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· 论著 ·

琥珀酸脱氢酶A对胃癌增殖、迁移和侵袭的影响及意义

高抒扬1，余炎滔1，陈邦权1，孙倩男1，2，刘宾1，王道荣1，3

（1. 江苏省苏北人民医院，大连医科大学扬州临床医学院胃肠外科，江苏  扬州  225001； 2. 江苏省苏北人民医院医学实验研究中心，江苏  扬州 

225001； 3. 扬州市消化病/代谢病基础与临床转化重点实验室，江苏  扬州  225001） 

摘要  目的 检测琥珀酸脱氢酶A （SDHA） 在胃癌组织及细胞中的表达水平，探讨其对胃癌增殖、迁移和侵袭能力的影响。方

法  通过免疫组织化学法检测 SDHA 在胃癌组织及癌旁组织中的表达情况。结合Western blotting检测SDHA在正常胃上皮细胞

与胃癌细胞中的表达。通过Transwell实验、划痕实验、CCK-8实验、克隆形成实验进一步研究异常表达SDHA对胃癌细胞迁移、侵

袭和增殖能力的影响。结果  免疫组织化学及Western blotting结果提示，SDHA在胃癌组织及胃癌细胞中高表达。敲低及过表达

SDHA可影响胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭。此外，SDHA表达与肿瘤免疫浸润显著相关。结论  SDHA能够促进胃癌细胞增殖、迁

移和侵袭，有望成为胃癌治疗的潜在靶点。
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Effect and significance of succinate dehydrogenase A on proliferation，migration，and
invasion of gastric cancer
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Abstract  Objective To explore the effect of succinate dehydrogenase A （SDHA） on the biological characteristics of gastric cancer 

cells by detecting its expression level in gastric cancer tissues and cells. Methods  The expression of SDHA in gastric cancer and para-
neoplastic tissues was analyzed using immunohistochemistry （IHC） . Combined with Western blotting to detect SDHA expression in normal 

gastric epithelial and gastric cancer cells，the Transwell，scratch，Cell Counting Kit-8 （CCK-8），and colony formation assays were used 

to further investigate the effects of abnormal SDHA expression on the migration，invasion，and proliferation ability of gastric cancer cells. 

Results  IHC and Western blotting results showed that SDHA was highly expressed in gastric cancer tissues and cells. Knockdown and 

overexpression of SDHA affected the proliferation，migration，and invasion abilities of gastric cancer cells. In addition，SDHA expression 

was significantly correlated with tumor immune infiltration. Conclusion  SDHA affects the prognosis of patients with gastric cancer，

alters the biological functions of gastric cancer cells，and is therefore a potential target for gastric cancer therapy.
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胃癌的发病率和死亡率分别居全球第5位和第

3位［1］。尽管术后化疗、靶向治疗和免疫治疗已在一

定程度上改善了胃癌患者的预后，但因其高死亡率

和复发率，预后仍不尽如人意［2］。目前，尚无可靠的

生物标志物或技术能够准确评估胃癌患者的生存

期［3］。因此，迫切需要寻找新的胃癌治疗靶点，为临

床诊治提供新的研究方向。

Warburg效应［4］是癌症代谢的既定特征，是指肿

瘤细胞优先通过糖酵解途径使用葡萄糖，而不是使

用线粒体中的氧化磷酸化所产生的能量。癌细胞对

糖酵解的依赖在一定程度上归因于线粒体功能的失

调［5］。琥珀酸脱氢酶 （succinate dehydrogenase，SDH） 又

称线粒体复合物Ⅱ，参与柠檬酸循环和电子传递，能

直接连接线粒体电子传递链与三羧酸循环。SDH由

SDHA、SDHB、SDHC和SDHD 4个亚基组成，亚基包含
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辅助因子FAD 和琥珀酸的结合位点［6］。研究［7］表明，

SDH复合物的正确组装对其功能至关重要。SDH亚

基的基因突变所致组装缺陷可导致多种病变，包括

副神经节瘤［8］、胃肠道间质瘤［9］。然而，SDHA在胃癌

中的作用及其对胃癌预后的影响未见研究，因此，

本研究拟通过体外实验探讨SDHA在胃癌细胞中的

表达及其对胃癌细胞增殖和迁移侵袭的影响，旨在

为胃癌的治疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞及培养：胃上皮细胞系GES-1及胃癌细

胞系AGS、N87、MKN45、HGC-27购自中国科学院上

海细胞库。细胞系用含10%胎牛血清 （美国Gibco公

司） 的RPMI 1640培养基 （北京索莱宝有限公司） 在

37 ℃、5%CO2恒温培养箱 （美国Thermo公司） 中培

养。

1.1.2 组织样本收集：收集2020年8月至2021年12月

江苏省苏北人民医院胃肠外科手术切除的胃癌及

相应癌旁正常组织共80对，所有癌组织标本均经病

理学确诊为胃腺癌，术前未行放化疗，未合并其他

肿瘤。由武汉塞维尔生物科技有限公司完成样本的

组织芯片微阵列制作，提供每个芯片位点所对应的

患者顺序并制成组织芯片。本研究获得江苏省苏北

人民医院医学伦理委员会审核批准 （2019KY-022） 。

所有患者均已签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学 （immunohistochemistry，IHC） 

染色：将石蜡切片置于60 ℃烤箱中，冷却后用二甲

苯及乙醇脱蜡；ddH2O冲洗后将切片放入柠檬酸钠

缓冲液抗原修复；用磷酸盐缓冲液漂洗；依次滴加

内源性过氧化物酶阻断剂、山羊血清工作液、SDHA

一抗 （稀释1 ∶ 70），4 ℃过夜。次日加入生物素标记

的山羊抗小鼠/兔IgG聚合物，辣根酶标记链霉卵白

素工作液；DAB 显色；载玻片浸入苏木精；流水冲

洗；梯度乙醇脱水，封片。采用 NDP view2 软件观察

并扫描对比。由2名病理科医师独立阅片，并根据染

色强度和染色面积进行定量分析。染色强度评分：

0分 （无色），1分 （黄色），2分 （棕色），3分 （深棕色）。

阳性细胞的百分比评分：≤5%为0分，>5%~25%为 

1分，>25%~50%为2分，>50%~75%为3分，>75%为4

分。

1.2.2 Western blotting检测：取胃癌细胞系AGS、N87、

MKN45、HGC-27和正常胃上皮细胞系GES-1，冰上

裂解15 min，经4 ℃13 000 r/min离心15 min，取蛋白

上清保存。用BCA蛋白浓度检测试剂盒确定浓度，剩

余部分按比例加入5×蛋白上样缓冲液，100 ℃煮沸

5 min，冷却后以15 μL/孔上样，经8%SDS-PAGE电泳

分离后，转移至PVDF膜。5%脱脂牛奶封闭1.5 h，加

入一抗并4 ℃孵育过夜，TBST洗涤3次，10 min/次；二

抗孵育1 h，TBST洗涤3次，10 min/次。化学发光显影，

分析目的蛋白和GAPDH的吸光度值作为蛋白的表

达量。

1.2.3 SDHA敲低siRNA及过表达质粒转染：将胃癌

细胞系N87、MKN45按2×105/孔接种至6孔板，其中

3孔设为实验组，另外3孔设为阴性对照组。培养24 

h后将SDHA敲低siRNA （苏州吉玛基因股份有限公

司） 及Lipofectamine 2000混悬液加入实验组，6 h换

液，转染48 h后进行细胞功能实验。 将胃癌细胞系

AGS、HGC-27按2×105/孔接种至6孔板，其中3孔设

为实验组，另外3孔设为阴性对照组。培养24 h后将

SDHA过表达质粒 （苏州吉玛基因股份有限公司） 及

Lipo2000混悬液加入实验组，6 h后换液，转染48 h后

进行细胞功能实验。

1.2.4 细胞迁移和侵袭能力实验：Transwell实验，向

小室上室中加入 200 μL （1.5×104个细胞） 无血清悬

液，下室中加入500 μL含10%胎牛血清培养基。水平

置于恒温培养箱中培养 48 h，4%多聚甲醛固定15 

min，结晶紫染色5 min，用湿棉签清除小室内部未穿

出的细胞，晾干后在显微镜下观察细胞侵袭数量并

拍照。细胞迁移实验，向小室上室中加入由无血清

细胞培养基以1 ∶ 9比例稀释的基质胶，均匀铺在小

室上室中，在37℃培养箱中放置2 h。后续实验步骤

同Transwell实验。

1.2.5 划痕实验：在6孔板背面循直尺均匀间距划

直线，在接种了转染细胞的6孔板中使用200 μL移液

枪头循直线垂直划痕。6孔板放入37 ℃、5%CO2恒

温培养箱，于0、24 h用显微镜观察并拍照。

1.2.6 CCK-8实验：转染后细胞按1×103/孔接种于

96孔板，于24、48、72 h加入CCK-8试剂，37 ℃孵育2 

h，测定450 nm波长吸光度 （optical density，OD） 值，

并绘制细胞增殖曲线。
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1.2.7 克隆形成实验：6孔板中加入转染后的细胞

混悬液 （2 mL/孔，500细胞/mL），置入37 ℃、5%CO2培

养箱连续培养14 d，弃培养基，用PBS洗3次，加入4-

多聚甲醛 （1 mL/孔） 固定15 min，结晶紫染色5 min，

晾干后拍照。

1.2.8 免疫细胞浸润相关性分析：通过TIMER 2.0数

据库［10］，利用CIBERSORT、XCELL、TIDE、EPIC多种

算法对SDHA与免疫细胞浸润相关性进行分析。P < 

0.05为差异有统计学意义。

1.3 统计学分析

采用SPSS 24.0和GraphPad Prism 7.0软件进行统

计分析。计量资料用x-±s表示，2组间差异比较采用t

检验；计数资料用率表示，采用χ2 检验进行比较。P < 

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SDHA在胃癌细胞系及胃癌组织中的表达

IHC结果显示，胃癌组织中SDHA表达高于相应

正 常 组 织 （图1A、1B）。Western blotting结 果 显 示，

与正常胃上皮细胞系GES-1比较，胃癌细胞系AGS、

N87、MKN45、HGC-27中SDHA均 呈 高 表 达 （图1C、

1D），差异均有统计学意义 （P < 0.05）。  

A，paracancerous and tumor tissue in gastric cancer （×100）；B，expression of SDHA in tissue samples，***P < 0.001；C，D，protein expression of SDHA 

detected by Western blotting. *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001 vs. GES-1.

图1  SDHA在胃癌组织及细胞系中表达上调

Fig.1  Upregulated expression of SDHA in gastric cancer tissues and gastric cancer cells

2.2 构建敲低及过表达SDHA胃癌细胞系

Western blotting结 果 显 示，SDHA敲 低 组N87、

MKN45细胞中SDHA表达明显减少 （图2A、2B），SDHA

过表达组AGS、HGC-27细胞中SDHA表达明显增多 

（图2C、2D），差异有统计学意义 （P < 0.05）。

2.3 SDHA异常表达对胃癌细胞迁移、侵袭能力的

影响

Transwell及细胞迁移、侵袭实验结果发现，SDHA

敲低组N87、MKN45细胞较阴性对照组穿过细胞明

显减少 （图3A、3B），差异有统计学意义 （P < 0.05），提

示细胞迁移、侵袭能力明显降低；SDHA过表达组

AGS、HGC-27细胞较阴性对照组穿过细胞明显增加 

（图3C、3D），差异有统计学意义 （P < 0.05），提示细胞

迁移、侵袭能力明显增强。

2.4 SDHA异常表达对胃癌细胞迁移能力的影响

划痕实验结果显示，SDHA敲低组N87、MKN45

细胞划痕愈合能力明显低于阴性对照组 （图3E、

3F），差异有统计学意义 （P < 0.05），表明敲低SDHA
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A，B，protein expression after SDHA knockdown；C，D，protein expression after SDHA overexpression. * P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001.

图2  敲低、过表达SDHA后的蛋白表达

Fig.2  Protein expression after knockdown or overexpression of SDHA

A，B，Transwell assay of SDHA knockdown N87/MKN45 cells；C，D，Transwell assay of SDHA overexpressed HGC-27/AGS cells；E，F，scratch assays of 

SDHA knockdown N87/MKN45 cells；G，H，scratch assays of SDHA overexpressed HGC-27/AGS cells.  * P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001.

图3  敲低、过表达SDHA对胃癌细胞迁移和侵袭的影响 ×100

Fig.3  Effect of knockdown or overexpression of SDHA on migration and invasion of gastric cancer cells ×100
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抑制了胃癌细胞的迁移能力。SDHA过表达组AGS、

HGC-27细胞划痕愈合能力显著高于阴性对照组 （图

3G、3H），差异有统计学意义 （P < 0.05），表明过表达

SDHA可增强胃癌细胞的迁移能力。

2.5 SDHA异常表达对胃癌细胞增殖能力的影响

CCK-8实验结果显示，SDHA敲低组胃癌细胞增

殖能力减弱 （图4A、4B） （P < 0.05），SDHA过表达组胃

癌细胞增殖能力增强 （图4C、4D），差异有统计学意

义 （P < 0.05）。

2.6 SDHA异常表达对胃癌细胞克隆形成能力的影响

A，B，CCK-8 assay to assess cell proliferation capacity after SDHA knockdown；C，D，CCK-8 assay to assess cell proliferation capacity after SDHA overex-

pression；E，F，colony formation assay confirms that SDHA knockdown inhibits cell proliferation；G，H，colony formation assay confirms that SDHA over-

expression promotes cell proliferation. Magnification of E to H，×10. * P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001.

图4  敲低、过表达SDHA后对GC细胞增殖的影响

Fig.4  Effect of knockdown or overexpression of SDHA on the proliferation of GC cells

平 板 克 隆 形 成 实 验 结 果 显 示，SDHA敲 低 组

N87、MKN45细胞较阴性对照组克隆形成数明显减

少 （图4E、4F），差异有统计学意义 （P < 0.05）；SDHA

过表达组AGS、HGC-27细胞较阴性对照组克隆形

成数明显增加 （图4G、4H），差异有统计学意义 （P < 

0.05）。证明SDHA可影响胃癌细胞克隆形成能力。

2.7 SDHA表达与胃癌肿瘤微环境中免疫细胞浸润

的关系

通过TIMER 2.0数据库利用CIBERSORT等不同

免疫浸润算法，观察SDHA表达水平与胃癌肿瘤微

环境中免疫细胞的关系，结果显示，SDHA与胃癌肿

瘤免疫微环境中CD4+T细胞、中性粒细胞、滤泡辅助

性T细胞、髓源性抑制细胞的浸润水平均呈正相关 

（P < 0.05），其中与滤泡辅助性T细胞 （r = 0.17） 关系

最密切。见图5A~5D。

3 讨论

传统化疗对胃癌的疗效有限，晚期胃癌患者生

存率目前仍较低［11］。近年来，分子靶向治疗的兴起

及其对进展期胃癌的疗效使其成为极有价值的治

疗手段。因此，不断寻求新的分子治疗靶点并探讨

其治疗机制是目前研究的热点与难点。
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A，B，CIBERSORT；C，EPIC；D，TIDE.

图5  SDHA与免疫浸润相关性分析

Fig.5  Correlation analysis between SDHA and immune infiltration

由SDHA、SDHB、SDHC和SDHD 4个亚基组成的

SDH在人体进化过程中高度保守，可折叠并组装成

线粒体。这些亚基中任何一个的突变均会导致整个

酶复合物的不稳定并降低SDH活性，从而使致癌代

谢物琥珀酸盐在肿瘤细胞质和细胞外液中异常积

累［12］。琥珀酸盐在细胞转录组上的蓄积作用介导的

假低氧表型诱导了代谢表型的改变，导致细胞代谢

方式从线粒体呼吸到胞质糖酵解的生物能转换。另

外，琥珀酸盐的积累促进上皮向间质的转化及迁移

和侵袭，并促进血管的生成。除在癌症组织或血清

样品中水平升高外，在食道癌、结直肠癌等不同肿

瘤类型的癌症患者的尿液中也检测到琥珀酸盐。表

明通过代谢组学分析可发现潜在的生物标志物。

SDH缺乏在某些罕见疾病和恶性肿瘤中已有

研究［13］。SDH的突变可能促进某些疾病的病理代

谢［14-15］。如SDH缺陷的胃肠道间质瘤 （gastrointestinal 

stromal tumor，GIST） 是一类独特的GIST。SDH突变

导致细胞能量代谢缺陷，触发琥珀酸盐沉积，是SDH

缺陷型GIST的关键致癌机制。其中，约半数野生型

GIST患儿SDH的4个亚基中有突变，其中SDHA突变

最常见［16］。在转移性葡萄膜黑色素瘤中，SDHA升高

致代谢失调，伴随线粒体呼吸增加，导致耐药、肿瘤

转移和患者死亡时间显著缩短［17］。

SDHA在胃癌中的作用机制目前尚未明确。本

研究结果证明了SDHA异常表达在胃癌中的潜在重

要性。通过IHC检测发现，胃癌组织中SDHA表达水

平高于癌旁组织。Western blotting结果显示，SDHA

在胃癌细胞系中的表达高于正常胃上皮细胞。本研

究还通过构建敲低、过表达SDHA胃癌细胞系，证明

了SDHA异常表达可影响胃癌发展。CCK-8实验、平

板克隆形成实验证实，SDHA可促进胃癌细胞的增

殖，敲低SDHA可抑制胃癌细胞的增殖。通过划痕实

验、Transwell实验证实了过表达SDHA可促进胃癌细

胞的迁移和侵袭，敲低SDHA则能抑制胃癌细胞的

迁移和侵袭能力。本研究还通过TIMER 2.0数据库利

用CIBERSORT等不同免疫浸润算法发现，SDHA与

胃癌肿瘤免疫微环境中CD4+T细胞等多种免疫细胞

密切相关。

综上所述，本研究结果表明，SDHA不仅有望成

为胃癌诊治的潜在标志物，还可能成为胃癌新的治

疗靶点。
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