
海南医学2017年5月第28卷第9期

转染反义MIF对人胃癌细胞的影响
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【摘要】 目的 探讨反义巨噬细胞移动抑制因子(MIF)对人胃癌 MGC-803 细胞的影响。方法 将胃癌

MGC-803细胞分为pcDNA3.1-Anti MIF组与空白对照组。pcDNA3.1-Anti MIF组采用转染技术将MIF 反义RNA

真核表达质粒(pcDNA3.1-AntiMIF)转入MGC-803细胞；空白对照组转染pcDNA3.1-sh-MIF质粒。qRT-PCR与蛋

白质印迹法检测转染效率；采用MTT法、侵袭实验、AnnexinV- FITC和PI染色法分别检测反义MIF对MGC-803细

胞增殖、侵袭、凋亡的影响。结果 qRT-PCR结果显示，pcDNA3.1-Anti MIF组MIF mRNA表达量(2.086±0.248)较

空白对照组(6.992±0.342)明显下调；Western blot显示，pcDNA3.1vAntiMIF组MIF蛋白表达水平量(0.361±0.043)较

空白对照组(1.171±0.091)明显下调；MTT 实验结果显示，pcDNA3.1-AntiMIF 组 MGC-803 细胞的 OD 值(0.436±

0.017)较空白对照组(0.563±0.019)明显下降；侵袭实验结果显示，pcDNA3.1-AntiMIF组穿过基质胶的MGC-803细

胞数(73.67±8.54)较空白对照组(137.30±11.91)明显减少；AnnexinV-FITC和PI染色法结果显示，pcDNA3.1-AntiMIF

组MGC-803细胞的凋亡率(21.61±4.62)%较空白对照组(7.67±0.63)%明显增加。以上各项指标比较差异均具有显

著统计学意义(P<0.01)。 结论 反义MIF能抑制人胃癌MGC-803细胞的增殖与侵袭，并能诱导凋亡。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of antisense macrophage migration inhibitory factor (MIF) on hu-

man gastric cancer MGC-803 cells. Methods Human gastric cancer MGC-803 cells were assigned into two groups to

receive transfection of antisense MIF plasmid pcDNA3.1-Anti MIF (pcDNA3.1-Anti MIF group) and pcD-

NA3.1-sh-MIF (control group). The qRT-PCR and Western blot analysis were employed for detecting transfection effi-

ciency. The ability of proliferation and invasion, as well as apoptosis rate of MGC-803 cells regulated by antisense MIF

were evaluated by MTT, Transwell invasion assays, and Annexin V/propidium iodide staining. Results qRT-PCR re-

sults showed that the expression of MIF mRNA in pcDNA3.1-Anti MIF group was significantly lower than that in con-

trol group, (2.086±0.248) vs (6.992±0.342). Western blot analysis results showed that the expression of MIF protein in

pcDNA3.1-Anti MIF group was significantly lower than that in control group, (0.361±0.043) vs (1.171±0.091). MTT as-

say showed that the OD value of MGC-803 cells in the pcDNA3.1-Anti MIF group was significantly lower than that in

control group, (0.436 ± 0.017) vs (0.563 ± 0.019). Transwell invasion assays results showed that the number of cells

through the matris glue in pcDNA3.1-Anti MIF group was significantly lower than that in the control group, (73.67±

8.54) vs (137.30±11.91). Annexin V/propidium iodide staining showed that the apoptosis rate of MGC-803 cells in the

pcDNA3.1-Anti MIF group was significantly higher than that in control group, (21.61±4.62)% vs (7.67±0.63)%. The dif-

ferences were all statistically significant (P<0.01). Conclusion Antisense MIF can inhibit the proliferation and inva-

sion of human gastric cancer MGC-803 cells, as well as induce apoptosis.
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胃癌的发病率与死亡率居消化道恶性肿瘤之首[1]，严

重危害人类的生命与健康，其对人体的危害不仅在于

肿瘤细胞生长失控而引起的克隆性异常增生，同时，

肿瘤的侵袭和转移更是导致胃癌患者死亡的重要原

因。因此，寻求一种有效抑制胃癌细胞生长，防止胃

癌转移和复发的新方法显得极为紧迫。目前，基因治

疗作为一种新的治疗手段已逐渐成为肿瘤治疗的一

种重要策略[2]。
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巨噬细胞移动抑制因子(macrophage migration in-

hibitory factors，MIF)是一种多功能细胞因子，广泛表

达于人体多种细胞和组织，与多种炎症性疾病、自体

免疫性疾病及肿瘤等密切相关。研究显示，MIF可从

多个层次促进肿瘤的发生发展，主要通过促进细胞增

殖、抑制细胞凋亡、促进血管生成等共同促进肿瘤的

发生发展和侵袭转移[3-5]。抑制MIF分泌及活性可抑

制恶性肿瘤的生长和转移。本研究利用基因重组技

术构建 MIF 反义 RNA 真核表达质粒 pcDNA3.1-An-

tiMIF，将其转染胃癌细胞株MGC-803细胞，观察MIF

对胃癌细胞的作用，从而为以MIF为靶点抗胃癌的基

因治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 细胞系 人胃癌MGC-803由南华大学肿瘤

研究惠赠，细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培

养，置于37℃、5% CO2的恒温箱中培养。

1.2 主要材料 Lipofectamine 2000购自美国Invi-

trogen公司，pcDNA3.1-Anti-MIF与pcDNA3.1-sh-MIF

(空载体)由Invitrogen公司设计构建，RNA抽提试剂盒购

于Applied Biosystems公司，MIF和β-actin抗体购于美

国Santa Cruz公司，MTT粉购自美国Sigma公司，Tran-

swell小室购于美国BD公司。

1.3 pcDNA3.1-Anti MIF 转染及细胞分组 培

养人胃癌MGC-803细胞，将MGC-803细胞分为pcD-

NA3.1-Anti MIF 组与空白对照组。pcDNA3.1-Anti

MIF组转染 pcDNA3.1-Anti MIF质粒，空白对照组转

染 pcDNA3.1-sh-MIF质粒。于 6孔板内按 2 mL/孔铺

加MGC-803细胞悬液，放置于37℃、5% CO2的细胞培

养箱中培养至细胞汇合度达30%~50%。在无菌EP管

中配好 pcDNA3.1-Anti MIF 质粒、pcDNA3.1-sh-MIF

质粒以及Lipofectamin2000；室温中放置 20 min，使脂

质体与质粒 DNA形成复合体。用无血清培养液轻洗

待转细胞后加入无血清RPMI-1640 (1 mL)，再将孵育

好的 pcDNA3.1-Anti MIF 质粒与 pcDNA3.1-sh-MIF

质粒脂质体混合液加至 6 孔板中，将细胞置于 37℃、

5% CO2培养箱中继续培养 6 h 后换成有 RPMI -1640

完全细胞培养基，再继续培养48 h。

1.4 qRT-PCR 用RNA抽提试剂盒抽提上述两

组细胞中总 RNA，逆转录合成 cDNA 于-80℃冰箱保

存。 PCR 扩增反应体系为 20 μL，其中包括 PCR

primers (5 mmol/L) 0.4 μL，正向引物：5'-AGTGGT-

GTCCGAGAAGTCAG-3'；反 向 引 物 ：5'-TTAGGC-

GAAGGTGGAGTTGT-3'，RT product 2.0 μL，Taq DNA

polymerase (5 U/μL) 0.2 μL，2×SYBR Mix 10 μL，灭菌蒸

馏水 7.4 μL。混匀，反应条件如下：50℃ 2 min，95℃

10 min 后 95℃ 15 s，60℃ 60 s，40个循环，溶解曲线条

件：95℃ 15 s，60℃ 60 s，95℃ 15 s。以U6 snRNA为内

参，所测定的MIF的相对表达量采用2-ΔΔCT法分析。

1.5 Western blot检测 收集上述两组细胞，提取

细胞总蛋白，采用BCA法测定蛋白浓度。每组取等量

蛋白样本进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，再将蛋白转至

PVDF膜上，采用 5%脱脂牛奶进行封闭 2 h，再加MIF

抗体或β-actin 抗体，于 4℃下继续过夜。TBST 洗膜

30 min，加入二抗室温孵育 1 h，TBST洗膜 30 min，然

后加ECL发光剂，X片曝光、显影、定影。

1.6 MTT 法检测细胞增殖 消化上述两组细

胞，取200 μL即5 000个细胞接种于96孔板中，设置6

个复孔，培养48 h后取出，每孔加20 μL MTT液，继续

培养 4 h 后取出，每孔中加 150 μL DMSO，低速振荡

10 min，选择波长为 570 nm，在酶标仪上测定各孔吸

光值，实验重复3次。

1.7 Transwell侵袭实验 在Transwell小室中铺

加适量基质胶稀释液，过夜并成膜。上述两组细胞中

分别取 100 μL即含 1×105个细胞/mL的细胞稀释液接

种至Transwell小室的上室，取含 10%胎牛血清的RP-

MI-1640培养液 500 μL加入下室，置于 37℃、5% CO2

的细胞培养箱中培养36 h后取出，用棉签擦弃小室中

上层未穿过基质胶的细胞，磷酸盐缓冲液(PBS)轻洗，

再将Transwell小室放置于 4%多聚甲醛中，以固定小

室背面穿出的细胞，结晶祡染色，PBS液洗，倒置，晾

干。光学显微镜下观察并摄相，随机选取 4个高倍视

野进行细胞计数，取平均值，实验重复3次。

1.8 细胞凋亡实验 采用 AnnexinV-FITC/PI 染

色法。将上述两组组培养至80%汇合度，用PBS液洗

涤细胞 2次并离心收集，取 1×106个细胞，加入 100 μL

的结合缓冲液悬浮细胞，加 Annexin V-FITC 5 μL 混

匀，再加PI 1 μL混匀。室温下避光反应15~30 min，上

机，流式细胞仪检测。

1.9 统计学方法 应用 SPSS13.0 软件进行统计

学分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，两组比较

采用 t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 反义MIF抑制人胃癌MGC-803细胞的增殖

与侵袭 qRT-PCR与Western blot显示结果显示，pcD-

NA3.1-AntiMIF组MIF mRNA与蛋白表达水平较空白

对照组均明显下调，差异有显著统计学意义(P<0.01)，提

示转染成功；MTT实验结果显示，pcDNA3.1-AntiMIF

组MGC-803细胞的OD值较空白对照组明显下降，差

异有显著统计学意义(P<0.01)；侵袭实验结果显示，

pcDNA3.1-AntiMIF 组穿过基质胶的 MGC-803 细胞

数较空白对照组明显减少，差异有显著统计学意义

(P<0.01)。见表1。

2.2 反义MIF诱导人胃癌细胞凋亡 凋亡实验

结果显示，pcDNA3.1-AntiMIF组MGC-803细胞的凋

亡率为(21.61±4.62)%，与空白对照组的(7.67±0.63)%

比较，差异均具有显著统计学意义(t=8.020，P<0.01)。
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3 讨 论

自分泌MIF信号刺激巨噬细胞产生肿瘤坏死因子、

白介素-1、一氧化氮、过氧化氢以及其他炎症因子[6]。在

大鼠模型胃炎的发病机制中研究发现，MIF是重要的

调节因子，尤其在幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，HP)

感染的胃炎中MIF的表达量明显上调[7-8]。研究显示，

沉默MIF后能预防HP诱导的胃炎发生[9]。此外，大量

的研究亦显示，MIF在多种肿瘤中高表达，如肺癌[10]、

肝癌 [11]、乳腺癌 [12]、胃癌 [13]、结肠癌 [14]以及前列腺癌 [15]

等。且MIF高表达通过旁分泌途径能促进肿瘤细胞

增殖与抑制凋亡 [16-17]。这些结果表明，MIF 在慢性炎

症与癌症性疾病中可能扮演着重要角色。

研究显示，MIF在正常胃黏膜、慢性胃窦炎、肠上

皮化生以及胃癌组织黏膜中的表分别为 12.19%、

52.12%、66.11%、95.51%，且其在胃癌中的表达水平与胃

癌患者的临床分期、淋巴结转移以及预后明显相关[13]。

还有研究显示，MIF在胃癌患者血清中的表达浓度亦

明显增高[18]。研究表明MIF可能是肿瘤治疗的重要分

子靶点。目前，已有以MIF为靶点，使用MIF特异性

抑制剂、阻断MIF受体、制备MIF单抗、靶向MIF的基

因治疗等方法来降低MIF分泌和活性，进而抑制恶性

肿瘤生长和转移的相关研究报道[19-20]。研究显示，在

结肠癌细胞中转染MIF反义质粒下调MIF后，癌细胞

的增殖能力明显减弱 [14]。在前列腺癌 DU-145 细胞

中，抑制MIF与其受体CD74能明显减弱癌细胞的增

殖与侵袭能力[15]。然而，沉默MIF是否影响胃癌的发

展以及MIF在胃癌的治疗中是否是一个潜在的治疗

靶分子，有待验证。

本研究首先采用转染技术将MIF反义RNA 真核

表达质粒转于人胃癌 MGC-803 细胞，以沉默该细胞

中 MIF 的表达。qRT-PCR 与蛋白质印迹法验证转染

效率，结果显示，转染组MIF的蛋白与mRNA水平较

对照均明显下调，提示转染成功。接下来进一步采用

MTT法、侵袭以及凋亡实验明确其对胃癌细胞生物活

行为的影响。MTT与侵袭实验结果显示，在胃癌细胞

中沉默MIF后，细胞的增殖与侵袭明显下降。而凋亡

实验结果显示，在胃癌细胞中沉默MIF后，细胞的凋

亡诱导作用明显增强。

综上所述，在胃癌细胞中沉默MIF能抑制癌细胞

的增殖与侵袭，并能诱导癌细胞凋亡，接下来的研究

重点将放在构建胃癌体内模型上，以进一步研究在体

内沉默MIF的表达对胃癌细胞生物学行为的影响，且

进一步探讨其具体机制，为胃癌的临床靶向治疗提供

重要的理论基础和实验依据。
参考文献

[1] Tang H, Kong Y, Guo J, et al. Diallyl disulfide suppresses prolifera-

tion and induces apoptosis in human gastric cancer through Wnt-1

signaling pathway by up-regulation of miR-200b and miR-22 [J].

Cancer Lett, 2013, 340(1): 72-81.

[2] Sutter AP, Fechner H. Gene therapy for gastric cancer: Is it promis-

ing? [J]. World J Gastroenterol, 2006, 12(3): 380-387.

[3] Petrenko O, Moll UM. Macrophage migration-inhibitory factor MIF

interferes with the Rb-E2F pathway [J]. Mol Cell, 2005, 17(2):

225-236.

[4] Lue H, Thiele M, Franz J, et al. Macrophage migration inhibitory fac-

tor (MIF) promotes cell survival byactivation of the Akt pathway and

role for CSN5/JAB1 in the control of autocrine MIF activity [J]. On-

cogene, 2007, 26(35): 5046-5059.

[5] Ren Y, Law S, Huang X, et al. Macrophage migration inhibitory fac-

tor stimulates ngiogenic factor expression and correlates with diferen-

tiation and lymph node status in patients with esophageal squamous

cell careinoma [J]. Ann Surg, 2005, 242(1): 55-63.

[6] Yu T, Morita I, Shimokado K, et al. Amlodipinemodulates THP-1

cell adhesion to vascular endothelium via inhibitionof protein kinase

C signal transduction [J]. Hypertension, 2003, 42(3): 329-334.

[7] 欧玉荣, 康敏, 周蕾, 等. 胃癌中幽门螺杆菌 L 型感染与 MIF、

MMP9、VEGF 表达的关系 [J]. 南方医科大学学报, 2014, 34(2):

180-187.

[8] Xia HH, Lam SK, Huang XR, et al. Helicobacter pylori infection is

associatedwith increased expression of macrophage migratory inhibi-

tory factor—by epithelial cells, T cells, and macrophages—in gastric-

mucosa [J]. J Infect Dis, 2004, 190(2): 293-302.

[9] Wong BL, Zhu SL, Huang XR, et al. Essential role for macrophage

migrationinhibitory factor in gastritis induced by Helicobacter pylori
[J]. Am J Pathol, 2009, 174(4): 1319-1328.

[10] Wang WM, Liu JC. Effect and molecular mechanism of mir-146a on

proliferation of lung cancer cells by targeting and regulating MIF

gene [J]. Asian Pac J Trop Med, 2016, 9(8): 806-811.

[11] Lai YC, Chuang YC, Chang CP, et al. Macrophage migration inhibito-

ry factor has a permissive role in concanavalin A-induced cell death

of human hepatoma cells through autophagy [J]. Cell Death Dis,

2015, 6: e2008.

[12] Zhang J, Zhang G, Yang S, et al. Macrophage migration inhibitory

factor regulating the expression of VEGF-C through MAPK signal

pathways in breast cancer MCF-7 cell [J]. World J Surg Oncol, 2016,

14: 51.

[13] He LJ, Xie D, Hu PJ, et al. Macrophage migration inhibitory factor as

a potential prognostic factor in gastric cancer [J]. World J Gastroen-

terol, 2015, 21(34): 9916-9926.

表 1 两组细胞mRNA、蛋白灰度值、OD值和穿过基质胶的细胞数比较(x-±s)

组别

pcDNA3.1-Anti MIF组

空白对照组

t值
P值

mRNA

2.086±0.248

6.992±0.342

28.300

<0.01

蛋白灰度值

0.361±0.043

1.171±0.091

9.637

<0. 01

OD值

0.436±0.017

0.563±0.019

4.961

<0. 01

穿过基质胶的细胞数

73.67±8.54

137.30±11.91

8.593

<0. 01
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人肝癌细胞HepG2接种于BALB/C裸小鼠移植瘤的性别差异
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【摘要】 目的 研究性别对人肝癌细胞 HepG2 接种于 BALB/C 裸小鼠成瘤及移植瘤生长趋势的影响。

方法 18 只 4~6 周龄 BALB/C 裸小鼠雌雄各半，按照性别分成雌雄两组，每组9只，将全部裸小鼠肩胛部接种处

于对数生长期且浓度为1.0×107/mL的HepG2细胞0.2 mL，10 d后观察两组的成瘤情况并测量肿瘤体积。结果 雌

性组成瘤模型4只，成瘤率为44.44%；雄性组成瘤模型9只，成瘤率为100.00%，差异有统计学意义(P=0.029)；造模

成功的移植瘤体积走势图显示移植瘤生长速度雄性组大于雌性组。结论 人肝癌细胞HepG2接种于BALB/C裸

小鼠成瘤率及移植瘤生长速度有明显的性别差异。

【关键词】 HepG2；成瘤；性别；裸小鼠
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Gender difference of human hepatocellular carcinoma HepG2 cell xenografts in BALB/C nude mice. ZHANG
Li-na 1, LIN Mei-gui 2, LIU Tao-li 3, GU Yue-yu 4, LIAO Xiao-zhong 4, TAO Lan-ting 4, MO Sui-lin 4. 1. Department of
Traditional Chinese Medicine, the Sixth Affiliated Hospital, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510655, Guangdong, CHINA;
2. Yuexiu District Health Bureau, Guangzhou 510000, Guangdong, CHINA; 3. Department of Traditional Chinese Medicine,
the Fifth Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University, Zhuhai 519000, Guangdong, CHINA; 4. Department of Traditional
Chinese Medicine, the First Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University, Guangzhou 510080, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To study the effect of gender on the tumorigenicity and growth trend after human hepato-

cellular carcinoma HepG2 cells were inoculated into BALB/C nude mice. Methods Eighteen 4-6 weeks' old BALB/C

nude mice were divided into two groups (male group and female group) according to the gender, with 9 in each group.

All the nude mice scapular were inoculated with 0.2 mL HepG2 cells in logarithmic growth phase and at the concentra-

tion of 1×107/mL. After 10 days, the tumor formation of the two groups was observed, and the tumor volume was mea-

sured. Results The number of tumorigenicity model in female group was 4, and tumorigenicity rate was 44.44%. The

number of tumorigenicity model in male group was 9, and tumorigenicity rate was 100.00%, with statistically significant

difference (P=0.029). The transplanted tumor volume trend figure of the successful model showed that the tumor growth

in male group was higher than that in the female group. Conclusion Tumorigenicity rate and growth rate of transplant-

ed tumor have obvious gender difference after human hepatocellular carcinoma HepG2 cells were inoculated into BALB/

C nude mice.

【Key words】 HepG2; Tumorigenicity; Gender; Nude mice
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