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摘要 目的 探讨转染髓样细胞白血病( Mcl-1) siＲNA 特异
性沉默 Mcl-1 基因对肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体
( TＲAIL) 诱导胃癌细胞 HGC-27 凋亡的影响。方法 采用
碘化丙啶( PI) 染色法流式细胞术分析 TＲAIL单独作用的细
胞凋亡率以及广谱 caspase抑制剂 z-VAD-fmk对细胞凋亡的
抑制作用;Western blot法分析 TＲAIL处理前后半胱天冬酶-
3( caspase-3) 和聚腺苷二磷酸核糖聚合酶-1 ( PAＲP-1 ) 的活
化以及抗凋亡的 Bcl-2、Bcl-XL 及 Mcl-1 的蛋白表达情况; 采
用 Lipofectamine 2000 转染 Mcl-1 siＲNA 入 HGC-27 细胞，
Western blot 法验证基因沉默效果，流式细胞术分析转染后
细胞凋亡率的变化。结果 HGC-27 细胞对 TＲAIL 不敏感，
48 h的凋亡率仅为( 20. 65 ± 3. 23 ) %，z-VAD-fmk 能几乎完
全阻止 TＲAIL诱导的凋亡; TＲAIL作用晚期 caspase-3 活化、
PAＲP-1 裂解，Bcl-2、Bcl-XL 及 Mcl-1 在 TＲAIL处理前后没有
明显的变化; Mcl-1 siＲNA 转染后能显著降低细胞中 Mcl-1

的蛋白表达水平，且细胞转染 Mcl-1 siＲNA 后再加入 TＲAIL

处理，细胞凋亡率明显增加。结论 Mcl-1 的高表达可能与
HGC-27 细胞对 TＲAIL抵抗有关，Mcl-1 siＲNA沉默 Mcl-1 基
因能增加 HGC-27 细胞对 TＲAIL的敏感性。

关键词 胃癌; 细胞凋亡; 小干扰 ＲNA; Mcl-1

中图分类号 Ｒ 735． 2

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2016) 01 － 0047 － 05

肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体( tumor nec-
rosis factor-related apoptosis-inducing ligand，TＲAIL)
是肿瘤坏死因子超家族的成员，具有选择性杀伤肿

瘤细胞的特点，相比一般的化疗药物有其独特的优

势。TＲAIL既可以通过死亡受体途径诱导细胞凋
亡，又可以通过线粒体途径使凋亡信号得以放大。
Bcl-2 家族是调控线粒体途径的关键分子，其 25 个
成员根据结构及功能不同，分为促凋亡和抗凋亡蛋

白，两种力量之间的平衡决定了细胞是存活还是死

亡。髓样细胞白血病-1 ( myeloid cell leukemia-1，

Mcl-1) 属于抗凋亡蛋白，最初在ML-1 人髓样白血病
细胞系的分化中发现［1］。Mcl-1 在多种肿瘤组织及
细胞系中高表达，通过反义寡核苷酸或 ＲNA干扰技
术抑制 Mcl-1 的表达可以使肿瘤细胞对化疗药物变
敏感［2-3］。该研究选择对 TＲAIL 不敏感的胃癌细胞
HGC-27，采用 siＲNA 技术特异性沉默 Mcl-1 基因，
了解其对 TＲAIL诱导的细胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1． 1 细胞及主要试剂 未分化的人胃癌细胞 HGC-
27( 中国科学院上海细胞库) ; ＲPMI 1640 培养基及
Opti-MEM培养基( 美国 Gibco 公司) ; 胎牛血清( 美
国 Hyclone公司) ; 重组人可溶性 TＲAIL ( 美国 Im-
munex公司) ; 碘化丙啶( PI) ( 美国 Sigma-Aldrich 公
司) ; 广谱的 caspase抑制剂 z-VAD-fmk( 美国 Calbio-
chem公司) ; 人 Mcl-1 siＲNA 序列由上海吉玛公司
设计并合成; Lipofectamine 2000 Ｒeagent ( 美国 In-
vitrogen公司) ; 小鼠抗人 Bcl-2、半胱天冬酶-3 ( cys-
teinyl aspartate specific proteinase-3，caspase-3) 、聚腺
苷二磷酸核糖聚合酶-1 ( poly［ADP-ribose］polymer-
ase-1，PAＲP-1) 单克隆抗体和兔抗人 Mcl-1 多克隆
抗体( 美国 Santa Cruz公司) ; 兔抗人 Bcl-XL 多克隆

抗体( 美国 Cell Signaling 公司) ; 小鼠抗人 GAPDH
单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠
IgG及山羊抗兔 IgG( 北京中杉金桥生物技术有限公
司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 HGC-27 细胞用含 20%胎牛血
清的 ＲPMI 1640 培养基在 37 ℃、5% CO2 培养箱中

常规培养。
1． 2． 2 流式细胞术检测细胞凋亡 将 HGC-27 细
胞接种于 24 孔板中，每孔 1 × 105 个细胞，次日细胞

融合达 80%以上，给予不同处理，每组设 3 个复孔。
处理结束后分别收集上清液至流式管中，1 200 r /
min离心 10 min，弃上清液，孔中贴壁细胞加 750 μl
PI 溶液( 含 50 mg /L PI、0. 1% 枸橼酸钠及 0. 1%
Triton X-100) 于 37 ℃避光作用 10 ～ 20 min，待孔内
细胞完全消化后也收集至对应的流式管中，混匀，置
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于 4 ℃ 避光染色过夜，次日上流式细胞仪 ( BD
FACSVerse) 检测细胞凋亡，FCS Express 4 软件分析
亚二倍体峰( sub-G1 ) 所占的百分率即为细胞凋亡
率。
1． 2． 3 Western blot法检测蛋白表达 分别收集不
同处理的细胞，加入 100 μl ＲIPA 裂解液，冰上裂解
30 min，然后 4 ℃、14 000 r /min离心 30 min，上清液
即总蛋白; 采用 BCA 法进行蛋白定量，每个样品取
20 μg进行 SDS-PAGE; 将分离开的蛋白从凝胶转移
至硝酸纤维素膜上，用 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，
分别加入不同的一抗 ( caspase-3、PAＲP-1、Bcl-2、
Bcl-XL或 Mcl-1 抗体) ，以 GAPDH 为内参，4 ℃孵育
过夜; 次日用 TBST 洗 3 次，每次 10 min，再加入不
同的二抗( 辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG
或山羊抗兔 IgG) ，室温孵育 1 h，TBST洗 3 次，每次
10 min; 最后用 ECL法显色，天能全自动凝胶成像系
统采集图像。
1． 2． 4 siＲNA 转染 Mcl-1 siＲNA 正义链: 5’-
GUGCCUUUGUGGCUAAACA-3 ’，反 义 链: 5 ’-
UGUUUAGCCACAAAGGCAC-3’。实验分为未转染
组( 对照组) 、转染阴性对照( NC siＲNA 组) 和转染
Mcl-1 siＲNA组，每组设 3 个复孔。转染在 6 孔板及
24 孔板中进行，转染前 1 d接种细胞，使得转染时细
胞融合达 30%。转染前 1 h将孔中培养基更换为无
血清的 Opti-MEM培养基( 6 孔板每孔 800 μl，24 孔
板每孔 400 μl) 。6 孔板转染分别用 100 μl Opti-
MEM 稀释 100 pmol siＲNA 和 5 μl Lipofectamine
2000 Ｒeagent，二者混合后室温放置 20 min，最后将
200 μl复合物滴入细胞中，4 h 后换液，48 h 后提取
细胞总蛋白，采用 Western blot 法判断基因沉默效
果。24 孔板转染则分别用 50 μl Opti-MEM 稀释 20
pmol siＲNA和 1 μl Lipofectamine 2000 Ｒeagent，二者
混合后室温放置 20 min，最后将 100 μl复合物滴入
细胞中，4 h 后换液，待细胞生长至约 80%融合时，
加入 200 μg /L TＲAIL继续处理 48 h，流式细胞术检
测细胞凋亡率。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 11. 5 统计软件进行
分析，计量资料以 珋x ± s表示，组间比较采用 t检验。

2 结果

2． 1 z-VAD-fmk 能抑制 TＲAIL 诱导的 HGC-27
细胞凋亡 流式细胞术检测结果显示，HGC-27 细
胞对 TＲAIL 不敏感，200 μg /L TＲAIL 处理 48 h 的
细胞凋亡率仅为( 20. 65 ± 3. 23 ) %。z-VAD-fmk 对

细胞几乎无毒性，而用 z-VAD-fmk提前 1 h 预处理，
再加入 TＲAIL继续作用 48 h时，细胞凋亡几乎被完
全阻止，凋亡率仅为( 6. 97 ± 2. 12) % ( 图 1) ，与单用
TＲAIL组比较，差异有统计学意义( t = 5. 012，P ＜
0. 05 ) ，说明 TＲAIL 诱导 HGC-27 细胞发生的是
caspase依赖性的细胞凋亡。

图 1 z-VAD-fmk能阻止 TＲAIL诱导的 HGC-27 细胞凋亡
A: 对照组; B: TＲAIL ( 200 μg /L ) 处理 48 h; C: z-VAD-fmk ( 20

μmol /L) 处理 48 h; D: z-VAD-fmk ( 20 μmol /L) 先处理 1 h，再加入
TＲAIL( 200 μg /L) 继续处理 48 h; 与 TＲAIL( 200 μg /L) 处理 48 h比

较: * P ＜ 0． 05

2． 2 TＲAIL处理前后的 caspase 活化及抗凋亡蛋
白的表达情况 caspase-3 位于凋亡通路的末端，其
激活可以切割多种细胞核蛋白及细胞骨架蛋白，引

起凋亡的各种改变，其中最主要的底物是 PAＲP-1。
在 TＲAIL 作用晚期 cleaved-caspase-3 和 cleaved-
PAＲP-1 才出现，说明 caspase活化很有限; 而抗凋亡
蛋白 Bcl-2、Bcl-XL 和 Mcl-1 在 TＲAIL作用前后都没
有明显的改变( 图 2) 。
2． 3 转染Mcl-1 siＲNA能有效地降低细胞内 Mcl-
1 蛋白的表达水平 采用 Lipofectamine 2000 将 Mcl-
1 siＲNA转染进 HGC-27 细胞，Western blot 法从蛋
白水平验证转染效果，结果显示，与对照组及 NC
siＲNA组比较，Mcl-1 siＲNA组几乎检测不到细胞中
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Mcl-1 的蛋白( 图 3) ，说明基因沉默效果很好。

图 2 caspase-3、PAＲP-1、Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1在 TＲAIL处理前后的表达

图 3 Mcl-1 siＲNA敲除效果

A: 对照组; B: NC siＲNA组; C: Mcl-1 siＲNA组

2． 4 转染 Mcl-1 siＲNA 能增加 HGC-27 细胞对
TＲAIL的敏感性 在 24 孔板中转染后，待细胞生
长至约 80%融合，加入 TＲAIL 继续处理，流式细胞
术检测显示转染 Mcl-1 siＲNA 可以明显增加细胞凋
亡率，48 h 的凋亡率为( 54. 78 ± 7. 56 ) %，与 NC
siＲNA组( 20. 65 ± 3. 95) %比较，差异有统计学意义
( t = 6. 927，P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

胃癌是世界范围内常见的恶性肿瘤，尽管近年

来手术治疗和化疗取得了很大的进展，患者的预后

依然很差。TＲAIL的优势在于其能选择性杀伤肿瘤
细胞，而不损伤正常细胞，因而被寄托了很大的希

望，但是仍有许多肿瘤细胞对之不敏感，成为其应用

于临床的重大障碍。在 TＲAIL 诱导的细胞凋亡通
路中，死亡受体途径和线粒体途径存在相互交叉，因

而这两条途径中的任何一个环节都可能使得细胞对

TＲAIL发生抵抗，如细胞膜表面诱骗受体 TＲAIL-Ｒ3
和 TＲAIL-Ｒ4 的表达、cFLIP 表达水平的升高、凋亡

抑制蛋白家族的高表达或者抗凋亡的 Bcl-2 家族蛋
白的高表达等。早期研究［4］显示许多细胞是因为
高表达 Bcl-2 和 Bcl-XL 才导致其对 TＲAIL 抵抗，而
近几年 Mcl-1 的抗凋亡作用越来越引起人们的注
意。

Mcl-1 的结构与 Bcl-2、Bcl-XL、Bcl-w 等有很大
的同源性，但也有其自身的特点。Mcl-1 的羧基端
有一个疏水的跨膜结构域和胞质区的 BH2、BH1 和
BH3 结构域，其氨基端比其他抗凋亡蛋白更长，且
含有两个 PEST( 脯氨酸 P /谷氨酸 E /丝氨酸 S /苏氨
酸 T) 基序，这可能是其半衰期短的原因，且这样的
结构也是 Mcl-1 更新、定位、磷酸化的结构基础［5］。
Mcl-1 主要定位在线粒体外膜上，阻止细胞色素 c从
线粒体释放入胞质。Mcl-1 还能以很高的亲和力与
Bim、Bid及 Puma 结合，但是其对 Noxa 和 Bak 的选
择性更高。Mcl-1 可以通过分离 Bak，阻止 Bak 寡聚
化，达到促生存的目的［6］。

Mcl-1 基因在人类肿瘤中是高度扩增的基因之
一［7］，在肿瘤发生中具有重要的作用。Mcl-1 在多
种肿瘤中高表达［8-9］，这可能是肿瘤细胞用来逃逸细

胞死亡或者对化疗药物抵抗的机制［10］。目前已知
去泛素酶 USP9X 能结合到 Mcl-1 上，去除容易被蛋
白酶体降解的赖氨酸 48-连接的多聚泛素链，从而
稳定 Mcl-1 的结构［11］，促进肿瘤细胞的存活。Mcl-1
蛋白在胃癌组织中的表达明显高于正常胃黏膜组

织，并且与胃癌的 T 分期、临床分期、转移、血管浸
润以及 5 年生存率密切相关，同样在胃癌细胞株中
的表达水平明显高于正常胃黏膜细胞［12］。本研究
中，HGC-27 细胞对 TＲAIL不敏感，48 h 的凋亡率低
于 30%。细胞内抗凋亡的 Bcl-2、Bcl-XL 和 Mcl-1 都
呈高表达，且 TＲAIL 处理之后没有明显改变，这可
能是导致 HGC-27 细胞对 TＲAIL抵抗的原因。
研究［13-14］显示下调 Mcl-1 可以增加肿瘤细胞对

化疗药物的敏感性，目前下调 Mcl-1 的药物主要有
细胞周期蛋白依赖的激酶抑制剂和去泛素酶抑制

剂。而反义寡核苷酸( ASO) 和 ＲNA干扰( ＲNAi) 是
体外实验中常用的下调 Mcl-1 基因表达的方法。
ＲNAi能把双链 siＲNA 引入细胞，通过特异性降解
相同序列的 mＲNA，从而阻断相应基因表达。和
ASO相比，其能抵御核酸酶降解，但 siＲNA 有瞬时
性，在体内停留的时间较短。本研究用脂质体法将
Mcl-1 特异性 siＲNA转入 HGC-27 细胞，48 h后在蛋
白水平检测基因沉默效果，Mcl-1 蛋白表达明显降
低，siＲNA序列有效。随即观察转染后对细胞凋亡
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的影响，结果 Mcl-1 siＲNA 能显著增加 TＲAIL 诱导
的 HGC-27 细胞凋亡率，这进一步说明了Mcl-1 在细
胞内的高表达是导致细胞对 TＲAIL耐受的因素。
综上所述，本研究采用 ＲNA干扰技术特异性沉

默 Mcl-1 基因，从而下调胃癌细胞 HGC-27 内 Mcl-1
的表达，且下调 Mcl-1 后 HGC-27 细胞对 TＲAIL 的
敏感性增强。目前通过高通量筛选的办法鉴定出多
种 Mcl-1 的小分子抑制剂，其中选择性抑制剂 UMI-
77 可以通过与 Mcl-1 分子的 BH3 结合沟结合在前
列腺癌细胞系及小鼠异种移植物模型中发挥抗肿瘤

作用［15］。Mcl-1 目前作为肿瘤治疗的新靶点受到了
肿瘤研究领域的关注，通过各种办法抑制 Mcl-1 可
能帮助克服肿瘤细胞化疗药物的抵抗。
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Effect of Mcl-1 siＲNA on TＲAIL-induced apoptosis in gastric cancer cells
Jin Wei1，Wu Ping2

( 1Dept of Otolaryngology，Chaohu Hospital of Anhui Medical University，Chaohu 238000;
2Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the effect of Mcl-1 small interference ＲNA ( siＲNA) on tumor necrosis factor-re-
lated apoptosis-inducing ligand ( TＲAIL) -induced apoptosis in gastric cancer HGC-27 cells． Methods The apop-
totic rates of cells treated with TＲAIL and pan-caspase inhibitor ( z-VAD-fmk) alone or combination were measured
by propidium iodide ( PI) method using flow cytometry． The activation of caspase-3，cleavage of PAＲP-1，as well
as the protein level of anti-apoptotic Bcl-2 proteins Bcl-2，Bcl-XL and Mcl-1 before and after TＲAIL treatment were
monitored by Western blot analysis． Transfection of Mcl-1 siＲNA was performed using Lipofectamine 2000 reagent．
The efficiency of gene silencing was quantified by Western blot and the effect of Mcl-1 siＲNA on TＲAIL-induced
apoptosis was measured using PI method． Ｒesults HGC-27 cells were resistant to TＲAIL-induced apoptosis，and
z-VAD-fmk pretreatment could block apoptosis nearly completely． Activation of caspase-3 and cleavage of PAＲP-1
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occurred in the late stage of apoptosis． The expression levels of Bcl-2，Bcl-XL and Mcl-1 were not altered after ex-

posure to TＲAIL． Transfection with Mcl-1 siＲNA could obviously downregulate the expression level of Mcl-1 in
HGC-27 cells and enhanced the sensitivity of cells to TＲAIL-induced apoptosis． Conclusion Overexpression of
Mcl-1 may account for the resistance of HGC-27 cells to TＲAIL． Downregulation of Mcl-1 by siＲNA can effectively
enhance the sensitivity of HGC-27 cells to TＲAIL-induced apoptosis．
Key words gastric cancer; apoptosis; siＲNA; Mcl-1
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生长分化因子-9下调对小鼠卵巢颗粒细胞增殖能力的影响
马会明，张永芳，王蒙蒙，李昀伽，蒲 静，于 佳，王燕蓉，裴秀英，徐 仙

摘要 目的 探讨生长分化因子-9 ( GDF9 ) 对小鼠卵巢颗
粒细胞增殖能力基因周期蛋白 A ( cyclin A) 、周期蛋白 D1
( cyclin D1) 和周期蛋白依赖性激酶抑制因子 27( p27kip1) 表
达的影响。方法 利用 CCK-8 检测法检测细胞的增殖能
力; 使用流式细胞术、Ｒeal-time PCＲ 和 Western blot 法验证
GDF9 siＲNA的干扰效率; 采用 Ｒeal-time PCＲ和Western blot
法检测细胞增殖 cyclin A、cyclin D1 和 p27kip1 mＲNA 和蛋
白表达情况。结果 GDF9 siＲNA显著抑制颗粒细胞增殖活
力，其中 72 h 抑制最明显 ( P ＜ 0. 05 ) ; Ｒeal-time PCＲ 和
Western blot法检测结果显示 GDF9 siＲNA 显著下调小鼠卵
巢颗粒细胞中 GDF9 mＲNA及蛋白的表达( P ＜ 0. 01) ; Ｒeal-
time PCＲ法检测结果显示，细胞 cyclin A、cyclin D1 mＲNA表
达降低，p27kip1 mＲNA表达增强; Western blot 法结果显示，
GDF9 siＲNA 可促进细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂
p27kip1 的表达，同时下调 G2 /M 期调控蛋白 cyclin A、cyclin
D1 的表达。结论 靶向抑制小鼠卵巢颗粒细胞中 GDF9 的
表达，下调细胞 cyclin A、cyclin D1 的表达，上调 P27 kip1 的
表达，显著抑制细胞的增殖。
关键词 GDF9 siＲNA; 细胞增殖; 细胞周期; 卵巢颗粒细胞;
小鼠
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系列重要的信号分子和周期蛋白调控有关［1 － 2］，细

胞周期蛋白和细胞周期蛋白依赖性激酶( cyclin-de-
pendent kinases，CDK) 抑制剂在调控细胞周期转换
过程中具有重要作用［3］，其中细胞周期 D1 ( cyclin
D1) 和细胞周期 A( cyclin A) 的首要功能主要是促
进细胞增殖［4］。CDK 抑制蛋白 p27 ( p27kip1 ) 是一
种 CDK抑制剂，通过抑制 cyclin D /CDK4、cyclinE /
CDK2 的活性，从而抑制细胞增殖活性［5 － 6］，使细胞

失去分裂能力。在卵母细胞的成熟过程中 GDF9 作
为一个旁分泌因子参与调节卵丘颗粒细胞扩展的过

程［7］。该研究通过 GDF9 基因沉默对小鼠颗粒细胞
中 cyclin D1、cyclin A 和 p27kip1 表达的检测，旨在
探讨小鼠颗粒细胞细胞周期调控蛋白在细胞增殖分

化机制中的作用，为卵母细胞发育机制提供一定理

论依据。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 逆转录试剂盒和荧光定量
PCＲ( Ｒeal-time PCＲ，ＲT-PCＲ) 试剂盒均购自日本
TaKaＲa 公司; 实时荧光定量 PCＲ ( Ｒeal-time PCＲ)
试剂盒、TＲIzol、DMEM/F12( 1 ∶ 1 ) 、Ⅰ型胶原酶、胎
牛血清均购自美国 Life Tech公司; 兔来源 cyclin A、
cyclin D1 及 p27kip1 单克隆抗体购自英国 Abcam公
司; β-actin兔单克隆抗体购自美国 Santa Cruz公司;
羊抗兔二抗及 ECL 化学发光试剂盒购自中国博士
德生物公司; 蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物试

剂公司; 重组 pcDNA 6． 2-GDF9 siＲNA ( 简称 GDF9
siＲNA) 质粒、siＲNA转染专用试剂 HiPerFect购自美
国 Qiagen公司; 680 型酶标仪购自美国 Bio-rad 仪
器公司; FACSCalibur 型流式细胞仪购自美国 BD 公
司; 普通 PCＲ仪和 GelDoc XＲ System凝胶成像系统
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