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ｍｉＲＮＡ２１４对胃癌细胞 ＢＧＣ８２３，ＭＫＮ４５的细胞
周期和凋亡的影响

熊欣，郑长黎

（中南大学湘雅医学院 病理学系，湖南 长沙 ４１００１３）

　　摘要：目的　探讨 ｍｉＲＮＡ２１４对胃癌细胞的细胞周期和凋亡的影响，及其对靶基因 ＰＴＥＮ蛋白表
达的影响。方法　荧光定量 ＰＣＲ法检测人低分化胃癌细胞 ＢＧＣ８２３、ＭＫＮ４５和人正常胃黏膜细胞

ＧＥＳ１中 ｍｉＲＮＡ２１４的表达；检测瞬时转染反义核苷酸（ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂）后的 ｍｉＲＮＡ２１４的表达；

流式细胞术分析转染后的细胞生长周期和凋亡率的变化；免疫荧光检测 ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂对靶基因

ＰＴＥＮ表达的影响。结果　ｍｉＲＮＡ２１４在人胃癌细胞 ＢＧＣ８２３及 ＭＫＮ４５中表达上调（Ｐ＜０．０５）。转

染 ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂后能使 ＢＧＣ８２３中 ｍｉＲＮＡ２１４的表达下调（Ｐ＜０．０５），且 ＢＧＣ８２３和 ＭＫＮ４５在

转染组的 Ｇ１期细胞较未转染组明显增高［分别为（６０．２０±３．３８）％ ｖｓ．（４９．３３±７．９９）％ （Ｐ＜

０．０５）；（６９．９０±０．２８）％ ｖｓ．（５４．８５±０．６４）％ （Ｐ＜０．０５）］，Ｓ期细胞在转染组较未转染组明显降

低［（２１．８７±３．２０）％，（１８．２５±１．３４）％，Ｐ＜０．０５）］，但对细胞凋亡率无影响（Ｐ＞０．１）。免疫荧

光显示，转染 ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂后 ＰＴＥＮ呈强表达。结论　（１）人胃癌细胞系 ＢＧＣ８２３，ＭＫＮ４５中的

ｍｉＲＮＡ２１４呈高表达；（２）ｍｉＲＮＡ２１４可使这两株细胞的 Ｇ１期细胞减少，Ｓ期细胞增多，下调 ＰＴＥＮ可

能是其作用机制之一；（３）ｍｉＲＮＡ２１４对上述两株细胞的凋亡无影响。
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ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｂｏｔｈｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　（１）ｍｉＲＮＡ２１４ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｕｍａｎ
ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＢＧＣ８２３ａｎｄＭＫＮ４５．（２）ｍｉＲＮＡ２１４ｃｏｕｌｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅＧ１ｐｈａｓｅｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅ
ＳｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｉｎＢＧＣ８２３ａｎｄＭＫＮ４５，ａｎｄｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＥＮｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．
（３）ｍｉＲＮＡ２１４ｈａｓｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＢＧＣ８２３ａｎｄＭＫＮ４５．

［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，２０１０，１９（１２）：１３１１－１３１５］

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲＮＡ；ＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ；ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＰＴＥＮ
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）具有调节基因表达活性的
功能，并广泛参与肿瘤的发病机制［１］。研究发现，

ｍｉＲＮＡ２１４在卵巢癌中表达上调［２］；对 Ｈｅｌａ细胞
的活性、凋亡和分化有影响［３－５］；其在人胃癌组织

中高表达［１］，且与低生存率相关［６］。有关于 ｍｉＲ
ＮＡ２１４对胃癌细胞周期和凋亡的影响国内外罕
见报道。

ｍｉＲＮＡ的作用机制尚未完全阐明。ＹａｎｇＨ等
发现人卵巢癌中 ｍｉＲＮＡ２１４的靶基因是 ＰＴＥＮ［２］。
研究证实，胃癌细胞普遍存在 ＰＴＥＮ失活现象及
表达的异常［７］。ｍｉＲＮＡ２１４对胃癌细胞周期和凋
亡的影响是否也通过 ＰＴＥＮ来实现，值得进一步
研究。本实验目的在于探讨 ｍｉＲＮＡ２１４对胃癌细
胞周期和凋亡的作用，及其对 ＰＴＥＮ蛋白表达的
影响。

１　材料和方法

１．１　材料
人正常胃黏膜细胞 ＧＥＳ１，人低分化胃癌细

胞 ＢＧＣ８２３和 ＭＫＮ４５由本实验室保存。ｍｉＲＮＡ
抑制剂及 ｍｉＲＮＡ抑制剂 Ｎ．Ｃ．购自上海吉玛制药
技术有限公司。Ｔｒｉｚｏｌ试剂和脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。胎牛血清（ＦＢＳ）
由灏洋公司生产，ＤＭＥＭ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅａｇｌｅｍｅｄｉａ）由 Ｇｉｂｃｏ公司生产。鼠抗 ＰＴＥＮ单克隆
抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，异硫氰酸荧光素
（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的羊抗鼠二抗
及封闭用羊血清购自北京中衫金桥公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　将人正常胃黏膜细胞 ＧＥＳ１
和胃癌细胞 ＢＧＣ８２３及 ＭＫＮ４５接种于 １００毫升
培养瓶中，用含 １０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，
３７℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养；待细胞融合率达
５０％时进行瞬时转染。
１．２．２　ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂的转染　用脂质体法
瞬时转染胃癌细胞 ＢＧＣ８２３和 ＭＫＮ４５。实验分
组：（１）ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂转染组，加入合成的

ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂，脂质体和培养液；（２）阴性对
照组，加入无关序列 ｍｉＲＮＡ抑制剂 ＮＣ，脂质体和
培养液；（３）空白对照组，仅加入培养液。

实验步骤：用无抗生素、含 １０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
培养 液 将 细 胞 接 种 于 １００毫 升 的 培 养 瓶 中，
３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养过夜。待细胞生长至
５０％融合时，更换新鲜的无抗生素、无 ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养液 ３ｍＬ。Ａ，Ｂ两液的准备：Ａ 液，
５００μＬＤＭＥＭ，加入 １或 １．４ｎｍｏｌｍｉｒｎａ２１４抑制
剂或 ｍｉＲＡＮ 抑 制 剂 ＮＣ，轻 混；Ｂ 液，５００ μＬ
ＤＭＥＭ，加入 １５μＬ或２０μＬ脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００）轻混后室温放置 ５ｍｉｎ。将上述两液混合，
室温放置 ２０ｍｉｎ，加入到细胞中，３７℃，５％ ＣＯ２
培养 ６ｈ后，更换无抗生素、含 １０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
培养液继续培养，每瓶 ４ｍＬ，荧光倒置显微镜下
观察绿色荧光显影情况。为获得最高转染效率时

ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂与脂质体的比例，将胃癌细胞
接种于 ２４孔板中，培养至 ５０％融合度时进行转
染。设 ３个 ｍｉＲＮＡ２１４抑 制 剂 浓 度 梯 度，即
１５０ｎｍｏｌ／Ｌ，２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，３５０ｎｍｏｌ／Ｌ，和 ４个脂质
体用量梯度，即每孔０．５μＬ，１μＬ，１．５μＬ，２μＬ，
观察绿色荧光显影情况。

１．２．３　荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
检测 ｍｉＲＮＡ２１４含量　使用 ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｒｅｓｓ２．０设
计引物。引物探针设计：逆转录引物（ＲＴｐｒｉｍｅｒ）
反 向 为 ＧＣＧＣＧＴＧＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＡ，正 向 为

ＡＣＡＧ ＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣ。 探 针 为 ５′ｆａｍ ＋ ＡＧ
ＧＣＡＧＴＧＣＧＣＧＴＧＭＧＢ３′。内 参 ＧＡＰＤＨ 反 向 为
ＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡ，正向为 ＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣ
ＣＴＴＴＧＡＣ。 ＧＡＰＤＨ 探 针 为 ５′ｆａｍ ＋ＴＴＧＣＣＣＴ
ＣＡＡＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＣｔａｍｒａ３′。

细胞用 Ｔｒｉｚｏｌ裂解后送上海闪晶分子生物科
技有限公司进行荧光定量 ＰＣＲ检测。反转录反应
体系总体积为 ３０μＬ，各组分为 ２×ＲＴ缓冲液
１０μＬ，特异性 ＲＴ引物 １μＬ，ＲＴ混合物 １μＬ，模
板（ＲＮＡ）５μＬ，焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，
ＤＥＰＣ）处理水 １３μＬ，反应条件：２５℃ １０ｍｉｎ，
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４２℃ ６０ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ。
荧光定量 ＰＣＲ反应体系总体积为 ５０μＬ，各

组分为 ２×热启动荧光ＰＣＲ混合物 ２５μＬ、引物
（２５ｐｍｏｌ／μＬ）０．８μＬ×２、探针（２５ｐｍｏｌ／μＬ）
０．３μＬ、模板 （ｃＤＮＡ）１μＬ、ＤＥＰＣ水２２．１μＬ。扩
增条件：９３℃ ４ｍｉｎ，９３℃ ２０ｓ，６０℃ ３０ｓ，循环
４０次。分析目的基因循环次数（ＣｙｃｌｅＴｉｍｅ，Ｃｔ
值），计算相应△Ｃｔ值。△Ｃｔ＝目的基因 Ｃｔ值—
内参（ＧＡＰＤＨ）Ｃｔ值。
１．２．４　流式细胞术分析细胞周期、凋亡率 样品

（ＰＩ染色）的制备　将标本制成单细胞悬液，然后
１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液。用４℃预冷的
７０％冷乙醇固定，４℃保存，固定 １８ｈ。调整细胞
浓度为１０６个／ｍＬ，取１ｍＬ细胞悬液，用磷酸盐缓
冲液（ＰＢＳ）洗 ３次，细胞重悬于 １ｍＬ碘丙啶（ＰＩ）
染液中，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后进行流式细胞术分
析。ＰＩ染液终浓度为 ５０μｇ／ｍＬ，ＲＮａｓｅＡ终浓度
为 ２０μｇ／ｍＬ。
１．２．５　免疫细胞荧光检测 ＰＴＥＮ的表达　细胞
接种于预先放有盖玻片的 ６孔板中，待细胞达

５０％融合时进行瞬时转染。转染后培养 ４８ｈ取
出，丙 酮 固 定 １０ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２ 溶 液 中 孵 育
３０ｍｉｎ，羊血清 ３７℃封闭 ３０ｍｉｎ，ＰＴＥＮ单抗（ＰＢＳ
１∶１００稀释）４℃过夜，荧光二抗（ＰＢＳ１∶５０稀释）
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，弃去二抗，ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×３次。
在荧光显微镜下观察，若细胞内有绿色荧光则判

定为阳性。

１．３　统计学处理
实验结果采用 ＳＰＳＳ１７．０软件分析，３种细胞

中 ｍｉＲＮＡ２１４含量的比较采用两独立样本 ｔ检验
分析。转染组和对照组 ｍｉＲＮＡ２１４的含量和细胞
周期及凋亡率的比较采用配对设计 ｔ检验分析。
Ｐ＜０．０５表示有统计学意义。

２　结　果

２．１　瞬时转染效率
荧光倒置显微镜下观察：ＢＧＣ８２３在转染浓

度为 ２５０ｎｍｏｌ／Ｌ、脂质体 １．５μＬ时，ＭＫＮ４５在
３５０ｎｍｏｌ／Ｌ、脂质体 ２μＬ时转染率最高，分别为
约 ９０％和约 ７０％（图 １）。

图１　转染ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂后的胃癌细胞　　Ａ，Ｂ：转染浓度为２５０ｎｍｏｌ／Ｌ、脂质体１．５μＬ的ＢＧＣ８２３（Ａ为普通光，Ｂ为
荧光灯）；Ｃ，Ｄ：转染浓度为３５０ｎｍｏｌ／Ｌ、脂质体２μＬ的ＭＫＮ４５（Ｃ为普通光，Ｄ为荧光灯）

２．２　转染前后３种细胞种ｍｉＲＮＡ２１４的含量
与人正常胃黏膜细胞相比，两株低分化的胃

癌细胞中 ｍｉＲＮＡ２１４的含量均升高（Ｐ＜０．０５），
其中 ＢＧＣ８２３中 ｍｉＲＮＡ２１４的含量最高（表 １）
（图２）。

因此选取 ＢＧＣ８２３进行转染，ｍｉＲＮＡ２１４抑
制剂的浓度为 ２５０ｎｍｏｌ／Ｌ。将转染后 ７２ｈ各组
细胞再次进行荧光定量 ＰＣＲ检测，结果示，转染
ｍｉＲＮＡ２１４的反义核苷酸（ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂）
能有效降低胃癌细胞 ＢＧＣ８２３中 ｍｉＲＮＡ２１４的表
达（Ｐ＜０．０５）（表 ２）（图 ２）。

表１　人正常胃黏膜细胞和两株低分化胃癌细胞中 ｍｉＲＮＡ
２１４的含量（Ｃｔ值）

细胞 Ｃｔ（ｍｉＲＮＡ２１４） Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ） △Ｃｔ

ＧＥＳ１ ３２．００±０．３８ ２４．４４±０．３２ ７．５６±０．１８

ＢＧＣ８２３ ２９．２８±０．３５ ２４．００±０．３１ ５．２８±０．１２１）

ＭＫＮ４５ ３０．４２±０．３６ ２４．３５±０．３２ ６．０８±０．１４１）

　　注：１）与ＧＥＳ１比较，Ｐ＜０．０５

表２　ＢＧＣ８２３细胞转染组、阴性对照组和空白对照组 ｍｉＲ
ＮＡ２１４的含量（Ｃｔ值）

分组 Ｃｔ（ｍｉＲＮＡ２１４） Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ） △Ｃｔ

转染组 ３０．２０±０．１５ ２３．０９±０．１９ ７．１１±０．３３

阴性对照组 ２８．８０±０．３２ ２３．３０±０．１７ ５．５１±０．３４１）

空白对照组 ２７．５８±０．２７ ２２．２６±０．３４ ５．３２±０．５９１）

　　注：１）与转染组比较，Ｐ＜０．０５
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图２　荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１４的含量 　　Ａ：３株细胞；Ｂ：ＢＧＣ８２３细胞

２．３　细胞周期及凋亡的变化
转 染 ｍｉＲＮＡ２１４ 抑 制 剂 后，胃 癌 细 胞

ＢＧＣ８２３和 ＭＫＮ４５的 Ｇ１期细胞比例均增加（Ｐ＜
０．０５），Ｓ期细胞比例均减少（Ｐ＜０．０５），但凋亡
率差异无统计学意义（Ｐ＞０．１）（表 ３）。
２．４　各组细胞 ＰＴＥＮ的表达

转染组 ＰＴＥＮ呈阳性表达，而阴性对照组和
空白对照组未见明显表达。提示 ｍｉＲＮＡ２１４抑
制剂能提高 ＰＴＥＮ蛋白的表达，提示 ｍｉＲＮＡ２１４
能抑制 ＰＴＥＮ蛋白的表达（图 ３）。

表３　转染ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂对两株细胞周期和凋亡率的
影响（ｘ±ｓ）

细胞 分组 Ｇ１（％） Ｇ２（％） Ｓ（％） 凋亡率（％）

ＢＧＣ８２３ 转染组 ６０．２０±３．３８ １７．９３±４．４７ ２１．８７±３．２０ ２．８８±２．３９

阴性对照 ５１．１０±０．２６１） １７．２３±２．１７ ３１．６７±２．４３１） ５．０５±６．１０

空白对照 ４９．３３±７．９９１） １８．００±６．５８ ３２．６７±１．９１１） ２．７１±１．７４

ＭＫＮ４５ 转染组 ６９．９０±０．２８ １１．８５±１．０６ １８．２５±１．３４ １．８９±０．９８

阴性对照 ５８．９０±１．１３１） １４．９０±０．５７ ２６．２０±０．５７１） ２．４４±０．９７

空白对照 ５４．８５±０．６４１） １３．９５±０．２１ ３１．２０±０．４２１） ２．３２±０．５７

　　注：１）与转染组比较，Ｐ＜０．０５

图３　免疫细胞荧光检测ＢＧＣ８２３，ＭＫＮ４５细胞中ＰＴＥＮ蛋白表达　　Ａ：ＢＧＣ８２３转染组；Ｂ：ＢＧＣ８２３阴性对照组；Ｃ：ＢＧＣ８２３
空白照组；Ｄ：ＭＫＮ４５转染组；Ｅ：ＭＫＮ４５阴性对照组；Ｆ：ＭＫＮ４５空白照组

３　讨　论

近几年，ｍｉＲＮＡｓ与人类肿瘤的关系引起了广
泛注意。研究表明，ｍｉＲＮＡ的表达水平在许多肿

瘤中发生改变，如 ｍｉＲＮＡ与肺癌、结直肠肿瘤、伯
基特淋巴瘤和慢性淋巴细胞白血病有关［８－１０］，它

们可能起到原癌基因和抑癌基因的作用。已发

现 ｍｉＲ２１，ｍｉＲ１９１，ｍｉＲ２２３，ｌｅｔ７ａｍｉｃｒｏＲＮＡ
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和 ｍｉＲ１０６ｂ２５亚群等与胃癌的发生有关［１１－１４］。

ｍｉＲＮＡ２１４与肿瘤的关系也渐有研究报道［２，４－５］。

本实 验 结 果 显 示，ｍｉＲＮＡ２１４在 胃 癌 细 胞 株
ＢＧＣ８２３，ＭＫＮ４５中表达上调。

研究发现 ｍｉＲＮＡ可作为癌基因或抑癌基因，
参与细胞生长、凋亡和周期的调控［１５］。ｍｉＲＮＡ
２１４也与细胞生长、增殖有关［６，１６］，能抑制 Ｈｅｌａ细
胞增殖，调控视网膜两级细胞增殖的周期。但

ＦｅｉＪ等［１７］发 现，ｍｉＲＮＡ２１４对 人 肺 腺 癌 细 胞
Ａ５４９的周期和凋亡无调控作用。本实验发现，
ｍｉＲＮＡ２１４对胃癌细胞周期有调控作用，而对凋
亡 无 作 用。 抑 制 ｍｉＲＮＡ２１４ 后，胃 癌 细 胞
ＢＧＣ８２３和 ＭＫＮ４５的 Ｇ１期细胞增多，Ｓ期细胞
减少，Ｇ２期细胞和凋亡率无变化。说明 ｍｉＲＮＡ
２１４可能使 ＢＧＣ８２３和 ＭＫＮ４５的 Ｇ１期细胞减
少，Ｓ期细胞增多，加快细胞增殖速度。关于 ｍｉＲ
ＮＡ２１４作用报道的不一致性，可能因为在不同
组织来源的肿瘤细胞系中，ｍｉＲＮＡ的水平及其调
节作用不同的缘故［１８］。

已报道 ｍｉＲＮＡ２１４的靶基因之一是 ＰＴＥＮ。
ＹａｎｇＨ等利用软件分析发现，ｍｉＲＮＡ２１４的种子
序列与人 ＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ互补，能抑制 ＰＴＥＮｍＲ
ＮＡ的翻译。ＰＴＥＮ基因在人类肿瘤中有很高的缺
失和突变率。ＹａｎｇＨ等［２］发现，人类卵巢癌中，

ｍｉＲＮＡ２１４通过作用于靶基因 ＰＴＥＮ，活化 Ａｋｔ通
路，介导细胞存活和药物抵抗。本实验显示，抑

制 ｍｉＲＮＡ２１４后 ＰＴＥＮ的表达上调。提示在胃癌
细胞中 ＰＴＥＮ可能也受 ｍｉＲＮＡ２１４调控；ｍｉＲＮＡ
２１４可能通过 ＰＴＥＮ使细胞停滞在 Ｇ１期。

无论在 ｍＲＮＡ还是蛋白水平上，ＰＴＥＮ基因在
胃癌组织中都有较高的阴性表达率［１９］，其与胃癌

临床病理特征和生物学行为也存在密切关系［２０］。

肿瘤中增加 ＰＴＥＮ的表达可以抑制肿瘤的生长或
提高肿瘤对化疗药物的敏感性［２１－２２］。因此理论

上可以通过抑制 ｍｉＲＮＡ２１４实现 ＰＴＥＮ的上调，
以提高胃癌对化疗药物的敏感性。此论点为胃

癌的治疗提供了新的思路。
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