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ALKBH5对人胃癌AGS细胞迁移和侵袭的影响
陆  瑛1  王大为1  何俊波1  周  朦1  曾  建2  龚爱华2  徐  岷1*

(1江苏大学附属医院消化内科, 镇江 212013; 2江苏大学医学院, 镇江 212013)

摘要      该研究探讨了6-甲基腺嘌呤(N6-methyladenosine, m6A)去甲基酶ALKBH5(alkB homolog 
5)对人胃癌AGS细胞迁移和侵袭的影响。通过数据库分析ALKBH5在胃癌组织中的表达水平; 
Real-time PCR和Western blot检测ALKBH5在胃癌细胞中表达水平; 用sh-EGFP和sh-ALKBH5质粒

转染人胃腺癌AGS细胞, Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力, 细胞划痕实验进一步检测细

胞的迁移能力; 用Western blot检测上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)相关蛋白

质的变化。结果显示, 弥漫性胃腺癌中ALKBH5的mRNA水平明显低于正常胃组织和其他类型的

胃癌组织, 且其基因拷贝数也明显低于正常胃组织。在胃癌细胞系中, AGS细胞ALKBH5蛋白质和

mRNA水平最高, sh-ALKBH5干扰能明显促进AGS细胞迁移和侵袭能力, 且下调其上皮指标水平, 
而上调间质指标水平。上述结果提示, ALKBH5在胃癌组织中可能是一个抑癌基因, 与胃癌细胞的

迁移和侵袭能力负相关。
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Effects of ALKBH5 on the Abilities of Migration and 
Invasion in Human Gastric Cancer Cell Line AGS 
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Abstract       The aim of this work is to investigate the effects of m6A (N6-methyladenosine) demethylase 
ALKBH5 (alkB homolog 5) on the abilities of migration and invasion in human gastric cancer cell line AGS. The 
levels of ALKBH5 gene expression in gastric cancer tissues were explored in databases. Real-time PCR and Western 
blot were used to detect the relative levels of mRNA and protein of ALKBH5 in human gastric cancer cell lines, 
respectively. Then plasmids sh-EGFP and sh-ALKBH5 were transfected into AGS cells. Transwell assays were used 
to examine the abilities of cell migration and invasion. The migration rate was measured by wound healing assay. 
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers were detected by Western blot. Compared with normal gastric 
tissue, mRNA levels and gene copy numbers of ALKBH5 were decreased in high  invasiveness diffuse gastric 
adenocarcinoma. The relative levels of ALKBH5 protein and mRNA were differed in different gastric cancer cells, 
and were highest in AGS. The down-regulation of ALKBH5 could enhance the abilities of migration and invasion 
in AGS cells. The relative level of epithelial marker was decreased, and mesenchymal markers were increased in 
ALKBH5 down-regulated AGS. The results suggested that ALKBH5 might be a tumor suppressor gene and related 
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胃癌(gastric cancer, GC)是全球第五大常见恶

性肿瘤, 且在男女性癌症死亡率中皆排第三位。东

亚和北美分别为胃癌死亡率最高和最低的区域。

2012年, 在一场涵盖全球范围肿瘤新发病例和死亡

病例的调查中发现, 死于胃癌的人数达到723 000, 
占总死亡人数的8.8%[1-2]。尽管在过去的几十年里, 
胃癌全球发病率大幅下降, 但大多数胃癌患者诊断

时仍处于中晚期, 因此, 胃癌各期5年生存率(overall 
survival, OS)通常低于30%[1-3]。近年来, 癌症的治疗

策略逐渐趋于肿瘤分子靶向治疗的研究。上皮–间
质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)是指

上皮细胞通过特定程序转化为具有间质表型细胞的

生物学(运动性和侵袭性)过程[4]。EMT在胚胎发育、

慢性炎症、组织重建、癌症转移和多种纤维化疾病

中发挥重要作用[4-5]。近年的研究越来越关注EMT
在组织修复和癌症转移中的作用, 认为其是癌症发

展和肿瘤转移过程的主要标志性改变[4,6], 并且与癌

症的放化疗抵抗有关[7-8]。

近来研究发现 , 6-甲基腺嘌呤(N6-methyladen-
osine, m6A)是真核生物mRNA和lncRNA中含量最为

丰富的一种修饰碱基。m6A影响mRNA的剪接、运

输、翻译和降解过程, 参与脂肪生成、精子发生、

发育、致癌、干细胞再生以及其他生命进程[9-10]。

ALKBH5(alkB homolog 5)是近年来继脂肪量与肥胖

相关蛋白(fat mass and obesity associated protein, FTO)之
后第二个被发现的mRNA m6A去甲基酶, 在mRNA
加工以及小鼠精子发育等过程中都起着重要的调

控作用[11-13]。近年来的文献表明, ALKBH5能促进

乳腺癌肿瘤干细胞(breast cancer stem cell, BCSC)在
缺氧微环境下生存。Zhang等[14]在模拟缺氧环境下, 
乳腺癌细胞能充分刺激HIF(hipoxia-inducible factor)
依赖的ALKBH5表达 ,  从而减少NANOG(Nanog 
homeobox)mRNA的m6A甲基化修饰, 增加NANOG信

使RNA的稳定, 进而增加NANOG蛋白质含量以及

乳腺癌干细胞的浓缩富集[14]。体内ALKBH5水平的

变化将会影响mRNA的稳定性而影响基因的表达, 
从而造成癌变的风险[14-15]。但ALKBH5作为表观遗

传学中的一部分, 其与肿瘤的生物学习性, 特别是肿

瘤侵袭和转移方面的作用及具体机制尚未被研究透

彻。因此, 本研究应用细胞和分子生物学技术, 检测

ALKBH5在胃癌细胞中的表达, 并研究其对胃癌细

胞迁移和侵袭能力的影响及可能的分子机制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞与质粒      人正常胃上皮细胞GES-1和胃

癌细胞(AGS、BGC-823、SGC-7901、MGC-803)、
shEGFP质粒、pLKO.1-puro载体由江苏大学医学院

细胞生物学实验室保存。

1.1.2   主要试剂      培养基DMEM和RPMI 1640购自

Multicell公司; DME/F-12购自HyClone公司; 血清购自

Gibco公司; Trizol试剂购自Invitrogen公司; 反转录试剂

盒购自Thermo公司; 限制性内切酶Age I、 EcoR I购自

Fermentas公司; 鼠抗人β-tubulin抗体购自Bioworld公
司; 鼠抗人ALKBH5抗体购自Sigma公司; E-钙黏蛋

白(E-cadherin)、N-钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋

白(vimentin)、转录因子Snail抗体购自Cell Signaling 
Technology公司; Transwell小室购自Corning公司; 基
质胶购自BD Pharmingen公司;  LipofectamineTM 2000
购自Invitrogen公司; 2×SYBR Green实时定量PCR预

混合溶液购自Bioworld公司; 结晶紫染色液购自碧

云天生物技术有限公司; DH5α感受态细胞购自上海

斯丹赛生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   ALKBH5干扰质粒的构建      ALKBH5干扰

序列由生工生物工程(上海)股份有限公司合成, 
ALKBH5上游序列 : 5′-CCG GGG AAA GGC TGT 
TGG CAT CAA TAC TCG AGT ATT GAT GCC AAC 
AGC CTT TCT TTT TG-3′, 下游序列: 5′-AAT TCA 
AAA AGA AAG GCT GTT GGC ATC AAT ACT CGA 
GTA TTG ATG CCA ACA GCC TTT C-3′。上下游引

物退火形成带黏性末端的双链。EcoR I及Age I双酶

切pLKO.1-puro载体与退火后双链进行连接, 胶回收

后将双链DNA与载体连接后转化DH5α感受态细胞, 
挑取单个菌落, 提取质粒。所构建质粒经测序正确

后用于细胞转染实验。

to the migration and invasion abilities of human gastric cancer cell.
Keywords       ALKBH5; m6A demethylas; epithelial-mesenchymal transition; gastric cancer; migration; 

invasion
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1.2.2   细胞转染      将胃癌AGS细胞随机分为对照

组和实验组, 分别转染质粒sh-EGFP和sh-ALKBH5, 
转染前1 d细胞接种至6孔板, 每孔5×105细胞, 质粒转

入前1 h, 将完全培养基换成无血清培养基。在超净

台内放置4个EP管, 每管200 μL无血清培养基, 并
将EP管做好标记。对照组与实验组分别加入2 μL 
sh-EGFP和sh-ALKBH5质粒, 按脂质体体积׃DNA质

量=13׃的比例加入脂质体, 静置5 min, 随后将脂质

体与质粒混合。室温下静置20~30 min, 将混合液逐

滴均匀加入6孔板中。放入培养箱6 h, 将无血清培

养基换成完全培养基。

1.2.3   Real-time PCR      按照Trizol试剂说明书提取

4种胃癌细胞(AGS、BGC-823、SGC-7901、MGC-
803)RNA, 反转录成cDNA, 分别以cDNA为模板扩

增GAPDH和ALKBH5。qRT-PCR反应条件: 98 °C预
变性30 s; 98 °C变性10 s, 56 °C退火30 s, 72 °C延伸

10 s, 共40个循环; 4 °C保存。ALKBH5上游引物序

列: 5′-CAC ATC CTG GAA GGC AGC AA-3′, 下 游

引物序列: 5′-CCC CCA AAG TGG TGG TAT CC-3′。
GAPDH上游引物序列: 5′-TGG GGA AGG TGA AGG 
TCG G-3′, 下游引物序列: 5′-CTG GAA GAT GGT 
GAT GGG A-3′。GAPDH作为内参, 计算ALKBH5
相对表达量(RQ值), 计算公式: ΔCt=Ct目的基因–Ct内参, 
ΔΔCt=ΔCt实验组–ΔCt对照组, RQ=2–ΔΔCt, 将对照组的目的

基因mRNA相对表达量作为1。
1.2.4   Western blot      用2×蛋白上样缓冲液裂解正

常胃上皮细胞GES-1和4种胃癌细胞(AGS、BGC-
823、SGC-7901、MGC-803)。100 °C煮沸10 min, 
12 000 r/min离心5 min。10% SDS-PAGE分离蛋白, 
300 mA转至PVDF膜。5%脱脂奶粉常温封闭1~2 h, 
β-tubulin抗体(1000 5׃)、ALKBH5抗体(1000 1׃)、E-
钙黏蛋白(1000 1׃)、N-钙黏蛋白(1000 1׃)、波形蛋

白(1000 1׃)和转录因子Snail(1000 1׃)均4 °C孵育过

夜; TBST洗膜3次, 每次15 min。室温下鼠抗(1000 10׃)、
兔抗(1000 5׃)孵育1~2 h, TBST洗膜3次, 每次15 min。
ECL化学发光检测显影, 凝胶成像系统拍照。

1.2.5   Transwell迁移实验          对照组和实验组

细胞分别转染sh-EGFP和sh-ALKBH5质粒, 48 h后
0.25%胰酶消化, PBS洗2次, 1 000 r/min离心5 min, 
弃上清液, 加600 μL无血清DMEM重悬细胞, 计数板

计数细胞, 将5×104细胞种入Transwell小室上层(不
含基质胶), 小室下层加入500 μL含血清的DMEM, 

24 h后用4%多聚甲醛溶液固定小室30 min, 结晶紫

染色30 min, 观察细胞并拍照, 计数细胞迁移数, 结
果取平均值。

1.2.6   Transwell侵袭实验      对照组和实验组细

胞分别转染sh-EGFP和sh-A3LKBH5质粒, 48 h后
用上述迁移实验方法将计数好的8×104细胞种入

Transwell小室上层(冰上100 μL无血清DMEM与4 μL
基质胶混合加入小室上层, 37 °C放置0.5 h成胶), 其
余操作与迁移实验一致。

1.2.7   细胞划痕实验      将转染后细胞于24孔板贴

壁培养, 待细胞汇合时, 用10 μL微量移液枪头垂直

于板面划痕, PBS洗涤3次后加入含2% Gibco的培

养基, 在倒置显微镜下观察划痕两侧细胞在0、24、
48 h的迁移情况, 并拍照分析。

1.3   数据库分析

在Oncomine Main网站(www.oncomine.org)中
键入搜索基因名称为ALKBH5, 检索分析条件为癌

症与正常组织分析 , 癌症类别为胃癌。选择TCGA 
Gastric进行DNA的基因拷贝数的数据分析。Data 
Type选择为mRNA, 可以在Chen Gastric进行相应的

mRNA表达的数据分析。

1.4   统计分析

应用SPSS 19.0软件进行统计学显著性差异分

析, 实验所得数据用平均数±标准差(mean±S.D.)表
示, 采用独立样本t检验和多个样本均数间t检验以及

q检验, P<0.05表示有统计学意义。

2   结果
2.1   ALKBH5在胃癌组织中的表达水平

为了探明ALKBH5在胃癌发生、发展中的临

床意义, 我们首先在Oncomine数据库中分析了正常

胃组织与不同类型胃癌组织中ALKBH5 mRNA水

平情况, 发现在高度侵袭性的弥漫性胃腺癌组织中, 
ALKBH5的mRNA水平明显降低(P<0.05, 图1A)。为

了进一步探讨mRNA的降低是否由基因拷贝数的

变化而引起, 继续在TCGA Gastric数据库中分析了

正常胃组织与不同类型的胃癌组织中ALKBH5基
因拷贝数的变化情况。结果发现, 与正常胃组织相

比, ALKBH5在6种类型的胃癌组织中(图1B, 类型

2~7), 基因拷贝数也明显减少(P<0.001)。这提示, 
ALKBH5 mRNA水平的降低可能与其基因拷贝数的

减少有关。
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2.2   ALKBH5在胃癌细胞中的表达模式

为了进一步探讨ALKBH5在胃癌细胞中的生物

学作用, 我们用Western blot和Real-time PCR分别检测

ALKBH5在正常胃上皮细胞GES-1和4种胃癌细胞株

(AGS、BGC-823、SGC-7901、MGC-803)中蛋白质

和RNA水平的变化。结果表明, AGS细胞中ALKBH5
蛋白质(图2A)和mRNA(图2B)水平相对较高, BGC-
823、MGC-803次之, SGC-7901最低。因此, 我们后续
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A: 正常胃组织和4种不同类型胃癌组织中ALKBH5的mRNA水平含量; 1: 正常胃组织(n=28); 2: 弥漫型胃癌(n=12); 3: 胃腺癌(n=15); 4: 胃肠型

腺癌(n=64); 5: 胃混合型胃癌(n=8); *P<0.05。B: 正常胃组织和7种不同病理类型胃癌组织中ALKBH5的基因拷贝数量; 1: 正常胃组织(n=94); 2: 
弥漫型胃癌(n=45); 3: 胃腺癌(n=173); 4: 胃肠型腺癌(n=41); 5: 胃乳头状腺癌(n=3); 6: 管状腺癌(n=31); 7: 胃黏液腺癌(n=12); 8: 胃印戒细胞癌

(n=2); ***P<0.001。
A: the mRNA levels of ALKBH5 in normal gastric tissues and 4 kinds of gastric cancer tissues. 1: gastric mucosa (n=28); 2: diffuse gastric 
adenocarcinoma (n=12); 3: gastric adenocarcinoma (n=15); 4: gastric intestinal type adenocarcinoma (n=64); 5: gastric mixed adenocarcinoma 
(n=8); *P<0.05. B: gene copy numbers of ALKBH5 in normal gastric tissues and 7 kinds of gastric cancer tissues. 1: gastric mucosa (n=94); 2: 
diffuse gastric adenocarcinoma group (n=45); 3: gastric adenocarcinoma (n=173); 4: gastric intestinal type adenocarcinoma (n=41); 5: gastric 
papillary adenocarcinoma (n=3); 6: gastric tubular adenocarcinoma (n=31); 7: mucinous gastric adenocarcinoma (n=12); 8: signet ring cell gastric 
adenocarcinoma (n=2); ***P<0.001.

图1    ALKBH5在胃癌组织中的表达水平

Fig.1   The expression levels of ALKBH5 in gastric cancer tissues

A: 正常胃上皮细胞GES-1和4种胃癌细胞(AGS、BGC-823、SGC-7901、MGC-803)中ALKBH5的蛋白质水平。B: 正常胃上皮细胞GES-1和4种
胃癌细胞(AGS、BGC-823、SGC-7901、MGC-803)中ALKBH5的mRNA水平。**P<0.01, ***P<0.001, 与GES-1组比较。

A: relative levels of ALKBH5 protein were detected in GES-1, AGS, BGC-823, SGC-7901, MGC-803 cells. B: relative levels of ALKBH5 mRNA were 
detected in GES-1, AGS, BGC-823, SGC-7901, MGC-803 cells. **P<0.01, ***P<0.001 compared with GES-1 group.

图2   ALKBH5在胃癌细胞中的表达模式

Fig.2   The expression level of ALKBH5 in gastric cancer cells
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选择在AGS细胞中干扰ALKBH5的表达水平, 并检测

其低表达后对细胞迁移和侵袭能力的影响。

2.3   sh-ALKBH5质粒的干扰效率

在AGS细胞中转染sh-ALKBH5或sh-EGFP后, 
我们检测了其干扰效率。结果表明, 与对照组(sh-
EGFP组)相比, 实验组(sh-ALKBH5组)AGS细胞中

ALKBH5蛋白质相对水平明显降低(图3A)。与对照

组(sh-EGFP组)相比, 实验组(sh-ALKBH5组)AGS细
胞中ALKBH5的mRNA相对水平明显降低(P<0.01, 
图3B), 干扰效率近80%。

2.4   干扰ALKBH5促进胃癌细胞的迁移

Transwell迁移实验结果显示, 实验组(sh-ALKBH5
组)穿膜细胞数明显高于对照组(P<0.01, 图4A和图

4B)。细胞划痕实验结果显示, 实验组(sh-ALKBH5
组)细胞迁移速度明显高于对照组(P<0.05, P<0.01, 
图4C和图4D)。由此表明, 下调ALKBH5的表达可明

显促进AGS细胞的迁移。

2.5   干扰ALKBH5促进胃癌细胞的侵袭

Transwell侵袭实验结果显示, 实验组穿膜细

胞数明显高于对照组(P<0.01)。由此表明, 下调

ALKBH5的表达可明显促进AGS细胞的侵袭(图5)。
2.6   干扰ALKBH5促进胃癌细胞上皮–间质转化

进一步研究发现, 在AGS细胞中下调ALKBH5
后, 与对照组相比, 实验组上皮指标(E-钙黏蛋白)表
达量减少, 而间质指标(N-钙黏蛋白、波形蛋白和

Snail)水平增加(图6)。结果表明, 下调ALKBH5促进

了胃癌细胞上皮–间质转化。

3   讨论
ALKBH5蛋白质作为mRNA m6A去甲基酶, 参

与mRNA的加工以及降解, 并在多种生命过程中都

起着重要的调控作用[11-13]。体内ALKBH5水平的变

化将会影响mRNA的降解及稳定性而间接影响基因

的表达, 从而一定程度上引发癌变的可能[14-15]。因此, 
本研究初步探讨了ALKBH5在胃癌细胞迁移和侵袭

中的作用。

Laurén分类法则将胃癌分为两种组织学变种: 
胃肠型胃癌和弥漫性胃腺癌。弥漫性胃癌以原发

性遗传为主, 受环境影响较小、以中青年患者为

主、恶性程度较高、转移能力强、发展快[16]。我们

在Chen Gastric数据库中发现, ALKBH5在侵袭性高

的弥漫性胃腺癌中mRNA水平显著降低, 而其他类

型的胃癌与正常胃组织相比mRNA水平并没有明显

差异, 提示ALKBH5的低水平可能与胃癌的侵袭与

转移相关。随后, 我们在TCGA Gastric数据库中发

现, 其基因拷贝数在不同种类的胃癌中都不同程度

地降低, 提示ALKBH5很可能扮演抑癌基因的角色。

Hüneburg等[17]通过数据统计指出, 1/3的胃癌患者被

认为有遗传背景。Koboldt等[18]报道了卵巢癌患者

体细胞存在肿瘤抑制基因显著缺失导致的基因拷

贝数的变化, 而基因拷贝数变化与肿瘤的发生、发

展有着密切的联系[18]。进一步用sh-ALKBH5质粒
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Fig.3   The efficiency of interference by sh-ALKBH5
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Fig.5   The down-regulating of ALKBH5 increased the invasion ability of gastric cancer cell
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Fig.4   The down-regulating of ALKBH5 increased the migration ability of gastric cancer cell
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下调ALKBH5的表达后, AGS细胞的迁移和侵袭能

力明显上升。这说明, ALKBH5可以抑制胃癌细胞

AGS的迁移和侵袭。下调ALKBH5后, 上皮标志物

E-钙黏蛋白水平下调, 而间质标志物水平上调, 说明

下调ALKBH5后, AGS细胞的上皮–间质转化能力增

强, 进一步证实了上述结果。然而, Zhang等[14]刺激

ALKBH5表达增强后, NANOG mRNA的m6A甲基化

减少, 增加其mRNA的稳定, 进而增加NANOG的蛋

白质水平, 从而造成乳腺癌干细胞的浓缩富集。体

内ALKBH5含量变化将影响mRNA稳定性而影响基

因表达, 进而造成癌变的可能[14-15], 表明ALKBH5发
挥了促进乳腺癌发生的作用。我们推测, ALKBH5
在不同组织来源的肿瘤中发挥的作用不完全相同。

由于遗传性弥漫性胃癌(hereditary diffuse gastric 
cancer, HDGC)以编码E-钙黏蛋白的CDH1(cadherin 
1)基因发生胚系突变而闻名[17]。E-钙黏蛋白属于细

胞黏附家族, 是跨膜钙离子依赖的黏附蛋白。通过

其同源二聚体的细胞黏附功能来保持细胞的分化和

表皮细胞的极性以及正常细胞骨架结构[16-17]。研究

证实, 当E-钙黏蛋白功能丧失时, 会影响表皮细胞的

极性, 使正常骨架结构消失且出现失调控性增生和

侵袭性生长的特性[17,19]。E-钙黏蛋白与上皮–间质转

化(EMT)在癌症的形成、侵袭以及其他涉及器官再生

的病理过程(如器官纤维化)中起着重要作用[19-21]。我

们的研究结果表明, 下调ALKBH5后E-钙黏蛋白表

达明显降低。我们推测, 可能是由于干扰ALKBH5
后, mRNA的m6A去甲基能力减弱, 相对应的甲基能

力增强, 那么胃癌细胞内如E-钙黏蛋白的mRNA稳

定性下降和降解增多, 导致E-钙黏蛋白减少、表皮

细胞的极性改变、正常骨架结构消失, 使其更容易

出现侵袭性生长的特性, 故导致EMT能力增强。这

也能解释数据库结果中以E-钙黏蛋白减少为特点的

弥漫性胃癌内ALKBH5的mRNA水平低但侵袭性强

的特征。

综上所述, ALKBH5能抑制胃癌细胞的迁移、

侵袭和上皮–间质转化。本研究能一定程度上说明

ALKBH5能抑制胃癌的发生、发展及恶性转归, 可能

是一种抑癌基因; 希望本研究能给胃癌的诊断和治

疗提供一个新的思路。然而, ALKBH5抑制胃癌细

胞迁移、侵袭、上皮–间质转化的具体作用机制还

有待进一步研究。
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