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Abstract
AIM: To investigate the influence of TG-interacting 
factor (TGIF) on the retinoid signaling pathway in gastr-
ic cancer cell line SGC-7901 in vitro .

METHODS: Gastric cell line SGC-7901 were stably tra-
nsfected with plasmid PcDNA3.1-TGIF and the highly 
expressing clone of TGIF was selected by Western 
Blot. Then SGC-7901 cells were transiently transfected 
with TGIF oliganuleotides and the transfection efficien-
cy were analyzed by reverse transcription polymerase 
chain reaction (PT-PCR). After treatment with 1 μmol/L 
all trans-retinoic acid (ATRA), the proliferation of the 
cells was detected by MTT, and the apoptosis was 
measured by flow cytometry.

RESULTS: Before treatment with ATRA, the proliferat-
ion and apoptosis of SGC-7901 cells were not significa-
ntly different between PcDNA3.1-TGIF plasmids and 
TGIF oliganuleotides group. After treatment, the growth 
of TGIF transfected cells was more rapid than that of 
the cells transfected with empty vector and the parental 
cells (0.434±0.035 vs  0.360±0.014, 0.386±0.020, P 
<0.05), while the apoptotic rate was just changed from 
1.14% to 1.39%, which was less than that of the two 

latter cells. However, the growth of the cells transfected 
TGIF oliganuleotides was markedly slower than that of 
the cells transfected with mutant oliganuleotides and 
the parental cells (0.320±0.044 vs  0.409±0.041, 0.388±
0.024, P  <0.05), while the apoptotic rate was increased 
from 3.09% to 10.2%, which was greater than that of 
the two latter cells.

CONCLUSION: TGIF can resist the proliferation-
inhibition and apoptosis-induction effect of ATRA in 
SGC-7901 cells, and it may play a role in inhibiting the 
retinoic signaling pathway in the cells.
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摘要
目的: 探讨TG-相互作用因子(TGIF)对胃癌SGC-7901
细胞株中维甲酸信号通路的影响. 

方法: 在TGIF表达质粒稳定转染SGC-7901细胞后, 用
Western blot鉴定高表达TGIF的阳性克隆. 在TGIF反义
寡核苷酸瞬时转染SGC-7901细胞株后, 用RT-PCR检测
转染效率. 再用1 μmol/L ATRA分别处理稳定转染组
或瞬时转染组及其对照组细胞, MTT观察细胞增殖速
度的变化, 流式细胞术观察细胞凋亡率的变化. 

结果: 稳定转染TGIF表达质粒和瞬时转染TGIF反义
寡核苷酸对SGC-7901细胞的增殖和凋亡没有明显影
响. 但在ATRA作用后, TGIF表达质粒转染组细胞的增
殖速度比未转染组和空白质粒转染组细胞快(0.434±
0.035 vs  0.386±0.020, 0.360±0.014, P <0.05), 而细胞
的凋亡率的变化比未转染组和空白质粒转染组细胞
小, 仅由1.14%增加至1.39%. TGIF反义寡核苷酸转染
组细胞的增殖速度比未转染组和突变寡核苷酸转染
组细胞慢(0.320±0.044 vs  0.388±0.024, 0.409±0.041, 
P <0.05), 而细胞凋亡率的变化比后两组大, 由3.09%上
升至10.2%. 

结论: TGIF能拮抗ATRA抑制SGC-7901细胞增殖和诱
导其凋亡的作用, TGIF可能参与了对SGC-7901细胞的
维甲酸信号通路的抑制. 
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0  引言

胃癌是一种严重危害人类生命健康的恶性肿瘤, 目前

对胃癌的发病机制尚不十分清楚. TGIF是一种广泛

表达的核内转录抑制因子, TGIF除参与多种生物的

正常发育外, 还可能与多种肿瘤的发生发展有关[1-3]. 
TGIF参与了对多条细胞信号传导通路的调节, 尤其是

TGF-b信号通路和维甲酸信号通路[4,5]. 研究发现维甲

酸信号通路的异常也与多种肿瘤的发生发展有关[6-10]. 
但TGIF能否通过维甲酸信号通路来影响胃癌的发生发

展尚未见文献报道. 我们选用对全反式维甲酸(ATRA)
敏感的胃癌细胞株SGC-7901[11], 在用TGIF表达质粒

稳定转染或TGIF反义寡核苷酸瞬时转染SGC-7901细
胞后, 用ATRA处理细胞, 观察转染前后和ATRA处理

前后细胞增殖速度和凋亡的变化, 以探讨TGIF对胃癌

SGC-7901细胞株中维甲酸信号通路的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌SGC-7901细胞株购自中科院上海细胞

库. 空白质粒PcDNA3.1和TGIF表达质粒PcDNA3.1-
TGIF由美国国立卫生研究院遗传药理所Mouradian教
授惠赠. 羊源性多克隆抗TGIF抗体购自Santa Cruz公
司. TGIF反义寡核苷酸(TGIF ASDON)和突变寡核苷

酸参照文献[12], 由上海生物工程技术服务有限公司

合成, 均用硫代磷酸化法修饰. TGIF和b-actin扩增引

物(表1)由软件Primer Premier 5.0设计, 由上海生物工

程技术服务有限公司合成. 阳离子脂质体Lipofectin购
自Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒购自Promega公司, 
RPMI 1640培养基和超级小牛血清分别购自Invitrogen
公司和杭州四季青公司, ATRA购自Sigma公司.   
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 细胞接种于含100 mL/L小牛血清的

RPMI 1640培养液中, 在50 mL/L CO2、95% 湿度、

37℃培养箱连续培养, 细胞长满瓶底70-80%时传代, 实
验用细胞均处于对数生长期. ATRA用无水乙醇配成

浓度为10 mmol/L的贮存液, -20℃避光保存. 用药组将

ATRA贮存液加入到培养液至终浓度分别为1 μmol/L, 
无水乙醇终浓度低于1 mL/L时对细胞的生长和分化无

影响. ATRA避光操作.
1.2.2 TGIF基因转染和Western Blot检测 参照Life 
Technologies公司的试剂说明书进行, 用脂质体lipofe-
c t in将PcDNA3.1和PcDNA3.1-TGIF质粒分别转染

SGC-7901细胞株, 以未转染细胞作对照. 转染48 h后, 
800 mg/L G418筛选至未转染组细胞大量死亡后, 逐渐

降低G418的含量, 最后以200 mg/L G418维持筛选, 直
至克隆形成. 用细胞裂解液裂解细胞后, 提取细胞总蛋

白, 根据BCA试剂盒说明书测细胞总蛋白浓度, 各取

80 μg总蛋白行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 电转膜及

免疫印迹. 50 g/L脱脂牛奶(PBS配制)封闭1 h, 羊抗人

TGIF一抗(1∶300)4℃过夜, 辣根过氧化物酶标记的兔

抗羊二抗(1∶1 000), 于水平摇床37℃孵育2 h, DAB显色.
1.2.3 TGIF ASDON转染和RT-PCR检测 转染前一

天, 接种SGC-7901细胞至50 mL培养瓶中(5×105个

/瓶)贴壁培养18 h, 无血清培基洗涤细胞两次, 转染按

Lipofectin说明书进行. 实验共分三组, 即TGIF ASDON
转染组、突变寡核苷酸转染组和未转染组. 转染6 h
后, 弃转染液. 无血清培基洗涤细胞二次, 各组细胞换

用正常培养液或含ATRA的培养液继续培养. 按Trizol
说明书提取细胞总蛋白, 琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA
的提取质量, 核酸分析仪检测RNA含量, 2 μg总RNA
按逆转录试剂盒说明书合成cDNA第一链. 再取2 μg 
cDNA建立PCR反应体系, 进行PCR扩增. 紫外灯下观

察结果并摄像.
1.2.4 MTT分析

1.2 . 4 . 1  消化对数生长期S G C - 7 9 0 1细胞、质粒

P c D N A3.1和质粒P c D N A3.1-T G I F稳定转染的

SGC-7901细胞并计数, 接种于96孔板中(3×103个/孔). 
加盖, 50 mL/L CO2、95%湿度、37℃培养箱中培养

24 h后, 吸出培基, 换用正常培养液或含ATRA的培养

液200 μL(4孔/组), 继续培养72 h. 分别加5 g/L的MTT 
20 μL于各孔中, 继续培养4 h, 倒尽板中的培养液, 
各孔加150 μL DMSO, 轻轻振荡后于酶标仪上(波长

490 nm)测定各孔的A值.
1.2.4.2 消化对数生长期SGC-7901细胞并计数、接种

于96孔板中(3×103个/孔), 贴壁培养18 h, 无血清培

基洗涤细胞两次, 按Lipofectin说明书分别转染TGIF 
ASDON、TGIF突变寡核苷酸, 并以未转染细胞做对

照. 转染6 h后, 弃转染液, 无血清培基洗涤细胞二次, 
换用正常培养液或含ATRA的培养液200 μL(4孔/组), 
继续培养72 h, 用同上方法测定各孔A值.
1.2.5 流式细胞术

1.2 . 5 . 1  消化对数生长期S G C - 7 9 0 1细胞、质粒

丁莉利, 等. TGIF对胃癌细胞株SGC-7901的维甲酸信号通路的影响                                                                              2655

表 1 TGIF和b-actin的扩增引物序列

引物                                序列                               长度 (bp)

TGIF   上游  5'-GAGAAGGAGAAGGGGCAACCTA-3'   

   下游  5' -TGGCAGATCACTGATGGACG-3'  

b-actin   上游  5'-CCTTCCTGGGCATGGAATCCT-3'   

   下游  5'-GGQAGCAATGATCTTGATCTT-3'          

420

204



P c D N A3.1和质粒P c D N A3.1-T G I F稳定转染的

SGC-7901细胞分别接种于50 mL培养瓶培养24 h后, 
各组细胞换用正常培养液或含ATRA的培养液继续培

养48 h(3瓶/组), 0.02% EDTA和0.25%胰酶消化并收集

细胞, PBS洗涤2次, 750 mL/L乙醇4℃固定, 流式细胞

仪测定各瓶细胞的DNA含量, Cell Quest软件分析细胞

群体的凋亡百分率. 
1.2.5.2 消化对数生长期SGC-7901细胞接种于50 mL
培养瓶培养18 h后, 按1.2.4.2方法处理细胞(3瓶/组), 并
用同上方法分析细胞群体的凋亡百分率. 

统计学处理 数值用mean±SD表示, 采用SPSS 
11.0统计包进行统计分析, 两组间均数比较使用t检验, 
多组间均数比较使用方差分析, 组间均数两两比较使

用LSD(least significant difference)法, 以P＜0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 稳定表达 TGIF蛋白的阳性克隆的鉴定Western blot
的结果显示: PcDNA3.1-TGIF转染组细胞的TGIF蛋白

表达水平明显高于未转染组细胞和PcDNA3.1转染组

细胞(图1), 表明我们已建立了稳定表达TGIF的细胞系, 
并将用其进行实验.
2.2 稳定转染TGIF对的SGC-7901细胞增殖和凋亡的影

响(表2) 在无ATRA作用时, 未转染组、PcDNA3.1转染

组和PcDNA3.1-TGIF转染组细胞的增殖速度无显著性

差异(P >0.05); 经1 μmol/L ATRA作用后, 三组细胞的

增殖速度均下降(P <0.05), 但PcDNA3.1-TGIF转染组

细胞的增殖速度比未转染组和PcDNA3.1转染组细胞

快(P <0.05). 在无ATRA作用时, 未转染组、PcDNA3.1
转染组和PcDNA3.1-TGIF转染组细胞的凋亡率分别

为0.95%、1.29%和1.14%; 经ATRA作用后, 未转染组

和PcDNA3.1转染组细胞的凋亡率分别上升至3.29%
和4.46%, 但PcDNA3.1-TGIF转染组细胞凋亡率仅为

1.39%, PcDNA3.1-TGIF转染组细胞凋亡率的变化小于

未转染组和PcDNA3.1转染组细胞. 稳定转染TGIF表达

质粒能拮抗ATRA抑制SGC-7901细胞增殖和诱导其凋

亡的作用. 
2.3 TGIF ASDON转染对SGC-7901细胞TGIF mRNA的

表达的影响  经RT-PCR分析发现SGC-7901细胞转染

TGIF ASDON 24 h后, TGIF mRNA表达已明显减少, 
低于未转染组和突变寡核苷酸转染组细胞(图2). 
2.4 TGIF ASDON转染对SGC-7901细胞增殖和凋亡的

影响(表3) 在无ATRA作用时, 未转染组、突变寡核苷

酸转染组和TGIF ASDON转染组细胞的增殖速度无显

著性差异(P >0.05); 经1 μmol/L ATRA作用后, 三组细

胞的增殖速度均下降 (P <0.05), 但TGIF ASDON转染组

细胞的增殖速度比未转染组和突变寡核苷酸转染组细

胞慢(P <0.05). 在无ATRA作用时, 未转染组、突变寡核

苷酸转染组和TGIF ASDON转染组细胞的凋亡率分别

为2.29%、3.22%和3.09%; 在ATRA作用后, 三组细胞

的凋亡率均上升, 分别为6.35%, 6.63%和10.2%, TGIF 
ASDON转染组细胞的凋亡率变化比未转染组和突变

寡核苷酸转染组细胞大. 瞬时转染TGIF反义寡核苷酸

能促进ATRA抑制SGC-7901细胞增殖和诱导其凋亡的

作用. 

3  讨论

TGIF基因定位于18p11, 由8162碱基组成, 其cDNA全

长1562碱基, 共有3个外显子, 编码一种由272个氨基

酸残基组成的分子质量约为30 ku的核蛋白, 该基因

编码的蛋白能识别并结合于细胞核DNA启动子中的

一段5'TGTCA3'序列, 故被命名为TG相互作用因子基

因. TGIF与DNA结合的核心核苷酸序列5'TGTCA3'也

aP<0.05 vs  0 μmol/L组; cP＜0.05 vs  未转染组.

表 2 稳定转染TGIF对SGC-7901细胞增殖的影响

                                  0 μmol/L                           1 μmol/L

未转染组                              0.548±0.045      0.386±0.020a

PcDNA3.1转染组              0.553±0.048      0.360±0.014a

PcDNA3.1-TGIF转染组        0.530±0.059      0.434±0.035ac

aP<0.05 vs  0 μmol/L组; cP＜0.05 vs  未转染组.

表 3 TGIF ASDON转染对SGC-7901细胞增殖影响

                                0 μmol/L                           1 μmol/L

未转染组                             0.609±0.029      0.388±0.024a

突变寡核苷酸转染组            0.626±0.059      0.409±0.041a

TGIF ASDON转染组             0.559±0.014      0.320±0.044ac

       1                         2                         3

TGIF

丽春红

图 1 Western Blot分析TGIF表达. 1: PcDNA3.1-TGIF转染组; 2PcD-

NA3.1转染组; 3: 未转染组.

图 2 TGIF ASDON转染SGC-7901细胞24 h后RT-PCR分析. 1: TGIF AS-

DON转染组; 2: 突变寡核苷酸转染组; 3: 未转染组.

 TGIF

  b-actin

500 bp

200 bp

      1               2               3            maker
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存在于多种维甲类受体RAR和RXR识别的启动子序

列上, 并与这些RAR和RXR的识别位点比邻或重叠. 研
究证实TGIF的同源结构域能与RXR竞争性结合于含

有RXRE的启动子上, TGIF和RXRa在CRBPⅡ-RXRE
上的结合位点存在部分重叠, 瞬时转染TGIF能抑制

RXRa介导的转录反应, 提示TGIF可能通过与RAR和
/或RXR竞争性结合于靶基因启动子序列来抑制维甲

酸信号通路的作用[5]. 
但我们的实验结果显示稳定转染TGIF表达质粒的

SGC-7901细胞的增殖速度与空白质粒转染组和未转

染组细胞比较没有显著性差异, 三组细胞间的凋亡率

也相差不大, 这表明高表达TGIF对SGC-7901细胞的增

殖和凋亡无明显影响, 不能促进胃癌SGC-7901细胞的

恶性生长, 并与文献报道一致[13]. 转染TGIF ASDON的

SGC-7901细胞的增殖速度与突变寡核苷酸转染组与

未转染组细胞比较没有显著性差异, 三组细胞的凋亡

率也相差不大, 说明反义TGIF不能逆转胃癌SGC-7901
细胞的恶性生长特点, 这进一步证实TGIF对SGC-7901
细胞的增殖和凋亡无明显影响, 因此TGIF可能不影响

胃癌细胞的增殖和凋亡. 但这也有可能是由于体外培

养细胞在缺乏维甲酸类配体的条件下, 维甲酸信号通

路未激活, TGIF无法发挥其抑制维甲酸信号通路的

作用. 
我们的实验结果还显示ATRA能抑制SGC-7901细

胞的增殖和诱导其凋亡. ATRA及其代谢产物9-cRA是

维甲酸信号通路中维甲类受体RAR和RXR的配体, 因
此ATRA能通过维甲酸信号通路抑制SGC-7901细胞的

增殖和诱导其凋亡. 稳定转染PcDNA3.1-TGIF质粒能

一定程度地拮抗ATRA抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡

的作用. 我们通过反义寡核苷酸转染实验还发现, TGIF 
ASDON能下调TGIF的表达, 促进ATRA抑制细胞增殖

和诱导细胞凋亡的作用, 提高SGC-7901细胞对ATRA
作用的敏感性, 这从相反的角度进一步证实TGIF能拮

抗ATRA抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用. TGIF
可能通过与RAR和/或RXR竞争性结合于启动子上的

RARE和/或RXRE位点, 抑制SGC-7901细胞的维甲酸

信号通路. 
有文献报道在膀胱移行细胞癌中存在TGIF基因所

在位点18p11的扩增[1], 在多株食管癌细胞系中有TGIF
基因的扩增[2]. 体液中存在生理浓度的维甲酸, 他在生

长、分化、发育、代谢、器官形成等生命过程中起

重要作用, TGIF能阻断维甲酸信号通路, 因此TGIF有

可能通过抑制维甲酸信号通路, 促进肿瘤的发生发展. 
TGIF也有可能通过抑制维甲酸信号通路拮抗维甲酸

类药物的抑增殖和促凋亡作用, 因此TGIF基因的扩增

和高表达可能是肿瘤细胞对维甲酸类药物产生耐药性

的原因之一. 而耐药性的产生是维甲酸类药物治疗肿

瘤失败的重要原因, 严重影响病人的预后. 因此研究

TGIF在维甲酸信号通路中的作用将有助于进一步了

解肿瘤细胞对维甲酸类药物产生耐药性的原因. 
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