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ＭｉｃｒｏＲＮＡ２１８靶向神经元表达发育下调基因９对胃癌细胞
增殖和侵袭的影响
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摘要：　目的　观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１８（ｍｉＲ２１８）对胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１增殖和侵袭的影响，并探讨其作用机制。
方法　体外培养人胃癌细胞ＳＧＣ７９０１，将对数生长期细胞分为空白对照组、阴性对照组和ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组，阴性对
照组和ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞分别转染阴性对照序列和 ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ，空白对照组细胞不进行转染。采用实时荧
光定量聚合酶链反应检测３组细胞中ｍｉＲ２１８表达，细胞计数试剂盒８检测３组细胞培养２４、４８、７２、９６ｈ时的增殖活
性；平板细胞克隆形成实验检测３组细胞克隆能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测３组细胞侵袭能力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测３组细胞
中神经元表达发育下调基因９（ＮＥＤＤ９）蛋白、Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、神经型钙黏附蛋白（Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达。将ＳＧＣ７９０１细胞分为阴性对照组＋ＮＥＤＤ９３′非编码区（３′ＵＴＲ）Ｗｔ组（阴性对照序列、ｐＣＨＥＣＫ２
ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ共转入ＳＧＣ７９０１细胞）、ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组（ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ、ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９
３′ＵＴＲＷｔ共转入ＳＧＣ７９０１细胞）、阴性对照组＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组（阴性对照序列、ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ
共转入ＳＧＣ７９０１细胞）、ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组（ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ、ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ共转
入ＳＧＣ７９０１细胞），常规培养４８ｈ后收集各组细胞，采用发光检测仪测定各组细胞中荧光素酶活性，分析ｍｉＲ２１８与
ＮＥＤＤ９的靶向关系。结果　与空白对照组和阴性对照组比较，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞中ｍｉＲ２１８表达及培养２４、４８、
７２、９６ｈ时细胞增殖抑制率显著升高（Ｐ＜０．０５），ＮＥＤＤ９蛋白表达及细胞克隆形成数量和侵袭细胞数量显著减少（Ｐ＜
０．０５）；空白对照组与阴性对照组细胞中以上各指标比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９
３′ＵＴＲＷｔ组细胞中荧光素酶活性显著低于阴性对照组＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组、阴性对照组＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组和
ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组 （Ｐ＜０．０５）。与空白对照组和阴性对照组比较，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞中
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著升高，ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。空白对照组与阴性对照组细胞中
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ｍｉＲ２１８过表达胃癌细胞
ＳＧＣ７９０１中ＮＥＤＤ９蛋白表达显著下调，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１８可能通过靶向下调 ＮＥＤＤ９表达而抑制 ＳＧＣ７９０１细胞的增殖
及侵袭能力。
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ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅａｔ２４，４８，７２，９６ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＤＤ９，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′
ＵＴＲＷｔｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎａｎｄ
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，
ｖｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＮｃａｄｈｅｒｉｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＮＥＤＤ９ｐｒｏｔｅｉｎｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｍｉＲ２１８ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓ．ＭｉＲ２１８ｍａｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮＥＤＤ９．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１８；ｎｅｕｒａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ９

　　胃癌属于消化系统恶性肿瘤，其发病率在所有
恶性肿瘤中居第４位，病死率居第２位，严重威胁患
者生命。胃癌的治疗方法主要包括手术联合化学治

疗、放射治疗及综合治疗［１］。胃癌的发生机制较复

杂，其中多种蛋白、抑癌基因、致癌基因等参与了胃

癌的发生、发展过程。微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）
属于１９～２５ｂｐ的非编码小分子 ＲＮＡ，参与细胞增
殖、分化、凋亡等生命过程，ｍｉＲＮＡ表达失调可能引
起肿瘤等疾病的发生［２３］。ｍｉＲ２１８属于 ｍｉＲＮＡ之
一，研究发现，ｍｉＲ２１８在胃癌中呈低表达，过表达
ｍｉＲ２１８可抑制胃癌细胞增殖［４］，但其具体作用机

制尚不清楚。本研究通过体外培养 ＳＧＣ７９０１细
胞，转染过表达ｍｉＲ２１８序列，探究其对胃癌细胞增
殖、侵袭的影响及可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验细胞　人胃癌细胞ＳＧＣ７９０１购于中国科
学院上海细胞研究所，细胞采用含体积分数１０％胎
牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱内培养，
传代培养至第３代后用于研究。
１．２　主要试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司，细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ
８，ＣＣＫ８）购自上海翊圣生物科技有限公司，Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００细胞转染试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，放射免疫沉淀分析（ｒａｄｉｏｉｍｍｕ
ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液、二喹啉甲酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白检测试剂盒购自上海
碧云天生物技术研究所，兔抗人神经元表达发育下调

基因９（ｎｅｕｒａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ９，ＮＥＤＤ９）、Ｅ钙黏附蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）
抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司，兔抗人波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、
神经型钙黏附蛋白（ｎｅｕｒａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）抗
体购自美国ＣＳＴ公司，ＦＢＳ、山羊抗兔辣根过氧化物
酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记二抗购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，反转录试剂盒、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

Ⅱ 试剂盒、ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＤｉｃｅ聚合酶链反应
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪购自日本 Ｔａｋａｒａ
公司，ＧｌｏＭａｘ２０／２０发光检测仪购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司，ＤＳＺ７０ＰＨＣ型光学显微镜购自日本 Ｃａｒｔｏｎ公
司，６８０酶标仪、ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ垂直电泳仪购
自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　细胞转染　收集对数生长期细胞，加入
２５ｇ·Ｌ１胰蛋白酶消化细胞，将细胞接种于６孔板，
每孔１×１０６个细胞。当细胞融合达８０％以上后将
培养液替换为不含ＦＢＳ的培养液，采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００试剂盒将阴性对照序列、ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ
分别转染至 ＳＧＣ７９０１细胞，设为阴性对照组、ｍｉＲ
２１８ｍｉｍｉｃｓ组，另设置不进行转染的细胞作为空白

·０２２· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２０年　第３７卷



对照组，每组设６个复孔，实验重复３次，培养６ｈ后
将培养液更换为含体积分数１０％ＦＢＳ的培养液，常
规培养４８ｈ后收集细胞进行后续实验。
１．３．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）检测胃癌细胞中 ｍｉＲ２１８表达　
收集各组转染后培养４８ｈ细胞，采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取细
胞总 ＲＮＡ，利用反转录试剂盒将 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ，配制ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲ４ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

１０μＬ，ｃＤＮＡ模板 ２μＬ，上、下游引物各０．６μＬ，灭
菌ｄｄＨ２Ｏ６．８μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃６０ｓ；９５℃
３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。以 Ｕ６作为内参，采用
２ΔΔＣｔ法定量分析ｍｉＲ２１８相对表达量。
１．３．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性　收集各组转
染后培养４８ｈ细胞，消化后制备单细胞悬液，接种于
９６孔板，每孔 １．０×１０５个细胞，各组细胞继续培养
２４、４８、７２、９６ｈ后添加２０μＬＣＣＫ８工作液，置于培
养箱内继续孵育４ｈ，采用酶标仪检测４５０ｎｍ波长处
各组细胞吸光度值，实验重复３次，取均值。细胞增
殖抑制率＝（１实验组吸光度值／空白对照组吸光度
值）×１００％。
１．３．４　平板细胞克隆形成实验检测细胞克隆能力　
取各组转染后培养４８ｈ细胞，胰蛋白酶消化，接种于
６０ｍｍ培养皿中，每个培养皿中１０００个细胞，同时加
入３ｍＬ细胞培养基，置于培养箱内培养２周，肉眼观
察到单个细胞克隆团后加入磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗，添加甲醛，置于

!

４℃
冰箱中固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后添加结晶紫染液，室
温下染色 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后拍照记录细胞克隆
数量。

１．３．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力　在Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室的上室底部内铺基质胶，３７℃孵育２ｈ，置
于超净台中紫外线照射３０ｍｉｎ灭菌。收集各组对
数生长期细胞，以无血清培养基制备单细胞悬液，细

胞浓度调整为５×１０７Ｌ－１，取２００μＬ细胞悬液加入
上室，下室添加６００μＬ含体积分数２０％ ＦＢＳ的培
养基，置于细胞培养箱内培养２４ｈ，取出上室，擦去
上室底部内侧未迁移细胞，置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
中固定１５ｍｉｎ，结晶紫染色２０ｍｉｎ，用棉签擦掉上室
水分，显微镜下随机选取５个视野，统计穿膜细胞数
量，重复３次，取均值。
１．３．６　双荧光素酶活性实验检测 ｍｉＲ２１８与
ＮＥＤＤ９的靶向关系　构建野生型（Ｗｔ）ＮＥＤＤ９３′非
编码区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ，３′ＵＴＲ）、突变
型（Ｍｕｔ）ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲ荧光素酶报告基因表达载体
ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９ ３′ＵＴＲＷｔ和 ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９
３′ＵＴＲＭｕｔ，将 ＳＧＣ７９０１细胞分为阴性对照组 ＋

ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组（将阴性对照序列、ｐＣＨＥＣＫ２
ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ共转入ＳＧＣ７９０１细胞）、ｍｉＲ２１８
ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组（将 ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ、
ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ共转入 ＳＧＣ７９０１细
胞）、阴性对照组 ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组（将阴性对
照序列、ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ共转入 ＳＧＣ
７９０１细胞）、ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组
（将 ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ、ｐＣＨＥＣＫ２ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ
共转入ＳＧＣ７９０１细胞），常规培养４８ｈ后收集各组
细胞，采用发光检测仪测定细胞荧光素酶活性。

１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中ＮＥＤＤ９蛋白表
达　收集各组转染后培养４８ｈ细胞，采用ＲＩＰＡ裂解
液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白含量，取３０μｇ
蛋白经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋
白，转移至硝酸纤维素膜上，添加５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶
进行封闭，１ｈ后添加 ＮＥＤＤ９、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和βａｃｔｉｎ一抗稀释液（１１０００），４℃条
件下振荡过夜，室温下加入二抗（１５０００）孵育２ｈ，
清洗后加入化学发光显色液，曝光后应用ＩｍａｇｅＪ软
件分析各蛋白条带灰度，计算各目的蛋白相对表

达量。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｑ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　过表达 ｍｉＲ２１８对胃癌细胞中 ｍｉＲ２１８及
ＮＥＤＤ９蛋白表达的影响　结果见图１和表１。与
空白对照组和阴性对照组比较，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组
细胞中ｍｉＲ２１８表达显著升高，ＮＥＤＤ９蛋白表达显
著降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。空白对
照组与阴性对照组细胞中 ｍｉＲ２１８及 ＮＥＤＤ９蛋白
表达比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

１：空白对照组；２：阴性对照组；３：ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组。

图１　３组细胞中ＮＥＤＤ９蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＤＤ９ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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表１　３组细胞中ｍｉＲ２１８及ＮＥＤＤ９蛋白表达比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１８ａｎｄ
ＮＥＤＤ９ｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｍｉＲ２１８ ＮＥＤＤ９蛋白
空白对照组 ６ １．０５±０．１３ ０．９３±０．２３
阴性对照组 ６ １．０８±０．１６ ０．９５±０．１２
ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组 ６ １．７９±０．２４ａ ０．４４±０．０６ａ

　　注：与空白对照组和阴性对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．２　过表达ｍｉＲ２１８对胃癌细胞增殖的影响　结
果见表２。ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞培养 ２４、４８、７２、
９６ｈ时细胞增殖抑制率均显著高于空白对照组和
阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。空白
对照组与阴性对照组各时间点细胞增殖抑制率比较

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表２　３组细胞增殖抑制率比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖抑制率／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
空白对照组 ６ ０．３６±０．０４ ０．２８±０．０６ ０．３４±０．０８ ０．４２±０．０９
阴性对照组 ６ ０．４７±０．０６ ０．３９±０．０７ ０．４５±０．０６ ０．４６±０．０８
ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组 ６ １２．２７±２．３６ａ２０．７４±３．１５ａ３２．８４±６．４８ａ４０．２３±６．１５ａ

　　注：与空白对照组和阴性对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．３　过表达ｍｉＲ２１８对胃癌细胞克隆能力和侵袭能
力的影响　结果见图２、图３和表３。与空白对照组
和阴性对照组比较，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞克隆形成
数量和侵袭细胞数量均显著减少，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。空白对照组与阴性对照组细胞克隆形成数
量和侵袭细胞数量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图２　３组细胞克隆形成数量
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

图３　３组细胞侵袭能力（结晶紫染色，×４００）
Ｆｉｇ．３　Ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）
表３　３组细胞克隆数量及侵袭细胞数量比较
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅ
ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 细胞克隆数量 侵袭细胞数量

空白对照组 ６ ２３０．０７±２２．２９ ２０３．５９±２８．４２
阴性对照组 ６ ２３８．５４±２３．７２ ２１１．２８±２９．５１
ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组 ６ ９１．１１±１５．０８ａ ９２．７３±１３．３４ａ

　　注：与空白对照组和阴性对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．４　双荧光素酶活性检测ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲ与ｍｉＲ
２１８的靶向关系　结果见图 ４。ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测显
示，在ＮＥＤＤ９ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ中存在ｍｉＲ２１８结合
位点。阴性对照组 ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组、ｍｉＲ２１８
ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组、阴性对照组 ＋
ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组、ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９
３′ＵＴＲＭｕｔ组细胞荧光素酶活性分别为１．０３±０．０２、
０．２７±０．０４、１．０１±０．０６、０．９８±０．０９；ｍｉＲ２１８
ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组荧光素酶活性显著低
于阴性对照组 ＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组、阴性对照组
＋ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＭｕｔ组和ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９
３′ＵＴＲＭｕｔ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图４　ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲ与 ｍｉＲ２１８的靶向
结合位点

Ｆｉｇ．４　ＢｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｂｅｔｗｅｅｎＮＥＤＤ９３′ＵＴＲａｎｄｍｉＲ２１８
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
２．５　过表达 ｍｉＲ２１８对胃癌细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ及 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达的影响　结果见
图５和表 ４。与空白对照组和阴性对照组比较，
ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著
升高，ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著降低，差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。空白对照组与阴性对
照组细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表
达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

１：空白对照组；２：阴性对照组；３：ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组。
图５　３组细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表
达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ｖｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＮｃａｄｈｅｒｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表４　３组细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ及 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白
表达比较

Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ｖｉｍｅｎｔｉｎ
ａｎｄＮｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白
空白对照组 ６ ０．７５±０．１２ ０．６８±０．０９ １．２８±０．１４
阴性对照组 ６ ０．７９±０．０９ ０．６４±０．０８ １．２４±０．１２
ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组 ６ １．１６±０．１９ａ ０．１４±０．０３ａ ０．４９±０．０６ａ

　　注：与空白对照组和阴性对照组比较ａＰ＜０．０５。
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３　讨论

ｍｉＲＮＡ是具有２２个寡核苷酸的非编码 ＲＮＡ，
其通过与靶基因 ｍＲＮＡＵＴＲ互补配对结合而使靶
基因降解，阻碍靶基因翻译，特异调控靶基因ｍＲＮＡ
表达。ｍｉＲＮＡ通过调节致癌基因或抑癌基因进而
发挥致癌或抑癌作用。多种 ｍｉＲＮＡ表达的下调或
上调在胃癌的发生、发展中发挥重要作用［５６］。过表

达ｍｉＲ３４后可诱导胃癌细胞凋亡、细胞周期阻滞或
衰老［７］。ｍｉＲ３３１通过靶向ｍｕｓａｓｈｉ１可抑制胃癌的
增殖、侵袭［８］。这些研究表明，ｍｉＲＮＡ表达失调与
胃癌的发生密切相关，因此，深入探讨与胃癌发生有

关的ｍｉＲＮＡ及可能的作用机制，对进一步揭示胃癌
的发生机制具有重要意义。

ｍｉＲ２１８主要由 ｍｉＲ２１８１与 ｍｉＲ２１８２编码，
分别定位于染色体４ｑ与５ｑ位置，其异常表达与肿
瘤的发生密切相关［９］。汤贝贝等［１０］研究发现，ｍｉＲ
２１８在宫颈癌患者中呈低表达，低表达者宫颈癌转
移发生率较高，患者预后较差。ＴＩＡＮ等［１１］研究发

现，过表达ｍｉＲ２１８能够显著抑制食管癌细胞增殖、
迁移、集落形成，促进细胞凋亡。上调ｍｉＲ２１８表达
能够明显抑制前列腺癌细胞增殖，促进癌细胞凋

亡［１２］。ＺＡＲＥ等［１３］研究发现，胃癌组织中 ｍｉＲ２１８
呈低表达［１３］。本研究为深入探讨 ｍｉＲ２１８在胃癌
发生中的作用及对胃癌细胞生物行为学的影响，将

ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ序列转染至ＳＧＣ７９０１细胞；结果发
现，转染 ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ后细胞中 ｍｉＲ２１８表达明
显升高，提示转染成功。ＣＣＫ８检测发现，ｍｉＲ
２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞增殖抑制率明显高于阴性对照组
和空白对照组，表明 ｍｉＲ２１８能够抑制胃癌细胞
ＳＧＣ７９０１的增殖；另外，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞侵袭
能力降低，提示 ｍｉＲ２１８能够抑制胃癌细胞 ＳＧＣ
７９０１的侵袭能力，推测 ｍｉＲ２１８可能通过抑制胃癌
细胞增殖、侵袭而发挥抑癌作用。

ｍｉＲＮＡ一般通过作用靶基因而影响肿瘤的进
展，目前已研究的ｍｉＲ２１８的靶基因较多，本研究通
过Ｔａｒｇｅｔｓａｎ软件预测发现 ＮＥＤＤ９可能为 ｍｉＲ２１８
下游靶点。ＮＥＤＤ９属于骨架蛋白，定位于染色体
６ｑ位置，在信号通路传递中主要发挥路由器作用，
能够促进肿瘤转移，且在癌细胞增殖、凋亡、侵袭中

也发挥重要作用［１４］。有研究发现，ＮＥＤＤ９异常表
达与肿瘤的发生、发展密切相关［１５］。ＧＲＡＵＺＡＭ
等［１６］研究发现，ＮＥＤＤ９可通过上调基质金属蛋白
酶９而加速口腔鳞状细胞癌细胞的侵袭性。
ＫＡＲＡＢＵＬＵＴ等［１７］研究发现，胃癌患者 ＮＥＤＤ９低
表达者生存期明显高于高表达者。ｍｉＲＮＡ与

ＮＥＤＤ９表达密切有关，ＣＨＡＮＧ等［１８］研究发现，

ｍｉＲ３６３３ｐ通过靶向 ＮＥＤＤ９而抑制非小细胞肺癌
细胞的迁移、侵袭和上皮间质转化。ＷＡＮＧ等［１９］研

究发现，ｍｉＲ５１９５３ｐ通过直接靶向 ＮＥＤＤ９而抑制
骨肉瘤细胞增殖和诱导凋亡。本研究发现，ｍｉＲ２１８
ｍｉｍｉｃｓ组细胞中ＮＥＤＤ９蛋白表达明显低于阴性对
照组和空白对照组，表明 ｍｉＲ２１８过表达可抑制
ＮＥＤＤ９蛋白表达。本研究通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测发
现，ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲ存在 ｍｉＲ２１８结合位点，双荧光
酶活性实验结果显示，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ＋ＮＥＤＤ９３′
ＵＴＲＷｔ组荧光素酶活性显著低于阴性对照组 ＋
ＮＥＤＤ９３′ＵＴＲＷｔ组，进一步证实 ＮＥＤＤ９为 ｍｉＲ
２１８靶基因，推测 ｍｉＲ２１８可能通过靶向 ＮＥＤＤ９而
影响胃癌细胞的增殖和迁移。

肿瘤侵袭、迁移过程中伴随着上皮间质转化，
丧失上皮细胞特征，表现为间质细胞特征，如Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ上皮细胞标志物表达缺失或降低，ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ间质细胞标志物表达升高。研究显示，当
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高
后细胞骨架发生变化，细胞生物学特征改变，细胞黏

附能力降低，易从原发病灶脱离，进而侵袭周边组

织［２０］。研究发现，过表达 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ可抑制胃癌细
胞上皮间质转化调控过程，进而降低胃癌细胞的侵

袭能力［２１］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白低表达，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ高表达与乳腺癌细胞的侵袭、迁移有关［２２］。

本研究发现，ｍｉＲ２１８ｍｉｍｉｃｓ组细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
表达显著高于阴性对照组和空白对照组，ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著低于阴性对照组和空白对
照组，推测ｍｉＲ２１８可靶向下调 ＮＥＤＤ９表达，抑制
胃癌细胞上皮间质转化，降低癌细胞侵袭，进而发挥

抗肿瘤作用。

综上所述，ｍｉＲ２１８过表达的 ＳＧＣ７９０１细胞中
ＮＥＤＤ９蛋白表达显著下调，ｍｉＲ２１８可能通过靶向下
调ＮＥＤＤ９表达而抑制胃癌细胞的增殖及侵袭能力。
但本研究仅在体外验证了ｍｉＲ２１８对ＳＧＣ７９０１细胞
的抑制作用，在体内的作用尚不明确，仍需深入研究。
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