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Abstract
AIM: To investigate effect of exogenous fragile 
histidine triad (FHIT) gene expression on gastric 
cancer cells MKN-28 apoptosis induced by 
vincristine as well as its molecular mechanism.

METHODS: The recombinant FHIT gene was 
transfected into human gastric cancer cells 
MKN-28 through liposomes. The expression of 
exogenous FHIT gene was detected using west-
ern blot. The MKN-28-pRcCMV-FHIT, MKN-28-
pRcCMV and MKN-28 cells were treated with 
vincristine of different concentrations. After 
treatment with vincristine, the inhibition rates of 
the cells in 3 groups were examined using MTT 

assay. The apoptosis of cells was determined by 
flow cytometry. The expressions of Bcl-2 and 
Bax were measured using western blot.

RESULTS: The expression of FHIT protein was 
detected in MKN-28 cells after transfection with 
FHIT gene. After being treated with vincristine 
for 48 h, the  apoptosis rates of the cells trans-
fected with FHIT gene, the cells transfected 
with empty vector and the non-transfected cells 
were 30.967% ± 2.122%, 11.033% ± 1.724% and 
10.733% ± 1.021%, respectively. The apoptosis of 
the cells transfected with FHIT gene was more 
obvious (F = 142.045, P < 0.05). The expression of 
Bcl-2 was down-regulated and that of Bax was 
up-regulated after treatment with vincristine.

CONCLUSION: The expression of exogenous 
FHIT gene can enhance the vincristine-induced 
apoptosis in gastric cancer cells, which may be 
related to the expressions of apoptosis-related 
protein Bcl-2 and Bax.
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摘要
目的: 探讨外源性FHIT基因表达对长春新碱
诱导的胃癌细胞凋亡的影响及其分子机制. 

方法: 通过脂质体将重组FHIT基因PRC/CMV
质粒和空载体转染到人胃癌细胞M K N-28, 
Western blot法检测外源性FHIT蛋白的表达; 
使用不同浓度的长春新碱分别处理各组细胞, 
MTT法分析细胞增殖, 流式细胞术检测细胞
的凋亡; Western blot法检测细胞Bcl-2和Bax的
表达. 

结果: 转染FHIT基因后, MKN-28细胞检测
到FHIT蛋白的表达; 长春新碱处理48 h后, 
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■背景资料
研究表明 ,  FHIT
基因是一种重要
的候选抑癌基因, 
在胃癌中存在着
较高频率的FHIT
基因转录异常和
(或)FHIT基因表
达降低或缺失. 胃
癌细胞对化疗药
物敏感性差, 在化
疗中经常产生耐
药.

■同行评议者
孙延平, 副主任医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
附属长征医院普
外科



转染FHIT基因组细胞、转染空载体组细胞
及未转染组细胞的凋亡率分别是30.967%
±2.122%、11.033%±1.724%、10.733%±

1.021%, 转染FHIT基因组细胞凋亡更明显(F  
= 142.045, P <0.05); 转染FHIT基因组细胞经长
春新碱处理后Bcl-2蛋白表达减少, Bax蛋白表
达增加.

结论: 外源性FHIT基因表达可以增强长春新
碱诱导的胃癌细胞凋亡, 其机制可能与凋亡相
关蛋白Bcl-2和Bax表达有关.

关键词: 胃癌; 脆性组氨酸三联体; 长春新碱; 转染; 

凋亡; Bcl-2; Bax
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0  引言

1996年Ohta et al [1]采用外显子捕获法于染色体

3p14.2上克隆出FHIT基因, 该基因被视为候选

抑癌基因. 大量的研究证实, 在多种肿瘤中存在

FHIT基因转录异常和表达缺失. 胃癌是人类最

常见的恶性肿瘤之一, 在化疗中经常产生耐药, 
影响治疗效果. 长春新碱(VCR)是临床肿瘤化疗

中的常用药物, 但胃癌细胞对其敏感性不高, 甚
至产生耐药[2]. 本实验用长春新碱处理经过FHIT
基因转染的胃癌MKN-28细胞, 观察外源性FHIT
蛋白与长春新碱是否具有协同抗肿瘤作用, 并
探讨其分子机制, 为基因治疗和化疗联合作用

治疗胃癌提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MKN-28(FHIT蛋白表达

缺失[3])来自南华大学肿瘤研究所. FHIT基因的重

组载体(含FHIT基因第5-8个外显子)及其空载体

PRC/CMV均由美国俄亥俄州立大学K. Huebner
教授惠赠. 细胞培养所用RPMI 1640培养基购于

美国Gibco公司; 脂质体Lipofectamine 2000购于

Invitrogen公司; 兔抗人FHIT多克隆抗体购于美

国Zymed公司; 鼠抗人Bax和Bcl-2购于北京中杉

金桥公司; 长春新碱购于广州明兴制药厂.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养、FHIT基因转染及其单克隆细

胞株筛选: 于6孔板内接种处于对数生长期的

MKN-28细胞2×105, 在37℃、50 mL/L CO2及

饱和湿度的培养箱内培养24 h, 待细胞贴壁完
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全, 密度接80%-90%时, 按脂质体试剂盒说明

进行质粒转染. 分组: 转FHIT基因组(MKN-28- 
pRcCMV-FHIT), 转空载体(MKN-28-pRcCMV), 
空白组(MKN-28). 转染细胞于转染后48 h开始

用G418浓度为300 mg/L的RPMI 1640培养基进

行筛选, 待空白组细胞全部死亡时, 降低G418的
浓度为150 mg/L维持, 继续筛选14 d后, 形成细

胞克隆, 将细胞克隆接种入24孔板, 用有限稀释

法稀释, 挑选单克隆继续培养、传代.
1.2.2 Western blot法检测外源性FHIT蛋白以及

VCR处理前后Bcl-2和Bax蛋白表达: 加入细胞裂

解液裂解细胞后, 离心提取蛋白. 定量, 上样, 电
泳分离蛋白, 转膜, 封闭1 h, 孵一抗, 4℃过夜, 洗
膜后孵二抗, 室温下1 h, 洗膜, 加发光剂, 压片, 
显影, 定影.
1.2.3 MTT法检测VCR对胃癌细胞增殖的影响: 
取对数生长期的3组细胞分别接种于96孔板. 在
37℃, 50 mL/L CO2条件下培养过夜后, 分别加入

不同浓度的VCR 100 μL, 调零组(用于调零, 去
除背景干扰)和对照组加入相应体积的培养液, 
每组设4个平行孔. 继续培养24, 48, 72 h后, 向每

孔加入5 g/L MTT 20 μL(调零组除外), 再培养4 
h, 倾去培养液, 加DMSO 100 μL/孔, 避光震荡20 
min后, 用酶联免疫仪在波长570 nm处调零组调

零后读取吸光度值. 取4孔值的均数按公式计算

细胞抑制率. 抑制率 = (1-试验孔均值/对照孔均

值)×100%. 实验重复3次.
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡: 向转FHIT基因

组、转空载体组、空白组细胞中分别加入终浓

度为0.03 mg/L的VCR, 同时取未使用VCR处理

的上述3组细胞进行检测. 培养48 h后收集细胞, 
用750 mL/L乙醇4℃固定过夜, 上机前1 h加碘化

丙啶, 送流式细胞仪室检测. 实验重复3次.
统计学处理 应用SPSS13.0软件分析. 数

据用mean±SD表示, 实验数据采用方差分析, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 Western blot法检测转染细胞外源性FHIT蛋

白的表达 转染FHIT基因的MKN-28细胞可以检

测到FHIT蛋白的表达, 而转染空载体的MKN-28
细胞和未转染的M K N-28细胞中均未检测到

FHIT蛋白的表达(图1).
2.2 MTT法检测用VCR处理三组细胞后对细胞

增殖的影响 用0.03 mg/L VCR处理3组细胞, 在
24、48、72 h时观察, 转FHIT基因组细胞在各个

www.wjgnet.com

■研发前沿
FHIT基因能够成
为基因治疗的新
靶点, 但是仅依靠
复原其功能来诱
导所有肿瘤细胞
凋亡显然是不够
的 .  FHIT基因治
疗联合化疗可以
更大程度地杀灭
肿瘤细胞, 但联合
治疗的细胞内分
子机制还有待进
一步研究.

■相关报道
国内外均有报道
FHIT基因重新表
达可以增强肿瘤
细胞对凋亡诱导
剂的敏感性. 在动
物模型中 ,  FHIT
基因的转导可阻
止肿瘤的生长, 延
长实验小鼠的生
存时间.
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时间段的生存率都明显的低于转空载体组和空

白组细胞(P <0.05, F  = 83.79), 而转空载体组与空

白组比较没有显著性差异(图2). 三组细胞经过

不同浓度的VCR处理48 h后, 在VCR浓度分别为

0.01、0.03、0.1 mg/L的浓度组中, 转FHIT基因

组细胞的生长抑制率明显高于转空载体组和空

白组细胞(P <0.05, F  = 165.57), 而在0.3 mg/L浓
度组, 3组细胞的生长抑制率没有明显差别(图3).
2.3 流式细胞术检测细胞凋亡 用0.03 mg/L VCR
处理后, 转FHIT基因组细胞凋亡率明显高于转

空载体组和空白组细胞(P <0.05, F  = 142.045); 也
明显高于未使用VCR处理的转FHIT基因组细胞

(P <0.05, F  = 97.075, 表1).
2.4 Western blot法检测VCR处理前后Bcl-2和

Bax的表达 经过0.03 mg/L VCR处理48 h后的转

FHIT基因组细胞中, Bcl-2表达下调, Bax表达上

调; 由VCR处理的转空载体组细胞及未经VCR
处理的转FHIT基因组细胞中的Bcl-2和Bax表达, 
经Western blot灰度分析软件分析, 他们之间没

有显著性差异(图4).

3  讨论

近年来越来越多的研究表明, 在染色体3p区域

发现的脆性组氨酸三联体基因(FHIT)是将脆性

位点与肿瘤基因的变异联系起来的抑癌基因[4], 
他在人类许多肿瘤组织和细胞系中表现为高频

率缺失和异常转录. 胃癌中FHIT基因的异常, 可
能是这一脆性位点对致癌因素易感的结果, 随
后在3p14.2也发现了FHIT基因并确定了他的特

征, 显示他在胃肠道肿瘤中表达异常. 有研究发

现FHIT蛋白缺失出现在大多数胃癌中, 无论是

弥漫型还是肠型胃癌, 这说明FHIT功能的丧失

表  1  VCR处理前后流式细胞仪检测细胞凋亡率 (%, n  = 
3, mean±SD)

VCR  	  
MKN-28

            MKN-28-           MKN-28-

(mg/L)		             pRcCMV	 pRcCMV-FHIT

0          3.603±0.607    4.867±0.861   16.267±1.474   

0.03   10.733±1.021  11.033±1.724   30.967±2.122ac

F  = 142.045, aP<0.05 vs  同一浓度的转空载体组、空白组;  F  = 

97.075, cP<0.05 vs  未使用VCR处理的转FHIT基因组.

■创新盘点
本文的创新之处
在于把FHIT基因
转入本身不表达
FHIT蛋白的胃癌
MKN-28细胞中 , 
并用长春新碱处
理 ,  观 察 外 源 性
FHIT蛋白与长春
新碱是否具有协
同抗肿瘤作用, 并
探讨其分子机制.

图  1  外源性FHIT蛋白的表达Western blot法检测. 1: 未转染

的亲代MKN-28细胞; 2: 转染空载体的MKN-28细胞; 3: 转

染FHIT基因的MKN-28细胞.
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图  2  同一浓度VCR作用于三组细胞在不同时间的生存率.
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图  3  不同浓度VCR在同一时间(48 h)对三组细胞增殖的抑
制率.

FHIT     -                   +                    +
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Bcl-2

β-actin
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图  4  转FHIT基因组(MKN-28-pRcCMV-FHIT)和转空载体组
(MKN-28-pRcCMV)细胞经VCR处理后, 细胞中Bcl-2和Bax的
表达情况.

■应用要点
FHIT基因可增强
胃癌MKN-28细
胞对化疗药物的
敏感性, 并初步探
讨了其可能的分
子机制, 这为今后
的临床肿瘤治疗
提供了新思路.
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是胃癌发生的关键一步[5]. 近年来有研究表明

FHIT基因具有抑制肿瘤细胞生长, 促进肿瘤细

胞凋亡等特点[6], 同时也有FHIT基因替代疗法

进行了临床前期评估工作的报道[7]. 因此可以认

为FHIT基因能成为基因治疗的新靶点[8-9]. 本实

验通过脂质体将外源性FHIT基因导入FHIT表
达缺失的MKN-28细胞中, 经证实FHIT蛋白在

MKN-28细胞中稳定表达, 从而为后续实验奠定

了基础. 
VCR是临床常用化疗药物之一, 但胃癌细

胞对其敏感性差. 本实验用VCR处理导入外源

性FHIT基因的MKN-28细胞, 通过MTT法发现, 
在同一浓度的VCR作用下, 转染了FHIT基因的

MKN-28细胞的生存率明显低于转空载体组和

空白组细胞, 且随着时间的增加, 转FHIT基因组

细胞的生存率降低, 呈时间依赖性; 不同浓度的

VCR作用于3组细胞, 转FHIT基因组细胞的凋亡

率显著高于转空载体组和空白组, 且随着浓度

的增加, 转FHIT基因组细胞的凋亡率增加, 呈浓

度依赖性. 流式细胞术检测也发现, VCR处理后

的转FHIT基因组细胞凋亡率显著高于未用VCR
处理的转FHIT基因组细胞, 与Andriani et al [10]研

究结果相似. 以上表明FHIT基因治疗与VCR的
联合治疗效果要明显优于单独FHIT基因治疗或

单独VCR治疗效果. Ottey et al [11]发现小鼠的正

常肾脏细胞和人类胃癌细胞株MKN74在暴露于

丝裂霉素C和短波紫外线(UVC)后, 无论是正常

细胞还是癌细胞, FHIT阴性组均较FHIT阳性组

细胞存活时间长, 表明FHIT表达丢失使细胞对

化疗药和射线的抵抗性增强. 
FHIT基因及其基因产物的抑癌机制目前研

究的还不是很清楚, FHIT可能从多条途径发挥

肿瘤抑制作用. 通过线粒体释放凋亡酶激活因

子激活Caspase是细胞凋亡途径之一, 而Caspase
活化又被Bcl-2家族调控. 众所周知, Bax是Bcl-2
家族中的促凋亡基因, Bc l-2是抑制凋亡基因. 
Bcl-2可与Bax形成二聚体作为细胞凋亡信号通

路上的分子开关, 如果Bax相对量高于Bcl-2, 则
Bax同二聚体的数量增多, 从而促进细胞凋亡; 
而如果Bcl-2相对量高于Bax, 则促进形成Bcl-2/
Bax异二聚体, 并使Bcl-2同二聚体的量增多, 从
而抑制细胞凋亡. 在我们的研究中, 经VCR处理

的转空载体组细胞与未经VCR处理的转FHIT基
因组细胞中的Bcl-2和Bax的表达无显著性差异, 
而由VCR处理的转FHIT基因组细胞中的Bcl-2
表达下调, Bax表达上调. 这些结果说明在重新

表达FHIT基因的MKN-28细胞中, VCR诱导细胞

凋亡的作用被增强可能和Bcl-2家族中促凋亡蛋

白Bax上调, 抑制凋亡蛋白Bcl-2下调有关. 我们

的结果和Kim et al [12]报道相似. Dumon et al [13]研

究发现, 在缺乏FHIT表达的胰腺癌细胞中, 由于

腺病毒介导的FHIT蛋白高表达使细胞线粒体跨

膜电位发生变化, 从而导致线粒体凋亡途径改

变. 我们目前的研究也只是表明在表达FHIT蛋
白的细胞中, 经VCR处理后细胞凋亡的增加可

能与Bcl-2家族成员改变有关, 但是他们之间的

关系仍不明了. 
本研究结果提示基因治疗与化疗联合应用,

可以更大程度地杀灭肿瘤细胞、提高化疗药物

的敏感性, 从而为胃癌的联合治疗提供了实验

依据, 并对联合治疗诱导胃癌细胞凋亡的分子

机制进行了初步探讨, 但其是否还通过其他的

凋亡途径或者调控其他凋亡相关基因的改变而

诱导胃癌细胞凋亡, 还有待进一步研究.
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本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-10-28)

■同行评价
本 文 对 外 源 性
FHIT基因表达对
长春新碱诱导人
胃癌MKN-28细
胞凋亡的影响作
了一些的研究, 文
章 通 顺 ,  条 理 清
楚, 具有较高的研
究价值和创新性.


