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  [摘要] 目的 探讨过表达Klotho基因对胃癌细胞SGC-7901细胞增殖、迁移及磷酸肌醇-3激酶/蛋白激

酶B(PI3K/AKT)通路的影响。方法 体外培养胃癌细胞SGC-7901、正常胃黏膜细胞CES-1,采用实时荧光定

量PCR(qRT-PCR)法和 Western
 

blot检测细胞Klotho
 

mRNA和蛋白相对表达水平;将SGC-7901细胞分为

Klotho组、阴性对照组(NC组)、空白对照组(BC组),构建 Klotho过表达载体,转染细胞后检测细胞 Klotho
 

mRNA和蛋白相对表达水平;利用CKK-8法检测细胞增殖情况,利用Transwell实验检测细胞迁移、侵袭情

况,利用 Western
 

blot检测PI3K/AKT通路相关蛋白表达情况。结果 胃癌细胞SGC-7901中Klotho
 

mRNA
及蛋白相对表达水平较正常胃黏膜细胞CES-1明显降低(P<0.05)。转染后,Klotho组、NC组检测到绿色荧

光细胞比例达90%;以上 Klotho组细胞中 Klotho
 

mRNA及蛋白相对表达水平较BC组与 NC组明显升高

(P<0.05);Klotho组细胞增殖率较BC组与NC组明显降低(P<0.05);Klotho组迁移、侵袭细胞数较BC组

与NC组明显降低(P<0.05);Klotho组细胞PI3K、AKT蛋白相对表达水平与BC组、NC组比较无明显差异

(P>0.05);Klotho组细胞磷酸化AKT(p-AKT)、磷酸化PI3K(p-PI3K)、CD44、基质金属蛋白酶9(MMP9)蛋

白相对表达水平较BC组、NC组明显降低(P<0.05)。结论 过表达Klotho可抑制胃癌细胞SGC-7901细胞

增殖、迁移、侵袭,其机制可能与抑制PI3K/AKT信号通路有关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

overexpression
 

of
 

Klotho
 

gene
 

on
 

proliferation,migra-
tion

 

and
 

phosphoinositol-3
 

kinase/protein
 

kinase
 

B
 

(PI3K/AKT)
 

pathway
 

in
 

gastric
 

cancer
 

SGC-7901
 

cells.
Methods The

 

gastric
 

cancer
 

cell
 

line
 

SGC-7901
 

and
 

the
 

normal
 

gastric
 

mucosal
 

cell
 

line
 

CES-1
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

and
 

Western
 

blot,respectively.The
 

SGC-7901
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

Klotho
 

group,the
 

negative
 

control
 

group
 

(NC
 

group)
 

and
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(BC
 

group).The
 

Klotho
 

overexpression
 

vector
 

was
 

constructed,and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

detected
 

after
 

transfection.The
 

CKK-8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

proliferation,the
 

Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

migration,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K/AKT
 

pathway-related
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cell
 

SGC-7901
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

gastric
 

mucosal
 

cell
 

CES-1
 

(P<0.05).After
 

trans-
fection,the

 

proportion
 

of
 

green
 

fluorescent
 

cells
 

in
 

the
 

Klotho
 

group
 

and
 

the
 

NC
 

group
 

was
 

above
 

90%.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

Klotho
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

BC
 

group
 

and
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05);the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

of
 

the
 

Klotho
 

group
 

was
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

BC
 

group
 

and
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05);the
 

number
 

of
 

migrating
 

and
 

invasive
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cells
 

in
 

the
 

Klotho
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

BC
 

group
 

and
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05);the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K
 

and
 

AKT
 

proteins
 

in
 

the
 

Klotho
 

group
 

were
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

in
 

the
 

BC
 

group
 

and
 

the
 

NC
 

group
 

(P>0.05),while
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

phosphorylated
 

AKT
 

(p-AKT),phosphorylated
 

PI3K
 

(p-PI3K),CD44
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase
 

9
 

(MMP9)
 

proteins
 

in
 

the
 

Klotho
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

BC
 

group
 

and
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05).Conclu-
sion Overexpression

 

of
 

Klotho
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cell
 

line
 

SGC-7901,and
 

the
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway.
[Key

 

words] Klotho;stomach
 

neoplasms;cell
 

proliferation;cell
 

migration;inositol
 

phosphate-3
 

kinase/

protein
 

kinase
 

B;signaling
 

pathway

  胃癌是常见的消化道肿瘤,胃癌细胞的淋巴结及

腹腔转移是导致患者死亡的主要原因之一[1]。临床

研究发现,胃癌的发生、发展与表观遗传学机制的改

变、基因突变等遗传学机制有关[2]。探讨胃癌发生机

制对寻找胃癌肿瘤标志物、筛选易感人群具有重要意

义。Klotho是衰老相关基因[3],近年来研究发现其作

为抑癌基因在肿瘤的发生、发展中发挥重要作用,在
肺癌[4]、胃癌[5]等肿瘤组织中低表达。而过表达宫颈

癌细胞内 Klotho基因可抑 制 细 胞 生 长[6]。此 外,

Klotho蛋白可抑制黑色素瘤细胞迁移[7]。另有研究

发现,Klotho基因可促进细胞凋亡,抑制肺癌细胞增

殖[3]。早期胃癌组织及胃癌细胞系中Klotho基因低

表达[8]。已有研究表明,Klotho基因在乳腺癌[9]、胰
腺癌[4]中发挥抑癌基因作用,但有关其在胃癌肿瘤组

织中表达水平及具体分子机制的研究相对较少。本

研究对胃癌细胞SGC-7901中Klotho基因表达情况,
以及其对细胞增殖、迁移的影响进行研究,并探讨其

可能的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

胃癌细胞株SGC-7901、正常胃黏膜细胞CES-1
购自中科院上海细胞生物研究所细胞库。RPMI-
1640培养基、胎牛血清、质粒pZs-Green1-C1购自美

国Gibco公司,逆转录试剂盒及PCR
 

Mix试剂盒购自

加拿大Fermentas公司,Klotho一抗购自美国Santa
公司。紫外-可见自动扫描分光光度计购自上海谱元

仪器有限公司;PCR仪购自美国ABI公司;流式细胞

仪购自美国Beckman
 

Coulter公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

采用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基培养

胃癌细胞SGC-7901及正常胃黏膜细胞CES-1(5%
 

CO2,37
 

℃),每2~3天用0.25%胰酶消化、传代培

养。以三磷酸-甘油醛脱氢酶(GAPDH)基因为内参,
采用 实 时 荧 光 定 量 PCR(qRT-PCR)法 检 测 细 胞

Klotho
 

mRNA相对表达水平;以GAPDH 蛋白为内

参,采用 Western
 

blot检测 Klotho蛋白相对表达

水平。

1.2.2 构建Klotho载体

根据GenBank查找到的Klotho基因序列设计引

物,将克隆的Klotho基因插入表达载体pZs-Green1-C1
质粒中,形成重组表达载体pZs-Green1-C1-Klotho,重
提重组质粒,限制性内切酶进行酶切后委托上海生物工

程有限公司进行测序,确认重组成功。

1.2.3 细胞转染

将培养至对数期的细胞接种于6孔细胞板上

(5.0×104/孔),细 胞 融 合 至 70% 时,按 照 Lipo-
fectamineTM3000法转染,操作严格按照试剂盒说明

书进行。实验分组:(1)Klotho组,SGC-7901细胞转

染pZs-Green1-C1-Klotho载体;(2)阴性对照组(neg-
ative

 

control
 

group,NC组),SGC-7901细胞转染空白

质粒pZs-Green1-C1;(3)空白对照组(blank
 

control
 

group,BC组),未转染载体的SGC-7901细胞。培养

箱培养各组细胞48
 

h,置于荧光显微镜下观察转染效

率(×200)。筛选出稳定表达 Klotho的细胞,采用

qRT-PCR法检测细胞Klotho
 

mRNA相对表达水平,
以GAPDH蛋白为内参照,提取总蛋白,Western

 

blot
检测Klotho蛋白相对表达水平。

1.2.4 CKK-8法检测细胞增殖情况

选取1.2.3中各组细胞,胰蛋白酶消化,取对数

生长的 转 染 细 胞 制 成 细 胞 悬 液,接 种 至96孔 板

(5.0×104/孔),分别于培养0、12、24、36、48、60、72
 

h
后,按照说明书操作,加入CKK-8试剂,培养1

 

h,在
450

 

nm处测定细胞吸光度(A450)值。

1.2.5 Transwell实验检测细胞迁移与侵袭

选取1.2.3中各组细胞,接种于Transwell小室

上层(3×103/孔),常规培养24
 

h,弃去孔中培养液,
无钙磷酸盐缓冲液(PBS)清洗2遍,甲醇固定30

 

min,风干后加入500
 

μL
 

0.1%结晶紫染色20
 

min,去
除上层未迁移细胞,PBS清洗3次,显微镜下随机拍

照并计数发生迁移的细胞数量。在Transwell小室上

层加入50
 

μL
 

2.0
 

mg/mL基质胶Matrigel,凝固后接

种1.2.3中各组细胞,之后同细胞迁移实验操作。

1.2.6 Western
 

blot检测相关蛋白表达情况
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收集对数生长期的各组细胞,提取总蛋白,行十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE),转
膜,利用 Western

 

blot检测细胞磷脂酰肌醇3-激酶

(phosphoinositide
 

3-kinase,PI3K)、蛋白激酶B(pro-
tein

 

kinase
 

B,AKT)、磷酸化PI3K(p-PI3K)、磷酸化

AKT(p-AKT)、基质金属蛋白酶9(matrix
 

metallo-
proteinase,MMP9)、CD44及内参蛋白β-actin、GAP-
DH表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.00进行统计学分析。计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,进一步

两两比较采用SNK-q 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
 

2 结  果

2.1 细胞中Klotho
 

mRNA及蛋白表达情况

胃癌细胞SGC-7901中Klotho
 

mRNA及蛋白相

对表达水平较正常胃黏膜细胞CES-1降低,差异有统

计学意义(P<0.05),见图1。

  A:细胞中Klotho
 

mRNA相对表达水平柱状图;B:细胞中Klotho

蛋白表达电泳图;a:P<0.05,与CES-1比较。

图1  细胞中Klotho
 

mRNA及蛋白相对表达水平

2.2 稳定转染细胞株鉴定

检测结果显示,转染后Klotho组、NC组细胞检测

到绿色荧光细胞比例达90%以上,以上明显高于BC组

(P<0.05),且Klotho组明显高于NC组(P<0.05),
见图2、表1。

  A、B、C:光镜下检测;D、E、F:荧光显微镜下检测。

图2  细胞转染情况(×200)

表1  转染后绿色荧光细胞比例及细胞中

   Klotho
 

mRNA相对表达水平(x±s)

组别 绿色荧光细胞比例(%) Klotho/GAPDH

BC组 0 0.24±0.03

NC组 93.25±3.07a 0.22±0.01

Klotho组 94.17±2.29ab 1.10±0.20ab

  a:P<0.05,与BC组比较;b:P<0.05,与NC组比较。

2.3 转染后SGC-7901细胞中 Klotho
 

mRNA及蛋

白表达情况

转染后的 Klotho组细胞中 Klotho
 

mRNA及蛋

白表达水平较BC组与 NC组明显升高(P<0.05),
见图3、表1。

图3  转染后细胞中Klotho蛋白表达电泳图

2.4 转染后SGC-7901细胞增殖情况
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转染后的 Klotho组细胞增殖率较BC组与 NC
组明显降低(P<0.05),见图4。
2.5 转染后SGC-7901细胞迁移及侵袭情况

转染后的Klotho组迁移、侵袭细胞数较BC组与

NC组明显降低(P<0.05),见图5。
2.6 转染后AKT、PI3K、CD44及 MMP9蛋白表达

情况

转染后 Klotho组与 BC组、NC组细胞 AKT、
PI3K蛋白相对表达水平比较无明显差异(P>0.05);
Klotho组细胞p-AKT、p-PI3K、CD44、MMP9蛋白相

对表达水平较BC组、NC组明显降低(P<0.05),见

图6。

  a:P<0.05,与BC组比较;b:P<0.05,与NC组比较。

图4  转染后SGC-7901细胞增殖情况柱状图

  A、C:SGC-7901细胞迁移、侵袭图(×200);B、D:SGC-7901细胞迁移、侵袭细胞数柱状图;a:P<0.05,与BC组比较;b:P<0.05,与 NC组比

较。

图5  SGC-7901细胞迁移及侵袭情况

  A、B、C:蛋白相对表达水平柱状图;D、E:蛋白表达 Western
 

blot图;a:P<0.05,与BC组比较;b:P<0.05,与NC组比较。

图6  转染后AKT、PI3K、CD44及 MMP9蛋白表达情况
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3 讨  论

  近年来,随着检测技术的发展,胃癌的早期发现

与治疗已取得较大突破,但其病死率仍居于恶性肿瘤

第2位,严重危害人们的生命安全[10]。胃癌的发生、
发展与癌基因及抑癌基因的异常活动有关。研究表

明,Klotho基因可作为抑癌基因在肿瘤细胞中发挥重

要作用。作者前期研究发现,胃癌根治样品石蜡组织

中,癌组织较癌旁组织Klotho
 

mRNA相对表达水平

及Klotho蛋白表达水平低。本研究通过分析过表达

Klotho基因对胃癌细胞功能的影响,以期进一步探讨

胃癌的发生、发展机制。

Klotho是衰老相关基因,该基因过表达小鼠的寿

命较正常小鼠显著延长[11]。Klotho可编码一个相对

分子质量为13×103 的单次跨膜蛋白,主要表达于远

曲肾小管。研究发现,Klotho不仅与衰老相关疾病发

生有关,而且在多种癌组织及癌细胞系中表达水平较

正常组织或细胞系明显降低,其表达水平降低可能与

肿瘤相关疾病的不良预后有关[12]。另有研究报道,

Klotho基因在直肠癌[13]、乳腺癌[9]等肿瘤组织中低

表达,Klotho基因缺失表达是乳腺癌发生的早期事

件,提示其与肿瘤发生有关。免疫组织化学分析显

示,肾癌肿瘤组织中 Klotho蛋白表达水平与肿瘤大

小、分期呈负相关。Klotho蛋白高表达的肾细胞癌患

者生存率较低表达患者明显升高。细胞功能分析显

示,Klotho蛋白水平变化与癌细胞转移及增殖有

关[14]。本研 究 结 果 显 示,胃 癌 细 胞 SGC-7901 中

Klotho
 

mRNA及蛋白相对表达水平较正常胃黏膜细

胞CES-1明显降低,与王晨宇等[5]研究结果相符,提
示Klotho可能在胃癌中作为抑癌基因发挥作用。构

建Klotho基因重组表达质粒对SGC-7901细胞转染

后,Klotho组、NC组检测到绿色荧光细胞比例可达

90%以上,进一步检测发现 Klotho组细胞中 Klotho
 

mRNA及蛋白表达水平较BC组与NC组明显升高,
提示转染成功。转染后的 Klotho组细胞增殖率较

BC组与NC组明显降低,提示过表达Klotho能明显

抑制 SGC-7901 细 胞 增 殖。有 研 究 显 示,外 源 性

Klotho表达可通过诱导胃癌细胞凋亡,从而抑制其增

殖[15]。已有报道称,外源性增加Klotho表达,不仅可

抑制细胞增殖,还可诱导凋亡[16],与本研究结果相符,
但Klotho调控胃癌细胞增殖的具体机制有待探索。

进一步研究显示,转染后的Klotho组迁移、侵袭

细胞数 较 BC 组 与 NC 组 明 显 降 低,提 示 过 表 达

Klotho可能抑制SGC-7901迁移、侵袭。细胞黏附因

子CD44作为跨膜糖蛋白,在细胞间、细胞与基质间的

粘连中起重要作用,与肿瘤细胞的迁移能力密切相

关[17],CD44的高表达与胃癌的浸润程度、淋巴结转

移有明显相关性,对胃癌的预后具有一定价值。有研

究显示,CD44在胃癌中的表达水平与淋巴结转移密

切相关,胃癌原发病灶CD44高表达患者淋巴结转移

阳性率明显高于低表达患者[18],提示CD44可能作为

胃癌转移的生物学指标。MMP9主要功能为降解细

胞外基质,在肿瘤组织中表达水平明显高于良性组

织,与胃癌细胞的侵袭有关[19]。本研究结果显示,转
染后Klotho组细胞CD44、MMP9蛋白相对表达水平

较BC组、NC组明显降低,进一步表明过表达Klotho
可能抑制SGC-7901迁移、侵袭。

PI3K/AKT信号通路可调节人类肿瘤细胞的增

殖和凋亡,且与肿瘤侵袭及血管形成有关,该通路激

活可通过一系列磷酸化作用实现。研究报道,PI3K/

AKT通路与肿瘤的发生、发展,以及肿瘤细胞的迁

移、侵袭有关。多种体外实验发现,肿瘤细胞系中可

检测到PI3K/AKT通路抑制基因的缺失或变异。在

胃癌中,Klotho可通过下调AKT蛋白的磷酸化水平

影响肿瘤细胞的凋亡[20]。过表达Klotho可通过抑制

PI3K/AKT通路从而阻止癌细胞表面的 MMP9蛋白

表达,降低癌细胞的侵袭能力[21-22]。此外,有研究发

现,PI3K参与整合素介导的侵袭过程,AKT过表达

可上调整合素β1水平,以增强肿瘤细胞侵袭和转移,
抑制PI3K/AKT信号通路活性,可下调CD44水平,
减少肿瘤细胞侵袭和迁移[23]。Klotho蛋白可与细胞

膜表面特异性受体结合,从而启动胞内特定信号传导

通路,抑制胰岛素(INS)和胰岛素样生长因子-1(IGF-
1)在 细 胞 内 传 递,进 而 阻 碍 下 游 AKT 磷 酸 化 进

程[24]。本研究结果显示,转染后 Klotho组细胞p-
PI3K、p-AKT蛋白相对表达水平较BC组、NC组明

显降低,提示过表达 Klotho基因可抑制PI3K/AKT
信号通 路。关 于 过 表 达 Klotho基 因 对 胃 癌 细 胞

PI3K/AKT信号通路的具体机制目前尚不清楚,尚需

进一步研究。
综上所述,过表达 Klotho可能通过抑制PI3K/

AKT信号通路激活,抑制胃癌SGC-7901细胞增殖、
迁移,为胃癌的靶向治疗提供新思路。
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