
TGFα对胃癌细胞cyclin E和cyclin D1表达的影响  

    细胞增殖是通过细胞周期不断循环而完成。促使细胞由G
1
期进入S期的cyclins 主要有cyclin D和E。

Cyclin D有1～3种，具有组织特异性，在胃肠组织为cyclin D1。肿瘤的发生及恶性增生与细胞周期调控系

统紊乱、细胞增殖失控密切相关[1]。研究发现，cyclin E、D基因的扩增或高表达，与肿瘤的进展密切相关

[2]，[3]。 

    转化生长因子α(TGFα)与上皮源性肿瘤尤其是胃肠道肿瘤的发生发展关系密切[4]。我们在此前研究中也

发现[5]，在胃粘膜肠上皮化生、不典型增生和胃癌中，TGFα和cyclin E表达均随病变加重而增加，均显著高

于在慢性胃炎的表达；TGFα和cyclin E表达存在显著的正相关。我们在细胞体外实验中发现[6]，TGFα能促

进胃癌增殖、DNA合成和细胞周期进程。 

    本研究旨在探讨TGFα对胃癌细胞G
1
期cyclin E和D

1
表达的影响，为解释上述现象，为研究TGFα的促细胞

增殖机制及促癌机理提供信息和实验依据。 

    

1  材料与方法 

    1.1  主要试剂与设备 

    兔抗人cyclin E 、鼠抗人cyclin D1一抗，均为Santa Cruz公司产品。FITC标记的羊抗兔和羊抗鼠二

抗，为武汉博士德生物工程公司产品。 TGFα、碘化丙啶(PI)、胰蛋白酶均为Sigma产品。PI染色工作液配

制：100 μg/ml PI，1.0% Triton-X100，0.9% NaCl，4 ℃避光保存。RNase A为华美公司产品。小牛血清

为杭州四季青公司产品，无支原体级。RPMI-1640为Gibco公司产品。 

    1.2 方法 

    1.2.1 细胞体外培养及G
0
/G

1
期同步化处理   胃癌SGC7901细胞用含10%小牛血清RPMI-1640培养液、置

5%CO
2
培养箱、37 ℃常规培养。取生长状态良好的传代。以细胞2.5×105/孔传代至6孔培养板，培养液3 mL/

孔，传代 24 h后生长状况良好。用无血清RPMI-1640阻断法进行细胞G
1
期同步化：第1～3孔继续常规培养，

第4～6孔把常规培养液换为无血清RPMI-1640培养液，继续培养48 h。倒置显微镜观察细胞生长情况，并用

FCM检测G
0
/G

1
期百分率。 

    对细胞进行同步化处理，旨在使较多细胞处于G
0
/G

1
期，以便于观察TGFα对细胞cyclin E和D

1
表达的影

响。 

    1.2.2  细胞同步化率的检测   细胞经上述处理后，用0.25%胰酶消化后收集；800 r/min离心5 min，

弃培养液，用0.01M PBS洗1次；在旋涡震荡器上震荡，并加入70%预冷的酒精，固定12 h以 上；1000 r/min

离心10 min，弃去酒精，PBS洗2次；加1 mg/ml的RNase A 200 μl，37 ℃水浴30 min；1000 r/min离心10 

min，弃上清，加PI染色液1 ml，4 ℃避光染色30 min； 400目尼龙网过滤；用FCM检测每样品5000个细胞；

用DNA分析软件分析G
1
期细胞的百分率。 

    1.2.3 实验分组及处理  以5×105/ 孔细胞接种于6孔培养板传代，培养液3 ml/孔，共12孔。分为两
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组，每组6孔，分别用于cyclin E和D
1
表达的检测。传代24 h后，用无血清RPMI-1640培养液处理48 h，进行

细胞G
0
/G

1
期同步化。然后进行如下处理：1、2号孔无特殊处理，分别用于染色时的阴性对照和无血清培养下

cyclin E和D
1
表达的检测；3号孔给予2.5%低血清+RPMI-1640培养；4～6号孔在3号处理基础上，分别加入

10、30、50 μg/L TGFα；均作用5 h。 

    1.2.4免疫荧光染色及FCM检测   细胞经上述处理后，用胰酶消化收集；800 r/min离心，PBS洗1次；4%

多聚甲醛固定30 min以上；用含0.1%Triton X-100的PBS在4 ℃下作用5 min；PBS洗1次，加入20 μl山羊血

清，室温下作用10 min；吸去多余血清，1号孔的细胞加PBS 50 μl以代替一抗，用作阴性对照；其余加

cyclin E或cyclin D1一抗(1∶50稀释)各 50 μl，置4 ℃冰箱中过夜；吸去多余一抗，PBS洗1次，分别加

FITC标记的羊抗兔或羊 抗鼠二抗(1∶64)，于37 ℃水浴箱中避光作用30 min；PBS洗1次，1 ml PBS重悬细

胞，400目尼龙网过滤；FCM检测。 

    1.2.5  统计学分析   采用SPSS 10.0统计分析软件进行分析。计数资料用χ2检验，P<0.05认为有显著

性差异。 

    

2  结果 

    2.1  细胞同步化率 

    细胞经无血清RPMI-1640培养48 h后，用倒置显微镜观察，其生长速度明显减慢。用PI染色、FCM检测，

G
0
/G

1
期细胞的百分率平均由常规培养的54%上升到72%，同步化效果较好。 

    2.2  TGFα对胃癌细胞cyclin E表达的影响 

    细胞经不同处理后，用免疫荧光染色及FCM检测发现，仅用低血清培养，cyclin E表达的阳性率为

43.18%(与无血清培养阳性率24.46%相比，P<0.001)，加入10、30、50 μg/L TGFα时，其阳性率分别为

51.53%、63.63%、68.36%(与仅用血清培养相比，P<0.001)。cyclin E的随TGFα浓度的增加而显著增加。 

    2.3  TGFα对胃癌细胞cyclin D1表达的影响 

    细胞经不同处理后，用免疫荧光染色及FCM检测发现，仅用低血清培养，cyclin D1表达的阳性率为

52.03%(与无血清培养阳性率45.94%相比，P<0.001)，加入10、30、50 μg/L TGFα时，其阳性率分别为

54.63%、62.28%、79.55%(与仅用血清培养相比P<0.001)。cyclin D1的表达也随TGFα浓度的增加而显著增

加。 

    由以上检测可知，与单用低血清比，加入50 μg/L TGFα处理，可使cyclin E和 D
1
的表达分别增加了

25.18%和27.52%，均具有显著的统计学差异(P<0.001)。 

    

3  讨论 

    我们用TGFα不同浓度作用于胃癌SGC7901细胞，用免疫荧光染色、FCM检测细胞cyclin E和 D
1
表达变

化。该方法具有免疫组化的特异性，又较免疫组化敏感，是目前在蛋白水平进行间接定量检测较好的方法。结

果发现，在低血清培养液中加入 TGFα，使胃癌细胞cyclin E和D
1
的表达显著增加，并有剂量的增加而增加。

结合我们以前的研究[6]，提示TGFα可促进胃癌细胞cyclin E和D
1
表达，从而发挥起促DNA合成、加速细胞周

期进程的作用。 

    本研究为探索TGFα的促胃癌细胞增殖机制，为通过阻断其作用以寻找肿瘤治疗新方法提供了信息和实验

依据。 
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