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雌激素对人胃癌细胞株PI9表达和细胞增殖的影响
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■背景资料
雌激素能促进某
些胃癌的发生发
展, 但其确切机制
仍不清楚. 某些胃
癌组织中有ER表
达, 且ER阳性胃癌
的恶性程度高、
生物学行为不良. 
雌激素是诱导PI9
表达的重要因素, 
雌激素促胃癌机
制可能与其诱导
胃癌细胞中内源
性PI9的表达而导
致了胃癌细胞的
免疫耐受有关.
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Abstract
AIM: To detect the expression of estrogen recep-
tors (ER alpha and ER beta) in four gastric can-
cer cell lines and evaluate the effect of estrogen 
on cell proliferation and expression of serine 
proteinase inhibitor 9 (PI9) in gastric cancer cells.

METHODS: Gastric cancer cell lines with PI9 
positive expression (MNK45 and SGC7901) and 
those with negative expression (MNK28 and 
BGC823) were used. The expression of ER was 
detected by immunofluorescence. Cell prolifera-

tion was tested by CCK8 assay, and expression 
of PI9 was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: ER-α protein expression was noted 
in MNK45 and SGC7901 cells, ER-β expres-
sion was noted in BGC823 cells, and ER-α and 
ER-β were undetectable in MNK28 cells. Com-
pared with the negative control group, estrogen 
could significantly promote the proliferation of 
MNK45 and SGC7901 cells at concentrations of 
1-100 nmol/L, of BGC823 cells at concentrations 
of 10-100 nmol/L, and of MNK28 at a concentra-
tion of 10 nmol/L (P < 0.05). The expression of 
PI9 mRNA in SGC-7901 and MNK45 cells was 
enhanced after intervention with estrogen, and 
the relative grey value of PI9 mRNA in MNK45 
cells (0.7158 ± 0.0734) increased significantly 
compared with the control group (0.5401 ± 
0.0653, P = 0.014).

CONCLUSION: Estrogen could significantly 
promote the proliferation of gastric cancer cells 
by binding to ER, possibly via inducing the ex-
pression of PI9. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察四株胃癌细胞上雌激素受体(ERα
和E Rβ)的表达情况及雌激素对胃癌细胞株
细胞增殖和丝氨酸蛋白酶抑制蛋白9(ser ine 
proteinase inhibitor 9, PI9)表达的影响.

方法: 对前期筛选出的PI9阳性表达胃癌细胞
株(MNK45、SGC7901)和阴性表达胃癌细胞

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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■研发前沿
某些肿瘤细胞通
过内源性表达PI9
获得自身保护机
制而具有逃逸免
疫 清 除 的 功 能 , 
肿瘤细胞的这种
内源性免疫逃逸
机 制 ,  可 能 与 肿
瘤的形成和发展
中自身获得免疫
耐受有关 .  因此 , 
PI9极有可能是介
导肿瘤免疫逃逸
的重要机制和肿
瘤免疫治疗的重
要障碍.

株(MNK28、BGC823), 采用免疫荧光化学法
检测ERα和ERβ的表达情况, CCK8法检测雌
激素干预后胃癌细胞株的增殖情况, 逆转录聚
合酶链式反应(reverse transcription polymerase 
chain reaction, RT-PCR)检测雌激素干预后PI9
表达的变化.

结果: ERα在MNK45和SGC7901的细胞核上均
有表达, ERβ在BGC823的细胞核上呈弱阳性表
达, MNK28上未见表达; 雌激素在1-100 nmol/L
时可明显促进MNK45、SGC7901的细胞增
殖 ,  与阴性对照组相比差异有统计学意义
(P <0.05), 在10-100 nmol/L时亦促进BGC823
的细胞增殖, 与阴性对照组相比差异有统计学
意义(P <0.05), 在10 nmol/L时促进MNK28的
细胞增殖; 雌激素干预后SGC-7901和MNK45
的PI9 mRNA表达均增强, 其中, MNK45的PI9 
mRNA的相对灰度值(0.7158±0.0734)较对照
组(0.5401±0.0653)明显升高, 差异有统计学
意义(P = 0.014).

结论: 雌激素与胃癌细胞上雌激素受体结合
后能明显促进胃癌细胞株的增殖活性, 其促增
殖作用与其诱导PI9的表达密切相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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白酶抑制剂9

核心提示: 胃癌细胞能内源性表达PI9, 进而通过

PI9介导其免疫逃逸, 雌激素是PI9表达的重要诱

导剂, 雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 其作

用机制与诱导PI9表达有关吗? 本文将初步探讨

雌激素与胃癌细胞PI9表达及细胞增殖的关系. 
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0  引言

PI9[1-3]是具有抑制颗粒酶B(granzyme B, GrB)功
能作用的抑制蛋白, 能阻断GrB所致的DNA降

解, 从而具有抑制GrB诱导的细胞凋亡作用. PI9
表达于人体正常的细胞毒T淋巴细胞、成熟的

树突状细胞、NK细胞及人体为数不多的具有免

疫豁免的部位, 如眼、睾丸和胎盘等组织, 保护

这些细胞不被GrB介导的细胞毒攻击而自相残

杀. 换言之, 上述细胞可通过表达PI9抑制GrB介
导的凋亡而获得自身保护, 即内源性免疫逃逸

机制. 我们的前期研究发现胃癌细胞能内源性

表达PI9, 进而通过PI9抑制PFP/GrB途径介导

的细胞凋亡而获得自身保护, 从而造成胃癌的

免疫逃逸[4,5]. PI9的表达受多种因素的调控, 雌
激素(estradiol, E2)是诱导PI9表达的一个重要

因素[6], 雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 其
作用机制与PI9有关吗? 本研究将首先观察PI9
阳性和阴性胃癌细胞上雌激素受体的表达情况, 
接着观察雌激素干预后各细胞的增殖情况, 并
进一步观察雌激素对胃癌细胞PI9 表达的影响, 
探讨雌激素与胃癌细胞PI9表达间的关系, 雌激

素是否具有诱导PI9表达进而促进胃癌细胞增殖

的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株MNK45、SGC7901、
MNK28和BGC823购自北京北纳创联生物技术

研究院; DMEM培养基、胎牛血清购自HyClone
公司; Cell Counting Kit-8购自碧云天生物技术

研究所; Tamoxifen购自Adamas Reagent公司; 
BioBBRK RT-PCR Kit、一抗ERβ兔抗人多克隆

抗体和ERα鼠抗人单抗购自美国Bioworld公司; 
二抗罗丹明标记山羊抗兔IgG、FITC标记山羊

抗小鼠IgG购自中杉金桥.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: MNK45、SGC7901、MNK28
和BGC823人胃癌细胞株, 于37 ℃、5%CO2条件

下, 培养于含10%胎牛血清、1%双抗贮存液的

DMEM培养基中, 每2-3 d传代1次, 取对数生长

期细胞进行实验.
1.2.2 免疫荧光法检测细胞株ERα和ERβ的表达: 
取对数生长期细胞, 0.25%胰蛋白酶消化, 调整

细胞悬液1×l05/mL, 接种到预先置有盖玻片的

12孔板中, 待细胞接近长成单层后用PBS洗涤, 
4%预冷的多聚甲醛室温下固定, 预冷甲醇-20 ℃
进行细胞通透, 使用与二抗相同宿主10%胎牛血

清封闭, 分别加入浓度1∶200鼠抗人ERα和1∶50
兔抗人ERβ稀释液50 μL, 湿盒环境中4 ℃过夜, 
等量10%胎牛血清替代一抗作为阴性对照, 加入

浓度1∶200 FITC标记羊抗小鼠IgG、1∶50罗
丹明标记山羊抗兔IgG稀释液50 μL, 37 ℃避光

孵育30 min, 封片并荧光显微镜下拍照观察. 以
激发波长为535-450 nm, 观察四株细胞中ERα、
E Rβ抗原表达的定位情况及荧光信号的强弱, 
FITC荧光标记显绿色, 罗丹明荧光标记显红色, 
以明确的荧光为阳性, 仅发浅荧光且与周围背

2014-08-28|Volume 22|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com



陈海霞, 等.  雌激素对人胃癌细胞株PI9表达和细胞增殖的影响						                3615

■相关报道
乳腺癌研究中已
证实雌激素能促
进PI9的表达, PI9
能显著增加乳腺
癌细胞对免疫细
胞的耐受性, 阻止
免疫细胞对乳腺
癌细胞的杀伤作
用. 研究也发现雌
激素拮抗剂他莫
昔芬能抑制雌激
素诱导的乳腺癌
细胞中PI9的合成, 
进而改善PI9介导
的免疫耐受.

景区别不明显则判为阴性或弱阳性.
1.2.3 CCK-8法检测药物对肿瘤细胞增殖的影

响: 取对数生长期的细胞, 0.25%胰蛋白酶消化, 
活细胞计数>95%, 调整人胃癌细胞MNK45、
SGC7901、MNK28和BGC823细胞悬液密度为 
2×105/mL, 接种于96孔培养板, 每孔90 μL, 置
37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 24 h后分别加入

终浓度为1000、100、10、1、0.1 nmol/L的苯甲

酸雌二醇溶液各10 μL, 阴性对照组加DMEM 10 
μL, 空白对照组加无血清DMEM 100 μL, 同时

设溶媒对照组加1%甲醇10 μL, 设3个复孔. 24 h后, 
向每孔加入10 μL CCK溶液, 继续孵育4 h, 测定

450 nm处的吸光度. 细胞增殖能力大小以吸光度

(A )值分析, 按公式计算细胞增殖率 = (A给药组-A阴

性对照组)/A阴性对照组×100%, 实验重复3次.
1.2.4 半定量RT-PCR法检测PI9 mRNA表达: 
MN45、SGC-7901细胞经1 μmol/L E2作用24 h
后, 对照组设相同体积的1%甲醇, 按照RNAsim-
ple Total RNA Kit说明书操作提取总RNA, 紫外

分光光度计测定RNA浓度和纯度后, 用ReverTra 
Ace逆转录酶合成cDNA, -20 ℃保存备用. 根据

GenBank数据库设计引物: PI9 F: 5'-TTCATC-
GGGCTTTCCAGT-3', R: 5'-TTTGAGACCCAG-
GTGTTG-3', 引物大小217 bp; GAPDH F: 5'-AC-
CACAGTCCATGCCATCAC-3', R: 5'-TCCAC-
CACCCTGTTGCT GTA-3', 引物大小450 bp. 
PCR反应条件为94 ℃预变性5 min, 94 ℃ 30 s, 
57 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 共35个循环, 72 ℃延伸

5 min. 2%琼脂糖凝胶电泳, Bio-Rad凝胶成像采

集系统成像.
统计学处理 用SPSS13.0进行统计学分析, 

计量资料采用mean±SD表示, 组间比较采用单

因素方差分析, 假定方差齐性采用LSD法检验, 
未假定方差齐性采用Dunnett's T3法检验, P <0.05

为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌细胞株ERα和ERβ的表达 ERα和ERβ表
达定位于细胞核, ERα呈清晰的绿色颗粒, ERβ
为红色颗粒. 人胃癌细胞MNK45的ERα呈强阳

性表达, 而ERβ为阴性表达, SGC-7901细胞的

ERα呈弱阳性表达, ERβ为阴性表达, MNK28细
胞ERα和ERβ均未见表达, BGC-823的ERα未见

表达, 而ERβ表达则呈弱阳性(图1).
2.2 E2对人胃癌细胞株增殖活性的影响 不同浓

度的E2作用于MNK45、SGC-7901、MNK28
及BGC-823胃癌细胞株24 h后, 采用CCK8法测

定细胞增殖活性, 检测结果(表1)显示: 四株人

胃癌细胞的生长均受到E2不同程度的影响, E2
在0.1-100.0 nmol/L的浓度范围对四株胃癌细胞

均具有促增殖活性, 而高浓度E2(1000 nmol/L)
则对四株细胞均显示出抑制增殖的作用, 可能

是由于雌激素浓度过高, 超出正常的生理浓度, 
使渗透压和酸碱平衡紊乱, 其外环境不适合细

胞的生长, 细胞动力学参数改变所致. MNK45
和SGC-7901在E2 1-100 nmol/L范围内随药物

浓度增高吸光度值逐渐增高, 与阴性对照组比

较差异均有统计学意义(P <0.05), 尤其在100 
nmol/L浓度时促进增殖作用最明显, MNK45和
SGC-7901的增殖率分别为37.34%±4.24%和

23.70%±2.84%. BGC-823和MNK28的促增殖高

峰浓度为10 nmol/L, 其增殖率分别为20.98%±

3.12%和8.46%±0.94%, 而1 nmol/L E2的促增殖

活性与阴性对照组比较差异无显著性(P  = 0.214, 
P  = 0.117). E2对PI9阳性表达细胞的促增殖活性

强于PI9阴性表达细胞(图2).
2.3 E2对PI9阳性胃癌细胞PI9 mRNA水平的

影响 E2处理24 h后, RT-PCR产物电泳结果显
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表  1  E2对人胃癌细胞株增殖活性的影响 (mean±SD, n  = 9)

     分组     MNK45    SGC-7901    BGC-823     MNK28

阴性对照组 0.656±0.023 0.633±0.024 0.510±0.034 0.614±0.022

E2组(nmol/L)

  1000 0.623±0.014a 0.495±0.034a 0.407±0.027a 0.511±0.017a

  100 0.901±0.025a 0.822±0.026a 0.574±0.019a 0.608±0.013

  10 0.840±0.017a 0.783±0.013a 0.617±0.014a 0.666±0.019a

  1 0.733±0.013a 0.728±0.015a 0.530±0.014 0.635±0.013

  0.1 0.672±0.018 0.638±0.021 0.521±0.019 0.633±0.014

aP<0.05 vs  阴性对照组.
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■创新盘点
本课题通过探讨
雌激素及其受体
与胃癌细胞PI9表
达的关系, 揭示雌
激素促肿瘤作用
的可能机制, 即雌
激素诱导胃癌细
胞中内源性PI9的
表达进而间接导
致了胃癌细胞的
免疫耐受 .  此外 , 
研究成果对其他
上皮肿瘤的研究
也有一定的借鉴
意义, 对更深入认
识上皮肿瘤的本
质和特性开拓新
的视野.

示: BGC-823和MNK28仍然未见PI9表达, 而
MNK45、SGC-7901细胞的PI9及GAPDH泳道中

均出现阳性条带, PI9约在217 bp处产生阳性条

带, GAPDH约在450 bp处出现阳性条带, 均与预

计扩增产物大小相一致. MNK45经E2作用后PI9 
mRNA的相对灰度值(0.7158±0.0734)较对照组

(0.5401±0.0653)明显升高(P  = 0.014), SGC-7901
经E2作用后PI9 mRNA的相对灰度值(0.6216±
0.0465)较对照组(0.5445±0.0387, P  = 0.086)升

高, 但差异无统计学意义(图3).

3  讨论

雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 但其确切

机制仍不清楚. 20世纪80年代, 日本学者[7]首先

发现胃癌组织中有雌激素受体的表达, 而正常

胃癌粘膜中则未见表达, 此后国内外学者[8-10]应

用不同的方法证实胃癌细胞ER表达的事实, 作
为非激素靶器官, ER阳性胃癌也被推测可能是

雌激素依赖性肿瘤. 目前多数研究[11-13]提示ER 
阳性胃癌的恶性程度高, 生物学行为不良, 患
者预后较差. 本研究也发现在四株胃癌细胞株

中, 低分化胃癌细胞MNK45的ERα呈强阳性表

达, 中分化胃癌细胞SGC-7901ERα为弱阳性表

达, 另一株低分化胃癌细胞BGC-823的ERβ呈弱

阳性表达, 而高分化胃癌细胞MNK28的ERα和
ERβ均未见表达. 雌激素能促进四株胃癌细胞的

增殖活性, 且对ER阳性的MNK45、SGC-7901和
BGC-823胃癌细胞的促增殖活性强于ER阴性的
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图   1   免 疫 荧 光 检 测 M N K 4 5 、
SGC-7901、MNK28及BGC-823细
胞中ERα、ERβ的表达(IF×400). A: 

MNK45 ERα; B: MNK45 ERβ; C: 

SGC-7901 ERα; D: SGC-7901 ERβ; 

E: MNK28 ERα; F: MNK28 ERβ; G: 

BGC-823 ERα; H: BGC-823 ERβ.
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图  2  E2对MNK45、SGC-7901、BGC-823和MNK28胃癌细
胞的浓度增殖率曲线.
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MNK28, 结果提示雌激素很可能通过与ER结合, 
传递细胞生长的信号, 对胃癌的发生发展产生

影响.
雌激素是诱导PI9表达的一个最重要因素. 

在雌激素α受体阳性的肝癌HepG2ER7细胞株发

现雌激素能显著诱导PI9基因转录, 且雌激素的

诱导作用不受其他激素调节因子的影响[14]; J i-
ang等[15,16]在乳腺癌研究中进一步证实雌激素能

促进P I9的表达, 在一定浓度范围内随着雌激

素浓度的增加P I9表达也增加. 进一步研究发

现[2], PI9基因上独特的雌激素反应单元(estrogen 
response unit, ERU)是雌激素调控PI9表达的关

键部位. 美国伊利诺州大学的研究者[6,17]首次发

现雌激素诱导的PI9大量合成能显著增加乳腺癌

细胞对免疫细胞的耐受性, 阻止免疫细胞对乳

腺癌细胞的杀伤作用. 研究也发现雌激素拮抗

剂他莫昔芬(tamoxifen, TAM)[16]能抑制雌激素诱

导的乳腺癌细胞中PI9的合成, 进而改善PI9介导

的免疫耐受.
雌激素能促进某些胃癌的发生发展, 雌激素

及其受体的作用机制与PI9有关吗? 目前还未见

相关报道. 本研究发现前期筛选出的PI9阳性表

达细胞(MNK45和SGC-7901)均为ERα阳性表达

细胞, 在E2作用后MNK45和SGC-7901的PI9表

达进一步增强, 且E2作用后MNK45和SGC-7901
细胞增殖活性亦明显增强, 实验结果提示雌激

素与胃癌细胞上ER结合后能明显促进胃癌细胞

株的增殖活性, 其促增殖作用与其诱导PI9的表

达密切相关. 本课题通过探讨雌激素及其受体

与胃癌细胞PI9表达的关系, 初步揭示了雌激素

促肿瘤作用的可能机制, 雌激素可能通过与肿

瘤细胞上ER结合后诱导PI9 mRNA的表达, 进而

抑制PFP/GrB途径而介导免疫逃逸, 即雌激素间

接导致了胃癌细胞的免疫耐受, 其作用及其机

制还有待进一步的证实. 
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