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摘要院目的 研究胃动蛋白 2渊GKN2冤高表达对 CD44渊+冤SGC7901胃癌干细胞渊GCSCs冤的增殖尧迁移尧侵袭的影响遥 方法 采用

免疫磁珠分选技术渊MACS冤从人胃癌细胞 SGC7901中分选 CD44渊+冤SGC7901 GCSCs袁免疫荧光测试分选效率曰将 GKN2高
表达腺病毒载体转染入 GCSCs袁Western Blot验证转染后 GKN2的表达情况曰CCK8尧Transwell迁移侵袭实验观察 GKN2高表
达对人 GCSCs增殖尧迁移和侵袭的影响遥 结果 免疫荧光结果显示袁CD44渊+冤SGC7901 GCSCs经免疫磁珠分选后数目大幅增
加曰CCK8增殖实验显示袁GKN2转染组在 450 nm处的 OD值均低于未转染组及空载体组 渊 约0.05冤曰Transwell迁移实验结果
显示袁GKN2高表达组迁移及侵袭至下室的细胞数均低于未转染组及空载体组渊 约0.05冤遥结论 GKN2高表达能抑制 CD44渊+冤
SGC7901 GCSCs的增殖袁且能抑制其迁移及侵袭能力遥
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Inhibitory Effect of GKN2 Gene Transfection on CD44(+)SGC7901 Gastric Cancer Stem Cells
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Abstract：Objective To investigate the effect of high expression of GKN2 on the proliferation, migration and invasion of CD44 (+)SGC7901 gastric
cancer stem cells (GCSCs).Methods CD44(+)SGC7901 GCSCs were isolated from human gastric cancer cell line SGC7901 by magnet-activated cell
sorting (MACS), and the sorting efficiency was tested by immunofluorescence. The GKN2 high expression adenovirus vector was transfected into
GCSCs, and the expression of GKN2 after transfection was verified by Western Blot. The effects of high expression of GKN2 on the proliferation,
migration and invasion of human GCSCs were observed by CCK8 and Transwell migration and invasion experiments.Results Immunofluorescence
results showed that the number of CD44 (+)SGC7901 GCSCs increased significantly after magnet-activated cell sorting. CCK8 proliferation assay
showed that the OD value of GKN2 transfection group at 450 nm was lower than that of non-transfection group and empty vector group ( <0.05).
Transwell migration assay showed that the number of cells migrating and invading to the lower chamber in the GKN2 high expression group was lower
than that in the non-transfection group and the empty vector group ( <0.05).Conclusion High expression of GKN2 can inhibit the proliferation,
migration and invasion of CD44(+)SGC7901 GCSCs.
Key words：Gastric cancer;Gastric cancer stem cells;GKN2

胃癌（gastric cancer）的死亡率在恶性肿瘤中
名列前茅，且逐年稳步增长[1]。影响胃癌预后的因
素有很多，如肿瘤干细胞（CSCs）与胃癌的预后较
差有关[2]。CSCs能促进癌细胞的生长与转移，胃癌
中同样存在 CSCs，即胃癌干细胞（GCSCs）[3，4]。
GCSCs 的存在是胃癌难以根治的重要原因之一，
因此越来越受到人们的关注。 Takaishi S等[5]最早
发现 CD44（+）的胃癌细胞具有干细胞特性，CD44
（-）细胞的致瘤潜能更低。CD44的表达与胃癌中

的多种干细胞标志物有关，是调控细胞干样特性

的中心环节[6]。CD44普遍应用于 GCSCs的分离鉴
定。GKN2（gastrokines-2）是胃粘液分泌细胞系产
生的一种分泌蛋白，其在胃癌中普遍表达减少或

缺失[7]。有证据表明[8，9]，GKN2缺失是胃癌发病机制
之一，并提示恢复 GKN2表达可作为抑制胃癌进展
的一个策略。可以推测，GKN2在 GCSCs中可能同
样表达缺失，且恢复 GKN2 的表达，对GCSCs可能
具有相似的抑制作用。为此，本研究用 GKN2高表达
腺病毒载体转染 CD44（+）SGC7901细胞，即胃癌样
细胞（GCSCs），验证转染前后 GCSCs中 GKN2的表
达，同时通过检测其增值、迁移、侵袭的影响，评估

GKN2对 GCSCs的抑制作用，现报道如下。
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1材料与方法
1.1实验材料 人胃癌 SGC7901细胞株为南华大学
肿瘤研究所保存并友情提供。人 CD44免疫磁珠及
MiniMACS分选器（Miltenyi公司），Alexa Fluor誖 488
anti-mouse/human CD44（Biolegend 公司），载体：
Ad-GFP-GKN2表达载体和 Ad-GFP空载体（汉恒
生物科技有限公司），iBindTM仪器、iBindTM溶液试剂
盒和 iBindTM卡片（Life 公司），抗体：兔抗人 GKN2
单克隆抗体、兔抗人 茁-actin单克隆抗体、二抗羊抗
兔 IgG-HRP（abcam 公司），CCK-8 试剂盒（日本同
仁供应，货号为 ck04），Transwell小室及 Matrigel基
质胶（Corning公司）。
1.2方法
1.2.1 SGC7901 细胞培养及免疫磁珠细胞分选
（MACS）淤取 SGC7901细胞，加入 5 ml含 10%~15%
胎牛血清的 RPMI-1640培养基，放入含 5% CO2以
及较高相对饱和湿度（95%）的 37 益恒温培养箱中
进行培养，细胞融合度达 80%以上时可进行传代。
于将 SGC7901 贴壁细胞用 4 益预冷的 AutoMACS
缓冲液制成细胞密度为 1伊107个/ml的悬液后离心，
每 1伊107个细胞加 80 滋l缓冲液及 20 滋l CD44免疫
磁珠于 4 益孵育 15 min，加 500 滋l缓冲液重悬。安
装 MiniMACS 分选器，往 MS 柱加入细胞悬液，
CD44（-）细胞会自然流出，而 CD44（+）细胞则吸附
于 MS柱中。取下 MS柱，于柱中加入 1 ml缓冲液，
用所配备的活塞非常快速果断地推下，流出的即为

CD44（+）细胞。将分选出的 CD44（+）SGC7901细胞
用无血清培养基（SFM）放入恒温培养箱中进行培
养。盂使用 Alexa Fluor 誖 488 anti -mouse/human
CD44 免疫荧光抗体检测 SGC7901 细胞分选后
CD44的表达情况。
1.2.2 CD44（+）SGC7901细胞瞬时转染，Western Blot
验证转染前后 GKN2的表达 淤腺病毒转染：取生
长状态良好的 CD44（+）SGC7901细胞，进行腺病毒
转染：加入 Ad-GFP-GKN2过表达载体或 Ad-GFP
空载体，将细胞分为未转染组、空载体组和 GKN2高
表达组，转染后用 SFM 培养基，放入培养箱中培
养备用。于Western Blot检测：提取各组细胞总蛋
白，取少量蛋白进行 BCA蛋白定量，其余进行加热
变性。取 20 滋l每孔样品，进行 SDS-PAGE电泳及
转膜，然后使用 iBind蛋白质印迹处理系统顺次完
成封闭、孵一抗、孵二抗和清洗步骤，整个过程自动

完成。最后 ECL 显影、拍照，最后用 AlphaIm原
ager2200软件进行结果分析。
1.2.3 CCK-8 增殖实验 取生长状态良好的未转染

组、空载体组、GKN2高表达组细胞，制成细胞细胞
密度为 2.5伊105个/ml的悬液，种于 96孔板，每孔种
100 滋l，每组设 6个复孔，另设一组只加 100 滋l SFM
培养基的空白孔组，余孔每孔用 100 滋l PBS补齐。
设 3块复板，分别培养 24、48、72 h后，每孔中加入
CCK8溶液 10 滋l，37 益恒温培养箱中孵育 2 h后使
用酶标仪测 450 nm处的 OD值，并计算 GKN2高表
达组抑制 CD44（+）SGC7901细胞生长的抑制率。
1.2.4 Transwell 迁移实验 取生长状态良好的 3 组
细胞，用不含血清的 RPMI-1640 培养基重悬，调
节细胞浓度至 1伊106个/ml，往 Transwell 上室中加
入 150 滋l 细胞悬液，24 孔板中加入 700 滋l 含
10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基作为下室，将
上室放在下室上，放入含 5% CO2以及较高相对
饱和湿度（95%）的 37 益恒温培养箱中培养 72 h
后，取出小室，4%多聚甲醛固定 15~30 min，结晶
紫染液染色 20 min，显微镜下拍照，取 5 个视野，
计数。

1.2.5 Transwell侵袭实验 Matrigel基质胶与不含血
清的 RPMI-1640培养基按 1颐5的比例混合（冰上操
作），往 Transwell上室中加入 40 滋l基质胶，细胞培
养箱中静置 2 h，待其形成薄层凝胶收集各组细胞，
余后步骤与 Transwell迁移实验相同。
1.3 统计学方法 将所得实验数据用统计学软件

SPSS 20.0分析，计量资料（ 依）表示，比较采用 检

验，约0.05表示差异有统计学意义。
2结果
2.1 免疫荧光检测分选前后 SGC7901 细胞膜 CD44
表达情况 使用 CD44荧光抗体孵育后，细胞膜表面
表达绿色荧光的即为 CD44阳性细胞。结果显示，未
分选的 SGC7901细胞可见少量阳性细胞；而分选后
CD44（+）SGC7901细胞数目大量增加，分选成功，所
得 CD44（+）SGC7901细胞为 GCSCs，见图 1。
2.2 Western Blot 验证转染前后 GKN2 的表达 Ad-
GFP-GKN2转染 GCSCs细胞 48 h后检测其转染前
后蛋白表达。GKN2高表达组中 GKN2的表达量增
加，证明 GKN2转染成功，同时证明 GCSCs细胞中
GKN2的表达缺失，见图 2。
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2.3 CCK8 增殖实验结果 3 组 450 nm 处的 OD 值
（OD450）见表 1，转染后不同时间点 GKN2 高表达
组 OD450均低于未转染组及空载体组，差异有统计
学意义（ 约0.05）。且随着时间的增加，抑制率（与空
载体组对比）呈现增高的趋势。GKN2高表达能抑制
GCSCs的增殖，且在转染后 96 h内，抑制率与时间
呈正相关。

2.4 Transwell迁移实验结果 Transwell下室中含有
的血清可以促使 GCSCs从上室往下室迁移，见图3；

血清使 GCSCs分化为贴壁的 SGC7901细胞，并且
细胞会被结晶紫染成紫色，显微镜下计数被染色的

细胞数，GKN2高表达组低于未转染组及空载体组，
差异有统计学意义（ 约0.05）。
2.5 Transwell侵袭实验结果 细胞穿过基质胶进入

下室的过程可模拟细胞对组织的侵袭行为，进入下

室的 GCSCs分化为贴壁癌细胞并被结晶紫染色。结
果显示，GKN2高表达组低于其余两组，差异有统计
学意义（ 约0.05），见图 4。

注：A：未分选 SGC7901细胞（伊20）；B：CD44(-)SGC7901细胞（伊20）；C：CD44(+)SGC7901细胞（伊20）
图 1 免疫荧光检测分选前后 SGC7901细胞膜 CD44的表达情况

A B C

未转染组

0.355依0.031
0.332依0.035
0.256依0.028

空载体组

0.331依0.027
0.301依0.026
0.203依0.016

OD450
0.298依0.029*
0.259依0.031*
0.169依0.014*

抑制率（%）
12.840
18.502
26.357

GKN2高表达组时间（h）

48
72
96

表 1 3组于转染后不同时间后的 OD450值渊 依 冤

注：与未转染组及空载体组比较，* 约0.05

注：A：未转染组（伊20）；B：空载体组（伊20）；C：GKN2高表达组（伊20）；D：与未转染组及空载体组比较，* 约0.05
图 3 GKN2对 GCSCs迁移能力的影响

A B

C D未转染组 空载体组 GKN2高表达组

图 2 Western Blot检测 3组 GCSCs细胞中
GKN2蛋白的表达

GKN2
茁-actin

18KD
43KD
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3讨论
近代观点认为，恶性肿瘤拥有的无限增殖能力

以及易于复发的特性，与肿瘤干细胞（CSCs）的存在
密切相关。CSCs只占整个肿瘤中的一小部分，却与
肿瘤的发生、发展、转移以及复发等行为有着密不可

分的关系[10-12]。研究 CSCs的前提是将其从肿瘤组织
中分离出来并对其进行鉴定。目前免疫磁珠

（MACS）法和流式细胞术较为常用，通过细胞表面
标志物进行细胞分选，如 CD44、CD24、CD133、
EpCAM等。而 CD44是其中最常用的，也是被认为
最关键的 GCSCs标志物[6，13]。本研究选用 CD44作为
分选标准，采用 MACS 法，从胃癌细胞系 SGC7901
中分离出 CD44（+）的细胞，再用免疫荧光法验证分
选是否成功，同时也验证 GCSCs只占肿瘤中的一小
部分这一理论。

GKN2 均属于胃动蛋白家族———“gastrokines”
（GKNs）成员，该家族是一种胃黏膜产生的分泌蛋
白，目前包含 3 个成员：GKN1、GKN2 和 GKN3。
GKN1和 GKN2都被认为在维持胃粘膜动态平衡、
抑制胃肠道肿瘤方面起着重要作用[14]，与胃癌的发
生密切相关。本研究主要探讨 GCSCs与 GKN2的关
系。Western Blot结果显示 GCSCs中 GKN2的表达
几乎缺失，说明 GCSCs与其余多种胃癌细胞系一
样，GKN2的表达显著降低，这提示 GKN2的表达水
平可能从干细胞水平就开始改变，再经过一系列的

调控机制，最终导致了胃癌的发生。因此，研究 GC原
SCs中 GKN2表达量的改变有较大的意义。前期研
究也已证实，GKN2高表达可抑制人胃癌 MKN28细
胞的增殖、迁移和侵袭[15]。而 GCSCs作为肿瘤恶性
行为的“罪魁祸首”。本研究选用转染效率高、转染速

度快的 GKN2过表达腺病毒载体，对 GCSCs进行瞬
时转染，并使用 Western Blot证实转染后 GKN2的
表达水平大幅度增加，说明瞬时转染成功。CCK8增
殖实验结果表明 GKN2能抑制 GCSCs的生长，且其
抑制作用在 96 h内与时间成正相关。该结果为研究
GKN2与 GCSCs间的作用关系创造了前提。研究表
明，CSCs的迁移侵袭能力较强，且与肿瘤组织的侵
袭性密切相关，GCSCs作为 CSCs中的一大类也同
样如此[16-19]。总之，GKN2能抑制胃癌细胞的侵袭性，
而 GCSCs 又在胃癌的侵袭性中起着重要作用，为
此，本研究采用 Tanswell法观察了 GKN2高表达对
GCSCs迁移及侵袭的影响。由于 GCSCs为不贴壁细
胞，为了便于观察，本次在下室中加入 10%胎牛血
清，使穿过小室的 GCSCs分化为贴壁的胃癌细胞。
结果显示，GKN2高表达组穿过小室的细胞数目减
少，这说明 GKN2高表达能显著抑制 GCSCs的迁移
及侵袭。GKN2的缺失会使其伴侣蛋白：TFF1，失去
其抑制胃癌侵袭和转移的作用[20，21]，而其具体机制，
则有待进一步探究。

目前，肿瘤的治疗已逐渐进入分子靶向阶段，寻

A B

C D
注：A：未转染组（伊20）；B：空载体组（伊20）；C：GKN2高表达组（伊20）；D：与未转染组及空载体组比较，* 约0.05

图 4 GKN2对 GCSCs侵袭能力的影响

未转染组 空载体组 GKN2高表达组
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找有效的基因靶点，针对性的抑制恶性肿瘤的生长，

是人们所追求的目标。许多研究表明，GKN2对胃
癌有抑制作用，本研究亦证实，GKN2 能够抑制
GCSCs。尽管 GKN2已发现多年，但其抑制胃癌的具
体机制依然未有完全阐明，仍有很高的研究价值，对

其进行更深入的探索与研究，可能为临床治疗胃癌

开拓新的方向。
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