
及其他增殖分化旺盛的细胞 , Zhang等[ 6 ]认为生存

素是细胞生物学转化的中间环节 ,其表达阳性提示

组织学尚正常的组织存在癌变的可能 ,这为早期诊

断提供依据。Sharp 等[ 7 ]以膀胱镜细胞学检查与检

测尿液中生存素诊断膀胱癌 ,认为细胞学检查虽有

特异性 ,但花费高、有创伤且灵敏性较低 ,而检测生

存素的表达对新发现或复发膀胱癌的灵敏度达

100 % ,对其他新生物和非赘生物性泌尿生殖系疾病

的特异性达 95 %。Ikeguchi 等[ 8 ]认为检测生存素

表达可以预测肝癌术后是否复发 ,因此通过检测细

胞内生存素的表达对特定肿瘤的早期诊断和预后判

断具有重要价值。

我们以 p ET32a ( + )质粒原核高效表达重组人

生存素的融合蛋白 ,制备相应抗体以发展通过免疫

组化技术检测生存素表达而检测肿瘤细胞 ,结果在

原核系统中表达出了约 37 KD 大小的 survivin 与

Trx2His的融合蛋白 ,表达量达总蛋白的 30 %左右 ,

目的蛋白以可溶性蛋白和包涵体同时存在 ,说明硫

氧还原蛋白促使目的蛋白正确折叠作用有限 ,当表

达效率增高后 ,不能完全促使目的蛋白自然折叠。

当我们以 Trx2His2生存素融合蛋白免疫小鼠制备
抗血清用于检测生存素表达时 ,所制备的抗血清不

仅效价高 ,而且通过 Western blot ting 技术和免疫

细胞化学技术检测证实 ,其对人生存素识别的特异

性较好 ,可用于临床肿瘤诊断。
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Abstract :Objective　To investigate the effect of all2t rans rctinoic acid (ARTA) on XIA P2associated factor

1 (XA F1) expression and the growth of human colorectal carcinoma. Methods　Lovo cell were t reated

with various concentrations of A TRA. The mRNA and protein expression of XA F1 were det2ected by

Western blot and RT2PCR methods. The cell growth was measured by M TT assay. Transcription activi2
ty of XAF1 promoter is examined by luciferase reporter assay. Results　The mRNA and protein expres2
sion of XA F1 were up regulated by A TRA stimulation in a dose2dependent manner , M TT showed that

A TRA could suppress the proliferation of colorectal carcinoma cells. A TRA stimulation also resulted in

increase in luciferase activity in cells

t ransfected with the pla2smid

containing XAF1 promoter region

sequences. Conclusion 　ARTA could

significantly inhibit the growth of hu 2
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man color2ectal carcinoma cells , and this anti2tumor effect

might be related to the up2regulation of XA F1 mRNA and

protein by increasing the t ranscription activity of XA F1 pro2
moter.

Key words :All2t rans rctinoic acid ; Colorectal carcinoma ; XI2
A P2associated factor 1

摘　要 :目的　了解全反式维甲酸对结肠癌 lovo 细胞 XIAP

相关因子 1 (XA F1)表达及细胞增殖的影响。方法 　以不同

浓度的 A TRA刺激 lovo 细胞 , RT2PCR检测 XAF1 的 mR2
NA水平变化 , Western blot 分析 XA F1 蛋白水平的表达 ;

M TT法检测 A TRA 对 lovo 细胞生长抑制率。构建含有

XA F1启动子序列荧火虫荧光素酶报告质粒 ,分析 A TRA作

用对 XA F1启动子活性的影响。结果　经 A TRA作用 ,lovo

细胞 mRNA和蛋白的表达水平上调 ,细胞生长受到抑制。

上述效应均具有药物浓度依赖性。报告基因分析结果显示 ,

A TRA使含有 XA F1启动子序列荧火虫荧光素酶报告质粒

的虫荧光素酶的活性增加。结论 　A TRA 通过促进启动子

转录活性上调 XAF1 的 mRNA 和蛋白表达水平 ,并抑制结

肠癌细胞的生长。

关键词 :全反式维甲酸 ;结肠癌 ;XIA P相关因子 1

中图分类号 :R735 . 3 + 5　　文献标识码 :A

文章编号 :100028578 (2008) 0420243204

0　引言

X2染色体相关凋亡抑制蛋白 ( X2chromo2
somelinked inhibitor of apopto sis , XIA P)是凋亡抑

制蛋白家族成员之一 ,具有抑制细胞凋亡作用[ 1 ]。

XIA P相关因子 1 (XIA P2associated factor 1 ,XA F1)

是凋亡抑制因子 (lA P)家族成员———XIA P 的负向

调节蛋白 ,能拮抗 XIA P的抗凋亡作用 ,是一种新近

发现的抑癌基因。全反式维甲酸 (all2t rap s retinoic

acid ,A TRA)是维生素 A的天然衍生物及生物活性

形式 ,能够诱导多种肿瘤细胞分化或抑制肿瘤细胞

的增殖。为探讨 A TRA 对结肠癌细胞 XA F1 表达

及细胞增殖的影响 ,我们进行了以下研究。

1　材料和方法

1 . 1　材料

全反式维甲酸 ( A TRA) 、二甲亚砜 (DMSO)及

甲基偶氮唑蓝 ( M T T) 均购自 Sigma 公司 ; RPM1

1640培养基购自 Gibco 公司 ;羊抗人 XA FI (C216) 、

HRP2偶合抗羊 Ig G均购自 santa cRaz 生物技术公

司 ;结肠癌细胞株 lovo 来自美国 American Type

Cult ure Col2lection (A TCC) 。

1 . 2　载体构建

基因组 DNA抽提试剂盒 (大连宝生物公司)提

取 lovo 细胞的基因组 DNA , Hot start PCR 扩增

XA F1基因启动子序列 ( - 107 nt～164 nt) ,在这里

临近翻译初始密码子 A T G上游的核苷酸定义为21。

引物序列如下 :上游引物 5′2GA TCTCCTCU TC2
CCT GAA23 ,下游引物 5′2GTCTCCA GCT GCT T2
GTCCTC23′, Kp n I酶切位点加入到上游引物的 5′

端 ,Xho I酶切位点加入到下游引物中。扩增产物经

1 %琼脂糖凝胶电泳观察结果。用 GFX PCR DNA

& Gel Band Purifi2cation Kit (Amersham公司)纯

化 PCR产物 ,经 K p n I 和 X ho I 分别双酶切载体

p GL3 basic载体 ( Promega公司)和 PCR产物后 ,将

纯化的 PCR产物插入到 p GL3 basic载体的荧光素

酶报告基因上游方向上构建成启动子荧光素酶报告

质粒 (pL UC107) 。常规转化大肠杆菌 D H5α,在含

氨苄青霉素的培养平板上挑选并鉴定阳性克隆。上

述质粒经序列测定正确后使用。

1 . 3 　细胞培养与转染

结肠癌细胞 lovo 用含 10 %胎牛血清 ,100μg/

ml链霉素和 100μg/ ml 青霉素的 1640 培养液 ,在

5 % CO2、37℃环境的培养箱中进行培养 ,待细胞长

满瓶底时传代。

按照 Lipofectamine 2000 ( Invit rogen 公司) 脂

质体转染说明书进行细胞转染操作。将生长状态良

好的 lovo 细胞接种 6 孔培养板 ,在 37 ℃、5 % CO2

培养箱中培养 18～20 h ,与质粒 DNA (3μg)和脂质

体 (6μl)混合后置 CO2培养箱 4 h ,4 h后更换完全培

养基继续培养 48 h。

1 . 4 　R T2PCR检测 XA F1 mRNA的表达

采用 TRizol法提取细胞总 RNA。使用 Thermo2
script RT2PCR系统 ( Invitrogen 公司)进行 RT2PCR。

按厂家说明书进行操作 ,先将 RNA 逆转录成 cDNA ,

在 PCR反应体系中含 2μl cDNA ,0 . 3单位 Hotstart

DNA多聚酶 , 上下游引物和 dN TPs ,反应体积 50μl。

XAF1 引物序列如下 :上游 : 5′2GCTCCACGA GTC2
CTACTG23′,下游 : 5′2ACTCTGA GTCTGGACAAC2
3′,扩增片段大小 262 bp。GAPDH作为内参照 ,引物

序列 :上游 : 5′2GTCAACGGATTTGGTCTGTATT 2
3′,下游 :5′2A GTCTTCTGGGTGGCA GTGAT 23′,扩

增片段 560 bp。Hotstart PCR扩增 33 个循环 , 95℃

变性 30 min (第一循环) ,94℃变性 45 s ,55℃退火 45

s ,72℃延伸 45 s和 10 min(第一循环)。

1 . 5 　Western blot 检测

细胞离心沉淀并提取蛋白 ,用蛋白分析试剂盒

(Amersham公司)测定蛋白浓度。取 20μg蛋白经

SDS2PA GE变性胶电泳 (5 %堆积凝胶 ,12 %分离凝

胶)后 ,蛋白质被转移到 PVDF (polyvinylidene dif2
luoride membranes)膜上 ,非特异带用 10 mol/ L 含

0 . 05 % Tween220、2 %脱脂奶、p H 7 . 6的 Tris2HCI
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溶液进行封闭后 ,先后加入羊抗人 XA F1 抗体 ( C2
16) , HRP2偶合抗羊二抗 ,抗原抗体复合物在 ECL

系统下观察。

1 . 6　报告基因检测

为了解 A TRA对 XA F1启动子活性的影响 ,将

含有 XA F1 启动子报告基因质粒 (pL UC107 )和表

达 CMV启动子驱动的海肾 ( Renila)荧光素酶载体

p RL2CMV与 Lipofectamine 2000混合 ,共转染细胞

株 ,转染后 48 h ,给予 A TRA刺激 10 h后 ,将细胞与

50μl的荧光素酶检测试剂 (p romega)混合 ,萤火虫

和海肾 (Renila)荧光素酶活性用双荧光素酶报告基

因系统 ( Promega)在 TD20/ 20 光度计上进行测量 ,

萤火虫荧光素酶活性值以海肾荧光素酶活性为参照

进行测量 ,启动子转录活性用萤火虫荧光素酶表达

值/海肾荧光素酶表达值 ( RL U)的荧光素酶相对活

性表示。

1 . 7　M T T 实验

M T T法用于测量细胞毒性 ,将指数生长的细胞

按每孔 1 ×105个细胞接种入 96孔板中培养 18 h ,每

组设 3 个复孔 ,加入不同浓度 A TRA 处理 48 h ,弃

上清 ,每孔加入 50μl M T T液 (1 mg/ ml)加入各孔

中 ,细胞在 37℃环境下继续培养 4 h 后加入二甲基

亚砜 (DMSO) ,用微2EL ISA 仪读取每孔 570 nm 吸

光度 ,计算抑制率。细胞抑制率 ( %) = (对照孔吸光

度 - 实验孔吸光度/对照孔吸光度) ×100 %。

1 . 8　统计学方法

采用χ2检验和 t检验 , P < 0 . 05为差异有统计学

意义。

2　结果

2 . 1　A TRA 上调 lovo 细胞 XA F1 的 mRNA 和蛋

白表达水平

为了解结肠癌内 XA F1 mRNA 表达水平和

A TRA诱导对结肠癌细胞 XA F1 的 mRNA 表达水

平的影响 ,我们用 A TRA 处理结肠癌细胞 lovo ,发

现在没有 A TRA 刺激的情况下 lovo 细胞内 XA FI

的 mRNA 水平很低 ,经 A TRA 刺激后 XA F1 mR2
NA 的表达增加。随 A TRA 浓度的增加 , XA F1

mRNA的表达量亦增加 ,A TRA 对 mRNA 的影响

呈剂量依赖性 ,见图 1。

图 1　RT2PCR检测 XAF1 mRNA表达

　　Western blot 检测显示 ,lovo 细胞未经 A TRA

处理 ,XA F1 表达一条弱的蛋白阳性带 ;经 A TRA

处理 48 h后 ,XA F1蛋白的表达有不同程度的增加 ,

阳性带显色强度随药物浓度增加而增强 ,见图 2。

图 2　Western blot检测 XAF1蛋白表达

2 . 2 　A TRA对结肠癌 Lovo 细胞的抑制作用

M T T比色法检测结果显示 :不同浓度的 A T2
RA对 lovo 细胞的生长均有抑制作用 ,与细胞对照

组相比均有统计学意义 ( P < 0 . 05) 。随着 A TRA剂

量的增加 ,抑制细胞生长的作用越明显。

2 . 3 　A TRA对 XA F1启动子转录活性的影响

为了解 A TRA 是否通过增强 XA F1 基因的转

录活性促进 XA F1的 mRNA表达 ,将包含 XA F1 核

心启动子的片段克隆到含荧光素酶报告基因质粒中

(pL UC107) ,转染细胞用16 . 5μmol/ L 的 A TRA 处

理 ,荧光素酶活性检测结果显示 ,未经 A TRA 处理

的含 pluc107的 lovo 细胞的 RL U 值为 (7±0 . 5) ,经

A TRA处理后 ,pluc107 活性增加为 (19 ±0 . 7) 。结

果提示 A TRA 通过上调转录活性增加 XA F1 的表

达。

3　讨论

已有研究结果显示 , XA F1 在所有胚胎组织及

成人正常组织中广泛表达 ,但在大多数人类恶性肿

瘤细胞中表达水平低下甚至缺失[ 2 ,3 ]。MA 等[ 4 ]的

研究发现 , XA F1 mRNA 在结肠癌组织中表达降

低 ,存在转录抑制现象。在同一患者体内 ,恶性肿瘤

组织/邻近正常组织 XA F1 表达的比值显著低于良

性肿瘤组织/邻近正常组织。提示 XA F1 基因可能

在结直肠肿瘤中具有良、恶性鉴别作用。XA F1 的

低表达或不表达还与结直肠肿瘤的分期、分级密切

相关[ 5 ] ;低表达 XA F1抑制肿瘤细胞凋亡的发生 ,过

表达 XA F1可抑制胃肠肿瘤细胞的增殖 ,增强肿瘤

细胞对依托泊甙和肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

( TRA IL)诱导凋亡的敏感性[ 527 ]。这些研究发现提

示 XA F1在结直肠肿瘤组织中低表达可能是肿瘤细

胞存活和进展的重要机制。

本研究资料显示 ,结肠癌细胞 lovo 表达 XA F1

低下 ,给予 A TRA 诱导后 , XA F1 的表达在 mRNA

水平和蛋白水平均可升高 ,并随着 A TRA 浓度的增

加而增强 ,具有剂量依赖的效应。M T T实验结果表

明 ,A TRA 可抑制 lovo 细胞生长 ,且这种抑制作用

随 A TRA 浓度增加而增强 ,表明 A TRA 对结肠癌
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细胞生长有负调控作用。

维甲酸类化合物是一种常用的诱导分化剂 ,通

过与靶基因上游启动子或增强子的维甲酸反应元件

结合而调控一些基因网络的活性 ,进而影响细胞周

期或促进细胞凋亡[ 8 ]。为阐明 A TRA 上调 lovo 细

胞 XA F1表达的机制 ,我们采用荧光素酶报告基因

分析 XA F1 启动子的活性 ,发现 A TRA 通过增强

XA F1启动子活性上调 XA F1 的 mRNA 和蛋白表

达水平。尽管许多研究提示 XA F1可能是一个潜在

的肿瘤抑制基因 ,但 XA F1 抑制肿瘤细胞增殖的机

制仍不十分清楚。早期的研究显示 , XA F1 是通过

拮抗 XIA P对 capase23的抑制作用发挥诱导凋亡作

用[ 6 ] ;最近的研究发现 , XA F1 还可以通过非 XIA P

依赖途径诱导细胞的凋亡[ 9 ]。而且 ,通过内源性或

外源性诱导 XA F1表达能够增强肿瘤细胞对凋亡激

发剂如 :羟基喜树碱、顺铂、依托泊甙 ,γ射线等诱导

凋亡的敏感性[ 5 ]。研究还发现 , XA F1 是一种新的

IFN刺激因子 ,介导 IFN 诱导凋亡的作用 ,并且显

著增强肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ( TRA IL )

诱导肿瘤细胞凋亡[ 7 ,10 ]。本实验结果亦显示 ,高浓

度 A TRA能够明显上调 XA F1的表达 ,并显著抑制

lovo 细胞的增殖。提示 XA F1 有可能在介导 A T2
RA诱导凋亡的过程中发挥作用 ,但具体机制仍需

进一步研究。

本研究初步探讨了 XA F1 基因在 A TRA 抑制

结肠癌细胞增殖中的作用 ,为进一步阐明 XA F1 在

肿瘤生长过程中的表达调控机制的研究打下了一定

的基础。

参考文献 :
[ 1 ] 　Deveraux QL , Reed J C. IAP family proteins2suppress2ors of

apoptosis[J ] . Genes Dev , 1999 , 13 :2392252 .

[ 2 ] Fong WG , Liston P , Rajcan2Separovic E , et al . Expre2ssion

and genetic analysis of XIAP2associated factor1 ( XAFI) In

cancer cell lines[J ] . Genomics ,2000 ,70 :1132122 .

[ 3 ] Ng KC , Campos EI , Martinka M , et al . XAF1 expression is

significantly reduced in human melanoma[J ] . J Invest Derma2
tol , 2004 ,123 :112721134 .

[4 ] Ma TL , Ni P H , Zhong J , et al . Low expression of XIAP2as2
sociated factor 1 in human colorectal cancers [J ] . Chin J Dig

Dis , 2005 ,6 :10214 .

[ 5 ] 　Chung SK , Lee M G , Ryu B K , et al . Frequent alteration of

XAF1 in human colorectal cancers : implication for tumor cell

resistance to apoptotic st resses [J ] . Gast roenterology , 2007 ,

132 :245922477 .

[ 6 ] Liston P ,Fong WG , Kelly NL ,et al . Identification of XAF1 as

an antagonist of XIAP anti2Caspase activity[J ] . Nat Cell Biol ,

2001 ,3 :1282133 .

[ 7 ] Leaman DW , Chawla2Sarkar M , Vyas K , et al . Identification

of X2linked inhibitor of apoptosis2associated factor21 as an in2
terferon2stimulated gene t hat augment s TRAIL Apo2L2in2
duced apoptosis [ J ] . J Biol Chem , 2002 , 277 ( 32 ) : 285042
28511 .

[ 8 ] Garattini E , Gianni M , Terao M , et al . Retinoid related mole2
cules an emerging class of apoptotic agent s wit h promising

t herapeutic potential in oncology pharmacological activity and

mechanisms of action[J ] . Curr Pharm Des , 2004 ,10 (4) :4332
448 .

[ 9 ] Xia Y , Novak R , Lewis J , et al . XAF1 can cooperate wit h

TNF alpha in t he induction of apoptosis independently of inter2
action wit h XIAP[J ] . Mol Cell Biochem , 2006 ,86 :67276 .

[ 10 ] Reu FJ , Bae SI , Cherkassky L , et al . Overcoming resistance

to interferon induced apoptosis of renal carcinoma and melano2
ma cells by DNA demet hylation [J ] . J Clin Oncol , 2006 ,24 :

377123779 .

[编辑 :安　凤 ;校对 :杨　卉 ]

·642· 肿瘤防治研究 2008年第 35卷第 4期


