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腺病毒介导ｍｉＲＮＡ１３８抑制人胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖的机制研究
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　　摘　要：目的　探讨负载ｍｉＲＮＡ１３８（ｍｉＲ１３８）的重组复制缺陷型腺病毒对人胃癌ＢＧＣ８２３细胞株增殖能力的影响及可能

的机制。方法　将负载ｍｉＲ１３８的重组腺病毒感染人胃癌ＢＧＣ８２３细胞株，采用荧光实时定量ＰＣＲ检测 ｍｉＲ１３８表达丰度；采

用ＣＣＫ８方法检测细胞生长曲线；采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ方法检测细胞侵袭能力。结果　与ＡｄＬａｃＺ对照组相比，感染ＡｄｍｉＲ１３８后，

ＢＧＣ８２３细胞内ｍｉＲ１３８表达丰度明显升高，差异有统计学意义（１．０７±０．０７狏狊．４．８９±０．４５，犘＜０．０５）；第６天吸光度明显下

降，差异有统计学意义（０．５２±０．０６狏狊．０．７７±０．０６，犘＜０．０５）；细胞侵袭能力亦显著下降，差异有统计学意义（３２．００±１１．００狏狊．

５６．００±１２．００，犘＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１３８体外可显著抑制人胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖及侵袭能力。
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　　胃癌是全球肿瘤中发病率、致死率最高的肿瘤之一，传统

手术、化疗及放疗疗效欠佳［１］，５年生存率不到３０％
［２］，因此需

要深入研究胃癌发病机制并开发新的治疗模式［３］。随着 ｍｉＲ

ＮＡ（ｍｉＲ）的功能的揭示，ｍｉＲＮＡ在肿瘤早期诊断
［４］及治疗［５］

中的作用日益受到重视。笔者在前期研究中发现，ｍｉＲ１３８在

胃癌进展过程中呈逐步下降趋势，且其表达与ｈＴＥＲＴ呈负相

关［６］，而ｈＴＥＲＴ可促进胃癌发生、发展
［７８］。国外有研究亦发

现，ｍｉＲ１３８可通过抑制甲状腺癌内ｈＴＥＲＴ蛋白表达而抑制

甲状腺癌细胞生长［９］。在成功包装负载 ｍｉＲ１３８的腺病毒
［１０］

基础上，本研究拟进一步探讨 ｍｉＲ１３８过表达对人胃癌ＢＧＣ

８２３细胞增殖及侵袭能力的影响及可能的作用机制，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　人胃癌ＢＧＣ８２３细胞株（中科院上海生科院

细胞资源中心），ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）及胰蛋

白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ），负载有ｍｉＲ１３８表达序列的复制缺陷型腺病

毒（ＡｄｍｉＲ１３８），由本室构建并保存
［１０］；负载有β半乳糖苷酶

（βｇａｌ）基因ＬａｃＺ的复制缺陷型腺病毒，由西南医院心内科唐

兵博士惠赠。ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡ提取试剂盒（Ａｍｂｉｏｎ），逆转

录试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒（ＴａＫａＲａ）；ＡＢＩ７５００

荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ）；ＣＣＫ８检测试剂盒（碧云天）；Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ）。

１．２　方法

１．２．１　ＢＧＣ８２３细胞培养　采用含１０％ＦＢＳ的高糖ＤＭＥＭ

培养液，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。

１．２．２　ＡｄｍｉＲ１３８感染人胃癌细胞ＢＧＣ８２３　取对数生长期

的ＢＧＣ８２３细胞接种于６孔细胞培养板中，以ＰＢＳ代替腺病

毒作为空白对照（ＢＧＣ８２３组）；感染 ＡｄＬａｃＺ的阴性对照
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作者，Ｔｅｌ：（０２３）６８７６２０９２；Ｅｍａｉｌ：ｌｉｎｇｃｏｎｇ＿００８＠１２６．ｃｏｍ。



（ＢＧＣ８２３ＡｄＬａｃＺ组）；感染ＡｄｍｉＲ１３８的ＢＧＣ８２３ＡｄｍｉＲ１３８

组。腺病毒感染步骤参照文献［１０］进行。感染后４８ｈ收集各

组细胞用于后续实验。

１．２．３　实时定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ｍｉＲ１３８表达

　提取细胞 ｍｉＲＮＡ，逆转录ｃＤＮＡ，配好 ＲＴＰＣＲ反应体系

后，于ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ反应，退火温度

为６０℃。相对定量采用２△△ＣＴ进行计算，引物序列见表１。

１．２．４　ＣＣＫ８方法检测胃癌细胞增殖　感染腺病毒４８ｈ后

收集各组细胞，以每孔２．５×１０３ 个细胞，接种于９６孔板中，共

检测６次，每天１次，每个时间点设置３个复孔。检测前每孔

分别加入２０μＬＣＣＫ８试剂，避光３７℃孵育２ｈ，轻轻振荡后，

酶标仪测定４５０ｎｍ波长处吸光度（犃）值，并比较各组细胞的

犃值，观察ｍｉＲ１３８对胃癌细胞增殖的影响并计算抑瘤率。抑

瘤率＝（１－实验组犃值／对照组犃值）×１００％。

表１　　ＲＴＰＣＲ及ＰＣＲ引物列表

引物 基因名称 引物序列

ＲＴＰＣＲ引物 Ｕ６ ５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′

ｍｉＲ１３８
５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

ＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＧＧＣＣＴＧ３′

ＰＣＲ引物 Ｕ６ Ｆ：５′ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ ３′

Ｒ：５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′

ｍｉＲ１３８ Ｆ：５′ＧＧＧＡＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＧＡＡＴ３′

Ｒ：５′ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３′

　　Ｆ：正向引物；Ｒ：反向引物。

１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测胃癌细胞侵袭能力　感染腺病毒

４８ｈ后收集各组细胞，用无血清的ＤＭＥＭ 培养液悬浮细胞，

稀释成１×１０５ｍＬ－１的细胞密度，加入２００μＬ细胞悬液至Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ上室，下室加入８００μＬ的含１０％血清的ＤＭＥＭ 培养

液，３７℃孵育２４ｈ后，乙醇棉球拭去上室未迁移细胞，经９５％

乙醇固定后，１％结晶紫染色３ｍｉｎ。采用显微镜观察细胞迁移

情况，实验重复３次。随机取５个２００倍视野，计数侵袭的细

胞，取平均值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以

狓±狊表示，组间比较采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测 ＡｄｍｉＲ１３８感染 ＢＧＣ８２３细胞后 ｍｉＲ

１３８的表达　与ＢＧＣ８２３ＡｄＬａｃＺ组相比，ＢＧＣ８２３ＡｄｍｉＲ１３８

组细胞内ｍｉＲ１３８表达丰度显著上调（１．０７±０．０７狏狊．４．８９±

０．４５），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　ＣＣＫ８检测细胞生长曲线　采用ＣＣＫ８检测细胞生长

曲线。与对照组相比，ＢＧＣ８２３ＡｄｍｉＲ１３８组细胞增殖受到明

显抑制。在第５、６天，ＢＧＣ８２３ＡｄｍｉＲ１３８组犃值显著低于对

照组（５ｄ：０．４１±０．０４狏狊．０．６５±０．０８；６ｄ：０．５２±０．０６狏狊．

０．７７±０．０６），第５、６天抑瘤率分别为３６．９％、３２．５％。

２．３　ＡｄｍｉＲ１３８感染对胃癌ＢＧＣ８２３细胞侵袭能力的影响

　与ＢＧＣ８２３ＡｄＬａｃＺ组相比，ＡｄｍｉＲ１３８实验组细胞侵袭能

力显著下降（５６±１２狏狊．３２±１１），差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见图２。

　　：犘＜０．０５，与ＢＧＣ８２３ＡｄＬａｚ组比较。

图１　　ＣＣＫ８检测ＢＧＣ８２３细胞生长曲线

　　：犘＜０．０５，与ＢＧＣ８２３ＡｄＬａｚ组比较。

图２　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测胃癌细胞侵袭能力

３　讨　　论

新近研究发现，ｍｉＲ１３８是一重要的抑癌 ｍｉＲＮＡ，可通过

靶向多个癌基因抑制肿瘤生长，例如在肝癌细胞株内 ｍｉＲ１３８

功能模拟物可抑制靶基因ＣＣＮＤ３而在体外及小鼠体内抑制

肝细胞癌的生长与转移［１１］。ｍｉＲ１３８还可通过 ＢＣＲＡＢＬ／

ＧＡＴＡ１／ｍｉＲ１３８环路，抑制慢性髓样白血病细胞株增殖，促

进其凋亡［１２］。还有研究发现，在肾透明细胞癌细胞株７８６０

内，ｍｉＲ１３８可抑制靶基因 ＨＩＦ１α表达而促进肾癌细胞凋亡

并抑制其侵袭能力［１３］；并且，ｍｉＲ１３８还可通过抑制其靶基因

Ｐ糖蛋白，Ｂｃｌ２以及多种耐药基因１，逆转白血病细胞株 ＨＬ

６０的耐药性
［１４］。这些结果表明，ｍｉＲ１３８是一个重要的抑癌

ｍｉＲＮＡ。笔者前期研究亦发现，转染 ｍｉＲ１３８功能模拟物

ＲＮＡ后，人胃腺癌细胞株ＳＧＣ７９０１增殖能力显著抑制
［１５］。

由于ｍｉＲ１３８功能模拟物ＲＮＡ易降解，作用时间短。

本研究采用ＡｄｍｉＲ１３８感染人胃癌ＢＧＣ８２３细胞株，发

现ＡｄｍｉＲ１３８可明显上调细胞内 ｍｉＲ１３８表达丰度，并显著

抑制ＢＧＣ８２３细胞的增殖及侵袭能力。因此，以抑癌ｍｉＲ１３８

作为胃癌治疗靶标的策略是可行的。并且，由于ｍｉＲ１３８可通

过多种机制抑制肿瘤生长与增殖，并可逆转肿瘤细胞对化疗药

物的耐药性［１４］，因此极可能成为优良的抗肿瘤治疗靶标。
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１３８复制缺陷型腺病毒的包装及鉴定［Ｊ］．重庆医学，

２０１１，４０（９）：８９６８９８．

［１１］ＷａｎｇＷ，ＺｈａｏＬＪ，ＴａｎＹＸ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１３８ｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｃｙｃｌｉｎＤ３ｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１２，３３（５）：１１１３１１２０．

［１２］ＸｕＣ，ＦｕＨ，ＧａｏＬ，ｅｔａｌ．ＢＣＲＡＢＬ／ＧＡＴＡ１／ｍｉＲ１３８

ｍｉｎｉｃｉｒｃｕｉｔｒｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｌｅｕｋｅｍｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｃｈｒｏ

ｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１２，２０１２：５５７．

［１３］ＳｏｎｇＴ，ＺｈａｎｇＸ，ＷａｎｇＣ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１３８ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ（ＨＩＦ１ａｌｐｈａ）

ｉｎｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ７８６０ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＰａｃ

ＪＣａｎｃｅｒＰｒｅｖ，２０１１，１２（５）：１３０７１３１１．

［１４］ＺｈａｏＸ，ＹａｎｇＬ，ＨｕＪ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１３８ｍｉｇｈｔｒｅｖｅｒｓｅｍｕｌ

ｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＬｅｕｋＲｅｓ，２０１０，３４

（８）：１０７８１０８２．

［１５］陈陵，梁光萍，邹利全，等．ｍｉＲ１３８对人胃腺癌细胞

ＳＧＣ７９０１增殖的影响［Ｊ］．中国肿瘤临床，２０１１，３８（１３）：

７５５７５８．

（收稿日期：２０１３０９１８　修回日期：２０１３１１２２）
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