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miR-339-5p对胃癌细胞恶性生物学行为的影响机制研究
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［摘 要］　目的　探究 miR-339-5p 调控 Akt/MDM2/p53 信号通路对胃癌细胞恶性生物学行为的影响。方法　收集 2023 年

10月至 2024年 9月在我院手术切除的 48例胃癌患者的癌组织及癌旁组织样本。利用 qRT-PCR检测miR-339-5p在胃癌组织及细胞

中的表达。将胃癌细胞NCI-N87分为 control组（未进行转染）、miR-NC组（转染miR-339-5p mimics阴性对照质粒）、miR-339-5p mimics
组（转染 miR-339-5p mimics）、miR-339-5p mimics+SC-79 组（转染 miR-339-5p mimic 后加入 Akt 激活剂 SC-79）、miR-339-5p mimics+
pcDNA组（共转染miR-339-5p mimics和空载质粒pcDNA）、miR-339-5p mimics+pc-MDM2组（共转染miR-339-5p mimics与MDM2过表

达质粒 pc-MDM2）。采用平板克隆形成实验和细胞划痕实验检测胃癌细胞增殖能力，Transwell实验检测胃癌细胞迁移和侵袭能力；

通过双荧光素酶基因实验验证MDM2和miR-339-5p之间的靶向关系；Western blot检测Akt/MDM2/p53信号通路相关蛋白的表达水

平。结果　胃癌组织及细胞中miR-339-5p表达显著降低。与 control组和miR-NC组比较，miR-339-5p mimics组细胞克隆形成数、划

痕愈合率、细胞迁移数和侵袭数显著减少/下降，pAkt/Akt和 pMDM2/MDM2水平降低，p53蛋白表达明显升高，差异均有统计学意义

（P<0. 05）。激活 Akt 和过表达 MDM2 均可逆转 miR-339-5p mimics 对 NCI-N87 细胞上述指标的影响。双荧光素酶基因实验证实，

miR-339-5p与MDM2存在靶向关系。结论　miR-339-5p可能通过抑制Akt/MDM2/p53信号通路，影响胃癌细胞恶性生物学行为。
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Mechanism of miR-339-5p in regulating malignant biological behavior of gastric cancer cells
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Abstract: Objective　 To investigate whether miR-339-5p affects the malignant biological behavior of gastric cancer cells through 
regulating Akt/MDM2/p53 signaling pathway. Methods　The surgically removed cancer tissues and adjacent tissues were collected in our 
hospital from 48 gastric cancer patients from October 2023 to September 2024. The expression of miR-339-5p in tissues and cells of gastric 
cancer was detected by qRT-PCR. The gastric cancer cells NCI-N87 were divided into the control group （without transfection），miR-NC group 
（transfected with negative control plasmid of miR-339-5p mimics），miR-339-5p mimics group（transfected with miR-339-5p mimics），

miR-339-5p mimics+SC-79 group （transfected with miR-339-5p mimics followed by the addition of Akt activator SC-79）， miR-339-5p 
mimics+pcDNA group （co-transfected with miR-339-5p mimics and empty plasmid pcDNA）， and miR-339-5p mimics+pc-MDM2 group 
（co-transfected with miR-339-5p mimics and MDM2 overexpression plasmid pc-MDM2）.  The proliferation ability of gastric cancer cells was 
detected by plate colony formation assay and scratch wound healing assay，and the migration and invasion abilities of gastric cancer cells were 
detected by Transwell assay. The targeting relationship between MDM2 and miR-339-5p was determined by dual luciferase reporter assay.
The expression levels of proteins related to Akt/MDM2/p53 signaling pathway were detected by Western blot. Results　miR-339-5p expression 
significantly decreased in gastric cancer tissues and cells.  Compared with the control group and the miR-NC group， the number of colony 
cells， wound healing rate， and numbers of migration and invasion cells in the miR-339-5p mimics group were significantly reduced， the 
levels of pAkt/Akt and pMDM2/MDM2 decreased， and p53 protein expression significantly increased， with statistically significant differences 
（P<0. 05）.  Activation of Akt and overexpression of MDM2 could both reverse the effects of miR-339-5p mimics on the above indicators in 
NCI-N87 cells.  Dual-luciferase reporter assays confirmed the targeting relationship between miR-339-5p and MDM2. Conclusion　
miR-339-5p suppresses the malignant biological behavior of gastric cancer cells via inhibiting the Akt/MDM2/p53 signaling pathway.
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胃癌是全球第五大常见癌症和第三大癌症死亡

原因，具有高度异质性。胃癌患者的预后较差，5年生

存率低于 10%[1]。术后辅助化疗或放疗是 50%符合手

术条件的胃癌患者的标准治疗方案。但肿瘤细胞所

特有的侵袭、转移及高增殖等恶性生物学行为，是阻

碍患者康复的关键因素。即使在切除肿瘤组织后，约

60%的患者依然会出现局部复发或远处转移[2]。微小

RNA（miRNA）在疾病和肿瘤发展中起着至关重要的

作用，是癌症的潜在治疗靶点。miR-339-5p是一种高

度进化保守的miRNA，在多种肿瘤组织中异常表达[3]。
研究表明，Akt/MDM2/p53 信号传导在氧化应激响应、

细胞生长调控和肿瘤发生中具有独特的生理作用[4]。
在稳态条件下，MDM2 癌蛋白与 p53 结合并空间抑制

p53转录活性，Akt磷酸化可促进MDM2的稳定化和核

转位，触发抑癌因子 p53 泛素化和降解，Akt/MDM2/
p53的失活被认为是恶性肿瘤治疗的有效方向[5-6]。基

于以上研究背景，本实验探究miR-339-5p是否通过调

控 Akt/MDM2/p53信号通路影响胃癌细胞的恶性生物

学行为，以期为胃癌的临床治疗提供参考。

1　材料与方法

1. 1　标本来源

收集 2023年 10月至 2024年 9月在我院手术切除

的 48例胃癌患者的癌组织及癌旁组织样本。其中男

30 例、女 18 例，年龄 27~73 岁。本研究通过我院伦理

审查委员会批准（批准号：2022-02-002-K01），所有患

者均签署对本研究的知情同意书。

1. 2　细胞株和主要试剂

正常胃上皮细胞系GES细胞（合肥万物生物科技

有限公司）；人胃癌细胞系 NCI-N87 细胞（上海中科

院）；CCK-8 检测试剂盒（上海酶联生物有限公司）；

DMEM培养基、胎牛血清（美国Gibco公司）；miR-339-5p 
mimic 及 对 应 的 阴 性 对 照（美 国 MCE 公 司）；

Lipofectami-neTM 2000 转染试剂、Trizol 试剂（美国

ThermoFisher Scientific 公司）；兔抗 Akt、MDM2、p53、
GAPDH 抗体和二抗（美国 CST公司）；引物合成（上海

生工生物工程股份有限公司）；逆转录试剂盒及

RT-PCR试剂盒（日本TaKaRa公司）；Matrigel（美国BD 
Biosciences公司）；结晶紫（美国 Sigma公司）；Transwell
小室（美国Corning公司）。

1. 3　细胞培养

GES细胞和NCI-N87细胞分别接种于含 10%胎牛

血清的RPMI-1640和DMEM培养基中，置于 37 ℃、5% 
CO2恒温培养箱中培养，每周更换新鲜培养基 2~3次。

细胞生长状态较良好且密度达到 80% 左右可进行细

胞传代。

1. 4　qRT-PCR
从组织及细胞中分离总 RNA并检测 RNA样品的

浓度和纯度，浓度调整为 1 μg/μL，进行 RNA 反转录，

并以 cDNA 为模版进行 qPCR 扩增，反应体系 20 μL，
其 中 2×SYBR Green qPCR Mix 10 μ L、正 向 引 物

（10 μmol/L）0. 8 μL、反向引物（10 μmol/L）0. 8 μL、
cDNA 模板（1∶10 稀释）2 μL，加无酶超纯水补至

20 μL。反应程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s、
60 ℃退火延伸 30 s，扩增循环 40 次；熔解曲线分析

95 ℃ 15 s→ 60 ℃ 1 min→95 ℃ 15 s。miR-339-5p 以

U6 为内参，MDM2 以 GAPDH 为内参作数据归一化。

采用 2−ΔΔCt法测定 MDM2 和 miR-339-5p 基因相对表达

水平。qRT-PCR引物序列见表1。

1. 5　细胞转染

取传代至 3~5代的细胞进行分组，将未进行转染

的 NCI-N87 细 胞 记 为 空 白 对 照（control）组 ；将

Lipofectami-neTM 2000 转 染 试 剂 转 染 miR-339-5p 
mimics 及相应阴性对照质粒的 NCI-N87 细胞记为

miR-339-5p mimics 组 、miR-NC 组 ；将 miR-339-5p 
mimics转染 24 h后加入Akt激活剂 SC-79（10 μmol/L）[7]

培 养 的 NCI-N87 细 胞 记 为 miR-339-5p mimics+
SC-79 组；将 miR-339-5p mimics 与 MDM2 过表达质粒

（pc-MDM2）或空载质粒（pcDNA）共转染的NCI-N87细

胞记为 miR-339-5p mimics+pc-MDM2 组和 miR-339-5p 
mimics+pcDNA 组。转染 48 h 后，进行 qRT-PCR 检测

细胞转染效率。

1. 6　平板克隆形成实验

将各组NCI-N87细胞在 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养 10 d后，用甲醇固定细胞（直径 0. 3~1. 0 mm），用结

晶紫染色并计数，记录具有50个以上细胞的克隆数。

1. 7　细胞划痕实验

将各组NCI-N87细胞以约 1 000个/孔的密度接种

到 6 孔板中。当细胞达到 100% 汇合时，使用 200 μL

表1　qRT-PCR引物序列

基因

miR-339-5p

MDM2

U6

GAPDH

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

        引物序列（5´-3´）
CGCTCTCCCTGTCCTCCA
GCACACGTGAGCTCCTGG
CCCAACTGTTACACCCTGCT
TCCTCAAGTCCACAAACCAATGT
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTTGCGT
GCAAGTTCAACGGCACAG
GCCAGTAGACTCCACGACAT
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无菌移液器吸头刮擦细胞，并在培养基中孵育 24 h。
在显微镜下观察肿瘤细胞迁移情况。通过划痕宽度

评估肿瘤细胞的迁移能力，划痕愈合率=（初始划痕宽

度-24 h划痕宽度）/初始划痕宽度×100%。

1. 8　Transwell实验

侵袭实验：转染 48 h后，将NCI-N87细胞悬浮于无

血清 DMEM 中，然后将细胞（1×105）接种于预涂有

Matrigel 的 Transwell 上室（24 孔，孔膜 8 μm）中。将含

有 10% 胎牛血清的 DMEM 置于下室中。48 h 后，用

70% 甲醇固定侵袭细胞，并用 0. 1% 结晶紫染色。迁

移实验：Transwell上室不用 Matrigel包被，其余步骤与

侵袭实验相同。光学显微镜下随机选取 5个视野观察

并分析细胞侵袭和迁移数量。

1. 9　双荧光素酶测定

ENCORI数据库预测miR-339-5p和MDM2间的结

合位点，将与 miR-339-5p具有结合位点的 MDM2野生

型（WT）或突变型（MUT）序列克隆到 pGL3 碱性载体

（Promega）中后，再将荧光素酶质粒分别与miR-339-5p 
mimics或相应阴性对照共转染到胃癌细胞中，采用双

荧光素酶检测系统分析细胞荧光素酶活性。

1. 10　Western blot
提取各组细胞蛋白并用 10%SDS聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离后，转移到PVDF膜上。然后，将膜与原代兔

抗 Akt、MDM2、p53 抗体和抗 GAPDH 抗体在 4 ℃下孵

育过夜。清洗后，将膜与山羊抗兔 IgG 二抗在室温下

孵育 1 h。使用增强型化学发光 Plus试剂检测蛋白条

带，并采用 Image J软件进行分析，以GAPDH为内参进

行标准化。

1. 11　统计学分析

使用GraphPad Prism8. 0软件分析数据，数据以均

数±标准差（x̄±s）表示，2 组间差异采用 t检验，多组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 Tukey事后

检验。P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　 miR-339-5p 在胃癌组织及 NCI-N87 细胞中的

表达

与癌旁组织和 GES细胞相比，miR-339-5p在胃癌

组织及 NCI-N87细胞中的表达量显著降低（P<0. 05），

见图1。
2. 2　过表达miR-339-5p对NCI-N87细胞增殖的影响

miR-339-5p mimics组细胞克隆数显著少于 control
组和 miR-NC 组（P<0. 05）。miR-339-5p mimics+SC-79

组和miR-339-5p mimics+pc-MDM2组细胞克隆数均显

著多于 miR-339-5p mimics 组和 miR-339-5p mimics+
pcDNA组（P<0. 05），见图2。
2. 3　过表达miR-339-5p对NCI-N87细胞迁移的影响

miR-339-5p mimics组细胞划痕愈合率、细胞迁移

数均显著低/少于 control 组和 miR-NC 组（P<0. 05）。

miR-339-5p mimics+SC-79 组 和 miR-339-5p mimics+
pc-MDM2组细胞划痕愈合率、细胞迁移数均显著高/多
于 miR-339-5p mimics 组和miR-339-5p mimics+pcDNA
组（P<0. 05），见图3~4。
2. 4　过表达miR-339-5p对NCI-N87细胞侵袭的影响

miR-339-5p mimics组细胞侵袭数显著少于 control
组和 miR-NC 组（P<0. 05）。miR-339-5p mimics+SC-79
组和miR-339-5p mimics+pc-MDM2组细胞侵袭数显著

多 于 miR-339-5p mimics 组 和 miR-339-5p mimics+
pcDNA组（P<0. 05），见图5。
2. 5　miR-339-5p靶向调控MDM2表达

生物信息学预测结果显示，MDM2 与 miR-339-5p
存在靶向结合位点，见图 6。双荧光素酶实验结果显

示，miR-339-5p mimics 组细胞转染 MDM2-WT 后相对

荧光素酶活性低于miR-NC组（P<0. 05），见表1。
2. 6　Akt/MDM2/p53信号通路相关蛋白的表达

miR-339-5p mimics 组细胞中 pAkt/Akt、pMDM2/
MDM2水平明显低于 control组和 miR-NC 组，p53蛋白

表达明显高于 control 组和 miR-NC 组；miR-339-5p 
mimics+SC-79 组和 miR-339-5p mimics+pc-MDM2 组细

胞中pAkt/Akt、pMDM2/MDM2水平明显高于miR-339-5p 
mimics组和miR-339-5p mimics+pcDNA组，p53蛋白表

达 明 显 低 于 miR-339-5p mimics 组 和 miR-339-5p 
mimics+pcDNA组（P<0. 05），见图7、表2。

a：miR-339-5p 在胃癌组织及癌旁组织中的表达；b：miR-339-5p
在 NCI-N87 细胞及 GES 细胞中的表达　*：与癌旁组织相比，

P<0.05；#：与GES细胞相比，P<0.05
图1　miR-339-5p在胃癌组织和细胞中的表达水平
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a：平板克隆形成实验检测细胞克隆情况；b：各组细胞克隆数定量分析   *：与 control 组比较，P<0.05；#：与 miR-NC 组比较，P<0.05；
△：与miR-339-5p mimics组比较，P<0.05；▲：与miR-339-5p mimics+pcDNA比较，P<0.05

图2　平板克隆形成实验检测NCI-N87细胞增殖能力

a：各组细胞划痕宽度；b：各组细胞划痕愈合率比较   *：与 control 组比较，P<0. 05；#：与 miR-NC 组比较，P<0. 05；△：与 miR-339-5p 
mimics组比较，P<0. 05；▲：与miR-339-5p mimics+pcDNA组比较，P<0. 05

图3　细胞划痕实验检测NCI-N87细胞迁移能力

a：显微镜下各组细胞迁移情况（×200）；b：各组细胞迁移数比较　*：与 control 组比较，P<0. 05；#：与 miR-NC 组比较，P<0. 05；△：与

miR-339-5p mimics组比较，P<0. 05；▲：与miR-339-5p mimics+pcDNA比较，P<0. 05
图4　Transwell实验检测NCI-N87细胞迁移能力
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3　讨论

胃癌是起源于胃上皮组织的原发性恶性肿瘤，其

病因涉及遗传、环境等多种危险因素，且肿瘤生物学

行为呈现显著异质性。由于该病在全球范围内具有

较高的发病率与致死率，造成了沉重的社会与医疗负

担，因此被视为最具挑战性的恶性肿瘤之一[8-9]。胃癌

的发展是一个复杂的过程，受一系列内部和外部因素

影响，包括遗传、感染、饮食习惯和环境污染，且大多

数胃癌患者预后不良[10]。因此，在分子水平上了解胃

癌的发病机制，从而寻找针对性的调节因子和新的治

疗靶点至关重要。

miRNA 是单链非编码小 RNA 分子，通过与 3′-非
翻译区结合来调节靶mRNA的转录，从而抑制相关基

因表达，其可充当促癌基因或抑癌基因在肿瘤发生中

发挥关键作用[11]。研究发现，miR-339-5p 在多种癌症

中具有抑癌的作用，其在前列腺癌组织和细胞系中表

达下调，可通过抑制前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭

发挥抗癌作用[12]。Sun等[13]研究发现，在急性髓性白血

病中，miR-339-5p 作为肿瘤抑制因子发挥作用，并通

过靶向 SOX4抑制细胞增殖。但miR-339-5p在胃癌中

的作用及机制尚不明确。本研究结果显示，miR-339-5p
在胃癌组织及细胞中表达均显著降低。为探究其生

a：显微镜下各组细胞侵袭情况（×200）；b：各组细胞侵袭数比较　*：与 control 组比较，P<0. 05；#：与 miR-NC 组比较，P<0. 05；△：与

miR-339-5p mimics组比较，P<0. 05；▲：与miR-339-5p mimics+pcDNA比较，P<0. 05
图5　Transwell实验检测NCI-N87细胞侵袭能力

图6　miR-339-5与MDM2的结合位点

表1　miR-339-5p与MDM2的靶向关系验证（x̄±s）

组别

miR-NC组

miR-339-5p mimics组

MDM2-WT
1. 03±0. 05
0. 56±0. 05*

MDM2-MUT
1. 00±0. 04
0. 95±0. 03

*：与miR-NC组比较，P<0. 05

图7　Akt/MDM2/p53信号通路相关蛋白条带

表2　Akt/MDM2/p53信号通路相关蛋白表达水平（x̄±s）

组别

control组
miR-NC组

miR-339-5p mimics组
miR-339-5p mimics+SC-79组

miR-339-5p mimics+pcDNA组

miR-339-5p mimics+pc-MDM2组

pAkt/Akt
0. 95±0. 08
0. 94±0. 09
0. 42±0. 05*#

0. 72±0. 08△▲

0. 45±0. 04
0. 70±0. 07△▲

pMDM2/MDM2
0. 88±0. 10
0. 86±0. 09
0. 48±0. 06*#

0. 69±0. 07△▲

0. 46±0. 06
0. 68±0. 07△▲

p53
1. 01±0. 03
1. 01±0. 04
1. 33±0. 21*#

1. 13±0. 09△▲

1. 31±0. 18
1. 10±0. 08△▲

*：与 control 组比较，P<0. 05；#：与 miR-NC 组比较，P<0. 05；△：
与 miR-339-5p mimics 组 比 较 ，P<0. 05；▲ ：与 miR-339-5p 
mimics+pcDNA比较，P<0. 05
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物 学 功 能 ，本 研 究 在 NCI-N87 细 胞 中 过 表 达

miR-339-5p，结果发现，细胞克隆形成能力、划痕愈合

率及迁移和侵袭细胞数均显著降低/减少。这表明，

miR-339-5p 可显著抑制胃癌细胞的增殖、迁移及侵

袭，提示其可能是调控胃癌发生发展的重要靶点。

Akt信号通路的激活通常会诱导化疗耐药，而 p53
通过转录激活相关基因抑制癌症发展。MDM2是 Akt
的关键下游蛋白，可被 p-Akt 磷酸化为 p-MDM2，易转

位到细胞核，进而通过靶向结合抑癌蛋白 p53并介导

其泛素化降解，实现对细胞内 p53蛋白水平的负向调

控[14]。研究证实，Akt/MDM2/p53 信号通路在细胞周

期、增殖和凋亡的调节中起关键作用。Wei等[15]发现，

Akt 的活化可增强 MDM2 的核定位能力与蛋白稳定

性，进而加速 p53的降解；而靶向抑制 Akt与 MDM2的

磷酸化，能够显著上调细胞内 p53蛋白的表达水平，且

这一过程介导的细胞增殖抑制与凋亡效应，可因 p53
的敲除而完全消除。Park 等[16]研究表明，花椒提取物

在较高浓度下可有效抑制胃癌细胞的生长，降低抗凋

亡蛋白 Bcl-2 的表达，并通过 Akt/MDM2/p53 信号通路

诱导 AGS 胃癌细胞凋亡。本研究对胃癌中的 Akt/
MDM2/p53 信号通路进行了研究，初步发现 MDM2 与

miR-339-5p存在靶向结合位点，二者之间存在靶向关

系。当过表达胃癌细胞中 miR-339-5p 后，MDM2、Akt
蛋白表达水平显著降低，p53蛋白表达水平升高，而在

miR-339-5p 过表达基础上加入 Akt 激活剂或过表达

MDM2 后发现，MDM2、Akt 蛋白表达水平升高，p53 蛋

白表达水平降低，且细胞的增殖、迁移和侵袭能力均

增加。推测 miR-339-5p 可能通过调节 Akt/MDM2/p53
信号通路发挥抑癌作用。

综上所述，miR-339-5p 可能通过调节 Akt/MDM2/
p53 信号通路抑制胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭。然

而，本研究仍然存在一些局限性，关于 miR-339-5p 与

MDM2的靶向作用机制尚未阐明，未来将进行体内动

物实验以确定其作用机制及靶点，为临床药物研发提

供参考。
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