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Abstract
AIM: To investigate the influence of the over-
expression of Fas-associated factor 1 (FAF1) on 
cell proliferation and apoptosis in human gastric 
cancer cell line HGC-27 to explore the relation-
ship between FAF1 and gastric cancer.

METHODS: HGC-27 cells were divided into 
three groups: a negative control group, an empty 
vector transfection group (those transfected with 
empty vector particles 1.0 × 108 TU/mL), and a 
FAF1 overexpression group (those transfected 
with recombinant FAF1 lentiviral particles 1.0 
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过表达FAF1对胃癌细胞HGC-27增殖及凋亡的影响

袁燕玲, 刘爱群, 冯 洁, 陈佳玮, 葛莲英

®

■背景资料
胃 癌 是 人 类 第 4
大 恶 性 肿 瘤 ,  其
死亡率居世界第
2位, Fas相关蛋白
1(Fas-associated 
factor 1, FAF1)能
够增强Fas介导的
细胞凋亡, 并且在
胃癌组织中特异
性低表达 .  FAF1 
mRNA在癌组织
中的表达水平明
显低于正常组织, 
并与肿瘤的分化
程度、有无远处
转移等临床病程
特征有着明显的
关联，说明FAF1
与胃癌细胞的分
化及生存预后具
有重要的关系, 他
可能作为一个抑
癌基因参与胃癌
的发生发展过程. 

× 108 TU/mL). Transfection efficiency was de-
tected by laser scanning confocal microscopy. 
Protein expression level of FAF1 was detected 
by Western blot. Changes of cell ultrastructure 
were detected by transmission electron micros-
copy. Cell cycle distribution and apoptosis were 
observed by flow cytometry. Cell proliferation 
was detected by MTT assay.

RESULTS: The transfection efficiency was great-
er than 95% according to the green fluorescence. 
The expression of FAF1 protein was significantly 
higher in the FAF1 overexpression group than 
in the two control groups. The cell ultrastructure 
was normal in the two control groups; however, 
in the FAF1 overexpression group, cell nuclei 
split into pieces and apoptotic bodies and vacu-
oles formed. Overexpression of FAF1 inhibited 
HGC-27 cell growth, induced cell apoptosis, and 
changed the cell cycle progression. Compared 
to the negative control group and empty vector 
transfection group, cell doubling time was signifi-
cantly extended, cell apoptosis was significantly 
increased (84.66% ± 5.92% vs 4.60% ± 3.80%, 7.32% 
± 3.82%, both P < 0.05), the percentage of cells in 
G0/G1 phase was significantly decreased (46.43% 
± 2.43% vs 54.93% ± 3.5%, 54% ± 0.3%, both P < 
0.05), and the percentage of cells in G2/M phase 
was significantly increased (29.78% ± 3.91% vs 
19.33% ± 3.82%, 20.93% ± 2.46%, both P < 0.05) in 
the FAF1 overexpression group.

CONCLUSION: FAF1 overexpression could 
inhibit cell growth, induce cell apoptosis, and 
change cell cycle progression.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
目前的研究尚未
见 F a s 相 关 蛋 白
1(Fas-associated 
factor 1,  FAF1)
在细胞水平调控
的报告，本研究
通过观察过表达
FA F 1 后 胃 癌 细
胞增殖，凋亡的
变化，进一步在
细胞水平上探讨
FAF1与胃癌发生
发展的关系.

摘要
目 的 :  检 测 过 表 达 F a s 相 关 蛋 白 1 ( F a s -
associated factor 1, FAF1)对胃癌细胞HGC-27
增殖及凋亡的影响, 探讨FAF1与胃癌发生发
展的相关性.

方法: 实验分为阴性对照组(未转染组)、空载
转染组(感染空载体慢病毒颗粒1.0×108 TU/
mL)、过表达FAF1组(感染FAF1过表达慢病
毒颗粒1.0×108 TU/mL). 激光共聚焦显微镜
观察转染效率, Western blot检测FAF1蛋白的
表达情况, 透射电镜观察细胞超微结构变化, 
流式细胞仪检测细胞周期分布及凋亡情况, 
MTT检测细胞生长情况.

结果: 依据GFP绿色荧光可测定细胞转染效
率达95%以上; 与阴性对照组和空载转染组相
比, 过表达FAF1组FAF1蛋白明显高表达; 阴
性对照组和空载转染组均细胞膜完整, 细胞
核正常, 两者超微结构无明显差异, 而过表达
FAF1组胞核裂解成碎片状, 可见凋亡小体形
成; FAF1过表达能够抑制人胃癌细胞HGC-27
的增殖, 诱导细胞凋亡, 改变细胞周期的分
布, 与阴性对照组和空载转染组相比, 过表
达FAF1组细胞的倍增时间显著延长, 细胞凋
亡率显著提高(84.66%±5.92% vs  4.60%±

3.80%和7.32%±3.82%, P <0.05), G0/G1期细胞
显著降低(46.43%±2.43% vs  54.93%±3.5%
和54%±0.3%, P <0.05), G2/M期细胞显著增多
(29.78%±3.91% vs  19.33%±3.82%和20.93%
±2.46%, P <0.05), 差异均有统计学意义.

结论: 构建的过表达FAF1慢病毒可以抑制胃
癌细胞的生长, 改变细胞周期的分布, 促进胃
癌细胞的凋亡.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胃癌细胞; Fas相关蛋白1; 增殖; 凋亡

核心提示: Fas相关蛋白1(Fas-associated factor 1, 
FAF1)是新近发现的凋亡相关蛋白, 在胃癌中特

异性低表达. 本课题组前期从组织学研究表明

FAF1与胃癌的分化及生存预后具有重要的关系, 
但在细胞水平的作用尚不清楚, 我们用慢病毒介

导FAF1 基因过表达转染人胃癌细胞HGC-27后, 
发现其能够改变胃癌细胞的周期分布, 明显的促

进细胞的凋亡及抑制细胞的增殖.
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0  引言 

胃癌是人类第4大恶性肿瘤, 其死亡率居世界第

2位[1]. 其中50%的胃癌发生在东南亚国家尤其

是中国、韩国、日本[2]. 2008年我国有35.2万例

死于胃癌[3]. 研究胃癌发生发展的分子机制, 对
指导其预防和治疗十分重要. Fas相关蛋白1(Fas-
associated factor 1, FAF1)是Fas死亡信号结合体

(Fas-associated death domain protein, FADD)的成

员之一[4], 能够增强Fas介导的细胞凋亡[5], 并且

在胃癌组织中特异性低表达[6], 有可能是胃癌发

生发展中的一个抑癌基因[7]. 本课题组前期从组

织学研究表明FAF1 mRNA在胃癌组织中的表达

水平明显低于正常组织, FAF1蛋白的阳性表达

率随着肿瘤分化程度的降低, 浸润深度的增加, 
伴有淋巴结转移和远处转移及TNM分期晚者明

显减少, 说明FAF1与胃癌细胞的分化及生存预

后具有重要的关系, 他可能作为一个抑癌基因

参与胃癌的发生发展过程[8,9]. 目前的研究尚未

见FAF1在胃癌细胞水平调控的报告, 本研究通

过观察过表达FAF1后胃癌细胞增殖、凋亡的变

化, 进一步在细胞水平上探讨FAF1与胃癌发生

发展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 HGC-27购自中南大学湘雅中心实验室, 
胎牛血清、RPMI 1640完全培养基为Hyclone公
司产品, BCA蛋白检测试剂盒购自碧云天公司, 
FAF1抗体购自Abnova公司, 小鼠抗人β-actin抗
体购自CST公司, 细胞周期检测试剂盒购自南

京凯基生物科技发展有限公司, 凋亡试剂盒购

自eBioscienc公司, 四甲基偶氮唑蓝(MTT)购自

Amresco公司, FAF1过表达慢病毒颗粒和空载体

慢病毒颗粒由上海吉凯基因化学技术有限公司

负责设计、合成.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及慢病毒颗粒转染: HGC-27细
胞常规培养于含10%胎牛血清的RPMI 1640完
全培养基中, 在37 ℃、5%CO2培养箱中常规培

养.取对数生长期HGC-27细胞按2000/孔接种

于96孔板中, 用无抗生素的含10%胎牛血清的

RPMI 1640完全培养基培养24 h后细胞融合度约

30%, 然后按照慢病毒使用说明书进行转染, 慢
病毒颗粒用量为10 μL/孔, 转染后12 h将培养液

更换为含2.5 μg/mL Polybrene的10%胎牛血清的
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■相关报道
FAF1已经被证实
在几种癌症中表
达缺失或下调, 在
胃癌组织中的低
表达尤为明显, 其
功能的缺失可以
为某些肿瘤提供
生存信号.

RPMI 1640完全培养基继续培养, 96 h后倒置显

微镜下可见细胞出现绿色荧光, 扩大培养进行

后续试验.
1.2.2 激光共聚焦检测细胞转染效率: 取对数生

长期细胞, 制成单细胞悬液, 铺于35 mm2培养皿, 
培养24 h后激光共聚焦显微镜观察细胞绿色荧

光蛋白表达情况, 计算转染效率.
1.2.3 Western blot检测FAF1蛋白的表达: RIPA
细胞裂解液抽提各组细胞总蛋白, BCA法定量. 
作SDS-PAGE电泳, 分离胶浓度为10%, 电压100 
V, 电泳90 min. 用电转仪将产物转移到PVDF膜
上, 分别加入FAF1抗体(1∶1000)及单克隆抗体

β-actin(1∶1000), 4 ℃孵育过夜, TBST充分洗膜

后相应二抗(1∶2000)室温孵育1 h, TBST洗膜后

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. 
1.2.4 透射电镜观察细胞超微结构改变: 取对数

生长期细胞, 用4 ℃预冷的PBS洗涤细胞2次后

用2.5%戊二醛4 ℃固定过夜, 次日将固定的细胞

团块送入电镜室制作成细胞切片, 在透射电镜

下观察细胞超微结构.
1.2.5 流式细胞术测细胞周期: 收集对数生长期

细胞, 用磷酸盐缓冲液洗涤细胞2次, 70%冰乙醇

固定, 4 ℃过夜. 离心洗涤后, 加入100 μL RNase 
A 37 ℃水浴30 min, 再加入400 μL PI染色混匀, 
4 ℃避光30 min. 流式细胞仪检测细胞周期分布, 

记录激发波长488处红色荧光.
1.2.6 流式细胞仪检测细胞的凋亡: 取对数生长

期细胞, 用不含EDTA的胰酶消化, 离心清洗3次
后制成单细胞悬液, 取1×106个细胞, 采用An-
nexin V/7-ADD法检测细胞凋亡.
1.2.7 M T T法检测细胞增殖活性: 将细胞以2
×103/孔密度接种于96孔培养板, 每组8孔, 于
37 ℃、5%CO2培养箱培养箱培养. 到达观测时

段时, 每孔加入5 mg/mL MTT 20 μL, 继续孵育

4 h后, 弃上清液, 加DMSO 150 μL, 振荡10 min, 
用酶标仪在492 nm波长下检测每孔的吸光度(A )
值, 记录结果, 绘制生长曲线, 并且依据公式TD 
= t×lg2/lg(Nt/N0)(Nt为t时间的细胞数, N0为初

种细胞数)[10]计算细胞倍增时间.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行统计分

析. 计量资料用mean±SD表示, 各组均数与标准

差比较用独立样本t检验, P <0.05为差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 细胞转染效率测定 根据镜下带绿色荧光的

细胞数占细胞总数百分比, 计算转染效率均达

到95%以上, 说明转染成功, 可进行后续试验(图
1).
2.2 FAF1蛋白水平测定 在各组内参β-actin蛋白

表达水平一致的同时, 过表达FAF1组FAF1蛋白

表达量明显高于阴性对照组与空载体组, 而阴

性对照组与空载体组之间FAF1蛋白表达无明

显差异. 由此说明, 经慢病毒颗粒感染后, 细胞

FAF1蛋白明显的过表达, 并且空载慢病毒对蛋

白表达基本不影响(图2).
2.3 细胞超微结构改变观察 与两对照组相比, 实
验组细胞体积变小, 细胞质固缩, 胞质电子致密

度增高, 胞核裂解成碎片状, 沿核膜排列, 并且

产生了数量不等, 体积不同的凋亡小体, 两对照

2014-01-08|Volume 22|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com

图  1  细胞转染效率分析(×200). A: 空载转染组明视野; B: 空载转染组荧光视野; C: FAF1过表达组明视野; D: FAF1过表达

组荧光视野. FAF1: Fas相关蛋白1.

A B C D

kDa

43

74

b-actin

FAF1

A                  B                 C

图  2  Western blot检测转染后FAF1蛋白. A: 过表达FAF1组; 

B: 空载体转染组; C: 阴性对照组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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■创新盘点
通过慢病毒载体
感染胃癌细胞成
功过表达Fas相关
蛋白1(Fas-associ-
ated factor 1, FAF1)
后, 验证了FAF1对
胃癌细胞具有促
凋亡作用, 并且创
新性的发现FAF1
能够抑制细胞的
生长, 改变细胞周
期的分布, 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.

组超微结构无明显差异, 细胞膜完整, 细胞核正

常(图3).
2.4 细胞周期分布测定 流式细胞仪检测阴性对

照组、空载转染组及过表达FAF1组细胞周期

发现(图4), 各组G0/G1期比例分别为54.93%±

3.5%、54%±0.3%、46.43%±2.43%, G2/M期

比例分别为19.33%±3.82%、20.93%±2.46%、

29.78%±3.91%. 经统计学分析, 过表达FAF1组
G0/G1期比例较其余两组下降(P <0.05), G2/M期比

例较其余两组升高(P <0.05), 而阴性对照组与空

载转染组相比差异无显著性, 说明FAF1过表达

后可阻滞胃癌细胞于G2/M期.

2.5 细胞凋亡率的检测 过表达FAF1组细胞凋亡

率明显高于阴性对照组与空载转染组(P <0.05), 
空载体转染与阴性对照组无明显差异(图5, 图6), 
提示过表达FAF1能够促进细胞的凋亡.
2.6 细胞生长速度的测定 根据细胞培养5 d测得

的吸光度值绘制生长曲线如图7所示, 与阴性对

照组和空载转染组相比; 过表达FAF1组生长速

度较慢, 从第2天开始, 每天的活细胞数目均少

于另外两组(P <0.05), 阴性对照组、空载转染

组, 过表达FAF1组细胞倍增时间分别为26.64、
23.52、45.12 h, 表明FAF1表达升高后, 细胞倍增

时间明显延长, 从而细胞生长速度减慢.
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A B C

图  3  细胞超微结构观察(×6000). A: 阴性对照组; B: 空载转染组; C: 过表达FAF1组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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图  4  细胞周期分析. A: 过表达FAF1组; B: 阴性对照组; C: 空载转染组. FAF1: Fas相关蛋白1.
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3  讨论

慢病毒载体是一种复制缺陷型逆转录病毒载体, 
对分裂细胞和非分裂细胞均具有感染能力, 能
够将肿瘤治疗基因安全高效地整合到人体内, 
使治疗基因长期、稳定、高效地表达, 而不易

诱发宿主免疫反应, 是目前进行转基因和RNAi
研究最好的工具之一[11].

细胞增殖和凋亡的异常在胃癌的发病中起

重要作用, 已有大量相关研究的报道[12,13]. 并且

有研究表明, 细胞的增殖, 分化、衰老和凋亡

均是细胞周期依赖性的, 抑制肿瘤细胞周期蛋

白的表达[14]. 可以说细胞周期调节紊乱是恶性

肿瘤细胞凋亡和增殖异常的重要原因, 细胞周

期的调控实际上就是对细胞周期调控点G0/G1

期、S期和G2/M期的调控, 是以细胞周期蛋白

的合成和降解为主的多因素参与过程[15]. FAF1
已经被证实在几种癌症中表达缺失或下调, 在
胃癌组织中的低表达尤为明显, 其功能的缺失

可以为某些肿瘤提供生存信号[6,16]. 目前研究表

明, FAF1可以促进细胞的凋亡, 其机制可能为: 
(1)作为Fas死亡信号结合体的成员之一, 增强

Fas介导的细胞凋亡[5,17]; (2)FAF1氨基酸序列1到
201为FAS死亡结构域绑定区域, 181到381为类

DED(death effect domains)区域, 其作为Fas死亡

诱导信号复合物的组成部分与FADD和Caspase8
的DED相互作用，通过活化Caspase8后, 随后出

现Caspase家族的连锁反应(如Caspase3的活化), 
从而分解DNA促进细胞凋亡[4]; (3)FAF是细胞凋

亡抑制剂CK2的调节亚单位之一, 当受到DNA
损伤时, FAF1与CK2全酶在细胞内形成复合物, 
抑制CK2从而诱导细胞的凋亡[18]; (4)FAF1的过

表达会促进核浓缩, 在缺乏外源信号的情况下, 
可以直接启动细胞凋亡[19]. 

本研究中 ,  我们成功用慢病毒颗粒感染

HGC-27细胞, 空载体组FAF1蛋白表达无明显

改变, FAF1过表达组FAF1蛋白明显高表达, 说
明HGC-27过表达FAF1成功. 结果表明, 过表达

FAF1后, 胃癌细胞在形态学上呈现凋亡改变, 
凋亡率也明显的增加, 进一步证实了FAF1促凋

亡的作用, 并且发现在没有FasL结合的情况下, 
FAF1过表达也能引起较为强烈的细胞凋亡, 这
可能与其过表达后活化Caspase8从而引起Cas-
pase家族的级联反应有关[20]. MTT结果显示过表

达FAF1后, 细胞倍增时间延长, 细胞增殖周期延

长, 生长速度减慢, 说明FAF1能够抑制细胞的生

长; FAF1过表达后, 细胞周期的分布也发生改变, 
G0/G1期细胞比例明显下降, G2/M期细胞比例明

显增加, 提示FAF1基因可使细胞周期重新分布, 
产生G2/M期阻滞. NF-κB是C-myc启动子的重要

调节因子, 他的激活有刺激细胞增殖的作用[21], 
并且在多种肿瘤中活性是增强的[22,23]. 有研究表

明NF-κB活化后可以调节胃癌细胞产生一些促

进细胞增殖的因子如粒细胞集落刺激因子等[24], 
而FAF1能够抑制Iκκ复合物的激活和NF-κB P65
亚基异位入核, 从而抑制NF-κB活性[25], 我们猜

想其能够抑制肿瘤细胞的增殖可能与此作用有

关. G2/M期是细胞周期的两个检查点之一, 是细

胞增殖的重要阶段, G2/M期阻滞也是损伤DNA
的修复期, DNA损伤在染色体分离前得不到修

复, 则退出增殖周期进入凋亡途径. 因此, 我们

猜测FAF1产生G2/M期阻滞, 抑制细胞增殖, 可能

与其促凋亡作用有关[26]. 当然, FAF1参与G2/M期

阻滞并与凋亡是否产生耦联及其机制, 还需要

进一步的研究.
Fas/FasL信号途径是细胞凋亡的核心途径

之一[27]. 而胃癌中FasL的表达是上调的, 并且通

过杀死Fas敏感的抗肿瘤免疫效应细胞来实现免

■应用要点
用 慢 病 毒 颗 粒
感 染 H G C - 2 7 细
胞 ,  空载体组Fas
相关蛋白1(Fas -
associated factor 
1,  FAF1)表达无
明显改变 ,  FAF1
过表达组FAF1蛋
白明显高表达, 说
明HGC-27过表达
FAF1成功 ,  同时
也证明慢病毒作
为基因研究的载
体具有低毒、高
效的优势.
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疫逃逸, 同时抑制Fas介导的细胞凋亡[28,29]. Ohno
等[30]的研究表明胃癌中自发性凋亡可作为独立

的预后因素, 而Fas表达阳性者较表达阴性者预

后佳. FAF1作为Fas死亡信号结合体成员之一, 
能够通过多种途径促进细胞的凋亡, 并且能够

抑制细胞的增殖, 深入研究其机制极有为胃癌

的药物靶向治疗提供新的方向.
总之, 本研究通过慢病毒载体感染胃癌细胞

成功过表达FAF1后, 验证了FAF1对胃癌细胞具

有促凋亡作用, 并且创新性的发现FAF1能够抑

制细胞的生长, 改变细胞周期的分布, 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.

志谢: 感谢冯艳、沈筱芸等在实验过程中给予

的帮助, 谢谢！
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中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 
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