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DKK1对胃癌AGS细胞增殖、周期和凋亡的影响
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[摘 要] 目的：探讨沉默厚体1（DKK1）基因对胃癌AGS细胞增殖、周期和凋亡的影响及其作用机制。方法：构建Dickkopf-

siRNA（DKK1-siRNA）稳定转染细胞株，提取稳定转染细胞的RNA及总蛋白，qPCR和WB实验分别检测DKK1 mRNA及蛋白的

表达水平。实验分为空白对照（Control）组、阴性对照（shNC）组及沉默DKK1（DKK1-shRNA）组，CCK-8实验检测各组培养0、24、

48、72、96、120、144 h后AGS细胞的增殖情况，流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡水平。检索HPA数据库，分析DKK1与胃癌

临床病理的关系。结果：成功建立了稳定沉默DKK1基因的胃癌细胞株AGS，证实DKK1-shRNA组细胞中DKK1 mRNA及蛋白

表达水平分别比Control组和 shNC组降低到72%和47%（均P<0.05）。细胞增殖曲线显示，与Control和 shNC组比较，DKK1-shR‐

NA组细胞培养72 h后其增殖显著降低（P<0.05）。与 shNC组比较，DKKl-shRNA组S期细胞从32.06%降低到25.87%，G2/M期细

胞由8.49%上升到21.26%，细胞凋亡率从10.34%上升到20.65%，差异均有统计学意义（均P<0.05）。HPA数据库的分析显示，胃

癌组织中DKK1 mRNA水平显著高于胃正常组织，DKK1 mRNA的高表达与胃癌患者生存率呈负相关（均P<0.05）。结论：沉默

DKK1基因可抑制胃癌AGS细胞的增殖，阻滞细胞于G2/M期并促进细胞凋亡；DKK1在胃癌中发挥促癌作用。
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Effect of DKK1 on proliferation, cell cycle and apoptosis of gastric cancer AGS
cells

LUO Meia,b, ZHOU Jianjianga,b,c, WANG Qinronga,b, YANG Lipinga,b, CHEN Xueshua,b, LONG Niyaa,b, XIE Yuana,b,ZHAO Yana,b (a. Key

Laboratory of the Ministry of Education on Endemic Diseases and Diseases of Ethnic Minorities;b. Key Laboratory of Molecular Biology;

c. Clinical Laboratory of Affiliated Hospital, Guizhou Medical University, Guiyang 550004, Guizhou, China)

[Abstract] Objective：：To study the effect of silencing DKK1 (Dickkopf1) gene on the proliferation, cell cycle and apoptosis of gastric

cancer AGS cells and the action mechanism. Methods：：The DKK1-shRNA vector was constructed and transfected into AGS cells. The

stably transfected cell lines were screened. The total protein and RNA of the transfected cells were extracted and the mRNA and protein

expressions of DKK1 were detected by qPCR and WB, respectively. The experiment was divided into blank control group (Control),

negative control group (shNC) and DKK1 silence group (DKK1-shRNA). CCK8 assay was used to detect the proliferation of AGS cells

of each group cultured for 0, 24, 48, 72, 96, 120 and 144 h, and flow cytometry was used to analyze the cell cycle and apoptosis in each

group. The relationship between DKK1 and clinicopathological features of gastric cancer was analyzed after searching HPA database.

Results：The gastric cancer AGS cells with stable DKK1 gene knockdown was successfully established, and it was confirmed that the

mRNA and proteinexpressions of DKK1 in DKK1-shRNA group decreased by 72% and 47%, respectively, compared to shNC group

(all P<0.05). The cell proliferation curve showed that, the cell proliferation in DKKl-shRNA group significantly decreased after 72 hour

of culture compared with that in control and shNC groups (P<0.05). The cell number of S phase decreased from 32.06% to 25.87%,

while the number of G2/M phase increased from 8.49% to 21.26% compared with shNC group (all P<0.05). The number of apoptotic

cells also statistically increased from 10.34% to 20.65% (all P<0.05). The data of HPA database showed that DKK1 mRNA level in gas‐

tric cancer tissues was significantly higher than that in normal tissues, and the high expression of DKK1 mRNA was negatively correlat‐
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ed with the survival rate of gastric cancer patients. Conclusion:: Silencing DKK1 gene can inhibit the proliferation of gastric cancer

cells, arrest cells in G2/M phase and promote cell apoptosis. DKK1 plays a pro-carcinogenic effect in gastric cancer.
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胃癌是全球发病率和病死率较高的癌症之一。

有研究[1]显示，中国是胃癌的高发国家，发病率和病

死率分别占所有肿瘤的第2和3位。Wnt信号通路是

参与胚胎发育和成体组织稳态的基本途径，通路中

相关蛋白基因的突变常常导致恶性肿瘤[2]。厚体 1

（dickkopf1，DKK1）是 β-连环蛋白（β-catenin）依赖性

Wnt信号通路的分泌型抑制剂，通过在细胞外与Wnt

竞争性结合LRP5/6受体抑制Wnt信号通路，也可以

通过诱导DKK1-LRP6-Krenen三元复合物形成，并内

吞抑制Wnt信号通路[3]。最新研究[4]表明，DKK1在

多发性骨髓瘤、恶性黑色素瘤、肺癌等恶性肿瘤中表

达上调，其高表达与肿瘤的病理分期及预后具有明

显的相关性。但是也有文献[3]报道，DKK1可以抑制

肿瘤的生长。前期研究[4]发现，幽门螺杆菌感染胃上

皮细胞能上调细胞中DKK1的表达。本研究选用胃

癌细胞株 AGS 为研究对象，用 RNA 干扰技术下调

DKK1基因表达，建立稳定转染细胞株，初步探讨沉

默DKK1基因对细胞增殖、周期及凋亡的影响，为进

一步探讨DKKl基因在胃癌中的作用及分子机制提

供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和仪器

人胃癌细胞株AGS购于美国ATCC细胞库（编

号：CRL-1739）。psi-LVRU6GP载体购于广州复能基

因有限公司，兔单克隆抗DKK1抗体、羊抗兔二抗购

于 Santa Cruz公司，ECL发光液购于Merck Millipore

公司，质粒DNA提取试剂盒购于TIANGEN公司，Li‐

pofectamineTM 2000 购于 Invitrogen 公司，胎牛血清、

RPMI 1640 培养液和 Opti-MEM 培养液购于 Gibco

公司，限制性内切酶BamHⅠ、EcoRⅠ购于TaKaRa公

司，琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒购于北京康为世纪

生物科技有限公司，细胞周期检测试剂（propidium

iodide）购于Sigma公司，CCK-8试剂购于同仁化学研

究所，细胞凋亡检测试剂盒购于武汉华联科生物技

术有限公司，siRNA序列以及qPCR检测引物均由上

海生工生物工程股份有限公司合成。流式细胞仪为

BD Medical Technology公司产品，全自动化学发光成

像分析仪为上海天能科技有限公司，定量 PCR仪为

Illumina公司产品。

1.2 DKK1-shRNA载体构建

选 用 在 线 软 件 获 得 DKK1-siRNA 序 列 ：

GGAATAAGTACCAGGACCATTG,在两端加入酶切

位点（BamHⅠ、EcoRⅠ），中间加 1个LOOP环，设计

DKK1-shRNA及无义 shRNA序列，分别合成2条Oli‐

go片段，分别加入0.2 ml的离心管，置于PCR仪95 ℃

下 5 min，室温静置 20 min，形成双链Oligo片段。用

BamHⅠ、EcoRⅠ对 psi-LVRU6GP载体 37 ℃ 1 h进行

酶切，经0.8%琼脂糖凝胶电泳分离，胶回收试剂盒纯

化片段备用。将双链 Oligo 片段与载体混匀，加入

T4 DNA连接酶，16 ℃反应过夜。将连接产物转化至

感受态大肠杆菌DH5α中，氨苄青霉素筛选，挑取阳

性克隆、提取质粒DNA，测序后比对鉴定。选择无义

shRNA 作为阴性对照。DKK1-shRNA 载体如图 1

所示。

图1 DKK1-siRNA载体图谱

Fig.1 DKK1-siRNA vector

1.3 AGS细胞转染及稳定转染细胞株筛选

AGS 细胞培养于 RPMI1640 培养液（含 10%

FBS）中，置于 37 ℃ 5%CO2培养箱中培养，取对数生

长期的细胞接种6孔板，待细胞汇合度至80%左右进

行转染。以质粒和Lipofectamine TM2000的质量比为

3∶5的比例分别将阴性对照、DKK1-shRNA转染胃癌

AGS细胞，以Opti-MEM代替载体作为空白对照，转

染6 h后用含10% FBS、无抗生素的RPMI 1640换液，

培养 48 h后加嘌呤霉素（终质量浓度 1.5 μg/ml）筛选

3周后获得稳定转染细胞株。

1.4 qPCR检测AGS细胞中DKK1 mRNA表达

提取转染后各组细胞总RNA，琼脂糖凝胶电泳

确定RNA完整性，紫外分光光度计检测RNA的浓度

和纯度。3 μg 总 RNA 为模板、Oligo(dt)为引物于

65 ℃ 10 min变性，加入逆转录酶、逆转录酶抑制剂于

55 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min逆转录获得 cDNA，再以适

量 cDNA为模板进行定量 PCR。扩增条件：95 ℃预

变性5 min，95 ℃变性30 s、60 ℃退火30 s、72 ℃延伸

30 s，循坏 40次；72 ℃ 7 min，4 ℃保存。DKK1引物

序列 F：5′-ATAGCACCTTGGATGGGTATTCC-3′ , R：

5′-CTGATGACCGGAGACAAACAG-3′ ；GAPDH 引

物序列 F：5′-TGGACTCCACGACGTACTCAG-3′,R：

5′-ACATGTTCCAATATGATTCCA-3′。以空白对照

为对照（Control）组，用 2-△△Ct法计算DKK1基因相对

表达量。

1.5 WB实验检测 DKK1蛋白的表达水平

提取转染后各组细胞总蛋白，进行SDS-PAGE电

泳，电泳结束后将蛋白转至 PVDF 膜，5% 脱脂奶封

闭，用兔单克隆抗DKK1抗体为一抗（1∶1 000）、羊抗

兔抗体为二抗（1∶2 000）进行WB实验，分析比较空

白对照组、阴性对照组、DKK1-shRNA组DKK1蛋白

的相对表达水平。

1.6 CCK-8法检测AGS细胞的增殖能力

制备转染后各组单细胞悬液，以 800个/孔的密

度接种AGS细胞于 96孔板，置于 37 ℃ 5% CO2培养

箱连续培养 0、24、48、72、96、120、144 h，每个检测时

间点加 10 μl/孔CCK-8试剂，置于 37 ℃ 5%CO2培养

箱培养2 h，酶标仪检测450 nm波长的光密度（D）值，

绘制细胞增殖曲线。

1.7 流式细胞术检测细胞周期

消化转染后各组贴壁细胞，以 1 000×g 离心 5

min，用预冷的 PBS洗细胞 1次，弃去上清后在预冷

70%乙醇溶液中固定单细胞悬液，4 ℃过夜。将已固

定的细胞以1 000×g离心5 min，弃上清后将细胞重悬于

500 μl的染色液中（PI：50 μg/ml，RNaseA：10 μg/μl，

0.2%Ttiton X-100），4 ℃避光孵育 30 min，用流式细

胞仪检测及Modifit分析。

1.8 流式细胞术检测AGS细胞凋亡水平

收集转染后各组AGS细胞，预冷PBS洗涤细胞2

遍，每个待测样本管加 500 μl binding buffer 重悬细

胞，加 5 μl AnnexinV-APC 轻悬混匀，避光室温孵育

15 min，加10 μl 7-AAD轻悬混匀。加样如下：阴性对

照组均不加；单染对照组各加 5 μl AnnexinV-APC和

10 μl 7-AAD；实验组均加入 5 μl AnnexinV-APC 和

10 μl 7-AAD，轻柔旋涡混匀后室温避光孵育 5 min，

流式细胞仪检测（计数 2 万个细胞），Flowjo 软件

分析。

1.9 统计学处理

qPCR、WB、CCK-8、流式细胞术等实验均重复 3

次。采用 SPSS 20.0 软件进行统计数据分析，用

GraphPad Prism 7软件绘制图片。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 成功构建DKK1-shRNA载体

挑取阳性克隆，提取质粒DNA，构建载体后进行

测序。通过BLAST进行序列比对，证实插入片段与

设计序列完全一致（图2），表明DKK1-shRNA载体构

建成功。

图2 DKK1-shRNA载体测序比对结果

Fig.2 Alignment results of DKK1-shRNA vector sequencing

2.2 AGS细胞转染效率大于90%

将成功构建的DKK1-shRNA载体及无义 shRNA

载体（shNC）转染 AGS 细胞 48 h。用嘌呤霉素（1.5

μg/ml）持续筛选 3周后,倒置荧光显微镜观察细胞中

绿色荧光显示转染效率大于90%（图3）。

2.3 DKK1-shRNA转染AGS细胞中DKK mRNA和

蛋白的表达水平显著下降

采用 qPCR（图 4A）和WB（图 4B）实验检测嘌呤

霉素筛选3周后细胞DKKl mRNA和蛋白表达，结果

显示，与阴性对照组比较，沉默 DKK1 组细胞中

DKK1 mRNA和蛋白的相对表达量分别降低到 72%

和47%（均P<0.05）。

2.4 沉默DKK1抑制了胃癌AGS细胞的增殖

成功建立沉默 DKK1 的稳定转染 AGS 细胞株

后，CCK-8法检测检测AGS细胞培养 0、24、48、72、

96、120、144 h的生长情况，并绘制细胞增殖曲线。结

果（图5）显示，随着时间的延长，空白对照组、阴性对

照组及沉默DKK1组细胞增殖均呈升高趋势，且72 h
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变性5 min，95 ℃变性30 s、60 ℃退火30 s、72 ℃延伸

30 s，循坏 40次；72 ℃ 7 min，4 ℃保存。DKK1引物

序列 F：5′-ATAGCACCTTGGATGGGTATTCC-3′ , R：

5′-CTGATGACCGGAGACAAACAG-3′ ；GAPDH 引

物序列 F：5′-TGGACTCCACGACGTACTCAG-3′,R：

5′-ACATGTTCCAATATGATTCCA-3′。以空白对照

为对照（Control）组，用 2-△△Ct法计算DKK1基因相对

表达量。

1.5 WB实验检测 DKK1蛋白的表达水平

提取转染后各组细胞总蛋白，进行SDS-PAGE电

泳，电泳结束后将蛋白转至 PVDF 膜，5% 脱脂奶封

闭，用兔单克隆抗DKK1抗体为一抗（1∶1 000）、羊抗

兔抗体为二抗（1∶2 000）进行WB实验，分析比较空

白对照组、阴性对照组、DKK1-shRNA组DKK1蛋白

的相对表达水平。

1.6 CCK-8法检测AGS细胞的增殖能力

制备转染后各组单细胞悬液，以 800个/孔的密

度接种AGS细胞于 96孔板，置于 37 ℃ 5% CO2培养

箱连续培养 0、24、48、72、96、120、144 h，每个检测时

间点加 10 μl/孔CCK-8试剂，置于 37 ℃ 5%CO2培养

箱培养2 h，酶标仪检测450 nm波长的光密度（D）值，

绘制细胞增殖曲线。

1.7 流式细胞术检测细胞周期

消化转染后各组贴壁细胞，以 1 000×g 离心 5

min，用预冷的 PBS洗细胞 1次，弃去上清后在预冷

70%乙醇溶液中固定单细胞悬液，4 ℃过夜。将已固

定的细胞以1 000×g离心5 min，弃上清后将细胞重悬于

500 μl的染色液中（PI：50 μg/ml，RNaseA：10 μg/μl，

0.2%Ttiton X-100），4 ℃避光孵育 30 min，用流式细

胞仪检测及Modifit分析。

1.8 流式细胞术检测AGS细胞凋亡水平

收集转染后各组AGS细胞，预冷PBS洗涤细胞2

遍，每个待测样本管加 500 μl binding buffer 重悬细

胞，加 5 μl AnnexinV-APC 轻悬混匀，避光室温孵育

15 min，加10 μl 7-AAD轻悬混匀。加样如下：阴性对

照组均不加；单染对照组各加 5 μl AnnexinV-APC和

10 μl 7-AAD；实验组均加入 5 μl AnnexinV-APC 和

10 μl 7-AAD，轻柔旋涡混匀后室温避光孵育 5 min，

流式细胞仪检测（计数 2 万个细胞），Flowjo 软件

分析。

1.9 统计学处理

qPCR、WB、CCK-8、流式细胞术等实验均重复 3

次。采用 SPSS 20.0 软件进行统计数据分析，用

GraphPad Prism 7软件绘制图片。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 成功构建DKK1-shRNA载体

挑取阳性克隆，提取质粒DNA，构建载体后进行

测序。通过BLAST进行序列比对，证实插入片段与

设计序列完全一致（图2），表明DKK1-shRNA载体构

建成功。

图2 DKK1-shRNA载体测序比对结果

Fig.2 Alignment results of DKK1-shRNA vector sequencing

2.2 AGS细胞转染效率大于90%

将成功构建的DKK1-shRNA载体及无义 shRNA

载体（shNC）转染 AGS 细胞 48 h。用嘌呤霉素（1.5

μg/ml）持续筛选 3周后,倒置荧光显微镜观察细胞中

绿色荧光显示转染效率大于90%（图3）。

2.3 DKK1-shRNA转染AGS细胞中DKK mRNA和

蛋白的表达水平显著下降

采用 qPCR（图 4A）和WB（图 4B）实验检测嘌呤

霉素筛选3周后细胞DKKl mRNA和蛋白表达，结果

显示，与阴性对照组比较，沉默 DKK1 组细胞中

DKK1 mRNA和蛋白的相对表达量分别降低到 72%

和47%（均P<0.05）。

2.4 沉默DKK1抑制了胃癌AGS细胞的增殖

成功建立沉默 DKK1 的稳定转染 AGS 细胞株

后，CCK-8法检测检测AGS细胞培养 0、24、48、72、

96、120、144 h的生长情况，并绘制细胞增殖曲线。结

果（图5）显示，随着时间的延长，空白对照组、阴性对

照组及沉默DKK1组细胞增殖均呈升高趋势，且72 h
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后 DKKl-shRNA 组细胞增殖显著低于 Control 和

shNC组（P<0.05），表明沉默DKK1抑制了胃癌AGS

细胞的生长。

2.5 沉默DKK1阻滞AGS细胞于G2/M期

流式细胞术检测结果（图6）显示，与空白对照组

和阴性对照组比较，沉默DKK1组S期细胞百分数显

著降低（P<0.05），G2/M期细胞百分数显著升高（P<

0.01），表明沉默DKK1基因可阻滞细胞进入正常的

有丝分裂，抑制细胞增殖。

2.6 沉默DKK1基因促进AGS细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图7）显示，沉默DKK1基

因后，与Control组和 shNC组比较，DKKl-shRNA组

细胞凋亡率明显增加（P<0.05）。

2.7 DKK1与胃癌的生物信息学分析

通过搜索HPA数据库，分析DKK1与胃癌临床

的关系，发现DKK1蛋白主要表达在胃癌细胞胞质

中（图 8A）。与正常组织相比，DKK1 mRNA在胃癌

组织中高表达，且DKK1 mRNA高表达与患者的生

存率呈负相关（P<0.05，图8B），提示DKK1高表达不

利于胃癌患者的预后。

图3 DKK1-shRNA转染效率检测(×100)

Fig.3 Transfection efficiency of DKK1-shRNA (×100)

*P<0.05 vs Control or shNC group

图4 稳定转染细胞DKK1 mRNA（（A））和蛋白（（B））表达水平

Fig.4 Expression level of DKK1 mRNA (A) and protein (B) in stably transfected cells

*P<0.05 vs Control group ，ΔP<0.05 vs shNC group

图5 沉默DKK1对胃癌AGS细胞增殖的影响

Fig.5 Effect of DKK1 silencing on the proliferation of

gastric cancer AGS cells

3 讨 论

有研究[6]报道，DKK1作为Wnt信号通路的新型

分子，有促癌作用。动物实验[7-8]也发现，DKK1能够

增加肿瘤增殖和转移，其高表达与多种癌症的不良

预后相关。在不同肿瘤类型中，DKK1表达水平及功

能明显不同。在食管癌[9-10]、乳腺癌[11-12]、胆管癌[13-14]、

喉鳞状细胞癌 [15]、肝癌[16]等恶性肿瘤中，患者血清或

肿瘤中DKK1水平升高，且与患者总生存率下降、血

管及淋巴管侵犯有关，提示DDK1有促癌作用。但也

有文献[17]报道，在结肠癌细胞系DLD-1中DKK1过表

达明显抑制细胞的增殖和皮下成瘤能力，提示DKK1

有抑癌作用。胃癌临床资料的Meta分析结果[18-19]显

示，胃癌患者血清和肿瘤组织中DKK1的过度表达与

胃癌细胞的浸润深度、血管侵犯、淋巴结转移、远处

转移和肿瘤的TNM分期有关，提示在胃癌的发生发

展中DKK1是促癌因素。但SATO等[20]报道DKKs的

表观遗传沉默是胃肠道肿瘤发生原因，提示DKK1是

抑癌因素。因此，DKK1在胃癌中发挥其抗肿瘤或促

肿瘤作用尚需进一步研究。
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*P<0.05 vs Phase G2 of control group ，ΔP<0.05 vs Phase S of shNC group

图6 沉默DKK1基因对AGS细胞周期的影响

Fig.6 Effect of silencing DKK1 gene on cell cycle of AGS cells

*P<0.05 vs Control or shNC group

图7 沉默DKK1基因对AGS细胞凋亡的影响

Fig.7 Effect of silencing DKK1 gene on apoptosis of AGS cells

A：Immunohistochemical staining of gastric cancer (×200); B：DKK1 mRNA expression in gastric cancer and normal gastric tissues;

C：DKK1 expression and survival curve of gastric cancer patients

图8 HPA数据库中DKK1表达水平与胃癌患者生存率相关性分析

Fig.8 Correlation analysis of DKK1 expression level in HPA database and survival rate of gastric cancer patients
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本研究中，首先成功构建了 DKKl-shRNA 真核

表达载体，转染胃癌AGS细胞，经嘌呤霉素筛选获得

了稳定沉默DKK1基因的胃癌细胞AGS，并证实细

胞中DKK1 mRNA及蛋白表达均显著降低。为后续

探讨DKK1基因的功能、特性及在胃癌中的作用提供

了理想的细胞模型。使用稳定沉默DKK1基因的细

胞模型，分别用CCK-8法检测细胞的增殖、流式细胞

术检测细胞周期和凋亡，结果显示，沉默DKK1基因

后，抑制了AGS细胞的增殖，促进了细胞凋亡，提示

DKK1 在胃癌细胞中具有促癌作用，与部分肿瘤的

报道一致[21-23]。为了探讨沉默DKK1抑制细胞增殖的

原因，本研究检测了沉默DKK1对细胞周期的影响，

发现沉默DKK1后细胞被阻滞在G2/M期，并降低了

细胞S期的百分数。引起G2/M期停滞的原因很多，

但是细胞的DNA损伤是其重要原因，如果DNA损伤

不能完全修复会诱导细胞调亡。因此，本研究推测

沉默DKK1基因可能导致了细胞的DNA损伤，诱导

细胞阻滞在G2/M期，阻止细胞进入有丝分裂，抑制

细胞增殖并诱导细胞凋亡，但具体机制有待进一步

研究。

最后，本研究检索了HPA数据库，分析DKK1与

胃癌临床的关系，其结果与本研究结果一致，DKK1

在胃癌组织中高表达，且DKK1高表达的患者生存率

显著降低，提示DKK1在胃癌中发挥促癌作用。

综上所述，本研究成功建立了稳定沉默DKK1基

因的胃癌细胞模型，发现沉默DKK1能抑制胃癌细胞

的生长，导致细胞周期阻滞和促进细胞凋亡，为胃癌

临床诊断和治疗提供靶点。
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