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Abstract
AIM: To investigate the effect of Pdcd4 tumor 
suppressor gene expression on the cytotoxic 
activity of hydroxycamptothecine (HCPT) to the 
human gastric cancer cell line BGC-823 and its 
mechanism.

METHODS: Lipid-mediated transfection was 
used to obtain Pdcd4 high-expressed BGC-823 
cell line and the control cell lines. MTT method 
was used to determine the growth inhibition of 
HCPT to the transfected BGC-823 cells. Flow cy-
tometry was used to analyze the effects of HCPT 
to the cell cycle and apoptosis rate of the trans-
fected BGC-823 cells. Western blot was used to 
analyze the transfection results and the expres-
sion of Pdcd4 protein in the transfected BGC-823 
cells treated with HCPT.

RESULTS: A stable Pdcd4 high-expressed 
BGC-823 cell line was established. MTT results 
showed that after the transfection treated with 

HCPT for 24 and 72 hours, the IC50 of the Pdcd4 
high-expressed group was lower than that of the 
control groups (pCDNA3.1 and pCDNA-Pdcd4-
D418A) (74.48 μmol/L vs 87.67, 102.30 μmol/L; 
14.30 μmol/L vs 40.59, 29.54 μmol/L, all P < 0.05). 
After the transfected BGC-823 cells were treated 
with 80 μmol/L HCPT for 72 hours, the cell pro-
portion in G0/G1 phase declined, while the cell 
proportion in S phase increased and the apopto-
sis cell rate increased significantly (pCDNA3.1: 
45.40% vs 5.65%; pCDNA-Pdcd4-D418A: 36.21% 
vs 3.07%; pCDNA-Pdcd4: 46.17% vs 4.25%, all P 
< 0.05). Western blot results showed that after 
transfected BGC-823 cells were treated with 80 
μmol/L HCPT for 72 hours, the expression of 
Pdcd4 protein was increased.

CONCLUSION: High expression of Pdcd4 in-
creases the sensitivity of BGC-823 cells to HCPT. 
HCPT induces BGC-823 cells S-stage arrest and 
apoptosis. HCPT up-regulates the expression of 
Pdcd4 protein in BGC-823 cells.

Key Words: Programmed cell death 4; Hydroxyca-
mptothecine; Human gastric cancer; BGC-823 cell
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摘要
目的: 探讨抑癌基因Pdcd4的表达对羟基喜树
碱细胞毒活性的影响及其机制. 

方法: 采用脂质体转染法将带有全长Pdcd4 
cDNA的质粒转入BGC-823细胞, MTT法测定
羟基喜树碱对Pdcd4cDNA转染BGC-823细胞
的生长抑制作用, 流式细胞术检测羟基喜树碱
作用前后细胞周期和凋亡率的变化, Western 
blot蛋白印迹法检测Pdcd4蛋白表达. 

结果: 建立了稳定转染Pdcd4cDNA的BGC- 
823细胞系 ;  羟基喜树碱作用转染细胞24, 
72 h后, 药物对Pdcd4cDNA转染组细胞的半
数抑制浓度均低于两对照组(p C D N A3.1与
pCDNA-Pdcd4-D418A)(74.48 μmol/L vs  87.67, 
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■背景资料
Pdcd4是一个新发
现的抑癌基因, 在
多种癌症中表达
下调或缺失. 前人
研究发现, 在肾癌
细胞中表达Pdcd4 
cDNA, 可以增强
其对抗肿瘤抗生
素苯醌安莎霉素
(geldanamycin)的
敏感性.

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室



102.30 μmol/L; 14.30 μmol/L vs  40.59, 29.54 
μmol/L, 均P <0.05); 流式细胞仪测定结果表
明, 80 μmol/L羟基喜树碱作用转染细胞24 
h, 处于细胞周期G0/G1期的细胞比例下降, S
期细胞比例升高, 出现细胞周期S期阻滞, 72 
h, 细胞凋亡率显著升高(pCDNA3.1: 45.40% 
vs  5.65%; pCDNA-Pdcd4-D418A: 36.21% 
vs  3.07%; pCDNA-Pdcd4: 46.17% vs  4.25%, 
P <0.05); Western blot结果表明80 μmol/L羟基
喜树碱作用转染细胞72 h, Pdcd4蛋白表达水
平升高.

结论: 提高人胃腺癌细胞BGC-823中Pdcd4蛋
白的表达能增强其对羟基喜树碱的敏感性; 
羟基喜树碱能引起BGC-823细胞S期阻滞, 并
能诱导细胞凋亡; 羟基喜树碱本身也可上调
BGC-823中Pdcd4的表达.

关键词: 程序性细胞凋亡因子4; 羟基喜树碱; 人胃

腺癌; BGC-823细胞
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0  引言

程序性细胞死亡因子4(programmed cell death 
4, Pdcd4)是近年来新发现的一个抑癌基因, 他
在人肺癌、肠癌等多种人癌组织中表达下调

或缺失[1-2]. 羟基喜树碱(hydroxycamptothecine, 
HCPT)是一种具有选择性抑制DNA拓扑异构酶

Ⅰ(TopoⅠ)的植物抗癌药, 具有广谱抗癌作用, 
临床上用于治疗原发性肝癌、胃癌等. 对抗癌

药物减毒增效的研究一直是一个重要而困难的

课题. 有报道指出, 细胞中Pdcd4的表达水平可

能影响某些抗癌药物的抗癌活性[3]. 本实验拟

通过建立Pdcd4 cDNA稳定转染BGC-823细胞

系, 测定羟基喜树碱对转染细胞的增殖抑制作

用、细胞周期和凋亡率的变化及Pdcd4的表达情

况, 以考察抗癌药物羟基喜树碱对人胃腺癌细胞

BGC-823的细胞毒活性与BGC-823细胞中抑癌

基因Pdcd4的表达的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基为Gibco公司产品, 胎
牛血清购于中国医学科学院生物工程研究所-
灏阳生物, G418为Inalco公司产品, 10-羟基喜树

碱购于Sigma公司, 原药以DMSO溶解并配成80 
mmol/L贮存液, 分装后-20℃贮存; DH5α工程菌
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为Biodee公司产品, 转染试剂Lipofectamine为
Invitrogen公司产品; 噻唑蓝(MTT)为Ameresco
公司产品; 兔抗人Pdcd4抗体为美国肯塔基大

学医学院杨新盛博士(Dr. Hsin-Sheng Yang)惠
赠, 兔抗actin、辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG
和ECL试剂购于北京中杉金桥生物技术有限公

司, Santa Cruz Biotech公司产品. 蛋白酶抑制剂

Protease Inhibitor Cocktail Set Ⅲ为Calbiochem公

司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃腺癌细胞BGC-823购自协

和基础所细胞库. 采用含100 mL/L小牛血清, 100 
kU/L青霉素和100 mg/L: 链霉素的RPMI 1640培
养液, 37℃, 50 mL/L CO2饱和湿度培养箱中培

养, 2-3 d换液传代1次. 取对数生长期细胞为实

验对象. 转染细胞采用含100 mL/L小牛血清, 300 
mg/L G418的RPMI 1640培养液, 37℃, 50 mL/L 
CO2的饱和湿度培养箱中培养, 2-3 d换液传代1
次. 取对数生长期细胞为实验对象.
1.2.2 脂质体转染建立稳定表达Pdcd4 cDNA
的人胃腺癌BGC-823细胞系: 转染质粒分别为

pcDNA3.1(空质粒)、pcDNA3.1-Pdcd4(Pdcd4 
c D N A表达质粒)及p c D N A3.1-P d c d4D418 
A(Pdcd4 cDNA突变质粒), 以上质粒均为美国肯

塔基大学医学院杨新盛博士惠赠. 
1.2.3 MTT法测定羟基喜树碱对BGC-823细胞的

增殖抑制作用: 取对数生长期细胞, 重悬于含体

积分数为100 mL/L FBS的RPMI 1640培养液中, 
以1×103个细胞/孔的终浓度接种于96孔培养板, 
24 h后加入0、40、80、160 µmol/L的HCPT, 每
个浓度重复3个孔, 培养不同时间后, 加MTT, 置
37℃, 50 mL/L CO2培养箱中孵育6 h, 小心吸去

上清, 加入DMSO后震摇, 使蓝紫色沉淀充分溶

解. 在酶标仪555 nm波长处读取吸光度值, 测定

细胞增殖抑制率, 并绘制抑制率曲线, 计算不同

时间药物对癌细胞的半数抑制浓度(IC50). 实验

重复3次. 
1.2.4 流式细胞术测定细胞周期变动和凋亡: 收
集80 µmol/L HCPT作用不同时间的BGC-823细
胞, 用PBS(pH7.2)洗涤2次, 700 mL/L冰乙醇固

定, 4℃保存过夜. 1000 r/min离心5 min弃去固定

液. 1 mL PBS重悬, 1000 r/min离心5 min弃上清. 
加入30 mg/L的RNaseA 200 µL, 37℃, 40 min. 
1000 r/min离心5 min弃上清. 加入50 mg/L的PI
染液200 µL, 4℃避光60 min. 上机前常规进行光

路流路校准, 流式细胞仪检测结果经CELLQuest 
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■研发前沿
Pdcd4基因表达下
调或其产物泛素
化途径的激活可
能是部分癌症发
生发展的原因之
一. Pdcd4可能是
抗癌药物研究的
新靶点. Pdcd4的
表达对抗癌药物
细胞毒作用的影
响以及抗癌药物
对Pdcd4表达的影
响还缺乏广泛深
入的研究.

■相关报道
国外有报道在具
有抗癌活性药物
geldanamycin和
tamoxifen的作用
下, Pdcd4蛋白的
表达水平高于平
均 值 .  稳 定 表 达
P d c d 4 反 义 核 酸
能显著降低乳腺
癌MCF-7细胞对
geldanamycin和
tamoxifen的敏感
性. 在肾癌UO-31
细胞中表达Pdcd4 
cDNA后, 增强了
其对geldanamycin
的敏感性.
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Software分析.
1.2.5 Western blot检测Pdcd4表达: 80 µmol/L 
HCPT作用BGC-823细胞72 h后, 加含蛋白酶抑

制剂的细胞裂解液裂解细胞, 离心取上清液, 测
定蛋白浓度, SDS-PAGE电泳, 然后样品带电转

移至硝酸纤维素膜, 50 g/L脱脂牛奶封闭, 一抗

(兔抗人Pdcd4, 1∶1000稀释)过夜, 辣根过氧化

物酶标记二抗(羊抗兔, 1∶5000稀释)室温作用1 
h, ECL试剂显影.

2  结果

2.1 建立稳定转染Pdcd4 cDNA的BGC-823细

胞系 采用脂质体转染法, 分别将pcDNA3.1(3.1
组)、pcDNA3.1-Pdcd4(Pdcd4组)、pcDNA3.1-
Pdcd4D418A(D418A组)转染BGC-823细胞, 300 
mg/L G418筛选2-4 wk, 通过Western blot法分

析, 结果Pdcd4组(表达有功能的Pdcd4蛋白)和
D418A组(表达突变的功能部分丧失的Pdcd4蛋
白)的Pdcd4蛋白表达明显强于3.1组, 确认三种

质粒已稳定转染(图1).
2.2 上调Pdcd4表达对BGC-823细胞HCPT药物

敏感性的影响 分别用0、40、80、160 μmol/L 
HCPT作用3种BGC-823转染细胞24、72 h后, 
MTT法测定细胞增殖抑制率, 并绘制抑制率曲

线(图2), 计算IC50. 结果表明, 羟基喜树碱对三组

转染细胞均有显著增殖抑制作用, 比较HCPT作
用三种转染细胞24、72 h的半数抑制浓度, 结
果HCPT对Pdcd4 cDNA转染组(pCDNA-Pdcd4)
细胞的半数抑制浓度(24 h: 74.48 μmol/L; 72 

h: 14.30 μmol/L)均低于两对照组(24 h: pCD-
NA3.1: 87.67、pCDNA-Pdcd4-D418A: 102.30 
μmol/L; 72 h: pCDNA3.1: 40.59 μmol/L; pCD-
NA-Pdcd4-D418A: 29.54 μmol/L). 低浓度(40、
80 μmol/L)HCPT作用3种转染细胞72 h, 高浓度

(160 μmol/L)HCPT作用三种转染细胞24 h后, 
Pdcd4组抑制率均高于其他两转染组(图3). 以上

结果说明Pdcd4增强了人胃腺癌细胞BGC-823对
HCPT的敏感性.
2.3 HCPT对转染细胞的细胞周期和凋亡率的影

响 采用80 μmol/L HCPT作用三种BGC-823转染

细胞24、72 h后, 流式细胞术检测细胞周期和凋

亡率的变化, 结果发现各转染组加入HCPT24后, 
与溶剂对照组(3.1c, D418Ac, Pdcd4c)相比, 加药

3.1           D418A         Pdcd4
54 kDa

43 kDa

Pdcd4蛋白

actin

图  1  三种BGC-823转染细胞中Pdcd4蛋白的表达. 3.1: 

pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-Pdcd4D418A转染

细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞.

图  2  HCPT作用三种转染细胞抑制率曲线. A: 24 h; B: 72 h; 

3.1: pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-Pdcd4D418A转

染细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞.
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表  1  80 µmol/L HCPT处理三种转染细胞24, 72 h细胞周期及凋亡率分布 (%)

     
			       24 h					                    72 h

	       G0/G1	               S 	                G2/M 	  Apo 	            G0/G1	       S 	          G2/M 	  Apo

3.1c 	     65.13	           13.33	 21.54	       1.09	           55.08	   31.71	         13.20                5.65

3.1t	     12.42	           64.63	 22.95	       1.71	           32.11	   56.84	         11.05              45.40

D418Ac	     61.96	           15.35	 22.69	       0.67	           66.46	   23.52	         10.02                3.07

D418At	     11.97	           67.11	 20.92	       1.17	           21.89	   66.42	           9.69              36.21

Pdcd4c	     70.01	           11.89	 17.10	       1.05	           51.75	   37.40	         10.85                4.25

Pdcd4t	     16.64	           66.68	 16.68	       1.68	           22.73	   66.56	         10.71              46.17

■创新盘点
本文通过脂质体
转染技术把含有
Pdcd4 cDNA的质
粒导入人胃腺癌
BGC-823细胞中
实现了稳定转染, 
并利用转染细胞
株研究Pdcd4的表
达对10-羟基喜树
碱细胞毒活性的
影响, 同时考察了
10-羟基喜树碱对
Pdcd4蛋白表达的
影响.
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组(3.1t, D418At, Pdcd4t)细胞G0/G1期细胞比例

显著下降, S期细胞比例显著升高, 但是3组转染

细胞间无明显差别, 72 h后, 各加药组细胞凋亡

率显著升高(表1). 说明HCPT能引起BGC-823细
胞S期阻滞, 进而能诱导肿瘤细胞凋亡, HCPT对
3转染组的细胞周期影响相近, 没有显著差别.
2.4 HCPT对Pdcd4表达的影响 采用80 μmol/L 
HCPT作用3种BGC-823转染细胞72 h后, Western 
blot法检测Pdcd4蛋白的表达情况, 结果发现3种
转染细胞中Pdcd4蛋白表达量均升高(图4), 说明

HCPT能显著上调Pdcd4蛋白表达.

3  讨论

喜树碱(camptothecine, CPT)是从珙桐科植物喜

树中分离提取的五环生物碱, 是有选择性抑制

DNA TopoⅠ作用的植物抗癌药. 由于喜树碱的

水溶性和脂溶性都比较差, 其钠盐的抗癌活性

较低, 临床应用受到严格限制. 10-羟基喜树碱

其化学结构与喜树碱相似, 仅第10位碳原子上

的氢为羟基所取代. 与喜树碱相比, 羟基喜树碱

毒性小、抗肿瘤作用更强, 使喜树碱类药物在

肿瘤防治中起到了重大作用. 尤其在抗癌药紫

杉醇生产用原料严重枯竭的形势下, 羟基喜树

碱的发展前景更加看好[4]. 已有的体外研究表

明羟基喜树碱对多种癌细胞均有抑制或杀伤作

用, 本实验同样发现羟基喜树碱能抑制人胃腺

癌细胞BGC-823增殖, 引起BGC-823细胞S期阻

滞, 继而诱导肿瘤细胞凋亡率升高, 结果与涂水

平 et al [5]的报道一致, 而Zhang et al [6]研究发现

羟基喜树碱诱导人肝癌细胞G2/M期阻滞, 说明

HCPT对不同来源不同类型的肿瘤细胞周期变

化的影响有所不同.
Pdcd4最初发现是小鼠上皮JB6细胞恶性转

化的抑制物, Pdcd4可与真核细胞翻译起始复合

物中的eIF4A起始因子等直接作用, 进而影响与

细胞增殖有关的转录因子蛋白质合成[7]. Jansen 
et al通过Western blot方法分析美国癌症研究所

(NCI)60种癌细胞中Pdcd4蛋白表达情况, 发现在

大多数的肾源、肺源和神经胶质源的肿瘤细胞

中, Pdcd4蛋白的表达水平下降[3]. 提高Pdcd4的
表达可作为抗癌研究新的靶点[8]. 

Jansen et al [3]实验还证明, 在肾癌UO-31细胞

中表达Pdcd4 cDNA, 增强了其对geldanamycin的
敏感性, 并伴随着细胞周期阻滞和凋亡的增加. 
本研究发现, 人胃腺癌BGC-823细胞转染Pdcd4 
cDNA后, 与对照组相比, HCPT对Pdcd4转染组

细胞增殖抑制率增加, 药物对癌细胞的半数抑

制浓度降低, 说明提高BGC-823细胞中Pdcd4的
表达水平增加了癌细胞对羟基喜树碱的敏感性. 

为了弄清Pdcd4引起羟基喜树碱细胞毒活

性增加是药物抗癌活性与Pdcd4抑癌基因作用

的简单叠加还是Pdcd4通过某种作用途径诱导

了药物的抗癌活性的提高, 我们测定了不加药

情况下3种转染细胞的生长曲线、细胞周期和

细胞凋亡情况 ,  结果发现各转染细胞的生长

情况和细胞周期分布无明显差别, 说明Pdcd4 
cDNA转染本身并没有明显影响BGC-823细胞

的增殖和凋亡, 转染Pdcd4 cDNA组引起羟基

喜树碱细胞毒活性增加不是药物抗癌活性与

Pdcd4抑癌基因作用的简单叠加. 本研究还发现

羟基喜树碱本身可增加BGC-823细胞中Pdcd4
蛋白表达, 其机制尚不清楚. 提高Pdcd4在细胞

图  4  80 µmol/L HCPT作用三种转染细胞72 h Pdcd4蛋
白的表达. 3.1: pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-

Pdcd4D418A转染细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞. c: 

对照组; t: 处理组.
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actin
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■应用要点
Pdcd4基因可增强
胃腺癌BGC-823
细胞对10-羟基喜
树碱的敏感性, 为
进一步提高羟基
喜树碱临床疗效
提供了新思路.

图  3  HCPT作用三种转染细胞抑制率曲线. A: 80 μmol/L; 

B: 160 μmol/L; 3.1: pcDNA3.1转染细胞; D418A: pcDNA3.1-

Pdcd4D418A转染细胞; Pdcd4: pcDNA3.1-Pdcd4转染细胞.
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中的表达能增加癌细胞对羟基喜树碱的敏感性, 
而羟基喜树碱能使Pdcd4上调表达, 二者协同作

用可能大大增加了羟基喜树碱对癌细胞的细胞

毒作用, 提示Pdcd4可能参与了羟基喜树碱对癌

细胞的杀伤作用, 其分子机制有待进一步研究. 
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第二十一次全国中西医结合消化学术会议征文通知   

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2009-07-23/26在南宁市召开第二十一次全

国中西医结合消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为功能性胃肠病、炎症

性肠病和消化内镜新技术临床应用演示)新技术新理论继续教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、

中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班者授予国家级1类继续教育学分; 大会论

文报告者另授继续教育学分6分. 
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研究; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研究; 消化系肿瘤中西医结合诊疗; 脾

胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等疾病)的基础研究、临床研究与实

践等.
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请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿

件传送, 截稿日期: 2009-06-30.

3      联系方式 

袁海锋, 朱永苹, 530011, 广西壮族自治区南宁市华东路10号广西中医学院瑞康医院, 电话: 0771-2188107; 

13597004049; 13077766271, 传真: 0771-2411156, rkxhnk@sina.com或czs.xiaohua@163.com 


