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转录因子 SOX2对胃癌干细胞自我更新、增殖和迁移的影响 *
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摘要 目的：检测 SOX2在胃癌组织中的表达，探讨 SOX2对胃癌干细胞自我更新、增殖和转移能力的影响。方法：采用免疫组化检

测 SOX2在胃癌及癌旁组织中的表达情况。通过肿瘤球形成实验富集、分离胃癌干细胞。构建 SOX2过表达慢病毒并感染胃癌干

细胞中，通过实时定量 PCR和 western bolt检测感染慢病毒后胃癌干细胞中 SOX2表达情况。分别利用肿瘤球形成实验检测
SOX2对胃癌肿瘤干细胞自我更新能力的影响，CCK-8实验检测 SOX2对胃癌干细胞增殖能力的影响，流式细胞术分析 SOX2对

胃癌干细胞的细胞周期的影响，Transwell实验检测 SOX2对胃癌干细胞转移能力的影响。结果：SOX2在胃癌组织中表达显著低
于癌旁组织。肿瘤球形成实验能够有效富集胃癌细胞 SGC-7901和 BGC-823的干细胞。慢病毒载体感染能够显著增强 SOX2在

胃癌干细胞中的表达。过表达 SOX2能够抑制胃癌干细胞的自我更新、增殖和侵袭能力。结论：SOX2在胃癌中发挥抑癌基因的功

能，其机制可能通过抑制肿瘤干细胞的自我更新、增殖和侵袭转移能力而抑制胃癌的发生发展。
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Effect of Transcription Factor SOX2 on the Self-renewal，Proliferation and
Migration of Gastric Cancer Stem cell*

To investigate the expression of SOX2 in gastric cancer and the role of SOX2 in the self-renewal, prolifera-

tion and migration of gastric cancer stem cell. The expression of SOX2 was detected by immunohistochemical staining in 40

cases of gastric cancer tissues and matched adjacent normal gastric tissues. Tumor sphere formation assay was used to enrich gastric can-

cer stem cell. Overexpression of SOX2 in gastric cancer stem cell was mediated by lentivirus infection and confirmed by real-time qPCR

and Western blot. Tumor sphere formation assay was used to examine self-renewal ability of gastric cancer stem cell. Cell proliferation
was detected with cell counting kit-8 assay. Cell cycle was determined with flow cytometry. Cell migration was assessed with Transwell

migration assay. SOX2 was significantly down-regulated in gastric cancer tissues compared with normal gastric tissues. Gastric

cancer stem cells were enriched from SGC-7901 and BGC-823 cell lines through tumor sphere formation assays. Real-time qPCR and

Western blot analysis indicated forced expression of SOX2 in gastric cancer stem cells by lentivirus infection. Overexpression of SOX2

significantly suppressed the self-renewal, proliferation and migration of gastric cancer stem cells from both SGC-7901 and BGC-823
cells. : SOX2 functions as a potential tumor suppressor in gastric cancer and might inhibit gastric carcinogenesis and develop-

ment through suppressing self-renewal, proliferation and migration ability of gastric cancer stem cells.

SOX2; Gastric cancer; Proliferation; Migration; Stem cell

*基金项目：国家自然科学基金项目（81470805）；国家自然科学基金青年基金项目（81602641）

作者简介：雷超（1990-），硕士研究生，主要研究方向：胃早癌的防治研究，电话：15129232901，E-mail: leic0829@163.com

△通讯作者：时永全，博士生导师，教授，主要研究方向：消化系肿瘤的生物学行为及早癌防治研究，

电话：029-84771515，E-mail: shiyquan@fmmu.edu.cn；

赵晓迪，主治医师、讲师，主要研究方向：消化系肿瘤发生发展的分子机制研究，电话：029-84771522，E-mail: leedyzhao@fmmu.edu.cn

（收稿日期：2016-11-01 接受日期：2016-11-25）

前言

近年来，虽然胃癌的发病率有下降趋势，但仍然是威胁人

类健康的重要疾病。在我国，胃癌发病率和死亡率均居第二位[1]，

并且胃癌患者被发现时常常已经处于晚期并通常伴有转移，手

术、放疗、化疗等对中晚期胃癌患者的治疗效果均不理想。因

此，对胃癌的发生机制的研究对于早期诊断和防治胃癌具有重

要意义。

SOX基因是一类调控早期胚胎发育、神经分化、性别导

向、细胞生长转化等重要生命事件的基因家族，编码了一组进
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化上非常保守、结构上与 SRY高度相关的转录因子，其家族成

员广泛存在于动物界中。SOX2(Sex determining region Y-box 2，
性别决定区 Y框蛋白 2) 属于 SOX家族中的 B亚家族中的重

要一员。在结构上，SOX2基因定位于 3号染色体长臂 36.3-27

结构域内，含有一个外显子，能够编码表达由 317个氨基酸残

基构成的蛋白。在发育过程中，SOX2主要参与了胚胎期胃肠

道发育分化，主要与食管和胃的形成有关[2]。近年来研究表明

SOX2是也胚胎干细胞的一个标志物，对维持胚胎干细胞的自

我更新与多向分化中起关键作用，常被作为一种多能性细胞谱

系的分子[3]。多项研究显示 SOX2与实体肿瘤的发生密切相关，

如在肺癌、食管癌、结肠癌、乳腺癌等中高表达，发挥促癌作用
[4-8]，但其在胃癌的发生发展过程中的具体作用尚具有争议[9,10]。

本实验室前期通过大规模芯片筛选发现 SOX2在从正常胃粘

膜上皮到胃上皮肠化生到原发胃癌再到转移性胃癌的过程中

表达逐渐降低，并且在胃癌中 SOX2的表达情况与预后呈正相

关[11]，过表达 SOX2能够抑制胃癌细胞的体外增殖和转移，提

示 SOX2能够抑制胃癌的发生及抑制其恶性表型，但 SOX2在

胃癌发生过程中的具体作用及其机制仍未完全阐明。由于

SOX2与干细胞密切相关，对干细胞的自我更新与多向分化等

过程起关键作用。因此，我们推测在胃癌中 SOX2可能通过影

响胃癌干细胞进而调控胃癌的发生和转移，本实验拟通过探讨

SOX2在胃癌干细胞中对胃癌干细胞自我更新、增殖和转移的

影响，为进一步探究胃癌发生、发展及转移提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

胃癌芯片购买于西安艾丽娜生物公司，共 40例标本，80

个阵列点。免疫组化试剂购自于北京中杉金桥公司。人胃癌细

胞系 SGC-7901、BGC-823均由本实验室保存。DMEM培养液，

0.25％胰酶 trypsin 购买于 Gibco公司。胎牛血清购买于 Bio-

logical Industries公司。超低粘附 6孔板及超低粘附的 25 cm2

培养瓶购自于美国 corning公司。生长因子 EGF和 bFGF购自

于 novoprotein公司。过表达 SOX2慢病毒在上海吉凯公司定

制。嘌呤霉素购自于MP公司。RNA提取试剂盒、RNA反转率

试剂盒、Real-time qPCR 试剂盒购自于 Takara 公司。抗体
SOX2 购自于 abcam 公司，ACTIN 抗体购自于 sigma 公司，
CD44，EPCAM抗体购自于 CST公司，CCK-8试剂盒购自于日

本同仁株式会社。8.0 滋m 孔径的 transwell小室购自于 milli-

pore公司。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化 免疫组化采用 SP免疫染色法。一抗 SOX2

抗体工作浓度 1:100。免疫组化结果统计采用半定量积分法计

算免疫组化染色积分[12]。即分别对每张切片的阳性细胞及阳性

细胞着色强度进行分级记分，每个样本所见的阳性细胞分为

0～ 4 级，0 分为阴性，1分阳性细胞占 1％～ 25％，2分阳性细

胞占 26％～ 50％，3分阳性细胞占 51％～ 75％，4 分阳性细胞

占 76％～ 100％；染色强度依照：未着色、浅黄色、棕黄色、棕褐

色分别得 0分、1分、2分、3分；两项得分相乘得到该视野的最

终得分，选取 5个视野得分的平均值为最后得分。最后该切片

按照得分分为以下四个等级：0-1分为 (-)，2-4分为 (+)，5-7分
(++)，≥ 8分为(+++)。(-)～ (+)为阴性表达，(++)～ (+++)为阳性表
达。

1.2.2 细胞培养 人胃癌细胞系 SGC-7901、BGC-823 均生长
于含 10%胎牛血清 +50 U/mL青霉素 +50 U/mL链霉素的杜氏

改良伊格尔培养基中。细胞培养箱的培养条件为 37℃、体积分

数为 5％的 CO2的饱和湿度。

1.2.3 肿瘤球形成实验（Tumor sphere assay） 干细胞培养参

考 Takaishi及 Wu Q的筛选胃癌干细胞的实验方法[13,14]，在超

低粘附的 25 cm2培养瓶中加入无血清的 DMEM培养液，并加

入 20 ng/mLEGF和 10 ng/mLbFGF生长因子培养，细胞重悬后

每孔加入 1× 104个细胞。37℃细胞培养箱培养连续培养 7天。

倒置显微镜下观察肿瘤球形成数量及大小。

1.2.4 细胞感染 慢病毒构建及包装由吉凯公司完成。病毒感

染前一天在 6孔板铺细胞 20万个 /孔。感染 MOI值为 20:1。

病毒感染 12小时后弃掉含病毒培养液，改换普通培养液。72

小时后荧光显微镜下观察荧光强度，并使用嘌呤霉素进一步筛

选阳性细胞。筛选时间持续 7天。
1.2.5 实时定量 PCR 检测 SOX2 的 mRNA 表达水平 RNA

提取使用 Takara总 RNA提取试剂盒按照说明书步骤提取总
RNA。使用 Takara公司反转录试剂盒进行反转录。Real-time
qPCR 使用 Takara 公司的 SYBRGreen I 嵌合荧光法进行 re-

al-time qPCR 进行定量检测 mRNA。SOX2 PCR 引物序列：
SOX2上游为 5'- TACAGCATGTCCTACTCGCAG-3'，下游为
5'-GAGGAAGAGGTAACCACAGGG-3'。内参 ACTIN PCR 引
物序列：上游为 5'-TGGCACCCAGCACAATGAA-3', 下游为
5'-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3'。Real-time qPCR

仪器使用 ROCH LightCycler480 System。反应条件为反应条件：
95 ℃ 30s；95℃ 5 S，60℃ 30s，共 40个循环。
1.2.6 Western bolt检测蛋白 常规方法提取细胞总蛋白，加

入蛋白上样缓冲液变性，变性后使用聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE)电泳分离，转膜，封闭一抗，二抗，Bio-Rad凝胶成

像系统显影。

1.2.7 细胞体外增殖实验 将胃癌细胞球消化、重悬，制成单

细胞悬液，每孔 3× 103/100 滋L细胞种植于 96孔板内，每种细

胞设 5个复孔，37℃细胞培养箱培养过夜。第 2天开始每天同

一时间每孔加入 10 滋L CCk-8试剂，37℃孵育后 3 h后在酶标

仪测定 450 nm处的吸光度(A)值，连续测量 5天。并使用 graph
prism 5.0作图软件绘制生长曲线。
1.2.8 流式检测细胞周期 送检的细胞球消化，PBS重悬洗细
胞 1遍，取 1× 106个细胞，1 mL PBS和 2 mL无水乙醇固定，

送流式检测仪检测细胞周期。

1.2.9 细胞体外迁移试验 将细胞球消化、重悬，制成单细胞

悬液。将 5× 104个上述细胞重悬于 200 滋L无血清 DMEM培
养液中，种植于 Transwell小室内，再将小室置于含 20％胎牛
血清 DMEM 培养基的 24孔板内，孵育后 24 h后取出小室，
95％甲醛固定 10 min，0.5％结晶紫染色 1 min，流水冲洗。在光

学显微镜下随机选取 5个视野拍照，计算平均细胞数并做统计

分析。

1.3 统计学分析
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绘图及统计分析采用 GraphPad Prism5.0软件分析，组间

分析采用独立样本 t检验。计数资料以比率或比表示，采用卡

方检验进行比较，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SOX2在胃癌及其癌旁组织中表达

免疫组化结果显示：SOX2 在正常胃粘膜中表达呈强阳

性，而在胃癌组织中表达显著降低(图 1)；SOX2在胃癌组织中

阳性率为 32.5％，而在癌旁组织中 SOX2阳性率为 77.5％，显

著高于胃癌组织，差异具有统计学意义(表 1)。

图 1 SOX2在胃癌及癌旁组织中表达情况× 100

Fig.1 SOX2 expression in gastric cancer and match normal tissue × 100

Note: A: normal tissue B: cancer tissue.

Groups Total number positive(++~+++) Negative(-~+) Percentage of positive P value

Normal tissue 40 31 9 77.5% P< 0.001

Cancer tissue 40 13 27 32.5%

表 1 SOX2在胃癌及其匹配癌旁组织中表达情况

Table 1 SOX2 expression in gastric cancer tissues and match normal tissues

2.2 胃癌干细胞富集和鉴定

我们采用肿瘤球形成实验成功富集到能够形成肿瘤球的

胃癌干细胞(图 2A，B)，并且通过 western bolt实验证实在形成

肿瘤球样的胃癌细胞中，胃癌干细胞表面标志物 CD44、EP-

CAM表达显著升高(图 2C)。

图 2 胃癌干细胞形成的肿瘤球的形态及干细胞表面标志物表达

Fig.2 Morphology of tumor sphere from gastric cancer stem cells, and expression of cancer stem cell marker in gastric cancer stem cell compare with

gastric cancer cell

Note: A: tumor sphere from SGC-7901 B: tumor sphere from BGC-823.

2.3 慢病毒感染胃癌干细胞后 SOX2的 mRNA和蛋白表达

按照吉凯基因公司的操作步骤感染病毒，构建过表达

SOX2慢病毒载体和空白对照慢病毒感染富集的胃癌干细胞，

72小时后在倒置荧光显微镜下观察感染效率。荧光显微镜观

察结果显示，细胞的病毒感染率约为 90％，real-time qPCR结

果显示感染过表达 SOX2慢病毒的细胞中 SOX2的 mRNA水

平与空白对照细胞相比，SOX2 mRNA表达升高了 1400倍 (图
3A)。western blot结果显示染过表达 SOX2 慢病毒的细胞中
SOX2表达显著高于空白对照组(图 3B)，表明包含 SOX2基因

的慢病毒成功感染到胃癌干细胞中。

2.4 SOX2对胃癌干细胞自我更新的影响

采用成功感染 SOX2慢病毒的胃癌干细胞进行肿瘤球形
成实验[14]。结果显示：过表达 SOX2的胃癌干细胞形成肿瘤球

的数量和大小均显著低于 NC空白对照的胃癌干细胞 (图 4)，

提示 SOX2抑制了胃癌干细胞的自我更新。

2.5 SOX2对胃癌干细胞增殖和转移能力的影响

采用成功感染 SOX2慢病毒的胃癌干细胞进行体外增殖

实验和体外迁移实验，CCK-8实验结果显示与空白对照细胞相

比，过表达 SOX2的胃癌干细胞的增殖能力被显著抑制 (图
5A)；流式检测细胞周期结果显示过表达 SOX2的细胞 G1期

图 3 SOX2在 SGC-7901和 BGC-823胃癌干细胞稳转细胞系中表达情

况

Fig.3 SOX2 expression in SGC-7901 and BGC-823 gastric cancer stem

cell stable transfected

Note: A: real-time qPCR B: western bolt.
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的百分比增加(图 5B)。提示过表达 SOX2能够阻滞胃癌干细胞

周期，抑制其自我更新和分化；Transwell实验结果显示与 NC

对照组的胃癌干细胞相比过表达 SOX2 的胃癌干细胞穿过

transwell小室的细胞数量明显减少(图 6)，差异具有统计学意

义。以上结果表明 SOX2能显著抑制胃癌干细胞在体外的增殖
和转移。

图 4 肿瘤球形成实验检测 SOX2对胃癌干细胞自我更新的影响

Fig.4 Effects of SOX2 to gastric cancer stem cell self-renewal by tumor sphere assay

Note: *** P<0.001, compared with control group.

图 5 CCK-8实验和流式细胞术检测 SOX2对胃癌干细胞增殖能力的影响

Fig. 5 Effects of SOX2 on cell proliferation by CCK-8 assay and flow cytometry

Note: A: CCk-8 assay B: flow cytometry.

图 6 细胞迁移实验检测 SOX2对胃癌干细胞转移能力的影响

Fig. 6 Effects of SOX2 on gastric cancer stem cell metastasis by transwell assay

Note: ** P<0.01; *** P<0.001, compared with control group.

3 讨论

肿瘤干细胞是肿瘤细胞中很小一部分能够自我更新和无

限增殖和多向分化的细胞，参与了肿瘤的发生、发展、转移、复

发等特性。在胃癌中，胃癌干细胞被认为是胃癌的起始来源，参

与了胃癌细胞的生长、侵袭、转移和耐药的多种恶性表型[15]。

Wu Q研究发现MiR-19b/20a/92a可以通过抑制 E2F1和 HIPK1

蛋白途径调控胃癌干细胞的自我更新和增殖，促进胃癌的发

生[14]。Demitrack ES研究发现 Notch信号通路可以活化 LGR5+

的胃癌干细胞的增殖。进而促进胃癌的发生[16]。Wu K研究发现
miRNA483-5p 作为一个促癌 microRNA，能够通过活化
Wnt/茁-catenin通路促进胃癌干细胞的自我更新、增殖和侵袭
[17]。研究肿瘤干细胞对肿瘤的恶性表型的影响，需要得到肿瘤

干细胞。目前公认的得到肿瘤干细胞的方法有以下几种：①肿
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瘤球形成实验，即将普通肿瘤细胞放在无血清的培养基中生

长，干细胞能够成球样生长，从而得到肿瘤干细胞。②通过流式

细胞仪进行干细胞表面标志物筛选得到肿瘤干细胞，如 CD44,

CD133, EPCAM等表面标志物。③根据干细胞能够外排荧光染
料能力的特性可以通过流式细胞仪进行侧群细胞筛选法得到

肿瘤干细胞。实验中通常以使用以上三种方法中的一种或多种

方法来得到肿瘤干细胞。本实验通过肿瘤球富集、分离胃癌干

细胞，并通过检测标识分子 CD44 和 EPCAM 表达，最终确认

获得了胃癌干细胞，为下一步的实验奠定了基础。

SOX2是一个高度保守的干细胞转录因子，在早期胚胎发

育和器官发生、机体组织稳态维持和再生、成熟细胞增殖和转

分化等多种重要的生理过程中都发挥着关键作用。在人类消化

道，SOX2特异性高表达于胃上皮细胞，主要位于胃底和幽门

粘膜，而在小肠和结肠中则不表达，因而被称为胃特异性转录

因子[18]。多项研究显示 SOX2在肿瘤发生过程中发挥着重要作

用。在 Correa提出的从正常胃上皮到萎缩性胃炎、肠上皮化

生、不典型增生到最终胃癌的公认胃癌发生模式中[19]，SOX2表

达逐渐降低，扮演着抑癌基因的作用。如 sharker的研究发现
SOX2能过抑制Wnt/茁-catenin的活化，同时 SOX2能够抑制正
常胃上皮细胞向肠型细胞转化来抑制胃癌的发生[9]。wang的研

究发现 SOX2的缺失能够通过减弱对 PTEN的抑制，使 PTEN

的表达显著增加，从而促进胃癌的增殖和转移[11]。Otsubo T研

究发现 miR-126在胃癌组织中高表达，能够抑制SOX2的表达

来促进胃癌的发生[20]，但 SOX2在胃癌干细胞中对胃癌干细胞

的调控作用目前仍不十分清楚。本研究首先在胃癌临床标本中

验证 SOX2的表达情况，发现 SOX2在胃癌组织中表达显著降

低。随后的实验表明增强 SOX2在胃癌干细胞中的表达，可以

显著抑制胃癌干细胞的肿瘤球形成能力，也即自我更新能力。

增殖和转移潜能是肿瘤干细胞的重要特性。我们的研究也显示

过表达 SOX2能够抑制胃癌干细胞的增殖和体外侵袭能力，再

一次印证了 SOX2对胃癌干细胞的负向调控。上述研究提示
SOX2是一个潜在的抑癌基因，可能通过抑制胃癌干细胞的自

我更新而阻止胃癌的发生发展。

作为一个转录因子，SOX2主要通过调控其下游靶基因的

表达而发挥作用。既往的研究表明 PTEN是 SOX2的下游靶基
因之一，SOX2 可能通过促进 PTEN 的表达而抑制 PI3K/AKT

信号通路[11]。然而，胃癌干细胞的自我更新主要受 Notch、WNT

和 BMP信号通路调控。PTEN以及 PI3K/AKT虽然与上述通

路存在一定的联系，但并非主要调控分子。因此，我们推测应当

还有其他下游靶分子介导 SOX2调控胃癌干细胞的作用。此

外，SOX2在胃癌中的表达是如何丢失的，其机制尚未明确。这

些问题都有待于进一步的研究阐明。

综上，本研究表明 SOX2在胃癌中表达下调，SOX2可能

通过抑制胃癌干细胞的自我更新和增殖、转移，进而抑制胃癌

的发生发展。作为一个潜在的抑癌基因，SOX2有望成为胃癌

诊断和治疗的一个标志分子，其在胃癌中的表达缺失机制以及

调控胃癌干细胞的下游机制值得进一步研究。
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