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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
glucosylceramde synthase (GCS) gene and 
its significance in human gastric carcinoma 
SGC-7901 and SGC-7901/VCR cells.

M E T H O D S : H u m a n g a s t r i c c a r c i n o m a 
SGC-7901/VCR and SGC-7901 cells were cul-
tured in vitro, and the total RNA was extracted 
by TRIzol method. MTT was adopted to evalu-
ate the drug resistance of SGC-7901/VCR cells. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was used to detect the expression of 
GCS mRNA, and Western blotting and immu-

nocytochemistry were performed to measure the 
expression of GCS protein�.

RESULTS: The half inhibitory concentrations 
(IC50) for SGC-7901 and SGC-7901/VCR were 
1.40 ± 0.06 and 86.20 ± 0.50 mg/L, respectively, 
and the drug-resistant index of SGC-7901/VCR 
cells was 61 times as high as that of SGC-7901 
cel ls . GCS mRNA was expressed in both 
SGC-7901/VCR and SGC-7901 cells, and there 
was significant difference between them (GCS 
index: 3.9 vs 0.5, P < 0.05). Moreover, GCS pro-
tein expression was significantly different be-
tween SGC-7901/VCR and SGC-7901 cells (65% 
vs 18%, P < 0.05).

CONCLUSION: GCS gene expresses in human 
gastric cancer cells and it plays an important role 
in the carcinogenesis and development of gastric 
carcinoma. The high expression of GCS is closely 
related with the multidrug resistance of tumors.

Key Words: Human gastric carcinoma cell; Gluco-
sylceramde synthase; Gene expression; Multidrug 
resistance
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摘要
目的: 研究葡萄糖神经酰胺合成酶(glucosyl-
ceramide synthase, GCS)基因在人胃癌细胞
SGC-7901和SGC-7901/VCR的表达并探讨其
对人胃癌发生、发展的意义. 

方 法 :  体 外 培 养 人 亲 本 敏 感 胃 癌 细 胞
S G C - 7 9 0 1 和 人 耐 长 春 新 碱 胃 癌 细 胞
SGC-7901/VCR. 采用MTT法检测半数细胞抑
制浓度(IC50)和SGC-7901/VCR耐药倍数; RT-
PCR法检测SGC-7901和SGC-7901/VCR两种
细胞GCS mRNA的表达, 免疫组化法测定GCS
蛋白表达水平. 

®

■背景资料
胃癌是威胁人类
生命的严重疾病,
是消化系统最常
见的恶性肿瘤, 其
发病机制十分复
杂, 病因目前尚未
阐明. 葡萄糖神经
酰胺合成酶(GCS)
是神经酰胺代谢
的关键酶, 近年来
研究发现, 他参与
了肿瘤细胞的增
殖、分化和耐药. 
其活性增高被认
为是引起肿瘤获
得性多药耐药产
生的原因之一. 

■研发前沿
GCS在癌细胞的
表达和意义愈来
愈被人们重视, 现
已有报道GCS在
很多肿瘤细胞中
都呈高表达趋势, 
抑制GCS可显著
提高肿瘤对于化
疗的敏感性, 以此
为热点的研究将
为肿瘤耐药的逆
转治疗提供新的
方向. 
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结果: SGC-7901和SGC-7901/VCR的IC50分别
为1.40±0.06和86.20±0.50 mg/L. SGC-7091/
VCR细胞耐药指数是亲本细胞SGC-7901的61
倍, SGC-7901和SGC-7901/VCR两种细胞均有
GCS mRNA表达, 且SGC-7901/VCR细胞GCS 
mRNA表达水平(GCS指数为3.9)较SGC-7901
细胞(GCS指数为0.5)有显著升高(P <0.05), 耐
药细胞GCS蛋白表达阳性率(65%)显著高于亲
本细胞(18%)(P <0.05).

结论: GCS基因在人胃癌耐药细胞和亲本敏
感细胞均有表达, 耐药细胞GCS mRNA及蛋
白均高表达. GCS可能参与了胃癌的发生过
程, 且与肿瘤多药耐药有密切关系.

关键词: 人胃癌细胞; 葡萄糖神经酰胺合成酶; 基因

表达; 多药耐药
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0  引言

葡萄糖神经酰胺合成酶(g l u c o s y l c e r a m i d e 
synthase, GCS)是调控神经酰胺代谢的关键酶之

一, 其活性水平与肿瘤细胞多药耐药有密切关

系. 有研究报道GCS在人卵巢癌细胞、人口腔表

皮癌细胞[1-2]、人黑色素瘤细胞[3]、人乳腺癌细

胞[4]及人胆囊癌[5]中均有表达. 目前为止, 未见有

关GCS基因在人胃癌细胞中表达的报道. 我们采

取体外培养人耐长春新碱(vincristine, VCR)胃癌

细胞和人敏感胃癌细胞, 应用RT-PCR、免疫细

胞化学技术对人胃癌细胞中GCS基因表达及意

义进行了探讨和研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 人耐VCR胃癌细胞株SGC-7901/VCR由
第四军医大学西京医院消化病研究所樊代明教

授惠赠, 本室传代培养; 人亲本敏感胃癌细胞株

SGC-7901由郑州大学基础医学院组织胚胎学教

研室保存. RPMI-1640培养基为Gibco公司产品, 
TRIzol为Invitrogen公司产品, AMV第一链cDNA
合成试剂盒及PCR扩增试剂盒为上海生工生物

工程技术服务有限公司产品, VCR为广州白云山

明兴制药有限公司产品, 四甲基偶氮唑盐(MTT)
为Sigma公司产品, GCS抗体由美国Mayo Clinic 
Center的David Marks教授惠赠.
1.2 方法 SGC-7901用含100 mL/L灭活胎牛血清

的1640培养液, 置37℃ 50 mL/L CO2的恒温孵箱

中培养, 胰酶、EDTA混合液消化, 2-3 d传代一

次, 维持细胞处于对数生长期. SGC-7901/VCR在
培养液中加VCR 1 mg/L, 培养条件同上. 
1.2.1 SGC-7901/VCR耐药性的检测 采用常规

MTT法[6-7], 自动酶标仪570 nm波长测各孔吸光

度值(A ), 计算相对抑制率(%) = (平均A对照-平均

A 加药)/平均A 对照×100%, 然后以肿瘤细胞抑制率

为纵坐标, 药物浓度的对数为横坐标, 制作半对

数图, 计算50%细胞生长抑制所需的药物浓度

(IC50)、耐药指数(RI) = IC50(SGC-7901/VCR)/IC50 

(SGC-7901). 
1.2.2 RT-PCR检测GCS mRNA的表达 细胞数量

达到2×107个时, 进行总RNA提取[8]. 分别收集

SGC-7901和SGC-7901/VCR, 加入1 mL TRIzol反
复吹打, 室温放置5 min, 加入0.2 mL氯仿, 充分混

匀, 室温放置2 min. 12 000 g  4℃离心15 min, 取
上清, 加入0.5 mL异丙醇室温放置10 min, 12 000 
g  4℃离心10 min, 弃上清, 750 mL/L乙醇洗两次, 
弃去乙醇, 倒置于空气中干燥5 min, DEPC水溶

解沉淀, 用紫外分光光度计检测260 nm和280 nm
波长的吸光度值(A值), 计算A 260/A 280比值(纯度)
及RNA含量, 并用琼脂糖凝胶电泳检查RNA的

完整性. GCS基因引物根据Primer5.0分析软件自

行设计, 上游引物: 5'-CCTTTCCTCTCCCCACCT
TCCTCT-3', 下游引物: 5'-GGTTTCAGAAGAGA
GACACCTGGG-3', 扩增片段为302 bp; GAPDH
为内参照, 序列为上游: 5'-CGCTGAGTACGTCG
TGGAGT-3', 下游: 5'-ATGTCATCATATTTGGC
AGGTT-3', 扩增片段为501 bp. 用提取的总RNA
为模板, 以Oligo为引物进行逆转录, 合成单链

cDNA. 以cDNA为模板进行PCR扩增, PCR反应

体系25 μL: Taq酶1 U, 上下游引物各1.5 μL, 逆
转录产物5 μL, dNTP 2 μL. PCR反应条件为94℃
预变性5 min, 95℃变性30 s, 60℃退火30 s, 72℃
延伸90 s, 30个循环后, 72℃延伸5 min. 取PCR产
物5 μL与上样缓冲液混合后进行15 g/L琼脂糖

凝胶电泳, 紫外灯下观察并照相. 使用Syngene凝
胶分析系统软件扫描各条带灰度值, 以GCS指数

(GCS灰度值和内参照灰度值的比值)进行GCS 
mRNA表达水平的半定量分析. 
1.2.3 免疫细胞化学检测GCS的表达[9] 分别将

SGC-7901细胞、SGC-7901/VCR细胞接种于6孔
板, 6孔板内预先放置盖玻片, 待细胞爬片过夜

后, 取出盖玻片, 丙酮固定, SABC法免疫组化染

色, DAB显色. 按SABC试剂盒说明操作, 结果判

■相关报道
Weiss、扬泉、孙
妍琳、李江涛 et 
a l 研究报道了人
黑色素瘤细胞、

人 口 腔 表 皮 样
癌、人乳腺癌细
胞、人胆囊癌中
葡萄糖神经酰胺
合成酶基因的表
达和意义, 为本实
验立题参考提供
了帮助. 

■创新盘点
本实验采取体外
培养人耐长春新
碱胃癌细胞和人
敏感胃癌细胞, 应
用 RT- P C R、免
疫细胞化学技术
对人胃癌细胞中
GCS基因表达及
意义进行了探讨
和研究, 国内外尚
未见相关报道, 因
此具有一定的创
新性. 
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定: 胞质出现棕黄色染色为阳性着色细胞. 随机

观察10个高倍镜视野计算细胞阳性率.
统计学处理 数据采用SPSS10.0统计软件做

单因素方差分析和成组设计的t检验, P <0.05表
示有统计学意义.

2  结果

2.1 细胞耐药性的测定 以药物浓度的对数为

横坐标 ,  以细胞生长的抑制率为纵坐标求出

SGC-7901, SGC-7901/VCR细胞的IC50值分别为

1.40±0.06 mg/L和86.20±0.50 mg/L, SGC-7901/
VCR细胞耐药指数约为61. 
2.2 RNA纯度及完整性测定 RNA A 260/A 280 =  1.9, 
琼脂糖凝胶电泳结果(图1)显示28S及18S条带清

晰, RNA纯度及完整性符合后续实验要求. 
2.3 亲本细胞和耐药细胞GCS mRNA表达 亲
本细胞株SGC-7901及耐药株SGC-7901/VCR
均表达GCS基因, 但SGC-7901/VCR表达强于

SGC-7901, SGC-7901/VCR细胞GCS指数为3.9, 
SGC-7901细胞指数为0.5, 二者差异有统计学意

义(P <0.05, 图2). 
2.4 亲本细胞和耐药细胞GCS蛋白表达 免疫细

胞化学的标本上, GCS阳性呈棕黄色颗粒, 位于

胞质内, 在SGC-7901细胞中, 大多数阳性颗粒细

小, 少数细胞阳性颗粒粗大(图3A), SGC-7901/
VCR细胞阳性颗粒粗大, 数量多, 着色深(图3B). 
SGC-7901细胞和SGC-7901/VCR细胞GCS蛋白

表达阳性率分别为18%和65%, 二者差异有统计

学意义(P <0.05).

3  讨论

葡萄糖神经酰胺(glucosylceramide, GlcCer)
是由葡萄糖神经酰胺合成酶催化尿苷二磷

酸葡糖(uridine diphosphate glucose, UDP-
glucose)上的糖基以b型糖苷键与神经酰胺相

结合而生成的 [10],  他是细胞合成其他鞘糖脂

(glycosphingolipids, GSLs)的前体物质, GlcCer与
肿瘤细胞的生物学行为密切相关, 不仅维持着

细胞的正常结构功能, 还参与了细胞增殖, 分化

及肿瘤细胞的发生与发展[11-12], 同时GCS使神经

酰胺糖基化为葡萄糖神经酰胺, 降低了神经酰

胺的促凋亡作用, 促进了肿瘤细胞多药耐药的

发生[13], 其活性增高被认为是引起肿瘤获得性多

药耐药产生的原因之一. GCS在癌细胞的表达和

意义愈来愈被人们重视, Senchenkov et al [14]报道, 
在乳腺癌细胞株MCF-7中转入神经酰胺糖基合

成酶基因后, 细胞内神经酰胺表达减少, 糖基化

的神经酰胺表达增多, 肿瘤细胞凋亡减少. 有报

道GCS基因在乳腺癌细胞中表达, GCS对于乳腺

癌的发生、发展具有重要作用[15]. 人耐VCR的

图  1  SGC-7901/VCR细胞RNA
的琼脂糖凝胶电泳. 

■应用要点
本实验采取体外
培养人耐长春新
碱胃癌细胞和人
敏感胃癌细胞, 通
过MTT法检测耐
药倍数, RT -PCR
法检测SGC-7901
和SGC-7901/VCR
两 种 细 胞 G C S 
m R N A 的 表 达 , 
免疫组化法测定
GCS蛋白表达水
平, 发现胃癌细胞
特别是耐药细胞
SGC-7901/VCR中
GCS基因高表达, 
为胃癌耐药性的
进一步研究打下
基础, 也为临床胃
癌耐药的逆转治
疗提供了新的思
路. 

28S

18S

M            1              2
bp

2000

1000
750

500

250

100

GAPDH

GCS

图  2  RT-PCR检测GCS mRNA的表达. M: Marker; 1: 

SGC-7901细胞; 2: SGC-7901/VCR细胞. 

A

B

图  3  GCS蛋白表达(SABC, ×200). A: SGC-7901细胞; B: 

SGC-7901/VCR细胞. 

■名词解释
1  葡 萄 糖 神
经 酰 胺 合 成
酶 ( g l u c o s y l -
ceramide synthase, 
GCS): 是调控神
经酰胺代谢的关
键酶之一, 其活性
水平与肿瘤细胞
多药耐药有密切
关系. 
2  葡萄糖神经酰
胺: 是由葡萄糖神
经酰胺合成酶催
化UDP glucose上
的糖基以b型糖苷
键与神经酰胺相
结合而生成的, 不
仅维持着细胞的
正常结构功能, 还
参与了细胞增殖, 
分化及肿瘤细胞
的发生与发展. 
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HL-60及耐阿霉素的KB细胞GCS表达也较其敏

感株有显著增加[13,16-17]. GCS使神经酰胺糖基化

导致其细胞毒性效应减弱, 促进了肿瘤耐药的

发生, 抑制GCS可显著提高肿瘤对于化疗的敏感

性. 
本实验结果显示, 在人敏感胃癌细胞中和

耐药胃癌细胞中都有GCS基因的表达, 且耐药胃

癌细胞中GCS基因表达显著高于亲本敏感胃癌

细胞, 耐药细胞GCS蛋白表达也显著高于敏感细

胞的GCS蛋白表达, 提示GCS基因在胃癌细胞中

表达, GCS促进胃癌细胞的增殖分化, GCS基因

对于胃癌的发生、发展具有重要作用, 耐药胃

癌细胞中GCS蛋白高表达, 表明GCS参与了肿瘤

耐药的发生, 与肿瘤多药耐药密切相关. GCS基
因在人胃癌细胞表达为临床肿瘤治疗提供了新

的思路, GCS基因在耐药细胞的表达增加提示降

低或封闭GCS的表达可以提高肿瘤的药物敏感

性, 化疗时合用抑制该靶点的药物, 可提高胃癌

细胞对药物的敏感性, 提高化疗疗效, 这为肿瘤

耐药的逆转治疗提供了新的方向. 
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■同行评价
本文分析了胃癌
细胞GCS基因和
蛋白水平的表达, 
发现胃癌细胞, 尤
其是耐长春新碱
细胞株表达高水
平 的 G C S ,  提 示
GCS可能参与了
胃癌的发生过程, 
文章的科学性较
高.


