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摘要：目的 探讨凝溶胶蛋白（GSN）对胃癌细胞凋亡及细胞中活性氧（ROS）水平的影响。方法 免疫印迹

法（Western blot）检测胃癌细胞 SGC7901、AGS、BGC823及胃黏膜上皮细胞 GES-1中 GSN的表达水平。细胞

转染 GSN siRNA（GSN siRNA组）和 siRNA对照（siRNA control组），同时以只加入转染试剂的细胞为对照

组，培养 48 h后，噻唑蓝（MTT）检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，激光扫描共聚焦显微镜法检测 ROS

水平，Western blot检测细胞中 GSN、Notch1胞内段受体（NICD1）、Notch2胞内段受体（NICD2）、DNA结合蛋

白 1（HES1）多克隆抗体及活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cleaved Caspase-3）水平。结果 GSN在

胃癌细胞 SGC7901、AGS及 BGC823中的表达水平高于胃黏膜上皮细胞 GES-1（ <0.05），且在 AGS细胞中

的表达水平最高，后期选用胃癌细胞 AGS为研究对象。siRNA control组细胞增殖、凋亡及细胞中 ROS水平、

GSN、NICD1、NICD2、HES1及 Cleaved Caspase-3水平与对照组相比均差异无统计学意义（ >0.05）。GSN

siRNA组细胞增殖能力及细胞中 GSN、NICD1、NICD2及 HES1水平低于对照组（ <0.05），而细胞凋亡能力

及细胞中 ROS水平、Cleaved Caspase-3水平均高于对照组（ <0.05）。结论 干扰 GSN表达后，胃癌细胞增殖

能力减弱，凋亡增加，作用机制可能与细胞中 ROS水平及 NOTCH信号通路有关。
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Effect of GSN on apoptosis and ROS level in
gastric cancer cells鄢

Meng Ni1, Tao Yin2, Xi-sheng Zheng3, Chi Liu4, Bo Wang5, Hong-wei Fan1

(1. Department of Gastroenterology, Nanyang Hospital A ffiliated to Zhengzhou University, Nanyang,
Henan 473000, China; 2. Department of Pancreatic Surgery, Union Hospital A ffiliated to Tongji
Medical College of Huazhong University of Science and Technology, Wuhan, Hubei 430022, China;
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Abstract: Objective To investigate the effect of GSN on the apoptosis and the level of ROS in gastric
cancer cells. Methods The expression of GSN in gastric cancer cell lines SGC7901, AGS, BGC823 and
gastric epithelial cells GES-1 were detected by Western blot. Cells were transfected with GSN siRNA (the
GSN siRNA group), siRNA control (the siRNA control group) and transfection vehicle (the vehicle control
group), respectively. Cell proliferation was determined by MTT assay. Cell apoptosis was determined by flow
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目前，全球胃癌发病率在全部恶性肿瘤中位居

第4位，死亡率位居第 2位[1]。每年大约有 70万人死

于胃癌，占全部恶性肿瘤死亡人数的 10%左右[2]。>50

岁的中老年人是胃癌高发人群，遗传因素、饮食习惯

及环境等均能够引起胃癌的发生。寻找有效的靶基

因治疗胃癌是目前研究的热点。凝溶胶蛋白（gel-

solin，GSN）参与肌动蛋白合成及生物学功能的发

挥，在肌动蛋白丝的切断、聚集等过程中均发挥重要

作用[3]。凝溶胶蛋白是细胞骨架蛋白的重要组成成

分，在癌症的发生过程中也具有重要作用[4]。GSN参

与调控肝癌、食管癌等多种癌细胞的生长过程，而

NOTCH信号通路是目前公认的与肿瘤细胞生长有

关的信号转导通路[5-6]。本研究中，首先检测 GSN在

不同胃癌细胞中的表达水平，并通过小核糖核酸

（RNA）干扰技术干扰胃癌细胞中 GSN的表达，探讨

GSN对胃癌细胞增殖凋亡的影响及机制，以期为治

疗胃癌提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 主要仪器及试剂

GSN siRNA、siRNA Control（购自上海吉玛生物

科技有限公司），GSN多克隆抗体、Notch1胞内段受

体 （NICD1） 多克隆抗体、Notch2 胞内段受体

（NICD2）多克隆抗体、DNA结合蛋白 1（hairy and

enhancer of split 1，HES1）多克隆抗体及活化的含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（cleaved cysteinyl

aspartate specific proteinase 3，Cleaved Caspase-3）

单克隆抗体（购自美国 Santa Cruz公司），DMEM培

养基、RPMI 1640培养基（购自美国 Sigma公司），二

喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）蛋白浓度检测试

剂盒（购自北京鼎国生物技术有限公司），胎牛血清

（购自美国Gibco公司），活性氧（reactive oxygen species，

ROS）水平检测试剂盒（购自上海研拓生物科技有限

公司）。

1.2 细胞培养

胃癌细胞 SGC7901、AGS、BGC823及胃黏膜上皮

细胞 GES-1（购自于中国科学院细胞库）。取出冻存在

液氮罐中的人胃癌细胞 SGC7901、AGS及 BGC823，

放置于 37℃的环境下融化。在细胞中加入细胞培养

液（胃癌细胞用含有 10%胎牛血清的 RPMI 1640细

胞培养液，胃黏膜上皮细胞 GES-1用含有 10%胎牛

血清的 DMEM细胞培养液），混匀后，1 000 r/min离

心 10 min。弃上清液，加入 5 ml细胞培养液悬浮细

胞后，接种到细胞培养瓶中，放置于 37℃，5%二氧

化碳 CO2培养箱中培养 48 h后，观察细胞密度 >90%

时，弃掉细胞培养液，加入 0.25%的胰蛋白酶消化细

胞，1 000 r/min离心 10 min，用适量细胞培养液悬浮

细胞后，根据实验要求按照不同比例接种到细胞培养

瓶中继续培养。

1.3 Western blot检测细胞中 GSN表达水平

取胃癌细胞 SGC7901、AGS、BGC823 及胃黏膜

上皮细胞 GES-1，加入裂解液，放置于冰上裂解

30 min。转移裂解液至离心管中，12 000 r/min，4℃离

心 20 min，转移蛋白上清至 EP管中。BCA蛋白浓度

检测试剂盒检测蛋白浓度。取蛋白样品与 Loading

buffer混合后放置于 100℃煮沸 5 min。取变性蛋白

样品加入到上样孔中，每孔中加入蛋白样品 50μl，

80 V电压电泳 30 min后，调整电压为 120 V至电泳

结束。取出蛋白凝胶，4℃转印至 PVDF膜上，经 5%

脱脂奶粉封闭后，依次与一抗（200 倍稀释）、二抗

（1 000倍稀释）反应，在暗室中显影，曝光后以GAPDH

为内参，分析蛋白表达水平。

cytometry. ROS level was measured by laser scanning confocal microscopy. The levels of GSN, NICD1,
NICD2, HES1, and cleaved Caspase-3 were detected by Western blot. Results Expression level of GSN in
gastric cancer cell lines including SGC7901, AGS and BGC823 was significantly higher than that in gastric
epithelial cells GES -1 ( < 0.05). Given that AGS witnessed the highest expression of GSN, following
experiments were performed on it. There was no significant difference in cell proliferation, apoptosis, ROS,
GSN, NICD1, NICD2, HES1 or cleaved Caspase-3 level between the siRNA control group and the vehicle
control group ( > 0.05). Cell proliferation and the levels of GSN, NICD1, NICD2, and HES1 in the GSN
siRNA group were dramatically lower than those in the control group ( < 0.05), while cell apoptosis and the
levels of ROS and cleaved Caspase-3 were notably higher than those in the vehicle control group ( < 0.05).
Conclusions GSN decreases proliferation ability while increases apoptosis of gastric cancer cells through
manipulation on ROS level and NOTCH signaling pathway.

Keywords: gastric cancer cell; apoptosis; NOTCH signaling pathway; reactive oxygen specie
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A：Western blot结果；B：蛋白相对表达水平。1：GES-1细胞；2：

SGC7901细胞；3：AGS细胞；4：BGC823细胞。1）与 GES-1细胞比较，

<0.05；2）与 SGC7901细胞比较， <0.05；3）与 BGC823细胞比较，

<0.05；整体比较

图 1 细胞中 GSN表达水平比较
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1.4 细胞转染

取培养至对数生长期的细胞，加入胰蛋白酶消化

后，用细胞培养液悬浮细胞沉淀，调整每毫升细胞悬

浮液中含有细胞 2×104个，接种于 96孔细胞培养板

中，每孔中加入 100μl细胞悬浮液，放置于 37℃，5%

CO2培养箱中培养，观察细胞融合度为 60%时，转染

GSN siRNA（GSN siRNA组）和 siRNA对照（siRNA

Control组）。用不含胎牛血清的不完全培养液稀释

siRNA，混合后，加入转染试剂 Lipofectamine TM 2000，

混合后，放在室温下静置 15 min形成转染的复合体。

将细胞培养板中的培养液吸出，加入转染复合体，培

养 6 h后，更换为含有胎牛血清的细胞培养液继续

培养。

1.5 MTT检测细胞增殖

取转染后的胃癌细胞，加入 0.25%的胰蛋白酶

消化细胞后，调整细胞浓度为每毫升 2×104个。接

种于 96孔细胞培养板中，每孔加入 100μl的细胞

悬浮液，放置于 37℃培养细胞 48 h。在细胞中加入

噻唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，

MTT）溶液孵育 4 h，加入 DMSO溶液在室温下孵育

反应 10 min。每组设置 5个复孔提高实验准确性，同

时设置空白组，空白组中不加细胞。观察结晶物完全

融化后，酶标仪检测细胞吸光度，计算细胞存活率。

细胞存活率 =（转染组 OD值 -空白组 OD值）/（对

照组 OD值 -空白组 OD值）。

1.6 流式细胞术检测细胞凋亡

转染后的细胞培养 48 h后，弃掉上清液，胰蛋

白酶消化后，1 000 r/min离心 10 min，弃酶消化液，加

入细胞培养液，调整细胞浓度为每毫升含有 1×106个

细胞。收集 1 ml的细胞，加入 500μl结合缓冲液混

合均匀，加入体积为 10 μl 的膜联蛋白 V-FITC

（Annexin V-FITC），放在避光条件下室温反应 30 min，

加入碘化丙啶（propidium iodide，PI）5μl，避光反应

5 min。流式细胞仪检测细胞凋亡情况，分析细胞凋

亡率。

1.7 激光扫描共聚焦显微镜检测 ROS水平

取转染后的细胞，接种到 96孔细胞培养板中，每

孔中加入 4×103个细胞。放在 37℃，5% CO2培养箱

中培养 48 h后，吸除上清液，每孔中加入 100μl的

H2DCFDA染液（5μmol/L），放置于避光条件下反应

30 min后，激光扫描共聚焦显微镜检测细胞荧光强

度，激发波长和吸收波长分别为 488和 490 nm。荧光

强度越强 ROS水平越高。

1.8 Western blot检测细胞中NICD1、NICD2、HES1

及 Cleaved Caspase-3水平

收集转染后 48 h的细胞，参照 1.4中Western blot

方法检测细胞中 NICD1、NICD2、HES1 及 Cleaved

Caspase-3水平。

1.9 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两两比

较用 检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞中 GSN表达水平比较

Western blot 检测人胃癌细胞 SGC7901、AGS、

BGC823 及胃黏膜上皮细胞 GES-1 中 GSN 表达水

平依次为（0.52±0.06）、（0.86±0.06）、（0.73±0.09）及

（0.19±0.02）。细胞 SGC7901、AGS、BGC823中 GSN

水平均高于细胞 GES-1，差异有统计学意义（ =

65.350， =0.000）。细胞 AGS中 GSN水平最高，后续

实验中选择胃癌细胞 AGS继续研究。见图 1。

2.2 转染后细胞中 GSN表达水平比较

对照组、siRNA Control组及 GSN siRNA组 GSN

表达水平依次为（0.67±0.07）、（0.68±0.08）和（0.20±

0.05），组间比较差异有统计学意义（ =49.065， =

0.000）。AGS细胞转染 siRNA Control后细胞中 GSN
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A：细胞存活率；B：流式细胞术结果；C：细胞凋亡率。1：对照组；2：siRNA Control组；3：GSN siRNA组。覮与对照组比较， <0.05

图 3 细胞增殖凋亡检测结果

B

对照组 siRNA control组 GSN siRNA组

Annexin V-FITC

A：Western blot结果；B：蛋白相对表达水平。1：对照组；2：siRNA

Control组；3：GSN siRNA组。覮与对照组比较， <0.05

图 2 转染后细胞中 GSN表达水平比较
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表达水平与对照组比较无差异（ =0.163， =0.879）。

细胞转染 GSN siRNA 后细胞中 GSN 表达水平低

于对照组，差异有统计学意义（ =9.463， =0.001）。见

图 2。

2.3 细胞增殖凋亡检测结果

转染后的 AGS细胞，经 MTT和流式细胞术检测

细胞的存活率和细胞凋亡情况。对照组、siRNA C

ontrol 组 、GSN siRNA 组 细 胞 存 活 率 依 次 为

（100.01±9.99）%、（100.5±9.33）%和（44.67±7.33）%，

凋亡率依次为（9.70±2.61）%、（10.47±3.07）%和

（34.55±4.34）%。细胞转染 GSN siRNA后细胞存活

率下降，细胞转染 GSN siRNA后细胞凋亡率升高，与

对照组比较，差异有统计学意义（ 细胞存活率 =38.531，

细胞存活率 =0.000）。细胞转染 siRNA control后细胞

存活率和凋亡率与对照组比较均无差异（ 细胞凋亡率 =

51.236， 细胞凋亡率 =0.000）。见图 3。

2.4 细胞中 ROS水平比较

检测各组 AGS细胞中 ROS水平，荧光强度越高，

ROS水平也就越高。对照组、siRNA Control组及GSN

siRNA组 ROS水平依次为（42.33±3.66）、（42.92±

3.87）和（65.67±6.31），组间比较差异有统计学意义

（ =23.376， =0.002）。转染 GSN siRNA后的细胞

ROS水平高于对照组，差异有统计学意义（ =5.542，

=0.005）。转染 siRNA Control后的细胞 ROS水平

与对照组比较无差异（ =0.192， =0.857）。见图 4。

2.5 细胞中 NICD1、NICD2、HES1 及 Cleaved

Caspase-3水平比较

检测各组 AGS细胞中 NICD1、NICD2、HES1水

平，对照组、siRNA Control组、GSN siRNA组Cleaved

中国现代医学杂志 第 27卷
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1：对照组；2：siRNA Control组；3：GSN siRNA组。覮与对照组比
较， <0.05

图 4 细胞中 ROS水平比较
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A：Western blot结果；B：蛋白相对表达水平。1：对照组；2：siRNA

Control组；3：GSN siRNA组。覮与对照组比较， <0.05

图 5 细胞中 NICD1、NICD2及 HES1水平比较
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Caspase-3水平依次为（0.21±0.05）、（0.21±0.06）及

（0.48±0.06），NICD1 水平依次为 （0.56±0.06）、

（0.55±0.07）及（0.28±0.06），NICD2 水平依次为

（0.84±0.05）、（0.84±0.06）及（0.20±0.05），HES1

水平依次为（0.30±0.05）、（0.30±0.06）及（0.18±

0.02），组间比较差异有统计学意义（ Cleaved Caspase-3=

22.546，Cleaved Caspase-3=0.002；NICD1=18.769，NICD1=0.003，

NICD2=142.884；NICD2=0.000，HES1=6.646，HES1=0.030）。

GSN siRNA组细胞中 NICD1、NICD2及 HES1水平均

低于对照组，而 Cleaved Caspase-3水平高于对照组，

差异有统计学意义（ 1=5.716，1=0.005；2=15.677，

2=0.000；3=3.860，3=0.018；4=5.988，4=0.004）。siRNA

C ontrol 组细胞中 NICD1、NICD2、HES1 及 Cleaved

Caspase-3水平与对照组比较差异无统计学意义（ >

0.05）。见图 5。

3 讨论

胃癌的发病率在 20世纪以前呈逐年上升趋势，

随着生活条件的改善，胃癌发病率的上升趋势有所

减缓。世界范围内每年新增的胃癌患者中有 50%左

右的患者在中国，而胃癌也是我国癌症中死亡人数

最多的恶性肿瘤[7-8]。胃癌发生早期症状不明显，大

部分患者在确诊时基本已经处于胃癌的晚期，这为

治疗带来很多的困难。胃癌严重危害着人类的生命

健康。

GSN是一种近年来发现的与肿瘤有关基因，在

细胞的生长、死亡过程中均发挥作用[9]。既往的研究

表明，GSN在肝癌患者血清及癌症组织中均表达上

调，过表达肝癌细胞中 GSN的水平，能够抑制肝癌

细胞的凋亡[6,10-11]。本研究结果与之前的报道相一致，

胃癌细胞株中 GSN的水平均高于胃黏膜细胞，这提

示 GSN可能是一种癌基因，能够促进癌症的发展。

细胞凋亡是一种正常情况下的细胞死亡，受多种

基因蛋白和细胞内 ROS水平的调控[12]。有研究表明，

GSN能够通过作用于 Caspase-3的活化水平，进而影

响癌细胞的凋亡[13-14]。Caspase-3的活化是细胞凋亡

进入不可逆阶段的标志[15]。本研究结果显示，干扰

GSN表达后的胃癌细胞增殖能力下降，而流式细胞

术结果显示，干扰 GSN后胃癌细胞的凋亡数目增多，

细胞中 Caspase-3活化增多，细胞内 ROS水平升高，

这进一步提示，GSN是一种癌基因，干扰其表达后能

够抑制胃癌细胞增殖，促进胃癌细胞凋亡。

NOTCH能够调控海胆、人等多种生物体内细胞

的生长和死亡[16]。多项研究已显示，NOTCH在多种

肿瘤中异常活化，能够调控肿瘤细胞的多种生物学

功能的发挥 [17-18]。NICD1、NICD2是 NOTCH信号通

路的胞内段基因，DNA 结合蛋白 1（HES1）含有 α

螺旋 -环 -螺旋结构，能够调控靶基因的转录，是

NOTCH信号转导过程中的重要传递因子[19]。本研究

结果发现，干扰 GSN后胃癌细胞中 NICD1、NICD2及

HES1蛋白表达均出现下调。这说明 GSN对胃癌细

胞的作用机制可能与 NOTCH信号通路有关。

综上所述，GSN在胃癌细胞株中的表达水平高

于人正常的胃黏膜细胞，干扰胃癌细胞中 GSN表达

后，胃癌细胞的增殖受到抑制，凋亡增多，作用机制

可能与 NOTCH 信号通路及细胞内的 ROS 水平有
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关。这为后期进一步在体内研究 GSN对胃癌的作用

机制奠定基础，为治疗胃癌提供新思路。
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