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摘要 目 的 探 究 ATP 结 合 盒 转 运 蛋 白 亚 家 族 G2
( ABCG2) 基因对人胃癌细胞的影响，并探讨其可能的机制。

方法 收集表皮生长因子 2( HER2) 阳性的病理标本 84 例，

免疫组化检测 ABCG2 蛋白表达，并分析其临床病理特征。

慢病毒转染 HER2 阳性的胃癌细胞株 NCI-N87 和 MKN-7，构

建稳转细胞株模型; RT-PCR、Western blot 和免疫荧光检测转

染效率和 ABCG2 的表达; 划痕实验观察 ABCG2 对细胞迁移

能力的影响; Western blot 检测 HER2、PI3K /Akt 信号通路蛋

白表达。结果 在 84 例 病 理 标 本 中，ABCG2 阳 性 60 例

( 71. 4% ) ，阴性 24 例 ( 28. 6% ) ，HER2 与 ABCG2 双阳性对

胃癌的 分 化 程 度 和 后 期 治 疗 有 密 切 关 系; 与 Cell 组 和

LV5NC 组相比，LV5-homo 组 ABCG2 的 mRNA 和蛋白表达水

平升高( P ＜ 0. 01 ) 。与 Cell 组和 LV5NC 组相比，LV5-homo

组信号通路中 HER2、PI3K 和 Akt 磷酸化( P-Akt) 表达水平

升高( P ＜ 0. 05) 。与 Cell 组和 LV5NC 组相比，LV5-homo 组

ABCG2 表达增加促进胃癌细胞的迁移 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论

ABCG2 广泛表达于 HER2 阳性的胃癌细胞中，且与胃癌的

转移、分化程度及 TNM 分期密切相关; ABCG2 通过向上调

节 HER2-PI3K /Akt 通路，促进胃癌细胞的迁移，影响通路中

关键蛋白的表达，为胃癌耐药机制研究提出了新思路。
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ATP 结合盒转运蛋白亚家族 G2 ( ABCG2 ) 是编

码人类肿瘤多药耐药的 ABC 运输超家族成员之一，

ABCG2 蛋白最初是在乳腺癌耐药细胞系中发现的，

故又称为乳腺癌耐药蛋白，ABCG2 自发现以来，一

直是研究的热点，最新研究［1 － 2］表明 ABCG2 蛋白与

多种肿瘤包括胃癌的耐药性相关。研究［3］表明 AB-
CG2 的表达上调可以使药物外排增加导致细胞耐

药。尽管 Wang et al［4］研究表明，在多发性骨髓瘤

中，PI3K /Akt 信号通路可以调控 ABCG2 活性，但具

体机制不明。PI3K /Akt 信号通路在促进癌细胞的

生长、增殖、迁移等周期方面具有重要作用，也对细

胞多药耐药产生影响［5 － 6］。人类表皮生长因子 2
( HER2) 作为转录调控的重要因子，在信号转导中

扮演重要角色，调节细胞的增殖、分化、侵袭和转移

等功能［7 － 8］。前期研究［9］表明干扰胃癌细胞 HER2
表达后，可以增加胃癌对一线化疗药物奥沙利铂的

敏感性，干扰 HER2 后，PI3K、Akt 和 ABCG2 表达下

降。该研究旨在探讨是否存在 HER2-PI3K /Akt-AB-
CG2 信号通路，调节 ABCG2 的表达，对胃癌细胞产

生影响，进而为下一步对胃癌细胞的耐药机制的研

究提供参考。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集该院普外科八病区 2018 年 1
月—2019 年 12 月行胃癌根治手术并经免疫组化病

理证实 HER2 阳性及未在术前使用化疗药物的组织

样本 84 例。从医院病历系统检索临床资料，回顾性

分析，所有患者都经过电话随访，均知情同意，且该

研究已经通过医院伦理委员会的许可。
1． 2 主要试剂 人胃癌细胞株 NCI-N87 和 MKN-7
细胞( 武汉普诺赛公司) ，胎牛血清 ( 美国 Gibco 公

司) ，RPMI 1640 培养基( 美国 HyClone 公司) ，慢病

毒( 上海吉玛公司) ，ABCG2 抗体 ( 美国 Abcam 公

司) ，PV6000 免疫组化试剂盒、DAB 染色试剂盒( 北

京中杉金桥公司) ，TRIzol 试剂 ( 美国 Invitrogen 公

司) ，PCR 逆转录试剂盒( 大连 Takara 公司) 。
1． 3 主要仪器 无菌细胞操作台 ( 苏州安泰公

司) ，细胞培养箱、低温离心机、酶标仪 1510 ( 美国

Thermo Scientific 公司) ，低速离心机 ( 湖南湘仪公

司) ，电泳仪( 北京六一仪器厂) ，倒置、正置荧光显

微镜( 型号: DM3000B、DM4000，德国 Leica 公司) ，

全自动数码凝胶成像系统( 型号: ChemiQ4600，上海

欧翔公司) 。
1． 4 方法

1． 4． 1 免疫组织化学 石蜡包埋标本 4 μm 连续

切片，具体步骤根据试剂盒说明操作。显微镜下观

察 HER2 阳性胃癌组织中 ABCG2 蛋白表达情况。
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1． 4． 2 细胞培养 NCI-N87 和 MKN-7 细胞用含

15%的胎牛血清、100 U /ml 青霉素链霉素的 RPMI
1640 培养基于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。在细

胞生长约 80%融合度时，进行相关实验。
1． 4． 3 慢病毒设计包装 根据人 ABCG2 基因编码

序列，遵循设计原则，设计过表达和干扰慢病毒及相

关阴性对照。
1． 4． 4 细胞转染及免疫荧光测定 选取对数生长

期的 NCI-N87 和 MKN-7 细胞，胰酶消化，分别种于

6 孔板中，贴壁后参照慢病毒包装手册进行操作，以

感染复数( MOI) 等于 10 的指数转染 6 孔板中细胞，

培养 24 h 后，加入 2 μl 终浓度为 5 μg /ml 的 poly-
brene 筛选 1 ～ 2 周，37 ℃培养，8 ～ 12 h 根据细胞状

态换液 1 次。转染 72 ～ 96 h 后，通过 GFP 荧光计数

法在荧光显微镜下观察 GFP 荧光的表达强度和时

间来确定转染情况。将转染成功各组细胞转移至细

胞瓶中继续培养，得到稳定的细胞。细胞分组为: 未

处理 的 细 胞 组 为 Cell 组; 过 表 达 阴 性 对 照 组 为

LV5NC 组; 过表达组为 LV5-homo 组; 干扰阴性对照

组为 LV3NC 组，3 种 干 扰 组 为 LV3-609 组、LV3-
1158 组、LV3-1988 组。
1． 4． 5 RT-PCR 检测 ABCG2 的表达情况 按试剂

盒说明提取转染后各组细胞的总 RNA，将 RNA 逆

转录成 cDNA。设计引物序列，将含有扩增序列的

cDNA 为模板进行 PCR 反应。反应结束后记录各组

结果，以 GAPDH 作为内参，比较分析各组 ABCG2
的表达，见表 1。

表 1 引物序列

基因 序列( 5'-3')
ABCG2 F: ACGAACGGATTAACAGGGTCA

R: CTCCAGACACACCACGGAT
GAPDH F: AATCCCATCACCATCTTC

R: AGGCTGTTGTCATACTTC

1． 4． 6 Western blot 法检测蛋白表达 上述方法分

组处理好的细胞，细胞裂解液冰上裂解转染好的

NCI-N87 和 MKN-7 细胞，细胞刮刮取细胞，提取细

胞总蛋白，Bradford 蛋白浓度测定。依次选用 12%
的浓缩胶和分离胶分离蛋白，转膜，封闭，一抗摇床

孵育过夜，TBST 清洗，相应二抗摇床孵育 2 h，TBST
和 TBS 洗膜，ECL 发光显色对蛋白进行显色处理，

分析结果。
1． 4． 7 细胞划痕实验检测胃癌细胞迁移能力 通

过划痕实验来评价 ABCG2 对细胞迁移的影响。将

NCI-N87 细胞和 MKN-7 细胞胰酶消化平铺于 6 孔

板中，加入完全培养基，培养至 80% ～ 90% 状态。
用 100 μl 无菌枪头在孔板细胞中央划痕( 划痕呈十

字型) ，再用 PBS 洗去悬浮细胞，加入 5% FBS 完全

培养基。划痕后分别于 0、24、48、72 h，在相同位置

用倒置显微镜拍照，评价细胞迁移速度。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 25. 0 统计学软件进

行分析。所有实验重复 3 次，计量资料以 �x ± s 表

示，采用 t 检验; 计数资料用% 表示，采用 χ2 检验;

多组数据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 免疫组化检测胃癌细胞中 ABCG2 的表达情

况 通过对临床标本免疫组化检测表明，在 HER2
阳性的 84 例病理标本中，ABCG2 阳性表达有 60 例

( 棕色) ，主要在细胞质中表达。
2． 2 ABCG2 的表达与胃癌临床病理特征的关系

收集 HER2 阳性的 84 例临床患者的病理结果，经

χ2 检验 ABCG2 表达与患者临床病理特征的关系，

结果显示，ABCG2 阳性与年龄性别不相关，差异无

统计学意义; ABCG2 在胃癌组织中的差异表达与分

化程度、淋巴结转移数和 TNM 分期存在相关性，差

异有统计学意义，见表 2。

表 2 ABCG2 表达与胃癌患者临床病理特征的关系［n( %) ］

项目
ABCG2

+ － χ2 值 P 值

年龄( 岁) 0． 960 0． 327
＜ 65 33( 55． 0) 16( 66． 7)

≥65 27( 45． 0) 8( 33． 3)

性别 1． 396 0． 237
男 36( 60． 0) 11( 45． 8)

女 24( 40． 0) 13( 54． 2)

分化程度 7． 056 0． 029
低未分化 25( 41． 7) 4( 16． 7)

中低分化 21( 35． 0) 8( 33． 3)

中分化 14( 23． 3) 12( 50． 0)

淋巴结转移数( 个) 12． 787 0． 020
0 8( 13． 3) 12( 50． 0)

1 ～ 6 32( 53． 3) 8( 33． 3)

≥6 20( 33． 3) 4( 16． 7)

TNM 分期 8． 540 0． 014
Ⅰ 0( 0． 0) 3( 12． 5)

Ⅱ 14( 23． 3) 7( 29． 2)

Ⅲ 46( 76． 7) 14( 58． 3)

2． 3 细胞转染效率 经荧光显微镜观察慢病毒转

染的 NCI-N87 细胞( 图 1 ) 和 MKN-7 细胞( 图 2 ) 内

可见绿色荧光。各组慢病毒转染后转染效率均达
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图 1 荧光显微镜观察 NCI-N87 细胞各组转染效果 × 100

A: LV5NC 组; B: LV5-homo 组; C: LV3NC 组; D: LV3-609 组; E: LV3-1158 组; F: LV3-1988 组

图 2 荧光显微镜观察 MKN-7 细胞各组转染效果 × 100

A: LV5NC 组; B: LV5-homo 组; C: LV3NC 组; D: LV3-609 组; E: LV3-1158 组; F: LV3-1988 组

80%以上，后以嘌呤霉素筛选稳定转染单克隆细胞

系。
2． 4 RT-PCR 检测稳定细胞株中 ABCG2 的表达

情况 该研究采用 RT-PCR 实验观察慢病毒转染后

的胃癌 NCI-N87 和 MKN-7 细胞株中 ABCG2 mRNA
表达水平变化情况，结果显示: LV5-homo 组 ABCG2
mRNA 表达水平明显提高，差异有统计学意义( F =
64. 390、142. 812，P ＜ 0. 01 ) ; LV3-609、LV3-1158、
LV3-1988 干扰组中 ABCG2 mRNA 表达水平明显降

低，差异有统计学意义 ( F = 130. 916、58. 467，P ＜
0. 05) ，其中 LV3-1988 干扰效果最明显( P ＜ 0. 01) ，

效率最高，见图 3、4。
2． 5 Western blot 检测 ABCG2 蛋白的表达情况

该研究采用 Western blot 实验观察慢病毒转染后的

胃癌 NCI-N87 和 MKN-7 细胞株中 ABCG2 蛋白表达

水平变化情况，结果显示: LV5-homo 组中 ABCG2 蛋

白表达明显增高，差异有统计学意义( F = 137. 137、
164. 394; P ＜ 0. 01 ) ; LV3-609、LV3-1158、LV3-1988
干扰组中 ABCG2 蛋白表达明显降低，差异有统计学

图 3 NCI-N87 细胞转染后 ABCG2 mRNA 的表达量

1: Cell 组; 2: LV5NC 组; 3: LV5-homo 组; 4: LV3NC 组; 5:

LV3-609 组; 6: LV3-1158 组; 7: LV3-1988 组; 与 Cell 组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 LV5NC 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与 LV3NC 组 比

较: △P ＜ 0. 05

意义( F = 122. 657、555. 982; P ＜ 0. 01 ) ，其中 LV3-
1988 组干扰效率最高，见图 5、6。
2． 6 调控 ABCG2 对 HER2-PI3K /Akt 信号通路

的影响 该研究采用 Western blot 实验观察慢病毒

转 染 后 的 胃 癌 NCI-N87 和 MKN-7 细 胞 株 中 的
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图 4 MKN-7 细胞转染后 ABCG2 mRNA 的表达量

1: Cell 组; 2: LV5NC 组; 3: LV5-homo 组; 4: LV3NC 组; 5:

LV3-609 组; 6: LV3-1158 组; 7: LV3-1988 组; 与 Cell 组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 LV5NC 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与 LV3NC 组 比

较: △P ＜ 0. 05

HER2 和 PI3K /Akt 信号通路中关键蛋白表达水平

的变 化 情 况。结 果 显 示: LV5-homo 组 中 HER2、
PI3K 和 P-Akt 蛋白表达明显增高，差异有统计学意

义( F = 144. 618、351. 626、284. 821，P ＜ 0. 05 ) ; LV3-
1988 组中 HER2、PI3K 和 P-Akt 蛋白表达明显降低，

差异有统计学意义( F = 426. 022、153. 050、339. 490，

P ＜ 0. 05) ，见图 7、8。
2． 7 调控 ABCG2 对细胞迁移能力的影响 该研

究经划痕实验对慢病毒转染胃癌细胞株后调控 AB-
CG2 表达水平对胃癌细胞的迁移能力的影响，结果

显示: LV5-homo 组在培养 24、48 和 72 h 后迁移能

力明显增强，与 LV5NC 组、Cell 组和 LV3-1988 组的

差异有统计学意义［F = ( 2. 649 vs 42. 402) 、( 2. 938

图 5 Western blot 检测人胃癌 NCI-N87 细胞转染后 ABCG2 蛋白表达

A: 过表达慢病毒转染细胞后 ABCG2 蛋白的相对灰度值; B: 干扰慢病毒转染细胞后 ABCG2 蛋白的相对灰度值; 与 Cell 组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 LV5NC 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 LV3NC 组比较: △P ＜ 0. 05

图 6 Western blot 检测人胃癌 MKN-7 细胞转染后 ABCG2 蛋白表达

A: 过表达慢病毒转染细胞后 ABCG2 蛋白的相对灰度值; B: 干扰慢病毒转染细胞后 ABCG2 蛋白的相对灰度值; 与 Cell 组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 LV5NC 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 LV3NC 组比较: △P ＜ 0. 05
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图 7 Western blot 检测人胃癌 NCI-N87

细胞转染后通路蛋白表达

与 LV5NC 组和 Cell 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 LV3NC 组和 Cell 组

比较: ##P ＜ 0. 01

vs 56. 217) 、( 33. 420 vs 29. 886) ，P ＜ 0. 05］，表明增

强 ABCG2 基因的表达后，能明显促进胃癌细胞的迁

移，见图 9、10 和表 3、4。

图 8 Western blot 检测人胃癌 MKN-7

细胞转染后通路蛋白表达

与 LV5NC 组和 Cell 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 LV3NC 组和 Cell 组

比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

表 3 NCI-N87 各组细胞迁移距离的比较( n = 5，�x ± s)

组别 Cell 组 LV5NC 组 LV5-homo 组 LV3NC 组 LV3-1988 组 F 值 P 值

24 h 4． 50 ± 3． 64 4． 88 ± 1． 95 11． 01 ± 3． 65 6． 32 ± 3． 38 5． 19 ± 2． 60 2． 649 0． 057
48 h 10． 20 ± 2． 28 14． 49 ± 0． 66 16． 47 ± 4． 48 14． 76 ± 2． 87 8． 49 ± 0． 96 2． 938 0． 040
72 h 15． 21 ± 1． 13 30． 69 ± 4． 20 39． 61 ± 4． 56 23． 50 ± 5． 73 11． 94 ± 4． 38 33． 420 ＜ 0． 001

表 4 MKN-7 各组细胞迁移距离的比较( n = 5，�x ± s)

组别 Cell 组 LV5NC 组 LV5-homo 组 LV3NC 组 LV3-1988 组 F 值 P 值

24 h 28． 53 ± 2． 52 8． 93 ± 1． 33 28． 53 ± 2． 52 21． 19 ± 5． 45 13． 69 ± 2． 85 42． 402 ＜ 0． 01
48 h 46． 43 ± 5． 54 21． 93 ± 4． 94 52． 76 ± 2． 99 40． 54 ± 5． 78 23． 71 ± 1． 77 56． 217 ＜ 0． 01
72 h 57． 09 ± 2． 34 41． 25 ± 11． 70 64． 01 ± 1． 10 55． 17 ± 4． 72 32． 02 ± 1． 73 29． 889 ＜ 0． 01

图 9 ABCG2 表达对胃癌 NCI-N87 细胞迁移的影响 × 100

与 Cell 组、LV5NC 组和 LV3-1988 组比较: * P ＜ 0. 05、＊＊P ＜ 0. 01; 与 Cell 组和 LV3NC 组比较: #P ＜ 0. 05
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图 10 ABCG2 表达对胃癌 MKN-7 细胞迁移的影响 × 100

与 Cell 组、LV5NC 组和 LV3-1988 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 Cell 组、LV3NC 组和 LV5-homo 组比较: △△P ＜ 0. 01

3 讨论

胃癌是世界上常见的恶性肿瘤之一［10］。根据

全国肿瘤登记中心发布的《2015 中国肿瘤登记年

报》［11］显示，胃癌发病率与病死率居所有癌症前三。
胃癌的治疗方案是以手术为主，结合放化疗的综合

治疗。许多患者虽然接受了胃癌根治性切除术和规

范的术后治疗，但仍出现肿瘤耐药和复发转移［12］。
ABCG2 是一种结合盒式运输机，其主要通过水

解 ATP 产生运输功能。典型的 ABCG2 由两个高度

保守的 ATP 绑定域和两个跨膜域组成，并能识别多

种抗癌药物，其自身也是生物体内自我保护机制的

重要组成部分［13］。有研究［14］表明，在多种类型的

细胞中，ABCG2 对细胞自噬产生重要作用，在表达

ABCG2 的细胞中，观察到更高的自噬率。研究［15］

表明通过下调 ABCG2 基因的表达，有抑制胃癌细胞

增殖的作用，同时也存在防止凋亡的作用。
该研究表明在 HER2 阳性的胃癌细胞中 AB-

CG2 高表达，ABCG2 与胃癌的分化程度、淋巴结转

移和 TNM 分期呈正相关。课题组前期发现 HER2
可以间接调控 ABCG2，产生耐药作用。为了明确

ABCG2 对胃癌的影响，该研究通过慢病毒转染胃癌

NCI-N87 和 MKN-7 细胞，调控 ABCG2 以探究对胃

癌细胞的影响。通过转染后 PCR 和 Western blot 检

测验证转染是成功的，细胞划痕实验表明调控 AB-
CG2 基因表达后，在 ABCG2 过表达的胃癌细胞中迁

移明显增快，结果显示 ABCG2 参与调控胃癌细胞的

迁移活动。另外 PI3K /Akt 信号通路可以调控 AB-
CG2 活性，而干扰 HER2 后，PI3K、P-Akt 和 ABCG2

表达下降，所以该研究进一步通过 Western blot 分析

HER2 和 PI3K /Akt 通路蛋白表达情况，结果显示

ABCG2 与 HER2、PI3K、Akt 和 P-Akt 呈现正反馈联

系。综上所述，ABCG2 可能对胃癌细胞迁移、分化

程度、淋巴结转移和 TNM 分期等产生重要作用，且

通过向上调节 PI3K /Akt 通路，在 HER2 阳性的胃癌

细胞中产生重要影响，这可能作为胃癌耐药机制研

究的一个新思路。
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Study on mechanism of regulating ABCG2 on gastric cancer cell migration
Yu Chao，Wang Yigao，Yang Tian，et al

( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effect of ATP-binding cassette transporter subfamily G2 ( ABCG2 ) gene on
human gastric cancer cells and explore its possible mechanism． Methods 84 pathological specimens that are posi-
tive for epidermal growth factor 2 ( HER2) were collected． ABCG2 protein expression was detected by immunohis-
tochemistry，and their clinicopathological characteristics was analyzed． Lentivirus was transfected into HER2-posi-
tive gastric cancer cell lines NCI-N87 and MKN-7 to construct a stable cell line model; RT-PCR，Western blot and
immunofluorescence were used to detect transfection efficiency and ABCG2 expression; Scratch experiment was
used to observe the influence of ABCG2 on cell migration; Western blot was used to detect the protein expression of
HER2，PI3K /Akt signaling pathway． Results Among 84 pathological specimens，60 cases were ABCG2 positive
( 71. 4% ) while 24 cases were negative ( 28. 6% ) ． The double positive of HER2 and ABCG2 was closely related
to the differentiation degree of gastric cancer and the later treatment; compared with the Cell group and the LV5NC
group，the mRNA and protein expression levels of ABCG2 in the LV5-homo group increased ( P ＜ 0. 01 ) ． Com-
pared with the Cell group and the LV5NC group，the expression levels of HER2，PI3K and Akt phosphorylation
( P-Akt) in the signaling pathway of the LV5-homo group increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the Cell group and
the LV5NC group，the expression of ABCG2 in the LV5-homo group increased and promoted the migration of gastric
cancer cells ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion ABCG2 is widely expressed in HER2-positive gastric cancer cells and is
closely related to the metastasis，differentiation and TNM staging of gastric cancer; ABCG2 up-regulates the HER2-
PI3K /Akt pathway，promotes the migration of gastric cancer cells，and affects the expression of key proteins in the
pathway，which provides a new idea for the study of drug resistance mechanisms in gastric cancer．
Key words gastric cancer; ABCG2; HER2-PI3K /Akt; migration; drug-resistance
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