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hsa—miR一518b反义寡核苷酸对胃癌细胞生长 

抑制作用的研究 

刘 波 ，吴小翎 ，聂 娜 

(重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨 hsa—miR一518b反义寡核苷酸(Antisense oligonucleotide，ASODN)对胃癌细胞生长和细胞周期的影响，以分 

析其在胃癌中的作用机制。方法：设计合成全硫代磷酸化修饰的 hsa—miR一518b ASODN，将其转染于胃癌细胞株 SGC7901。用 

Real time RT—PCR分析 hsa—miR一5 1 8b在胃癌细胞转染前后的表达情况，MTI'检测胃癌细胞转染后的生长情况 ，流式细胞仪分 

析细胞周期。结果：转染hsa—miR一518b ASODN后，胃癌细胞hsa—miR一518b表达显著降低(e=-0．000)，生长受到抑制(P=O．000)， 

大量 胃癌细胞阻滞于 G。期 (P=0．000)。结论：hsa—miR一518bASODN能使胃癌细胞阻滞于 G 期，抑制胃癌细胞的生长。提示 

hsa—miR一5 1 8b可能通过促进细胞周期 G ／S期转换而促进胃癌细胞生长。 
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【Abstract】Objective：To investigate the effects ofantisense oligonucleotide(ASODN)targeting hsa—miR-518b on the growth and cycle of 

gastric cancer cell，and the mechanism in gastric cancer．Methods：Specific phosphorothioate antisense oligodeoxynucleotides targeting 

hsa—miR一518b were synthesized and then~ansfected into the gastric cancer cell(SGC7901)．We investigated the change of the 

hsa—miR一518b expression in SGC7901 after the transfection by using real time RT—PCR．Methyl thiazolyl tetrazolium(MTT)assay was 

used t0 detect the ce11 growth of SGC 7901 and fluorescence activated cell sorting(FACS)was used to analyze the cell cycle of SGC7901． 

Results：Aftertransfection，the expression ofhsa—miR一518bwas decrased(P=0．000)，the growth ofSGC7901 was suppressed(P=0．000) 

and the cell cycle arrested in G (P=-O．000)．Conclusion：hsa—miR一518b(ASODN)could suppress the growth of SGC 7901 by arresting 

the cell cycle in G1 phase．Hsa-miR-5 1 8b could promote the growth of gastric cancer cell by regulating GCS transition． 

【Key words】Has—miR一5 1 8b；Gastric cancer cell；Antisense oligonucleotides 

microRNAs(miRNAs)是 近年来 发现 的一 类长 

度为 18～25个核苷酸的单链非编码小分子 RNA，通 

过与靶基因完全或不完全互补结合而负调控基因 

表达口-2]。研究表明，miRNAs在细胞中扮演非常重要 

的角色，其表达可以调控细胞的生长分化和凋亡、 

动植物的组织器官发育、脂肪的代谢等生命活动过 

程，还参与癌症形成【3_。现已开展肿瘤特异性 miR— 

NAs表达的研究 ，而对 胃癌相关 miRNAs的研究少 

见报道。我们前期工作运用基因芯片技术检测了2 

个胃癌细胞系，24例胃癌组织和 3例正常胃组织中 

328个 miRNAs的表达情况，初筛了胃癌中标记性的 
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miRNAs，研究结果表明 hsa—miR一518b在胃癌组织 

和胃癌细胞中高表达，上调约 3倍。因此本文通过 

合成hsa-miR-518b反义寡核苷酸(Antisense oligonu— 

cleotide．ASODN)研究其对胃癌细胞生长及细胞周 

期的影响，初步探讨 has—miR一518b在胃癌中的可 

能作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养 

胃癌细胞株 SGC7901由重庆医科大学病理学教研室赠 

送 ，常规培养于含 10％／J~牛血清及青霉素和链霉素的 RP— 

MI1640培养基中，置于 37 oC、5％C0：饱和度和湿度培养箱中 

培养。 
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1 ． 2 反 义 寡核 苷 酸 的 合 成

合 成 h s a ．一 m i R 一 5 1 8 b A S O D N 序 列 为 ：5
’

一 A C C T C T A A A G

G G G A G C G C T I ~ G 一 3
’

， 全 序 列 均 用 硫 代 磷 酸 化 修 饰 ， 由上 海

生物 工 程 技 术服 务有 限公 司合 成 。

1 -3 细 胞 分 组

根 据 向培 养 细 胞 中加 入 的成 分 不 同 ， 分 为 ：①转 染 组 ：加

入 h s a — m i R 一 5 1 8 b A S O D N ；②脂 质体组 ：加 入 等量 稀 释 的脂 质

体 ；③空 白对 照 组 ： 胃癌 细 胞 常规 培 养 。

1 ． 4 A S O D N 作 用 的 剂 量 和 时 间

将 生 长 状 态 良好 的 胃癌 细 胞 接 种 于 6 孑L板 内 ， 培 养 过 夜

使 细 胞 至 5 0 ％ 融 合 度 。 每 孔 转 染 剂 量 为 ：1 0 u I L i p o f e c —

t a m i n e 2 0 0 0 ( 购 于 I n v i t r o g e n 公 司 ) ， 4 ． 0 u g h s a — m i R 一 - 5 1 8 b A —

S O D N ， 严 格 按 照 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 说 明 书操作 方 法 和 步 骤

用 无 血 清 D M E M 稀 释 混 匀 ， 孵 化后 转 染 于 胃癌 细 胞 。 1 2 h

后 ， 将 每孔 细 胞 分 2 部 分 ，

一 部 分 继 续 培 养 在 6 孔 板 中 以 备

检 测 ， 另 一 部 分 分 至 9 6 孑L细 胞 培 养板 中 ， 每 组 做 4 个 复 孑L ，

每孑L细 胞 数 为 5 × l ff �个 。

1 ． 5 R e a l t i m e R T - ． - P C R 检 测 转 染 h s a
—

m i R 一 5 1 8 b A S O D N 前

后 胃癌 细 胞 h s a
-

一 m i R - ． -5 1 8 b 的 表 达

总 R N A 提 取 ：待 胃癌 细 胞 长 至 7 0 ％ ～ 8 0 ％ 融 合 ， 收 集 6

孔 板 细 胞 ， 调 整 细 胞 数 至 1 X 1 0 6 个／管 ， 加 入 1 m l T r i z o l ， 按 操

作说 明进 行 。 用 不 含 R N A 酶 的 D N a s e I 去 除 D N A 污 染 ， 琼

脂 糖 凝 胶 电 泳 和 分 光 光 度 计 检 测 R N A 的 质 量 和 纯 度 。 用

h s a
- 一

m i R 一 5 1 8 b 特 异 性 逆 转 录 引 物 和 E x T a q T M R 一 - P C R v e t ．

2 ． 1 ( T a K a R a 生 物工 程 公 司 )反 转 录 酶 反 转 录 成 c D N A 。 基 因

引 物 序 列 由 l n v i t r o g e n 公 司 合 成 。 h s a
— m i R 一 5 1 8 b 引 物 F ：5

’

一 - C A A A G C G C T C C C C 一 3
’

， R ：5
’

一 G A G C A G G C T G G A G A A 一 3
’

； 内

参 照 B —

a c t i n F ：5
’

一 C T G AL C T G A C T A C C T C A T G A A G A T C 一 3
’

，

13 一 a c fi n R ：5
’

一 G G A A G G A A G G C T G G A A G A G T G 一 3
’

。 反 应 体

系为 ：5 X 扩增缓 冲液 5 斗 l ， 1 × S Y B R G r e e n I 1 斗 l ， 1 0 m m o l ／L

d N T P 0 ． 7 5 IX l ， 10 p m o l／L 引 物 0 ． 7 肛 l ， 模 板 D N A 2 斗 l ， 5

u ／斗 l T a q D N A 聚 合酶 0 ． 2 5 斗 l ， 2 5 0 m m o l ／L M g2
’

0 ． 3 斗 l ， 加 双

或 三 蒸 水 至 2 0 “ l 。 用 P e r k i n E r n l e r D N A t h e r m a l C y c l e r 4 8 0

( R T )仪 进 行 扩增 ：9 4 ℃ 预 变 性 2 m i n 后 进 行 扩 增 ， 9 3 ℃ 1 0 S ，

5 8 ℃ 3 0 s ， 4 0 个 循 环 。 用 A B I 7 5 0 0 软 件 分 析 R e a l 一 - t i m e P C R

的结果 。

1 ． 6 细 胞 增 殖 活 性 检 测

采用 M T r 法 测 定 A S O D N 对 胃癌 细 胞 增 殖 活 性 的影 响 。

分 别 于 转染后 2 4 h 、 4 8 h 、 7 2 h 、 9 6 h 取 出培 养板 进 行 检测 。 检

测 时每孑L加 入 M _r r 液 2 0 ¨ l ， 3 7
。

C 继 续 孵 育 4 h ， 终 止 培 养 ，

弃上 清液 ， 每孔 加 1 5 0 耻 I D M S O ． 震 荡 10 m i n ， 充 分 溶 解 结 晶

物 ， 在 酶标 仪上 采用 波 长 4 9 0 n m 测 定 各 孑L吸 光 度 值 ( D 4 9 0 ) 。

重 复 4 次试 验 ， 取 均 值绘 制 细胞 生 长 曲线 。

1 ． 7 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期

将 生 长状 态 良好 的细 胞 接 种 于 6 孑L板 内 ( 每组 4 孔 ， 重

复 检 测 4 次 取 均 值 ) ， 培 养 2 4 h ， 细 胞 达 5 0 ％ 融 合 度 后 ， P B S

洗 2 次 ， 换 用 无 血 清培 养液 培养 3 2 h ， 使 细胞 同步化 。 转染 剂

量 和 方 法 同前 ( 本 文 1 ． 4 ) ， 4 8 h 后 收 细 胞 ， 无 水 乙 醇 固定 ， 然

后 P I 染 色 ， 用 流 式 细 胞 仪 F A C S C a l i b u r 检 测 ， 并 用 M o d F i t L T

V 3 ． 0 软件 分 析 结果 。

1 -8 统 计 学 处 理

所 有数据均使用 S P S S l 3 ． 0 软件进 行方差分析和 x
。检验 。

2 结 果

2 ． 1 转 染 h s a
—

m i R 一 - 5 1 8 b A S O D N 前 后 胃癌 细 胞 中

h s a
— m i R 一 5 1 8 b 表 达 的 差 异

R e a l — t i m e P C R 法 检 测 了 各 组 胃 癌 细 胞 中 h s a
—

m i R 一 5 1 8 b 在 转 染 h s a — m i R 一 5 1 8 b A S O D N 前 后 的 表

达 。 结 果 显 示 ：h s a — m i R 一 5 1 8 b 在 转 染 组 中低 表 达 ， 在

空 白对 照 组 和 脂 质 体 组 中 高 表 达 ， 并 且 转 染 组 和 空

白对 照 组 之 间 差 异 较 显 著 (P = 0 ． 0 0 0
， 图 1 ) 。

3

2

赁z

墼 1

1三_
l

空 白 对 照 组 脂 质 体 组 转 染 组

分 组

a ： P < O． 0 1
， 与 空 白对 照 组 相 比

图 1 R e a l 一 - t i m e P C R 检 测 h s a
- 一

m i R 一 5 1 8 b 在 转 染 前 后 的表达

2 ． 2 h s a - 一 m i R - 一 5 1 8 b A S O D N 对 胃癌 细 胞 生 长 的 影 响

M r丌 检 测 的 结 果 显 示 ：转 染 组 跟 空 白对 照 组 相

比 ， 胃 癌 细 胞 的 生 长 受 到 明 显 抑 制 (P = 0 ． 0 0 0 ) ， 而 脂

质 体 组 和 空 白对 照 组 比 较 ， 胃癌 细 胞 的 生 长 没 有 明

显 差 异 (P = O． 1 0 8 ， 图 2 ) 。

图 2 h s a — m i R - ． -5 1 8 b A S O D N 对 胃癌 细 胞 生 长 的影 响

2 ． 3 h s a
— m i R 一 5 1 8 b A S O D N 对 胃癌 细 胞 周 期 的 影 响

分 别 检 测 空 白对 照 组 、 脂 质 体 组 和 转 染 组 胃癌

细 胞 周 期 的差 异 。 结 果 显 示 ：转 染 组 较 空 白对 照 组 ，

G 。 期 明 显 增 加 ， G ： 、 S 期 明 显 减 少 ( P _ 0 ． 0 0 0
， 表 1 ) ， 大

量 胃癌 细 胞 阻 滞 于 G ， 期 。

3 讨 论

编 码 m i R N A 的 基 因 由 R N A 聚 合 酶 Ⅱ 在 核 内
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a：P<O．O1，与空白对照组相比 

转录，经过加工形成 pri—miRNA，继而在核酸酶 

Drosha及其辅助因子 Pasha的作用下被加工成 65～ 

75 bp并具有茎环结构的pre—miRNA。然后被转运 

出细胞核 ，再经细胞质 中的核酸酶 Dicer剪切成约 

22 bp的双链 miRNAs，其中的一条链为发挥作用的 

miRNAs，即成熟 miRNAs，另一条链被降解 。成熟 

miRNAs结 合 到 RNA诱 导 的基 因沉 默复 合 物 

(RNA—induced silencing complex，RISC)中 ，形成 非 

对称 RISC，该复合物与目标靶 mRNA结合，降解靶 

mRNA或者抑制翻译 ，从而达到调控基因表达的效 

果 ]。 

近年来 ．有相关文献报道 miRNAs在癌组织和 

正常组织之间的表达有明显差异『6一．且部分 miR— 

NAs表现为一类新型的基因调节剂，既可以充当肿 

瘤的致癌基因，又可作为抑制基因l91，在癌症中高表 

达的分子通常具有促肿瘤发生的作用。本研究在前 

期工作的基础上 ，选择在 胃癌组织和 胃癌细胞 中均 

高表达，且上调最多的 hsa—miR一518b，通过合成其 

反义寡核苷酸，转染后使 hsa—miR一518b表达显著 

降低，MTr检测发现胃癌细胞生长受到抑制，提示 

胃癌细胞中高表达的 hsa—miR一518b能促进细胞的 

生长，可能与 胃癌 的发生和发展有密切关系ll01，起着 

致癌基因的作用。同时通过流式细胞术检测发现， 

hsa—miR一518b反义寡核苷酸能使大量胃癌细胞阻 

滞于G 期，表明hsa—miR一518b可能通过促进胃癌 

细胞 C ／S期转换从而达到促进胃癌细胞生长的作 

用。也有研究认为其机制可能是 hsa—miR一518b基 

因位于胃癌相关区域或基因组中的脆性位点lll】，但其 

具体机制有待于更深入的研究。 

本研究发现转染 hsa—miR一518b反义寡核苷酸 

后可导致胃癌细胞生长抑制，同时 Petrocca等㈦人 

发现上调的 miR一106b microRNAs簇通过调控 胃癌 

细胞周期而影响胃癌细胞生长，更有研究发现 Iet一7 

miRNA与小细胞肺癌患者的预后和术后生存期成 

正比[13]．提示有可能通过调控 miRNAs的表达对肿 

瘤进行治疗。值得一提的是，已有研究将与胆固醇 

结合的合成反义寡核苷酸注人小鼠体内可以有效 

抑制多种器官内的 miRNAs活性【 ，为调控 miRNAs 

应用于临床治疗提供了技术参考，使利用高效的现 

代分子生物学技术调控 miRNAs用于肿瘤的治疗成 

为可能。 
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