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[摘  要]  目的：探讨肌营养不良蛋白-ɑ（DTNA）在胃癌组织中的表达特征、生物学功能及相关的调控机制。方法：基于公共

数据库采用生物信息学方法分析预测DTNA基因在胃癌中的表达情况及与胃癌预后相关性。采用qPCR技术及免疫组化技术检

测胃癌组织及细胞中DTNA的表达情况；采用卡方检验分析DTNA与胃癌临床病理特征之间的相关性，Kaplan-Meier生存分析法

评估DTNA的表达水平与患者预后的关系。采用CCK-8、Transwell实验检测DTNA基因对胃癌MGC-803细胞增殖、迁移及侵袭

的影响；RNA干扰、qPCR及WB实验检测远上游元件结合蛋白1（FUBP1）对MGC-803细胞中DTNA表达的影响。结果：生物信

息学分析发现，DTNA在胃癌组织中表达高于癌旁组织且其高表达与胃癌的不良预后相关。DTNA在胃癌组织（P < 0.000 1）和

细胞（P < 0.05）中表达上调，与T分期（P < 0.001）及TNM分期（P = 0.001）有正向关联，且与不良预后有正向关联（Log-Rank P = 

0.0039）。敲减DTNA可以显著抑制MGC-803细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均P < 0.01）；FUBP1下调可降低DTNA的表达（P < 

0.01）。结论：DTNA在胃癌组织及细胞中表达上调且与病情进展及不良预后相关；敲减DTNA能抑制胃癌MGC-803细胞的增

殖、迁移和侵袭，其表达受FUBP1调控。
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[Abstract]  Objective: To investigate the expression characteristics, biological functions, and regulatory mechanisms of dystrobrevin-ɑ 

(DTNA) in gastric cancer tissues. Methods: Bioinformatics analysis based on public databases was used to predict DTNA expression in gastric 

cancer and its correlation with prognosis. Bioinformatics analysis based on public databases was used to predict DTNA expression in gastric 

cancer and its correlation with prognosis. qPCR and immunohistochemistry (IHC) were employed to detect DTNA expression in gastric cancer 

tissues and cells. The chi-square test analyzed the correlations between DTNA and clinicopathological features of gastric cancer, while Kaplan-

Meier survival analysis assessed the relationship between DTNA expression and prognosis. CCK-8 and Transwell assays detected the effects 

of DTNA on the proliferation, migration, and invasion of gastric cancer MGC-803 cells. RNA interference, qPCR, and WB assay were used 

to examine the effects of far upstream element-binding protein 1 (FUBP1) on DTNA expression in MGC-803 cells. Results: Bioinformatics 

analysis revealed upregulated DTNA expression in gastric cancer tissues versus adjacent tissues, correlating with poor prognosis. DTNA 

was upregulated in gastric cancer tissues (P < 0.0001) and cells (P < 0.05), showing positive correlations with T stage (P < 0.001), TNM 

stage (P = 0.001), and poor prognosis (Log-Rank P = 0.0039). DTNA knockdown significantly inhibited the proliferation, migration, and 

invasion abilities of MGC-803 cells (all P < 0.01). FUBP1 downregulation reduced DTNA expression (P < 0.01). Conclusion: DTNA is 

upregulated in gastric cancer tissues and cells and is correlated with disease progression and poor prognosis. DTNA knockdown inhibits the 

proliferation, migration, and invasion of gastric cancer cells, and its expression is regulated by FUBP1.
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胃癌是全球第五大常见恶性肿瘤和癌症死亡原

因，在中国其发病率和病死率分别居第五和第三

位 [1-2]。尽管诊疗手段不断进步，但由于早期症

状隐匿，多数患者确诊时已失去手术机会，导致

预后仍然不佳 [3-4]，亟需寻找新的生物标志物和

治疗靶点。肌营养不良蛋白 -ɑ（dystrobrevin-ɑ, 

DTNA）是心脏和骨骼肌肌膜中肌萎缩蛋白相关蛋

白 复 合 物（dystrophin-associated protein complex, 

DAPC）的一种支架蛋白，这种支架蛋白能将细胞外

基质与肌下细胞骨架相连接，以维持心脏和骨骼肌

的结构完整性[5-8]。在肝癌、食管癌和结直肠癌中发

现DTNA存在异常表达[9-11]，提示其可能参与肿瘤发

生发展。远上游元件结合蛋白 1（far upstream 

element-binding protein 1, FUBP1）是 MYC 等原癌基

因的重要转录调节因子，可通过与 mRNA 的 AU

富集区结合调控基因表达 [12]。FUBP1 作为一种

转录因子，控制着约 10% 的细胞基因的表达，包

括那些对细胞增殖、分化和凋亡至关重要的基

因[13-16]。值得注意的是，DTNA mRNA的 3'UTR区存

在两个 AU 富集区，提示 FUBP1 可能通过增强

DTNA mRNA稳定性来调控其表达，这一潜在机

制可能是 DTNA 影响胃癌发展的关键环节。目

前，关于 DTNA 在胃癌中的作用机制研究甚少，

深入探索 FUBP1-DTNA 调控通路将为胃癌诊治提

供新思路。

1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  主要实验试剂

全蛋白提取试剂盒（货号：WLA019）、BCA蛋白

浓度测定试剂盒（货号：WLA004）、SDS-PAGE 凝胶

快速制备试剂盒（货号：WLA013）和羊抗兔 IgG-HRP

（货号：WLA023）均购自Wanleibio 公司，FUBP1抗体

（货号：A9077）购自 ABclonal 公司，DTNA 抗体（货

号：bs-23134R）购自 Bioss 公司，HRP 标记山羊抗

兔 IgG（货号：#31460）购自 ThermoFisher 公司，内

参β-actin抗体（货号：WL01372）购自Wanleibio公司，

DAB显色液（货号：DAB-1031）购自迈新试剂公司。

其他试剂为国产分析纯。引物由通用生物股份有限

公司合成。

1.1.2  胃癌及正常胃细胞

研究使用的胃癌细胞是 AGS、MGC-803 以及

HGC-27，对照组为正常人胃黏膜上皮细胞 GES-1。

这 4种细胞均购买于美国 ATCC 公司与中国科学

院生物化学与细胞生物学研究所，使用含有 10%

胎牛血清的 RPMI 1640 细胞培养基于 37 ℃、CO2

体积分数为 5% 的恒温细胞培养箱之中进行培养。

1.1.3  胃癌组织病理切片

本研究所使用的胃癌组织病理切片标本均来自

2007至2012年在中国医科大学附属第一医院胃肠肿

瘤外科接受胃癌根治术的胃癌患者。全部胃癌组织

标本均在患者签署了知情同意书之后采集。本研究

所采用的病理组织标本的术后病理均由中国医科大

学附属第一医院的专业病理科医生进行诊断并证实

为胃癌。根治术后患者前 2年每 3个月随访 1次，第

3~5年每 6个月随访 1次，此后每年随访 1次，直至死

亡或研究截止日期。纳入研究的胃癌患者临床病理

参数以及后续的随访信息均由专门负责人进行采集

并经多次核查后方归档保存。

1.2  统计学分析

所 有 数 据 分 析 工 作 均 借 助 SPSS23 版 和

GraphPad Prism 8.0.2版软件完成，符合正态分布的计

量资料用 x̄ ± s 表示，分类变量用数量表示。在

DTNA在胃癌细胞及正常细胞中表达量的差异分析

中，使用方差分析进行比较；采用 χ2检验分析不同年

龄、性别、肿瘤生长方式、T分期、N分期、TNM分期的

患者中 DTNA 的高/低表达组的分布差异，采用

Kaplan-Meier生存曲线分析DTNA表达（高/低）与胃

癌预后的相关性。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具

有统计学意义。

1.3  生物信息学分析

使 用 TCGA（www. tcgaportal. org）及 Kaplan-

Meier plotters （http://kmplot.com/analysis/）数据库等

在线公共数据库进行生物信息学分析。

1.4  转 染 siRNA 构 建 敲 减 DTNA 或 FUBP1 的

MGC803细胞

选择MGC-803作为转染靶细胞，敲减其DTNA

基因及 FUBP1 基因。针对人 DTNA 基因（NM_

001386795.1）合成 3 条 siRNA 及其阴性对照 NC，选

择对数生长期的 MGC803 细胞进行转染。针对人

FUBP1 基因（NM_003902.5）合成 3 条 siRNA 及其阴

性对照NC，转染对数生长期的MGC803细胞，构建

敲减FUBP1的胃癌细胞。

1.5  细胞qRT-PCR

使用HGC-27、AGS、MGC-803（3种胃癌细胞）及

GES-1（一种正常胃黏膜细胞），通过qRT-PCR技术检

测其DTNA的表达情况。选择MGC-803作为转染靶

细胞，敲减其DTNA基因及FUBP1基因，qRT-PCR技

术检测敲减是否成功。依次进行引物的配制，总

RNA的提取，RNA浓度检测，反转录，实时荧光定量

分析。以 β-actin为内参。本实验利用 2−△△CT方法分

析结果。引物序列见表1。
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1.6  免疫组织化学及WB法检测DTNA蛋白在胃癌

组织及细胞中的表达

本研究使用 217例胃癌组织及对应癌旁非癌组

织病理切片进行免疫组化检测DTNA蛋白在胃癌组

织及癌旁非癌组织中的表达情况。取各组转染后的

细胞，采用含苯甲基磺酰氟（PMSF）的细胞裂解液进

行蛋白质抽提，采用BCA法测定蛋白浓度。随后依

次进行SDS-PAGE、转膜、封闭等步骤。一抗反应条

件：使用 5%（质量体积比）脱脂奶粉作为稀释液，

DTNA抗体稀释比例为 1∶1 000，β-actin抗体稀释比

例为1∶1 000，4 ℃过夜。随后加入二抗，采用增强化

学发光（ECL）底物进行显色。最后使用凝胶图像分

析系统（Gel-Pro-Analyzer软件）对目标蛋白条带进行

光密度定量分析。

表1引物序列

目的基因

DTNA

FUBP1 

β-actin 

GADPH 

引物序列

F：CCCGCAGTGTCTGGTCT 

R：ATCGGTAGCGAAATCCC

F：ACACCCGAAAGGATAGCA

R：CCCAGTTGGCACAATAAA

F：GGCACCCAGCACAATGAA

R：TAGAAGCATTTGCGGTGG

F：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

R：GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

1.7  Transwell 实验检测敲减 DTNA 对 MGC-803 细

胞侵袭和迁移能力的影响

取对数生长期 MGC-803 细胞，分未转染组、

si-NC 组及 si-DTNA-3 组。将 5 × 10⁴个细胞重悬于

200 μL无血清培养基，接种于已铺Matrigel的 24孔 

Transwell小室上室；下室加入 800 μL含 10% FBS的

完全培养基作为化学引诱剂。培养结束后，PBS轻柔

洗涤两次，4%多聚甲醛室温固定 20 min，0.5%结晶

紫染色30 min。用棉签擦去上室残留细胞，于倒置显

微镜200倍视野下随机选取5个视野计数穿膜细胞

1.8  CCK-8 实验检测敲减 DTNA 对 MGC-803 细胞

增殖的影响

未转染组、si-NC 组及 si-DTNA-3 组细胞转染

0、24、48、72、96 h后，每孔加入 10 μL CCK-8试剂后

继续培养 3 h，用酶标仪于 450 nm 测定光密度（D）

值。以D值代表细胞增殖活性。

1.9  免疫组化法检测DTNA在胃癌组织中的表达

全部病理切片依次进行脱蜡至水、抗原修复、过

氧化氢阻断、封闭，滴加一抗、二抗进行反应，再经

DAB显色、苏木精复染、脱水、透明、封片。于显微镜

下观察染色效果并拍照，使用数字切片扫描仪进行

扫描，扫描后即可生成电子图像。评分时，两位专业

的病理科医生进行双盲法评分。染色强度分为4级：

无着色计 0分（阴性），淡黄色计 1分（弱阳性），棕黄

色计2分（阳性），棕褐色计3分（强阳性）。着色面积

占比分为 5 级：≤ 5% 计 0 分，＞ 5%~25% 计 1 分，

＞ 25%~50%计 2分，＞ 50%~75%计 3分，＞ 75%计

4分。免疫组化评分为染色强度的强弱的评分与着

色面积占比的评分相乘，本研究定义免疫组化评分≤ 

6为低表达，＞ 6为高表达。

2  结  果

2.1  DTNA mRNA在胃癌组织中高表达且预示不良

预后

TCGA公共数据库分析结果（图 1）显示，胃癌组

织中 DTNA mRNA 的表达水平显著高于正常组织

（P ＜ 0.01）。Kaplan-Meier plotters分析结果（图2）表

明，与DTNA低表达组患者比较，高表达组患者总生

存率（OS）、首次进展生存（FP）率及进展后生存

（PPS）率均显著降低（均P ＜ 0.01）。

图1    DTNA mRNA在胃癌组织中呈高表达

2.2  DTNA在胃癌组织和细胞中呈高表达

qPCR法检测结果（图3A）显示，与GES-1细胞相比，

DTNA mRNA在AGS（P < 0.01）、MGC-803（P < 0.000 1）

及HGC-27（P < 0.05）细胞中表达水平更高。免疫组化

法检测结果（图3B~F）显示，DTNA蛋白在胃癌组织中

表达水平明显高于癌旁组织（P < 0.000 1）。

2.3  DTNA的表达水平和临床病理特征之间的关系

通过卡方检验分析了 217例胃癌患者的临床病

理特征，结果（表2）显示，DTNA蛋白的表达与胃癌T

分期及TNM分期有正向关联，在肿瘤浸润深度较高

（T3-T4）的患者中，DTNA蛋白高表达的比例明显高

于肿瘤浸润深度较低（T1-T2）的患者（P < 0.001）；

TNM分期更高的胃癌患者的组织中DTNA蛋白高表

达的比例也越高（P = 0.001）。
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图2    DTNA蛋白的表达水平与胃癌患者不良预后有关

A：DTNA mRNA在胃癌细胞及正常胃细胞中的表达；

B：DTNA蛋白在胃癌组织及癌旁组织中的表达；C：胃癌及癌

旁组织中DTNA蛋白表达代表图（× 100）。与GES-1细胞或

癌旁组织相比，*P < 0.05、 **P < 0.01、****P < 0.000 1。

图3    DTNA在胃癌细胞和组织中的表达情况

2.4  DTNA蛋白高表达预示胃癌患者预后不良

基于 217 例胃癌患者完整随访资料 ，采用 

Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，并以 Log-Rank 检验

比较生存差异，结果（图 4）显示，在 217例胃癌患者

中，随着DTNA蛋白的表达水平升高，胃癌患者的生

存率随之下降（Log-Rank P = 0.0039）。

2.5  成功建立敲减DTNA及FUBP1基因的MGC-803

细胞

以MGC-803细胞为靶细胞，分别转染 si-DTNA

与 si-FUBP1，qRT-PCR及WB实验结果表明，si-DTNA

转染组中 DTNA 的表达量显著低于未转染组及

si-NC 转染组，转染及敲减成功（P < 0.01）（图 5）；

si-FUBP1转染组中FUBP1的表达量显著低于未转染

组及 si-NC 转染组，转染及敲减成功（P < 0.01）

（图 6）。其中，si-DTNA-3与 si-FUBP1-1敲减效率较

好，故择其用于后续研究。

2.6  敲减DTNA抑制MGC-803细胞的增殖及侵袭能力

CCK-8 法检测结果（图 7）显示，si-DTNA-3 组

MGC-803细胞的D值显著低于未转染组（P < 0.01）

和 si-NC转染组（P < 0.01），提示增殖活性下降。

Transwell实验结果（图8）显示， si-DTNA-3转染

组穿膜细胞数显著低于未转染组（P < 0.01）和 si-NC

转染组（P < 0.01），证实侵袭能力受抑。

表2    DTNA在胃癌中的表达与临床病理特征之间的关系

临床病理特征

年龄/岁

≤60

>60

性别

男

女

主癌大小

≤5 cm

>5 cm

肿瘤生长方式

非弥漫性生长

弥漫性生长

组织学分级

高分化

中分化

低分化

T分期

T1-T2

T3-T4

N分期

N0

N1-3

TNM分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

N

134

83

149

68

159

58

88

129

26

63

128

31

186

117

100

23

48

146

DTNA

低表达

43

22

44

21

47

18

25

40

4

17

44

18

47

39

26

14

17

34

高表达

91

61

105

47

112

40

63

89

22

46

84

13

139

78

74

9

31

112

P

0.383

0.840

0.834

0.682

0.130

< 0.001

0.240

0.001

2.7  敲减FUBP1使MGC-803细胞中DTNA mRNA表

达下降

qPCR（图9A）及WB（图9B、C）法检测结果显示，与

未转染组及si-NC组相比，si-FUBP1-2组MGC-803细胞

中DTNA mRNA和蛋白水平均显著降低（均P < 0.01）。
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3  讨  论

尽管手术治疗和综合治疗在胃癌的治疗中取得

了一些进展，但胃癌的五年生存率仍未显著提高，主

要原因是与其复杂的发病机制有关[17-20]。虽然近年

来有众多研究对胃癌的发生发展及其相关分子机制

进行了探寻[21]，探索新的胃癌诊断与治疗靶点仍然是

一个巨大的难题。DTNA 基因编码的蛋白属于 

dystrophin 家族的 dystrobrevin 亚家族，其研究主要

集中于心肌和神经病变，在肿瘤方面较少。有研

究[10-11,22]发现，其在结直肠癌、食管癌和肝细胞癌中存

在表达和功能异常，其在胃癌中的功能尚少见报道。

这些研究都证明DTNA基因能对肿瘤的生物学行为

产生影响。本研究通过生物信息学分析及各种实

验，研究DTNA在胃癌中的表达及其对增殖、侵袭和

迁移的影响。

图4    在胃癌组织中DTNA蛋白的表达与患者生存的关系

A：qPCR法检测转染 si-DTNA对MGC-803细胞中DTNA mRNA表达的影响；B、C：WB法检测转染 si-DTNA对MGC-803细胞中

DTNA蛋白表达的影响。与未转染组或 si-NC转染组相比，**P < 0.01。

图5  转染 siRNA成功敲减MGC-803细胞中DTNA的表达

A：qPCR法检测转染 si-DTNA对MGC-803细胞中FUBP1 mRNA表达的影响；B、C：WB法检测转染 si-DTNA对MGC-803细胞中

FUBP1蛋白表达的影响。与未转染组或 si-NC转染组相比，**P < 0.01。

图6    转染 siRNA成功敲减MGC-803细胞中FUBP1的表达

本研究中，首先通过应用 TCGA公共数据库及

Kaplan-Meier plotters分析表明，DTNA在胃癌组织中

表达高于癌旁组织以及DTNA的表达水平与胃癌患

者生存率呈负相关。通过 qPCR实验及免疫组化实

验结果分析显示DTNA在胃癌细胞及胃癌组织中表

达水平上调。通过对所收集的 217例胃癌患者的临

床病理特征的卡方检验分析，发现胃癌组织中DTNA

蛋白的表达与T分期及TNM分期（P = 0.001）具有显

著正相关性。使用Kaplan-Meier生存曲线对 217例

胃癌患者的完整的临床随访信息进行生存分析，得

出随着DTNA蛋白的表达水平升高，胃癌患者的生

存率随之下降，这与在线数据库的预测结果相一致。

本研究使用敲减 DTNA 的胃癌 MGC-803 细胞进行

CCK-8 功能实验及 Transwell 实验，结果表明，敲减
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DTNA 能明显抑制 MGC-803 细胞的增殖及侵袭能

力；而敲减FUBP1后的MGC-803细胞中DTNA的表

达量明显下降（P < 0.01）。这些研究结果与之前一些

研究[11,21-22]发现的DTNA在部分癌症中的表达存在异

常的结论相一致，表明DTNA可能是胃癌诊断及胃

癌预后的重要候选生物标志物，也是未来胃癌治疗

发展的重要靶点。

本课题也存在一定的局限性。第一，仅观察到

DTNA对胃癌细胞恶性表型的影响，但具体机制尚不

清楚。第二，本研究主要为体外细胞实验，缺乏动物

及体内实验验证。第三，胃癌细胞中 FUBP1 影响

DTNA的表达的机制尚不明确，需进一步研究。
与未转染组或 si-NC转染组相比，**P < 0.01。

图7    敲减DTNA可抑制MGC-803细胞的增殖能力

与未转染组或 si-NC转染组相比，**P < 0.01。

图8  敲减DTNA可以抑制MGC-803细胞的侵袭能力（× 200）

图9    敲减FUBP1对MGC-803细胞中DTNA表达的影响

综上，DTNA 在胃癌细胞及胃癌组织中表达上

调，且其表达同胃癌临床病理及患者预后有关。敲

减DTNA能抑制胃癌细胞的增殖和侵袭,其机制可能

与 FUBP1 相关。DTNA 有望成为胃癌新的生物学

靶点。
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