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Dicer 在胃癌细胞和胃癌组织的表达及意义 
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【摘 要】目的：探讨 Dicer在胃癌(Gastric carcinoma)细胞和胃癌组织中的表达及意义。方法：应用 Western—Blot和逆转录一聚 

合酶链反应(Reverse transcriptase polymerase chain reaction，RT-PCR)检测正常胃粘膜细胞株 GES一1、人 胃癌细胞株 SGC一7901， 

25例胃癌手术标本及癌旁配对组织Dicer的含量。结果：1．Western—Blot和RT—PCR结果表明Dicer在人胃癌细胞株SGC一7901 

的表达水平明显低于正常胃粘膜细胞株 GES一1(P<0．05)，在胃癌手术标本组织的表达水平明显低于癌旁配对组织(P<0．05)； 

2．Dicer表达水平与胃癌分化程度有关。低分化组低于中分化组(P<0．05)，中分化组低于高分化组(P<O．05 o结论：在胃癌细胞 

株和胃癌组织中Dicer表达明显降低并且 Dicer表达与胃癌分化程度相关。 
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The expression and significance of Dicer in gastric cell lines and gastric cancer 

tissue 
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【Abstract]Objective：To detect the expression and significance of Dicer in gastric cell lines and gastric cancer tissue．Methods： 

Western—Blot and reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR)were used to detect the expression of Dicer in normal gastric 

mucosa cell line GES-1，human gastric cancer cell line SGC-7901，25 surgical removed gastric cancer tissue and paired para—tumor tissue． 

Results：1．The expression ofDicer in human gastric cancer cell line SGC-7901 was lower than that in normal gastric mucosa cell line GES一1 

(P<O．05)，the expression ofDicerin gastric cancertissuewaslowerthanthatin complete sequencetissue(P<0．05)；2．The expression of 

Dicer is correlated with differentiation degrees of gastric cancer．The expression of Dicer in poorly differentiation group is lower than that in 
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descend in gastric cancer tissue and gastric cancer cell lines and correlated with differentiation degrees of gastric cancer 

【Key words】Dicer；Gastric carcinoma；RT-PCR 

胃癌(Gastric carcinoma)是指 胃粘膜上皮细胞 

发生的癌变，是人类常见的恶性肿瘤 ，居全球肿瘤 

发病和癌症死亡率第二位。胃癌的发生是一个多因 

素多步骤进行性发展的过程。在正常情况下，胃粘 

膜上皮细胞的增殖和凋亡之间保持动态平衡。这种 

平衡的维持有赖于癌基因，抑癌基因及一些生长因 

子的共同调控。 

Dicer基因是细胞内的重要基因，与细胞存活和 

胚胎发育有关；同时 Dicer蛋白属于 RNase m，主要 

存在于细胞质，是参与 miRNA成熟的重要酶。该酶 

与其酶切产物之一 miRNA及其他蛋白质形成核酸 

蛋白复合物在多种生物过程中起调节作用，包括细 

胞增殖 、分化 、凋亡、死亡等。近年来，发现 miRNA 

与人类癌症的发生发展密切相关。由此推测 miRNA 

是一类新的癌基因或肿瘤抑制基因，但鲜有关于 

Dicer在肿瘤中表达的报道。本实验研究原发性胃癌 

组织及 胃癌细胞中Dicer的表达及与与胃癌分化程 

度的关系，以进一步探讨胃癌发病机理。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养 

GES一1于上海生物所购买 ，培养基为 10％胎牛血清 

1640(杭州四季青)；SGC一7901由重庆医科大学基础研究所 

购买，培养基为 lO％dx牛血清 1640(杭州四季青)，所有细胞 

均置于 5％C02培养箱中37℃培养。 

1．2 胃癌标本的采集 

胃癌标本均来 自于重庆医科大学附属第一医院胃肠外 

科手术患者 ，男性 15例，女性 1O例，年龄 55—65岁。分别取 

癌瘤的中央部位及癌旁配对组织，采集标本后一部分立即提 

取蛋白和 RNA，所提蛋 白和 RNA置液氮 一80℃保存备用，其 

余手术标本送病理切片，并进行严格的病理诊断。按 WHO 

分类方法，其中高分化腺癌 7例 (28％)，中分化腺癌 8例 

(32％)低分化腺癌 lO例(40％)，癌旁配对组织经病理诊断 

证实均为同一正常胃组织。 

1-3 Western—Blot半定量检测 Dicer 

两种细胞传 5代后，待细胞长满，倒掉培养液，用预冷的 

PBS洗 3次，将 PBS弃净后把培养瓶置于冰上。按 1 ml裂解 

液加 10 IX|PMSF，每瓶细胞加 400 l含 PMSF的裂解液于 

冰上提取蛋白；取 50～100 mg胃癌组织及癌旁配对标本于 

冰冻匀浆器中进行匀浆，同样用含 PMSF裂解液 500 l提 

取蛋 白，蛋 白提取后置于液氮 一8O℃中保存备用 。West— 

ern—Blot分析各蛋白样品 Dicer的含量。首先制作蛋白含量 

的标准曲线，再检测各样品的蛋白含量。分别配制 畅 浓缩胶 

和5qJA-~胶，第一孔加marker 5 l，其余各孔分别加细胞或 

组织提取的蛋白 20 l，于120V电泳 2-3 h，剪下含有 目的蛋 

白的分离胶条带，于 60V电压转膜 2．5 h左右，将转印上蛋白 

的 pvdf膜于室温下 10％脱脂奶粉 TBST液脱色摇床封闭 

1 h，用滤纸吸干膜上液体，于特制的器皿中放置pvdf膜，再于 

器皿 中加 1：500兔抗 Dicer抗体 1 ml和 B—actin 1 ml，4℃冰 

箱过夜 ，将载有 目的蛋 白的 pvdf膜用 TBST液摇床洗 20 

min，用样滤纸吸干 pvdf膜上多余的液体，于特制的器皿中加 

入 1：200辣根过氧化物酶耦联的抗兔二抗 1 ml与之结合，于 

室温下孵育 1 h，用 TBST室温下脱色摇床洗 30 rain，进行 E— 

CL化学发光显影。将膜进行拍照，凝胶图像处理系统分析 目 

标带的分子量和净光密度值。GES一1、SGC一7901、每份手术标 

本及癌旁配对组织 Western—Blot重复 5次。 

1．4 RT-PCR半定量检测 Dicer 

采用小量柱离心式总 RNA抽提试剂盒 (上海华舜生物 

工程有限公司)按试剂说明书抽提 SGC一7901，GES一1，胃癌 

组织及癌旁配对组织的总RNA，最后用 DEPC处理水溶解 

RNA。提取的总 RNA经紫外分光光度计测定提取物浓度， 

A A 比值在 1．8—2．0。运用 PrimeScriptTM RT—PCR试剂盒 

(TaKaRa)合成样本cDNA4~C保存备用。扩增Dicer上游引物： 

5’一cTCACcAcAAcTTCCCAcCT～3’，] 游弓I物：5’一TGTCTC— 

GATGccTGTGTcTc一3’，扩增产物长度 372 bp；8一actin上游 

弓l物：5’一GCTGTCCCTGTATGccCTCT一3’，下游弓I物：5'-TI'GAT 

GTcAcGcAcGA I’rr一3’，扩增产物长度 222 bp。Dicer基因及 

B—actin基因PCR引物由上海生物工程公司合成。反应体系： 

反应体积为 50 l，cDNA5 l，引物浓度 0．1 mmol／L，taq酶 

2．5 l。反应条件：9422预变性 1 min，94℃变性 30 S，57℃退 

火 30 S，72℃延伸 1 min，共 30个循环，最后 72℃延伸 5 min。 

反应产物在 1％琼脂糖凝胶电泳，经紫外凝胶呈像分析系统 

分析 目的片段扩增带和 B—actin扩增带，用两者灰度值的比 

值表示 Dicer mRNA的相对含量。GES一1、SGC一7901、每份手 

术标本及癌旁配对组织 RT—PCR重复 5次。 

1．5 统计 学处理 

应用 SPSS 13．0统计分析软件对实验数据进行 t检验。 

2 结 果 

2．1 Dicer蛋 白的表达 

采用 Western—Blot对 SGC一7901、GES一1、胃癌组织及癌 

旁配对组织所提取蛋白样品进行检测 ，结果显示：Dicer在以 
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上 样 品均 有 表 达 。

2 ． 1 ． 1 与 G E S 一 1 中 D i c e r ( 0 ． 2 6 0 0 0 ± 0 ． 0 1 7 0 0 ) 丰目比 ，

S G C 一 7 9 0 1 中 D i c e r 的表达 量 ( 0 ． 0 8 0 0 0 4 - 0 ． 0 0 7 5 0 ) 显 著下 降

( P < 0 ． 0 5 ) ， 见 图 1 。

2 ． 1 ． 2 与癌旁配 对 组 织 中 D i c e r (0 ． 4 0 0 0 0 4 - 0 ． 0 0 7 0 0 )~HIZ ， 胃癌

标本 中 D i c e r 的表达量 (0 ．0 1 0 0 0 4- 0 , 0 0 5 8 5 )显 著下 降(P < 0 ． 0 5 ) ，

见 图 2 。

A

B

2

p - a c t i n

D i C e F

1 ． S G C 一 7 9 0 l ：2 ． G E S 一 1

图 1 W e s t e r n — B Io t 检 测 S G C 一 7 9 0 1 与 G E S 一 1 中 D i c e r

蛋 白的 表 达

A

B

B ． a c t i l l

D i c c r

1 ． 手 术标 本 胃癌 组 织 ；2 ． 癌 旁 配 对 组 织

图 2 W e s t e r n — B 10 t 检 测 胃癌 组 织 与 癌 旁 配 对 组 织 中 D i c e r

蛋 白 的表 达

2 ． 1 -3 W e s t e r n — B l o t 半 定量 分 析 不 同分化程 度腺癌 中 D i c e r

含 量 值 ， 低 分 化 腺 癌 组 织 D i c e r 含 量 ( 0 ． 0 0 6 5 0 4- 0 ． 0 0 1 2 0 ) ，

中分 化 腺 癌 组 织 D i c e r 含 量 ( 0 ． O l 1 0 0 4- 0 ． 0 0 1 8 0 ) ， 高 分 化 腺

癌 组 织 D i c e r 含 量 (0 ． 0 14 0 0 4- 0 ．0 0 2 9 5 o 胃癌分化 程 度 降低 ，

D i c e r 表达 下 降 ， 低分化组 低 于 中分化组 (P < 0 ． 0 5 ) ， 中分化组 低

于高分化组 (p < O． 0 5 ) ， 见表 l 。

表 1 不 同分 化 程 度 腺 癌 中 D i c e r 含量

注 ：P < 0 ． 0 5

2 ． 2 D i c e r m R N A 的 表 达 水 平

R T — P C R 实 验 结 果 ：分 别抽 提 胃癌 细 胞 S G C 一 7 9 0 1 ， 正 常

胃粘膜 细 胞 G E S 一 1 ， 胃癌组 织 及 癌旁 配 对 组 织 的 总 R N A ， 电

泳 可 见 R N A 2 8 S 、 1 8 S 和 5 s j 条带 。 纯 度测 定 0 D √ 0 。 比值

为 1 ． 9 ～ 2 ． 0 ， 证 明 R N A 抽 提 完 整 、 无 降解 、 无 蛋 白质 污 染 。 分

别 以 上 述 总 R N A 为 模 板 ， 以 D i c e r 和 B — a c t i n 的 引 物进 行

R T — P C R 。 结 果 显 示 ： S G C 一 7 9 0 1 ， G E S ～ l ， 胃癌 组 织 及 癌旁 配

对 组 织 的 R T — P C R 产 物 在 3 7 2 b p 左 右 出 现 特 异 条 带 ， 与

D i c e r 片 断大 小 相 符 ， 即 D i c e r 在 以 上 样 品 均 有 表 达 。

2 ． 2 ． 1 与 G E S 一 1 D i c e r tu R N A ( 0 ． 1 3 0 0 0 4- 0 ． 0 0 8 5 0 ) 相 比 ，

S G C 一 7 9 0 1 D i c e r m R N A 的表 达 ( 0 ． 0 4 1 0 0 4- 0 ． 0 0 3 7 5 )显 著下 降

( P < 0 ． 0 5 ) ， 见 图 3 。

2 ． 2 ． 2 与癌 旁 配 对 组 织 中 D i c e r m R N A ( 0 ． 2 0 0 0 0 4- 0 ． 0 0 3 5 0 )

相 比 ， 胃癌 标 本 中 D i c e r m R N A 的表 达 ( 0 ． 0 0 5 1 0 4- 0 ． 0 0 2 9 3 )

显 著 下 降 ( Jp < 0 ． 0 5 ) ， 见 图 4 。

2 ． 2 ． 3 R T — P C R 检 测 不 同分 化程 度 腺 癌 中 D i c e r m R N A 的表

达 ， 低 分化 腺癌 组 织 D i c e r m R N A 含量 ( 0 ． 0 0 3 2 0 4- 0 ． 0 0 0 6 0 ) ，

中分 化 腺 癌 组 织 D i c e r m R N A 含 量 (0 ．0 0 5 6 0 4- 0 ． 0 0 0 9 0 ) ， 高 分

化腺癌组 织 D i c e r m R N A 含量 ( 0 ． 0 0 7 10 4- 0 ． 0 0 1 4 7 ) 。 胃癌分 化

程 度 降 低 ， D i c e r 表 达 下 降 ， 低 分 化 组 低 于 中 分 化 组 ( P <

0 ． 0 5 ) ， 中分化 组 低 于 高分 化组 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 见 表 2 。
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的表 达

2

● — —
D i c e r

● 一

p 。 a c t i n

1 ． M a r k e r ；2 ． 手术标 本 胃癌组 织 ；3 ． 癌旁 配 对 组 织

图 4 R T — P C R 检测 胃癌 组 织 与癌 旁 配 对 组 织 D i c e r m R N A

的表达
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表 2 不同分化程度腺癌中 Dicer mRNA含量 

注 ：P<O．05 

3 讨 论 

核酸内切酶 Dicer，属 RNasem，与细胞存活和 

胚胎发育有关。Dicer也是参与miRNA生物合成及 

成熟的重要酶。这类 miRNA数量很多且高度保守， 

构成一个 RNA调节体系【”。能够通过与靶 mRNA特 

异性的碱基配对引起靶 mRNA的降解或者抑制其 

翻译 ，从而对基因进行转录后表达调控[21。当miRNA 

与某一基因同源时，若与该基因mRNA的 3’，端非 

翻译区不完全互补结合，此时核酸蛋白复合物会阻 

止该基因 mRNA翻译成相应的蛋白质，称之此为翻 

译抑制嘲；若与该基因 mRNA完全互补结合 ，则在核 

酸蛋白复合物核酸内切酶 Dicer的作用之下，该基 

因mRNA就会被切割降解，达到基因沉默效应，发 

挥类似 siRNA的作用【4'5]。越来越多的实验证明这些 

miRAN导致 RNA量的改变与与人类肿瘤的发生有 

关 。在慢性淋巴细胞白血病患者中发现 miR一15 

和 miR一16这两个基因的表达有缺失或下调 ；在 

结、直肠肿瘤中，miR一13和 miR一145表达减少 ；在 

原发性肝癌中，miR一16表达下降；在肺癌细胞系 

中，miR一26a和 miR一99a表达减少 ；在肺癌组织中， 

let一7miRNA表达 下降 ，并且 产生 let一7miRNA的 

RNase m Dicer的表达也是下降的，这种患者预后 

差 ，生存率低『】01。因此 ，可以推测 miRNA的上游酶 

Dicer在肿瘤的发生发展中也起着非常重要的作用。 

本研究小组前期报道 胃癌细胞及胃癌组织中 

miR一433，miR一9等表达下降 1。本文应用 Western— 

Blot及 RT—PCR研究 了胃癌细胞及 胃癌组织 中 

Dicer的表达 ，结果发现 Dicer蛋 白和 Dicer mRNA 

在 SGC一7901中的表达低于 GES一1(P<0．05)，在胃 

癌组织中表达亦低于癌旁配对组织(P<0．05)，表明 

Dicer在胃癌细胞及组织中表达均下降，可能通过其 

相应 miRNA的作用形成的非对称 RNA沉默复合 

物(RNA—induced silencing complex，RISC)与目标靶 

mRNA特异性的碱基配对引起靶 mRNA的降解或 

者抑制其翻译，影响癌基因或抑癌基因的表达从而 

使癌基因表达上调或使抑癌基因表达下降，因而与 

胃癌的发生发展相关 ；实验结果发现胃癌中 Dicer 

蛋白和 Dicer mRNA的表达低分化组低于中分化组 

(P<0．05)，中分化组低于高分化组(P<O．05)，表明 

Dicer与胃癌分化程度相关，提示 Dicer表达越低， 

对 RISC调节基因表达引起癌基因表达上调或使抑 

癌基因表达下降的影响越显著，因而促进胃癌发展 

与演化。 

综上 ，本研究分别从基因和蛋白水平证明了胃 

癌组织和胃癌细胞中 Dicer的表达降低 ，并且 Dicer 

的表达与胃癌的分化程度相关，有助于进一步深化 

胃癌相关 miRNA研究，这为研究 胃癌发病机制及 

Dicer下游产物 miRNA的功能奠定了基础。 
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