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摘要 目的 探讨凋亡抑制蛋白 Bcl-2 在紫杉醇(TAX) 耐

药胃腺癌细胞中的作用。方法 采用药物浓度梯度递增持

续作用法建立耐 TAX SGC-7901 细胞株，PI 单染法流式细胞

仪检测细胞凋亡率差异，MTT 比色法检测细胞生存率变化，

Western blot 检测 TAX 处理后 SGC-7901 普通细胞株及耐药

细胞株 Bcl-2、mcl-1、Bax、Bcl-xl 蛋白表达，半定量 PCＲ 检测

Bcl-2 mＲNA 水平变化，流式细胞术检测 Bcl-2 基因沉默后的

凋亡率变化，MTT 检测细胞生存率。结果 TAX 诱导胃腺

癌细胞凋亡具有时间和剂量相关性，耐药胃腺癌细胞株对

TAX 诱导的凋亡不敏感，TAX 处理后 Western blot 检测到耐

药细胞株中 Bcl-2 表达上调，亲本细胞株 Bcl-2 则表达下调，

半定量 PCＲ 检测耐药胃腺癌细胞株中 Bcl-2 mＲNA 水平亦

上调。在耐药胃癌细胞株中沉默 Bcl-2 后，Bcl-2 蛋白水平下

调，细胞凋亡率明显上升，细胞生存率显著下降。结论

Bcl-2 的表达上调可能是胃腺癌细胞对 TAX 耐药的重要机

制。
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胃癌是我国常见的恶性肿瘤，化疗是胃癌患者

治疗的主要手段之一。紫杉醇(paclitaxel，TAX) 作

为胃癌化疗的一线药物，因其在临床初始化疗缓解

后常产生耐药性，严重影响患者治疗效果
［1］。近年

来通过建立 TAX 耐药的肿瘤细胞株
［2］

探讨 TAX 耐

药机制的研究
［3］

表明:P-糖蛋白、微管 β 亚基和 α
亚基表达的改变，以及凋亡途径中相关分子的表达

异常均与 TAX 耐药性有关。Bcl-2 家族中的抗凋亡

蛋白在 TAX 等化疗药物耐药的肿瘤细胞中发挥重

要作用。该研究旨在探讨 Bcl-2 蛋白在 TAX 耐药的

胃腺癌细胞中的作用，了解胃腺癌细胞耐药的分子

机制，以期寻找克服肿瘤细胞耐药的有效途径。

1 材料与方法

1． 1 材料 SGC-7901 胃腺癌细胞株购自中国科学

院上海细胞库;ＲPMI-1640 培养基、胰酶、小牛血清、
Opti-MEM 购自美国 Gibco 公司; 小鼠抗 人 Bcl-2、
Bax、mcl-1、Bcl-xl 单抗购自美国 CST 公司;小鼠抗

人 β-actin 单抗及辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

IgG 抗体购自北京中杉金桥公司;Bcl-2 小干扰 ＲNA
购自上海吉玛公司;脂质体 Lipofectamine 2000 购自

美国 Invitrogen 公司;TAX 购自美国百时美施贵宝公

司;β-actin 及 Bcl-2 引物由上海生工生物公司合成。
1． 2 细胞培养及药物处理 SGC-7901 胃癌细胞系

在含 10%小牛血清、1% 双抗的 ＲPMI-1640 培养基，

37 ℃、5% CO2 饱和湿度下培养。TAX 溶于 DMSO
配成 1 mmol /L 储存液，－ 20 ℃保存，使用前稀释成

所需浓度。细胞传代后 24 h，PBS 洗涤 2 次，未处理

组更换新鲜培养液，药物组加入 TAX，不同时间收

集备用。
1． 3 耐药细胞系的建立 选取对数生长期的 SGC-
7901 细胞，TAX 作用浓度从 0. 03 μmol /L 开始，48 h
后弃去培养液，加入新鲜培养液继续培养，观察没有

明显死亡细胞后，选择对数生长期的细胞传代，并增

加 25% ～ 50% TAX 药物浓度，反复传代并使之稳

定，直至该细胞株能在 0. 3 μmol /L 的 TAX 浓度下

长期培养生长，命名为 SGC-7901 /TAX。
1． 4 PI 单染法流式细胞仪检测细胞凋亡率 将处

于对数生长期的 SGC-7901 与 SGC-7901 /TAX 细胞

接种于 24 孔板培养过夜，选择不同剂量的 TAX 及

不同时间点分别作用于上述两种细胞。收集 24 孔

板中上清液，各孔再用 PBS 洗涤 1 遍，1 200 r /min
离心 10 min，弃上清液，每孔加入 750 μl PI 染液，37
℃避光，作用 20 min 后收集细胞。4 ℃ 避光过夜。
次日上流式仪检测。每组实验重复 3 次，结果用

WinMDI 2． 9 软件分析，具有 G1 期 DNA 含量的细

胞比例即细胞凋亡率。
1． 5 MTT 比色法检测细胞生存率 将处于对数生

长期的 SGC-7901 与 SGC-7901 /TAX 细胞接种于 96
孔板，37 ℃、5%CO2 温箱培养 3 d，分别加 TAX 作用

不同时间及浓度。每孔加 MTT 溶液 20 μl，继续孵

育 4 h，终止培养，小心吸弃孔内培养上清液，每孔加

150 μl DMSO，振荡 10 min，使结晶物充分溶解。选

择 490 nm 波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光
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值，记录结果，以时间为横坐标，吸光值为纵坐标绘

制细胞生长曲线。
1． 6 Western blot 收集细胞，预冷 PBS 洗涤 2 遍，

加入细胞裂解液，冰上孵育 30 min，4 ℃、12 000 r /
min，离心 30 min，吸取上清液，即细胞总蛋白。用

BCA 法测定蛋白浓度。将已定量好的细胞总蛋白

与 2 × 蛋白电泳上样缓冲液等量混合，沸水煮 3 ～ 5
min 备用。20 μg 总蛋白经 SDS-PAGE 电泳，转移至

硝酸纤维素膜上，转膜后用 5% 脱脂牛奶 /TBST 封

闭 2 h，依次加入一抗(β-actin、小鼠抗人 Bax、Bcl-
xl、Bcl-2、mcl-1)1 ∶ 1 000 稀释，室温孵育 2 h，TBST
洗 3 次，每次 15 min，分别加辣根过氧化物酶标记的

羊抗小鼠二抗(1 ∶ 10 000 稀释)室温孵育 1 h，TBST
洗 3 次，每次 15 min。用 ECL 试剂盒进行显影曝

光，拍摄图像保存。
1． 7 ＲT-PCＲ 用 TＲIzol 法提取 TAX 作用不同时

间的 SGC-7901 /TAX 细胞的总 ＲNA，并进行质量鉴

定。按照逆转录试剂盒说明，冰上操作将不同时间

点的 ＲNA 逆转录成 cDNA。再以逆转录出的 cDNA
为模板建立反应体系(25 μl)。β-actin 引物序列:

正义链 5'-GACCTGACTGACTACCTCATGAAGAT-3'，
反义链 5'-GTCACACTTCATGATGGAGTTGAAGG-3'。
Bcl-2 引物序列:正义链 5'-TTCGCCGAGTCCAGGC-
3'，反义链 5'-TCACTTGTGGCCCAGATAGC-3'。反应

的变性，退火，延伸条件为 94 ℃ 5 min;94 ℃ 30 s，
60 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，共 35 个循环;72 ℃ 10 min。
PCＲ 产物在 1. 5%琼脂糖凝胶进行电泳。
1． 8 基因沉默 根据 Bcl-2 基因信息，分别设计 3
条针对 Bcl-2 的靶序列。SiＲNA1:5'-CATCGCCCT-
GTGGATGACT-3'，SiＲNA2:5'-GACTCTGCTCAGTIT-
GGCC-3'; SiＲNA3: 5'-GTGAAGTCAACATGCCTGC-
3'。取对数生长期的 SGC-7901 /TAX，以 24 孔板为

例，细胞密度为 1 × 105，接种于 24 孔板，用含 10%
小牛血清的无抗生素的 ＲPMI-1640 培养 24 h。将

SiＲNA 与 Opti-MEM ( 转 染 专 用 培 养 基 )，Lipo-
fectamine 2000 与 Opti-MEM 分别混匀后，再混合两

种悬液，室温作用 20 min。将 SiＲNA-脂质体复合物

加入培养孔中，转染后 6 h，吸弃含 SiＲNA-脂质体复

合物的培养液，换为含 10% 小牛血清无抗生素的

ＲPMI-1640 培养，设空白、阴性对照组。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件分析。
数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方差分析。

2 结果

2． 1 SGC-7901 /TAX 与 SGC-7901 细胞形态比较

显微镜下观察 SGC-7901 细胞呈圆形，大小均一，

形态规则，折光率高，呈铺路石状;SGC-7901 /TAX
细胞变形，部分细胞体积增大，大小不均一，形态不

规则，可见瘤巨细胞和凹陷，折光率减弱。见图 1。

图 1 光镜下 SGC-7901 与 SGC-7901 /TAX 细胞形态 SP × 100

A:SGC-7901;B:SGC-7901 /TAX

2． 2 TAX 诱导 SGC-7901 /TAX 与 SGC-7901 凋亡

率比较 用不同浓度(0. 1、0. 2、0. 3 μmol /L) TAX
诱导 SGC-7901 /TAX 与 SGC-7901 细胞 36 h，两株细

胞 的 凋 亡 率 分 别 为 ( 2. 11 ± 1. 02 )%、( 7. 23 ±
0. 71 )%、( 8. 13 ± 1. 33 )% 和 ( 3. 64 ± 0. 82 )%、
(19. 62 ± 1. 04)%、(33. 72 ± 0. 93)%，在 0. 2 μmol /
L 时差异具有统计学意义 (P ＜ 0. 05)。同时选用

0. 3 μmol /L TAX 作用 6、12、36 h 凋亡率分别为亲

本株 (4. 03 ± 0. 81)%、(7. 23 ± 1. 40)%、(33. 7 ±
0. 97 )%，耐 药 株 ( 1. 23 ± 1. 01 )%、( 3. 60 ±
0. 73)%、(33. 72 ± 1. 34)%，在 6 h 以后差异有统计

学意义(P ＜ 0. 05)。以上表明耐药株细胞较亲本株

细胞对 TAX 诱导的凋亡明显耐受。
2． 3 TAX 对 SGC-7901 /TAX 与 SGC-7901 的增殖

抑制作用比较 分别采用不同浓度的 TAX(0. 1、
0. 2、0. 3 μmol /L) 作 用 于 SGC-7901 /TAX 与 SGC-
7901 细胞 36 h 后，MTT 法检测细胞存活率分别为

(96. 43 ± 2. 52 )%、( 91. 97 ± 2. 90 )%、( 89. 11 ±
3. 52)% 和 (88. 54 ± 0. 93)%、(83. 31 ± 2. 07)%、
(69. 56 ± 3. 20)%，在 TAX 0. 1 μmol /L 时差异有统

计学意义(P ＜ 0. 05)。同时，采用 0. 3 μmol /L TAX
作用两株细胞 6、12、36 h 后，MTT 检测存活率耐药

株为(95. 17 ± 1. 84)%、(89. 34 ± 2. 61)%、(84. 33
± 3. 12 )%，亲 本 细 胞 株 为 ( 93. 42 ± 2. 31 )%、

(80. 77 ± 3. 74)%、(69. 12 ± 1. 93)%，12 h 后差异

有统计学意义(P ＜ 0. 05)。以上表明 TAX 对耐药

株细胞的增殖抑制作用较亲本株细胞明显减弱。
2． 4 TAX 作用于 SGC-7901 和 SGC-7901 /TAX 后
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对 Bcl-2 家族蛋白表达的影响 检测 Bcl-2 蛋白家

族 Bcl-2、mcl-1、Bcl-xl、Bax 在两株细胞中表达的变

化情况，结果显示 Bcl-2 在亲本细胞株中表达下调，

与 0 h 蛋白表达量比较，在 6 h 后开始降低，差异有

统计学意义(P ＜ 0. 05)，见图 2;同时 Bcl-2 在 TAX
耐药细胞株中表达明显上调，与 0 h 蛋白表达量比

较，在 6 h 后开始升高，差异有统计学意义 (P ＜
0. 05)，见图 3。Bcl-2 在两株细胞中的表达差异说

明抗凋亡蛋白 Bcl-2 变化可能在 TAX 耐药机制中起

重要作用。

图 2 TAX(0. 3 μmol /L)诱导 SGC-7901 细胞 Bcl-2 家族蛋白的变化

与同种蛋白 0 h 比较:* P ＜ 0. 05

2． 5 TAX 诱 导 耐 药 细 胞 株 SGC-7901 /TAX 中

Bcl-2 mＲNA 表达水平变化 在明确了 TAX 作用

于胃腺癌细胞耐药株 SGC-7901 /TAX 后 Bcl-2 的蛋

白水平是上调的，进一步探讨 mＲNA 水平的变化。
TAX 处理胃腺癌耐药细胞株 SGC-7901 /TAX 后，提

取作用不同时间点的 mＲNA，采用特异性引物通过

ＲT-PCＲ 反应检测 Bcl-2 mＲNA 水平也是上调的，见

图 4，与蛋白水平变化一致，说明 Bcl-2 的变化受到

转录水平上的调控。
2． 6 TAX 作用于沉默 Bcl-2 的耐药细胞株 SGC-
7901 /TAX 后凋亡率变化情况 由于 Bcl-2 在耐药

细胞株中表达上调，于是在耐药细胞株 SGC-7901 /
TAX 中沉默 Bcl-2 基因，Western blot 鉴定 Bcl-2 蛋

白表达可见转染小干扰ＲNA后，Bcl-2的蛋白表达

图 3 TAX(0. 3 μmol /L)诱导 SGC-7901 /TAX 细胞

Bcl-2 家族蛋白的变化

与同种蛋白 0 h 比较:* P ＜ 0. 05

图 4 TAX(0. 3 μmol /L)诱导胃腺癌细胞耐药株

SGC-7901 /TAX Bcl-2 mＲNA 的表达

M: Marker DL2000

显著下调，见图 5，说明沉默基因有效。转染 24 h 后

加 TAX 作用 36 h，流式细胞仪检测细胞凋亡率示 3
条小干扰 ＲNA 分别为(14. 32 ± 0. 92)%、(18. 53 ±
1. 06)%、(29. 16 ± 0. 47)%，较空白对照 (7. 20 ±
0. 32)%和阴性对照(8. 41 ± 0. 65)% 明显提高，差

异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，见图 6，同时 MTT 比色

法检测示转染 3 条小干扰 ＲNA 后细胞存活率分别

为 (79. 82 ± 1. 34) %、(76. 11 ± 3. 42)%、(66. 72 ±
1. 53)%，与空白对照(89. 12 ± 1. 97)% 和阴性对照

(88. 15 ± 2. 64)% 相比显著下降，差异有统计学意

义(P ＜ 0. 05)。

3 讨论

TAX 是从紫杉树皮中分离得到的抗癌药物，其
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图 5 Western blot 检测沉默 Bcl-2 基因后 Bcl-2 的表达变化

1:空白对照组;2:阴性对照组;3:Bcl-2-SiＲNA1 组;4:Bcl-2-SiＲ-

NA2 组;5:Bcl-2-SiＲNA3 组;与空白对照组比较:* P ＜ 0. 05

作用机制
［4］

主要是促进微管双聚体装配成微管，抑

制微管的解聚，从而影响细胞的正常分裂，使细胞阻

滞于 G2 /M 期。同时 TAX 与微管蛋白结合十分稳

定，可抑制细胞内外某些调控因素对微管系统的作

用，可诱导细胞最终以凋亡方式死亡。临床应用于

治疗多种肿瘤如胃癌、食道癌、肺癌、乳腺癌、卵巢癌

等。但是，与其他化疗药物一样 TAX 也面临着肿瘤

细胞的耐药性问题。
肿瘤耐药的机制非常复杂

［5］，主要可分为 4 种:

① 降低药物活性或提高细胞解毒能力;② 通过转

运蛋白降低细胞内或区域内的药物浓度;③ 改变药

物作用靶点或提高细胞对破坏靶点的修复能力; ④
提高细胞抗凋亡能力。这种耐药可为原发性也可为

继发性，并已成为肿瘤化疗的一大障碍。
本实验采用药物浓度梯度递增持续作用法建立

了耐 TAX 的胃腺癌细胞株 SGC-7901 /TAX，光镜下

观察 SGC-7901 细胞呈圆形或椭圆形，大小均一，形

态规则，边界清晰，核大，SGC-7901 /TAX 耐药细胞

形态不规则，大小不一，细胞体积稍增大，边界不清

楚，细胞核不规则，可见较大的凹陷和巨细胞。流式

细胞术检测 TAX 诱导的两株细胞随着药物作用浓

度的增加及时间的延长凋亡率增加，并且耐药细胞

株较亲本细胞对 TAX 诱导的凋亡明显耐受。同时，

MTT 实验显示 TAX 诱导后耐药细胞株的生存率比

亲本细胞明显提高，这些都显示建立了 TAX 耐药细

胞株 SGC-7901 /TAX 模型成功。之后，TAX 分别作

用于两株细胞，Western blot 检测了与凋亡密切相关

的 Bcl-2 家族相关蛋白的表达情况，结果显示 Bcl-2
在 SGC-7901 细 胞 株 中 蛋 白 表 达 水 平 下 调，而 在

SGC-7901 /TAX 耐药细胞株中的蛋白表达却是上

调。这提示 Bcl-2 作为抗凋亡 Bcl-2 家族中的重要

一员，其在 TAX 诱导的耐药胃腺癌细胞凋亡中起抑

制作用。为了进一步证实 Bcl-2 在 TAX 耐药中的作

用，在 Bcl-2 高表达的耐药细胞 SGC-7901 /TAX 中沉

默 Bcl-2 基因后，TAX 再作用此沉默 Bcl-2 基因的耐

药细胞株，流式结果显示细胞凋亡率较沉默基因前

明显升高，MTT 也提示沉默 Bcl-2 基因后耐药细胞

株生存率较沉默基因前明显减少。由此进一步表明

SGC-7901 /TAX 对 TAX 耐药与 TAX 诱导 Bcl-2 的表

达增加有关。
Bcl-2 基因家族是线粒体凋亡途径中的重要凋

亡调节蛋白
［6］，分为两类，一类为抗凋亡成员位于

内质网、线粒体膜和核膜等处，包括 Bcl-2、Bcl-xl、
mcl-1 均含有 3 ～ 4 个 BH 结构域;另一类为促凋亡

成员: 正 常 时 存 在 于 胞 质 或 者 细 胞 骨 架 中，包 括

Bim、Bid、Bax、Bad 等。
Bcl-2 蛋白最早在人类滤泡样的 B 细胞淋巴瘤

中由染色体［t(14:18)(q32:q21)］易位的断裂点克

隆发现
［7］，已知Bcl-2主要通过阻止凋亡而促进细

图 6 沉默 Bcl-2 基因后，TAX 诱导 SGC-7901 /TAX 的凋亡率

A:空白对照组;B:阴性对照组;C:Bcl-2-SiＲNA1 组;D:Bcl-2-SiＲNA2 组;E:Bcl-2-SiＲNA3 组
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胞存活。Bcl-2 定位于细胞核膜、内质网和线粒体外

膜上。Bcl-2 通过 BH3 结构域与同家族的促凋亡分

子如 Bax 形成异源二聚体，有研究
［8］

显示当肿瘤细

胞受到凋亡诱导因子的刺激后是否存活取决于 Bcl-
2 /Bax 的比率，当 Bax 增加时，形成 Bax /Bax 同二聚

体，加速细胞凋亡，当 Bcl-2 表达增加时，形成 Bcl-2 /
Bax 异二聚体，抑制 Bax /Bax 同二聚体诱导的凋亡，

但这些复合物凋亡调节的具体机制尚不清楚。研

究
［9］

显示将 Bcl-2 转染到乳腺癌细胞中，转染 Bcl-2
的细胞在相同化疗药物的作用下凋亡率明显减低

了。Konopleva et al［10］
将 Bcl-2 反义寡核苷酸导入

白血病细胞中，抑制其 Bcl-2 表达，发现转染后细胞

的凋亡率明显减低，并且对多种化疗药物的敏感性

升高。Han et al［11］
将 Bcl-2 的小干扰 ＲNA 转染入耐

TAX 的肺癌细胞后，细胞凋亡率较转染前明显提高

了。这都与该实验结果相符合。因此，对反义 Bcl-2
寡核苷酸或其反义表达质粒的体内外抗肿瘤作用研

究有重要意义，可能成为未来逆转肿瘤耐药治疗的

新靶点、新思路。
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The role of Bcl-2 in paclitaxel-resistant gastric adenocarcinoma cells
Zhang Li，Hu Wanglai，Wang Jiayu，et al

(Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the role of Bcl-2 in paclitaxel-resistant gastric adenocarcinoma cells． Methods
The paclitaxel-resistant cell line SGC-7901 /TAX was established by increasing drug concentration gradient and

continuing induction． The difference of apoptosis rate was measured by flow cytometry using propidium iodide stai-
ning． MTT colorimetric detected cell survival rate． The protein expression levels of Bcl-2，mcl-1，Bax，Bcl-xl were
detected by Western blot． The expression of Bcl-2 mＲNA level in the resistant cell line was monitored by ＲT-PCＲ．
Silencing of gene Bcl-2 expression was accomplished by small interfering ＲNA techniques． Ｒesults Paclitaxel-in-
duced apoptosis in gastric adenocarcinoma cells was in a time and dose-dependent manner． Drug-resistant gastric
adenocarcinoma cell line was not sensitive to paclitaxel induced apoptosis． The up-regulation of Bcl-2 protein level
was obvious in the drug-resistant cell line，and Bcl-2 mＲNA level was also found to be up regulated by semi-quan-
titative PCＲ． Inhibiting Bcl-2 expression by SiＲNA in resistant gastric adenocarcinoma cell line increased the cell
apoptosis． Conclusion Bcl-2 up regulation plays an important role in gastric adenocarcinoma cells resistant to pa-
clitaxel induced apoptosis．
Key words gastric adenocarcinoma; paclitaxel; cell apoptosis; tumor drug-resistance; Bcl-2
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