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miR-1284过表达对人胃癌SGC-7901 
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　　［摘要］　背景与目的：人胃癌组织微小RNA表达谱芯片筛选研究报道miR-1284与胃癌淋巴结转移有

关，但其在胃癌中的具体作用鲜见报道。该研究探讨miR-1284过表达对人胃癌SGC-7901细胞基因表达谱及侵

袭转移的影响。方法：以慢病毒介导miR-1284过表达转染胃癌SGC-7901细胞为实验组(LV-miR-1284组)，转染

空载体慢病毒载体的细胞为阴性对照组(LV-NC-GFP组)，未转染慢病毒载体的细胞为空白组(Control组)。采用

荧光定量PCR检测各组细胞miR-1284的表达，芯片检测各组细胞差异表达基因，生物信息学预测miR-1284的

靶基因，Transwell侵袭实验检测各组细胞侵袭能力，裸鼠皮下移植瘤模型检测各组细胞转移能力。结果：PCR

结果显示，与LV-NC-GFP组和Control组比较，LV-miR-1284组细胞miR-1284表达明显增高；芯片结果显示，

LV-miR-1284组有20个基因表达显著上调，17个基因表达显著下调；生物信息学预测miR-1284的靶基因有138

个基因；Transwell侵袭实验结果显示，LV-miR-1284组侵袭细胞数为70.00±2.37，其细胞侵袭能力较LV-NC-

GFP组(168.67±4.55)和Control组(170.33±3.08)明显减弱；体内裸鼠实验结果显示，LV-miR-1284组肝脏转移率

为14.29%，其细胞转移能力较LV-NC-GFP组(85.71%)和Control组(85.71%)明显减弱。结论：miR-1284过表达能

抑制人胃癌SGC-7901细胞侵袭转移，其机制可能与调控SUMO1、JUN基因表达有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: It has been reported that miR-1284 is associated with gastric cancer 

lymph node metastasis in the research of microRNA microarray in human gastric cancer tissues. But the specific role 

of miR-1284 in gastric cancer has not been reported. The aim of this study was to investigate the effect of miR-1284 

over-expression on the gene expression profiling and invasion/metastasis of human gastric cancer SGC-7901 cells. 
Methods: Gastric cancer SGC-7901 cells of LV-miR-1284 group were transfected with lentiviral vectors of miR-1284, 

cells of LV-NC-GFP group were transfected with lentiviral vectors without miR-1284, and cells of control group were 

not transfected with lentiviral vectors. The expression of miR-1284 was detected by the real-time fluorescent quantitative 

PCR. Differential expression genes were detected by the microRNA chip. Target genes of miR-1284 were predicted by the 

bioinformatics. Invasive ability was detected by the Transwell invasion assay. Metastasis ability was detected by subcutane-

ously transplanted tumor model of nude mice. Results: Compared with LV-NC-GFP and control groups, the expressions of 

miR-1284 and 20 genes were up-regulated, and the expression of 17 genes was down-regulated in LV-miR-1284 group. 

One hundred and thirty-eight target genes of miR-1284 were predicted by the bioinformatics website. Compared with 

invasive cell number of LV-NC-GFP group (168.67±4.55) and control group (170.33±3.08), the ability of invasion of 
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　　胃癌是发生率和死亡率较高的恶性肿瘤之

一，侵袭和转移是导致死亡的主要因素。因

此，深入探讨胃癌侵袭和转移机制，寻找胃癌

侵袭转移相关的分子，对胃癌的治疗及预后具

有重要的意义。微小RNA(microRNA，miRNA)发

挥作用主要在转录后水平负性调控蛋白编码基

因，且与胃癌转移密切相关［1-2］。最近，胃癌

miRNA表达谱芯片筛选研究报道了miR-1284在

胃癌淋巴结转移阳性组织比原胃癌组织表达量

少［3］，提示其表达异常可能与胃癌发生转移相

关。而miR-1284在胃癌中的具体作用及机制鲜

见报道，因此，本研究拟探讨miR-1284对胃癌

侵袭转移发生、发展的影响。

1　材料和方法

1.1　主要材料及试剂

　　人胃癌细胞株SGC-7901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；RPMI-1640培养基购自HyClone公

司；胎牛血清(FBS)购自杭州四季青生物工程材

料有限公司；Transwell小室购自美国Corning公

司；Matrigel购自美国BD公司；miR-1284过表达

慢病毒载体和质粒由上海吉凯基因化学技术有

限公司构建合成；芯片检测由北京华联生物科

技有限公司完成；miRNA反转录、定量PCR试

剂盒、引物购自宝生物工程(大连)有限公司；21

只4~5周龄雌性BALB/c裸鼠，体质量18~22 g，

SPF级，购自广西医科大学动物实验中心。

1.2　细胞培养及转染  

　　SGC-7901细胞使用RPMI-1640(含10%胎牛

血清)培养液，在CO2体积分数为5%、37 ℃的培

养箱中培养。细胞培养至对数生长期，常规胰

酶消化细胞用于转染实验，以4×105个细胞/孔 

的密度接种于6 孔板，细胞长到50%～60%

cells was weakened in LV-miR-1284 group (70.00±2.37). Compared with the liver metastasis rate of LV-NC-GFP group 

(85.71%) and control group (85.71%), the ability of metastasis of cells was weakened in LV-miR-1284 group (14.29%). 
Conclusion: The ability of invasion and metastasis of SGC-7901 cells is suppressed by over-expression of miR-1284. The 

mechanism may be related to regulating the expression of SUMO1 and JUN genes.
  　［Key words］ Gastric carcinoma; miR-1284; Invasion; Metastasis

时，每孔更换为900 μL无血清RPMI-1640培

养基中加入100 μL LipofectamineTM2000，实

验组(LV-miR-1284组)和阴性对照组(LV-NC-

GFP组)每孔分别加入含miR-1284的病毒载

体(5×108 TU/mL)6.4 μL及阴性对照病毒(8× 

108 TU/mL)4 μL，转染24 h后，更换为RPMI-

1640(含10%胎牛血清)培养液，72 h后用含 

5 μg/mL嘌呤霉素的培养液筛选稳定转染细胞

株，稳定转染细胞株用于后续实验。

1.3　总RNA 提取及质检

　　取LV-miR-1284组、LV-NC-GFP组、空白

组(control组，未转染病毒的SGC-7901细胞)的

细胞，用PBS洗涤，按照TRIzol试剂说明提取总

RNA。采用紫外分光光度计分别测定波长230、

260和280 nm的吸光度(D)值，确定样品总RNA的

纯度和浓度。以安捷伦RNA 6000 nano assay检测

RIN评估RNA样本中18 s与28 s(真核生物)是否完

整，以判定RNA的完整性(RIN值在0～10之间，

以10 分为满分，RIN > 6表示样本的完整性良好

可用于实验)。

1.4　荧光实时定量PCR 检测miR-1284的表达

　　采用反转录试剂盒合成cDNA，反转录

反应条件为37 ℃，60 min。以合成的cDNA

作 为 模 板 ， U 6 作 为 内 参 ， U 6 上 游 引 物 序 列

为5’-TTATGGGTCCTAGCCTGAC-3’，下游

引物序列为5’-CACTATTGCGGGTCTGC-3’；

miR-1284上游引物序列为5’-UCUAUACAG 

A C C C U G G C U U U U C - 3 ’ ， 下 游 引 物 序 列 为

5’-CGTCTATACAGACCCTGGCTTTTC-3’。以

SYBR Premix Ex TaqⅡ为扩增染料，进一步进行

PCR扩增反应。反应条件为95 ℃预变性30 s，

1个循环；PCR反应95 ℃变性5 s，60 ℃退火

20 s，70 ℃延伸30 s，40个循环。采用2-△△Ct法

计算miR-1284的相对表达量。
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1.5　全基因表达谱芯片检测表达差异基因

　　以UniGene 最新数据库为筛选差异表达基因

芯片基础。取LV-miR-1284组和LV-NC-GFP组

的总RNA，随后反转录、标记，芯片杂交前须

先进行前杂交处理，最后杂交、洗染，用激光

共聚焦扫描仪对杂交结束后的芯片进行扫描，

对杂交信号值进行扣本底、标准化，显著差异

表达1.3倍以上的基因作为筛选纳入标准。

1.6　生物信息学分析芯片结果及预测miR-

1284的靶基因

　　采用KEGG和GO进行通路及功能富集分

析。用MiRanda、TargetScan和microRNA软件预

测miR-1284的靶基因，网站分别为http://www.

miranda.com、http://www.targetscan.org、http://

www.microrna.org。取芯片表达差异基因和生物

信息学网站数据库预测靶基因的交集作为miR-

1284的靶基因。

1.7　Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力 

　　取Corning小室(孔径8 μm)，在小室滤膜

上铺一层Matrigel(用无血清培养液1∶4稀释，

75 μL/孔，37 ℃温育30 min，形成胶状)，在上

室孔中加入未转染和转染后筛选稳定转染细胞

(4×105个/孔，无血清培养基的单细胞悬液)。

每组设4个复孔。下室中加入含10%血清的培

养液600 μL，培养24 h后用冰预冷的甲醇固定

30 min，用0.1%结晶紫染色15～20 min，用PBS

洗3遍以上，显微镜100倍下拍照。随机选取10

个视野进行细胞计数，计算平均每个视野侵袭 

细胞数。

1.8　裸鼠皮下移植瘤模型检测细胞转移能力

　　对LV-miR-1284组、LV-NC-GFP组、空白

组的细胞，用PBS制备密度为2×107个/mL的单

细胞悬液；取4～5周龄的裸鼠21只，每组7只，

选取所有裸鼠左前肢腋窝作为种植部位，缓慢

进针至皮下推注各组细胞0.25 mL(1×107个细 

胞)/只，正常喂养，监测裸鼠的生命及肿瘤生长

情况；注射细胞后第38天脱颈椎法处死裸鼠，

完整切取肿瘤组织和肝、肺组织。

1.9　统计学处理

　　采用SPSS 17.0统计软件进行统计分析。各

组实验数据均用x±s表示，各组间差异采用单因

素方差分析，进一步组内比较采用t检验，计数

资料采用χ2分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　样本总RNA质量鉴定结果

　　从LV-miR-1284组、LV-NC-GFP组和空

白组细胞中提取总RNA，用紫外分光光度计

测量D值。结果表明，D260/D280=1.95，D260、

D230>1.72，提示提取总RNA 纯度高，蛋白质和

DNA污染少。样本进一步以安捷伦RNA 6000 

nano assay检测证实，RIN>6表示样本的完整性

良好，可用于后续实验(表1)。

2.2　miR-1284在各组细胞中的表达情况 

　　荧光定量PCR检测结果用2-△△Ct值表示，与

LV-NC-GFP组(3.20±1.00)和空白组(1.00±0.00)

比较，miR-1284的表达量在LV- miR-1284组

(52.30±2.40)显著增高，差异有统计学意义

(P<0.05)；LV-NC-GFP组和空白组比较，差异

无统计学意义(P>0.05)。

2.3　miR-1284过表达慢病毒转染SGC-7901

细胞后差异表达的基因分析

　　对LV-miR-1284组和LV-NC-GFP组细胞中

UniGene数据库人类基因表达谱数据进行分析表

明，在检测到31 741个基因中，143个基因为差

异性表达，其中显著表达上调20个，显著表达

下调17个(表2)。

表 1　RNA质检结果

Tab. 1    The results of RNA quality inspection

Sample D260/D280≥1.8 D260/D230≥1.5 Total RNA m/μg RIN>6 Quality inspection results

LV-miR-1284 group 1.95 1.72 25.57 9.90 Pass

LV-NC-GFP group 1.95 1.86 21.28 9.90 Pass

Control group 1.95 1.83 24.36 9.90 Pass
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表 2　miR-1284过表达慢病毒转染SGC-7901细胞显著差异

表达的基因

Tab. 2    Significantly differential expression of genes in SGC-

7901 cells infected with lentivirus containing over-expression of 

miR-1284
Up-regulated genes Down-regulated genes

Gene name NCBI gene ID Gene name NCBI gene ID
GRM3 NM_000840.2 ZFAND4 NM_001128324.1
SEMG1 NM_003007.3 ATF3 NM_001206488.2
ACTR2 NM_005722.3 CHAC1 NM_001142776.1
OXNAD1 NM_138381.3 EGR1 NM_001964.2
MVB12B NM_001011703.2 DUSP5 NM_004419.3
DIP2C NM_014974.2 PHLDA1 NM_007350.3
LRRTM3 NM_178011.3 JUN NM_002228.3
FTCD NM_206965.1 CTGF NM_001901.2
KCNQ4 NM_003960106.1 ETV4 NM_001261439.1
LAX1 NM_001136190.1 PHLDA1 NM_007350.3
SPANXB1 NM_032461.2 CES5A NM_001190158.1
FOXR2 NM_198451.3 EIF4A1 NM_001204510.1
SPANXD NM_032417.2 KLF10 NM_001032282.2
ZFHX2 NM_033400.2 IL8 NM_000584.3
AADACL3 NM_001103170.1 OSBP2 NM_030758.3
OCLN NM_001205255.1 SUMO1 NM_001005782.1
TET3 NM_144993.1 C8orf4 NM_020130.4
CCDC11 NM_145020.3
TBC1D21 NM_153356.1
SAMD9 NM_001193307.1

2.4　生物信息学分析芯片结果及预测miR-

1284的靶基因

　　采用KEGG和GO进行通路及功能富集分

析。结果显示，LV-miR-1284组中的显著差异

表达基因TAOK2、NTF4、MAP3K13、JUN、

GADD45A、DUSP1、DUSP4、DDIT3与MAPK

信号通路相关，且JUN与肿瘤恶性转移密切相

关(图1)。生物信息学网站软件预测miR-1284

的靶基因为138个(表3)。取芯片表达差异基因

和生物信息学网站数据库预测靶基因的交集，

EIF4A1、KLF10、C8orf4、SUMO1基因为miR-

1284的预测靶基因。

2.5　miR-1284对胃癌SGC-7901细胞侵袭能

力的作用

　　Transwell侵袭实验结果提示，上调胃癌细

胞miR-1284表达后，24 h时LV-miR-1284组

侵袭细胞数为70.00±2.40，LV-NC-GFP组为

168.70±4.60，空白组为170.30±3.10。与LV-

NC-GFP组和空白组比较，LV-miR-1284组侵

袭细胞数均明显较少，差异均有统计学意义

(P<0.05，图2)。

图 1　JUN基因参与MAPK信号通路调控

Fig. 1    JUN gene involved in MAPK signaling pathway

(Crystal violet staining, ×100)
图 2　各组胃癌SGC-7901细胞的侵袭情况

Fig. 2    Invasive situation of gastric cancer SGC-7901 cells in each group 

A: LV-miR-1284 group; B: LV-NC-GFP group; C: Control group
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表 3　生物信息学网站预测miR-1284的靶基因

Tab. 3    The target genes of miR-1284 predicted by bioinformatics website
NCBI official symbol gene name

ZNF384 CPEB2 SPRY4 REV3L GAS1 ATXN7
CHMP5 MPPED2 RAB10 KIAA0895L LDLR NRIP1
LSM14A JHDM1D GABRA1 SORBS1 HACE1 TTC33
PRKRIR SPOCK3 IREB2 GOSR1 SELK LIN9
FRMD4A LRRC1 SLC19A2 NHS HOMER1 UBE2F
ZCCHC18 ANKRD13C NFASC NOM1 DOCK3 USP24
NDST3 TSC22D2 DCAF7 FOXD3 EIF4A1 CCNY
PAPOLG SLTM MARK3 KBTBD2 TMEM68 HMGB2
STRBP UBR3 DNAJB4 FAM174A DLG2 SRGAP1
SLC6A15 TADA1 ADRB2 PACRG MYCBP SETX
PAIP2B NUP153 NOTCH3 FZD5 SEC24D TGFBR3
SSX2IP HMGB1 VAMP1 SYNCRIP ATP2B2 CUL1
FRMD4B ITSN1 FAM76B DCUN1D4 VAPB RBM27
FNDC3B NRXN1 RB1CC1 AFF4 PDS5B RNF2
PRDM12 ZFPM2 KCNE4 KLF10 ACSL3 JAG1
MIER3 C8orf4 MLL5 SAP30L SNAI1 SVIL
TSHZ3 GIN1 WWC1 ARHGEF12 SP8 ATRX
LRRC16B MEF2C JAK2 NBN KCNQ3 NTRK3
PSD3 KIAA2018 PLCXD3 ID4 SOX21 ETV5
AP3S1 ERBB2IP ANK1 FMR1 UBE2D1 SOX2
MARK1 EPB41L2 ARF3 GLIS3 USP9X CXorf23
C6orf62 ISL1 PRDM16 SMARCB1 MET MGA
VLDLR LDLRAD3 SUMO1 TAB2 ADRBK2 SLC2A1

2.6　裸鼠皮下移植瘤模型的细胞转移能力

　　肝肺组织病理检查显示：LV-miR-1284组肝

脏转移率为14.29%，LV-NC-GFP组为85.71%，

空白组为85.71%；LV-miR-1284组肺脏转移率

为0.00%，LV-NC-GFP组为57.14%，空白组为

42.86%。与LV-NC-GFP组和空白组比较，LV-

miR-1284组细胞肝脏转移率明显较少，差异有

统计学意义(P<0.05)；LV-miR-1284组细胞肺脏

转移率均较少，但差异无统计学意义(P>0.05， 

图3，表4)。

( HE, ×100)
图 3　各组肝肺组织的裸鼠移植瘤细胞

Fig. 3    HE staining of liver and lung tissues in cells transplanted tumor of nude mice in each group

  Arrowed points were metastatic carcinoma tissues
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3　讨　论

　　近年来，已证实微小miRNA是一类长约

19～25个核普酸序列的内源性非编码单链小

RNA，成熟的miRNA通过和靶基因mRNA碱基配

对部分互补或完全互补结合，抑制其翻译或导

致其降解而起到在转录后水平沉默基因表达的

作用， miRNA的表达异常参与了细胞的多种生

物学过程，比如细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭

等［4］。最近胃癌miRNA表达谱芯片筛选研究报

道了miR-1284在胃癌淋巴结转移阳性组织比原

胃癌组织表达量少［3］。而胃癌是常见的恶性肿

瘤，且影响胃癌预后的主要因素就是胃癌的侵

袭转移情况［5］。因此，研究与胃癌侵袭及转移

可能密切相关的miR-1284具有重要意义。

　　本研究通过构建miR-1284过表达慢病毒载

体，转染胃癌SGC-7901细胞，体外实验发现细

胞侵袭能力下降，动物体内模型也显示能明显

降低胃癌肝脏转移能力，且细胞芯片结果分析

提示miR-1284与MAPK信号通路相关，且能显

著降低JUN的表达，而JUN与肿瘤血管形成及恶

性转移密切相关［6］。我们生物信息学预测发现

SUMO1基因为miR-1284的预测靶基因，SUMO1

蛋白的表达与癌组织的浸润深度和远处转移呈

正相关［7］，且SUMO1能调控JUN的表达［8］，

而在肿瘤中JUN表达降低可下调MMP蛋白的表

达。MMP蛋白的活性降低，改变肿瘤细胞的侵

袭能力，肿瘤细胞侵犯血管能力下降，进而抑

制肿瘤的转移［9］。

　　综上所述，miR-1284过表达抑制胃癌的侵

袭转移，可能与其靶向调控SUMO1基因有关，

进而调控JUN基因信号通路，从而抑制胃癌的

发生、发展，提示miR-1284可作为研究胃癌侵

袭转移的重要靶点；而miR-1284是否直接调控

SUMO1基因，将有待实验进一步验证。
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表 4　各组细胞裸鼠移植瘤肝肺转移情况

Tab. 4    The metastasis cases of liver and lung tissues in cells transplanted tumor of nude mice in each group

Group Number of cases
Liver metastasis Lung metastasis

Positive cases Positive rate/% Positive cases Positive rate/%

LV-miR-1284 group 7 1 14.29* 0 0.00

LV-NC-GFP group 7 6 85.71 4 57.14

Control group 7 6 85.71 3 42.86

  *: P<0.05, compared with other groups
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