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Abstract
AIM: To investigate the effects of transfection 
of the gut-enriched Krüppel-like factor (GKLF) 
gene on the growth of xenograft tumors de-
rived from human gastric carcinoma cell line 
SGC-7901 in nude mice and to explore the po-
tential role of the GKLF gene in gastric carcino-

genesis.

METHODS: A recombinant plasmid carrying 
the GKLF gene (pcDNA3.1-GKLF) was trans-
fected into SGC-7901 cells by lipofectin-medi-
ated method. Cells stably expressing the GKLF 
gene were selected using G418. SGC-7901 cells 
untransfected and those transfected with empty 
pcDNA3.1 plasmid were used as controls. A 
xenograft tumor model was then established. 
Tumor growth was monitored. Tumor histo-
pathological changes were determined by hema-
toxylin and eosin (HE) staining. The expression 
of GKLF and Ki-67 proteins in xenograft tissue 
was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared with the SGC7901-
pcDNA3.1 and SGC-7901 groups, the period 
of latency was significantly lengthened in the 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF group (14.67 d ± 3.08 
d vs 8.33 d ± 1.03 d, 8.67 d ± 1.03 d, both P < 0.05). 
The weight of xenograft tumors in the SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF group was significantly 
lower than that in the SGC7901-pcDNA3.1 and 
SGC-7901 groups (4.46 g ± 0.92 g vs 8.05 g ± 1.66 g, 
7.82 g ± 1.14 g, both P < 0.05). The degree of tu-
mor differentiation in the SGC7901-pcDNA3.1-
GKLF group was better than that in the other 
two groups. Furthermore, the positive propor-
tion of GKLF protein expression in xenograft 
tissue was increased while that of Ki-67 protein 
expression was decreased in the SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF group when compared with 
the other two groups (4/6 vs 2/6, 2/6; 1/6 vs 
4/6, 4/6).

CONCLUSION: Transfection of the GKLF gene 
inhibits the growth of subcutaneous xenograft 
tumors derived from SGC-7901 cell line in nude 
mice by down-regulating the expression of 
Ki-67. The GKLF gene is a potential target for 
gene therapy of gastric carcinoma.
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■背景资料
转录因子是一类
具有重要功能的
序列特异性DNA
结合蛋白, 他们通
过激活或抑制其
目标基因的转录
来调控基因的时
相性及细胞和组
织的特异性表达, 
而在细胞生长、
分化、凋亡等生
理过程的调节中
担任重要角色.. 

■同行评议者
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摘要
目的��: 研究转染GKLF基因对人胃癌SGC-7901
细胞裸鼠皮下移植瘤的作用, 探讨GKLF在胃
癌中可能的作用机制.. 

方法�:  将外源性重组真核质粒p c D N A3.1-将外源性重组真核质粒p c D N A3.1-
GKLF转染到人胃癌细胞株SGC-7901内, 经
G418筛选并建立高表达G K L F的稳定转染
细胞株. 稳定表达该基因的细胞为SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF组, 转染空质粒细胞及未处
理细胞为对照组(SGC7901-pcDNA3.1组和
SGC-7901组), 建立裸鼠荷瘤模型. 监测肿瘤
生长状况、成瘤潜伏期, HE染色观察肿瘤病
理学变化, 免疫组织化学法检测裸鼠皮下移植
瘤组织内GKLF、Ki-67蛋白的表达.. 

结果��: 与SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组
相比, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组成瘤潜伏
期延长, 差异具有统计学意义(14.67 d±3.08 d 
vs  8.33 d±1.03 d, 8.67 d±1.03 d, 均P <0.05). 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组皮下移植瘤质
量低于SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组, 
移植瘤生长受抑, 差异具有统计学意义(4.46 
g±0.92 g vs  8.05 g±1.66 g, 7.82 g±1.14 g, 
均P <0.05). SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组中
移植瘤细胞分化较SGC-7901组和SGC7901-
pcDNA3.1组好, 皮下移植瘤组织内GKLF蛋白
阳性表达比例升高(4/6 vs  2/6, 2/6)、Ki-67蛋
白阳性表达比例降低(1/6 vs  4/6, 4/6).

结论�: GKLF基因可能通过下调Ki-67的表达GKLF基因可能通过下调Ki-67的表达
而抑制胃癌SGC-7901细胞裸鼠皮下移植瘤的
生长, 以GKLF为靶点的基因治疗有潜在临床
应用前景..

关键词: 胃癌; 胃肠富集Krüppel样因子; SGC-7901; 

转染; 裸鼠
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0  ��引言

转录因子是一类具有重要功能的序列特异性

D N A结合蛋白 ,  他们通过激活或抑制其目标

基因的转录来调控基因的时相性及细胞和组
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织的特异性表达, 而在细胞生长、分化、凋亡

等生理过程的调节中担任重要角色. 胃肠富集

Krüppel样因子(gut-enriched Krüppel-like factor, 
GKLF)是Krüppel样转录因子家族的成员, GKLF
与肿瘤间的关系是近年来研究的热点. 本研究

将GKLF基因转染到人胃癌细胞株SGC-7901内, 
建立了高表达GKLF蛋白的稳定转染细胞株, 然
后将不同组的细胞接种于裸鼠皮下成瘤, 观察

移植瘤生长状况和病理学变化, 检测移植瘤组

织内GKLF、Ki-67蛋白表达, 初步探讨GKLF基
因在胃癌中可能的作用机制, 为今后以GKLF为
靶点的基因治疗提供实验依据..

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 人胃癌细胞株S G C-7901购于中科

院上海细胞生物研究所, pcDNA3.1空质粒及

pcDNA3.1-GKLF质粒由中国医学科学院肿瘤研

究所、分子肿瘤学国家重点实验室刘芝华教授

惠赠. LipofectamineTM2000购自美国Invitrogen公
司, RPMI 1640购自美国Gibco BRL公司, GKLF
一抗购自美国R&D公司, Ki-67一抗及SP试剂盒

均购自福建迈新生物公司.
1.2 方法方法 
1.2.1 细胞转染与克隆化培养: 取对数生长期取对数生长期

的SGC-7901细胞2×105重悬于含血清的RPMI 
1640中 ,  转种于6孔板 ,  常规培养使细胞达

80%-90%融合. 采用脂质体介导法将pcDNA3.1-
GKLF质粒及pcDNA3.1空质粒各4 μg分别转染

SGC-7901细胞, 加入1.0 g/L的G418筛选, 同时用

未转染的SGC-7901细胞作对照. 当对照细胞大

部分死亡时, 再换0.6 g/L的G418筛选. 当对照细

胞大部分死亡后, 挑取实验细胞的阳性克隆并

扩大培养, 分别获得SGC7901-pcDNA3.1-GKLF
和SGC7901-pcDNA3.1细胞.. 
1.2.2 荷瘤实验与分组 :  健康纯种4-5周龄的健康纯种4-5周龄的

BALB/C-nu/nu♀裸鼠, 体质量16-20 g, 购自上海

斯莱克实验动物有限公司, 在苏州大学无特定病

原体级动物实验中心分笼饲养. 裸鼠18只, 各随

机分成3组, 用安尔碘消毒裸鼠右胁腹前肢皮肤, 
将3组细胞悬液(SGC-7901、SGC7901-pcDNA3.1
和SGC7901-pcDNA3.1-GKLF)以每只1×1011个/L
接种于裸鼠, 每6只裸鼠接种同一组细胞.. 
1.2.3 裸鼠的一般情况和成瘤观察: 每天观察3组每天观察3组
裸鼠的一般情况、摄食、活动能力. 每周用游

标卡尺测量移植瘤的最大径(a)和最小径(b), 按
公式V (mm3) = a×b2/2计算肿瘤的近似体积, 绘

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃肠富集Krüppel
样因子(GKLF)是
K r ü p p e l 样 转 录
因子家族的成员, 
G K L F 与 肿 瘤 间
的关系是近年来
研究的热点. 应用. 应用
基因方法或以基
因作为靶点来防
治胃癌亦成为众
多研究者关注的
热点.
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制裸鼠的移植瘤生长曲线. 分别记录裸鼠皮下

移植瘤结节达Φ2 mm的时间, 即成瘤潜伏期. 连
续观察6 wk后, 采用颈椎脱位法处死裸鼠, 解剖

并完整取出瘤块, 称瘤质量.. 
1 . 2 . 4  免 疫 组 织 化 学 法 检 测 移 植 瘤 组 织 中

GKLF、Ki-67蛋白表达: 用40 g/L甲醛固定瘤块,用40 g/L甲醛固定瘤块, 
石蜡包埋、切片行HE染色. 免疫组织化学(im-免疫组织化学(im-
munohistochemistry, IHC)法步骤按说明书进行,法步骤按说明书进行, 
PBS代替一抗作阴性对照, 胞核或胞质内有清晰

棕色细颗粒为阳性细胞. 光镜下每例随机观察

5个高倍视野, 每个视野计数100个细胞, 计数其

中的阳性细胞. GKLF阳性判断标准采用半定量

计分法[1]: 依阳性细胞平均染色程度: 0分-无染

色, 1分-淡黄色, 2分-棕色, 3分-深棕色; 依阳性

细胞占总细胞的百分数: <10%为0分, 10%-25%
为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3分, >75%为

4分; 两组评分相乘, ≤3分为阴性, ≥4分即为阳

性. Ki-67染色阳性判断标准参照郑金锋等[2]的方

法, 依染色细胞数及强弱分类: (1)阴性(-): 阳性

细胞数<25%, 染色较淡; (2)阳性(+-++): 阳性细

胞数≥25%, 染色较强、清晰.. 
统计学处理 用医用SAS8.0统计软件进行分用医用SAS8.0统计软件进行分

析、处理. 数据以mean±SD表示. 组间均数的比

较采用单因素方差分析. 行*列表资料的率差别

采用χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义..

2  ��结果

2.1 裸鼠的一般情况和成瘤观察 SGC-7901组和

SGC7901-pcDNA3.1组动物摄食少, 行动迟缓, 
精神萎靡, 双眼微闭, 体型较瘦, 皮下脂肪减少; 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组动物上述症状较

前两组轻. 本实验中, 无一只动物出现自然死亡.
在接种后的前2 wk, 皮下移植瘤的生长无

明显差别; 2 wk以后差别逐渐明显, SGC-7901组
和SGC7901-pcDNA3.1组皮下移植瘤生长较迅

速, 肿瘤体积较大, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF
组皮下移植瘤生长较缓慢 ,  肿瘤体积相对较

小, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组皮下移植瘤的

体积增长明显滞后于SGC-7901组和SGC7901-
pcDNA3.1组, 差异有统计学意义(P＜0.05, 图1).

SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组成瘤潜伏期

较SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组长(14.67 
d±3.08 d vs  8.33 d±1.03 d, 8.67 d±1.03 d), 
SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组成瘤时间被明显

推迟(F  = 10.78, P  = 0.0039).
连续观察6 wk后处死裸鼠, 取出瘤块, 称瘤

质量. SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组瘤质量较质量较较

SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组轻, 差异

有统计学意义(4.46 g±0.92 g vs  8.05 g±1.66 g, 
7.82 g±1.14 g, F  = 19.14, P  = 0.0005)
2.2 皮下移植瘤组织HE染色特点 SGC-7901组
和SGC7901-pcDNA3.1组: 癌细胞呈巢状、弥漫

分布、间质稀少、血窦丰富、极性丧失、分化

差、胞质丰富、核分裂易见、核仁明显、可见胞质丰富、核分裂易见、核仁明显、可见丰富、核分裂易见、核仁明显、可见

1-2个中位核仁. SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组: 
癌细胞呈岛状、腺泡样排列、间质丰富、血窦

稀少、分化较好、胞质空淡、核分裂可见、小胞质空淡、核分裂可见、小空淡、核分裂可见、小

核仁或部分核仁不明显(图2).
2.3 皮下移植瘤组织中GKLF、Ki-67蛋白的表达 
GKLF阳性染色定位于胞核或胞质, SGC-7901胞质, SGC-7901, SGC-7901
和SGC7901-pcDNA3.1组阳性细胞分布较稀且

染色淡, SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组阳性细胞

分布较密集, 染色深(图3). SGC7901-pcDNA3.1-
GKLF组GKLF阳性表达比例高于SGC-7901组
和SGC7901-pcDNA3.1组(4/6、2/6、2/6).

Ki-67阳性染色定位于胞核, SGC-7901和
SGC7901-pcDNA3.1组阳性细胞分布较广且染色较

深, 而SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组阳性细胞分布

相对比较散在, 且染色也比较淡(图4). SGC7901-
pcDNA3.1-GKLF组中Ki-67蛋白阳性表达比

例低于SGC-7901组和SGC7901-pcDNA3.1组
(1/6、4/6、4/6).

3  ��讨论

胃癌发病率占消化系统恶性肿瘤的首位, 传统

的治疗方法有手术、化放疗等, 但由于放化疗

不良反应大、肿瘤多药耐药等问题, 且这些疗大、肿瘤多药耐药等问题, 且这些疗

法对患者的免疫系统产生不同程度的打击和损

害, 疗效不理想. 随着分子遗传学和分子生物学

的不断发展, 以及基因工程技术的不断进步, 应
用基因方法或以基因作为靶点来防治胃癌亦成

■相关报道
国 内 外 研 究 表
明 ,  结 直 肠 癌、
肝癌、膀胱癌中
GKLF的表达明显
下调, GKLF蛋白
的表达程度与肿
瘤病理分级呈负
相关.
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为众多研究者关注的热点[3].
Krüppel样因子(Krüppel-like factor, KLF)是

一类结合DNA的锌指转录因子, 该家族蛋白的

独特之处是含3个高度保守的锌指, 每两个锌

指之间含有残基, KLF识别并结合“GC”盒或

“CACCC元素”, 因此他们行为的特异性取决

于不同的氨基末端和/或组织特异性表达. 迄今

已发现17种哺乳类KLF, 按发现先后分别命名为

KLF1-KLF17[4]. KLF中各成员分布不同, 结构存

在一定的差异, 功能也各异.
GKLF是KLF的成员之一, 在其家族中亦被

称为KLF4, 在细胞的正常生长分化和恶性肿瘤

形成过程中具有重要作用. 人类GKLF于1998年
通过DNA探针, 该探针含人胚胎红细胞Krüppel
样因子(EKLF, KLF1)锌指区域, 从人脐静脉内皮

细胞cDNA 文库中被发现.人GKLF基因定位于

染色体9q31, 涵盖6.3 kb的区域, 含有5个外显子, 
对人脐静脉内皮细胞和其他细胞RNA行Northen 
blot分析显示GKLF转录区域长约3.5 kb[5-9]. 其
cDNA编码区长度为1 413 bp, 编码1个由470个
氨基酸残基组成的多肽[5]. GKLF主要表达在胃

肠道和皮肤分化层中, 故得名为GKLF[10]. GKLF

图� �� ������������������  2 HE示 3组皮下移植瘤(×100). A: SGC-7901组; B: SGC7901-pcDNA3.1组; C: SGC7901-pcDNA3.1-GKLF组.

BA C

图� �� ��������������������������������  3 IHC法示 3组皮下移植瘤组织中GKLF蛋白的表达(×400). A: SGC-7901组; B: SGC7901-pcDNA3.1组; C: SGC7901-

pcDNA3.1-GKLF组.

BA C

图� �� ��������������������������������� 4 IHC法示  3组皮下移植瘤组织中Ki-67蛋白的表达(×400). A: SGC-7901组; B: SGC7901-pcDNA3.1组; C: SGC7901-

pcDNA3.1-GKLF组.

BA C

■创新盘点
目 前 有 关 G K L F
基因与胃癌间的
研 究 报 道 少 见 , 
国内研究多局限
于其与临床病理
间 的 关 系 .  本 实
验 将 重 组 质 粒
pcDNA3.1-GKLF
转染到人胃癌细
胞株SGC-7901中, 
并建立了高表达
GKLF的稳定转染
细胞株, 同时观察
GKLF基因转染对
人胃癌裸鼠皮下
移植瘤生长、转
移的影响, 国内未
见报道..
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在皮肤、肺、胃肠道等上皮性来源的组织中含

量丰富, 尤其在正常上皮的上层分化细胞中表

达高, 而在基底层快速生长的细胞中表达很低, 
在上皮各层形成GKLF表达梯度, 表明其参与上

皮细胞的分化[11].
近年研究发现GKLF与肿瘤的发生密切相

关, 其在肿瘤中的表达具有类型特异性: 如在

食道鳞癌、结直肠癌、肝癌、膀胱癌、肺癌中

GKLF的表达明显下调[12-16], 而在口腔鳞癌和乳

腺癌中表达却是上升的[17,18]. 在乳腺癌细胞生长

抑制试验中, 发现GKLF的表达加强了原癌基因

c-myc的转录表达, 这可能是乳腺癌细胞生长和

进程的重要因素[19]. GKLF的细胞核定位与乳腺

癌早期侵袭性有关[20]. GKLF在子宫内膜癌中表

达下调, 子宫内膜癌的病理分期愈晚, 其GKLF
表达强度愈低; 随着病理分级的增高, GKLF的
表达强度逐渐下降, GKLF的表达与子宫内膜癌

的侵袭转移和预后有关[21]. GKLF在肝癌中的表

达程度与其病理分级亦呈负相关[14].
肿瘤组织中GKLF表达下调的具体机制尚

不清楚. 有研究发现手术切除的结肠直肠癌标

本和结肠直肠癌细胞株中, 部分标本GKLF的
开放读码框有点突变及5'非翻译区甲基化导致

GKLF的表达下降[22]. 也有学者认为GKLF基因

的甲基化并非引起GKLF下调的原因, 同源异型

盒转录因子2(caudal type homeo box transcription 
factor 2, CDX2)的异常表达和腺瘤样结肠息肉易

感基因(adenomatous polyposis coli, APC)可能参

与GKLF的下调[23], APC诱导GKLF的表达, 这种

诱导依赖于有功能的CDX2对GKLF启动子激活

的能力, 而以前的研究已证实CDX2是受APC激
活的. 因此, 推测这3个蛋白可能构成一个肠细

胞特异的肿瘤抑制通路的一部分: APC→CDX2
→GKLF→抑制DNA合成→细胞周期阻滞→生

长抑制. GKLF通过激活或抑制其下游目的基因

的转录表达, 参与细胞增殖、分化及生长周期

的调控[24-27], 该调控作用与肿瘤的发生和进展关

系密切.
我们的前期实验研究显示 :  胃癌组织和

胃癌细胞株中存在G K L F基因的表达显著下

调 [28 ,29].  在此基础上 ,  我们采用阳离子脂质

体L i p o f e c t a m i n e T M2000将外源性重组真核

质粒p c D N A3.1-G K L F转染到人胃癌细胞株

SGC-7901内, 并建立了稳定转染的细胞株. 结
果显示: 转染GKLF基因可延缓裸鼠皮下移植瘤

的形成时间、降低移植瘤生长速度和规模、降

低肿瘤的恶性度. 通过进一步检测皮下移植瘤

组织中GKLF、Ki-67蛋白表达水平发现: 转染

GKLF基因使Ki-67的表达下调. 而Ki-67抗原是

存在于增殖细胞核的一种非组蛋白性核蛋白, 
是与细胞增殖相关的核抗原[30]. 由此我们推测

Ki-67可能是GKLF基因的下游基因, GKLF基因

可能通过下调Ki-67的表达来抑制肿瘤生长. 但
GKLF基因具体作用的分子生物学机制及信号

传导途径尚有待深入研究. GKLF可以作为胃癌

基因治疗的一种新靶向基因, 在将来的临床应

用中发挥一定作用.
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