
付政祺, 邹丰, 刘丽江, 江汉大学医学院病理学与病理生理
学教研室 湖北省武汉市 430056 
付政祺, 李艳, 刘丽江, 江汉大学病理诊断所 湖北省武汉市 
430056
付政祺, 讲师, 主要从事胃肠道肿瘤病理学的研究及病理学与病
理生理学的教学.
国家自然科学基金资助项目, Nos. 30870981, 81272754 
湖北省自科基金青年基金资助项目, No. 2013CFB215
江汉大学博士科研启动基金资助项目, No. 2010023
作者贡献分布: 此课题由付政祺与刘丽江设计; 研究过程由付政
祺、邹丰及李艳操作完成; 研究所用试剂由刘丽江提供; 数据分
析由付政祺完成; 本论文写作由付政祺完成.
通讯作者: 刘丽江, 教授, 430056, 湖北省武汉市经济技术开发
区, 江汉大学医学院病理学与病理生理学教研室. 
liulijiang@163.com
电话: 027-84226503   
收稿日期: 2014-01-22   修回日期: 2014-02-22
接受日期: 2014-02-28   在线出版日期: 2014-04-18  

Involvement of estrogen in 
gastric cancer cell invasion 
regulated by tunicamycin 
induced-endoplasmic reticulum 
stress

Zheng-Qi Fu, Feng Zou, Yan Li, Li-Jiang Liu

Zheng-Qi Fu, Feng Zou, Li-Jiang Liu, Department of Pa-
thology and Pathophysiology, School of Medicine, Jianghan 
University, Wuhan 430056, Hubei Province, China 
Zheng-Qi Fu, Yan Li, Li-Jiang Liu, Jiangda Pathology 
Institute, Jianghan University, Wuhan 430056, Hubei Prov-
ince, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, Nos. 30870981 and 81272754; the Natural Science 
Foundation of Hubei Province, No. 2013CFB215; and the 
Jianghan University Doctor Foundation, No. 2010023
Correspondence to: Li-Jiang Liu, Professor, Department 
of Pathology and Pathophysiology, School of Medicine, 
Jianghan University, Jingji Jishu Kaifaqu, Wuhan 430056, 
Hubei Province, China. liulijiang@163.com
Received: 2014-01-22    Revised: 2014-02-22 
Accepted: 2014-02-28    Published online: 2014-04-18 

Abstract
AIM: To investigate the involvement of estrogen 
in gastric cancer cell invasion regulated by tu-
nicamycin (TM) induced-endoplasmic reticulum 
stress and to explore the possible mechanism 
involved. 
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雌激素在衣霉素诱导的内质网应激调控胃癌细胞侵袭力
中的作用及机制

付政祺, 邹 丰, 李 艳, 刘丽江

®

■背景资料
雌激素及其信号
通路在胃癌细胞
的侵袭中发挥重
要 作 用 ,  但 其 机
制尚不完全清楚. 
研 究 发 现 ,  雌 激
素处理胃癌细胞
SGC7901, 可通过
雌激素受体-α36 
(ER-α36)/MMP
途径促进胃癌细
胞侵袭. 低浓度雌
激素处理胃癌细
胞可促进内质网
陪伴分子GRP94
和ER-α36蛋白的
表达. TM诱导的
内质网应激, 可通
过激活糖原合成
激酶-3β(glycogen 
synthase kinase-
3β, GSK-3β), 明
显降低胃癌细胞
的侵袭力. 

METHODS: TM (3 μmol/L) alone or in combi-
nation with 17β-estradiol (E2, 10-9 mol/L) was 
incubated with SGC7901 cells for 24 h, with the 
same concentrations of DMSO and alcohol used 
as vehicle controls. After treatment, the invasion 
of gastric cancer cells was evaluated by Tran-
swell chamber assays. The expression of phos-
phorylated protein kinase RNA-like endoplas-
mic reticulum kinase (pPERK) and phosphory-
lated glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) at 
Ser9 were examined by Western blot analysis.

RESULTS: TM induced-endoplasmic reticulum 
stress, which was demonstrated by increased 
pPERK, decreased the invasion ability of gastric 
cancer SGC7901 cells and the phosphorylation 
of GSK-3β at Ser9. However, simultaneous treat-
ment with E2 increased the invasion of gastric 
cancer cells by counteracting the activating ef-
fect of TM on GSK-3β, causing an increase in the 
phosphorylation of Ser9-GSK-3β.

CONCLUSION: Estrogen may counteract endo-
plasmic reticulum stress-induced activation of 
GSK-3β and increase the invasion of gastric can-
cer cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨雌激素在衣霉素(tunicamycin, TM)
诱导的内质网应激对胃癌细胞侵袭力的影响
及机制.

■同行评议者
陈凛, 教授,  中国
人民解放军总医
院普通外科
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■研发前沿
本文发现雌激素
可 通 过 降 低 内
质 网 跨 膜 蛋 白
P E R K 的 磷 酸 化
水平 ,  升高GSK-
3β的Ser9位点磷
酸化 ,  抑制GSK-
3β活性 ,  从而明
显增强胃癌细胞
的 侵 袭 力 .  但 雌
激素通过降低内
质 网 应 激 调 控
GSK-3β表达, 进
而影响细胞侵袭
的机制有待进一
步研究.

方法:  以浓度为3 μm o l/L的T M单独及联
合 运 用 浓 度 为 1 0 - 9 m o l / L 的 1 7β - 雌 二 醇
(17β-estradiol, E2)处理胃癌SGC7901细胞24 
h, Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力, 并
应用Western blot检测pPERK和糖原合成激酶
-3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)蛋白
Ser9位点的表达.

结果: Tr a n s w e l l侵袭实验显示, 联合运用
TM+E2处理胃癌SGC7901细胞24 h, 可明显
改善TM所诱导的内质网应激对细胞侵袭性
力的影响. Western blot结果显示, 相对于对照
组, TM处理组pPERK蛋白的表达明显升高, 而
Ser9-GSK-3β蛋白的表达明显降低. 联合运用
TM+E2, 可明显降低TM所致的pPERK蛋白的
表达, 升高Ser9-GSK-3β蛋白的表达, 差异均
有统计学意义(P <0.01).

结论: 雌激素可通过改善内质网应激, 升高
GSK-3β的Ser9位点磷酸化, 抑制GSK-3β活性, 
从而明显增强胃癌细胞的侵袭力.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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糖原合成激酶-3β; 肿瘤侵袭

核心提示: 雌激素可通过降低内质网跨膜蛋

白P E R K的磷酸化水平 ,  升高糖原合成激酶

-3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)的Ser9
位点磷酸化, 抑制GSK-3β活性, 从而明显增强胃

癌细胞的侵袭力.
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0  引言

胃癌是我国乃至全世界常见的恶性肿瘤之一, 
易发生侵袭转移. 前期研究发现, 雌激素及其

信号通路在胃癌细胞的生长与侵袭中发挥重

要作用. 低浓度雌激素处理胃癌细胞SGC7901
可促进胃癌细胞生长与侵袭[1]. 在细胞侵袭和

裸鼠移植瘤的实验中发现, 高表达雌激素受体

-α36(estrogen receptor-α36, ER-α36)的SGC7901
细胞组比低表达ER-α36的SGC7901细胞组具

有更强的侵袭能力[2,3]. 肿瘤细胞侵袭(Transwell
小室)实验结果显示, 高表达ER-α36胃癌细胞

组侵袭细胞数量明显高于低表达E R-α36组

(P <0.05)[2]. 但雌激素参与胃癌细胞侵袭的作用

机制尚不完全清楚. 
内质网应激在肿瘤发生、侵袭转移中的

研究, 近年来备受关注. 在胃癌裸鼠移植瘤模

型中 ,  敲除内质网陪伴分子葡萄糖调节蛋白

78(glucose-regulated protein, GRP78)可抑制体外

肿瘤细胞的侵袭生长与转移[4]. 本课题组前期研

究发现, 内质网应激诱导剂衣霉素(tunicamycin, 
TM)可通过激活糖原合成激酶-3β(glycogen syn-
thase kinase-3β, GSK-3β), 降低胃癌细胞的侵袭

力. 低浓度雌激素处理胃癌细胞可促进内质网

陪伴分子GRP94和ER-α36的蛋白表达, 进而促

进细胞侵袭[1,5]. 为了进一步明确雌激素是否参

与调控内质网应激, 进而介导胃癌细胞的侵袭

及其作用机制, 本研究拟给予内质网应激特异

性诱导剂TM及联合运用雌激素处理胃癌细胞

系SGC7901, 通过检测内质网跨膜蛋白pPERK
蛋白表达的变化及其与胃癌细胞侵袭力改变的

关系, 明确雌激素在内质网应激调控胃癌细胞

侵袭中的作用. 并通过检测GSK-3β蛋白Ser9位
点表达的改变情况, 探讨GSK-3β途径在雌激素

介导的内质网应激调控胃癌细胞侵袭中的作用.

1 材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系SGC7901由华中科技

大学同济医学院免疫学系惠赠, 为本实验室保

存. TM购自Alexis, 溶于DMSO以3 mmol/L浓
度-20 ℃保存. 17β-雌二醇(17β-estradiol, E2)和
DM1A抗体购自Sigma; pPERK(Thr 981)抗体

购自Santa Cruz; Transwell侵袭试剂盒购自Mil-
lipore; Bicinchoninic acid(BCA)蛋白测定试剂盒

购自Pierce.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物处理: SGC7901细胞接种

在含10%小牛血清的RMPI 1640培养基中, 置于

37 ℃, 5%CO2培养箱中培养, 每2-3 d换1次液. 细
胞增长至约70%-80%左右融合时胰酶消化传代. 
TM处理细胞的浓度为3 μmol/L, 时间为24 h. 运
用E2与TM共同处理细胞, E2的浓度为10-9 mol/
L, 时间为24 h[6].
1.2.2 Transwell侵袭实验: 向侵袭小室(Transwell 
chamber)中加入制备好的密度为(0.5-1.0)×109/L
的无血清SGC7901细胞悬液, 将小室置于含10%
胎牛血清培养基的24孔板内培养24 h. 用棉签轻

轻刮除小室内未侵袭的细胞后, 将小室底部置

于试剂盒中的染色液里染色20 min, 漂洗数次、
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■相关报道
雌激素参与调控
胃癌细胞侵袭力
的机制尚不完全
清 楚 .  本 研 究 发
现, 雌激素可通过
降低内质网应激, 
抑制GSK-3β活性, 
从而明显增强胃
癌细胞的侵袭力.

风干. 在显微镜下观察, 细胞计数.
1.2.3 Western blot技术检测[6]: SGC7901细胞收

集后, BCA法测蛋白, 进行SDS-PAGE电泳, 电泳

后湿转至PVDF膜, 含5%脱脂奶粉的TBS-T(含
0.05%Tween-20的TBS)37 ℃封闭60 min, 加 
1∶1000稀释的抗pPERK(Thr 981)和DM1A抗体

4 ℃孵育过夜. TBS-T漂洗5 min×3次, 加入1∶
4000稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔和羊

抗鼠IgG 37 ℃孵育45 min. TBS-T漂洗5 min×3
次, ECL化学发光试剂检测.

统计学处理 全部数据经SPSS13.0统计学软

件处理, 数据均采用mean±SD表示, 相关因素分

析采用Spearman等级相关分析. P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 E2可明显改善TM处理SGC7901细胞所诱导

的内质网应激 Western blot结果显示, TM处理

SGC7901细胞24 h后, pPERK蛋白的表达明显高

于对照组, 联合运用E2, pPERK蛋白的表达明显

下降, 低于TM组(图1), 提示E2可明显改善TM所

诱导的内质网应激.
2.2 E2可明显降低内质网应激对SGC7901细胞

侵袭性的抑制作用 与对照组相比, TM处理组的

SGC7901细胞的侵袭性明显减弱, 联合运用E2, 
SGC7901细胞的侵袭性明显增强, 高于TM组( 

图2).
2.3 E2通过G S K-3β途径改善内质网应激对

SGC7901细胞侵袭性的影响 胃癌细胞SGC7901
经TM处理24 h后, Ser9-GSK-3β蛋白表达下降, 
联合运用E2, Ser9-GSK-3β蛋白表达升高, 高于

TM组(图3), 提示E2通过增加GSK-3β在Ser9位
点的磷酸化水平, 降低了TM通过内质网应激对

胃癌细胞侵袭力的影响.

3  讨论

内质网是真核细胞内蛋白质合成、折叠和分

泌的重要场所. 但当各种原因所致的细胞内环

境发生改变, 未折叠/错误折叠蛋白聚集, 将导

致内质网应激. 此时, 未折叠蛋白反应(unfolded 
protein response, UPR)被激活. 非应激状态下, 与
内质网跨膜蛋白PERK、IRE-1和ATF-6相结合

的内质网陪伴分子GRP78发生解离, 通过与未折

叠/错误折叠蛋白结合, 参与维持细胞内环境的

稳定. 被暴露的跨膜蛋白PERK、IRE-1和ATF-6
被激活, 通过一系列级联反应, 最终决定细胞的

命运, 适应还是凋亡[6,7]. 研究发现, 内质网应激在

肿瘤的发生、侵袭、转移中发挥重要作用. 内质

网陪伴分子GRP78和GRP94在人胃癌组织中高

表达, 且与肿瘤大小、侵袭深度和淋巴结转移等

相关[5,8,9]. 内质网应激诱导剂TM可通过降低KL-6 
mucin的表达, 降低RBE细胞的侵袭力[10]. 本课题

组前期研究发现TM诱导的内质网应激可降低

胃癌细胞的侵袭力.
胃癌是我国常见的恶性肿瘤. 流行病研究

发现: 胃癌发病男性居多, 男女之比约为2-3∶
1, 而绝经期后女性发病率明显上升, 与男性基

本相同[11]. 前列腺癌切除术后接受雌激素治疗

的患者, 其胃癌发病率明显低于对照组[12]. 上
述研究的结果提示雌激素在非性激素依赖的

肿瘤发生中发挥作用. 本课题组前期研究发现, 
雌激素可通过雌激素受体-α36(E R-α36)发挥

作用, 用雌激素处理胃癌细胞SGC7901, 可通过

ER-α36/ERK途径、ER-α36/Src/CyclinD1途径

以及ER-α36/MMP途径促进胃癌细胞生长与侵

袭[1-3,13]. 在细胞侵袭和裸鼠移植瘤的实验中发

现, 高表达ER-α36的SGC7901细胞组比低表达

ER-α36的SGC7901细胞组具有更强的侵袭能力, 
高表达ER-α36组肿瘤细胞几乎不表达E-cadherin
蛋白[2,3]. 肿瘤细胞侵袭(Transwell小室)实验结果

显示, 高表达ER-α36组侵袭细胞数量明显高于

低表达ER-α36组(P <0.05)[2]. 进一步证实了雌激
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图  1  Western blot方法检测TM及联合运用TM+E2处理胃癌
细胞SGC7901, pPERK蛋白的表达. A: Western blot图. 1: 对照

组; 2: TM处理组; 3: TM+E2处理组. B: 统计图. bP<0.01 vs  

对照组; dP<0.01 vs  TM组. TM: 衣霉素; E2: 17β-雌二醇.
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■应用要点
探讨雌激素在内
质网应激调控胃
癌细胞侵袭中的
作 用 及 机 制 ,  此
成果将对胃癌发
生、发展的理论
研究以及胃癌治
疗新靶点的选择
方面, 产生重要的
影响.

素及其信号通路在胃癌细胞的生长与侵袭中发

挥重要作用. 另外, 在胃癌细胞中,下调ER-α36
的表达, GRP94蛋白表达下降, 反之亦然[5]. 在高

表达ER-α的高、中分化子宫内膜癌组织细胞中, 
GRP78高表达[14]. 雌激素(10 nmol/L)处理子宫内

膜癌细胞(Ishikawa细胞和HHUA细胞)48 h, 可诱

导GRP78 mRNA和蛋白表达, 同时促进细胞生

长[14]. 提示, 雌激素信号通路可能通过影响内质

网应激相关蛋白的表达介导细胞的生长与侵袭. 
本研究发现, 雌激素可通过降低内质网跨膜蛋

白PERK的磷酸化水平, 明显增强SGC7901细胞

的侵袭力.
GSK-3β是一种丝/苏氨酸蛋白激酶, 活性受

Ser9位点(抑制性)和Tyr216位点(活性)的磷酸化

水平调节. 研究发现, GSK-3β在细胞增殖与分

化、肿瘤的发生、侵袭转移等方面起着重要的

调节作用. 抑制GSK-3β表达, 可促进胃癌细胞

SGC7901的迁移能力[15,16]. TM诱导的内质网应

激, 可通过激活GSK-3β[17], 明显降低胃癌细胞的

侵袭力. 雌激素/ASPP049处理MC3T3-E1细胞, 
可通过抑制GSK-3β的活性, 促进细胞增殖[18]. 腹
腔注射E2可通过抑制GSK-3β活性, 明显改善缺

血再灌注损伤对大鼠肝功能的损害及肝细胞的

凋亡[19]. 本研究发现, E2可降低内质网跨膜蛋白

PERK的磷酸化水平, 通过抑制GSK-3β的活性, 
增强SGC7901细胞的侵袭力. 但E2通过内质网

应激调控GSK-3β活性, 影响胃癌细胞侵袭的机

制有待进一步研究.
总之, 雌激素可通过降低内质网跨膜蛋白

PERK的磷酸化水平, 升高GSK-3β的Ser9位点磷

酸化, 抑制GSK-3β活性, 从而明显增强胃癌细胞

的侵袭力.
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