８７中

Ｂａｘ和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响

３　讨　　论

ＥＧＦＲ在胃癌组织中的表达率为４０％～６５％，ＥＧＦＲ信号

转导通道参与细胞分裂、侵袭、血管形成等过程［６］。Ｌｉｅｔｏ等
［７］

和Ｇｅｎｎａｒｏ等
［８］发现ＥＧＦＲ高表达促使胃癌细胞增殖、凋亡

抑制，并与胃癌病理和临床分期相关。Ｃｕｎｎｉｎｇｈｅｍ等
［９］研究

发现ＥＧＦＲ表达阴性的患者比阳性患者的肿瘤相关死亡相对

危险明显降低。目前，ＥＧＦＲ的生物阻滞剂作为胃癌的治疗药

物正逐渐应用于临床［１０１１］。显性负性策略是指通过基因工程

技术获得特定受体的显性负性突变体，从而产生负性调节效

应［１２］。ｄｎＥＧＦＲ能够诱导胃癌细胞凋亡，使胃癌细胞侵袭能

力降低，对胃癌细胞恶性表型具有部分逆转作用［１３１４］。

本研究发现，ｄｎＥＧＦＲ导入人胃癌细胞ＳＧＣ７９０１和ＮＣＩ

Ｎ８７后，ＣｙｃｌｉｎＤ１的基因和蛋白表达水平降低。因此，本研究

认为可能ｄｎＥＧＦＲ与ＥＧＦＲ竞争结合上皮生长因子（ＥＧＦ），

ＥＧＦ的缺乏使 ＧＳＫ３β激活使ＣｙｃｌｉｎＤ１ＣＤＫ４／６含量减少，

ＣｙｃｌｉｎＤ１表达水平降低。

Ｌｉ等
［１５］研究显示，Ｂａｘ基因能够激活Ｃａｓｐａｓｅ家族启动凋

亡程序，裂解蛋白酶基板和释放Ｃｙｔｃ，最终导致染色质凝集、

细胞核崩解。本研究发现，ｄｎＥＧＦＲ目的质粒组ＢａｘｍＲＮＡ／

蛋白的表达水平高于未经任何处理的野生型细胞，本研究认为

可能ｄｎＥＧＦＲ诱导人胃癌凋亡是通过上调Ｂａｘ基因／蛋白的

表达水平从而激活Ｃａｓｐａｓｅ家族来实现的，这从另外一个角度

进一步证实了凋亡相关基因在ｄｎＥＧＦＲ诱导肿瘤细胞凋亡中

扮演角色。

本实验发现ｄｎＥＧＦＲ能够显著提高两种胃癌细胞对Ｘ射

线放疗的敏感性。尽管ｄｎＥＧＦＲ增强放疗的具体机制并不明

确，但是本研究在体外初步证实了ｄｎＥＧＦＲ转染两种胃癌细

胞后，胃癌细胞对放疗的敏感性显著提高，抑制胃癌生长和诱

导凋亡，这为今后针对ｄｎＥＧＦＲ的靶向治疗以及联合放疗的

研究提供了一定的理论依据。

参考文献：

［１］ＰａｒｋｉｎＤＭ，ＢｒａｙＦ，ＦｅｒｌａｙＪ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

２００２［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２００５，５５（２）：７４１０８．

［２］ＢｅｒａｒｄｉＲ，ＳｃａｒｔｏｚｚｉＭ，ＲｏｍａｇｎｏｌｉＥ，ｅｔａｌ．Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ

ｔｒｅａｍｅｎｔ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２００４，１１

（４）：９１１９１６．

［３］ ＧａｍｂｏａＤｏｍｉｎｇｕｅｚＡ，ＤｏｍｉｎｇｕｅｚＦｏｎｓｅｃａＣ，Ｑｕｉｎｔａｎｉｌ

ｌａＭａｒｔｉｎｅｚＬ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｇａｓｔｒｉｃａｄｅｎｏｃａｒ

ｃｉｎｏｍａｆｒｏｍ Ｍｅｘｉｃａｎｐａｔｉｅｎｔｓ：ａｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓｕ
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（２）在ＴＳＴ作用后的 ＨＮＥ１细胞中，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞百分率增

加，导致 ＨＮＥ１细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期，并且呈剂量依赖性，这

与Ｋｏｏ等
［２］报道ＴＳＴ阻滞乳腺癌细胞株于Ｇ０／Ｇ１ 期是相符

的。（３）随ＴＳＴ浓度的增加，Ｆｏｘｍ１蛋白表达量的表达逐渐减

少；ＴＳＴ 对 ＨＮＥ１细胞的增殖抑制作用可能是通过抑制

Ｆｏｘｍ１蛋白表达实现的，这与Ｂｈａｔ等
［１４］报道相符。

综上所述，ＴＳＴ对人鼻咽癌 ＨＮＥ１细胞株具有较好的体

外增殖抑制作用，其机制可能是通过抑制肿瘤细胞中Ｆｏｘｍ１

转录因子的蛋白表达实现的。本实验可为Ｆｏｘｍ１基因成为肿

瘤治疗的新靶点及其特异性抑制剂ＴＳＴ的临床应用提供一定

的实验室基础。
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