
中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513+

!"#$ 在胃癌干细胞中表达及其与胃癌
侵袭转移的相关性研究

收稿日期!

!&#%'"('#!

"修回日期!

!&#%'&)'##

基金项目!中国医学科学院医学与健康科技创新工程"

!&#)'*!+','&#,

#$

中国医学科学院医学与健康科技创新工程%

!&#-'*!+','&&.

&

通信作者!冉宇靓'

/!0123

!

41567832159:#!);<=0

舒 雄#刘辉琦#潘韵芝#孙力超#遇 珑#孙立新#杨治华#冉宇靓
!国家癌症中心

>

国家肿瘤临床医学研究中心
>

中国医学科学院北京协和医学院肿瘤医院"北京
?&&&!?

#

摘 要!$目的% 探讨
/@A?

在胃癌干细胞中的表达及其对胃癌侵袭转移的影响& $方法% 以胃
癌

B@C!.

模型"实时荧光定量
DEF

和双色细胞免疫荧光检测
/@A#

在其分选的
EG((

H细胞中
的表达情况& 运用慢病毒载体稳定干扰

BC@!.

中
/@A?

的表达" 并用实时荧光定量
DEF

和
IJKLJ45 M3=L

检验干扰效率 & 流式细胞术分选稳定干扰
/@A?

的
B@C!.

中
EG((

H细胞后
'

KNF@O!/@A#

("实时荧光定量
DEF

检测其
A<L!(

)

B=P !

以及干性相关基因
@15=9

的表达"同
时分别进行细胞成球实验) 体外侵袭与体内致瘤的胃癌干细胞生物学特性研究"

IJKLJ45 M3=L

检测
/@A#

对胃癌干细胞侵袭转移影响的相关分子机制* $结果%

B@C!.

的
EG((

H细胞中
/@A#

基因和蛋白表达明显高于
EG((

'细胞"并建立稳定干扰
/@A#

的
BC@!.

*

KNF@O!/@A#

细胞中干性基因
A<L!(

+

B=P !

和
@15=9

中
0F@O

的表达显著低于
DQR!EL4

细胞'

DS&;&.

#, 与
DQR!EL4

细胞相比较"

KNF@O!/@A#

细胞的自我更新能力) 侵袭能力和肿瘤重量显著降低,

IJKLJ45 M3=L

检测
KNF@O!/@A#

细胞中
R20J5L25

)

B5123

和
@!<1TNJ425

下调表达" 同时
/!<1T!

NJ425

上调表达" 并伴随
OUV

和
D*,U

的磷酸化水平降低" 提示
/@A?

的作用可能通过
D*,U>

OUV

信号通路激活, $结论%

/@A?

在胃癌干细胞中高表达"其在调控胃癌侵袭转移能力中发
挥重要作用,

关键词!胃癌干细胞-

/@A?

-

EG((
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"

EN25JKJ
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"

bJ2W259 ?&&&!?
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EN251

#
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%

V= 25cJKL291LJ LNJ JP`4JKK2=5 =_ J5=31KJ!? d/@A?e 25 91KL42< <15<J4 KLJ0 <J33K

d]EBEKf 15T 2LK 4J31L2=5 L= LNJ 25c1K2=5 15T 0JL1KL1K2K =_ 91KL42< <15<J4;

$

+JLN=TK

%

EG((

H

<J33K

gJ4J K=4LJT _4=0 N8015 91KL42< <15<J4 B@C!. <J33K

"

LNJ JP`4JKK2=5 =_ /@A# 0F@O 15T `4=LJ25

g1K TJLJ<LJT M7 FV 'DEF 15T Lg=!<=3=4 20085=_38=4JK<J5<J 0JLN=T; BC@!. <J33K 15T K=4LJT

EG((

H

<J33K gJ4J L415K_J<LJT g2LN KN=4L N124`25 F@O dKNF@Of L= a5=<a T=g5 LNJ JP`4JKK2=5 =_

/@A#; VNJ JP`4JKK2=5 =_!A<L!(

"

B=P !! 15T KLJ05JKK!4J31LJT 9J5J!@15=9 g1K TJLJ<LJT M7 FV'

DEF

"

15T LNJ M2=3=92<13 <N141<LJ42KL2<K =_ ]EBEK gJ4J JP1025JT M7 K`NJ4J <=3=57 _=401L2=5 1KK17

"
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H

<J33K _4=0 B@C!. g1K K2952_2<15L37 N29NJ4 LN15 LN1L 25 EG((

'

<J33K; VNJ 0F@O JP`4JK!

K2=5 =_!A<L!(

"

B=P ! 15T @15=9!_4=0 KNF@O!/@A# <J33K g1K K2952_2<15L37 3=gJ4 LN15 LN1L =_ <=5!

L4=3 DQR!EL4 <J33K dDS&;&.f; E=0`14JT g2LN LNJ DQR!EL4 <J33K

"

LNJ KNF@O!/@A# <J33K KN=gJT K29!

52_2<15L37 TJ<4J1KJT KJ3_!4J5Jg13 <1`1<2L7 15T 25c1K2=5 1M232L7
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15T LNJ L80=4 94=gLN 25 c2c= g1K

25N2M2LJT; IJKLJ45 M3=L KN=gJT LN1L R20J5L25
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"
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K899JKL259 LN1L /@A# 017 MJ 1<L2c1LJT M7 OUV>D*,U K29513259 `1LNg17;

$

E=5<38K2=5

%
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-
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胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一! 其发病

率在恶性肿瘤范围内仍保持着第
&

位! 死亡率为第

!

位"

'

#

$ 胃癌是我国高发的消化道恶性肿瘤!发病率

占到全世界的
&!(

左右!每年发病
&)

万例!死亡人

数超过三分之二!近年来尽管外科手术治疗%放射治

疗% 药物治疗和肿瘤治疗等综合治疗方案取得了一

定进展! 但其
*

年生存率仍然很低! 其预后仍不理

想$ 肿瘤干细胞是指在肿瘤组织中只有一小部分细胞

具有无限增殖及分化的能力!能维持肿瘤的形成及生

长"

!

#

$ 此外!肿瘤干细胞被认为是肿瘤转移的主要原

因$ 近年来在乳腺癌%前列腺癌%结肠癌%肝癌%胰腺

癌%胃癌等相继发现肿瘤干细胞 "

+,%

#

!通过细胞表面

标志物分离肿瘤干细胞被广泛使用! 尤其
-.&&

作

为一种广泛存在于细胞表面的跨膜糖蛋白已被用于

分离胃癌干细胞"

$

#

$

烯醇化酶
'

&

/01234/!'

!

567#

'属于烯醇化酶家

族! 是由
!

个含有
&++

个氨基酸% 相对分子质量约

&8 )))

亚单位构成的二聚体"

#)

#

$许多研究已经证实!

567!#

除了可催化
9:;

与
959

之间的转化!

567!2

在肿瘤发生发展%细胞凋亡%纤溶酶原激活和纤溶酶

活性% 肌生成和肌肉再生等许多生物学过程中发挥

重要调控作用$ 目前
567#

与胃癌干细胞的关系尚

缺乏报道! 本研究重点探讨
567#

在维持胃癌的干

性及促进侵袭转移中的作用! 阐明其相关的分子机

制! 将来为我们靶向胃癌干细胞的治疗提供新的靶

点$

#

材料与方法

!"!

材 料

人胃癌细胞系
<6=!*

由中国医学科学院肿瘤

研究所细胞及分子生物学实验室保存 $

.>5>

%

.>5>?@#!A'"'B

培养基
ACDE210/B

%胎牛血清%

F!8A:GH!

E1B

%人表皮生长因子
A5:@B

%白细胞抑制因子
AIJ@B

%人

碱性成纤维生长因子
AH@:@B

!

@JK- >1L4/ ;0MG!CL!

N30 -.&&

购自
F. FG14EG/0E/4

公司! 一抗
7-K!&

%

<1O !

%

6301P

%

5!E3QR/SG0

%

6!E3QR/SG0

%

TGN/0MG0

%

<03G2

%

9J+U

%

V!9J+U

%

;UK

和
V!;UK

购自美国
-<K

公司!二

抗
CW9!

羊抗小鼠
JP:

购自
X3EY410

公司!

KS304Z/22

小室购自
>G22GV1S/

公司$

!"#

方 法

'[![# 4RW6;

干扰沉默
567#

的
<6=!*

细胞的构建

对数生长期的
<=6!*

细胞!消化后制备成单细

胞悬液!细胞计数后!按照
###\

* 细胞接种入
K!*

培

养瓶!过夜培养$ 将稀释好的实验组&广州锐博生物

科技有限公司提供
4R567'!;

(

K:;;-:;:;;:K-!

-K:-;;

%

4R567'!F

(

;K:K-;K-;;::;:;;;K;

%

4R567'!-

(

;-K:KK:;::KK:;K-K-K

%

4R567'!.

(

K;--:-KK--KK;:;;-KK

' 和阴性对照组
9IT!-MS

组分别加入到细胞培养基中$培养
!&R

后!进行细胞

换液!除去病毒$ 培养扩增后!用流式细胞仪分选感

染细胞中
:@9

阳性的细胞!带回实验室继续培养扩

增!冻存保种后进行干扰效率鉴定!选出干扰效率最

高即
4RW6;!567'

组用于后续试验$

'[![!

流式细胞分选分离胃癌干细胞

本 室 采 用
@JK- >1L4/ ;0MG!CLN30 -.&&

以

'"&\\

比例稀释抗体孵育细胞!然后
9F<

洗涤
!

次!

使用流式细胞仪&

F. @;-< -32GHLS

'分选
<6=!*

的

-.&&

]和
-.&&

^细胞$

'[![+ W/32!MGN/ 9-W

检测
567'

和干性基因的表达

采用
;LSLN

K>

M1M32 W6; >G0G YGM

&

FG1!S3Q

'提取

流式分选后
<6=!*

的
-.&&

]和
-.&&

^细胞
W6;

!具

体操作(收集细胞
9F<

洗
'

遍!加
+*\!2

裂解液枪

头上下吹打
'!

次!加入
+*\!2

的
8\(

乙醇!枪头上

下吹打!插入
W6;

吸附柱在
!N2

管)转移裂解液!离

心
+\4

!弃掉滤液)加入
%\!2

稀释液
.634/ "

!在室

温孵育
'*NG0

!离心
+\4

弃掉滤液)加入
8\\!2

高严

紧洗液离心
+\4

!弃掉滤液)加入
8\\!2

低严紧洗液

离心
'NG0

!弃掉滤液!再次离心
!NG0

)放置
W6;

离

心吸附柱在
'[*N2

离心管中)加入
%\!2 8\$

的溶解

液在膜上!孵育
'NG0

!离心
!NG0

!获取总
W6;

$

提取总
W6;

的
E.6;

合成采用
G<ESGVMK> E.!

6; 4D0MR/4G4 YGM

&

FG1!S3Q

'!放在
9-W

仪!反应条件为

8\$ *NG0

!

&!$ +\NG0

!

%*$ *NG0

!

&$

保存!利用
<41

@34MK> 5_3:S//0 4LV/SNGO ZGMR I1Z W1O YGM

&

FG1!

S3Q

'! 反应体系为(

<41 @34M 5_3:S//0 4LV/SNGO ZGMR

I1Z W1O '\!2

!

@1SZ3SQ VSGN/S \[*!2

!

W/_/S4/ VSGN/S

\[*!2

!

.6; M/NV23M/ !!2

!

W634/!`S// C

!

7

总 体 积

!\!2

$ 反应体系(预变性
$*$ '\NG0

!变性
$*$ !4

!

退火
a\$ +\4

! 延伸
8\$ '\4

!

&\

个循环!

S/32!MGN/

9-W

反 应 和 信 号 检 测 在
;FJ8*\\ S/32!MGN/ 9-W

论 著 '&&
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&'&()*

!

+,,-.)/ 0.1&'&()*&

"完成#

23!34

双色细胞免疫荧光

在无菌玻片中接种细胞$ 于
56!

%

789:

!

孵箱

中培养
4%;

# 加入
48

多聚甲醛溶液固定
#7*.<

$弃

去固定液$加入
=378(>.(1<?"#==

$通透
7*.<

$

@0AB

洗

涤
7

次$

7*.<C

次# 加入一抗室温孵育
2;

$用含
=328

0A+

的
@0AB

洗涤
7

次后加入荧光二抗$ 避光室温

孵育
5=*.<

$ 洗涤后用含
7=8

甘油的
!!DC*-

的

E+@F

染色$封片$荧光显微镜下拍照#

#3!37

体外自我更新能力的分析

文献报道 &

##

'

$肿瘤干细胞可在无血清培养基中

悬浮生长$ 形成由单个干细胞分化而来的球体细胞

!

&,;)>) G)--&

"$ 是肿瘤干细胞的标志之一# 取分选

AHI"7

中
&;JI+"KI:#

组和
@LM"9(>

组
9E44

N细

胞$以
7==

个
C

孔的密度接种于低粘附
!4

孔板$用含

=3%O

甲 基 维 素 的
LFP

!

2=<DC*-

"%

KQP

!

!=<DC*-

"%

RPQP

!

!=<DC*-

"和
0!6

!

2 #7=

"的
ESKS"P2!

无血清

培养基培养$在
56!

%

789:

!

孵箱中培养$

6/

观察成

球情况#

23!3T

体外侵袭实验

取无血清培养基稀释后的
SU(>.D)-

胶!

2*DC*-

"

7=!-

平铺
B>U<&V)--

小室的上室$ 放置
56!

培养箱

#;

# 然后将分选
AHI"7

中
&;JI+"KI:#

组和
@LM"

9(>

组
9E44

W细胞$ 以
2$2=

7

C*-

密度%

!==!-C

孔均匀

滴加在上室$

B>U<&V)--

的下室加入
J@SF"2T4=

完全

培养基#

4%;

后$制片%割片%

E+@F

染色$观察结果#

23!36 0+L0CG

裸鼠致瘤实验

分 选
AHI"7

中
&;JI+"

KI:2

组和
@LM"9(>

组
9E44

W细

胞$ 计数重悬于
=3!*- @0A

中#

接种于每只裸鼠后背部右侧皮

下$每组
T

只# 肿瘤干细胞标志

物阴性组及未分选组作为对

照# 每周测皮下移植瘤长径和

短径
!

次 $ 用公式
MX

!

"CT

"

$

!长径
$

短径
$

短径" 计算瘤体

积#

4

周后采用引颈法处死动

物$取肿瘤组织拍照%称重#

23!3%

蛋白质印迹

采 用
AYRG)--Y-U> @>1().<

P>UG(.1<U(.1< Z.([B;)>*1 @.)>G)\

提 取 分 选
AHI"7

中
&;JI+"

KI:2

组和
@LM"9(>

组
9E44

W细胞总蛋白# 将待分离

细胞用适量的
J+@F

分离液$ 冰上裂解
5"*.<

(

4!

%

2! """>,*

离心
5"*.<

$取上清于
]%=!

保存备用# 采

用
09+

方法测定蛋白浓度$

AEA"@+QK

电泳%转膜%

抗体孵育$曝光进行蛋白质印迹实验#

!"#

统计学处理

采用
A@AA#53=

软件进行统计分析$计数资料的

比较采用
#

! 检验$计量资料的组间比较采用
(

检验$

检验水准
$X=3=7

#

!

结 果

$"! KI:#

在胃癌干细胞
9E44

W细胞中的表达

活细胞流式分选技术从
AHI"7

细胞中分离出

的
9E44

W细胞%

9E44

]细胞$因本室先前已证实
AIH"

7

中
9E44

W细胞为胃癌干细胞&

#!

'

$采用实时荧光定量

@9J

和双色细胞免疫荧光检测
KI:#

在胃癌干细胞

AHI"7

的
9E44

W细胞表达# 结果显示
KI:#

在
AIH"

7

中
9E44

W细胞的
*JI+

表达水平比
9E44

]细胞中

高
!!3!

倍!

@X=3===!

"!

P.DY>) #+

"# 接着$荧光共定

位发现
AIH"7

中
KI:#

与
9E44

W细 胞 呈 现 共 染

!

P.DY>) #0

"# 结果表明
KI:#

在
AIH"7

中
9E44

W细

胞中高表达#

$"$ KI:#

对胃癌干细胞
9E44

W细胞生物学特性影响

!3!3#

荧光定量
@9J

!

^)&()>< R-1(

检测
KI:2

的干

扰效率

采用荧光定量
@9J

$ 对构建
4

个
KI:2

的干扰

I1()

)

+

)

)?,>)&&.1< 1_ KI:2 *JI+ .< 9E44

W

G)--& 1_ AHI"7

(

0

)

)?,>)&&.1< 1_ KI:2 .< AIH"73

%&'()* ! +,-)*..&/0 /1 +23! &0 4565. /1 5788

9

:*;;.

+ 0

9E44

W

9E44

]

7"

4"

5"

!"

2"

"

I
1
>
*
U
-
.
`
)
/
_
1
-
/
)
?
,
>
)
&
&
.
1
<
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慢病毒载体进行筛选!

&'()'*+

,-.)

检测
/012

干扰效率
3

片

段干扰效率最高
45678*' !9

! 之

后进行了荧光定量
:;<

实验结

果显示和
&'()'*+ ,-.)

实验相

符! 因此"后续的实验
=>0!?

选

用
3

干扰片段来进行!

!@!@! /01#

对 胃 癌 干 细 胞

;ABB

C细胞干性基因表达的影响

流式分选
=0>!?

中
;ABB

C

细胞 #

(D<0E!/012

组 $

:FG!;)*

组%中的干性相关转录因子
1H)!

B

$

=.I !

以 及 干 性 相 关 基 因

0J+.7

的表达"

<'J-!)6K' :;<

实

验结果显示
L

与对照组
:FG!;)*

相比较"

(D<0E!/012

干性基因

1H)!B

$

=.I !

和
0J+.7

中
K<0E

的表达也显著低于
:FG!;)*

组

&

5678*' M

%&

:NO@O?

%' 说明
/012

在维持胃癌干细胞
;ABB

C细胞

干性特征中发挥重要作用!

!@!@M /012

对 胃 癌 干 细 胞

;ABB

C细胞自我更新的影响

自我更新能力是肿瘤干细

胞一个重要特征!流式细胞分选

胃癌细胞
=0>!?

&

(D<0E!/012

组$

:FG!;)*

组%

;ABB

C细胞"甲基

纤维素成球实验结果显示
L

与

:FG!;)*

对 照 组 比 较 "

(D<0E!

/012

组成球率显著下降"并且

形成的细胞球变小&

5678*' BE

%"

(D<0E!/012

组成球率为
2PQ"

M@?Q

"

:FG!;)*

组成球率为
!%Q"

2@%Q

"具有显著统计学差异&

:R

"@""P!

%&

5678*' B3

%! 说明
/012

在调节胃癌干细胞自我更新能

力中发挥重要作用!

!@!@B /012

对 胃 癌 干 细 胞

;ABB

C细胞成瘤能力的影响

为了进一步研究
/012

在体内对胃癌干细胞的

生长$致瘤和转移等因素的影响"流式细胞分选胃癌

细胞
=0>!?

中
;ABB

C细胞 &

(D<0E!/012

组$

:FG!

;)*

组%" 注射接种
2#2"

? 细胞至裸鼠皮下移植瘤实

验"观察分选细胞
M"

天后"分选的
;ABB

C细胞均能

!"#$%& ' ()*+,-"- ./ 0123 456%4--".) ") 718!9 :4++ +")4- ;, %4*+!<"=4

>?@ *)A B4-<4%) ;+.<

E 3

0.)'

(

E

(

(SD'*' T.*KJ)6.+ J,6-6)6'( 6+ (D<0E!/012 J+U :FG!;)* H'--(

)

3

(

H.KSJ*6(.+ .T (SD'*.6U

+8K,'* 6+ (D<0E!/012 J+U :FG!;)* H'--(@

:

F

G

!

;

)

*

(

D

<

0

E

!

E

(

D

<

0

E

!

3

(

D

<

0

E

!

;

(

D

<

0

E

!

A

2@?

2@"

"@?

"

0
.
*
K
J
-
6
V
'
U
T
.
-
U
'
I
S
*
'
(
(
6
.
+

(

D

<

0

E

!

E

(

D

<

0

E

!

3

(

D

<

0

E

!

;

(

D

<

0

E

!

A

:

F

G

!

;

)

*

C"D$%4 E 0FG3 %4D$+*<4A 456%4--".) .H -<4= :4++!%4+*<4A D4)4- .H I?J?-

?KLM

N

:4++- ") JFO!9

:FG!;)*

(D<0E!/012

1H)!B 0J+.7 =.I !

!@O

2@?

2@O

O@?

O

0
.
*
K
J
-
6
V
'
U
T
.
-
U
'
I
S
*
'
(
(
6
.
+

E 3

:FG!;)*

(D<0E!/012

=
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D
'
*
.
6
U
(
S
'
*
?
O
O
H
'
-
-
(

!?O

!OO

2?O

2OO

?O

O

0.)'

(

E

(

(SD'*' T.*KJ)6.+ J,6-6)6'( 6+ (D<0E!/012 J+U :FG!;)* H'--(

)

3

(

H.KSJ*6(.+ .T (SD'*.6U

+8K,'* 6+ (D<0E!/012 J+U :FG!;)* H'--(@

!"D$%4 M 0FG3 %4D$+*<4A <P4 -4+H!%4)4Q*+ *;"+"<, .H ?KMM

N

:4++- ") JFO!9

:FG!;)*(D<0E!/012
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在裸鼠中都能致瘤!与
&'(!)*+

对照组"

,-$!",-!.

#

相 比 较 !

/0123!425#

组 平 均 移 植 瘤 重 量 较 低

"

,-67",-#89

$! 具有显著统计学差异 %

&:,-,6;8

$

"

<=9>+? 8

$& 说明在
425@

增强胃癌干细胞
)A66

B细

胞的体内的致瘤性&

!-!-8 425#

对胃癌干细胞
)A66

B细胞侵袭能力的

影响

胃癌干细胞除具有高自我更新能力外! 强侵袭

能力是胃癌干细胞区别于普通肿瘤细胞的另一个重

要特征!它在肿瘤的侵袭和转移中扮演着重要角色&

为了探究
425#

在胃癌干细胞
)A66

B侵袭和转移中

的影响& 侵袭实验结果显示"

<=9>+? .3

'

C

#!与
&'(!

)*+

对照组相比较 !

/0123!425#

组的侵袭细胞数

%

#!#-$"8-#

#!是对照组
&'(!)*+

侵袭细胞数%

!7;-;"

#!-.

#的
,-8#!

倍!差异具有统计学意义%

&:,-,,,#

#&

该实验结果说明! 在
425#

促进胃癌
)A66

B细胞侵

袭转移发挥重要作用&

!"# 425#

在胃癌干细胞
)A66

B细胞中调节侵袭和

转移的作用机制

!-7-# 425#

在胃癌干细胞
)A66

B细胞中
4DE

的调

节作用

为了探究
4DE

是否参与
425#

调节胃癌干细

胞
)A66

B细胞侵袭转移过程及其可能的作用机制!

F?/*?+G HIJ*

结果表明! 与
&'(!)*+

对照组相比较!

/0123!425@

组中
4DE

过程的相关标志物
4!KLM!

0?+=G

蛋 白 上 调 表 达 ! 而
2!KLM0?+=G

'

(=N?G*=G

和

OGL=I

蛋白表达下调 %

<=9>+? ;

#& 说明
425@

通过

4DE

的过程增强胃癌干细胞
)A66

B细胞的侵袭和转

移能力&

!-7-! 425@

在 胃 癌 干 细 胞

)A66

B细胞中
&P7QR3QE

通路的

作用机制

为了深入研究
425@

调节

胃癌干细胞
)A66

B细胞中
&P7QR

3QE

通路的作用机制 !

F?/*?+G

HIJ*

结果表明!对比
&'(!)*+

组!

/0123!425@

组 显 著 下 调 了

&P7Q

和
3S*

蛋白的磷酸化 !其

&P7Q

和
3QE

总 蛋 白 也 不 变

%

<=9>+? %

#&上述结果暗示
425@

通过
&P7QR3QE

信号通路的作用

&'(!)*+

/0123!425@

$%&'() * +,-. ()&'/01)2 1'34(%&)5%6%17 08%/%17 49

:;<;= ;>??

@

6)//= %5 <,A!*

@-8

@-"

"-8

"

E
>
N
J
+
T
?
=
9
0
*
U
9
V

3 C

&'(!)*+

/0123!425#

6,,

7,,

!,,

#,,

,

2J*?

(

3

(

*0? =GWL/=JG KLXLK=*Y =G /0123!425# LGM &'(!)*+ K?II/

)

C

(

G>NH?+ JZ =GWL/=JG K?II/ =G

/0123!425# LGM &'(!)*+ K?II/-

$%&'() B +,-. ()&'/01)2 %5C0=%C) 08%/%17 49 :;<;= ;>??

@

6)//= %5 <,A!*

&'(!)*+ /0123!425#

2
>
N
H
?
+
/
J
Z
=
G
W
L
/
=
J
G
K
?
I
I
/
R
W
=
/
>
L
I
Z
=
?
I
M

$%&'() D +,-. ()&'/01)2 +EF!30(G)( &)5) 49

:;<;= ;>??

@

6)//= %5 <,A!*

&

'

(

!

)

*

+

/

0

1

2

3

!

4

2

5

#

425#

OGL=I

(=N?G*=G

2!KLM0?+=G

4!KLM0?+=G

!!LK*=G
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机制调控胃癌干细胞
&'((

)细胞侵袭和转移相关生

物学功能!

*

讨 论

胃癌是全球范围内癌症相关性死亡的主要原因

之一"存活率低"晚期患者复发率高! 在我国胃癌患

者中"约
$"+

是进展期腺癌"仅
#,+

为早期胃癌! 因

此针对胃癌的特异性治疗就显得更加迫切和需要"

尽管靶向胃癌药物已应用于临床治疗" 但治疗过程

中胃癌的复发# 转移和耐药仍是限制其疗效的主要

因素$

-*

%

!因此"研究胃癌复发#转移和耐药的机制"寻

找高特异性治疗的靶点是提高胃癌疗效乃至根治的

重要途径!

肿瘤干细胞是一类促使肿瘤发生#发展#复发"

且具有不定向分化能力和自我更新能力的细胞! 目

前靶向胃癌干细胞的治疗不失为一种好方法" 可解

决胃癌的转移和复发" 改善胃癌患者的预后情况"

对于肿瘤干细胞的各种体内外功能鉴定就依赖于

特异性的肿瘤干细胞标志物"如细胞膜蛋白和细胞

内酶 $

-(

%

! 目前"研究人员发现多种胃癌干细胞表面

标志物 " 其标志物有
&'((

#

&'((.&'!(

$

-/

%

#

&'((.

&'/(

$

-0

%

#

&'((.12&34

$

#5

%

#

&'5#

#

36'7-

等 ! 其 中

&'((

是一种广泛存在于细胞表面的跨膜糖蛋白"

是透明质酸的细胞表面受体" 同时是细胞外基质的

组成成分" 介导细胞与细胞# 细胞与基质之间的粘

附"发挥广泛的生物学功能$

-%

%

!

!!

烯醇化酶"作为糖酵解过程中一个关键的酶"

能在许多生理过程中发挥重要的作用! 它主要定位

于细胞质中"蛋白分子量为
(%8'9

!近年来的大多数

研究均表明
1:;-

在肿瘤中主要发挥促癌作用"多

项研究主要集中在非小细胞肺癌#肝癌#甲状腺嗜酸

细胞瘤以及黑色素细胞瘤等肿瘤 $

-$

"

!,

%

! 目前
1:;-

与胃癌干细胞的关系尚缺乏报道" 研究
1:;-

在维

持胃癌干细胞的干性及促进侵袭转移中的作用具有

极其重要的意义!

本研究我们首先通过
<=9>!?@A= B&<

和双色荧

光染色检测了
1:;-

在
C:D!/

中
&'((

)细胞中的表

达"发现
1:;-

基因和蛋白在
&'((

)细胞中高表达!

随后我们建立稳定干扰沉默
1:;-

基因的
C:D!/

细胞系 " 流式细胞荧光分选胃癌细胞
C:D!/

中

&'((

)细胞&

EF<:3!1:;#

组#

B6G!&?H

组'"检测
1:;#

对胃癌干细胞
&'((

)细胞生物学特征的影响! 结果

表明"对比
B6G!&?H

组"

EF<:3!1:;#

组干性基因表

达显著偏低"同时发现
EF<:3!1:;#

组的自我更新

能力显著低于
B6G!&?H

组! 为了进一步研究
1:;#

对
&'((

)细胞在体内的生长# 致瘤和转移等因素的

影响" 注射接种
#"#,

/ 个细胞至裸鼠皮下移植瘤实

验"观察
*,

天后"对比
B6G!&?H

组"

EF<:3!1:;#

组

&'((

)细胞的平均移植瘤重量明显偏低!此外"

1:;#

在体外侵袭的实验得到证实!

细胞表型在上皮细胞和间充质细胞之间的互相

转化的生物学特性称为上皮细胞间充质转化&

=2@!

?F=>@9>!A=E=IJFKA9> ?H9IE@?@LI

"

14M

'! 通过
14M

过

程" 上皮细胞失去了细胞(细胞间粘附# 顶(底极

性#运动能力低等特性"获得了某些间充质细胞的表

型"包括移动#侵袭#抗凋亡等特性$

!#

%

!越来越多的研

究表明"

14M

与肿瘤干细胞特征密切相关" 在肿瘤

转移#治疗抵抗和再复发中起关键作用!接下来我们

检测
1:;#

在
C:D!/

中
&'((

)细胞在
14M

过程的

作用" 对比
B6G!&?H

组"

EF<:3!1:;#

组中
1!J9N!

F=H@I

表达增加"下调表达代表间质细胞特性的标志

物如
:!J9NF=H@I

#

G@A=I?@I

和
CI9@>

! 以上研究表明"

1:;-

调控胃癌干细胞
&'((

)细胞
14M

的相关分

子"进一步证实在胃癌干细胞
1:;-

和
14M

有密切

联系! 为了探索
1:;-

在胃癌干细胞
&'((

)细胞的

相关体内外生物学功能的相关分子机制 "

O=E?=HI

P>L?

检测
1:;-

在
BQ*R.38?

信号通路相关基因表

达" 对比
B6G!&?H

组"

EF<:3!1:;-

组
BQ*R

和
38?

!"#$%& ' ()*+ %,-$./0,1 23456780 9/0:;/<

B

6

G

!

&

?

H

E

F

<

:

3

!

1

:

;

-

2!B-*R

B-*R

2!3RM

3RM

"!9J?@I
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蛋白磷酸化水平也逐渐下降! 而
&'()

和
*+,

蛋白的

总蛋白水平不变" 提示
-./0

蛋白通过促进
&'()

和

*+,

磷酸化! 而
&'()

和
*+,

总蛋白不变而激活
&'()1

*+,

通路"

本研究不仅对于阐明
-./0

在胃癌干细胞

2344

5细胞的多重生物学功能具有重要意义! 而且

将为
-./0

在胃癌干细胞作用机制研究提供新思

路! 同时还可为
-./0

作为疾病治疗的靶点以及筛

选作为疾病诊断和预后生物标记提供依据"
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