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胃癌细胞株 SGC一7901的 Wnt／I3；-Catenin信号途径与 

Caspase一8、Caspase一3 及 Bcl一2的关系 
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【摘 要】目的：研究人胃癌细胞系SGC一7901中 13一Catenin与原癌基因Bcl一2及凋亡基因Caspase一8、Caspase一3表达的关系，初 

步探索 w B—Catenin通路在肿瘤发生过程中作用机制。方法：(1)采用 RT—PCR法分别检测人胃癌细胞系 SGC一7901受吲哚美 

辛干预组和未受干预组中的 13一Catenin、Bcl一2、Caspase一8及 Caspase一3mRNA的表达；(2)采用 MTT法检测吲哚美辛抗癌效应。结 

果：(1)吲哚美辛干预组较未受干预组表现为伴随 13一Catenin表达水平降低，Bcl一2表达下调，而Caspase一8及 Caspase一3mRNA 

表达上调。(2)吲哚美辛对人胃癌细胞系 SGC一7901抑制率呈浓度和时间依赖性。结论：胃癌的发生、发展可能是 Writ／B—Catenin 

通路功能亢进，进一步激活原癌基因 Bcl一2，并抑制凋亡基因Caspase一8、Caspase一3，导致细胞增殖与凋亡失衡的结果。 
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Relationship between Wnf／13-Catenin signal pathway in gastric carcinoma cell 

line SGC一7901 and the expression of Caspase-8，Caspase-3 and Bcl-2 

LINGKang，et al 

(Department ofGeneral Surgery，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the regulatory mechanism of Wnd B—Catenin passthway—influenced apoptosis of human gastric cancer line 

SGC-7901 by detecting the expression of 13-Catenin mRNA，Bcl一2mRNA，Caspase一8mRNA and caspase一3mRNA．Methods：(1) 

Expressions of B-Catenin，Bcl-2，Caspase-8 and Caspase一3mRNAs in groups with or without indomethacin induction were detected by 

RT—PCR．(2)Methyl thiazolyl tetrazolium(M1Tr)assay was used to measure the anticancer activity of indomethacin．Results：(1)As compared 

with groups without indomethacin induction，expression of 13一Catenin mRNA and Bcl一2 mRNA were lower，however，increased 

expression of Caspase一8 and Caspase一3mRNA were found in SGC一7901 cells after treatment with indomethacin．f21 Indomethacin of 50 

IXmol／L at 24 h couldn’t induce apoptosis of gastric cancer ceils．Indomethacin of 50 mol／L at 48 and 72 h and of 100 mol／L and 

200 mol／L at 24、48 and 72 h could induce apoptosis of gastric cancer cells in a dose—and time—dependent manner．Conclusion：Gastric 

cancer ceHs may be caused by apoptosis inbalance through Wnt／B—Catenin passthway，which activates expression of proto-oncogene 

Bcl-2 and inhibites expressions of Caspase一8 and Caspase一3． 
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因此，本实验表明，在肝癌细胞株 MHCC一97中，maspin 

基因的过表达可下调 VEGF基因的表达，可能阻止肿瘤血管 

的生成而达到抑制肿瘤增生和转移的目的，为基因治疗肝癌 

提供理论依据。 
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胃癌是我国常见肿瘤之一，在胃癌发生和演变 

的多步骤转化过程中细胞凋亡调节系统发生紊乱，是 

细胞表现出恶性表型的重要原因之一_11。原癌基因和 

Caspase蛋白酶家族(天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白 

酶家族)参与多种因素诱导的生理及病理f生细胞凋亡 

过程，与肿瘤细胞凋亡关系密切闭。Wnt／B—Catenin信 

号转导途径参与细胞行为的调控 ，其中 13一Catenin 

(13一连环蛋白)是此信号途径的关键信号分子。 

目前关于 Wnt／13一Catenin途径中 13一连环蛋 

白的负性调节是否调控凋亡基因 Caspase一8、Cas— 

pase一3及原癌基因Bcl一2的表达，进而调节细胞的 

增殖与调亡 ，尚未见报道。本文采用吲哚美辛干预 

人胃癌细胞系 SGC一7901中 13一Catenin表达，并用逆 

转录 一聚合酶链反应 技术观察 Caspase一8、Cas— 

pase一3及 Bcl一2表达水平的变化，初步探索肿瘤发生 

过程中 Wnd B—Catenin通路对细胞凋亡的调节机 

制。 

1 材料和方法 

1．1 实验对象 

人胃癌细胞 SGC一7901由重庆医科大学病理生理教研 

室馈赠。 

1．2 主要试剂和仪器 

新生牛血清和 RPMI一1640培养基均购 自美国 Gibco公 

司；四甲基偶氮唑盐(M．rr)、吲哚美辛 、二甲基亚砜均购 自美 

国Sigma公司。RT—PCR试剂盒购 自invitrogen公司。 

1．3 细胞培养 

胃癌细胞 SGC7901培养于含 10％小牛血清 、100 U／ml 

青霉素和 100 U／ml链霉素的 RPMI1640培养液中，培养条件 

为 37 oC、5％CO 、饱和湿度、每隔 2～3 d用 0．25％胰酶消化 

传代 1次。 

1．4 RT-PCR 

1．4．1 总 RNA提取 取对数生长期的人 SGC7901胃癌细 

胞 8瓶 ，待细胞贴壁达到 80％时，倒去原培养液 ，分别于 4 

瓶 中加新鲜的培养液(未受干预组 )，另外 4瓶加含 200 

mol／L吲哚美辛的培养液(吲哚美辛干预组)，培养 24 h后 

收集细胞。细胞总 RNA提取按照总 RNA快速抽提试剂说明 

书进行。 

1．4．2 弓I物序歹U B—Catenin、Caspase一3、Caspase一8、Bcl一2 

及 H—GDPDH引物序列由重庆升博公司设计并合成 ，序列见 

表 1所示。 

1．4-3 RT-PCR 

1．4．3．1 逆转录 取总 RNA4 1,20pmollIXlOligo(dT)1 IX1， 

70~C反应 10rain后冰上冷却 10min。然后冰上依次加样：dNTP 

混合物(dATP、dUTP、dCTP、dGTP各 10 mmol／L)4 l、10×RT 

buffer 2 tx l、RNA酶抑制剂(5o U／ 1)O．5 l、RT007 AMV逆转 

录酶(10 u／ 1)0．5 l、RNase free water 8 l，总体反应体积 20 

l，42℃反应 60 min，99℃反应 5 min，所得 cDNA作PCR。 

1．4．3．2 PCR 反应体系为 cDNA4 l，10 XPCR buffer5 l、 

dNTP混合物(dATP、dUTP、dCTP、dGTP各 10mmol／L)1 l，上 

游引物(20 pmol／Ix1)l l、下游引物(20pmol／Ix1)1 1、Taq酶 

(5 u／ 1)0．5 l、ddH2O 37．5 l，总反应体积 50 l。Cas— 

pase一8及 p—Catenin扩增条均为：①94℃×2 min；②94℃× 

30 s，58 oC×30 S，72℃ X 1 min，36个循环 ；③72'E X 10 min。 

Caspase一3及 Bcl一2扩增条件均为：① 94~C X 2 min；② 94℃ 

×30 s，54'E×30 S，72~C×1 min，36个循环 ；③72℃10min。 

1．4．3_3 电泳及结果分析 产物各取 l0 1加 2 l 6×loa 

ding buffer经 2％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察，片段大小 

与 Marker比较确认特异性产物。然后在凝胶成像仪上照像 

并进行密度扫描分析，B—Catenin、Caspase一8和 Bel一2相对 

表 1 引物序列 
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表 达 强 度 ( 相 对 表 达 量 ) 以 公 式 进 行 计 算 ： 目的 基 因相 对 表达

强 度 = ( 目的基 因 灰 度 值 一 空 白K 域 灰 度 值 )／( H — G D P D H 灰

度值 一 空 白区 域 灰 度 值 ) ， 各灰 度 值取 随 机 取 10 次 的均 值 。

数 据 用 均 数 ± 标 准 差 (互± s )表 示 ；应 用 配 对 t 检 验 和 F 检 验

进 行分 析 。

1 ． 5 M T T 法 检 测 吲 哚 美 辛 的 抗 癌 活 性

取 对数生 长 期 的 S G C 7 9 0 1 细胞 ， 调 整 细胞 浓 度 为 5 X 1 0 。

个 ／m l ， 接种 于 9 6 孑L板 ， 每孔 0 ． 1 n i l ( 5 0 0 0 个 细 胞 ) ， 用 3 7 ％
、

5 ％ C O ，孵 箱 孵育 过 夜 ， 待细 胞 贴壁 后 ， 分 别加 入 终 浓 度 为 5 0 、

1 0 0 、 2 0 0 IX m 0 1／L 的 吲哚美辛 。 以 上 每组 各设 6 个复孑L ， 置 于 培

养箱 中分别培养 2 4 、 4 8 和 7 2 h 。 试 验终止 前 4 h ， 每孑L加 入 M T T

液 2 0 “ 1( 5 m g ／m 1) ， 继 续培 养 4 h 后 去 除 每孔 溶液 ， 加 入 D M S O

1 5 0 n 1／孔 ， 振 荡 10 m i n 后 用 自动 酶标仪 在 4 9 0 n m 波 长处 测

定每孑L的 O D 值 ， 求其平均值 。 对 照 组 细胞 抑 制率计为 0 ， 实验

组 按 下 列公 式 计算细 胞抑 制 率 ：细 胞 抑 制 率 = ( 对 照 组 一 实 验

组 )／对 照组 × 1 0 0 ％ ， 以 时 问为横轴 ， 抑制率 为纵 轴绘 制生 长 曲

线 。

2 结 果

2 ． 1 R T - P C R 产 物 定 性 与 半 定 量 分 析

2 ． 1 ． 1 R N A 样 品 的 鉴 定 用 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 R N A 的

0 D √ 0 D 。 比值在 1 ． 8 - 2 ． 0 之 间 ， 说 明 R N A 有 较 高纯 度 ， 浓 度

为 0 ． 5 ～ 1 ． 0 肛 g ／̈ l 。 1 ％ 甲醛 变性 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 结 果 显 示 总

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p
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R N A 较 完 整 。

2 ． 1 ． 2 R T — P C R 结 果 分 析 B — C a t e n i n 、 B c l 一 2 、 C a s p a s e ～ 3 、

C a s p a s e
一 8 与 H — G D P D H m R N A 的 R T — P C R 产 物 与理 论 长 度

相 一 致 ( 见 图 1 ) 。 从 实 验 结 果 ( 见 表 2 、 图 1 )可 见 ：吲哚 美 辛

干 预 组 较 未 受 干 预 组 呈 现 出伴 随 B — C a t e n i n 表 达 水 平 降低

( P < 0 ． 0 5 ) ， B c l 一 2 表 达 下 调 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 而 C a s p a s e
一 3 及 C a s —

p a s e
一 8 表 达 上 调 ( P < 0 ． 0 5 )的趋 势 。

2 ． 2 吲 哚 美 辛 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 增 殖 的 影 响

根 据 不 同浓 度 的 吲 哚 美 辛 对 S G C 一 7 9 0 1 胃癌 细 胞 生 长

的抑 制 率 ( 图 2 ) ， 可 看 出 吲哚 美 辛 在浓 度 为 5 0 肛 m o l／L 时 作

用 2 4 h 对 人 胃 癌 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 抑 制 效 果 不 佳 ( 抑 制 率

6 ． 5 ％ ) 。 而 作 用 4 8 、 7 2 h 及 浓 度 为 1 0 0 和 2 0 0 斗 m o l ／L 时 作用

2 4 、 4 8 、 7 2 h 的凋亡 诱 导 作用 明显 。 由此 我 们推 则吲哚 美辛 以

时 间 、 浓 度 依 赖 性 方 式 抑 制 胃癌 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 生 长 ， 其 抑

制率呈 浓 度 和 时 间依赖 性 。

3 讨 论

W n t／B — C a t e n i n 信号通 路的 W n t 信号通过 一 系列酶促瀑布

反应 ， 最终抑制 13 一 连环 蛋 白的降解 ， 调控许多基 因的转录 、表

达 ， 参 与细胞行为 ，粘附 及细胞 极性的调控 ， 在调 节细胞生 长 、 分

化及胚胎发育过程 中起着重要作用 。 B 一 连环 蛋 白( p — C a t e n i n )

是 W n t ／B — C a t e n i n 信号通 路的关键枢纽 分子 。 在正 常非增殖状

态的细胞 中大部分 B — C a t e n i n 都连接在细胞膜 的 E — c a d h e r i n 分

2 3 4 M 1 2 3 4

未 受 十 预 组 吲哚 美辛 干 预 组

1 ． C a s p a s e
一 3 ：2 ． 13 - C a t e n i n ；3 ． B c l 一 2 ；4 ． C a s p a s e

一 8 ；M ． D L 2 0 0 0 M a r k e r

图 1 未 受 干 预 组 和 吲 哚 美 辛 干 预 组 13 - C a t e n i n 、 C a s p a s e
一 3 、 C a s p a s e 一 8 、 B c l 一 2 及 H — G D P D H R T - P C R

产 物 电泳凝 胶 成 像 图

4 8 7 2

r 间 ( h 1

。

二 ■ Q旦 『l Ilj 化 ． ． 二 j 【)U世 l l ll ll ／L_ 二! 三oo 丛璺! 妲

图 2 不 同 浓 度 的 吲 哚 美 辛 对 S G C 一 7 9 0 1 胃癌

细 胞 生 长 的抑 制 率 的 比较

H — G D P D H

( 14 9 b p )

子上 。 在细胞质中的 B — C a t e n i n 与 A P C 、 A x i n 、 G S K 一 3 p 、 酪蛋 白

激酶 l 0 【 形成破坏复合体 ， 复合体 中的 C K l Q 可使 p — C a t e n i n

的丝 氨酸 (S e r )4 5 残基 磷酸化 ， 有 助 于 p — C a t e n i n 的磷酸化 ，磷

酸化后 的 B — C a t e n i n 被泛素 一 蛋 白酶体泛素化和降解 。 在某些

肿瘤细胞 中发现存在着异常的 W n t 信号 ， 当 W n t 蛋 白与细胞膜

上 卷 曲蛋 白和辅助性受体低密度脂蛋 白相关受体 (L o w d e n s i t y

l i p o p r o t e i n r e c e p t o r
- r e l a t e d p r o t e i n ， L R P ) 5 ／6 结合后 ， 引起 A x i n

不稳定 ，导致破坏复合体解聚 ；引起 D V L 磷酸化而抑制 G S K 一 3 p

(g l v c o g e n s v n t h a s e k i n a s e 3 p )的活 性；导致 细胞质 内 p — C a t e n i n

不被 G S K 一 3 B 磷酸化 ，使其不能被泛素蛋 白酶体系降解而积聚 ，

积聚到一 定量后进入 细胞核 ， 与 T 细胞转 录 因 子 形 成 复合物激
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活下游基因的转录 ，导致细胞增殖加快和凋亡抵抗。研究中发 

现 13一Catenin在卵巢恶l生E皮肿瘤及交界胜上皮肿瘤中异常表 

达率均明显高于其在卵巢良陛匕庞『 中瘤中的表达，其异常表达 

可能激活原癌基因C—myc，cyclinD1的表：逆 。 

我们采用 M1Tr研究发现，50 mol／L吲哚美辛与胃癌细胞 

作用48h可诱导胃癌细胞的凋亡，在 100 mol／L和200 mol／L 

时作用 24h即可诱导胃癌细胞的凋亡。且其诱导胃癌细胞凋亡具 

有浓度和时间依赖陛。同时 RT—PCR技术研究显示吲哚美辛干 

预组较未受干预组 B一．Catenin mRNA表达水平降低(P<O．05)， 

这些与在结肠癌、胰腺癌中的研究结果相似 。所以我们推测吲 

哚美辛可能通过减少 p一-Catenin的表达，使 p—Catenin从细胞 

质和细胞核转位到细胞膜，干扰 B一．Catenin／TCF复合物的形成； 

而抑制 B一-Catenin／TCF4转录活『生及下游基因Survivin的表达， 

阻断Wnt／B—Catenin信号通路 。 

凋亡基因 Caspase一3、Caspase一8和 Bcl-．-2目前被认为在 

细胞增殖和凋亡调控的重要基因，参与多种因素诱导的生理 

及病理性细胞凋亡过程。Bcl一2能阻止细胞凋亡的发生，延长 

细胞生存，因此称它为细胞长寿基因【引。其表达可增加细胞对 

多种促凋亡因素的抗性 ，从而使肿瘤发生发展 ，增加肿瘤的 

播散侵袭能力。近年来有研究表明Bcl一2基因蛋白能够够降低 

凋亡诱导因子活性，对凋亡有抑制作用 。 

Caspase是一类促凋亡蛋白，其作用主要是促进细胞凋亡。 

它接受凋亡信号，最终刺激 Caspase一3经蛋白水解作用激活 

成活化形式。Caspase一8是 Caspase家族中最关键的成分，为 

凋亡起始组一员。它是 Caspase家族中真正导致哺乳动物细 

胞凋亡的主要酶蛋白分子，属于天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋 

白酶，是家族中导致细胞凋亡的主要效应因子【 ，被合成后 

通常以非活化的酶原形式存在于细胞 中，都具有长原结构 

域，借此与细胞膜上的死亡受体(或细胞内促凋亡蛋白)和接 

头分子构成的 caspase激活复合物相结合。凋亡开始最具特 

征的路径之一就是细胞死亡信号蛋白与死亡受体相结合 ，并 

同时与 caspase的原结构域结合 ，结果使 caspase起始分子发 

生聚集，并通过分子间的切割而活化 ，活化后的 caspase接着 

切割并活化下游的 caspase分子。Caspase-一3是它被合成后通 

常以非活化的酶原形式存在于细胞中，为凋亡效应组一员， 

它是具有短前结构域(short-．-prodomain)的效应分子，作为上 

游 caspase的底物，经活化后作用于胞内多种蛋白质和酶类 ， 

产生多种凋亡信号最终使许多与细胞结构 、细胞周期及 DNA 

修复等相关蛋白或激酶失活，促使细胞凋亡[11,1 。如 Caspase-一3 

通过破坏细胞核纤层，直接导致细胞结构的破坏。所以抑制 

caspase一3的活性或拮抗其功能可能使细胞凋亡受抑㈣。此外， 

caspase分子之间也可以相互作用，如 caspase一8能激活 CaS— 

pase一3酶原 ，使之成为活化的 caspase-一3，而 caspase一3又能 

反过来作用于 caspase一8酶原，从而产生一个正反馈 ，使 cas— 

pase级联反应放大。细胞的最终凋亡就在于各种途径综合作 

用的结果~t3,hq。 

我们采用 RT—PCR技术研究发现，未受干预组 SGC一7901 

原癌基因 Bcl一2的 mRNA表达水平较高。而吲哚美辛诱导 

SGC一7901细胞凋亡过程中，伴随 B—Catenin的 mRNA表达水 

平降低(尸<0u05)，Bcl一2的 mRNA表达下调(P<(105)，而 Cas— 

pase一3、Caspase-一8的mRNA表达 匕调(尸<0O5)。由此我们推测 

胃癌中Wnt／p一-Catenin通路对细胞凋亡的可能调节机制：异常的 

Wnt f 臣文士激活Wnt／p—Catenin通路中 p—Catenin的 i 圾  

功能，使原癌基因Bcl一2的转录上调，同时下凋凋亡诱导因子作 

用，抑制 caspase一8进而抑制其下游 Caspase．一3的活性，使凋亡比 

例失衡，诱导细胞增生并抑制其调亡，导致癌症的发生、发展。 

Wnt／8一Catenin信号通路在人类癌症的发生发展中起重 

要作用。目前抗肿瘤药物仅在某一个水平阻断 Wnt／B—Cat 

enin信号通路 ，疗效有限。开展肿瘤发生过程中 Wnt／B— 

Catenin通路对细胞凋亡的调节机制的研究为今后开发更多 

选择性强 、高效低毒的靶向药物提供了理论依据。 
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