
Hainan Med J, Mar. 2022, Vol. 33, No. 5 海南医学2022年3月第33卷第5期

miR-213靶向SRC抑制胃癌细胞的增殖和迁徙
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【摘要】 目的 探究miR-213对胃癌细胞增殖和转移的作用及机制。方法 实验选取2018年1月至2020年
1月期间在榆林市第一医院行胃腺癌切除术的患者30例，收集患者胃癌组织及癌旁组织。利用q-PCR技术检测临

床样本和细胞系中miR-213的含量；利用细胞转染方法将miR-213模拟序列(模拟物组)或miR-213阴性对照序列

(对照组)转染入胃癌细胞系MNK-45后，利用q-PCR技术检测转染效果；利用酶标仪检测各组细胞增殖能力；利用

transwell实验和划痕实验检测各组细胞的迁徙能力；利用Western blot检测细胞内与增殖和迁徙相关蛋白的含量；

利用荧光素酶报告基因技术检测miR-213的下游靶基因。结果 与癌旁组织比较，胃癌组织中的miR-213表达

低，差异有统计学意义(P<0.05)；与正常胃黏膜细胞比较，多种胃癌细胞系中的miR-213表达低(P<0.05)，差异有统

计学意义；与对照组比较，模拟物组细胞内miR-213含量增加，差异有统计学意义(P<0.05)；与对照组比较，模拟物

组细胞增殖及迁徙能力下降，差异有统计学意义(P<0.05)；与对照组比较，模拟物组细胞Ki67和N-cadherin表达下

降(P<0.05)，E-cadherin表达升高，差异有统计学意义(P<0.05)；与对照组比较，模拟物组细胞内肉瘤基因(sarcoma
gene, SRC) 3'UTR质粒的荧光素酶活性降低，差异有统计学意义(P<0.05)。结论 在胃癌组织及胃癌细胞系内

miR-213低表达，miR-213可通过靶向SRC抑制胃癌细胞的增殖和迁徙。
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MiR-213 inhibits proliferation and migration of gastric cancer cells by targeting SRC. HOU Hua-ping 1, LIU Xin-qi 1,
SHI Fei 2. 1. Department of General Surgery, the First Hospital of Yulin City, Yulin 719000, Shaanxi, CHINA; 2. School of
Aeronautics and Astronautics, Air Force Medical University, Xi'an 710032, Shaanxi, CHINA

【Abstract】 Objective To explore the effect and mechanism of miR-213 on the proliferation and migration of
gastric cancer cells. Methods The gastric cancer tissues and adjacent normal tissues were collected from thirty patients
who underwent gastrectomy for gastric adenocarcinoma from January 2018 to January 2020 in the First Hospital of
Yulin City. MiR-213 level in the samples or cells was tested by q-PCR. MiR-213 mimic sequence (mimics group) or
miR-213 negative control sequence (control group) was transfected into gastric cancer cell line MNK-45. The transfec-
tion effect was detected by q-PCR. The absorbance was detected by enzyme labeling instrument to reflect the changes of
proliferation ability. Transwell test and scratch test were used to test the migration ability of cells in each group. Western
blot was used to test the contents of proliferation and migration related proteins. Luciferase reporter gene assay was used
to detect the downstream target genes of miR-213. Results Compared with adjacent tissues, miR-213 was significant-
ly decreased in gastric cancer (P<0.05). Compared with normal gastric mucosal cells, miR-213 was significantly de-
creased in various gastric cancer cell lines (P<0.05). Compared with the control group, the level of miR-213 in the mim-
ics group increased significantly (P<0.05). Compared with the control group, the cell proliferation and migration ability
of the mimics group decreased significantly (P<0.05). Compared with the control group, the expression of Ki67 and
N-cadherin decreased significantly and the expression of E-cadherin increased significantly in the mimics group (P<
0.05). Compared with the control group, the luciferase activity of sarcoma gene (SRC) 3'UTR plasmid in the mimics
group decreased significantly (P<0.05). Conclusion The expression of miR-213 is low in gastric cancer tissues and ad-
jacent normal tissues, and miR-213 may inhibit the proliferation and migration of gastric cancer cells by targeting SRC.
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胃癌又称胃腺癌，是世界上第四大癌症类型，也
是癌症相关死亡的第二大原因[1]。研究表明，胃癌发
生与性别和年龄有关，男性发病率高于女性。50岁
以上人群中胃癌的发病率明显升高 [2-3]。胃癌在亚
洲、拉丁美洲、中欧和东欧的发病率较高 [1]。由于在
早期阶段，胃癌没有临床表现，许多患者在疾病的晚

期才被诊断，因此胃癌的治疗效果欠佳[2]。虽然病理
诊断和手术治疗是提高胃癌患者生存率的有效手
段，但由于胃癌的复发和转移，胃癌患者的 5年生存

率仍然很低[3]。越来越多的证据表明，miRNA对胃癌
发生发展有着重要调节作用，miRNA代谢的紊乱可
能是胃癌的潜在发病机制[4-6]。有研究表明，miR-213
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在乳腺癌、头颈部鳞状细胞癌和舌细胞癌中发挥重要

的调控作用[7-10]，而miR-213对胃癌的调控作用尚不明

确。本研究拟探究miR-213对胃癌细胞增殖和转移

的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 材料和仪器 澳洲胎牛血清(美国Gibco公
司，货号：10100147)、低糖的DMEM细胞培养基(美
国Gibco公司，货号：31330095)、Ⅰ型胶原(美国Gibco
公司，货号：A1048301)；Lipofectamine 2000 (美国 Invi-
trogen 公司，货号：11668030)；miRNA 核苷酸序列

(miR-213序列)(生工生物公司)；RNA的抽提试剂盒

(日本TaKaRa公司，货号：639505)、反转录试剂盒(日
本TaKaRa公司，货号：639549)、扩增试剂盒(日本Ta-
KaRa公司，货号：639503)；q-PCR引物由生工生物公

司合成；CCK-8细胞增殖检测试剂盒(碧云天公司，货

号：b4758)；抗 Ki67 抗体 (美国 Abcam 公司，货号：

ab32147)、抗E-cadherin抗体(美国Abcam公司，货号：

ab128873)、抗 N-cadherin抗体 (美国 Abcam公司，货

号：ab135745)和抗GAPDH抗体(美国Abcam公司，货

号：ab78453)；DNA内切酶及连接酶(北京百奥莱博科

技有限公司，货号：BTN130639和BTN130653)。实时

荧光定量PCR仪(美国Applied Biosystems公司，型号：

ABI7500fast)；酶标仪(上海沛欧分析仪器有限公司，型

号：SPS5845)；显微镜 (日本 Olympus 公司，型号：

cx21fs1)；电泳仪及发光仪(中国天能公司，型号：天能

EPS600)。
1.2 方法

1.2.1 标本收集 选取2018年1月至2020年1月
期间在榆林市第一医院行胃腺癌切除术的患者30例，

收集患者胃癌组织及癌旁组织。标本收集均经过患

者知情同意并签署知情同意书后进行。纳入标准：首

次行手术切除的胃癌患者，术后经病理诊断为胃腺癌

者；年龄为45~75岁男性。排除标准：不同意参加本次

试验者；存在心、肝及肾脏等重要脏器功能障碍者；不

能够配合者；长期服用药物者；近 5年间罹患高血压、

糖尿病、冠心病及其他恶性肿瘤者；有过胃肠道手术

病史者。

1.2.2 细胞培养及转染 人正常胃黏膜上皮细胞

GES-1和胃癌细胞系MNK-45、MGC803、SCG-7901、
AGS购买自苏州思瑞坦细胞库。根据转染寡核苷酸

序列不同分为转染miR-213阴性对照序列(5'-CAG
GGC UAU GGC UAU GGC UAU GC-3')的对照组和

转 染 miR-213 模 拟 序 列 (5'-AGC AGC CUU GUA
CAG GGC UAU GA-3')的模拟物组[11]。转染时将普通

培养基去除，换为低血清的、不含抗生素的培养基继

续培养6 h；在此期间，将Lipofectamine 2000和由公司

合成的miRNA相关核苷酸序列混合均匀，室温放置

30 min，待脂质体将核苷酸序列充分包裹；在培养 6 h
后将适量上述脂质体混合液加入到上述低血清培养

基中(miRNA相关核苷酸序列浓度为 80 nmol/L)继续

常规培养 6 h，随后更换上述培养基为常规培养基，继

续培养细胞。

1.2.3 q-PCR检测miRNA表达量 按照说明书

利用RNAiso进行细胞裂解，室温裂解 2 min后加入适

量的三氯甲烷震荡，待溶液完全乳化，室温放置10 min
后见萃取分层，高速离心后取无色上清加入等体积的

异丙醇，充分混合后冰冻过夜。离心后弃去上清，加

入无水乙醇充分洗涤沉淀，弃去上清，加入DEPC水溶

解RNA。根据说明书配制反应液并设置参数，反转录

条件：37℃预热15 min，42℃加热15 min，85℃加热5 s，
反应结束后得到的cDNA用于后续实验。根据扩增试

剂盒说明书配制反应液，经过预变性和扩增反应等步

骤完成扩增步骤，利用相对定量法进行数据分析，扩

增条件：95℃预变性30 s，95℃维持5 s，60℃维持34 s，
进行40个循环[11]。

1.2.4 细胞增殖能力检测 根据CCK-8试剂盒

说明书配制反应液，将上述反应液按照一定浓度加入

到MNK-45细胞中，随后再将细胞放入常规孵箱培

养，利用酶标仪检测各组细胞的吸光度[11]。

1.2.5 transwell实验检测细胞迁徙 利用常规方

法在 transwell的上、下培养室中加入基质凝胶和相应

培养基。将MNK-45细胞接种到上部培养室，48 h后
利用固定液固定MNK-45细胞，染色后利用显微镜对

细胞进行观察，记录发生迁徙的细胞数目[12]。

1.2.6 划痕实验检测细胞迁徙 使用移液器的

细枪头在培养有融合度达到 80%左右MNK-45细胞

的培养板上进行划线，随后将划线后的培养板继续放

入孵箱中常规培养，分别记录各时间点不同组别细胞

划痕的愈合情况[12]。

1.2.7 Western blot技术检测蛋白表达量 利用

蛋白酶裂解液裂解细胞，在上述液体中加入缓冲液，

利用煮沸方法制备上样蛋白样品。电泳参数：95 V进

行 30 min完成浓缩胶的电泳，随后调整为 120 V电

泳 90 min完成分离胶的电泳；转膜参数：250 mA恒

流转膜 2 h。按照 Ki67 (1∶3 000稀释)、E-cadherin
(1∶5 000稀释)、N-cadherin (1∶3 000稀释)和GAPDH
(1∶10 000稀释)抗体说明书配制抗体，室温孵育4 h，
取出条带后冲洗干净，配制带有辣根过氧化物酶的二

抗孵育液，随后室温孵育1 h，进行发光[11]。

1.2.8 荧光素酶报告基因系统的构建和检测 通

过靶基因预测软件发现潜在靶基因肉瘤基因(sarcoma
gene，SRC)的结合序列，并对其人工合成，即可得到非

编码(untraslated regions，UTR)序列，对上述序列进行

突变即可得到突变(mutation，MUT)序列。利用DNA
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内切酶及连接酶将合成的上述基因插入到质粒中，将

上述质粒进行扩增并抽提。随后利用制备得到的质

粒和UTR或者MUT序列共转染入MNK-45细胞(细
胞转染方法同前)。随后利用酶标仪检测细胞内荧光

素酶活性[11-12]。

1.3 统计学方法 利用SPSS19.0统计软件进行

相关数据分析。计量数据以均数±标准差(x-±s)表示；

当进行两样本间比较时采用独立 t检验，当进行不同

时间点多次测量的样本分析时采用重复测量方差分

析；组间比较采用Bonferroni post hoc检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-213在胃腺癌组织和胃癌细胞系中低

表达 与癌旁组织比较，胃癌组织中miR-213低表达，

差异有统计学意义(P<0.05)，见图 1A。与正常胃黏膜

上 皮 细 胞 GES-1 比 较 ，胃 癌 细 胞 系 MNK-45、
MGC803、SCG-7901和AGS中miR-213低表达，差异

均有统计学意义(P<0.05)，见图1B。

图1 q-PCR检测临床胃癌样本及细胞系内miR-213的含量

注：A，在临床样本中检测miR-213的相对含量；B，在胃黏膜细胞及胃癌细胞系中检测miR-213的相对含量；与癌旁组织或GES-1比较，aP<0.05。

2.2 转染 miR-213 模拟序列能够上调细胞内

miR-213 的水平 与对照组比较，模拟物组细胞内

miR-213含量增加，差异有统计学意义(P<0.05)，见图2。

2.3 转染 miR-213 模拟序列抑制胃癌细胞系

MNK-45的增殖 与对照组比较，模拟物组细胞增殖

能力降低，差异有统计学意义(P<0.05)，见图3。
2.4 transwell验证转染miR-213模拟序列抑制

胃癌细胞的迁徙 与对照组比较，模拟物组细胞迁徙

能力下降，差异有统计学意义(P<0.05)，见图4。
2.5 划痕实验验证转染miR-213模拟序列抑制

胃癌细胞的迁徙 与对照组比较，模拟物组细胞迁徙

能力下降，差异有统计学意义(P<0.05)，见图5。
2.6 miR-213模拟序列调控相关蛋白表达 与对

照组比较，模拟物组细胞Ki67和 N-cadherin表达下

降，但 E-cadherin表达增加，差异有统计学意义 (P<
0.05)，见图6。

2.7 SRC是miR-213的靶基因 为进一步研究

miR-21的抑癌机制，利用Targetscan和MiRanda等靶

基因预测软件预测了miR-213的潜在靶基因，发现

SRC基因的 3’UTR上存在 miR-213的潜在结合位

点。继而，利用荧光素酶报告基因技术发现，与对照

组比较，模拟物组质粒的荧光素酶活性降低，差异有

统计学意义(P<0.05)，见图7。

图2 q-PCR检测胃癌细胞系MNK-45内miR-213的含量

注：与对照组比较，aP<0.01。

图3 CCK-8法检测MNK-45细胞的增殖能力

注：与对照组比较，aP<0.05，bP<0.01。
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图4 transwell检测MNK-45细胞的迁徙能力

注：A，发生迁徙的两组细胞显微镜观测图；B，迁徙细胞数目的统计图。与对照组比较，aP<0.01。

图5 划痕实验检测MNK-45细胞的迁徙能力

注：A，不同时间点划痕愈合情况；B，划痕愈合率的统计图；与对照组比较，aP<0.01。

图6 Western Blot检测MNK-45细胞中Ki67、E-cadherin和N-cadherin蛋白的表达

注：A，蛋白灰度图；B，蛋白相对表达量统计图；与对照组比较，aP<0.05。

3 讨论

胃癌是世界范围内最常见的胃肠道疾病之一，是

导致癌症相关死亡的第二大原因。由于胃癌在早期

没有明显临床表现，大多数患者在后期才被发现，往

往错过治愈机会[1-3]。故深入研究胃癌发病机制及寻求

治疗新靶点成为近年来的研究热点。而miRNA研究较

为深入，已有多种miRNA药物已经进入临床试验[13]。

在文献回顾中发现，miR-213在乳腺癌、头颈部鳞

状细胞癌和舌细胞癌中发挥重要的调控作用[7-10]。为

探究miR-213在胃腺癌中的作用，课题组首先在患者

知情同意下，按照严格的纳入标准和排除标准收集胃

腺癌样本 30例。与癌旁组织比较，胃腺癌组织中
图7 荧光素酶报告基因结果验证

注：与对照组比较，aP<0.01。
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miR-213低表达；与正常胃黏膜细胞比较，多种胃癌细

胞系中miR-213低表达。上述结果表明，miR-213可
能在胃癌中发挥抑癌作用。随后课题组证明，上调

miR-213抑制胃癌细胞系的增殖和迁徙，这与之前学

者研究报道一致[9-10]。GREITHER等 [9]发现，miR-213
在头颈部鳞状细胞癌中低表达，上调miR-213能够抑

制鳞状细胞癌的增殖和迁徙。WONG 等 [10]证实，

miR-213能够抑制舌细胞癌的增殖和侵袭作用。但也

有学者报道，miR-213在乳腺癌中高表达，其能够促进

乳腺癌的增殖和侵袭[7-8]。miR-213在调控肿瘤细胞增

殖方面的差异可能是由于肿瘤细胞来源不同，这同时

也说明了miR-213在细胞增殖调控中的复杂性。

Ki67是临床和基础研究中较为常见的细胞增殖

标志物，其含量越高，增殖能力越强[14]。N-cadherin和
E-cadherin两种蛋白在上皮间充质转化这一肿瘤转移

的始动环节中发挥关键调控作用。N-cadherin作为常

用间叶细胞标志物，而E-cadherin作为常见的上皮细

胞标志物，广泛用于临床诊断。细胞从上皮细胞向间

叶细胞表型的转变的一个标志是：E-cadherin 的表达

下降以及N-cadherin的表达升高，此时肿瘤细胞的转

移能力增强 [15-16]。在本实验中，课题组发现miR-213
能够下调 Ki67和 N-cadherin的表达，而上调 E-cad-
herin的表达，这从另一方面证实了miR-213能够抑制

胃癌细胞的增殖和迁徙。

目前研究表明，在人类的多种肿瘤中 SRC基因

被过度激活，进而促进肿瘤的生长及侵袭 [17]。已有

研究证实，抑制 SRC基因的活化可以发挥有效的抑

癌作用 [18-19]。为了探究miR-213抑制胃癌细胞增殖和

迁徙的机制，首先利用生物信息学分析技术预测了

miR-213可能的靶基因，发现miR-213与SRC基因有

着较高的匹配度。随后课题组通过荧光素酶报告基

因技术证明了miR-213直接靶向作用于癌基因SRC，
这可能是miR-213发挥抑癌作用的重要方式。后续

研究将进一步在体验证miR-213的抑癌作用。

综上所述，胃癌组织及胃癌细胞系内低表达

miR-213，miR-213可靶向 SRC抑制胃癌细胞的增殖

和迁徙。
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