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G蛋白偶联胆汁酸受体 1促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭的实验研究 *
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摘要目的：探讨 G蛋白偶联胆汁酸受体 1(G-protein coupled bile acid receptor 1，GPBAR1/TGR5)对胃癌细胞增殖、迁移和侵袭的

影响。方法：免疫组织化学染色方法（Immunohistochemistry，IHC）检测胃癌及癌旁组织芯片中 TGR5表达情况；qRT-PCR及

Western blot检测胃癌细胞系中 TGR5表达水平；小干扰 RNA处理 AGS、MKN-45胃癌细胞后构建 TGR5敲减细胞系，慢病毒载

体转染胃癌 SGC-7901细胞构建 TGR5过表达细胞系；CCK-8实验、平板克隆形成实验、裸鼠皮下移植瘤实验检测 TGR5对细胞

增殖的影响；流式细胞仪检测 TGR5对细胞周期及凋亡的影响；Tanswell实验检测 TGR5对胃癌细胞迁移及侵袭的影响；Western

blot检测上皮间充质转化（Epithelial-mesenchymal transition, EMT)相关分子 茁-连环蛋白（茁-catenin）、锌脂蛋白转录因子（Snail）、
E盒结合锌指蛋白(Zinc finger E-box binding homeobox 1, ZEB)1在 AGS、MKN-45及 SGC-7901胃癌细胞中的表达。结果：TGR5

在胃癌及癌旁组织中均有表达，胃癌组织 TGR5高表达率(41.0 %)显著高于癌旁组织(9.5%)，伴肠化生癌旁组织 TGR5高表达率

(50%)显著高于不伴肠化生的癌旁组织(0%)，胃癌组织 TGR5表达与肿瘤大小相关。TGR5在正常人胃上皮永生化细胞株 GES-1

及各胃癌细胞系中均有表达。TGR5表达敲低的 AGS和MKN-45细胞增殖能力减弱、凋亡率显著升高、侵袭和迁移能力显著降

低。过表达 TGR5的 SGC-7901细胞增殖能力增强、克隆形成能力提高、凋亡率明显减低、侵袭和迁移能力显著升高。此外，TGR5

过表达显著上调了间质细胞标志物 茁-catenin、Snail、ZEB1的表达水平。结论：TGR5能够增强胃癌细胞增殖及迁移能力，并抑制细
胞凋亡。TGR5可能通过 EMT途径介导胃癌细胞转移。

关键词：胃癌；胆汁酸；TGR5；增殖；迁移；侵袭；凋亡

中图分类号：R-73；R735；R735.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2022）01-32-11

The Study of G Protein-Coupled Bile Acid Receptor 1 in Promoting
the Proliferation, Migration and Invasion of Gastric Cancer Cells*

To explore the influence of G-protein coupled bile acid receptor 1 (GPBAR1/TGR5)on malignant

phenotypes of gastric cancer cells. The expression of TGR5 in gastric tissue microarray was analyzed with

immunohistochemistry. qRT-PCR and Western blot was used to detect TGR5 expression in gastric cancer cell lines. MKN-45 and AGS

gastric cancer cells were transfected with TGR5 siRNA to knockdown TGR5 expression. Ectopic expression of TGR5 in SGC-7901 cells

was achieved by infection with recombinant lentivirus. CCK-8 assay, colony-forming assay and subcutaneous tumor model were used to

evaluate cell proliferation. Flow cytometry was exploited to observe cell cycle and apoptosis. Tanswell assay was used to test cell

migration and invasion. The protein levels of 茁-catenin, Snail and ZEB1 were examined by Western blot. TGR5 expression was

presented in both gastric cancer and adjacent tissues, and strong expression of TGR5 was displayed in 41.0 % of gastric cancer tissues as

well as 9.5 % of adjacent tissues. In addition, strong expression of TGR5 was found in 50 % of adjacent tissues with intestinal metaplasia

as well as 0 % of adjacent tissues without intestinal metaplasia. The expression level of TGR5 in gastric cancer tissues was correlated to

tumor size. Western blot and qRT-PCR revealed that TGR5 was expressed in both GES-1 and gastric cancer cell lines. Knock-down of

TGR5 in AGS and MKN-45 cells resulted in decreased proliferation, increased apoptosis and suppressed migration and invasion. In the

contrary, over-expression of TGR5 in SGC-7901 cells promoted proliferation, colony-forming ability, migration and invasion but

inhibited apoptosis. Furthermore, increased expression of 茁-catenin, Snail and ZEB1 was exhibited in SGC-7901 cells with ectopic TGR5
expression. TGR5 could enhance the proliferation, migration and invasion of gastric cancer cells as well as inhibit cell
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前言

胃癌的发生涉及多种危险因素，其中包括胆汁反流等[1]。胆

汁酸是以胆固醇为原料在肝脏中合成的化合物，是胆汁反流的

主要成分。胆汁酸在体内不仅参与脂质、葡萄糖、能量代谢的稳

态调节，还通过胆汁酸受体介导发挥信号分子作用[2]。G蛋白偶

联受体胆汁酸受体 -1（G-protein coupled bile acid receptor 1，

GPBAR1/TGR5)）是一种定位于细胞膜的胆汁酸受体，属于 G

蛋白偶联受体家族成员[2]。TGR5在多种肿瘤中表达异常，可能

参与恶性肿瘤的发生发展。TGR5在胃癌及慢性胃炎组织中均

有表达，胃癌中的表达水平明显高于慢性胃炎组织，并且

TGR5表达与晚期胃癌（Ⅲ-Ⅳ期）相关[3]。此外，TGR5还参与胆

汁酸诱导的细胞增殖、转移等过程[3]。本课题组前期研究证实，

TGR5在胃粘膜肠化生组织中高表达，并通过上调肝细胞核因

子 4琢(Hepatocyte nuclear factor 4琢, HNF4琢）促进尾型同源盒 2

(Caudal type homebox 2, CDX2)、粘蛋白 2（Mucin 2, MUC2）等

多种肠型标志分子在胃上皮细胞的表达。在此基础上，本研究

将检测 TGR5在胃癌组织中的表达水平，并探索 TGR5对胃癌

细胞增殖、迁移及侵袭等生物学行为的影响，为深入理解胃癌

发生发展机制提供更多实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及组织芯片

人胃粘膜上皮永生化细胞 GES-1 及胃癌细胞系（AGS，

SGC-7901，MKN-45，BGC-823，AZ-521）由本实验室保存。胃癌

微阵列组织芯片购自芯超生物，两张芯片共包含 105对胃癌及

癌旁组织，其中含预后信息胃癌组织 77例。

1.2试剂及仪器

胎牛血清购自 BIOIND公司；青霉素 -链霉素、胰蛋白酶、

磷酸盐缓冲液（PBS）购自美国 Gibco公司；RPMI 1640、DMEM

培养基购自美国 Gibco公司；TGR5多克隆抗体及 Snail、ZEB1

单克隆抗体购自 Abcam公司；茁-catenin单克隆抗体购自 CST

公司；CCK-8 溶液购自日本同仁；Transwell 小室购自康宁公

司；RNA提取及反转录试剂盒购自 TAKARA公司；TGR5 引

物购自擎科生物；10%丙烯酰胺预混凝胶购自 BIO-RAD公司；

DAB显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司；CFX

96实时荧光定量聚合酶链反应系统、酶标分析仪、二氧化碳培

养箱为美国 Thermo Forma 公司产品；倒置显微镜为日本

Olympus公司产品。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 GES-1及胃癌 AGS细胞培养于含 10 %血清

和 1 %青霉素 - 链霉素的 RPMI 1640 培养基中。胃癌

SGC-7901、MKN-45、BGC-823、AZ-521 细胞培养于含有 10 %

血清和 1 %青霉素 -链霉素的 DMEM培养基中。在 37℃、5 %

CO2的细胞培养箱中培养并传代。

1.3.2 实时荧光定量 PCR 用 RNA试剂盒提取细胞总 RNA，

依据反转录试剂盒说明书中的操作步骤制备 cDNA。反转录后

的 cDNA与各引物及 TB green按比例混匀后进行 PCR扩增。

选用 GAPDH 作为内部对照，GAPDH 上游序列：5'-GCACC

GTCAAGGCTGAGAAC-3'，下游序列：5'-TGGTGAAGACGCC

AGTGGA-3'。TGR5 上游序列：5'-TACTGGTCCTGCCTCCTC

GTCTA-3'，下游序列：5'-CCAGCAAGAGGTTGGCAAGCA-3'。

反应条件：95℃ 30 s；95℃ 5 s；59℃ 30 s，共 40个循环。

1.3.3 免疫组织化学染色 将石蜡包埋组织芯片放入烤片机

中 65℃烤片过夜。取出后依次浸泡于二甲苯及梯度乙醇溶液

中脱蜡和水化。组织芯片用柠檬酸钠修复液进行修复并灭活内

源性过氧化物酶。室温下血清封闭 30 min后向芯片组织中滴

入 TGR5抗体或 PBS（阴性对照），置入湿盒中 4℃冰箱过夜。

第二天取出湿盒，复温 40 min，室温下孵育通用型二抗 40 min。

DAB显色后进行苏木素复染，在梯度浓度乙醇、二甲苯溶液中

脱水及透明并用中性树脂封片。人正常结肠组织作为阳性对

照。采用半定量方法判定组织染色情况，染色强度评分：无着色

0分，淡黄色 1分，棕黄色 2分，深褐色 3分；阳性细胞百分比

评分：0-5 % 0 分，6-25 % 1 分，26-50 % 2 分，51-75 % 3 分，

76-100 % 4分。依据两者乘积进行判定：0-5为低表达，6-12为

高表达。

1.3.4 Western blot 收集处于对数生长期的细胞置于细胞裂

解液中裂解并回收蛋白质。每孔按照 20 滋g体系进行上样，在
恒压 120 v下电泳 70 min。恒压 2.5 v进行转膜。5 %脱脂牛奶

室温下封闭 2 h后，将滤膜放入一抗（TGR5、茁-actin、茁-catenin、
Snail、ZEB1）中并于 4℃冰箱中过夜孵育。第二天取出滤膜，用

TBST清洗 3遍，每遍 5 min。室温下孵育二抗 1 h。取出条带用

TBST清洗后在显影器中进行显影。

1.3.5 小干扰 RNA 转染及慢病毒载体感染胃癌细胞 将

AGS和MKN-45胃癌细胞接种到 6孔板中培养，当细胞密度

达到 70-80 %时进行转染。将各组小干扰 RNA 及 Lipofec-

tamine 2000分别用 Opti-EME 无血清培养基按一定比例稀释

后混匀并转染 6 h，采用Western blot验证敲除效率（小干扰

RNA序列见表 1）。将 SGC-7901胃癌细胞接种至 6孔板中，并

用 TGR5重组慢病毒进行转染，嘌呤霉素筛选出稳定过表达的

细胞用于后续实验。

1.3.6 CCK-8细胞增殖实验 将胃癌细胞按照 1000个细胞 /

孔的密度接种到 96孔板中。细胞培养 1-5天，每天在特定时间

段取出一个平板，每孔添加 10 滋L CCK-8，在 37℃条件下孵育

2 h。在酶标仪上测量 450 nm的吸光度。

1.3.7 平板克隆形成实验 待细胞生长至对数生长期时收获

细胞，将胃癌细胞按照 500个细胞 /孔的密度接种到 6孔板

中，37℃条件下培养 14天后取出 6孔板，用 PBS缓冲液清洗

2遍，加入 4 %多聚甲醛固定 20 min，然后用结晶紫染色 15 min，

计数细胞克隆数目。

1.3.8 构建裸鼠皮下移植瘤模型 选取 4-6周雄性免疫缺陷

裸鼠，随机分成两组，NC组 4只，LV-TGR5组 5只，在右侧腋

apoptosis. TGR5 may take a part in metastasis of gastric cancer cells through regulation of EMT pathway.

Gastric cancer; Bile acid; TGR5; Proliferation; Migration; Invasion; Apoptosis
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5'-3' 3'-5'

siRNA-507 UCGUCUACUUGGCUCCCAATT UUGGGAGCCAAGUAGACGATT

siRNA-742 CCUGUACCUCGAAGUCUAUTT AUAGACUUCGAGGUACAGGTT

siRNA-1220 GUCGACCUGGACUUGAACUTT AGUUCAAGUCCAGGUCGACTT

Negative control UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGAATT

Tissue No. of patients
TGR5

P
Low(%) High(%)

Gastric cancer 105 62(59.0) 43(41.0) ＜0.008

Adjacent 105 95(90.5) 10(9.5)

表 2 TGR5在胃癌及癌旁组织中的表达

Table 2 TGR5 expression levels in GC and adjacent tissues

表 1 TGR5小干扰 RNA序列

Table 1 TGR5 small interfering RNA sequences

下处皮下注射 200 滋L含有 3伊106个胃癌细胞的单细胞悬液。
随后观察肿瘤生长情况，当肉眼可见皮下肿瘤时用游标卡尺测

量肿瘤大小，按照体积 =（长轴伊短轴 2）/2公式计算肿瘤体积，

24天后处死并取皮下肿瘤进行免疫组织化学染色。

1.3.9 流式细胞术检测细胞周期及凋亡 取对数生长期细胞，

用 0.25 %胰蛋白酶常规消化并收集细胞悬液, 将细胞悬液

1000 r/min离心 5 min，弃上清，预冷 PBS洗涤 2遍。75 %乙醇

重悬细胞并放置 4 %冰箱固定过夜。检测时，1000 r/min离心

5 min，PBS洗涤 2遍，弃 PBS并加入 300 滋L PI/RNase染色试
剂，室温避光 60 min，加入样本管中，用流式细胞仪在 488 nm

激发波长下测定细胞各周期 DNA含量。检测细胞凋亡时收取

培养皿中细胞培养液及胰酶消化后的细胞悬液，500伊g 离心
5 min，弃上清，预冷 PBS 洗涤 2 遍，并调整细胞密度为

106/mL，加入 400 滋L 1伊Binding Buffer重悬细胞，再加入 5 滋L
Annexin V-FITC混匀后室温避光孵育 15 min，最后加入 10 滋L
PI染色液混匀后冰浴避光 5 min。用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况，其中 Q1代表坏死细胞，Q2代表晚期凋亡细胞，Q3代表

早期凋亡细胞，Q4代表活细胞。

1.3.10 细胞侵袭及迁移实验 使用 Transwell室（24-孔板）进

行迁移和侵袭实验，不同之处在于后者需要包被基质胶。用

无血清培养基洗涤细胞，重悬并计数。随后，将 200 滋L（5伊
104）细胞添加到上室中，并将 600 滋L含 20 %血清的 RPMI

1640或 DMEM培养基添加到下室中。24-48 h 后移去小室，

PBS清洗后用 4 %多聚甲醛固定 20 min，然后用结晶紫染色

15 min。用棉签擦拭小室内未侵袭 /迁移的胃癌细胞。在倒置显

微镜下随机选取 5个视野拍照并计数。

1.4 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0版统计分析软件，使用 Student'

s-t检验和方差分析比较两组之间的校准差异。采用 SPSS 19.0

软件对组织芯片中 TGR5表达水平进行分析。Pearson 掊2检验

分析 TGR5在各组织中的表达差异及与胃癌患者临床病理参

数间的相关性。Kaplan-Meier用于分析 TGR5与患者生存期间

的关系，并绘制生存曲线。P<0.05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 TGR5在胃癌组织和癌旁组织中的表达情况

2.1.1 TGR5在胃癌组织中高表达 免疫组织化学染色结果

显示：TGR5主要定位于胃癌细胞及癌旁细胞的细胞质和细胞

膜（图 1）。胃癌组织中 TGR5高表达率为 41.0%，癌旁组织中

TGR5高表达率为 9.5%，两组差异具有统计学意义（P＜0.008）

（表 2）。

2.1.2 TGR5 在肠化生组织中高表达 我们前期发现 TGR5

在胃粘膜肠化生组织的表达水平高于慢性胃炎组织[4]。因此，我

们进一步按照伴或不伴肠化生将癌旁组织分为两组。结果发

现，伴有肠化生的癌旁组织中 TGR5高表达率（50%）显著高于

不伴肠化生的癌旁组织（0%），两组差异具有统计学意义（P＜
0.001）（表 3）。

图 1 TGR5在胃癌及癌旁组织中的表达情况（50伊/200伊）
Fig.1 The expression of TGR5 in GC and adjacent tissues (50伊/200伊)

Note: (A) low expression of TGR5 in GC; (B) high expression of TGR5 in

GC; (C) low expression of TGR5 in adjacent;

(D) high expression of TGR5 in adjacent. GC: Gastric Cancer.
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Variables No.of patients
TGR5

P
Low(%) High(%)

Age(year) 0.362

＜63 52 33(63.5) 19(36.5)

≥ 63 53 29(54.7) 24(45.3)

Gender 0.215

Male 71 39(54.9) 32(45.1)

Female 34 23(67.6) 11(32.4)

Pathological 0.305

Stage

Ⅰ-Ⅱ 24 12(50.0) 12(50.0)

Ⅲ-Ⅳ 81 50(61.7) 31(38.3)

Tumor size 0.018

＜5 cm 41 30(73.2) 11(26.8)

≥ 5 cm 64 32(50.0) 32(50.0)

T stage 0.461

T1 2 1(50.0) 1(50.0)

T2 12 8(66.7) 4(33.3)

T3 56 36(64.3) 20(35.7)

T4 35 17(48.6) 18(51.4)

N stage 0.156

N0 20 9(45.0) 11(55.0)

N1/N2/N3 85 53(62.4) 32(37.6)

M stage 0.346

M0 76 47(61.8) 29(38.2)

M1 29 15(51.7) 14(48.3)

TNM stage 0.297

Ⅰ-Ⅱ 25 17(68.0) 8(32.0)

Ⅲ-Ⅳ 80 45(56.3) 35(43.8)

AJCC stage 0.979

1-2 27 16(59.3) 11(40.7)

3-4 78 46(59.0) 32(41.0)

表 4 TGR5表达与胃癌患者临床病理参数的相关性

Table 4 The relationship between TGR5 expression and GC patients' clinical pathological features

表 3 TGR5在伴和不伴肠化生癌旁组织中的表达

Table 3 TGR5 expression levels in adjacent tissues with and without IM

Tissue No. of patients
TGR5

P
Low(%) High(%)

With IM 20 10(50.0) 10(50.0) ＜0.001

Without IM 85 85(100) 0(0)

Note: IM, Intestinal Metaplasia.

2.2 TGR5的表达与胃癌临床病理参数的关系

TGR5在胃癌组织中的表达与肿瘤大小显著正相关。当肿

瘤组织尺寸在 5 cm以下时，TGR5高表达率仅仅 26.8%；肿瘤

组织尺寸超过 5 cm后，TGR5高表达率可达 50.0%。而 TGR5

在胃癌组织中的表达与年龄、性别、病理分期、TNM分期、A-

JCC分期以及远处转移等均无关（表 4）。
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图 3 Western blot(A)和 RT-PCR(B)检测 TGR5在 GES和胃癌细胞系中的表达

Fig.3 The protein and RNA expression levels of TGR5 was observed byWestern blot and RT-PCR

图 2胃癌患者的生存曲线

Fig.2 GC patients' survival curve

Note: Low, low expression of TGR5 in GC; High, high expression of

TGR5 in GC

2.3 TGR5表达与胃癌患者预后的关系

Kaplan-Meier生存分析表明（图 2），TGR5高表达组胃癌

患者平均生存时间为 50.6个月，低表达组胃癌患者平均生存

时间为 45.6个月，两组间无统计学差异（P=0.283）。
2.4 TGR5在胃癌细胞中的表达

TGR5 在 GES-1 细胞和胃癌细胞系 AGS、MKN-45、

BGC-823、SGC-7901、AZ-521中均有表达（图 3）。在 mRNA水

平，GES-1表达量最高，低分化胃癌细胞系 BGC-823、MKN-45

中 TGR5表达水平相对较高，中分化胃癌细胞系 SGC7901表

达水平较低。然而，GES-1细胞中 TGR5在蛋白及 mRNA水平

中存在差异，可能与转录后修饰有关。结合以上结果，选用

AGS及 MKN-45胃癌细胞进行小干扰 RNA敲减试验，选用

SGC-7901 构建过表达 TGR5 细胞系。如图 4 所示，小干扰

RNA序列 507能够显著降低 AGS细胞和 MKN-45细胞中的

TGR5表达水平，而小干扰 RNA序列 742仅降低 AGS细胞中

的 TGR5。因此，后续的实验均采用小干扰 RNA序列 507进

行。图 4还显示，慢病毒载体介导 TGR5在 SGC-7901细胞的

过表达，为后续实验奠定了基础。

2.5 TGR5在体内及体外促进胃癌细胞增殖

细胞增殖实验表明，TGR5敲低后抑制 AGS和MKN45细

胞的增殖活性（图 5A，5B），过表达 TGR5显著增强 SGC-7901

细胞的增殖活性（图 5C）。平板克隆形成实验显示，TGR5过表

达后促进 SGC-7901细胞克隆形成（图 5D）。为验证 TGR5在

体内是否调节细胞增殖，本研究构建了裸鼠皮下移植瘤模型

（图6A），结果表明：TGR5过表达组的肿瘤重量、体积、Ki-67染

色强度均明显高于对照组(P＜0.05)（图 6B，6C，6D）。

2.6 TGR5抑制胃癌细胞凋亡但不影响细胞周期分布

2.6.1 TGR5 与胃癌细胞周期分布无关 流式细胞术显示：

AGS及MKN45细胞中敲低 TGR5表达后，G0/G1期、G2期细

胞数量较对照组增多，S期细胞细胞数量较对照组降低，但差

异没有统计学意义（P＞0.05）(图 7A，7B)。在 SGC7901细胞中

过表达 TGR5后，G0/G1、G2期细胞数量较对照组减少，S期细

胞数量较对照组增多，差异没有统计学意义（P＞0.05）(图 7C)。

2.6.2 TGR5抑制胃癌细胞自发性凋亡 流式细胞术显示：在

AGS及MKN45细胞中，敲低 TGR5表达后细胞凋亡率明显升

高（P＜0.05）(图 8A，7B)，而 SGC7901细胞中过表达 TGR5 则

显著抑制细胞凋亡（P＜0.05）(图 8C)。

2.7 TGR5促进胃癌细胞迁移及侵袭

借助 Tranwell小室检测胃癌细胞侵袭及迁移，结果表明，

TGR5 敲低后从 Transwell 小室穿出的 AGS 及 MKN-45 胃癌
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图 5 CCK-8实验(A，B，C)和细胞克隆形成实验(D)检测 TGR5对胃癌细胞增殖能力的影响

Fig.5 CCK-8 assay and colony-forming assay displays the function of TGR5 on cells proliferation

Note: *compared with siRNA-NC or NC, P<0.05, ** compared with siRNA-NC or NC P<0.01.

图 4 Western blot检测 TGR5在转染 siRNA或感染慢病毒胃癌细胞中

的表达

Fig.4 TGR5 knock-down and overexpression efficiency was detected by

Western blot

Note: *compared with siRNA-NC or NC, P<0.05,
** compared with siRNA-NC or NC P<0.01; ns, not significant.

细胞较对照组减少（P＜0.05）(图 9A，9B)。相反，TGR5过表达

后从 Transwell小室穿出的 SGC-7901细胞明显增多（P＜0.05）

(图 9C)。进一步检测 EMT相关分子在胃癌细胞中的表达，结果

显示，TGR5 过表达促进 茁-catenin、Snail、ZEB1 蛋白表达 (图

10A)；敲低 TGR5表达抑制茁-catenin、Snail、ZEB1的蛋白表达
(图 10B)。

3 讨论

许多研究已证实胆汁酸在消化系统肿瘤中发挥重要作用，

但其内在调控机制仍不清楚。Correa模型表明肠上皮化生是胃

癌最重要的癌前病变阶段[5]。肠上皮化生的危险因素主要有幽

门螺杆菌感染、高盐膳食、吸烟以及慢性胆汁反流等[6]。本课题

组关注胆汁酸反流与肠上皮化生间的联系，并假设胆汁酸可能

通过促进肠上皮化生进而调控胃癌的发生发展。前期研究发

现，胆汁酸可以通过其核受体 FXR 激活 SHP/NF-资B 及
miR-92a/FoXD1/NF-资B信号通路促进胃上皮细胞过表达肠上
皮化生标志物 CDX2[7，8]。除核受体 FXR外，膜受体 TGR5也参

与胆汁酸信号传递，从而调控胆汁酸诱导的细胞增殖、凋亡及

肿瘤转移。Liu等人在非小细胞肺癌中发现 TGR5促进细胞增

殖，增殖活性与细胞周期相关，上调或下调 TGR5表达后细胞

周期蛋白如细胞周期蛋白 D1（cyclin D1）、细胞周期蛋白 E

（cyclin E1）及磷酸化 Rb蛋白（p-Rb）、细胞周期素依赖性蛋白

激酶 4 (CDK4)、细胞周期素依赖性蛋白激酶 6（CDK6）和

c-Myc蛋白表达相应发生变化[9]。Hong等人发现 TDCA能够增

强人 Barrett's细胞系和食管腺癌细胞的增殖能力，促进甲基

[3H]胸腺嘧啶摄取、NADPH氧化酶（NOX）NOX5-S表达、H2O2

生成。他们还发现，TDCA诱导的 NOX5-S表达增加可能是通

过激活 TGR5受体和 G琢q蛋白而介导[10]。在胆管癌动物模型和

分离的胆管上皮细胞中，TGR5参与胆汁酸诱导的胆管细胞增

殖，TGR5激活后通过促进 CD95死亡受体的丝氨酸磷酸化而

增强细胞的抗凋亡作用[11]。
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图 7流式细胞术检测 TGR5对胃癌 AGS、MKN-45和 SGC-7901细胞周期分布的影响

Fig.7 The effect of TGR5 on cell cycle distribution of AGS, MKN-45 and SGC-7901 cells in Flow cytometry

Note: ns, not significant.

图 6裸鼠皮下成瘤实验检测 TGR5在体内对 SGC-7901胃癌细胞增殖能力的影响(200伊)
Fig.6 TGR5 promotes the proliferation of SGC-7901 GC cells in nude mice(200伊)

Note: ** compared with siRNA-NC or NC P<0.01.
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图 8流式细胞术检测 TGR5对胃癌 AGS、MKN-45和 SGC-7901细胞凋亡的影响

Fig.8 The effect of TGR5 on cell apoptosis of AGS, MKN-45 and SGC-7901 cells in Flow cytometry

Note: ** compared with siRNA-NC or NC P<0.01.

本研究发现胃癌组织中 TGR5高表达率显著高于癌旁组

织，TGR5高表达率与肿瘤大小相关，与性别、年龄、病理分级、

TNM分期、远处转移等均无关。此外，TGR5表达与胃癌患者

平均生存时间无关，这可能都与研究纳入样本量不足，无法真

正代表整体情况，也可能与肿瘤病理类型相关，已有研究报道

肠型胃癌 TGR5染色强度高于弥漫型胃癌[12]。由于本实验采用

的胃癌组织芯片中包含一种或多种病理类型，可能存在 TNM

分期高但 TGR5低表达的情况。体外细胞实验发现胃癌细胞系

中 TGR5蛋白水平高于 GES-1，这与 TGR5在胃癌组织中高表

达的情况相一致。

本研究还发现 TGR5促进胃癌细胞增殖，在裸鼠体内同样

发现 TGR5过表达后裸鼠移植瘤的大小、体积及 Ki-67染色强

度都明显升高。此外，TGR5能够抑制细胞自发性凋亡，但对细

胞周期分布无明显影响。TGR5促进胃癌细胞增殖的研究在其

他文献中也有报道，Cao等人发现敲低或增强 TGR5表达后引

起 TDCA诱导的细胞增殖能力相应改变，其中 TGR5同 Gq琢
和 G琢i-3共价结合参与介导胆汁酸依赖性细胞增殖作用[12]。

TGR5促进胃癌细胞迁移、侵袭，其促转移活性可能与其

调控 EMT相关。在 EMT过程中，上皮表型标志物如上皮型钙

黏蛋白（E-cadherin）等表达水平下降，而间质表型相关蛋白如

神经型钙黏蛋白（N-cadherin）和波形蛋白（Vimentin）、茁-catenin
等表达升高[13]。TGR5与 EMT的关系在其他文献中也有报道。

在非小细胞肺癌中，TGR5 过表达后基质金属蛋白酶 -2

（MMP2）、基质金属蛋白酶 -9（MMP9）、Rho亚家族蛋白 A/Rho
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图 9 Transwell试验检测 TGR5对胃癌 AGS(A)、MKN-45(B)和 SGC-7901(C)迁移和侵袭的影响

Fig.9 The function of TGR5 on cell invasion and migration of AGS, MKN-45 and SGC-7901 cells in Transwell assay

Note: *compared with siRNA-NC or NC, P<0.05, ** compared with siRNA-NC or NC P<0.01.

相关卷曲螺旋形成蛋白激酶 1（RhoA/ROCK1）表达升高[9]。在

胃癌中，用 TGR5 配体、TLCA、齐墩果酸或 6-ECDCA 处理

MKN-45胃癌细胞后，EMT相关基因如MMP10和MMP13的

表达水平增加[3]。TGR5在胃癌细胞中的作用仍存在争议。Guo

等人发现，TGR5 配体 23S-mCDCA、GPBARA 能够抑制胃癌

SGC-7901细胞的增殖和迁移、促进细胞凋亡，并且这种效应与

转录活化因子 3（STAT3）信号通路相关[14]。这一结论与本研究

和既往的另两项报道[14]不同。我们推测，这可能与不同的实验

条件比如采用不同的 TGR5激动剂有关。

TGR5发挥调控癌变的作用可能与胆汁酸暴露相关。长期

暴露于胆汁酸下可能引起氧化 /亚硝基应激反应，增加活性氧

和活性氮的释放并诱导 DNA损伤，导致癌基因的激活或抑癌

基因的失活以及表观遗传学的改变[15]。TGR5可能被暴露的胆

汁酸活化。如在 Barrett's食管及食管腺癌粘膜中 TGR5 mRNA

和蛋白表达水平明显高于正常食管粘膜[10]。在结肠癌和胰腺导

管腺癌中，敲低 TGR5表达能够显著抑制 DCA诱导的 cyclinD
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1和 STAT3活化及细胞侵袭和增殖[16]。Chen等人发现，在二乙基

亚硝胺的诱导下，TGR5-/-小鼠比野生型小鼠更易发生急性肝

损伤和肝癌，其机制可能与 TGR5拮抗 STAT3信号通路相关[17]。

TGR5对肿瘤细胞的调节作用与胆汁酸的效应并不完全

相同，因为胆汁酸可以同时激活包括 TGR5在内的多个受体[18]。

本课题组前期研究发现，胃癌组织中 TGR5及 FXR均有表达，

TGR5及 FXR高表达率均显著高于慢性胃炎组织。TGR5高表

达与胃癌患者预后相关，而 FXR高表达与胃癌分化程度相

关[4]。在 Barrett's食管粘膜及食管腺癌组织中也可检测出 TGR5

或维生素 D受体（Vitamin D Receptor, VDR）蛋白及 mRNA表

达，TGR5和 VDR高表达之间存在显著正相关[19]。

TGR5在不同类型肿瘤中发挥的作用还可能与 TGR5 表

达水平及定位相关。胆汁酸是由肝细胞合成后通过胆道系统运

输到胆囊中浓缩储存，胆管上皮细胞在正常状态下就处于胆汁

酸负载状态，TGR5在胆管细胞中表达水平较高，胆汁酸激活

胆管细胞中 TGR5受体可能是一种保护机制[20]。在人体中胃黏

膜屏障保护胃黏膜免受酸性胃液的腐蚀，发生慢性胆汁反流时

可能削减胃黏膜屏障的保护作用，使胃黏膜暴露于胃酸中造成

黏膜损伤。在胆汁反流大鼠模型中也证实了慢性胆汁反流可引

起胃腺体增生和扩张、鳞状上皮增生和角化[21]。TGR5在肠化生

的癌旁组织和胃癌组织均呈高表达状态，提示 TGR5参与了胃

粘膜病变的持续演进和恶变。

本实验未采用胆汁酸或其他配体激活或抑制 TGR5，旨在

观察在缺乏胆汁酸的条件下 TGR5分子自身对胃癌细胞产生

的效应。结果初步证实，在无胆汁酸刺激下 TGR5依然发挥调

节胃癌细胞的作用。本研究不足之处在于未探讨 TGR5促进胃

癌细胞增殖及转移的下游机制，也未能完善体内转移的相关实

验。总之，本实验发现，TGR5在胃癌组织中表达上调，TGR5能

够促进胃癌细胞增殖、迁移和侵袭等恶性表型，提示 TGR5分

子参与了胃癌的发生发展。这为更好地理解胆汁酸促进胃癌发

生的机理提供了一定的实验基础。
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