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胃癌是全球范围内常见的高发生率尧 高致死
率的恶性肿瘤之一咱1暂遥 因此袁探索胃癌的发病机制
并寻找其潜在的治疗靶点有重要的意义遥 胃动蛋

白 2渊gastrokine-2袁GKN2冤是近年来新出现的胃癌
抑癌基因家族-gastrokine家族中的一员咱2暂遥卫拴昱
等对 GKN2 在胃癌组织中的表达及临床意义做了
一个较为全面的分析袁 他们不仅发现 GKN2 在人
的胃癌组织中的表达水平相对于癌旁正常胃黏膜

显著下调甚至缺失袁 而且 GKN2 表达水平与胃癌
患者的预后相关咱3暂遥 然而有关 GKN2 在体外对胃

过表达胃动蛋白对胃癌细胞生物行为
学的影响
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揖摘要铱 目的 探讨过表达胃动蛋白渊gastrokine-2袁GKN2冤对胃癌细胞生物行为学的影响遥 方法
体外培养 SGC-7901尧AGS胃癌细胞袁 构建 GKN2过表达质粒袁 利用 Lipofectamine 2000 进行 GKN2

过表达质粒与胃癌细胞的转染遥 获得 GKN2 过表达的 SGC-7901尧AGS 胃癌细胞为 CKN2 组袁空载转
染上述胃癌细胞为 vector组遥 采用分别采用细胞黏附实验尧 细胞侵袭实验和四甲基偶氮唑盐渊MTT冤
法袁观察 GKN2 对胃癌细胞黏附作用尧侵袭力和细胞活性的影响遥 结果 与 vector 组相比袁GKN2 组
GKN2 的表达量明显增加渊P<0.001冤曰与 vector 组相比袁GKN2 组胃癌细胞黏附能力降低渊P<0.05冤袁胃
癌细胞侵袭力明显减慢渊P<0.05冤袁胃癌细胞活性明显降低渊P<0.05冤遥结论 GKN2能够抑制胃癌细胞
黏附能力袁迁移能力和细胞活性遥

揖关键词铱 胃癌细胞曰 胃动蛋白 2曰 细胞黏附力曰 细胞侵袭力曰 细胞活性
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 This study aims to explore the effect of over-expressing gastrokine-2 渊GKN2冤
on biological behaviors of gastric cancer cells. Methods Gastric cell lines 渊SGC-7901 and AGS冤 were
cultivated in vitro, the GKN2 overexpression vector was constructed and gastric cell lines were transfected
with the method of Lipofectamine 2000. GKN2 overexpression gastric cancer cell lines were experiment group
渊GKN2冤, the control group was gastric cell lines was transfected with empty vector 渊vector冤 . GKN2 expression
was measured by RT -PCR; the effect of GKN2 on gastric cell lines adhesion, invasion and viability was
measured by adhesion assay, Transwell assay and MTT assay. Results The success of transfection was
demonstrated that the expression of GKN2 in GKN2 group increased significantly by compared to vector group
渊P<0.05冤; adhesive ability of cells in GKN2 group was decreased 渊P<0.05冤; invasion ability of cells in GKN2
group was inhibited 渊P<0.05冤 and the percentage of viable cells was decreased in GKN2 group 渊P<0.05冤.
Conclusion Gastrokine-2 inhibits the adhesion, invasion ability and viability rate of gastric cancer cells.
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癌细胞的研究袁目前尚无相关报告遥 因此袁本研究将
探讨 GKN2在体外对胃癌细胞生物行为学的影响遥
1 材料与方法

1.1 细胞培养 胃癌细胞系渊SGC-7901 和 AGS冤
购自 American Type Culture Collection 公司渊ATCC袁
马纳萨斯袁VA袁美国冤遥 用含 10%FBS的 RPMI1640
培养基渊Gibco公司袁格兰德艾兰袁NY袁美国冤在 37 益袁
5% CO2的培养箱中培养遥
1.2 质粒的构建及转染 利用软件 Clone Manager 7
设计 GKN2 的引物渊F, ATGCAAGCTTATGAAAATA
CTTGTGGC 和 R, GCATCGAGCTAAACATGAATG
TCT冤袁将经过 PCR 扩增尧酶切后得到目的基因与
pEGFP-N1 载体连接袁然后经过转化尧筛选后进行
质粒提取袁将得到的质粒进行酶切及测序鉴定遥利
用 Lipofectamine 2000 渊Invitrogen 公司, 卡尔斯巴
德袁CA, 美国冤进行 GKN2 过表达质粒与胃癌细胞
系渊SGC-7901和 AGS冤的转染为 GKN2组遥以空载
质粒转染上述细胞为 vector组遥
1.3 RT-PCR实验 将胰蛋白酶消化收集到的细

胞用 Trizol Reagent 渊Invitrogen 公司 ,卡尔斯巴德袁
CA, 美国冤处理袁加入氯仿充分振荡后静置 5 min曰
在 4 益袁8000 r/min 离心 20 min袁 完成离心后取上
清加入等量的异丙醇袁 静置 5 min 后在同样的条
件下再次离心 20 min袁小心去除上清袁加入无 RNA
酶水将沉淀溶解袁取 1 滋l 测 RNA 总量袁其余保存
于-80 益冰箱遥 采用 PrimeScript RT Reagent Kit 试
剂盒渊Invitrogen 公司袁卡尔斯巴德袁CA, 美国冤的说
明书进行反转录袁 采用 SYBR Premix Ex Taq TM II
试剂盒渊Invitrogen公司袁卡尔斯巴德袁CA, 美国冤进
行实时荧光 PCR遥 反应结束后确认实时荧光 PCR
的扩增曲线和融解曲线袁进行 PCR 定量时制作标
准曲线遥
1.4 蛋白质印迹法 将准备好的细胞样品用

RIPA裂解液制备好的样品袁用 12%的 SDS 聚丙烯
酰胺凝胶电泳分离遥电泳完毕后取出凝胶袁将胶上
的蛋白质转移至硝酸纤维膜上遥 将膜于特异的一
抗和二抗孵育渊抗体用 TBST 缓冲液稀释袁一抗
与二抗孵育之后用 TBST 缓冲液洗膜 3 次袁 每次
15 min冤袁所有的抗体都购自北京生物科技有限公
司 渊北京袁 中国冤遥 蛋白条带用 Odyssey Imaging
Systems 显影并保持图像遥 蛋白条带的光密度用
Image-Pro-Plus 5.1软件进行定量分析遥

1.5 细胞黏附实验 将 24 孔板用 20 滋g/ml 的纤
维连接蛋白溶液包被袁4 益过夜曰 将制备好的单细
胞悬液渊浓度为 5伊104/ml冤分别用不同浓度的丙泊
酚的实验培养基在 37 益袁5% CO2培养箱中培养
30 min袁用 PBS 洗掉未黏附细胞后袁用 4%多聚甲
醛在室温下固定细胞 15 min袁 然后用 1 颐1000 的
Hoechst在室温下孵育细胞 10 min遥 在荧光显微镜
下观察采集图像袁 然后用 Image J 统计黏附的细
胞数遥
1.6 细胞侵袭实验 根据说明书使用 Corning
Costar Transwell Cell Culture Inserts 渊CLS3464; Corning
公司袁NY袁美国冤 进行细胞侵袭实验遥 在丙泊酚或
对照溶剂处理 24 h 后袁用无血清培养基制成单细
胞悬液渊1 伊105/ml冤遥 上层小室加入 100 滋l细胞悬
液袁下层小室加入全培养基遥 12 h后用 4% PFA固
定迁移的细胞并用结晶紫溶液染色 15 min遥用荧光
显微镜拍摄图片遥
1.7 四甲基偶氮唑盐渊MTT冤法 细胞培养在 96
孔板中三组不同浓度的培养基中袁 在 37 益袁5%
CO2培养箱中培养 24 h 后袁小心吸去培养上清袁加
入 100 滋l新鲜培养基袁每孔加MTT溶液袁继续 37 益培
养 4 h袁然后小心吸掉培养上清袁每孔加入 100 滋l
DMSO袁使结晶物充分溶解遥 用酶联免疫检测仪在
490 nm处测量各孔的吸光值袁代表活性细胞百分比遥
1.5 统计学处理 各组计量数据以均数依标准差
渊曾依s冤表示袁数据采用 SPSS 16.0 统计分析软件统
计分析遥 用 Shapiro-Wilk 法进行正态性检验袁用
Leven法进行方差齐性检验遥各组均数两两比较用
LSD-t检验遥 P<0.05为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 GKN2 过表达 SGC-7901/AGS 胃癌细胞模型
构建成功 在荧光显微镜下观察慢病毒转染效

率袁 结果显示袁 经过筛选袁 慢病毒转染效率达到
90%以上袁证明慢病毒已成功导入胃癌细胞株遥 为
了进一步确定 GKN2 在胃癌细胞株中过表达袁我
们利用 RT-PCR 和蛋白质印迹法检测相关胃癌细
胞株GKN2的表达情况遥与 vector组相比袁GKN2组
GKN2的表达量明显增加渊P<0.001冤袁见图 1尧图 2遥
2.2 GKN2 过表达 SGC-7901/AGS 胃癌细胞黏附
能力降低 细胞黏附实验结果表明 GKN2 过表达
质粒转染胃癌 AGS 和 SGC-7901 细胞后袁 细胞的
黏附能力明显降低渊图 3冤遥由此可见 GKN2可以抑
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制胃癌细胞体外黏附能力遥
2.3 GKN2 过表达 SGC-7901/AGS 胃癌细胞侵袭
力降低 Transwell 实验结果表明 GKN2 过表达质
粒转染胃癌 AGS 和 SGC-7901 细胞后袁 细胞的侵
袭率明显降低渊图 4冤遥

2.4 GKN2 过表达 SGC-7901/AGS 胃癌细胞活性
明显降低 MTT实验表明 GKN2 过表达质粒转染
胃癌 AGS 和 SGC-7901细胞后袁 细胞的活性明显
降低渊图 5冤遥
3 讨论

本研究发现袁 与对照组相比袁GKN2过表达胃
癌细胞黏附尧侵袭能力和细胞活性明显降低遥我们
首次通过体外实验证实 GKN2 过表达对胃癌细胞
的生物行为学有明显抑制作用曰由此可推测 GKN2
对胃癌的发生发展发挥着关键作用遥

GKN2 也曾被称为 TFIZI尧GDDR尧blottin袁它是
近年来新出现的胃癌抑癌基因家族-gastrokine 家
族中的一员遥 GKN2基因位于人类染色体 2 p13袁与
gastrokine 的另一个成员 GKN1基因相距 22 kb袁两
者具有很高的同源性遥GKN2基因包含了 5个外显

图 1 RT-PCR检测 GKN2导入成功
注院***代表与 vector组相比差异有统计学意义 (P<0.05) (SGC-
7901: GKN2 比 vector, P=0.0012; AGS: GKN2 比 vector, P=
0.0026)

图 2 蛋白质印迹法检测 GKN2导入成功
注院***代表与 vector 组相比有显著性差异 (P<0.05) (SGC-
7901: GKN2 比 vector, P =0.019; AGS: GKN2 比 vector, P =
0.021)

茁-actin

图 3 胃癌细胞体外黏附能力的比较

注院***代表与 GKN2组相比有显著性差异 (Hoechst染色)(P<
0.05) (SGC-7910: GKN2比 vector, P=0.0037; AGS: GKN2 比
vector, P=0.0029)
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子袁 共同编码一个相对分子质量 18.3 的蛋白袁主
要分布于胃小弯侧的胃黏膜细胞中咱4暂遥 GKN2基因

最先由中国学者克隆袁 同时发现人 GKN2 基因与
来自鼠的正常胃黏膜的一个大小为 750 bp的基因
部分同源袁 而且 GKN2 在人体胃癌组织中的表达
相对于正常胃黏膜明显下降甚至缺失咱5暂遥 GKNs是
一种由胃黏液分泌细胞产生的胃特异性蛋白质分

子袁 随黏液一起覆盖于胃黏膜层的表面袁GKNs对
维持胃黏膜的完整性和稳态起了至关重要的作

用咱6暂遥很多研究表明 GKNs可以作为治疗和诊断胃
癌新的靶点咱7,8暂遥 我们之前的研究已经表明胃癌患
者样本中的 GKN2 表达下调 咱7暂曰为了进一步证实
GKN2在胃癌发生发展中的关键作用袁我们进一步
通过 GKN2 过表达细胞株证实 GKN2 可以明显抑
制胃癌细胞的黏附尧侵袭和活性遥

胃癌细胞黏附能力的增强为癌细胞侵袭和转

移的重要因素袁 癌细胞从原发灶到新的部位形成
新的瘤体袁要经过与内皮细胞尧内皮下基底膜和实
质器官宿主细胞的黏附遥癌细胞黏附有易变性袁如
癌细胞运动时袁 是黏附和去黏附不断交替来完成
的遥 黏附性太强袁可使癌细胞运动停止或变慢曰若
粘附性太弱袁也不利于细胞转移和侵袭咱9暂遥 癌细胞
离开其原发灶组织而侵犯至邻近组织袁 并在该处
继续繁殖生长袁这个过程就是癌细胞的侵袭过程曰
包括癌细胞的原位运动和异位运动曰 侵袭是恶性
肿瘤最重要的特征之一袁 也是影响患者预后的主
要因素咱9暂遥 癌细胞分裂周期失控袁不受正常调控系
统的控制袁能持续的分裂与增殖曰癌细胞失去定着
依赖性袁 可以在琼脂尧 甲基纤维素等支撑物上生
长曰其活力显著高于正常细胞袁这也是肿瘤难以治
愈的原因之一 咱9暂遥 从 GKN2对胃癌细胞生物行为
学的影响可以推测袁GKN2抑制胃癌发生发展的关
键蛋白质分子袁但其确切的机制有待进一步研究遥

综上所述袁 体外实验证实 GKN2 对胃癌细胞
的黏附尧侵袭和活性都有明显的抑制作用袁为在体
实验的进一步研究提供了理论依据遥
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