
· 9 ·

第 28 卷 第 6 期                                                                      中国现代医学杂志                                                                  Vol. 28  No.6

  2018 年 2 月                                                             China Journal of Modern Medicine                                                                                Feb . 2018 

收稿日期 ：2017-04-17

* 基金资助 ：湖北省卫生厅资助课题（No ：WJ2017M177）

[ 通信作者 ]  周艳玲，E-mail ：zylwei@126.com

DOI: 10.3969/j.issn.1005-8982.2018.06.002

文章编号：  1005-8982（2018）06-0009-06

miRNA-381 对胃癌细胞增殖 
和侵袭的影响及机制 *

李丽平 1，叶俊 1，吴舜 1，马松林 2，周艳玲 1

（1. 武汉科技大学医学院 生理与病理生理学系，湖北 武汉 430014 ；2. 华中科技大学 
同济医学院附属武汉中心医院后湖院区 消化内科，湖北 武汉 430014）

摘要 ：目的  观察 miRNA-381 对胃癌细胞增殖和侵袭的影响，并探讨其作用机制。方法  应用实时荧光定

量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测胃癌细胞系 AGS、MGC-803、Hs746T 及 BSG823 和正常胃黏膜上皮细胞

系 RGM-1 中 miRNA-381 的表达 ；将 AGS 细胞系分成两组，阴性对照组和 miRNA-381 模拟物组，采用

Lipofectamine TM 2000 分别转染 miRNA-381 scramble 及 mimics，采用 CCK-8、Transwell 实验测定两组细胞增殖

和侵袭的影响，Western blot 检测两组细胞肝受体类似物 1（LRH-1）和扭曲相关蛋白 1（Twist1）表达水平。

结果  胃癌细胞系 AGS、MGC-803、Hs746T 及 BSG823 中 miRNA-381 相对表达量较正常胃黏膜上皮细胞系

RGM-1 为低。miRNA-381 模拟物组在转染后 72 和 96 h OD 450 nm 值低于阴性对照组（P <0.05）；阴性对照

组侵袭细胞数为（79.6±7.2）个，miRNA-381 模拟物组侵袭细胞数为（31.70±4.2）个，miRNA-381 模拟物组

侵袭细胞数少于阴性对照组（P <0.01）；miRNA-381 模拟物组 LRH-1 蛋白相对表达量为（0.39±0.04），阴性对照

组为 1.0，miRNA-381 模拟物组 LRH-1 蛋白相对表达量低于阴性对照组（P <0.01）；miRNA-381 模拟物组 Twist1

蛋白相对表达量为（0.51±0.05），阴性对照组为 1.0，miRNA-381 模拟物组 Twist 1 蛋白相对表达量低于阴性对

照组（P  <0.01）。结论  miRNA-381 低表达于胃癌细胞系，miRNA-381 过表达可抑制胃癌细胞增殖和侵袭能力，

其机制可能与下调 LRH-1 和 Twist1 的表达有关。
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Role of miR-381 on cell proliferation and invasion of 
gastric cancer*

Li-ping Li1, Jun Ye1, Shun Wu1, Song-lin Ma2, Yan-ling Zhou1

(1. Department of Gastroenterology, Wuhan Central Hospital, Tongji Medical College, Huazhong 
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Abstract: Objective  To investigate the role of miR-381 on proliferation and invasion of gastric carcinoma 
cells and its potential mechanism. Methods  The expression of miR-381 in normal and gastric cell lines were 
determined by qRT-PCR. The AGS cell line was divided into two groups including negative control group which was 
transfected with miR-381 vehicle, and miR-381 mimics group which was transfected with miR-381 mimics through 
Lipofectamine 2000. Proliferation and invasion rate were evaluated with CCK8 and Transwell assay, respectively. 
LRH-1 and Twist1 protein levels were measured by Western blot. Results  Substantially reduction of miR-381 was 
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胃癌是致死率很高的恶性肿瘤之一，据统计，

2012 年全球范围内胃癌发病人数约 951，000 例，死

亡人数高达 723，000 例 [1]。同时胃癌也是一种高度异

质性疾病，侵袭和转移能力极强，具有复杂的分子和

组织学特征 [2]。微小 RNA（microRNA，miRNA）是在多

细胞生物中发现的一类调节性 RNAs，在人体内广泛

分布，通过靶向 mRNA 3’UTR 触发翻译抑制或 RNA

降解 [3]。越来越多的研究表明，miRNA 的改变如缺失、

扩增、突变或表观遗传沉默等与大多数恶性肿瘤的发

生、发展、转移有关 [4]。由于 miRNA 在恶性肿瘤细胞中

普遍表达异常，表明 miRNAs 控制抑癌基因或促癌基

因，亦或是被其控制，因此 miRNA 的发现为寻找肿瘤

早期诊断特异性分子标志物及基因靶向治疗提供新的

方向 [4]。研究发现，miRNA 与胃癌的发生密切相关，如

Let-7[5]、miRNA-101[6]、miRNA-130b 等 [7]。miRNA-381

是 miRNA 家族一员，被证实参与胶质瘤 [8]、肾癌 [9] 及乳

腺癌等 [10] 肿瘤生长。但是 miRNA-381 在胃癌中的研

究还未有涉及，本研究观察 miRNA-381 在胃癌细胞系

及正常胃上皮细胞系中的表达及过表达 miRNA-381

对胃癌细胞增殖、迁移、侵袭的影响，探索其可能的

作用机制。

1    材料与方法

1.1    材料

胃癌细胞系 AGS、MGC-803、Hs746T 及 BSG823

和正常胃黏膜上皮细胞系 RGM-1（购自北京协和医

学院），RPMI 1640 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶及

Trizol（购自美国 BD 公司），肝受体类似物 1（liver 

receptor homolog-1，LRH-1）和扭曲相关蛋白 1（twist-

related protein-1，Twist1）一抗（购自 cell signaling 公

司），羊抗兔二抗（购自武汉博士德生物科技有限公

司），miRNA-381 mimics 及 scramble（由上海吉玛生物

科技有限公司合成）。

1.2    细胞培养、转染及分组

将 胃 癌 细 胞 系 AGS、MGC-803、Hs746T 及

BSG823 和 正 常 胃 黏 膜 上 皮 细 胞 系 RGM-1 加 入 到

RPMI 1640 培养基，于 37℃、5% 二氧化碳 CO2 培养

箱中培养，经 48 h 后消化传代。将 AGS 细胞系分成

两 组， 阴 性 对 照 组 和 miRNA-381 模 拟 物 组， 采 用

Lipofectamine TM 2000 reagent（Invitrogen，USA） 分 别

转 染 miRNA-381 scramble 及 mimics，miRNA-381 

mimics 转染序列 ：miRNA-381 mimics 正向引物 ：5'- 

UAUACAAGGGCAAGCUCUCUGU-3'， 反 向 引 物 ：5'- 

AGAGAGCUUGCCCUUGUAUAUU-3' ；miRNA- 

381 scrramble 正 向 引 物 ：5'-UUCUCCGAACGUGUC 

ACGUTT-3'，反向引物 ：5'-ACGUGACACGUUCGGAG 

AATT-3'。

1.3    RNA 提取及实时荧光定量聚合酶链反应

① miRNA-381 表 达 量 测 定 ：用 All-in-One micro 

RNA 抽 提 试 剂 盒 提 取 AGS、MGC-803、Hs746T、

BSG823 和 RGM-1 细 胞 系 的 miRNAs，ABI Prism 7700 

system 的 SYBR Green Reagents（TaKaRa，日本 Tokyo）

实时荧光定 量 聚 合 酶 链 反 应（quantitative real-time 

polymerase chain reaction，qRT-PCR），在 ABI 7500 qRT-

PCR 仪中，以 U6 小核 RNA 作为内参，使用 2−ΔΔCt 方法

定量，量化 miRNA-381 相对表达水平 ；② LRH-1 和

Twist1 mRNA 表达量测定。

提取 miRNA-381 模拟物组和阴性对照组两组细

胞总 RNA 后，在 ABI 7500 实时定量 PCR 仪中，以

GAPDH 为内参，引物序列 ：LRH-1，正向引物 ：5'-CT 

GATACTGGAACTTTTGAA-3'，反向引物：5'-CTTCATT 

TGGTCATCAACCTT-3'；Twist1，正向引物：5'-AGAAGT 

CTGCGGGCTGTGGCG-3'，反向引物：5'-GAGGGCAGC 

GTGGGGAGATC-3' ；GAPDH 正向引物 ：5'-GAAGGT 

GAAGGTCGGAGTC-3'，反向引物 ：5'-GAAGATGGTG 

ATGGGATTT-3'。使用 2−ΔΔCt 方法定量，量化 LRH-1

和 Twist1 mRNA 相对表达水平。

1.4    细胞增殖实验

采用 CCK-8 法，将阴性对照组和 miRNA-381 模

拟物组细胞，按 2×103 个 / 孔接种于 96 孔板上，按

found in gastric cancer cell line when compared with normal gastric cell line (P < 0.05). The number of invasive 
cell in miR-381 mimics group was decreased significantly compared with negative control group [(31.70 ± 4.2) vs 
(79.6 ± 7.2), P < 0.01]. Expression levels of LRH-1 and Twist1 significantly dropped in miR-381 mimics group in 
comparison with those in negative control group [(0.39 ± 0.04) vs (1.0 ± 0.0), (0.51 ± 0.05) vs (1.0 ± 0.05), P < 0.01, 
respectively]. Conclusions  Low expression of miR-38 is identified in gastric cell line. Up-regulated expression 
of miR-381 contributes to inhibition of cellular proliferation and invasion activity through LRH-1and Twist signal 
pathway.

Keywords:  gastric cancer; miR-381; proliferation; invasion; LRH-1; Twist1
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200 μl 每孔标准培养，在培养后 0、24、48、72 及

96 h 后，按每孔 20 μl 的标准加入 CCK-8 溶液，用酶

标仪在 490 nm 处的波长下测定各孔的光密度（optical 

density，OD）值，绘制细胞增殖曲线。

1.5    细胞侵袭实验

采用 Transwell 法，将阴性对照组和 miRNA-381 模

拟物组两组细胞各取 2×104 个细胞，接种于碳酸磷脂

表面，于 37℃下培养 24 h，用 1% 多聚甲醛与膜下面的细

胞结合并用 0.2% 结晶紫溶液染色，随机取 10 个视野

（×200），计算穿过膜的细胞数量，重复 3 次该实验，并

取均值。

1.6    Western blot

将阴性对照组和 miRNA-381 模拟物组两组细胞

经 RIPA 细胞裂解液冰上裂解 30 min 后，变性、上样，

以每孔 30 μg 总蛋白上样，浓缩胶 80 V 电泳 40 min，

分离胶 100 V 电泳 2 h。常规湿法转膜，加入 LRH-1、

Twist 1 及 GAPDH 一抗，浓度为 1 ︰ 200，一抗孵育过

夜，二抗（1 ︰ 500）于 37℃孵育 4 h，PBST 漂洗 3 次，

ECL 液显影，Quantity One 1-D 分析软件对蛋白印迹

条带进行定量。目的蛋白相对表达量 = 目的蛋白测定

值 /GAPDH，实验重复 3 次，取平均值。

1.7    统计学方法

数据分析用 SPSS 17.0 统计软件和 Graph 软件，

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 t 检验或

方差分析，两两比较用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有

统计学意义。

2    结果

2.1    miRNA-381 在胃癌及正常胃黏膜上皮细胞
系中的表达

qRT-PCR 检测 miRNA-381 的表达量，正常胃黏

膜上皮细胞系 RGM-1 的 miRNA-381 相对表达量为 1.0，

在胃癌细胞系 AGS 中相对表达量为（0.19±0.03），

MGC-803 为（0.29±0.03），Hs746T 为（0.47±0.06），

BSG823 为（0.56±0.06）， 经 方 差 分 析， 差 异 有 统

计 学 意 义（F =93.260，P =0.000）； 经 LSD-t 检 验，

miRNA-381 在胃癌细胞系 AGS、MGC-803、Hs746T 及

BSG823中相对表达量均低于 RGM-1（P <0.05）。见图 1。

2.2    miRNA-381 过表达抑制胃癌细胞 AGS 增殖

在 AGS 细 胞 中 过 表 达 miRNA-381 模 拟 物， 用

qRT-PCR 检测其相对含量变化，miRNA-381 模拟物组

miRNA-381 相对表达量为（10.5±0.9），阴性对照组

为（1.0±0.03），miRNA-381 模拟物组的 miRNA-381

表达量高于阴性对照组（t  =18.272，P =0.000）。转

染 后 0、24、48、72 及 96 h，miRNA-381 模 拟 物

组 vs 对 照 组 的 OD 450 nm 值 分 别 为（0.32±0.03 vs 

0.31±0.04）（t  =0.346，P =0.373），（0.53±0.06 vs 

0.55±0.07）（t  =-0.375，P =0.363)，（1.05±0.09 vs 

1.10±0.12）（t  =-0.577，P =0.297），（1.49±0.15 vs 

2.36±0.25）（t  =-5.168，P =0.003）及（2.22±0.21 vs 

3.55±0.29）（t =-6.433，P =0.000）。见图 2。

2.3    miRNA-381 过表达抑制胃癌细胞 AGS 侵袭

Transwell 实验示，200 倍视野下，阴性对照组侵

袭细胞数为（79.6±7.2）个，miRNA-381 模拟物组侵

袭细胞数为（31.70±4.2）个，miRNA-381 模拟物组

侵袭细胞数少于阴性对照组（t =9.953，P =0.002）。见

图 3。

2.4  miRNA-381 下调 LRH-1 和 TWIST1 的表达

qRT-PCR 示，miRNA-381 模 拟 物 组 LRH-1 

mRNA 相对表达量为（0.33±0.04），阴性对照组为

（1.0±0.02），miRNA-381 模拟物组 LRH-1 mRNA 相

李丽平，等 ：miRNA-381 对胃癌细胞增殖和侵袭的影响及机制

1：正常胃黏膜上皮细胞；2：AGS；3：MGC-803；4：Hs746T；

5：BSG823。† 与正常胃黏膜上皮细胞比较，P <0.05

图 1    miRNA-381 在胃癌细胞系及正常胃黏膜 
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对表达量低于阴性对照组（t =25.948，P =0.000）；见图

4A ；miRNA-381 模拟物组 Twist1 mRNA 相对表达量为

（0.45±0.04），阴性对照组为（1.0±0.02），miRNA-381

模拟物组 Twist 1 mRNA 相对表达量低于阴性对照组

（t =-21.301，P =0.000），见图 4B。

Western blot 示，miRNA-381 模拟物组 LRH-1 蛋

白相对表达量为（0.39±0.04），阴性对照组为（1.0± 

0.02），miRNA-381 模 拟 物 组 LRH-1 蛋 白 相 对 表 达

量 低 于 阴 性 对 照 组（t  =-23.625，P =0.000）；见 图

4C、4D ；miRNA-381 模 拟 物 组 Twist 1 蛋 白 相 对 表

达 量 为（0.51±0.05）， 阴 性 对 照 组 为（1.0±0.01），

miRNA-381 模拟物组 Twist 1 蛋白相对表达量低于阴

性对照组（t =-16.644，P =0.000），见图 4C 和 4E。

3    讨论

尽管过去几十年中，胃癌的发病率和死亡率持续

下降，但是胃癌仍然是世界上第 4 大常见的恶性肿瘤

和癌症死亡的第 2 大原因 [11]。胃癌患者预后较差，5 年

A：Transwell 实验；B：侵袭细胞数。† 与阴性对照组比较，P <0.05

图 3    miRNA-381 过表达抑制胃癌细胞 AGS 侵袭
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生存率低于 30%，大多数胃癌患者的死亡是由于转移或

复发导致 [11]。研究发现，miRNAs 通过调控一系列侵

袭和转移相关基因，在肿瘤的侵袭和转移过程中起到

关键作用 [12]。在本研究显示，在正常胃上皮细胞系中

miRNA-381 表达高于胃癌细胞系。更重要的是，过量

表达 miRNA-381 能抑制胃癌细胞增殖、侵袭、迁移能力，

表明 miRNA-381 在胃癌浸润、侵袭及转移中发挥抑

癌基因作用。

本研究发现，miRNA-381 过表达引起 LRH-1 蛋白

表达水平下降。研究证实，LRH-1 是 miRNA-381 的

靶蛋白，miRNA-381 通过直接靶向 LRH-1 3'-UTR 抑

制肝癌细胞生长和侵袭 [13]。在结肠癌中，miRNA-381

表达下降上调 LRH-1 蛋白水平促进结肠癌细胞生

长、增殖、迁移 [14]。意味着 LRH-1 活性的增加与胃

癌细胞迅速增长和增殖有一定关联。细胞周期蛋白

D1 和 E1（Cyclin D1 和 Cyclin E1）是细胞周期 G1 期关

键蛋白，能够与细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）组

成 Cyclin D1-CDK4/6 和 Cyclin E1-CDK2 复合物参与

调控 G1/S 期转变 [15]。Cyclin D1 已被证实是一种原癌基

因，其过度表达导致细胞增殖失控和恶化 [16]。Cyclin E1

在多种肿瘤组织中表达较高，与肿瘤发生、发展密切相

关 [17]。C-Myc 基因也是一个公认的原癌基因，在多种肿

瘤中被激活，其靶基因参与肿瘤细胞生长、凋亡和代

谢等过程中 [18]。研究发现，LRH-1 与 β-catenin 能够

协同共激活下游基因 Cylin D1、Cyclin E1 及 c-Myc 的表

达，促进肠肿瘤细胞增殖 [19]。已有研究证实，LRH-1 基

因沉默降低 Cylin D1、Cyclin E1 及 c-Myc 的表达水平，

抑制胰腺癌细胞增殖 [19]。本研究中，miRNA-381 表达

上升导致 LRH-1 蛋白表达下调，其作用机制可能是

miRNA-381 直接绑定结合 LRH-1 3'-UTR，在转录后

水平负调控 LRH-1 基因的表达。笔者推测，LRH-1

与 β-catenin 协同共激活 Cyclin D1、Cyclin E1 及 c-Myc

的作用减弱，使 G1/S 期转换受抑制，导致细胞阻滞于 G0/

G1 期，进入 S 期和 G2 期的细胞数目减少，同时使 c-Myc

靶基因表达失控，降低胃癌细胞增殖和侵袭能力。

在肿瘤转移过程中，细胞间黏附和连接能力降

低，导致肿瘤细胞脱落并迁移到其他组织、器官是肿

瘤转移的重要环节 [20]。上皮间质转化是上皮细胞表

型向间质细胞表型转变的过程，主要特征为细胞黏附

分子的表达减少、细胞骨架及形态改变，在肿瘤浸润和

迁移过程中起关键作用 [21]。转录因子 Twist-1 是上皮

间质转化的重要调节因子，Twist-1 表达上升诱导发生该

过程，参与肿瘤侵袭和转移发生机制 [22]。研究发现，

Twist-1 3'-UTR 含有大量 miRNAs 的调控元件，包括

miRNA 靶点，多个 miRNAs 被证实能够抑制 Twist-1 的

翻 译， 如 miRNA-145a-5p、miRNA-151-5p 等 [23]。 据

报道，miRNA-106b 通过靶向 Twist-1 调控子宫内膜癌

细胞系上皮间质转化 [24]，在结直肠癌中 miRNA-381 通

过直接靶向 Twist-1 发挥抑癌作用 [25]。在本研究中，

miRNA-381 可能通过特异性结合 Twist-1 3'-UTR 靶位

点，降低 Twist 1 基因翻译水平，抑制胃癌细胞上皮间

质转化，从而阻碍细胞转移和侵袭。

综 上 所 述，miRNA-381 通 过 抑 制 LRH-1 和

Twist-1 蛋白的表达，调控细胞周期和上皮间质转化，进

而抑制胃癌细胞增殖和侵袭。miRNA-381 在胃癌中

功能及其作用机制的鉴定，有望成为肿瘤早期诊断标

志物及基因靶向治疗的新靶点。
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