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Abstract  
AIM: To detect the expression of Raf kinase in-
hibitory protein (RKIP) in gastric cancer (GC), to 
analyze the relationship between RKIP expres-
sion and clinicopathological characteristics of 
GC, and to explore the role of RKIP in invasion 
of GC cells. 

METHODS: The expression levels of RKIP 
mRNA in 74 gastric cancer tissues and the cor-
responding tumor-adjacent gastric tissues were 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). The relationship 
between RKIP mRNA expression and clinico-
pathological characteristics of GC was analyzed. 
Western blot was used to detect the expression 
level of RKIP protein. In addition, SGC-7901 
cells were stably transfected with plasmids that 

expressed either sense or antisense RKIP cDNA, 
with the cells transfected with the empty plas-
mid as a negative control. The effect of transfec-
tion was detected by Western blot. Cell adhesion 
and invasion assays were used to analyze the ef-
fect of RKIP expression on cell invasion in vitro. 

RESULTS: The expression level of RKIP mRNA 
in GC tissues was significantly lower than that 
in adjacent gastric tissues (0.12 ± 0.02 vs 0.48 ± 
0.04, t = 6.562, P < 0.01). The expression of RKIP 
mRNA was significantly associated with his-
tologic differentiation, TNM stage, and lymph 
node metastasis (all P < 0.05). RKIP protein ex-
pression in cancer tissues was significantly low-
er than that in adjacent gastric tissues (0.08 ± 0.02 
vs 0.41 ± 0.04, t = 7.068, P < 0.01). Up-regulated 
RKIP in SGC-7901 cells could decrease cell inva-
sion, whereas down-regulated RKIP increased 
cell invasion. 

CONCLUSION: Low expression of RKIP in gas-
tric carcinoma is closely related to tumor malig-
nancy and invasiveness, suggesting that RKIP 
may be a potential therapeutic target for the pre-
vention of metastasis in GC patients.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要  
目的:  检测R a f激酶抑制蛋白(R a f k i n a s e 
inhibitory protein, RKIP)在胃癌(gastric cancer, 
GC)中的表达, 分析其与GC生物学行为的关
系, 并探讨RKIP对GC侵袭能力的影响. 

方法: 应用RT-PCR方法检测74例GC组织及其
相应癌旁正常组织中RKIP mRNA的表达, 并

■背景资料
胃癌(gastric can-
cer, GC)是目前世
界上发病率第4位
的 肿 瘤 ,  居 消 化
系恶性肿瘤发病
率及病死率的第2
位, 在中国胃癌是
最常见的癌症死
亡原因之一, 绝大
多数胃癌患者就
诊时已处于中晚
期, 有的甚至已有
远处转移, 缺乏胃
癌早期诊断的敏
感、特异性指标, 
是导致胃癌死亡
率高、预后差的
主要原因之一. 因
此探讨胃癌发生
发展的分子机制, 
为临床胃癌的诊
治提供分子依据
就尤为重要.
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分析胃癌组织中RKIP mRNA的表达与各临
床病理学特点之间的关系; Western blot检测
GC组织及其癌旁正常组织中RKIP蛋白的表
达变化. 采用脂质体转染方法将正义、反义
RKIP表达质粒及其相应空白载体分别转染
SGC-7901细胞, 建立相应的稳定转染细胞系, 
并用Western blot检测转染效果. 应用Transwell
细胞迁移实验研究分析RKIP表达水平改变对
GC细胞体外侵袭能力的影响. 

结果: RT-PCR结果显示, RKIP mRNA在 GC
组织中的表达量相对值明显低于在癌旁组织
中的表达相对值(0.12±0.02 vs  0.48±0.04, t  
= 6.562, P <0.01). 在GC组织中, RKIP mRNA
的表达与肿瘤的分化程度、T N M分期、淋
巴结转移有关(均P <0.05). RKIP蛋白在GC组
织中表达明显低于癌旁正常组织(0.08±0.02 
vs  0.41±0.04, t  = 7.068, P <0.01). Transwell
细胞迁移实验显示, 上调R K I P表达能抑制
SGC-7901细胞的侵袭能力, 而下调RKIP表达
能增强SGC-7901细胞的侵袭能力. 

结论: RKIP的低表达与胃癌的恶性程度及侵
袭性关系密切, 揭示RKIP可能是一个潜在预
防胃癌转移的治疗靶点. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: R a f-1激酶抑制蛋白(R a f-1 k i n a s e 
inhibitor protein, RKIP)在胃癌组织中表达降低或

缺失, 且与胃癌细胞的恶性程度和侵袭能力密切

相关, 其表达下调/缺失可能促进胃癌转移, RKIP
有可能成为肿瘤转移干预治疗的新靶点.
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0  引言

脂酰乙醇胺结合蛋白(phosphatidylethanolamine 
binding protein, PEBP)是Bernier等[1,2]从牛脑中纯

化出一种可以与磷脂酰乙醇胺结合的蛋白. 1999
年, Yeung等[3]发现人PEBP能与Raf-1结合, 从而

抑制Raf-1/活化蛋白激酶的激酶(mitogen-acti-
vated protein kinase kinase, MEK)/胞外信号调节

激酶(extracellular signal-regulated kinase, ERK)
信号通路信号通路, 因此, 其被重新命名为Raf-1
激酶抑制蛋白(Raf-1 kinase inhibitor protein, 

RKIP). 2003年Fu等[4]研究发现PKIP可以抑制肿

瘤细胞转移的作用后, PKIP成为肿瘤领域的一

个新的热点. RKIP能抑制前列腺癌, 乳腺癌和黑

色素瘤细胞的转移, 而且RKIP下调或缺失与前

列腺癌, 乳腺癌和黑色素瘤等多种人类恶性肿

瘤的转移和不良预后有关[4-6]. 然而, RKIP在胃

癌(gastric cancer, GC)转移中的作用尚未见报道. 
为探讨RKIP在GC转移中的作用和机制, 本研究

采用RT-PCT及Western blot检测RKIP在GC组织

与相应癌旁组织中的表达差异, 并采用脂质体

转染方法将正义、反义RKIP表达质粒及其相应

空白载体分别转染SGC-7901细胞, 建立相应的

稳定转染细胞系, 分析RKIP表达水平改变对GC
细胞体外侵袭能力影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2011-12/2013-02郑州大学第一附

属医院胃肠外科手术切除的胃癌标本74例, 每
例标本均采集癌组织和距肿瘤5 c m的癌旁组

织. 手术切除标本离体后用4 ℃的生理盐水冲

洗掉血污, 迅速置入无菌冻存管于-80 ℃冰箱

保存备用. 所有检测标本均经病理学诊断证实, 
患者知情同意且术前均未行放化疗. 74例患者

中男39例、女35例; 年龄23-85岁, 中位年龄61
岁. 肿瘤癌灶<5 cm 41例, ≥5 cm 33例. 胃癌

组织按分化程度分为: 低分化组30例、中分化

26例和高分化组18例. 按美国癌症联合委员会

(American Joint Committee on Cancer, AJCC)
胃癌T N M分期(2010年第7版)标准 [7,8]: Ⅰ期9
例, Ⅱ期14例, Ⅲ期31例, Ⅳ期20例. 淋巴结转

移阳性47例, 阴性27例. 有远处转移19例, 无远

处转移55例. 人胃癌细胞SGC-7901由郑州大学

基础医学院提供, 为中分化胃腺癌细胞[9], 来源

于56岁女性转移性腺癌的淋巴结中的癌组织; 
细胞在37 ℃、5%C O2饱和湿度条件下, 用含

10%FBS的DMEM培养基培养. pcDNA3.1(+)-
ssRKIP为带有正义RKIP cDNA的表达载体, 
pcDNA3.1(-)-asRKIP为带有反义RKIP cDNA
的表达载体, pcDNA3.1(+)、pcDNA3.1(-)为空

白质粒, 上述质粒均购自美国Invitrogen公司. 
FBS、DMEM购自Gibico公司, TRIzol及RT-
PCR试剂盒购自Gibico公司. RKIP上游引物: 
5'-GAATAGACCCACCAGCAT-3',下游引物: 
5'-CGTAAACCAGCCAGACAT-3', 预计扩增片

段长度为236 bp; GAPDH上游引物: 5'-ATCTG-
GCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG-3',

■研发前沿
目 前 针 对 R a f 激
酶抑制蛋白 (Raf 
kinase inhibitory 
protein, RKIP)与
胃癌的浸润和转
移能力的研究在
国内鲜有报道.
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下游引物: 5'-CGTCATACTCCTGCTTGCT-
GATCCACATCTGC-3', 预计扩增长度342 bp, 
所有引物序列均由上海生工生物工程有限责

任公司提供. 一抗为兔抗人RKIP多克隆抗体, 
二抗为HRP标记山羊抗兔IgG, 购自美国Santa 
Cruz公司; 内参为鼠抗人β-ac t in单克隆抗体, 
二抗为HRP标记的山羊抗鼠IgG, 均购自美国

Sigma公司; ECL发光液及BCA蛋白定量试剂

盒购自美国Pierce公司; Lipofectamine2000购
自美国Invitrogen公司; Transwell小室购自美国

Corning公司. 
1.2 方法

1 .2 .1  采用逆转录聚合酶链反应检测R K I P 
mRNA的表达变化: 按照试剂盒的操作说明分

别提取癌组织和癌旁组织总RNA, 在20 μL的
反应体积中加入2.0 μL总RNA, 37 ℃孵育1.5 h, 
95 ℃灭活5 min, 再立即冰浴, -20 ℃保存备用. 
然后设计引物, 进行PCR扩增, 在25 μL PCR反
应体系中加入cDNA 2 μL, 扩增条件为: 95 ℃
预变性3 min, 94 ℃变性45 s, 57 ℃退火45 s, 
72 ℃延伸45 s; 循环30次. 最后72 ℃延伸8 min, 
经1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定PCR产物. 通过凝

胶扫描仪进行D N A电泳条带密度值分析 ,  以
GAPDH作为阳性对照, 将RKIP与GAPDH比值

作为RKIP表达水平的参数, 对RKIP产物相对

定量. 
1.2.2 Western blot检测RKIP蛋白的表达: 将标本

从-80 ℃冰箱取出研磨, 在冰浴条件下加入裂解

液, 置匀浆器中反复研磨, 使组织充分匀浆化, 
冰浴30 min后, 4 ℃、12000 r/min离心15 min, 取
上清, 74例胃癌及对应的癌旁组织成功提取总

蛋白. 用BCA法测上清蛋白浓度, 制备12%SDS-
PAGE, 每泳道加总蛋白量30 μg, 进行电泳, 经半

干转印至PVDF膜, 在含有5%脱脂奶粉的TBST
溶液中封闭室温下封闭非特异性抗原2 h, 加入

RKIP兔抗人多克隆抗体及鼠抗人β-act in抗体

4 ℃孵育过夜, 漂洗后加入HRP标记的山羊抗兔

IgG和HRP标记的山羊抗小鼠IgG常温孵育1 h, 
TBST洗涤, ECL化学发光试剂自显影. RKIP相对

含量用RKIP/β-actin(43 kDa)灰度比值表示, 采用

Quantity One软件分析. 
1.2.3 细胞转染: 复苏SGC-7901细胞, 待细胞

至对数生长期时, 接种SGC-7901细胞于6孔板

培养板中, 当细胞长至80%融合率时, 用于转

染, 按Lipofec tamine2000转染试剂盒说明将

pcDNA3.1(+)-ssRKIP、pcDNA3.1(-)-asRKIP和
空白质粒pcDNA3.1(+)、pcDNA3.1(-)分别转染

SGC-7901细胞, 转染48 h后, 细胞按1∶10传
代, 用500 mg/LG418的DMEM培养基进行筛

选, 4 wk后挑取G418抗性克隆, 扩大培养, West-
ern blot检测RKIP表达. 
1.2.4 细胞侵袭能力检测: 采用6孔Transwell小室

检测细胞的侵袭能力. 选用8 μm孔径聚碳酯膜, 
用Matrigel包被聚碳酯膜. 具体步骤如下: (1)用
含0.2%FBS的DMEM培养基重悬细胞, 调整细

胞数为2×105/mL; (2)下室中加入500 μL含10% 
FBS的DMEM培养基, 上室中加入200 μL细胞悬

液; (3)置于5%CO2细胞培养箱中常温孵育24 h; 
(4)用棉签擦去膜上面未穿膜的细胞, 无水乙醇

固定20 min, 结晶紫染色20 min, 清水冲洗3遍以

上; (5)显微镜下观察穿膜细胞, 随机取高倍镜下

5个视野计数取平均值. 实验重复3次. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件包进行

统计学分析, 对胃癌组织和癌旁组织中的RKIP 
mRNA灰度值进行配对t检验, 对临床病理因素

间的关系进行χ2检验及Fisher确切概率法检验, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 RKIP在胃癌及癌旁组织中的表达 采用RT-
PCR检测RKIP mRNA在74例胃癌及癌旁组织中

的表达, RT-PCR产物经检测可见一特异扩增条

带, 其分子量大小与预期结果相符(图1). RKIP 
mRNA在胃癌组织中的表达量相对值为(0.12±
0.02), 癌旁组织中的表达量为(0.48±0.04), 两组

比较差异有统计学意义(t  = 6.562, P <0.01). RKIP
的表达与患者性别、年龄、肿瘤大小无关, 而
与患者肿瘤分化程度、淋巴结转移与否、肿瘤

TNM分期及是否远传转移有关(P <0.05)(表1). 提

■相关报道
最 新 研 究 证 实
RKIP 能抑制前列
腺癌、恶性黑色
素瘤、乳腺癌、
结直肠癌、肝癌
等多种恶性肿瘤
转移, 被认为是一
种新的肿瘤转移
抑制基因 .  然而 , 
RKIP在GC转移
中的作用尚未见
报道. 

2013-12-08|Volume 21|Issue 34|WCJD|www.wjgnet.com

 

GAPDH
RKIP

600

500
400
300

200
 100

bp M    C1    C2   N1   N2

图  1  PT-PCR检测胃癌组织及癌旁组织中RKIP mRNA的表
达. N1、N2: 癌旁组织; C1、C2: 胃癌组织; M: DNA maker. 

RKIP: Raf激酶抑制蛋白.
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■创新盘点
本 研 究 采 用 RT-
PCR及Western blot
检测RKIP在胃癌
组织及相应癌旁
组织中的表达情
况 ,  并采用Tran-
swell细胞迁移实
验研究分析RKIP
表达水平改变对
胃癌细胞体外侵
袭能力的影响. 

示RKIP表达下调可能与临床胃癌转移有关. 采
用Western blot方法检测RKIP在胃癌组织及癌

旁组织中的表达, 结果显示RKIP在癌组织中的

表达量(0.08±0.02)明显低于癌旁正常组织(0.41
±0.04), 两组比较差异有统计学意义(t  = 7.068, 
P <0.01)(图2). 
2.2 R K I P表达水平对胃癌细胞侵袭能力的影

响 为检测RKIP在胃癌细胞转移中的作用, 建
立了RKIP表达上调的SGC-7901系(SGC-7901-
ssRKIP, 图3A), 以及RKIP表达下调的SGC-7901
细胞系(SGC-7901-asRKIP, 图3A), 分析RKIP表
达水平改变对胃癌侵袭能力的影响. 结果如图

3B所示; RKIP表达上调能抑制SGC-7901细胞的

侵袭能力, 而RKIP表达下调能增加SGC-7901细
胞的侵袭能力, RKIP的表达与胃癌细胞体外侵

袭能力负相关.

3  讨论

GC是目前世界上发病率第4位的肿瘤, 居消化

系恶性肿瘤发病率及病死率的第2位[10,11]. 根据

GLOBOCAN2008的统计, 2008年全球胃癌新

发病例98.9万例, 中国为46.3万例, 占46.8%; 同
期全球死于胃癌的病例共73.7万例, 中国为35.2
万例, 占47.8%. 在中国胃癌是最常见的癌症死

亡原因之一, 绝大多数胃癌患者就诊时已处于

中晚期, 有的甚至已有远处转移, 缺乏胃癌早期

诊断的敏感、特异性指标, 是导致胃癌死亡率

高、预后差的主要原因之一. 
R K I P是一种高度保守的多功能蛋白, 广

泛存在于人体的各个组织中 [12]. 人的R K I P定
位于12号染色体q24.22, 含4个外显子, 其转录

的mRNA长达1434 bp, 编码187个氨基酸组成

的蛋白 [13].  调节许多重要的生理过程如心脏

和神经功能, 精子发生和生殖行为[14]. 信号传

导通路的异常可促进肿瘤的发生与发展 ,  近
年来研究发现, RKIP能抑制Raf-1介导的MEK
的磷酸化和活化, 抑制M A P K信号传导通路, 
并参与对G蛋白耦联受体信号通路和核因子
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表  1  RKIP mRNA的表达与胃癌临床病理特点的关系

     
临床资料  n

     RKIP mRNA表达数 表达阳

性率(%)
   χ2值   P 值

表达 缺失

性别   1.140 0.286

  男 39   9 30    23.1

  女 35 12 23    34.3

年龄(岁)   0.874 0.350

  ＜55 29 10 19    34.5

  ≥55 45 11 34    24.4

肿瘤大小(cm)    0.501 0.479

  <5 41 13 28    31.7

  ≥5 33   8 25    24.2

TNM分期 0.0041

  Ⅰ期   9   7   2    77.8

  Ⅱ期 14   5   9    35.7

  Ⅲ期 31   6 25    19.4

  Ⅳ期 20   3 17    15.0

病理分级   9.909 0.007

  高分化 18 10   8    55.6

  中分化 26   7 19    26.9

  低分化 30   4 26    13.3

淋巴结移   6.236 0.013

  阴性 47 18 29    51.4

  阳性 27   3 24    23.1

远处转移 10.958 0.001

  有 19 11   8    57.9

  无 55 10 45    18.2

1使用Fisher确切概率法. RKIP: Raf激酶抑制蛋白.
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κB(nuclear factor κB, NF-κB)信号通路的调

控[15]. 丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)信号通路在信号转导中

发挥重要作用, 他参与调节细胞增殖、分化及

凋亡等细胞活动[16]. RKIP可以通过结合Raf抑
制MEK的磷酸化和活化而抑制该通路, 也可以

通过不依赖Raf, 直接与MEK作用, 从而抑制

Raf-1-MEK1/2-ERK1/2信号通路, Adlard等[15]

与Yeung等[17]指出RKIP还参与了NF-κB信号通

路的调控, 抑制RKIP的表达, 可以增加NF-κB
介导的转录. 

Fu等[4]用免疫组织化学方法检测发现前列

腺癌患者原发病灶的病理标本中有RKIP的表

达, 但在转移前列腺的病理标本无R K I P的表

达, 在转移的肿瘤细胞中增加RKIP的表达, 能减

弱体外浸润能力, 而在非转移的癌细胞中减少

RKIP表达能增强他们的体外浸润. RKIP抑制恶

性黑色素瘤[18]、乳腺癌[5]、结直肠癌[19]、肝癌[20]

等多种恶性肿瘤转移的作用也有报道, 被认为

是一种新的肿瘤转移抑制基因. 
本研究应用实时定量RT-PCR技术对74例

胃癌组织及相对应的癌旁组织进行检测后发

现, RKIP mRNA在GC组织中的表达量相对值

明显低于在癌旁组织中的表达相对值(0.12±
0.02 vs  0.48±0.04, t  = 6.562, P <0.01). 为进一步

明确RKIP在胃癌发生、发展中的作用, 我们采

用Western blot对74例胃癌组织及相对应的癌旁

组织进行检测后发现, RKIP蛋白在GC组织中

表达明显低于癌旁正常组织(0.08±0.02 vs  0.41
±0.04, t  = 7.068, P <0.01), 且Westren blot检测的

RKIP与胃癌的临床病理因素之间的关系同RT-
PCT检测的结果基本一致, RKIP的表达与胃癌

组织的分化程度、TNM分期和淋巴结转移有关

(P <0.05). 胃癌的分化程度越低, RKIP阳性的表

达水平越低; 随着TNM分期的增加, 胃癌组织中

的RKIP表达阳性率呈下降趋势, 分期越晚, 表达

越低; 有淋巴结转移者中的表达阳性率明显低

于无淋巴结转移者(P <0.05); 在有远处转移者中

的表达阳性率明显低于无远处转移者(P <0.05), 
提示RKIP表达下调可能与临床胃癌转移有关. 
为了研究R K I P与胃癌转移的关系, 我们采用

Transwell细胞侵袭实验结合Western blot来检测

RKIP表达水平与体外侵袭能力的关系, 结果提

示: 上调RKIP表达水平能抑制SGC-7901的侵袭

能力, 而下调RKIP表达水平则能增强SGC-7901
的侵袭能力, 从而可以得出结论: RKIP的低表达

增强了胃癌细胞的侵袭能力, RKIP很有可能成

为胃癌侵袭行为评价的有效指标之一, 用于检

测胃癌患者的侵袭潜能. 
总之, RKIP在胃癌组织中表达降低或缺失, 

且与胃癌细胞的恶性程度和侵袭能力密切相关, 
其表达下调/缺失可能促进胃癌转移, RKIP有可能

成为肿瘤转移干预治疗的新靶点. 最新研究[21-27]

表明RKIP表达降低或缺失可以诱导肿瘤细胞放

化疗抵抗, 其作用机制现在还不是特别清楚, 因

■应用要点
从RKIP的基因水
平和蛋白水平检
测其在胃癌组织
及相应癌旁组织
中的表达情况, 并
尝试证明RKIP表
达水平改变对胃
癌细胞体外侵袭
能力的影响, 为胃
癌的早期诊断及
预后提供新的参
考指标. 
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图  2  胃癌组织及癌旁组织中RKIP蛋白的表达. A: Western 

blot结果; B: RKIP蛋白在胃癌组织及癌旁组织组织中的相对

表达变化. aP<0.05 vs  癌旁组织. C: 胃癌组织; N: 癌旁组织. 

RKIP: Raf激酶抑制蛋白.
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图  3  体外侵袭实验. A: Western blot结果显示RKIP在

SGC-7901及其转染体内的表达. β-actin做内参; B: 每个

视野内SGC-7901及其转染体侵袭细胞数目. 1: 转染正义

RKIP; 2、3: 转染空载体; 4: 转染反义RKIP. aP<0.05 vs  转染

空载体. RKIP: Raf激酶抑制蛋白.
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此对RKIP的研究还有待深入, 为肿瘤的治疗提

供新的切入点. 
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本文对进一步的
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