
网络出版时间: 2023 －01 －20 15: 20: 05 网络出版地址: https: / /kns． cnki． net /kcms /detail / /34． 1065． Ｒ． 20230119． 1741． 013． html

KIＲＲEL在胃癌中的表达及其对胃癌血管生成的影响
陈 硕，张明军，王 涛

2023 － 01 － 02 接收

基金项目: 安徽省自然科学基金( 编号: 1908085MH262 ) ; 2019 年度

医学物理与技术安徽省重点实验室开放基金 ( 编号:

LMPT201907)

作者单位: 安徽医科大学第二附属医院肿瘤科，合肥 230601

作者简介: 陈 硕，女，硕士研究生;

张明军，男，副教授，主任医师，硕士生导师，责任作者，E-

mail: mjzhang2006@ hotmail． com

摘要 目的 探讨类 IＲＲE蛋白 1 系属( KIＲＲEL) 在胃癌组
织中的表达及其对胃癌血管生成的影响。方法 采用蛋白
质免疫印迹( Western blot) 和免疫组化( IHC) 检测 KIＲＲEL

在胃癌组织和癌旁组织中的表达。选用人胃癌细胞系 SNU-
5、AGS，通过慢病毒感染胃癌细胞，构建 KIＲＲEL 干扰和过
表达稳转细胞株。使用 Western blot检测对照组、空载组、干
扰和过表达组细胞内缺氧诱导因子-1α( HIF-1α) 、血管内皮
生长因子( VEGF) 蛋白表达量，并通过体外血管形成实验观
察 KIＲＲEL对人脐静脉内皮细胞( HUVEC) 成管能力的影
响。结果 KIＲＲEL在胃癌组织中的表达高于癌旁组织( P
＜ 0. 05) 。干扰 KIＲＲEL后，HIF-1α、VEGF 的蛋白表达显著
降低，HUVEC的管长度和节点明显减少; KIＲＲEL 过表达则
与之相反( P ＜ 0. 05 ) 。结论 KIＲＲEL 在胃癌组织中过表
达，并可能促进胃癌的血管生成。
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胃癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，发病率居

世界第 5 位，死亡率居第 4 位［1］。其 5 年生存率仅
有 18%左右［2］。目前胃癌主要的治疗手段包括手
术、化疗、放疗、免疫治疗与靶向治疗。其中在靶向
治疗领域中，与其他恶性肿瘤相比，针对胃癌的靶向

治疗药物相对较少，如雷莫芦单抗( 靶点为 VEGFＲ-
2) 和曲妥珠单抗( 针对 HEＲ-2 阳性患者) 。因此，
有必要进一步探索新的基因来作为胃癌治疗的新靶

点。
类 IＲＲE 蛋白 1 系属( Kin of IＲＲE-like protein

1，KIＲＲEL) 是免疫球蛋白超家族的一员，在肾足细
胞的过滤缝隙中表达，在结构和序列上与肾病蛋白

( nephrin) 相似。该蛋白的 C 端结构域能与足突蛋
白( Podocin，NPHS2 ) 相互作用［3］。近年来，研究发
现 KIＲＲEL 在多种恶性肿瘤中高表达。然而，KIＲ-
ＲEL与胃癌相关的研究较少，其在胃癌中的作用机
制尚不明确。为了明确 KIＲＲEL 在胃癌中的作用，
该研究拟检测 KIＲＲEL 在胃癌中的表达，并初步探
讨 KIＲＲEL沉默或过表达对胃癌血管生成的影响。

1 材料与方法

1． 1 组织标本 选取胃癌组织及癌旁组织各 10
例，均来自安徽医科大学第二附属医院，其中男性 7
例，女性 3 例，年龄 40 ～ 70 岁。纳入标准: ① 术前
通过胃镜和病理检查明确诊断为胃癌的患者;② 拟
行胃癌根治手术者; ③ 心、肺等重要的脏器功能良
好，能够承受胃癌手术打击;④ 已签署知情同意书。
排除标准:① 有其他恶性肿瘤病史; ② 既往有放化
疗病史。本研究经安徽医科大学第二附属医院伦理
评审委员会批准，伦理批号 YX2022075( F1) 。
1． 2 实验细胞 人胃癌细胞系 AGS、SNU-5，人脐
静脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial
cells，HUVEC) 购于北纳创联生物科技有限公司。
1． 3 实验仪器 CO2 培养箱( 上海一恒科学仪器有

限公司) ; 全自动酶标仪( 北京六一生物科技有限公

司) ; DYY-7B 型稳压稳流电泳仪( 美国 Bio-Ｒad 公
司) ; 垂直电泳槽、转移电泳槽( 美国伯乐公司) ; 转
膜仪( 美国 Hoefer公司) ; 全自动化学发光图像分析
系统( 上海天能科技有限公司) 等。
1． 4 主要试剂 完全 ＲPMI-1640 培养基、完全 F12
培养基( 江苏凯基生物技术股份有限公司) ; MCE 完
全培养基( 美国 SCIENCELL 公司) ; ＲIPA 细胞裂解
液( 北京普利莱基因技术有限公司) ; HIF-1α 一抗、
VEGF一抗( 武汉三鹰生物技术有限公司) ; KIＲＲEL
一抗( 美国 Bioss 公司) ; GAPDH 一抗、辣根酶标记
山羊抗兔 IgG ( H + L) 二抗、辣根酶标记山羊抗鼠
IgG( H + L) 二抗( 北京中杉金桥生物技术有限公
司) ; DAB显色试剂盒、中性树脂( 北京康为世纪生
物科技有限公司) ; 苏木精染色试剂盒( 武汉博士德

生物工程有限公司) 等。
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1． 5 构建稳转细胞系 将 AGS、SNU-5 细胞复苏、
传代培养，加入转染试剂与 Opti-MEM，分别转染
KIＲＲEL过表达和干扰质粒，于 37 ℃、5% CO2 条件

下培养 8 h，更换培养基继续培养。转染后 24 h 判
定转染效率，确定转染成功后，再次更换培养基培养

24 h。KIＲＲEL 引物序列 F: 5'-CGCAAATGGGCGG-
TAGGCGTG-3'，Ｒ: 5'-AGTCCCGTCCTAAAATGTC-
3'; shＲNA引物序列见表 1。

表 1 shＲNA的引物序列

shＲNA 序列( 5'-3')
shＲNA-1 F: GCTCAACTACTCTGGAATTGT

Ｒ: ACAATTCCAGAGTAGTTGAGC
shＲNA-2 F: GCACCAATGTCAGCACTTTAG

Ｒ: CTAAAGTGCTGACATTGGTGC
shＲNA-3 F: GCTGTCCTACGAGAACTATGA

Ｒ: TCATAGTTCTCGTAGGACAGC

1． 6 Western blot 用移液枪吸弃培养皿中的细胞
培养液，每孔加入 100 μl 细胞裂解液，置于冰上 20
min。12 000 r /min离心 10 min取上清液，测定蛋白
浓度。蛋白变性，上样，十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰
胺凝胶电泳，转膜，3%脱脂牛奶孵育 1 h。分别在
KIＲＲEL( 1 ∶ 1 000 稀释) 、HIF-1α( 1 ∶ 2 000 稀释) 、
VEGF( 1 ∶ 1 000 稀释) 、GAPDH( 1 ∶ 2 000 稀释) 一
抗溶液中孵育，4 ℃过夜; 洗膜后，将加入目的一抗
的膜在 1 ∶ 2 000 稀释的根酶标记山羊抗兔二抗溶
液中室温孵育 2 h，加入内参一抗的膜在 1 ∶ 2 000
稀释的辣根酶标记山羊抗鼠二抗溶液中室温孵育 2
h。再次洗膜，在膜上滴加 ECL发光液，在凝胶成像
系统中曝光。用“Quantity one”软件分析各条带灰
度值。
1． 7 免疫组化 将胃癌组织和癌旁组织进行石蜡
包埋后，组织切片进行免疫组化检测。在 1 ∶ 200 稀
释的 KIＲＲEL一抗溶液中孵育，4 ℃过夜; 复温后加
入 1 ∶ 100 稀释的辣根酶标记山羊抗兔二抗，孵育
30 min。DAB显色 5 min。苏木精染 5 min，接着分
化、返蓝、脱水、透明、封片、镜检。目的蛋白为棕色，
细胞核为蓝紫色。根据阳性细胞所占比例和染色程
度进行分析。
1． 8 血管形成实验 收集 AGS 细胞、SNU-5 细胞
的各组上清液，重悬 HUVEC进行成管实验。将在 4
℃中融化的基质胶铺在提前预冷的 24 孔板中，每孔
250 μl，注意不要出现气泡，放置在培养箱中凝固 30
min; 接着将各组细胞消化计数，设置 3 个复孔，每孔

8 × 104 个细胞，6 h后拍照观察细胞成管情况，图像
从 5 个连续的视野中获得，放大倍数 × 100。选取
管长度和节点进行定量分析。
1． 9 统计学处理 应用 SPSS 20. 0 软件进行统计
分析。所有实验重复 3 次，计量资料用 �x ± s 表示。
两组之间定量数值比较采用独立样本 t 检验，多组
之间定量数值比较采用单因素方差分析。P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 KIＲＲEL在胃癌组织中的表达分析 为了检
测 KIＲＲEL在胃癌中的表达水平，将临床收集的 10
对胃癌组织和癌旁组织分别提取目的蛋白。首先通
过免疫组化法检测发现: KIＲＲEL 在胃癌组织中呈
高表达，而在癌旁组织中呈低表达，见图 1A、1B。其
次，Western blot 结果表明在大约 70% ( 7 /10 ) 的胃
癌组织中，KIＲＲEL 的蛋白表达高于癌旁组织。其
中，在胃癌组织、癌旁组织中的表达量分别为 1. 05
± 0. 22 及 0. 63 ± 0. 14，差异有统计学意义 ( t =
2. 257，P ＜ 0. 05) ，见图 1C。

图 1 KIＲＲEL在胃癌组织中的表达分析
A: 免疫组化法检测 KIＲＲEL 在胃癌组织中表达水平 × 400; B:

免疫组化法检测 KIＲＲEL在癌旁组织中表达水平 × 400; C: KIＲＲEL

在成对的人胃癌组织和癌旁组织中的相对表达量; N: 癌旁组织; T:

胃癌组织; 与癌旁组织比较: * P ＜ 0. 05
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2． 2 构建 KIＲＲEL干扰和过表达胃癌细胞株 根
据前期预实验结果，选择高表达 KIＲＲEL 的胃癌细
胞株 SNU-5 和低表达 KIＲＲEL 的胃癌细胞株 AGS
作为研究对象。在 SNU-5 细胞中诱导转染了稳定
的 KIＲＲEL基因慢病毒干扰载体( LV-shKIＲＲEL) ，
在 AGS 细胞中诱导转染了稳定的 KIＲＲEL 基因慢
病毒过表达载体( LV-KIＲＲEL) ，同时分别设置了一
组转染空载质粒的细胞株( LV-shNC，LV-NC) 。以
GAPDH作为内参，使用 Western blot 检测各组细胞
中 KIＲＲEL的蛋白表达量，验证转染效果。结果如
图，与 LV-NC 组比较，LV-KIＲＲEL 组的 KIＲＲEL 蛋
白表达量显著上调( t = 3. 748，P ＜ 0. 05 ) ，验证结果
过表达有效，见图 2A; KIＲＲEL 慢病毒 LV-shKIＲ-
ＲEL1 组和 KIＲＲEL 慢病毒 LV-shKIＲＲEL3 组的
KIＲＲEL蛋白表达量显著下调( t = 8. 249、8. 648，P
＜ 0. 05) ，见图 2B。本研究选择了 KIＲＲEL 慢病毒
LV-shKIＲＲEL1 组进行后续实验。
2． 3 KIＲＲEL对胃癌血管生成的影响 为了验证
KIＲＲEL对胃癌血管生成的影响，Western blot 法检
测发现，在 AGS 细胞中，与 LV-NC 组相比，LV-KIＲ-
ＲEL 组 HIF-1α、VEGF 的蛋白表达量增多; 而在
SNU-5 细胞中，LV-shKIＲＲEL 组与 LV-shNC 组相
比，HIF-1α、VEGF 的蛋白表达量明显减少，见图
3A。另外，体外血管形成实验结果显示，在 AGS 细
胞中，与 LV-NC 组相比，LV-KIＲＲEL 组 HUVEC 的
管长度和节点明显增加 ( t = 7. 603、5. 041，P ＜
0. 01) ，而在 SNU-5 细胞中，与 LV-shNC 组相比，LV-
shKIＲＲEL组的管长度和节点明显减少( t = 2. 851、
4. 930，P ＜ 0. 05) ，见图 3B。

3 讨论

KIＲＲEL 主要位于足细胞膜，能根据分子量、电
荷和形状限制大分子的通过，参与维持裂隙隔膜结

构和功能的完整性。有研究［4］表明，KIＲＲEL 是一
种信号分子，可以激活典型的蛋白激酶级联反应。
虽然 KIＲＲEL在胃癌中的作用机制尚未见报道，但
KIＲＲEL 已经被证实在多种恶性肿瘤中高表达，且
与恶性肿瘤的发生、发展密切相关。例如，Hu et
al［5］综合分析了 3 个胰腺癌相关的微阵列数据集，
发现 KIＲＲEL在胰腺癌中过表达，可作为胰腺癌的
治疗新靶点。Chen et al［6］对 302 例乳腺癌组织和
50 例正常乳腺组织进行分析，结果提示 KIＲＲEL 在
乳腺癌中过表达，可作为乳腺癌患者预后不良的独

立预测指标。还有研究［7］显示 KIＲＲEL基因甲基化

图 2 构建 KIＲＲEL干扰和过表达胃癌细胞株
A: AGS细胞 KIＲＲEL过表达验证; a: AGS; b: LV-NC; c: LV-KIＲ-

ＲEL; B: SNU-5 细胞 KIＲＲEL慢病毒干扰验证; d: SNU-5; e: LV-shNC;

f: LV-shKIＲＲEL1; g: LV-shKIＲＲEL2; h: LV-shKIＲＲEL3; 与对照组

( AGS或 SNU-5) 比较: * P ＜ 0. 05; 与空载组( LV-NC 或 LV-shNC) 比

较: #P ＜ 0. 05

可能通过促进细胞增殖和转移，从而在骨肉瘤的发

病机制中起重要作用。
本课题组前期研究［8］显示 KIＲＲEL基因在胃癌

中呈高表达，表达水平的高低与肿瘤大小、T 分期、
年龄等因素相关，且高表达的 KIＲＲEL mＲNA 与总
生存时间相关。在此次研究中，Western blot、免疫组
化检测结果均显示，与癌旁组织相比，KIＲＲEL 在胃
癌组织中表达上调，符合前期的研究结果。此外，该
研究还通过实验验证了 KIＲＲEL可能促进胃癌的血
管生成。
在肿瘤进展中，血管生成持续异常，这为增殖的

肿瘤细胞提供了充足的营养和氧气，从而促进肿瘤
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图 3 KIＲＲEL对胃癌血管生成的影响
A:Western blot实验检测各组细胞中 HIF-1α、VEGF的蛋白表达

量; B: 体外血管形成实验评估 KIＲＲEL 对 HUVEC 成管能力的影响
× 100; a: AGS组; b: LV-NC 组; c: LV-KIＲＲEL 组; d: SNU-5 组; e: LV-

shNC组; f: LV-shKIＲＲEL 组; 与 LV-NC 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 LV-

shNC组比较: #P ＜ 0. 05

细胞的生长、浸润和转移［9 － 10］。研究［11］表明，胃癌
是一种高度血管生成的癌症。在低氧条件下，HIF-
1α被激活，并通过识别启动子区域的共同缺氧反应
元件促进血管生成因子的转录，这是肿瘤血管生成

的前提条件［12］。且在这一过程中，VEGF 是促进肿
瘤血管生成的关键细胞因子，刺激肿瘤细胞的增殖

和迁移，抑制凋亡并调节其通透性［13］。因此，为了
进一步探讨 KIＲＲEL 与胃癌血管生成的关系，本研
究通过 Western blot 实验发现 KIＲＲEL 过表达上调
了 HIF-1α和 VEGF的表达，而 KIＲＲEL沉默则抑制
了 HIF-1α和 VEGF的表达，这证实了 KIＲＲEL可能
对胃癌血管生成具有促进作用。此外，体外血管形
成实验的结果显示 KIＲＲEL 促进了 HUVEC 的血管
形成能力，这进一步证实了 KIＲＲEL 促进胃癌血管
生成这一观点。
综上所述，KIＲＲEL在胃癌组织中过表达，并促

进胃癌的血管生成。这一结论为治疗和预防胃癌提
供了重要的理论依据。本研究的不足之处在于收集
的临床标本数量较少，实验数据可能存在偏倚，信服

力偏低，要更好地了解 KIＲＲEL 在胃癌中的潜在功
能，还需要进一步扩大样本量。
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The expression of KIＲＲEL in gastric cancer and its effect on angiogenesis
Chen Shuo，Zhang Mingjun，Wang Tao

( Dept of Oncology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the expression of Kin of IＲＲE-like protein 1 ( KIＲＲEL) in gastric cancer tis-
sues and further explore its effect on angiogenesis． Methods Western blot and IHC were used to detect the expres-
sion of KIＲＲEL in gastric cancer tissues and adjacent tissues． Human gastric cancer cell lines SNU-5 and AGS
were selected to construct KIＲＲEL-interfering and overexpressing stable cell lines by lentiviral infection of gastric
cancer cells． The expression of hypoxia-inducible factor 1α ( HIF-1α ) and vascular endothelial growth factor
( VEGF) in the control，null，interfering and overexpression groups were measured by Western blot，and the effect of
KIＲＲEL on the tube-forming ability of human umbilical vein endothelial cells ( HUVECs) was observed by angio-
genesis assay． Ｒesults The expression of KIＲＲEL in gastric cancer tissues was higher than that in adjacent tissues
( P ＜ 0. 05) ． After silencing KIＲＲEL，the protein expression of HIF-1α and VEGF was significantly reduced，and
the tube length and nodes of HUVECs were also significantly reduced; the overexpression of KIＲＲEL was the oppo-
site( P ＜ 0. 05) ． Conclusion KIＲＲEL is overexpressed in gastric cancer tissues and may promote angiogenesis in
gastric cancer．
Key words KIＲＲEL; gastric cancer; angiogenesis; VEGF; HIF-1α
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人参皂苷 Ｒb1 改善局灶性 CIＲI小鼠模型神经损伤的
调控机制研究

周 璐，陈 珊，赵 雪，龙婷婷，朱俊德

摘要 目的 探究人参皂苷 Ｒb1 对局灶性脑缺血再灌注损
伤( CIＲI) 的调控机制。方法 60 只 C57 /BL 小鼠随机分为
6组( n = 10) : 假手术组、CIＲI 模型组、人参皂苷 Ｒb1 低、中、
高剂量组和尼莫地平( 阳性对照) 组。手术方法构建局灶性
CIＲI小鼠模型。行神经功能评分、行为学测试，尼氏染色检
测海马体中尼氏体数量。qPCＲ、Western blot 和免疫组化检
测人参皂苷 Ｒb1 对海马体中 Wnt 信号通路分子表达的影
响，通过分子对接和共沉淀实验研究人参皂苷 Ｒb1 的调控
机制。结果 与 CIＲI模型组相比，添加人参皂苷 Ｒb1 后能
够降低小鼠神经功能评分( P ＜ 0. 05) ，降低通过平衡木时间
( P ＜ 0. 05) ，提高小鼠进入正确臂时间( P ＜ 0. 05) ，增加小鼠
摇摆时间和攀爬时间( P ＜ 0. 05) ，证明了人参皂苷 Ｒb1 能够
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有效恢复小鼠神经系统功能，提高模型小鼠行为学能力。人

参皂苷 Ｒb1 治疗后海马体中轴抑制蛋白 2( Axin2) 和糖原合

成酶激酶-3β( GSK-3β) 降低，Wnt3a、Wnt1 和 β-连锁蛋白( β-

catenin) 表达量增加。结论 人参皂苷 Ｒb1 能够改善 CIＲI

小鼠模型的神经功能并提高海马体中尼氏体数量，与激活

Wnt信号通路有关，可能在卒中治疗期间对局灶性 CIＲI 具

有神经保护作用。

关键词 人参皂苷 Ｒb1; 局灶性 CIＲI; Wnt 信号通路; β-cate-

nin; 分子对接
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根据 2020 年中国卒中报告，2019 年我国新发
卒中 394 万例，其中缺血性卒中 287 万例，约占卒中
患者的 72. 84%［1］。它是一种高致残、高死亡率的
疾病，严重危害人类的健康。脑缺血再灌注损伤
( cerebral ischemia reperfusion injury，CIＲI) 是脑组织
缺血后，恢复血液供应时诱发的功能障碍加重的现
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