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Sprouty-2对胃癌细胞上皮间质转化及侵袭转移的影响 *
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摘要 目的：研究 Sprouty2(SPRY2)基因在胃癌肿瘤细胞上皮间质转化(EMT)和侵袭转移的影响。方法：体外培养人胃癌细胞

(BGC-823)，采用慢病毒介导的 shRNA 沉默 SPRY2 基因，并用实时定量 PCR 与 Western blot 检测其 SPRY2、E- 钙黏蛋白

(E-cadherin)、波形蛋白(vimentin)的表达，采用细胞划痕实验、Transwell实验检测 SPRY2基因沉默后的胃癌细胞侵袭转移能力变

化。结果：在慢病毒介导 shRNA沉默 SPRY2基因的人胃癌 BGC-823细胞中，SPRY2的 mRNA和蛋白表达明显降低(P＜0.05)，

SPRY2沉默后人胃癌细胞 E-cadherin的蛋白表达增多(P＜0.05)，vimentin的蛋白表达减少(P＜0.05)。此外，SPRY2沉默后，胃癌

细胞迁移能力和侵袭能力明显减弱(P值均 P＜0.05)。结论：Sprouty-2基因通过调节 E-cadherin与 vimentin的表达参与胃癌细胞

的上皮 -间质转化，进而促进胃癌细胞的迁移与侵袭。
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Effect of Sprouty-2 on the Epithelial-mesenchymal Transition, Migration and
Invasion of Human Gastric Cancer*

To investigate the effect of suppressed Sprouty2 (SPRY2) on the epithelial-mesenchymal transition (EMT),

migration and invasion of human gastric cancer. Human gastric cancer line (BGC-823) was transfected with shRNA-SPRY2

mediated by recombinant lentivirus to establish a cell line (shRNA- SPRY2- BGC-823) which was stably suppressed to express SPRY2.

The expression level of SPRY2, EMT-related marker proteins (E-cadherin and vimentin) were examined using real-time PCR and West-

ern blot in human BGC-823 cells. In addition, migration and invasion assays were performed to assess the effect of SPRY2 on the

BGC-823 cells using Matrigel-coated plate, transwell membrane chamber, and wound healing models, respectively. The human

gastric cancer line (shRNA- SPRY2- BGC-823) was successfully constructed by lentivirus stable transfection to suppress the expression

levels of SPRY2. The expression of SPRY2 was significantly decreased after knockdown of SPRY2 in BGC-823 cells compared with

control-shRNA and non-transfection. The results from real-time PCR and Western blot indicated that the mRNA and protein expression

of the epithelial cell marker E-cadherin was significantly increased, and the mesenchymal cell markers vimentin was significantly de-

creased after knockdown of SPRY2 in BGC-823 cells. Moreover, after SPRY2 knockdown, abilities of migration and invasion were sig-

nificantly attenuated in shRNA- SPRY2- BGC-823 cells. SPRY2 knockdown significantly promote the EMT by regulating

the expressions of E-cadherin and vimentin, which further enhanced the migration and invasion of human gastric cancer in vitro.
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前言

胃癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，目前其在中国的发病

率与死亡率均占第二位，是仅次于肺癌的恶性肿瘤，且呈现农

村高于城市的概况[1]。因胃癌复杂的进展机制，缺乏早期发现以

及有效的治疗手段，其 5年生存率在 20%～30%[2]。胃癌的转移

的精确机制尚不明确，上皮 -间质转换(epithelial-mesenchymal

transition，EMT)机制在胃癌的转移发挥重要作用[3]。在肿瘤发

展中，基底膜的丢失以及上皮信号的消失和减弱预示着恶性进

展影响肿瘤细胞的侵袭和转移能力[4]。Sprouty(SPRY)是细胞内

酪氨酸激酶受体信号通路的调节者，影响细胞的生长、分化以

及肿瘤的发生，SPRY2是其四个家族成员(SPRY1-4)之一[5]，在
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机体各器官广泛表达，其它 3种类型的表达有组织特异性[6]。

有研究表明 SPRY2蛋白表达与乳腺癌、前列腺癌、淋巴细

胞性白血病、卵巢癌以及结直肠癌有关[7-10]，SPRY2高表达与肿

瘤患者较差的预后存在相关性[11,12]，是结直肠肿瘤患者较差预

后的指标之一 [13]。近期研究表明 SPRY2调节结直肠癌细胞

EMT[12]，同时也参与胃癌的进展与预后[14]，但是其对胃癌细胞

中上皮间质转换及其侵袭转移能力的的影响尚未有报道。本研

究以肿瘤微环境以及 EMT为出发点，旨在揭示 SPRY2在胃癌

细胞 EMT中的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系与细胞培养

人类胃癌细胞 (BGC-823) 购自上海 Cell Bank，培养在

DEEM 培养基(DMEM, Life Technologies)或者 RPMI-1640，加

入 10%胎牛血清，维持在 37℃、体积分数为 5% CO2的无菌培

养箱环境进行培养，常规传代，取对数生长且状态良的细胞好

进行实验。实验室常规采用试剂盒(Lonza，美国)检测实验室支

原体污染。

1.2 采用慢病毒介导的 siRNA抑制 SPRY2表达以及分组

慢病毒转染前 1天，接种 BGC-823细胞(0.5× 105个 /孔)

至 24孔板中，使孔板细胞在慢病毒转染前达到 1× 105个 /孔。

胃癌细胞 BGC823采用构建载有 shRNAs (Sprouty2沉默，TR-

CN 0000007522，Sigma；shRNA对照，Sigma)的慢病毒转染，按

照 Sigma公司提供的慢病毒使用说明进行操作。BGC823和

SGC-7901转染非靶向的 shRNA作为实验对照组，根据荧光表

达情况，确定转染是否成功，并进行筛选。构建 shRNA-

SPRY2- BGC-823组、control-shRNA组和 non-transfection组进

行实验。

1.3 实时定量聚合酶链式反应( RT-PCR)检测

实时定量 PCR分析 Spry2表达，以各组等量为 2× 106个

细胞，细胞总 RNA使用 TRIzol试剂提取，按照使用说明使用

逆转录试剂盒 (Superscript II Reverse Transcriptase kit)，以 cD-

NA为模板进行扩增。引物序列为：Spry2：F：5'-ATAATCC-

GAGTGCAGCCTAAATC-3'，R：5'-CGCAGTCCTCACACCTG-

TAG-3'；E-cadherin：F：5'-GTCACTGACACCAACGATAATCCT

-3'，R：5'-GTCACTGACACCAACGATAATCCT-3'；Vimentin：F：

5'-TGGCACGTCTTGACCTTGAA-3'，R：5'-GGTCATCGTGAT-

GCTGAGAA-3'；GAPDH：F：5'-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-

3'，R：5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTGA-3'。以 2 - △ △ Ct值表示以

上目的基因的相对表达量。

1.4 Western Blot检测 SPRY2、E-cadherin与 vimentin的表达

用 RIPA 裂解液(Thermo Scientific，Rockford，IL，美国)提

取各组蛋白，并采用 BCA试剂盒(Thermo Scientific，Rockford，

IL，美国 ) 进行测量各组蛋白。取 50 滋g 总蛋白上样，用
SDS-PAGE进行电泳分离，90 min，电泳结束后将分离条带转

至硝酸纤维膜上，用含 5 %脱脂奶粉的 TBST溶液 (137 mmol

/L NaCl，2.7 mmol /L KCl，25 mmol /L Tris，0.1% Tween-20，pH

7.4)进行冲洗。室温下封闭 1 h，加入一抗(兔抗人 E-cadherin，

1：1 000，Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，加利福尼亚州，

美国；vimentin，1：500，Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，加

利福尼亚州，美国；兔抗人 SPRY2，Sigma-Aldrich；茁-actin ，1：
1000，Sigma-Aldrich)，置于 4℃封闭过夜，使用 TBST溶液冲

洗，加入山羊抗兔 IgG，室温封闭 1 h，使用 TBST溶液冲洗，使

用 Image J软件进行蛋白条带的灰度值分析。

1.5 细胞划痕实验检测胃癌细胞横向迁移能力

取构建慢病毒转染并稳定沉默 Spry2的 BGC-823细胞组

与对照组，处于对数生长状态良好的细胞，用记号笔在 6孔板

底面均匀划线，将 6孔板按照 5× 106个细胞 /孔接种各组细

胞，加入完全培养液，置于 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2培养

箱中培养 48 h。将各组细胞用 PBS液体清洗，使用 10 滋L的试
剂枪头进行划痕，加入无血清培养液，再置于 37 ℃、体积分数

为 5%的 CO2培养箱中培养 48 h后拍照，以划痕面积评估各组

细胞的横向迁移能力。

1.6 Transwell体外侵袭实验

Transwell小室分为上下两层，24 孔板，孔径 8 滋m 的膜
(Corning)，每个悬挂小室以 matrigel生物胶(BD，美国)覆盖。将

各组细胞无血清培养 24 h后，上室内接种细胞密度为 5× 105

/mL、200 滋L，并加入不含血清的 RPMI-1640培养液，下室内加

入含 20%胎牛血清的 RPMI-1640培养液，以观察细胞因上下

室内血清差异，细胞经聚碳酸酯膜进入下室内，置于 37 ℃、体

积分数为 5%的 CO2培养箱中培养 48 h。将上层细胞轻轻擦去，

侵袭细胞用甲醛固定并以结晶紫染色，使用显微镜观察计数。

1.7 统计学分析

所有的基础实验均独立重复 3次，实验结果定量资料采用

均数± 标准差(x± s)，统计软件 SPSS 18.0版本，多组之间比较

使用单因素方差分析，多组之间的两两比较使用 LSD-t检验，

以 P＜0.05差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 沉默 SPRY2对 EMT相关基因 E-cadherin和 vimentinmRNA

表达的影响

使用 RT-PCR进行检测 shRNA- SPRY2组、control-shRNA

和 non-transfection 组的 SPRY2、E-cadherin 和 vimentin 表达，

见图 1。sh-BGC823经慢病毒 shRNA沉默后，SPRY2表达水平

较对照组减低 (P 值均＜0.05)。 E-cadherin 表达在转染

sh-BGC-823表达较 control-shRNA和 non-transfection高 (P＜

0.05，P＜0.05)，与之相反的是 vimentin表达水平降低(P值均＜

0.05)。

2.2 沉默 SPRY2 对 EMT 标志蛋白 E-cadherin 与 vimentin 蛋

白表达的影响

SPRY2基因沉默的 BGC-823细胞中 SPRY2表达较转染

对照 shRNA的 BGC-823细胞显著降低 (P＜0.05)，其 E-cad-

herin蛋白表达亦显著升高(P＜0.05)，但 vimentin 的蛋白水平

明显降低(P＜0.05)，见图 2。

2.3 沉默 SPRY2对胃癌细胞侵袭与迁移能力的影响

Transwell结果显示：相比于未转染 BGC-823细胞和转染

对照 shRNA的 BGC-823 细胞，SPRY2 沉默的 BGC-823 细胞

穿过的细胞数均明显降低(P＜0.05)（图 3）。细胞划痕愈合实验

显示：shRNA-SPRY2 组、control-shRNA 组和 non-transfection

组划痕愈合能力随时间变化 (图 4)，通过比较细胞划痕愈合，

3251· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.17 JUN.2017

图 1 BGC823细胞使用载有 shRNA- SPRY2的慢病毒转染，转染阴性

对照(control-shRNA)以及未转染的胃癌细胞(non-transfection)，通过

RT-PCR检测 SPRY2、E-cadherin和 vimentin在三组细胞中的 mRNA

的表达水平，每个实验均独立重复 3次。*P＜0.05。

Fig.1 BGC823 cells were transfected with lentivirus carrying

shRNA-SPRY2.In shRNA- SPRY2 transfection, negative control

(control-shRNA) and non-transfected (non-transfection), mRNA of

SPRY2, E-cadherin, vimentin were detected by RT-PCR. Each experiment

was repeated 3 times independently. *P<0.05.

图 2 在 shRNA- SPRY2组、control-shRNA组和 non-transfection组中，Western blot检测 SPRY2、E-cadherin和 vimentin的表达水平(A，B)。*P＜

0.05。

Fig.2 Western blot showed that expression of SPRY2, E-cadherin, vimentin in shRNA- SPRY2, control-shRNA, non-transfection cells (A, B). *P<0.05.

shRNA- SPRY2 组划痕愈合能力较 control-shRNA 组和

non-transfection组弱(P＜0.05，P＜0.05)。
3 讨论

尽管近十年来全球胃癌的发病率和致死率已有下降，但胃

癌因缺乏早期诊断以及卓有成效的治疗方式，导致其预后差，

转移常见[15]。越来越多的证据表明 EMT在肿瘤耐药以及转移

中发挥了重要作用[3]，参与肿瘤的侵袭、转移以及凋亡的调控
[16,17]。EMT不仅在在肿瘤侵袭转移中起到起始作用，而且是肿

瘤细胞侵袭转移能力的一个重要标志 [18]。EMT 的状态(vi-

mentin/E-cadherin比率) 及表型变化可作为胃癌患者预后的独

立影响因素[19]。因此，研究胃癌的 EMT的调节可能有助于改善

胃癌患者的预后。SPRY是由 Hacohen等人最先描述于果蝇

中，作为成纤维细胞生长因子以及表皮生长因子信号通路的的

抑制因素[20]。已有的研究表明 SPRY2在乳腺癌、前列腺癌、肺

癌、肝癌以及多发性骨髓瘤细胞中影响肿瘤的进展[7,8]。在消化

道肿瘤中，SPRY2可以抑制结肠癌细胞上皮表型的表达，与结

肠癌患者较差的预后存在相关性[21]。有研究报道 SPRY2在结

肠肿瘤中通过微小 RNA介导对其 EMT的调节作用[22]。本研究

探讨了 SPRY2对胃癌细胞 EMT以及胃癌细胞侵袭转移能力

的影响。

E-cadherin是一种钙依赖的跨膜糖蛋白，也是一种重要的

粘附分子，表达于多数的上皮细胞，具有建立细胞的极性和维

持细胞结构的作用。vimentin是一种细胞骨架蛋白，不表达于

正常的上皮细胞，但是广泛表达于成纤维细胞、内皮细胞，在实

质性与间质性肿瘤均可检测到，其与细胞的移动迁移有关。

E-cadherin的下调与 vimentin上调与上皮间质转化有关，是多

种肿瘤预后的一个重要标志[23]。E-cadherin和 vimentin是 EMT

表型变化的关键分子，E-cadherin是细胞连接的中心组成成分，

其对于上皮表型的是及其必要的，在上皮源性恶性肿瘤中其减

少或增多与肿瘤的进展有密切关系 [24]。在肿瘤细胞中，E-cad-

herin的丢失或减少，与肿瘤细胞的去分化有关，增加淋巴结以

及远处转移的风险。EMT诱导转录因子可以直接或者间接的

抑制 E-cadherin的表达[25]。间质信号 vimentin表达与肿瘤的恶

性分期有关，调节 vimentin表达与胃癌的进展也存在相关性[26]，

vimentin的过表达与胃癌患者的 5年生存率存在相关性[27]。

本研究以人类胃癌 BGC-823细胞[28]作为研究对象，通过慢

病毒介导的 SPRY2基因沉默，采用实时定量 PCR以及蛋白免

疫印迹技术，发现 SPRY2沉默可以调节胃癌细胞的 E-cadherin

和 vimentin表达，但是其具体调节信号通路还有待进一步研究

证实。上皮间质表型变化是肿瘤去分化和侵袭能力的一个重要

环节，因此本研究通过细胞划痕实验和 Transwell细胞侵袭迁

3252· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.17 JUN.2017

图 3 在人胃癌 BGC823细胞中 3组细胞 Transwell转移侵袭实验结果如图(结晶紫染色，× 200) (A, B, C)。*P＜0.05。

Fig.3 Migration and invasion of BGC823 transfected with SPRY2 inhibitors (shRNA-SPRY2, control-shRNA) and non-transfection were detected by

Transwell (crystal violet staining, × 200) (A, B, C). *P<0.05.

图 4 通过细胞划痕实验结果表明抑制 SPRY2表达影响胃癌 BGC823细胞的迁移能力(A，B)。*P＜0.05。

Fig.4 Scratch-wound assay shown that suppression of SPRY2 expression prevents migration and invasion of BGC823 cells (A, B). *P<0.05.

移实验进一步检测 SPRY2沉默的胃癌细胞侵袭能力以及转移

能力的影响。在划痕实验和 Transwell中，SPRY2沉默的胃癌细

胞侵袭迁移能力减弱，表明 SPRY2可介导胃癌细胞侵袭与迁

移，而与本研究结果一致的是在结肠肿瘤细胞中 SPRY2也具

有驱动 EMT作用[12]。下调 SPRY2可以抑制肿瘤细胞的侵袭转

移[8,29]，也说明其与肿瘤的较差预后存在相关性[12,13]，而其具体调

控以及对胃癌细胞增殖能力的影响还待进一步研究证实[8,12,22]。

综上所述，本研究结果表明 SPRY2 基因可能通过调节

E-cadherin 与 vimentin 的表达参与胃癌细胞的上皮 - 间质转

化，进而促进其侵袭和转移，其可能作用为胃癌的治疗靶点和

预后评估的参考指标。
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