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单克隆抗体MGd1对胃癌 SGC-7901细胞增殖和凋亡的影响 *
安艳新 任 贵 田启飞 赵青川△

（第四军医大学西京消化病医院肿瘤生物学国家重点实验室 陕西 西安 710032）

摘要 目的：研究不同浓度的MGd1对体外培养胃癌细胞 SGC-7901增殖及凋亡的影响。方法：采用MTT法测定不同浓度MGd1
对 SGC-7901生长抑制作用；流式细胞术（FCM）进行细胞凋亡分析。激光共聚焦显微镜观察 MGd1抗原（MGd1-Ag）的亚细胞定
位。结果：MTT结果显示不同浓度的MGd1均对 SGC-7901细胞产生明显的抑制效应(P=0.02)；流式细胞术分析发现MGd1可诱
导 SGC-7901发生凋亡并呈浓度和时间依赖性(P<0.01)；共聚焦显微镜结果显示MGd1-Ag主要定位于细胞膜上。结论：以上结果
证实胃癌特异性单抗MGd1可抑制 SGC-7901的增殖并促进凋亡发生。它可能通过与细胞膜上抗原特异性结合，影响下游信号传
导，从而发挥抑制效应。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of MGd1 with different concentration on the cell proliferation and apoptosis of
gastric cancer cell line SGC-7901. Methods: Cell proliferation was detected by MTT assay and cell apoptosis was analyzed by flow
cytometry. Subcellular localization of MGb2-Ag in SGC-7901 was detected by immunofluorescence staining using Laser scanning
confocal microscope. Results: MGd1 could inhibit the cell proliferation and promote apoptosis of SGC7901 in dose- and time-dependent
manners. The localization of MGd1-Ag was detected under confocal microscopy, and it showed that MGd1-Ag was mainly located in the
membrane. Conclusion: MGd1 inhibits cell proliferation and promotes apoptosis of SGC7901 by banding with MGd1-Ag.
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前言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其病死率在全球恶性肿

瘤中居第二位[1-2]。近年来随着对胃癌分子生物学研究的不断深
入，分子靶向治疗已成为治疗胃癌的一种新手段。目前以
EGFR和 VEGF等为靶点的多株单克隆抗体类药物已成功用
于临床[3-7]，如 Cetuximab（西妥昔单抗）、Trastuzumab（曲妥珠单
抗）、Bevacizumab（贝伐珠单抗）等。但由于 EGFR、HER2R等受
体在胃癌中表达程度不均[8]，个体差异较大，在一定程度上影响

了该类药物在胃癌中的广泛应用。因此，寻找胃癌特异性的分
子靶点和药物是目前研究的重点。

MGd1是本实验室制备的一株特异性抗胃癌单克隆抗体[9]。
本研究旨在通过 MTT试验，流式细胞术等观察 MGd1对胃癌
细胞 SGC7901增殖和凋亡的影响，进而为研发新的胃癌特异
性靶向药物奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
人胃癌 SGC-7901细胞 (第四军医大学西京消化病医院，

肿瘤生物学国家重点实验室，常规保存)；RPMI1640和胎牛血
清均系美国 GIBCO公司产品；MGd1由本室制备，由北京博奥
森生物技术有限公司纯化；DAPI购自美国 Sigma公司；噻唑蓝
(thiazolylblue，MTT)购自美国 Biosharp公司；多功能酶标仪(美
国 Bio-Red公司)，激光共聚焦显微镜(FV1000，Olympus),流式
细胞仪(Flow cytometer，FCM，美国 BD公司)。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养和实验分组 将胃癌 SGC-7901细胞置于含 10 %
胎牛血清的 RPMI1640完全培养液中，在含 5 % CO2的 37℃
培养箱中培养。取对数生长期细胞进行后续试验。实验分为对
照组：不含MGd1的空白组，抗体对照组（同源小鼠 IgG）；实验
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组：MGd1分为 20.0，50.0和 100.0 μg/mL三组。
1.2.2 MTT法测定细胞增殖 取对数期生长 SGC-7901细胞，胰
酶消化后，调整细胞密度为 8×103 cell/mL，每孔 200μL接种于
96孔板。待细胞贴壁后，吸去培养液，按分组给药，同时设空白
调零组（只加入含 10 %胎牛血清的 RPMI1640培养液）。每个
浓度设 6个复孔，每孔体积为 200 μL。常规培养 24、48和 72 h。
每孔加入新鲜配制的浓度为 5 mg/mL的 MTT 20μL，继续培养
4 h。弃去培养液，每孔加入 150 μL DMSO，在微量振荡器上振
荡 10 min，充分溶解结晶后，用酶标仪在 490 nm处检测吸光度
(A)值。
1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 MGd1作用 24和 48 h后，收
集细胞。将样品 1500 r/min 4℃离心 10 min，弃上清，用 4℃预
冷的 PBS洗涤细胞 2次。重悬细胞，调整密度为 1×106 cell/mL。
取 195μL细胞悬液和 5 μL AnnexinV-FITC轻轻混匀，间隔 3
min后，加入 10μL 20 μg/mL PI溶液，室温避光孵育 10 min，最
后加 300 μL结合缓冲液，轻轻混匀，用流式细胞仪测定凋亡
率。获取的数据用 AnnexinV-FITC荧光强度(FL1)为 x轴，PI荧
光强度(FL2)为 Y轴的散点图分析，将图中细胞分为 4个亚群：
左上象限 (UL)为 AnnexinV-/PI+区域，表示操作过程中被破坏
的细胞；右上象限(UR)为 AnnexinV+/PI+区域，表示晚期凋亡
和死亡的细胞；左下象限(LL)为 AnnexinV-/PI-区域，代表正常
细胞；右下象限 (LR)为 AnnexinV+ /PI-区域，表示早期凋亡细
胞。
1.2.4 激光共聚焦显微镜检及MGd1-Ag的亚细胞定位 取对数
生长期细胞，调整密度为 1×104 cell/mL，制备细胞爬片。常规培
养 24 h后，用 4 %多聚甲醛室温固定 30 min，PBS洗涤 2次。
MGd1(1:400稀释)作为一抗，4℃孵育过夜。次日，PBS洗 2次，
加入 DyLightTM 488交联的驴抗鼠红色荧光二抗（1:200, Jackso-
n Immunoresearch Laboratories, Inc），室温孵育 1.5 h。PBS洗 2
次，滴加亲脂性绿色荧光染料 DIO（1:200, Beyotime），室温孵育
20 min。DAPI(1:100, Beyotime)染胞核 5 min。封片，进行激光共
聚焦显微镜检测(FV1000, Olympus)。
1.2.5 统计学分析 实验均重复 3次。数据采用 SPSS17.0软件
进行统计处理。计量资料以均数±标准差(x±s)表示；方差齐的多
组比较采用单因素方差分析和 Dunnett-t检验；方差不齐的采
用非参数秩和检验 (Kruska1-Wallis test)。P<0.05为差异有统计
学意义。

2 结果

2.1 MGd1显著抑制人胃癌细胞 SGC-7901的增殖
20.0、50.0 和 100.0 μg/mL的 MGd1 分别对 SGC-7901 细

胞作用 24 h、48 h及 72 h后产生较为明显的抑制效应，尤以
100.0 μg/mL作用 72 h抑制作用最为显著。与对照组及组间相
比，差异具有统计学意义 (P=0.02)（图 1）。本实验结果表明
MGd1可抑制 SGC-7901细胞的增殖，且抑制程度与浓度及时
间呈正相关。

图 1 MTT法分析不同条件下MGd1对 SGC-7901增殖的影响
Fig.1 The effects of MGd1 on proliferation of SGC-7901 cell line

20.0、50.0和 100.0μg/mL的MGd1分别对 SGC-7901细胞作用 24 h、
48 h及 72 h后产生较为明显的抑制效应，尤以 100.0 μg/mL作用 72
h抑制作用最为显著。与对照组及组间相比，差异具有统计学意义
(P=0.02)（图 1）。本实验结果表明MGd1可抑制 SGC-7901细胞的增

殖，且抑制程度与浓度及时间呈正相关。

2.2 MGd1可诱导 SGC-7901细胞发生凋亡
流式细胞术检测结果显示，SGC-7901 经过 20.0、50.0、

100.0 μg/mL MGd1作用 24 h后，凋亡率分别为 (8.86±0.29) %、
(16.36±1.15) %、和(28.60±1.04) %，与 MGd1浓度呈正相关(图
2)。与对照组凋亡率(3.24±0.45) %比较及组间比较，差异有显著
性(P<0.01)。当 20.0 μg/mL MGd1作用 24、48及 72 h后，凋亡
率分别为(6.6±0.53) %、(13.62±0.99) %和(16.02±0.72) %，不同
作用时间组间比较差异有显著性(P<0.01)，趋势呈时间依赖性
(图 3)。而小鼠 IgG组细胞凋亡率为(3.40±0.64) %，与对照组凋
亡率比较差异没有显著性(P>0.05)。

图 2 不同浓度条件下MGd1对 SGC-7901细胞凋亡的影响：A：20.0 μg/mL 处理组；B：50.0 μg/mL处理组；C：100.0μg/mL处理组
Fig.2 The effects of MGd1 with different doses on apoptosis of SGC-7901 cell line：A：20.0 μg/mL group；B：50.0μg/mL group；

C：100.0 μg/mL group

1410· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.8 APR.2011

2.3 MGd1-Ag主要定位于细胞膜上
激光共聚焦显微镜检测结果显示MGd1-Ag定位于胞浆及

胞膜，但主要定位于细胞膜上(图 4)。

图 4 激光共聚焦显微镜检测MGd1-Ag亚细胞定位：A: DAPI标记

细胞核; B: DIO标记细胞膜; C: 驴抗鼠红色荧光二抗标记
MGd1-Ag; D: A、B、C三图叠加（箭头指示典型共定位现象）

Fig.4 Subcellular localization of MGd1-Ag using LCSM：A: nucleus
was stained with DAPI; B: green shows cell membrane; C:red shows

MGb2-Ag; D: merge of images (Co-localization was marked by
arrowheads)

3 讨论

胃癌严重影响着人类健康。目前，手术治疗仍然是根治胃
癌的最有效方法。然而，仅有 30 %-40 %的胃癌患者可能通过
单纯的手术而获得治愈。大部分患者死于肿瘤的再发或远处转
移[10]。胃癌的分子靶向治疗是目前一种新的治疗策略[11-12]。已有
多个分子靶向治疗药物在临床研究中显示出明确的抗肿瘤活

性，但同时也带来了一些副反应[13]。目前的靶向药物并非特异
性针对胃癌[14]，而且多靶点药物联合应用将会是未来发展的趋

势[15]，所以研发新的胃癌特异性治疗靶点，是医务人员面临的

一项重大课题。上世纪八十年代，本实验室自主研制出一系列
特异性抗胃癌单克隆抗体，MGd1是其中一株。前期大量免疫

组化和血清学研究发现，MGd1-Ag在胃癌中特异性表达，对组
织学和血清学水平均对胃癌有较好的诊断价值 [16]。因此，
MGd1-Ag在胃癌的发生发展过程中必然发挥着某种作用。但
是 MGd1能否发挥抑癌效应进而作为一个潜在的治疗胃癌的
特异性靶向药物仍不确定。本实验率先选用胃癌细胞系
SGC-7901来观察MGd1对其增殖和凋亡的影响。结果表明，与
对照组相比，MGd1可显著抑制 SGC-7901细胞的增殖。FITC
和 PI双染流式细胞术检测结果提示，SGC-7901细胞经不同浓
度 MGd1处理后，细胞凋亡率明显上升，并且呈浓度和时间依
赖性，尤以早期凋亡为著。以上结果初步提示 MGd1可能成为
一个潜在的新的胃癌特异性靶向药物。
靶向药物的研发多数针对胞膜靶点和功能靶点[17]。以EGFR、

VEGFR等胞膜靶点的单抗类药物较为多见且已用于临床实践[5-7]。
但胃癌特异性靶点鲜有报道。本研究通过激光共聚焦检测发现
MGd1-Ag主要定位于细胞膜上。这提示MGd1可能通过与其
特异性结合，抑制了下游分子信号的转导，从而发挥了抑制

SGC7901增殖和诱导其凋亡的作用。当然在后续的研究中，仍
需明确MGd1对 SGC-7901细胞其它表型有无影响，在此基础
上深入探讨其下游确切的分子转导通路。
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