
2012年第39卷第2期

miR-200a通过β-catenin/TCF-4信号通路抑制

胃癌细胞系生长侵袭能力的体外研究*

苏 娟 张庆瑜 康春生 张安玲 王 涛 张 洁

摘要 目的：研究miR-200a通过β-catenin/TCF-4信号通路对SGC7901胃癌细胞增殖活性及侵袭迁移能力的影响。方法：

化学合成 miR-200a mimics，采用脂质体 Lipofectamine 2000 转染胃腺癌细胞 SGC7901，qRT-PCR 检测转染效果，细胞免疫荧光、

Western blot检测转染后目的蛋白的表达，TOP/FOP荧光素酶检测β-catenin/TCF-4活性，Transwell、划痕实验检测细胞迁移侵袭能

力、MTT法检测细胞的增殖活性，流式细胞术检测细胞周期分布的改变。结果：脂质体介导的miR-200a mimics转染SGC7901后，

β-catenin/TCF-4蛋白的表达均降低，β-catenin的表达出现了细胞核向胞浆的转移。TOP荧光素酶活性下降2.27倍，而FOP荧光

素酶活性基本不变。转染miR-200a mimics组细胞的增殖活性、迁移、侵袭能力比空白组和阴性对照组明显下降，细胞周期出现

G0/G1期阻滞。结论：提高miR-200a表达可以降低β-catenin/TCF-4信号通路的活性，抑制SGC7901的生长侵袭迁移能力。
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miRNA是一类长度为22nt的非编码小分子RNA，

其以特异性序列的形式调节转录后的基因表达，从而

影响细胞的分化、存活和对外环境的应答［1］，最近研究

证实miR-200家族在许多肿瘤细胞中表达下调［2］，且与

肿瘤的侵袭转移密切相关［3］，miR-200家族成员包括

miR-200a、miR-200b、miR-429、miR-200c和miR-141，

这些成员的表达下调导致细胞的上皮间质转化（epi⁃
thelial-mesenchymal-transition，EMT），增加了癌症发展

中的转移和侵袭能力。目前国内外对于miR-200家族

在肿瘤发生发展中的作用机制的文献报道较少。近年

来，miRNA mimics作为人工合成的外源性miRNA已成

功应用于沉默预期靶基因的表达及其功能研究，因此，
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Abstract Objective: To explore the effect of miR-200a on the proliferative and invasive activities of gastric carcinoma cell line

SGC7901 through β-catenin/TCF-4 signaling. Methods: miR-200a mimics were synthesized chemically and transfected into human

gastric cancer cell line SGC7901 by Lipofectamine 2000. Real-time PCR was subsequently performed to detect the transfection effect.

The expression of target protein was detected by immunofluorescence assay and Western blot. pTopFlash/pFopFlash luciferase vectors

were used as a measure of β-catenin/TCF complex activity. Finally, scratch test, transwell cell invasion, MTT, and flow cytometry were

used to detect the migratory, invasive, and proliferative activity of the tumor cells. Results: The location of β-catenin in cells shifted

from the nucleus to the cytoplasm when the miR-200a expression increased. At the same time, TCF-4 decreased in the nucleus. The

transfection induced a 2.27-fold increase in the luciferase activity of TopFlash luciferase vector, but did not affect the FopFlash lucifer-

ase vector. The proliferation rate, as well as migratory and invasive abilities of SGC7901, were obviously decreased when miR-200a ex-

pression was upregulated, and the miR-200a mimics led to G0/G1-phase entry. Conclusion: Over-expression of miR-200a could sup-

press the activity of the β-catenin/TCF-4 pathway, consequently inhibiting the proliferation and migratory as well as invasive ability of

gastric carcinoma cells.
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本研究应用miR-200a mimics模拟内源性miR-200a，上
调其在胃腺癌细胞系SGC7901中的表达，以研究其对

胃癌细胞的生物学行为的影响，并对其作用机制进行

初步探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

qRT-PCR试剂、PCR引物、miR-200 mimics均购

自上海吉玛制药技术有限公司。β-catenin单克隆抗

体购自Abcam公司，TCF-4单克隆抗体及相应二抗及

荧光二抗均购自 Santa cruz公司，免疫印迹化学发光

（ECL）系统购自美国 Syngene公司。Top/Fop Flash质

粒，聚偏二氟乙烯（PVDF）膜购自美 Millipore 公司。

细胞外基质（ECM）膜为美国 Sigma公司产品。Tran⁃
swell侵袭小室为美国Costar公司产品。脂质体Lipo⁃
fectamine2000购自 Invitrogen公司。人胃腺癌细胞株

SGC7901由第三军医大学樊代明院士馈赠。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染 SGC7901使用含 10％胎牛

血清的DMEM培养基，37℃、5%CO2饱和湿度条件下

培养。将处于对数期生长的细胞消化后接种于 6孔

细胞培养板中，细胞为（2～3）×105个/孔，待细胞融合

60%～70%，根据Lipofectamine2000说明书分别将无

义序列及 miR-200a mimics 转染 SGC7901 细胞。实

验分 3组：空白组（control）、阴性对照组（scramble）和

miR-200a mimics组（miR-200a）。
1.2.2 qRT-PCR 检测 SGC7901 转染后 miR-200a 的

表达变化 应用Trizol法提取细胞总RNA，miR-200a
特异逆转录引物，M-MLV 逆转录酶逆转录合成 cD⁃
NA。所得 cDNA置于-20 ℃保存。qRT-PCR检测各

组的 miR-200a 的表达。反应条件：95℃，10 min；
95℃，15 s；65℃，30 s；72℃ 30 s；40 个循环；72℃，

10min。数据采用2－ΔΔCt法进行分析。

1.2.3 细胞免疫荧光 细胞转染后 24 h，0.25%胰酶

消化细胞爬片，37℃温箱孵育 48h，弃培养基，PBS洗

涤3次，4%多聚甲醛室温固定20 min，PBS洗涤3次，

20℃冰冻保存。检测时取出冻存细胞爬片，室温解

冻后，1%Triton 破膜 10min；1%牛血清白蛋白（BSA）
封闭 30min；加1：100 稀释的一抗，4 ℃过夜。次日

PBS 洗涤，加入 FITC 标记的二抗（1：100），37℃避光

孵育1 h，DAPI避光染核10min，封后片在共聚焦显微

镜（LeiCa microsystem Heidelberg GmbH，Germany）下

观察染色结果。

1.2.4 Western blot 收集转染48h后的细胞，细胞裂

解液RIPA裂解提取总蛋白。SDS-PAGE凝胶电泳分

离，恒压 80V 电转移至 PVDF 印迹膜。BSA 封闭 1h
后，加入兔抗人β-catenin/TCF-4 抗体（1：1 000 稀

释），4 ℃孵育过夜。次日室温复温 30min后PBST洗

膜，用辣根过氧化物酶标记的二抗（1：l 000稀释），室

温孵育 1 h。用化学发光法显色，凝胶成像系统采集

成像。目的蛋白相对表达量=目的条带的灰度值／

同一样本内参的灰度值。

1.2.5 Transwell侵袭实验 在具有8μm小孔聚碳酸

酯滤膜的培养小室上铺用预冷无血清DMEM培养基

稀释的 Matrigel 基质胶（matrigel ：DMEM=1：2），接种

100 μL无血清培养基稀释SGC7901细胞（10×105个/mL），
下室加入 600 μL含 10%胎牛血清的DMEM培养液，

每组设3个复孔。37℃、5%CO2条件下培养24 h后，取

出Transwell小室，弃去孔中培养液，用PBS洗涤2次，

0.1%结晶紫染色 5 min，用棉签轻轻擦掉上层未迁移

细胞，用PBS洗涤。100倍显微镜下随机计数５个视

野细胞数，取平均数为每组穿过小室细胞数。

1.2.6 划痕实验 将已转染的细胞放入37℃、5%CO2
培养箱中孵育。次日用200 μL微量移液头在6孔板

内垂直划痕，PBS液洗涤 2次后加入无血清培养基，

在倒置显微镜下观察0、24和48 h后划痕中细胞的迁

移情况并拍照。

1.2.7 MTT实验 取对数生长期细胞，常规胰酶消化

制成单细胞悬液，细胞以4×103个/孔接种于96孔培养

板中，每孔加入100 μL培养基，5％CO2、37 ℃培养箱内

培养24 h后转染。取3组细胞其吸光度值，每组3个复

孔，每24 h测一次。测时每孔加入20μL MTT（5 mg/mL），
温育4 h后，弃去培养基，加入200μL DMSO，振荡10min。
在酶标仪上测590 nm处各孔的吸光值（OD570），按下列

公式计算生长抑制率（IR）：抑制率（％）=［1-（实验组OD570
值/对照组OD570值）］×100％。

1.2.8 流式细胞术分析细胞周期 将 6孔板中的各

组细胞用 0.25%胰酶消化后收集至EP管中，1 000r/min
离心 5 min，用PBS洗涤 2遍，75％乙醇 4 ℃固定消化

后的单细胞悬液过夜，RNase A（1 mg/mL）200 μL
37 ℃孵育 30 min，与 PI 染色液 800 μL 混匀后 4℃避

光染色 30 min，应用 FACSCalibur（BD 公司，美国）流

式细胞仪在488 nm检测。

1.2.9 TOP/FOP荧光素酶试验 处于对数生长期的

SGC7901细胞常规消化后接种于96孔细胞培养板中，

3 × 103 个/孔。待细胞融合 60%～70%，根据 Lipo⁃
fectamine2000 说明书分别将 miR-200a mimics 转染

SGC7901细胞，24 h后转染TOP/FOP荧光素酶报告质粒，

每孔0.2 μg TOP/FOP质粒，0.25 μL Lipofectamine2000，
实验分5组：空白组（control）、TOP、FOP、TOP+miR-200a、
FOP+miR-200a组，每组设3个复孔。

1.3 统计学方法

SPSS11.0软件对所有数据进行统计学处理，选用
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方差分析、χ2检验，P<0.05为差异统计学意义。

2 结果

2.1 qRT-PCR检测转染后miR-200a的表达情况

qRT-PCR结果显示转染后，实验组miR-200a的
表达水平较空白组及阴性对照组（表1）升高约38倍，

miRNAs mimics转染成功，可满足后续实验需要。

2.2 转染前后细胞迁移和侵袭能力的变化

体外划痕实验结果显示，转miR-200a mimics组
SGC7901细胞的运动速度明显慢于空白组和无义序

列组细胞，转miR-200a mimics组 48 h后细胞划痕依

然明显，而空白组和阴性对照组细胞已基本长满。

Transwell体外侵袭实验转染后发现各组穿过微

孔的平均细胞数（表 2）。空白组和阴性对照组细胞

数差异无统计学意义，而转miR-200a mimics组细胞

数明显少于空白组和阴性对照组，较之分别降低了

38.60%和36.64%。

2.3 细胞增殖活性分析

与空白组和阴性对照组相比，转miR-200a mim⁃
ics组细胞自第2天起增殖速率呈下降趋势，3组之间

细胞增殖率除第1天差异无统计学意义（P>0.05），其

余各时限比较差异有统计学意义（P<0.05）；空白组和

阴性对照组增殖率变化差异无统计学意义（P>0.05，
表3）。
表1 qRT-PCR检测转染miR-200a mimics后的ct值变化

Table 1 Changes of the CT value after transfection of miR-200a detect⁃
ed by the real-time quantity PCR

表 2 Tanswell 法检测 SGC7901 细胞转染 miR-200a mimics

后侵袭能力结果分析 (x±s)
Table 2 Invasive ability of gastric cancer cells SGC7901 after transfec⁃
tion detected by transwell assay

分组

空白组

scramble组

miR-200a组

穿过基质膜的细胞数

133.00±10.82

128.33±9.07

81.67±6.66

F

29.76

P

0.001

表3 SGC7901细胞转染miR-200a mimics后MTT检测结果 (x±s)
Table 3 Results of MTT after transfection of miR-200a mimics

时间/d

d1

d2

d3

d4

d5

d6

d7

*：P<0.001

活细胞比率/%

空白组

100±0.000

100±0.000

100±0.000

100±0.000

100±0.000

100±0.000

100±0.000

scramble组

100±5.6

95±9.9

98±9.1

100±4.7

100±9.5

99±7，8

97±12.4

miR-200a组

85±18.5

91±8.5

83±4.8

74±3.2

72±2.9

69±4.1

67±2.9

F

0.223

1.550

7.244

35.414

32.465

61.627

37.660

p

0.807

0.287

0.025

*

0.001

*

*

流式细胞术分析细胞周期，转染后 SGC7901 细

胞空白组、scramble 组和 miR-200a 组 G0/G1 期分别

50.2%、52.9%和 65.2%，S 期分别为 29.4%、28.1%和

24.3%；G2/M期分别为20.4%、19.0%和10.5%；表明上

调miR-200a的表达使细胞周期阻滞在G0/G1期，细胞

增殖能力受抑制。

2.4 转染后β-catenin/TCF-4通路及相关蛋白表达的

变化

本研究运用Western blot及免疫荧光法检测转染

miR-200a后，β-catenin和TCF-4表达量及细胞定位

的变化。蛋白杂交结果显示（图1），SGC7901细胞中

β-catenin/TCF-4及生物学相关蛋白的表达明显低于

阴性对照组和空白组，差异有统计学意义（P<0.05）。

细胞共聚焦（图 2）结果则表明在 SGC7901细胞中增

加miR-200a后，β-catenin被敲低并出现了细胞核向

胞浆的转移，TCF-4的表达也出现了下调。

2.5 TOP/FOP荧光素酶试验

TOP/FOP 荧光素酶试验是检测 β-catenin 和

TCF-4 活性的经典试验。通过转染 miR-200a mim⁃
ics 24 h后转染 TOP/FOP荧光素酶报告质粒，48 h后

检测荧光素酶活性。TOP+miR-200a 组与 TOP 组相

比荧光素酶活性下降2.27倍，而FOP+miR-200a组与

FOP组相比荧光素酶活性基本不变（图3）。

miR-200a通过β-catenin/TCF-4信号通路抑制胃癌细胞系生长侵袭能力的体外研究

分组

空白组

scramble组

miR-200amimics组

Δct

16.589±0.010 1

16.503±0.025 2

11.343±0.005 8

ΔΔct

0

-0.085 7±0.031 9

-5.245 7±0.015 0

2-ΔΔct

1

1.061 2

37.941 4
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图1 Western blot检测转染后β-catenin/TCF-4通路及相关蛋白表达

Figure 1 The expression of purpose proteins detected by Western blot

图2 免疫荧光检测SGC7901细胞β-catenin的表达（×200）

Figure 2 Changes in cellular localization of β-catenin in SGC7901 cells
detected by immunofluorescence

图3 TOP/FOP荧光素酶试验检测β-catenin/TCF-4活性

Figure 3 The activity of β-catenin/TCF complex detected by pTop⁃
Flash/ pFopFlash luciferase vectors

3 讨论

胃癌是一种常见的严重威胁人类生命健康的恶

性肿瘤，占胃恶性肿瘤的95%。胃癌在我国发病率很

高，其发生、发展是一个多基因、多途径、多阶段的复

杂过程。近年来的研究表明，miRNA的异常表达与

肿瘤发生、发展和侵袭转移密切相关，成为近几年的

研究热点。最近研究表明miR-200家族在鼻咽癌［3］、

宫颈癌［4］等多种人类肿瘤表达下调，并且在鼻咽癌细

胞系中其内源性miR-200a的表达随细胞分化程度的

增加而增加。Du等［5］对胃癌及胃癌细胞系的研究发

现，miR-200家族成员在胃癌及胃癌细胞系中均表达

下调。miR-200家族过度表达时可抑制多种实体细

胞增殖、转移和侵袭能力［3-8］。为了探讨miR-200对

胃癌细胞系生物学行为能力的影响，本研究向胃癌

细胞系 SGC7901 中导入 miR-200a 的 mimics，发现增

加胃癌细胞系 SGC7901中miR-200a的表达后，肿瘤

细胞的侵袭、迁移能力明显下降；同时，也抑制了胃

癌细胞的增殖能力。表明miR-200a在细胞恶性转化

过程中可能起着抑制癌细胞作用。

miR-200家族发挥其抑癌作用的机制目前还不

十分清楚。有研究表明，miR-200家族成员可以抑制

EMT 过程。EMT，即上皮细胞在形态学上发生向成

纤维细胞或间充质细胞表型转变的过程。EMT过程

中细胞间黏附减弱、运动性增强，且细胞间紧密连接

及细胞极性均被破坏。越来越多的证据表明，EMT
是许多肿瘤侵袭和转移早期的一个重要的过程［9，10］，

且能明显推进恶性肿瘤的演进。miR-200家族成员

可以抑制 EMT 过程，其主要通过抑制 ZEB1 和 ZEB2
进而抑制 E-钙黏蛋白（E-cadherin）表达。E-cad⁃
herin 属于Ⅰ型膜蛋白，它与 N-cadherin，P-cadherin
及 catenin（包括α-，β-，g-及 P120）构成 cadherin/
catenin复合体，是一组与细胞间紧密连接，维持细胞

极性，保持组织结构完整密切相关的蛋白复合体。

β-catenin作为 cadherin/catenin复合体的组成部分之

一，其最初是在研究细胞间的黏附分子钙黏蛋白

（cadherin）时发现其结合在E-cadherin的胞浆区［6-7］，

近年来已证明 cadherin/catenin复合体调控细胞与细

胞之间黏附并影响细胞的迁移，而β-catenin 在 cad⁃
herin/catenin复合体中通过通过α-catenin－细胞骨架

肌动蛋白（actin）连接cadherins，在cadherins的结构和

功能方面发挥了基本的作用。酪氨酸通过胞浆激酶

Fer/Scr/表皮生长因子受体（epithelial growth factor re⁃
ceptor，EGFR）对 β-catenin 的磷酸化作用可破坏

β-catenin与cadherin的结合，表皮生长因子受体（epi⁃
thelial growth factor receptor，EGFR）通过胞浆酪氨酸

激 酶 Fer/Scr 对 β-catenin 的 磷 酸 化 作 用 可 破 坏
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β-catenin与cadherin的结合，导致胞浆游离β-catenin
增加并转运入胞核［11］，发 挥 其 转 录 激 活 作 用 。

β-catenin不仅参与cadherins/catenin复合体的组成也

是 Wnt 通路的关键组成部分，β-catenin/TCF-4 作为

经典的Wnt通路在胚胎发育过程中具有至关重要的

作用，而且还与众多不同的组织干细胞进行自我更

新和分化，以及与多种人类疾病的发生发展密切相

关。当 Wnt 信号通路激活时，使在胞浆内累积

β-catenin转位入核并与核内转录因子TCF/LEF相互

作用，激活下游靶基因的转录，引发生物学效应。

Xia等［3］在对鼻咽癌的研究中用荧光素酶报告实

验证明β-catenin 为 miR-200a 的直接靶点之一，在

Saydam等［12］研究脑膜瘤细胞系时也得到证实。本实

验 在 增 加 胃 癌 细 胞 内 miR-200a 表 达 后 ，发 现

β-catenin 的表达被抑制，而且其下游信号分子

TCF-4 核内表达量减少。应用 TOP/FOP 实验检测

β-catenin信号通路活性后发现，该信号通路的活性

明显降低。根据我们实验及先前相关研究结果分

析，miR-200a对β-catenin/TCF-4的调节可能有两种

机制：一种是miR-200a通过其靶基因ZEB1/ZEB2调

节cadherin复合体，从而影响Wnt/β-catenin/TCF-4信

号通路的活性；另一个机制则是通过直接抑制其靶

基因β-catenin的表达，进而引起细胞内β-catenin分

布改变从而抑制Wnt/β-catenin/TCF-4信号通路的活

性。Wnt/β-catenin/TCF-4信号通路活性的降低引起

的对下游靶基因（c-myc、cyclinD1、MMP2、ITF-2 等）

的影响及 cadherins复合体功能改变引起的细胞间黏

附能力的增加，其共同作用降低了SGC-7901细胞的

癌性生物学特征。

综上所述，调节细胞生物学行为的信号通路还

有许多，这些信号传导通路存在许多交叉，之间的相

互作用是否与miR-200a的调控有关有待于进一步研

究。
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