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幽门螺杆菌调节新肿瘤接头分子ARRDC3表达
对胃癌细胞增殖的影响*

吕潇倩1,张念莉2,熊利欣1,吴怡1,张文凤1,赵英会1,郭蓬勃1,王玉1,吕刚1**,张念华3**

(1.山东第一医科大学临床与基础医学院,山东济南
 

250001;2.潍坊市人民医院麻醉一科;3.山东第一医科大学教务部)

【摘要】 目的 了解幽门螺杆菌调节胃癌细胞ARRDC3的表达及其对胃癌细胞增殖的影响。 方法 通过生物信息

学分析临床标本ARRDC3表达变化;幽门螺杆菌感染胃癌细胞,幽门螺杆菌CagA转染胃癌细胞,实时荧光定量PCR检

测胃癌细胞中ARRDC3
 

mRNA的表达变化,Western
 

Blot检测 ARRDC3
 

蛋白的表达变化;转染高表达 ARRDC3质粒

后,细胞克隆形成实验检测细胞增殖能力。 结果 临床标本生物信息学分析发现胃癌中 ARRDC3表达升高,且升高

与低生存率相关(P<0.05),幽门螺杆菌感染、幽门螺杆菌CagA转染后的胃癌细胞 ARRDC3
 

mRNA的表达量显著高

于对照细胞(P<0.05),ARRDC3蛋白表达显著高于对照细胞(P<0.05),过表达 ARRDC3的胃癌细胞克隆数增多(P
<0.01)。 结论 幽门螺杆菌的感染会诱导胃癌细胞ARRDC3

 

mRNA表达和蛋白表达升高,幽门螺杆菌CagA会诱

导胃癌细胞高表达ARRDC3
 

mRNA表达和蛋白表达升高,过表达ARRDC3后细胞增殖能力增强,可为幽门螺杆菌参与

胃癌的发生发展的机制提供理论基础。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

regulation
 

of
 

ARRDC3
 

expression
 

by
 

Helicobacter
 

pylori
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells. Methods The
 

expression
 

changes
 

of
 

ARRDC3
 

in
 

clinical
 

specimens
 

were
 

analyzed
 

using
 

bioinformatics
 

approaches.
 

Gastric
 

cancer
 

cells
 

were
 

infected
 

with
 

H.
 

pylori
 

or
 

transfected
 

with
 

a
 

H.
 

pylori
 

CagA
 

expression
 

plasmid.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

ARRDC3
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

were
 

determined
 

by
 

quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(qRT-PCR),and
 

the
 

protein
 

expression
 

were
 

assessed
 

by
 

Western
 

blot.
 

Furthermore,following
 

transfection
 

with
 

an
 

ARRDC3
 

overexpression
 

plasmid,cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

evaluated
 

by
 

a
 

colony
 

formation
 

assay. Results Bioinformatics
 

analysis
 

of
 

clinical
 

specimens
 

revealed
 

that
 

ARRDC3
 

expression
 

was
 

elevated
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues,and
 

its
 

upregulation
 

was
 

associated
 

with
 

poor
 

overall
 

survival
 

(P<0.05).
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

ARRDC3
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

infected
 

with
 

H.
 

pylori
 

or
 

transfected
 

with
 

H.
 

pylori
 

CagA
 

compared
 

to
 

control
 

cells
 

(P<0.05).
 

Consistently,ARRDC3
 

protein
 

expression
 

was
 

also
 

markedly
 

increased
 

in
 

these
 

cells
 

(P<0.05).
 

Furthermore,overexpression
 

of
 

ARRDC3
 

significantly
 

enhanced
 

the
 

clonogenic
 

ability
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells,as
 

evidenced
 

by
 

an
 

increased
 

number
 

of
 

colonies
 

(P <0.01). Conclusion H.
 

pylori
 

inducesARRDC3
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

elevation
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells.
 

Similarly,transfection
 

with
 

H.
 

pylori
 

CagA
 

promotes
 

the
 

upregulation
 

of
 

ARRDC3
 

at
 

both
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein.
 

Overexpression
 

of
 

ARRDC3
 

enhances
 

the
 

proliferative
 

capacity
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells.
 

These
 

findings
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

understanding
 

the
 

role
 

of
 

H.
 

pylori,particularly
 

its
 

CagA
 

protein,in
 

promoting
 

the
 

development
 

and
 

progression
 

of
 

gastric
 

cancer.
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A;ARRDC3;gastric
 

cancer
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  胃癌是世界上常发的恶性肿瘤之一,每年新增发

病例超过108万,每年约有77万人死亡[1]。胃癌的发

病因素包括细菌感染、饮酒、吸烟、饮食不当、遗传等诸

多因素,其中幽门螺杆菌感染是引发胃癌的首要的生

物学因素[2],虽然研究者对幽门螺杆菌感染引发胃癌

的致病机制进行了大量的研究,但是致病机制尚未完

全清楚。

α-arrestins是最近发现的一种哺乳动物抑制素家

族,这个家族包含6个成员,分别是硫氧还蛋白相互作

用蛋白(Thioredoxin-interacting
 

protein,Txnip)和含

抑制 蛋 白 结 构 域 蛋 白 (Arrestin
 

domain
 

contain,

ARRDC),后者含有5个成员,尤其是ARRDC3现已

被确定为一种新兴的肿瘤接头分子,可以影响肿瘤细

胞的信号传导,进而影响良恶性肿瘤的发生和发展[3]。

ARRDC3在结构上和多功能的β-arrestin支架蛋白相

似,具有类似抑制蛋白的氮末端和碳末端结构域,可参

与多种病理性的过程[4],其在胃癌发生和发展中的作

用鲜有报道。
幽门螺杆菌(Helicobacter

 

pylori,Hp)是感染胃

部最常见的病原体,细胞毒素相关蛋白A(CagA)是其

主要毒力因子。CagA通过Ⅳ型分泌系统注到细胞内

部[5-6],干扰细胞内信号途径,调节细胞内炎症因子表

达,从而影响细胞的正常增殖,使细胞转化,引发胃癌。
但是CagA影响ARRDC3表达引发胃癌机制研究鲜

有报道,本研究拟预探讨幽门螺杆菌调节ARRDC3的

表达及其在胃癌发生发展中的作用。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞、细菌和质粒 人胃癌细胞AGS、人胃癌细

胞BGC-823、幽门螺杆菌26695菌株、CagA质粒本室

保存。

1.2 试剂转染 试剂LipofectamineTM
 

3000试剂购

自赛默飞世尔科技有限公司。RNA 提取试剂盒、

cDNA逆转录试剂、MagicSYBR荧光定量试剂购自康

为世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司。引 物 ARRDC3-F:5􀆳-
ATGCAAGAGGACATGCGAAAG-3􀆳;ARRDC3-R:

5􀆳-GTGGAAGCCTTCTTCGGAATTAT-3􀆳购 自 青

岛生物工程有限公司(Sangon
 

Biotech)。ARRDC3一

抗 二 抗 购 自 江 苏 亲 科 生 物 研 究 中 心 有 限 公 司。

ARRDC3表达质粒购自Affnity江苏亲科生物研究中

心有限公司。

2 方法

2.1 生物信息学分析 ARRDC3在临床标本的表达

GEPIA (Gene
 

Expression
 

Profiling
 

Interactive
 

Analysis,基因表达谱交互式分析)是一种基于网络的

工具,可根据TCGA和GTEx数据提供快速分析。通

过GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/index.html)
鉴定了不同肿瘤中肿瘤接头分子 ARRDC3的表达。
阈值是P 值0.01和基因排名的2倍变化。数据与

TCGA正常数据和GTEx数据匹配。通过GEPIA分

析生存图,采用总体生存法、中位数组截止值和95%
置信区间。

2.2 幽门螺杆菌 感染细胞接种细胞至6孔板,37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱内培养过夜。第2
 

d胰酶消化

六孔板一个孔的细胞,离心去上清,PBS重悬细胞,计
数。收集卵黄琼脂培养基上的幽门螺杆菌,重悬。使

用紫外分光光度计测定λ=600时菌液A值,以PBS
作为空白对照调零,按照A600=2.0×108CFU/mL计

算细菌数。将细菌以感染比例(MOI=1∶100)加入

六孔板中的细胞,加入无血清无双抗培养基,每孔补齐

至2
 

mL,对照组中加入等量的无血清无抗生素的培养

基补齐至2
 

mL。

2.3 CagA质粒转染细胞 将细胞铺到6孔板中,使
细胞在转染时密度达到75%,在50

 

μL的 MEM 中稀

释3
 

μL
 

Lipofectamine3000试剂,孵育5
 

min;在50
 

μL的 MEM中稀释1
 

μg
 

DNA。1∶1的比例混合脂

质体与DNA,室温孵育20
 

min。向细胞中添加DNA-
脂类化合物。更换培养基进行培养,并进行观察。

2.4 实时荧光定量 PCR检测 mRNA表达
 

提取总

RNA,反转录为cDNA。实时荧光定量PCR体系:2×
SYBR

 

Green
 

PCR
 

minx,12.5
 

μL;Primer
 

1(10
 

μmol/

μL,2
 

μL;Primer
 

2(10
 

μmol/μL),2
 

μL;DNA模板,5
 

μL;ddH2O,3.5
 

μL;总体积25
 

μL。反应程序:95
 

℃,

3
 

min;95
 

℃,15
 

s;60
 

℃,退火20
 

s;72
 

℃,延伸50
 

s;
共40个循环。

2.5 Western
 

blot检测蛋白表达 蛋白定量2
 

μg/

μL取5μL上样,80V恒压电泳30
 

min,110
 

V继续跑

胶60
 

min,300
 

mA转膜40
 

min,10%脱脂奶粉封闭2
 

h;1∶1000一抗孵育过夜。1∶5000二抗室温下孵育

1
 

h。1×TBST清洗;超敏ECL发光试剂显影,显影

仪拍照。

2.6 克隆形成实验检测增殖能力 细胞培养至75%
融合,转染ARRDC3慢病毒表达质粒24

 

h。用含嘌呤

霉素的培养液进行维持培养。转染好的细胞胰酶消

化,1
 

mL
 

PBS重悬,计数,用培养液将细胞稀释至浓

度约100个/mL。吸取2
 

mL稀释过的单细胞悬液添

加到6孔板中。在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中,进行10
 

d的连续培养,每3
 

d更换养液。培养至底部肉眼可

见细胞团块后,4%的多聚甲醛固定20
 

min,每孔添加

2
 

mL的0.1%结晶紫染液,室温下染色20
 

min,拍照,
用Image

 

JV1.8.0.112进行统计。
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3 统计学分析

采用SPSS
 

26.0和GraphPad
 

Prism
 

9.0软件分

析实验数据,用 Mean±SD来表示实验结果。检验方

式采用t检验分析,P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 生物学信息学分析ARRDC3在临床标本的表达

通过 GEPIA在线分析发现 ARRDC3在多种肿

瘤中表达升高,如结肠癌、部分肺癌、胰腺癌、部分肾

癌、甲状腺癌等临床标本中表达高于正常组织(t=
11.98,P<0.05)(图1),其中在胃癌亦升高(t=
10.22,P<0.05),且伴随其升高,胃癌生存率呈现降

低趋势(t=17.99,P<0.05),其升高与胃癌患者生存

率呈现负相关(图2)。

图
 

1 生物学信息学分析临床标本ARRDC3在胃癌标本中表达升高

Fig.1 Bioinformatics
 

analysis
 

showing
 

elevated
 

expression
of

 

ARRDC3
 

in
 

gastric
 

cancer
 

specimens

图
 

2 生物信息学分析临床标本中胃癌中ARRDC3表达升高
与生存率相关

Fig.2 Bioinformatics
 

analysis
 

of
 

the
 

correlation
 

between
upregulation

 

of
 

ARRDC3
 

expression
 

and
 

survival
 

rate
 

in
 

gastric
cancer

 

clinical
 

specimens

2 幽门螺杆菌感染细胞后ARRDC3
 

mRNA表达

细胞AGS、BGC-823分别感染幽门螺杆菌后,通
过qRT-PCR检测ARRDC3

 

mRNA的表达,发现幽门

螺杆 菌 CagA+ 菌 株 感 染 细 胞 AGS 后 ARRDC3
 

mRNA表达升高(t=11.32,P<0.05)(图3A),幽门

螺杆菌CagA+菌株感染细胞BGC-823后 ARRDC3
 

mRNA表达亦升高(t=13.64,P<0.001)(图3B)。

  A 幽门螺杆菌CagA+菌株感染细胞 AGS后 ARRDC3
 

mRNA
表达升高(P<0.05) B 幽门螺杆菌CagA+菌株感染细胞BGC-
823后ARRDC3

 

mRNA表达上高(P<0.001)
图

 

3 幽门螺杆菌感染细胞AGS、BGC-823后ARRDC3
 

mRNA表达

Fig.3 ARRDC3
 

mRNA
 

expression
 

in
 

AGS
 

and
 

BGC-823
 

cells
after

 

infection
 

with
 

H.
 

pylori

3 幽门螺杆菌CagA+菌株感染细胞后ARRDC3蛋

白表达

幽门 螺 杆 菌 感 染 细 胞 AGS 和 BGC-823 后,

Western
 

blot检 测 ARRDC3 蛋 白 表 达,发 现 细 胞

AGS感染幽门螺杆菌CagA+菌株后,ARRDC3蛋白

表达升高(t=9.342,P<0.001)(图4A),细胞BGC-
823感染幽门螺杆菌CagA+菌株后,ARRDC3蛋白

表达升高(t=11.98,P<0.05)(图4B)。

  A 细胞AGS感染幽门螺杆菌CagA+菌株后ARRDC3蛋白表达
升高(P<0.001) B 细胞BGC-823细胞感染幽门螺杆菌CagA+
菌株后ARRDC3蛋白表达升高(P<0.05)

图
 

4 幽门螺杆菌感染细胞后ARRDC3蛋白表达

Fig.4 ARRDC3
 

protein
 

expression
 

in
 

gastric
 

epithelial
 

cells
after

 

H.
 

pylori
 

infection
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4 CagA质粒转染细胞
 

ARRDC3
 

mRNA表达

CagA质粒转染胃癌细胞 AGS、BGC-823,qRT-
PCR检测 ARRDC3

 

mRNA表达,发现 AGS细胞转

染CagA 质 粒 后,ARRDC3
 

mRNA 表 达 升 高(t=
13.62,P<0.01)(图5A),BGC-823细胞转染CagA
质粒后,ARRDC3

 

mRNA 表达升高(t=8.22,P<
0.01)(图5B)。

  A AGS细胞转染后ARRDC3
 

mRNA表达升高(P<0.01) B 
BGC细胞转染后ARRDC3

 

mRNA表达升高(P<0.01)
图

 

5 CagA质粒转染AGS、BGC细胞后ARRDC3
 

mRNA表达

Fig.5 ARRDC3
 

mRNA
 

expression
 

in
 

AGS
 

and
 

BGC
 

cells
after

 

transfection
 

with
 

CagA
 

plasmid

5 胃癌细胞转染CagA质粒后ARRDC3蛋白表达

细胞AGS和 GBC-823分别转染CagA质粒后,

Western
 

blot检 测 ARRDC3 蛋 白 表 达,发 现 细 胞

AGS转染CagA质粒后ARRDC3蛋白表达升高(t=
6.002,P<0.01)(图6A),细胞GBC-823

 

转染CagA
质粒后 ARRDC3蛋白表达亦升高(t=4.781,P<
0.01)(图6B)。

6 细胞转染ARRDC3表达质粒后细胞克隆形成能力

细 胞 AGS 转 染 ARRDC3 高 表 达 质 粒 后,

ARRDC3高表达,胃癌细胞的克隆形成能力增强(t=
8.483,P <0.01)(图 7A);细 胞 BGC-823 转 染

ARRDC3高表达质粒后,ARRDC3高表达,胃癌细胞

的克隆形成能力亦增强(t=14.91,P<0.001)(图
7B)。

讨 论

胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤,早期诊断难,复
发率高,5年存活率低。幽门螺杆菌是感染胃粘膜最

常见的病原体,研究发现胃癌的发生和发展与幽门螺

杆菌的感染密切相关,该菌感染会提升胃癌发生的风

险[7]。该菌具有有多种毒力因子,其中CagA(细胞毒

素相关蛋白A)是其主要毒力因子,在细胞转化中起着

重要的作用[8]。研究表明,CagA通过Ⅳ型分泌系统

进入 细 胞 后,会 干 扰 细 胞 的 信 号 通 路,如 Wnt-β-
catenin、PI3K-AKT和JAK-STAT3等,进而影响特

  A AGS胃癌细胞转染后 ARRDC3表达升高(P<0.01) B 
BGC-823转染后ARRDC3表达升高(P<0.01)

图
 

6 胃癌细胞转染CagA质粒后ARRDC3蛋白表达变化

Fig.6 Changes
 

in
 

ARRDC3
 

protein
 

expression
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
after

 

transfection
 

with
 

CagA
 

plasmid

  A 细胞AGS转染 ARRDC3高表达质粒后,克隆形成能力增强
(P<0.01) B 细胞BGC-823转染ARRDC3高表达质粒后,克隆形
成能力增强(P<0.001)

图
 

7 细胞转染ARRDC3后胃癌细胞克隆形成能力变化
Fig.7 Changes

 

in
 

clone
 

formation
 

ability
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
after

 

transfection
 

with
 

ARRDC3
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定蛋白或基因的表达水平,从而导致细胞的异常增殖,
而诱发胃癌[9]。

肿瘤接头分子是在肿瘤细胞表面或内部发挥重要

作用的分子,能够与其他分子相互作用,从而影响肿瘤

的生长、侵袭和转移。这些分子在肿瘤发生发展中具

有关键作用,是药物研发的重要靶点。通过生物信息

学分析发现新的肿瘤接头分子ARRDC3在不同肿瘤

中表达不同,在结肠癌、部分肺癌、胰腺癌、部分肾癌、
胃癌、甲状腺癌等临床标本中表达升高,但是在急性髓

性白血病、膀胱癌、食管癌、肝癌、部分肺癌、卵巢癌、前
列腺癌、部分肾癌、皮肤癌、睾丸癌、尤文氏肉瘤中表达

降低,ARRDC3在不同肿瘤中可能发挥不同的作用,
流行病学研究发现ARRDC3可能参与肿瘤的发生发

展,如前列腺癌[10];但研究发现其在肾癌中是肿瘤抑

制分子[11]。本研究通过对临床标本的生物信息学分

析,发现ARRDC3在胃癌临床标本升高,且其升高与

胃癌患者生存率呈现负相关,推测其在胃癌中可能促

进胃癌的发生发展,胃癌中导致ARRDC3升高的因素

值得研究。
与胃癌发生相关的首要因素是幽门螺杆菌感染,

该菌感染胃粘膜后引发胃炎胃溃疡,慢性胃炎经过浅

表性胃炎、萎缩性胃炎、肠化生进展为胃癌。研究发现

幽门螺杆菌感染患者和小鼠的胃黏膜ARRDC3增加,

ARRDC3在幽门螺杆菌相关性胃炎中起促炎作用,

ARRDC3表达升高与胃炎的严重程度相关[12]。本研

究用幽门螺杆菌感染胃癌细胞,检测ARRDC3表达,
发现CagA+菌株使 ARRDC3mRNA和蛋白表达升

高;幽门螺杆菌CagA质粒转染胃癌细胞,经转染后的

细胞ARRDC3
 

mRNA和蛋白表达升高。本研究通过

转染ARRDC3高表达质粒,使其在胃癌细胞高表达,
观察胃癌细胞的增殖能力,发现ARRDC3高表达后,
胃癌细胞的克隆形成能力增强,与 Huang等[13]的研

究一致。
综上,本研究发现胃癌中 ARRDC3表达升高,幽

门螺杆菌引发ARRDC3表达升高,幽门螺杆菌CagA
诱发ARRDC3表达升高,ARRDC3表达升高增强胃

癌细胞的增殖能力,为进一步揭示幽门螺杆菌的致癌

机制奠定理论基础,也为胃癌的治疗和诊断提供了新

的候选靶点。
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