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［摘 要］ 目的：探讨钙结合蛋白S100A16在胃癌组织和细胞中的表达，及其对胃癌细胞SGC⁃7901增殖、迁移、侵袭能力的影

响。方法：应用免疫组织化学染色法检测S100A16在胃癌和相应癌旁组织中的差异表达。应用Western blot检测正常胃上皮细胞

GES⁃1以及胃癌细胞MGC⁃803和SGC⁃7901中S100A16的表达水平。将S100A16高表达质粒和干扰质粒分别转染至人胃癌细胞

株SGC⁃7901中，用Western blot检测各组细胞中S100A16的表达。采用磺酰罗丹明B（sulforhodamine B，SRB）比色法和克隆形成

实验检测细胞的增殖能力。采用划痕实验检测细胞迁移能力，采用Transwell实验检测细胞侵袭能力。结果：在胃癌组织及胃癌细

胞中，S100A16的表达量明显高于相应癌旁组织及正常胃上皮细胞。SRB染色和克隆形成实验显示，过表达S100A16会增加SGC⁃
7901细胞的增殖能力，敲低S100A16后增殖能力降低。划痕实验Transwell实验显示，过表达S100A16会增加SGC⁃7901细胞的迁

移和侵袭能力，敲低S100A16则会降低。免疫共沉淀实验显示在胃癌细胞SGC⁃7901中，S100A16与YBX⁃1存在结合。结论：胃癌

组织及细胞中S100A16的表达明显上调，S100A16在胃癌中的异常表达可能是由于与YBX⁃1的相互结合，进而促进胃癌细胞增

殖、迁移、侵袭从而影响胃癌的发生发展。
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［Abstract］ Objective：To investigate the expression of calcium binding protein S100A16 in gastric cancer tissues and cells and its
effect on the proliferation，migration and invasion of gastric cancer cell SGC⁃7901. Methods：Immunohistochemical staining was used
to detect the differential expression of S100A16 in 8 pairs of gastric cancer and corresponding adjacent tissues. S100A16
overexpression plasmid and empty plasmid，interference plasmid and empty vector were transfected into human gastric cancer cell line
SGC⁃7901 respectively，and the expression of S100A16 in each group was detected by Western blot. SRB staining and colony formation
assay were used to detect the proliferation of cells in each group. Scratch test was used to detect the migration ability of cells in each
group. Transwell assay was used to detect the invasive ability of each group. Results：The expression of S100A16 in gastric cancer
tissues and gastric cancer cells were significantly higher than that in corresponding paracancerous tissues and normal gastric epithelial
cells. SRB staining and colony formation assays showed that overexpression of S100A16 increased the proliferation of SGC⁃7901 cells
and knocked down the proliferation of S100A16 cells. Scratch and Transwell experiments showed that overexpression of S100A16
increased SGC⁃7901 cell migration and invasiveness，while knockdown of S100A16 decreased. Western blot analysis showed that the
expression of YBX⁃1 in SGC⁃7901 cells transfected with S100A16 over⁃expression plasmid was significantly increased compared with
the control group. Co⁃immunoprecipitation experiments showed that S100A16 bound to YBX⁃1 in gastric cancer cell line SGC⁃7901.
Conclusion：The expressions of S100A16 in gastric cancer tissues and cells are significantly up⁃regulated. The abnormal expression of
S100A16 in gastric cancer may be due to the interaction with YBX⁃1，thereby promoting the proliferation，migration，invasion of gastric
cancer cells and affecting the occurrence and development of gastric cancer.
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胃癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，并且已

成为癌症相关死亡的第三大原因［1］。尽管胃癌发病

率在世界范围内有所下降，但在中国的发病率（每

10万人中有 29.9人新发病）仍然很高。 据估计，中

国每年因胃癌死亡的人数约为 221 478人，占世界

胃癌死亡人数的一半［2］。目前为止，手术仍然是胃

癌唯一的治愈性疗法，但是一半以上的患者在进行

根治术后又发生了局部或远处转移，或是在初次诊

断时已经发生了转移［3］。胃癌的发生发展是一个十

分复杂的过程，涉及多种基因的改变［4］，所以，深入

研究胃癌发生发展的分子机制成为亟待解决的问

题，也为临床提供新治疗靶点的理论基础。

钙结合蛋白 S100A16是 S100家族中的第 20个

成员，与 S100家族特异性EF⁃hand（14个氨基酸）不

同，S100A16在C端的EF⁃hand 只有12个氨基酸，而

N端有 15个氨基酸，并且缺少谷氨酸残基，谷氨酸

残基在与Ca2+结合中起决定性作用，它提供 2个重

要的氧原子侧链作为Ca2+配体，所以N端EF⁃hand的
功能是部分失活的，只能结合1个钙离子，但在二聚

体形式时却具有更强的疏水作用，使 S100A16的二

聚体形式更加稳定［5］。已有多篇文献报道，S100A16
在肺癌、乳腺癌、结直肠癌等恶性肿瘤中的表达都

有异常上调，并促进肿瘤细胞的增殖和迁移［6-8］。临

床上已将 S100蛋白作为肿瘤标志物应用［8-9］，但其

在胃癌中的表达尚未见报道。本文旨在探讨

S100A16在胃癌中的表达，及其对胃癌细胞生物学

行为的影响，期待为胃癌的治疗提供新的靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

8 例样本来自于南京医科大学附属逸夫医院

2016—2017年间被诊断为胃癌的患者，病理诊断均

为腺癌，其中1例为低分化腺癌，1例为高分化腺癌，

6例为中分化腺癌。组织芯片购于上海芯超公司，芯

片包含100例胃癌组织及80例癌旁组织，组织类型均

为腺癌。以上样本都经过2位病理科医生严格鉴定。

1.2 方法

1.2.1 细胞系和培养条件

SGC⁃7901、MGC⁃803以及胃黏膜上皮正常细胞

系GES⁃1购自中国科学院生物化学与细胞生物学研

究所。细胞用含有 10% 胎牛血清（FBS）的 RPMI
1640培养基于 37 ℃、含 5% CO2的潮湿恒温培养箱

中常规培养。每 1~2 d更换新鲜培养基，当细胞融

合度达到80%~90%时进行传代培养。

1.2.2 免疫组织化学染色

采用链霉菌生物素⁃过氧化物酶法（SP法）。兔

抗人 S100A16抗体购于美国 Sigma公司，PV8000鼠

兔通用型二抗系统及浓缩型DAB kit购于北京中杉

金桥公司。 染色结果由两位病理科医生分别评判，

根据S100A16的表达量进行评分，阴性0分，弱阳性

1分，阳性2分，强阳性3分。

1.2.3 蛋白质免疫印迹实验

RIPA裂解液裂解细胞 20 min，提取细胞总蛋

白。选取 12%的 SDS⁃PAGE胶进行蛋白质电泳，每

孔加样品30 μg。湿转法将蛋白质转到PVDF膜上，

室温条件下用5%的脱脂奶粉溶液封闭1.5 h。分别

加入 S100A16、Y⁃box给合蛋白 1（YBX⁃1）一抗（Pro⁃
teintech公司，美国）4 ℃过夜，次日室温孵育与一抗

相应的二抗（Santa Cruz公司，美国）1 h。在摇床上

进行以上操作，每个步骤之间用TBST洗膜 10 min×
3次，最后加ECL超敏发光液暗室内曝光，拍照并进

行灰度分析。

1.2.4 胃癌细胞转染

S100A16质粒均获赠于南京医科大学第一附属

医院老年科刘云教授课题组［10］。所有用于转染的

质粒载体（pCDNA⁃S100A16和空载体）经DNA Mini⁃
prep或Miniprep盒（QIAGEN公司，德国）提取。按

照使用说明书通过Lipofectamine 2000（上海 Invitro⁃
gen公司）将 pCDNA⁃S100A16或空载体转染至 6孔

板上培养的胃癌细胞。24 h后用于增殖、迁移、侵袭

实验；48 h后收集细胞用于Western blot分析。

1.2.5 细胞增殖实验

本研究使用 SRB染色和克隆形成来观察细胞

增殖情况，在含有10%FBS培养基的96孔板中，每孔

加入250个细胞，分别于0、24、48、72 h检测490 nm波

长处吸光度值。在含有 10% FBS培养基的 6孔板

中，每孔加入 100个细胞，视细胞生长情况换液，出

现肉眼可见细胞克隆时，进行结晶紫染色后拍照分

析。这两个实验所选取的都是转染后24 h的细胞，

并于37 ℃、5%CO2细胞培养箱中培养。

1.2.6 划痕实验和细胞侵袭实验

取转染后 24 h的细胞，进行划痕实验，划痕修

复率（%）=［0 h 划痕宽度（μm）- 24 h 划痕宽度

（μm）］/0 h 划痕宽度（μm）×100%。本研究采用

Transwell小室检测各组细胞侵袭能力，用含5% FBS
的培养基重悬转染24 h后的细胞，每个小室加入细

胞数量为2×104个。在小室下层加入600 μL含20%
FBS的培养基，置于细胞培养箱培养 10 h后取出小
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A：同一患者癌组织及癌旁组织S100A16免疫组化染色图（×200）；B：8例配对标本免疫组化染色结果评分统计；C：8例配对标本免疫组化

染色结果量化统计；D：组织芯片未配对染色结果评分统计；E：组织芯片配对染色结果评分统计。

图1 S100A16在胃癌组织中表达显著升高

Figure 1 S100A16 expression was significantly increased in gastric cancer tissues

室，结晶紫染色后在显微镜下随机选取 5个视野拍

照计数。

1.2.7 免疫共沉淀实验

应用胃癌细胞SGC⁃7901进行免疫共沉淀实验，

在细胞融合率为 80%~85%时提取细胞总蛋白。分

别加入YBX⁃1和S100A16抗体并与Protein A agarose
混匀进行吸附，次日洗脱后煮样进行蛋白质电泳。

1.3 统计学方法

使用 SPSS软件进行统计分析。以上所有实验

重复3次，计量结果以均数±标准差（x ± s）表示。配

对数据应用配对 Student t检验，其余数据使用 Stu⁃
dent t检验进行统计学显著性分析。P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 胃癌组织中 S100A16表达明显高于相应癌旁

组织

将 8例胃癌样本与对应癌旁组织进行配对，使

用免疫组化染色分别检测 S100A16的表达水平，结

果可见胃癌组织中的S100A16定位于细胞膜和细胞

浆。7例癌组织S100A16表达强于癌旁组织，1例癌

组织表达低于癌旁组织（图 1A）。将 8对标本进行

评分及量化分析，并进行配对 t检验（图1B、C），差异

具有统计学意义。以上结果说明在胃癌组织中，

S100A16表达显著上调。对组织芯片进行免疫组化

染色，结果一致（图1D、E）。

2.2 胃癌细胞中 S100A16表达明显高于正常胃上

皮细胞

为进一步验证以上结果，选取了正常胃上皮细

胞系GES⁃1和胃癌细胞系MGC⁃803、SGC⁃7901，提
取细胞蛋白进行蛋白质免疫印迹实验，结果显示，

在胃癌细胞系中，S100A16的表达明显高于正常胃

上皮细胞系（图2）。
2.3 S100A16促进胃癌细胞 SGC⁃7901的增殖、迁

移、侵袭能力

在胃癌细胞 SGC⁃7901中成功转染了 S100A16
过表达（S100A16OE）和干扰质粒（S100A16KD），以

及对应的空载质粒，并用Western blot检测转染效率

（图3），24 h后重悬细胞进行后续实验。

SRB染色实验显示，S100A16促进了 SGC⁃7901
细胞的增殖（图 4A）。为了进一步证实这个实验结

果，又进行了克隆形成实验，结果显示，S100A16能
够促进SGC⁃7901细胞克隆形成能力（图4B）。以上

实验结果证实，S100A16能促进胃癌细胞SGC⁃7901
的增殖能力。

同时，进行了划痕实验和Transwell实验来观察

S100A16 对胃癌细胞 SGC⁃7901 迁移和侵袭的影

响。结果，敲低S100A16后，胃癌细胞划痕修复率明

显低于对照组（图5A），而过表达S100A16后则得到

了相反的结果（图5B）。结果显示，S100A16促进了
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A：SRB染色计算细胞增殖率；B：克隆形成实验；与空载组相比，敲低 S100A16后，胃癌细胞 SGC⁃7901的增殖能力显著降低，过表达

S100A16后，增殖能力则显著增强（两组比较，*P < 0.01，**P < 0.001，n=3）。
图4 S100A16促进胃癌细胞SGC⁃7901的增殖能力

Figure 4 S100A16 promoted the proliferation of gastric cancer cell SGC⁃7901

SGC⁃7901细胞的迁移。在Transwell实验中，敲低了

S100A16的 SGC⁃7901细胞穿过小室的数量与对照

组相比明显减少（图 6A），反之则增多（图 6B）。结

果说明 S100A16能增强胃癌细胞 SGC⁃7901的侵袭

能力。

2.4 胃癌细胞 SGC⁃7901中 S100A16与YBX⁃1存在

直接结合

实验室前期质谱分析显示，S100A16与YBX⁃1
可能存在相互作用。为了进一步研究S100A16影响

胃癌细胞生物学行为的潜在分子机制，检测胃上皮

细胞系 GES⁃1以及胃癌细胞系MGC⁃803和 SGC⁃
7901中YBX⁃1的表达，结果显示，在胃癌细胞特别

是 SGC⁃7901中，YBX⁃1的蛋白表达量显著上调（图

7A）。在过表达了S100A16的SGC⁃7901细胞中检测

YBX⁃1的蛋白表达量，结果显示，在过表达S100A16
之后，YBX⁃1的表达也有显著升高（图7B）。

为了进一步验证 S100A16与YBX⁃1之间的关

系，又进行了免疫共沉淀实验，结果显示，在SGC⁃7901
细胞中S100A16与YBX⁃1存在相互结合（图7C）。
3 讨 论

S100A16是 S100钙结合蛋白家族的成员。它

在许多类型的肿瘤中过表达，并且与增殖、迁移和侵

袭相关［6-8，11］。在乳腺癌中，S100A16表达上调，并

通过Notch1/ZEB信号通路诱导上皮间质转化的发
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S100A16OE：过表达S100A16；S100A16KD：敲低S100A16。
图3 在胃癌细胞SGC⁃7901上过表达、敲低S100A16的表达

Figure 3 Overexpression and knockdown of S100A16 ex⁃
pression on gastric cancer cell SGC⁃7901
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与胃上皮细胞GES⁃1相比，胃癌细胞MGC⁃803及 SGC⁃7901中
S100A16的表达均有显著升高（两组比较，*P < 0.001，n=3）。

图2 S100A16在胃癌细胞系中表达显著升高

Figure 2 S100A16 was significantly increased in gastric
cancer cells
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图5 S100A16促进胃癌细胞SGC⁃7901的迁移能力

Figure 5 S100A16 promoted the migration of gastric cancer cell SGC⁃7901
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图6 S100A16促进胃癌细胞SGC⁃7901的侵袭能力

Figure 6 S100A16 promoted the invasion of gastric cancer cell SGC⁃7901

生［12］。在前列腺癌中，S100A16通过激活AKT/ERK
信号通路并下调抑癌基因P21和P27促进前列腺癌

细胞的增殖和转移［11］。然而，它在胃癌发生发展中

的作用还不明确。本课题的主要目标是确定其在

胃癌组织和细胞中表达及其对胃癌细胞增殖、迁移

和侵袭的影响，为进一步研究 S100A16在胃癌发生

发展中的作用提供基础。

本研究首次应用免疫组化染色的方法证实了

胃癌组织中S100A16的异常高表达。随后又进行了

SRB染色、划痕、克隆形成以及 Transwell实验检测
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S100A16对胃癌细胞SGC⁃7901的增殖、迁移和侵袭

能力的影响。结果显示，过表达 S100A16后胃癌细

胞 SGC⁃7901的增殖、迁移、侵袭能力均增强，表明

S100A16的异常表达可改变胃癌细胞的生物学行

为，进而影响胃癌的增殖、侵袭、转移过程。因此，

S100A16有望成为胃癌治疗的新靶点。

YBX⁃1是一种由324个氨基酸组成的多功能蛋

白，是冷休克蛋白中的一员，最早发现YBX⁃1是一

种转录因子［13］。它在许多人类恶性肿瘤中的表达

量都有显著增高，并提示与预后不良和疾病复发有

关［13］。已有文献报道，YBX⁃1会促进胃癌细胞的迁

移能力，与胃癌细胞的异常生长有关［14］，并已证明

YBX⁃1的表达是胃癌肝转移的免疫标志物［15］。通过

免疫共沉淀实验证实，在胃癌细胞 SGC⁃7901中，

S100A16与YBX⁃1存在相互结合。

综上所述，猜测YBX⁃1与 S100A16之间的结合

可能会影响S100A16的异常表达，从而影响胃癌细胞

的增殖、迁移及侵袭能力。然而，这其中所涉及的调

控位点、信号通路等分子机制仍待进一步研究。
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A：胃上皮细胞系GES⁃1和胃癌细胞系MGC⁃803、SGC⁃7901中YBX⁃1的表达；B：过表达S100A16的SGC⁃7901中YBX⁃1的表达；C：免疫共

沉淀验证S100A16与YBX⁃1的结合。

图7 在胃癌细胞SGC⁃7901中，YBX⁃1表达显著增高并与S100A16直接结合

Figure 7 In gastric cancer cell SGC⁃7901，YBX⁃1 expression was significantly increased and directly bound to S100A16
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