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下调 ｍｉＲ２２１诱导胃癌细胞凋亡的机制及其化疗敏感性研究

杨向超，田由京，陈　禺，李　合　（海南医学院第一附属医院普通外科，海南 海口 ５７０１０２）

［摘　要］　目的　探究下调ｍｉＲ２２１诱导人胃癌细胞凋亡的机制，及其对胃癌细胞化疗敏感性的影响。方法　实时荧光定量

ＰＣＲ检测正常胃黏膜上皮细胞ＮＧＥＣ与４种胃癌细胞系（ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＭＫＮ２８）中ｍｉＲ２２１表达水平；将ＳＧＣ７９０１

细胞随机分为５组：空白对照组（常规培养）、ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组（转染ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ）、ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组（转染ｍｉＲ２２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、Ａｎｔｉ

ｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组（转染ｍｉＲ２２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后再转染 ｓｉＲＮＡ阴性对照）、ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组（转染 ｍｉＲ２２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

后再转染ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体介导法转染 ＳＧＣ７９０１细胞。ＭＴＴ法检测细胞活性；ＪＣ１荧光探针检测线粒体

膜电位；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白的表达水平；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色和 ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡情况。使用不

同浓度奥沙利铂（２．５、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ）处理各组ＳＧＣ７９０１细胞４８ｈ，ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率，计算 ＩＣ５０。结果　４种

胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＭＫＮ２８的ｍｉＲ２２１相对表达水平较正常胃黏膜上皮细胞 ＮＧＥＣ升高（Ｐ＜０．０５）。与空

白对照组比较，ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组ＳＧＣ７９０１细胞在转染２４、４８、７２ｈ时活性下降，细胞线粒体膜电位下降，Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达水平

升高，Ｐ６２蛋白表达水平下降，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值上调，细胞核浓缩并有碎裂的蓝色凋亡体，细胞凋亡率升高，经过奥沙利铂处理后

细胞增殖抑制率升高，ＩＣ５０下降，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组

ＳＧＣ７９０１细胞在转染 ４８ｈ和７２ｈ时活性升高，细胞线粒体膜电位升高，Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达水平下降，Ｐ６２蛋白表达水平升高，

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值下调，细胞核浓缩明显减少，细胞凋亡率降低，经过奥沙利铂处理后细胞增殖抑制率下降，ＩＣ５０升高，差异均具

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　下调ｍｉＲ２２１表达可通过调节Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬途径诱导胃癌细胞发生凋亡，增加胃癌

细胞对奥沙利铂的化疗敏感性。
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ⅤＦＩＴＣ／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＴｈｅＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ
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７７５局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

Ｐａｒｋｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｕｔｏｐｈａｇｙｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；ｍｉＲ２２１；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙ；ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　　胃癌属于消化道肿瘤，在全球范围内具有较高的
发病率和病死率［１］。手术切除是早期胃癌最有效的

治疗方法，然而，由于缺乏精确的早期诊断标准，大部

分患者诊断时已处于癌症晚期［２３］。在晚期胃癌的治

疗过程中，化疗药物耐药性的产生导致患者预后差，病

死率高［４］。越来越多的研究表明，参与介导肿瘤细胞

耐药性发生的机制复杂，因此，探究早期诊断的特异性

生物标志物以及克服肿瘤细胞耐药性仍是胃癌研究中

的两大重点内容。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是具有约２２个核苷酸的内源
性单链ＲＮＡ分子，是高度保守的非编码 ＲＮＡ，能够与
目标信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的３ＵＴＲ结合，从而抑制其表
达和翻译。ｍｉＲＮＡ现已用于癌症或其他疾病的诊断
研究中。ｍｉＲ２２１已被证明与多种类型肿瘤相关，如
Ａｓｌａｍ等［５］研究表明，ｍｉＲ２２１是结直肠癌的新型生物
标志物；Ｓｈａｈ等［６］指出 ｍｉＲ２２１和 ｍｉＲ２２２参与了侵
袭性细胞基底样乳腺癌的上皮—间充质转化；Ｚｈａｎｇ
等［７］研究发现高水平的ｍｉＲ２２１和ｍｉＲ２２２可使神经
胶质瘤细胞浸润增加和预后不良。由此可见，ｍｉＲ２２１
可能在肿瘤的发生发展中发挥一定的促癌作用。此

外，有研究指出，ｍｉＲ２２１能够影响胃癌耐药细胞增殖
和化疗敏感性［８］。但关于靶向下调ｍｉＲ２２１介导胃癌
细胞凋亡及其影响胃癌细胞化疗敏感性的具体机制尚

未明确。鉴于此，本研究通过检测 ４种胃癌细胞系
（ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＭＫＮ２８）中 ｍｉＲ２２１
表达水平，并使用ｓｉＲＮＡ技术下调ｍｉＲ２２１，观察其对
肿瘤细胞凋亡及化疗敏感性的影响，并初步探究其作

用机制，以期为肿瘤的靶向治疗及克服肿瘤细胞耐药

的研究提供新方案。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
将正常胃黏膜上皮细胞ＮＧＥＣ与４种胃癌细胞系

ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＭＫＮ２８［中国科学院典
型培养物保藏委员会（上海）细胞库］加入 ＲＰＭＩ１６４０
培养基（含 １０％胎牛血清、１％青—链霉素），置于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，在生长对数期用０．２５％
胰蛋白酶消化传代。

奥沙利铂购自齐鲁制药有限公司，逆转录试剂盒

和实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自美国ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公
司，ＴＲＩｚｏｌ试剂盒和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＪＣ１荧光探针试剂盒购自北京百奥
莱博科技有限公司，ＭＴＴ试剂、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色试
剂盒及ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒购自
上海哈灵生物有限公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒和
ＰＶＤＦ膜购自上海碧云天生物研究所，兔抗人 Ｐｉｎｋ１、
Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ及 Ｐ６２单克隆抗体购自英国
Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ和鼠
抗人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，其
他试剂均为国产分析纯。ｍｉＲ２２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ及 ｓｉＲＮＡＮＣ序列均由上海吉玛
制药技术有限公司设计合成。

１．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲ２２１表达水平
采用ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ检测仪

测定提取的总 ＲＮＡ纯度和浓度。采用逆转录试剂盒
合成反转录序列，以实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒测定
ｍｉＲ２２１表达水平，以 Ｕ６作为内参基因，扩增程序设
置为：９５℃ １０ｍｉｎ，１个循环；９５℃ ２０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
７２℃ １０ｓ，共４０个循环。引物序列：ｍｉＲ２２１上游引
物，５ＴＣＧＴＧＧＧＡＧＣＴＡＣＡＴＴＧＴＣＴＧＣ３，下游引物，５
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３；Ｕ６上游引物，５ＣＴＣＧＣＴ
ＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３，下游引物，５ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＧＡＡＴ
ＴＴＧＣＧＴ３。扩增结束后，采用 ２ΔΔＣｔ法计算 ｍｉＲ２２１
相对表达水平。

１．３　细胞转染
取对数生长期的 ＳＧＣ７９０１细胞以 １×１０５个／孔
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的密度接种于１２孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２恒温培
养箱中培养，融合度达到８０％时，进行转染实验。将
细胞随机分为 ５组：空白对照组、ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组、
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组、ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组、Ａｎｔｉ
ｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组。空白对照组进行常规培
养，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体介导法将 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｃｏｎｔｒｏｌ及 ｍｉＲ２２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分别转染至 ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ
组和ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组细胞中，置于培养箱内转染６ｈ，更
换新鲜培养基，继续培养４８ｈ后，通过实时荧光定量
ＰＣＲ检测转染效果；ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组和
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组在转染ｍｉＲ２２１ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ后分别转染 ｓｉＲＮＡ阴性对照及 ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ至细
胞，继续培养４８ｈ后，收集细胞，进行后续实验。
１．４　ＭＴＴ法检测转染后细胞活性

将各组ＳＧＣ７９０１细胞以２×１０４个／孔的密度接种
至９６孔板，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，分别在０、
１２、２４、４８、７２ｈ时每孔加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），继续
孵育４ｈ，弃去培养液，每孔加入１５０μＬ的 ＤＭＳＯ，置
于摇床振荡至蓝紫色结晶甲瓒完全溶解，通过酶标仪

在４９０ｎｍ处检测各孔细胞的吸光度值（Ａ值）。
１．５　ＪＣ１荧光探针检测线粒体膜电位

将各组 ＳＧＣ７９０１细胞以１×１０４个／孔的密度接
种至１２孔板中培养过夜，加入 ＪＣ１荧光探针工作液
（１μｇ／ｍＬ），置于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中避光孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上
清液，加入ＰＢＳ重悬细胞，倒置荧光显微镜下观察各
组细胞荧光表达情况。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白表达水平
利用ＲＩＰＡ裂解液提取各组 ＳＧＣ７９０１细胞总蛋

白，ＢＣＡ法检测提取的蛋白浓度。取各组蛋白样品
５０μｇ上样通过１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（电压９０Ｖ，时间
２０ｍｉｎ，后上调电压至１２０Ｖ，时间６０ｍｉｎ）进行分离，
电转移（电压２５Ｖ，时间２５ｍｉｎ）至ＰＶＤＦ膜，在５％脱
脂奶粉中室温封闭１ｈ，加入一抗，４℃孵育过夜；次日
弃一抗液，ＴＢＳＴ洗膜，并加入对应二抗，室温孵育２ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ显色，凝胶成像系统中曝光，ＩｍａｇｅＪ
软件分析各条带灰度值，以ＧＡＰＤＨ作为内参蛋白。
１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色和 ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染

法检测细胞凋亡水平

　　收集各组ＳＧＣ７９０１细胞，用４％多聚甲醛进行固
定，滴加０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细
胞，滴加终浓度５ｍｇ／Ｌ的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色，室温避
光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ再次洗涤细胞，脱水后封片干燥，
荧光显微镜下观察细胞凋亡情况。

用ＰＢＳ洗涤各组 ＳＧＣ７９０１细胞，以１０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ，弃上清液，加入适量 １×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重
悬，调节浓度为１×１０６／ｍＬ，取１００μＬ细胞悬液并加
入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，混匀，室温避光孵育５ｍｉｎ，再
加１０μＬＰＩ，混匀，继续孵育１０ｍｉｎ后，采用流式细胞
仪检测各组细胞的凋亡情况。

１．８　ＭＴＴ法检测各组细胞对奥沙利铂的敏感性
ＳＧＣ７９０１细胞转染４８ｈ后，使用不同浓度奥沙

利铂（２．５、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ）分别处理空白对照
组、ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组、ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋
ｓｉＲＮＡＮＣ 组、ＡｎｔｉｍｉＲ２２１ ＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组 的
ＳＧＣ７９０１细胞４８ｈ，ＭＴＴ法检测各组 ＳＧＣ７９０１细胞
的半数抑制浓度（ＩＣ５０），使用 ＳＰＳＳ２３．０软件分析各
组ＳＧＣ７９０１细胞 ＩＣ５０。药物处理结束后，每孔加入
２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）孵育４ｈ，加入１５０μＬＤＭＳＯ摇
床振荡至蓝紫色结晶甲瓒完全溶解后，使用酶标仪在

４９０ｎｍ处检测各孔细胞的 Ａ值，计算细胞增殖抑制
率，增殖抑制率（％）＝（１－实验组 Ａ值／对照组 Ａ
值）×１００％。
１．９　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进行数据分析，计量
资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单
因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　正常胃黏膜上皮细胞与胃癌细胞ｍｉＲ２２１表达
实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，与正常胃黏膜

上皮细胞 ＮＧＥＣ比较，４种胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１、
ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、ＭＫＮ２８的 ｍｉＲ２２１相对表达水平
明显升高，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。
４种胃癌细胞系中 ＳＧＣ７９０１的 ｍｉＲ２２１表达水平最
高，因此选择该细胞系进行后续实验。

：与ＮＧＥＣ比较，Ｐ＜０．０５
图１　各细胞中ｍｉＲ２２１表达水平比较

９７５局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２．２　转染后胃癌细胞ｍｉＲ２２１表达及活性变化
实时荧光定量ＰＣＲ检测转染后 ＳＧＣ７９０１细胞中

ｍｉＲ２２１表达，结果显示，ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组ＳＧＣ７９０１细
胞中ｍｉＲ２２１表达水平较空白对照组下降，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而 ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组与空白对
照组 ｍｉＲ２２１表达水平比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见图２。

ＭＴＴ法结果显示，在转染 ２４、４８、７２ｈ时，
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组ＳＧＣ７９０１细胞活性较空白对照组下
降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组
与空白对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，在转染４８ｈ和７２ｈ时ＡｎｔｉｍｉＲ
２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组细胞活性升高，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），而ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋
ｓｉＲＮＡＮＣ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图３。
２．３　下调 ｍｉＲ２２１表达对 Ｐａｒｋｉｎ介导胃癌细胞线粒

体膜电位的影响

　　ＪＣ１荧光探针检测发现，与空白对照组比较，
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组 ＳＧＣ７９０１细胞红色荧光减弱而绿色
荧光增加（Ｐ＜０．０５），线粒体膜电位下降（Ｐ＜０．０５）；
ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组细胞红色荧光和绿色荧光与空白对照
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１
组比较，ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组红色荧光增加
（Ｐ＜０．０５），绿色荧光有所减弱（Ｐ＜０．０５），线粒体膜
电位升高（Ｐ＜０．０５），ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组细
胞荧光强度未发生明显变化，见图４。

：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５
图２　转染后细胞中ｍｉＲ２２１表达水平比较

：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，
Ｐ＜０．０５

图３　ＭＴＴ法检测各组ＳＧＣ７９０１细胞活性

图４　各组ＳＧＣ７９０１细胞线粒体膜电位（ＪＣ１荧光探针，×１００）
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２．４　下调 ｍｉＲ２２１表达对 Ｐａｒｋｉｎ介导胃癌细胞自噬
相关蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与空白对照组比较，
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组ＳＧＣ７９０１细胞 Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达
水平升高，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值上调，Ｐ６２蛋白表达水平下
降，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组
各蛋白表达水平与空白对照组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；与 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋
ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组细胞Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达水平下降，
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值下调，Ｐ６２蛋白表达水平升高，差异均具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组
各蛋白表达水平与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），见图５。
２．５　下调 ｍｉＲ２２１表达对 Ｐａｒｋｉｎ介导胃癌细胞凋亡

的影响

　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色结果显示，空白对照组和Ａｎｔｉ

ｍｉＲＮＣ组 ＳＧＣ７９０１细胞胞核外围轮廓较为清晰，大
小一致，无明显核浓缩现象；ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组和 Ａｎｔｉ
ｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组细胞出现较多核浓缩、碎裂的蓝
色凋亡体，说明凋亡细胞数目较多；而 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋
ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组细胞中核浓缩现象较 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组
减少，说明凋亡细胞数目减少，见图６。

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测结果显示，Ａｎｔｉ
ｍｉＲ２２１组 ＳＧＣ７９０１细胞凋亡率较空白对照组明显
升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 ＡｎｔｉｍｉＲ
ＮＣ组细胞凋亡率与空白对照组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组细胞凋
亡率较 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组降低，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组与 ＡｎｔｉｍｉＲ
２２１组细胞凋亡率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见图７。

１：空白对照组；２：ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组；３：ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组；４：ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ组；５：ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组　：与空白
对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，Ｐ＜０．０５

图５　各组ＳＧＣ７９０１细胞自噬相关蛋白表达水平
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图６　各组ＳＧＣ７９０１细胞凋亡情况（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色，×２００）

：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，Ｐ＜０．０５
图７　各组ＳＧＣ７９０１细胞凋亡情况（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法）

２．６　下调ｍｉＲ２２１表达对胃癌细胞化疗敏感性的影响
不同浓度奥沙利铂（２．５、５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ）

处理各组ＳＧＣ７９０１细胞后，经ＭＴＴ法检测发现，各组
细胞存活率均呈下降趋势，ＩＣ５０分别为 ８．１４、８．０７、
４．７９、４．７４、７．２３μｇ／ｍＬ，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。与空白对照组比较，ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组细胞
增殖抑制率升高，ＩＣ５０下降，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组与空白对照组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡ
Ｐａｒｋｉｎ组的ＳＧＣ７９０１细胞增殖抑制率较 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１
组有所下降，ＩＣ５０较 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组升高，差异均具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋ｓｉＲＮＡＮＣ
组与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组细胞增殖抑制率、ＩＣ５０比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表１。

表１　不同浓度奥沙利铂对各组ＳＧＣ７９０１细胞的增殖抑制率（％）

奥沙利铂　 空白对照组 ＡｎｔｉｍｉＲＮＣ组 ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组
ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋

ｓｉＲＮＡＮＣ组

ＡｎｔｉｍｉＲ２２１＋

ｓｉＲＮＡＰａｒｋｉｎ组
　 ２．５μｇ·ｍＬ１ ３２．３４±２．７８ ３３．０２±２．８９ ４０．５８±３．６７ ４１．７６±３．８５ ３６．７６±３．０３＃

５μｇ·ｍＬ１ ４３．８０±３．９４ ４３．６９±３．７６ ５１．７０±４．９８ ５２．４３±５．０７ ４５．５６±４．１４＃

１０μｇ·ｍＬ１ ５７．４４±５．４５ ５８．５２±５．６７ ６４．８９±６．０９ ６５．０２±６．２１ ６０．５２±５．７４＃

２０μｇ·ｍＬ１ ６４．３４±６．１２ ６３．０５±６．０８ ７２．０３±７．１７ ７３．１２±７．０５ ６５．６９±６．８３＃

４０μｇ·ｍＬ１ ７５．３４±７．１５ ７６．５１±７．２０ ８３．３４±７．６５ ８４．０９±７．８２ ７９．４７±７．３５＃

８０μｇ·ｍＬ１ ８７．７６±８．０８ ８７．８３±８．３７ ９４．７６±８．０８ ９５．０９±９．１１ ８９．０３±８．６９＃

：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＡｎｔｉｍｉＲ２２１组比较，Ｐ＜０．０５
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３　讨论

胃癌的发生过程十分复杂，涉及肿瘤相关基因的

结构变异和表达变化。ｍｉＲＮＡ在肿瘤的发生发展中
起着重要作用，对于不同类型的癌症来说其可能是非

侵入性诊断和预后的生物标志物。以往研究表明，

ｍｉＲＮＡ诱导的基因沉默与癌变之间的相互作用是胃
癌研究中的热点之一，胃癌中异常表达的ｍｉＲＮＡ在癌
症诊治中具有重要价值［９］。目前已发现多种 ｍｉＲＮＡ
在胃癌患者组织或血液中存在异常表达，如胃癌患者

血清中 ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１４６ａ和 ｍｉＲ１４８ａ的水平与胃癌
ｐＮ分期密切相关，这些 ｍｉＲＮＡ水平可能是预测淋巴
结转移的生物标志物［１０］；ｍｉＲ６７７８５ｐ通过靶向
ＹＷＨＡＥ来反馈调节宿主基因 ＳＨＭＴ１的表达水平，从
而增强胃癌干细胞的干性，使肿瘤细胞维持恶性生物

学特性［１１］；ｍｉＲ３７４５ｐ通过靶向 ＳＲＣＩＮ１和 ＲＥＣＫ基
因来促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭［１２１３］。

本研究通过检测正常胃黏膜上皮细胞 ＮＧＥＣ和
４种 胃 癌 细 胞 系 ＳＧＣ７９０１、ＢＧＣ８２３、ＭＧＣ８０３、
ＭＫＮ２８中ｍｉＲ２２１表达水平发现，ｍｉＲ２２１在４种胃
癌细胞系中均呈现异常高表达，因此推测 ｍｉＲ２２１可
能参与胃癌的发生发展。目前，关于 ｍｉＲ２２１在其他
肿瘤中的作用研究逐渐增加，如Ｇｒａｍａｎｔｉｅｒｉ等［１４］研究

发现在肝细胞癌及复发的肝细胞癌患者中ｍｉＲＮＡ２２１
表达升高，揭示ｍｉＲＮＡ２２１通过靶向Ｂｍｆ参与肝细胞
癌的发生，并与肿瘤大小、组织病理学分级、肿瘤多灶

性等相关；Ｌｕ等［１５］指出 ｍｉＲ２２１通过抑制肿瘤抑制
因子ＴＩＭＰ２从而在肾癌细胞的增殖、迁移和侵袭中
充当致癌基因；Ｔｅｉｘｅｉｒａ等［１６］研究表明血浆样本中

ｍｉＲ２２１的过表达与肾细胞癌患者的总生存期缩短有
关。由此可见，ｍｉＲ２２１高表达可能促进一些肿瘤的
恶性进展。胃癌作为恶性程度较高的肿瘤，一方面，由

于缺乏典型的早期症状，大多数胃癌患者被诊断时已

为晚期；另一方面，在治疗过程中耐药性的产生使得患

者的治疗效果降低，预后较差［２］。尽管目前已有大量

研究分析了胃癌发生和发展的分子机制，但要确定用

于胃癌检测治疗的特异性新靶标并克服肿瘤细胞的耐

药性仍然是一项巨大挑战。

大量研究表明，ｍｉＲＮＡ参与调控癌症化疗过程，
这为克服胃癌细胞耐药性提供了潜在的靶点。如

ｍｉＲ１９７和ｍｉＲ１３０ｂ分别通过靶向信号转导和转录激
活因子３与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径导致非小细胞肺癌细胞
产生顺铂耐药性［１７１８］，相反，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ能够通过靶向
信号转导和转录激活因子３减少其水平来逆转食管鳞

状细胞癌的顺铂耐药性［１９］；与邻近正常组织相比，胰腺

癌组织及胰腺癌顺铂耐药细胞中的 ｍｉＲ３７４ｂ５ｐ表达
水平均降低，而 ｍｉＲ３７４ｂ５ｐ通过直接靶向抗凋亡蛋
白Ｂｃｌ２、ＢＩＲＣ３和 ＸＩＡＰ增强肿瘤细胞的化学敏感
性［２０］。此外，已有研究表明 ｍｉＲＮＡ２２１参与调控胃
癌细胞的放射抗性［２１］。奥沙利铂是胃癌的一线化疗

药物，与５氟尿嘧啶联合使用具有协同作用。本研究
通过转染 ｍｉＲＮＡ２２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ抑制胃癌细胞中
ｍｉＲＮＡ２２１表达后发现胃癌细胞对奥沙利铂的化疗敏
感性增加，提示ｍｉＲＮＡ２２１可能参与调节胃癌细胞的
化疗敏感性。

凋亡是受基因控制的自主而有序的细胞死亡过

程，在生物体进化、内环境稳定性以及多种系统的发展

中均起着重要作用。凋亡途径主要分为两种，一种是

细胞死亡受体介导的外源信号传导途径，细胞死亡受

体可以诱导 Ｃａｓｐａｓｅ８和 Ｃａｓｐａｓｅ１０激活，鉴于一些
Ｂｃｌ２家族成员蛋白触发了与线粒体相关的内在凋亡
途径，且随后激活了 Ｃａｓｐａｓｅ９和 Ｃａｓｐａｓｅ３，从而导致
细胞死亡；另一种是线粒体内质网相关的内源信号传

导途径，随着过度的内质网应激、超载的自由基和

Ｃａ２＋在雌激素受体管腔中产生并转化为细胞质和线粒
体，使得线粒体受到这些超负荷压力的干扰，触发下游

一系列反应而诱导细胞凋亡［２２２３］。内源性途径可以

由线粒体膜电位的丧失触发，线粒体膜电位下降是细

胞死亡的早期事件。当线粒体受损时，蛋白激酶Ｐｉｎｋ１
聚集于线粒体外膜同时激活 Ｐａｒｋｉｎ，并将 Ｐａｒｋｉｎ招募
到受损线粒体上，通过一系列作用启动线粒体自噬途

径［２４］。本研究结果显示，在下调 ｍｉＲＮＡ２２１表达的
胃癌细胞中检测到线粒体膜电位下降，促进了细胞凋

亡的发生。为了进一步探讨该作用的可能机制，本研

究通过在下调 ｍｉＲＮＡ２２１的胃癌细胞中转染 ｓｉＲＮＡ
Ｐａｒｋｉｎ抑制细胞线粒体自噬途径后发现，Ｐｉｎｋ１、Ｐａｒｋｉｎ
蛋白表达水平下降，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值下调，Ｐ６２蛋
白表达水平升高，同时，线粒体膜电位升高，抑制了细

胞的凋亡，并且降低了胃癌细胞的化疗敏感性。

综上所述，ｍｉＲＮＡ２２１参与调控 Ｐａｒｋｉｎ介导的线
粒体自噬途径，从而影响胃癌细胞的凋亡与化疗敏感

性，下调ｍｉＲＮＡ２２１表达可激活Ｐａｒｋｉｎ介导的胃癌细
胞线粒体自噬途径进而诱导细胞凋亡，增加胃癌细胞

对奥沙利铂的化疗敏感性。这一结果提示，ｍｉＲＮＡ
２２１可能是胃癌治疗的一个潜在靶点，线粒体途径可
能是ｍｉＲＮＡ２２１调控胃癌细胞凋亡与化疗敏感性的
途径之一，这将有助于阐明胃癌的发病机制，并为克服

胃癌化疗耐药性的研究提供参考。
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［２１］ＣｈｕｎＺｈｉＺ，ＬｅｉＨ，ＡｎＬｉｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２２１ａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ２２２

ｒｅｇｕｌａｔｅｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｂｙｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇＰＴＥＮ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１０，１０：３６７．ｄｏｉ：１０．１１８６／１４７１－２４０７－

１０－３６７．

［２２］ＪｉａＬＴ，ＣｈｅｎＳＹ，ＹａｎｇＡＧ．Ｃａｎｃｅｒｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｍａｃｈｉｎｅｒｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＴｒｅａｔＲｅｖ，２０１２，３８（７）：８６８－８７６．

ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｔｒｖ．２０１２．０６．００８．

［２３］ＷａｎｇＬ，ＱｉＨ，ＴａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｋｅｙ

ｍａｃｈｉｎｅｒｙｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｃｈｅｍＳｃｉ，２０２０，

４５（１）：５８－７５．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｂｓ．２０１９．０８．００２．

［２４］张晓放，李思琦，张　强，等．Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬及细胞器互

作机制［Ｊ］．生物化学与生物物理进展，２０２１，４８（１１）：１２５３－

１２５９．ｄｏｉ：１０．１６４７６／ｊ．ｐｉｂｂ．２０２０．０３９２．

（编辑：贺绍梅）

４８５ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（７）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ




