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ZnPP]X对胃癌腹膜转移细胞凋亡的影响 

仇学明 ，杜云翔 ，罗红来‘，厉 琴 ，白飞虎 ，惠亮亮。 

(1．解放军第82医院消化内科，江苏淮安 223001；2．第四军医大学全军消化病研究 

所，陕西西安 710032) 

[摘 要] 目的 研究 ZnPPIX对人胃癌腹膜细胞 GC9811一P凋亡的影响。方法 采用 MTT法测定 

GC981 1一P细胞在 ZnPPⅨ作用48 h后生长抑制情况；流式细胞仪观察 ZnPPⅨ对 GC981 1一P细胞周期 

和细胞凋亡的影响；western blot免疫印迹法观察 ZnPPⅨ对细胞系 CIAPIN1、Bel一2、Bax蛋白表达水平 

的影响。结果 各浓度值 的 ZnPPⅨ 均可抑制 GC9811一P细胞增殖，并促进肿瘤细胞凋亡 ，并降低 

CIAPIN1和 Bel一2／Bax蛋白的表达水平。结论 ZnPPⅨ可诱导 GC9811一P细胞的凋亡，其作用机制可 

能通过调控 CIAPINI基冈影响Bel一2／Bax分子的表达。 
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Effect of ZnPPⅨ Oil apoptosis of human gastric cancer cell line with peritoneal metas- 

tasis 
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[Abstract] Objective To explore the effect of ZnPPIX on the apoptosis of human gastric cancer cell line 

GC981 1一P with peritoneal metastasis．Methods After GC9811一P cells were treated with ZnPPIX for 48 

hours，cell proliferation was detected using MTF assay．Flow cytometry was used to detect the apoptosis of 

GC98 1 1一P cells，and western blot was used to check the expression of CIAPIN1，Bel-2／Bax．Results Zn— 

PPIX inhibited the proliferation 0f GC981 1一P cells at the concentrations of 1×10。to 1×10一 mol／L．and 

cell arrested in Gl／S phase．The proportions of apoptosis cells were significantly increased compared with 

controls．The expression of CIAPIN1 and Bcl-2／Bax was decreased after incubated for 3h with 1×10一 mol／ 

L ZnPPIX．Conclusion ZnPPIX induce the apoptosis of gastric cancer cell lines GC9811一P with peritoneal 

metastasis by suppressing of the expression of CIAPIN1．and affection its downstream apoptosis factors 

Bcl-2 and Bax． 
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我们先前通过噬菌体随机肽库技术筛选出与胃 

癌腹膜转移细胞表面受体特异性结合的多肽 P 

Ⅲ ，进一步获得了多肽 P m的受体分子一血红素 

氧合酶一1(Heme oxygenase．1，HO一1)。锌原卟啉Ⅸ 

(ZnPPⅨ)是 HO．1的抑制剂。本研究利用人胃癌腹 

膜转移细胞株 GC981 1．P 和 ZnPPⅨ体外共孵育， 

研究 ZnPPⅨ对胃癌腹膜转移细胞凋亡的影响，从细 

胞凋亡角度阐明 HO一1参与胃癌腹膜转移的机制， 

为开发具有阻断胃癌腹膜转移作用的药物做前期研 

究 

1 材料与方法 

· 论 著 · 

1．1 材料 人胃腺癌腹膜转移细胞株(GC9811．P) 

由第四军医大学全军消化病研究所提供。ZnPP Zn． 

PPⅨ为日本 Wako Pure Chemical Industries公司产 

品，RPMI 1640培养基、胰蛋白酶均为 Gibco公司产 

品；M1Tr(塞唑蓝)，DMSO(二甲基亚砜)，RNA(核 

糖核酸)酶均为 Sigma公司产品；鼠抗人 CIAPIN1单 

克隆抗体 (cytokine．induced apoptosis inhibitor 1，细 

胞因子诱导的凋亡抑制因子．1)(CHEMICON公司)， 

作者简介：仇学明(1966一)，男，贵州威宁人，本科 届0主任医师，从事消化内科临床研究。 
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鼠抗人 Bcl-2、Bax多抗(Santa Cruz Biotechnology)及 

鼠抗人 p-actin抗体均为 Sigma公司产品。 

1．2 ZnPPIX对细胞增殖的影响 GC9811一P生长于 

含 100 ml／L小牛血清的 RPMI1640培养基中，常规 

培养。采用 MTI"法即选择指数生长期的GC9811一P 

细胞，调整细胞悬液浓度为 1×10 ／L，接种于96孔 

板，每孑L接种 100 ILl，另加培养基 100 l，37~C，5 

ml／L CO：条件下培养 24 h，更换无血清培养基继续 

培养24 h，吸去上清液。分组：设空白组(不加细 

胞)、对照组(不加药)、ZnPPIX组 (分为 l0。、10～、 

10 、l0 、10 、10。。、10 、10 mol／L)，每组 6个复 

孔。继续培养 48 h。终止培养前 4 h加入 Mr丌 

40 I／孔，使 M1Tr终浓度为 1 g／L。结束培养时，吸 

去全部上清液，加入 DMSO 150 L／孑L，只加培养液 

不加细胞的空白对照孔调零。酶联检测仪上测定吸 

光度 A值( =492 nm)。按下列公式计算细胞生 

长抑制率：抑制率 = [(对照组 A一空 白组 A)一 

(实验组A一空白组 A)]／(对照组A一空白组 A)× 

100％ 。 

1．3 细胞周期和细胞凋亡率的测定 取指数生长 

期的GC9811．P细胞，分为 0、12、18、24、48 h组，各 

组分别设对照 (不加药)、ZnPPIX组(1×10。mol／ 

L)，培养结束时吸去上清，加2．5 g／L胰蛋白酶和 

0．2 g／L EDTA 1：1消化，1 000 r／min离心10 min收 

集细胞，700 ml／L冷乙醇 1 ml固定细胞，过夜后上 

机检测。 

1．4 ZnPPIX对 CIAPIN1、Bc1．2、Bax蛋白表达的影 

响 采用 WestemBlot法即各时间段 ZnPPIX(1× 

10 mol／L)处理组细胞及对照组细胞 (未加 ZnPP 

IX)吸入裂解液中裂解，Bradford法定量即取 6O微 

克细胞蛋白通过十二烷基硫酸钠(SDS)聚丙烯酰胺 

凝胶电泳(10％ 凝胶)，电转移至硝酸纤维素滤膜 

上。滤膜用 10％的脱脂牛奶室温下封闭 2 h然后分 

别和鼠抗人 CIAPIN1单抗 MAb和鼠抗人 Bcl-2、Bax 

隔夜孵育。p—actin用抗 p—actin 4~C孵育。经 ECL 

显色、曝光。每项实验均做 3次，以 p-actin作为内 

参照。采用 bandscan5．0软件测定蛋白条带的灰度 

值，以目的条带灰度值与相对应 p·actin的灰度值之 

比作为样本表达量的指标，比较配对样本间的差异。 

1．5 统计学处理 实验数据以 x s表示，采用 

SAS 8．0软件对结果进行单 因素方差分析，P< 

0．05认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 ZnPPIXIX对 GC9811．P细胞增殖的影响 1× 

1O 至 1×10 mol／L的ZnPPIX对 GC9811一P细胞的 

增殖均有抑制作用，ZnPPIX对 GC9811．P细胞株的 

抑制作用随浓度增高而增强 (P<0．05，表 1)，IC∞ 

= 3×10 mol／L。 

2．2 GC9811一P细胞周期 、细胞 凋亡的影响 ZnPP 

Ⅸ可明显诱导 GC981 1．P细胞的凋亡，18 h时凋亡 

细胞比例显著增加，细胞阻滞于 G ／S期，随着时 

间延长，凋亡比例增高(P<0．05)，见 表 1、表 2、表 

3。 

2．3 ZnPPIX对细胞 CIAPIN1、Bc1．2／Bax表达的影 

响 GC9811-P细胞 CIAPIN1基因呈阳性表达，细 

胞经ZnPPⅨ作用后，CIAPIN1蛋白水平的表达 自孵 

育3 h起下调，18 h后与对照组比较有显著性差异 

(尸<0．05，图 1)，Bc1．2／Bax的表达分别在孵育6 h 

后下调(图2、3)，24 h后与对照组相比下降有显著 

差异(P<0．05)。 

表 1 ZnPPIX对 GC9811．P细胞 

增殖的影响( s，凡=3) 

注：与对照组比较， P<0．05(对照组是指药物浓度为0 

moL／L 

表 2 ZnPPIX对GC981l-P细胞系凋亡率的影响( s，％) 

注：与对照组比较， JP<0．05 
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表3 ZnPPIX对 GC9811-P细胞系周期(G1／S)的影响( s，％) 

注：与对照组比较， JP<0．05 

4 

删 3 

2 

靛 

l 

0 

Oh 3h 6h 12h l8h 24h 30h 36h gSh 

P <0．05 

图1 不同时间段 ZnPPIX对 GC9811一P细胞 CIAPIN1表达量的影响 

Oh 3h 6h 12h l8h 24h 30h 36h 48h 

P<0．05 

图2 不同时间段 ZnPPIX对 GC9811．P细胞 Bcl一2表达量的影响 

Oh 3h 6h 12h 18h 2tth 30h 36h 48h 

P<0．05 

图3 不同时间段 ZnPPIX对 GC9811．P细胞 Bax表达量的影响 

3 讨 论 

血红素氧合酶．1(HO一1)是血红素降解的限速 

酶，是具有抗凋亡作用的酶，HO-1表达上调的结肠 

癌 、胰腺癌⋯细胞显著抑制癌细胞的凋亡。近年 

来文献报道 胃癌组织 中 HO．1的表达与凋亡因子 

P21水平增高有关，并且在两者共同调控下抑制胃 

癌细胞的凋亡 。然而 HO．1与胃癌腹膜转移细胞 

的增殖、凋亡的关系及其相关机制的研究较少。 

CIAPIN1是新近发现的凋亡抑制因子，普遍表 
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达于成人和胎儿众多组织的细胞质和细胞核 。 

最近的研究表明，CIAPIN1的表达与胃癌的耐药基 

因有关，并可能参与胃癌的发生、发展 71。本研究 

发现 CIAPIN1蛋白表达下调与流式细胞仪检测细 

胞凋亡时间大致一致，说明CIAPINI很可能是参与 

调控 ZnPPIX诱导细胞凋亡过程中重要的调节因子。 

本研究还发现 CIAPIN1表达下调时间显著早于 Bcl一 

2／Bax表达的改变，说明 CIAPIN1基因很可能是调 

控胃癌腹膜转移细胞凋亡的上游调控基因，ZnPPIX 

通过影响 CIAPIN1的表达来调控细胞凋亡信号转 

导通路，但具体通路有待进一步研究。ZnPPIX对 

GC981 1一P细胞的增殖抑制作用可通过影响细胞周 

期和诱导细胞凋亡来实现。通过流式细胞仪检测发 

现细胞与 ZnPPIX共孵育 18h，GC9811一P细胞凋亡显 

著增加，并使细胞阻滞于(G，／S)期，初步分析认为 

与 CIAPIN1诱导抑制蛋白 P27／cyclinD1的增高有 

关，这些抑制蛋白进而抑制细胞周期蛋白．依赖于细 

胞周期蛋白的激酶．细胞周期抑制蛋白(CKI)，使细 

胞周期 G ／S期进程延长，细胞周期进展受阻。 

本研究发现 ZnPPIX可抑制胃癌腹膜转移细胞 

的生长、诱导细胞凋亡，其机制可能通过调控 CIAP- 

IN1基因影响 Bcl-2／Bax分子的表达，进一步说明 

HO．1参与胃癌腹膜转移的调控，HO．1的抗凋亡作 

用可能是胃癌腹膜转移的发生机制之一。本研究为 

阐明胃癌腹膜转移的发生机制，并为研制开发特异 

性抗胃癌腹膜转移药物提供了新线索。 
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(上接第494页)复正常机能。热效应能破坏膀胱 

颈、前列腺等部位平滑肌上的 受体，有利于缓解 

疼痛及排尿症状。因此，我们这一多药物多途径综 

合治疗方案理论上有其合理性，本组资料证明实际 

疗效较为满意，值得尝试推广应用。 
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