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　　摘　要：目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１９２３ｐ（ｍｉＲ２１９２３ｐ）与胃癌的相关性及机制。方法　运用实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＲＴＰＣＲ）检测８２份配对的胃癌组织和周围正常组织样本中的 ｍｉＲ２１９２３ｐ的表达水平。在胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３中过表达

ｍｉＲ２１９２３ｐ后，测定细胞增殖活性，并在细胞株和胃癌组织标本中采用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）测定与肿瘤增殖相关的

蛋白ＥＲＫ１／２表达水平。结果　ｍｉＲ２１９２３ｐ在晚期胃癌组织中的表达量下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。在胃癌细胞株

ＭＧＣ８０３中过表达ｍｉＲ２１９２３ｐ后细胞增殖受显著抑制（犘＜０．０５）。过表达ｍｉＲ２１９２３ｐ后，ＭＧＣ８０３细胞中的ＥＲＫ磷酸化水

平显著下降，总ＥＲＫ表达量不变。在组织标本中，胃癌组织的ＥＲＫ磷酸化（ｐＥＲＫ）水平明显高于周围癌旁组织。结论　ｍｉＲ

２１９２３ｐ可能通过参与调控ＥＲＫ１／２信号通路而在胃癌发生和发展中起抑癌基因的作用。
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　　胃癌是世界上的第四大常见肿瘤，在肿瘤死亡原因中排名

第二位。目前，研究表明晚期胃癌患者中只有约２０％的患者

生存期超过５年
［１］。肿瘤的发生、发展是多种内源性和外源性

因素累积的结果。胃癌的发生的内源性因素通常与饮食习惯

和胃部幽门螺杆菌感染率增加有关［２］，外源性因素则包括遗

传、饮食、胃泌素激素水平以及其他慢性胃部炎症因子等［３］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一种非编码的小片段 ＲＮＡ，参与

ｍＲＮＡ的降解和翻译调控。ｍｉＲＮＡ通过靶向结合于 ｍＲＮＡｓ

的３′非翻译区互补序列从而诱导 ｍＲＮＡ降解或抑制翻译，起

到对基因转录和翻译的调节作用［４］。近年来，ｍｉＲＮＡｓ被认为

是一种肿瘤抑制基因，其通过对基因表达的调节而对肿瘤的发

生和发展起着重要作用［５］。在人类和鼠中，ｍｉＲＮＡ２１９（ｍｉＲ

２１９）前体转录产物主要是由 ｍｉＲ２１９１和 ｍｉＲ２１９２基因编

码。前体转录产物经过剪切后成为成熟的 ｍｉＲＮＡｓ：包括从前

体转录产物的５′端转录的ｍｉＲ２１９５ｐ；分别从ｍｉＲ２１９１前体

转录成熟的ｍｉＲ２１９１３ｐ和ｍｉＲ２１９２前体转录成熟的 ｍｉＲ

２１９２３ｐ。已有研究表明在恶性星形细胞瘤
［６］和肝癌中 ｍｉＲ

２１９５ｐ表达量下降
［７］，最新的研究报道，ｍｉＲ２１９２３ｐ在胃癌

细胞系 ＭＧＣ８０３中表达量有所降低，且过表达 ｍｉＲ２１９２３ｐ

可以诱导胃癌细胞的凋亡，提示 ｍｉＲ２１９２３ｐ可能作为胃癌

的候选抑癌基因［８］。

基于以上研究背景，本研究拟对本院２０１１～２０１２年进行

手术治疗的胃癌患者组织中 ｍｉＲ２１９２３ｐ表达量的变化及其

可能作用机制进行研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１～２０１２年在本院接受胃癌切除手

术的８２例胃癌患者，所纳入的患者均签订了知情同意书。在

病理医师的指导下，切除适量的胃癌组织以及邻近的癌旁组织

（距离癌组织３ｃｍ）。手术切除后的新鲜标本立即置于液氮中

冷冻保存。所有患者年龄４５～７０岁。所有胃癌标本均经过病

理诊断确认。

１．２　方法

１．２．１　实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ）　组织中总

ＲＮＡ抽提采用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｔａｋａｒａ）试剂盒方法。采用 Ｔａｑｍａｎ

ｍｉＲＮＡ的方法并通过ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ技术定量检测８２例

胃癌病例中癌组织和邻近正常组织的 ｍｉＲ２１９２３ｐ表达水

平。逆转录反应体系为：５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ，０．１ＭＤＴＴ，２００Ｕ／ｍＬ

逆转录酶，４０Ｕ／ｍＬＲＮａｓｅ抑制剂。反应条件为３７℃条件下

５５ｍｉｎ，７０℃条件下１５ｍｉｎ，－２０℃保存。在ＡＢＩ公司生产的

７５００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪上进行反应，反应体系为２０μＬ，包括１

μＬ逆转录产物，１×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＴａｑＭａｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ和１×Ｔａｑ

ｍａｎｐｒｏｂｅ／ｐｒｉｍｅｒＭｉｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
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１．２．２　细胞培养及转染实验　本研究采用的细胞株为人胃癌

细胞株 ＭＧＣ８０３（胃黏液癌，低分化），购自中国医学科学院基

础医学科学研究所细胞资源中心（北京）。培养基：ＤＭＥＭ 培

养液（Ｇｉｂｃｏ公司），１０％ 胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）和链霉素（１００

ｍｇ／ｍＬ），青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）。在５％ＣＯ２，湿度大于９５％的

３７℃培养箱中培养。转染前２４ｈ分别于６孔板接种２×１０５／

孔。２４ｈ后（约 ８０％ 细胞贴壁后）进行转染，参照 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书及参考文献进行操作
［９］。转染６～

８ｈ后换液，培养４８ｈ后裂解细胞，并进行相关指标分析。

１．２．３　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析　将 ＭＧＣ８０３的

全细胞成分及标本组织匀浆用细胞裂解缓冲液裂解。裂解缓

冲液的成份为２０ｍＭ ＴｒｉｓＨＣＩ、１ｍＭ 乙二胺四乙酸（ＥＤ

ＴＡ）、１ｍＭ 乙二醇二乙醚二胺四乙酸（ＥＧＴＡ）、１ｍＭ 钒酸

钠、０．２ｍＭ。收集蛋白并进行蛋白浓度测定（ＢＣＡ法）。制备

好的蛋白样品放置于－８０℃冰箱保存备用。电泳：每泳道上

样１０μｇ蛋白。用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）后转硝酸纤维素膜。转膜后封闭非特异性结合

蛋白。然后加入一抗４℃孵育过夜，加入 ＨＲＰ标记的二抗室

温孵育１ｈ。ＥＣＬ 显色拍片。一抗包括 ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ、

βａｃｔｉｎ。

１．２．４　细胞增殖测定　各组细胞分别转染 ｍｉＲ２１９２３ｐ，

ｍｉＲＮＡ阴性对照，转染后的细胞用含１０％ ＣＣＫ８的（Ｄｏｊｉｎ

ｄｏ；日本）培养基在３７℃孵育，可以视觉上看到颜色变化。分

别于转染后０、２４、４８、７２、９６ｈ在４５０ｎＭ和６３０ｎＭ波长处测

定吸光度，计算细胞增殖速率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据处理。ｍｉＲ

ＮＡ的ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果采用２△△Ｃｔ方法对目的基因在癌组

织及癌旁组织中的表达量进行相对定量分析。计量资料用

狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析或狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　胃癌组织中 ｍｉＲ２１９２３ｐ的表达变化与临床病理参数

的关系分析　与癌旁组织比较，５９．７％（４９／８２）肿瘤组织中

ｍｉＲ２１９２３ｐ表达量降低。作者进一步对 ｍｉＲ２１９２３ｐ表达

与临床病理特征的关联性进行分析，结果如表１，ｍｉＲ２１９２３ｐ

在胃癌组织中的表达与临床分期相关性表现为，ｍｉＲ２１９２３ｐ

表达量越低，患者临床分期级别越高（犘＜０．０５），而与年龄、性

别、癌变部位、Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分类、淋巴结侵袭无关（犘＞０．０５）。

图１　　ｍｉＲ２１９２３ｐ过表达对 ＭＧＣ８０３细胞增殖影响

２．２　ｍｉＲ１２９２３ｐ对胃癌细胞增殖的影响　由图１细胞增殖

实验结果可知，与空白对照组（未经任何处理）及阴性对照组

（转染空质粒）相比，在 ＭＧＣ８０３细胞过表达 ｍｉＲ１２９２３ｐ后

（ｍｉＲ２４９３ｐ组），细胞数目显著降低，且具有时间效应关系，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　ｍｉＲ２１９２３ｐ过表达对ＥＲＫ表达的影响　与阴性对照

组相比，过表达 ｍｉＲ２１９２３ｐ后，细胞水平的磷酸化ＥＲＫ１／２

（ｐＥＲＫ）表达水平显著降低，而总磷酸化水平没有显著改变，

图２。与癌旁组织相比，胃癌组织中ｐＥＲＫ蛋白表达量显著

升高，见图３。

表１　　ＭｉＲ２１９２３ｐ表达量与胃癌临床病理

　　　参数相关性分析

组别 狀 ｍｉＲ２１９２３ｐ 犘

年龄（岁） ０．１３２

　＞５５ ６０ －０．３２３（－０．９１８～＋０．０９１）

　＜５５ ２２ －０．４１６（－０．９５６～＋０．７０８）

性别 ０．８２３

　男 ４５ －０．３５６（－１．０９７～＋０．９２７）

　女 ３７ －０．３９２（－１．３２３～＋０．４１０）

癌变部位 ０．０９８

　近端 １５ －０．１３３（－１．７８９～＋０．３４１）

　胃体 ４２ －０．４５（－１．３０９～＋０．８５５）

　远端 ２５ －０．２７６（－１．０４４～＋１．１２１）

Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分类 ０．１９９

　弥散型 ４２ ０．１５５（－０．８０６～＋０．１７８）

　混合型 ４０ －０．００７（－０．７０１～＋１．２６４）

临床分期 ０．０３９

　Ⅰ～Ⅱ ５１ ０．３６６（－０．４２０～＋１．１９５）

　Ⅲ～Ⅳ ３１ －０．５７８（－２．２８３～＋１．２６８）

淋巴结侵袭 ０．１１５

　Ｎ０～Ｎ１ ４４ ０．３０９（－１．３２４～＋２．１９２）

　Ｎ２～Ｎ３ ３８ －０．４７２（２１．２２６～＋０．３７８）

图２　　ＭＧＣ８０３细胞中过表达ｍｉＲ２１９２３ｐ对细胞中

ＰＥＲＫ水平影响

图３　　胃癌组织和癌旁组织中ＰＥＲＫ水平检测

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡ是一类小的非编码ＲＮＡ分子，由２１～２３个碱基

组成。ｍｉＲＮＡ在真核基因表达调控中有着广泛的作用，大多

数已知的ｍｉＲＮＡ分子都是和基因的负向调节相关。研究表

明，ｍｉＲＮＡ可作为参与调控基因表达的分子，基于其靶 ｍＲ

ＮＡ分子，ｍｉＲＮＡ可以在肿瘤的发生和发展中起到“促进因

子”或是“抑制因子”的作用［１０１１］。胃癌中存在多种 ｍｉＲＮＡ表

达的异常，这些ｍｉＲＮＡ通过对肿瘤相关靶基因的调控发挥作

用，在胃癌的发生、发展及其转移等过程中进行分子水平调控，

影响胃癌的最终发展和转归［１２］。因此，对胃癌中特异的 ｍｉＲ
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ＮＡ进行的研究可为胃癌的临床诊治提供重要的科学理论

依据。

本文首先研究了 ｍｉＲ２１９２３ｐ表达水平和胃癌的相关

性。首先，运用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的方法对胃癌组织及癌旁组织

的ｍｉＲ１２９２３ｐ表达量进行了测定，并通过统计学的方法对

不同阶段不同类型的胃癌与 ｍｉＲ２１９２３ｐ表达作了相关性分

析，结果表明 ｍｉＲ２１９２３ｐ水平在晚期胃癌中显著下降。在

胃癌细胞系 ＭＧＣ８０３中过表达 ｍｉＲ２１９２３ｐ后可抑制细胞的

增殖速率，提示 ｍｉＲ２１９２３ｐ可能是一种肿瘤抑制因子。针

对上述的实验结果，作者进一步探讨了 ｍｉＲ２１９２３ｐ可能存

在的抑制肿瘤发生发展的机制。已有的研究表明ＥＲＫ信号

通路的激活在多种肿瘤组织中被激活，例如胃癌［１３］、胰腺

癌［１４］、肺癌［１５］。而目前在肿瘤细胞系上的相关研究也表明

ＥＲＫ信号通路的激活对肿瘤细胞的转移有着调控作用
［１６］。

为了研究ｍｉＲ２１９２３ｐ在胃癌中的作用是否与ＥＲＫ信号通

路相关，本研究在胃癌细胞系 ＭＧＣ８０３中过表达 ｍｉＲ２１９２

３ｐ，结果发现ｐＥＲＫ表达水平相比于空白对照组与阴性对照

组显著地下降，而总的ＥＲＫ的表达量不变。说明在胃癌细胞

系中过表达ｍｉＲ２１９２３ｐ抑制了ＥＲＫ信号通路。同时，在胃

癌组织样本中，其ｐＥＲＫ表达水平相对于周围癌旁组织也有

显著上升。因此，ｍｉＲ２１９２３ｐ可能是通过下调ＥＲＫ信号通

路的活性从而产生对胃癌细胞的抑制作用。
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