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miR-486-5p对胃癌细胞株SGC7901生
物学行为的影响
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　　［摘要］　背景与目的：既往研究表明微小RNA-486-5p(miR-486-5p)在多种肿瘤的进展中起重要作用，

但其在胃癌中作用的研究较少，本研究旨在探讨miR-486-5p对胃癌细胞株SGC7901增殖、凋亡及迁移能力的影

响。方法：使用实时定量PCR(quantification real-time PCR，qRT-PCR)检测胃癌细胞株SGC7901及胃黏膜上

皮细胞GES-1中miR-486-5p的表达，构建miR-486-5p过表达质粒，使用脂质体法瞬时转染胃癌细胞株SGC7901，

qRT-PCR检测转染细胞后miR-486-5p的表达丰度，噻唑蓝(MTT)法及流式细胞仪检测细胞的增殖及凋亡情况，

Transwell小室迁移实验检测细胞的迁移能力。结果：miR-486-5p在SGC7901细胞中表达明显下调，SGC7901细

胞转染miR-486-5p过表达质粒后，miR-486-5p表达明显上调，细胞增殖、迁移能力降低，凋亡率增高，差异均

有统计学意义(P<0.05)。结论：miR-486-5p可抑制胃癌细胞株SGC7901的增殖和迁移。
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　　［Abstract］ Background and purpose: MicroRNA-486-5p (miR-486-5p) has been demonstrated to play an 
important role in many kinds of tumor, however, there are few reports about the relationship between miRNA-486-
5p in gastric carcinoma. This study was aimed to explore the effect of miR-486-5p on the proliferation, apoptosis 
and migration abilities of the human gastric cancer cell line SGC7901. Methods: Quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) analysis was performed to detect the expression of miR-486-5p in the SGC7901 and GES-1 cells, miR-486-
5p over-expressing plasmid was constructed and transfected into the human gastric carcinoma cell line SGC7901 
using LipofectamineTM2000. The expression of miR-486-5p of the transfected cells was measured by qRT-PCR, the 
proliferation level of SGC7901 cells was detected by MTT method, the apoptosis rate of the cells was measured by flow 
cytometry and the in vitro migration abilities of SGC7901 cells by transwell test. Results: The miR-486-5p expression 
in SGC7901 cells was down-regulated compared with GES-1 cells. The expression of miR-486-5p in SGC7901 cells 
that was transfected miR-486-5p over-expressing plasmid was obviously up-regulated. The proliferation and migration 
abilities of SGC7901 cells were inhibited significantly, and the apoptosis rate of the cells increased. Conclusion: miR-
486-5p can effectively suppress the proliferation and in vitro migration abilities of SGC7901 cells, indicating that miR-
486-5p might be used as a target for molecular therapy of gastric cancer.
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　　胃癌是源自胃黏膜上皮的恶性肿瘤，发病

率和病死率在我国恶性肿瘤中均居首位，世界

范围内胃癌是第二位致患者死亡的恶性肿瘤。

尽管近年来胃癌的诊断和治疗取得了较大的进

步，但患者的总体治疗效果和预后仍不理想，

尤其是进展期的胃癌患者。胃癌的发生是一个

多基因参与、多步骤完成的复杂生物学过程，

对胃癌发病的具体病因及确切的发病机制目前

尚不清楚，因此从不同的分子水平探求胃癌发

生的机制对于制定新的治疗策略具有重要的临

床意义［1］。

　　微小RNA(microRNA，miRNA)是近年来备

受关注的内源性非编码RNA，长约21~25 nt，

广泛存在于真核细胞中，进化上具有高度保

守性，表达水平具有组织特异性和时相性。

在人体内，miRNA可与mRNA 3’非转录区

(3’untranslated region，3’UTR)互补结合，

当miRNA和靶mRNA完全配对时诱导mRNA降

解，不完全配对时则抑制靶基因的翻译。一条

miRNA可调控多个靶基因，而一个mRNA可同

时接受数个miRNA的调控，故miRNA可在细胞

内形成复杂的网络调控系统，参与细胞增殖、

分化、凋亡及免疫防御等生理功能的调节，影

响生命整个生命过程。研究表明miRNA基因多

位于易发生断裂、缺失、移位的染色体脆性位

点，因而miRNA在肿瘤的发生、发展过程中发

挥着重要的作用，miRNA有望成为肿瘤治疗的

新分子靶点［2-3］。

　　微小R-486-5p(miR-486-5p)是新近发现的

一种miRNA，Navon等［4］使用微阵列方法证实

miR-486-5p在胰腺癌、结肠癌、肝癌、肺癌、

淋巴瘤、卵巢癌、前列腺癌、睾丸癌的表达均

下调。Wang等［5］研究发现miR-486-5p在肺癌

组织中表达下调，体外实验证实miR-486-5p通

过作用于ARHGAP5发挥抑癌作用。Mees等［6］

发现has-miR-486-5p和胰腺导管腺癌的进展密

切相关。目前关于miR-486-5p在胃癌中的研究

较少，本研究首先检测胃癌细胞株和胃黏膜上

皮细胞中miR-486-5p的表达，然后使用脂质体

法将miR-486-5p过表达质粒转入胃癌细胞株

SGC7901，上调SGC7901细胞内miR-486-5p的表

达，探讨miR-486-5p对SGC7901细胞增殖、凋

亡及迁移的影响。

1　材料和方法

1.1　细胞及质粒

　　胃癌细胞株SGC7901购于武汉博士德公

司，胃黏膜上皮细胞GES-1由重庆医科大学

王璐璐博士惠赠；miR-486-5p过表达质粒

(GV214-miR)由上海吉凯公司构建、合成。合

成miR-486-5p前体序列并在两端设计BamHⅠ/

HindⅢ酶切位点，插入GV214多克隆位点，同

时构建阴性质粒(GV214-NC，表1) 。

1.2　主要试剂

　　RPMI-1640培养基、标准胎牛血清、0.25%

胰蛋白酶购自Hyclone公司，LipofectamineTM2000

购自Invitrogen公司，总RNA提取试剂、逆转录

试剂盒、实时荧光定量 PCR试剂盒购自宝生物

工程(大连)有限公司，荧光实时定量PCR引物由

广州锐博有限公司设计合成，MTT购自Promega

公司，Transwell小室购自Corning公司，Annexin 

Ⅴ-FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒购自南京

凯基生物公司。

1.3　细胞培养

　　SGC7901细胞以含10%胎牛血清的RPMI-

1640培养基在37 ℃、CO2体积分数为5%的培养

箱中常规培养，每2~3 d用0.25%的胰蛋白酶消

化、传代，取对数期细胞用于实验。

表 1　miRNA-486-5p序列及相关NC的序列

Tab. 1    The miRNA-486-5p sequence and related NC sequence
Name Sequence
miRNA-486-5p sequence Sense: TGGGATCCATGAGGAAGGGACATGAAGA

Antisense: ACCGAAGCTTAAAAAAGCTCGGTCCCAGAGTCAG
NC sequence Sense: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

Antisense: ACGUGACACGUUCGGAGAATT
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1.4　实时定量PCR(quantification real-time 

PCR，qRT-PCR)检测GES-1、SGC7901细胞

中miR-486-5p的表达

　　收集处于对数生长期的两种细胞，按以下

步骤操作：①按照TRIzol试剂说明提取总RNA，

1%的琼脂糖变性凝胶电泳检测RNA的完整性，

紫外可见分光光度计检测RNA的纯度和浓度；

②按逆转录试剂盒逆转录得到cDNA，反应条件

如下：70 ℃ 10 min、冰育2 min、42 ℃ 60 min、

70 ℃ 10 min；③qRT-PCR反应参数设置：95 ℃ 

20 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 5 s，40个循

环，每个样品做3个平行管，每次实验至少重复

3次；④数据分析 miR-486-5p相对表达水平用

2-ΔΔCT方法计算(CT值是目标扩增产物打到设定

阈值所经历的循环数)，内参为U6基因。

1 . 5 　 m i R - 4 8 6 - 5 p 过 表 达 质 粒 瞬 时 转 染

SGC7901细胞

　　取对数生长期细胞1×106个接种于6孔板，

置于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培

养至细胞密度70%后，将细胞分为3组：单纯

RPMI-1640培养组、GV214-NC质粒转染组、

GV214-miR过表达质粒转染组，将培养基换

成无血清、无双抗的RPMI 1640培养基(每孔

1 mL)，质粒及转染试剂LipofectamineTM2000分别

用100 μL PRMI 1640培养基稀释后，以质粒(μg) 

∶脂质体(μL)=1∶2的比例混匀后静置30 min，

逐滴加入并轻晃混匀，培养6 h后换为含完全培

养基，48 h后收集细胞进行下一步分析。

1.6　qRT-PCR检测转染细胞miR-486-5p丰度

　　转染48 h后收集细胞各组细胞，其他步骤同

1.4。

1.7　噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞增殖

　　取对数生长期细胞，每孔1×104接种于96

空板，共分3组：空白对照组、GV214-NC质粒

转染组和GV214-miR过表达质粒转染组，每组

设5个复孔，常规培养至细胞密度70%左右，后

两组分别转染，方法同上，与24、48及72 h分别

呈色一块板。呈色反应：吸取旧的培养基，每

孔加入MTT(5 mg/mL)20 μL，继续培养4 h后弃

培养基，每孔加入二甲基亚砜(DMSO)200 μL，

微量震荡器上震荡10 min，使结晶溶解，选择

490 nm波长在酶标仪上测量各孔吸光度(A)值，

然后以时间为横坐标，A值为纵坐标绘制生长曲

线图，显示各组细胞增殖曲线。

1.8　Annexin Ⅴ-FITC/PI双染法检测细胞凋亡

　　细胞分组及转染同前，于转染48 h后每组

收集细胞1×105个，按Annexin Ⅴ-FITC/PI双

染细胞凋亡试剂盒分别说明书处理各组细胞，

30 min内用流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验重 

复3次。

1.9　Transwell小室迁移实验

　　转染48 h后，用不含血清的培养基制备

各组单细胞悬液，将细胞密度调整为2.5×105 

个/mL，取400 μL加入Transwell上室中，在下室

即24孔板内加入600 μL含20％FBS的RPMI-1640

培养基，常规培养24 h后，取出小室，湿棉签擦

去上室细胞，PBS缓冲液洗3次后，用-20 ℃预

冷的甲醇固定细胞10 min，然后吸尽甲醇，PBS

洗3次后自然风干，于0.01%结晶紫染色30 min，

风干后用手术刀片沿压痕将小室膜轻轻切下于

光镜下观察，并随机选取上、下、左、右及中

间5个视野，计数穿膜细胞，并求平均值，以

穿膜细胞的数目代表SGC7901细胞的体外迁移 

能力。

1.10　统计学处理

　　实验数据以x±s 表示，实验所得数据资料

采用SPSS 18.0统计分析软件进行单因素方差

分析比较各组间差异，P<0.05为差异有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　miR-486-5p在SGC7901、GES-1细胞中

的表达

　　miR-486-5p及U6扩增曲线均为典型S型曲

线，溶解曲线呈单峰且溶解温度均一，表明引

物特异性好，qRT-PCR结果可靠。分析结果显

示，与GES-1细胞(1.06±0.19)相比，miR-486-

5p在SGC7901细胞中的表达量为0.48±0.12，差

异有统计学意义(P<0.05，图1)。
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图 1　GES-1和SGC7901细胞miR-486-5p 相对表达量

Fig. 1    The relative expression of miR-486-5p of GES-1 and 

SGC7901 cells

  *: Compared with GES-1 cells, P<0.05.

2.2　GV214-miR质粒转染细胞miR-486-5p丰

度明显上调

　　与未转染组miR-486-5P表达量(1.02±0.11)

相比，GV214-miR质粒转染组中miR-486-5p

相对表达量为8.45±0.42(P<0.05)，GV214-

NC质粒转染组中miR-486-5p相对表达量为

1.09±0.07(P>0.05)。结果提示SGC7901细胞转

染GV214-miR质粒可显著提高miR-486-5p的表

达，证实其可以作为研究miR-486-5p功能的有

效指标(图2)。

2.3　miR-486-5p对细胞增殖能力的影响

　　结果显示，与空白对照组相比，GV214-

m i R 质 粒 转 染 组 细 胞 增 殖 能 力 明 显 降 低

(P<0.05)，而转染GV214-NC质粒组则无明显变

化(P>0.05，图3)。

图 2　各组细胞miR-486-5p 相对表达量

Fig. 2    The relative expression of miR-486-5p of SGC7901 cells 

in various groups

  A: Blank control group; B: GV214-NC transfection group;  
C: GV214-miR transfection group; *: Compared with other two 
groups, P<0.05.

图 3　MTT法检测各组SGC7901细胞增殖状态

Fig. 3    MTT assays showed the cell proliferation abilities of 

SGC7901 cells in various groups

  A: Blank control group; B: GV214-NC transfection group; C: 
GV214-miR transfection group.
2.4　miR-486-5p对细胞凋亡的影响  

　　结果显示，GV214-miR质粒转染组细胞

凋亡率［(15.4±2.1)%］明显高于空白对照组

［(4.2±1.1)%］和GV214-NC［(5.3±1.2)%］质

粒转染组(P<0.05)，而空白对照组和GV214-NC

质粒转染组差异无统计学意义(P>0.05，图4)。

图 4　各组SGC7901细胞凋亡率

Fig. 4    Apoptosis rates of SGC7901 cells in various groups

  A: Blank control group; B: GV214-NC transfection group; C: GV214-miR transfection group.
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2.5　miR-486-5p过表达质粒对SGC7901细胞

体外迁移能力的影响

　　与空白对照组SGC7901细胞的穿膜细胞数

(108.6±9.3)及GV214-NC质粒转染组(105.2±9.8)

相比，GV214-miR质粒转染组(45.2±8.6)明显降

低(P<0.05)，而空白对照组及GV214-NC质粒转

染组相比，但其穿膜细胞数差异无统计学意义

(P>0.05，图5)。

图 5　各组SGC7901细胞体外迁移能力

Fig. 5    In vitro migration abilities of SGC7901 cells in various groups

  A: Blank control group; B: GV214-NC transfection group; C:GV214-miR transfection group; *: Compared with other two groups, P<0.05.

3　讨　　论

　　miRNA与肿瘤的关系是目前肿瘤研究领域

中的热点之一，大量研究表明肿瘤组织和正常

组织中miRNA表达谱存在明显差异，这些差异

表达的miRNA通过调节下游靶基因的表达参与

肿瘤的发生、发展和转移等病理过程。对于已

发现的在肿瘤中异常表达的miRNA，其研究重

点的是预测作用靶点及阐明其作用机制。目前

研究者对miRNA的研究还停留在实验室阶段，

人工构建的pre-miRNA转染细胞以纠正低表达

的miRNA及反义抑制剂抑制上调的miRNA是目

前研究的热点，为肿瘤的基因治疗提供了新的

切入点，有望在肿瘤的基因治疗方面取得重大

突破［7］。

　　近年来miRNA在胃癌中的研究逐渐受到关

注，其独特的转录后调控方式为胃癌的研究

提供了新的方向和思路。在胃癌中，越来越多

的异常表达的miRNA被发现，其中部分miRNA

的作用靶点及机制得到初步阐明。例如Wada 

等［8］使用基因芯片技术分析了多个胃癌细胞系

的miRNA及人胚肾细胞HEK-293T的miRNA表

达谱，并结合实时定量PCR证实miR-212在多个

胃癌细胞系内表达下调，进一步研究发现miR-

212通过直接作用MECP2(methyl-CpG-binding 

protein)参与胃癌的发生过程。Xu等［9］研究发现

miR-335在胃癌组织及细胞内均表达下调，使

用miR-335可抑制过表达质粒转染胃癌细胞株

SGC7901增殖及迁移侵袭，荧光报告基因实验

证实miR-335通过直接作用于Bcl-w及特异性蛋

白1(specificity protein 1，SP1)发挥抑癌作用。



278 李明，等.　miR-486-5p对胃癌细胞株SGC7901生物学行为的影响

　　既往研究表明，miR-486-5p与多个肿瘤的

发生、发展密切相关，Oh等［10］报道miR-486-

5p在胃癌中可抑制OLFM4的表达，从而发挥抑

癌作用。目前关于miR-486-5p在胃癌中的研

究较少，我们首先使用qRT-PCR证实胃癌细胞

株SGC7901中miR-486-5p表达明显下调，为进

一步确定miR-486-5p在胃癌中的作用，本研

究使用miR-486-5p过表达质粒转染SGC7901细

胞，转染后其表达明显上调。MTT和Transwell

小室迁移实验证实，miRNA-486-5p能抑制

SGC7901细胞的增殖和迁移，流式细胞术证实

miRNA-486-5p可促进细胞凋亡。综上所述，

miR-486-5p在胃癌的发生、发展中起着重要 

作用。

　　本研究结果证实，miR-486-5p在胃癌细胞

株中表达明显下调，并参与胃癌细胞的增殖、

凋亡及迁移，但其具体作用机制尚不明确，下

一步我们将使用生物信息学技术预测并验证其

在胃癌中作用的具体机制。
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