
网络出版时间: 2016 －6 －22 14: 44: 58 网络出版地址: http: / /www． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20160622． 1444． 008． html

T 细胞因子 4 在胃癌细胞增殖凋亡中的作用研究
林明政1，沈国栋2，沈 干2，徐佳慧2，程 民2，徐婷娟2，胡世莲2

摘要 目的 研究 T 细胞因子 4 ( TCF4) 在胃癌细胞中的表

达以及对胃癌细胞增殖及衰老、凋亡中的作用。方法 培

养 人 胃 癌 细 胞 株 MGC803、SGC7901、HSC44-PE、44As3、
MKN45、NCI-N87 以及人永生化胃黏膜上皮细胞株 GES-1，

使用 Western blot 法比较 TCF4 在各细胞之间的表达差异。

选择其中 TCF4 表达高与低的细胞株，分别通过稳定转染

TCF4 表达质粒及 dominant negative TCF4( dnTCF4) 的方法上

调与下调细胞 TCF4 表达，采用体外细胞增殖实验及实时无

标记细胞检测分析( ＲTCA) 等技术检测 TCF4 对胃癌细胞增

殖与凋 亡 的 影 响。建 立 胃 癌 细 胞 裸 鼠 移 植 瘤 模 型，观 察

TCF4 蛋白对胃癌移植瘤生长的影响。结果 TCF4 在胃癌

细胞中的表达高于对照 GES-1 细胞。胃癌细胞株按 TCF4

的表达量从高到低排列依次为 NCI-N87、44As3、HSC44-PE、
MGC803、MKN45、SGC7901。TCF4 的表达与胃癌细胞的增

殖能力呈正相关性，而与胃癌细胞的衰老、凋亡呈负相关性。

结论 TCF4 在胃癌细胞中呈高表达，其能促进胃癌细胞的

增殖、抑制胃癌细胞的衰老及凋亡。
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胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其发生率

和死亡率分别位居第二位和第三位［1 － 2］。Wnt 信号

通路是调控动物胚胎发育、细胞生长增殖的重要信

号通路。既往研究［3 － 4］显示，Wnt 信号通路的异常

激活与肠癌等多种肿瘤的发生密切相关，但其在胃

癌发生、发展中的作用仍不清楚 。T 细胞因子 4 ( T
cell factor 4，TCF4 ) 是 TCF 家族的一员，其基因是

TCF7L2( transcription factor 7-like 2) ，是 Wnt 信号通

路中重要的信号分子 ［5-6］。该研究以 TCF4 为研究

对象，探索其在胃癌细胞中的表达以及在增殖与衰

老、凋亡中的作用。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验细胞 人永生化胃黏膜上皮细胞株

GES-1、人胃腺癌细胞株 MGC803、SGC7901、MKN45
购自中科院上海细胞生物学研究所; 人胃腺癌细胞

NCI-N87 购自中国医学科学院北京肿瘤细胞研究

所; 人胃癌细胞株 44As3 及 HSC44-PE 由日本名古

屋大学武井佳史教授赠送。
1． 1． 2 质粒及菌株 pspax2、pMD2G 质粒、DH-5α
感受态 E． coli 由中国科技大学钟永军博士赠送; 表

达 EF1alpha-dnhTcf4 /SV40-PuroＲ 质粒的 EdTP 菌种

购自美国 Addgene 公司; TCF4 全长序列表达质粒购

自美国 Origene 公司。
1． 1． 3 实验动物 裸鼠( BALB /c-nu) 购自北京维

通利华实验动物技术有限公司，SPF 级，22 只，雌

性，6 ～ 8 周龄，饲养于安徽医科大学附属省立医院

SPF 级动物房中。
1． 1． 4 主要试剂 ＲPMI 1640 培养基、胎牛血清

( FBS) 购自美国 HyClone 公司; 胰酶消化液、ＲIPA
裂解液、5 × 蛋白上样缓冲液、细胞衰老 β-半乳糖苷

酶染色试剂盒购自上海碧云天公司; 蛋白酶抑制剂、
蛋白磷酸酶抑制剂购自瑞士 Ｒoche 公司; DMEM 培

养基、BCA 试剂盒、化学发光显影液购自美国 Ther-
mo 公司; β-actin、TCF4 兔抗人单克隆抗体、辣根过

氧化物酶( horseradish peroxidase，HＲP) 标记的羊抗

兔 IgG 购 自 美 国 Cell Signaling Technology 公 司;

Axyprep 质粒 DNA 小量试剂盒购自美国 Axygen 公

司; 转染试剂 LipofectamineTM 2000 购自美国 Invitro-
gen 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 以上细胞解冻复苏后，培养于含

10% FBS 的 ＲPMI 1640 培养基中，置于 37 ℃、5%
CO2 细胞培养箱内培养。
1． 2． 2 Western blot 法检测 提取正常生长的 GES-
1、MGC803、SGC7901、NCI-N87、44As3、MKN45 及

·2901· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Aug; 51( 8)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2016.08.004



HSC44-PE 细胞总蛋白，BCA 法测定各组蛋白浓度

并用 PBS 调平，加入蛋白上样缓冲液煮沸 5 min，经

SDS-PAGE 电泳分离后半干转至 PVDF 膜上，用 5%
脱脂牛奶室温条件下封闭 1 h。一抗以兔抗人 β-ac-
tin 为内参，兔抗人 TCF4 为目的蛋白，4 ℃ 孵育过

夜。以 HＲP 标记的羊抗兔 IgG 作为二抗，使用化学

发光凝胶成像系统成像检测各组细胞 TCF4 的差异

表达。
1． 2． 3 质粒的扩增及提取 将待扩增的 pspax2、
pMD2G 质粒分别转入 DH-5α 感受态 E． coli 中，按

照质粒使用说明使用含有适量 Ampicillin 的 LB 固

体培养基筛选菌株，在 LB 固体培养基中挑取单克

隆菌落接种到 LB 液体培养基中，置于气浴摇床中

37 ℃、200 r /min 摇菌 12 ～ 18 h。质粒的提取步骤

如下: 取 10 ml 转入质粒的菌液加入离心管中，10
000 r /min 离心 1 min，弃上清液; 加入 500 μl Buffer
S1 重悬细菌，再加入 500 μl Buffer S2，温和并充分

地上下翻转 4 ～ 6 次，使菌体充分裂解，室温放置 5
min，直至溶液变得透亮黏稠; 加入 700 μl Buffer S3，

上下翻转 6 ～ 8 次见形成白色絮状沉淀，10 000 r /
min 离心 10 min，吸取上清液加入到制备管中并将

制备管置于收集管中，10 000 r /min 离心 1 min，弃

滤液; 将制备管放回收集管中，加入 500 μl Buffer
W1，10 000 r /min 离心 1 min，弃滤液; 将制备管放回

收集管中，加入 700 μl Buffer W2，10 000 r /min 离心

1 min，弃滤液，重复上一步骤 1 次; 将制备管放回收

集管中，10 000 r /min 离心 1 min，取出制备管置于

超净台中室温干燥 30 min 后，移入新的 1． 5 ml EP
管中，加入 60 ～ 80 μl Eluent 或去离子水，室温静置

1 min，10 000 r /min 离心 1 min 收集扩增的质粒; 分

光光度计测定质粒浓度。
1． 2． 4 慢病毒包装及感染 包装慢病毒前 1 d，在

3． 5 cm 培养皿中接种适量密度的 293T 细胞，每个

样品需要 1 × 106 个 293T 细胞。包装步骤如下: 取

1． 5 ml 灭菌 EP 管，加入 2 μg EdTP、3 μg pspax2、1
μg pPD2G 质粒以及 250 μl 的无血清培养基，轻柔

混匀，室温孵育 5 min; 取 1． 5 ml 灭菌 EP 管，取 9 μl
脂质体 LP2000 溶于 250 μl 无血清培养基中，轻柔

混匀，室温孵育 5 min; 将 DNA 溶液和脂质体溶液轻

柔混匀，室温孵育 20 min; 用胰酶消化并记数 293T
细胞并用含血清的培养基重悬细胞; 在 6 孔板中每

孔加入 1 ml 含血清的生长培养基，再加入 DNA-脂
质体复合物; 将 1 ml 重悬的 293T 细胞( 1 × 106 个细

胞 /ml) 加入到平板中，37 ℃、5% CO2 细胞培养箱

中孵育过夜; 移除含有 DNA-脂质体复合物的培养

基，代之以 DMEM 培养基; 转染后 48 ～ 72 h 取上清

液，3 000 r /min 离心 20 min，取上清液即为病毒悬

液。感染 24 h 前，分别在 3． 5 cm 培养皿中接种适

量密度的 44As3、NCI-N87 细胞 ( 约 2 × 105 /ml) ，待

细胞生长面积达 50% ～ 80% 时即可用于慢病毒感

染。取 2 ml 新鲜培养基替换原培养基，加入适量的

慢病毒悬液，置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培

养 24 h; 更换新鲜培养基继续培养 48 ～ 72 h 后，加

入 purocymin 进 行 筛 选 获 得 konck-down TCF4 的

44As3 /dnTCF4、N87 /dnTCF4 细胞。
1． 2． 5 质粒转染 转染 24 h 前，在 3. 5 cm 培养皿

中接种适量密度的 SGC7901 细胞( 约 2 × 105 /ml) ，

待细胞生长面积达 50% ～ 80% 时即可用于转染。
配制溶液 1: 240 μl 无血清培养基 + 10 μl LP2000，

室温孵育 5 min; 溶液 2: 250 μl 无血清培养基 + 2 μg
TCF4 表达质粒，室温孵育 5 min; 将溶液 1 与溶液 2
混合，室温下放置 20 min; 将 6 孔板中的细胞用无血

清培养基冲洗细胞 2 遍后，加入 2 ml 无血清培养

基; 将溶液 1 与溶液 2 的混合液逐滴加入孔中，摇动

培养板，轻轻混匀; 置于在 37 ℃、5% CO2 细胞培养

箱中保温 4 ～ 6 h; 更换含有血清的全培养基，置于

37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 24 h，按照 1 ∶ 10
接种到新的培养皿中继续培养，根据质粒使用说明

书加入适量 purocymin 进行筛选获得 knock-in TCF4
的 SGC /TCF4 细胞。
1． 2． 6 细胞增殖实验 取对数期生长的 SGC7901、
SGC /TCF4、NCI-N87 以及 N87 /dnTCF4 细胞株，PBS
清洗 2 遍，胰酶消化，细胞计数，按每个 3． 5 cm 培养

皿接种 105 个细胞，重复 3 次，分别在 24、48、72 h 时

观察细胞生长状态并消化、计数，比较 SGC /TCF4 与

对照 SGC7901 细胞，NCI-N87 与对照 N87 /dnTCF4
细胞的增殖能力。
1． 2． 7 实时无标记细胞检测技术( ＲTCA) ＲTCA
是基于微电子传感技术，通过实时监测阻抗的变化

来进行细胞增殖、转移、耐药等实时细胞分析［7］。
在配套的 E16 孔板中每孔接种 2 × 104 个细胞，观

察、比 较 SGC7901 与 SGC /TCF4 以 及 NCI-N87 与

N87 /dnTCF4 的增殖情况。
1． 2． 8 细胞衰老检测 取对数期生长的 SGC7901、
SGC /TCF4、NCI-N87 以及 N87 /dnTCF4 细胞株，PBS
清洗 2 遍，胰酶消化，细胞计数，按每个 3. 5 cm 培养

皿接种 5 × 103 个细胞，48 h 后参考文献［8］使用细胞

衰老 β-半乳糖苷酶染色试剂盒染色，选择 3 个不同
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视野统计阳性细胞。
1． 2． 9 裸鼠成瘤实验 裸鼠经适应性饲养 1 周后

进行试验。取预先培养呈对数期生长的胃癌细胞消

化，1 000 r /min 离心，PBS 重悬使细胞密度达到 1 ×
107 /ml，裸鼠胁部皮下接种 0. 1 ml，每种胃癌细胞接

种 6 只裸鼠，待细胞成瘤后用游标卡尺每周测量 2
次肿瘤体积，比较上调 TCF4 表达的 SGC /TCF4 与

对照组 SGC7901、下调 TCF4 表达的 44As3 /dnTCF4
与对照组 44As3 的肿瘤生长情况。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

多组样本均数的比较采用单因素方差分析，方差齐

者采用 LSD-t 检验，方差不齐者采用 Games-Howell
检验。

2 结果

2． 1 TCF4 在胃癌细胞中表达 TCF4 在胃癌细胞

中的表达要高于对照 GES-1 细胞，胃癌细胞按 TCF4
表达量从高到低表达排列依次为 NCI-N87、44As3、
HSC44-PE、MGC803、MKN45、SGC7901( 图 1A) 。
2． 2 TCF4 促进胃癌细胞增殖 通过质粒转染等

手段，建 立 knock-in TCF4 的 SGC /TCF4 及 knock-
down TCF4 的 N87 /dnTCF4 细胞系，Western blot 法

证实 TCF4 在 SGC /TCF4 表达升高、在 N87 /dn TCF4
表达降低 ( 图 1B、1C ) 。细 胞 增 殖 实 验 结 果 显 示

TCF4 调 高 组 细 胞 SGC /TCF4 相 较 于 SGC7901 细

胞，其增殖能力明显提高( 图 2A) ，而 TCF4 调低组

细胞 N87 /dnTCF4 相较于 NCI-N87 细胞，其增殖能

力明显降低( 图 2B) ; 这一结果也在 ＲTCA 实验中得

到进一步证实( 图 2C、2D) 。

图 1 TCF4 在胃癌细胞中表达

A: TCF4 在胃黏膜上皮细胞及胃癌细胞中的差异表达; B: TCF4

在 SGC /TCF4 中表达高于 SGC7901; C: TCF4 在 N87 /dnTCF4 中表达

低于 NCI-N87

图 2 TCF4 促进细胞增殖

A: 细 胞 计 数 法 比 较 SGC7901 与 SGC /TCF 的 增 殖 能 力; 与

SGC7901 比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; B: 细胞计数法比较 NCI-N87

与 N87 /dnTCF4 的增殖能力; 与 N87 /dnTCF4 比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P

＜ 0. 01; C: ＲTCA 法比较 NCI-N87 与 N87 /dnTCF4 的增殖能力; D:

ＲTCA 法比较 SGC7901 与 SGC /TCF4 的增殖能力

2． 3 TCF4 抑制胃癌细胞衰老与凋亡 细胞培养

过程显示，相较于 NCI-N87 细胞，N87 /dnTCF4 细胞

出现更多的凋亡细胞; 而在 SGC7901 与 SGC /TCF4
对照中，SGC /TCF4 细胞出现更多的多伪足状细胞，

提示其有更高的活力及迁移能力( 图 3) 。为了证实

TCF4 是否能抑制胃癌细胞的衰老和凋亡，选用细胞

衰老 β-半乳糖苷酶染色试剂盒进行染色，结果提示

N87 /dnTCF4 细胞染色阳性率明显高于 NCI-N87 细

胞，SGC /TCF4 细胞染色阳性率明显低于 SGC7901
细胞( P ＜ 0. 05) ( 图 4) 。
2． 4 TCF4 促进胃癌裸鼠移植瘤生长 按照实验

方法 1. 2. 9 建立裸鼠移植瘤模型，10 d 后结果显示

所有接种点均成瘤，生长 14 d 肿瘤体积测量结果显

SGC /TCF4 细胞移植瘤体积显著大于对照 SGC7901
移植 瘤，而 44As3 /dnTCF4 移 植 瘤 体 积 显 著 小 于

44As3 移植瘤( 图 5) ，从而证明 TCF4 能促进胃癌细

胞裸鼠移植瘤的生长。
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图 3 胃癌细胞在含 20%FBS 的培养基中

培养 10 d 后细胞形态学改变 × 100

A: 胃癌 NCI-N87 细胞; B: TCF4 knock-down N87 /dnTCF4 细胞;

C: 胃癌 SGC7901 细胞; D: TCF4 knock-in SGC /TCF4 细胞

图 4 衰老细胞 β-半乳糖苷酶染色 × 200

A: NCI-N87; B: N87 /dnTCF4; C: SGC /TCF4; D: SGC-7901; 与

NCI-N87 比较: * P ＜ 0. 05; 与 SGC /TCF4 比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

胃癌是严重危害人类身心健康的恶性肿瘤，然

而由于其早期临床症状表现不明显，且缺乏特异有

效的生物标志物，目前仅有少数患者能得到早期诊

图 5 胃癌细胞裸鼠移植瘤 14 d 生长情况

A: 胃癌裸鼠移植瘤体积 SGC /TCF4 ＞ SGC7901; 与 SGC7901 比

较: * P ＜ 0. 05; B: 44As3 ＞ 44As3 /dnTCF4; 与 44As3 比 较: ＊＊ P ＜

0. 01

断及治疗［9 － 10］。因此，深入研究胃癌的发生、发展

机制，对 胃 癌 的 早 期 诊 断 及 治 疗 具 有 重 要 意 义。
Wnt 信号通路是一条在进化上高度保守的信号通

路，其活性受多种蛋白调节，而其中 TCF4 蛋白是

Wnt 信号通路的关键调节因素之一，表现为当 Wnt
蛋白与细胞膜表面的 Frizzled 家族跨膜蛋白( FZ) 受

体以及低密度脂蛋白受体相关蛋白结合时，可引起

β-catenin 在细胞质内大量聚集并进入细胞核，入核

的 β-catenin 与 TCF4 结合形成 β-catenin-TCF4 复合

物，激活 Wnt 信号通路下游诸如原癌基因 c-Myc、细
胞周期蛋白 D1( cyclin D1 ) 等在内的一系列靶基因
［3，5-6］。既往的研究已经证实 Wnt 信号通路的异常

激活与肠癌等多种肿瘤的发生密切相关，而这其中

TCF4 的异常表达在这一过程中发挥着重要作用，

Chen et al［11］报道 TCF4 能直接与 LIN28B 基因的内

含子结合并促进 LIN28B 基因的表达，增强人乳腺

癌、肺癌细胞的干细胞潜能，促进人乳腺癌、肺癌的

生长与转移; 研究［12］表明分化诱导因子-1 能通过降

低 TCF4 表达抑制人乳腺癌与宫颈癌裸鼠移植瘤的

生长。
本实验以 Wnt 信号通路的关键蛋白 TCF4 为研
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究对象，结果显示 TCF4 在胃癌细胞中的表达量明

显高于胃黏膜上皮细胞，这与课题组在临床标本中

的检测结果一致。选取 TCF4 表达最高 NCI-N87、
44As3 细胞及表达最低的 SGC7901 细胞，通过慢病

毒包装及质粒转染手段分别获得 TCF4 调高组细胞

SGC /TCF4 及 调 低 组 细 胞 N87 /dnTCF4、44As3 /
dnTCF4，体外细胞增殖实验及 ＲTCA 实验结果显示

SGC /TCF4 细胞增殖能力明显高于 SGC7901 细胞，

N87 /dnTCF4 细胞增殖能力明显低于 N87 细胞，差

异有统计学意义; 镜下形态学观察及细胞衰老染色

显示 N87 /dnTCF4 细胞染色阳性率高于 NCI-N87 细

胞，SGC /TCF4 细胞染色阳性率明显低于 SGC7901
细胞; 之后通过建立裸鼠荷瘤模型，观察比较胃癌细

胞在体内生长情况，14 d 结果显示 SGC /TCF4 组肿

瘤体积明显大于 SGC7901 组，44As3 /dnTCF4 组肿

瘤体积明显小于 44As3 组。
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Effects of T cell factor 4 ( TCF4) on the proliferation and
apoptosis in gastric cancer cells

Lin Mingzheng1，Shen Guodong2，Shen Gan2，et al
( 1Dept of Geriatrics，Anhui Provincial Hospital Affiliated to Anhui Medical University，

2Anhui Provincial Key Laboratory of Tumor Immunotherapy and Nutrition Therapy，Hefei 230001)

Abstract Objective To research the expression of T cell factor 4 ( TCF4) and the function of proliferation，se-
nescence and apoptosis in gastric cancer cells． Methods Human gastric cancer cell lines MGC803，SGC7901，

HSC44-PE，44As3，MKN45，NCI-N87 and immortalized human gastric epithelial cell line GES-1 were cultured
and the differential expressions of TCF4 among them were detected by Western blot analysis，then TCF4 expression
and dominant negative TCF4 plasmid were transfected into the lowest and highest one respectively． The influence of
TCF4 in vitro cells was tested by cell proliferation assay and ＲTCA． Meanwhile，the model of nude mice bearing
tumor was established to detect the effect in vivo． Ｒesults The expression of TCF4 in gastric cancer cells was high-
er than the control GES-1，the highest one was NCI-N87，followed by 44As3，HSC44-PE，MGC803，MKN45 and
SGC7901． TCF4 was positively correlated with proliferation，and negatively associated with senescence，apoptosis
in gastric cancer cells． Conclusion TCF4 is overexpressed in gastric cancer cells． It could promote the prolifera-
tion，inhibit the senescence and apoptosis of gastric cancer cells．
Key words gastric cancer; TCF4; proliferation; apoptosis
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