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Abstract
AIM: To observe the effect of recombinant lentivi-
rus-mediated E2F-1 gene silencing on sensitivity 
of gastric carcinoma MGC-803 cells to compound 
ginseng and astragalus. 

METHODS: MGC-803 cells were plated and di-
vided into four groups: a normal control group 
(medicine medium), a blank control group, a nega-
tive LV-RNAi control group (medicine medium 
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慢病毒介导的E2F-1沉默对人胃癌细胞MGC803中药人参
黄芪复方药物敏感性的影响

罗 文, 吴 锟, 王晓通, 谢玉波, 肖 强

®

■背景资料
人参黄芪中的多
糖等重要成分具
有明显的抗肿瘤
作用, 以其不良反
应小、无骨髓抑
制等特点而倍受
关注. 与常规化疗
药物相比, 中药抗
肿瘤的疗效一般. 
因此, 研究如何提
高肿瘤对中药抗
肿瘤的敏感性具
有重意义. 

+ infection with empty lentiviral vector particles 
2.0 × 109 TU/mL) and an E2F-1-RNAi-LV group 
(medicine medium + infection with recombinant 
E2F-1 lentiviral particles 2.0 × 109 TU/mL). The 
mRNA and protein expression levels of E2F1 were 
detected by RT-PCR and Western blot. Cell pro-
liferation was detected by MTT assay. Cell colony 
formation was detected by Giemsa staining. Cell 
apoptosis was observed by flow cytometry, and 
cell migration was detected by cell scratch assay.

RESULTS: Infection with the recombinant len-
tiviral vector significantly decreased the protein 
and mRNA expression levels of E2F-1 compared 
to the two control groups (0.384 ± 0.036 vs 0.883 
± 0.051 and 0.923 ± 0.049, 0.220 ± 0.056 vs 0.729 
± 0.021 and 0.712 ± 0.037, P < 0.05). Compound 
ginseng and astragalus inhibited MGC-803 cell 
growth, induced cell apoptosis, and reduced cell 
colony formation and migration. Compared to 
the two control groups, the rates of reduced cell 
colony formation and cell apoptosis were sig-
nificantly increased and the areas of cell colony 
formation and migration were significantly de-
creased in the E2F-1 gene silencing group (0.789 
± 0.013 vs 0.484 ± 0.060 and 0.454 ± 0.006, 0.383 ± 
0.027 vs 0.114 ± 0.038 and 0.089 ± 0.051, 0.024 ± 
0.003 vs 0.036 ± 0.004 and 0.052 ± 0.002, 0.553 ± 
0.038 vs 0.897 ± 0.020 and 0.928 ± 0.051, P < 0.05).

CONCLUSION: Recombinant lentivirus-medi-
ated E2F-1 gene silencing effectively enhances 
the sensitivity of MGC-803 cells to compound 
ginseng and astragalus.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
R N A 干 扰 技 术
(RNA interference, 
RNAi)是指由双
链RNA引发的转
录后基因沉默机
制 ,  具 有 序 列 特
异 性 和 高 效 性 , 
RNAi作为一门新
的基因阻断技术, 
是一种有广阔应
用前景的抗肿瘤
基因治疗方法, 近
年来受到人们的
广泛关注.

摘要  
目的: 利用重组慢病毒介导的E2F-1 基因沉默
载体感染人胃癌MGC-803细胞, 观察其对中
药人参黄芪复方药物敏感性的影响. 

方法: 将胃癌MGC-803细胞接种于培养板中
分为4组: 正常组(正常培养基)、空白对照组
(中药培养基)、阴性对照LV-R N A i组(中药
培养基+感染空载体慢病毒颗粒2.0×109 TU/
mL)、E2F-1-RNAi-LV组(中药培养基+感染
E2F-1 基因重组慢病毒颗粒2.0×109 TU/mL), 
分别采用半定量逆转录-聚合酶链反应(RT-
PCR)和Western blot检测E2F-1 mRNA及蛋
白表达; M T T方法检测细胞的增殖抑制率; 
Giemsa染色检测细胞的克隆形成; 流式细胞
仪检测细胞的凋亡; 细胞划痕实验检测细胞
迁移能力. 

结果: E2F-1 基因沉默蛋白及mRNA表达水平
均明显下降, 差异有统计学意义(0.384±0.036 
vs  0.883±0.051和0.923±0.049, 0.220±0.056 
vs 0.729±0.021和0.712±0.037, P <0.05). 中
药人参黄芪复方能抑制人胃癌MGC-803细胞
生长、诱导胃癌细胞凋亡、抑制细胞克隆形
成及迁移; 与空白对照组及阴性对照组相比
较, E2F-1 基因沉默组MGC-803细胞增殖抑制
率、细胞凋亡率显著提高, 其细胞克隆形成、

细胞迁移面积显著降低, 差异均有统计学意义
(0.789±0.013 vs  0.484±0.060和0.454±0.006, 
0.383±0.027 vs  0.114±0.038和0.089±0.051, 
0.024±0.003 vs  0.036±0.004和0.052±0.002, 
0.553±0.038 vs  0.897±0.020和0.928±0.051, 
P <0.05). 

结论: 重组慢病毒载体介导的E2F-1 基因沉
默能有效增强中药人参黄芪复方对人胃癌
MGC-803细胞的药物敏感性. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 慢病毒介导E2F-1 基因沉默转染人胃

癌MGC803细胞, 可提高胃癌细胞对中药人参黄

芪复方的敏感性, 这极有可能通过E2F-1 基因沉

默增加Caspase 3、PTEN的表达, 抑制细胞内药

物外排介质P-糖蛋白(P-glycoprotein)及细胞内药

物外排转运蛋白MRP1的表达, 间接使药物泵出

细胞外减少, 使细胞内的药物有效浓度提高, 从
而提高人胃癌细胞对中药人参黄芪复方敏感性.
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0  引言

人参、黄芪是被证实有明确抗肿瘤作用的传

统中药, 因其具有不良反应少、不易产生耐药

性、提高机体免疫力等优点而备受关注, 但在

临床治疗中, 中药对肿瘤细胞的杀灭作用远不

及传统化疗药物, 因而限制了其在临床的广泛

应用. 如何提高肿瘤对中药的敏感性业已成为

目前研究的热点. 近年研究发现, 凋亡抑制是肿

瘤多药耐药的重要机制之一, 通过调控凋亡相

关基因的表达可直接影响肿瘤细胞对化疗药物

的敏感性[1]. 我们前期研究显示, E2F-1基因沉默

可调控PTEN、NF-κB、Caspase 3、Caspase 9
等多种凋亡相关基因的表达, 并明显诱导胃癌

细胞凋亡[2], 但有关E2F-1基因沉默与胃癌细胞

对中药药物敏感性的关系未见相关报道. 因此

本实验通过慢病毒介导E2F-1 基因沉默, 观察

E2F-1基因沉默后对人胃癌细胞株MGC803中药

人参黄芪复方敏感性的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞MGC-803购自中国科学院

细胞库(上海); 重组慢病毒载体(E2F-1-RNAi-
LV)由上海Genechem公司构建; DMEM培养基

(Hyc lone公司); 胰蛋白酶和胎牛血清(杭州四

季青公司); 人参、黄芪、木镘头、当归、白

芍、鳖甲、桃仁、贝母(湖北金贵中药饮片有

限公司, 生产批号: 100301、100102、101101、
100302、110201、107001、110401、110301). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: MGC-803细胞用含10%胎牛血

清的DMEM培养基, 在37 ℃、5%CO2、饱和湿

度条件下传代培养, 选用对数生长期细胞进行

实验. 
1.2.2 中药人参黄芪复方配方: 人参、黄芪、木

镘头各3 g, 当归18 g, 白芍、鳖甲、桃仁、贝母

各2 g. 共35 g. 双蒸水漂洗2次, 加1000 mL双蒸

水文火煎煮30 min, 再加1000 mL双蒸水继续煎

煮, 最后定容50 mL, 双层纱布过滤去渣, 浓度得

700 mg/mL, 10000 r/min离心10 min去除难溶细

杂质, 0.45 μmol/L滤器过滤除菌. 4 ℃保存, 临用
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■创新盘点
本实验应用现代
RNA干扰技术与
传统中药相结合, 
探讨慢病毒介导
E2F-1 基因沉默对
胃癌MGC803细
胞中药人参黄芪
复方药物敏感性
有影响.

前用DMEM培养液配成所需浓度. 
1.2.3 慢病毒颗粒转染人胃癌MGC-803细胞: 取对

数生长期人胃癌MGC-803细胞按3×104个/孔接

种于6孔板, 用无抗生素10%胎牛血清的DMEM
培养基, 培养至细胞密度达50%左右, 然后按照

慢病毒使用说明书进行转染, 慢病毒颗粒用量

为7.5 μL/孔. 转染后6 h将培养液更换为无抗生

素20%胎牛血清的DMEM培养基, 转染后24 h常
规换液继续培养, 待细胞长满6孔板, 用胰酶消

化下来, 进行后续实验. 
1.2.4 Western blot检测E2F-1蛋白的表达: 细胞裂

解, 收集蛋白, BCA法测定细胞蛋白质含量. 蛋
白变性后每孔上样30 ng, 经10%SDS聚丙烯酰胺

凝胶电泳后转移至PVDF膜上, 用含5%牛血清白

蛋白的TBST(TrisHCl 20 mmol/L, NaCl 37 mmol/
L, 0.1%Tween20)封闭1 h, 用Cdx2、GAPDH两张

膜一抗4 ℃孵育过夜, TBST洗3次, 5min/次, 相应

的二抗孵育1 h, TBST洗3次, 5 min/次, ECL化学

发光检测蛋白质印迹, 将暗夹夹紧压片, 显影、

定影、水冲洗胶片晾干后保存. 
1.2.5 半定量RT-PCR检测E2F-1 mRNA的表达: 
根据Genebank人类的E2F-1的cDNA序列, 用引

物设计软件设计引物, 上海生物技术有限公司

合成. 引物在使用前先离心3-5 s, 使黏附在管壁 
上的Oligo DNA集中于管底, 用TE-buffer溶解为

10 pmol/μL, -20 ℃贮存. 各引物序列如表1, PCR
仪扩增及产物电泳, 将凝胶放入凝胶成像分析

系统扫描电泳图像. 
1.2.6 细胞增殖抑制实验: 取对数生长期细胞悬

液, 以每孔5×103个/100 μL分别相应的接种到96
孔板中. 37 ℃孵育24 h. 然后按实验设计, 每组设

8个复孔. 培养48 h后, 每孔加5 mg/mL LMTT试
剂10 μL, 继续孵育4 h, 弃培养液, 各孔加DMSO 
150 μL, 振荡10 min. 用酶标仪测定每孔吸光度

(A )值. 实验重复3次, 取平均值进行统计学分析. 
按下列公式计算肿瘤抑制率, 抑制率(%) = (1-实
验孔A均值/对照组A均值)×100%. 
1.2.7 Giemsa染色检测各组细胞的克隆形成: 取

对数生长期细胞重悬, 将4组细胞以500个/孔接

种于6孔板, 每组设3个复孔, 各处理组所加药

物浓度为MTT法计算所得0.1×IC50. 37 ℃孵育

7 d, 当6孔板中出现肉眼可见克隆时即终止培

养, 弃培养液, PBS浸洗细胞2次, 甲醇固定5 min, 
Giemsa染色30 min, 冲去染色液, 室温下干燥. 在
显微镜下计数含50个细胞以上的细胞克隆数. 
克隆形成率 = (每孔克隆数/每孔接种细胞数)×
100%
1.2.8 流式细胞仪检测细胞的凋亡: 取对数生长

期细胞重悬, 将4组细胞以每孔5×104个/1 mL接
种于6孔板, 每组细胞设3个复孔. 然后按实验设

计, 加入不同浓度的药物. 各处理组所加药物浓

度为MTT法计算所得0.1×IC50. 37 ℃孵育48 h
后, 采用Annexin V-FITC法检测癌细胞凋亡, 消
化各实验组细胞, 收集于EP管中, PBS洗涤, 离心

收集细胞, 进行流式细胞分析. 
1.2.9 划痕实验检测药物对细胞迁移能力的影

响: 取对数生长期细胞重悬, 将4组细胞以5×104

个/孔接种于6孔板, 37 ℃孵育24 h, 用20 μL移液

器枪头于培养板底部划“一”字痕, PBS冲洗2
遍, 彻底洗脱悬浮细胞. 然后按实验设计, 每孔

加入不同浓度的无血清药物. 各处理组所加药

物浓度为MTT法计算所得0.1×IC50. 分别于培养

至12、24、36 h应用相差显微镜拍摄划痕边缘

进展情况, 应用NIH图像处理软件分析细胞迁移

程度. 
统计学处理 应用SPSS16.0软件进行统计学

分析, 计量资料数据以mean±SD表示, 组间比

较采用单因素方差分析, 率的比较采用χ 2
检验, 

P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 E2F-1蛋白表达水平测定 以GAPDH为内参

照, E2F-1-RNAi-LV组蛋白相对表达量相比对照

组和正常组蛋白相对表达量分别减少了56.3%
和58.5%(图1)(P <0.05), 差异有统计学意义.
2.2 E2F-1 mRNA水平测定 以GAPDH为内参照, 

表  1  PCR各引物序列及片段大小

     基因名称                                   序列 PCR产物(bp)  

GAPDH sense: 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3';

Antisense: 5'-TCACCACCCTGTTGCTGTA-3';         450

E2F-1 Sense: 5'-CTGCCTGCTGCTTCCACC-3';      

Antisense: 5'-CCACCCCACCCACCTACC-3';       275
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■应用要点
E 2 F - 1 基 因 沉 默
后, 人胃癌细胞对
中药人参黄芪复
方的敏感性显著
增加 ,   诱导肿瘤
细胞凋亡、抑制
细胞增殖、 抑制
细胞克隆形成并
抑制细胞迁移能
力, 提示E2F-1 基
因沉默提高胃癌
对中药抗肿瘤成
分的药物敏感性
具有一定价值, 但
其具体机制尚不
清楚. 因此, 我们
将进一步的深入
研究探讨其可能
的作用机制.

E2F-1-RNAi-LV组mRNA相对表达量与对照组

及正常组mRNA相对表达量相比抑制率均达到

73%以上(图2)(P <0.05), 差异有统计学意义.   
2.3 各组对MGC-803细胞增殖的影响比较 MTT
法检测结果表明, 阴性对照组与E2F-1-RNAi-LV
组均对MGC-803细胞有抑制作用, E2F-1-RNAi-
LV组对细胞增殖抑制率明显高于阴性对照组和

空白对照组(P <0.05), 差异有统计学意义; 阴性

对照组与空白对照组比较(P >0.05), 差异无统计

学意义(表2).  
2.4 各组对MGC-803细胞克隆的影响比较 Giem-
sa染色法检测结果表明, 空白对照组、阴性对照

组及E2F-1-RNAi-LV组均可抑制胃癌细胞克隆

形成, 但各组细胞克隆形成数不相等, 经药物处

理7 d后, E2F-1-RNAi-LV组的克隆形成率(2.40%
±0.31%)与空白对照组(3.60%±0.43%)、阴

性对照组(5.20%±0.24%)及正常组(5.20%±

0.24%)比较, 差异有统计学意义(P <0.05); 空白对

照组与阴性对照组比较(P >0.05), 差异无统计学

意义(图3). 
2.5 各组对MGC-803细胞凋亡的影响比较 流式

细胞仪检测结果表明, 空白对照组、阴性对照

组及E2F-1-RNAi-LV组均可促进胃癌细胞凋亡, 
经药物处理48 h后, E2F-1-RNAi-LV组的细胞凋

亡率(38.32%)与空白对照组(11.39%)、阴性对照

组(8.97%)比较, 差异有统计学意义(P <0.05); 空
白对照组与阴性对照组比较(P >0.05), 差异无统

计学意义.
2.6 各组对MGC-803细胞迁移的影响比较 划痕

实验检测结果表明, 空白对照组、阴性对照组

及E2F-1-RNAi-LV组对细胞的迁移能力均有抑

制作用; 经药物处理24、36 h后, E2F-1-RNAi-
LV组细胞愈合率与同期空白对照组及阴性对照

组比较(P <0.05), 差异有统计学意义; 空白对照

组与阴性对照组比较(P >0.05), 差异无统计学意

义(图4). 

3  讨论

人参、黄芪、当归作为传统中药已有上千年的

历史. 目前诸多中药里, 人参、黄芪、当归被证

实对恶性肿瘤治疗有较明确的效果[3-5], 其作用机

制可能与自身内部活性成分有关: (1)人参能通过

Caspase 3介导促进细胞凋亡, 激活抑癌基因p21
和p27的表达, 使细胞周期阻滞在G0/G1期

[6]. 同
时, 人参还可以明显促进Bax、Caspase 3 mRNA
在细胞内的表达, 从而诱导凋亡, 抑制肿瘤细

胞的生长[7,8]; (2)黄芪多糖可下调凋亡相关基因

Bcl-2蛋白表达, 同时上调Bax蛋白表达, 从而诱

导肿瘤细胞凋亡, 最终将细胞周期阻滞于G0/G1

期[9]; (3)当归的丙酮提取物(AE-AS)有显著抗增

殖作用, 其抗增殖机制主要是通过抑制凋亡相

关基因Bcl-2以及周期蛋白依赖性激酶CDK4的
表达, 使肿瘤细胞阻滞在细胞周期的R限制点, 
不能进入S期, 最终促进肿瘤细胞的凋亡[10]. 以
上提示中药人参黄芪复方可通过诱导凋亡相关

基因的表达, 从而达到杀伤肿瘤细胞的作用. 
本研究结果显示, 单独应用中药人参黄芪复

方药物可以抑制胃癌细胞增殖、克隆形成及迁

移, 促进胃癌细胞凋亡. E2F-1基因沉默后再经

中药人参黄芪复方处理, 其抑制细胞增殖、克

隆形成、促进细胞凋亡和抑制细胞迁移能力显

E2F-1

GAPDH

1                         2                        3

图  1  Western blot检测各组Cdx2蛋白的表达. 1: E2F-1-R

NAi-LV组; 2: 阴性对照LV-RNAi组; 3: 空白对照组.
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图  2  RT-PCR分析E2F-1 mRNA的表达水平. 1: 阴性对照

LV-RNAi组; 2: 空白对照组; 3: E2F-1-RNAi-LV组.

表  2  各组对MGC-803细胞抑制率的比较 (mean±SD,  
n  = 8)

     分组 中药浓度(mg/mL) mean±SD(%)

E2F-1-RNAi-LV组          27.5 78.89±1.32

阴性对照LV-RNAi组          27.5 48.40±5.99a

空白对照组          27.5 45.34±6.41a

aP<0.05 vs  E2F-1-RNAi-LV组.
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著提高. 提示E2F-1基因沉默可以明显提高胃癌

细胞对中药人参黄芪复方药物抗肿瘤的敏感性, 
但其机制有待进一步明确. 

我们前期研究显示: E2F-1沉默可使凋亡相

关基因PTEN、Caspase 3、Caspase 9表达上调, 

从而在体内及体外环境下均可明显抑制胃癌细

胞生长, 使细胞周期阻滞于G0/G1期, 凋亡率显著

提高, 胃癌细胞迁移、侵袭能力明显减弱[11,12]. 
同时最新研究还发现, Caspase 3、PTEN基因表

达上调可明显抑制细胞内药物外排介质P-糖蛋

■同行评价
本文有助于阐明
中药治疗肿瘤的
减毒增效的机理, 
具有重要的理论
和临床借鉴意义.
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图  3  各组对MGC-803细胞克隆形成的影响比较(Giemsa染色, ×5). A, E: 正常组; B, F: 空白对照组; C, G: 阴性对照LV-

RNAi组; D, H: E2F-1-RNAi-LV组.
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2

图  4  各组24、36 h时对MGC-803细胞迁移的影响(结晶紫染色, ×5). 1: 正常组; 2: 空白对照组; 3: LV-RNAi组; 4: 

E2F-1-RNAi-LV组.
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白(P-glycoprotein, P-gp)及细胞内药物外排转运

蛋白MRP1的表达, 减少细胞内药物外排, 提高

细胞内化疗药物浓度, 从而增加肿瘤对化疗药

物的敏感性[13,14]. 而Caspase 3、Caspase 9等相关

凋亡基因的表达上调也是中药人参黄芪复方抗

肿瘤作用机制之一[6,15]. 提示E2F-1基因沉默提高

胃癌细胞对中药人参黄芪复方的敏感性可能是

通过E2F-1基因沉默增加Caspase 3、PTEN的表

达, 间接使药物泵出细胞外减少, 使细胞内的药

物有效浓度提高, 从而增强人胃癌细胞对中药

人参黄芪复方药物敏感性. 
总之, E2F-1基因下调和中药人参黄芪复方

抗肿瘤两者具有协同作用, 沉默E2F-1可有效增

强中药抗肿瘤活性成分的药理作用, 从而提高

人胃癌细胞对中药人参黄芪复方药物敏感性, 
但其具体机制尚不明确. 我们将会在未来的研

究中进一步探讨其可能的作用机制.
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