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miR-365对胃癌SGC-7901 细胞的作用及其机制

（内蒙古自治区人民医院 检验科，内蒙古 呼和浩特 010017）

摘 要：目的：探究miR-365对胃癌细胞的作用机制。方法：提取人正常胃黏膜上皮细胞RGM-1和胃癌

SGC-7901 内的 miR-365，通过 RT-PCR 测定其表达的差异；采用脂质体转染的方法将 miR-365 转入细胞中。

MTT法检测转染后的SGC-7901增殖情况；流式细胞术检测转染后细胞的凋亡情况；Western blotting检测转染48h

后p21 及Cyclin D1的表达。结果：miR-365 的表达显著低于RGM-1细胞（P<0.05）。转染miR-365 mimics 后,

miR-365转染组中miR-365表达显著高于空白对照组和阴性对照组。转染2天后，空白对照组中miR-365的OD

值显著高于干扰组细胞，差异显著（P<0.05）。miR-365 转染组细胞的凋亡率明显增加（P<0.05）。转染后的p21蛋

白表达量显著升高，而Cyclin D1的表达量显著下降（P<0.05）。结论：转染miR-365促进细胞凋亡的同时也抑制了

胃癌细胞的增殖。
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胃癌是一种发生在人的胃黏膜上皮细胞中的

恶性肿瘤。我国胃癌高发，据统计每年胃癌新增病

例接近40万[1，2]。并且胃癌在我国各种恶性肿瘤中

发病率居首位，每年约17万人死于该病。miR-365

抑制胃癌细胞的增殖，并普遍参与多种消化道肿瘤

的发生、发展[3]。细胞周期失控、超常运行等情况都

会导致癌瘤的发生，如果停滞不前细胞将衰老和凋

亡。 其中Cyclin D1在细胞从G1期进入Ｓ期的过程

中发挥着重要作用，也决定着细胞能否能继续的生

长与增殖[4]。p21基因是细胞周期蛋白依靠性激酶

抑制剂家族中的一个重要成员[5]。与肿瘤的抑制作

用密切相关[4]。本研究通过探究miＲ-365对胃癌细

胞的影响，以期为新的调控胃癌的发生、发展，具体

机制的研究以及治疗来开辟新的思路和途径。

1 材料与方法

1.1 材料

大学病原生物与免疫学研究室惠赠ＲGM-1细

胞和SGC-7901细胞；转染试Lipofectamine2000（In-

vitrogen），实时荧光定量PCR等实验所用试剂均购

于大连宝生物工程公司；由上海英潍捷基贸易服务

有限公司合成实验所需的质粒表达载体。

１.2 方法

１.2.１ 细胞培养 RPMI-1640培养基中培养细胞。

１.2.2 实时荧光定量PCR方法检测miR-365的表

达 取对数生长期的 SGC-7901 细胞，提取细胞总

RNA设计miＲ-365及内参基因的PCＲ引物，以相

应的cDNA 作为模板，扩增按照实时荧光定量PCＲ

试剂盒说明书进行。

１.2.3 细胞转染 将对数生长期的SGC-7901的细

胞收集，随机分为3组 ：miR-365转染组，阴性对照

转染组和空白对照组。转染组中加入3μg的 miＲ-

365 mimics 和 300 μL脂质体。将质粒和脂质体分混

合均匀后加入培养基中。培养了48 h后，将3组的对

数生长期细胞分别收集好后，每组细胞中 miＲ-365

的表达采用RT-PCR方法检测，观察其转染效果。

１.2.4 MTT法绘制生长曲线 取三组细胞，每组接

种6个孔，于96 孔板。培养24h以后，再分别于第

1、2、3、4、5天的时候在每个复孔中分别加入20μL

50mg /mL的MTT 液体，继续培养24h后，检测各组

细胞的光吸收值（A值），时间为x轴，A值为y轴，绘

制出胃癌SGC-7901细胞生长曲线（酶联仪570nm

波长条件下检测）。

１.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡 上流式细胞仪检

测稳定转染48h后的三组细胞，分别检测每组的凋
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亡率。

１.2.6 Western blotting检测蛋白 收集转染 48 h 后

三组细胞，提取蛋白。12% 的 SDS-PAGE 凝胶电

泳。转移到NC 膜，用5%脱脂奶粉封闭，然后加入

一抗（1:800），放置于4 ℃冰箱过夜。第二天取出并

加入对应的1:3 000 的碱性磷酸酶标记的二抗（羊抗

兔IgG），室温放置反应1 h。最后电化学发光显色

拍照。

1.3 统计学处理

用SPSS 20.0的统计学分析软件对实验数据进

行统计学分析，两组时为t检验，多组时为单因素方

差分析。结果以平均数±标准差表示，P<0.05 为差

异有统计学意义 。

2 结果

2.1 miR-365的表达及其转染效果

胃癌SGC-7901细胞中miＲ-365的表达水平显

著低于RGM-1细胞（P＜0.05）（见表1）。转染组中

miＲ-365表达较阴性对照组和空白对照组均有显

著升高（P＜0.05），阴性对照组与空白对照组miＲ-

365的表达差异无统计学意义（P＞0.05）（见表2）。

2.2 miR-365对胃癌SGC-7901细胞增殖的作用

miR-365转染组的细胞生长速度从第三天开始

变慢，明显低于阴性对照转染组和空白对照组细胞

的生长速度（P<0.05）；而阴性对照转染组与空白对

照组细胞的生长速度相比没有明显差异（P >0.05）

（见图1）。

表1 ＲGM-1细胞和SGC-7901细胞miＲ-365的表达水平

细胞

miＲ-365的相对表达水平

胃黏膜上皮ＲGM-1细胞

0.754±0.07

胃癌SGC-7901细胞

0.371±0.03＊

注：＊两组细胞比较，（P＜0.05）。

表2 miＲ-365的表达水平

细胞组

miＲ-365的相对表达水平

转染组

4.78±0.96

阴性对照组

1.21±0.35＊

空白对照组

1.13±0.29＃

注：＊阴性对照组与转染组比较，（P＜0.05）。＃空白对照组与转染组比较，（P＜0.05）。

2.3 miR-365对胃癌SGC-7901细胞凋亡的影响

miR-365对胃癌SGC-7901细胞的凋亡是有促

进作用（见表3，图2）。

图1 细胞生长曲线

表3 转染组、阴性对照组、空白对照组细胞的凋亡率

细胞组

细胞凋亡率

转染组

(43.51 ±3.43)%

阴性对照组

(6.75±2.62)%＊

空白对照组

(7.99±2.38)%＃※

注：＊阴性对照组与转染组比较，（P＜0.05）。＃空白对照组与转染组比较，（P＜0.05）。※空白对照组与阴性对照组比较，（P＞0.05）。

图2 miR-365 对胃癌胃癌SGC-7901细胞凋亡的作用

1.空白对照组细胞；2.阴性对照组细胞；3. miR-365转染48h后SGC-7901细胞
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2.4 miR-365 对胃癌 SGC-7901 细胞 p21、Cyclin

D1蛋白表达的影响

用Western blotting的方法检测p21蛋白和Cy-

clin D1蛋白的表达。

实验结果显示转染48h的Cyclin D1蛋白表达

量显著降低，而p21蛋白表达量较空白组相比显著

升高（P <0.05）（见图3、4）。

3 讨论

MicroRNAs是近年来发现并研究较热的一类很

重要的基因调节分子。有研究表明在一些恶性肿

瘤中，有些microRNAs表达与相应癌旁对照存在明

显不同，另外microRNAs在生物体的发育、肿瘤的发

生等生理及病理过程中发挥着某些重要的作用。

很多研究结果显示肿瘤患者的预后与microRNAs的

表达水平有一定关系。这就提示我们，寻找那些在

肿瘤中发挥作用的microRNAs 并研究它们的作用

机制，可为 microRNAs在肿瘤中的作用的研究提供

新的思路，同时也为其在肿瘤的诊断和治疗方面进

一步开拓思路[6～8]。

Cyclin参与调控细胞周期的进程。CyclinD1的

蛋白分子量接近34KD，是与细胞周期关系密切一

个关键性的基因，除了主要参与调控细胞G1期限

制点，同时也是参与调控细胞增殖，其在细胞从Gl

期进入S期的过程中发挥着关键作用，甚至决定着

细胞能否继续增殖与生长。CyclinD1的表达异常会

引起的细胞周期的失控进而会导致细胞异常增殖

并癌变[9]。有研究证明CyclinD1与肿瘤的发生、发

展关系密切，因此，近些年里有大量研究CyclinD1

在乳腺癌、胃癌等癌细胞中的作用[4]。

胃癌的发生过程是一个极其复杂的，癌细胞的

细胞凋亡受阻、恶性增殖及具体的作用机制等都有

待进一步研究[10]。miＲ-365 在多种肿瘤组织中表

达下调。本研究发现，miＲ-365在胃癌 SGC-7901

细胞中呈低表达，通过转染的方法，表明miＲ-365

表达能够明显，促进细胞的凋亡，同时使细胞凋亡

的重要调控成员Cyclin D1表达下调，p21蛋白的表

达上调，提示miＲ-365可能通过下调 cyclin D1和

上 调 p21 蛋 白 的 表 达 来 抑 制 胃 癌 细 胞 的 增

殖[9，11，12]。本研究结果或可作为胃癌的早期筛查以

及胃癌的治疗潜在的靶分子，并为下一步的临床研

究奠定基础。也希望后期有更多实验多方来论证。
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图3 Cyclin D1、p21的western blot 结果

图4 Cyclin D1、p21蛋白表达量
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