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PLAC1 调控胃癌细胞血管生成拟态的机制研究及青蒿琥

酯治疗胃癌的初步探究

摘 要

研究背景：胃癌是常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率均位居前列。流

行病学研究表明，其 5 年生存率不足 30%，同时，约 80%以上的胃癌患者就诊

时就已处于进展期或发生远端转移。因此探究新型的胃癌治疗靶点以及新型药物

将有助于提升医学技术发展、人类健康水平和生活质量。PLAC1（胎盘特异性基

因 1）是癌-睾丸抗原家族成员之一，因其在生殖细胞和癌细胞中的特异性表达而

被认为是新型癌症治疗靶点，有很大的基础医学研究价值；血管生成拟态是独立

于内皮细胞的新型三维血管样结构，由癌细胞本身直接形成血管，因此常规的作

用于血管内皮细胞的抗癌药并无明显效果，血管生成拟态的发生被认为的恶性肿

瘤的标志之一，为肿瘤的进展和转移过程提供氧气、营养和转移通道，研究表明

该现象的发生由癌干细胞直接参与，基于癌症发展与胚胎发育有着相似的特点以

及共同的分化和增殖信号分子，且 PLAC1在胚胎发育中的特异性表达与调控功

能是已知的，因此我们推测 PLAC1能够调控胃癌细胞干性以及血管生成拟态现

象并对该调控作用的分子机制进行探究。另外，我们还初步探究了抗疟疾药物青

蒿琥酯治疗胃癌的作用。青蒿琥酯是青蒿素的衍生物之一，比青蒿素具有良好的

水溶性和抗疟疾作用，近年来逐渐发现其在癌症治疗研究中显示出潜在的临床有

效性，目前乳腺癌和食道癌等方面均得到了证实，而在胃癌相关研究中尚未有较

多结论得出。

研究目的：本研究分为两个部分：（1）探究 PLAC1调控人胃癌细胞MGC-803
血管生成拟态现象和干细胞性的功能，以及 PLAC1发挥作用的分子机制；（2）
初步探究青蒿琥酯对人胃癌细胞 SGC-7901和 HGC-27增殖、凋亡、转移以及周

期阻滞的调控作用并明确其分子信号机制。

研究内容和方法：在第一部分的实验中，首先通过 western blot和血管生成

拟态实验探究人胃癌细胞 SGC-7901和MGC-803的 PLAC1和形成血管生成拟态

的能力差异，并通过数据库 Kaplan-Meier 探究 PLAC1与胃癌预后间的关系；随

后我们构建了 PLAC1 过表达和敲减的MGC-803 细胞，探究血管生成拟态现象

的变化；为探究 PLAC1 对胃癌细胞干性的调控，我们通过流式细胞术分析

CD44+/CD24+细胞的占比、成球实验、Western Blot 实验检测干细胞转录因子

OCT4、SOX2和 Nanog的表达水平，以此反映癌干性的强弱变化；最后就 PLAC1
在MGC-803细胞中调控血管生成拟态和细胞干性的分子作用机制进行研究，并

检测了其在 SGC-7901细胞中转移功能上是否发挥调控作用。第二部分中，分别

在 0、30、60、90μM青蒿琥酯的作用下 SGC-7901和 HGC-27细胞，通过 CCK-8
实验检测其增殖作用、流式细胞术检测其凋亡水平和周期分布以及周期蛋白

CDK2、CyclinD1、CyclinE1，并通过 Transwell 实验和上皮间质转化相关蛋白

N-Cadherin、Snail和 Slug的表达水平来检测其迁移和侵袭能力，最后探究其是

否对 JAK2/STAT3信号通路产生影响。
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研究结果：PLAC1在 SGC-7901和MGC-803细胞的表达水平以及其血管生

成拟态形成能力均存在明显差异，且 KM数据库结果显示 PLAC1高表达胃癌患

者其预后不良；敲减 PLAC1后血管生成拟态被破坏，而过表达后则明显提升，

定量分析后差异有统计学意义（p<0.05）；PLAC1 的敲减同样减弱了 MGC-803
细胞的干性，表现为 CD44+/CD24+细胞比例明显降低以及成球能力和干细胞转

录因子表达水平的下降；分子机制上，我们检测到 PLAC1提升了 AKT的磷酸化

和 VEGFA、VEGFR2的表达水平从而调控胃癌细胞血管生成拟态和干性。

在青蒿琥酯治疗胃癌的初步探究方面，青蒿琥酯对人胃癌细胞 SGC-7901和
HGC-27的增殖抑制（p<0.01）并凋亡诱导（p<0.05）呈浓度依赖性；细胞周期

检测结果显示，青蒿琥酯诱导细胞周期阻滞以及周期相关蛋白 CDK2、CyclinD1、
CyclinE1 的表达下降；另外，在两细胞中周期阻滞情况略有不同，分别为在 S
期（p<0.05）和 G2/M期（p<0.01）的细胞数较对照组明显增多，差异显著；通

过 Transwell实验探究癌转移的结果显示，青蒿琥酯抑制了胃癌细胞的迁移和侵

袭并下调上皮间质转化相关蛋白 N-Cadherin、Snail和 Slug的表达水平，分子机

制的研究表明，青蒿琥酯通过抑制 JAK2/STAT3信号通路发挥抗肿瘤作用。

结论：本研究结果表明 PLAC1通过激活 AKT/VEGFA/VEGFR2信号通路促

进胃癌细胞血管生成拟态现象并增强细胞干性，为 PLAC1成为新型胃癌治疗靶

点提供实验依据；另外，我们在细胞水平上初步探究了青蒿琥酯治疗胃癌的有效

性和分子机制，拓宽了胃癌治疗研究的发展思路和研究方向。

关键词： PLAC1，胃癌，血管生成拟态，癌干细胞，青蒿琥酯
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Study on the Mechanism of PLAC1 Regulating

Vasculogenic Mimicry in Gastric Cancer Cells and Preliminary

Study of Artesunate in the Treatment of Gastric Cancer

ABSTRACT

Background：Gastric cancer is one of the common malignant tumors, and its
morbidity and mortality are high in China and even the world. More than 80% of
patients with gastric cancer were already in the advanced stage or had distant
metastasis when they visited the doctor, and their 5-year survival rate was less than
30%. Thus to explore the new gastric cancer therapeutic targets and new drugs will
help to enhance the level of medical technology development, human health and the
quality of life. Placenta-specific gene 1, a member of the cancer-testis antigen family,
is considered a novel cancer therapeutic target due to its specific expression in germ
cells and cancer cells and has great value in basic medical research. Vasculogenic
mimicry is a new type of three-dimensional structure vessels, independent of vascular
endothelial cell, in which the blood vessels directly formed by cancer cell itself, so the
conventional cancer drugs effects on vascular endothelial cells and has no obvious
effect. Vasculogenic mimicry is considered one of the symbols of the malignant tumor
and provides oxygen, nutrients and transfer channel for tumor progression and
metastasis process. Studies have shown that vasculogenic mimicry is directly involved
by the cancer stem cells. Since cancer development and embryonic development share
similar characteristics as well as common differentiation and proliferation signaling
molecules, and the specific expression and regulatory function of PLAC1 in
embryonic development are known, we speculated that PLAC1 could regulate the
stemness and vasculogenic mimicry of gastric cancer cells and explore the molecular
mechanism of this regulatory effect. In addition, we also preliminarily investigated the
effect of artesunate, an antimalarial drug, on gastric cancer. Artesunate is one of the
derivatives of artemisinin, which has better water solubility and anti-malaria effect
than artemisinin. In recent years, it has been gradually found to show potential clinical
effectiveness in cancer treatment research, which has been confirmed in breast cancer
and esophageal cancer. However, there are no more conclusions in gastric
cancer-related studies.

Purpose: This study was divided into two parts: (1) To explore the role of PLAC1
in regulating vasculogenic mimicry and stemness of human gastric cancer cell line
MGC-803, and the molecular mechanism also be studied; (2) To preliminarily
investigate the regulatory effects of artesunate on the proliferation, apoptosis,
metastasis and cell cycle arrest of human gastric cancer cells SGC-7901 and HGC-27,
and to identify the molecular signaling mechanisms.

Contents and methods: In the first part of the experiment, the differences in
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PLAC1 and the ability to form vasculogenic mimicry in human gastric cancer cells of
SGC-7901 and MGC-803 were explored by Western blot and VM culture, and the
relationship between PLAC1 and gastric cancer prognosis was explored at
Kaplan-Meier database. Subsequently, we constructed the PLAC1 overexpress- and
knockdown-MGC-803 cells to explore the vasculogenic mimicry formation changes.
In order to explore the regulation of PLAC1 on the stemness of gastric cancer cells,
we detected the proportion of CD44+/CD24+ cells by flow cytometry, Sphere
formation assay and Western Blot for stem cells-transcription factors OCT4, SOX2
and Nanog, reflects the changes in the stemness of cancer. Finally, we investigated the
molecular mechanisms by which PLAC1 regulates vasculogenic mimicry and cell
stemness in MGC-803 cells, and examined whether it plays a regulatory role in the
metastasis function of SGC-7901 cells. In the second part, treat SGC-7901 and
HGC-27 cells with Artesunate at 0, 30, 60, 90μM, respectively. CCK-8 assay was
used to detect the proliferation effect, flow cytometry was used to detect the apoptosis
and cell cycle distribution, as well as cyclin-related proteins, like CDK2, CyclinD1
and CyclinE1. Transwell assay and epithelial-mesenchymal transition (EMT)-related
proteins, N-cadherin, Snail and Slug were used to detect its migration and invasion
ability and then explored whether it affects the JAK2/STAT3 signaling pathway.

Results: There were significant differences in the expression level of PLAC1 in
SGC-7901 and MGC-803 cells as well as its ability to forming vasculogenic mimicry,
and the results from the KM database showed that gastric cancer patients with high
expression of PLAC1 had a poor prognosis. Vasculogenic mimicry vanished after
PLAC1 knockdown but was significantly enhanced after overexpression, and the
difference was statistically significant after quantitative analysis (p<0.05). PLAC1
knockdown also reduced the stemness of MGC-803 cells, characterized by a
significantly reduced CD44+/CD24+ cell proportion and reduced sphere-formation
ability and expression levels of stem cell transcription factors.
In terms of molecular mechanism, we detected that PLAC1 increased the
phosphorylation of AKT and the expression level of VEGFA and VEGFR2, thereby
regulating vasculogenic mimicry and stemness of gastric cancer cells.
In the preliminary research of artesunate in the treatment of gastric cancer, the
inhibitory effect of artesunate on the proliferation（p<0.01）of human gastric cancer
cells SGC-7901 and HGC-27 and induced apoptosis (P<0.05) at a
concentration-dependent manner. Cell cycle distribution results showed that
artesunate induced cell cycle arrest and decreased expression of cyclin-related
proteins CDK2, CyclinD1 and CyclinE1. Cell cycle arrest was slightly different in the
two cells, S phase (p<0.05) and G2/M phase(p<0.01) in SGC-7901 and HGC-27,
respectively.
Transwell assay showed that artesunate inhibited the migration and invasion of gastric
cancer cells and down-regulated the expression levels of EMT-related proteins
N-cadherin, Snail and Slug. Mechanically, artesunate exerts anti-tumor effects by
inhibiting the JAK2/STAT3 signaling pathway.

Conclusion: The results of this study showed that PLAC1 promoted vasculogenic
mimicry and enhanced cell stemness in gastric cancer cells by activating the
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AKT/VEGFA/VEGFR2 signaling pathway, providing an experimental basis for
PLAC1 to become a novel therapeutic target for gastric cancer. Besides, we
preliminarily researched the efficacy and molecular mechanism of artesunate in
treating gastric cancer at the cellular level, which broadened the development ideas
and research direction of the treatment of gastric cancer

KEY WORDS: PLAC1, gastric cancer, vasculogenic mimicry, cancer stem cells,
artesunate
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第一部分 PLAC1 调控胃癌细胞血管生成拟态的机制研究

引 言

胃癌起源于胃粘膜上皮细胞，是常见的恶性肿瘤之一，在我国其发病率居于

首位，因此胃癌相关基础研究具有重要的意义。癌转移通常预示着患者的不良预

后，肿瘤相关血管生成是癌转移的重要方式之一。通常，癌细胞通过分泌细胞因

子促进血管内皮细胞的生长从而发生癌转移并促使肿瘤生长与扩张[1]，然而于

1999年首次发现的血管生成拟态现象则与之不同——其独立于内皮细胞的新型

三维血管样结构，由癌细胞本身直接形成血管[2]，因此常规的作用于血管内皮细

胞的抗癌药并无明显效果。另外 VM现象已在许多类型的高侵袭性实体肿瘤中

观察到，其也与化疗耐药增加、低生存率和不良预后、侵袭和转移有关[3, 4]。在

基于胃癌的临床样本研究中曾指出[5, 6]，VM阳性的患者预后较差且与癌复发、

转移以及低分化有关，肿瘤低分化意味着其具有较高分化潜能同时也是恶性肿瘤

的表现。这表明，血管生成拟态可能是恶性肿瘤的重要标志同时也是一个潜在的

胃癌诊断标志物。因此，将血管生成拟态作为癌症相关基础研究的出发点将有助

于攻克目前癌症临床治疗所遇到的问题，提升治疗效果和预后。

胎盘特异性 1 基因(PLAC1)是癌症睾丸抗原(CTA)家族的成员之一。其在正

常组织中的表达仅限于生殖细胞和胎盘滋养细胞，在胎儿发育过程中表达[7, 8]。

在胚胎发育的过程中，PLAC1在整个人类妊娠过程中通过分化的滋养细胞表达，

并定位于合胞滋养细胞的膜结构，包括微绒毛质膜表面[9]；而在肿瘤组织或癌细

胞系中 PLAC1同样具有广泛表达[10, 11]，并与肿瘤的增殖、侵袭和转移有关。另

外，由于 PLAC1具有独特的免疫原性，因而被认为是肿瘤免疫治疗的一个潜在

靶点，并能在患者体内引发自发的抗体反应[12]。且已有体内研究证明了基于抗胎

盘特异性1 (PLAC1)的抗体药物偶联物在用于前列腺癌的靶向免疫治疗中发挥明

显作用，且未见明显细胞毒性作用[13]；FliC作为细菌佐剂，将其与 PLAC1融合

形成 PLAC1-fliC嵌合蛋白可引起体液和细胞反应，PLAC1已被证实为抗乳腺癌

的合适候选蛋白[14]。类似的免疫治疗作用同样在黑素瘤细胞[15]中观察到。将

PLAC1抗原作为一种特异性的抗癌疫苗可以诱导产生抗 PLAC1抗体从而使机体

能够自发对癌细胞产生拮抗作用。尽管研究发现反复不明原因植入失败的不孕症

患者抗 PLAC1抗体水平较高[16]，这使得人们担忧靶向 PLAC1甚至 CTA家族的

免疫疗法会影响生育等不良反应，但动物实验表明接种了 PLAC1肽混合物能持

续产生抗体且不会影响其生育[17]，因此靶向 PLAC1的免疫治疗方法的发展前景

和临床价值是值得期待的。

TP53 是一个经典的抑癌基因，Chen[18]等发现 TP53 在成纤维细胞中抑制

PLAC1的表达，这与大多数表达高水平 PLAC1的癌细胞系发现携带 TP53突变
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的初步结论一致；也有研究发现在一些 TP53突变的细胞系中 PLAC1 表达呈低

水平，表明 TP53对 PLAC1 的转录抑制作用在生物体内不是唯一的，还有未发

现的机制有待研究。在乳腺癌中 PLAC1 由 ERα（雌激素受体α）介导并激活其

转录[19]。EBV(Epstein-Barr virus)被认为是人类恶性肿瘤的成因之一； Burkitt's
淋巴瘤细胞系在该病毒基因组缺失后则不再具有成瘤性，基因表达阵列分析表明，

EBV-阴性的细胞其 PLAC1 的表达水平明显降低[20]，提示 PLAC1 在致瘤过程中

可能具有重要的调控功能，另外，Kim等[21]报道了 EBV阳性肿瘤细胞参与了胃

癌样本血管生成拟态的形成同时，我们也推测 PLAC1与血管生成拟态现象两者

间可能存在一定的调控作用。功能性研究表明，PLAC1能够促进肝癌细胞增殖

和转移[22]，并促凋亡以及诱导细胞 G1期周期阻滞，然而其在胃癌细胞中的研究

还较少。

癌症干细胞是指癌细胞中具有自我更新以及分化能力的细胞亚群，其具有与

干细胞相似的表型和功能，最早发现于急性髓系白血病细胞中[23]，曾被认为是肿

瘤起源细胞[24]。有研究曾指出癌干细胞参与血管生成拟态的形成[25]。血管内皮

钙粘蛋白(vascular endothelial-cadherin), 层粘连蛋白 5γ2链（laminin 5γ2 chain），
血管内皮生长因子受体 2(vascular endothelial growth factor receptor-2，VEGFR-2),
以及 VEGF， 血管生成素（angiogenin-1）, and ephrinA1, 都参与与血管生成拟

态过程[26]，基于脑胶质瘤细胞和原发性脑瘤的研究证明癌干细胞分泌的 VEGF
高于非致瘤细胞[27, 28]；另有研究表明在乳腺癌模型中 VEGF能够诱导癌干细胞

表达内皮细胞标记蛋白并在体内发生内皮分化[29]，以上研究表明癌干细胞在 VM
形成中发挥重要作用。有学者提出，癌症的许多基本特征与配子或胎盘的形成相

似[30]如迁移，侵袭，免疫颠覆（immuno subversion），细胞凋亡抗性，诱导血管

生成等，这为癌干细胞是肿瘤发生起点的观点提供支持；另外该文中同样指出

CT/CP抗原家族这类与胚胎发育过程相关的基因家族参与癌症发生过程，PLAC1
即为其中之一，且目前已有文献曾指出其在癌症研究中的意义与价值。因此，我

们推测 PLAC1能够对癌干细胞及其干性有调控作用。

另外，有学者认为癌症与配子体或胎盘过程的基本特征相似[31]，如侵袭、迁

移、免疫和诱导血管生成，因此，学者提出癌症可能是体细胞妊娠。因此我们推

测 PLAC1在癌症中发挥潜在的调控作用。Tchabo等[7]人提出在癌症发展过程中

可能存在着人类胚胎发育共同的调控干细胞分化和增殖信号，这也表明胚胎发育

从根本上与癌症发生的过程相似。一份妇产科相关研究发现，反复不明原因植入

失败的不孕症患者抗 PLAC1抗体水平较高[16]，由于胚胎发育中的植入过程与癌

细胞侵袭过程较相似，因此我们推测 PLAC1在癌侵袭转移过程中发挥调控作用。

也有文献表明 CTAs的表达指示着癌症干细胞，其表达会随着癌细胞的分化

和克隆形成能力的丧失而消失。此外，在与胃癌相关的研究中，研究指出 PLAC1
能够作为胃癌的预后指标同时有作为免疫治疗靶点的潜能，而关于 PLAC1调控

血管生成拟态的形成以及肿瘤干细胞行为的证据均未见报道。

癌细胞的干性能够指示其恶性程度以及分化潜能。干细胞表面有着独特的蛋

白表达，就胃癌干细胞来说，CD44和 CD24两种蛋白同时阳性表达是其重要标

志之一，因此在本研究中通过标定这两种蛋白标志物的表达来确定占比，从而反

映出细胞群体的干性。另外，细胞在无血清培养基中的成球能力也是癌干细胞的

特有功能，成球实验也是本研究中的一个重要指标。OCT4、SOX2 以及 Nanog
是三个重要的干细胞转录因子，我们同样关注与此，检测了在过表达或敲减

PLAC1后它们的表达水平，能够从转录调控的方面反映出胃癌细胞的干性水平。
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明确 PLAC1调控胃癌细胞的血管生成拟态功能以及干细胞性后，其发挥调

控的分子机制是值得进一步探究的。AKT 信号通路是调控癌细胞增殖、凋亡和

转移等过程的经典信号通路之一。有报道表明 AKT通路在肿瘤相关成纤维细胞

中的激活能够诱导血管生成拟态形成[32]。同时，AKT 信号通路同样参与干细胞

性的调控过程。在结肠癌中，TUFT1（Tuftelin 1）能够通过激活 PI3K/AKT信号

从而提升癌干细胞性以及长春新碱（一种抗癌药物）的耐受[33]。

肿瘤干细胞(Cancer stem cells, CSCs)通过多种机制刺激肿瘤血管生成，参与

肿瘤转移，学者在对干细胞比例相对较高的细胞进行研究时发现，其能分泌更高

水平的 VEGFA并激发出较强的血管生成能力，随后在 VEGFR2抗体的加入后，

其成血管能力丧失，因此 VEGFA/VEGFR2通路参与血管生成的过程，同时也观

察到功能的提升来源于干细胞中由EGFR/ AKT介导的NF-κB信号通路的激活[34]，

另外，AKT 通路的抑制剂 BEZ235 抑制了结肠癌干细胞的干性[35] ，表明 AKT
在癌细胞干性调控中发挥重要作用。因此我们推测 PLAC1调控的血管生成拟态

过程是否也有 AKT和 VEGFA/VEGFR2信号通路的参与。

我们在 KEGG数据库中发现，VEGFA/VEGFR2信号是血管生成通路上的重

要组成，而 PLAC1 能否对此进行调控还未见文献报道。已有的研究表明，

miR-27a-3p 促进胰腺癌的血管生成以及 lncRNA LOC100132354 在肺癌[36]中的

作用均是通过激活 VEGFA/VEGFR2信号实现的[37]，且 VEGFA/VEGFR2阻断剂

能显著抑制脑胶质瘤的血管生成[38]，表明该信号在血管生成过程中具有调控作用。

尽管 VEGFA/VEGFR2信号在肿瘤血管生成中的调控作用已经明确，但其在血管

生成拟态中的作用还未有文献支撑。由于普通的血管生成（angiogenesis）与血

管生成拟态（vasculogenic mimicry）有着本质的区别，且血管生成拟态也是抗血

管治疗失败的原因之一，因此，探究血管生成拟态的分子机制对临床上治疗癌症

有着极其重要的意义，因此 VEGFA/VEGFR2是否参与调控血管生成拟态是本研

究的一个方向之一。

SOX2是重要的干细胞转录因子之一，其表达水平能反应细胞干性，研究表

明其与干性、克隆形成能力、致瘤性、上皮间质转化、细胞运动及转移、化疗耐

药以及癌复发相关[39]，另有研究表明在食管癌细胞中 AKT的激活能够使 SOX2
不被降解从而维持细胞的干性[40]。Schaefer等认为 SOX2与抑癌基因 P53的表

达控制主要在 PI3K/AKT信号通路中，并对癌干性有着较强的调控作用[41]；类

似地，Quan等发现了 FGFR/AKT/SOX2信号轴调控胰腺癌细胞干性中的存在[42]。
除了干性转录因子的表达外，Jiang等报道了 AKT通路在调控卵巢癌细胞 CD44+
亚群[43]中的作用，它是胃癌干细胞的表面标志物之一。以上研究均表明 AKT
信号通路在癌细胞干性以及血管生成中的作用。然而，PLAC1调控胃癌细胞的

干性是否通过 AKT 通路还是未知的，因此我们将探究这个问题，同样，

VEGFA/VEGFR2调控轴能够参与血管生成拟态的调节还有待探索。

本研究中，我们探究了 PLAC1 调控人胃癌 MGC-803细胞血管生成拟态以

及癌细胞干性的功能以及它能够通过 AKT/VEGFA/VEGFR2信号通路发挥作用，

结果表明，在胃癌细胞中敲减 PLAC1能够抑制血管生成拟态的形成而高表达则

能够促进，同时其对癌细胞干性的调控作用与前者相同；分子机制方面，PLAC1
能够调控 AKT/VEGFA/VEGFR2 信号通路从而发挥调控作用。本研究揭示了

PLAC1在介导胃癌血管生成拟态以及干性维持的分子机理，可能是一个潜在的

治疗靶点。
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1.1 主要试剂和仪器

1.1.1主要试剂

人胃癌细胞株 SGC-7901、MGC-803以及人脐静脉内皮细胞 HUVECs、人源

胚胎肾细胞 HEK-293T购于中国科学院上海生命研究所细胞资源中心，实验中所

用到的主要试剂和抗体分别如表 1-1和 1-2所示。

表 1-1主要试剂

Tab 1-1 The list of reagents
试剂名称 公司

胎牛血清 美国 Gibco公司

RPMI-1640基础培养基 美国 Gibco公司

EDTA-胰蛋白酶（胰酶） 美国 Gibco公司

100×青链霉素混合液（双抗） 美国 Gibco公司

RIPA 裂解液(中) 上海碧云天生物技术有限公司

10mM PMSF
Glycine

十二烷基硫酸钠 SDS粉末

甲醇

Tris-base
TBST粉末

BCA蛋白浓度检测试剂盒

ECL 显影液

10-180KDa蛋白Marker
PBS粉末

PAGD配胶试剂盒

PVDF膜(0.45μm)
无水乙醇

6x Loading Buffer蛋白上样缓冲液

基质胶

DMEM-high glucose基础培养基

Rfect-小核酸转染试剂

siRNAs
opti-MEM Medium

基质胶

嘌呤霉素

慢病毒包装试剂盒

DMEM/F12
EGF
bFGF

N2添加剂

B27添加剂

Perifosine（AKT抑制剂）

上海碧云天生物技术有限公司

北京 Solarbio 科技有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

武汉赛维尔生物科技有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

南京诺唯赞生物科技有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

上海生工生物工程股份有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

默克生命科学(上海)有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

美国康宁公司

美国 Gibco公司

百代生物科技公司

广州锐博生物科技有限公司

美国 Gibco公司

美国康宁公司

上海碧云天生物技术有限公司

翌圣生物科技（上海）有限公司

美国 HYCLONE公司

美国 Gibco公司

PEPROTECH
美国 Gibco公司

美国 Gibco公司

上海碧云天生物技术有限公司
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表 1-2 抗体列表

Tab 1-2 The list of antibodies
抗体名称 公司

PLAC1 美国 Santa Cruz公司

GAPDH
HRP标记-羊抗鼠 IgG
HRP标记-羊抗兔 IgG

OCT4A
SOX2
Nanog

phosphor-AKT
AKT

VEGFA
VEGFR2

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 CST公司

美国 CST公司

美国 CST公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

1.1.2主要仪器设备

本章节实验中所使用的仪器设备如表 1-3所示。

表 1-3 仪器设备列表

Tab 1-3 The list of instruments
设备名称 公司

ESCO 双人超净工作台

CO2培养箱

SpectraMax i3x 多功能酶标仪

Amersham Imager600
MilliporeElix 超纯水系统

低温高速离心机

Grant 恒温水浴锅

电子天平

vortex-5 涡旋混匀仪

Mini-6KS 低速离心机

TS-8S 水平摇床

-20℃立式超低温冰箱

-40℃立式超低温冰箱

-80℃立式超低温冰箱

pH计

松下 Panasonic 制冰机

1-10ul移液器

20-200 ul移液器

100-1000 ul移液器

500-5000 ul移液器

恒温金属浴

实时荧光定量 PCR仪

新加坡艺思高科技有限公司

美国 Thermo Fisher Scientific 公司

上海达迈生物科技有限公司

美国 BD 公司

美国 GE 公司

美国 Millipore 公司

美国 Beckman 公司

英国 Grant 仪器有限公司

北京赛多利斯科学仪器有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

杭州奥盛仪器有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

青岛海尔特种电器有限公司

青岛海尔特种电器有限公司

青岛海尔特种电器有限公司

日本松下电器产业公司

德国艾本德 Eppendorf公司

德国艾本德 Eppendorf公司

德国艾本德 Eppendorf公司

德国艾本德 Eppendorf公司

上海乔跃电子有限公司

瑞士 Roche公司
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ProFlex PCR系统

倒置显微镜

汞灯

摄像机

FACS Elesta流式细胞仪

Applied Biosystems
德国徕卡公司

德国徕卡公司

德国徕卡公司

美国 BD公司

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养

（1）先将细胞操作中所用到的 75%乙醇擦拭后耗材、移液器放入超净台中

并用紫外灯照射 30分钟杀菌；

（2）将 37℃水浴锅温浴后 RPMI-1640培养基、双抗、FBS以 8.9：0.1：1
的比例配制成完全培养基备用；

（3）取出一管细胞冻存悬液于 37℃水浴锅中，尽量使其在 1 min内融化，

待完全融解后将细胞悬液加入到盛有加入 5ml完全培养基的 15ml离心管中，吹

打均匀；

（4）将离心管在 1000rpm、25℃条件下离心 5min；
（5）弃上清并加入 5ml完全培养基，吹打均匀后转入培养瓶中继续培养，

培养条件为 5%CO2、37℃；

（6）约 1-2天后，于倒置显微镜下观察，待其长至 70%-80%汇合度左右时

可以进行传代；

（7）在超净台内操作，弃去培养基，再吸取 2ml PBS缓冲液于培养瓶中，

晃动使其完全覆盖培养瓶底面，倒掉；重复两次后将残余液体移去，取 700μl胰
酶至培养瓶中，轻晃培养瓶使其覆盖全部细胞，放于 37℃培养箱中孵育 1min左
右，在倒置显微镜下观察，待其中大部分细胞变成圆形并且不贴壁后，拿回超净

台中，加入 2ml完全培养基使其终止消化，并用枪头吹打底面使细胞脱落，随后

将细胞悬液收集至 15ml离心管中，于 1000rpm、25℃条件下离心 5min；
（8）离心后倒掉上清，加入 1ml完全培养基重悬，并根据实验需要按照一

定比例取细胞悬液于培养瓶中培养，使其最终体积为 5ml，然后将其放入培养箱

中培养。

1.2.2 血管生成拟态实验

（1）实验前一天将存放于-40℃冰箱的基质胶置于 4℃冰箱中过夜，同时将

要用到的 48孔板、枪头放于-40℃冰箱中预冷过夜；

（2）次日，用冷的 RPMI-1640基础培养基 1:1稀释基质胶，混合均匀后以

每孔 100μl铺在 48孔板内，4℃冰箱平衡五分钟后放置于 37℃培养箱中使其凝固

45min后即可使用；

（3）取生长至对数期的细胞，胰酶消化后于 1000 rpm离心 5 min，弃上清

再重悬，血球计数板计数，使其以 1.5×104个细胞于 100μl培养基的浓度铺到基

质胶上，37℃、5%CO2培养箱中培养 4小时后，用倒置显微镜观察并拍照（放

大倍数为 100×），随机选取视野，保证每孔至少拍 3-5张；

（4）用 Image J 对其所形成的拟态血管进行计数。记录 Number of Nodes、
Number of Meshes，Branching length三个参数并进行统计。

1.2.3 蛋白提取与Western Blot
总蛋白提取：
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（1）将铺在六孔板的细胞上清倒掉后，用适量 PBS缓冲液洗两遍，保证其

表面被完全覆盖，清洗时注意将缓冲液沿壁缓慢加入，避免细胞损失；

（2）吸干残留液体，加入 100μl 的已添加 PMSF的 RIPA裂解液并使其均

匀铺满整个表面，冰上裂解 30min；
（3）待其完全裂解后，用细胞刮或移液器反复吹打，使细胞被完全收集至

1.5ml EP管中并分别做上标记；

（4）4℃，12000rpm的条件下离心 20min，离心后，小心将上清移至新的

EP管中，注意不要碰到管底的细胞沉淀；

蛋白定量：

（1）蛋白提取完毕后，使用碧云天 BCA蛋白定量试剂盒进行浓度测定。在

96孔板中将样品稀释 20倍进行测定（4μl蛋白样品加入到 76μl PBS缓冲液中），

随后以每孔 20μl蛋白稀释液分别加入 3个复孔中；

（2）将试剂盒中的蛋白标准品按照 0、25、50、100、200、300、400、500μg/ml
八个浓度各配制 80μl，每孔 20μl加入至 96孔板中，每个浓度三个复孔；

（3）BCA工作液配制，将 A、B液以 1:50的比例混合均匀，随后每孔 200μl
加入样品孔和标准曲线孔中，37℃孵育 30min；

（4）将酶标仪波长设定为 562nm，测定每孔在该波长下的 OD值，根据标

准曲线的 OD值计算待测样品的浓度并做记录；

（5）根据蛋白上清体积加入相应体积的 6×loading buffer，混合均匀，并用

微型离心机将液体甩至管底，在 100℃金属浴中加热 10min，使蛋白充分变性，

在室温下冷却后将其保存在-40℃冰箱中。

Western Blot：
（1）制备聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）：根据目标蛋白的分子量大小配制相应

浓度的分离胶以及 5%的浓缩胶，根据试剂盒说明书进行配制，先配分离胶，待

其凝固后再配浓缩胶。待其凝固后可直接使用或保存至电泳液中并在 4℃冰箱保

存；

（2）将蛋白样品取出，于金属浴或室温下融化；

（3）将 PAGE胶安装到电泳槽中并在内槽中加满 1×电泳液，缓慢拔出梳

子后准备上样。根据样品浓度分别计算出上样 20μg所需要的体积，分别加入到

PAGE胶的孔中，从左往右依次为Marker，蛋白样品，Marker。用 1×Loading Buffer
将各个孔补齐至相同体积。随后将电泳液加到指定位置，盖上电泳槽盖子后连接

电源，分两段设置电泳程序：1.80V 30min；2. 120V 1h，待蓝色条带电泳到 PAGE
胶下边缘附近时，则电泳结束；

（4）转膜：电泳完成后准备转膜。裁剪 PVDF膜（5cm×8cm），手持黑色的

转膜专用夹子，按照顺序将海绵垫、滤纸、PAGE胶、PVDF膜、滤纸、海绵垫

叠放成“三明治结构”，合上夹子安装在转膜槽中，注意黑色对黑色以及正负极方

向，将其放入电泳槽中并放入冰袋，加入转膜液至合适的位置后盖上盖子。将电

泳槽放入冰块中，使该过程在低温条件下进行。接通电源，设置转膜条件为 100V
80min；

（5）封闭：转膜结束后，将 PVDF膜用镊子夹取放在无血清快速封闭液中

进行封闭，将其放在摇床上，室温下 10分钟即可封闭完成；

（6）一抗孵育：根据抗体说明书提供的数据来稀释抗体，用抗体稀释液稀

释抗体，一般总体积为 5ml即可满足实验需要。回收封闭液至 4℃冰箱中保存。

TBST漂洗一遍后，将稀释好的抗体倒入抗体孵育盒内，可选择的孵育条件为：
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1. 4℃（将其放置于冰盒中进行）过夜，2.室温 2h，以上两种方式均可且在低速

摇床上进行；一抗孵育完毕后，在水平摇床上用 TBST缓冲液洗三次，每次 10min，
可相对一抗孵育的摇床速度较快；

（7）二抗孵育：倒掉残余的 TBST缓冲液，将与一抗种属来源相同的二抗

倒入抗体孵育盒，在低速摇床上室温孵育 1h，孵育完毕后以同样的方式用 TBST
洗三遍；

（8）显影：先配置显影液，去 ECL试剂盒，将 A、B液以 1:1的比例配置

显影液，将膜放在成像仪的托盘中，将显影液滴加至膜上，晃动托盘使显影液浸

润整张膜且无气泡后，放入成像仪中进行曝光，保存图片。

1.2.4 Kaplan-Meier数据库的使用

使用 Kaplan-Meier plotter 在线工具(http://kmplot.com/analysis/)对 PLAC1 进

行生存分析。

以中位数作为分组的标准，然后分别选择无进展生存率（progression-free
survival）和总生存率（overall survival）两个选项分别进行分析。

1.2.5 稳定转染细胞株的构建

本实验中所用到的 PLAC1过表达载体的构建以及包装的慢病毒均委托上海

和元生物技术有限公司完成，收到病毒后立即于-80℃冰箱中保存。

第一天：

（1）准备细胞，将处于对数培养期的细胞用胰酶消化，以合适的数目铺在

六孔板中，过夜培养；

第二天：

（2）先将病毒拿出在冰上融化，融化后用掌上离心机将管壁的液体离心至

管底；

（3）取出长至 70%汇合度的细胞，将其培养基上清倒掉，加上 1.5ml新鲜

的基础培养基，取其中一孔细胞用胰酶消化并计数，根据计数结果以及病毒滴度

计算要用的病毒的量；

（4）将病毒用 500μl RPMI-1640 基础培养基稀释，混合均匀后于室温下静

置 18min，随后逐滴滴加至细胞中，边加边晃动培养板使其混合均匀（感染细胞

前应保证细胞处于良好的生长状态），随后放至于 37℃培养箱中培养；

（5）24小时后，将含有慢病毒的培养基换成正常的完全培养基进行培养，

长满后即传代；

（6）96小时后，向细胞中加入 puromycin，使其终浓度为 6μg/ml；
（7）作用 18-24小时后换液，6μg/ml 的 puromycin始终加入到培养基中保

证抗性不会丢失，随后不断传代，直至细胞稳定生长后进行荧光验证以及

RT-qPCR、WB检测 PLAC1表达水平。

（8）所有操作中涉及到慢病毒的废液、耗材均应在“84消毒液”中浸泡过夜

后再丢弃。

1.2.6 稳转细胞株的荧光检测

（1）将转染了带有 GFP蛋白基因的载体的细胞放置于荧光倒置显微镜的载

物台上，打开显微镜、电脑以及拍照设备；

（2）先将显微镜调至明场功能，调节光圈、PH转盘以及粗、细准焦螺旋至

最清晰的状态，点击拍照保存下细胞形态的照片，保持位置不动；

（3）打开汞灯，待其稳定后将滤波片的转盘调至合适的激发波长，即激发

绿色荧光 488nm所对应的位置，关闭自然光，调节细准焦螺旋对焦并拍照保存。
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1.2.7 RT-qPCR
RT-qPCR包括三个步骤：总 RNA提取、RNA逆转录和实时荧光定量 PCR
总 RNA提取：

（1）细胞长至 80-90%汇合时，弃去上清培养基，PBS缓冲液清洗三遍后用

枪头将残液吸干，加入 500μl RNA-EASY Trizol试剂，室温下裂解 5 min；
（2）加入 200μl DEPC水，吹打板的表面，将细胞全部收集至 1.5ml离心管

中，12000 rpm室温条件下离心 15min；
（3）吸取上清液 500 μl将其转移至新的离心管中，加入等体积异丙醇，上

下颠倒混合均匀，室温下静置 10 min；
（4）12000 rpm室温条件下离心 10min；
（5）弃上清，加入 1 ml DEPC水配制的 75%乙醇，8000 rpm室温离心 3 min；
（6）弃上清，重复步骤（5）；
（7）弃上清，5000 rpm 室温离心 1 min，将残余的液体吸出，注意不要接

触到沉淀，在通风橱通风口出晾干 5 min；
（8）用 DEPC水溶解沉淀，可用涡旋震荡器辅助溶解，根据沉淀量来判断

DEPC水的体积，一般为 60-80μl；
（9）溶解完成后用酶标仪分别在 280 nm、260 nm、230 nm三个波长下测定

RNA的吸光度并计算和判断其质量与浓度；

RNA逆转录成 cDNA
（10）根据 RNA的浓度计算出 1 μg RNA的体积，将其加至 PCR管中，用

DEPC水将其补齐至 12 μl，再加入 4 μl 4×gDNAWiper，混合均匀，42 ℃反应 2
min；

（11）反应完毕后，再向体系中加入 4μl 5× Reverse Transcript Mix，37℃反

应 15 min，85℃反应 5s；
（12）反应结束后向体系中加入 100 μl DEPC水，混合均匀后，保存于-40℃

冰箱中；

定量 PCR
（13）配制反应体系，总体系为 10μl，其中 3 μl DEPC水、2×ChamQ Universal

SYBR qPCR Master Mix 5 μl、0.5μl 前向引物和 0.5μl 反向引物，每孔 9μl 加至

PCR384孔板中，随后加入 1μl cDNA模板；

（14）将体系按照不同的基因配制，再每孔 9μl加入 384孔板，做三个复孔；

（15）将 1μl模板加入，盖上封板膜，在离心机中低速离心 1min即可（以

上步骤全程在冰上进行）；

（16）上机检测

反应程序：1. 95 ℃ 5 min
2. 95℃ 20s、60℃ 30s、72℃ 10s 共 35个循环；

（17）反应结束后，将得到的 CT值用 2-∆∆Ct方法计算，GAPDH为本实验

的内参。

引物序列如表所示:
表 1-4 定量 PCR的引物序列

Tab 1-4 The primer sequence for RT-qPCR
基因名称 引物序列

PLAC1-F
PLAC1-R

5’-CTTTCATGAACTACACTTGGGC-3’
5’-GCTGTAGATAACCATGTCCTGA-3’
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GAPDH-F
GAPDH-R

5’-CCCAAAGTCCTCCTGTTTCA-3’
5’-GTCTTGAGGCCTGAGCTACG-3’

1.2.8 siRNAs与转染

本实验所用的 siRNA-PLAC1和 siRNA-Scramble由广州锐博生物科技有限公

司合成。

其序列如表所示：

表 1-5 靶向 PLAC1 的 siRNAs序列

Tab 1-5 The sequence of siRNAs target PLAC1
siRNA名称 基因序列

siRNA-PLAC1-1:
siRNA-PLAC1-2:
siRNA-PLAC1-3:

GAGATACACTACTCTTCTA
GAGGATTGGTCTCTTCACA
CACCTACCGTGTTACTGAA

转染：

（1）取处于对数生长期的 MGC-803 细胞并将其消化、收集，以合适的浓

度接种于六孔板中，分别设置 scramble、siRNA-PLAC1-1、 siRNA-PLAC1-2、
siRNA-PLAC1-3，其中 scramble为对照孔，铺板时需用不加双抗的培养基；

（2）当细胞长至 30%-50%汇合度时，可用于转染；

（3）配制转染体系：

A：10μl Rfect 试剂与 250μl opti-MEM Medium混合，B：3μl siRNA与 250μl
opti-MEMMedium混合，静置 5分钟；

（4）A与 B混合，静置 20分钟；

（5）将细胞上清液吸去，换成新鲜的 RPMI-1640基础培养基；

（6）将混合后的转染体系逐滴、均匀加入到细胞培养液中，摇晃均匀，放

于培养箱中培养；

（7）转染 24-48h后可用于做表达检测以及其他后续试验。

1.2.9 流式细胞术检测 CD44+/CD24+比例

（1）将处理好的细胞用胰酶消化收集至流式管中，分别设置空白管、单阳

管以及样品管；

（2）室温条件下 1000rpm 离心 5min，弃上清，加入 1ml 流式缓冲液（含

1%FBS的 PBS缓冲液）进行重悬；

（3）1000rpm室温条件下再次离心 5min，弃上清，此时在管底残留约 200μl
液体；

（4）避光条件下，将 CD44、CD24抗体各 3μl加至管底，室温下避光孵育

15min；
（5）孵育完毕后，向管中加入 1ml流式缓冲液，室温条件下 1000rpm再次

离心 5min，弃上清，将未结合的多余抗体洗去；

（6）向沉淀中加入 300-500μl流式缓冲液，用移液器吹打均匀后上机检测。

（7）将所得到的数据用 Graphpad进行统计分析。

1.2.10 PLAC1敲减的慢病毒包装

基于前面的转染实验，siRNA-1的靶向序列被用于设计成 shRNA慢病毒表

达载体 pLent-U6-GFP-Puro-shRNA-PLAC1，该载体委托山东维真生物技术公司

合成，随后我们用购于翊圣公司的慢病毒包装试剂盒将其包装成慢病毒；

（1）HEK-293T 细胞用于慢病毒的包装，购于中国科学院上海生命研究所
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细胞资源中心；

（2）将处于对数生长期的 HEK-293T 细胞接种在 10cm 培养皿中培养，细

胞长至 80%左右时即可开始转染；

（3）转染前应换成新鲜的培养基，待 1-2小时细胞稳定后开始进行转染；

（4）取 1.5ml 无菌 EP管，配制转染体系，其中包括：1ml DMEM 高糖基

础培养基，10μg质粒 DNA，10μl Lentivirus Mix和 60μl HG Transgene Reagent，
将其混合均匀，室温下稳定 20min，逐滴滴加至细胞液中，轻摇混匀（HEK-293T
细胞贴壁能力较差，因此在全程操作中应缓慢、轻柔，避免冲起细胞影响病毒量）；

（5）转染 18小时后，小心吸去细胞培养液（防止细胞损失），并换成新鲜

的无血清 DMEM继续培养；

（6）换液后培养 48小时，将细胞上清液转移至离心管中，4℃，500g离心

5min。将上清用 0.45μm的滤器过滤，随后分装并保存于-80℃冰箱中。

1.2.11 成球实验以及干细胞球培养

（1）配制本实验专用的无血清悬浮培养基：DMEM/F12基础培养基中加入

B27 添加剂(1:50)， N2 添加剂(1:100)， EGF(10ng/ml)， bFGF(20ng/ml) 以及

1%双抗，并于 4℃培养箱中保存；

（2）取生长至对数期的细胞，用胰酶消化并收集，以 500或 1000细胞/孔
培养在 24孔或 6孔超低吸附培养板中，培养基为步骤一种所配制的培养基；

（3）每五天换一次液，培养两周；

（4）两周后在倒置显微镜下观察并拍照记录，或收集形成的干细胞球进行

后续试验。

1.2.12 划痕愈合实验

（1）提前将要用到的耗材、移液器放入超净台，并照射紫外 15min后再开

始实验；

（2）将正处于对数生长期（长至 70-80%汇合度）的 SGC-7901细胞用胰酶

消化后按照 5×105/孔（2ml）分别铺至六孔板中，分为过表达组和对照组，放至

于 37℃培养箱中培养过夜；

（3）次日观察，待细胞长满（细胞完全汇合但没有过于拥挤）后，用 10μl
枪头尖端于六孔板中划一纵向直线，可用无菌的尺子作为辅助，尽量保证各个孔

的划痕宽度处处一致；

（4）弃去原有培养基，用 PBS缓冲液清洗三次，随后每孔换成基础培养基；

（5）随机选取三个不同区域在倒置显微镜（放大倍数为 100倍）下观察并

拍照记录，此时即为 0h；
（6）拍照结束后放回培养箱继续培养；

（7）24h后，重复（4）、（5）的操作，此时记录为 24h；
（8）实验至少重复三次。

1.2.13 Transwell迁移和侵袭实验

（1）将侵袭实验要用到的基质胶提前放置于 4℃冰箱中过夜融化；

（2）提前将要用到的耗材、移液器放入超净台，并照射紫外 15min后再开

始实验；

（3）用预冷的 RPMI-1640基础培养基稀释基质胶，培养基：基质胶为 8:1，
混合均匀后，以每孔 80μl铺在 Transwell小室中，确保无气泡且覆盖全底，全过

程在冰上进行；

（4）将小室放在 24孔板中，置入 37℃培养箱中孵育 45min至凝固；
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（5）将培养至对数期的 SGC-7901细胞用胰酶消化收集，用基础培养基重

悬，迁移实验以 5×104/200μl每孔铺至小室中，侵袭实验以 5×105个细胞/200μl
每孔铺至铺有基质胶的小室中，上室用不含血清的基础培养基，下室加含

10%FBS的完全培养基 700μl，放入培养箱中，37℃培养 24小时；

（6）24小时后，取出小室，用棉签擦拭小室的上表面，将未穿过去的细胞

完全擦除，PBS清洗小室三遍；

（7）将小室浸泡在 4%多聚甲醛中，室温 20分钟从而将细胞固定；

（8）随后取出小室将其浸泡在结晶紫染色液中，染色 20分钟；

（9）染色完毕后用 PBS清洗三遍，再用棉签蘸去上室中残留的液体，将小

室倒置于通风橱，静置 10分钟晾干；

（10）将小室放在 24孔板中，随机选取 5个区域于倒置显微镜下进行拍照，

并进行三次生物学重复。

1.3 数据统计和分析

所有结果均取自三次生物学重复，数据用均值±标准差（Mean±SD）表示，

student-t检验和作图均是用 GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析，当 p<0.05时
该差异有统计学意义，且*p<0.05，**p<0.01，N.S.为不显著。

1.4 结果

1.4.1 PLAC1 可能与血管生成拟态以及胃癌预后相关

本研究中主要在两种胃癌细胞中探究了 PLAC1的表达水平和血管生成拟态

差异，随后又通过 Kaplan-Meire 数据库明确其表达水平对胃癌患者预后判断是否

有意义，从而对后续课题内容的推进和实施提供判断依据。

VM形成实验：分别取对数生长期的 SGC-7901、MGC-803和 HUVECs细胞，

消化收集细胞，以 1.5×104个/孔接种在铺有基质胶的 48孔板中，4小时后用倒置

显微镜拍照。如图所示（图 1-1），SGC-7901细胞在基质胶上成圆形，而MGC-803
和 HUVECs细胞两者在基质胶上能够形成管网状结构，细胞呈梭型且细胞间相

互连接，经 Image J定量分析得知，HUVEC细胞 VM形成能力相对更强。

图 1-1 三种细胞的血管生成拟态形成及其定量结果

Fig. 1-1 The VM formation of three cells and the quantification results.
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将 SGC-7901和MGC-803两种细胞铺在六孔板上，待其生长至 90%汇合度

时提取总蛋白质，用Western Blot方法检测两细胞中 PLAC1的表达水平（图 1-2）。
如图所示，MGC-803细胞相较于 SGC-7901细胞有明显较高水平的 PLAC1表达。

图 1-2 两种胃癌细胞间 PLAC1表达水平

Fig. 1-2 The PLAC1 expression level in two gastric cancer cells
随后我们通过 Kaplan-Meier 数据库检索胃癌患者的生存数据，以 PLAC1表

达水平的中位数作为分组依据，分为高、低表达两组，分析基因表达水平与总生

存和无进展生存间的关系，结果如图所示（图 1-3）

图 1-3 胃癌患者中 PLAC1高表达组有较差的生存

Fig. 1-3 Gastric cancer patients with high PLAC1 expression level have poor survival

血管生成拟态现象促进了癌转移并为其提供通道，为肿瘤生长提供氧气和营

养。研究表明，血管生成拟态是胃癌预后的一个潜在标志物[6]。PLAC1是胎盘特

异性基因，因其仅在癌组织和胎盘组织找中表达，可作为癌症免疫治疗的一个潜

在靶点[44]。我们发现 PLAC1在两种人胃癌细胞株 SGC-7901和MGC-803中具有

明显的表达水平的差异，同时其在血管生成拟态形成能力也有明显差异，后者的

表达水平和形成能力高于前者，为后续研究提供事实依据。现有研究表明 PLAC1
能够促进非小细胞肺癌的增殖、侵袭以及上皮间质转化过程[45]，血管生成拟态通

常与癌转移相关，PLAC1能否通过调控血管生成拟态现象从而促进癌转移过程

还需进行探究。

1.4.2 PLAC1调控人胃癌MGC-803细胞血管生成拟态

血管生成拟态(vasculargenic mimicry, VM)是一种由高侵袭性肿瘤细胞形成

的血管样网络，在加速肿瘤进展中发挥重要作用，这种特殊的血管形成模式与各

种癌症的不良预后密切相关[46]。研究表明 PLAC1能够促进癌转移[22, 47]，血管生

成拟态作为一种重要的癌转移途径，然而其能否由 PLAC1调控目前仍未有研究

报道。另外，由于血管生成拟态由癌细胞本身参与形成，并非血管内皮细胞，目

前临床上针对癌症相关血管生成的抑制性药物对此不起作用，因此寻求一个能抑

制血管生成拟态的靶点是具有重要意义的。

接下来本研究着重探究 PLAC1对胃癌细胞血管生成拟态的调控作用，通过
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在 MGC-803细胞中敲减或过表达 PLAC1 观察血管生成拟态现象，从而判断基

因 PLAC1对该现象的调控作用。首先在MGC-803细胞中转染 PLAC1-siRNA的

验证：

验证构建的 siRNA的转染效率，设置 siRNA-NC为阴性对照。MGC-803细
胞转染 24-48h后，提取总蛋白并用Western Blot方法测定 PLAC1的表达水平，

检测转染效率，。结果如图所示（图 1-4），与对照组相比，siRNA-1的转染效率

较为明显，因此选用 siRNA-1进行后续实验。

图 1-4 siRNA在MGC-803细胞中的敲减效率

Fig. 1-4 The transfecting efficiency of the siRNA in MGC-803 cells

敲减 PLAC1抑制MGC-803细胞血管生成拟态现象

siRNA转染 24h后，收集细胞并计数，以 1.5×104/孔的密度将细胞铺在基质

胶上，4h后在倒置显微镜下观察并拍照记录。如图所示（图 1-5），PLAC1敲减

后，细胞的血管生成拟态现象被明显抑制，定量分析得知，三个参数 Number of
Nodes、Number of Meshes，Branching length均明显降低（p<0.01），管网状结构

被明显破坏，细胞间联结明显消失。

图 1-5 敲减 PLAC1 抑制MGC-803细胞血管生成拟态现象

Fig. 1-5 PLAC1 knockdown inhibits vasculogenic mimicry formation in MGC-803 cells

MGC-803细胞系 PLAC1过表达稳定株的建立与验证：用包装有 PLAC1过
表达载体的慢病毒感染 MGC-803 细胞（感染含空载体的慢病毒做阴性对照）。

72h 后加入 6μg/ml 嘌呤霉素进行稳定细胞株的筛选，连续传代三次至稳定后，

在荧光显微镜下检测 GFP 蛋白的表达，如图所示（1-6），视野中的所有细胞均

表达绿色荧光。
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图 1-6 荧光显微镜下检测 PLAC1过表达MGC-803稳转株

Fig. 1-6 PLAC1 overexpression of MGC-803 stable transplants was detected under fluorescence
microscopy

随后，用WB和RT-qPCR两种方式验证稳定株的过表达效率，如图所示（1-7）,
过表达组的 PLAC1表达量相较于对照组显著提升。

图 1-7 RT-qPCR验证 PLAC1 过表达MGC-803稳定株的验证

Fig. 1-7 Verification of stably PLAC1 overexpressing MGC-803 cells by RT-qPCR

PLAC1过表达促进血管生成拟态现象：将处于对数生长期的细胞以 1.5×104/
孔的密度将细胞铺在基质胶上，4h后观察并于倒置显微镜下拍照。如图所示（图

1-8，A），PLAC1 过表达后，其血管生成拟态显著被明显加强，用 Image J定量

分析并统计，差异显著（p<0.05）；血管生成拟态现象在形成一定时间后会逐渐

消失，可观察到管网状结果逐渐消失，细胞开始聚集成团。如图所示（图 1-8，
B）在 24h后 PLAC1过表达细胞株的管网状结构的维持能力较强，用 Image J定
量分析并统计，差异显著（*p<0.05）。

图 1-8 PLAC1 过表达促进血管生成拟态现象
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A. 4h时 PLAC1 促进血管生成拟态形成，B. 24h时 PLAC1促进血管生成拟态现象的维持

Fig. 1-8. Overexpression of PLAC1 promotes vasculogenic mimicry formation
A. PLAC1 promoted vasculogenic mimicry formation at 4h, B. PLAC1 promoted the maintenance
of vasculogenic mimicry formation at 24h.

血管生成拟态作为癌转移的重要途径之一，也是恶性肿瘤的标志，因此在胃

癌中研究血管生成拟态的发生机制是极有意义的。PLAC1调控胃癌细胞血管生

成拟态的功能性研究是本章节的重要内容。结果表明，在MGC-803细胞中敲减

PLAC1后使其血管生成拟态功能丧失，相反，过表达该基因使其血管生成拟态

明显提升，差异均具有统计学意义。这提示 PLAC1 参与MGC-803 细胞的血管

生成拟态调控，为 PLAC1调控胃癌转移提供实验依据，因此将其作为胃癌治疗

靶点能够抑制其转移从而对临床治疗提供积极作用。

在本小节的研究中我们还观察到，在基质胶上胃癌细胞在形成血管生成拟态

时有最佳的观测时机，超过一定的时间后形成的管网状结构会发生断裂甚至消失，

因此该现象的维持也可能是判断胃癌细胞形成血管生成拟态的能力的判断依据，

维持的时间越久，其形成血管生成拟态的能力越强，我们推测其恶性程度可能会

越高。在研究中观察到，PLAC1过表达的MGC-803细胞在 24h后的维持能力相

对更强，因此 PLAC1高表达的患者可能会存在较差预后以及更高的恶性程度，

前文中提及的胃癌相关临床研究的结果与这里的推测一致。在本小节中首次在胃

癌细胞中发现 PLAC1能够调控血管生成拟态现象

1.4.3 PLAC1调控人胃癌MGC-803细胞干细胞性

敲减 PLAC1抑制人胃癌MGC-803细胞癌干细胞性

前面的研究表明，PLAC1能够调控人胃癌MGC-803细胞血管生成拟态形成，

研究表明血管生成拟态与癌细胞干性相关，因此我们推测 PLAC1能够调控干性。

CD44和 CD24是两个细胞表明蛋白，细胞群体中呈双阳性的亚群即为胃癌干细

胞，我们使用流式细胞仪检测 CD44+/CD24+细胞的比例得知，如图所示（图 1-9）
PLAC1敲减后，干细胞占比由 0.77±0.06%下降至 0.30±0.10%，差异有统计学意

义（**p<0.01）。

图 1-9 敲减 PLAC1降低 MGC-803细胞癌干细胞比例

Fig. 1-9 Knocking down PLAC1 reduces the proportion of cancer stem cells in MGC-803 cell line

为进一步验证 PLAC1敲减后对细胞干性的影响，我们通过将含 siRNA-1的
序列表达载体包装在慢病毒中，感染细胞 72h后用 6μg/ml puromycin筛选出了稳

定株，如图所示（1-10），在荧光显微镜下拍摄到多个视野中的所有细胞均表达

GFP；通过 RT-qPCR、WB进一步验证 PLAC1表达水平，如图所示（图 1-11），
筛选过的稳转细胞株在 mRNA水平和蛋白水平均低于对照组，证明 PLAC1敲减
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的稳定细胞株构建成功，能够用来进行随后的实验。

图 1-10 PLAC1敲减 MGC-803稳转株

Fig. 1-10 Stably transfected Plac1 knockdown MGC-803 cell line

图 1-11人胃癌MGC-803细胞 PLAC1敲减稳定细胞株验证

A. mRNA水平验证人胃癌MGC-803细胞 PLAC1 敲减效率 B. 蛋白水平验证人胃癌

MGC-803细胞 PLAC1敲减效率

Fig. 1-11 Validation of stably PLAC1 knocking down MGC-803 cells
A. Verification of Plac1 knockdown efficiency in human gastric cancer MGC-803 cells at mRNA
level, B. The knockdown efficiency of PLAC1 in human gastric cancer MGC-803 cells was
verified by the protein level

癌细胞在无血清培养基的成球能力是证明其干细胞性的重要标志之一，无血

清培养基由 DME/F12 基础培养基和细胞生长因子如 bFGF、EGF以及添加剂如

N2、B27 组成，癌细胞群体中含有少量的癌干细胞，癌干细胞能够在这样的环

境中成球生长而其他细胞会因为没有来自血清的营养供给而凋亡，因此，在无血

清培养基中形成细胞球的能力指示干细胞性的强弱。如图所示（图 1-12），在无

血清培养基中培养 14天后，与对照组相比，PLAC1敲减组的成球能力被明显破

坏，对照组中的细胞聚团生长，形成了致密的、立体的、由很多细胞组成的细胞

球，而敲减组的细胞多呈单个生长或连成片状，因此，PLAC1 敲减后人胃癌

MGC-803细胞成球能力被明显抑制。
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图 1-12 敲减 PLAC1抑制人胃癌MGC-803细胞成球能力

Fig. 1-12 Plac1 knockdown inhibited sphere formation ability of human gastric cancer MGC-803
cells

PLAC1 调控干细胞转录因子的表达：干细胞转录因子的表达水平同样能够

表示癌细胞干性，本研究中主要检测 OCT4、Nanog和 SOX2，结果表明，PLAC1
敲减后三者的表达水平均明显下降，与前面的实验结果一致；PLAC1过表达组

的表达水平较对照组明显升高。如图所示（图 1-13、1-14），PLAC1能够调控干

细胞转录因子表达，与成球实验、双色标定 CD44、CD24实验的结论一致。

图 1-13 PLAC1 敲减抑制干性转录因子表达

Fig. 1-13 PLAC1-knockdown inhibits stemness transcription factor expression

图 1-14 PLAC1 过表达促进干性转录因子表达

Fig. 1-14 PLAC1-overexpression promotes stemness transcription factor expression

前面的实验结果表明 PLAC1能够正向调控胃癌细胞的干细胞性，因此我们

推测其具有维持细胞干性的功能，文献检索表明，有类似功能的细胞在干细胞中

高表达，而 PLAC1是否存在这种现象还未曾被研究过。我们计划用无血清培养

基将MGC-803培养 14天后，收集干细胞球提取总 RNA，并通过 RT-qPCR验证
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其 PLAC1的表达水平。为证明该细胞球由诱导形成癌干细胞组成，我们将细胞

球消化成单个细胞并标定 CD44、CD24两种蛋白并通过流式细胞仪进行检测。

如图所示（图 1-15），分别为正常贴壁细胞和干细胞球的形态对比，正常贴壁细

胞为梭型、具有MGC-803细胞的形态特征，而干细胞球则呈致密球体、由很多

细胞聚团而成。

图 1-15 胃癌细胞与癌干细胞形态对比

Fig. 1-15 Morphological comparison of gastric cancer cells and cancer stem cells
分别对正常贴壁细胞和富集的干细胞球进行消化，将其分离成单个细胞后，

分别用带有荧光标记的 CD44、CD24特异性抗体进行双色标定，染色完成后洗

去多余抗体后上机检测，如图所示（图 1-16），结果表明经无血清培养基富集后，

细胞群体中的干细胞比例由 2.033±0.702%提升到 20.400±2.551%。

图 1-16 流式细胞仪验证癌干细胞

Fig. 1-16 Validation of gastric cancer stem cells by flow cytometry

如图所示（图 1-17），由 RT-qPCR实验得知，PLAC1 显著高表达于干细胞

中，约是对照组的 17倍，差异具有统计学意义（p<0.01），与预期一致。
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图 1-17 PLAC1 在胃癌干细胞中高表达

Fig. 1-17 PLAC1 is highly expressed in gastric cancer stem cells
我们在提取肿瘤干细胞后检测其 PLAC1的表达水平，结果表明其 mRNA

水平明显升高但是WB和实验中无法检测到 PLAC1的表达，推测可能分泌至

胞外在肿瘤微环境中发挥作用。有研究在人类绒毛膜癌和乳腺癌细胞系发现

PLAC1 分泌并粘附于细胞外基质，它与成纤维细胞生长因子 7 (FGF7)及其受

体 FGF受体 2IIIb (FGFR2IIIb)形成三聚体复合体[48]，这给我们很大的启示。在

胃癌中是否这样的调控机制还需进一步的探究。但目前的研究能够证明 PLAC1
在调控胃癌细胞干性中发挥调控作用。

1.4.4 PLAC1对人胃癌MGC-803细胞 AKT/VEGFA/VEGFR2信号通路的影响

前面的研究结果表明，PLAC1 能够调控胃癌细胞血管生成拟态现象以及干

细胞性，并能影响干细胞转录因子 OCT4、SOX2以及 Nanog的表达水平。然而

PLAC1发挥以上调控作用的分子机制还是未知的，因此我们将对此进行研究。

我们检测了 AKT 的磷酸化水平以及 VEGF 信号通路上了两个重要蛋白 VEGFA
和 VEGFR2。结果如图所示（图 1-18），PLAC1过表达后 AKT被明显激活，p-AKT
水平升高，同时 VEGFA、VEGFR2的表达量也明显提升，敲减 PLAC1的结果则

与之相反。

图 1-18 PLAC1 调控MGC-803细胞 AKT/VEGFA/VEGFR2信号通路

Fig. 1-18 PLAC1 regulates AKT/VEGFA/VEGFR2 signal pathway in MGC-803 cells
为明确 AKT信号通路参与血管生成拟态拟态的调控，我们采用了 AKT抑制

剂 Perifosine来证明。我们在MGC-803细胞中加入不同浓度的 Perifosine（0、8、
16、32μM），在基质胶上培养 4小时后拍照观察细胞形成的血管生成拟态并进行
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定量分析，从而评估 AKT信号通路是否参与形成拟态血管的过程以及是否发挥

重要作用。结果如图 1-19所示，随着 Perifosine浓度的增加，血管生成拟态现象

逐渐被破坏，形成的管状结构以及节点和孔网逐渐减少，且差异具有统计学意义

（*p<0.05, **p<0.01）。

图 1-19 AKT抑制剂 Perifosine抑制MGC-803细胞血管生成拟态

Fig. 1-19 AKT inhibitor Perifosine inhibits vasculogenic mimicry in MGC-803 cells
研究表明肝细胞生长因子（Hepatocyte growth factor，HGF）能够激活癌相

关成纤维细胞（CAFs）的 PI3K/AKT以及 ERK1/2信号从而促进胃癌细胞血管生

成拟态[32]，且敲减肝癌细胞中的 PLAC1 表达能够抑制 AKT 的磷酸化[22]。本小

节研究中发现，PLAC1 过表达和敲减后分别激活与抑制 AKT 的磷酸化以及

VEGFA、VEGFR2的表达，表明 PLAC1对该信号通路有调控作用；另外，胃癌

细胞血管生成拟态现象随 AKT抑制剂 Perifosine浓度的升高而逐渐降低，最终在

32μM 时血管通道完全消失，成单个细胞分散的状态。这表明 AKT通路参与胃

癌细胞血管生成拟态的信号转导过程。

1.4.5 过表达 PLAC1促进 SGC-7901细胞转移

之前的实验表明，SGC-7901细胞中 PLAC1的表达相对处于较低水平，且没

有血管生成拟态现象，为验证 PLAC1 的调控功能，我们构建了 PLAC1 过表达

的稳定转染 SGC-7901细胞株，在 2μg/ml的 puromycin的筛选后，我们首先用荧

光显微镜检测是否大多数细胞携带 GFP表达基因，如图所示（图 1-20），视野中

的所有细胞都表达 GFP而激发出绿色荧光；

图 1-20荧光显微镜下检测 PLAC1过表达的 SGC-7901稳定株
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Fig. 1-20 Plac1 overexpression of SGC-7901 stable transplants was detected under fluorescence
microscopy

随后我们通过WB检测 PLAC1的表达水平，结果表明，过表达组的 PLAC1
水平明显较高，如图 1-21所示，结合这两个结果，可以认为该稳定转染的 PLAC
过表达细胞株构建成功，可以用于后续试验。

图 1-21 Western Blot验证 PLAC1过表达的 SGC-7901稳定株

Fig. 1-21 Verification of stably PLAC1-overexpressed SGC-7901 cell lines

为了探究 PLAC1在调控 SGC-7901细胞转移能力中是否发挥作用，我们进

行了划痕实验，结果如图所示（图 1-22），PLAC1过表达组的细胞的运动能力明

显比对照组强，表明 PLAC1的表达水平能够影响其运动能力，在癌转移过程中

可能发挥重要作用；

图 1-22 划痕实验证明 PLAC1 能够促进 SGC-7901细胞的迁移能力

Fig. 1-22 PLAC1 promotes migration using wound heal assay in SGC-7901 cells

为进一步探究 PLAC1在调控人胃癌 SGC-7901细胞侵袭和迁移能力的作用，

我们进行了 Transwell 实验，对小室染色后即能观察到穿过去的细胞数目，结果

如图 1-23所示，与对照组相比，过表达 PLAC1后，细胞迁移和侵袭能力明显增

强，表明 PLAC1能够促进人胃癌 SGC-7901细胞的转移，因此 PLAC1可能是抑

制癌转移的一个重要靶点。
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图 1-23 Transwell实验表明 PLAC1 提升 SGC-7901细胞迁移和侵袭能力

Fig. 1-23 PLAC1 enhances migration and invasion in SGC-7901 cells by Transwell assay.

前面的研究中发现 PLAC1的表达水平在两种胃癌细胞中不同，且可能与形

成血管生成拟态的能力有关，在MGC-803 细胞中调节 PLAC1 的表达水平能够

影响到这个能力，然而 PLAC1 在 SGC-7901细胞中低表达，同时其不具有形成

拟态血管的能力。因此我们要探究其在 SGC-7901细胞中是否同样具有该功能，

研究表达，如图所示（图 1-24），PLAC1过表达的 SGC-7901细胞仍然不具有形

成血管生成拟态的功能，细胞呈卵圆形且相互分离没有连接形成，推测在该细胞

中血管生成拟态相关的较多信号通路都没有激活，PLAC1并非形成血管生成拟

态的唯一条件，该现象的调控机制仍需进一步的研究。

图 1-24 PLAC1 过表达不能使 SGC-7901细胞具有形成血管生成拟态功能

Fig. 1-24 The overexpression of PLAC1 did not induce vasculogenic mimicry in SGC-7901 cells
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胃癌是常见的消化道疾病之一，在我国发病率位居第一。患者症状，早期症

状不明显，或与普通的消化道疾病相似，如上腹不适、胃炎或胃溃疡等疾病，不

易诊断，具有发病率高、治愈率低、易复发以及高死亡率等特点。在我国有明显

的地域特征，西北、东部沿海地区相对较高，这与饮食结构、卫生条件、工作压

力以及幽门螺旋杆菌感染等情况有关；近年来胃癌发病成年轻化趋势。目前现有

的临床治疗方案以手术为主并辅以放化疗，但因其恶性程度不同以及个体化差异，

其治疗效果有限，且患者生存质量难以保证。因此，寻找新的治疗靶点将是改善

现有治疗方案的最佳途径。本研究的主要研究任务是在胃癌细胞中明确 PLAC1
在胃癌细胞中对血管生成拟态这一功能的调控以及其对癌干性的影响，并明确该

调控的分子机制。

胎盘特异性基因 1 (PLAC1)，其表达主要局限于胚胎发育过程中来自滋养细

胞谱系的细胞，定位于 X 染色体的一个区域[9]，被认为在胎盘发育中很重要。

PLAC1在整个人类妊娠过程中通过分化的滋养细胞表达，并定位于合胞滋养细

胞的膜结构，包括微绒毛质膜表面。最近的研究表明，PLAC1也在多种人类癌

症中表达。对 PLAC1启动子区域的研究表明，其在正常胎盘和癌细胞中的表达

是由特定的相互作用驱动的，包括转录因子的组合。虽然还没有对正常滋养细胞

中 PLAC1 的功能认识，但初步研究表明，肿瘤来源的 PLAC1 具有促进肿瘤生

长以及侵袭与转移过程的潜力[47]。此外，它还可能引发一种可能影响某些癌症患

者生存的特异性免疫反应， Li 等[49]揭示了 PLAC1 特异性 TCR(T-cell receptor)
工程 T细胞介导抗原特异性抗肿瘤在乳腺癌中的作用提示它可能为某些癌症的

治疗提供一个治疗靶点。

血管生成拟态在癌转移过程中发挥重要作用，而目前关于 PLAC1功能的研

究大多关于胚胎发育[50-52]以及癌症免疫治疗等，转移相关的研究主要集中于其对

侵袭、迁移过程的研究[22, 53]，有关血管生成拟态研究较少，由于 PLAC1具有特

异性表达的特点即其异位激活[54]而有较大的成为治疗靶点的潜能，因此探究

PLAC1调控血管生成拟态的功能及分子机制是十分重要的。细胞中存在血管生

成相关的细胞因子，如 VEGF、VEGFR1、VEGFR2等。VEGF可增加血管的通

透性，使许多血清蛋白泄漏，为血管生成拟态形成提供临时基质。VEGFR2以自

分泌或旁分泌的方式与 VEGF结合，并在 VM 通道的形成中表现出多种信号传

导能力[5]。另外，通过 KEGG数据库检索，因此本研究着重于 VEGFA/VEGFR2
信号通路的研究。血管生成拟态形成的通道由基底膜和肿瘤细胞组成，促进微循

环、血浆和宿主正常血管的血液供应[55]，可分为矩阵式和管状式[56]。也有学者

认为其由层粘连蛋白、硫酸肝素蛋白聚糖、IV和 VI胶原等基质蛋白组成[57]。

首先，我们探究了在两种胃癌细胞发生血管生成拟态是否存在差异以及其中

PLAC1表达水平的差异，结果表明MGC-803细胞中 PLAC1有相对较高水平的

表达以及较强的血管生成拟态形成能力，而 SGC-7901细胞完全不具备这种能力。

因此我们推测 PLAC1 在这其中可能是一个关键因素。随后，我们通过

Kaplan-Meier 数据库检索得出，PLAC1 高表达的胃癌患者预后较差，这与 Liu
等[45]基于 119例胃癌患者的回顾性研究的结果一致。基于对 TCGA数据库的分

析，Ren等[58]认为 PLAC1 高表达可作为较差预后的标志物，经 logist 回归分析

得到其表达与肿瘤分级、淋巴结转移、远端转移等均有关联。目前，PLAC1在
胃癌中的研究较少，相关作用机制还不明晰，需首先从细胞入手对其进行深入研

究。

为探究PLAC1对血管生成拟态现象的调控作用，我们构建了 siRNAs-PLAC1，

1.5 讨论
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实验结果表明，敲减了 PLAC1 的MGC-803 细胞形成血管生成拟态的能力几乎

完全丧失，且差异具有统计学意义；为进一步探究 PLAC1的调控功能，我们通

过慢病毒表达系统构建并筛选出了 PLAC1过表达的MGC-803稳定转染细胞株，

结果表明，其在 4h后检测的血管生成拟态形成能力显著提升，形成的管道数、

节点数、血管长度均明显提升且有统计学差异，同时我们还发现，PLAC1高表

达组在 24h后的血管通道维持上也相对更强，这表明 PLAC1能够促进胃癌细胞

血管生成拟态的形成。Li 等[6]对 173 例石蜡切片进行 CD31/34和 PAS染色以及

免疫组化，结合临床病理资料分析得知，病例中血管生成拟态阳性与低分化

（39/40, P=0.014）、不良预后相关，同时也与 HIF-1α、MMP2、MMP9、VEGF
高表达相关，由此可将血管生成拟态作为不良预后的一个预测因子，因此对血管

生成拟态的分子机制的进一步研究将为研究胃腺癌的治疗策略提供思路。另有研

究也观察到 HIF-1α（缺氧诱导因子）的高水平表达与血管生成拟态阳性呈正相

关[59]，因此缺氧可能是促使血管生成拟态形成的一个因素。Kim等[21]在基于 144
例胃腺癌患者的病理组织的研究中发现 EphA2（erythropoietin-producing human
hepatocellular receptor A2，产生红细胞生成素的人肝细胞受体 A）的高表达与

VM阳性呈正相关；随后，该课题组在肿瘤相关成纤维细胞中观察到 EphA2-PI3K
信号轴能够促进血管生成拟态形成，表明肿瘤微环境内多元互作能够通过激活相

关分子信号从而对血管生成拟态等现象产生影响，因此对于胃癌细胞血管生成拟

态的研究不应局限于癌细胞本身上面，从而更全面的抑制该现象、发展新的治疗

策略。

胃癌细胞能够通过血管生成拟态直接形成肿瘤血管，为肿瘤提供氧气和营养

物质，促进恶性肿瘤的进展和转移。因此，肿瘤血管生成模拟是开发新型抗癌疗

法的合理靶点。然而，目前临床上还没有有效的抗肿瘤血管源性模拟靶向药物。

去氢厄弗酚，由 Liu等[60]从灯芯草中提纯得到，经验证其具有抑制血管生成拟态

的功能，并使得基质金属蛋白酶 2 (MMP2)表达降低，MMP2蛋白酶活性降低，

同时其所具有低毒性为其应用与临床治疗提供充足依据。随后，我们发现血管生

成拟态过程与癌干细胞性密切相关，因此我们对此进行探究。我们通过流式细胞

术检测了 CD44+/CD24+细胞的占比，结果表明 PLAC1敲减后胃癌干细胞的比例

下降，差异有统计学意义；细胞在无血清培养基中的成球能力反映细胞干性，成

球实验表明 PLAC1 敲减的细胞其成球能力明显丧失，表明 PLAC1 敲减后干性

减弱；OCT4、SOX2 以及 Nanog 是三个干细胞转录因子[4]，其表达水平同样被

PLAC1调控，结果显示 PLAC1敲减后其表达水平明显下降，过表达则观察到提

升。因此，以上三个实验均表明 PLAC1 对癌细胞干性的调控。为进一步明确

PLAC1在干性中有调控功能，我们通过无血清悬浮培养法培养出了胃癌干细胞，

并用流式细胞术加以鉴定，随后通过 RT-qPCR检测了 PLAC1的表达水平，与对

照组相比，其表达水平约为普通癌细胞的 17倍，这提示 PLAC1可能在干细胞维

持和诱导中发挥作用。然而，我们并没有在WB和 ELISA实验中检测到其高表

达，这需要我们进一步探究。另外，关于 PLAC1调控细胞干性的研究还未被文

献报道过，因此本研究首次探究了 PLAC1 对该性质的初步调控作用。学者

Ardalan认为，一些 CTA家族的基因能够促进上皮间质转化过程并调控干细胞性
[61]，本研究中 PLAC1也是 CTAs中的成员之一，本研究中得出的初步结论与已

有研究一致，这提示 CTAs 在癌症治疗中有着极大的潜在意义。CT45 是 CTAs
家族的成员之一，已有研究表明其在乳腺癌细胞中过表达显著上调各种致癌和转

移基因，组成性激活 ERK和 CREB信号通路，促进上皮间充质转化，并增加细



上海海洋大学硕士学位论文

26

胞干性、肿瘤发生、侵袭和转移，而沉默 CT45A1显著减少癌细胞的迁移和侵袭
[62]。因此，PLAC1也有着巨大的研究意义和临床应用潜力。

本研究同样也探究了MGC-803 细胞中 PLAC1 发挥调控作用的分子机制，

我们聚焦于 AKT和 VEGF通路，研究发现 PLAC1能够调控 AKT的磷酸化程度，

PLAC1敲减后 AKT的磷酸化被抑制，相反，PLAC1过表达 AKT被更多地激活；

另外，VEGFA和 VEGFR2的表达也受到明显影响，由此我们推测 PLAC1 能够

通过 AKT/VEGFA/VEGFR2 信号通路发挥调控作用。在一项研究中发现，在肿

瘤微环境中，传统的 T细胞能诱导和分化调节性 T细胞（Tregs），具有较强的抑

制免疫效应细胞的功能，抑制抗肿瘤免疫从而促进肿瘤的发生和发展，是肿瘤免

疫逃逸的关键因素。研究表明，靶向 VEGFA/VEGFR2能够降低肿瘤诱导的 Tregs
增殖[63]，本研究中发现 PLAC1 同样能够对 VEGFA/VEGFR2通路进行调控，因

此这推动了癌症治疗的研究。

有研究报道表明，PLAC1通过直接作用于Furin从而对下游的NICD和PTEN
发挥调控作用，从而促进细胞增殖和转移过程；miR-191作为一种雌激素敏感型

非编码 RNA，调控乳腺癌细胞，其下游调控的一系列癌相关基因中其中包含了

PLAC1[64]，丰富了 PLAC1信号机制的研究。另外，研究表明 LncRNA PVT1将
STAT3募集到 Slug的启动子区域从而促进其表达，进而促进上皮间质转化以及

血管生成拟态过程，因此 PVT1/STAT3轴可成为胃癌治疗的一个新型靶点

最后，本研究探究了 SGC-7901细胞中 PLAC1的调控功能。前期试验表明，

该细胞不存在血管生成拟态现象且有着相对较低的 PLAC1表达水平，因此我们

构建了过表达 PLAC1的 SGC-7901稳定转染细胞。功能研究发现，PLAC1促进

了其转移功能，但仍然没有血管生成拟态现象，说明该现象的调控是由多方面共

同调控形成网络了，细胞可能缺失其形成所必须的一整套体系因而不会有该功能

的出现。

综上所述，我们在胃癌细胞中探究了 PLAC1调控血管生成拟态的功能及分

子机制以及其对细胞干性的调控，因此 PLAC1将有望作为新型的胃癌治疗靶点，

同时本研究为癌症治疗研究提供了新的方向与思路。目前，癌症治疗的现状仍然

无法满足社会和人民的需要，因此，寻求新的治疗靶点、探究肿瘤发生发展的深

层分子机制将有助于揭示肿瘤形成并找到效率高、副作用小、预后佳的治疗方法。
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第二部分 青蒿琥酯治疗胃癌的初步研究

引 言

胃癌是常见的消化道肿瘤之一，世界范围内，胃癌的发生率和死亡率位居前

列，2018年约有 100万新增病例以及 78万的死亡病例[65]；另外，胃癌患者的五

年生存率仅 27.4%[66]。在我国，胃癌的排名在第三位，其中在农村地区则位居首

位[67]。

上世纪 70年代，青蒿素首次有屠呦呦从青蒿中提取[68, 69]，拯救了很多人的

生命并获得了诺贝尔奖。青蒿琥酯（Artesunate, ART）是其衍生物之一，为双氢

青蒿素的半琥珀酸酯，相比之具有良好的水溶性和抗疟疾作用[70]。近年来，ART
在治疗非疟疾疾病(如耐药寄生虫、病毒、真菌和细菌引起的疾病)以及非感染性

疾病方面显示出潜在的临床有效性，后者表现为在治疗炎症和抗纤维化(如抑制

膝关节内粘连)[71]以及抗肿瘤[72]方面发挥作用，其潜在的抗肿瘤作用已经在乳腺
[73]和食道[74]等方面均得到了证实。

图 2-1 青蒿琥酯分子结构式

Fig2-1 The moleculer structure of Artesunate

目前，在胃癌中关于 ART的研究较少。一项研究表明,ART抑制胃癌细胞的

增殖,促进细胞凋亡并减少 COX-2(Cyclooxygenase-2，环氧化酶 2)的表达[75, 76]，

该酶在调节多个癌症相关的进程中扮演关键角色，如转移和肿瘤进展，同时其在

体内的治疗效果也验证了其抗肿瘤的功能。然而，ART发挥抗肿瘤作用的确切

分子机制尚不清楚。

Zhou等报道了ART在体内和体外研究中能够通过诱导细胞坏死而发挥抗肿

瘤作用，细胞胀亡是近年来发现的一种不同于细胞凋亡[77]的细胞死亡机制，研究

表明 Calpain-2参与肿瘤胀亡过程，能够切割包括 spectrin、paxillin和 vinculin在
内的靶分子并诱导细胞肿胀 [78]。这一过程还涉及到 Ca2+依赖的半胱氨酸蛋白酶，

它能够对多种细胞底物[79]进行有限的蛋白水解。ART以剂量依赖的方式增加细

胞质中 Ca2+的水平，并且 Ca2+介导的 calpain-2 激活可能参与细胞胀亡，从而抑

制细胞活力。此外，先前的研究表明 ART通过抑制 NF-κB信号通路[80]在预防幽
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门螺杆菌诱导的胃癌发生中具有潜在的作用。已有的研究表明 ART可以通过介

导 p38/MAPK信号通路诱导活性氧(ROS)介导的细胞凋亡，将细胞周期阻滞在 S
期，并抑制胚胎横纹肌肉瘤细胞[81]的有丝分裂。另一方面，G2/M期阻滞是一个

ROS 依赖的过程[82]，在 ART 的作用下可通过上调 Beclin-2 和 p21[83]的表达和

ATM的磷酸化而诱导乳腺癌细胞 G2/M期阻滞，该过程位于 DNA损伤反应体系

的中心，最终会诱导检查点激活和细胞周期阻滞[84]，从而抑制其生长。然而，

ART在这一过程中的作用在胃癌中尚未被研究，其机制值得探讨。

在临床上胃癌转移的患者[85]预后较差，肝转移和腹膜转移是胃癌[86]患者死

亡的主要原因。

在原子力显微镜观察下，ART (30 mg/L)处理的细胞通过改变食管鳞状细胞

癌的生物力学特性而显示出转移抑制作用[87]。与对照组相比，药物处理组的细胞

其粘附力增加，膜粗糙度增加，弹性减少。细胞膜结构的变化可以直接影响细胞

骨架，而细胞骨架的变化影响染色体的稳定性和细胞的增殖，同时，细胞弹性与

细胞变形有关，会影响细胞的迁移和侵袭。此外， ART通过靶向细胞外蛋白酶

的转录，如尿激酶型纤溶酶原激活物(u-PA)、MMP2和MMP7[88]，抑制非小细胞

肺癌的细胞侵袭和体内转移。在转移性肾细胞癌[89]中也发现了类似的抑制作用。

值得注意的是，目前尚无 ART对胃癌转移影响的研究。

JAK2 /STAT3信号通路是细胞内重要的信号转导机制，参与细胞转化以及肿

瘤进展[90]。阻断其磷酸化可抑制胃癌肿瘤生长、炎症和血管生成，并诱导凋亡[91]。

一些对肿瘤具有调节作用的基因、药物和蛋白通过调节 JAK2/STAT3信号通路发

挥作用[92-94]。然而，在癌症相关研究中，ART是否通过这一信号通路发挥抗肿

瘤作用还没有定论。事实上，只有两项研究报道了在 ART 作用下，通过对

JAK2/STAT3信号的调控能够在治疗红斑痤疮[95]和滤泡辅助 T细胞中发挥作用，

在后者中的作用缓解系统性红斑狼疮[96]的症状。
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2.1 主要试剂和仪器

2.1.1 主要试剂

本实验人胃癌 SGC-7901、HGC-27 细胞购于中国科学院上海生命研究所细

胞资源中心，实验中所用到的主要试剂和抗体分别如表 1-1和 1-2所示。

表 2-1主要试剂

Tab 2-1 The list of reagents
试剂名称 公司

甲醇

PAGE胶配置试剂盒

胎牛血清(FBS, Fetal Bovine Serum)

上海凌峰化学试剂有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

美国 Gibco公司

RPMI-1640基础培养基 美国 Gibco公司

EDTA-胰蛋白酶（胰酶） 美国 Gibco公司

100×青链霉素混合液（双抗） 美国 Gibco公司

RIPA 裂解液(中) 上海碧云天生物技术有限公司

10mM PMSF
Glycine

十二烷基硫酸钠 SDS粉末

Tris-base
TBST粉末

BCA蛋白浓度检测试剂盒

ECL显影液

10-180KDa蛋白Marker
PBS粉末

PVDF膜

无水乙醇

6x Loading Buffer蛋白上样缓冲液

基质胶

上海碧云天生物技术有限公司

北京 Solarbio 科技有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

武汉赛维尔生物科技有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

南京诺唯赞生物科技有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

上海生工生物工程股份有限公司

默克生命科学(上海)有限公司

上海凌峰化学试剂有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

美国康宁公司

100×青链霉素混合液（双抗）

CCK-8试剂

细胞凋亡检测试剂盒

青蒿琥酯

美国 Gibco公司

日本东仁化工公司

美国 BD公司

桂林南药股份有限公司

表 2-2 抗体列表

Table 2-2 The list of antibodies
抗体名称 公司

Snail+Slug 美国 Abcam公司

GAPDH
HRP标记-羊抗兔 IgG

N-Cadherin
CDK2

Cyclin E1
Cyclin D1

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司

美国 Abcam公司
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2.1.2 主要仪器设备

本实验中所使用的仪器设备如表 2-3所示。

表 2-3 仪器设备列表

Table 2-3 The list of instruments
设备名称 公司

ESCO 双人超净工作台

CO2培养箱

SpectraMax i3x 多功能酶标仪

MilliporeElix 超纯水系统

Beckman Counter低温高速离心机

Grant 恒温水浴锅

电子天平

vortex-5 涡旋混匀仪

Mini-6KS 低速离心机

-20℃立式超低温冰箱

-40℃立式超低温冰箱

-80℃立式超低温冰箱

pH计

松下 panasonic 制冰机

1-10ul移液器

20-200 ul移液器

100-1000 ul移液器

500-5000 ul移液器

FACS Elesta流式细胞仪

新加坡艺思高科技有限公司

美国 Thermo Fisher Scientific 公司

上海达迈生物科技有限公司

美国 GE 公司

美国 Millipore 公司

美国 Beckman 公司

英国 Grant 仪器有限公司

北京赛多利斯科学仪器有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

青岛海尔特种电器有限公司

青岛海尔特种电器有限公司

青岛海尔特种电器有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

日本松下电器产业公司

德国艾本德 Eppendorf公司

德国艾本德 Eppendorf公司

德国艾本德 Eppendorf公司

德国艾本德 Eppendorf公司

美国 BD公司

2.2实验方法和步骤

2.2.1 CCK-8实验

（1）将处于对数生长期的细胞用胰酶消化并收集，以 5000细胞/100μl每孔

铺至 96孔板，分别设置 0h、24h、48h三个时间点，在 37℃培养箱中培养过夜；

（2）青蒿琥酯配制：用 RPMI-1640培养基溶解青蒿琥酯粉末，此时所配试

剂为母液，再将其配制成 0μM、30μM、60μM、90μM的浓度用于实验；

（3）次日，弃去上清培养基，将 24h、48h两个时间点的板子换上溶解有青

蒿琥酯的培养基，继续培养；

（4）将基础培养基与 CCK-8试剂以 10:1的比例混合均匀，再以 100μl/孔加

至 0h板，在 37℃培养箱中孵育 1h；
（5）将板盖打开，使用酶标仪测定其在 450nm波长下的吸光度；

（6）24h、48h后操作同上；

（7）收集数据进行分析。

2.2.2 细胞凋亡检测

（1）将不同浓度青蒿琥酯处理 24h的细胞用胰酶消化并收集至流式管中，

分别设置空白管、单标管和样品管，用冷 PBS清洗两遍；

（2）加入 300μl 1×binding buffer重悬；
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（3）加入 5μl FITC，室温下避光孵育 15min；
（4）加入 5μl PI，孵育 5min；
（5）再加入 200μL1×binding buffer；
（6）上机检测并统计分析结果。

2.2.3 细胞周期测定

（1）将不同浓度青蒿琥酯处理后的细胞用胰酶消化并收集至流式管中，

1000rpm 5min离心后弃上清；

（2）用预冷 PBS缓冲液重悬，离心后弃上清；

（3）加入 1ml预冷的 70%乙醇，吹打至均匀，4℃条件下固定 30min，随后

离心弃上清；

（4）加入 1ml冷 PBS重悬，随后离心并弃上清；

（5）向细胞沉淀中加入 0.5ml 染色液（0.5ml 染色 buffer、2.5μl 20×PI、
10μlRNase A），缓慢重悬，37℃避光孵育 30min；

（6）上机检测并用Modifit LT解析数据并统计分析。

2.2.4 细胞培养

本实验方法同 1.2.1所述。

2.2.5 蛋白提取与Western Blot
本实验方法同 1.2.3所述。

2.2.6 Transwell迁移和侵袭实验

本实验方法同 1.2.13所述。

2.3 数据统计和分析

所有结果均取自三次生物学重复，数据用均值±标准差（Mean±SD）表示，

student-t检验和作图均是用 GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析，当 p<0.05时
该差异有统计学意义，且*p<0.05，**p<0.01，N.S.为不显著。

2.4 结果

2.4.1青蒿琥酯抑制胃癌细胞的增殖并促进凋亡

CCK-8法检测增殖活性

0μM、30μM、60μM、90μM的青蒿琥酯分别处理 SGC-7901、HGC-27两种

胃癌细胞后，测定其增殖活性。如图 2-2所示，与对照组相比，经青蒿琥酯处理

后，两种细胞的增殖活性显著下降且呈浓度依赖性，经统计得知具有统计学差异

（**p<0.01）。

图 2-2 CCK-8 实验检测青蒿琥酯抑制胃癌细胞增殖

Fig. 2-2 Artesunate inhibits the proliferation of gastric cancer cells using CCK-8 assay
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0μM、30μM、60μM、90μM的青蒿琥酯处理 SGC-7901、HGC-27两种胃癌

细胞 24小时后，用流式细胞术检测其凋亡水平，如图 2-3、2-4所示，与对照组

（0μM）相比，在 30μM条件下对凋亡无明显影响，而随浓度升高至 60、90μM
时，其凋亡水平显著升高，呈浓度依赖性，经统计结果有统计学意义（*p<0.05，
**p<0.01）.

图 2-3 青蒿琥酯诱导 SGC-7901细胞凋亡

Fig. 2-3 Artesunate induces apoptosis in SGC-7901 cells

图 2-4 青蒿琥酯诱导 HGC-27 细胞凋亡

Fig. 2-4 Artesunate induces apoptosis in HGC-27 cells

2.4.2青蒿琥酯抑制胃癌细胞转移及上皮间质转化

使胃癌细胞 SGC-7901、HGC-27在含 0μM、30μM、60μM、90μM青蒿琥酯

的环境中进行 Transwell实验，24小时后，取出小室，经染色后我们观察发现，

如图所示，青蒿琥酯能够明显抑制胃癌细胞的侵袭和迁移能力，并随浓度升高其

抑制作用不断加强。
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图 2-5 青蒿琥酯抑制 SGC-7901细胞迁移和侵袭

Fig. 2-5 Artesunate inhibits migration and invasion in SGC-7901 cells

图 2-6 青蒿琥酯抑制 HGC-27 细胞迁移和侵袭

Fig.2-6 Artesunate inhibits migration and invasion in HGC-27 cells
青蒿琥酯抑制上皮间质转化相关蛋白的表达

我们通过 WB的方法检测了上皮间质转化转化相关蛋白的表达，其表达水

平能够反映该过程，如图所示，在两种胃癌细胞中，Snail、Slug 和 N-Cadherin
的表达水平随青蒿琥酯浓度的提升而明显下降。
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图 2-7 青蒿琥酯下调胃癌细胞上皮间质转化相关蛋白表达

Fig.2-7 Artesunate reduces the expression of EMT-related proteins in gastric cancer cells
2.4.3 青蒿琥酯诱导胃癌细胞周期阻滞

分别用 0μM、30μM、60μM、90μM青蒿琥酯处理细胞 24h后，收集细胞并

用流式细胞术检测细胞的周期分布并进行统计。如图所示，不同浓度处理后观察

到，低浓度时细胞分布变化不太明显，提升浓度后发现，SGC-7901细胞 G0/G1
期的细胞数明显下降， S期细胞数升高，G2/M 期细胞数未发生明显变化；而

HGC-27细胞中处于 G0/G1期和 S期的细胞数均下调，而 G2/M期细胞数逐渐升

高，呈浓度依赖性。

图 2-8 流式细胞术检测青蒿琥酯诱导 SGC-7901细胞周期阻滞

Fig.2-8 Artesunate induces cell cycle arrest in SGC-7901 cells using flow cytometry



上海海洋大学硕士学位论文

35

图 2-9 流式细胞术检测青蒿琥酯诱导 HGC-27细胞周期阻滞

Fig. 2-9 Artesunate induces cell cycle arrest in HGC-27 cells using flow cytometry
不同浓度的青蒿琥酯处理 24h后，用WB法检测周期相关蛋白 CDK2、Cyclin

E1和 Cyclin D1的表达水平，观察其变化，结果表明，如图所示，在两细胞中以

上周期蛋白的表达水平随药物的浓度升高而逐渐降低。

图 2-10 青蒿琥酯抑制胃癌细胞周期相关蛋白的表达

Fig. 2-10 Artesunate inhibits the expression of cell cycle-related proteins in gastric cancer cells
2.4.4青蒿琥酯抑制胃癌细胞 JAK2/STAT3信号通路

为探究青蒿琥酯抑制胃癌的分子机制，我们检测了 JAK2/STAT3信号通路关

键蛋白的表达以及磷酸化水平。结果表明，如图 2-11所示，随青蒿琥酯浓度的

升高，蛋白 JAK2、STAT3的磷酸化水平逐渐降低，呈浓度依赖，同时其蛋白的

表达水平也有不同程度的下降。
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图 2-11 青蒿琥酯抑制胃癌细胞 JAK2/STAT3信号通路

Fig.2-11Artesunate inhibits JAK2/STAT3 signaling in gastric cancer cells
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2.5 讨论

近年来，有研究报道了青蒿琥酯在卵巢癌[97]、子宫内膜癌[98]、乳腺癌[83]、

食管癌[99]等癌症中的抗肿瘤效应，而在胃癌中的研究相对较少。就目前研究而言，

青蒿琥酯能够抑制胃癌细胞生长并促进其凋亡[75, 76]以及胀亡[77]过程，这不能够

全面地了解青蒿琥酯的抗肿瘤效应，因此本研究在人胃癌细胞 SGC-7901 和

HGC-27中探究了青蒿琥酯的抗肿瘤效应，包括增殖、凋亡、周期阻滞、转移过

程以及其发挥作用的分子机制。

在本研究中，我们发现青蒿琥酯在低浓度时显著抑制了细胞增殖，而在高浓

度时，尤其是 SGC-7901细胞中，青蒿琥酯促进了细胞凋亡和细胞周期阻滞。因

此，在低青蒿琥酯浓度下抑制胃癌细胞生长的机制值得进一步研究。铁死亡是一

种铁依赖、脂质 ROS积累的新型程序性细胞死亡过程，这与细胞凋亡不同，是

一种非 caspase依赖性的细胞死亡机制[100]。与普通细胞相比，癌细胞具有相对较

高的转铁蛋白表达和铁水平，铁已成为癌症治疗和预防[101]的研究靶点。有研究

表明转铁蛋白受体(TfR)的表达与癌细胞对青蒿琥酯的敏感性呈正相关(P =
0.022)[102]。然而，青蒿琥酯是否诱导胃癌细胞铁依赖死亡及其机制尚未见报道。

此外，青蒿琥酯诱导谷胱甘肽消耗和脂质 ROS[69]积累，而铁死亡是铁介导的脂

质 ROS积累引起的细胞死亡[103, 104]，这提示青蒿琥酯可能能够通过诱导铁死亡

从而抑制胃癌细胞进展从而发挥抗癌作用，但为明确这一功能还需进行深入探究。

尤其是低浓度青蒿琥酯在 SGC-7901细胞中的作用机制。

另一方面，有报道称 ART增加了神经鞘瘤细胞中自噬溶酶体的数量，减少

了自噬溶酶体的数量，提示 ART损害了溶酶体功能从而抑制发挥抑制作用[105]。

类似地，在耐药的乳腺癌和卵巢癌细胞中观察到较高的溶酶体功能，经 ART处

理后，溶酶体 pH显著升高，组织蛋白酶水平降低，先前增强的溶酶体功能降低
[106]。耐药细胞具有较高的溶酶体功能，抑制溶酶体活性可能是解决耐药问题的

新途径。因此，ART可以被认为是这方面的候选药物，因为该药物已被证明可

以通过诱导线粒体应激和不依赖 caspase 的凋亡[100]来克服多发性骨髓瘤的耐药

性。

随后，我们对青蒿琥酯诱导细胞周期阻滞进行的探究，经不同浓度的青蒿琥

酯处理 24h后，我们通过流式细胞术检测细胞的周期分布，结果在两种细胞中略

有不同，在 SGC-7901细胞中，处于 G0/G1期的细胞数明显下降，S期细胞数升

高，在 G2/M期细胞数未发生明显变化；而在 HGC-27细胞中，处于 G0/G1期和

S期的细胞数均下调，而 G2/M期细胞数逐渐升高，均呈浓度依赖性，且在低浓

度时细胞分布变化不太明显，提升浓度后发现明显趋势。我们又进一步探究周期

相关的蛋白表达水平，CDK2，Cyclin D1，Cyclin E1的表达水平随青蒿琥酯浓度

升高而逐渐降低。Zhao等[107]发现了青蒿琥酯作用下的 cisplatin抵抗的膀胱癌细

胞其细胞周期阻滞在 G0/G1 期，通过诱导周期阻滞抑制癌细胞的生长，这为解

决肿瘤耐药问题提供思路；另外有研究表明乳腺癌细胞中青蒿琥酯能够通过诱导

自噬使细胞周期阻滞在 G2/M期，自噬抑制剂 3-MA的加入使周期阻滞现象被缓

解[83]，该研究揭示了青蒿琥酯诱导细胞周期阻滞的原理，为青蒿琥酯治疗癌症的

功能提供理论基础。

在我们的研究中，我们进行了 Transwell实验和上皮间质转化相关蛋白的表

达测定，结果表明 ART对转移的抑制作用呈剂量依赖性。上皮间质转化反映了

癌细胞的移动性，我们发现 ART处理 N-cadherin、Snail和 Slug的表达明显下降。
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综上所述，我们的研究结果提示 ART降低了胃癌细胞的转移能力，其机制有待

进一步探讨。Rasheed等首次发现了青蒿琥酯在肺癌中通过靶向细胞外必需蛋白

酶抑制转移的作用，如 u-PA的活性、基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，
MMPs)， MMP-2 和 MMP-7 等[88]；同样在肾细胞癌中也观察到了抗癌转移效

应[89]。Berkoz等报道了青蒿琥酯通过调控 STAT3信号抑制癌转移过程，MMP-2,
MMP-9, Mcl-1, Bxl-xL, VEGF 以及 Twist 等都是转移相关蛋白的表达均被下调
[108]。另外，等研究发现 ART可以改变胶质瘤细胞的生物力学特性，从而抑制细

胞增殖、迁移和侵袭[109]，研究中发现经 30mg/ml 青蒿琥酯处理的 SHG44 细胞

claudin-1的表达水平升高，细胞粘附力提升（由2,400±300 提升至 3,600±500 pN），
增加了细胞间的连接以及细胞膜粗糙度（由0.118±0.011 到 0.269±0.015 microm），

降低了细胞弹性（由 23±8 to 3.5±1.1 MPa）。
JAK2/STAT3信号转导通路是经典的肿瘤信号转导通路。在胃癌中，抑制该

通路可促进细胞凋亡和自噬[110]，减弱肿瘤血管生成[111]，抑制转移、EMT[112]和

生长[113]。值得注意的是，ART对癌细胞的调控被证明是通过其他分子信号通路

发生的，包括 Wnt/β-catenin[114]和 NF-κB[115]通路。而我们的研究首次证明 ART
可以抑制胃癌细胞 JAK2/STAT3信号通路。

从分子结构上来讲，ART具有过氧化桥结构，能够产生 ROS[81]，导致 DNA
损伤[116]。当 ROS水平升高到阈值时，这些分子激活非特异性线粒体通透性过渡

孔打开，从而降低线粒体膜电位(mitochondrial membrane potential, MMP)，诱导

细胞色素 C释放到细胞质中，最终触发凋亡[117]。在该研究中发现线粒体空泡化

显著增加，MMP显著降低，cleaved-PARP显著降低，提示溶酶体损伤后，清除

异常线粒体的功能受到影响，进而导致细胞死亡[106]。这可能是化疗药物诱导癌

细胞产生细胞毒性的机制之一。因此，研究溶酶体活性高的细胞耐药机制显得尤

为重要。然而，Yang等人在 HeLa 和 HepG2细胞系[118]的研究中得出了相反的结

论，表明 ART可以改善溶酶体降解和铁蛋白诱导的癌细胞死亡。ART的抗肿瘤

机制目前存在争议，可能与不同的细胞类型或耐药细胞有关，这些细胞存在不同

于药敏癌细胞的代谢调节机制，有待进一步研究。

近年来，对 ART抗肿瘤作用及相关分子机制的研究逐渐揭示了其在肿瘤临

床治疗中的应用潜力。然而，青蒿琥酯的副作用同样值得考虑。事实上，一项研

究表明ART通过增加正常肝细胞中细胞内ROS水平诱导G0/G1细胞周期阻滞和

凋亡[119]。这提示在青蒿琥酯治疗胃癌的研究中对正常胃上皮细胞以及其他器官

的影响同样值得考虑，另外，可以通过设计靶向药物使其定向作用于胃癌细胞从

提升临床治疗的效果。

总之，本研究初步探究了青蒿琥酯治疗胃癌的基础，发现其能够抑制胃癌细

胞增殖与转移过程，并诱导凋亡以及周期阻滞，分子机制上，我们首次证明了青

蒿琥酯在能够抑制 JAK2/STAT3信号通路，为后续研究奠定基础并为抗癌治疗的

研究开拓了新的视野。
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附 录

转膜缓冲液液配方

成分 所需质量

甘氨酸 2.9g
Tris-base
SDS
甲醇

2.9g
5.8g
0.37g
200ml

加水定容至 1L

电泳缓冲液配方

成分 所需质量

甘氨酸 2.9g
Tris-base
SDS

14.4g
3.03g
1g

加水定容至 1L
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