
■背景资料
转移是胃癌发展
的最终阶段 ,  也
是引起胃癌患者
死亡的主要原因. 
研究发现内质网
应激(endoplasmic 
reticulum stress, 
ERS)普遍存在于
肿瘤组织中, 参与
调控肿瘤的发生
发展, 与肿瘤转移
关系密切. 但ERS
与胃癌转移的关
系尚不清楚 .  为
此 ,  本文研究探
讨了ERS对胃癌
转移能力的影响
及其可能机制. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of endoplasmic 
reticulum stress (ERS) on gastric cancer cell 
migration and invasion. 

METHODS: Gastric cancer BGC823 or SGC7901 
cells were treated with tunicamycin (TM) for 0, 12, 
24 and 36 h. The expression of glucose-regulated 
protein 78 (GRP78), matrix metalloproteinase 
9 (MMP9) and vascular endothelial growth 
factor (VEGF) was analyzed using Western 
blot. Wound healing assay was used to detect 
the migrating ability of gastric cancer cells at 
each time point with or without TM treatment. 
Transwell assay was employed to examine 
invasive ability of gastric cancer cells at each 
time point with or without TM treatment. 

RESULTS: Compared with baseline values, 
the expression of GRP78, MMP9 and VEGF in 
gastric cancer cells was significantly increased 
after treatment with TM for 12, 24 or 36 h (P < 
0.05). Wound healing ability of gastric cancer 
cells treated with TM for 12, 24 or 36 h was 
much stronger than that in the 0 h group (P 
< 0.05). The number of gastric cancer cells 
invading to the lower chamber increased after 
TM treatment for 12, 24 or 36 h (P < 0.05). 

CONCLUSION: ERS promotes gastric cancer 
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■研发前沿
本 文 研 究 发 现
ERS可促进胃癌
细胞的迁移与侵
袭 , 可 能 是 促 进
胃 癌 转 移 的 重
要因素 .  而ERS
可通过ERS感受
蛋 白 活 化 转 录
因子6(activating 
transcription factor 
6, ATF6)、肌醇
需酶1(inosi tol-
requiring enzyme 
1, IRE1)和蛋白
激酶样内质网激
酶(protein kinase-
like ER kinase, 
PERK)来启动不
同 的 信 号 通 路 , 
参与调控细胞的
生物学行为. 关于
ERS通过哪条通
路来促进胃癌转
移的问题 ,  还有
待于进一步研究. 

cell migration and invasion probably via 
upregulation of MMP9 and VEGF expression. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要

目的: 探讨内质网应激(endoplasmic reticulum 
stress, ERS)对胃癌细胞迁移及侵袭能力的影
响及其机制. 

方法: 5 µg/mL衣霉素处理胃癌细胞系SGC7901
或BGC823 0、12、24及36 h, Western blot
检测各时间点葡萄糖调节蛋白78(glucose-
regulated protein 78, GRP78)、金属基质蛋
白酶9(matrix metalloproteinase 9, MMP9)及
血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)的表达; 划痕实验检测
衣霉素处理不同时间后对胃癌细胞迁移
能力的影响, 各时间点均设未加药对照组; 
Transwell侵袭实验检测衣霉素处理不同时
间后对胃癌细胞侵袭能力的影响, 各时间点
均设未加药对照组. 

结果: 与相应的0 h组相比, 衣霉素处理胃癌
细胞系SGC7901或BGC823 12、24及36 h后, 
GRP78、MMP9及VEGF的蛋白表达量均明
显增加(P <0.05); 衣霉素处理12、24及36 h
后, 胃癌细胞的划痕愈合度及胃癌细胞侵袭
到Transwell下室的细胞数均明显高于0 h组
(P <0.05). 

结论: ERS可上调MMP9及VEGF, 促进胃癌
细胞的迁移与侵袭. 

© 2016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: 本研究发现内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ERS)可显著增强胃癌细胞的侵袭

及迁移能力, 并上调肿瘤转移相关蛋白金属基质

蛋白酶9(matrix metalloproteinase 9, MMP9)及血

管内皮细胞生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)的表达, 提示ERS可能通过上调

MMP9和VEGF的表达来促进胃癌细胞转移. 
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0  引言

胃癌发病率位居全球范围内恶性肿瘤发生率

的第4位, 其死亡率高居世界第2位[1,2]. 在我国

胃癌患者死亡率则高居恶性肿瘤死亡率之首. 
其中转移是胃癌发展的最终阶段, 也是引起

患者死亡的主要原因[3]. 目前关于胃癌转移的

机制尚不明了, 所以缺乏有效阻止胃癌转移

的治疗手段, 使得胃癌死亡率居高不下. 多种

应激因素如营养剥夺、缺血缺氧及蛋白质糖

基化受阻等均可影响蛋白质折叠, 而未折叠蛋

白质则堆积于内质网腔内, 引发内质网应激

(endoplasmic reticulum stress, ERS)[4]. 研究[5-8]

发现ERS反应普遍存在于肿瘤组织中, 并调控

肿瘤的发生发展, 参与肿瘤的浸润与转移. 目
前尚不清楚ERS在胃癌转移中的作用. 本研究

拟利用ERS诱导剂衣霉素处理胃癌细胞, 探讨

ERS对胃癌转移能力的影响及其可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞系SGC7901及BGC823
购自美国模式培养物集存库(American type 
culture collection, ATCC); 胎牛血清与RPMI 
1640培养基购自GIBCO; 衣霉素购自Sigma; 
兔抗人葡萄糖调节蛋白78(glucose-regulated 
protein 78, GRP78)抗体、HRP酶标二抗、兔抗

人金属基质蛋白酶9(matrix metalloproteinase 9, 
MMP9)抗体、兔抗人及血管内皮细胞生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)及
ECL发光试剂盒购自Cell Signaling. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 采用RPMI 1640培养基(含10%
胎牛血清)贴壁培养BGC823或SGC7901于含

50 mL/L CO2、饱和湿度的37 ℃恒温培养箱内. 
1.2.2 Western blot技术检测GRP78、MMP9及

VEGF的表达: 用ERS诱导剂衣霉素分别处理

BGC823及SGC7901 0、12、24及36 h, Western 
b lo t技术检测各时间点ERS标志物GRP78及
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■相关报道
M o o n 等研究发
现ERS可诱导肿
瘤细胞发生上皮-
间质化转变 ;  Li
等发现 下调乙酰
肝素酶能逆转由
ERS介导乳腺癌
细胞的转移及侵
袭能力. Liu等发
现, 敲低ERS的指
标蛋白GRP78的
表达可通过抑制
PI3K/Akt信号通
路 ,  显著降低肿
瘤细胞的转移能
力 .  这些研究表
明ERS可能是肿
瘤细胞发生浸润
转移的重要诱因, 
在肿瘤转移过程
中发挥重要作用. 

肿瘤侵袭与转移相关指标MMP9和VEGF的
表达, 以明确衣霉素是否诱导胃癌细胞发生

ERS, 以及ERS是否上调肿瘤侵袭与转移相关

指标MMP9和VEGF的表达. 结果用Image J软
件对蛋白含量进行定量分析. GRP78、MMP-9
和VEGF蛋白表达相对含量以条带密度比值

表示, 即GRP78/β-act in、MMP-9/β-act in、
VEGF/β-actin. 
1.2.3 划痕实验: 以每孔1×106个细胞将BGC823
或SGC7901接种于6孔板中, 待细胞汇合成单

层后, 用灭菌枪头在细胞单层上小心地做划

痕, 用PBS洗去细胞碎片, 加入含5 µg/mL衣
霉素的培养基, 未加药组作为对照. 于衣霉素

处理0、12、24及36 h用倒置显微镜拍照测量

划痕宽度, 在照片选取3个不同位置计算划痕

宽度平均值. 细胞的迁移能力以划痕修复率

表示(划痕修复率 = 细胞迁移距离/原始划痕

宽度). 
1.2.4 细胞侵袭能力检测: 用5 µg/mL衣霉素

处理BGC823或SGC7901 12、24及36 h, 各时

间点均设未加药对照组. 胰酶消化各组细胞

并用无血清RMPI 1640培养基制成浓度为5×
105/mL单细胞悬液. 将150 µL细胞悬液加至用

Matrigel预处理的Transwell上室中, 于下室中

加入600 µL含10%胎牛血清的RMPI 1640培养

基. 继续培养24 h后, 擦掉上室细胞, PBS洗2次, 
于甲醇中固定30 min, 置于0.5%结晶紫溶液中, 
染色10 min, 用三蒸水洗3遍. 风干后置于显微

镜下观察, 随机选取5个视野, 统计侵袭至下室

的细胞数目并取其平均值. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件分析, 

数据均采用mean±SD表示, 组间比较采用单

因素方差分析. 检验水准α = 0.05. P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 衣霉素可诱导胃癌细胞SGC7901和BGC823
发生ERS 与0 h相比, 衣霉素处理胃癌细胞系

SGC7901或BGC823, 12、24、36 h后, GRP78
在蛋白水平的表达量均明显提高(P <0.05)(表1, 
图1). 
2.2 ERS促进胃癌细胞SGC7901和BGC823的

迁移 与对照组相比, 衣霉素处理SGC7901和
BGC823 12、24及36 h后, 各衣霉素处理组的划

痕愈合率均明显高于对照组(P<0.05)(表2, 图2). 
2.3 ERS促进胃癌细胞SGC7901和BGC823的

侵袭  与对照组相比 ,  衣霉素处理S G C7901
和BGC823 12、24及36 h后, 各衣霉素处理

组侵袭至下室的细胞数均明显多于对照组

(P <0.05)(表3, 图3). 
2.4 衣霉素可上调胃癌细胞SGC7901和BGC823 
MMP9及VEGF-A的表达 与0 h相比, 衣霉素处

理胃癌细胞SGC7901或BGC823 12、24、36 h
后, 肿瘤侵袭与转移相关MMP9及VEGF-A的

表达均明显提高(P <0.05)(表4, 图4). 

3  讨论

胃癌是我国常见的消化系肿瘤, 死亡率很高[3]. 
若能及早做出诊断, 胃癌患者则可通过以手术

为主的综合治疗达到较好的治疗效果, 可有效

提高其生存率. 然而, 在我国约2/3的胃癌患者

在确诊时已属中晚期, 预后较差. 绝大部分胃

癌患者, 尤其是中晚期患者在接受临床各种

治疗后, 仍然会出现肿瘤的复发、侵袭与转

移[9,10]. 目前尚无药物可有效防治胃癌转移, 这
也是引起胃癌患者死亡的主要原因. 因此, 深
入探讨胃癌转移机制以期找到新的药物靶点

十分必要. 本研究发现ERS可借助上调MMPs
及VEGF-A促进胃癌细胞的侵袭与迁移, 参

表  1  衣霉素作用胃癌细胞不同时间后GRP78的相对
表达量

bP<0.01 vs  0 h组.

     
时间

                   GRP78/β-actin

      SGC7901       BGC823

  0 h 0.3084±0.0065 0.4898±0.0218

12 h 0.6238±0.0029b 1.0564±0.0294b

24 h 0.6806±0.0101b 1.2416±0.0087b

36 h 0.7269±0.0037b 1.4853±0.0971b

GRP78

β-actin

 0              12            24            36 h A

GRP78

β-actin

 0              12            24            36 h B

图  1  衣霉素作用胃癌细胞不同时间后GRP78的表达情
况. A: 衣霉素处理SGC7901不同时间后GRP78的表达情

况; B: 衣霉素处理BGC823不同时间后GRP78的表达情况. 
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■创新盘点
本 文 研 究 揭 示
了ERS可能通过
上 调 M M P 9 和
VEGF的表达来
促进胃癌细胞转
移 ,  为阐明胃癌
转移机制注入了
新内容. 

与胃癌转移, 为阐明胃癌转移机制注入了新

的内容. 
内质网是蛋白质的加工厂, 多种病理生理

因素可破坏内质网稳态, 引发蛋白质合成障碍, 
而错误折叠和未折叠的蛋白质在内质网腔内

堆积, 细胞为此将做出一系列的反应, 即ERS
反应[4]. 哺乳动物细胞的ERS反应由活化转录

因子6(activating transcription factor 6, ATF6)、
肌醇需酶1(inositol-requiring enzyme 1, IRE1)和

蛋白激酶样内质网激酶(protein kinase-like ER 
kinase, PERK)三种内质网跨膜蛋白启动, 他们

是ERS的感受器. 在稳定状态下, 3种ERS感受

蛋白均与G R P78结合以复合物的形式存在, 
处于失活状态; ERS状态下, 他们则与GRP78
解离[11,12]. 解离后ERS感受蛋白分别通过不同

的信号转导途径来减缓内质网腔内未折叠蛋

白质的堆积, 进行自我挽救[11,12]. ERS反应实

际上是细胞为适应环境变化而做出的保护性

对
照

组
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C

79
01

) 
衣

霉
素
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组
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)
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图  2  衣霉素处理胃癌细胞不同时间后划痕愈合程度. 

      0                                        12                                     24                                       36

衣霉素处理时间(h)

     
时间

                      SGC7901                      BGC823

   对照组   衣霉素组    对照组  衣霉素组

12 h   6.8±0.17   9.8±0.19b 20.8±0.31 35.7±0.18d

24 h   9.6±0.26 14.8±0.22b 28.3±0.25 64.3±0.35d

36 h 13.7±0.28 21.3±0.15b 37.8±0.34 67.9±0.26d

bP<0.01 vs  SGC7901对照组; dP<0.01 vs  BGC823对照组.

表  2  衣霉素处理胃癌细胞不同时间后划痕愈合率(%)
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■应用要点
GRP78高表达作
为ERS检测指标, 
可能是检测胃癌
转移的潜在指标, 
对临床监测胃癌
转移具有一定的
参考价值. 

反应. GRP78是一种分子伴侣, 协助蛋白质折

叠, ERS状态下, 其表达量显著升高, 而GRP78
的高表达常被用作检测ERS存在的标准[12]. 衣
霉素为N-糖链抑制剂, 可抑制糖蛋白N-糖链的

合成, 使蛋白质糖基化受阻, 进而影响蛋白质

的折叠能力, 导致未折叠蛋白质的堆积, 诱发

ERS[13,14]. 本研究用ERS诱导剂衣霉素处理不

同分化程度的胃癌细胞SGC7901和BGC823后, 
GRP78的表达量显著升高, 提示衣霉素可诱导

上述两种胃癌细胞发生ERS. 
作为ERS的强诱导剂, 缺血缺氧现象在实体

瘤组织中普遍存在, 且与肿瘤转移关系密切[15-17]. 
研究[8,18]发现, ERS亦普遍存在于肿瘤组织内, 
且ERS程度与肿瘤的浸润深度及转移程度成

正相关. Li等[19]发现, 下调乙酰肝素酶能逆转

由ERS介导乳腺癌细胞的转移及侵袭能力. Liu
等[20]发现, 敲低ERS的指标蛋白GRP78的表达

可通过抑制PI3K/Akt信号通路, 显著降低肿瘤

细胞的转移能力. 这些研究表明ERS可能是肿

瘤细胞发生浸润转移的重要诱因, 在肿瘤转移

过程中发挥重要作用. 但关于ERS与胃癌转移

的关系尚不明了. 因此, 从ERS着手研究可为

探讨胃癌转移机制提供一个新思路. 本研究结

果显示, 衣霉素处理胃癌细胞后, 其侵袭及迁

移能力明显增强, 说明ERS参与并促进了胃癌

细胞的侵袭与迁移, 提示ERS可能是胃癌转移

的重要调控机制. 
肿瘤转移是涉及多个步骤, 需要多因素共

同参与的复杂过程. 在此过程中, 肿瘤细胞要

脱离原发灶, 侵袭并播散到其他部位形成转移

灶, 该过程需要许多分子参与, 如黏附分子、

基质降解酶及多种生长因子等. 不同因素诱导

下, 肿瘤转移的机制不尽相同[21-23]. 为进一步探

讨ERS调控胃癌转移的可能机制, 本课题检测

了ERS对肿瘤转移相关指标MMP9和VEGF-A
的影响. MMPs, 尤其是MMP-9可降解细胞外

基质, 促进胃癌细胞向外迁移[24-26]; 而VEGF则

SG
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1
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23

图  3  衣霉素处理胃癌细胞不同时间后侵袭至下室的细胞.

      0                                        12                                     24                                       36
衣霉素处理时间(h)

表  3  衣霉素处理胃癌细胞不同时间后侵袭至下室的
细胞数

bP<0.01 vs  0 h组.

     
时间

                    细胞数(个)

  SGC7901   BGC823

  0 h   40±2.2   55±1.3

12 h   65±3.1b   85±2.2b

24 h   96±1.2b   95±2.4b

36 h 115±2.3b 102±3.3b

0                12           24             36 h

VEGF

MMP9

β-actin

VEGF

MMP9

β-actin

A

B 0                12           24             36 h

图  4  衣霉素作用胃癌细胞不同时间后MMP9及VEGF
的表达情况. A: 衣霉素处理SGC7901不同时间后MMP9

及VEGF的表达情况; B: 衣霉素处理BGC823不同时间后

MMP9及VEGF的表达情况. VEGF: 血管内皮细胞生长因

子; MMP9: 金属基质蛋白酶9.
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■名词解释
内质网应激反应: 
多种应激因素如
营养剥夺、缺血
缺氧及蛋白质糖
基化受阻等均可
影响蛋白质折叠, 
而未折叠蛋白质
则堆积于内质网
腔内 ,  引发对此
做出一系列的代
偿反应, 称为ERS
反应. 

是肿瘤组织中的促血管生长因子, 促进肿瘤组

织中新生血管的生成, 参与肿瘤转移[27,28]. 研
究[29,30]表明胃癌组织内VEGF高表达与其血管

生成及胃癌转移密切相关. 肿瘤细胞为适应

其周围微环境, 可以通过激活ERS反应, 来创

造更为有利的微环境, 增强一些生长因子和血

管生成因子等的分泌能力, 促进肿瘤细胞的

迁移和侵袭[24-31]. 其中VEGF信号通路是淋巴

管形成的基础, 通过转基因小鼠模型证实, 经
过VEGF信号途径可以诱导淋巴管生成. 并在

小鼠肿瘤模型上观察到VEGF过表达可诱导

肿瘤淋巴管生长, 证实了淋巴管是肿瘤细胞

转移播散到局部淋巴结的主要通路 [31]. 本研

究结果显示ERS可显著上调MMP9及VEGF-A
的表达. 该结果表明ERS可能借助肿瘤转移相

关蛋白MMP9来降解细胞外基质成分, 增强胃

癌细胞向外侵袭的能力; 同时, ERS亦可通过

VEGF-A诱导胃癌细胞向外迁移. 提示ERS可
通过MMP9及VEGF-A调控胃癌细胞的侵袭与

迁移能力. 
作为实体瘤, 胃癌组织内存在缺血缺氧

等应激因素; 作为ERS的诱导剂, 缺血缺氧可

诱发胃癌细胞发生ERS反应. 本实验结果提示

ERS可促进胃癌细胞的迁移与侵袭, 可能是促

进胃癌转移的重要因素. 研究显示ERS可通过

ERS感受蛋白ATF6、IREI和 PERK来启动不

同的信号通路, 参与调控细胞的生物学行为. 
关于ERS通过哪条通路来促进胃癌转移的问

题, 目前尚不清楚, 还有待于进一步研究. 
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