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associated protein)
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瘤的发生发展、
侵袭转移和预后
等密切相关 ,  但
对其双方是否有
交互作用及其分
子机制尚不明确.

单汉国, 黄昌浩, 黄笛鸣, 中南大学湘雅医院胃肠外科 湖
南省长沙市 410013 
黄笛鸣, 南华大学附属第二医院胃肠外科 湖南省衡阳市 
421001
单汉国, 副主任医师, 在读博士, 主要从事胃肠疾病的临床诊
断及治疗研究.
作者贡献分布: 单汉国负责全文撰写; 黄昌浩负责统计及数据
分析; 黄笛鸣负责图片及标本. 
通讯作者: 单汉国, 副主任医师, 410013, 湖南省长沙市开福
区湘雅路87号, 中南大学湘雅医院胃肠外科. 
742976265@qq.com
电话: 0731-84327198
收稿日期: 2015-05-11   修回日期: 2015-06-23
接受日期: 2015-07-06   在线出版日期: 2015-08-18

Ezrin promotes invasion and 
metastasis of gastric cancer 
by up-regulating YAP protein 
expression

Han-Guo Shan, Chang-Hao Huang, Di-Ming Huang

Han-Guo Shan, Chang-Hao Huang, Di-Ming Huang, 
Department of Gastrointestinal Surgery, Xiangya Hospital 
of Central South University, Changsha 410013, Hu’nan 
Province, China
Di-Ming Huang, Department of Gastrointestinal Surgery, 
the Second Affiliated Hospital of South China University, 
Hengyang 421001, Hu’nan Province, China
Correspondence to: Han-Guo Shan, Associate Chief 
Physician, Department of Gastrointestinal Surgery, 
Xiangya Hospital of Central South University, 87 Xiangya 
Road, Kaifu District, Changsha 410013, Hu’nan Province, 
China. 742976265@qq.com 
Received: 2015-05-11    Revised: 2015-06-23 
Accepted: 2015-07-06    Published online: 2015-08-18

Abstract
AIM: To explore the interactions of Ezrin and 
Hippo/Yes-associated protein (YAP) in the 
invasion and metastasis of gastric cancer. 

METHODS: Immunohistochemistry (IHC) 

was used to determine the protein expression 
of Ezrin and YAP in 209 gastric cancer tissues. 
MTT assay was carried out to evaluate the effect 
of Ezrin overexpression with or without siYAP 
treatment on cell proliferation. Transwell assays 
were implemented to assess the impact of Ezrin 
overexpression with or without siYAP on cell 
migration and invasion. 

RESULTS: IHC staining showed that Ezrin and 
YAP expression was up-regulated in primary 
gastric cancer compared with their adjacent 
normal tissues and positively correlated with 
tumor occurrence, development and metastasis. 
MTT assay showed that overexpression of Ezrin 
increased cell proliferation, and knockdown of 
YAP inhibited cell proliferation. Transwell assays 
demonstrated that the ectopic expression of 
Ezrin in SGC7901 cells promoted cell migration 
and invasion, and knockdown of YAP inhibited 
cell migration and invasion.

CONCLUSION: Ezrin functions as an oncogene 
in gastric cancer and can increase YAP protein 
expression, which in turn up-regulates the 
expression of the downstream molecules of 
the Hippo pathway to promote invasion and 
metastasis of gastric cancer.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
肿 瘤 的 侵 袭 转
移 是 导 致 患 者
不良预后和较高
死亡率的重要因
素 ,  但关于其发
生机制一直困扰
着研究者 .  而与
其侵袭转移相关
的 E z r i n 蛋 白 和
Hippo/YAP通路
一直是生物学和
医学领域中的研
究热点、重点.

http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i23.3683

摘要
目的: 探讨Ezrin与Hippo通路下游蛋白YAP
(Yes-associated protein)在胃癌侵袭转移中的
相互作用机制. 

方法: 免疫组织化学检测209例胃癌组织中
的Ezrin和YAP的蛋白表达水平. MTT法检测
过表达Ezrin及同时干扰YAP后对细胞增殖
的影响. Transwell法检测过表达Ezrin及同时
干扰YAP后对细胞迁移和侵袭的影响. 

结果: 免疫组织化学结果表明Ezrin及YAP在
胃癌组织中高表达, 并与肿瘤的发生发展和
转移相关, 且两者的表达水平呈正相关的关
系. MTT检测结果表明过表达Ezrin后胃癌细
胞生长增殖能力增加, 而同时干扰YAP后生
长增殖能力受到抑制. Transwell结果表明过
表达Ezrin后胃癌细胞迁移侵袭能力增加, 而
同时干扰YAP后迁移侵袭能力受到抑制. 

结论: Ezrin在胃癌中可能起类似癌基因的作
用, 其可能通过上调Hippo通路的下游蛋白
YAP促进胃癌的发生发展与侵袭转移. 

© 2015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: 从患者病理组织切片的免疫组织化

学分析及体外相关细胞实验, 证实Ezrin可能通

过上调Hippo通路的下游蛋白YAP(Yes-associated 
protein)促进胃癌的发生、发展. 
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0  引言

胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 其发病率

和死亡率在所有全球癌症中分别高居第4位和

第3位[1]. 由于肿瘤本身的侵袭与淋巴结转移以

及术后的复发转移现象, 都给常规治疗带来了

极大的困难, 并直接导致了胃癌患者整体的不

良预后和较高死亡率[2]. 近来的许多研究已经

极大地改善了对胃癌发病机制的认识, 但影响

其转移的关键因素还不是很清楚. 因此, 相关

的潜在分子调控机制还亟需进一步深入研究, 
而这无疑将会促进针对胃癌转移患者早期诊

断和有效治疗的技术创新. 
ERM(Ezrin-radixin-moesin)为细胞骨架连

接蛋白, 对细胞黏附、生长、分化、信号转导

等起重要的调节作用[3,4]. 其中Ezrin蛋白在肿

瘤的转移中发挥重要作用[5,6]. 目前国内外多项

研究[7-15]表明, Ezrin在骨肉瘤、胰腺癌、前列

腺癌、皮肤癌、胃癌和乳腺癌等多种肿瘤中

高表达, 与肿瘤的发生发展、侵袭转移和预后

等密切相关. Hippo通路是近年来在果蝇体内

发现的一条新的细胞信号通路, 在细胞增殖与

凋亡、组织器官大小及肿瘤发生方面发挥重

要作用. 研究[16-18]表明, Hippo通路在肺癌、胃

癌、肝癌等多种肿瘤中受到抑制. 从果蝇到哺

乳动物体, 大多数Hippo通路分子组成高度保

守, 包括Mst、WW45、Mob、Lats、YAP(Yes-
associated protein)/TAZ及TEAD[19]. YAP蛋白是

Hippo通路中一个起关键作用的下游蛋白, 与转

录因子TEAD结合后促进某些基因的表达, 发
挥促进细胞生长和抑制细胞凋亡的作用, 最终

影响器官的大小以及肿瘤的形成[20]. 虽然Ezrin
蛋白及Hippo/YAP通路在胃癌的发生发展中都

有重要作用, 但对其双方是否有交互作用及其

分子机制尚不明确. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-01/2014-12南华大学附属

第二医院胃癌患者经手术切除的组织样本209
例, 其中高分化腺癌65例, 中分化腺癌93例, 低
分化腺癌46例, 未分化腺癌5例; 男137例, 平均

年龄48.7岁(32-79岁), 女72例, 平均年龄45.7岁
(38-77岁). 临床分期根据第七版《AJCC肿瘤

分期手册》的标准, Ⅰ期72例, Ⅱ期56例, Ⅲ期

42例, Ⅳ期39例. 有淋巴结转移者98例. 所有患

者手术治疗前未进行放疗或化疗, 组织取材避

开癌块肿瘤中心坏死组织及深部结缔组织、

肌组织. 标本临床资料完整并经病理医师诊断

为胃癌. 研究经南华大学附属第二医院伦理委

员会审核批准, 所有患者均签署知情同意书. 
羊抗人Ezrin抗原特异性单克隆抗体购自CST
公司; 鼠抗人YAP抗原特异性单克隆抗体购

自Santa Cruz公司; SP免疫组织化学试剂盒及

DAB显色试剂盒等购自福州迈新(Maixin)生
物技术开发公司; 细胞培养基RPMI 1640购自
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■相关报道
Jin等和Wang等
分别从患者组织
的免疫组织化学
染色分析和体外
细胞实验证实了
Ezrin蛋白在胃癌
的发生发展中起
类似癌基因的作
用 ,  其在转移性
胃癌细胞中主要
定位于细胞浆和
细胞膜 ,  而在非
癌细胞中主要定
位于细胞浆.

GIBCOBRL公司; 胎牛血清购自GIBCOBRL
公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞系SGC7901(购自

上海中科院)贴壁培养于含10%胎牛血清、

0.03%L -谷氨酰胺及青、链霉素(各为100000 
U/L)的相应培养基中, 于37 ℃, 50 mL/L CO2饱

和湿度培养箱中培养, 隔天传代1次. 
1.2.2 细胞转染: 转染前1 d, 接种1×105(取决

于细胞的类型)细胞于35 mm皿上, 5 mL的培

养基. 转染时细胞能覆盖率达40%-80%. 培养

细胞24 h. 转染时, 利用Opti-MEM培养基稀释

溶解于TE缓冲液(pH 7-8)的2 μg DNA, 最终的

体积为200 μL. 加入5 μL转染试剂于DNA溶液

中. 振荡混匀10 s. 室温下, 孵育15-30 min. 在复

合物孵育的同时, 轻轻的吸弃细胞培养液, 用
4 mL PBS洗涤1次. 加入2 mL完全培养基, 立即

将转染复合物混匀并转入35 mm培养皿中. 培
养孵育细胞和转染复合物6 h, 轻轻吸弃培养

基, 用4 mL PBS洗涤1次. 加入新鲜的培养基. 
培养48 h后, 检测转染细胞的表达. 
1.2.3 逆转录聚合酶链反应: 用RNAiso™ Plus
试剂提取细胞内总RNA, 再以RNA为模板逆

转录生成单链cDNA. PCR仪设置反应程序为

37 ℃, 15 min, 85 ℃, 5 s, -20 ℃保存. 随后以

cDNA为模板进行荧光定量PCR(体系为: 95 ℃
预变性10 min、95 ℃ 30 s、56 ℃ 20 s、72 ℃ 
30 s, 共39个循环). 荧光定量PCR引物: RRM2
上游引物: 5'-TGCCTGGCCTCACATTTTCT-3', 
下游引物: 5'-TCCCAATGAGCTTCACAGGC-
3'; GAPDH上游引物: 5'-ATGGGGAAGGTGA
AGGTCGGAGT-3', 下游引物: 5'-TGACAAGC
TTCCCGTTCTCAGCC-3'. 以GAPDH为阳性内

参基因, 校正cDNA模板的细胞拷贝数, 计算相

对量采用2-△△Ct方法, △Ct目标基因 = Ct目标基因-Ct同一

样本GAPDH; △△Ct目标基因 = 处理组△Ct目标基因-对照

组△Ct目标基因. 
1.2.4 Western blot: 用PBS洗3次, 将细胞刮下, 
加入100 μL Ripa裂解液. 冰浴20 min, 16000 r/
min离心10 min. 取上清液, 采用蛋白质定量试

剂盒(Bradford, BioRad)法定量蛋白质浓度. 加
入上样缓冲液煮沸5 min. 10%SDS-PAGE电泳

分离后转至硝酸纤维素膜上, 5%脱脂牛奶室

温封闭2 h. 4 ℃一抗(1∶1000稀释)孵育过夜. 
TBST洗膜后加入二抗(1∶15000稀释)室温孵

育1 h. 使用Odyssey®Infrared Imaging System进

行检测. 
1.2.5 MTT法: 于孵育结束前3-4 h, 每孔加入MTT
液10 μL. 继续培养3-4 h后, 吸出上清100 μL, 加
入二甲基亚砜(DMSO)100 μL. 震荡5 min后, 用
酶标仪(BioRAD 450型微孔板判读仪)测吸光度

A(测量波长570 nm, 参考波长655 nm). 
1.2.6 Transwell实验: 在Transwell小室(Costar
公司产品)的反面涂上F N(用P B S 1∶100稀
释), 倒扣于操作台上; 3 h后于滤膜上包被30 
μL Matrigel(购自BD Biosciences, 用培养基稀

释1∶5后使用), 37 ℃饱和湿度温箱中聚合2 
h(做Transwell迁移实验时不加Matrigel); 将状

态良好的细胞计数后, 在Transwell小室的上

室中加入200 μL细胞悬液(含2×105个细胞); 
在Transwel l小室的下室中加入600 μL含有

10%FBS的RPMI 1640细胞培养液, 作为细胞

迁移侵袭的趋化因子; 37 ℃、50 mL/L CO2浓

度、饱和湿度的温箱中培养48 h; 去除滤膜上

的Matrigel胶和细胞, 4%多聚甲醛固定、结晶

紫染色后, 100倍光镜下随机挑取5个视野计滤

膜下表面细胞数, 取平均数代表细胞的迁移侵

袭能力. 
1.2.7 免疫组织化学检测: 采用链霉菌抗生物

蛋白-过氧化物酶免疫组织化学法(S-P法)检测

Ezrin与YAP的表达. 取石蜡包埋组织, 制作厚

度4 μm组织切片, 经常规脱蜡、水化和抗原修

复. 以H2O2阻断内源性过氧化物酶活性, 滴加

1∶100稀释的Ezrin与YAP特异性抗体(一抗), 
4 ℃过夜. 次日滴加SP标记二抗, 37 ℃孵育1 h, 
依次加入DAB和苏木素染色, 并常规脱水和透

明封片. 结果进行乘积法评分标准计数阳性细

胞百分率: 每例标本选择10个含有阳性细胞的

高倍视野(400×)分别计数100个肿瘤细胞, 取
其平均值计算阳性细胞百分率. 0为无阳性细

胞; 1为阳性细胞<25%; 2为阳性细胞25%-49%; 
3为阳性细胞50%-74%; 4为阳性细胞≥75%. 染
色强度: 0为阴性; 1为浅黄色; 2为黄色; 3为棕

黄色或棕黑色. 染色指数为阳性细胞百分率和

染色强度之积, 0-6分为阴性/低表达, 标记为

“-”, 7-12分为阳性/高表达, 标记为“+”. 
统计学处理 实验数据输入SPSS16.0或者

Graphpad Prism 5.0统计软件进行统计学分析, 
组间差异分析使用独立样本完全随机设计双

尾t检验(Student's t  test)和Pearson's相关性分析, 
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多组样本差异分析采用单因素多变量方差分

析(ANOVA), P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 Ezrin与YAP蛋白在胃癌组织中的表达及其

临床意义 免疫组织化学结果显示, Ezrin蛋白在

胃癌组织中高表达, 且主要定位于细胞浆(图1A, 
B), 其阳性表达与胃癌患者的淋巴结转移, TNM
分期及肿瘤远端转移(表1). YAP蛋白在胃癌组

织中高表达, 其主要定位于细胞核(图1C, D), 其
阳性表达与胃癌患者的分化程度, 淋巴结转移, 
TNM分期及肿瘤远端转移(表1). 对Ezrin与YAP
的蛋白表达水平进一步进行统计分析, 发现两

者之间存在正相关的关系(P<0.05)(图2). 
2.2 Ezrin促进YAP的蛋白及mRNA水平上调 为
了进一步验证Ezrin与YAP表达之间的关系并

探索其潜在调控机制, 采用过表达和干扰Ezrin
处理人胃癌细胞系SGC7901. Western blot和逆

转录聚合酶链反应(Real-time PCR, RT-PCR)结
果显示: 过表达Ezrin后YAP蛋白和mRNA表达

水平上调(图3A, C), 干扰Ezrin后YAP蛋白和

mRNA表达水平下调(图3B, C). 
2.3 Ezrin通过上调YAP促进胃癌细胞的生长增

殖 采用MTT法测定胃癌细胞SGC7901生长曲

线来检测细胞生长增殖能力, 结果显示: 与对

照组相比较, 过表达Ezrin后细胞的生长增殖

能力明显升高, 而同时过表达Ezrin和干扰YAP
组, 细胞的生长增殖能力较Ezrin组弱(图4). 
2.4 Ezrin通过上调YAP促进胃癌细胞的迁移

侵袭 通过Transwell迁移(未铺Matrigel)和侵袭

(铺有Matrigel)实验进一步检测了Ezrin和YAP
在细胞迁移侵袭中的作用, 结果显示Ezrin能够

明显促进胃癌细胞的迁移侵袭能力, 而过表达

Ezrin的同时干扰YAP, 其迁移侵袭能力较过表

达Ezrin组受到抑制(图5). 

3  讨论

侵袭和转移是恶性肿瘤的主要生物学特征, 是
导致患者临床治疗失败和死亡的最主要原因. 
Ezrin是ERM蛋白家族的一份子, 位于染色体

上6q25.2-q26, 总长3166 bp, 编码585种氨基酸. 
研究[3,4,6]发现, Ezrin主要通过细胞信号份子和

■应用要点
本研究表明Ezrin
和YAP蛋白可能
成为影响胃癌预
后的新靶点 ,  同
时为进一步探讨
胃癌的发生发展
和侵袭转移机制
提供了实验和理
论依据.

     

表  1  Ezrin与YAP在胃癌组织中的表达水平与病理临床特征之间的关系

临床资料 n
Ezrin YAP

- + P 值 - + P 值

n 209 99 110 96 113

性别   0.364   0.422

  男 137 64   73 62   75

  女   72 35   37 34   36

年龄(岁)   0.276   0.576

  <65   95 54   41 46   49

  ≥65 114 45   69 50   64

分化程度   0.134   0.012

  高分化   65 31   34 38   27

  中分化   93 42   51 48   45

  低分化   46 24   22 10   36

  未分化     5   2     3   0     5

淋巴结转移   0.008   0.036

  无 111 75   36 64   47

  有   98 24   74 32   66

TNM分期 <0.001 <0.001

 Ⅰ   72 43   29 38   34

 Ⅱ   56 31   25 35   21

 Ⅲ   42 19   23 21   21

 Ⅳ   39   6   33   2   37

远端转移 <0.001 <0.001

  无 170 93   77 94   76

  有   39   6   33   2   37
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跨膜信号转导通路调节细胞的黏附、生长、

分化、信号转导等活动, 从而在肿瘤的发生发

展和侵袭转移中扮演重要角色. Köbel等[9]研究

结果表明, Ezrin的蛋白表达水平较高时, 肿瘤

的侵袭和转移能力较强, 反之, 则肿瘤侵袭转

移能力较弱. 以往的研究[12,14,21]表明, Ezrin能促

进胃癌的发生发展和转移, Jin等[12]发现Ezrin蛋

■同行评价
本研究发现Ezrin
和YAP在胃癌组
织中高表达 ,  与
肿瘤的侵袭能力
明显相关 .  证实
Ezrin可能通过上
调Hippo通路的
下游蛋白YAP促
进胃癌的发生、
发展 .  实验设计
合理, 结果可靠.

图  1  Ezrin与YAP在胃癌组织中的表达(×200). A: Ezrin在

胃癌组织中阴性/低表达; B: Ezrin在胃癌组织中阳性/高表

达; C: YAP在胃癌组织中阴性/低表达; D: YAP在胃癌组

织中阳性/高表达.
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图  2  Ezrin与YAP在胃癌组织中表达的相关性. 
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图  4  MTT法测不同时间点过表达Ezrin及同时过表达Ezrin和
干扰YAP后细胞生长增殖能力. EV: 过表达Ezrin的阴性对照.
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图  3  在SGC7901细胞中过表达和干扰Ezrin后YAP表达
水平的变化. 过表达Ezrin后YAP蛋白水平变化; B: 干扰

Ezrin后YAP蛋白水平变化; C: 过表达和干扰Ezrin后YAP 

mRNA水平变化, aP<0.05 vs  阴性对照组. EV: 过表达Ezrin

的阴性对照; siCtrl: siEzrin的阴性对照.
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白在胃癌组织中高表达, 其在转移性胃癌细胞

中主要定位于细胞浆和细胞膜, 而在非癌细胞

中主要定位于细胞浆. Ezrin蛋白的表达水平与

胃癌的淋巴结转移和肿瘤临床分期正相关, 高
表达的Ezrin将导致患者的不良预后. 与其相似

的, 体外研究[22]结果表明, 在胃癌细胞株中抑

制Ezrin的表达能够有效抑制细胞的迁移和侵

袭能力. 但其对胃癌侵袭转移的具体调控机制

报道的尚不多. 
H ippo通路是最先在果蝇体内发现的一

条新的细胞信号通路, 已有研究[16-18,23-25]表明, 
其在抑制细胞增殖和促进细胞凋亡过程中发

挥重要作用, 在多种癌症中起肿瘤抑制效果. 

YAP蛋白作为Hippo通路中一个关键的下游蛋

白, 可以与转录因子TEAD结合诱导靶基因表

达, 从而促进细胞增殖, 诱导细胞的癌变, 与
肿瘤的发生发展密切相关[20,26-30]. 在Hippo通路

中, YAP通过活化另一成员Mst, 再经过一系列

的级联磷酸化反应磷酸化其他核心成员. 在没

有Hippo相关刺激因子刺激的情况下, 非磷酸

化状态的YAP入核与转录激活因子TEAD/TEF
家族结合, 从而调节靶基因的表达 [27]. 另外, 
Angus等[23]发现YAP蛋白在诱导细胞上皮间

质转化中发挥着重要作用. 以往研究[16,25]表明, 
YAP在胃癌组织中高表达, 并与胃癌的发生发

展正相关. 但关于Ezrin与Hippo/YAP之间是否

EV                                                 Ezrin                                       Ezrin+siYAP

迁移

侵袭

EV                                                 Ezrin                                       Ezrin+siYAP

A

B

图  5  转染Ezrin及Ezrin+siYAP后SGC7901细胞的迁移侵袭情况. A, C: 转染Ezrin及Ezrin+siYAP后细胞迁移情况(×100); B, 

D: 转染Ezrin及Ezrin+siYAP后细胞侵袭情况(×200). aP<0.05 vs  Ezrin. EV: 过表达Ezrin的阴性对照.
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存在联系尚不清楚. 
本研究首先检测了Ezrin和YAP蛋白在胃

癌组织中的表达, 结果显示Ezrin和YAP蛋白在

胃癌组织中高表达. Ezrin蛋白与胃癌患者的淋

巴结转移, TNM分期及远端转移相关, YAP蛋
白与胃癌患者的分化程度, 淋巴结转移, TNM
分期及远端转移相关, 同时Ezrin与YAP蛋白

之间存在正相关的关系. 为了进一步研究其相

关调控分子机制, 研究组选取了人胃癌细胞

系SGC7901进行下一步实验. 首先过表达和干

扰Ezrin后, 发现YAP的蛋白和mRNA表达水平

出现了相应的升高或降低. 随后通过MTT和
Transwell检测发现, 过表达Ezrin后胃癌细胞

的增殖、迁移和侵袭能力增加, 而同时干扰

YAP时, 其增殖、迁移和侵袭能力受到抑制. 
这些结果提示Ezrin能促进胃癌细胞的增殖、

迁移、侵袭和转移, 这与以往的研究 [12,22]相

似, 其对胃癌的恶性能力的影响可能是通过上

调Hippo通路中YAP的表达来实现的, 但其与

Hippo通路其他的核心组件之间的作用机制还

有待进一步研究. 
总之, Ezrin蛋白在胃癌中高表达, 其可能

通过上调Hippo通路的下游蛋白YAP促进胃癌

的发生发展与侵袭转移, 为进一步探讨胃癌的

发生发展和侵袭转移机制提供了实验和理论

依据. 
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