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TGF-茁1 诱导胃癌细胞上皮间
质转化与 CD133表达研究
钟志凤 杜金林 王建平 金晰函 戴剑

【 摘要 】 目的 研究转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）促进胃癌侵袭能力，诱导胃癌 MKN-45细胞发生上皮间质转化（EMT）的机

制及其与 PI3K/Akt信号通路调控肿瘤起始细胞标志物 CD133表达的关系。 方法 设空白对照，应用 TGF-茁1处理 MKN-45细胞

(TGF-茁1处理组)，观察其对细胞形态学的影响；Transwell检测细胞侵袭能力的改变；RT-PCR及 Western blot检测细胞 EMT相关因

子 Snail、E-cadherin、N-cadherin、p-Akt及 CD133的表达水平；PI3K特异性抑制剂 LY294002预处理后再应用 TGF-茁1处理细胞

（TGF-茁1+LY294002处理组），检测 p-Akt与 CD133表达水平的变化；免疫磁珠分选 CD133+与 CD133-亚群细胞，检测 CD133+组

与 CD133-组细胞 EMT 相关因子的表达差异。 结果 TGF-茁1 处理 72h 后，TGF-茁1 处理组细胞由上皮形态转化为间质形态。

TGF-茁1处理组 Snail、N-cadherin mRNA、蛋白表达水平均高于对照组（均 P＜0.05）；而 E-cadherin mRNA、蛋白表达水平均低于对

照组（均 P＜0.05）；Transwell检测发现 TGF-茁1处理组穿膜细胞数高于对照组（P＜0.05）；TGF-茁1处理组 p-Akt蛋白与 CD133

mRNA、蛋白表达水平均高于对照组（均 P＜0.05）；TGF-茁1+LY294002处理组 p-Akt蛋白与 CD133 mRNA、蛋白表达水平均低于

TGF-茁1处理组（均 P＜0.05）。CD133+组 Snail、N-cadherin mRNA、蛋白表达水平均高于 CD133-组（均 P＜0.05），而 E-cadherin

mRNA、蛋白表达水平均低于 CD133-组（均 P＜0.05）。结论 TGF-茁1诱导胃癌细胞发生 EMT，并通过 PI3K/Akt信号通路调控

CD133表达从而增强胃癌MKN-45细胞的侵袭能力。
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TGF-茁1 induces epithelial-mesenchymal transition in gastric cancer cells and its mechanism

China

【 Abstract 】 Objective To investigate the effect of TGF-茁1 on the epithelial-mesenchymal transition (EMT) in gastric

cancer cells and its mechanism. Methods Human gastric cancer MKN-45 cells were treated with TGF-茁 1. The

micromorphological changes were observed and the invasive potency of MKN-45 cells were examined with Transwell method;

the mRNA and protein expressions of Snail, E-cadherin, N-cadherin, p-Akt and CD133 were detected by RT-PCR and

Western blot, respectively. The MKN-45 cells were pretreated with PI3K special inhibitor LY294002, then treated with TGF-茁1,

and the expressions of p-Akt and CD133 were detected. CD133+ and CD133- cells were sorted by MACS and the expression

of EMT-related proteins were measured and compared between two subsets of MKN-45 cells. Results The micromorphology

of culture cells was changed to mesenchymal profiles 72h after TGF-茁1 treatment; and the mRNA and protein expression levels

of Snail and N-cadherin were higher than those in control group (P＜0.05), the mRNA and protein expression levels of

E-cadherin were significantly lower than those in control group (P＜0.05). The invasion ability of TGF-茁1 treated group was

higher than that of control group (P＜0.05). The relative protein expression levels of p-Akt and CD133 in TGF-茁1 treated group

were higher than those in control group(P＜0.05). In LY294002 pretreated cells, the p-Akt and CD133were down-regulated(P＜
0.05). The relative mRNA and protein expression levels of Snail, N-cadherin in CD133+ group were higher than those in CD133-

group (P＜0.05), the relative mRNA and protein expression levels of E-cadherin in CD133+ group were lower than those in

CD133- group(P＜0.05). Conclusion TGF-茁1 can induce EMT in MKN-45 cells, enhance the invasion ability of MKN-45 cells

and up-regulate the expression of CD133 via PI3K/Akt pathway.
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胃癌是全球高发肿瘤，肿瘤转移是胃癌患者病死主

要原因之一[1]。上皮间质转化（EMT）是上皮细胞失去极
性转变为间质细胞的过程，进而发生细胞迁移，是胚胎

发育的重要特征。有研究指出，EMT与肿瘤侵袭转移密
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切相关[2]；转化生长因子-茁1（TGF-茁1）等多种细胞因子
通过 Smad和 PI3K/Akt等信号通路促进 EMT发生，进
一步增强肿瘤细胞的侵袭能力[3]。肿瘤细胞群体中存在
一群能自我更新、无限增殖、多向分化的亚群细胞，称为

肿瘤起始细胞（TICs）。TICs具有肿瘤耐药特性，并与侵
袭转移密切相关[4]。CD133是多种肿瘤的代表性 TICs标
志物[5]，也是胃癌 TICs表面标志物，并受 PI3K/Akt信号
通路中 p-Akt蛋白表达的调控[6]。本实验旨在研究 TGF-
茁1能否增强胃癌细胞侵袭能力，探讨这种促进作用是
否经 EMT及调控 CD133的表达实现，现报道如下。
1 材料和方法

1.1 材料 人胃癌 MKN-45 细胞（中国科学院细胞
库）、TGF-茁1（美国 Peprotech 公司）、基质胶（美国 BD
公司）、侵袭（Transwell）小室（美国 Corning公司）、胎牛
血清（美国 Hyclone公司）、兔抗人 Snail单克隆抗体、兔
抗人 CD133单克隆抗体、兔抗人 p-Akt单克隆抗体、兔
抗人 Akt单克隆抗体及兔抗人 E-cadherin单克隆抗体
（美国 CST公司）、鼠抗人 N-cadherin单克隆抗体（美国
Thermo公司）、Trizol试剂和 PCR试剂盒（日本 Takara
公司）、辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（美国
Jackson公司）、LY294002（美国 Cayman公司）、Snail、E-
cadherin、N-cadherin和 CD133引物（中国上海生工生
物工程公司）及 ECL发光液（美国 Thermo公司）。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 MKN-45 细胞用含 10%胎牛血清、
100U/ml青霉素、100U/ml链霉素的 DMEM培养基常规
培养于 5%二氧化碳、37益培养箱中，每 2~3d传代 1次。
MKN-45细胞用无血清培养基培养 24h后分为对照组
（空白对照）、TGF-茁1处理组（5ng/ml TGF-茁1处理细
胞）及 TGF-茁1+LY294002处理组（先用 PI3K抑制剂
LY294002 10滋mol/L预处理细胞 60min，再加入 5 ng/ml
TGF-茁1处理细胞）。
1.2.2 细胞形态学观察 细胞培养 72h后，于倒置显微
镜下观察 TGF-茁1处理组与对照组细胞形态学变化。
1.2.3 Transwell侵袭实验 用无血清 DMEM培养基按
1颐3比例稀释基质胶，取 50滋l铺于 Transwell上室中，置
于 37益培养箱内，待上室的基质胶凝结，收集对数生长
期 MKN-45 细胞；以无血清 DMEM 培养基重悬，取
100滋l加入 Transwell上室中，细胞浓度为 1伊105个/孔，
下室加入含有 10%胎牛血清的完全培养基；TGF-茁1处
理组细胞加入 5ng/ml 的 TGF-茁1，对照组加入等量
PBS；37益培养 24h，取出 Transwell小室，用棉签擦去上

室中的基质胶及细胞；4%多聚甲醛溶液固定 30min，1%
结晶紫染色 30 min，PBS洗涤 3次，高倍镜下计数膜背
面上的穿膜细胞数。

1.2.4 RT-PCR[7] 提取 TGF-茁1处理组与对照组细胞
EMT相关因子总 RNA，行 PCR反应，退火温度：CD133
55益，Snail 56益，E -cadherin 50益，N -cadherin 54益，
GAPDH 55益。EMT相关因子引物序列及产物长度见表 1。
应用凝胶显像系统及凝胶图像分析软件行半定量分析

目的产物与对应 GAPDH产物的灰度值。目的 mRNA表
达水平以目的 mRNA 扩增条带灰度值与 GAPDH
mRNA扩增条带灰度值的比值表示并分析，实验重复 3
次取平均值。

1.2.5 Western blot[7] TGF-茁1处理组与对照组细胞提
取蛋白后行Western blot检测，实验重复 3次取平均值。
目的蛋白表达水平以目的蛋白条带密度灰度值和条带

面积的乘积与 GAPDH蛋白条带密度灰度值和条带面
积的乘积的比值表示。

1.2.6 免疫磁珠分选[8] 收集 TGF-茁1处理组、TGF-茁1+
LY294002处理组与对照组细胞，行 RT-PCR及Western
blot检测 3组细胞 PI3K/Akt 信号通路调控因子 p-Akt
蛋白及 CD133mRNA、蛋白表达水平；将 3组细胞调整细
胞密度至 1伊107个/ml，用 300滋l PBS重悬，按操作步骤经
miniMACS分离柱分选出 CD133+及 CD133-亚群细胞，即
TICs行后续 RT-PCR及 Western blot检测 CD133+组和
CD133-组细胞中 EMT相关因子 mRNA、蛋白的表达水
平。RT-PCR及Western blot实验步聚同上。
1.猿 统计学处理 应用 SPSS 13.0统计软件；计量资料
以 表示，两组比较采用独立样本 t检验，多组间比较
采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t检验。

2 结果

2.1 TGF-茁1处理组与对照组细胞形态学比较 见图 1

表 1 EMT相关因子引物序列及产物长度

因子

CD133

Snail

E-cadherin

N-cadherin

GAPDH

引物序列

上游：5'-TTACGGCACTCTTCACCT-3'

下游：5'-TATTCCACAAGCAGCAAA-3'

上游：5'-CCTCCCTGTCAGATGAGGAC-3'

下游：5'-CCAGGCTGAGGTATTCCTTG-3'

上游：5'-TGCCCAGAAAATGAAAAAGG-3'

下游：5'-GTGTATGTGGCAATGCGTTC-3'

上游：5'-ACAGTGGCCACCTACAAAGG-3'

下游：5'-CCGAGATGGGGTTGATAATG-3'

上游：5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGGCG-3'

下游：5'-CTCCTGGAAGATGGTGATGG-3'

产物长度（bp）

172

234

200

201

197
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图 3 TGF-茁1处理组与对照组细胞 EMT相关因子 mRNA（a）、蛋

白（b）表达条带图比较（1：对照组；2：TGF-β1处理组）

表 2 TGF-茁1处理组与对照组细胞 EMT相关因子 mRNA、蛋白表达水平比较

由图 4-5、表 3可见，3组细胞 p-Akt蛋白表达水平
比较有统计学差异（P＜0.05）；TGF-茁1处理组细胞 p-
Akt蛋白表达水平高于对照组（P＜0.05）；而 TGF-茁1+
LY294002处理组细胞 p-Akt蛋白表达水平低于对照组
（P＜0.05）。3组细胞 CD133 mRNA、蛋白表达水平比较
有统计学差异（P＜0.05）；TGF-茁1处理组细胞 CD133
mRNA、蛋白表达水平均高于对照组（均 P＜0.05）；TGF-
茁1+LY294002处理组细胞 CD133 mRNA、蛋白表达水
平均低于 TGF-茁1处理组（均 P＜0.05）。

2.5 CD133+组与 CD133-组细胞 EMT相关因子 mRNA、
蛋白表达水平比较 见图 6、表 4。

由图 6、表 4可见，CD133+组细胞 CD133、Snail与
N-cadherin mRNA、蛋白表达水平均高于 CD133-组（均
P＜0.05），但 E-cadherin mRNA、蛋白表达水平均低于
CD133-组（均 P＜0.05）。
3 讨论

早期诊断和预防转移是肿瘤治疗和研究的重中之

重，其中最为重要的是探索肿瘤侵袭转移的相关机制[9]。
EMT在细胞重塑、组织修复、创伤愈合及肿瘤转移中起
重要作用[10-11]，其特征包括上皮细胞表面标志物（如 E-
cadherin）表达水平降低，间质细胞表面标志物（如 N-
cadherin）表达水平增高，上皮细胞间失去紧密连接，细
胞骨架重构，从而获得高侵袭和高转移特性[12]。

图 4 TGF-茁1 处理组、TGF-茁1+LY294002处理组与对照组细胞

p-Akt蛋白表达条带图比较（1：对照组；2：TGF-β1处理组；3：

TGF-β1+LY294002处理组）

（见插页）。

由图 1可见，对照组细胞呈现典型的上皮细胞样
形态；TGF-茁1处理组部分细胞变为梭形，排列变得混
乱，细胞核聚集，呈成纤维细胞样形态，发生 EMT。
2.2 TGF-茁1处理组与对照组细胞侵袭能力比较 见

图 2（见插页）。
由图 2可见，对照组穿膜细胞数为（49.40依5.60）个/

视野，TGF-茁1处理组穿膜细胞数为（193.33依10.33）个/
视野，TGF-茁1处理组明显多于对照组（P＜0.05）。
2.3 TGF-茁1 处理组与对照组细胞 EMT 相关因子
mRNA、蛋白表达水平比较 见图 3、表 2。
由图 3、表 2可见，TGF-茁1处理组细胞 Snail与 N-

cadherin mRNA、蛋白表达水平均高于对照组（均 P＜

0.05）；E-cadherin mRNA、蛋白表达水平均低于对照组
（均 P＜0.05）。
2.4 TGF-茁1 处理组、TGF-茁1+LY294002处理组与对
照组细胞 p-Akt蛋白及 CD133 mRNA、蛋白表达水平比
较 见图 4-5、表 3。

组别

TGF-茁1处理组

对照组

P值

n

3

3

mRNA

0.5219±0.0147

0.2049±0.0214

＜0.05

蛋白

0.4769±0.0234

0.2534±0.0345

＜0.05

mRNA

0.4701±0.0215

0.6792±0.0157

＜0.05

蛋白

0.1349±0.0258

0.6055±0.0227

＜0.05

mRNA

0.6640±0.0124

0.2722±0.0098

＜0.05

蛋白

0.5014±0.0216

0.2026±0.0268

＜0.05

Snail E-cadherin N-cadherin

图 5 TGF-茁1处理组、TGF-茁1+LY294002处理组与对照组细胞

CD133 mRNA（a）、蛋白表达（b）条带图比较（1：对照组；2：

TGF-β1处理组；3：TGF-β1+LY294002处理组）

表 3 TGF-茁1处理组、TGF-茁1+LY294002处理组与对照组

细胞 p-Akt蛋白及 CD133 mRNA、蛋白表达水平比较

组别

TGF-茁1处理组

TGF-茁1+LY294

002处理组

对照组

n

3

3

3

p-Akt蛋白

0.5137±0.0257*

0.1927±0.0346*

0.4122±0.0322

mRNA

0.5534±0.0269*

0.2159±0.0244△

0.3453±0.0237

蛋白

0.4217±0.0361*

0.148±0.0255△

0.3328±0.0265

CD133

注：与对照组比较，*P＜0.05；与 TGF-β1处理组比较，△P＜0.05

2

1

Snail

E-cadherin

N-cadherin

GAPDH

a b

1 2

CD133

GAPDH

CD133

GAPDH

a b1 2 3 1 2 3

p-Akt
Akt

GAPDH

1 2 3
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肿瘤转移是多步骤的瀑布式级联反应过程，包括肿

瘤细胞间失去紧密连接、迁移和侵袭能力增加、进入并

在血管中生存、穿过血管进入远处组织、克隆形成新的

肿瘤组织[13]。肿瘤细胞需克服上述肿瘤转移各阶段的每
一个屏障才能形成新的远处转移灶，而 EMT在其中发
挥重要促进作用[11]。此外，转移到远处的肿瘤细胞需具
备能自我更新、无限增殖及多向分化潜能的 TICs特性，
进而在远处形成新的转移灶。这一亚群细胞在肿瘤形成

的早期阶段发挥重要作用，与肿瘤异常增殖和侵袭转移

图 6 CD133+组与 CD133-组细胞 EMT相关因子 mRNA（a）、蛋

白（b）表达条带图比较（1：CD133+组；2：CD133-组）

表 4 CD133+组与 CD133-组细胞 EMT相关因子 mRNA、蛋白表达水平比较

密切相关[4]。
胚胎发育过程中，多种信号通路介导 EMT发生。这

些信号通路大部分是由 TGF-茁超家族成员、表皮生长
因子、成纤维生长因子等介导[3,14]。TGF-茁1是 TGF-茁超
家族成员，在胚胎发育以及肿瘤侵袭相关的 EMT中发
挥重要作用[14]。TGF-茁1不仅能通过经典的 Smad信号
通路，还能通过非经典的 PI3K/Akt和MEK/Erk等信号
通路调节下游信号表达[11,14]。也有研究提示 EMT的发生
可能促进肿瘤获得 TICs特性，从而在侵袭转移中起重
要作用[4]。本实验用 TGF-茁1处理 MKN-45细胞后，发
现 MKN-45细胞由紧密的上皮样细胞形态变为排列混
乱的间质细胞样形态，E-cadherin 表达水平降低，N-
cadherin表达水平增高，同时，EMT调节因子 Snail表达
水平增高。这表明 TGF-茁1诱导了胃癌 MKN-45细胞
EMT的发生。

Yu等[7]研究发现，胃癌原发灶脉管中的癌栓内存在
CD133+细胞，并且 CD133 mRNA、蛋白的表达与淋巴结
转移率及转移淋巴结数呈正相关，与反映肿瘤增殖状态

的 Ki-67表达呈负相关。本研究通过 Transwell检测发
现，TGF-茁1处理组穿膜细胞数明显高于对照组。同时，
与对照组相比，TGF-茁1处理组 CD133 mRNA、蛋白表
达水平均增高。以上结果说明 CD133及 EMT与胃癌侵
袭能力密切相关。

为进一步研究胃癌中 CD133与 EMT之间的相关
性，本研究采用免疫磁珠分选出 CD133+与 CD133-胃癌
MKN-45细胞。结果发现 CD133+亚群细胞中 Snail、N-
cadherin表达水平显著高于 CD133-亚群细胞，而 E-
cadherin表达水平显著低于 CD133-亚群细胞。这进一步

说明 EMT与 CD133有关，并在胃癌侵袭能力中扮演着
重要作用。

经典的 TGF-茁信号通路是 Smad信号通路。TGF-
茁玉型受体和 TGF-茁域型受体通过结合为紧密复合体，
磷酸化 Smad，从而调节下游信号表达[15]。此外，TGF-茁1
还能通过非 Smad信号通路调节下游信号，如 PI3K/Akt
和 MAPK/Erk1/2 等 [ 16 -17]。本研究发现 TGF-茁1 诱导
MKN-45细胞发生 EMT后，p-Akt及 CD133蛋白表达
水平明显增高；用 PI3K特异性抑制剂 LY294002预处
理细胞后，p -Akt 蛋白水平表达明显下降，CD133
mRNA、蛋白表达水平均降低。以上结果提示 PI3k/Akt
信号通路在 EMT介导的 CD133高表达中起重要作用，
而 PI3K/Akt抑制剂 LY294002可明显阻断这一过程。

综上所述，TGF-茁1能诱导胃癌细胞发生 EMT，并
通过 PI3K/Akt 信号通路上调 CD133表达而增强胃癌
MKN-45细胞侵袭能力，对 EMT与 CD133的研究有助
于更深入了解胃癌侵袭转移机制，为胃癌治疗寻找新的

靶点，对预防胃癌的转移提供新的可行的干预措施。
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需要进行体外实验的观察和研究，这将对本实验具有一

定的指导意义。

综上所述，调控 PON1过表达能够缓解 AChE抑制，
降低肝功能指标 AST、ALT水平，并可能通过 NF-资Bp65
通路减少炎症因子 TNF-琢、IL-1茁的释放，降低炎症水
平，减轻肝损伤。本文从直接和间接两个方面阐述了

PON1基因过表达对敌敌畏中毒导致的肝损伤具有一定
的保护作用，为 AOPP的预防提供了新思路和新方向。
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