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干扰水通道蛋白 3 对胃癌细胞增殖与凋亡的影响
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【摘 要】目的:探究水通道蛋白 3(AQP3)对胃癌细胞增殖与凋亡的影响及其可能机制。方法:通过 ＲT-PCＲ、Western-blot 实
验检测胃癌细胞株中的 AQP3 表达水平;小干扰 ＲNA构建 AQP3 低表达细胞系;CCK-8 增殖实验和流式细胞术分别检测细胞
增殖与凋亡水平;Western-blot检测细胞自噬水平，透射电镜观察自噬小体数目。结果:胃癌细胞 AQP3 表达水平较高;与干扰
前相比，AQP3 低表达细胞系中胃癌细胞增殖水平降低(P ＜ 0． 05)，凋亡水平提高(P ＜ 0． 001)，自噬标记蛋白 LC3Ⅱ水平降低
(P ＜ 0． 001)，P62 表达水平上升(P ＜ 0． 001)。结论: AQP3 在胃癌细胞中高表达，干扰 AQP3 可通过降低自噬水平促进细胞凋
亡，进而抑制胃癌细胞增殖，提示 AQP3 具有成为胃癌治疗分子靶点的潜能。
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Effects of inhibiting aquaporin-3 expression on the proliferation and apoptosis of gastric
cancer cells

GAO Libin，ZHANG Qiang，CHEN Liang，XU Hao
Department of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210029，China

【Abstract】Objective: To investigate the effects of inhibiting aquaporin-3 (AQP3) on the proliferation and apoptosis of gastric cancer cells and the poten-
tial mechanisms． Methods: The expression level of AQP3 in gastric cancer cell lines was determined by ＲT-PCＲ and Western-blot． AQP3 low expression
cell line was constructed by small interfering ＲNA． CCK-8 proliferation assay and flow cytometry were used to detect the cell proliferation and apoptosis．
The autophagy level was detected by Western-blot and number of autophagosomes was measured by transmission electron microscopy． Ｒesults: Significant-
ly higher expression of AQP3 was seen in the gastric cancer cells，yet was markedly down-regulated following interference (P ＜ 0． 05) ． Increased apoptotic
level，P62 expression and decreased autophagy biomarker of LC3Ⅱ were also seen in the gastric cancer cells after interfering( all P ＜ 0． 001) ． Conclu-
sion:AQP3 is highly expressed in gastric cancer cells，and interfering the expression of AQP3 can promote cell apoptosis by decreasing the level of autoph-
agy and inhibiting the proliferation of gastric cancer cells． This suggests that AQP3 may be potential target for treating gastric cancer．
【Key words】aquaporin-3; autophagy; proliferation; apoptosis; gastric cancer

胃癌是高发的恶性肿瘤之一，其发病率在所有

恶性肿瘤中位列第四，在恶性肿瘤相关致死率中位

列第二
［1］。我国是胃癌的高发区，发病率明显高于

世界平均水平
［2］。目前胃癌的发生发展机制尚不

明确，影响了胃癌诊治水平的进一步提高。
水通道蛋白家族(Aquaporins，AQPs)属于膜内

在蛋白家族，其单体分子质量约 30 ku，主要生理功
能为跨膜被动转运水分子以及甘油、尿素等小分子。
AQP3 在正常胃组织及胃癌组织中都表达，但在胃
癌组织中的表达显著高于癌旁组织，且未分化肿瘤

中 AQP3 的表达高于分化良好的肿瘤［3］。Zhao

等
［4］
发现，胃黏膜杯状细胞中 AQP3 差异性表达，肠

上皮化生严重的黏膜组织的 AQP3 阳性杯状细胞更
常见，提示 AQP3 可能在从肠上皮化生到胃癌发生
的过程中起到重要的促进作用。此外，文献报道，幽
门螺杆菌与人胃腺癌细胞体外培养可上调 AQP3 表
达水平，AQP3 的表达水平与胃癌组织、癌旁黏膜中
幽门螺杆菌的感染相关，提示 AQP3 有可能是治疗
幽门螺杆菌相关胃癌的潜在靶点

［5］。本文从 AQP3
影响胃癌细胞增殖与凋亡的角度出发，探究 AQP3
促进胃癌细胞增殖的机制，为胃癌的分子治疗提供

基础。
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1 材料与方法
1． 1 材料 胃癌细胞株 HGC27、MKN45、SGC7901、
MGC803、BGC823、AGS以及人胃黏膜细胞 GES-1 均
购自 ATCC公司;ＲPMI 1640 1X 培养液、F12K 培养
液、胎牛血清、PBS 均购自维森特生物技术有限公
司;青链霉素购自 Sigma 公司;SDS-PAGE 蛋白、甘
氨酸、氯化钠、Tris-base 等试剂均购自 Biosharp 公
司;AQP3 抗体、LC3 抗体、P62 抗体、GAPDH 抗体均
购自 Abcam公司;Cell counting kit-8 试剂购自 Sell-
eck公司;逆转录试剂盒购自 TAKAＲA 公司;Fast-
start SYBＲ-green qPCＲ Mix 购自 TOYOBO 公司;Li-
pofectamine 3000 购自 Invitrogen 公司;BCA 蛋白浓
度测定试剂盒购自碧云天生物技术有限公司;核蛋

白和胞浆蛋白提取试剂盒购自凯基生物科技发展有

限公司;显色液、定影液购自灵琦服务用品厂;
Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒购自 BD公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 配制含 10%胎牛血清、1%青链
霉素的 ＲPMI 1640 培养液，在 37℃、5% CO2 恒温恒

湿培养箱中进行胃癌细胞传代培养，当细胞生长到

对数期时进行实验。
1． 2． 2 AQP3-siＲNA 细胞系构建 AQP3-siＲNA 序
列由商业公司构建，干扰序列为: 5'-GGATATGAT-
CAATGGCTTCTT-3'，对照序列为:5'-TTCTCCGAAC
GTGTCACGT-3'。将 2． 5 × 105

个细胞均匀铺在六孔

板中，培养 24 h后进行转染。按照 siＲNA说明书要
求步骤，将 Lipofectamine 3000 每孔 5 μL 与 100 μL
全培混合，同时取干扰序列或者对照序列 5 μL 与
100 μL混合，静置 5 min后，将两者转移至同一离心
管中，轻弹管底后静置 25min 备用。六孔板常规换
液后，每孔加入配制好的液体 200 μL。培养 24 h
后，进行提取 ＲNA、蛋白质等后续实验。
1． 2． 3 Ｒeal-time PCＲ 实验 提取细胞总 ＲNA，采
用一步法逆转录合成 cDNA 文库。ＲT-PCＲ 检测
AQP3 表达量，β-actin 为内参。β-actin-F:5'-CTTG-
CAGCTCTTCCGGAGTC-3'; β-actin-Ｒ:5'-GCTCAGT-
GAGCATCAGCGTG-3'。AQP3-F:5'-CGAAGTGCCA-
GATTGCATCATAA-3; AQP3-Ｒ: 5'-TAGCCTTGTCAG
ATAAGGAAGGA-3'。反应体系为:SYBＲ 荧光定量
预混液 5 μL、上游引物 0． 3 μL、下游引物0． 3 μL、模
板 cDNA 1μL、DEPC 水 3． 4 μL，总体积为 10 μL。
反应条件为:95℃ 5min;循环 PCＲ 反应:95℃ 10 s，
60℃ 30 s(重复 40 个循环);溶解曲线:95℃ 15 s，
60℃ 30 s 和 95℃ 15 s。用 2-ΔΔCT计算其相对表

达量。

1． 2． 4 CCK8 细胞增殖实验 按照每孔 2 × 103
个

胃癌细胞的密度将其接种到 96 孔板中，每种细胞接
种 4 个副孔，每孔加入完全培养液 200 μL，每块板
设置 4 个培养液空白对照孔。在培养箱中连续培养
4 d，每天同一时间进行 CCK-8 孵育及吸光度值检
测。检测前，吸弃孔中的培养液，用完全培养液配制
10%的 CCK-8 溶液，每孔加入 100 μL CCK-8 溶液
后继续孵育 2 h。随后利用酶标仪，在 450 nm /490
nm的波长下测量吸光度。细胞吸光值 =样品孔吸
光值 －空白对照孔吸光值。实验至少重复 3 次。
1． 2． 5 流式细胞凋亡检测 将 2． 5 × 105

个 /孔的
细胞接种于 6 孔板中，对细胞进行相应处理后，进行
流式细胞学检测。检测方法如下:用移液器吸出培
养液，移入标记好的 10 mL离心管中;将不含 EDTA
的胰酶消化细胞，清洗的 PBS、消化用的胰酶以及终
止消化的培液均加入相应离心管中;将离心管放入

离心机中，配平后，1500 r /min 离心 3 min。弃去上
清，加入 PBS 重悬清洗细胞沉淀，然后以同样的条
件离心细胞(即用 PBS 清洗细胞一遍)，弃液;每孔
加入 Binding buffer 500 μL重悬细胞，然后加入 Fitc-
Annexin Ⅴ和 PI各 5 μL，室温避光孵育 15 min。随
后上机检测。
1． 2． 6 Western-blot检测自噬水平 使用核蛋白和
胞浆蛋白提取试剂盒，按照操作说明书提取总蛋白。
然后按照 BCA蛋白浓度测定试剂盒操作说明检测
蛋白浓度。制备 12%的上层分离胶以及 5%的下层
浓缩胶，待 SDS-PAGE 凝胶凝固后，加入适量蛋白
marker以及待测蛋白，浓缩胶期间使用 80 V恒定电
压电泳，约 20 min后调至 120 V，待溴酚蓝到达胶的
最底部时，停止电泳。随后用 PVDF 膜进行转膜，
5%脱脂奶粉封闭 2 h。TBST 洗涤条带 3 次、每次
5 min。将条带放入相应一抗稀释液中，于 4℃冰箱
过夜。翌日 TBST 洗涤 3 次，操作同前。随后，放入
二抗稀释液中孵育 2 h后进行条带曝光。
1． 2． 7 透射电镜观察自噬小体 计数 106

个细胞

均匀接种在 6 孔板中。培养 48 h 后，将细胞消化至
1． 5 mL离心管中，1500 r /min 离心 15 min。弃去上
清，用 2． 5%戊二醛溶液于 4℃冰箱中过夜。然后用
1%四氧化锇固定 1 h，再用乙醇脱水，环氧树脂包
埋。上述处理结束之后将样本送至南京医科大学分
析和监测中心，通过 JEM-1010 透射电子显微镜观察
不同处理细胞的自噬小体水平。
1． 3 统计学分析 采用 SPSS 19． 0 进行数据分析
及图像绘制。所得数据采用 珋x ± s 形式。两组间比
较采用独立 t检验、多组间比较采用方差分析，所有
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实验数据至少来自 3 次独立重复实验。P ＜ 0． 05 为
差异有统计学意义。

2 结果
2． 1 胃癌细胞中 AQP3 表达水平较高 通过 ＲT-
PCＲ及 Western-blot检测胃癌细胞株及人胃黏膜细

胞中 AQP3 的表达水平，我们发现胃癌细胞株 AQP3
的 mＲNA 表达水平高于胃黏膜细胞(图 1A、1B)，
Western-blot亦表明 AQP3 在胃癌细胞中表达高于
正常细胞(F 分别为 38． 17、24． 68、11． 29、82． 74、
31． 12、130． 1; t 分别为 4． 377、7． 865、20． 13、3． 26、
14． 69、8． 348;P均 ＜ 0． 05)。

A:通过 ＲT-PCＲ实验在转录水平检测 GES1 以及胃癌细胞株中 AQP3 表达水平。B:Western-blot实验显示在蛋白表达水平胃癌细胞中 AQP3 表

达水平高于正常胃黏膜细胞(与正常黏膜细胞 GES1 相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001)。

图 1 胃癌细胞中 AQP3 表达水平

2． 2 干扰 AQP3 后胃癌细胞凋亡水平上升，增殖能
力下降 为了研究 AQP3 表达水平对胃癌的发生、
发展可能造成的影响，我们根据胃癌细胞株中

AQP3 的表达水平，构建了 AQP3 干扰的细胞株:
SGC7901-siＲNA、BGC823-siＲNA，并通过 ＲT-PCＲ
(图 2A，t 分别为 10． 29、12． 38;P 均 ＜ 0． 001)以及
Western-blot验证敲除效率(图 2B，F 分别为18． 84、
4． 850;t分别为 9． 603、9． 239;P 均 ＜ 0． 001)。经过
流式细胞检测，我们发现干扰 AQP3 表达后胃癌细
胞的凋亡水平增加(图 2C，F 分别为 2． 526、2． 778;t
分别为 10． 87、38． 62;P 均 ＜ 0． 001)。CCK-8 增殖
实验表明 AQP3 敲除后胃癌细胞的增殖能力下降
(图 2D)，铺板 72h 后差异有统计学意义(F 分别为
1． 210、1． 027;t分别为 2． 796、3． 885;P 均 ＜ 0． 05)，
96 h后敲除 AQP3 的胃癌细胞增殖能力比对照组降
低(F分别为 13． 98、1． 197;t分别为 6． 508、8． 357;P
均 ＜ 0． 01)，差异有统计学意义。
2． 3 干扰 AQP3 表达抑制胃癌细胞自噬水平 为
了进一步探究干扰 AQP3 后抑制胃癌增殖能力的机
制，我们推测 AQP3 表达降低后，可能限制了物质的
扩膜运输，进而影响细胞的自噬水平，而自噬水平改

变可作用于胃癌细胞的增殖。通过对自噬标记蛋白
的检测，我们发现 AQP3 干扰后，细胞内 LC3Ⅱ蛋白
的表达量降低(F 分别为 1． 194、13． 57; t 分别为
29． 50、29． 46;P 均 ＜ 0． 001)，P62 蛋白的表达量升
高(F 值分别为 4． 538、1． 193; t 分别为 12． 18、28．
60;P均 ＜ 0． 001)。LC3Ⅱ与 P62 表达水平的改变

标志着细胞自噬水平的降低，而透射电镜中也观察

到 AQP3 水平降低后，胃癌细胞中自噬小体随之减
少，见图 3。

3 讨论
随着医疗器械不断进步、医疗技术不断革新以

及分子靶向药物的相继问世，全球范围内胃癌 5 年
生存率有了较大提高，但在肿瘤相关致死率中仍位

于前列
［1］。胃癌发生发展的机制研究以及早期诊

断及治疗的靶点探寻一直都是科学热点问题。
AQPs是一类通道蛋白，控制水、甘油、过氧化氢等小
分子物质的扩膜运输

［6-7］。研究发现在消化道肿瘤
中，AQP3、5、7 的表达水平在肿瘤组织中显著高于
癌旁组织

［8］。AQP3 属于水甘油通道蛋白质，它可
以通过调控表皮细胞、脂肪组织以及其他组织的甘
油浓度而调节皮肤的水合作用、细胞增殖、肿瘤生
成、脂质代谢［9］以及三磷酸腺苷(ATP)合成［10］等复
杂而重要的生化过程。国内外已有研究报道 AQP3
在多个器官系统的肿瘤发生发展中有着重要的调节

作用，如鳞状细胞癌、胸部肿瘤、消化道肿瘤以及泌
尿生殖系统肿瘤等

［9，11 － 12］。
本文探究了 AQP3 对于胃癌细胞凋亡和增殖的

影响，发现干扰 AQP3 后胃癌细胞的凋亡水平升高，
而细胞增殖能力下降，提示干扰 AQP3 的表达可以
抑制胃癌增殖。进一步机制分析表明，AQP3 表达
水平降低时，细胞自噬水平也随之降低，这意味着干

扰胃癌细胞 AQP3 表达水平后，其凋亡水平的升高
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可能是由自噬水平降低引起。在营养物质缺乏的条
件下，细胞自噬可通过降解细胞内衰老或损伤的相

关蛋白、非必需细胞器等以循环利用原料物质并提
供能量，并通过消化长寿命蛋白等物质以减少细胞

自身损害以及降解细胞周期抑制蛋白而缓解细胞周

期抑制，使细胞进入快速增殖阶段，促进肿瘤细胞的

增殖
［13］。研究发现自噬是细胞体内的一种高度进
化保守过程。在细胞发生应激的情况如遭遇营养剥
夺、细胞毒性剂等损伤时，自噬可以通过消化细胞内

无用蛋白及细胞器，循环能量及物质，帮助细胞应对

应激状态
［14 － 15］。通常认为在多数情况下，自噬对细

胞的生存起保护作用，但研究发现过强的自噬可导

致细胞的死亡，该过程被称为自噬性细胞死亡。Sun
等
［16］
研究发现抑制细胞自噬可能促进细胞的凋亡;

AQP3 作为物质扩膜运输的通道，是否参与氧化应
激介导的细胞自噬目前尚未见报道，仍需深入的研

究探讨。

干扰 AQP3 后胃癌细胞凋亡水平上升，增殖能力下降。A、B．转染实验之后胃癌细胞的 AQP3 表达水平降低。C． AQP3 表达水平的降低可导致
胃癌细胞凋亡增加。D．与对照组相比，干扰 AQP3 后，胃癌细胞的增殖能力下降(与对照组相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001)。

图 2 干扰 AQP3 后胃癌细胞凋亡水平和增殖能力
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AQP3 表达水平下降后胃癌细胞自噬水平降低。A． 干扰 AQP3 后，SGC7901si 和 BGC823si 细胞中自噬水平降低。B． 转染 siAQP3 序列后，

SGC7901si和 BGC823si细胞内自噬小体数目减少。电镜图片标尺分别为 2 μm、500 nm，黑色实心三角形标注为自噬小体(与对照组相比，* P

＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001)。

图 3 AQP3 表达水平下降后胃癌细胞的自噬水平

我们认为在癌症中 AQP3 的深入研究亟需解决
以下问题:①明确 AQP3 在各种癌症中的确切作用，
以 AQP3 为靶点，从 DNA-ＲNA-蛋白质角度出发，发
现 AQP3 特异的激活物或者抑制物，利用分子生物
学手段来印证 AQP3 在癌症中作用;②从 AQP3 生
理功能的角度出发，作为水甘油通道蛋白质，AQP3
所转运的物质在癌症发生和发展中具有关键作用。
比如对 AQP3 转运甘油、过氧化氢进而影响癌症的
发生发展的作用已经被初步发现，但其中潜在的机

制仍不明朗。除了甘油以及过氧化氢，AQP3 是否
还转运其他重要小分子物质亦尚未可知，仍需进一

步研究;③从膜蛋白相互作用的角度来看，目前已经
发现 AQP3 与氯离子通道相互作用，进而影响癌症
细胞的体积

［17］。AQP3 与其他蛋白相互作用的研究
在癌症中尚未见报道。
综上所述，我们认为干扰 AQP3 表达可以降低

胃癌细胞自噬水平，促进细胞凋亡，进而影响胃癌细

胞的增殖能力。AQP3 作为膜内在蛋白，在胃癌发
生发展中的作用以及成为治疗胃癌分子药物靶点的

可能性有待进一步研究。
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