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高表达p21增加5-Fu对胃癌细胞的杀伤作用及机制

王维民, 邓建良, 顾贤成, 汤月华, 张国强, 周 炎

®

■背景资料
胃癌是我国最常
见的消化系肿瘤, 
随着胃癌分子生
物学研究的不断
深入, 胃癌的个体
化治疗日益成为
临床治疗及基础
研究的重点. p21
是细胞周期负性
调控基因 ,  本研
究旨在改变 p 2 1
蛋白变化 ,  以研
究其对5-氟尿嘧
啶(5-fluorouracil, 
5-Fu)作用于胃癌
细胞的敏感性影
响及其可能的作
用机制. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of p21 expression 
on the sensitivity of gastric cancer cells to 5-fluo-
rouracil (5-Fu) and the possible mechanisms in-
volved.

METHODS: A p21 expression plasmid was 
transfected into two gastric cancer cell lines, 
BGC803 and SGC7901, using liposomes, and 
Western blot was used to detect the expression 
of p21. After transfection, the CCK8 colorimet-

ric method was used to detect the prolifera-
tion of the two gastric cancer cell lines treated 
with 5-Fu. Flow cytometry was used to test the 
change of the cell cycle.  

RESULTS: After transfection, p21 expression 
was significantly up-regulated in the SGC7901 
and BGC803 cells compared with control cells 
(P < 0.05). The cells with p21 overexpression 
were highly sensitive to 5-Fu (P < 0.05). Cell 
cycle analysis showed that the cells with p21 
overexpression had a significantly increased 
G0/G1 population (P < 0.01). Western blot assay 
showed down-regulation of expression of CDK2 
and Cyclin E (P < 0.01). 

CONCLUSION: Overexpression of p21 protein 
increases the sensitivity of gastric cancer cells to 
5-Fu, possibly via mechanisms associated with 
inducing G0/G1 arrest and down-regulation of 
CDK2 and Cyclin E expression. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: p21是一种重要的细胞周期负性调控
因子, 目前其在胃癌化疗中的作用上不清楚. 
本课题主要观察p21蛋白转染胃癌细胞后 , 
研究其对5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)作
用于胃癌细胞的敏感性影响及其可能的作用
机制. 

方法: 采用脂质体转染技术改变人胃癌细胞
BGC823、SGC7901中p21蛋白变化, 应用免疫
印迹鉴定p21蛋白表达; CCK8比色法检测p21
蛋白转染后BGC823、SGC7901细胞株对5-Fu
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■研发前沿
研究p21表达变化
对5-Fu作用胃癌
细胞的敏感性影
响, 并初步阐明其
相关的作用机制.

敏感性的变化; 采用流式细胞术分析细胞周
期分布. 

结果: 将p21质粒转染胃癌细胞后, 细胞中p21
蛋白表达量明显增高, 与空载对照组比较具
有统计学意义(P <0.05). p21高表达的胃癌细
胞株对5-Fu敏感性明显增强, 与空载对照组、
阴性对照组比较, 均具有统计学意义(P <0.01). 
p21高表达的细胞株处于G0/G1期比例明显增
加, 而S、G2/M期细胞比例明显减少; 计算出
细胞增殖指数(proliferation index, pI), 与空载
对照组、阴性对照组比较, 均具有统计学意义
(P <0.01). 同时p21下游的周期蛋白依赖性激
酶蛋白CDK2、Cyclin E均明显降低, 与空载
对照组、阴性对照组比较, 均具有统计学意义
(P <0.01). 

结论: p21蛋白能增加胃癌细胞珠对5-Fu的敏
感性, 其作用可能是通过使细胞周期发生G0/
G1期阻滞及下调CDK2、Cyclin E的表达来实
现的. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: p21基因是Clp家族中的一员, 是细胞周
期负性调控基因, 可被野生型p53蛋白诱导表达
而使细胞周期停滞于G1期. 本研究即采用脂质体
转染技术改变p21蛋白变化, 以研究其对5-氟尿嘧
啶(5-fluorouracil)作用于胃癌细胞的敏感性影响
及其可能的作用机制.
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0  引言

胃癌是我国最常见的消化系肿瘤, 占恶性肿瘤

死亡率的第1位[1]. 针对胃癌治疗方面, 手术切

除、辅助化疗, 新辅助化疗及胃癌的分子靶向

治疗等仍是各方关注的热点. 由于个体差异的

存在, 随着胃癌分子生物学研究的不断深入, 胃
癌的个体化治疗日益成为临床治疗及基础研究

的重点[2,3]. p21基因是Clp家族中的一员[4], 他是

位于p53基因下游的细胞周期素依赖性激酶抑

制因子[5]. p21是细胞周期负性调控基因, 可被野

生型p53蛋白诱导表达而使细胞周期停滞于G1

期[6-8]. 本研究即采用脂质体转染技术改变p21蛋
白变化, 以研究其对5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 
5-Fu)作用于胃癌细胞的敏感性影响及其可能的

作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系BGC823、SGC7901购
自上海中科院细胞生物研究所. 上述细胞株均

于培养皿中贴壁生长, 用含10%胎牛血清、100 
U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的RPMI-1640
培养基, 置37.0 ℃、5%CO2培养箱中培养. 所
有实验均在细胞处于对数生长期进行. 胎牛血

清、1640培养基、胰酶购自Gibco公司; L ipo-
fectamine 2000购自life公司; p21质粒由南京医

科大学周建伟教授馈赠; p21单抗购自Epitomics
公司; 二抗、碘化丙啶(propidium iodide, PI)染
料、RIPA裂解液均购自碧云天公司; 5-Fu购自

上海旭东海普制药有限公司. 
1.2 方法
1.2.1 p21蛋白转染: 转染前24 h将处于对数生

长期的细胞重新接种于六孔板中, 长满底面积

60%-80%时进行转染. 将p21质粒4 μL溶于无抗

生素无血清的培养液0.1 mL中, 混匀; 将L ipo-
fectamine 2000 8 μL溶于无抗生素无血清的培养

液0.1 mL中, 混匀; 室温孵育5 min. 然后将上述

两种溶液混合, 旋起混匀, 室温孵育20 min. 再加

入细胞培养液中, 孵育36 h后, 收集细胞. 
1.2.2 CCK8比色法: 取对数生长期细胞, 0.25%胰

酶消化, 调细胞浓度为每孔5×103个, 接种于96 
孔平底培养板. 实验共分4组: p21高表达组、高

表达质粒空载组、p21低表达组、低表达质粒

空载组, 每组设6个复孔. 于每孔中加入5-Fu 200 
mg/L, 每组分24、36、48和60 h 4个时间段, 吸
取培养基, 然后各孔加入CCK8 10 μL和培养基

100 μL, 温箱孵育2 h, 酶标仪检测各孔的吸光度

(A )值(450 nm). 计算生长抑制率. 细胞生长抑制

率(%) = (1-实验组A值/对照组A值)×100%. 每
组设6个平行样, 实验重复3次. 
1.2.3 PI单染法检测细胞周期: 离心收集细胞, 弃
上清, 用预冷PBS洗细胞2次. 加入预冷700 mL/L
乙醇, 于4 ℃固定过夜. 收集细胞, 以1 mL的PBS
洗细胞1次, 加入500 μL PBS含50 μg/mL PI, 100 
μg/mL RNase A, 0.2% Triton X-100, 4 ℃避光

孵育30 min. 以标准程序用流式细胞仪检测, 一
般计数1-2万个细胞, 结果用细胞周期拟和软件
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■相关报道
大量研究数据表
明p21是一种重要
的细胞周期调控
蛋白. 他参与细胞
的生长、分化、
衰老及死亡过程, 
同时又与肿瘤发
生密切相关, 在细
胞的生理、病理
过程中发挥着重
要的作用.
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ModFit分析. 计算细胞增殖指数(proliferation in-
dex, pI) = [(S+G2/M)/(G1+S+G2/M)]×100%. 
1.2.4 Western blot检测: 收集各实验组细胞, PBS
冲洗后加入RIPA裂解液及蛋白酶抑制剂, 离心

取上清液, 提取总蛋白. 采用二喹啉甲酸(BCA)
法测定蛋白浓度. 取100 μg总蛋白, 进行7.5%聚

丙烯酰胺凝胶电泳, 60 V稳压电泳30 min, 电泳

完将蛋白转至PVDF膜(100 V稳压电转移2 h), 
5%脱脂奶粉室温封闭2 h, p21单抗(1∶1000稀
释), 4 ℃与PVDF膜共同孵育过夜, TBST洗涤

5 min×5次; 第二抗体为羊抗小鼠IgG-HRP(1∶
1000稀释), 37 ℃孵育1 h. TBST洗涤, 5 min×10
次. TBST洗涤, 5 min×10次, 最后底物显色. 以
上实验重复3次. 
统计学处理 应用STATA10.0软件对数据

进行分析 .  成组设计的t 检验分析阴性对照组

(mock)、空载对照组(pDsRed1-C1)和转染组

(pDsRed1-C1-p21)中p21及下游蛋白CDK2、Cy-
clin E表达量、细胞增殖和细胞周期的差异. 在
细胞周期中, 数据以mean±SD表示, P <0.05为差

异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 p21蛋白转染后的鉴定 Western blot检测结果

显示: 转染p21质粒后, BGC823、SGC7901胃癌

细胞中p21蛋白出现明显变化(图1). 
2.2 p21蛋白转染后5-Fu对BGC823、SGC7901胃
癌细胞的增殖变化 CCK8比色法检测结果显示: 

BGC823、SGC7901胃癌细胞经p21质粒转染后, 
p21高表达的细胞株对5-Fu敏感性明显增强, 与
空载对照组、阴性对照组比较, 均具有统计学

意义(P <0.01)(图2). 
2.3 p21蛋白转染后5-Fu对BGC823、SGC7901胃
癌细胞的细胞周期变化 由表1可知, BGC823、
SGC7901胃癌细胞经p21质粒转染后, p21高表

达的细胞株处于G0/G1期比例明显增加, 而S、
G2/M期细胞比例明显减少; 计算出pI, 与空载对

照组、阴性对照组比较, 差异均具有统计学意

义(P <0.05). 
2.4 p21蛋白转染后5-Fu对BGC823、SGC7901
胃癌细胞敏感性增强的作用机制  我们采用

Western blot检测结果显示: BGC823、SGC7901
胃癌细胞经p21质粒转染后 ,  再予5-F u作用 , 
其下游的蛋白如 :  周期蛋白依赖性激酶蛋白

CDK2、细胞周期蛋白Cyclin E均明显降低, 与
空载对照组、阴性对照组比较, 均具有统计学

意义(P <0.01)(图3). 

3  讨论

近年来, 虽然早期胃癌发现率有所提高, 积极改

进和规范手术方法以及应用综合治疗, 但大多

数报道胃癌的5年生存率仍徘徊于20%-30%[9]. 
大部分胃癌易在手术后复发, 尤其是淋巴结转

移者[10], 局部复发率高达80%以上, 因此, 胃癌的

治疗依然是临床肿瘤学界面临的巨大挑战[11]. 随
着人类基因组计划的完成和基因生物研究的迅
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图  1  转染p21质粒后, BGC823、SGC7901胃癌细胞中p21蛋白出现明显变化. A: BGC823细胞中p21表达量转染前后的灰度
值比较; B: SGC7901细胞中p21表达量转染前后的灰度值比较. aP<0.05, bP<0.01 vs  p21.

■创新盘点
我们课题组采用
蛋白转染技术, 使
细胞内的p21成高
表达状态 ;  然后
研究其胃癌细胞
对5-Fu化疗药物
的敏感性, 同时发
现 p 2 1下游蛋白
CDK2、Cyclin E
出现相应变化.

■应用要点
提高 p 2 1蛋白的
表达 ,  能明显提
高 B G C 8 2 3 、
SGC7901胃癌细
胞细胞株对5-Fu
的敏感性, 其机制
可能是通过抑制
其下游C D K 2、
Cycl in  E蛋白表
达. 因此, p21蛋白
转染与化疗药物
联合应用, 可以为
临床上治疗胃癌
提供一种有效的
治疗手段.



速发展, 人类对胃癌发病机制及其相关生物特

性将更多了解与把握, 生物芯片等检测工具的

推广应用, 为未来定制特异的胃癌个体化方案

奠定了坚实的基础[12]. 
p21基因是1993年底发现的一种新的抑癌

基因, 其机制在于p21能够与Cyclin D/CDK形

成复合物使细胞周期停滞在G1期; 他还可以通

过C端与PCNA相互作用, 阻断PCNA活化DNA
聚合酶的活性从而抑制D N A的合成 ,  使细胞

周期停滞. 大量研究数据表明p21是一种重要

的细胞周期调控蛋白. 他参与细胞的生长、分

化、衰老及死亡过程, 同时又与肿瘤发生密切

相关, 在细胞的生理、病理过程中发挥着重要

的作用[13-15]. 
我们课题组采用蛋白转染技术, 使细胞内的

p21成高表达状态. 利用CCK8方法检测p21变化

后是否能对5-Fu化疗药物敏感, 结果发现: p21高
表达的胃癌细胞株对5-Fu更加敏感; 接着我们又

利用流式细胞术(PI单染法)检测细胞周期的变

化, 结果发现: p21高表达的胃癌细胞株处于G1

期的百分比较p21低表达组增多, 且具有统计学

意义; 最后我们用免疫印迹检测相关机制, 发现
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4788               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年11月8日   第22卷   第31期 

抑
制
率
(%
)

120

110

100

90

80

70

60

50

40

30

20

pDsRed1-C1-P21
pDsRed1-C1
Mock

BGC823

t /h
0          12         24          36         48          60

抑
制
率
(%
)

120

110

100

90

80

70

60

50

40

30

20

pDsRed1-C1-P21
pDsRed1-C1
Mock

SGC7901

t /h
0          12         24          36         48          60

A B

图  2  p21蛋白转染后5-Fu对BGC823、SGC7901胃癌细胞的增殖变化. A: BGC823; B: SGC7901. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶.
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图  3  胃癌细胞经p21质粒转染后, 再予5-Fu作用, 其下游的蛋白变化. A: BGC823细胞中相关蛋白的灰度值比较; B: 
SGC7901细胞中相关蛋白的灰度值比较. bP<0.01 vs  mock; dP<0.01 vs  pDsRed1-C1. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶.
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■名词解释
脂质体转染方法: 
脂质体作为体内
和体外输送载体
的工具 ,  已经研
究的十分广泛 , 
用合成的阳离子
脂类包裹D N A , 
同 样 可 以 通 过
融 合 而 进 人 细
胞 .  使用脂质体
将DNA带人不同
类型的真核细胞, 
与其他方法相比, 
有较高的效率和
较好的重复性.



p21下游的相关蛋白CDK2、Cyclin E出现明显

变化. 
从我们实验数据中可以得出: 提高p21蛋白

的表达, 能明显提高BGC823、SGC7901胃癌细

胞细胞株对5-Fu的敏感性, 其机制可能是通过抑

制其下游CDK2、Cyclin E蛋白表达. 因此, p21
蛋白转染与化疗药物联合应用, 可以为临床上

治疗胃癌提供一种有效的治疗手段. 
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表  1  各组细胞细胞周期的变化

分组
  细胞周期

        pI值
       G0/G1            S         G2/M

BGC823

  pDsRed1-C1-p21 70.63±1.24ac 18.25±1.79 11.12±0.93 29.37±1.28ac

  pDsRed1-C1 46.34±0.77 17.57±1.03 36.09±1.75 53.66±0.99

  Mock 48.55±1.67 22.13±2.14 29.32±0.92 51.45±2.03

SGC7901

  pDsRed1-C1-p21 71.27±0.64ac 22.53±1.67   6.20±1.11 28.73±1.72ac

  pDsRed1-C1 42.42±1.53 19.33±1.99 38.25±0.82 57.58±2.34

  Mock 44.37±1.01 21.36±0.64 34.27±0.83 55.63±1.52

aP<0.05 vs  pDsRed1-C1组; cP<0.05 vs  Mock组. pI: 增殖指数.

■同行评价
本研究证实p21质
粒转染胃癌细胞
后可增加胃癌细
胞对5-Fu的敏感
性, 并对其可能机
制进行了探讨, 对
胃癌防治具有一
定意义.
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