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摘要 目的 研究 ANXA2-siＲNA 转染对胃癌耐药细胞药物

敏感性及信号通路激活的影响。方法 采用 ANXA2-siＲNA
转染 SGC-7901 /DDP 胃癌耐药细胞，通过 ＲT-PCＲ 和 Western
blot 检测胃癌耐药细胞中耐药相关基因 GST 以及 Bax 的表

达变化，应用 MTT 药敏实验检测胃癌耐药细胞对化疗药物

敏感性的变化。采用 Western blot 检测 ANXA2-siＲNA 转染

SGC-7901 /DDP 胃癌耐药细胞后，MAPK 及 PI3K /Akt 信号通

路激活中 P38、P38 磷酸化水平、AKT 以及 AKT 磷酸化水平

的变化情况。结果 ANXA2-siＲNA 转染 SGC7901 /DDP 细

胞后，无论在 ＲNA 水平还是蛋白水平上，耐药相关基因 GST
的表达水平显著降低，而 Bax 的表达水平明显上调。与空白

对照 组 和 空 白-siＲNA 组 细 胞 相 比，ANXA2-siＲNA 转 染

SGC7901 /DDP 细胞对化疗药物 DDP 和 5-FU 的 IC50 值显著

降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。与空白对照组和空白-
siＲNA 组细胞相比，ANXA2-siＲNA 转染 SGC7901 /DDP 细胞

后，MAPK 信号通路中，P38 表达无明显变化，但 P38 磷酸化

水平下降明显。在 PI3K /Akt 信号通路中，AKT 表达无明显

变化，但 AKT 磷酸化水平下降明显。结论 ANXA2-siＲNA
转染胃癌耐药细胞能够下调耐药相关基因的表达，降低胃癌

细胞的耐药性，可能是通过影响 MAPK 及 PI3K /Akt 信号通

路中 P38 和 AKT 磷酸化过程实现的。
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胃癌是消化系统中最常见的恶性肿瘤之一，随

着社会的发展，胃癌的发病率呈现逐年升高的趋势，

甚至有年轻化的倾向［1］。目前在临床上，针对胃癌

主要的治疗手段是手术治疗为主的综合治疗，化疗

能够在一定程度上缩小肿瘤体积、减慢胃癌的发展

速度，为患者争取更多的手术机会。但胃癌是各类

恶性肿瘤中化疗敏感性较差的种类之一，对化疗药

物的多药耐药是引起化疗效果差的主要原因［2］。

近年来针对胃癌耐药性的研究［3］显示，膜联蛋白 A2
基因( Annexin A2，ANXA2 ) 在胃癌细胞中显现出异

常表达，推测其有可能与胃癌的耐药有关。该研究

对胃癌细胞进行 ANXA2-siＲNA 转染，观察胃癌耐药

细胞的药物敏感性变化以及细胞中信号通路激活状

态的变化情况。

1 材料与方法

1． 1 主要实验材料 顺铂( DDP) 购自山东德州制

药厂; MTT 试剂盒购自美国 Solarbio 公司; Bcl2 多克

隆抗体、AKT 多克隆抗体、p-AKT( 磷酸化-ANKT) 多

克隆抗体、P38 多克隆抗体以及 p-P38 多克隆抗体、
羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗均购自 Santa Cruz 公司;

ANXA2-siＲNA 及 PCＲ 引物合成自上海生物工程有

限公司; SGC-7901 /DDP 耐药细胞购自南京凯基生

物技术有限公司; ＲNApure 超纯总 ＲNA 快速提取试

剂盒购自北京 Biomed 公司; EasyScript First-Strand
cDNA Synthesis SuperMix 试剂盒购自北京 TransGen
Biotech 公司。3131 型 CO2 细 胞 培 养 箱 购 自 美 国

Thermo 公司; 凝胶成像仪 UV-254 购自美国基因公

司; 紫外分光光度计购自美国 Bio-Ｒad Headquarters;
电泳仪、垂直电泳槽等购自北京六一仪器厂。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 SGC-7901 /DDP 耐药细胞接种

于含有培养基的培养皿中，培养基配比为 ＲPMI1640
培养液中加入 10%的胎牛血清、100 U /ml 的青霉素

和链霉素。当细胞生长至 90% ～ 100% 融合时，吸

去培养液后用 PBS 清洗 3 遍后加入 0. 25% 的胰蛋

白酶充分消化，使细胞脱离培养皿，丢弃消化液后加

入培养基终止消化，反复吹打形成细胞悬液后进行

传代。选择无污染处于对数生长期的细胞用于实

验。根据处理方法，将细胞分为三组: 空白对照组、
空白-siＲNA 组、ANXA2-siＲNA 组。
1． 2． 2 细胞转染 转染前将细胞培养基置换成不

含胎牛血清和抗生素的 ＲPMI1640 培养液。将 siＲ-
NA 加入至 250 μl 不含胎牛血清和抗生素的 ＲP-
MI1640 培养 液 中，将 10 μl 阳 离 子 脂 质 体 Lipo-
fectamine 2000TM 加入另一 250 μl 不含胎牛血清和
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抗生素的 ＲPMI1640 培养液中静置 5 min 后将两者

混合，室温下放置 20 min 后加入至各组细胞的培养

基中，6 h 后再次更换培养液。
1． 2． 3 细胞总 ＲNA 提取及 ＲT-PCＲ 采用 TＲIzol
一步法提取细胞总 ＲNA，按 1 ml /10 cm2 培养皿贴

壁细胞加入 TＲIzol，裂解液经氯仿抽提( 每 1 ml TＲ-
Izol 加 0. 2 ml) 后，用 ＲNApure 超纯总 ＲNA 快速提

取试剂盒提取细胞总 ＲNA。利用 EasyScript First-
Strand cDNA Synthesis SuperMix 试剂盒，将总 ＲNA
逆转录为 cDNA。过程如下: 取 5. 0 μg 总 ＲNA，加

入 1 μl Oligo ( dT) ，2 × ES reaction mix 10 μl，esay-
scriptＲT /ＲI enzyme mix 1 μl，补无核糖核酸酶游离

水至 20 μl，42 ℃孵育 30 min，然后 85 ℃ 5 min 失活

easyscript ＲT。分装后 － 20 ℃ 保存。β-actin、GST、
Bax 反应体系如下: Mix 10 μl，上游引物 0. 5 μl，下

游引物 0. 5 μl，cDNA 1 μl，补 ddH2O 至 20 μl。然后

95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s，40 个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。
PCＲ 产物进行 1. 5%琼脂糖凝胶鉴定。引物序列参

见表 1。重复 10 次，然后采用 Image J 软件进行灰

度分析。

表 1 引物序列

基因 引物序列( 5’-3’)

β-actin F: TTAGTTGCGTTACACCCTTTC
Ｒ: ACCTTCACCGTTCCAGTT

GST F: TGTGTGGAGAGCGTCAACC
Ｒ: TGGATCCAGGTGTGCAGGT

Bax F: TTTCTGACGGCAACTTCAAC
Ｒ: AGTCCAATGTCCAGCCCAT

1． 2． 4 细胞蛋白提取及 Western blot 分析 在各组

直径 100 mm 平皿中，在生长良好的贴壁培养细胞

中加入 200 ～ 300 μl 85 ℃的 1 × SDS 凝胶加样缓冲

液( 50 mmol /L Tris-Cl，pH 6. 8; 100 mmol /L DTT;

2% SDS; 10% 甘油; 0. 1% 溴酚蓝) 裂解细胞; 裂解样

品经煮沸、超声、离心后，取上清液，紫外光谱检测定

量，－ 20 ℃ 分装保存。将 50 μg 样品加入 1 × SDS
凝胶加样缓冲液，100 ℃ 变性 10 min，顺序加样，行

12%的 SDS-PAGE 电泳。电泳结束后，经湿式电转

仪( Bio-Ｒad) 恒流冰浴转膜，5% 脱脂牛奶 4 ℃ 封闭

1 h; 分别孵育一抗后，在 4 ℃ 过夜。加入羊抗鼠或

羊抗兔二抗孵育 1 h，化学发光、显影、定影。观察杂

交信号。重复 10 次，采用 Image J 软件进行灰度分

析。
1． 2． 5 MTT 分析 将各组对数生长期的细胞消化

制作成细胞悬液计数后，按照 1 × 104 个 /孔的数量

将 200 μl 细胞接种于 96 孔板内，每组设 6 个平行

孔，培养 24 h 后，将培养孔内的培养基更换为含有

不同浓度 DDP( 0、2、4、8、10 μg /L) 、5-氟尿嘧啶( 5-
FU) ( 0、2、4、8、10 μg /L) 的培养基，再培养 48 h 后，

每个培养孔内加入 20 μl MTT 继续培养 4 h 后弃上

清液，每孔加入 150 μl DMSO 后室温下水平震荡 10
min 后采用酶标仪测定 490 nm 处每孔的吸光度，取

平均值，测定每组细胞的半数抑制浓度( IC50 ) 值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行分析

处理，正态分布计量资料以 珋x ± s 表示，三组间比较

采用 One-way ANOVA 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异具有

统计学意义。

2 结果

2． 1 胃癌耐药细胞耐药相关基因表达 ANXA2-
siＲNA 转染 SGC7901 /DDP 细胞后，无论在 ＲNA 水

平还是蛋白水平上，耐药相关基因 GST 的表达水平

显著降低，而 Bax 的表达水平明显上调，见图 1、2 和

表 2、3。

图 1 GST、Bax 在 ＲNA 水平的表达变化

图 2 GST、Bax 在蛋白水平的表达变化

表 2 GST、Bax 在 ＲNA 水平的表达变化的灰度分析

项目 空白对照 空白-siＲNA ANXA2-siＲNA F 值 P 值

GST 灰度 201． 16 ± 8． 98 202． 98 ± 7． 47 91． 98 ± 7． 24 7． 56 0． 000
Bax 灰度 133． 63 ± 6． 16 132． 03 ± 5． 74 153． 98 ± 9． 67 14． 82 0． 001
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表 3 GST、Bax 在蛋白水平的表达变化的灰度分析

项目 空白对照组 空白-siＲNA 组 ANXA2-siＲNA 组 F 值 P 值
GST 灰度 105． 53 ± 7． 44 103． 99 ± 6． 29 53． 47 ± 7． 06 7． 16 0． 000
Bax 灰度 110． 13 ± 7． 11 113． 50 ± 6． 73 135． 64 ± 8． 76 18． 76 0． 000

表 4 MTT 药敏实验结果

项目 空白对照组 空白-siＲNA 组 ANXA2-siＲNA 组 F 值 P 值
DDP( μg /L) 5． 96 ± 0． 51 5． 84 ± 0． 49 1． 11 ± 0． 18 9． 48 0． 000
5-FU( μg /L) 4． 12 ± 0． 63 4． 21 ± 0． 57 0． 93 ± 0． 07 8． 14 0． 000

表 5 MAPK 及 PI3K /Akt 信号通路激活变化的灰度分析

项目 空白对照组 空白-siＲNA 组 ANXA2-siＲNA 组 F 值 P 值
P38 65． 25 ± 8． 78 61． 78 ± 7． 62 69． 11 ± 6． 20 1． 61 0． 240
p-P38 170． 41 ± 9． 21 164． 97 ± 7． 54 83． 77 ± 8． 39 8． 55 0． 000
AKT 139． 35 ± 9． 62 136． 07 ± 7． 83 137． 57 ± 8． 66 0． 18 0． 837
p-AKT 148． 22 ± 5． 94 146． 19 ± 8． 68 120． 06 ± 7． 73 26． 52 0． 000

2． 2 MTT 药敏实验 与空白对照组和空白-siＲNA
组细胞相比，ANXA2-siＲNA 转染 SGC7901 /DDP 细

胞对化疗药物 DDP 和 5-FU 的 IC50 值显著降低，差

异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 4。
2． 3 ANXA2-siＲNA 转染对 MAPK 及 PI3K /Akt
信号通路激活的影响 与空白对照组和空白-siＲNA
组细胞相比，ANXA2-siＲNA 转染 SGC7901 /DDP 细

胞后，MAPK 信号通路中，P38 表达无明显变化，但

P38 磷酸化水平下降明显。在 PI3K /Akt 信号通路

中，AKT 表达无明显变化，但 AKT 磷酸化水平下降

明显。见图 3、表 5。

图 3 MAPK 及 PI3K /Akt 信号通路激活变化

3 讨论

3． 1 ANXA2-siＲNA 转染对胃癌耐药细胞药物敏

感性的影响 胃癌的发病率高，但早期诊断率低，患

者就诊时往往已处于进展期胃癌，失去了手术机会，

化疗成为主要的治疗手段。但胃癌细胞在化疗过程

中对化疗药物的敏感性不同，甚至会产生耐药性，导

致化疗的效果不佳［4］。胃癌耐药细胞的出现是胃

癌化疗中棘手的问题之一。促进胃癌耐药细胞对化

疗药物的敏感性，降低耐药性，是目前研究的热点。
胃癌的耐药机制目前仍不明确，可能涉及多种

耐药基 因 如 P-糖 蛋 白 ( P-gp ) 、谷 胱 甘 肽 转 移 酶

( GST) 、拓扑异构酶Ⅱ( Topo-Ⅱ) 等［5 － 7］。GST 在生

理状态下能够通过催化药物与谷胱甘肽的结合，参

与药物的代谢，主要有碱性、中性、酸性三种类型。
其中酸性 GST 在多种耐药肿瘤细胞中表达异常［8］。
目前认为 GST 能够使结合到谷胱甘肽上的化疗药

物增加，从而使药物外流减少而降低了细胞毒性，在

铂类、蒽 环 类 药 物 的 耐 药 性 产 生 中 发 挥 重 要 作

用［9］。Bax 是 Bcl-2 家族中主要的促细胞凋亡蛋白。
细胞凋亡信号激活 Bax 后，Bax 从细胞质转移到线

粒体膜上，使线粒体渗透性变化，影响细胞氧化还原

作用，从 而 促 进 细 胞 的 凋 亡［10］。本 研 究 ANXA2-
siＲNA 转染胃癌耐药细胞后显示，耐药基因 GST 的

表达量明显下降，而促细胞凋亡基因 Bax 表达量升

高，这说明胃癌细胞的耐药性发生改变。进一步采

用 MTT 药敏实验法分析胃癌耐药细胞对一线化疗

药物 DDP 和 5-FU 的敏感性，结果显示 ANXA2-siＲ-
NA 转染后，半数致死量药物浓度明显下降，细胞对

DDP 和 5-FU 的敏感性显著升高。有可能 ANXA2-
siＲNA 转染后，更多的化疗药物进入胃癌细胞内，从

而提高了药物的杀伤能力。
本研究结果结合其他相关研究，推测 ANXA2

与胃癌的耐药性具有密切的关系，降低胃癌耐药细

胞中 ANXA2 的表达，能够改善胃癌耐药的现状。
ANXA2 与胃癌的关系密切，多项研究［11 － 12］已经证

实 ANXA2 在胃癌组织中异常高表达，甚至在胃癌

的肿瘤分化、转移浸润中也起到重要作用。也许将

ANXA2 作为解决胃癌耐药性问题的切入点能够取

得突破性进展。
3． 2 ANXA2-siＲNA 转染对胃癌耐药细胞信号通

路激活的影响 细胞内存在多种信号通路，参与细

胞的 增 殖、分 化、凋 亡 等 多 种 生 理 病 理 过 程。
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ANXA2 是一种膜联蛋白，能够与多种不同的磷脂蛋

白结合，参与多个信号通路的激活或抑制，从而调节

细胞 的 生 长 和 凋 亡。在 鼻 咽 癌 的 研 究 中 显 示

ANXA2 能够调控上皮间充质细胞的转化，如果靶向

下调 ANXA2 的表达能够降低鼻咽癌的发生和对化

疗药物的耐药性［13］。如前所述，在本研究中转染

ANXA2-siＲNA，下调胃癌耐药细胞的 ANXA2 表达

后，胃癌耐药细胞中的耐药相关基因表达量明显下

降，促凋亡基因表达量明显升高，胃癌耐药细胞对化

疗药物的敏感性大大提高。
本研究将 MAPK 及 PI3K /Akt 信号通路作为研

究点，以探讨 ANXA2 影响胃癌细胞耐药的机制。
MAPK 信号通路是丝裂原活化蛋白激酶通路，主要

起到将细胞外信号转移至细胞核的作用，在信号通

路中，多种蛋白激酶发生磷酸化而发挥信号传导的

作用，其中 P38 及其磷酸化是非常关键的步骤［14］。
PI3K /Akt 信号通路在胃癌的发生、治疗中起着桥梁

的连接作用，PI3K 在一系列上游信号的作用下，通

过 AKT 等多种下游信号分子调节细胞的凋亡、对药

物的敏感性等［15］。将胃癌耐药细胞 SGC7901 /DDP
进行 ANXA2-siＲNA 转染后，MAPK 信号通路中虽然

P38 表达量无变化，但磷酸化的 P38 水平明显下降。
同样在 PI3K /Akt 信号通路中，虽然 AKT 表达量无

明显变化，但磷酸化的 AKT 表达明显下调，这说明

ANXA2-siＲNA 转染后对 MAPK 及 PI3K /Akt 信号通

路的激活具有一定的影响。因此，ANXA2 可能通过

MAPK 及 PI3K /Akt 信号通路改变胃癌耐药细胞的

化疗药物敏感性。
综上，ANXA2-siＲNA 转染胃癌耐药细胞能够下

调胃癌耐药相关基因的表达，降低胃癌细胞的耐药

性，其机制可能是通过影响 MAPK 及 PI3K /Akt 信号

通路中 P38 和 AKT 磷酸化过程实现的。
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Effect and mechanism of ANXA2 － siＲNA transfection
on drug sensitivity of gastric cancer resistant cells

Yu Nanrong，Zeng Xiang，Xu Houwei，et al
( Dept of Gastrointestinal Neoplasms，Cancer Center of Guangzhou Medical University，Guangzhou 510095)

Abstract Objective To explore the effect of ANXA2-siＲNA transfection on drug sensitivity and signaling path-
way activation in gastric cancer resistant cells ． Methods ANXA2-siＲNA was used to transfect SGC-7901 /DDP
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gastric cancer drug-resistant cells． ＲT-PCＲ and Western blot were used to detect the expression of GST and Bax in
drug-resistant gastric cancer cells． The chemotherapeutic drug sensitivity was detected in gastric cancer cells by
MTT susceptibility test． Western blot was used to detect the changes of P38，P38 phosphorylation，AKT and AKT
phosphorylation level after ANXA2-siＲNA transfection in SGC-7901 /DDP gastric cancer drug-resistant cells． Ｒe-
sults After transfection of SGC7901 /DDP cells with ANXA2-siＲNA，the expression level of GST was significantly
decreased at both ＲNA level and protein level，while the expression level of Bax was upregulated． Compared with
blank control group and blank-siＲNA group，ANXA2-siＲNA transfected SGC7901 /DDP cells significantly de-
creased the IC50 value of chemotherapeutic drugs DDP and 5-FU，and the difference was statistically significant ( P

＜ 0. 05) ． Compared with blank control group and blank-siＲNA group，ANXA2-siＲNA transfected SGC7901 /DDP
cells did not change significantly in MAPK signaling pathway，but P38 phosphorylation level decreased significant-
ly． Conculsion ANXA2-siＲNA transfected gastric cancer drug-resistant cells can down regulate the expression of
drug resistance related genes，and reduce the drug resistance of gastric cancer cells． It may be achieved by influen-
cing the phosphorylation of P38 and AKT in MAPK and PI3K /Akt signaling pathways．
Key words ANXA2; transfection; gastric cancer; drug-resistant cells; drug sensitivity; signal pathway
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中药消水方对 Lewis 肺癌小鼠恶性胸腔积液生成及
水通道蛋白 1 表达的影响

王 兵1，颜琳琳2，关江锋1，胡作为1，王 珊1，侯 炜3

摘要 目的 探讨中药消水方对肺癌小鼠恶性胸腔积液及

水通道蛋白 1( AQP1) 表达的影响。方法 将 45 只 C57BL /6

小鼠随机分为中药组、模型组、空白组。除空白组小鼠胸腔

内注射 PBS 缓冲液外，其余两组小鼠均采用带荧光标记的

Lewis 肺癌细胞胸腔注射建立动物模型。连续给药 10 d，并

在第 3、8、13 天时进行活体成像观察，第 14 天处死取材，抽

取胸腔积液测量体积，采用 Ｒeal-Time PCＲ、Western blot 法检

测各组小鼠壁层胸膜 AQP1 mＲNA 及蛋白表达水平。结果

中药组小鼠胸腔荧光强度明显低于模型组( P ＜ 0. 05) ，胸

腔积液体积也明显小于模型组( P ＜ 0. 01) ; 模型组小鼠壁层

胸膜 AQP1 mＲNA 及蛋白表达相比于空白组均显著升高( P
＜ 0. 01) ; 而中药组相比于模型组能显著降低壁层胸膜 AQP1
mＲNA 及蛋白表达水平( P ＜ 0. 01 ) 。结论 肺癌恶性胸腔

积液小鼠胸膜存在 AQP1 表达的上调，中药消水方可能通过

下调壁层胸膜间皮细胞 AQP1 mＲNA 及蛋白表达，从而促进
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恶性胸腔积液的转运，减少恶性胸腔积液的生成。
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恶性胸腔积液( malignant pleural effusion，MPE)

是肺癌常见的并发症之一［1］。可以导致患者胸闷、气
促、咳嗽、胸痛、呼吸困难，影响心肺功能，加快肿瘤扩

散，严重时可危及生命。据统计肺腺癌 MPE 患者的

中位总生存期仅为 14． 3 ～ 21． 4 个月［2］。临床上恶性

肿瘤一旦合并胸腔积液，就意味着病变已局部或全身

扩散，预后极差，是手术不能治愈的晚期疾病标志，此

时治疗的主要目的是有效地控制胸腔积液，缓解临床

症状，提高生活质量，延长生存期。中医药以其独特

的优势，在 MPE 的治疗中逐渐发挥了重要作用，近年

来许多学者进行了大量中医药治疗 MPE 的临床研

究［3 － 4］，表明中医药在治疗 MPE 方面确实具有一定

优势，但是有关作用机制研究却较少开展。
中药消水方是中国中医科学院广安门医院肿瘤

科沿用多年的经验方，前期临床研究显示中药消水

方口服联合顺铂胸腔灌注治疗 MPE 65 例，有效率
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