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胃癌是全世界范围内第五大最常见的恶性肿

瘤袁也是死亡率排名第三的恶性肿瘤咱1暂遥 胃癌的发
生是一个多重因素尧多种细胞尧多个步骤参与的复

杂过程遥 环境因素渊饮食尧外源性化学物质冤尧在胃
内形成的致癌物质以及幽门螺杆菌感染能够诱导

胃癌的发生发展咱2暂遥 胃癌一般起病隐匿袁无明显的
症状袁因此胃癌患者的筛查工作有较大的难度遥目
前胃癌的主要治疗手段仍然是手术切除与辅助化

疗咱3暂遥 同时由于基因检测技术的发展袁针对基因位

AP3M2在胃癌中的作用及临床意义分析
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揖摘要铱 目的 探讨接头相关复合体蛋白 3 亚基 2渊adaptor related protein complex 3 subunit mu
2袁AP3M2冤在胃癌中的表达情况及其临床意义遥 方法 通过 TCGA 数据库尧实时荧光定量 PCR 及
免疫印迹实验检测 AP3M2 基因的 mRNA 及蛋白在胃癌组织中的表达情况遥通过检测 KM Plotter 网
站探索 AP3M2 的表达与胃癌患者预后的关系遥 通过平板克隆形成实验检测 AP3M2 对胃癌细胞的
作用遥 结果 TCGA 数据库数据及本研究收集的胃癌患者组织显示 AP3M2 相比于癌旁组织袁其在
胃癌组织中的 mRNA 表达水平升高袁同时 AP3M2 的蛋白在胃癌组织中的表达也有上调的现象遥同
时本研究通过 KM Plotter 网站分析得到 AP3M2 的 mRNA 表达水平与胃癌患者的预后有关袁高表达
AP3M2 的胃癌患者其预后较低表达 AP3M2 的胃癌患者差遥 通过在 AGS 细胞渊人胃腺癌细胞冤中过
表达 AP3M2 并检测其平板克隆形成能力的变化袁发现过表达 AP3M2 可以增强胃癌细胞的克隆形
成能力遥 结论 AP3M2 在胃癌中高表达袁高表达 AP3M2 与胃癌患者的不良预后有关袁且能增强胃
癌细胞的克隆形成能力遥
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The function and clinical significance of AP3M2 in gastric cancer
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To investigate the expression of AP3M2 in gastric cancer and its clinical sig-
nificance. Methods The mRNA expression of AP3M2 was detected by TCGA database and RT-qPCR and
the protein expression of AP3M2 was measured by western blotting. The relationship between the expression
of AP3M2 and the prognosis of gastric cancer patients was explored by KM Plotter website. The effect of
AP3M2 on gastric cancer cells was detected by clone formation experiment. Results The data from the
TCGA database and the tissues of gastric cancer patients collected by ourselves showed that the mRNA
expression level of AP3M2 in gastric cancer tissues was increased compared with the adjacent tissues,
and the protein expression of AP3M2 in gastric cancer tissues was also upregulated. Meanwhile, according to
the analysis of KM Plotter website, we found that the mRNA expression level of AP3M2 was related to the
prognosis of gastric cancer patients, while the prognosis of gastric cancer patients with high expression of
AP3M2 was worse than that of gastric cancer patients with low expression of AP3M2. Overexpressing of
AP3M2 in AGS cells can enhance the clonal formation ability of gastric cancer cells. Conclusion The high
expression of AP3M2 in gastric cancer is related to the poor prognosis of gastric cancer patients, and can
enhance the clonogenesis ability of gastric cancer cells.
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点的靶向治疗或者免疫治疗也是目前常用的治疗

手段遥 如针对 HER2 突变的患者可以采用曲妥珠
单抗进行治疗袁而肿瘤组织中存在 EB病毒感染袁存
在微卫星不稳定状态 渊microsatellite instability袁
MSI冤或者错配修复缺陷渊mismatch repair袁MMR冤
时袁 可以使用程序性死亡受体 1 渊programmed cell
death protein 1袁 PD -1冤/程序性死亡受体-配体 1
渊programmed cell death-Ligand 1袁PD-L1冤抑制剂进
行治疗咱4-6暂遥 由于胃癌的异质性较高袁因此我们仍
然需要更加深入地探索胃癌的发生发展机制以及

免疫治疗的重要分子标志物遥
接头相关复合体蛋白 3亚基 2 渊adaptor related

protein complex 3 subunit mu 2袁AP3M2冤 是一个编码
蛋白的基因袁 主要编码的蛋白是接头相关复合体
蛋白 3 渊adaptor-related protein complex 3袁AP-3冤遥
AP-3 复合体的主要功能是将蛋白质转运到溶酶
体或者特定的细胞器中从而来调控生命活动 咱7暂遥
目前对于 AP3M2的研究较少袁主要是发现 AP3M2
的突变与癫痫的发生有关咱8暂遥 由于 AP3M2作为一
个转运蛋白袁可以将蛋白质转运到溶酶体中袁促进
蛋白质的降解袁提示 AP3M2 的这一项功能可能在
肿瘤的发生发展中起到重要作用遥
1 材料与方法

1.1 胃癌组织及癌旁组织 人胃癌组织与配对

癌旁组织是从 2016 年 12 月至 2018 年 8 月在中
山大学附属第六医院接受手术的胃癌患者术后标

本收集的袁总共有 16对配对的胃癌及癌旁组织遥
1.2 使用的主要试剂 提取组织 RNA 使用的
Trizol 试剂购自 Thermo Fisher 公司袁 将 RNA 逆转
录为 cDNA 时使用的逆转录酶购自 TAKARA 公
司 袁 进行 qPCR 时使用的 PCR 混合酶来自于
TAKARA公司遥 使用的 AP3M2 抗体和甘油醛-3-
磷 酸 脱 氢 酶 渊glyceraldehyde -3 -phosphate
dehydrogenase, GAPDH冤 抗体购自 Proteintech 公
司遥 DMEM 高糖培养基袁RPMI1640 培养基及胰酶
购自 BI公司袁胎牛血清购自 Gibco公司遥
1.3 RNA 提取 将新鲜的胃癌组织及癌旁组

织加入 Trizol 试剂中袁 然后在有冷冻功能的匀浆
机中打碎袁4益的条件下以 12 000 r/min 的速度离
心10 min 后取上清遥 加入 200 滋l 氯仿后振荡混
匀15 s袁 在室温下孵育 15 min 后 4益的条件下以
12 000 r/min 的速度离心 15 min遥 取上清后袁加入

等体积的异丙醇袁振荡混匀 10 s袁在室温下孵育
10 min后 4益的条件下以 12 000 r/min 的速度离心
10 min遥 去上清袁加入 75%乙醇洗涤 1 次后 4益
的条件下以 7500 r/min 的速度离心 5 min遥 去上
清 袁 晾干 RNA 后 袁 加入 50 滋l 焦碳酸二乙酯
渊diethyl pyrocarbonated袁DEPC冤水将 RNA溶解遥
1.4 实时荧光定量 PCR 渊quantitative reverse tran鄄
scription PCR袁RT-qPCR冤 取 2 滋g RNA 进行逆转
录袁分别加入逆转录酶混合物袁之后在 PCR 仪中
进行逆转录遥遵循引物设计原则设计好引物后袁将
逆转录后的 cDNA 稀释 10 倍遥 在 96 孔板中加入
上下游引物袁 酶混合物袁 稀释好的 cDNA后将 96
孔板放入罗氏 LightCycle96 中进行扩增并检测
其Cq值遥 接着以 GAPDH的 Cq值作为内参袁通过
2^-吟吟Ct的计算公式计算每个样本的相对表达量遥
1.5 免疫印迹 将新鲜胃癌组织及癌旁组织放

入已经加入蛋白酶抑制剂的放射免疫沉淀试验

渊radio immunoprecipitation assay袁RIPA冤裂解液中袁
然后在有冷冻功能的匀浆机中打碎袁4益的条件下
以 12 000转/min的速度离心 15 min 后取上清遥使
用 BCA 蛋白定量试剂盒测量组织蛋白的浓度袁加
入 4 伊 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
渊sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec鄄
trophoresis袁SDS-PAGE冤 加样缓冲液后在 100益的
金属浴中变性 10 min遥 取 20 滋g 蛋白进行 10%
SDS-PAGE 凝胶电泳袁 将蛋白从凝胶中转移到聚
偏氟乙烯 渊polyvinylidene fluoride袁PVDF冤膜后袁使
用 5%脱脂奶粉在室温封闭 2 h遥 随后加入一抗
渊AP3M2 的抗体比例为 1 颐1000袁GAPDH 的抗体
比例为 1 颐5000冤 在 4益的条件下进行过夜孵育遥
第2天使用洗涤缓冲液 渊tris buffered saline tween袁
TBST冤洗涤 3 次袁每次 10 min 后加入羊抗兔二抗
渊抗体比例为 1颐5000冤 在室温孵育 2 h袁 最后使用
TBST洗涤 3次后就可以进行化学发光遥
1.6 过表达质粒的构建 酶切 pcDNA3.1 载体遥
提取 HEK-293T细胞的 RNA袁随后将 RNA逆转录
为 cDNA遥设计扩增 AP3M2的编码序列的引物袁进
行 PCR扩增遥 将酶切的载体和扩增好的条带进行
切胶回收袁 之后使用 T4-DNA连接酶在室温连接
4 h遥 接着将连接产物进行转化袁 在大肠埃希菌
DH5琢中扩增后提取质粒遥
1.7 细胞培养 实验中使用到的主要细胞有

HEK-293T 细胞和 AGS 细胞遥 HEK-293T 细胞的
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培养条件是 DMEM 高糖培养基加上 10%的胎牛
血清袁而 AGS细胞的培养条件是 RPMI-1640 培养
基加上 10%的胎牛血清遥 上述细胞均在 37益袁5%
CO2的培养箱中进行培养遥
1.8 平板克隆形成实验 取对数期生长的过表

达 AP3M2 及转染了空白对照的胃癌细胞 AGS袁
以每孔 1000个的数量种植到六孔板中袁 在 37益袁
5% CO2的条件下培养 14 d后袁 用结晶紫染色袁进
行计数遥
1.9 统计学分析 统计学分析是在 Graphpad
Prism 8.0 软件中进行的遥 在分析胃癌组织及配对
癌旁组织中 AP3M2 的 mRNA 相对表达水平是否
有统计学差异时使用的方法是配对 t检验袁P<0.05
认为差异有统计学意义遥 在分析胃癌细胞的平板
克隆形成能力的变化是否有统计学差异时袁 使用
的方法是两组独立样本 t 检验袁P<0.05 为差异有
统计学意义遥而在生物信息学分析时袁P<0.05为差
异有统计学意义遥
2 结果

2.1 AP3M2 在胃癌组织及癌旁组织中的表达情
况 首先通过 TCGA 数据库数据分析 AP3M2 在
胃癌组织中的表达情况袁 发现相较于癌旁组织袁
AP3M2 在胃癌组织中存在着明显高表达的现象遥
具体见图 1遥因此收集了 16对胃癌组织及配对癌旁
组织进行 AP3M2的 mRNA相对表达水平的检测袁
对上述现象进行验证遥 通过 RT-qPCR实验袁相较
于癌旁组织袁AP3M2的 mRNA表达水平在胃癌组织

中上调袁且差异有统计学意义渊P=0.040冤遥 具体见
图 2遥无论是在 TCGA数据库中还是在本研究收集
的样本中袁AP3M2的表达水平均升高遥接着通过免
疫印迹检测了 AP3M2 蛋白的表达情况袁结果显示
AP3M2蛋白在胃癌组织中的表达上调遥 具体见图3遥

2.2 AP3M2 的 mRNA 表达水平与胃癌患者生存
预后的关系 通过 KM Plotter 网站分析发现根据
AP3M2的表达量将胃癌患者分为高表达组和低表
达组袁AP3M2 高表达患者的预后较低表达的胃癌
患者的预后差渊HR=1.71, P<0.001冤遥 具体见图 4遥
2.3 AP3M2 对胃癌细胞的平板克隆形成能力的
影响 在 AGS细胞中过表达了 AP3M2后袁检测其
平板克隆形成能力的变化遥 通过统计袁 发现当在
AGS 细胞中过表达 AP3M2 后袁其平板克隆形成能
力明显增强遥 具体见图 5遥
3 讨论

胃癌是一种恶性程度很高的肿瘤袁 其起病隐
匿袁预后不太理想遥但是由于胃癌的异质性高袁发
病机制不明确袁 所以目前的治疗方式并不能很好

图 3 免疫印迹检测胃癌及癌旁组织中 AP3M2的蛋白表
达水平

注院N为癌旁组织袁T为胃癌组织

图 2 RT-qPCR检测 16对胃癌及癌旁组织中 AP3M2的
mRNA表达水平
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图 1 TCGA数据库分析胃癌组织及癌旁组织中 AP3M2
的表达情况
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地改善患者的生存预后咱3暂遥 为了更好地理解胃癌
的发病机制袁 发掘有临床意义的分子标志物和在
胃癌发生发展中有重要作用的分子对于发展胃

癌治疗新方案是十分重要的遥 目前 HER2 阳性的
患者可以使用曲妥珠单抗进行治疗袁 而 MSI 和
MMR 的患者可以使用 PD-1/PD-L1 抑制剂进行
治疗遥 但胃癌中还存在着 HER2 阴性袁 无 MSI 和
MMR 的患者袁 这部分患者使用上述药物的治疗
效果不佳 咱9-11暂遥 因此寻找胃癌中新的分子标志
物袁 开发新的治疗药物是接下来研究人员的重要
课题之一遥

AP3M2 是 AP-3 的一类亚型袁AP-3 首先是在
大鼠大脑的 cDNA 中被鉴定出来遥 既往研究表明
AP-3 参与将蛋白转运到溶酶体或者其他特定的
细胞器的生物学过程咱12暂遥 本研究中发现了 AP3M2
这个基因在胃癌组织中存在着高表达的现象袁同

时 AP3M2 高表达的胃癌患者袁 其预后较低表达
AP3M2的患者差袁提示 AP3M2 可能可以作为一个
预测胃癌患者生存预后的分子标志物袁 这一假设
需要进行下一步的研究才能得出结论遥 由于本研
究样本仅为 16 对胃癌及配对癌旁组织袁样本量较
小袁 因此接下来将扩大检测的样本袁 进一步确认
AP3M2在胃癌组织中的高表达现象遥 那么 AP3M2
是否可以作为胃癌患者的一个独立预后因素钥 接
下来将收集胃癌的组织切片袁 进行免疫组织化学
染色袁明确 AP3M2 的表达水平是否能够预测胃癌
患者的预后遥 通过平板克隆形成实验发现 AP3M2
能够增强胃癌细胞AGS 的克隆形成能力袁 通过检
测 AP3M2 是否能够促进胃癌细胞的增殖袁加快胃
癌细胞细胞周期的进程以及抑制胃癌细胞的凋亡

等探索 AP3M2 在胃癌中的功能遥 与此同时也将
对AP3M2调控胃癌的具体作用机制进行较深入的
探索遥
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图 4 KM Plotter网站分析 AP3M2的表达与胃癌患者生存
预后的关系
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图 5 AP3M2对胃癌细胞平板克隆形成能力的影响
注院A. AGS细胞平板克隆形成的图像曰B. 对 AGS平板克隆
形成能力的定量分析
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