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GSK-3β 在钙黏蛋白 17 介导的胃癌细胞侵袭中的作用及 

机制研究
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摘   要 目的：探讨 GSK-3β 在钙黏蛋白 17（CDH17）介导的胃癌细胞侵袭中的作用及机制。

方法：分别用 CDH17 siRNA 转染或 GSK-3β 抑制剂 SB216763 处理胃癌 MKN-45 细胞，以无处理和转

染空载体的 MKN-45 细胞为空白对照及阴性对照，检测各组细胞 GSK-3β、β-cantenin、NF-κB（p50/

p65）的表达以及侵袭力变化。

结果：与空白对照细胞比较，CDH17 siRNA 转染后的 MKN-45 细胞 CDH17、磷酸化 GSK-3β、β-cantenin

与 p50/p65 蛋 白 表 达 均 明 显 降 低， 侵 袭 细 胞 数 明 显 减 少（ 均 P<0.05）；SB216763 处 理 后 的 MKN-

45 细胞 CDH17 与 β-cantenin 表达无明显变化（均 P>0.05），磷酸化 GSK-3β 与 p50/p65 表达明显

降低，侵袭细胞数明显减少（均 P<0.05）；转染空载体的 MKN-45 细胞各项指标均无明显变化（均

P>0.05）。

结论：在 CDH17 介导的胃癌细胞侵袭信号通路中，GSK-3β 可能处于 β-cantenin 下游，通过其磷酸

化水平而调节 NF-κB 活性的关键分子。

关键词 胃肿瘤；钙黏着糖蛋白类；糖原合成酶激酶 3；肿瘤侵润
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Role of GSK-3  in cadherin 17-mediated gastric cancer cell invasion 
and the mechanism
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Abstract Objective: To investigate the role of glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β) in cadherin 17 (CDH17)-mediated 

of gastric cancer cell invasion and the mechanism.

Methods: Gastric cancer MKN-45 cells were transfected with CDH17 siRNA or exposed to GSK-3β inhibitor 

SB216763 respectively, with untreated and empty vector transfected MKN-45 cells as blank control and negative 

control, respectively. The changes in GSK-3β, β-cantenin and NF-κB (p50/p65) expressions and invasion ability 

of each group of cells were determined. 

Results: Compared with blank control cells, in MKN-45 cells transfected with CDH17 siRNA, the CDH17, 
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目前研究[1-4]发现钙黏蛋白17（cadherin 17，

CDH17）可通过Wnt/β-catenin和NF-κB[5-9]等信

号 通 路 参 与 调 节 胃 癌 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 、 成 瘤 等

恶性生物学行为，而糖原合酶激酶（GSK）-3β

则均参与Wnt /β -ca ten in和NF -κB信号通路对多

种 恶 性 肿 瘤 生 物 学 行 为 的 调 节 [ 1 0 - 1 5 ]， 但 G S K - 3 β

在 上 述 信 号 通 路 中 的 调 节 位 点 尚 存 争 议 。 笔 者 前

期 研 究 也 发 现 ， 在 诱 导 胃 癌 细 胞 侵 袭 的 同 时 ， 细

胞内PI3K/Ak t信号通路显著活化，而GSK -3β作

为该通路的下游信号分 子 之 一 ， 是 否 也 参 与 胃 癌

细 胞 侵 袭 及 相 关 机 制 仍 不 清 楚 。 本 实 验 通 过 检

测 C D H 1 7 对 胃 癌 细 胞 中 G S K - 3 β 活 化 、 W n t 信

号 分 子 β - c a t e n i n 和 N F - κ B 信 号 分 子 p 6 5 的 核 表

达 及 侵 袭 力 影 响 ， 并 分 析 抑 制 G S K - 3 β 活 化 后 对

β -c a t e n in和p65的核表达及侵袭力的影响，探讨

GSK-3β在CDH17介导的胃癌细胞侵袭中的作用及

可能机制。

1　材料与方法

1.1  主要材料和试剂

C D H 1 7 一 抗 购 自 美 国 A b c a m 公 司 ； 磷 酸 化

GSK -3β、总GSK -3β、β -ca ten in和p65一抗和

GSK-3β抑制剂SB216763购自美国Cell  Signal ing 

Technology公司。相应的二抗和SABC免疫荧光试

剂 盒 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 。 核 蛋 白

提 取 试 剂 盒 （ 含 胞 浆 蛋 白 提 取 试 剂 及 核 蛋 白 提 取

试 剂 ） 和 超 敏 E C L 化 学 发 光 试 剂 盒 购 自 碧 云 天 生

物 技 术 研 究 所 。 胎 牛 血 清 和 高 糖 D M E M 培 养 基 购

自美国Hyclone公司。去细胞因子基质胶购自美国

Sigma-Aldrich公司。24孔嵌套Transwell（聚碳酯

膜孔径8 μm）购自美国Corning公司。

1.2  细胞培养 

胃癌细胞系MKN-45由华中科技大学同济医学

院 附 属 协 和 医 院 普 通 外 科 实 验 室 保 存 提 供 。 细 胞

培 养 于 含 1 0 % 胎 牛 血 清 的 高 糖 D M E M 完 全 培 养 基

中，置于37 ℃，5%CO2 养箱，2~3 d传代1次。

1.3  CDH17 siRNA 的构建与转染

C D H 1 7 基 因 的 c D N A 序 列 由 G e n e b a n k

（NM_001144663.1）获得，针对该序列的3种不

同siRNA由在线RNAi设计算法设计（http : / /www.

ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.  html）。

所有设计siRNA由上海吉玛生物制药有限公司合成

纯化。合成纯化的siRNA用全式金脂质体转染试剂

盒 依 说 明 书 （ 北 京 全 式 金 生 物 技 术 有 限 公 司 ） 转

染入MKN-45细胞。经实时定量PCR鉴定，siRNA-

C D H 1 7 序 列 ： 正 义 链 ： 5 ' - T G C  A U T  T C C  U A A 

GGC TGA -3 '；反义链：5' -GAU CCT GGT TCA 

AUA ACA T -3 '具有最佳干扰效率。再将siRNA -

CDH17用上述方法和试剂盒分别转染入MKN-45细

胞。细胞转染48 h后用于实验，细胞活性由台盼蓝

染色鉴定。

1.4  Western blot

将MKN -45细胞以SB216763（10 μM）孵育

48 h后，同上述转染与未转染细胞洗涤，加入胞

浆蛋白提取试剂，16 000 g离心5 min后弃上清，

再 加 入 核 蛋 白 提 取 试 剂 ， 1 6  0 0 0  g 离 心 5  m i n 后

取 上 清 。 蛋 白 定 量 后 ， 煮 沸 变 性 后 按 3 0  μ g / 孔 上

样 ， 经 1 2 %  S D S - P A G E 凝 胶 电 泳 后 转 移 至 P V D F

膜，以5%脱脂奶粉封闭60 min，分别加入CDH17 

（1:1 000），p-GSK-3β（1:1 000）、GSK-3β

（ 1 : 1  0 0 0 ） 、 β - c a t e n i n （ 1 : 1  0 0 0 ） 和 p 6 5

phosphorylated GSK-3β, β-cantenin and p50/p65 expressions were significantly decreased, and the number 

of invaded cells was significantly reduced (all P<0.05). In MKN-45 cells exposed to SB216763, the CDH17 

and β-cantenin expressions showed no significant difference (both P>0.05), while the phosphorylated GSK-

3β and p50/p65 expressions were significantly decreased, and number of invaded cells was significantly reduced 

(all P<0.05). In MKN-45 cells transfected with empty vectors, all parameters showed no significant change (all 

P>0.05).

Conclusion: In the signaling pathway of CDH17-medated gastric cancer cell invasion, GSK-3β may be an 

important molecule downstream to β-cantenin for regulating NF-κB activity through its phosphorylation level.

Key words Stomach Neoplasms; Cadherins; Glycogen Synthase Kinase 3; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.2
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（1:500）及β -act in（1:1 000）一抗4 ℃孵育过

夜，二抗室温孵育1 h后，ECL化学发光，以Bio -

Rad荧光成像系统显影。目的蛋白表达以β -act in

作为参照相对定量。

1.5  Transwell 侵袭实验

将上述分组处理的胃癌MKN-45细胞按1×105/孔

接种于铺有去细胞因子基质胶的24孔Transwel l嵌

套（滤膜孔径为8 μm）中，上室加入不含血清的

高 糖 D M E M 培 养 基 ， 下 室 加 入 完 全 培 养 基 ， 孵 育 

8 h后，苏木素染色，显微镜下计数穿膜细胞。

1.6  统计学处理

数 据 以 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ， 应 用

SPSS 11.0统计软件进行方差分析和t检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  CDH17 诱导胃癌 MKN-45 细胞 GSK-3β 活化

Western blot显示，各组胃癌细胞总GSK-3β

表达水平无明显差异。与无处理MKN-45细胞（空

白对照组）比较，转染特异性CDH17 siRNA 48 h

后（CDH17 siRNA转染组），沉默胃癌MKN-45细

胞CDH17表达，则GSK -3β磷酸化水平也明显受

抑制（P<0.05）；未转染siRNA时，GSK-3β抑制

剂SB216763处理的MKN-45细胞（SB216763组），

GSK -3β磷酸化水平明显降低（P<0 .05），且与

CDH17 siRNA转染组无统计学差异（P>0.05），而

CDH17表达无明显改变（P>0.05）；转染空载体的

MKN-45细胞（阴性对照组）与空白对照组间GSK-3β

及CDH17无统计学差异（均P>0.05））（图1）。

2.2  抑制 GSK-3β 活化减少 CDH17 诱导的胃癌

细胞侵袭

Transwel l侵袭实验检测显示，与空白对照组

比较，CDH17 s iRNA转染组细胞侵袭数明显下降

[（2 900±520）vs.（12 750±18 50），P<0.05]；

S B 2 1 6 7 6 3 组 细 胞 侵 袭 数 明 显 减 少 [ （ 3  6 2 5 ± 

5 8 0 ） v s .（ 1 2  7 5 0 ± 1  8 5 0 ） ， P< 0 . 0 5 ] ， 且 与

CDH17 siRNA转染组无统计学差异（P>0.05）；

阴 性 对 照 组 细 胞 侵 袭 数 无 明 显 改 变 （ P > 0 . 0 5 ）

（图2）。
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2.3  抑制 GSK-3β 活化对胃癌细胞核 NF-κB 信

号活化的影响

W e s t e r n  b l o t 显 示 ， 与 空 白 对 照 组 比 较 ，

CDH17 siRNA转染组细胞核p50/p65表达明显下降

（P<0.05）；SB216763组细胞核p50/p65表达明显

下降（P<0.05），且与CDH17 siRNA转染组无统

计学差异（P>0.05）；阴性对照组胞核p50/p65表

达无明显改变（P>0.05）（图3）。

2.4  抑制 GSK-3β 活化对胃癌细胞核 Wnt 信号

活化的影响

W e s t e r n  b l o t 显 示 ， 与 空 白 对 照 组 比 较 ，

CDH17 siRNA转染组细胞核β-catenin表达明显下

降（P<0.05）；SB216763组细胞核β-catenin表达

无统计学差异（P>0 .05），且其表达水平明显高

于CDH17 siRNA转染组细胞（P<0.05）；阴性对

照组细胞核β-catenin表达无明显改变（P>0.05）

（图4）。

3　讨　论

Wnt/β-catenin[1-4]和NF-κB[5-9]信号通路均参

与CDH17诱导的胃癌细胞增殖、侵袭、成瘤及淋

巴转移、进展等恶性生物学行为。GSK-3β分别通

过调节β -ca t en in的降解和NF -κB信号的核内活

化 ， 在 多 发 性 骨 髓 瘤 、 乳 腺 癌 、 胰 腺 癌 等 多 种 恶

性 肿 瘤 的 发 生 发 展 中 发 挥 重 要 作 用 [ 1 0 - 1 5 ]。 此 类 研

究提示GSK-3β可能是CDH17诱导胃癌细胞增殖、

侵 袭 等 恶 性 行 为 的 关 键 介 导 信 号 分 子 。 本 实 验 发
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图 3　p50/p65 表达检测　　A：Western blot 检测；B：蛋白相对表达量比较
Figure 3　Determination of p50/p65 expression　　A: Western blot analysis; B: Comparison of the relative protein expression levels
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Figure 4　Determination of β-catenin expression　　A: Western blot analysis; B: Comparison of the relative protein expression levels



卢昕，等：GSK-3β在钙黏蛋白17介导的胃癌细胞侵袭中的作用及机制研究第 4 期 545

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

现胃癌细胞CDH17的高表达可显著诱导GSK-3β磷

酸化及上调核β -ca ten in和p50/p65的表达，同时

增强胃癌细胞的侵袭能力，干扰CDH17表达后，

GSK-3β磷酸化水平及核β-catenin和p50/p65表达

水 平 均 明 显 受 抑 制 ， 胃 癌 细 胞 侵 袭 能 力 也 显 著 下

降。在应用抑制剂抑制GSK-3β磷酸化后，胃癌细

胞CDH17表达及核β-catenin的表达不受影响，但

核p50/p65的表达受抑制，胃癌细胞侵袭能力也显

著下降。

GSK -3β是PI3K/Akt信号通路重要下游分子

之 一 ， 主 要 参 与 细 胞 调 控 细 胞 糖 原 合 成 与 讲 解 ，

进 而 参 与 调 节 细 胞 增 殖 、 运 动 等 多 种 生 理 功 能 ，

磷酸化与非磷酸化是调节其活性的重要途径[16-19]。

CDH17高表达诱导胃癌细胞GSK -3β磷酸化水平

增加提示GSK-3β活化，同时SB216763抑制GSK-

3β磷酸化活化后，胃癌细胞CDH17表达不受影响

进一步提示CDH17是GSK -3β活化的上游启动分

子。而上述情况造成的GSK-3β活化受抑制后，胃

癌 侵 袭 能 力 的 减 弱 均 进 一 步 证 实 G S K - 3 β 活 化 是

CDH17介导胃癌细胞侵袭的关键中间信号分子。

本实验还表明，CDH17可上调胃癌细胞核表

达NF -κB信号分子p50/p65，提示核NF -κB信号

活 化 ， 抑 制 C D H 1 7 表 达 可 抑 制 核 N F - κ B 信 号 活

化 。 但 在 应 用 抑 制 剂 抑 制 G S K - 3 β 活 化 后 ， 即 使

C D H 1 7 表 达 不 受 影 响 ， 胃 癌 细 胞 核 N F - κ B 信 号

活 化 仍 受 显 著 抑 制 ， 提 示 G S K - 3 β 可 能 是 调 节 核

N F - κ B 信 号 的 上 游 分 子 。 由 于 核 内 N F - κ B 可 调

控基质金属蛋白酶-9等表达，从而参与胃癌细胞

的 淋 巴 转 移 、 侵 袭 [ 2 ,  6 ]， 因 而 推 测 N F - κ B 信 号 是

GSK-3β调节胃癌细胞侵袭能力的下游执行信号。

同时本研究还发现，CDH17也显著上调胃癌

细胞核表达Wnt信号分子β-catenin，抑制CDH17

表达可抑制核β-catenin表达，提示CDH17调控胃

癌细胞Wnt信号通路的活化。然而与NF -κB信号

不 同 ， 但 在 应 用 抑 制 剂 抑 制 G S K - 3 β 活 化 后 ， 只

要 C D H 1 7 表 达 不 受 影 响 ， 胃 癌 细 胞 核 W n t 信 号 的

活 化 不 受 显 著 影 响 。 尽 管 目 前 报 道 G S K - 3 β 是 调

节β -catenin降解，从而调控Wnt信号的关键上游

分 子 [ 2 0 - 2 1 ]， 但 本 研 究 结 果 表 明 不 能 排 除 G S K - 3 β

可 能 作 为 W n t 信 号 下 游 分 子 的 可 能 性 。 同 时 由 于

相关研究 [8]检测胞浆内β -catenin的表达变化，而

β-catenin核转位时可能存在进一步表达调节，也

可能造成与核β-catenin表达不一致。

本研究揭示GSK -3β活化是介导CDH17诱导

的胃癌细胞侵袭的关键信号分子，而核内NF -κB

信 号 的 活 化 则 可 能 是 介 导 胃 癌 细 胞 侵 袭 的 下 游 分

子机制。由于GSK-3β是PI3K/Akt信号通路的重要

下游分子，同时也参与Wnt信号通路的调节，因而

GSK-3β可能是多条参与调节胃癌细胞生物学行为

信号通路的中间交联分子。GSK-3β活性的调节及

相 关 信 号 通 路 的 交 联 对 话 机 制 的 阐 明 有 助 于 制 定

新的有效抗癌策略。
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本刊 2016 年各期重点内容安排

本刊 2016 年各期重点内容安排如下，欢迎赐稿。

第 1 期 肝脏外科消融、微创手术  第 7 期 肝细胞癌基础与临床研究

第 2 期 胆管细胞癌基础与临床  第 8 期 胆道外科疾病的微创治疗

第 3 期 胰腺手术的规范化与个体化方案  第 9 期 胰腺肿瘤的基础与临床研究

第 4 期 胃肠道微创手术及新技术  第 10 期 消化道肿瘤及胃肠外科疾病

第 5 期 乳腺、甲状腺肿瘤基础与临床研究  第 11 期 乳腺、甲状腺及内分泌外科

第 6 期 主动脉瘤与主动脉夹层的外科处理  第 12 期 血管外科疾病及其他
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