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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-promoting 
effects of forkhead box O3a (Foxo3a) in human 
gastric cancer SGC7901 cells and explore 
molecular mechanisms involved.

METHODS: Foxo3a expression plasmid was 
introduced into SGC7901 cells via liposome-
mediated transfection. Eight hours after trans-
fected cells were cultured in culture medium 
containing 0.1% fetal bovine serum, apoptosis 
was measured by terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick-end labeling 
(TUNEL) assay. The expression levels of cleaved 
caspase-3 and cleaved poly(ADP-ribose) poly-
merase (PARP) were detected by Western blot.

RESULTS: The recombinant Foxo3a expres-

sion plasmid was constructed successfully. The 
apoptotic rates of SGC7901 cells transfected with 
1 and 2 μg of Foxo3a expression plasmid were 
5.8% ± 2.3% and 11.1% ± 3.4%, respectively, sig-
nificantly higher than those of control cells. The 
activity of caspase-3 and PARP was significantly 
higher in transfected cells than in control cells.

CONCLUSION: Foxo3a can promote apoptosis 
and inhibit proliferation in SGC7901 cells perhaps 
via upregulation of caspase-3 and PARP activity.
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摘要
目的: 观察转录因子F o x o 3 a对胃癌细胞
SGC7901凋亡的影响, 并初步探讨其促进凋亡
的分子机制. 

方法: 构建Foxo3a真核表达质粒, 转染培养的
胃癌细胞系SGC7901 4-6 h, 在FBS完全培养基
培养24 h后, 换成0.1%无血清的培养基中培养
8 h, TUNEL染色观察对胃癌细胞凋亡的影响, 
Western blot检测切割的caspase-3和PARP水平.

结果: 成功构建了Foxo3a真核表达质粒. 转染
胃癌细胞后, 与对照组相比, 1和2 μg Foxo3a
处理组胃癌细胞凋亡率达到了5.8%±2.3%和
11.1%±3.4%, 是对照组的近2和4倍. caspase-3
和PARP活性明显增高.

结论: Foxo3a是一种肿瘤抑制因子, 可通过促
进caspase-3和PARP的活性来诱导癌细胞凋
亡, 从而抑制肿瘤细胞的生长.

关键词: Foxo3a; 胃癌细胞; 细胞凋亡; 信号通路 
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■背景资料
Foxo3a是一肿瘤
抑制因子, 可通过
增强GADD45和
DDB1的表达, 促
使损伤后DNA修
复 .  最 近 有 学 者
发现在食管癌中, 
Foxo3a表达水平
低的患者对放射
性治疗的敏感性
和预后都很差.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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0  引言

Forkhead(Fox)转录因子是2000年才发布统一命

名的一个新的蛋白质家族, 主要通过转录调控

和信号转导途径在动物的生长发育、代谢、

细胞周期、凋亡等方面起重要作用 .  该家族

的共同特征是具有一个长110个氨基酸的保守

的DNA结合结构域, 称为Fox结构域(Forkhead 
box), 折叠成3个α-螺旋和2个翅膀状的大环结

构. Forkhead转录因子目前被分为17个亚家族, 
他们功能多样, 有的目前尚不清楚. 其中研究最

深入的是O亚家族(FoxO)[1-2]. 目前已知哺乳动物

中Foxo蛋白家族有4个成员, 即Foxo1, Foxo3a, 
Foxo4, Foxo6. 他们分别由不同的基因编码, 并
定位于不同的染色体上[3]. 他是一类重要的转录

因子, 参与细胞周期、DNA损伤后修复、凋亡

等多种细胞生物学过程的信号转导及其调控. 
其中, Foxo3a与肿瘤发生关系密切, 如最近有学

者发现在食管癌中, Foxo3a表达水平低的患者对

放射性治疗的敏感性和预后都很差[4]. 为了研究

Foxo3a在肿瘤发生发展中的作用, 我们构建了

Foxo3a真核表达质粒, 并转染胃癌细胞, 观察他

对胃癌细胞凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 293T, 胃癌细胞SGC7901均用含100 
mL/L胎牛血清, 100 kU/L青霉素和50 mg/L链霉

素的DMEM培养液中培养, 在50 mL/L CO2的培

养箱中传代生长, 取对数生长期的细胞用于本

实验研究. XhoⅠ, Bam HⅠ限制性内切酶购自

Promega公司; DNA连接酶购自TaKaRa大连宝

生物工程有限公司; 琼脂糖凝胶DNA回收试剂

盒、质粒快速提取试剂盒购自百泰克生物技术

公司; 脂质体Lipofectamine 2000®购自Invitrogen
公司, TUNEL试剂盒购自碧云天公司; BCA蛋白

浓度检测试剂盒、ECL发光试剂盒购自Thermo 
Sc ient i f ic公司; 所用抗体: Flag抗体, 切割的

caspase-3、PARP、β-actin均购自Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞总RNA的提取和RT-PCR扩增: 常规

293T细胞培养, 采用TRIzol试剂, 按说明书提取

细胞总RNA. 用紫外分光光度计测定其浓度和

纯度. 以总RNA为模板, 用M-MLV逆转录酶反转

录成cDNA再以cDNA为模板PCR扩增人Foxo3a
的基因. 引物序列为: 上游: 5'-CCGGATATCGG
CAGAGGCACCGGCTT-3', 下游: 5'-CGCGGAT
CCTCAGCCTGGCACCCA-3'. 此引物去掉了基

因前的ATG, 可与载体上的Flag融合表达, 并引

入XhoⅠ, Bam HⅠ酶切位点. RCR产物在琼脂糖

凝胶中电泳, 在紫外线下切下含目的条带的凝

胶, 用DNA回收纯化试剂盒回收. 
1.2.2 重组克隆载体的构建和鉴定: 用限制性

内切酶XhoⅠ, Bam HⅠ对PCR产物和载体3×
FLAG-CMV7.0分别进行双酶切反应, 各自获得

带有黏性末端的DNA片段, 再分别在琼脂糖凝

胶中电泳, 用DNA凝胶回收纯化试剂盒回收纯

化并测定浓度. 将上述纯化的酶切PCR产物和酶

切载体在T4连接酶的作用下作连接反应. 连接

反应混合物转化E.coli  DH5α感受态细菌, 在含

有氨苄青霉素LB平板上生长过夜, 进行抗性筛

选. 次日挑选阳性克隆菌, 在含有氨苄青霉素液

体培养基中培养过夜后, 用质粒小抽试剂盒按

说明书操作进行质粒小量提取. 然后用内切酶

XhoⅠ, Bam HⅠ进行双酶切反应, 琼脂糖凝胶电

泳行酶切鉴定. 通过鉴定后的菌液由上海生工

生物工程技术服务有限公司进行测序. 
1.2.3 细胞转染: 在转染前1 d将1-1.5×106细胞铺

于6孔板中, 在37℃、50 mL/L CO2、100 mL/L胎
牛血清的完全培养基条件下, 培养20 h至细胞完

全贴壁, 待细胞生长至占据培养皿底面积的80%
以上时, 吸去部分培养基, 留下1 mL. 取适量的待

转染的质粒, 加入适量无血清OPTI-DMEM培养

基使其终体积达200 μL, 在另一Eppendorf管中加

入5 μL Lipofectamine 2000并用上述DMEM培养

基将体积补足至200 μL, 放置5 min, 将质粒溶液

与Lipofectamine 2000溶液轻柔混匀, 于室温放置

20 min. 将质粒和脂质体混合液400 μL加入6孔板

中, 转染6 h后, 加入培养基1 mL, 37℃, 50 mL/L 
CO2培养24 h. 转染分为3组, 即3×Flag空载体组, 
1 μg Foxo3a组和2 μg Foxo3a组. 转染胃癌细胞6 
h后, 在100 mL/L胎牛血清完全培养基中继续培

养24 h后, 换成1 mL/L胎牛血清培养基培养8 h, 
然后进行TUNEL染色或Western blot检测. 
1.2.4 细胞凋亡实验: 培养的肿瘤细胞经过适当处

理后, 弃去培养基, PBS洗2遍, 加入3%甲醛固定5-10 
min, PBS洗2遍. 根据TUNEL试剂盒操作说明书检

测细胞凋亡. 在荧光显微镜下观察照相, 计数凋亡

细胞和正常细胞数, 计算凋亡细胞阳性百分率.
1.2.5 Western blot: 肿瘤细胞经过适当处理后, 弃
去培养基, 用PBS冲洗细胞2遍, 然后每孔加入适

量细胞裂解缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl pH7.5, 1% 
Triton X-100, 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA, 
5 mmol/L DTT, 1 mmol/L NaF3, 1 mmol/L PMSF和
Cocktail蛋白酶混合抑制剂), 冰上裂解细胞并收集

蛋白. 采用BCA法测定细胞裂解液中蛋白的浓度. 

■相关报道
Foxo3a可通过多
种信号途径引起
肿 瘤 细 胞 凋 亡
而 抑 制 肿 瘤 的
发 生 .  在 造 血 细
胞中 ,  Foxo3a可
以 诱 导 F a s L 和
Fas的表达 ,  激活
FADD-caspase-8
凋亡酶体, 活化的
caspase-8可依次
激活其他胱冬酶.
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每个样本取等量的总蛋白, 加入适量的5×上样

缓冲液, 进行10% SDS-PAGE电泳, 将蛋白转印到

PVDF膜上, 然后用合适的一抗和二抗杂交, ECL发
光法检测, 暗室曝光, 图像用蛋白凝胶成像仪分析.

统计学处理 应用SPSS11.0统计软件, 计量

资料采用单因素方差分析, 计数资料采用卡方

检验, P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 重组克隆载体的鉴定 将重组体和空载体

分别进行双酶切反应, 经琼脂糖凝胶电泳, 并
与DNA Marke r相比, 重组体电泳后显示2条
带, 相对分子质量较小的条带为预期分子量大

小, 表明Foxo3a基因已正确克隆到载体. DNA
测序结果经与GenBank人Foxo3a基因(序列号:
AF032886)比对, 序列一致(图1). 
2.2 重组克隆载体在真核细胞中的表达 胃癌细

胞转染3×Flag空载体无Flag蛋白表达; 而转染

Foxo3a 1和2 μg后, 有Flag融合蛋白的表达, 且随

着转染量的增加, 蛋白表达也逐渐增加(图2, 一
抗为Flag抗体). 
2.3 Foxo3a对胃癌细胞凋亡的影响 对照组胃癌

细胞凋亡率较低, 而转染了Flag-Foxo3a的细胞凋

亡明显增加(1和2 μg处理组胃癌细胞凋亡率达到

了5.8%±2.3%和11.1%±3.4%, 是对照组的近2
倍和4倍), 与转染空质粒组相比具有显著性差异

(P<0.01, 图3), 提示Foxo3a可增强胃癌细胞凋亡. 
2.4 Foxo3a对caspase-3和PARP表达的影响 与对

照组相比, 1和2 μg 2组细胞中切割的caspase-3和
PARP水平呈增高趋势, 特别是切割的PARP变化

更为明显(P<0.01, 图4). 表明Flag-Foxo3a增高了

caspase-3和PARP的活性而促进胃癌细胞凋亡.

3  讨论

F o x o3a是一个重要的转录因子 ,  在肿瘤的发

生、发展中起重要作用. 最近报道, 在吸烟引起

的肺腺癌小鼠模型中, 50.7%的小鼠可以检测到

Foxo3a的纯合子缺失, 说明Foxo3a的丢失促进了

吸烟引起的肺腺癌的发生发展[5]. Foxo3a是一个

肿瘤抑制因子, 可通过增强GADD45和DDB1的
表达, 促使损伤后DNA修复[6]. 在急性白血病中

往往有混合谱系白血病(mixed lineage leukemia, 
MLL)基因的重排, 包括易位、缺失和重复. MLL
基因最容易易位到Foxo3a基因的附近, 获得强的

Foxo3a蛋白转录激活域, 使其控制的基因表达

明显增强, 而正常的Foxo3a蛋白不能表达, 导致

其肿瘤抑制作用丧失[7]. Foxo3a蛋白可通过上调

P27Kip1和下调Cyclin D抑制细胞周期, 在一些肿

瘤中, PTEN肿瘤抑制因子失活, 使PI3K/Akt活性

增强而抑制Foxo3a的活性, 从而使其抑制细胞周

期的作用减弱, 有助于肿瘤的发展[8]. 
F o x o 3 a可通过多种信号途径引起肿瘤

细胞凋亡而抑制肿瘤的发生 .  在造血细胞中 , 
Foxo3a可以诱导FasL和Fas的表达, 激活FADD-
caspase-8凋亡酶体, 活化的caspase-8可依次激活

其他胱冬酶[9]. 在吸烟导致的肺腺癌中, Foxo3a
活性常常丢失 .  在用尼古丁衍生物N N K诱导

细胞癌变前, Foxo3a活性往往增强, 使SMAD4, 
KLF-4, LEF-1等54种与凋亡有关的基因的表达

增加[10]. 在紫杉醇敏感的乳腺癌中, 抗癌药紫杉

醇增强JNK的活性, 导致AKT抑制, Foxo3a的活

性增强, 诱导凋亡促进因子Bim的表达[11]. 而这

些与凋亡有关的因子含量增加或活性增强, 一
般是通过激活死亡受体依赖性信号通路和线粒

体依赖性信号通路诱发caspase级联反应, 最终

激活caspase-3和PARP. caspase-3和PARP是发挥

凋亡的最终执行者, 进而抑制DNA的修复并启

动DNA的降解, 导致细胞凋亡[12]. 
Foxo3a转录因子活性在多种水平上受到调

节, 包括基因表达水平、翻译后修饰、蛋白质

稳定性等多个层次[13]. 其中磷酸化和去磷酸化修

饰在调节Foxo3a蛋白的亚细胞定位及其转录活

性中起重要作用. 如10%的血清可激活AKT等多

个信号途径, 使Foxo3a磷酸化而出细胞核, 抑制

其转录活性[14]. 为了使其以活性形式存在, 我们

■创新盘点
本研究成功构建
了 F o x o 3 a 真 核
表 达 质 粒 ,  并 转
染 了 胃 癌 细 胞
SGC7901 ,  发现
Foxo3a通过增强
caspase-3和PARP
活性而促进了肿
瘤细胞的凋亡, 而
Foxo3a促进肿瘤
细胞凋亡更深入
的分子机制有待
于进一步的研究.

420              430              440              450             460              470             480
GAGGCACC GGCTTCCCC GGCCCC GCTCTCTCCG CTCGAA GTGGAGCTGGACCCGGAGTTCG AGCCCCAGAGCC

图  1  重组质粒Flag-Foxo3a测序的结果.

                     1                2               3

78 kDa

42 kDa

anti-Flag

b-actin

图  2  转染Flag-Foxo3a后的蛋白表达. 1: 3×Flag空载体组; 

2: 1 μg Foxo3a组; 3: 2 μg Foxo3a组. 
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在胃癌细胞转染了Foxo3a后, 换成0.1% FBS的
培养基中培养. 结果表明活性形式的Foxo3a可
使caspase-3和PARP活性增强, 胃癌细胞凋亡率

明显增加, 说明Foxo3a可通过caspase-3和PARP
活性增强而引起肿瘤细胞凋亡[15]. Radisavljevic 
报道一氧化氮合酶抑制剂可以使人乳腺癌细胞

珠T47D凋亡明显增加, 其具体机制可能是一氧

化氮合酶抑制剂使Foxo3a 32位上的苏氨酸发生

磷酸化, 激活了Rho激酶而导致细胞凋亡[16]. 
总之, 我们成功构建了Foxo3a真核表达质

粒, 并转染了胃癌细胞SGC7901, 发现Foxo3a通
过增强caspase-3和PARP活性而促进了肿瘤细胞

的凋亡, 而Foxo3a促进肿瘤细胞凋亡更深入的

分子机制有待于进一步的研究.
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图  3  转染Flag-Foxo3a后的细胞凋亡. A: 3×Flag空载体组; B: 1 μg Foxo3a组; C: 2 μg Foxo3a组. 

A B C

图  4  转染Flag-Foxo3a后, 活性的caspase-3和PARP表达. 
1: 3×Flag空载体组; 2: 1 μg Foxo3a组; 3: 2 μg Foxo3a组. 
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■同行评价
本研究通过观察
转录因子Foxo3a
对 胃 癌 细 胞
SGC7901的凋亡
作用, 证实Foxo3a
是一种肿瘤抑制
因子 ,  设计合理 , 
有一定临床应用
价值.


