
■背景资料
L K B 1 基 因 可 编
码具有丝/苏氨酸
蛋白激酶活性的
蛋白 ,  在细胞内
广泛存在 ,  调节
多种细胞生理病
理过程 ,  其作为
一个较为普遍的
抑癌基因 ,  在许
多肿瘤疾病中存
在L K B 1 的 基 因
突变. 
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Abstract
AIM: To explore the role of LKB1 in gastric 
cancer cells and the related mechanism.

METHODS: Real-time PCR and Western blot 
were used to detect the expression of LKB1 in 
SGC7901 cells carrying LKB1 expression vector 
or siRNA against LKB1. Flow cytometry was 
used to detect the apoptosis of SGC7901 cells 
after LKB1 overexpression or knockdown. 
Reactive oxygen detection kits were applied to 
detect the impact of LKB1 on ROS production. 
MTT method was used to determine intracellular 
ROS production after NAC inhibition. Western 
blot was used to detect the expression of 
apoptosis related proteins in SGC7901 cells after 
LKB1 overexpression or knockdown.

RESULTS: LKB1 expression was efficiently 
enhanced or silenced by LKB1 expression 
vector or siRNA against LKB1, respectively. 
The number of SGC7901 cells decreased as 
its proliferation rate decreased and apoptosis 
rate increased (3.54% vs 1.29%). Intracellular 
ROS production was increased but blunted 
by the use of NAC. The apoptosis of SGC7901 
cells was significantly reduced following 
the inhibit ion of intracellular ROS, but 
the siRNA transfected group exhibited an 
opposite trend. Western blot analysis showed 
that LKB1 overexpression up-regulated the 
expression of cleaved Caspase3 in SGC7901 cells 
significantly (about 3.12 times), compared with 
control cells, but the expression of cleaved 
Caspase3 in the siRNA transfected group was 
decreased. 

CONCLUSION: LKB1 raises the production 
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of ROS and up-regulates the expression of 
cleaved Caspase3 to promote gastric cancer 
cell apoptosis. Hence, LKB1 plays an important 
role in the development of gastric cancer and it 
may be a valuable target for chemotherapy of 
gastric cancer.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨LKB1在胃癌发生中的作用及相
关分子机制研究, 为胃癌化疗药物的研发提
供一定的理论基础. 

方法:  利用L K B1过表达质粒以及L K B1 
s iRNA转染人胃癌细胞株SGC7901, 实时
荧光定量PCR及Western blot检测质粒以及
siRNA转染效果, 流式细胞术检测LKB1过
表达以及干扰后的SGC7901细胞(血清饥饿
处理2 h)凋亡数量. 活性氧检测试剂盒检测
LKB1对SGC7901细胞内ROS产生的影响. 
M T T法检测N A C抑制细胞内R O S产生后
LKB1过表达以及干扰后SGC7901细胞数量
的改变. Western blot检测LKB1过表达以及
干扰后SGC7901细胞中凋亡相关蛋白的表
达水平. 

结果:  L K B1过表达质粒转染后的人胃癌
细胞株SGC7901细胞凋亡增加, 胞内ROS
产生增加, L K B1过表达后的S G C7901细
胞凋亡则明显增多(3.54% vs  1.29%), 转染
LKB1 siRNA的人胃癌细胞株SGC7901早期
凋亡和晚期凋亡的细胞数量占总数较转染
scramble siRNA组明显减少(0.54% vs  1.39%). 
同时Western blot检测发现LKB1过表达后的
SGC7901细胞中剪切型Caspase3表达明显升
高上升3.12倍, 较对照组差异有统计学意义, 
而siRNA干扰后剪切型Caspase3表达则表现
为相反的趋势. 

结论: LKB1通过促进ROS的产生, 上调剪切
型Caspase3介导的凋亡通路促进胃癌细胞凋

亡, 因此LKB1在胃癌发生发展过程中具有
重要抑制作用, 其可能作为胃癌化疗药物研
发的重要目标分子. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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凋亡

核心提示: LKB1不仅可以抑制胃癌细胞的增殖, 
而且可抑制胃癌组织的血管化, 抑制癌细胞的

生长和转移, 在抑制肿瘤发生和发展方面具有

重要作用.
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0  引言

胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 流行病学

调查显示胃癌的发病和年龄[1]、感染幽门螺杆

菌[2]、霉菌毒素和亚硝酸盐的摄入量、吸烟等

因素有关, 但由于胃癌的病因复杂, 因此胃癌

的治疗亦较为棘手, 需要多方面治疗[3], 包括手

术、放疗和化疗[4-6]. 目前胃癌的发病机制尚不

明确, 胃癌的发生涉及多种的突变, 因此, 癌基

因和抑癌基因在胃癌发生中的作用也成为许

多探究胃癌的发病机制以及转移复发机制相

关研究的热点问题[7], 许多癌基因和抑癌基因

如P53、PTEN、LKB1等成为胃癌化疗药物研

发的重要目标[8-10]. 
LKB1基因可编码具有丝/苏氨酸蛋白激

酶活性的蛋白, 在细胞内广泛存在, 调节多种

细胞生理病理过程, 研究发现LKB1蛋白激酶

不仅可以调节细胞能量代谢[11]、维持细胞骨

架以及细胞极性、细胞周期, 而且在细胞生长

增殖、自噬[12]、凋亡[13]中具有一定的抑制作

用, 其作为一个较为普遍的抑癌基因, 在许多

肿瘤疾病中存在LKB1的基因突变, 如肝癌, 结
肠癌、乳腺癌以及上皮细胞性癌症中[14]基因. 
对于LKB1在肿瘤发生中的作用, 目前有研究

显示在果蝇模型总观察到LKB1依赖Caspase3
途径介导细胞凋亡, 同时伴随着线粒体释放

细胞色素γ诱导氧化应激[14]. LKB1作为主要的
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抑癌基因之一[15], 但其在胃癌中的抑癌机制和

Caspase途径以及ROS的产生之间的机制关联

目前尚不完全清楚, 本研究旨在探究LKB1在
胃癌中的表达及其和Caspase途径以及ROS的
产生之间的机制关联, 探究LKB1蛋白在胃癌

治疗中的临床应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基、Lipo-fectamin 2000、
Hanks平衡盐缓冲溶液(HBSS)和TRIzol购自

Thermo公司; 胎牛血清、剪切型Caspase3抗
体以及a c t i n抗体购自上海银海圣生物科技

有限公司. NAC购自sigma公司, M-MLV逆转

录试剂盒购自Invitrogen公司; 实时荧光定量

PCR荧光染料SYBR Green Supermix购自美

国BIORAD公司; LKB1、actin实时荧光定量

PCR引物均由上海生工公司合成, 引物序列如

表1. LKB1过表达质粒经上海生工公司测序鉴

定, LKB1 siRNA设计合成于上海吉玛有限公

司, 人胃癌细胞株SGC7901购自上海生命科

学院细胞研究所, Annexin V-FITC/PI细胞凋

亡检测试剂盒和MTT试剂盒购自南京建成生

物有限公司. ROS试剂盒购自上海碧云天有

限公司. 
1.2 方法

1.2.1 人胃癌细胞株SGC7901培养: 人胃癌细

胞株S G C7901用D M E M培养基静置培养于

37 ℃、含50 mL/L二氧化碳的细胞培养箱中, 
DMEM培养基中添加有10%胎牛血清、100 
U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素. 当细胞汇聚

密度约80%时用Trypsin-EDTA消化2 min左右

以1∶3比例传代. 
1.2.2 构建LKB1过表达质粒: 在PubMed上查找

LKB1基因序列, 使用Primer Premier 5.0设计引

物, 扩增该表达序列. 设计引物序列如下: sense 
5'-TACTGGATCTTCGCTATCGT-3'; anti-sense 
5'-TTGGCCTCCACGCATGCT-3'. 将扩增片段

用XhoⅠ和Eco RⅠ酶切, 同时用上述酶切载

体pcDNA3.1, 最后将酶切后的扩增片段和载

体用T4DNA连接酶连接. 基因测序验证克隆

质粒. 
1.2.3 质粒以及siRNA转染: 将人胃癌细胞株

SGC7901中制作成细胞悬液, 接种于24孔细胞

板中, 分为4组, 分别为LKB1过表达组, 对照

质粒组, LKB1干扰组, scramble siRNA组. 转
染方法参照Lipo-fectamin 2000说明书操作, 转
染6 h后换液, 转染36h后实时荧光定量PCR及
Western blot检测质粒过表达效果以及siRNA
的干扰效果. 
1.2.4 流式细胞术检测发现LKB1过表达后的

SGC7901细胞凋亡数量: 转染步骤同上. 将转

染36 h后的SGC7901细胞去除培养基, 换为

Hanks平衡盐缓冲溶液(HBSS), 对细胞饥饿

处理2 h, 最后将细胞消化为单细胞悬液, 离
心, 1500 r/min×5 min, 弃上清液. 加入PI(工
作浓度50 μg/mL)于500 μL 1×PBS中, 室温

避光孵育30 min. 然后加入Annexin V-FITC, 
染色5 min, 在流式机器中上机检测细胞的凋

亡数量. 
1.2.5 活性氧检测试剂盒 :  L K B1质粒以及

LKB1 siRNA转染SGC7901细胞36 h后, 按照

1∶1000用无血清培养液稀释DCFH-DA, 使终

浓度为10 μmol/L, 37 ℃细胞培养箱内孵育20 
min. 每隔3-5 min颠倒混匀一下, 使探针和细胞

充分接触. 用无血清细胞培养液洗涤细胞3次, 
以充分去除未进入细胞内的DCFH-DA. 搜集

细胞, 然后使用570 nm激发波长检测两组细胞

的荧光的强弱, 检测LKB1对细胞中ROS的含

量的影响. 
1.2.6 MTT法检测NAC抑制后SGC7901细胞数

量: LKB1质粒以及LKB1 siRNA转染SGC7901
细胞36 h后, 在12孔细胞板中每孔加入20 μL 5 
mg/mL MTT溶液, 避光继续孵育4 h后每孔加

入100 μL DMSO充分融解结晶物, 在酶联免疫

表  1  实时荧光定量PCR引物

     
基因名称 引物序列

LKB1 Forward: ACTTGACTGATCGCTAAGGTTGCT

LKB1 Reverse: ACCCTACCATGTGGCATCGTCTGACCT

actin Forward: ACTCACATGTGGTCCTGCTCCTGC

actin Reverse: TGAATTGCCCCTGTGGACTATGAC

陶海云, 等. LKB1对胃癌细胞增殖、凋亡的影响及相关分子实验



2016-07-28|Volume 24|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com 3265

检测仪570 nm处测量各孔的吸光值, 计算细胞

的相对数量的变化. 
1.2.7 Western blot检测LKB1过表达后SGC7901
细胞内相关分子的表达 :  提取细胞总蛋白 , 
测量蛋白浓度, 然后进行蛋白样品电泳、转

膜、封闭、一抗孵育、二抗孵育、胶片的压

片检测、凝胶图象分析剪切型Caspase3的表

达变化. 
统计学处理 数据采用SPSS16.0软件进行

分析, 计量结果以“mean±SD”表示, 两组间

比较采用方差齐性t检验, P <0.05表示差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 人胃癌细胞株SGC7901中LKB1质粒的表

达效果 为了检测LKB1质粒的表达效果, 提取

质粒以及s iRNA转染36 h后的人胃癌细胞株

SGC7901总RNA和蛋白, 分别进行实时荧光

定量PCR及Western blot检测LKB1质粒的表

达情况如图1. 转染LKB1质粒的人胃癌细胞

株SGC7901无论在mRNA水平还是蛋白水平

均较对照组显著升高, 而转染LKB1 siRNA组

LKB1的表达在mRNA水平和蛋白水平均较转

染scramble siRNA组低, 这表明LKB1过表达

质粒过表达效果以及LKB1 siRNA的干扰效果

显著. 
2.2 流式细胞术检测SGC7901细胞的凋亡数量 
为了检测LKB1质粒的表达效果, 收集转染36 h
后且饥饿处理的的人胃癌细胞株SGC7901进
行流式细胞术检测LKB1的表达对细胞数量凋

亡的影响图2所示. 转染LKB1质粒的人胃癌细

胞株SGC7901早期凋亡和晚期凋亡的细胞数

量占总数的3.54%, 较质粒对照组(1.29%)差异

具有显著的统计学意义(图2A, B). 转染LKB1 
siRNA的人胃癌细胞株SGC7901早期凋亡和

晚期凋亡的细胞数量占总数的0.54%, 较转染

scramble siRNA组(1.39%), 差异具有显著的统

计学意义(图2C, D). 
2.3 LKB1对SGC7901细胞ROS产生的影响 检
测LKB1对胃癌细胞株SGC7901中ROS产生的

影响如图3所示, LKB1过表达可显著促进细胞

内ROS的产生, 而siRNA干扰LKB1表达后ROS
产生减少, 差异具有显著的统计学意义. 
2 .4  M T T法检测R O S产生抑制后L K B1对

SGC7901细胞数量的影响 当NAC抑制SGC7901
细胞内ROS的产生, MTT法检测SGC7901细胞

数量发现细胞数量变化, 发现LKB1过表达组较

对照质粒组, LKB1干扰组较scramble siRNA组

差异均无统计学意义(图4).
2.5 Western blot检测LKB1过表达后SGC7901
细胞内凋亡相关分子的表达 LKB1过表达后

SGC7901细胞内剪切型Caspase3的表达明显上

调, 上调约3.12倍, 差异有显著的统计学意义

(P <0.05), 当siRNA干扰LKB1表达后SGC7901
细胞内剪切型Caspase3的表达明显下调, 差异

有统计学意义(图5). 

3  讨论 

LKB1在人类所有组织中均有表达, 尤其在肝

脏、胃、小肠、胰腺中表达较多, LKB1具有

多个氨基酸残基可被磷酸化 ,  同时L K B1的

图  1  人胃癌细胞株SGC7901中LKB1质粒的表达效果. 
ALKB1mRNA水平; B: 表达条带图; C: LKB1蛋白水平的

含量. 1: 对照质粒组; 2: LKB1过表达组; 3: scramble siRNA

组; 4: LKB1干扰组. aP <0.05 vs  对照质粒组; cP <0.05 vs  

scramble siRNA组.
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激酶区域又可磷酸化其他底物, 通过磷酸化

调控相关信号通路[16]. 在细胞能量供应下降

时, LKB1可磷酸化激活AMP激活的蛋白激酶

(AMP-activated protein kinase, AMPK)[17], 通
过调控代谢过程的多个关键酶, 降低耗能的合

成代谢, 促进分解代谢, 抑制合成代谢, 重建细

胞能量稳态[18,19]. 此外LKB1还可抑制mTORC1
信号通路[20], 下调AREBP1活性, 抑制脂类生

成. LKB1抑制糖脂合成的作用亦是LKB1抑癌

机制的一部分[21], LKB1可作用于肿瘤细胞, 抑
制癌细胞的生长和转移[22]. 此外LKB1通过抑

制mTORC1信号通路调控细胞生长和细胞周

期[23,24]. 
本研究发现L K B1过表达质粒转染后的

人胃癌细胞株SGC7901细胞增殖减少, 凋亡增

加, 由流式细胞术结果和ROS检测结果可知, 
LKB1过表达可促进细胞内ROS的产生以及细

胞凋亡, 那么LKB1对细胞凋亡的调控是否是

通过促进ROS的产生呢? 为此, 我们利用NAC
抑制SGC7901细胞内ROS的产生, 发现细胞凋

亡数量较对照组无显著差异, 这表明LKB1即
通过促进细胞内ROS的产生促进胃癌细胞的

凋亡. LKB1促进细胞的凋亡, 那么具体哪些分

子介导LKB1对凋亡的调控呢? 首先我们在蛋

白水平检测了凋亡标志性蛋白剪切型Caspase3
的表达变化. 发现LKB1过表达后SGC7901细
胞内剪切型Caspase3的表达明显上调, 这表

明L K B1通过促进R O S的产生, 上调剪切型

Caspase3介导的凋亡通路促进胃癌细胞凋亡, 
因此LKB1在胃癌发生发展过程中具有重要抑

制作用, 其可能作为胃癌化疗药物研发的重要

目标分子. 
此外有研究表明L K B1可参与调控微管

稳定性[25], 进而影响细胞极性[26]. LKB1通过

多种途径调控细胞极性的改变, 如LKB1可磷

酸化Emk维持细胞极性[27], 可磷酸化细胞极性

调节激酶MARK[28], 甚至有研究发现LKB1直
接磷酸化肌球蛋白轻链和细胞骨架连接蛋白

Ezrin[29,30], 直接改变细胞极性. 因此下一步我

们经进一步探究LKB1在胃癌细胞极性调控中

的作用以及意义. 
总之, LKB1不仅可以抑制胃癌细胞的增

殖, 而且可抑制胃癌组织的血管化, 抑制癌细

胞的生长和转移, 在抑制肿瘤发生和发展方面

图  2  LKB1对SGC7901细胞凋亡数量的影响. A: 对照质粒组; B: LKB1过表达组; C: scramble siRNA组; D: LKB1干扰组.
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具有重要作用, 因此需要进一步探究其在胃癌

血管生成及转移中的作用, 不仅为治疗胃癌的

生长转移提供理论依据, 而且进一步发展可调

控LKB1活性、及早干预肿瘤生长与转移的药

物, 改善胃癌患者的愈后. 
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