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ｍｉＲ唱１４８ａ抑制胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞的生长研究
刘福囝　李阳明　孙瑞佳　刘璐　徐惠绵

　　【摘要】　目的　观察 ｍｉＲ唱１４８ａ对胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞生长和细胞周期的影响。 方法　实时定量
ＰＣＲ检测 ｍｉＲ唱１４８ａ在胃癌细胞中的表达。 ＭＧＣ８０３ 细胞转染 ｍｉＲ唱１４８ａ后，ＭＴＴ分析、生长曲线、集落
生成实验观察 ＢＧＣ８２３ 细胞的生长情况，同时进行细胞周期测定。 结果　ｍｉＲ唱１４８ａ 在胃癌 ＭＧＣ８０３
细胞中低表达。 ＭＧＣ８０３ 细胞在转染 ｍｉＲ唱１４８ａ 后，生长明显受到抑制，细胞周期在 Ｇ１ 期发生阻滞，
转染 ｍｉＲ唱１４８ 组 Ｇ１ 期比率（７１畅５２％ ±３畅４３％）较对照组（４７畅４６％ ±３畅１２％）明显升高，P ＜０畅０１。
结论　ｍｉＲ唱１４８ａ能够影响细胞周期，从而抑制胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞的生长。

【关键词】　胃肿瘤；　微 ＲＮＡｓ；　细胞生长过程；　细胞周期；　ｍｉＲ唱１４８ａ

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）自 １９９３ 年首次被报道以来，现已发现了 ２０００ 多种，存在于人类和所有模式生物中。 ｍｉＲＮＡ是一类长
度在 ２２个核苷酸左右的非编码 ＲＮＡ基因产物，通过完全（不完全）与靶 ｍＲＮＡ ３′末端互补结合，抑制靶 ｍＲＮＡ的降解或翻
译［１］ 。 现已被证实 ｍｉＲＮＡ在不同的生理过程中，如生长发育、分化、增殖、凋亡等中发挥着重要的作用［２唱３］ 。 近些年来的研究
表明，部分 ｍｉＲＮＡ与肿瘤的关系密切，在肿瘤的发生发展中起到了非常重要的调节作用。 近期研究发现 ｍｉＲ唱１４８ａ在肿瘤中
表达异常，本文探讨了 ｍｉＲ唱１４８ａ在胃癌 ＭＧＣ８０３ 细胞生长中的作用。

一、材料与方法
１畅材料：人胃癌细胞株 ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＳＧＣ７９０１、ＭＫＮ４５、ＡＧＳ和人胃黏膜正常细胞 ＧＥＳ唱１ 均来自中国医科大学细胞

生物实验室，用于检测 ｍｉＲ唱１４８ａ的表达，其中 ＭＧＣ８０３ 细胞用于 ＭＴＴ分析、生长曲线、集落生成实验、细胞周期检测。 ＴＲＩｚｏｌ
ＲＮＡ提取试剂，Ｌｉｐｏ２０００ 转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ｑＰＣＲ 引物为上海生工合成，ｑＰＣＲ 试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ 公司；ｍｉＲ唱１４８ａ
ｍｉｍｉｃ及 Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉＲＮＡ 由上海吉玛公司合成。

２畅细胞培养及转染：ＭＧＣ８０３ 细胞于含 １０％标准胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱内培养，当细胞生长至对
数生长期时，消化后接种到培养板中。 转染当天取终浓度为 ５０ ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ唱１４８ａ与无血清培养基混合，取相应 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ唱
ｎｅＴＭ ２０００ 转染剂与无血清培养基混合，室温放置５ ｍｉｎ。 将上述两者混匀，室温放置 ２０ ｍｉｎ。 按对应时间点行ＭＴＴ分析、生长
曲线、集落生成实验、细胞周期检测。

３畅实时定量 ＰＣＲ：５０ μｌ反应体系，分别加入模板２ μｌ，正向引物１ μｌ，反向引物１ μｌ，ＳＹＢＲ溎 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴ １２畅５ μｌ，加水
补至 ５０ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃ １０ ｓ；９５ ℃ １０ ｓ；６０ ℃ ６０ ｓ 扩增 ４０ 个循环。 以 Ｕ６ 作为内参基因。 Ｕ６ 正向引物：５′唱
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ唱３′；Ｕ６ 反向引物：５′唱ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ唱３′；ｍｉＲ唱１４８ａ 反转录引物：５′唱ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ唱
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧ ＡＣＡＣＡＡＡＧ唱３′；ｍｉＲ唱１４８ａ正向引物：５′唱ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ唱３′；ｍｉＲ唱１４８ａ反向引
物：５′唱ＧＣＧＴＣＡＧＴＧＣＡＣＴＡＣＡＧＡＡＣＴＴ唱３′。 扩增反应在实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｒｏｔｏｒ唱Ｇｅｎｅ３０００ 仪器上进行扩增。 待测 ｍｉＲＮＡ
的量通过 ２（唱△△ＣＴ）法确定，△△ＣＴ＝（ＣＴｍｉＲＮＡ唱ＣＴＵ６ＲＮＡ）目的细胞唱（ＣＴｍｉＲＮＡ唱ＣＴＵ６ＲＮＡ）ＧＥＳ唱１细胞。 实时 ＰＣＲ 反应结果为 ３ 次独立实验
的校正结果。

４畅ＭＴＴ分析：用含 １０％胎小牛血清的培养液配成单个细胞悬液，以每孔 １０ ０００ 个细胞接种到 ９６孔板，每孔体积 ２００ μｌ。
培养细胞 ５ ｄ。 每孔加 ＭＴＴ溶液继续孵育 ４ ｈ，每孔加 １５０ μｌ ＤＭＳＯ，振荡 １０ ｍｉｎ，使结晶物充分融解。 选择４９０ ｎｍ波长，测定
各孔光吸收值，记录结果，以时间为横坐标，吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

５畅生长曲线：用含 １０％胎小牛血清的培养液配成单个细胞悬液，接种 ３ ×１０５ 个细胞于培养瓶中。 培养细胞 ７ ｄ。 每天用
细胞计数板计数细胞，以时间为横坐标，细胞数为纵坐标绘制细胞生长曲线。

６畅集落生成实验：按 １∶１比例将 ０畅７％琼脂糖和 ２ ×ＤＭＥＭ（含 ２ ×抗生素和 ２０％小牛血清）在无菌试管中混合后，加入
０畅２ ｍｌ单细胞悬液，充分混匀、注入已铺有 １畅２％琼脂糖的培养皿中，待上层琼脂糖凝固后，置入培养箱中，培养 １０ ～１４ ｄ。 观
察细胞克隆形成情况。

７畅胞周期测定：ＭＧＣ８０３ 细胞接种于 ６孔培养板，每组设 ３个复孔。 ｓｉＲＮＡ转染 ＢＧＣ８２３细胞 ７２ ｈ后收集细胞，每孔加入
预冷 ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，加入预冷 ７０％乙醇固定，４ ℃过夜。 加入 １００ μｇ／ｍｌ的 ＲＮａｓｅ １０ μｌ／孔，５０ μｇ／ｍｌ的碘化丙啶缓冲液
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３００ μｌ／孔，４ ℃避光 ２ ｈ，流式细胞仪检测细胞周期。
８畅统计分析：实验数据以均数±标准差表示（珋x ±s），应用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件，多组比较进行单因素方差分析，两两比较

进行 t检验，P＜０畅０５ 为差异有统计学意义。
二、结果
１畅ｍｉＲ唱１４８ａ在胃癌细胞中的表达情况：实时定量 ＰＣＲ 检测发现 ｍｉＲ唱１４８ａ 在胃癌细胞中的表达低于胃正常黏膜细胞

ＧＥＳ唱１，且在 ＭＧＣ８０３ 中的表达最低。 见图 １。

　　２畅ｍｉＲ唱１４８ａ对 ＭＧＣ８０３细胞生长的影响：将 ＭＧＣ８０３ 细胞按不同处理因素分成 ３ 组，单独转染脂质体组（Ｌｉｐｏａｌｏｎｅ），转
染阴性对照 ｍｉＲＮＡ组（Ｃｏｎｔｒｏｌ ＲＮＡ），转染 ｍｉＲ唱１４８ａ组（ｍｉＲ唱１４８ａ），利用 ＭＴＴ 分析、生长曲线分析、集落生成实验发现 ｍｉＲ唱
１４８ａ抑制 ＭＧＣ８０３ 细胞的生长。 见图２ ～４。
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　　３畅ｍｉＲ唱１４８ａ对ＭＧＣ８０３ 细胞周期的影响：细胞周期分析发现，ＭＧＣ８０３ 细胞在转染ｍｉＲ唱１４８ａ后，细胞周期在 Ｇ１期发生阻
滞，ｍｉＲ唱１４８ａ组 Ｇ１：７１畅５２％±３畅４３％，对照组 Ｇ１：４７畅４６％±３畅１２％，P ＝０畅００８。 见图 ５。

　　三、讨论
胃癌是我国发病率和死亡率较高的恶性肿瘤之一，严重危害人类生命健康。 为了降低胃癌的致死率，人们不断研究胃癌

新的诊治措施及其发生发展的分子机制，但仍无法显著提高胃癌患者术后的生存率。 ｍｉＲＮＡ作为一种非编码 ＲＮＡ基因产
物，调节人类近 １／３的基因表达，且部分 ｍｉＲＮＡ的表达失调与肿瘤的发生发展密切相关，发挥着癌基因或抑癌基因的功能，是
近年来肿瘤学领域研究的热点之一。 ｍｉＲ唱１４８ａ 作为 ｍｉＲＮＡ 中的一员，已被发现在乳腺癌［４］ ，胰腺癌［５］中表达降低。 Ｃｈｅｎ
等［６］则通过检测 １０１例患者胃癌组织中 ｍｉＲ唱１４８ａ的表达情况，发现 ｍｉＲ唱１４８ａ与对应的正常组织相比，在胃癌组织中表达降
低，且与胃癌的肿瘤大小相关。 我们进一步研究了 ｍｉＲ唱１４８ａ在胃癌细胞中的作用，发现 ｍｉＲ唱１４８ａ能够影响胃癌 ＭＧＣ８０３ 细
胞的细胞周期，将其阻滞于 Ｇ１期，从而抑制胃癌 ＭＧＣ８０３细胞的生长。 与 ｍｉＲ唱１４８ａ同一家族的 ｍｉＲ唱１４８ｂ亦被发现在胃癌组
织中低表达，充当抑癌基因的角色，抑制胃癌细胞的生长［７］ 。 但是对 ｍｉＲ唱１４８ａ作用的研究，亦出现相反的情况。 在雄激素刺
激下，ｍｉＲ唱１４８ａ通过抑制 ＣＡＮＤ１的表达，促进前列腺癌 ＬＮＣａＰ细胞的生长［８］ 。 分析出现相反结果的原因可能有两个。 第一，
ｍｉＲ唱１４８ａ及其所作用的靶基因在各个组织中的正常表达存在差异。 第二，ｍｉＲ唱１４８ａ在不同环境，不同条件刺激下所发挥的作
用亦不一样。

目前的实验结果显示 ｍｉＲ唱１４８ａ在胃癌细胞的生长过程中发挥重要作用，部分解释了胃癌发生发展的分子机制。 ｍｉＲ唱
１４８ａ是否与胃癌的侵袭转移相关，是否在特定条件下发挥负性调节作用，有待进一步研究。
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