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Abstract
AIM: To investigate the effect of Caveolin-1 on 
the proliferation and differentiation of gastric 
carcinoma cell line MGC803, and explore the 
probability that Caveolin-1 can be used for gene 
therapy.

METHODS: Caveolin-1 gene and Pcl-neo control 
plasmid were transfected into human MGC803 
cell line by lipofectin, respectively. The positive 
clones were selected by G418. We also stabled a 
positive control group which was treated with 
PD98059 for 48 hours. Then the expression of 
Caveolin-1 in each group was detected by West-
ern blot. Cell morphology was observed under 
optical microscope. Cell population doubling 

time was determined by cell counting method 
and cell cycle was analyzed by flow cytometry.

RESULTS: The expression of Caveolin-1 was 
significantly higher in the cells treated with 
Caveolin-1 or PD98059 than that in the empty 
controls (P < 0.001, q = 23.067 or 13.3376). 
Furthermore, Caveolin-1 expression was also 
markedly higher in the cells transfected with 
Caveolin-1 than that in the positive controls (P 
< 0.001, q = 9.7294). Under light microscope, 
marked changes occurred in cell morphous after 
gene transfection. Before transfection, the cells 
had a significant heteromorphism, with the fea-
tures of large cell body, little cytoplasm, obvious 
karyokinesis. While in Caveolin-1-transfected 
MGC803 cells, the cell malignancy declined as 
the cellular heteromorphism diminished, with 
the ratio of nuclear-to-cytoplasm decreased, and 
the karyokinesis disappeared. Caveolin-1-trans-
fected cells had an extended doubling time (65.46 
h vs 46.67  h, P < 0.05, q = 4.8695). At same time, 
the population of Caveolin-1-transfected cells in 
G0/G1 phase was obviously increased (P < 0.01, 
q = 9.1824) while that in S phase was decreased 
(P < 0.01, q = 7.827). There were also notable dif-
ferences in cell cycle distribution between Cave-
olin-1-transfected cells and the positive controls 
(G0/G1: P < 0.01, q = 4.9323; S: P < 0.05, q = 3.3295).

CONCLUSION: Caveolin-1 not only induces the 
differentiation of MGC803 cells, but also blocks 
them at in G0/G1 phase. Caveolin-1 can inhibit 
the proliferation of MGC803 cells in vitro by pro-
longing the cell doubling time.
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摘要
目的: 研究Caveolin-1对胃癌细胞增殖、分化
的影响, 以探讨Caveolin-1作为基因治疗的候

®

■背景资料
Caveolae是细胞
表 面 胞 膜 内 陷
形 成 的 膜 结 构 . 
Caveolin为一蛋白
家族, 是Caveolae
的 重 要 组 成 蛋
白 ,  相 对 分 子 量
为 2 1 - 2 4  k D a , 
其 家 族 成 员 有
Caveolin-1, 2, 3三
种, 其中Caveolin- 
1是形成Caveolae
所必不可少的结
构 蛋 白 .  研 究 表
明, Caveolin-1与
胆固醇的转运、

胞饮作用及信号
转导密切相关, 另
外, Caveolin-1与
肿瘤的发生、发
展密切相关.
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■研发前沿
Caveol in-1与多
种信号分子存在
反 向 调 节 关 系 . 
Caveolin-1的主要
作用是减缓细胞
增殖进程, 作为抑
癌基因发挥作用, 
但在前列腺癌等
肿瘤中可能作为
促癌剂, 这可能与
Caveolin-1的磷酸
化(Tyr14及Ser80)
及突变(P132L)导
致骨架区功能丧
失有关.

■相关报道
( 1 ) 许 多 细 胞 内
的 癌 基 因 可 引
起 C a v e o l i n - 1
表 达 下 调 ,  如 : 
c-Myc, HPV E6, 
v-Abl, Bcr-Abl, 
H-Ras ,  v-Src及 
Neu/ErbB2;  (2)
失去Caveol in-1
的 表 达 协 同 基
因 突 变 可 导 致
INK4a的功能丧
失 ,  而 作 为 编 码
p16INK4a与p19ARE

的细胞周期调节
因子的 INK4a基
因一旦缺失就足
以导致细胞永生
化; (3)Caveolin-1
存在着自然突变
(P132L), 该突变
能引起ERK-1/2
的超活化 ;  (4)在
卵巢癌、乳腺癌
及间充质肉瘤中, 
Caveolin-1表达均
为下调.

选基因的可能性. 

方 法 :  运 用 基 因 重 组 技 术 ,  将 人 全 长
Caveolin-1基因稳定转染胃癌细胞系MGC803,
建立能稳定表达Caveolin-1的胃癌细胞系, 同
时建立空载体转染的MGC803细胞系作为空
白对照, 另用PD98059处理48 h作为阳性对照. 
以重组细胞系作为研究模型, 通过免疫细胞化
学及Western blot确认Caveolin-1蛋白在被转染
细胞中的稳定表达. 运用光学显微镜观察转染
前后MGC803细胞形态的变化; 另运用细胞计
数检测了Caveolin-1对MGC803细胞生长的影
响, 流式细胞术分析了Caveolin-1对MGC803
细胞周期分布的影响. 

结果: Western blot 结果显示, 基因转染组及阳
性对照组细胞中Vaveolin-1表达比未处理组
细胞中明显增强(P <0.001, q 值分别为23.067
与13.3376), 且基因转染组中Caveolin-1表达
比阳性对照组更强(P <0.001, q  = 9.7294); 基
因转染后的M G C803细胞形态发生明显变
化, 由异形性明显、核大、胞质很少、核分
裂明显变得形态较一致、胞质丰富、核/质
比明显变小、核分裂相很少见; 基因转染后
细胞的群体倍增时间明显延长, 由46.67 h延
长至65.46 h, 差异有统计学意义(P <0.05, q  
= 4.8695); 基因转染后细胞周期分布发生了
明显变化, G0/G1期细胞数明显增多(P <0.01, 
q  = 9.1824), S期细胞数明显减少(P <0.01, q  = 
7.827), G2/M期细胞数无明显变化(P >0.05), 
Caveolin-1基因转染组与阳性对照组间细胞周
期分布的变化也有明显差异性(其中G0/G1期
P <0.01, q  = 4.9323; S期P <0.05, q  = 3.3295).

结论: Caveolin-1既能诱导MGC803细胞分化
又能将其阻滞于G0/G1期, 通过延长细胞群体
倍增时间而抑制胃癌细胞的体外增殖.

关键词: Caveolin-1; 胃癌; 细胞增殖; 分化; 基因治疗
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0  引言

Caveolae是细胞膜生物功能多样性的重要结构

基础, Caveolin-1是Caveolae最为重要的标记蛋

白. 近年的研究表明, Caveolin-1在肿瘤中发挥着

两种截然不同的作用, 在多种恶性肿瘤组织(如: 
乳腺癌[1-5]、卵巢癌[6-8]、肉瘤[9]、胃癌[10]等)中表

达下调, 且抑制肿瘤发展及转移, 而在少数恶性

肿瘤细胞(如: 前列腺癌[11-13]、膀胱癌[14])中却表

达上调, 且能促进癌细胞的浸润. 我们通过pcl-
neo载体介导Caveolin-1基因转染胃癌MGC803
细胞以探讨Caveolin-1对胃癌细胞生长的影响及

作为基因治疗的候选基因的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组pcl-neo-Caveolin-1人全长质粒由

南华大学药物药理研究所惠赠, G418、RPMI 
1640、LipofectamineTM 2000转染试剂均为Gibco
公司产品, 兔抗人Caveolin-1多克隆抗体、BCA 
Protein Assay Reagent、Western blot荧光检测

试剂盒为Santa Cruz公司产品, 辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔及羊抗鼠二抗、SABC免疫组化

试剂盒、D A B显色剂为福州迈新生物有限公

司, 其余试剂均为国产分析纯. 人胃腺癌细胞株

MGC803由中山大学肿瘤所惠赠. 细胞培养在

含100 mL/L新生牛血清的RPMI 1640培养液中, 
置于二氧化碳培养箱内, 恒温37℃ 50 mL/L, 用
2.5 g/L胰酶消化传代.
1.2 方法 将对数生长期的M G C803细胞消化

接种于6孔板中, 每孔2×105个细胞, 待细胞长

至80%融合时, 换成完全培养基进行转染. 按
转染试剂产品说明书提供的方法 ,  将载有人

Caveolin-1全长cDNA序列的真核表达质粒pcl-
neo-cav-1和pcl-neo空载质粒经扩增及常规限制

性酶切鉴定后, 用脂质体介导转染入MGC803细
胞, 转染时另设未处理组(即MGC803细胞)作为

空白对照及经PD98059处理48 h作为阳性对照

组. 48 h后转染组培养基加入400 mg/L G418继
续培养, 约15 d后可获取G418抗性克隆. 收集对

数生长期的各组细胞, 用细胞裂解液(25 mmol/L 
MBS pH 6.5, 0.15 mmol/L NaCl, 10 g/L Triton 
X-100)裂解细胞, 以提取细胞蛋白质. 电转移法

将蛋白转印至PVDF膜并与兔抗人Caveolin-1
抗体共孵育以检测转染前后M G C803细胞中

Caveolin-1蛋白的表达变化. 同时用β-actin抗体

检测细胞内β-actin表达作为参照. 细胞培养, 常
规消化, 制成单细胞悬液, 接种于含盖玻片的培

养板中培养. 待细胞基本长成单层后取出盖玻

片, PBS洗3遍后用950 mL/L酒精固定30 min, 
PBS洗3遍, 常规HE染色于镜下观察细胞形态

学的变化. 将处于对数生长期的各组细胞接种

于24孔培养板培养, 每天取3孔进行计数, 连续

观察7 d. 根据计数结果计算肿瘤细胞群体倍增
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■创新盘点
本文着眼于Cave-
olin-1与胃癌, 首
次 明 确 报 道 了
Caveolin-1与肿瘤
细胞分化的关系.

■应用要点
若能进一步研究
将Caveolin-1抑制
胃癌细胞增殖机
制阐明, 可望为胃
癌的基因治疗提
供理论依据及靶
点.

时间(TD). 计算公式为: TD = t×lg2/lg(Nt/N0), (Nt

为t时间的细胞数, N0为初种细胞数). 另收集对

数生长期的各组细胞, 冷PBS洗涤3遍, 将细胞

用700 mL/L冷乙醇5 mL 4℃固定24 h. 测试

前用PBS洗细胞2遍, 加PI荧光染料(5 mg/L PI, 
20 mg/L RNase A), 300目尼龙网滤过, 上流式细

胞仪进行细胞周期分析.
统计学处理 各组数据用mean±SD表示, 采

用单因素方差分析(one-way ANOVA)进行检验后, 
多组间比较采用Student Newman Keuls检验, 全部

数据用SPSS 11.0 for Windows统计软件处理.

2  结果

2.1 细胞中Caveolin-1蛋白表达 利用Western blot
发现Caveolin-1基因转染组及阳性对照组细胞中

Caveolin-1表达比未处理组细胞表达明显增强

(P <0.001, q值分别为23.067与13.3376); Caveo-
lin-1基因转染组中Caveolin-1表达比阳性对照

组更强(P <0.001, q = 9.7294); 空载体对照组细

胞与未处理组细胞Caveolin-1表达无明显差别

(P >0.05)(图1). 说明已成功筛选出稳定表达Ca-
veolin-1基因的MGC803细胞株. 
2.2 细胞形态学变化 镜下观察发现未处理组及

空载体对照组的MGC803细胞形态的异形性明

显, 胞体大, 胞质很少, 有的有多核, 核分裂相很

明显(图2A-B); 阳性对照组细胞核变得较小, 核
分裂相也较少(图2C); 而Caveolin-1基因转染组

细胞形态较一致, 胞质丰富, 核/质比明显变小, 
核分裂相很少见(图2D). 
2.3 肿瘤细胞群体倍增时间 根据细胞计数结果

计算出各组细胞的群体倍增时间(表1), 结果显

示, Caveolin-1基因转染组群体倍增时间明显比

未处理组及空载体对照组细胞群体倍增时间要

长(P <0.05, q = 4.8695); 而空载体对照组细胞的

群体倍增时间与未处理组细胞的无明显差异. 
2.4 流式细胞仪检测结果 Caveolin-1基因转染组

及阳性对照组细胞与未处理组细胞相比, 其细

胞周期分布发生了明显的变化: G0/G1期细胞数

明显增多(前者P <0.01, q = 9.1824; 后者P <0.05, 
q = 4.6105),  S期细胞数明显减少(前者P <0.01, q 
= 7.827; 后者P <0.05, q = 4.9929), G2/M期细胞数

无明显变化(P >0.05). Caveolin-1基因转染组与阳

性对照组间细胞周期分布的变化有明显差异性

(其中G0/G1期P <0.01, q = 4.9323; S期P <0.05, q = 
3.3295); 而空载体对照组与未处理组细胞相比

较, 其细胞周期差异无统计学意义(表2).

3  讨论

研究发现 ,  在很多种肿瘤如乳腺癌 [1-5]、卵巢

癌 [ 6 - 8 ]、肉瘤 [ 9 ]等组织中存在着不同程度的

Caveol in-1低表达, 本实验前期研究结果证实

在胃癌组织中Caveolin-1的表达也下调[10]. 一般

认为, Caveolin-1是一个候选抑癌基因[2,6,9,15], 但
目前对其在肿瘤组织中的表达情况及功能尚

存有异议[11-14,16], 在前列腺癌及膀胱上皮癌中, 
Caveolin-1表达明显升高, 且有促进癌细胞的增

殖及淋巴结的转移的作用. 目前认为, 肿瘤的形

成是机体局部细胞的增殖、分化、凋亡三者之

间的平衡失调或失偶联所致, 细胞过度增殖, 分
化及凋亡的阻遏是肿瘤形成的核心环节[17]. 本
研究将Caveolin-1基因稳定地转染人胃癌细胞系

MGC803中, 观察了Caveolin-1对MGC803细胞

生物学性状的影响. 结果显示, 转染Caveolin-1
基因后的MGC803细胞中Caveolin-1蛋白表达

水平比未处理组及空载体对照组M G C803细

     

表  1  各处理组MGC803细胞的群体倍增时间

                                        初种细胞数    细胞计数    倍增时间

                                          (×104)            (×104)            (h)

未处理组                         2.50            30.10         46.67a 

空载体对照组                  2.50            28.78         47.32a

Caveolin-1基因转染组    2.50            14.79         65.46

分组

aP<0.05 vs  Caveolin-1基因转染组.

图  1  Caveolin-1在不同处理因素的MGC803细胞中的表达. 
bP<0.01 vs  MGC803/Cav-1 (n = 4). 

MGC803b

Caveolin-1

b-actin

MGC803/Cav-1 PD98059bPcl-neob

A B

C D

图  2  MGC803细胞的普通光镜观察 (HE ,×400 ) .  A: 

MGC803; B: MGC803/Pcl-neo; C: MGC803+PD98059; D: 

MGC803/Cav-1. 
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■名词解释
1 Caveolin-1: 译
名 较 多 ,  有 窖 蛋
白、陷窝蛋白、

囊泡素等, 与细胞
的多种生命活动
密切相关, 包括细
胞内吞、胆固醇
的转运、信号转
导和肿瘤发生等
密切相关, 一般认
为他是一抑癌基
因. 
2  PD98059 :  是
M A P K 通 路 中
ERK的特异性抑
制剂, 抑制ERK的
活化, 阻遏细胞周
期的进程.

胞明显要高, 甚至比阳性对照组表达水平也更

高, 表明Caveolin-1基因已整合到MGC803细胞

系中, 成功地构建了Caveol in-1稳定表达细胞

系. MGC803在转染Caveolin-1基因后, 其形态相

似, 异形性不明显, 胞质丰富, 核变小, 核/质比

降低, 核分裂相少见. 提示, Caveolin-1具有诱导

MGC803细胞向正常方向分化的作用. 
细胞增殖是外界增殖信号作用于细胞膜或

胞质受体, 经细胞内信号传递进而影响细胞周

期的结果. 细胞周期不仅依靠细胞内的级联反

应进行调控, 还受细胞外信号的影响, 细胞外

信号通过细胞信号转导通路对细胞周期进行

调控, 以实现其对细胞增殖的调控. 细胞周期

存在两个主要检测点: G1/S检测点与G2/M检测

点, 其中G2/M是保证染色体分开和细胞分裂前

染色体均分的精确性; G1/S检测点是影响细胞

周期的最关键点[17]. 已有研究表明, Caveolin-1
主要作用于G1/S检测点, 通过引起G0/G1阻滞而

影响细胞周期推进[18]. 我们通过细胞计数发现

Caveolin-1能抑制肿瘤细胞增殖, 延长肿瘤细胞

的群体倍增时间. 采用流式细胞术进一步分析

了Caveolin-1对细胞周期分布的影响, 结果显示: 
转染Caveolin-1基因后MGC803细胞的细胞周期

分布发生了明显的变化: G0/G1期细胞数量明显

增多, S期细胞数量明显减少, G2/M期无明显改

变, 且其变化与ERK特异性抑制剂PD98059对细

胞周期的影响有明显差别. 提示Caveolin-1主要

作用于G1/S检测点, 阻止细胞周期由G0/G1期向S
期推进, 且其对MGC803细胞增殖的抑制作用比

ERK抑制剂的作用更强. 
ERK1/2(p42/p44MAPK)信号通路是最为普

遍的促进细胞增殖和分化的信号途径, 能被多

种生长因子、细胞因子及促分裂剂激活, 同时

其持续活化最终促进细胞的增殖和恶性转

化[19-23]. 相应地, ERK的下调可促进细胞生长和

转录的抑制[24-26]. 研究表明, MAPK通路在人胃

癌细胞中处于活化状态[27]. PD98059是MAPK通

路ERK的特异性抑制剂, 能抑制ERK的激活. 本
结果显示, 用PD98059处理MGC803细胞48 h
后, ERK的抑制率达到94.07%±3.01%. 同时显

示: Caveolin-1对MGC803细胞增殖的抑制作用

比ERK特异性的抑制剂PD98059的作用更强. 蛋
白表达结果也显示: 用PD98059处理MGC803
细胞后, Caveolin-1蛋白表达明显升高, 提示当

ERK1/2活性降低时, Caveolin-1表达上调. 可见, 
Caveolin-1能抑制Ras/MAPK通路, 使细胞的接

触抑制性作用加强, 从而导致细胞的生长阻滞, 
ERK1/2与Caveolin-1之间存在负反馈调节现象, 
但两者间相互调节的机制还有待于进一步的研究. 
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