
收稿日期 :2003206224; 修回日期 :2003208215
作者单位 :1.430022 武汉 ,华中科技大学同济医学院附

属协和医院肿瘤研究中心 ,2. 中心实验室

PCNA 表达与肺癌细胞株凋亡的关系
董晓荣1 , 刘 　莉1 , 董继华2

RelationshipbetweenPCNAex pressionanda poptosisofhuman

lungcancercellline
DONGXiao 2rong,LIULi,Don gJi 2hua

Department of Cancer Center , Union hospital , Ton gji medical college , Huazhon g univer 2
sit y of science and technolo gy , Wuhan 430022 , China

Abstract:Objective 　Toinvesti gatetherelationshi pbetween proliferatin gcellnuclearanti gen ( PCNA) ex2
pressionanda poptosisofhumanlun gcancercellline. Methods　Arsenictrioxide (As2O3) wasusedtoinduce

thedirecta poptosisinhumanlun gcancerGLC 282cellline.TheMTTmethodandflowc ytometr y ( FCM)

wereusedfordetection.WithRT 2PCR,thechan gesandrelationsofPCNAinthe processofGLC 282a popto2
siswerestudied. Results　ThedatashowedthatAs 2O3 significatly.inhibited proliferationofGLC 282cellsand

inhibitin geffectshadadose-andtime 2dependence.Thechan geofDNAcontentofGLC 282cellindicatedthat

cellc ycle progresscouldbeblockedb yAs 2O3 inG 2/M phase,witha pperenceofsub 2G1 peakindose 2dependent

manner.AndPCNAmRNAactivationwasinhibitedb yAs 2O3 . Conclusion Duringa poptosisofGLC 282cell

inducedb yAs 2O3 ,PCNAactivationcoulda pparentl ybeinhibited.Hence,inhibitionofPCNAactivationma y

representanewchemosensitisationfortumorsresistanttoanticancerdru gs.
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摘 　要 :目的 　探讨肺癌细胞株增殖细胞核抗原 ( PCNA)的表达与肺癌细胞株凋亡的关系。方法 　用三

氧化二砷 (As2O3)诱导肺癌细胞株 GLC282 凋亡。运用细胞培养、MTT 、流式细胞技术 ( FCM) 检测及逆

转录聚合酶链式反应 (RT2PCR)检测 PCNA 表达在细胞凋亡过程中的变化及相互关系。结果 　三氧化

二砷可明显抑制 GLC282 细胞增殖 ,使细胞周期阻滞于 G2/M 并随后凋亡 ,PCNA 表达受到抑制。结论

三氧化二砷诱导 GLC282 凋亡过程中 ,PCNA 表达受到明显抑制。对于耐药性肿瘤 ,PCNA 活性的抑制

可能代表一种新的化疗策略。
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0 　引言

增殖细胞核抗原 ( PCNA) 是 DNA 聚合酶δ的

辅助因子 ,在 DNA 复制 ,细胞增殖及细胞周期调控

中发挥着极为重要的作用[1] 。PCNA 在许多肿瘤组

织中都有高表达 ,并随着肿瘤浸润程度增加和转移 ,

其表达呈明显上升趋势[2] 。肺癌为我国发病率最

高的肿瘤之一 ,本文对 PCNA 在肺癌细胞中的表达

及药物诱导肺癌细胞凋亡过程中 PCNA 表达变化

的情况 ,作了初步的探讨。

1 　材料与方法

1.1 　肿瘤细胞系

肺癌细胞株 ( GLC282) 由昆明医学院肿瘤所建

立[3] ,在含 10% 灭活小牛血清、青霉素 100U/ml 及

链霉素 100μg/ml 的 RPMI1640 ( Gibco公司) 培养

基中 ,37 ℃、5%CO 2 条件下培养。

1.2 　主要试剂

As2O3 试剂为 Sigma 公司产品。四甲基偶氮唑

蓝 (MTT ) 为 Fluke 产品。细胞培养基 :RPMI1640 、

小牛血清 ( GIBCO.BRL ) 。PCNA 引物序列为

P1:5 ’2AAACTAGCTAGACTTTCCTC 23’

P2:5 ’2TCACGCCCATGGCCAGGTTG 23’扩增

目的片段为 274bp, 由上海生工公司合成。AMV 逆

转录酶为美国 Promega 产品。dNTP 、Taq 酶购自

华美生物公司。

1.3 　细胞增殖抑制试验

采用 MTT 法。取对数生长期的 GLC282 细胞 ,

以 1 ×105/ml 接种于 96 孔培养板 ,100μl/ 孔 ,分别

加入终浓度0.5 、1.0 、2.0 、4.0μmol/l 的 As2O3 液 ,每

组设 5 个复孔 ,并设空白对照组。在 1、2、3、4d 在上

述各组癌细胞中加入0.5% MTT20μl/ 孔 ,继续培养
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4h, 弃去上清 ,加 DMSO100μl/ 孔 ,室温下振荡至结

晶溶解 ,立即于酶标仪态 570nm 波长处测定吸光度

(A)值。癌细胞增殖活性抑制率 ( %) = (1- 实验组

平均吸光度 A 值/ 对照组平均吸光度 A 值 ) ×

100% 。

1.4 　细胞周期和细胞凋亡的检测

采用流式细胞仪 ( FCM) 分析。经 As2O3 处理

后的细胞用0.25% 胰蛋白酶消化成单个细胞 ,用

70% 乙醇固定 24 小时后 ,加入 RNase 及碘化丙啶 ,

用流式细胞仪 (BectonDickson 公司) 进行 DNA 含

量和细胞周期分析 ,所用软件为 CELLQEST 。

1.5 　PCNA 的检测

采用逆转录多聚酶链反应 ( RT2PCR) 方法。细

胞总 RNA 的提取参照 TrizalRea gentKit 使用说明

书进行。逆转录反应后 ,进行 PCR 扩增。引物序

列 :PCNA ( 274bp ) 上 游 :5 ’2AAACTAGCTA 2
GACTTTCCTC 23 ’; 下 游 :5 ’2TCACGCCCATG2
GCCAGGTTG23’;以α2tubulin (410bp) 作为反应内

参照。扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳分离并拍

照。

2 　结果

2.1 　MTT 检测 　见表 1 所示 ,As2O3 对 GLC282 具

有极强的生长抑制作用 ,且随药物浓度的提高 ,作用

时间的延长而增强。As2O3 4.0μmol/L 处理 96 小

时 ,增殖抑制率可达57.26% 。

　　表 1 　　　As2O3 对 GLC282 细胞生长抑制率 ( %)

浓度
治疗时间

24h 48h 72h 96h

0.5μmol/L 1.65 2.25 3.59 3.98

1.0μmol/L 6.16 6.64 8.56 12.23

2.0μmol/L 11.26 17.75 24.69 50.87

4.0μmol/L 14.87 26.35 50.00 57.26

2.2 　As2O3 对 GLC282 细胞周期分布及凋亡指数

(AI)的影响 　As2O3 使 GLC282 细胞出现 G2/M 期

阻滞。细胞凋亡率与 As2O3 的浓度呈正比 ,DNA 组

方图上各 As2O3 作用组均可见凋亡标志亚 G1 峰。

2.3 　RT2PCR 　从 GLC282 和对照用人膀胱移行上

皮细胞癌 BIU287 株中均可检出高表达的 PCNA, 在

274bp 处出现清晰的条带 ,而培养基对照为阴性。

不同浓度 As2O3 引起 GLC282 凋亡细胞中 PCNA 的

表达与药物浓度的提高、作用时间的延长而降低 ,并

发现当增殖抑制率达 50% 及以上时 ,PCNA 检测均

为阴性。图 1 为 As2O3 作用 96 小时的结果。当

As2O3 为2.0 和4.0μmol/L 时 ,完全检测不到 ,对应

增殖抑制率为50.87% 和57.26% 。

图 1 　PCNAcDNA 扩增结果

1.GLC 282;2.0.5 μmol;3. 1.0 μmol;4. 2.0

μmol;5. 4.0μmol;6.BIU 287

3 　讨论

PCNA 作为 DAN 聚合酶δ的辅助因子 ,不仅在

DNA 复制中起关键的作用 ,而且来自细胞外的增殖

信号都须经过 PCNA 的参与 ,才能引发 DNA 的合

成 ,细胞才能生存和增殖。近年来 ,国内外在病理学

上报告 ,应用 PCNA 作为识别增殖细胞的一个重要

标志。PCNA 在许多肿瘤组织中都有高表达 ,并随

着肿瘤浸润深度增加和转移 ,其表达呈明显上升趋

势。

检测 PCNA 方法常采用免疫组化荧光标记法 ,

结果用 PCNA 增殖指数 LI (即肿瘤细胞中 PCNA 阳

性细胞所占比例) 评估。可反映细胞 DNA 复制的

活跃程度。在动物实验及人体实体瘤研究中发现

PCNA 作为细胞增殖状态的标记与 Ki267 标记和流

式细胞仪有很好的相关性。证明了 PCNA 用于检

测增殖细胞是切实可行的。

Lipponen 等[4] 研究发现 ,PCNA 的表达与膀胱

移行细胞癌的肿瘤临床分期 ,病理分级密切相关。

有浸润转移的膀胱癌较表浅膀胱癌 PCNA 表达明

显增强 ,分化程度越低 ,恶性程度越高则 PCNA 的

表达也越强。彭万玲[5] 研究也表明 PCNA 的表达

水平与膀胱移行细胞癌的恶性程度及患者的预后有

关。众多研究同时表明 ,星形细胞表达 PCNA, 其表

达水平与星形细胞肿瘤的恶性程度和预后密切相

关[6] 。王秀玲[7] 的研究表明大肠癌中 PCNA 的表

达显著高于 p53 和 C2erbB22。张春林[8] 最近报道

PCNA 在 45 例骨肉瘤中均有表达 , 表达率为

100%,PCNA 2LI 越高 ,其术后生存时间越短 ,即

PCNA2LI 与术后生存时间呈负相关 ,表明 PCNA 是

判断骨肉瘤患者预后的良好指标。

肺癌为我国发病率最高的肿瘤之一 ,其复发和

易耐药的特性是目前如何提高肺癌治愈率 ,延长生

存时间关键问题 ,故人们积极寻找有效的抗癌新药。

研究表明 As2O3 可显著抑制肺癌细胞 GLC282 的增
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殖 ,其机理同干扰细胞周期诱导细胞凋亡有关。本

文研究了 PCNA 在肺癌细胞凋亡过程中的表达情

况。在 As2O3 引起的肺癌凋亡细胞中 PCNA 的检

出与药物浓度的增高 ,作用时间的延长而降低 ,与细

胞凋亡呈正相关。PCNA 随着细胞的凋亡 ,表达而

逐渐降低甚至停止。本研究认为 PCNA 可作为检

测细胞凋亡的一个良好指标 ,也可作为肿瘤手术及

预后的一个重要指标。在肿瘤细胞凋亡过程中 ,

PCNA 表达受到明显抑制 ,对于耐药性肿瘤 ,PCNA

活性的抑制可能代表一种新的化疗策略[9] 。
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