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Abstract
BACKGROUND
Gastric cancer (GC) is one of the common tumors of 
the digestive system, and resistance to chemotherapy 
is the bottleneck that restricts the therapeutic effect of 
chemotherapy in GC. Therefore, it is of great significance 
to explore the mechanism of reversal of chemotherapy 
resistance.

AIM 
To investigate the effect of miRNA-214 (miR-214) 
knockdown on cisplatin resistance, cell migration, and 
epithelial mesenchymal transformation (EMT) in GC 
SGC-7901/DDP cells, and to explore the preliminary 
mechanism.

METHODS
After transfection of SGC-7901/DDP cells with miR-214 
inhibitor using the LipofectamineTM2000 method, the 
change of cell resistance to cisplatin was evaluated by the 
CCK-8 assay, cell migration was evaluated by wound 
healing assay, and the protein expression levels of 
E-cadherin (E-cad), Vimentin, N-cadherin (N-cad), NF-
κB, and Bcl-2 were detected by Western blot.

RESULTS 
After transfection with miR-214 inhibitor, the resistance 
of SGC-7901/DDP cells to cisplatin was significantly 
reduced (P < 0.05), and the ability of cell migration was 

下调miRNA-214表达抑制胃癌SGC-7901/DDP细胞顺铂
耐药、迁移和上皮间质转化

朱 艳, 刘玮丽, 吴明东, 庄永卫, 叶淑芳, 施旭红
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obviously decreased (P < 0.05). The expression level of 
E-cad protein was significantly increased (P < 0.05), while 
the expression levels of Vimentin and N-cad proteins 
were significantly decreased (P < 0.05). Moreover, 
the expression levels of NF-κB and Bcl-2 protein in 
SGC-7901/DDP cells were significantly decreased (P < 
0.05).

CONCLUSION
Down-regulation of miR-214 can reduce the resistance 
of SGC-7901/DDP cells to cisplatin and inhibit cell 
migration and EMT. This effect may be related to the 
down-regulation of NF-κB and Bcl-2 expression.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: miR-214; Gastric cancer; Epithelial mesenchymal 
transformation; Cisplatin resistance

Zhu Y, Liu YL, Wu MD, Zhuang YW, Ye SF, Shi XH. Downregulation 
of miRNA-214 inhibits cisplatin resistance, cell migration, and 
epithelial interstitial transformation in gastric cancer SGC-7901/DDP 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2019; 27(12): 742-747  
URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i12/742.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v27.i12.742

摘要
背景
胃癌(gastric cancer, GC)是常见的消化系统肿瘤之一, 
而肿瘤化疗耐药是制约GC癌治疗效果的瓶颈, 探索
逆转GC化疗耐药机制对于GC的治疗具有重大意义. 

目的
探讨敲低miR-214表达对GC细胞SGC-7901/DDP顺
铂耐药性、迁移以及上皮间质转化(epithelial mes-
enchymal transformation, EMT)的影响, 并讨论初步作
用机制. 

方法
采用LipofectamineTM2000法转染miR-214 inhibitor至
SGC-7901/DDP细胞后, CCK-8法评估细胞对顺铂
耐药性的改变; 划痕试验检测细胞迁移能力; 免疫
印迹法检测细胞中E-钙黏蛋白(E-cad)、波形蛋白
(Vimentin)和N-钙黏蛋白(N-cad), 以及NF-κB与Bcl-2
蛋白表达水平. 

结果
转染miR-214 inhibitor后, SGC-7901/DDP细胞对顺铂
耐药性明显降低(P<0.05); 且细胞迁移能力明显降低
(P<0.05), E-cad蛋白表达显著升高(P<0.05), Vimentin
与N-c a d蛋白表达均显著降低(均P <0.05). 另外, 
SGC-7901/DDP细胞中NF-κB与Bcl-2的表达明显降低
(均P<0.05). 

结论
下调miR-214表达具有降低GCSGC-7901/DDP细胞对
顺铂耐药性, 抑制细胞迁移与EMT的作用. 而这种作
用可能与下调NF-κB与Bcl-2的表达有关. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 铂类药物为主的化疗是治疗胃癌的常用手段

之一, 而化疗耐药制约着化疗的最终疗效. 本研究发现, 
下调SGC-7901/DDP细胞miR-214表达后, 顺铂耐药性、

细胞迁移与上皮间质转化均降低; 同时, NF-κB与Bcl-2的

表达也明显降低. 
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是常见的消化系统恶性肿瘤之

一, 据2018年肿瘤年报显示, 我国GC发病率位于所有恶

性肿瘤中的第五位, 死亡率位于所有恶性肿瘤中的第三

位[1]. 且, 随着人们饮食结构的变化, 以及现代生活压力

的增加, GC的发病年龄呈现低龄化趋势[2]. GC常规治疗

手段是化疗或者GC切除术后辅以化疗方式[3]. 虽然大部

分GC患者对化疗呈现出较好的初始反应, 但很快就易

出现获得性耐药, 而再次化疗效果极不理想[4]. 即便是化

疗敏感的GC患者也易进展为化疗耐药性GC患者; 而这

种获得性耐药往往是多药耐药, 对其他具有不同分子结

构和作用靶点的抗肿瘤药物也往往存在交叉性耐药, 此
时更换或联合其他种类化疗药物也难以使患者获益[5]. 
因此, 逆转GC细胞对化疗的耐药性的研究, 不仅是急需

解决的临床治疗课题, 还具有重大的社会意义. 
在肿瘤的研究中, 许多与GC化疗药物敏感性的靶

点受到miRNAs的调控[6]. miR-214作为miRNAs中的一

员, 不但被报道可以调节包含GC细胞在内的多种癌细

胞的增殖、侵袭和迁移[7,8]; 而且miR-214表达还与骨

肉瘤、卵巢癌和舌鳞状细胞癌等癌细胞的顺铂耐药

性相关[9-11]. 尽管miR-214已被证明在多种肿瘤的发生

及发展中具有调控功能, 但其对GC顺铂耐药中的具体

作用尚不清楚. 本研究讨论敲低miR-214对GC顺铂耐

药株SGC-7901/DDP的耐药性、迁移与上皮间质转化

(epithelial–mesenchymal transition, EMT)的影响, 并讨论

其可能的初步机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 人GC顺铂耐药SGC-7901/DDP细胞购自中国

科学院上海生物细胞研究所; 胎牛血清购自美国Gibco
公司; RPMI-1640培养基购自美国Hyclone公司; CCK-8
试剂盒购自碧云天生物技术有限公司; E-cadhe r in 
(E-cad)抗体购自美国Acam公司; Vimentin、NF-κB和 
Bcl-2抗体均购自美国Santa Cruz公司; N-cadherin (N-cad)
抗体购自美国BD公司; miR-214 NC和miR-214 inhibitor
由上海吉玛公司合成; 其他试剂为国产分析纯. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染: 将人GC顺铂耐药SGC-7901/
DDP细胞培养于含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基

中, 在37 ℃、5%CO2的培养箱中培养, 待细胞融合至

80%-90%时, 按照LipofectamineTM2000试剂盒说明书进

行转染, 实验共分为三组: 对照组(Control), 阴性对照组

(miR-214 NC)和miRNA-214下调组(miR-214 inhibitor), 
阴性对照组与沉默组分别转染miR-214 NC与miR-214 
inhibitor, 48 h后更换培养基, 继续培养细胞, 备用. 
1.2.2 细胞存活率检测: 严格按照CCK-8试剂盒说明书

操作, 将SGC-7901/DDP细胞和已转染miR-214 NC与
miR-214 inhibitor的SGC-7901/DDP细胞按照5×104的密

度接种到96孔板中, 分别加入终浓度分别为50 μmol/L、
100 μmol/L和200 μmol/L的顺铂, 分别再继续培养24 h与
48 h. 达到时间终点时, 每孔加入10 μL CCK-8溶液, 在培

养箱中孵育2 h, 用酶标仪在450 nm波长处测量吸光度

(OD值). 计算细胞存活率, 细胞存活率=处理组OD/对照

组OD值×100%. 
1.2.3 细胞迁移能力: 收集SGC-7901/DDP细胞和已转染

miR-214 NC与miR-214 inhibitor的SGC-7901/DDP细胞, 
将其接种至6孔板, 待细胞达到单细胞层完全融合时, 采
用无菌10 μL枪头划痕, 并采用无菌生理盐水冲洗细胞2
次, 然后置于37 ℃、5%CO2的培养箱中继续培养12 h和
24 h. 导致显微镜拍照记录细胞在划痕开始时和划痕后

12 h与24 h的细胞图像, 采用IPP软件计算细胞迁移面积. 
1.2.4 免疫印迹法: 收集SGC-7901/DDP细胞和已转染

miR-214 NC与miR-214 inhibitor的SGC-7901/DDP细胞, 
然后分别加入预冷的细胞裂解液, 4 ℃下12000×g离心

15 min, 收集上清液. BCA蛋白浓度测定试剂盒进行蛋

白浓度测定后, 取50 μg蛋白与5×SDS上样缓冲液一起

进行SDS-PAGE电泳, 然后再电转至合适大小的PVDF
膜, 加入5%脱脂牛奶, 室温下封闭1 h, 加入一抗稀释液, 
室温下摇床孵育1 h, 4 ℃孵育过夜, TBST漂洗5 min×3
次, 加入相应二抗, 37 ℃孵育1 h, TBST洗涤5 min×3次, 
采用ECL电化学发光显色, 采用Image J软件对蛋白条带

进行定量分析. 

统计学处理 采用SPSS 18.0统计软件对实验数据

进行分析, 计量资料采用mean±SD表示, 多样本均数

比较采用单因素方差分析后LSD-t检验, 以P <0.05为差

异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 下调miR-214降低SGC-7901/DDP细胞对顺铂耐药

性 CCK-8法结果(图1)显示, 与Control组或miR-214 NC
组相比, 转染miR-214 inhibitor 24 h(图1A)或48 h(图1B)
后, SGC-7901/DDP细胞对顺铂的耐药性均降低, 差异

均有统计学意义(均P<0.05). 其中与Control组相比, 转染

miR-214 NC 24 h(图1A)或48 h(图1B)后, SGC-7901/DDP
细胞对顺铂的耐药性无影响, 差异均无统计学意义(均
P>0.05). 
2.2 下调miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞迁移 划痕试

验结果(图2)显示, 与Control组或miR-214 NC组相比, 转
染miR-214 inhibitor后, SGC-7901/DDP细胞迁移面积明

显降低, 差异具有统计学意义(P<0.05). 其中与Control组
相比, 转染miR-214 NC后, SGC-7901/DDP细胞迁移面积

无明显变化, 差异无统计学意义(P>0.05). 

2.3 下调miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞EMT Western 

blot结果显示(图3), 与Control组或miR-214 NC组相比, 
转染miR-214 inhibitor后, SGC-7901/DDP细胞中E-cad
蛋白表达显著上升(P <0.05), Vimentin与N-cad蛋白表

达均显著下降(均P <0.05); 其中与Control组相比, 转染

miR-214 NC后, 上述相关蛋白均无显著变化(均P>0.05). 
2.4 下调miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞中NF-κB与

Bcl-2蛋白表达 Western blot结果显示(图4), 与Control
组或miR-214 NC组相比, 转染miR-214 inhibitor后, 
SGC-7901/DDP细胞中NF-κB(图4A)与Bcl-2(图4B)的表

达均明显下调, 差异均有统计学意义(均P<0.05). 其中与

Control组相比, 转染miR-214 NC后, SGC-7901/DDP细
胞中NF-κB(图4A)与Bcl-2(图4B)的表达无明显差异(均
P>0.05). 

3  讨论

GC以化疗或者GC切除术后辅以基础化疗作为主要的

治疗手段[3]. 顺铂是常用的广谱的肿瘤化疗药物之一, 
广泛应用于头颈部肿瘤、GC、肺癌、乳腺癌和卵巢癌

等各类肿瘤的临床治疗. 但在临床上, 大多数化疗GC患
者会出现顺铂耐药, 而, 顺铂耐药也是GC患者临床治疗

失败的主要原因[4,5]. 而miRNAs的差异表达在GC的顺铂

化疗耐药中发挥重要作用[6,12]. 如miR-129在GC化疗耐

药组织中低表达; 而过表达miR-129后, GC细胞对顺铂

的耐药性得到逆转, 造成对顺铂的敏感性明显提高[12]. 
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miR-214作为总多miRNAs的一员, 参与调控骨肉瘤、卵

巢癌和舌鳞状细胞癌细胞的顺铂耐药性[9-11]. 而在GC耐
药细胞中改变miR-214表达是否对顺铂耐药产生影响尚

不清楚. 本研究在GC顺铂耐药细胞SGC-7901/DDP中通

过转染miR-214 inhibitor后, 发现, 敲低miR-214表达能降

低SGC-7901/DDP细胞对顺铂的耐药性, 抑制细胞的迁

移与EMT. 
EMT是指细胞通过特定程序转化为具有间质表

型细胞的生物学过程[12]. 在此过程中伴随着上皮细胞

标志物E-钙黏蛋白(E-cadherin)的表达减少和N-钙黏蛋

白(N-cadherin)表达增加, 以及间质细胞标志物波形蛋

白(Vimentin)增加等EMT的标志物的改变[13]. 多项研究

表明[13,14], EMT在肿瘤的迁移与侵袭中发挥着重要的

作用, 当肿瘤细胞出现间充质转化后, 失去细胞极性, 
降低与基底膜的连接性, 从而具有降解细胞外基质、

高迁移能力与侵袭能力的间质表型; 而抑制EMT能抑

制肿瘤细胞迁移. 本研究中, 发现敲低miR-214表达能

降低SGC-7901/DDP细胞的迁移与敲低miR-214降低
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图  1  敲低miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞对顺铂耐药性. A: 三组细胞在24 h细胞存活率曲线; B: 三组细胞在48 h细胞存活率曲线. n  = 3, 
aP<0.05, 与对照组或者miR-214 NC组相比.
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图  2  敲低miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞迁移. n  = 4, aP<0.05, 与对照组或者miR-214 NC组相比.
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Control
miR-214 NC
miR-214 inhibitor



朱艳, 等. 下调miRNA-214表达抑制胃癌SGC-7901/DDP细胞顺铂耐药、迁移和上皮间质转化

2019-06-28|Volume 27|Issue 12|WCJD|https://www.wjgnet.com 746

SGC-7901/DDP细胞EMT进程相关. 
NF-κB是一种核内转录调节因子. 研究发现, 在顺

铂耐药的肿瘤细胞中, NF-κB和Bcl-2高表达, 而抑制NF-
κB和Bcl-2表达, 能够使多种肿瘤细胞对化疗药物的敏

感性增高[15,16]. 另外, 抑制NF-κB和Bcl-2表达能使GC细
胞迁移与EMT降低[17]. Bcl-2的调节位点上有NF-κB的
结合位点, 受NF-κB的调控, 与NF-κB具有协同作用[18]. 
我们研究结果显示, 下调miR-214表达后, SGC-7901/
DDP细胞中的NF-κB与Bcl-2蛋白明显降低, 提示敲低

miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞顺铂耐药性可能与抑

制NF-κB与Bcl-2蛋白表达相关. 下调miR-214如何抑制

NF-κB与Bcl-2表达, 还需要进一步进行研究验证. 
总之, 下调miR-214的表达能够抑制GC顺铂耐药株

SGC-7901/DDP对顺铂的耐药性, 同时使得细胞迁移能

力下降, 并促进EMT作用, 可能与其抑制NF-κB与Bcl-2
蛋白表达的作用有关. 

文章亮点

实验背景

胃癌(gastric cancer, GC)是常见的消化系统恶性肿瘤之

一. 而化疗是治疗GC常规治疗手段之一. 而GC患者化

疗容易出现获得性化疗耐药. 因此, 研究逆转GC化疗耐

药性的靶点和调控信号机制, 是当今治疗GC急需解决

的重要的临床课题. 

实验动机

在肿瘤的研究中, 许多miRNAs在调控肿瘤细胞的化疗

耐药性中发挥着重要作用. miR-214作为总多miRNAs中

的一员, 可以促进多种癌细胞包含GC细胞的增殖、侵

袭和迁移, 另外, miR-214还参与调控骨肉瘤细胞、卵巢

癌细胞和舌鳞状细胞癌细胞对顺铂耐药性的改变. 尽管

miR-214已被证明在多种肿瘤的发生及发展中具有调控

功能, 但其对GC顺铂耐药中的具体作用尚不清楚. 

实验目标

本研究采用GC顺铂耐药SGC-7901/DDP细胞, 然后通

过转染miR-214 inhibitor, 下调miR-214表达后, 观察

SGC-7901/DDP细胞迁移、上皮间质转化与顺铂耐药性

的变化, 并分析其初步作用机制. 

实验方法

SGC-7901/DDP细胞转染miR-214 inhibitor后, 通过CCK8
法评估敲低miR-214是否影响细胞对顺铂耐药性; 通过

划痕实验评估敲低miR-214是否影响细胞迁移能力; 免
疫印迹法评估敲低miR-214是否影响细胞上皮间质转化

标志物表达, 以及NF-κB与Bcl-2表达水平. 

实验结果

敲低miR-214后, SGC-7901/DDP细胞对顺铂耐药性明

显降低; 敲低miR-214后, SGC-7901/DDP细胞迁移能力

下降; 敲低miR-214后, SGC-7901/DDP细胞上皮间质转

化标志物表达发生了改变, 表现为E-cad蛋白表达显著

上升, Vimentin与N-cad蛋白表达显著下降; 同时, 敲低

miR-214后, SGC-7901/DDP细胞NF-κB与Bcl-2的表达明

显降低. 

实验结论

敲低miR-214具有抑制SGC-7901/DDP细胞对顺铂耐药

NF-κB

GAPDH

Control miR-214 NC miR-214 inhibitor
A

GAPDH

Bcl-2

Control miR-214 NC miR-214 inhibitor
B

Control miR-214 NC miR-214 inhibitor

N
F-

κB
相

对
蛋

白
表

达

   3

2.5

   2

1.5

   1

0.5

   0

a

B
cl

-
2相

对
蛋

白
表

达

1.2

   1

0.8

0.6

0.4

0.2

   0
Control miR-214 NC miR-214 inhibitor

a

图  4  敲低miR-214抑制SGC-7901/DDP细胞中NF-κB与Bcl-2蛋白表达. n  = 4, aP<0.05, 与对照组或者miR-214 NC组相比.
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性、细胞迁移与上皮间质转化的作用. 而这种作用可能

与下调NF-κB与Bcl-2的表达有关. 

展望前景

本研究提示, 下调miR-214能逆转GCSGC-7901/DDP细
胞对顺铂的耐药性, 为GC顺铂耐药提供了一定的研究

靶点. 本研究下步将先检查临床样本GC耐药组织中

miR-214表达, 并采用GC耐药细胞建立GC移植荷瘤鼠

在动物实验上检验下调miR-214后, GC顺铂耐药性是否

发生逆转. 
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