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ELMOD2对胃癌细胞MGC803恶性生物学行为的影响
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［摘 要］ 目的：探讨ELMOD2过表达对胃癌细胞MGC803恶性生物学行为的影响，并初步研究其相关的分子机制。方法：将
GV141-ELMOD2表达载体转染人胃癌MGC803细胞,qPCR及WB实验检测MGC803细胞中ELMOD2 mRNA和蛋白的表达，

CCK-8法检测MGC803细胞增殖能力，流式细胞术检测MGC803细胞凋亡情况，Transwell法检测MGC803细胞迁移能力，WB实

验检测细胞中 PCNA、BAX和Bcl-2以及Vimentin蛋白的表达。结果：ELMOD2表达载体转染后，MGC803细胞中ELMOD2

mRNA和蛋白表达水平均显著提高（P<0.05）。ELMOD2过表达可使 MGC803 细胞增殖、迁移能力显著提高，凋亡率显著降低

（P<0.05或P<0.01）；细胞中PCNA、Vimentin、Bcl-2蛋白水平增高，BAX蛋白水平降低（P<0.05或P<0.01）。结论：ELMOD2过表

达可促进MGC803细胞增殖、迁移，抑制细胞凋亡，上述效应可能部分通过提高PCNA、Vimentin、Bcl-2蛋白水平及降低BAX蛋白

水平实现。
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Effect of ELMOD2 on malignant biological behaviors of gastric cancer MGC803
cells

QIAO Linlin, CHEN Liang, BIAN Yue, SUN Xiuju (Department of Medical Genetics, School of Life Sciences, Chinese Medical Uni-

versity, Shenyang 110122, Liaoning, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of ELMOD2 over-expression on the malignant biological behaviors of gastric cancer

MGC803 cells, and to study its related molecular mechanism. Methods: GV141-ELMOD2 expression vector was transfected into hu-

man gastric cancer MGC803 cells. The mRNA and protein expressions of ELMOD2 were detected by Real-time fluorescent quantita-

tive PCR and WB, respectively. The cell proliferation ability was detected by CCK-8 method. Apoptosis rate was detected by flow cy-

tometry. The cell migration ability was detected by Transwell method. The protein expressions of PCNA, BAX and Bcl-2 and Vimentin

were detected by WB. Results: After transfection of ELMOD2 expression vector, the mRNA and protein expressions of ELMOD2 were

significantly increased in MGC803 cells (P<0.05). Further studies showed that over-expression of ELMOD2 increased the proliferation

and migration ability but reduced the apoptosis rate of MGC803 cells significantly (P<0.05 or P<0.01). The protein levels of PCNA,

Vimentin and Bcl-2 in MGC803 cells increased, while the protein level of BAX decreased (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: Over-ex-

pression of ELMOD2 can promote the proliferation and migration of MGC803 cells and inhibit cell apoptosis. These effects may be

achieved by increasing the protein level of PCNA, Vimentin and Bcl-2, and reducing the protein level of BAX.
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胃癌是一种常见的恶性肿瘤，在全球范围内，其

发病率和病死率分别位居恶性肿瘤的第 5 位、第 3

位[1]。尽管目前胃癌的诊断和治疗方法有了长足的

进展，但是胃癌患者的预后仍不理想[2]。因此，深入

研究胃癌的分子机制，对发现其诊治的新靶点具有

重要意义。ELMOD2 是人类 ELMO 蛋白家族的成

员,ELMO蛋白家族因包含ELMO域而命名[3]。有研

究[4]表明，ELMOD2是家族性特发性肺纤维化的候选

易感基因。ELMOD2 表达载体转染可使人肺腺癌

A549细胞中Ⅰ和Ⅲ型干扰素mRNA表达增加[5]；可

通过调节脂肪细胞甘油三酯脂肪酶向脂滴的募集而

影响脂类代谢[6]；抑制ELMOD2表达可导致小鼠卵母

细胞减数分裂异常[7]，可见ELMOD2具有重要的生物
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学功能。本课题组[8]前期检测了胃癌细胞MGC803

中S100A4干扰后差异表达基因谱，ELMOD2是其中

的一个重要差异基因。研究[9-12]已证实，S100A4在胃

癌等多种肿瘤中发挥至关重要的作用，可能对肿瘤

细胞生物学特性也具有重要影响。为证实该推测，

本研究探讨了ELMOD2过表达对胃癌细胞MGC803

增殖、凋亡及迁移特性的影响，并对其发挥作用的分

子机制进行了初步探讨。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

人胃癌细胞系MGC803购自中国医学科学院北

京协和（CAMS/PUMC）基础医学研究所（IBMS）细胞

资源中心。GV141-ELMOD2表达载体由上海吉凯基

因化学技术有限公司构建，DMEM培养基为美国 In-

vitrogen公司产品，胎牛血清（FBS）为以色列BI公司

产品，逆转录试剂盒、实时定量 PCR（qPCR）试剂盒

（SYBR Green qPCR Master Mix）为日本TaKaRa公司

产品，BCA蛋白浓度测定、SDS-PAGE凝胶配制试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司，ELMOD2、

PCNA、BAX、Bcl-2兔多抗隆抗体为美国ABclonal公

司产品，Vimentin 及 GAPDH 兔多抗隆抗体为美国

Proteintech公司产品，HRP标记的山羊抗兔 IgG购自

中杉金桥生物技术公司，细胞增殖检测试剂盒（CCK-

8法）为美国Abbkine公司产品，细胞凋亡检测试剂盒

为日本Dojindo公司产品，PCR引物由上海生工生物

工程股份有限公司合成。

1.2 细胞培养及转染

胃癌细胞 MGC803 用含有 10% 胎牛血清的

DMEM高糖培养基置于37 ℃、5% CO2及饱和湿度的

条件下培养。取对数生长期的MGC803细胞，将 1.5

μg GV141-ELMOD2表达载体用Lipo2000转染试剂

转染细胞，对照组转染空载体GV141-empty，转染后

一定时间收集细胞，进行后续相关实验。

1.3 qPCR检测MGC803细胞中ELMOD2 mRNA的

表达

GV141-ELMOD2 表达载体及空载体 GV141-

empty转染细胞48 h后收集细胞，应用TRIzol试剂对

细胞进行裂解，用氯仿及异丙醇等提取细胞 RNA。

取 1μg RNA进行去除基因组反应，应用反转录试剂

盒（TaKaRa）将样品反转录成 cDNA，以 cDNA为模板

进行 qPCR 扩增。PCR 反应条件：95 ℃ 30 s（预变

性）；95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，共 40个循环。ELMOD2上

游引物序列为 5 ′ - AGAGCTACTCATGAAGCTTT-

GG-3 ′ ，下游引物为 5 ′ -CCCATGCCTCTGAAGTCT-

GT-3 ′ ；GAPDH（内对照）上游引物为 5 ′ -CAACGT-

GTCAGTGGTGGACCTG - 3 ′ ，下游引物为 5 ′ - GT-

GTCGCTGTTGAAGTCAGAGGAG-3 ′。

1.4 WB实验检测MGC803细胞中ELMOD2蛋白的

表达

GV141-ELMOD2 表达载体及空载体 GV141-

empty转染细胞 48 h后收集细胞，用RIPA裂解液裂

解后提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，沸水煮

10 min使蛋白充分变性。40 μg蛋白加入预制好的

SDS-PAGE 凝胶中，80 V 恒压电泳 2 h。电泳后 200

mA转膜1 h，5%脱脂奶粉室温封闭1 h，洗膜10 min。

加入一抗ELMOD2抗体(1∶500)、PCNA抗体(1∶500)，

Vimentin 抗体(1∶1 000)、Bcl-2 抗体(1∶500)、BAX 抗

体(1∶500)和GAPDH抗体(1∶10 000），4 ℃孵育过夜。

次日,洗膜液洗3次(每次10 min)，加入相应HRP标记

的二抗（1∶5 000），37 ℃ 孵育 2 h，应用 ECL 进行

显影。

1.5 CCK-8法检测MGC803细胞的增殖活性

GV141-ELMOD2 表达载体及空载体 GV141-

empty转染细胞 10 h后，用胰蛋白酶消化细胞，并以

2×103个/孔的数量接种到96孔板中，每组设置5个复

孔及 1个空白对照孔，37 ℃继续培养至 24、48、72及

96 h。检测前 2 h 每孔更换 DMEM 高糖培养基 100

μl，并加入 10 μl CCK-8检测试剂，37 ℃培养箱中继

续培养2 h，在酶标仪中450 nm波长下读取每孔的光

密度（D）值。

1.6 流式细胞术检测MGC803细胞凋亡情况

GV141-ELMOD2 表达载体及空载体 GV141-

empty转染细胞 48 h后，用不含EDTA的胰蛋白酶消

化。取 1×106个细胞收集于EP管中，加入 1 ml PBS，

1 000×g离心 3 min，弃上清，重复 3次，加入 500 μl缓

冲液重悬细胞，在避光的条件下加入 5 μl AnnexinV-

FITC 和5 μl碘化丙啶PI试剂。室温避光15 min后流

式细胞仪上进行检测。

1.7 Transwell实验检测MGC803细胞迁移能力

GV141-ELMOD2 表达载体及空载体 GV141-

empty转染细胞 24 h后，用胰蛋白酶消化细胞，并以

3×104个/孔的密度接种到Transwell上层小室中（上层

小室预先用 200 μl无血清、无抗生素DMEM高糖培

养基浸润 30 min），并加入无血清 DMEM 高糖培养

基，终体积200 μl。下层小室加入650 μl含10%胎牛

血清的DMEM高糖培养基，每组设 3个复孔。常规

培养24 h后，用PBS轻轻冲洗小室内外，用棉签将小

室的滤膜中未穿过的细胞拭去，4%的多聚甲醛固定

30 min，结晶紫染色30 min。用PBS轻轻冲洗小室内

外，将小室的滤膜用刀片小心切下，应用树脂胶将滤

膜粘贴于玻片上，显微镜下计数上、下、左、右和中 5
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个视野的穿膜细胞数并拍照。

1.8 统计学处理

上述实验均重复 3次。采用SPSS23.0软件进行

统计学分析，计量数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 GV141-ELMOD2 表达载体转染可使 MGC803

细胞过表达ELMOD2

qPCR及WB实验检测结果（图 1）显示，GV141-

ELMOD2表达载体转染48 h后，MGC803细胞中EL-

MOD2 mRNA和蛋白表达水平显著高于对照组（均

P<0.05），表明GV141-ELMOD2 表达载体转染可使

胃癌细胞MGC803过表达ELMOD2。

2.2 ELMOD2过表达促进MGC803细胞的增殖

CCK-8检测结果（图 2）显示，MGC803细胞转染

GV141-ELMOD2表达载体48、72及96 h后,其增殖能

力显著高于转染空载体GV141-empty组（P<0.01），表

明ELMOD2过表达可促进MGC803细胞的增殖。

2.3 ELMOD2过表达可抑制胃癌细胞MGC803的凋亡

流式细胞术检测结果（图3）显示，与转染空载体

GV141-empty组的细胞相比，转染GV141-ELMOD2

表达载体组细胞的凋亡率显著降低（P<0.01），表明

ELMOD2过表达可抑制胃癌细胞MGC803的凋亡。

2.4 ELMOD2过表达促进胃癌细胞MGC803的迁移

Transwell实验检测结果（图4）显示，与转染空载

体GV141-empty组相比，转染GV141-ELMOD2表达

载体组的细胞穿膜数量显著增多（P<0.01），表明EL-

MOD2过表达可促进胃癌细胞MGC803的迁移。

2.5 ELMOD2过表达对MGC803细胞增殖、凋亡以及

迁移相关基因蛋白表达的影响

WB 实验检测结果（图 5）显示，与转染空载体

GV141-empty组相比，转染GV141-ELMOD2表达载

体组细胞的 PCNA、Bcl-2及Vimentin蛋白表达水平

明显增高，BAX蛋白表达水平明显降低（P<0.05或

P<0.01）。

3 讨 论

有研究[6-7]显示，ELMOD2可影响细胞脂质代谢，

影响小鼠卵母细胞的减数分裂等。本研究表明，转

染 ELMOD2 表达载体使胃癌细胞 MGC803 中 EL-

MOD2过表达后，细胞的增殖、迁移能力显著增加，而

凋亡率显著降低，提示 ELMOD2 可促进胃癌细胞

MGC803增殖、迁移，并抑制其凋亡。

*P<0.05 vs GV141-empty group

图1 转染GV141-ELMOD2表达载体对胃癌MGC803细胞中

ELMOD2 mRNA（（A））和蛋白（B）表达的影响

Fig.1 Effect of GV141-ELMOD2 expression vector

transfection on mRNA ((A)) and protein (B) expressions of

ELMOD2 in gastric cancer MGC803 cells

**P<0.01 vs GV141-empty group

图2 转染GV141-ELMOD2表达载体对MGC803

细胞增殖能力的影响

Fig.2 Effect of GV141-ELMOD2 expression vector

transfection on the proliferation of MGC803 cells

在此基础上，进一步探讨了ELMOD2对胃癌细

胞增殖、凋亡及迁移影响的分子机制。增殖细胞核

抗原即PCNA在DNA复制和损伤修复中发挥重要作

用，是细胞增殖的重要标志[13-14]；Bcl-2和BAX在凋亡

调控中发挥重要作用，其中Bcl-2可抑制细胞凋亡，而

BAX则促进细胞凋亡[15-16]；Vimentin是一种中间纤维

蛋白，作为上皮间质转化的重要标志物，可促进肿瘤

细胞的迁移[17-18]。本研究应用 WB 实验检测了 EL-

MOD2过表达对胃癌细胞MGC803中上述蛋白表达

产物的影响，结果表明，ELMOD2过表达可使细胞中
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PCNA、Bcl-2及Vimentin表达增高，BAX表达降低。

上述结果表明，ELMOD2 可能通过上调 PCNA、Vi-

mentin表达而增强胃癌细胞的增殖、迁移能力，通过

上调Bcl-2表达及下调BAX表达而抑制胃癌细胞的

凋亡。

**P<0.01 vs GV141-empty group

图3 转染GV141-ELMOD2表达载体对MGC803细胞凋亡的影响

Fig.3 Effect of GV141-ELMOD2 expression vector transfection on the apoptosis of MGC803 cells

**P<0.01 vs GV141-empty group

图4 转染GV141-ELMOD2表达载体对MGC803细胞迁移能力的影响（（×200））

Fig.4 Effect of GV141-ELMOD2 expression vector transfection on the migration of MGC803 cells（（×200））

*P<0.05，**P<0.01 vs GV141-empty group

图5 转染GV141-ELMOD2表达载体对PCNA、、BAX、、Bcl-2 以及Vimentin蛋白水平的影响

Fig.5 Effect of GV141-ELMOD2 expression vector transfection on the protein levels of PCNA, BAX, Bcl-2 and Vimentin

ELMOD2如何影响上述基因表达，目前尚不清

楚。有研究[7，19]表明，ELMOD2 蛋白可以与小GTP酶

Arfs家族成员Arl2相互作用，作为Arl2的GTP酶激

活蛋白（GAP）而提高 Arl2 水解 GTP 的效率，促进

Arl2由结合GTP的形式向结合GDP的形式转换，调

控下游的信号转导。有报道[20-23]显示，Arl2 通过与
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Arl2结合物BART相互作用，促进转录因子STAT3在

细胞核的保留，而STAT3可影响下游许多基因表达；

还有研究[24-27]表明，Arl2蛋白可与UNC119蛋白相互

作用，而 UNC119 可影响 Wnt/β - catenin 和 TGF -β/

EMT等信号通路活性以及P53状态。值得关注的是

一些研究[28-29]表明，Arl2对肿瘤细胞的生物学特性具

有重要影响，敲减Arl2可明显抑制宫颈癌细胞的增

殖、迁移和侵袭；miR-214靶向Arl2抑制结肠癌细胞

增殖、促进其凋亡。因此，本研究推测ELMOD2可能

经Arl2介导而影响相关信号通路，进而影响胃癌细

胞中增殖、凋亡及迁移相关基因的表达，影响细胞的

上述生物学特性。

本实验的局限性在于仅探讨了ELMOD2对胃癌

细胞MGC803增殖、凋亡及迁移影响的初步分子机

制，ELMOD2是否以及如何通过Arl2而影响胃癌细

胞的生物学特性及其机制尚待进一步研究，目前本

课题组正在进行深入研究。

综上所述，本研究证明 ELMOD2 可促进胃癌

MGC803细胞的增殖、迁移并抑制其凋亡，ELMOD2

至少部分通过促进PCNA、Vimentin 、Bcl-2表达和抑

制BAX表达而发挥上述生物学效应。本研究结果加

深了对胃癌分子机制的认识，ELMOD2有望成为胃

癌诊治的新靶点，对其他肿瘤分子机制的研究也具

有启示意义。
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