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真核起始因子 4A1 在胃癌中的表达及其在胃癌细胞增殖、

侵袭及迁移中的作用
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摘   要 目的：探讨真核起始因子 4A1（eIF4A1）在胃癌中的表达及其在胃癌细胞增殖、侵袭及迁移中的作用。

方 法： 收 集 116 对 胃 癌 组 织 及 相 应 的 癌 旁 正 常 组 织， 用 免 疫 组 化、RT-PCR 及 Western blot 检 测

eIF4A1 的 表 达； 用 MTT 法 检 测 不 同 浓 度 的 eIF4A1 抑 制 剂 hippuristanol（0.125、0.25、0.5、1、 

2 μmol/L）对胃癌细胞株 AGS、MGC-803 及正常胃黏膜细胞 GES-1 增殖的影响；Transwell 及划痕实验

检测 hippuristanol 对胃癌细胞株的侵袭和迁移能力的影响。

结果：免疫组化结果显示，eIF4A1 在胃癌组织中的表达明显高于癌旁正常组织（P<0.05），RT-PCR

及 Western blot 验证结果与免疫组化结果一致。MTT 结果显示，hippuristanol 呈浓度与时间依赖性抑

制胃癌细胞株 AGS、MGC-803 的增殖，而达 0.5 μmol/L 以上时才对正常胃黏膜细胞 GES-1 的增殖有抑

制作用（均 P<0.05）；用 0.125 μmol/L 的 hippuristanol 处理的 AGS、MGC-803 细胞 24 h 后，两种细

胞的侵袭能力及迁移能力均明显下降（均 P<0.05）。

结论：eIF4A1 在胃癌中呈高表达，且与胃癌细胞的恶性特征密切相关，eIF4A1 抑制剂有望成为治疗胃

癌的候选药物。
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Abstract Objective: To investigate the expression of eukaryotic initiation factor 4A1 (eIF4A1) in gastric cancer and its role 

in the proliferation, invasion and migration of gastric cancer cells.

Methods: A total of 116 paired specimens of gastric cancer and their adjacent normal tissue were collected, and 

then, the expressions of eIF4A1 were analyzed by immunohistochemical staining, RT-RCR and Western blot. 

The effects of different concentrations of eIF4A1 inhibitor hippuristol (0.125, 0.25, 0.5, 1 and 2 μmol/L) on the 

proliferation of gastric cancer cell line AGS and MGC-803 as well as normal gastric mucosa cell line GES-1 were 
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胃癌（gastric carcinoma）是胃黏膜上皮的恶

性 肿 瘤 ， 是 世 界 上 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 全 世

界每年约有100多万人被诊断为胃癌，2018年全球

因 胃 癌 死 亡 7 8 . 3 万 人 。 我 国 属 于 胃 癌 高 发 地 区 ，

在因癌症死亡患者人数中位于第2位[1-2]。寻找新型

的 抗 肿 瘤 药 物 ， 有 望 让 更 多 的 胃 癌 患 者 获 益 。 失

控 的 翻 译 进 程 会 引 起 多 种 不 良 后 果 ， 包 括 引 发 癌

症 、 维 持 癌 症 表 型 、 支 持 血 管 生 成 和 调 节 药 物 反

应 [3-4]，控制癌细胞内失控的翻译可能是开发新型

抗肿瘤药物的关键点[5]。真核生物细胞内真核起始

因子（eukaryotic initiation factor，eIF）包括eIF2

和 e I F 4 F ， 其 中 ， e I F 4 F 倾 向 于 调 节 帽 子 依 赖 的

mRNA的翻译，因此，eIF4F活性的变化只会影响

一部分mRNA翻译，造成翻译不成比例的选择性改

变。事实证明，多种致癌基因的翻译依赖eIF4F，

因此阻断eIF4F活性可作为开发新型抗肿瘤药物的

一个潜在靶点[3-4, 6]。

h i p p u r i s t a n o l 是 一 种 天 然 提 取 物 ， 能 阻 碍

eIF4F内的eIF4A1与RNA的结合，进而抑制eIF4A1

的 解 旋 酶 活 性 ， 阻 碍 其 参 与 翻 译 起 始 过 程 [ 7 - 8 ]。 

研究[9-10]证实，hippuris tanol可抵抗淋巴细胞性白

血病，原发性渗出性淋巴瘤，成人T细胞白血病。

本文将在胃癌细胞株AGS、MGC-803上，以eIF4A

抑制剂hippuristanol为研究对象，探讨抑制eIF4A1

对 胃 癌 细 胞 株 的 增 殖 、 侵 袭 及 迁 移 的 影 响 ， 为 胃

癌化疗药物的开发提供理论基础。

1　材料与方法

1.1  临床标本

收 集 并 筛 选 胃 癌 组 织 和 相 应 的 正 常 组 织 （ 距

离癌组织≥5 cm）116对，标本来自2014年6月—

2016年12月在中南大学湘雅医院接受手术治疗并

经术后病理诊断确诊的胃癌患者，其中男87例，

女29例；年龄31~76岁，中位年龄58岁。所有患者

术前未接受放化疗等辅助治疗。经10%中性福尔马

林 固 定 ， 脱 水 ， 包 埋 ， 切 片 。 本 研 究 获 得 中 南 大

学 湘 雅 医 院 伦 理 委 员 会 审 批 批 准 并 且 获 得 患 者 知

情同意。

1.2  细胞及主要试剂

胃癌细胞株AGS、MGC -803，RPMI -1640，

FBS，双抗（盘尼西林+链霉素），hippur is tano l

（ 日 本 琉 球 大 学 J u n i c h i  T a n a k a 教 授 馈 赠 ） ，

DMSO（Sigma），eIF4A1抗体（兔源，CST），

H R P 标 记 羊 抗 兔 二 抗 ， M T T ， R T - P C R 试 剂 盒

（TaKaRa）等。

1.3  实验方法

1.3.1  免疫组化　将胃癌及相应的正常对照的石

蜡切片脱蜡和水化；将切片放入装有沸腾的抗原修

复 液 的 烧 杯 中， 保 鲜 膜 封 闭 烧 杯 口， 将 烧 杯 沸 水

浴 15 min 后取出自然冷却至室温，完成抗原修复，

PBS 清洗 3 遍后，用 3% 过氧化氢浸泡 10 min；5%

马血清室温封闭 30 min。吸弃封闭液，加入一抗，

于 4 ℃ 孵 育 过 夜； 吸 弃 一 抗，PBS 清 洗 3 次 后，

analyzed by MTT assay. The influences of hippuristol on invasion and migration abilities of the gastric cell lines 

were determined by Transwell assay and scratch assay.

Results: The results of immunohistochemical staining showed that the expression level of eIF4A1 in gastric 

cancer tissue was significantly higher than that in the adjacent normal tissue (P<0.05), and the results of RT-

PCR and Western blot were consistent with the results of immunohistochemical staining. Results of MTT assay 

showed that the proliferative abilities in gastric cancer AGS and MGC-803 cells were significantly inhibited by 

hippuristanol in a time- and concentration-dependent manner, and not in the normal gastric mucosa GES-1 

cells until the concentration of hippuristanol over 0.5 μmol/L (all P<0.05). In AGS and MGC-803 cells after 

exposure to 0.125 μmol/L hippuristanol for 24 h, the invasion and migration abilities were significantly reduced 

(both P<0.05).

Conclusion: The expression of eIF4A1 is increased in gastric cancer, which is closely associated with the 

malignant characteristics of gastric cancer cells. The eIF4A1 inhibitor may be expected to become a drug candidate 

for the treatment of gastric cancer.

Key words Stomach Neoplasms; Eukaryotic Initiation Factor-4A; Neoplasm Invasivenes; hippuristanol
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加入 HRP 标记的二抗，室温孵育 30 min；PBS 清

洗 3 遍 后 加 入 ABC 混 合 液， 室 温 孵 育 30 min；

PBS 清洗 3 遍后进行 DAB 显色，显微镜下观察，

适当情况下终止与底物反应，苏木青复染，透明，

封片。免疫组化评分方法：是染色强度与染色区域

的 乘 积， 在 本 文 中， 胞 浆 中 显 示 棕 色 信 号 的 现 象

定义为 eIF4A1 阳性反应。染色强度的分数定义：

阴性为 0 分，弱阳性为 1 分，中等阳性为 2 分，强

阳性为 3 分；染色区域的分数定义：<5% 为 0 分，

5%~25% 为 1 分，26%~50% 为 2 分，51%~75%

为 3 分，>75% 为 4 分。评分结果为 0~7 分认为是

低表达，8~12 分认为是高表达。

1.3.2  胃癌组织 RNA 提取　将临床收集的胃癌及

相应的正常对照组织速冻于液氮中，用研钵进行研

磨，研磨至粉末状，加入 1 mL TRIzol 裂解充分，

室 温 放 置 5 min， 加 入 200 μL 氯 仿， 剧 烈 涡 旋 

10 s，冰上放置 10 min，4℃，12 000 r/min，离心

10 min， 小 心 吸 取 上 清 至 新 的 无 RNA 酶 的 EP 管

中，加入等体积的异丙醇，-20 ℃沉淀 1 h，4 ℃， 

12 000 r/min， 离 心 10 min， 小 心 弃 上 清， 加 入

75% 乙 醇，4 ℃，7 600 r/min， 离 心 5 min， 小

心 弃 上 清， 瞬 时 离 心 10 s， 吸 弃 痕 液， 室 温 风 干

5~10 min，加入适量的 DEPC 水溶解 RNA。

1.3.3  RT-PCR　提取好的 RNA 进行浓度测定，

各取 1 μg RNA 参照逆转录试剂盒（ThermoFisher 

Scientific， 货 号 18080200） 说 明 书 进 行 逆 转

录 合 成 cDNA。 将 cDNA 进 行 一 定 的 稀 释， 作

为 RT-PCR 的 模 板， 参 照 荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒

（SYBR 染 料 法 ）（ThermoFisher Scientific， 货

号 11746100） 说 明 书 进 行 RT-PCR。mRNA 相 对

表达水平的定量采用比较 Ct 法来计算相对定量，

内参选择 GAPDH，胃癌组织及相应的正常对照组

织 中 eIF4A1 mRNA 的 相 对 表 达 水 平 为 eIF4A1 与

GAPDH 的 2- △△ Ct 比值。

1.3.4  Western blot　将临床收集的胃癌及相应的

正常对照组织速冻于液氮中，用研钵进行研磨，研

磨至粉末状，加入适量的 Western-blot 裂解液，冰

上裂解 30 min，加入上样缓冲液，沸水浴 10 min，

冰 上 放 置 10 min， 上 样 进 行 SDS-PAGE 分 离。 低

压 湿 转（12 V，13 h）， 加 入 10% 脱 脂 牛 奶 室 温

封闭 2 h，加入一抗，室温孵育 4 h，加入相应的

二抗，室温孵育 1 h，加入显色液进行显影、定影。

1.3.5  MTT 检测胃癌细胞株活性　分别用胰酶消

化 对 数 生 长 期 的 胃 癌 细 胞 株 AGS、MGC-803， 细

胞 计 数， 制 备 浓 度 为 2×103 个 /100 μL 的 细 胞 悬

液，按每孔 100 μL 的量接种 96 孔板，于 5%CO2、

37 ℃ 的 培 养 箱 培 养 12 h。 小 心 吸 弃 培 养 上 清，

换 成 新 鲜 的 含 不 同 浓 度 hippuristanol（0.125、

0.25、0.5、1、2 μmol/L） 或 DMSO（ 添 加 体 积 与 

2 μmol/L hippuristanol 对 应 的 添 加 量 相 同） 的 培

养 基， 于 处 理 后 不 同 时 间 点（12、24 h），MTT

分析 hippuristanol 对胃癌细胞株的增殖情况。

1.3.6  Transwell 实验　分别用胰酶消化对数生长期

的胃癌细胞株 AGS、MGC-803，细胞计数，稀释成

浓度为 2.5×104 个 /100 μL 的细胞悬液，取 200 μL

细 胞 悬 液 接 种 于 Transwell 上 室（12 μm）， 每 种

细胞系设置 2 组（DMSO 组和 hippuristanol 组），

DMSO 组 的 Transwell 下 室 添 加 500 μL 含 DMSO

的 培 养 基，hippuristanol 组 的 Transwell 下 室 添

加 500 μL 含 0.125 μMhippuristanol 的培养基，于

5%CO2、37 ℃的培养箱继续培养 12 h，吸弃培养

上 清， 细 胞 用 0.1% 的 结 晶 紫 染 色， 对 Transwell

下室的细胞计数。

1.3.7  划 痕 实 验　 用 marker 笔 在 6 孔 板 背 面 均

匀 划 5 条 横 线， 间 隔 1 cm， 分 别 将 胃 癌 细 胞 株

AGS、MGC-803 按 1×105 个 / 孔 接 种 在 背 面 已 划

线的 6 孔板中，于 5%CO2、37 ℃的培养箱培养至

细 胞 长 成 单 层 后， 用 灭 菌 的 枪 头 垂 直 于 背 面 的 横

线 划 痕，PBS 洗 去 划 落 的 细 胞， 换 成 含 DMSO 或

者 hippuristanol（0.125 μmol/L）的无血清培基，

于 5%CO2、37 ℃ 的 培 养 箱 继 续 培 养， 于 0、12 h

拍照并测量划痕宽度，计算迁移率。

1.4  统计学处理

所有实验数据均采用双样本等方差 t检验进行

处理，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  eIF4A1 在胃癌及正常组织中的表达

收集116例病理确诊的胃癌标本，免疫组化结

果显示，大部分患者（98例）癌组织中eIF4A1的

表达水平明显高于相应的癌旁正常组织eIF4A1的

表达，癌组织的eIF4A1免疫组化积分明显高于癌

旁正常组织[（8.34±3.21）v s .（0.65±1.65），

P=0 .00 ]（图1A）。随机选择其中4对的标本，通

过Western blot及RT-PCR技术进一步验证eIF4A1

在 胃 癌 组 织 中 高 表 达 ， 结 果 与 免 疫 组 化 结 果 相 一

致（图1B-C）。
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2.2  hippuristanol 对胃癌细胞及正常胃黏膜细胞

增殖的影响

不同浓度hippuristanol处理胃癌细胞株AGS、

M G C - 8 0 3 ， 不 同 时 间 点 M T T 法 分 析 细 胞 的 存 活

率 ，结果显示hippur i s t ano l 抑制胃癌细胞株的增

殖 呈 浓 度 依 赖 及 时 间 依 赖 关 系 ； 此 外 ， 为 了 研 究

hippuristanol对正常细胞的影响，本研究用不同浓度

hippuristanol处理人胃黏膜上皮细胞（GES-1）24 h，

结 果 显 示 ， h i p p u r i s t a n o l 的 浓 度 低 于 0 . 5  μ m o l / L

时，对GES -1细胞的抑制效果不明显（图2）。综

合以上结果发现，0.125  μmol /L的hippur i s t ano l

处 理 3 种 细 胞 （ A G S 、 M G C - 8 0 3 及 G E S - 1 ） 

2 4  h ， 细 胞 存 活 率 均 高 于 5 0 % ， 故 后 续 的 研 究 中

hippur i s tano l的处理浓度为0.125  μM，处理时间 

为24 h。

2.3  hippuristanol 对胃癌细株侵袭的影响

T r a n s w e l l 实 验 结 果 显 示 ， 0 . 1 2 5  μ m o l / L 的

hippur is tanol处理24 h，胃癌细胞株AGS、MGC -
803的侵袭能力明显减弱（均P<0.05）（图3）。

图 1　eIF4A1 在胃癌及癌旁正常组织中的表达　　A：免疫组化检测；B：Western blot 检测；C：RT-PCR 检测
Figure 1　Expressions of eIF4A1 in gastric cancer and adjacent normal tissues　　A: Immunohistochemical staining; B: Western blot 

analysis; C:RT-PCR results
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2.4  hippuristanol 对胃癌细胞株迁移能力的影响

划 痕 实 验 结 果 显 示 ， 0 . 1 2 5  μ m o l / L 的

hippuristanol处理24 h，胃癌细胞株AGS、MGC-803

的迁移能力被明显抑制（均P<0.05）（图4）。

3　讨　论

目 前 早 期 胃 癌 可 以 通 过 内 镜 或 者 手 术 切 除 ，

但 对 于 局 限 性 进 展 期 胃 癌 来 说 ， 通 过 手 术 治 疗 辅

以 化 疗 的 综 合 治 疗 方 案 仍 是 临 床 的 一 线 治 疗 方

案 ， 术 后 化 疗 的 成 败 是 直 接 影 响 患 者 的 复 发 、 转

移 及 生 存 预 后 的 关 键 因 素 ， 成 为 制 约 胃 癌 治 疗 疗

效的瓶颈。胃癌常用的化疗药是5-氟尿嘧啶，奥

沙 利 铂 ， 丝 裂 霉 素 ， 阿 霉 素 等 ， 易 出 现 耐 药 。 因

此 ， 发 现 新 的 抗 肿 瘤 靶 点 ， 有 助 于 开 发 新 型 抗 肿

瘤药物，提高胃癌的化疗效果。

失 控 的 翻 译 进 程 会 引 起 多 种 不 良 后 果 ， 包 括

引 发 癌 症 、 维 持 癌 症 表 型 、 支 持 血 管 生 成 和 调 节

药物反应 [3 -4 ]，如真核生物翻译起始因子eIF4F的

功 能 异 常 与 癌 症 的 进 展 和 转 移 有 关 ， 因 此 ， 控 制

癌 细 胞 内 失 控 的 翻 译 可 能 是 开 发 新 型 抗 肿 瘤 药 物

的关键点。eIF4F是由eIF4A、eIF4E、eIF4G共同

形 成 的 复 合 体 ， 负 责 招 募 核 糖 体 到 m R N A ， 形 成

预 起 始 复 合 体 ， 其 中 ， e I F 4 A 作 为 一 种 R N A 解 旋

酶，重塑邻近mRNA帽子附近的二级结构[11-13]，促

进帽子依赖的mRNA的翻译。哺乳动物体内eIF4A

有2种蛋白，分别为eIF4A1和eIF4A2 [14]，两者的

序列相似度接近90%，但是功能却各异，eIF4A1

的 生 物 学 功 能 更 强 ， 所 以 ， 通 常 说 e I F 4 A 的 活 性

是 指 e I F 4 A 1 的 活 性 [ 1 5 - 1 6 ]。 多 个 研 究 团 队 发 现 ，

eIF4A1与癌症的恶性表型相关：在ER-的乳腺癌

中eIF4A1的过表达，引起翻译图谱发生改变，与

乳腺癌的恶性表型相关，且预后不良[17]；成人T细

胞 白 血 病 中 ， e I F 4 A 在 肿 瘤 细 胞 内 的 表 达 水 平 显

著高于正常的外周血单核细胞中的表达 [ 17]。抑制

eIF4A1的活性，显著下调一些致癌基因的表达，

包括MYC、cyclin D1、Bcl-x及MUC1[17-19]。

近 年 来 ， 多 种 靶 向 e I F 4 A 的 小 分 子 抑 制

剂 被 鉴 定 ， 包 括 s i l v e s t r o l [ 2 0 ]、 r o c a g l a t e s [ 2 1 ]、

hippur i s t ano l [22 ]等。hippur i s t ano l是一种天然提

取物，能够选择性靶向eIF4A1 [22]，使eIF4A1处于

紧 密 型 的 构 象 ， 不 利 于 其 与 m R N A 的 结 合 ， 抑 制

eIF4A1的解旋酶活性，进而阻碍eIF4A1进入翻译

图 4　划痕实验检测细胞迁移能力　　A：AGS；B：MGC-803
Figure 4　Migration ability of the cells determined by scratch assay　　A：AGS；B：MGC-803
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起始过程[7]。hippuristanol作为单一的药剂已显示

出抗肿瘤的前景，hippuris tanol能够抵抗成人T细

胞白血病 [ 2 3 ]；此外，在原发性渗出性淋巴瘤模型

上，hippuristanol通过诱导翻译休止，并诱导细胞

凋亡[10]。

国内学者韦 尉元及谢东毅等 [ 24-25 ]通过体外研

究发现，eIF4A抑制剂silvestrol不影响胃癌细胞株

SGC -7901的增殖但抑制其侵袭和迁移能力，沉默

eIF4A，会促进细胞凋亡，抑制胃癌细胞的增殖和

迁移[25]。本文的研究结果显示，hippuristanol抑制

胃 癌 细 胞 株 的 增 殖 呈 时 间 依 赖 和 浓 度 依 赖 ， 且 会

抑制胃癌细胞株的侵袭及迁移。这2种eIF4A抑制

剂 对 胃 癌 细 胞 的 增 殖 表 现 出 不 同 的 结 果 ， 可 能 归

因于这2种抑制剂的来源不同，hippuris tanol是一

种来自海洋生物的提取物，si lves t ro l是一种来自

植物的提取物。hippuristanol尽管对胃癌细胞有一

定 的 抑 制 作 用 ， 但 其 对 人 胃 黏 膜 上 皮 细 胞 的 增 殖

的抑制作用不显著，这也证实了eIF4A被抑制，只

会影响一部分mRNA翻译，造成翻译不成比例的选

择性改变。

本 研 究 发 现 ， 与 正 常 胃 黏 膜 相 比 ， 胃 癌 组 织

中eIF4A1的表达显著上调，预示eIF4A1可能有助

于胃癌的进展。hippuristanol在血液性肿瘤中表现

出 较 好 的 抗 肿 瘤 效 果 ， 本 研 究 选 择 胃 癌 作 为 研 究

对象，探讨hippuristanol对实体瘤的效果，体外实

验结果显示，hippuristanol显著抑制胃癌细胞株的

增 殖 ， 且 呈 时 间 依 赖 和 浓 度 依 赖 关 系 ， 进 一 步 研

究发现hippuristanol抑制胃癌细胞的侵袭和迁移，

下 一 步 笔 者 将 在 胃 癌 异 种 移 植 瘤 模 型 （ p a t i e n t -
d e r i v e d  t u m o r  x e n o g r a f t ， P D X ） 上 进 一 步 验 证

hippuristanol对胃癌的抑制作用，同时，将探讨联

合使用hippuristanol与奥沙利铂等抗肿瘤药物对肿

瘤 的 协 同 致 死 作 用 。 期 以 为 胃 癌 药 物 的 开 发 及 化

疗增敏提供理论基础。
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