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Abstract
AIM: To explore the effect on apoptosis of 
retinoic acid (RA)-induced BGC-803 gastric 
carcinoma cells and its relationship with the 
expression of Fas, FasL and Caspase-3.

METHODS: BGC-803 cells were treated with 
different concentrations of RA (0.001, 0.01, 
0.1, 1, 10, 20 μmol/L) for 72 h. Then methyl-
tetrazolium (MTT) assay was performed to de-
termine the growth inhibition of BGC-803 cells; 
cell apoptosis rate was determined using flow 
cytometry; the feature of cell apoptosis was ob-
served by Hoechst33342/PI staining; the mRNA 
expression of Fas, FasL and Caspase-3 were es-
timated using reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: After BGC-803 cells were treated 
with RA (0.1-20 μmol/L) for 72 h, RA inhib-
ited the growth of cells significantly compared 
with that in the control group (32.61%, 44.42%, 
48.14%, 51.15% vs 0.657%; all P < 0.01). Cells 
in G2/M were significantly increased after the 
cells were treated with 20 μmol/L RA for 12 
h, 24 h and 48 h. G1 peak specific to apoptosis 
was observed and also observed were chro-
matic agglutination and rupture of caryon 
membrane. Expressions of Fas, FasL and Cas-
pase-3 mRNA were up-regulated significantly 
by RA for 48 h compared with that in the con-
trol group. 

CONCLUSION: Fas, FasL and Caspase-3 are 
involved in gastric carcinoma cell apoptosis in-
duced by RA. 
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摘要
目的: 探讨维甲酸诱导胃癌细胞BGC-803凋
亡的作用及其与Fas、FasL、Caspase-3表达
的关系.

方法: 以0.001、0.01、0.1、1、10、20 μmol/L
的维甲酸作用BGC-803细胞72 h后, MTT法检
测维甲酸对BGC-803细胞的生长抑制作用; 流
式细胞术分析维甲酸对胃癌BGC-803细胞凋
亡的诱导作用; Hoechst33342/PI双荧光染色
观察细胞凋亡; RT-PCR法检测Fas、FasL、
Caspase-3基因的mRNA表达变化. 

结果: 0.1、1、10、20 μmol/L的维甲酸作用
BGC-803细胞72 h后, 较对照组(未加药)能显
著抑制细胞增殖(32.61%、44.42%、48.14%、

51.15% vs  0.657%, 均P<0.01); 20 μmol/L维甲
酸作用BGC-803细胞12、24和48 h后, G2/M期
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■背景资料
维甲酸 ( re t ino ic 
acid, RA)研究较
多的是诱导白血
病细胞分化, 近年
发现其对实体瘤
细胞凋亡也有重
要作用, 是肿瘤治
疗的一个新靶点.

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科



细胞比例显著增加, 出现凋亡特征性的亚G1

峰; 细胞出现染色质凝集、核膜破裂等凋亡特
征; 作用48 h后, Fas、FasL、Caspase-3 mRNA
表达水平均较对照组显著上调.

结论: Fas、FasL、Caspase-3参与了维甲酸诱
导胃癌细胞凋亡的调控过程.

关键词: Fas; FasL; Caspase-3; 维甲酸; 胃癌; 细胞
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0  引言

Fas、FasL、Caspase-3是调控细胞凋亡的重要

基因, 在肿瘤的发生、发展、转移中扮演着重

要角色. Fas与其配体FasL结合后, 凋亡信号被传

送到细胞内, 通过激活下游的Caspase-3诱导细

胞凋亡. 维甲酸(retinoic acid, RA)研究较多的是

诱导白血病细胞分化, 近年发现其对实体瘤细

胞凋亡也有重要作用[1-3], 国外学者有一些相关

报道, 但维甲酸诱导胃癌细胞凋亡的分子机制

研究很少. 本文观察了维甲酸诱导细胞凋亡作

用及Fas、FasL、Caspase-3表达对其的影响, 从
而确定Fas、FasL、Caspase-3参与维甲酸诱导

胃癌细胞凋亡的调控过程.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株BGC-803由中科院肿瘤

研究所提供. RA购自Sigma公司. RA用无水乙

醇配成0.01 mo l/L的储存液(乙醇终浓度控制

在<1 mL/L, 避光、-20℃保存). 培养基RPMI 
1640、噻唑蓝(M T T)、蛋白酶K、R N a s e、
H o e c h s t33342、碘化丙啶(P I)和二甲基亚砜

(DMSO)均购自Sigma公司. TRIzol购自Promega
公司. RT-PCR试剂盒购自大连宝生物公司, 引物

由上海生物工程技术服务公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 培养细胞在含100 mL/L灭活小

牛血清、100 kU/L青霉素、100 mg/L链霉素的

RPMI 1640培养液中, 于37℃的50 mL/L CO2饱

和湿度下培养, 细胞初始浓度为5×108/L, 取指

数生长期细胞进行实验. 
1.2.2 MTT法检测RA作用胃癌细胞后细胞生

长抑制: 将BGC-803细胞浓度调整为5×107/L, 
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接种96孔板, 每孔100 μL, 培养24 h后, 根据参

考文献[4]分别加入RA, 终浓度分别为0.001、
0.01、0.1、1、10、20 μmol/L. 设对照组(不加

药)和空白组(培养液中无细胞), 每组设8个复

孔, 在药物作用72 h, 加入MTT(5 g/L) 20 μL, 
继续培养4 h, 离心, 弃上清, 加DMSO 200 μL, 
避光振荡15 min, 全自动酶标仪测定570 nm处

紫外吸光度值(A ). 计算药物对细胞生长抑制

率. 生长抑制率= [(对照组A -实验组A )/(对照组

A -空白组A )]×100%. 
1.2.3 流式细胞光度术检测细胞凋亡: 通过预实

验, 选择MTT实验抑制率最明显药物浓度为流

式检测浓度. 以20 μmol/L RA处理BGC-803细胞

0、12、24、36、48 h后收集细胞, 4℃体积分数

为750 mL/L乙醇固定, -20℃冰箱保存. 检测前, 
PBS洗3次, RNA酶消化, PI染色, 流式细胞仪分

析DNA含量, 计数10 000个细胞, 进行细胞凋亡

和细胞周期分析, 检测群体细胞中G0/G1、S、
G2/M期细胞百分率, 亚G1峰为凋亡细胞峰. 以0 h
未加RA处理的BGC-803细胞为对照组.
1.2.4 Hoechst33342/PI双荧光染色法检测细胞凋

亡的形态学改变: 20 μmol/L RA处理BGC-803
细胞0、24、48 h, 收集细胞, PBS洗涤, 移入

Eppendorf管, 用200 μL PBS悬浮细胞, 加入

Hoechst33342/PI染液(1∶1) 40 μL, 37℃染色8 
min, 离心弃上清, PBS吹打混匀, 涂片, 荧光显微

镜(日本NikonE800)观察并照相. 
1.2.5 RT-PCR检测Fas、FasL、Caspase-3基因

的表达: 以未加药的BGC-803细胞为对照组, 20 
μmol/L RA处理的BGC-803细胞为实验组, 分别

作用12、24、48 h. TRIzol法提取细胞总RNA, 
以紫外分光光度计测RNA含量和纯度(RNA在

260 nm和280 nm的吸光度比值为1.8-2.0之间), 
以10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性(28S和
18S RNA条带比值≥2.0). 用1 μg总RNA进行逆

转录合成cDNA, 反应条件如下: 30℃, 10 min, 
42℃, 30 min, 99℃, 5 min, 5℃, 5 min. 将上述

逆转录产物按RT-PCR试剂盒进行扩增反应, 以
GAPDH作为内标, 应用Omiga2.0设计Fas的上游

引物为: 5'-GACCCAGAATACCAAGTGCAGAT
GTA-3',下游引物: 5'-CTGTTTCAGGATTTAAG
GTTGGAGATT-3', 扩增片段为296 bp. FasL的上

游引物为: 5'-ATCCCTCTGGAATGGGAAGA-3', 
下游引物: 5'-CCATATCTGTCCAGTACTGC-3', 
扩增片段为240 bp. Caspase-3的上游引物: 5'-CA
TGGCCTGTCAGAAAATAC-3', 下游引物: 5'-TA
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■研发前沿
维甲酸对细胞生
长、分化和凋亡
具有重要作用, 有
研究表明其可诱
导胃癌细胞凋亡, 
但其诱导凋亡的
具体机制及作用
方式不甚清楚, 如
能深入研究维甲
酸诱导胃癌细胞
凋亡机制, 将会为
胃癌治疗提供新
的途径和方法.
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ACCCGAGTAAGAATGTGC-3', 扩增片段为176 
bp. 循环条件: 预变性94℃, 2 min, 变性94℃, 30 
s, 退火58℃, 1 min, 延伸72℃ 1 min. 33个循环后

72℃维持5 min. PCR产物行20 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 凝胶自动成像2000系统扫描, 取其积分值作

为量化指标, 以特异性基因条带与GAPDH基因

条带的密度比值表示不同样本间的相对量.
统计学处理 所有数据以SPSS12.0统计软件

处理, 两样本均数的比较采用t检验, 多组比较用

单因素方差分析.

2  结果

2.1 MTT细胞增殖实验 用0.001、0.01、0.1、
1、10、20 μmol/L RA作用BGC-803细胞72 h, 
对B G C-803细胞的生长抑制作用呈剂量依赖

性, 细胞生长抑制率分别为0.984%、6.83%、

32.61%、44.42%、48.14%和51.15%, 其中0.1、
1、10、20 μmol/L RA的抑制作用显著强于对照

组0.657%(P <0.01), 20 μmol/L RA的抑制率显著

高于其他各组(P <0.01).
2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡 20 μmol/L RA
处理B G C-803细胞12、24 h, 出现明显诱导

G2/M期阻滞, 对照组G2/M期细胞所占百分率为

10.4%, 实验组12、24、36、48 h后G2/M期细胞

所占百分率为分别为22.3%、47.1%、40.3%、

20.2%(表1). 结果显示在20 μmol/L RA作用细

胞24 h后, 出现的G2/M期阻滞最为明显; 36、
48 h后细胞所占百分率下降, 考虑可能为肿瘤

细胞对于RA的耐药性引起. 20 μmol/L RA作用

BGC-803细胞12、24、36、48 h的凋亡率, 均高

于对照组的凋亡率(7.82%、9.88%、18.69%、

40.14% vs  3.05%, P <0.05, 图1), 并出现凋亡典型

性特征“亚G1峰”.
2.3 荧光显微镜观察结果 Hoechst33342/PI双荧

光染色法可区别正常细胞、凋亡细胞和坏死细

胞, Hoechst33342是一种亲脂性物质, 为活细胞

染料, 毒性较弱, 是双苯丙咪唑的衍生物, 可与

DNA的A-T碱基区特异结合, 跨膜进入活细胞, 
将活细胞和凋亡细胞中DNA染成蓝色; 当质膜

不完整时, PI可嵌入到双链DNA或RNA中, 细胞

被PI染色呈红色, 并可观察到断裂凝集的染色

质. 由图2可见, 正常组BGC-803细胞大小一致, 
被Hoechst33342染成淡蓝色荧光, 细胞形态规

整, 细胞核较大(图2A). 20 μmol/L RA处理细胞

24 h后, 可见下列规律性变化: 细胞被染成蓝色

荧光,形态不规则, 核染色质凝集, 核分叶及碎片

状, 核膜破裂等凋亡细胞形态(图2B); 48 h后上

表  1  20 μmol/L RA对胃癌细胞周期的影响 (%)

     t (h)           亚G1期           G0/G1期               S期             G2/M期

0               3.8               63.7               26.3              10.4       

12             6.8               53.7               28.9              22.3       

24           10.2               22.5               34.5              47.1       

36           19.6               33.8               26.7              40.3      

48           38.7               42.5               40.8              20.2 
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图  1  流式细胞仪检测细胞周期和凋亡. A: 对照组; B: 20 μmol/L RA作用12 h; C: 20 μmol/L RA作用24 h; D: 20 μmol/L RA

作用36 h; E: 20 μmol/L RA作用48 h.

■创新盘点
本 文 观 察 了 不
同 剂 量 下 维 甲
酸 对 胃 癌 细 胞
BGC-803的作用, 
观察了20 μmol/L
浓度下维甲酸诱
导细胞凋亡的形
态学变化, 发现在
20 μmol/L浓度下
随着维甲酸作用
时 间 的 延 长 ,  上
调了Fas、FasL、
Caspase的表达水
平 .  由 此 我 们 认
为 ,  维 甲 酸 可 在
体外呈时间和浓
度依赖性抑制人
胃癌BGC-803细
胞的生长, 其作用
机制可能主要是
诱导细胞凋亡和
影响细胞周期, 同
时诱导细胞凋亡
的机制可能部分
是通过上调Fas、
FasL、Caspase-3
的表达实现的.
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述变化更加明显(图2C).
2.4 Fas、FasL和Caspase-3基因表达在RA诱导

BGC-803细胞凋亡中的作用 
2.4.1 RA诱导BGC-803细胞凋亡与Fas、FasL基

因表达的变化: 20 μmol/L RA作用细胞12 h后, 
Fas和FasL表达强度无明显改变(P >0.05); 随着作

用时间的延长, 24、48 h后, Fas表达增加(17.69
±1.38, 23.35±2.13 vs  8.47±0.67, P <0.01); FasL
表达显著(16.74±1.26, 22.35±1.94 vs  9.50±
0.75, P <0.01, 图3).
2.4.2 RA诱导BGC-803细胞凋亡与Caspase-3基

因表达的变化: 20 μmol/L RA作用细胞12 h后, 
Caspase-3表达强度无明显改变(P >0.05); 随着作

用时间的延长, 24 h后Caspase-3表达增加(19.94
±1.67 vs  6.42±0.47, P <0.01); 48 h后, Cas-

pase-3表达增加显著(24.94±2.17 vs  6.42±0.47, 
P <0.01, 图4).

3  讨论

Fas又称Apo-1, 被命名为CD95, Fas是细胞膜Ⅰ

型糖蛋白, 分子质量为48 kDa, 属于肿瘤坏死

因子受体家族, 由325个氨基酸组成. Fas主要

以膜受体形式存在, 在细胞凋亡中具有信号传

导作用. FasL为Fas配体, Fas与FasL结合使细胞

表面Fas分子交联, 凋亡信号被传到细胞内, 诱
导表达Fas细胞凋亡. 所以FasL又称死亡因子[5]. 
Caspase-3是一类蛋白水解酶, 为Fas及FasL下
游的效应分子, 活化的Caspase-3能裂解大量底

物, 是凋亡机制的核心成分, 当FasL表达增高时, 
Caspae-3活性明显提高[6], Fas与FasL结合后, Fas
相关蛋白(FADD)激活Caspase-8, Caspase-3、7
等级联反应, 诱导细胞凋亡[7]. 维甲酸可通过激

活相应的受体调控基因的转录活性, 从而产生

调节增殖、分化和凋亡等多种生物学效应[8]. 研
究表明, 维甲酸能够诱导卵巢癌[9]﹑神经母细胞

瘤[10]等肿瘤细胞分化和凋亡, 从而达到抑制肿

瘤细胞生长的作用.
本研究以人胃癌BGC-803细胞为靶标, 观察

维甲酸对胃癌细胞生长的作用. MTT实验结果

表明, 维甲酸能显著抑制BGC-803细胞生长, 通
过0.001、0.01、0.1、1、10、20 μmol/L不同浓
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图  2  荧光染色法检测BGC-803凋亡形态学变化(×200). A: 对照组; B: 20 μmol/L RA作用24 h; C: 20 μmol/L RA作用48 h.

B CA

B 图  3  RA处理后Fas及FasL
的表达. A: Fas; B: FasL; M: 

Marker; 1: 对照组; 2: RA作

用12 h; 3: RA作用24 h; 4: 

RA作用48 h.
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图  4  RA处理后Caspase-3的表达. M: Marker; 1: 对照组; 2: 

RA作用12 h; 3: RA作用24 h; 4: RA作用48 h.
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■应用要点
本文研究维甲酸
诱导胃癌细胞凋
亡的有效浓度和
剂量, 探讨其作用
机制, 为维甲酸在
临床胃癌治疗中
提供了一定的理
论基础.
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度维甲酸作用, 发现其对BGC-803细胞的生长抑

制作用呈剂量依赖性, 0.1、1、10、20 μmol/L细
胞生长抑制率分别为32.61%、44.42%、48.14%
和51.15%. 0.1-20 μmol/L的抑制作用显著强于对

照组0.657%(P <0.01), 20 μmol/L RA的抑制作用

显著强于其他各组(P <0.01).
目前, 维甲酸对胃癌作用机制研究, 主要涉

及到与细胞分化、增殖、凋亡调节有关的网

络系统, 维甲酸主要作用是诱导细胞周期发生

阻滞, 进而诱导细胞凋亡. 在实验中我们观察

到, 在维甲酸作用后, 流式细胞光度术检测显

示, 20 μmol/L维甲酸处理BGC-803细胞12 h、
24 h后, 出现明显G2/M期阻滞, G2/M期百分率

从0 h的10.4%分别升高到12 h的22.3%和24 h的
47.1%(P <0.01); 48 h后下降至20.2%, 但仍明显

高于对照组10.4%, 说明维甲酸对BGC-803细胞

有G2/M期阻滞作用; 同时, 20 μmol/L维甲酸作

用BGC-803细胞12、24、36、48 h后, 凋亡率分

别为7.82%、9.88%、18.69%、40.14%, 均高于

对照组(3.05%)(P <0.05), 结果显示, 维甲酸诱导

BGC-803凋亡的作用呈时间依赖性. 在实验中我

们利用Hoechst33342/PI双荧光染色法, 从形态学

方面观察了细胞凋亡的变化, 荧光染色观察到, 
随着RA作用时间的延长, 细胞呈现形态不规则, 
核分叶及碎片状, 染色质凝集、核膜破裂等凋

亡细胞形态改变.
Fas、FasL介导的信号传导通路是细胞凋

亡的主要途径, 在此通路上任一环节缺失都可

导致癌细胞逃逸细胞凋亡, 从而实现细胞无限

增殖. 有报道指出, 肿瘤发生过程中Fas、FasL
表达水平较低[11-15], Fas、FasL表达水平与肿瘤

发生与转移密切相关[15-18]. 我们的实验结果表

明, Fas、FasL及Caspase-3在BGC-803细胞中表

达水平较低, 这与Falchetti et al [12]结果一致, 意
味着胃癌细胞通过细胞凋亡数量减少, 有利于

肿瘤细胞增殖. 20 μmol/LRA作用24、48 h后, 
Fas、FasL表达水平较对照组增加(P <0.01); 同时

Caspase-3表达水平亦明显增加(P <0.01), 随着作

用时间的延长, 表达水平增加, 提示Fas途径在诱

导BGC-803细胞凋亡中起着重要作用, 而维甲酸

可能通过这一途径激活Fas、FasL、Caspase-3
之后, 上调其表达水平, 参与诱导细胞凋亡过程.

由此我们认为, 维甲酸可在体外呈时间和

浓度依赖性抑制人胃癌BGC-803细胞的生长, 
其作用机制可能主要是诱导细胞凋亡和影响细

胞周期, 同时诱导细胞凋亡的机制可能部分是

通过上调Fas、FasL、Caspase-3的表达实现的.
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