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【摘 要】目的：探讨 pshRNA—MDRla联合pBUD—TRAIL，在体外对胃癌细胞 SGC7901／VCR增殖和凋亡的作用及机制，为肿瘤 

的基因治疗奠定基础。方法：以人胃癌SGC7901／VCR细胞株为研究对象，将 pshRNA—MDRla与pBUD—TRAIL共同转染胃癌 

SGC7901／VCR细胞并在 VCR中培养，同时与 pshRNA—MDRla组、pBUD-TRAIL组、SGC7901／VCR和空质粒组相比较 ，以MTr 

法检测细胞增殖抑制率、以FCM检测细胞凋亡率以及 TUNEL法检测细胞凋亡等，观察联合应用组对肿瘤细胞增殖的抑制作用。 

结果：M1T法显示：对照组(pBUD—TRAIL、pshRNA—MDRla、空质粒和 SGC7901／VCR组)胃癌细胞的生长抑制率分别为 45％、 

30％、10％和 10％，联合实验组抑制率为70％；FCM检测显示：对照组胃癌细胞的凋亡率分别为 25．96％、10．27％、5．96％和4．25％， 

联合实验组凋亡率为41．23％；与对照组相比，联合实验组抑制率和凋亡率都具有显著性差异；TUNEL检测结果显示：联合组与 

其他对照组相比较，细胞核明显棕黄色深染，且阳性染色细胞数 目明显增多，表明 pBUD—TRAIL与pshRNA—MDRla联合作用， 

凋亡细胞明显增加。结论：pshRNA—MDRla联合 pBUD—TRAIL可显著抑制肿瘤细胞的增殖和促进肿瘤细胞的凋亡 ，推测与 

pshRNA—MDRla阻止TRAIL外排有关，从而增强TRAIL促进肿瘤细胞凋亡的作用，两者具有协同作用。 
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Experimental study on the effects of pshRNA-MDRla combined with 

pBUD-TRAIL in inducing SGC7901／VCR cell apoptosis and proliferation and 

thei r mechan ism 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of pshRNA-MDRla combined with TRAIL in treating gastric cancer cell lines SGC7901 

／VCR and understand their mechanism，in order to lay experimental and theoretical foundation for clinical application of gene tumor 

therapy．Methods：SGC7901NCR cells transfected with pBUD-TRAIL and pshRNA—MDRIa simultaneously were cultivated with lm~／L 

concentration of VCR，and compared with SGC7901／VCR cell transfected with pshRNA—MDRla，pBUD—TRAIL，pBUD groups and 

SGC7901／VCR group，respectively．The inhibition ofcell proliferation was examined by methyhhiazolyl tetrazolium (nTr)method，and 

cell apoptosis Was detected by TUNEL method and flow cytometry using PI staining analysis．Results：The inhibition rates in 

pshRNA—MDRla，pBUD-TRAIL，pBUD and SGC7901／VCR groups were respectively 45％ ，30％ ，10％ ，and 10％ by M1Tr．The apoptosis 

rates in pshRNA-MDRla，pBUD-TRAIL，pBUD and SGC7901／VCR groups were respectively 25．96％ ，10．27％ ，5．96％ ，and 4．25％ by 

FCM．Compared with control group，the inhibition rate of the proliferation and apoptosis rate of SGC7901／VCR cells in pshRNA—MDRla 

eombinatedwithTRAILgroupwas higher(70％，41．23％respectively)；Karyopycnosis，nuclear chromosomal condensation and segmentation 

were observed by TUNEL．pshRNA—MDRla combinated with TRAIL group could significantly induce the apoptosis of tumor． 

Conclusion：pshRNA—MDRla combined with TRAIL could inhibit the proliferation and induce apoptosis of SGC7901／VCR cells，which 

could be related with the interfering effects of pshRNA—MDRla by prohibiting TRAIL excretion，SO as to intensify the effect of TRAIL in 

promoting tumor cell apoptosis and have a synergistic action with TRAIL． 
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肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体(Tumor necrosis factor- 

related apoptosis inducing ligand，TRAIL)是近年来发现的TNF 

超家族新成员，其生物学特点为选择性细胞毒作用，对正常 

细胞的生长没有影响，从而认为在正常机体中起免疫监视作 

用I”。然而最近研究发现，越来越多的肿瘤细胞系和肿瘤对重 

组可溶型 TRAIL产生了抵抗性，其原因可能与肿瘤细胞在放 

化疗过程中产生多药耐药等因素有关。而肿瘤多药耐药基因 

(Muhidrug resistance，MDR)过度表达是导致肿瘤细胞产生耐 

药的重要机制，同时也是造成化疗中断、治疗失败的主要因 

素之一 “I。因此本文同时选择TRAIL基因和 MDR基因来探 

讨其在恶性肿瘤中的作用将具有重要的临床意义。 

在前面的实验中，成功构建了重组载体 pshRNA—MDRla 

和pBUD—TRAIL，本文将同时转入胃癌多药耐药细胞株SGC 

7901／VCR中，探讨联合转染组与单独转染组对肿瘤细胞增 

殖与凋亡的作用 ，从而为晚期肿瘤的治疗奠定理论与实验基 

石}f{ 

1 材料和方法 

1．1 一 般 材料 

pshRNA—MDRla是 MDR1基因的siRNA，由本实验构建； 

重组质粒 pBUD—TRAIL由李彦硕士提供(TRAIL基因位于Xho 

T和 Ⅱ酶切位点之间)。胃癌多药耐药细胞株 SGC7901／ 

VCR由第四军医大学樊代明院士惠赠，SGC7901／VCR是胃 

癌细胞 SGC7901经递增浓度的长春新碱(Vincristine，VCR) 

诱导形成的、具有典型的 P—gP高表达的耐药细胞株；MTr、 

DMSO购自Sigma公司；1640培养液为 Gibco产品．，J、牛血清 

为杭州四季青公司产品；Roche试剂盒为中杉公司产品。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 细胞培养及分组 SGC7901／VCR细胞常规培养于含 

10％的胎牛血清，100Wml青霉素、100 ml链青霉素，1 mg／L 

VCR的 RPMI1640培养液中，培养条件为 37℃，CO 饱和度 

为 5％，定期观察细胞生长情况，每 2～3 d用 0．1％的胰酶消 

化，进行传代培养。实验分为5组。第 1组为 SGC7901／VCR组： 

不转染质粒；第2组为空质粒组：转染pGenesil质粒；第3组 

为pshRNA—MDRIa组：转染 pshRNA—MDRIa；第 4组为pBUD— 

TRAIL组：转染 pBUD—TRAIL；第 5组为联合转染组：联合转 

染 pshRNA—MDRla和pBUD—TRAIL。 

1-2．2 MTT检测肿瘤细胞生长 收集对数生长期肿瘤细胞． 

调整细胞浓度为 1 X 10s个／L，以 1 X 10 个／孑L(每孑L 100 1) 

接种于 96孔板中，调零组只加入等体积培养液。随机分为5 

组和调零组(加入等体积培养液)。每组设 5个平行孔，37qE， 

5％CO 条件下分别培养，待细胞生长占培养孑L孔底 80％～ 

90％时进行转染(按脂质体转染说明书进行操作)。转染后培 

养 24、48 h和 72 h，弃掉各孔培养基，每孑L加入 0．5％MIT溶 

液 200 l，37~C孵育 4 h；小心吸去上清液，每孑L加入 150 l 

DMSO溶解样品，震荡混匀。用酶联免疫检测仪测定各孔 

570 nm吸光度值，取 5孔吸光度值的均数，以时间(T)为横 

坐标，光吸收值(OD)为纵坐标绘制细胞生长曲线。 

1．2_3 流式细胞术(F】ow cytometry，FCM)检测细胞周期和凋 

亡 方法同前，转染后培养 48 h，收集各组细胞和对照组(加 

入等体积培养液)细胞，PBS洗涤 2次，70％冷乙醇固定过夜， 

PBS离心洗涤 2次 ，加入 l0 Ixl RNA酶(50 g／m1)，37℃温浴 

30 min后，PI染液冰浴作用 30 min，用流式细胞仪分析细胞 

凋亡。 

1．2．4 TUNEL法检测细胞凋亡 收集对数生长期肿瘤细 

胞，接种于放有盖玻片的 24孔板中(3×104个，孑L)，转染后 

培养48 h后吸弃培养液，37℃PBS洗 3次，吸干净孔内液体， 

加新鲜配制的4％多聚甲醛，室温固定 60 rain。PBS洗 3次， 

吸干净孔内液体，再加3％过氧化氢一甲醇室温作用 10 min， 

PBS洗 3次，把培养孔板放在冰上。加 0．1％Triton X一100，冰 

浴 5 min，用 PBS洗 3次，加 TUNEL反应液，DAB显色，光镜 

观察结果并照相。 

2 结 果 

2．1 重组质粒转染后耐药细胞株生长情况 

pshRNA—MDRla、pBUD—TRAIL以及 2种重组质粒共同 

转染胃癌多药耐药细胞 SGC7901／VCR后，在荧光显微镜下 

均可见到绿色荧光蛋白的表达，胃癌细胞贴壁，随着培养时 

间的延长，细胞内荧光逐渐增多增强，在 48 h时达高峰。与 

单独转染相比，未见明显差异(图 1)。 

2．2 MTr检测重组质粒对耐药细胞株增殖的影响 

细胞转染质粒后对细胞的生长有一定影响，SGC7901／ 

VCR组与空质粒组生长 良好 ，死亡细胞较少 ，而 pshRNA— 

MDRIa，pBUD—TRAIL组与联合转染组细胞生长明显减慢 ， 

且可见联合转染组细胞生长最慢，生长曲线表明：联合转染 

组较单独转染组对肿瘤细胞生长的抑制作用更强，肿瘤细胞 

． psh—MDRIa组；B．pBUD—TRAIL组：C．联合转染 pshRNA—MDRla和pBUD—TRAIL匀 

图1 质粒转染48 h后 SGC7901／VCR细胞荧光照片(200 X) 
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增殖显著受到抑制 ；随着培养时间的延长 ，抑制生长与增 

殖的作用更加明显。受抑程度依次是：联合转染组 >pBUD— 

TRAIL组 >pshRNA—MDRIa组 >空质粒 >SGC7901／VCR组 

(图 2)。 
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图2 转染 7901／VCR细胞后各组细胞的生长曲线 

2．3 FCM检测重组质粒对耐药细胞周期和凋亡的影响 

PI单染法流式细胞仪检测细胞转染后培养48 h的细胞 

周期及细胞凋亡率。从图3可以看出，SGC7901／VCR组与空 

质粒组细胞周期和细胞凋亡率分别是 s期 29．37％、30．89％； 
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凋亡 4．25％、5．36％；pshRNA—MDRla组和 pBUD—TRAIL组细 

胞周期和细胞凋亡率分别是 S期 10．49~／o、40．99％；凋亡 10．27％， 

25．96％；联合转染组细胞周期 S期 45．39％和细胞凋亡率 

41．23％。与空质粒组、单独重组质粒转染组相比，可见联合转 

染组效果最明显 ，凋亡率最大，与此同时，细胞大多数停止在 

s期，说明联合转染可增强 TRAIL基因诱导细胞凋亡的作 

用。 

2．4 TUNEL检测重组质粒对耐药细胞凋亡的影响 

经 TUNEL检测结果显示：SGC7901／VCR组，空质粒组细 

胞核染色较淡，染色细胞数目较少或没有，48 h的凋亡率分别 

为4．3％和6．2％，而 pshRNA—MDRla组，pBUD—TRAIL组 ，联 

合转染组细胞核明显棕黄色深染，核浓缩，染色质凝聚，靠近 

核膜，同时细胞质中有散在点片状着色，48 h的凋亡率分别 

为 19．7％、21．3％和35．4％。其中联合转染组阳性染色细胞数 

目最多，说明联合转染可明显增强 TRAIL诱导细胞凋亡的作 

用。pshRNA—MDRla组，pBUD—TRAIL组，联合转染组与空质 

粒组凋亡率的差别具有显著的统计学意义(P<0．01)(图 4)。 
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A．SGC7901／VCR组；B．SGC7901／VCR／vec组；C．SGC7901／VCR／psh—MDRla组；D．pBUD—TRAIL组；E
． 联合转染组 

图3 转染48 h后流式细胞仪检测 SGC7901NCR细胞的凋亡 

D E 

A．联合转染组组；B．pBUD—TRAIL组；C．SGC7901／VCR／psh—MDRIa组；D．SGC7901／VCR／vec组：E．SGC790I／VCR 

图4 转染后48 hTUNEL检测 7901NCR细胞的凋亡(DAB×400) 
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3 讨 论 

近年来，随着分子医学和肿瘤病因研究的不断深入 ，肿 

瘤的基因治疗成为肿瘤治疗的活跃领域，在提高?肖化系统恶 

性肿瘤治疗效果、延长生存时间、降低放疗和化疗副作用方 

面将发挥重要作用 。 

TRAIL蛋白具有膜结合型和可溶型 2种形式，二者都能 

与细胞膜上的特异受体结合 ，通过胞内信号转导，迅速诱导 

表达 TRAIL特异受体的细胞发生凋亡，其抗肿瘤作用为p53 

非依赖型的，同时研究表明，TRAIL与受体的结合力是受温 

度控制的，在 4℃时，TRAIL与其所有受体结合力相似，而在 

37℃时，TRAIL与 DR5的结合力最高。因此，在机体及细胞 

最适宜的生存温度 37~C时，DR5相对于其他受体来讲，以最 

强的亲和力与TRAIL结合并在TRAIL诱导的凋亡通路中发 

挥最大作用。因此 TRAIL作为一种能选择性杀伤肿瘤细胞 

的促凋亡基因，将有望成为一种新型有效的抗癌基因应用于 

临床[11,121。然而最近的研究发现fl3～61，越来越多的肿瘤细胞系 

和肿瘤对重组可溶型TRAIL产生了抵抗性，研究其原因与肿 

瘤细胞在放化疗过程中产生多药耐药有关。 

MDR表达产物 P—gp的过度表达是肿瘤细胞产生多药 

耐药的重要原因旧，由 l 280个氨基酸残基组成的 ATP依赖 

泵，可结合并以耗能方式排出药物，降低细胞内药物浓度而 

产生耐药性t 。研究表明，P-gp的量随体外 MDR细胞系耐药 

程度的增强而增加。这就是本文选择 TRAIL基因补充机体 

TRAIL蛋白和沉寂 MDR基因的原因所在。 

本实验将已构建成功的针对 MDR1基因的短发夹 RNA 

干扰质粒 pshRNA—MDRla和 pBud—TRAIL，采用脂质体直接 

转染的方法，将 2种重组质粒共同转染入多药耐药胃癌细胞 

SGC7901／VCR中，结果表明：联合转染组的细胞核具有明显 

棕黄色深染，且阳性染色细胞数 目明显增多，而对照组细胞 

核染色较淡，染色细胞数目较少或没有 ；同时发现肿瘤细胞 

生长缓慢，凋亡明显增加。其机制可能是 MDR1基因的短发 

夹RNA干扰质粒 pshRNA—MDRla抑制 TRAIL外排，增加了 

TRAIL在细胞内的浓度，增强了TRAIL促进细胞凋亡的作 

用。这为 RNA干扰技术应用于临床及多基因联合抗肿瘤治 

疗奠定了基础，从而达到了实验目的，与文献报道一致 ～22]。 

综上 所 述 ，pshRNA—MDRla不仅 单 独应 用 对 胃癌 

SGC7901／VCR细胞具有抑制生长的作用，而且与TRAIL联 

合应用可明显增强 TRAIL抗肿瘤活性，增强抑制肿瘤细胞 

生长并诱导其凋亡，因此对胃癌的治疗具有潜在的应用前景。 
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