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[摘 要] 目的：探究组蛋白甲基转移酶G9a在胃癌组织中的表达及其与预后的相关性，并观察G9a抑制剂对胃癌细胞增殖和

凋亡的影响。方法：通过Kaplan-Meier Plotter和Oncomine数据库分析G9a在胃癌组织中的表达水平及其与预后的相关性。选

用人胃癌细胞株SGC-7901和MKN-45为研究对象，Western blotting方法检测细胞中G9a蛋白表达水平，以G9a抑制剂BIX01294

处理胃癌细胞，观察细胞形态变化，CCK-8法和集落形成实验检测胃癌细胞增殖能力和集落形成率的变化，流式细胞术检测细胞

凋亡的变化。结果：G9a在胃癌组织中高表达（P<0.01），其高表达与预后不良呈正相关（P<0.01）。BIX01294能使胃癌细胞体积

缩小、细胞间连接消失，甚至细胞皱缩、变圆、脱落等。BIX01294能显著抑制胃癌细胞集落形成和胃癌细胞的增殖（均P<0.05），

同时促进胃癌细胞凋亡（P<0.05）。结论: G9a在胃癌组织中高表达，其高水平表达与预后不良呈正相关；抑制G9a的表达可显著

抑制胃癌细胞的增殖和促进细胞凋亡。

[关键词] 胃癌；SGC-7901细胞；MKN-45细胞；甲基转移酶；G9a；增殖；凋亡

[中图分类号] R730.23；R735.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）08-0797-06

Prognostic prediction value of G9a expression in gastric cancer tissues and its
effect on proliferation and apoptosis of gastric cancer cells

LI Houlei1,3, ZHAO Xinhui2,3, LIU Jun3, ZHANG Xiang3, HE Fenfei2, ZHANG Rui3, LI Jipeng2, YANG Angang4, WU Hong5（1. Shaanxi

University of Chinese Medicine, Xianyang 712046, Shaanxi, China; 2. State Key Laboratory of Cancer Biology，Xijing Digestive Dis-

ease Hospital Affiliated to Air Force Medical University, Xi’an 710032, Shaanxi, China; 3. State Key Laboratory of Cancer Biology，

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Institute of Basic Medical Sciences, Air Force Medical University, Xi’an 710032,

Shaanxi, China; 4. State Key Laboratory of Cancer Biology, Department of Immunology, Institute of Basic Medical Sciences, Air Force

Medical University, Xi’an 710032, Shaanxi, China; 5. Department of General Surgery, Xi´an XD Group Hospital, Xi’an 710000,

Shaanxi, China）

[Abstract] Objective: To investigate the expression of histone methyltransferase G9a in gastric cancer tissues and its correlation to

prognosis, and to observe the effect of G9a inhibitor on the proliferation and apoptosis of gastric cancer cells. Methods: The expression

level of G9a in gastric cancer tissues and its correlation to prognosis were analyzed by using the Kaplan-Meier Plotter and Oncomine

database. Human gastric cancer cell line SGC-7901 and MKN-45 were selected as study subject. The expression level of G9a protein

was detected by Western blotting. The morphological change of gastric cancer cells after the treatment of G9a inhibitor BIX01294 was

observed. CCK-8 proliferation experiment and plate colony formation assay were used to examine the proliferation ability and clone for-

mation rate of gastric cancer cells. The changes of cell apoptosis were detected by Annexin-V staining. Results: G9a was highly ex-

pressed in gastric cancer tissues (P<0.01), and the high expression of G9a was positively correlated with poor prognosis of gastric can-
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cer patients (P<0.01). After the treatment of BIX01294, the morphology of gastric cancer cells was changed, the volume of gastric can-

cer cells reduced, the intercellular connections disappeared, and even the apoptotic manifestations appeared, such as the shrinking,, be-

coming round and cast-off etc. BIX01294 could significantly inhibit the proliferation and colony formation but promote the apoptosis of

gastric cancer cells (all P<0.05). Conclusion: Histone methyltransferase G9a was highly expressed in gastric cancer tissues, and its

high expression level was positively correlated with poor prognosis. The proliferation of gastric cancer cells was obviously inhibited

while the apoptosis was significantly promoted after inhibiting G9a expression.

[Key words] gastric cancer; SGC-7901 cell; MKN-45 cell; methyltransferase; G9a; proliferation; apoptosis
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胃癌是恶性肿瘤中较为频发的疾病，早期起病

隐匿且无明显症状，发病早期检出率较低，明确诊断

困难，同时由于局部浸润和远处转移发生早，使得胃

癌患者预后差、病死率高[1]。虽然胃癌的诊疗手段在

不断改进，但是与其他恶性肿瘤相比，胃癌患者尤其

是中晚期患者生存率较低[2]。因此，寻找新的作用于

胃癌细胞特异性位点的治疗靶点迫在眉睫。近年

来，随着在基因水平上对疾病机制的不断认识和阐

明，使得药物研发更具精确性，针对致病机制中关键

酶或受体的精准靶向药物设计不断取得突破。DNA

甲基化、异染色质的形成以及基因转录沉默等过程

与组蛋白甲基化密切相关，而这些过程与在肿瘤的

发生发展有重要联系[3]。组蛋白甲基转移酶G9a能

将甲基从 S-腺苷基甲硫氨酸（S-adenosyl-l-methio-

nine，SAM）上转移到目的赖氨酸残基的 ε-氨基上[4]，

主要催化组蛋白3（H3）K9和K27位点的二甲基化修

饰。现有研究[5-8]表明，G9a在乳腺癌、肺癌、头颈部癌

和卵巢癌等多种肿瘤的发生发展中发挥重要作用。

本研究应用组蛋白甲基转移酶抑制剂BIX01294处理

胃癌细胞，观察其对胃癌细胞增殖的影响，为进一步

研究组蛋白甲基转移酶G9a在胃癌细胞中发挥作用

的机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要材料与试剂

胃癌细胞株SGC-7901和MKN-45由西京消化病

医院卢媛媛博士惠赠，用含 10%胎牛血清的 RPMI

1640 培养液在 5% CO2、37 ℃恒温培养箱中培养

（每天更换 1 次培养液）。G9a 抑制剂 BIX01294

购自 Selleck 公司，RPMI 1640 购自 Gibco 公司，胎

牛血清购自 TBD Science 公司，胰蛋白酶购自 MP

Biomedical 公司 ，G9a / EHMT2 单克隆抗体购自

CST 公司，β -actin 抗体购自 Sigma 公司，羊抗兔

IgG、羊抗鼠 IgG 及 BCA 蛋白定量试剂盒均购自

晶彩生物公司，CCK-8法检测试剂盒购自Biosharp公

司，各种类型的细胞培养板和培养皿均购自Thermo

公司，细胞凋亡检测AnnexinV-FITC试剂盒购自BD

公司。

1.2 生物信息学方法分析胃癌组织中G9a的表达与

患者预后的关系

在肿瘤信息数据库Oncomine中，对DErrico Gas-

tric数据集进行分析，获取G9a在正常胃组织和胃癌

组织中的表达差异，将组间表达差异大于2倍的样品

资料纳入分析。在肿瘤预后分析数据库 Kaplan-

Meier Plotter 中，以 mRNA 表达为参考，评价 G9a

mRNA表达水平与胃癌患者总生存率(overall surviv-

al，OS)之间的关系。对G9a在胃癌组织中表达、预后

相关性进行分析。

1.3 Western blotting检测G9a在胃癌细胞中的表达

收集生长状态良好的胃癌细胞 SGC-7901、

MKN-45，消化、离心重悬后，将细胞裂解，RIPA裂解

液与蛋白酶抑制剂 cocktail按100∶1混合用于提取细

胞蛋白，冰上裂解 30 min，每隔 10 min在涡旋器上震

荡，以充分裂解细胞，4 ℃ 12 000×g离心20 min，收集

上清液，蛋白定量保证两组蛋白上样量一致，按 5∶1

比例加入SDS上样缓冲液，100 ℃沸水煮 5 min后行

SDS-PAGE，100 V的恒压进行转膜约2.5 h，将蛋白转

移至NC膜上，5%脱脂奶粉常温封闭1 h，TBST充分

洗膜，加特异性一抗，放置于4 ℃孵育过夜，加入山羊

抗兔 IgG二抗，37 ℃孵育1 h。TBST充分洗膜后，加

入ECL发光液反应 1 min，随后进行显影，观察蛋白

条带。

1.4 荧光倒置显微镜观察G9a抑制剂对胃癌细胞形

态的影响

取生长状态良好的SGC-7901、MKN-45细胞，胰

酶消化后离心、重悬，以每孔3×105个细胞数铺于6孔

板，加入 2、5 μmol/L的G9a抑制剂BIX01294处理细

胞，加入DMSO作为对照组，24 h后在显微镜下观察

细胞形态变化。

1.5 集茖形成实验检测G9a抑制剂对胃癌细胞集落

形成的影响

取对数生长期 SGC-7901、MKN-45 细胞胰酶消

化后离心、重悬，接种 24 孔板(1×105个/孔)，过夜培

养 ，分 别 以 0.5、2、5、10 μmol / L 的 梯 度 加 药

BIXO0294，处理细胞 48 h 后弃去培养液，PBS 冲

洗2～3次，40 g/L多聚甲醛固定30 min，PBS冲洗2～
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3次，结晶紫染色15 min，PBS冲洗2～3次，拍照并计

数集落形成数。

1.6 CCK-8实验检测G9a抑制剂对胃癌细胞增殖的

影响

取对数生长期的 SGC-7901、MKN-45 细胞株胰

酶消化后重悬，以2×103个/孔接种于96孔板，每组设

置5个复孔，培养过夜后使用终浓度为0、0.5、2、5、10

μmol/L 的抑制剂处理细胞，加药后每隔 24 h 加入

CCK-8 试剂10 μl/孔，酶标仪检测波长450 nm处的光

密度（D）值，连续检测5 d，绘制增殖抑制曲线。实验

重复3次。

1.7 流式细胞术检测G9a抑制剂对胃癌细胞凋亡的

影响

取对数生长期的SGC-7901、MKN-45细胞，胰酶

消化后重悬，以每孔3×105个细胞数铺于6孔板，培养

后以终浓度0、5、10 μmol/L 的剂量加入抑制剂，48

h 后收集细胞，胰酶消、离心、弃掉培养液，PBS

洗涤 3 次，弃净 PBS 后每管加入 200 μ l 结合缓冲

液按重悬细胞，在避光条件下每管加入 5 μ l An-

nexinV-FITC，室温孵育 15 min，最后每管样品加

10 μl碘化丙啶(PI)。上述试剂加完后在 15 min内进

行流式检测。

1.8 统计学处理

采用 Prism 5 (GraphPad)和 SPSS 20.0 统计软件

进行分析，所有实验至少 3次重复。计量资料以 x̄±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-way

ANOVA），两组间比较时采用 t检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 G9a在胃癌组织中高表达且与预后不良相关

利用Oncomine肿瘤数据库分析网站对DErrico

Gastric数据集中G9a的表达水平进行分析，结果(图

1A)显示：与对照组正常胃组织样品相比，胃癌组织

中G9a表达水平显著升高（t=5.811,67，P<0.01）。在

肿瘤预后评价数据库Kaplan-Meier Plotter中，对G9a

表达水平与预后相关性进行分析，结果显示(图 1B)：

G9a表达水平与胃癌患者预后密切相关，与低水平表

达G9a的患者相比，高水平表达G9a的患者其总生存

率显著降低[HR=1.35(1.13~1.16)，P<0.01]，由此推测，

G9a分子的高水平表达能够作为一项独立的预后测

评因素。

A: G9a mRNA expression in the gastric cancer tissues and normal gastric tissues;

B: Survival rate of gastric cancer patients with high or low G9a mRNA expression level

图1 G9a在正常胃组织和胃癌组织中的表达情况以及与胃癌患者预后的关系

Fig.1 Relative expression of G9a in normal gastric tissues and gastric cancer tissues and it’’s correlation

to the prognosis of patients with gastric cancer

2.2 G9a在胃癌细胞株中高表达

Western blotting方法检测SGC-7901、MKN-45胃

癌细胞中G9a表达水平，可见G9a在两株胃癌细胞中

表达丰富（图2）。

2.3 G9a抑制剂BIX01294引起胃癌细胞形态改变

用2、5 μmol/L的G9a抑制剂BIX01294处理胃癌

图2 G9a在胃癌细胞中的表达水平

Fig.2 Expression level of G9a in gastric cancer cells
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细胞 SGC-7901、MKN-45 24 h后观察细胞形态变化

发现（图3），胃癌细胞体积缩小、细胞间连接消失、与

周围的细胞脱离。高浓的抑制剂还可引起胃癌细胞

皱缩、变圆、脱落。

A: Morphologic changes of SGC-7901 cells after the treatment of BIX01294 (2, 5 μmol/L) for 24 h，DMSO as negative control;

B: Morphologic changes of MKN-45 cells after the treatment of BIX01294 (2,5 μmol/L) for 24 h，DMSO as negative control

图3 G9a抑制剂BIX01294引起胃癌细胞形态改变

Fig.3 G9a inhibitor BIX01294 induced morphologic changes of gastric cancer cells

2.4 BIX01294抑制胃癌细胞集落形成

细胞集落形成实验结果 ( 图 4）显示 ，使用

BIX01294处理胃癌细胞 24 h后，细胞集落形成明显

受抑制，随药物浓度升高，集落形成数量减少；并且

在BIX01294 浓度为 5 μmol/L 时，MKN-45细胞几乎

无集落形成，而SGC-7901细胞仍有少量细胞集落形

成，说明MKN-45细胞系对BIX01294的敏感性高于

SGC-7901细胞。

A: The influence of BIX01294 on SGC-7901 cell colony formation detected by plate colony assay;

B: The influence of BIX01294 on MKN-45 cell colony formation detected by plate colony assay

图4 BIX01294抑制胃癌SGC-7901、、MKN-45细胞的集落形成

Fig.4 BIX01294 inhibited the colony formation of gastric cancer cell line SGC-7901 and MKN-45

2.5 BIX01294抑制胃癌细胞的增殖

CCK-8 实验检测结果(图5)发现，与对照组相比，

G9a抑制剂BIX01294处理后，SGC-7901、MKN-45细

胞的增殖活性明显降低（P<0.05或P<0.01）。

2.6 BIX01294诱导胃癌细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图 6）显示，与对照组相

比，2.5 μmol/L（t=12.27；P<0.01）和5 μmol/L（t=22.34；

P<0.01）BIX01294组中SGC-7901细胞的凋亡率显著
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升高，且 5 μmol/L BIX01294处理的细胞凋亡率显著

高于 2.5 μmol/L处理组（t=8.219；P<0.01）。MKN-45

细胞的凋亡结果与SGC790细胞相似。

A: Proliferation inhibitory rate of SGC-7901 cells detected by CCK-8（all P<0.01）;

B: Proliferation inhibitory rate of MKN-45 cells detected by CCK-8（all P<0.01）

图5 BIX01294抑制胃癌SGC-7901、、MKN-45细胞的增殖

Fig.5 BIX01294 inhibited proliferation of gastric cancer SGC-7901 and MKN-45 cells

A: Cell apoptosis of SGC-7901 cells detected by Annexin V-FITC; B：Cell apoptosis of MKN-45 cells detected by Annexin V-FITC;

C: Statistical analysis of SGC-7901 cell apoptosis; D: Statistical analysis of MKN-45 cell apoptosis

图6 BIX01294促进胃癌SGC-7901、、MKN-45细胞的凋亡

Fig.6 BIX01294 promoted apoptosis of gastric cancer SGC-7901 and MKN-45 cells

3 讨 论

近年来，随着分子生物等学科的不断发展，使人

们从更微观的角度认识肿瘤，无论是在发病机制的

探究还是在肿瘤治疗的手段等方面都不断取得突

破。胃癌由于早期发病隐匿，多数患者在出现症状

时已经进入中晚期，治疗效果差，虽然手术、化疗和

放疗等综合治疗方法能在一定程度上延长患者生

命，但远期效果仍不甚理想。肿瘤分子生物学的发

展及精准医疗的实施，使得靶向治疗和免疫治疗得

到快速发展，并且在乳腺癌、结直肠癌中的疗效获得

肯定，但是靶向治疗在胃癌中的应用相对滞后[9-12]。

组蛋白修饰在肿瘤的发生发展中有重要作用，

其主要修饰位点发生在组蛋白N端氨基酸残基，可发

生甲基化、乙酰化、磷酸化、腺苷酸化、泛素化和腺苷

二磷酸核糖基化等化学修饰[13-14]。本研究重点关注

组蛋白甲基化修饰在胃癌中发挥的作用，组蛋白甲

基化修饰的位点不同，对基因表达的信息也不同。

组蛋白 H3 第 4 位赖氨酸残基三甲基化引起转录激

活，而组蛋白H3第9位赖氨酸残基三甲基化和H3第

27位赖氨酸残基三甲基化引起转录抑制[15-16]。

组蛋白甲基转移酶G9a又称为常染色质组蛋白

赖氨酸N-甲基转移酶2（euchromatic histone-lysine N-

methyltransferase 2,EHMT2），主要催化组蛋白3（H3）

K9和K27位点的甲基化[17]。有研究[18]表明，G9a在肝

癌、膀胱癌、骨髓癌、结肠癌和前列腺癌多种癌变组

织中都发现表达升高，并且癌组织中G9a的表达水平

与病情进展以及预后不良呈正相关[19]。G9a能够通
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过组蛋白 3（H3）K9位点甲基化和DNA-CpG岛甲基

化引起抑癌基因的异常沉默[20-21]。小分子化合物

BIX01294特异性抑制阻断组蛋白H3K9位点的甲基

转移酶（HMT）的活性；构象研究[22]揭示了BIX01294

通过占据HMT中与底物结合的部位阻止甲基化反应

发生，而BIX01294在调控胃癌细胞生长发挥作用的

机制尚未阐明。

本研究中，通过分析肿瘤信息数据库发现G9a在

胃癌组织中表达增高；生存预后分析表明，G9a的高

表达与预后不良呈正相关；提示G9a在胃癌中的表达

可作为一项独立的预测因素，可预测胃癌患者预后。

Western blotting明确了G9a在胃癌组织中的高表达，

为应用小分子抑制剂BIX01294靶向调控胃癌细胞生

长提供物质基础。进一步研究发现，使用G9a抑制剂

BIX01294后，能够显著抑制胃癌细胞的增殖和集落

形成，促进胃癌细胞凋亡。

总之，本研究通过使用特异针对组蛋白甲基转

移G9a酶活性的小分子抑制剂BIX01294处理胃癌细

胞，确认了G9a在胃癌细胞中扮演促进增殖和抑制凋

亡的重要角色。阐明G9a作为组蛋白甲基转移酶在

胃癌中发挥的作用机制，将为靶向治疗胃癌提供一

种新的治疗思路。在后续的研究中将深入探讨G9a

在胃癌细胞恶性生物学行为中所参与的分子网络和

调控机制。
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