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miR-26a靶向MMP16参与调控胃癌
细胞侵袭作用研究
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　　［摘要］　背景与目的：胃癌发生侵袭转移是导致患者预后不良的重要因素。本研究旨在明确miR-26a在

调控胃癌细胞运动侵袭中的作用及其可能机制。方法：通过实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)检测胃癌组织细胞中miR-26a表达情况，体外通过CCK-8法、

平板克隆形成实验和Matrigel-Transwell实验评价miR-26a对人胃癌细胞增殖、运动和侵袭能力的影响。荧光素

酶报告基因系统评估miR-26a对下游靶基因的调控作用。结果：胃癌组织中miR-26a表达较癌旁组织明显下降。

miR-26a体外对胃癌细胞增殖无明显影响，但可显著抑制胃癌细胞的运动和侵袭。相反，抑制miR-26a表达可

促进胃癌细胞的侵袭能力。生物信息学分析提示，基质金属蛋白酶16(matrix metalloproteinase 16，MMP16)为
miR-26直接调控靶基因，miR-26a可抑制胃癌细胞MMP16 miRNA和蛋白的表达。荧光素酶报告基因检测提

示，miR-26a可与MMP16 mRNA 3’UTR结合诱导其转录后抑制。进一步研究提示，MMP16 siRNA对胃癌细胞

侵袭具有模拟miR-26a作用，而过表达MMP16可拮抗miR-26a对胃癌细胞侵袭的影响。结论：miR-26a可通过靶

向MMP16来抑制胃癌细胞运动侵袭，miR-26a可作为抑制胃癌细胞侵袭的重要干预靶点。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Invasion and metastasis lead to poor prognosis in gastric cancer. In this 
study, we investigated the potential function of miR-26a in gastric cancer. Methods: Real-time fluorescent quantitative 
polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) was used to detect the expression of miR-26a in gastric cancer cells. In vitro 
CCK-8 assay, cloning formation assay and Matrigel-Transwell assay were used to evaluate the proliferation, migration 
and invasion of gastric cancer cells. A luciferase reporter assay was also conducted to confirm that matrix metallo-
proteinase-16 (MMP16) is a direct target of miR-26a. Results: miR-26a was down-regulated in gastric cancer tissues 
compared with that in non-cancerous tissues. Functional studies showed that miR-26a inhibited cell proliferation, col-
ony formation, cell motility and invasion. However, miR-26a had no effect on cell proliferation. We also characterized 
MMP16 as a direct target of miR-26a. We showed that knocking down MMP16 in gastric cancer cells significantly de-
creased MMP16 expression and inhibited cell invasion, whereas ectopic MMP16 expression significantly abrogated the 
suppressed cell invasion induced by miR-26a. Conclusion: miR-26a suppresses gastric cancer cell invasion by targeting 
MMP16. miR-26a could represent a potential therapeutic target for gastric cancer.
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　　胃癌是消化系统常见恶性肿瘤，其发病率

在世界范围内居第4位，死亡率居恶性肿瘤死因

的第2位［1］。我国是胃癌高发国家，目前已成

为第2位常见癌症和第3位癌症死因［2］。因此，

探寻胃癌侵袭转移机制，寻找干预靶点具有重

要临床价值。miRNA在恶性肿瘤发生、发展中

的作用在近年来受到广泛关注和深入研究［3］。

已有研究提示，miRNA在调控胃癌细胞增殖、

运动和侵袭等恶性表型方面发挥重要作用［4］。

因此，本研究将深入探讨miR-26a在调控胃癌细

胞侵袭中的作用及其可能机制。

1　材料和方法

1.1　细胞系

　　人胃癌细胞系MGC-803、HGC-27及人肾上

皮细胞293T均购自中国科学院上海生命科学研

究院生物化学与细胞生物学研究所细胞库。其

中MGC-803和HGC-27用含有10%胎牛血清、丙

酮酸钠和HEPES的RPMI1640来培养；293T用

含有10%小牛血清、4 mmol/L谷氨酰胺的培养

液。所有的细胞均在37 ℃、CO2体积分数为5%
的温箱中培养，每2~3 d更换1次培养液。

1.2　WST法细胞体外增殖测定

　　将处于对数期的细胞按5 000个/孔(100 μL/
孔)的浓度接种至96孔板，每孔设3个对照，

于24、48、72、96和120 h后加入CCK-8溶液 

10 μL，37 ℃温育3 h，测量在450 nm处的吸光

度(D)值并绘制生长曲线。

1.3　体外运动、侵袭实验

　　按1∶3的比例混合Matrigel和RPMI1640培

养基制备成人工基底膜；将Transwell置于24孔

培养板中，于上室各加入50 μL的混合液，37 ℃
温育2 h以使其凝固；按1×106/mL的浓度将处于

对数期的细胞用无血清RPMI1640培养基制成细

胞悬液，于上室中加入100 μL的细胞悬液(1×105

个细胞)，下室加入600 μL含10%胎牛血清的

RPMI1640培养基，每室设3个对照；于37 ℃、

CO2体积分数为5%的条件下分别培养24 h。在24
孔板上取下Transwell，用棉签蘸去小室上面的

细胞后进行H&E染色，显微镜下进行侵袭细胞 

计数。

1.4　RNA的提取

　　参照GENERAY公司总RNA抽提试剂盒

(Trizol-离心柱型)使用说明进行RNA抽提后，

经紫外分光光度计检测其D260及D280并计算其

RNA浓度(C=D260×40×稀释倍数×10-3，单位： 

µg/µL)；用DEPC水调整RNA浓度至1 µg/µL，

置－70 ℃冰箱保存。

1.5　实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR)检测

　 　 参 照 Fermen ta s  “Reve r tA idTM”Fi r s t 
Strand cDNA Synthesis Kit”进行反转录合成

cDNA(RT)，－20 ℃保存。采用SYBR GREEN
法RTFQ-PCR，PCR反应体系总体积25 μL，

PCR反应条件：95 ℃热启动15 min，94 ℃变性

30 s，53 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min，共40
个循环，至4 ℃结束。miR-26a特异性扩增引物

为：5’-TGTCAACGATACGCTACCTAACGGCA
TGACAGTGTCAGCCTA-3’。U6 特异性引物为

5’-GAACGCTTCACGAATTTGC-3’。基质金属

蛋白酶16(matrix metalloproteinase 16，MMP16)
扩增引物序列为：上游5’-AGCACGTTGTTTCC 
CTTCC-3’，下游5’-CCCGAGCTGTTTATCCA 
T C A - 3 ’ 。 G A P D H  扩 增 引 物 序 列 为 ： 上 游

5’-GGGAGCCAAAAGGGTCATCATCTC-3’，下

游5’-CCATGCCAGTGAGCTTCCCGTTC -3’。
1.6　蛋白抽提及蛋白［质］印迹法(Western 

blot)检测

　　细胞长至瓶底的80%~90%时，弃去培养

液，以预冷的PBS洗涤2次后，向培养瓶中加入

相应体积的蛋白裂解液，于冰上振摇30 min，

然后用刮棒刮下细胞，收集到预冷的1.5 mL离

心管中，以4 ℃、12 000×g离心15 min，将上

清液按需分装，保存于－70 ℃。拟行Western 
blot检测时，按《分子克隆》第2版相关章节配

制SDS-聚丙烯酰胺凝胶，然后从不同样品中

取出等量蛋白(100 µg)与1×SDS蛋白上样缓冲

液混合，并于100 ℃变性10 min后，以4 ℃、
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12 000×g离心5 min；用离心所得的上清液上样

进行电泳，转膜，将转膜后的硝酸纤维素膜浸

泡至含5%牛奶的PBS溶液中进行封闭，然后加

入一抗(浓度1∶500)，于4 ℃下，与膜共同温育

过夜，然后用PBS洗涤；将二抗按1∶2 000的比

例稀释，与膜于室温下温育1 h后用PBS洗涤，

最后根据ECL试剂盒说明，于暗室中进行显

影。本研究所用抗体MMP16和GAPDH均为兔

抗人多抗，购自英国Abcam公司。

1.7　荧光素酶活性检测

　　用胰蛋白酶消化293T细胞，离心后重悬于

含有10％胎牛血清的细胞培养基中并按4×104

个细胞/孔的密度接种于48孔板上，培养24 h后

(此时细胞密度为40％~50％)，用磷酸钙转染法

把相应的miRNA表达载体(20 nmol/L)、3’UTR
报告载体(80 ng)和pRL-TK(表达海肾荧光素酶蛋

白作为实验的内参，40 ng)共转到293T细胞。转

染48 h后，用Dual-Luciferase Reporter Assay裂解

细胞并用多功能酶标仪测定荧光素酶活性。

1.8　RNA转染

　　取6孔板，每孔5×105个细胞，2 mL无抗

生素完全培养液；将6 μL miRNA mimics或

inhibitors加入250 Opti-MEM中(每孔20 µmol/
L)；6 μL LipofectamineTM2000加入250 Opti-
MEM中(每孔20 µmol/L)；室温温育5 min；两

者混合，室温温育20 min；500 μL混合液加入6
孔板中，轻轻混匀，RNA终浓度为50 nmol/L； 

37 ℃培养6 h后，去除转染液，更换完全培

养液；培养24 h后继续后续实验。miR-26a 
mimics和 inh ib i to r s均购自上海吉玛制药技

术有限公司。miR-26a mimics序列为：正义

5’-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3’，反

义5’-CCUAUCCUGGAUUACUUGAAUU-3’。

miR-26a inhibitor序列为：5’-UUGUUCAUAU 
AGAUCUCGUCAUU-3’。MMP16 s iRNA
序列为：5’ -AUAAUCUCCAAUAUCCUC 
UUAAA-3’。
1.9　统计学处理

　　本研究相关统计分析由SPSS 15.0软件完

成，主要方法为χ2检验和方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　miR-26a在胃癌细胞中表达下调

　　选择10对人胃癌组织及癌旁正常组织，通

过RTFQ-PCR检测miR-26a表达情况，结果显

示，相对于癌旁正常组织，miR-26a在胃癌组织

细胞中的表达水平明显下调(P<0.001，图1)。

图 1　miR-26a在人胃癌组织与癌旁正常组织表达差异

Fig. 1    A comparison of miR-26a expression levels in 10 paired 

gastric cancer and adjacent non-cancer tissues

2.2　miR-26a体外对胃癌细胞增殖无明显影响

　　体外通过miR-26a mimics转染人胃癌细胞，

然后通过CCK-8法和平板克隆形成实验评估

miR-26a体外对人胃癌细胞增殖克隆的影响。结

果显示，miR-26a过表达并没有影响胃癌细胞体

外增殖能力，差异均无统计学意义(P均>0.05，

图2)。
2.3　miR-26a抑制胃癌细胞运动、侵袭

　　体外通过Transwell实验及Matrigel评估miR-
26a对人胃癌细胞运动、侵袭能力的影响。结果

显示，转染miR-26a mimics进行过表达可在体外

显著抑制胃癌细胞的运动和侵袭。相反，转染

miR-26a抑制剂anti-miR-26a inhibitors可促进人

胃癌细胞的运动和侵袭能力(图3)。
2.4　MMP16为miR-26a直接调控靶基因

　　为明确miR-26a直接调控靶基因，我们通

过Targetscan软件预测发现，MMP16 mRNA 
3’UTR存在miR-26a的结合位点，将含有MMP16 
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图 2　miR-26a体外对人胃癌细胞增殖的影响

Fig. 2    miR-26a has no effect on gastric cell growth in vitro

A and B: The effect of miR-26a on gastric cancer cell growth as measured by CCK-8 assay; C and D: The effect of miR-26a on colony formation 
in human gastric cancer cells

图 3　miR-26a对人胃癌细胞运动、侵袭的影响

Fig. 3    miR-26a suppresses gastric cancer cell migration and invasion in vitro

A and B: Migration (A) and invasion (B) assays were performed on gastric cancer cell transfected with miR-26a mimics or negative controls (NC); 
C: Migration and invasion assays were performed on MGC-803 cells transfected with anti-miR-26a inhibitors or negative controls (anti-NC)

mRNA 3’UTR序列克隆到报告载体pGL-MCS-
control中，得到野生型的3’UTR报告载体，同时

也构建含有突变靶位点的突变型3’UTR报告载

体，然后利用双荧光素酶报告系统检测发现，

miR-26a可抑制野生型3’UTR报告载体荧光素酶

活性，而对突变型3’UTR报告载体荧光素酶活

性并没有明显的抑制作用。进一步研究发现，

过表达miR-26a可明显抑制胃癌细胞MMP16 
mRNA和蛋白的表达，而抑制miR-26a表达可促

进MMP16 mRNA和蛋白的表达(图4)。

2.5　MMP16介导了miR-26a抑制胃癌细胞运

动侵袭作用

　　为进一步评估MMP16是否为miR-26a功能

性靶基因，我们通过siRNA进行MMP16表达

沉默后发现人胃癌细胞体外侵袭能力下降，与

miR-26a作用相一致；然后构建表达MMP16的

表达载体进行挽救实验，由于靶基因的表达载

体只克隆了其对应基因的蛋白编码区域而不

包含其3’UTR序列，因此靶基因表达不受miR-
26a抑制，可实现靶基因与miR-26a共表达，

结果发现，MMP16的过表达可抑制miR-26a效 

应(图5)。
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图 4　MMP16为miR-26a直接调控靶基因

Fig. 4    miR-26a down-regulates MMP16 expression by directly targeting its 3’-UTR

A: Putative miR-26a-binding sequence in the 3’-UTR of human MMP16 mRNA; B: A human MMP16 3’-UTR fragment containing the wild 
type or mutant miR-26a-binding sequence was cloned downstream of the luciferase reporter gene. HEK293 cells were cotransfected with miR-
26a or a negative control and a luciferase reporter construct containing the wild type or mutant MMP16 3’-UTR; C and D: Effects of miR-26a 
overexpression (C) or suppression (D) on endogenous MMP16 expression as measured by RTFQ-PCR and Western blot

图 5　MMP16介导miR-26a抑制胃癌细胞侵袭作用

Fig. 5    MMP16 mediates the invasion-suppressive function of miR-26a

A: MGC-803 cells were transfected with MMP16 siRNA; MMP16 protein expression levels were confirmed by Western blot. B: Effect of MMP16 
siRNA on MGC-803 cell invasion. C: Effect of ectopic MMP16 expression on the suppressed cell invasion induced by miR-26a
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3　讨　　论

　　miRNA是一类长18~25 nt的非编码RNA，

可靶向于特异性mRNA的3’UTR区，通过抑制

miRNA的翻译或直接引起其降解来沉默对应的

靶基因，从而调节其生物学过程［5］。miRNA在

恶性肿瘤发生、发展中的作用在近年来受到广

泛关注［6］。目前认为，miRNA主要通过2种方

式发挥作用［7］：① 作为抑癌因子抑制原癌基

因的激活；② 通过下调肿瘤抑制因子水平或下

调抑癌基因表达从而产生致癌作用并促进肿瘤

的生长。已有研究提示，miRNA在调控胃癌细

胞增殖、运动、侵袭、转移及治疗敏感性方面

发挥重要作用［4］。同时基于miRNA表达指纹谱

用于胃癌早期诊断［8］、化疗疗效［9］和预后预 

测［10］等方面具有重要价值。

　　既往研究提示，miR-26a在调控肿瘤细胞恶

性表型方面具有重要作用。如miR-26a在许多恶

性肿瘤中发挥抑制癌细胞增殖、运动及侵袭的

作用，其机制除靶向传统的肿瘤癌基因诱导其

转录后抑制外，还包括参与调控肿瘤相关炎性

反应、肿瘤干细胞干性维持等。另外，外周血

miR-26a表达检测可用于肿瘤治疗疗效及预后预

测等［11］。但到目前为止，miR-26a在人胃癌细

胞中的表达情况及其对胃癌细胞运动、侵袭能

力的作用研究尚未见报道。因此，本研究首次

深入系统地研究了miR-26a对人胃癌细胞的作

用，结果发现，miR-26a可在体外明显抑制人胃

癌细胞的运动、侵袭能力，但本研究也发现，

miR-26a对胃癌细胞的增殖能力并没有显著影

响，提示其作用的发挥主要体现在对胃癌细胞

的运动侵袭作用上，且其功能的发挥具有细胞

特异性。

　　本研究还提示，MMP16为miR-26a直接调

控靶基因。MMP家族是一类活性依赖于锌离

子和钙离子的蛋白水解酶，主要的生理作用是

降解细胞外基质，破坏肿瘤细胞侵袭的组织学

屏障，在肿瘤侵袭转移中起关键性作用，在肿

瘤浸润、转移中的作用日益受到重视，被认为

是该过程中主要的蛋白水解酶［12-13］。本研究

发现，MMP16介导了miR-26a抑制胃癌细胞侵

袭转移作用。已有文献报道，MMP16参与多种

肿瘤的运动、侵袭及转移，包括肺癌、胰腺癌

和恶性黑素瘤等［14-16］。而本研究再次提示，

MMP16在诱导胃癌细胞运动、侵袭方面发挥了

重要作用。

　　胃癌早期症状无特异性，大多数患者就诊

时已到晚期，预后很差，多因广泛的侵袭转移

而死亡。因此研究胃癌侵袭转移相关机制，有

可能为胃癌侵袭转移的早期诊断和靶向治疗提

供帮助和依据。本研究提示，miR-26a可能作为

人胃癌侵袭转移的重要干预靶点。而在目前，

miRNA在临床上除用于早期诊断、疗效预测和

预后判断外，直接用于临床治疗已进入临床试

验阶段，如Mirna Therapeutics开发的MRX34是

一种miR-34脂质体，补充miR-34治疗肿瘤的临

床试验已经开展［17］。因此，miR-26a未来可能

作为胃癌侵袭转移新的干预靶点。

　　综上所述，miR-26a在人胃癌组织中表达下

调，miR-26a可抑制人胃癌细胞运动、侵袭能

力，MMP16为miR-26a直接调控靶基因，其介

导了miR-26a对人胃癌细胞运动侵袭的影响，

miR-26有可能作为胃癌预后新的分子标志物及

重要的临床干预靶点。
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