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摘要 目的 检测 SNAP29 对胃癌细胞顺铂耐药性的影响，

比较 SNAP29 在胃癌组织和正常胃组织中的表达差异，分析

胃癌患者中 SNAP29 的病理学意义。方法 Western blot 实

验检测细胞 SNAP29 蛋白表达，MTT 实验和细胞软琼脂克隆

形成实验分别检测 细 胞 活 力 和 细 胞 克 隆 形 成 能 力，评 价

SNAP29 过表达对胃癌细胞顺铂敏感性的影响; 免疫组织化

学实验检测胃癌组织和正常胃组织中 SNAP29 蛋白表达，分

析 SNAP29 蛋白表达与胃癌患者病理学参数的相关性。结

果 MTT 实验和细胞软琼脂克隆形成实验表明 SNAP29 过

表达促进胃癌细胞 MKN-45 和 AGS 对顺铂的耐受; SNAP29
在胃癌组织和正常胃组织中的蛋白表达水平无显著差异; 胃

癌组织中 SNAP29 的表达水平与患者的淋巴结转移和肿瘤

分期有相关性，而与患者的年龄、性别、肿瘤大小和肿瘤分级

无相关性。结论 SNAP29 过表达促进胃癌细胞对顺铂的

耐受，SNAP29 阳性表达与胃癌患者淋巴结转移和肿瘤分期

具有相关性，SNAP29 检测在胃癌的诊断和治疗中具有一定

意义。
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胃癌是消化系统常见恶性肿瘤之一，晚期胃癌

预后较差。当前对于胃癌主要的治疗手段包括外科

手术、放射治疗、化学药物治疗及靶向治疗。由于当

前针对胃癌的靶向治疗药物较少，化学药物治疗仍

然是晚期胃癌的重要治疗手段。顺铂是胃癌治疗的

常用化疗药物，但药物耐受是亟待解决的重要问

题［1 － 3］。该研究旨在检测 SNAP29 基因对胃癌细胞

顺铂耐药性的作用，进一步分析 SNAP29 在胃癌患

者中临床病理学意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 本课题收集了安徽医科大学第一

附属医院 2017 ～ 2019 年手术切除的患者石蜡组织

标本，包括 50 例胃癌组织标本和 50 例正常胃组织

标本，同时收集了胃癌患者的临床病理学参数，包括

患者的年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤淋巴结转移情况、
肿瘤的分级和分期。患者对实验的开展知情同意。
1． 2 细胞培养 实验中涉及的胃癌细胞系 MKN-
45 和 AGS 均 来 源 ATCC ( American Type Culture
Collection) ，均根据推荐条件在 37 ℃ 恒温 5% CO2

培养箱中进行培养，实验时选取处于对数生长期的

细胞进行实验。
1． 3 质粒合成和转染 实验选取哺乳动物表达载

体 pIＲESneo3 ( Invitrogen) 来构建 SNAP29 的过表达

质粒。SNAP29 的编码序列( GenBank 识别码: NM_
004782. 4 ) 克 隆 进 pIＲESneo3 质 粒，被 命 名 为

pIＲESneo3-SNAP29。质 粒 转 染 实 验 使 用 lip2000
( QIAGEN) 转染试剂，按照说明书推荐的条件进行，

参考文献操作［4］。
1． 4 Western blot Western blot 参考文献操作［4］。
对转染后的细胞进行收集，使用细胞裂解液 ( Cell
Signaling) 裂解细胞并提取蛋白。提取的蛋白使用

BCA Protein Assay kit ( Pierce ) 试 剂 测 定 浓 度。
Western blot 实验过程包括电泳、转膜、封闭、抗体孵

育、酶标二抗孵育、显影过程。实验中主要的抗体包

括兔 SNAP29 多克隆抗体( 1 ∶ 1 000，12704-1-AP)

和鼠 β-actin 单克隆抗体 ( 1 ∶ 10 000，66009-1-Ig)

( 美国芝加哥 Proteintech 集团有限公司) 。β-Actin
作为内参。
1． 5 MTT 实验 MTT 实验参考文献操作［4］。具

体过程如下: 已转染的细胞 24 h 后消化打散成单细

胞计数，种植于 96 孔细胞培养板中，每孔种植细胞

5 000 个，同组细胞种植 3 孔，细胞培养 24 h 后相应

加入 0、3、6 mg /L 顺铂处理，48 h 后进行 MTT 实验

检测，测定 570 nm 的吸光度。
1． 6 软琼脂克隆形成实验 软琼脂克隆形成实验

用于检测细胞克隆形成。具体过程是在 6 孔细胞培

养板中铺 设 含 0. 5% 琼 脂 糖 的 1640 培 养 基 ( 1. 5
ml) ，凝固成下层胶，已转染的细胞 24 h 后消化打散

成单细胞后计数，取相应数目的细胞加入含 0. 35%
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琼脂糖的 1640 培养基，种植于 6 孔板下层胶上，每

孔对应 5 000 个细胞，1. 5 ml 培养基，室温凝固后，

上层加入 2 ml 的 1640 完全培养基( 含 10% 胎牛血

清和 1%青霉素链霉素双抗) 。细胞种植 48 h 后相

应加入 0、6 mg /L 顺铂处理 48 h，细胞再培养 4 d 后

检测克隆形成。每组重复 3 孔，进行统计分析。
1． 7 免疫组织化学实验 免疫组织化学实验参考文

献操作［4］。具体过程包括石蜡组织切片的脱蜡、抗原

修复、内源性过氧化物酶阻断、抗体孵育、辣根过氧化

物酶标二抗孵育、DAB 显色、苏木精复染、切片脱水封

片等过程。实验使用迈新生物公司的 Envision 法免

疫组织化学检测试剂盒和兔 SNAP29 多克隆抗体

( 1 ∶ 200，12704-1-AP，美国芝加哥 Proteintech 集团有

限公司) 。SNAP29 为胞质表达，在组织中细胞表达比

例≥15% 被定义为 SNAP29 阳性，＜ 15% 被定义为

SNAP29 阴性。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS16. 0 软件进行分析。
本课题实验均独立重复 3 次，结果取平均值。MTT
实验和软琼脂克隆形成实验结果使用 t 检验进行统

计学分析。SNAP29 表达水平与胃癌患者临床病理

学参数相关性分析使用 χ2 检验。P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 在胃癌细胞 MKN-45 中过表达 SNAP29 检测

细胞对顺铂的敏感性 在本研究中构建了 SNAP29
过表达质粒 pIＲESneo3-SNAP29，转染 MKN-45 胃癌

细胞系，记为 MKN-45 SNAP29; 对照 pIＲESneo3 空

质粒转染的 MKN-45 细胞系被记为 MKN-45 Vec。
Western blot 实 验 显 示 MKN-45 SNAP29 细 胞 中

SNAP29 蛋白表达水平高于 MKN-45 Vec 细胞 ( 图

1A) 。MTT 实验表明，MKN-45 SNAP29 和 MKN-45
Vec 细胞在不加顺铂情况下的细胞活力没有显著差

异，顺铂可以抑制 MKN-45 SNAP29 和 MKN-45 Vec
细胞的细胞活力; 在加入 3 和 6 mg /L 顺铂情况下，

MKN-45 SNAP29 细胞的细胞活力高于 MKN-45 Vec
细胞( P ＜ 0. 05 ) ( 图 1B) 。进一步细胞软琼脂克隆

形成实验显示 MKN-45 SNAP29 和 MKN-45 Vec 细

胞的克 隆 形 成 率 无 显 著 差 异，顺 铂 抑 制 MKN-45
SNAP29 和 MKN-45 Vec 细胞的克隆形成，但是在 6
mg /L 顺铂处理后，MKN-45 SNAP29 细胞的克隆形

成率高于 MKN-45 Vec 细胞( P = 0. 008 3 ) ( 图 1C、
D) 。

图 1 在胃癌细胞 MKN-45 中过表达

SNAP29 检测细胞对顺铂的敏感性

A: Western blot 实验检测 SNAP29 蛋白表达; B: MTT 实验检测细

胞在 0、3、6 mg /L 顺铂处理 48 h 后的细胞活力; C: 软琼脂克隆形成

实验; － 代表不加顺铂，+ 代表加 6 mg /L 顺铂; 与同组 MKN-45 Vec

细胞比较: * P ＜ 0. 05; D: 软琼脂克隆形成实验图片 × 100

2． 2 在胃癌细胞 AGS 中过表达 SNAP29 检测细胞

对顺铂的敏感性 AGS 细胞转染 SNAP29 过表达质

粒及对照空质粒，分别记为 AGS SNAP29 和 AGS
Vec。Western blot 实验 显 示 AGS SNAP29 细 胞 中

SNAP29 蛋白表达水平高于 AGS Vec 细胞( 图 2A) 。
与 MKN-45 细胞系相似，AGS SNAP29 和 AGS Vec
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细胞在不加顺铂情况下的 MTT 细胞活力无显著差

异，在 加 入 3 和 6 mg /L 顺 铂 后，AGS SNAP29 和

AGS Vec 细胞的细胞活力均下降，但 AGS SNAP29
细胞的细胞活力高于 AGS Vec 细胞( P ＜ 0. 05 ) ( 图

2B) 。细胞软琼脂克隆形成实验显示，在 6 mg /L 顺

铂处理情况下，SNAP29 过表达的 AGS 细胞软琼脂

克隆形成率高于对照细胞 ( P = 0. 012 7 ) ( 图 2C、
D) 。

图 2 在胃癌细胞 AGS 中过表达 SNAP29 检测细胞对顺铂的敏感性

A: Western blot 实验检测 SNAP29 蛋白表达; B: MTT 实验检测细

胞在 0、3、6 mg /L 顺铂处理 48 h 后的细胞活力; C: 软琼脂克隆形成

实验; － 代表不加顺铂，+ 代表加 6 mg /L 顺铂; 与同组 AGS Vec 细胞

比较: * P ＜ 0. 05; D: 软琼脂克隆形成实验图片 × 100

2． 3 胃癌组织 SNAP29 的表达及其临床病理学参

数相关性分析 本课题组通过免疫组织化学实验检

测了 50 例胃癌组织标本和 50 例正常胃组织标本中

SNAP29 的 蛋 白 表 达，结 果 显 示 在 胃 癌 组 织 中

SNAP29 的阳性表达率是 66. 0%，在正常胃组织中

SNAP29 的阳性表达率是 62. 0%，两者差异无统计

学意义( P ＞ 0. 05) ( 表 1、图 3) 。同时，本课题组收

集了 50 例胃癌组织标本对应的患者临床病理学参

数( 包括患者的年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤淋巴结

转移情况、肿瘤的分级和分期) ，进一步对 SNAP29
表达情况与这些病理学参数进行了相关性分析( 表

2) 。在胃癌患者中，SNAP29 阳性表达与胃癌患者

的肿瘤淋巴结转移 ( P = 0. 042 ) 和肿瘤分期 ( P =
0. 023) 具有相关性，而与胃癌患者的年龄、性别、肿
瘤大小、肿瘤分级无相关性( P ＞ 0. 05) 。

表 1 SNAP29 在胃癌和正常组织中的表达

组别 n
SNAP29 表达情况［n( %) ］

阴性 阳性

胃癌组织 50 17 ( 34． 0) 33 ( 66． 0)

正常组织 50 19 ( 38． 0) 31 ( 62． 0)

图 3 SNAP29 在胃癌组织和正常组织中的表达 × 200

A: 胃癌组织; B: 正常组织

表 2 SNAP29 表达与胃癌患者临床

病理参数相关性分析 ［n( %) ］

参数 n SNAP29 阳性表达 χ2 值 P 值

年龄 ( 岁)

≤60 18 12 ( 66． 7) 0． 006 0． 941
＞ 60 32 21 ( 65． 6)

性别

男 28 18 ( 64． 3) 0． 083 0． 773
女 22 15 ( 68． 2)

肿瘤大小 ( cm)

≤ 5 27 18 ( 66． 7) 0． 012 0． 914
＞ 5 23 15 ( 65． 2)

淋巴结转移

无 17 8 ( 47． 1) 4． 118 0． 042
有 33 25 ( 75． 8)

分级

Ⅰ 5 2 ( 40． 0) 2． 273 0． 321
Ⅱ 25 16 ( 64． 0)

Ⅲ 20 15 ( 75． 0)

分期

Ⅰ +Ⅱ 16 7( 43． 8) 5． 191 0． 023
Ⅲ + Ⅳ 34 26 ( 76． 5)
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3 讨论

胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤，早期胃

癌预后相对较好，晚期胃癌治疗手段有限，预后较

差。外科手术、辅助化疗或放疗是当前胃癌治疗的

主要方式。针对胃癌常用靶向药物当前仅有曲妥珠

单抗，它对 HEＲ2 基因扩增的胃癌患者疗效较好，但

HEＲ2 基因扩增在胃癌中的比例仅仅 10% ～ 15%
［2 － 3，5］。顺铂是胃癌常用化疗药物之一，对晚期胃癌

的治疗具有一定效果，但是长期用药后患者往往产

生获得性药物耐受。针对胃癌的顺铂耐药，许多分

子机制参与其中: Zhu et al［6］报道了 miＲ-187 靶向

调控 TGF-β /Smad 信号通路参与调控胃癌细胞顺铂

耐药; SLFN11 的甲基化作用促进胃癌细胞的顺铂耐

药性［7］; METase / lncＲNA HULC /FoxM1 信号通路通

过抑制细胞自噬从而降低胃癌顺铂耐药性［8］。关

于胃癌顺铂耐药的相关研究不胜枚举，其相关机制

复杂多样，更进一步的研究迫切而必要。本研究首

次报道 SNAP29 参与促进胃癌细胞对顺铂的耐药，

同时进一步揭示了 SNAP29 在胃癌患者中的病理学

意义。
SNAP29 属于突触体相关蛋白 ( SNAP) 家族成

员，参 与 SNAＲE ( 可 溶 性 NSF 附 着 受 体 ) 蛋 白

( SNAＲES) 生物学功能。SNAP 家族包括 SNAP25、
SNAP23 和 SNAP29，前两种蛋白分别是膜相关蛋

白，控制突触传递，参与广泛的非神经元膜融合过

程; SNAP29 仅短暂的与膜结合，它包含一个酸性

NPF 基 序，介 导 与 内 吞 因 子 的 结 合［9］。许 多 研

究［9 － 13］表明 SNAP29 在信号转导、细胞运动、细胞分

裂、自 噬 和 突 触 传 递 等 过 程 中 均 发 挥 重 要 作 用。
Mastrodonato et al［10］预测 SNAP29 可能在肿瘤发生

发展以及神经退行性变中发挥重要作用。但目前为

止，关于 SNAP29 在人体肿瘤中研究的报道十分有

限，关于 SNAP29 在人体胃癌中的功能仍然是未知

的。本课 题 在 胃 癌 细 胞 MKN-45 和 AGS 中 转 染

SNAP29 过表达质粒，通过 MTT 实验和细胞软琼脂

克隆形成实验研究 SNAP29 对细胞功能的作用。从

图 1 和图 2 的结果来看，SNAP29 的过表达对 MKN-
45 和 AGS 细胞的细胞活力和细胞克隆形成能力均

无显著作用，因此可以推断 SNAP29 对胃癌细胞的

增殖能力并没有显著影响。
本课题在两种胃癌细胞系 MKN-45 和 AGS 中，

通过 MTT 实验和细胞软琼脂克隆形成实验两种实

验方法证明了 SNAP29 的过表达能够促进胃癌细胞

对顺铂的耐药性。但限于实验条件限制，本课题没

有揭示出 SNAP29 促进胃癌顺铂耐药的下游分子机

制，这是下一步工作应该致力的方向。根据先前报

道，SNAP29 参与调控细胞自噬过程，SNAP29 参与

形成自噬体上的 Syx17-Snap29 复合物，是启动复合

体与溶酶体上的 Vamp8 融合的关键［9，13 － 14］。因此

在胃癌细胞中 SNAP29 很可能参与促进细胞自噬，

从而介导了促进顺铂耐药的功能。Zhou et al［15］发

现 OGT 的下调可以抑制 SNAP29 的 O-GlcNAc 修饰

作用，从而促进了 SNAP29-Stx17-VAMP8 复合物的

形成和细胞自噬过程，该机制促进了卵巢癌对于顺

铂的耐药性。因此 SNAP29 在胃癌中促进顺铂耐药

很可能是通过促进细胞自噬介导的，该具体机制在

后续工作中将继续研究。
本课题检测了 SNAP29 在胃癌组织和正常胃组

织中的蛋白水平，二者无显著差异。SNAP29 在正

常胃组织中的阳性率高达 62. 0%，这表明 SNAP29
在正常组织中也是发挥重要功能的。据报道［9 － 13］

SNAP29 参与细胞的信号转导、运动、有丝分裂、自

噬和突触传递等过程，因此在胃组织中 SNAP29 很

可能也参与了细胞的相关生理过程，但其具体作用

仍是未知的，也是后续工作需要进一步研究的方向。
胃癌患者病理学参数相关性分析结果显示，SNAP29
与胃癌患者的年龄、性别、肿瘤大小和肿瘤分级无相

关性，该结果证明了 SNAP29 在胃癌患者中的表达

没有年龄和性别倾向，与肿瘤的增殖和生长非显著

相关; SNAP29 与胃癌患者的淋巴结转移和肿瘤分

期具有相关性，该结果证明 SNAP29 可能对胃癌的

转移具有一定促进功能。总体而言，SNAP29 的高

表达与胃癌患者的不良病理特征密切相关，在临床

上具有一定意义。
总之，本课题首次报道了 SNAP29 在人体胃癌

中的功能，明确了 SNAP29 在胃癌患者中的病理学

意义。该研究对于进一步了解 SNAP29 的生理学功

能，胃癌顺铂耐药机制具有一定意义，也为胃癌研究

和治疗提供了新的靶标。
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Study on the regulation of cisplatin resistance
in gastric cancer cells by SNAP29

Zhang Jiajia，Yu Xin，Zhou Bo，et al
( Dept of Gastrointestinal Surgery，Dept of General Surgery，

The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To examine the effect of SNAP29 on Cisplatin resistance of gastric cancer cells，compare
the expression of SNAP29 in gastric cancer and normal gastric tissues and analyze the clinicopathological signifi-
cance of SNAP29 in gastric cancer patients． Methods Western blot was used to detect the SNAP29 protein levels
in cell lines． MTT assay and soft agar colony formation assay were performed to detect cell viability and cell colony
formation respectively，and for further examine the overexpression of SNAP29 to promote Cisplatin resistance in gas-
tric cancer cells． Immunohistochemistry was carried out to detect the expression of SNAP29 protein in gastric cancer
and normal gastric tissues，and to analyze the correlation between SNAP29 levels and pathological parameters in
gastric cancer patients． Ｒesults MTT and soft agar colony formation assays showed that the overexpression of
SNAP29 promoted Cisplatin resistance in gastric cancer cells MKN-45 and AGS; there was no significant difference
of SNAP29 protein levels in gastric cancer and normal gastric tissue; the expression levels of SNAP29 were correla-
ted with lymph node metastasis and tumor stage in gastric cancer patients，but not with patients’age，gender，
tumor size or tumor grade． Conclusion Overexpression of SNAP29 promotes Cisplatin resistance in human gastric
cancer cells． The expression levels of SNAP29 are positively correlated with lymph node metastasis and tumor stage
in gastric cancer patients． Therefore，SNAP29 is an important biomarker for diagnosis and treatment in gastric
cancer．
Key words gastric cancer; SNAP29; cisplatin; drug resistance
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