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摘要　 目的　 探讨全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）治疗对胃癌术后

患者生存期是否产生影响，分析 ＡＴＲＡ 是否通过调控上皮间

质转化（ＥＭＴ）对胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡产生影

响。 方法　 选取胃癌术后患者共 １９８ 例，分为对照组和 ＡＴ⁃
ＲＡ 组，比较两组间患者生存期的差异。 体外培养 ＭＧＣ⁃８０３
胃癌细胞，分为对照组和 ＡＴＲＡ 组。 ＣＣＫ⁃８ 实验检测其增殖

能力，细胞划痕实验检测其迁移能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌ 实验检测其

侵袭能力，流式细胞术检测凋亡情况。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 和免疫荧光检测 ＥＭＴ 相关基因（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的表达情况。 结果　 ＡＴＲＡ 可以延长胃癌术

后患者的生存时间。 经 ＡＴＲＡ 处理后，胃癌细胞增殖、迁移、
侵袭能力下降，同时会促进胃癌细胞的凋亡。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和免疫荧光结果显示 ＡＴＲＡ 会下调胃癌细胞 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达水平，上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平。
结论　 ＡＴＲＡ 可以延长胃癌术后患者的生存时间，促进胃癌

细胞凋亡，通过调控 ＥＭＴ 抑制胃癌细胞增殖，迁移，侵袭。
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　 　 胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＧＣ）是发病率最高的肿

瘤之一。 大多数胃癌患者确诊时已经处于中晚期。
研究［１］表明，胃癌细胞中的上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉ⁃
ａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ）会促进细胞的

增殖、迁移和侵袭。 课题组前期试验表明，全反式维

甲酸（ａｌｌ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＡＴＲＡ）会提高胃癌患者

的生存率。 ＡＴＲＡ 属于维生素 Ａ 的一种，其相对分

子量大小为 ３００. ４４。 ＡＴＲＡ 对于人体的生长发育以

及细胞的分化起到了重要的作用。 已经有相关研

究［２］证明，ＡＴＲＡ 与受体 ＲＡＲＲａ ／ ＲＸＲ 结合后，对胃

癌细胞的增殖和凋亡等产生了一定的抑制作用。 如

ＡＴＲＡ 与受体 ＲＡＲα 结合后可诱导神经母瘤细胞分

化，与 ＲＡＲβ 结合后则使其生长受到抑制［３］。 ＡＴ⁃
ＲＡ 在临床中已经被用作细胞诱导分化剂，对于多

种肿瘤均存在治疗效果。 因此，该实验探讨了 ＡＴ⁃
ＲＡ 对胃癌术后患者预后的影响，以及 ＡＴＲＡ 参与

胃癌发生发展的机制。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 ２００１ 年 ５ 月—２０１２ 年 １２ 月在安

徽医科大学第一附属医院普外科就诊，并且病理组

织学诊断为胃癌组织浸润到黏膜下层以下的胃癌患

者，外周血常规检查、肝肾功能和血脂检测指标均正

常，美国东部肿瘤协作组（Ｅａｓｔｅｒｎ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｏｎｃｏｌｏ⁃
ｇｙ ｇｒｏｕｐ，ＥＣＯＧ）体力状态评分 ４ 分以下。
１． ２　 治疗方法　 按照均衡循序随机的方法将入选

胃癌患者于手术后分为对照组和 ＡＴＲＡ 组。 其中对

照组对患者进行静脉辅助化疗的方式，具体为患者

采用 ＦＬＰ［５⁃Ｆｕ ４００ ｍｇ ／ ｍ２ × ５ ｄ，ＤＤＰ ６０ ｍｇ ／ ｍ２ × １
次，亚叶酸钙每天 ２００ ｍｇ ／ ｍ２ × ５ ｄ］ 方案，３ 周为一

个化疗周期，共计 ６ 个疗程。 ＡＴＲＡ 组患者为静脉

辅助化疗 ＋ 口服 ＡＴＲＡ 的方式，口服 ＡＴＲＡ 具体为

手术后 ２ ｄ 开始服用 ＡＴＲＡ，１０ ｍｇ ／次，３ 次 ／ ｄ，共计

６ 个月。 上述研究方案经安徽医科大学第一附属医

院伦理委员会批准，并获得患者的知情同意。
１． ３　 随访　 通过当地行政管理人员、社区医疗卫生

服务人员及患者或家属电话联系随访，了解患者是

否生存或患者的死亡时间。 随访截止到 ２０２０ 年 １０
月，２４８ 例患者中 １９８ 例获得随访。 其中 ＡＴＲＡ 组

９８ 例，对照组 １００ 例。
１． ４　 细胞株及主要试剂　 胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞购自

上海冠道生物科技有限公司；全反式维甲酸购自美

国 ｓｉｇｍａ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自广州济恒医药科

技有限公司；胰酶购自武汉金开瑞科技有限公司；胎
牛血清购自上海江林生物科技有限公司；ＤＭＥＭ 低

糖培养基购自合肥欣乐生物科技有限公司；ＢＣＡ 蛋

白浓度测定试剂盒，快速凝胶试剂盒购自武汉赛维

尔科技有限公司；Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
一抗购自美国 ＣＳＴ 公司；ＧＡＰＨＤ 一抗和过氧化物
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酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗购自合肥欣乐生物科技

有限公司；细胞凋亡试剂盒和荧光二抗购自武汉赛

维尔科技有限公司公司； Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 凝胶和板均

购自康乐有限公司。 荧光定量 ＰＣＲ 仪器购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。 ＡＴＲＡ 购自山东良福制药有

限公司。 亚叶酸钙购自连云港伊特诺化工科技有限

公司。
１． ５　 实验方法　
１． ５． １　 细胞培养和药物处理　 胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞

使用 ＤＭＥＭ 低糖培养基培养，细胞培养箱参数为 ３７
℃、５％ ＣＯ２。 胎牛血清的浓度为 １０％ 。 细胞贴壁

生长，每 ２ ｄ 进行细胞传代。 将培养好的胃癌 ＭＧＣ⁃
８０３ 细胞分为对照组和 ＡＴＲＡ 组。 ＡＴＲＡ 组中用 ３０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 溶液进行处理。 对照组不进行 ＡＴＲＡ
溶液处理。
１． ５． ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的增殖能

力　 取对数生长期的细胞，常规消化，将其接种到

９６ 孔板中，９６ 孔板中每个孔中细胞悬液量为 １００
μｌ，细胞数为 ５ ０００ 个 ／孔，每组设置 ３ 次重复组。
将 ９６ 孔板放入细胞培养箱中，参数设置为 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２。 待细胞贴壁生长后，更换不同浓度的 ＡＴ⁃
ＲＡ 培养 （１０、２５、５０、７５ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ），同时设置

对照组和 ＤＭＳＯ 组。 ＡＴＲＡ 溶液分别处理 ２４ ｈ 和

４８ ｈ 后，加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂，在酶标仪测量 ４５０ ｎｍ 波

长的吸光度。
１． ５． ３　 细胞划痕愈合实验检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞

的迁移能力　 当 ６ 孔板中胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的细

胞密度为 ２ × １０５ 个 ／孔时，此时加入不含有胎牛血

清的培养基，在细胞培养箱中培养 １２ ｈ。 用 １ ｍｌ 的
枪头全部沿着同一个方向进行直线划线，之后每孔

中的细胞使用 ＰＢＳ 进行洗涤，加入含有 １％ 胎牛血

清的培养基，放入细胞培养箱中培养，使用相机拍摄

显微镜中细胞迁移的照片。
１． ５． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的侵

袭能力　 基底膜进行预冷处理，使用不含胎牛血清

的培养基稀释。 基底膜放置在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的板上室，
将整个聚碳脂膜全部覆盖。 将其放入细胞培养箱中

１ ｈ 待其形成稳定的凝胶。 在下面加入 ７００ μｌ
ＤＭＥＭ 低糖培养基，培养基中含有 １０％ 胎牛血清。
在上室孔中加入无血清的细胞悬液，密度为 ２ × １０５

个 ／孔。 分别设置对照组和 ＡＴＲＡ 组，培养 ３６ ｈ 后，
用甲醇溶液固定胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞，加入 ０. １％ 的

结晶紫染色液染色 ２０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，放在显

微镜下用相机拍照。

１． ５． ５　 流式细胞术检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的凋亡

水平　 收集对照组和 ＡＴＲＡ 组细胞，用不含 ＥＤＴＡ
的胰酶消化收集，室温下 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，用
４ ℃的 ＰＢＳ 重悬细胞，室温下 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，弃上清液洗涤细胞。 加入 ３００ μｌ 的 １ × Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞，加入 ５ μｌ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混匀

后，避免室温孵育 １５ ｍｉｎ，加入 ５ μｌ 的 ＰＩ 染色，２００
μｌ 的 １ × Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ，进行细胞凋亡检测。
１． ５． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞中

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达水平　 收

集对照组和 ＡＴＲＡ 组细胞，使用 ＲＩＰＡ 裂解液将细

胞裂解，离心机参数设置为１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心时间

１５ ｍｉｎ。 收集胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的上清液存储于 １
ｍｌ 离心管中。 使用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白

浓度。 取蛋白样品 ２０ μｇ 加入上样缓冲液（５ × ）１００
℃加热 １０ ｍｉｎ。 将制得的样品分别加入 ８％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 和 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶中。 电泳条件为电压

１２０Ｖ，电泳时间 ３０ ｍｉｎ。 当溴酚蓝到达凝胶底部时

停止电泳，使用湿转法进行转膜。 将蛋白质转移到

ＰＶＤＦ 膜上后，使用 ＢＳＡ 溶液在室温的条件下进行

封闭 １ ｈ。 分别加入一抗 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ ２ ０００）、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ ２ ０００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１ ∶ １ ０００）和 ＧＡＰＤＨ
（１ ∶ １ ０００），在 ４ ℃冰箱中孵育 １２ ｈ。 使用 ＴＢＳＴ 溶

液洗涤 ３ 次，每次洗涤 １０ ｍｉｎ。 使用辣根过氧化物

酶标记的山羊兔抗体 ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）在室温的条件

下进行孵育 １ ｈ。 使用 ＴＢＳＴ 溶液洗涤 ３ 次，每次洗

涤 １０ ｍｉｎ。 加入显色液后使用 ＢＩＯ ＲＡＤ 凝胶成像

系统观察不同分组的蛋白灰度值，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件分析蛋白的相对表达量。
１． ５． ７ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞中 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

　 选择生长密度达到 ８０％ ～９０％之间的胃癌 ＭＧＣ⁃
８０３ 细胞，丢弃培养基后使用 ＰＢＳ 溶液洗涤 ２ ～ ３
次。 每个培养皿中加入 １ ｍｌ ＴＲＩｚｏｌ 试剂，冰上静止

１０ ｍｉｎ 后使用 ２００ μｌ 移液枪进行吹打。 将裂解液

全部转移至 ２ ｍｌ 的 ＥＰ 管中。 ＴａＫａＲａ 试剂盒反转

录 ＲＮＡ 为 ｃＤＮＡ。 将 １μｇ 总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ
后用 ＩＤＴＥ 缓冲液（ ｐＨ ＝ ８. ０，Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＤＮＡ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国）稀释至 １０ ｎｇ ／ μｌ。 ｑＰＣＲ 反应体系；
２５ μｌ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ，２０ ｎｇ ｃＤＮＡ 和上下游

引物共 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ， ｄｄ Ｈ２Ｏ 补充至 ５０ μｌ。 依据 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 说明书进行检测，反应条件为： ９５ ℃预变性

３０ ｓ，９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃ ４５ｓ，７０ ℃ ４５ ｓ，共 ４０ 个循

环。 实验重复 ３ 次。 各基因引物序列如表 １ 所示。
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表 １　 基因引物序列

基因 上游引物 下游引物

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
５′⁃ＴＴＧＣＴＡＣＴＧＧＡＡ⁃
ＣＡＧＧＧＡＣＡＣ⁃３′

５′⁃ＧＡＴＧＴＡＴＴＧＧＧＡＧ⁃
ＧＡＡＧＧＴＣＴＧ⁃３ ′

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
５′⁃ＣＧＡＡＴＧＧＡＴ⁃
ＧＡＡＡＧＡＣＣＣＡＴＣＣ⁃３′

５′⁃ＧＧＡＧＣＣＡＣＴＧＣＣＴ⁃
ＴＣＡＴＡＧＴＣＡＡ⁃３′

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
５′⁃ＣＡＧＡＴＧＣＧＴＧＡＡＡＴＧ⁃
ＧＡＡＧＡ⁃３′

５′⁃ＡＡＧＴＴＴＧＧＡＡＧＡＧ⁃
ＧＣＡＧＡＧＡＡＡ⁃３ ′

β⁃ａｃｔｉｎ
５′⁃ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣ⁃
ＣＧＡＴＣＣ⁃３

５′⁃ＧＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣ⁃
ＣＣＡＴＧＣＣ⁃３′

１． ５． ８　 免疫荧光检测胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞标记蛋白

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达　 将处理

后的胃癌细胞以 １ × １０４ 个 ／皿接种于共聚焦小皿

中，培养 ２４ ｈ。 将 ＦＢＳ 进行更换，使用 ＰＢＳ 溶液将

细胞培养基洗去，同时使用多聚甲醛将细胞固定 ３０
ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 缓冲液轻轻晃洗 ４ 次后吹干，使用 １％
的曲通进行细胞膜的裂解，使用 ＰＢＳ 缓冲液洗去曲

通，１００ ｍｍｏｌ 甘氨酸进行封闭，再使用 ＰＢＳ 缓冲液

进行清洗，每次 １０ ｍｉｎ 共 ３ 次。 ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ
后加入 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 一抗，４
℃孵育过夜，使用 ＴＢＳＴ 缓冲液进行清洗，每次 １０
ｍｉｎ 共 ３ 次，室温避光孵育荧光二抗 １ ｈ，使用 ＴＢＳＴ
缓冲液进行清洗，每次 １０ ｍｉｎ 共 ３ 次。 加入细胞核

染液 ＤＡＰＩ 室温孵育 １０ ｍｉｎ，使用 ＴＢＳＴ 缓冲液进行

清洗，每次 １０ ｍｉｎ 共 ３ 次，用超纯水清洗 ２ 次，加入

适量的抗淬灭剂，于正置荧光显微镜下分析样本并

拍照记录。
１． ６　 统计学处理 　 将收集到的数据在 ＳＰＳＳ ２０. ０
中进行处理，计量数据使用 �ｘ ± ｓ 表示，组间数据用 ｔ
检验的方式。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 基线数据　 两组性别、ＴＮＭ 分期、分化程度和

手术方式等差异无统计学意义，具体见表 ２。
２． ２　 ＡＴＲＡ 治疗延长胃癌患者的生存时间 　 对

１９８ 例 ＧＣ 患者进行术后随访， Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 的生存

分析结果显示，ＡＴＲＡ 组的 ＧＣ 患者生存期高于对照

组的 ＧＣ 患者（Ｐ ＜ ０. ０１），差异有统计学意义。 见图

１。
２． ３　 ＡＴＲＡ 抑制胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的增殖能力

　 不同浓度的 ＡＴＲＡ 溶液处理胃癌 ＭＧＣ⁃８０ 细胞

２４、４８ ｈ 后，ＣＣＫ⁃８ 法进行检测结果显示：与对照组

相比， ＡＴＲＡ 处理的胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖能力降

低（Ｐ ＜ ０. ０１），且随着浓度的增大增殖能力不断下

降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。

表 ２　 两组基线数据（ｎ）

基线资料
对照组

（ｎ ＝ １００）
ＡＴＲＡ 组

（ｎ ＝ ９８）
Ｐ 值

年龄（�ｘ ± ｓ，岁） ５７． ８ ± １１． ５ ５７． ５ ± １１． ９ ０． ５５８
性别 ０． ７８４
　 男 ５５ ５２
　 女 ４５ ４６
ＴＮＭ 分期 １． ０００
　 ⅠＢ １０ １０
　 Ⅱ ３４ ３３
　 Ⅲ ４２ ４１
　 Ⅳ １４ １４
分化程度 １． ０００
　 低 ８ ８
　 中 ５７ ５４
　 高 ３５ ３６
手术方式 ０． ７７１
　 根治性手术 ８０ ８０
　 姑息性手术 ２０ １８

图 １　 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 分析两组胃癌术后患者的生存时间

图 ２　 不同浓度的 ＡＴＲＡ 对胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖的影响

　 　 ａ：对照组；ｂ：ＤＭＳＯ 组；ｃ：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ；ｄ：２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴ⁃

ＲＡ；ｅ：５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ；ｆ：７５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜
０. ０１

２． ４　 ＡＴＲＡ 抑制胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的迁移能力
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　 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 溶液处理胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞

２４、４８ ｈ 后，与对照组比较，细胞划痕愈合实验结果

表明，ＡＴＲＡ 组的胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞迁移率下降（Ｆ
＝ ４１． ７１８，Ｐ ＜ ０. ０１），差异有统计学意义。 见图 ３。

图 ３　 细胞划痕实验检测 ＡＴＲＡ 抑制胃癌 ＭＧＣ⁃８０３

细胞迁移能力 × ２００

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 ＡＴＲＡ 抑制胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的侵袭能力

　 ＡＴＲＡ 组中加入 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 溶液，培养 ３６ ｈ
后与对照组相比，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果表明，ＡＴＲＡ 组

的胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞侵袭细胞数量小于对照组（Ｆ
＝ ３６. ０９８，Ｐ ＜ ０. ０１），差异有统计学意义。 见图 ４。
２． ６　 ＡＴＲＡ 诱导胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的凋亡　 ＡＴ⁃
ＲＡ 组 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 溶液作用 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后，与
对照组相比， ＡＴＲＡ 处理后的胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞凋

亡率升高（Ｐ ＜０. ０５），差异有统计学意义。 见图 ５。
２． ７ 　 ＡＴＲＡ 上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，下调 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达水平　 ＡＴＲＡ 组 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴ⁃
ＲＡ 溶液处理细胞 ２４、４８ ｈ 后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检

图 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＡＴＲＡ 抑制胃癌 ＭＧＣ⁃８０３
细胞侵袭能力 × ２００

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

测结果显示，与对照组相比，ＡＴＲＡ 组的胃癌 ＭＧＣ⁃
８０３ 细胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平上升（Ｆ ＝ １１８. ０２２，
Ｐ ＜ ０. ０１），且随着时间的增加表达水平上升。 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｆ ＝ １４９，Ｐ ＜ ０. ０１）和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｆ ＝ １８０，Ｐ
＜ ０. ０１）表达水平下降，且随着时间的增加表达水

平下降，差异有统计学意义。 见图 ６。
２． ８ 　 ＡＴＲＡ 上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，下调 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平 　 和对照组相比，ＡＴＲＡ
组经过 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 溶液处理 ２４、４８ ｈ 后。 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平上升，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平

下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 ３。

表 ３　 ＡＴＲＡ 上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，下调 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

基因 对照组 ２４ ｈ ４８ ｈ
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ １． ０４１ ± ０． ３１０ １． ４２８ ± ０． １５７∗ １． ８２２ ± ０． ０１２∗

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ １． ２０８ ± ０． １３９ ０． ８２２ ± ０． ０４１∗ ０． ５１２ ± ０． ０１１∗

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ １． ２３４ ± ０． ２５６ ０． ８０９ ± ０． １７２∗ ０． ３３９ ± ０． ０１９∗∗

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ９　 ＡＴＲＡ 增强 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 荧光强度，降低 Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 荧光强度　 ＡＴＲＡ 组 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＡＴＲＡ 溶液作用 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后，和对照组相比，免
疫结果表明，ＡＴＲＡ增强Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ荧光强度，降低
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图 ５　 流式细胞术实验检测 ＡＴＲＡ 促进胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞凋亡

与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＡＴＲＡ 对 ＥＭＴ 相关蛋白表达水平的影响

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 ＡＴＲＡ 影响 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的荧光强度 × ２００

与对照组比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 荧光强度（Ｐ ＜ ０. ０５），差异有

统计学意义。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 在目前已知的肿瘤中，ＧＣ 是发病率较高的一

种，且发病率和病死率呈逐年上升趋势。 根据报

道［４］，我国 ２０１９ 年 ＧＣ 患者数量就已经超过了 １１０
万例。 由于国内的饮食习惯存在一定的差异，导致

ＧＣ 发病率是其他国家的两倍以上［５］。 目前对于

ＧＣ 的治疗主要有药物，手术化疗等方式。 术后 ＧＣ
患者的预后较差，５ 年的生存率仅为 ３５％ ［６］。 研

究［７］发现，在常规治疗中加入 ＡＴＲＡ 可改善胃异型
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增生患者的预后。 Ｒｂ 蛋白的定量可以作为肿瘤转

阴的标记物，经过 ＡＴＲＡ 处理后的样本显示 Ｒｂ 水

平升高，这可能有助于抑制胃异型增生。
　 　 实验证明，ＡＴＲＡ 可以通过抑制 ＧＣ 细胞的上皮

间质转化作用，从而抑制 ＧＣ 细胞的增殖、迁移、侵
袭等。 ＥＭＴ 是大多数肿瘤细胞在进行分化时所存

在的一种过程。 因此 ＥＭＴ 对于肿瘤细胞的侵袭和

转移过程存在显著的作用。 研究 ＥＭＴ 显示，此过程

中出现较多的标志性蛋白表达量的改变，例如 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下降， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达增

高等。 如果抑制此过程，相关蛋白的表达量会呈现

相反的趋势。 探究 ＡＴＲＡ 对 ＧＣ 细胞 ＥＭＴ 的影响

中显示，ＡＴＲＡ 组的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达量增多，Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达量下降，这和预期结

果一致。 ＥＭＴ 过程中，肿瘤细胞的黏附性降低，同
时伴有大量细胞因子分泌，从而发生侵袭和转移的

现象。 已经有相关实验［８］表明，ＥＭＴ 对于肿瘤细胞

的增殖、迁移、侵袭过程具有增强作用。 且研究［９］

发现，ＧＣ 细胞中已经明确存在 ＥＭＴ。 ＡＴＲＡ 属于维

生素 Ａ 的中间代谢产物，是一种新型的细胞诱导分

化剂，对肿瘤细胞有着明显的抑制效果。 ＡＴＲＡ 可

以抑制多种肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭，在临床中

应用较为广泛。 在宫颈癌、甲状腺癌患者的治疗中，
口服 ＡＴＲＡ 的治疗作用和预防效果较为显著［１０］。
前期研究［１１］ 已经证明，ＡＴＲＡ 治疗 ＧＣ 具有一定的

疗效，且在一些肿瘤细胞株中 ＡＴＲＡ 可以增强顺铂

的治疗作用［１２］。 ＡＴＲＡ 联合 ５⁃氟尿嘧啶（５⁃ｆｌｕｏｒｏｕ⁃
ｒａｃｉｌ，５⁃Ｆｕ） 或顺铂腹腔灌注治疗 ＧＣ 有较好的临床

疗效。
　 　 本研究中以 １９８ 例 ＧＣ 患者为研究对象，结果

表明，ＡＴＲＡ 治疗的 ＧＣ 术后患者生存期大于未进行

ＡＴＲＡ 治疗的患者。 因此 ＡＴＲＡ 联合化疗治疗的方

式可以延长患者的生存时间。 ＡＴＲＡ 可以抑制 ＧＣ
ＭＧＣ⁃８０３ 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，促进 ＧＣ 细

胞的凋亡。 经过 ＡＴＲＡ 处理后，ＥＭＴ 相关基因（Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达水平下降，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

水平上升。
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