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摘 要:目的 探索肿瘤源性免疫球蛋白G(IgG)表达对胃癌细胞增殖的影响和Na+-K+-ATP酶在其中所扮演的角色。

方法 用siRNA干扰技术下调胃癌细胞SGC-7901和HGC-27中IgG表达后:①用免疫印迹和RT-qPCR技术在蛋白水

平和 mRNA水平检测IgG表达情况;②分别用CCK-8法和镜下细胞拍照计数法检测以上胃癌细胞的增殖能力;③建立

稳定表达ControlshRNA和IGHG1shRNA的HGC-27胃癌细胞系,完成裸鼠成瘤实验;④用比色法检测以上细胞中总

ATP酶和Na+-K+-ATP酶的活性。结果 体内外实验表明,IgG表达下调使胃癌细胞增殖受到抑制,胃癌细胞中总

ATP酶和Na+-K+-ATP酶活性显著降低(P<0.05)。结论 肿瘤源性IgG可能通过增强Na+-K+-ATP酶活性促进

胃癌细胞增殖。
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Effectofdown-regulatingtheexpressionoftumor-derivedimmunoglobulinGon
proliferationofgastriccancercellsandrelatedmechanism

WangJuping1,ZhaoJing1,ZhouQinghong1,WuXiangsheng1,NongAnna1,

HuaHaoming1,YangShulin1,ChenLiying1,RenRuihua2,PengHui1
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  Abstract: Objective Toexploretheeffectoftumor-derivedimmunoglobulinG(IgG)expressiononthe
proliferationofgastriccancercellsandtheroleofNa+-K+-ATPase. Methods AfterthesiRNAinterference
wasusedtodown-regulateIgGexpressioningastriccancercellsSGC-7901andHGC-27.① Westernblotting
andRT-qPCRwereusedtodetecttheexpressionofIgGattheproteinandmRNAlevels.②CCK-8methodand
microscopiccellphoto-countingwereusedtodetecttheproliferationabilityoftheabovegastriccancercells.③
GastriccancercelllinesHGC-27withstableexpressionsofControlshRNAandIGHG1shRNAwasestablished
tocompletethetumorigenesisexperimentinnudemice.④TheactivityoftotalATPaseandNa+-K+-ATPase
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intheabovecellsweredetectedbycolorimetry. Results Invivoandinvitroexperimentsshowedthatdown-
regulationofIgGexpressioninhibitedtheproliferationofgastriccancercells,andtheactivitiesoftotalATPase
andNa+-K+-ATPaseingastriccancercellssignificantlydecreased(P<0.05). Conclusion Tumor-derived
IgGmaypromotetheproliferationofgastriccancercellsbyenhancingNa+-K+-ATPaseactivity.
  Keywords: immunoglobulinG;gastriccancer;proliferation;Na+-K+-ATPase

  胃癌是消化系统常见的恶性肿瘤,占我国癌症发

病率的第四位,并呈上升趋势。早期多无明显临床症

状,往往就诊时已到中晚期,且大多数患者因发生转移

而失去手术的最佳时机[1-2]。因此,了解胃癌的发生发

展机制并寻求特异的疗法是当务之急。免疫球蛋白

(Ig)是人体中极其重要的蛋白质,广泛存在于血浆、组
织液和分泌液中,参与机体的免疫反应。传统的免疫

学理论认为,只有B淋巴细胞和浆细胞才能产生和分

泌Ig,但近年来国内外多个研究组发现胃癌、乳腺癌、
肺癌、宫 颈 癌 等 多 种 癌 细 胞 也 能 表 达Ig,特 别 是

IgG[3-6]。更重要的是,与经典IgG不同,非B细胞来

源的IgG参与多种肿瘤的发生发展过程[7-11]。近年来

许多研究显示,ATP酶中的 P-ATP酶如 Na+-K+-
ATP酶、H+/K+-ATP酶不仅参与正常的细胞活动,
如维持细胞内外钠、钾离子的生理分布,也参与了包括

胃癌在内的多种肿瘤的发生发展[12-15]。本研究旨在通

过探讨Na+-K+-ATP酶在肿瘤源性IgG促进胃癌细

胞增殖中的作用和机制研究,为胃癌的诊断和防治提

供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞株和裸鼠 人胃癌细胞SGC-7901和HGC-
27购于武汉普诺赛生命科技有限公司,12只4~5周

龄BALB/c裸鼠购于北京维通利华实验动物技术有

限公司。

1.2 主要试剂 DMEM 培养基、胎牛血清和0.25%
胰酶购于 Gibco公司;ControlsiRNA片段序列正义

链为5′UUCUCCGAACGUGUCACGUTT3′,反 义

链为 5′ACGUGACACGUUCGGAGAATT3′,IGH-
G1siRNA 片段序列正义链为5′CCAAGGACACC-
CUCAUGAUTT3′,反义链为5′AUCAUGAGGGU-
GUCCUUGGTT3′,siRNA片段和shRNA质粒载体

购于上海吉玛制药技术有限公司;转染试剂 Lipo-
fectamineTM2000购于美国Invitrogen公司;10XRI-
PA裂解缓冲液购于美国 Upstate公司;CCK-8试剂

盒购于北京索莱宝科技有限公司;ATP酶试剂盒购于

南京建成生物工程研究所;BCA蛋白质浓度测定试剂

盒购于上海碧云天生物技术有限公司;鼠抗人IgG(γ
链特异性)抗体购于美国Sigma公司;ECL发光液购

于美国 MerckMillipore公司;遗传霉素G418和兔抗

人β-actin抗体购于生工生物工程(上海)股份有限公

司;RT-qPCR相关试剂购于宝生物工程(大连)有限公

司;免疫组化试剂购于北京索莱宝生物技术公司。

1.3 细胞培养和siRNA干扰实验 将SGC-7901细

胞置于含有10%胎牛血清、100U/ml青链霉素的

DMEM培养基中,将 HGC-27细胞置于含有20%胎

牛血清、100U/ml青链霉素的RPMI1640培养基中,
在37℃、5% CO2 的培养箱中培养。当细胞贴壁达

80%时,用0.25%的胰酶消化细胞,进行传代培养,取
对数生长期细胞进行实验。转染前使细胞在六孔板中

达到50%~60%的融合,用LipofectamineTM2000将

IGHG1siRNA和ControlsiRNA片段转染进入以上

两种细胞,72h后收细胞进行后续实验。

1.4 胃癌稳转细胞系的建立和裸鼠成瘤实验 将

ControlshRNA和IGHG1shRNA质粒载体转染到

HGC-27细胞中,用G418筛选出最佳药物浓度后并处

理细胞,经过4~6周的筛选,最终得到稳定表达Con-
trolshRNA和IGHG1shRNA的单克隆细胞系。将

此细胞5×107 个溶于200μlPBS中,注射到裸鼠的皮

下,实验组和对照组裸鼠各6只。8周后将以上裸鼠

麻醉处死,取出裸鼠肿瘤并拍照。对于裸鼠肿瘤组织,
在完成HE染色后用免疫组化技术检测以上组织增殖

相关标志物PCNA和Ki67的表达。

1.5 免疫印迹实验 收集siRNA干扰后的细胞样

品,裂解后测定细胞蛋白浓度,每个样品取50μg蛋白

经SDS-PAGE凝胶电泳分离后转移到硝酸纤维素膜

上。用5%牛奶封闭2h,PBST洗膜后,加入一定稀释

倍数的一抗,4℃孵育过夜,第2天用PBST洗膜后在

室温孵育 HRP标记的二抗1h,PBST洗膜后加入

ECL发光液在暗室用胶片曝光,以β-actin为内参照。

1.6 RT-qPCR 用 RNAsioPlus试剂提取细胞总

RNA后,按照PrimeScriptTMRTreagentKitwithgD-
NAEraser试剂盒说明书将总RNA逆转录成cDNA。
根据 TBGreen○RPremixExTaqTM Ⅱ (TliRNaseH
Plus)试 剂 盒 说 明 书,加 入 相 应 反 应 体 系,用 罗 氏

Lightcycler96荧光定量 PCR 仪检测 CT 值。使用

2-△△Ct法分析IGHG1在mRNA水平的相对表达量。

1.7 细胞增殖实验 在SGC-7901和 HGC-27细胞

中均转染ControlsiRNA和IGHGsiRNA片段,将转

染 ControlsiRNA 片 段 的 细 胞 定 为 对 照 组,转 染

IGHG1siRNA片段的细胞定为实验组。转染6h后,
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胰酶消化并进行细胞计数,每孔2000个细胞,在96孔

板中接种细胞悬液(100微升/孔),72h后,根据细胞

增殖检测试剂盒说明书,向细胞中加入10μlCCK-8
试剂,放入细胞培养箱中继续培养1h,在Bio-Rad酶

标仪上测定490nm波长处的吸光度值。在实验过程

中设置空白对照组,每组细胞做6个重复。

1.8 Na+-K+-ATP酶活性测定 转染72h后将细

胞收集加入500μl生理盐水,用超声破碎仪破碎细

胞,400安培10秒/次,间隙20s,反复5~10次,1000
r/min,离心5min,取上清液测量细胞蛋白浓度以及

总ATP酶和 Na+-K+-ATP酶活性。根据酶促反应

释放的无机磷含量测定 ATP酶活性,按照试剂盒说

明书要求逐项加入试剂,最后用紫外分光光度计在

636nm处测定样品吸光度。

1.9 统计学方法 每组实验重复3次,所有数据采用

SPSS19.0统计学软件进行处理,以上实验所得计量

资料数据用(췍x±s)表示,两组间的比较采用t检验,P
<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 应用siRNA干扰技术下调胃癌细胞中IgG表达

 在 SGC-7901和 HGC-27细 胞 中 均 转 染 Control
siRNA片段(对照组)和IGHG1siRNA 片段(实验

组)。转染72h后收细胞,用免疫印迹技术和 RT-
qPCR技术分别检测以上细胞中IgG的表达。结果表

明,与对照组细胞相比,实验组细胞中IgG在蛋白(见
图1A和图1C)和 mRNA水平(见图1B和图1D)的
表达降低(P<0.01)。

注:图1B,P=0.002;图1D,P=0.003;**表示P<0.01。

图1 应用siRNA干扰技术下调胃癌细胞中IgG表达

2.2 体外实验证明肿瘤源性IgG表达下调抑制胃癌

细胞增殖 在SGC-7901和 HGC-27细胞中均转染

ControlsiRNA片段(对照组)和IGHG1siRNA片段

(实验组)。在转染前和转染3d后,分别用显微镜观

察并进行拍照,随机取以上两种细胞的10个不同视

野,对每个视野的细胞进行计数并进行方差分析。结

果显示,转染3d后,与对照组细胞相比,实验组细胞

数量显著减少(P <0.01)(见图2A和图2C)。在以

上细 胞 中 分 别 转 染 ControlsiRNA(对 照 组)和

IGHG1siRNA(实验组)片段,72h后用CCK-8法检

测细胞增殖情况。结果表明,与对照组细胞相比,实验

组细胞IgG表达下调抑制胃癌细胞SGC-7901(见图

2B)和HGC-27(见图2D)增殖。

注:图2A,P<0.001;图2B,P=0.033;图2C,P=0.003;

图2D,P=0.023;*表示P<0.05,**表示P<0.01,

***表示P<0.001。

图2 下调IgG表达对胃癌细胞增殖的影响

2.3 体内实验证明敲低肿瘤源性IgG表达阻碍胃癌

细胞增殖 本实验通过 G418筛选构建了稳定表达

ControlshRNA(对照组)和IGHG1shRNA(实验组)
的HGC-27胃癌细胞系并检测了IgG在蛋白和 mR-
NA水平的表达,随后将以上稳转细胞注射进BALB/
c裸鼠背部两侧皮下,8周后测量裸鼠瘤体大小,摘除

肿瘤组织后完成HE染色,检测与肿瘤增殖相关的标

志物PCNA、Ki67和阴性对照PBS表达水平。结果表

明,以上稳转细胞中IgG在蛋白和 mRNA(见图3A
和图3B)水平的表达都降低(P<0.01)。与对照组相

比,实验组裸鼠肿瘤体积减少(见图3C),PCNA 和

Ki67的表达也降低(P<0.05)(见图3D)。
2.4 肿瘤源性IgG表达下调降低胃癌细胞中 Na+-
K+-ATP酶活性 转染72h后收集细胞并用超声裂

解细胞,取上清分别检测总 ATP酶和 Na+-K+-ATP
酶活性。结果表明,与对照组细胞相比,实验组细胞中

以上2种ATP酶活性均降低(P<0.05)(见图4A和

图4B)。
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注:图3B,P=0.001;图3D,PPCNA=0.013,P Ki67=0.011;*表示P<0.05,**表示P<0.01
比例尺20μm(每组比例尺相同,故每组只画了第一张图片)。

图3 下调IgG表达对胃癌细胞增殖的影响

注:图4A,P=0.04,P=0.007;图4B,P=0.039,

P=0.049;*表示P<0.05,**表示P<0.01。

图4 下调IgG表达对胃癌细胞中ATP酶活性的影响

3 讨论

ATP在生物体内各种生命活动中发挥重要作用。
目前发现至少有三类 ATP酶,分别为:P-ATP酶、F-
ATP酶、V-ATP酶[16]。P-ATP酶分布在真核细胞的

质膜、少数细胞器膜和大肠杆菌、链球菌的内膜[17]。

F-ATP酶是一类结构最复杂、研究最深入的质子泵

ATP酶,存在于细菌内膜、叶绿体的类囊体和线粒体

内膜的内侧[18]。V-ATP酶存在于真核细胞内的空泡

型细胞器上,如酵母、真菌的空泡,植物的液泡,动物的

溶酶体、笼蛋白衣被小泡、嗜铬颗粒、突触小泡和分泌

小泡等[18-19]。Na+-K+-ATP酶属于P-ATP酶,能维

持线粒体膜电化学梯度,是线粒体功能、结构变化的灵

敏指标[20]。Na+-K+-ATP酶为三羧酸循环的关键酶,
由α、β和γ3个亚单位组成。其中α-亚单位是一种跨

膜蛋白,可促进细胞内外K+和Na+之间交换,进而调

节体内外离子间的动态平衡[21]。由于 Na+-K+-ATP

酶在机体内扮演多种重要的角色,因此Na+-K+-ATP
酶表达和活性改变将诱发多种疾病[22],并且癌细胞中

Na+-K+-ATP酶表达和活性改变将影响其(其代表癌

细胞)发生发展[23]。有报道指出[24],下调 Na+-K+-
ATP酶(同前,均为Na+-K+-ATP酶)α1亚基的表达

抑制非小细胞肺癌的增殖和迁移。使用 Na+-K+-
ATP酶抑制剂将抑制肝癌细胞 HepG2的增殖,并诱

导细胞凋亡[25]。LiL等[26]发现 Na+-K+-ATP酶β3
亚基在人的胃癌组织中显著升高,并通过PI3/AKT
信号通路促进胃癌细胞的发生发展和预后。我们认为

Na+-K+-ATP酶可能通过PI3/AKT信号通路影响细

胞增殖。除此之外,Na+-K+-ATP酶的活性取决于细

胞内的磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine,PS)和胆固

醇。有研究表明[27-30],PS能够稳定 Na+-K+-ATP酶

的表达,卵磷脂(phosphatidylcholine,PC)和脑磷脂

(phosphatidylethanolamine,PE)能 够 和 Na+-K+-
ATP酶相互作用进而增强其活性。HabeckM 等[31]

研究发现,Na+-K+-ATP酶的功能被 PS和胆固醇

(PC、PE)调节,此过程取决于磷脂的结构特异性、特异

的结合位点和特定的动力学机制。我们推测,癌源性

IgG可能通过调节PS和胆固醇(PC、PE)来增强Na+-
K+-ATP酶的活性进而促进胃癌细胞增殖,我们将在

后续的实验中验证这一推论。
本研究从体内和体外两方面证明,下调胃癌细胞

中IgG表达后,细胞增殖明显受到抑制,进一步探究其

机制,我们发现在以上胃癌细胞增殖受到抑制的同时,

Na+-K+-ATP酶和总 ATP酶的活性均显著降低,该
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结果与以前报道的结果相一致。此外,Na+-K+-ATP
酶已被证实促进胃癌细胞增殖[26,32]。

综上所述,我们认为IgG可能通过增强胃癌细胞

中Na+-K+-ATP酶活性促进细胞增殖(见图5)。下

一步,我们将就IgG是否确实通过影响Na+-K+-ATP
酶活性促进胃癌细胞增殖做进一步探索。

图5 肿瘤源性IgG促进胃癌细胞增殖机制图
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