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　　［摘要］　背景与目的：颗粒蛋白前体(progranulin，PGRN)是一种新型生长因子，在细胞迁移、细胞

周期进展及肿瘤形成过程中发挥着重要作用。PGRN在多种恶性肿瘤细胞中高表达，不仅参与肿瘤的生长过

程，还与肿瘤的发生、演变过程关系密切。本研究旨在探讨PGRN在胃癌组织中的表达，及其对胃癌BGC823

细胞增殖与衰老的影响。方法：利用免疫组化方法检测胃癌组织及癌旁组织中PGRN的表达；利用实时定量

聚合酶链反应(quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR)干扰胃癌细胞株BGC823中PGRN的表

达；通过四甲基偶氮唑盐(MTT)法、细胞克隆形成和细胞衰老检测实验，探讨PGRN对BGC823细胞增殖与衰

老的影响。结果：PGRN在胃癌组织中高表达。PGRN表达降低后，胃癌细胞的增殖与克隆形成能力均显著

降低。PGRN-siRNA细胞的克隆形成率为(25.3±3.1)%，对照组细胞的克隆形成率为(72.1±5.7)%，正常组细胞

的克隆形成率为(80.3±4.0)%。两两比较，对照组与正常组间差异无统计学意义(P>0.05)，实验组与其他两组

间差异均有统计学意义(P均<0.05)。干扰PGRN表达能够明显促进BGC823细胞衰老。PGRN-siRNA细胞衰老

阳性率为(27.6±2.1)%，对照组细胞衰老阳性率为(3.2±1.3)%，正常组细胞衰老阳性率为(1.9±1.2)%。两两比

较，对照组与正常组间差异无统计学意义(P>0.05)，实验组与其他两组间差异均有统计学意义(P均<0.05)。 

结论：PGRN可作为新的胃癌标志物，为临床胃癌的靶向治疗提供新的思路。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Progranulin (PGRN) is a novel growth factor that plays an important 
role in the tumorigenicity, tumor cell migration and cell cycle. Its expression in many malignant tumor cells is high. 
It is not only involved in tumor cell growth, but also closely related with the occurrence and evolution of tumor. This 
study was to investigate the expression of PGRN in gastric cancer and the effects on proliferation and senescence in 
gastric cancer cell line BGC823. Methods: Immunohistochemical method was used to detect the expression of PGRN 
in gastric cancer tissues and adjacent normal tissues; Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
was used to detect the expression of PGRN in PGRN-siRNA BGC823 cells; MTT method, cell colony formation and 
cell senescence experiments were used to explore the effects of PGRN on proliferation and senescence in BGC823 
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　　胃癌是严重危害人类健康的常见恶性肿

瘤，发病率高且预后差。近年来随着人们对恶

性肿瘤病因及发病机制等方面的研究，胃癌和

其他恶性肿瘤一样被认为是一种基因性疾病，

胃癌的发生、演变与多种癌基因的异常表达有

关［1-2］。因此，研究胃癌相关基因对于揭示胃

癌的发病机制与探讨有效的防治方法具有重要 

意义。

　　颗粒蛋白前体(progranulin，PGRN)是一种

独立的、新型生长因子，在体内大部分组织

和器官中表达，对调节机体的生长发育及修复

损伤等过程起着重要作用。目前，多项研究表

明，PGRN在多种恶性肿瘤中高表达，如宫颈

癌、乳腺癌和胶质母细胞瘤等［3-5］。在动物实

验中，通过降低PGRN mRNA的表达可以明显

降低肿瘤形成的风险［6］，然而关于PGRN在胃

癌中的表达及生物学意义鲜有报道。

　　细胞衰老是指细胞处于不可逆的周期停滞

状态，但在相当长一段时间内依然保持代谢活

性，典型特征是β-半乳糖苷酶染色呈阳性。本

研究通过检测PGRN在胃癌组织中的表达及对胃

癌细胞增殖与衰老的影响，为胃癌的临床靶向

治疗提供新的实验依据。

1　材料和方法

1.1　临床资料

　　临床标本取自潍坊医学院附属医院经外科

手术切除的胃癌及癌旁组织各50例，标本均经

病理确诊。

cell. Results: PGRN protein levels were high in gastric cancer tissues; Knocking down the PGRN gene in BGC823 
decreased the proliferation and clonogenic capacity, cloning efficiency in PGRN-siRNA group was (25.3±3.1)%, in the 
control group was (72.1±5.7)%, and in the normal cells was (80.3±4.0)%, there was no significant difference between 
normal group and control group, but there were significant differences among PGRN-siRNA group and the other two 
groups (P<0.05); Knocking down the PGRN gene in BGC823 cells could promote cell senescence. The positive rate 
of aging in PGRN-siRNA group was (27.6±2.1)%, in the control group was (3.2±1.3)%, and in the normal group was 
(1.9±1.2)%, there was no significant difference between normal group and control group. But there were significant 
differences among PGRN-siRNA group and the other two groups (P<0.05). Conclusion: PGRN can be used as a new 
marker for gastric cancer, and provide new ideas to the treatment of gastric cancer.
　　［Key words］ Gastric neoplasms; Progranulin; siRNA; Cell senescence

1.2　材料和试剂

　　山羊抗人PGRN单克隆抗体购自美国Santa 
Cruz公司；细胞转染试剂LipofectimineTM 2000
购自美国 Inv i t rogen公司；实时定量聚合酶

链反应(quantitative real-time polymerase chain 

reaction，qRT-PCR)检测试剂盒购自立陶宛

Fermentas公司，PCR试剂购自宝生物工程(大

连)有限公司，衰老检测试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司，RPMI-1640培养基、胎

牛血清等细胞培养产品购自美国Gibco公司。

PGRN siRNA序列5’-r(GGCCACUCCUGCAUC-
UUUA)dTdT-3’及对照组siRNA序列由上海吉玛

制药技术有限公司合成。PGRN引物顺义链：

5’-GGACAGTACTGAAGACTCTG-3’；反义

链：5’-GGATGGCAGCTTGTAATGTG-3’。内

参β-actin引物顺义链：5’-AGTTGCGTTACAC-
CCTTTCTTG-3’；反义链：5’-CACCTTCAC-
CGTTCCAGTTTT-3’。所有引物均由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成。

1.3　方法

1.3.1　免疫组化  

　　胃癌及癌旁组织标本经固定、脱水、透

明、包埋处理后切片，按照PGRN检测试剂盒

说明书，采用山羊超敏二步法进行免疫组化染

色，PBS替代一抗作为阴性对照，DAB显色，

苏木素复染，脱水，透明，封片。结果判断：

以细胞质中出现棕黄色颗粒为PGRN阳性表达，

高倍镜下每张切片随机选取10个视野，计数

PGRN阳性细胞数，根据其平均数求PGRN阳性

表达率。

李媛媛，等.　颗粒蛋白前体调控胃癌细胞增殖与衰老的效应研究



《中国癌症杂志》2015年第25卷第3期 175

1.3.2　细胞培养  

　　人胃癌细胞株BGC823置于37 ℃、CO2体积

分数为5%的恒温培养箱中常规培养；培养基为

含10%胎牛血清的改良型RPMI-1640。

1.3.3　siRNA转染［7］及转染细胞株的建立

　　选取对数生长期细胞，经胰酶消化，接种

于6孔细胞培养板中，每孔细胞数为1×105个，

当细胞融合度达50%时开始转染。步骤如下：

每孔取5 μL siRNA溶于250 μL OPTI-MEM中，

混匀常温放置5 min；取5 μL LipofectamineTM 

2000溶于250 μL OPTI-MEM中，混匀常温放

置5 min；然后将两种混合液混匀，常温放置

15 min，加入培养板，转染后置于培养箱中常

规培养72 h。转染细胞株分别为对照组细胞和实

验组PGRN-siRNA细胞。

1.3.4　利用qRT-PCR检测RNA干扰效果  

　 　 收 集 正 常 细 胞 、 对 照 组 细 胞 和 实 验 组

PGRN-siRNA细胞，利用TRIzol试剂提取总

RNA，具体步骤按说明书进行操作，提取完

测定浓度，置于-80 ℃冰箱内保存备用；利用

提取的RNA合成cDNA；用qRT-PCR仪进行扩

增，反应条件为：94 ℃ 5 min，94 ℃ 40 s，

55 ℃ 40 s，72 ℃ 60 s，共30个循环；72 ℃ 
6 min终止反应。扩增产物经2%琼脂糖凝胶电

泳，EB染色，紫外透射仪观察。

1.3.5　BGC823细胞增殖活性检测  

　 　 将 正 常 细 胞 组 、 对 照 组 细 胞 和 实 验 组

PGRN-siRNA细胞接种于96孔板中，分别培养

72 h；加入四甲基偶氮唑盐(MTT)继续培养4 h，

加入DMSO室温摇床震荡10 min，检测570 nm吸

光度(D)值，实验重复3次。

1.3.6　BGC823细胞克隆形成能力的检测［8］

　　将正常组、对照组和实验组PGRN-siRNA
细胞常规培养72 h；无菌PBS冲洗，胰酶消化，

将细胞悬液做梯度倍数稀释，计数；取300个

细胞接种于6孔板中，分散均匀，各做3复孔；

放置于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培

养2周；当6孔板中出现肉眼可见的克隆时，终

止培养；吸出培养基，PBS洗涤1次，每孔加入 

500 μL甲醇固定5 min；吸出固定液，PBS洗涤，

加适量吉姆萨染液染色10 min；PBS洗涤、干燥，

低倍镜下计数>50个细胞的克隆数，计算克隆形成

率。克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

1.3.7　BGC823细胞衰老检测［9］

　　应用β-半乳糖苷酶(SA-β-gal)染色法，步骤

如下：将正常、对照组和实验组PGRN-siRNA
细胞常规培养72 h；吸出6孔板中的培养基，

PBS洗涤1次；每孔加入固定液1 mL，室温固

定15 min；再吸出固定液，PBS洗涤3次；吸出

PBS，每孔加入1 mL现配置的染色工作液；保

鲜膜封住培养板，在37 ℃普通温箱中温育过

夜；光学显微镜随机选取1 000个细胞，计数衰

老细胞所占细胞百分比。

1.4　统计学处理  

　　采用SPSS 16.0统计软件进行结果分析，

实验组与对照组间差异采用χ2或 t检验，多样

本间比较采用SNK法。P<0.05为差异有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　PGRN在胃癌组织中的表达明显高于癌旁

组织

　　通过免疫组化染色方法检测PGRN在胃癌及

癌旁胃黏膜组织标本中的表达。免疫组化染色

结果显示，在50例癌旁胃黏膜标本中，PGRN阳

性表达率为16.7%，在50例胃癌标本中，PGRN
阳性表达率为87.4%。两者比较差异有统计学意

义(P<0.01，图1)。
2.2　抑制PGRN表达导致BGC823细胞增殖能

力与克隆形成能力均降低

　　通过干扰BGC823细胞PGRN后，利用MTT
法和克隆形成实验测定PGRN对细胞增殖的影

响。结果显示，实验组PGRN-siRNA细胞与对

照组细胞和正常细胞组比较，实验组细胞中

PGRN mRNA明显低于其他两组，细胞形态发

生改变，PGRN受到抑制的BGC823细胞增殖

能力和克隆形成能力均显著降低，克隆形成数

目减少，体积减小。PGRN-siRNA细胞的克隆

形成率为(25.3±3.1)%，对照组细胞的克隆形成

率为(72.1±5.7)%，正常组细胞的克隆形成率为
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(80.3±4.0)%。两两比较，对照组与正常组间差

异无统计学意义(P>0.05)。实验组细胞与其他两

组间差异均有统计学意义(P均<0.05，图2、3)。
2.3　抑制PGRN表达导致BGC823细胞衰老程

度增加

　　SA-β-gal是一种细胞衰老标志物，细胞老

化时，细胞内会产生绿色沉淀。应用SA-β-gal

染色，实验组细胞衰老程度和数量明显增加，

衰老阳性率为(27.6±2.1)%，对照组细胞衰老阳

性率为(3.2±1.3)%，正常组细胞衰老阳性率为

(1.9±1.2)%。两两比较，对照组与正常组间差异

无统计学意义(P>0.05)，实验组与其他两组间差

异均有统计学意义(P均<0.05，图4)。

图 2　干扰PGRN表达对BGC823细胞形态的影响

Fig. 2    Morphology changes with siRNA and control in BGC823 cells

(×400)

 A: Normal cells; B: Control group cells; C: PGRN-siRNA cells.

图 3　干扰PGRN表达致BGC823细胞增殖和克隆形成减少 

Fig. 3    Inhibition of PGRN in BGC823 cells decreased the proliferation and clonogenic capacity

 A: Expression of PGRN mRNA with siRNA and control in BGC823 cells; B: Proliferation with siRNA and control in BGC823 cells by MTT 
method; C: Colony formation with siRNA and control in BGC823 cells.
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图 1　PGRN在胃癌及癌旁组织中的表达 

Fig. 1    Expression of PGRN in adjacent normal and cancerous gastric tissues

(DAB, ×100)  

 A: Negative control; B: Gastric cancer tissues; C: Adjacent gastric tissues.
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3　讨　　论

　　胃癌是当今世界最常见的恶性肿瘤之一，

病死率高，目前胃癌的发生机制仍不明确，尚

无有效针对胃癌的治疗手段。因此，探索新型

的治疗途径，找到有效的治疗方法势在必行。

　　近年来，随着分子生物学领域的快速发

展，控制细胞生长和分化的许多标志物被逐

渐认识。PGRN就是一种新型、分泌性生长

因子，除在机体中调节各种上皮细胞的增殖

外，还和恶性肿瘤的发生、发展、侵袭及预后

息息相关。Pizarro等［10］研究发现，PGRN能

够促进肿瘤血管的生成与肿瘤细胞的侵袭。

Han等［11］认为，PGRN可作为一个独立的晚

期卵巢上皮细胞癌预后标志物，这与Carlson 
等［12］的研究结果一致。Carlson等［12］曾报道在

卵巢上皮细胞癌患者中，越高的PGRN导致患

者的生存率越低。目前，对于PGRN作用机制

的研究还非常少。Frampton等［13］认为，PGRN
是通过介导去乙酰化酶1(sirtuin1，SIRT1)导致

胆管增生和胆管癌细胞过度增殖。Swamydas
等［14］则认为是溶血磷脂酸(lysophosphatidic 

acid，LPA)激活PGRN引起ERK信号转导通路

的变化，促进乳腺癌细胞的侵袭。然而关于

PGRN在胃癌中的表达及生物学意义却极少 

报道。

　　本研究发现，PGRN在胃癌组织和胃癌细

胞BGC823中亦存在高表达，通过siRNA干扰技

术降低细胞中PGRN的表达，PGRN-siRNA细胞

与正常细胞和对照组细胞比较，PGRN-siRNA
细胞形态发生改变，细胞变的大而平，细胞内

颗粒明显增多，对照组细胞未见明显改变，细

胞轮廓清晰、生长良好。通过检测细胞的增

殖与克隆形成能力，发现干扰PGRN表达后的

BGC823细胞的增殖能力与克隆形成能力明显降

低，说明PGRN与胃癌细胞的增殖密切相关。为

探讨PGRN对BGC823细胞增殖影响的原因，本

研究采用SA-β-gal染色法进一步检测。SA-β-gal
是一种细胞衰老标志物，细胞衰老被认为是一

种程序性的细胞反应，使细胞不可逆的分裂停

滞。近年来的研究显示，细胞衰老是一种抑制

肿瘤发生、发展的重要方式［15］。细胞衰老可

抑制肿瘤恶变，还可以增强化疗药物及肿瘤治

疗的疗效［16-17］。在本研究中，实验组与对照组

图 4　干扰PGRN表达致BGC823细胞衰老程度增加 

Fig. 4    Inhibition of PGRN in BGC823 cells promoted senescence

 A: Normal cells: B. Control group cells; C: PGRN-siRNA cells; D: Senescence of cell with SA-β-gal method.
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和正常组细胞比较，衰老细胞程度和数量显著

增加，表明PGRN是BGC823细胞衰老过程中的

重要调控因子，在BGC823细胞衰老发生过程中

发挥着重要作用，通过衰老途径可以影响胃癌

细胞的增殖。当前人们对细胞的衰老机制，以

及细胞衰老在恶性肿瘤发生过程中的作用了解

还很少，仍需进一步探索。

　　综上所述，恶性肿瘤高表达PGRN与肿瘤发

生、转移和低生存率密切相关。PGRN可能是一

个新的生物标志物，是临床胃癌治疗的新的靶

向目标，对今后胃癌的诊断和临床治疗具有广

阔的应用前景。
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