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Abstract 
BACKGROUND

Patients with advanced gastric cancer (GC) usually 
undergo chemotherapy as the primary treatment. 
However, the effectiveness of chemotherapy is often 
limited by the development of drug resistance in GC 
cells. This study aimed to investigate the expression 
pattern, biological role, and potential mechanism of 
microRNA-221 (miR-221) in cisplatin (DDP)-resistant GC 
cells, in order to provide a reference for clinical treatment 
of this malignancy.

AIM 
To investigate the effect of down-regulation of miR-221 
on cell proliferation and DDP sensitivity in DDP-resistant 
GC cells and to explore the underlying mechanism. 

METHODS
AGS and MGC-803 cells were screened for DDP-resistant 
cells (AGS/DDP and MGC-803/DDP). The expression 
levels of miR-221 in GC tissues, matched tumor adjacent 
tissues, DDP-sensitive tissues, DDP-resistant tissues, GC 
cells, and DDP-resistant GC cells were detected by RT-
PCR. After AGS/DDP and MGC-803/DDP cells were 
transfected with LV-miR-221-shRNA, cell proliferation 
and DDP sensitivity in those cells were measured by 
MTT assay, cell apoptosis was detected by Annexin 
V-FITC/PI staining, and the mRNA and protein 
expression of CCND1 was detected by RT-qPCR and 
Western blot, respectively. The potential target genes of 
miR-221 were predicted by bioinformatics analysis.

RESULTS
The expression of miR-221 was up-regulated in GC 
tissues and gastric cells, especially in DDP-resistant 
tissues and DDP-resistant GC cells. Down-regulation of 
miR-221 inhibited the proliferation of AGS/DDP and 
MGC-803/DDP cells, but increased their apoptosis and 
chemosensitivity to DDP. CCND1 was found to be a 

下调MiR-221对胃癌顺铂耐药细胞增殖及顺铂敏感性的
影响及其相关机制
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direct target gene of miR-221. Transfection with LV-miR-
221-shRNA inhibited the mRNA and protein expression 
of CCND1. 

CONCLUSION
Down-regulation of miR-221 can inhibit cell proliferation 
and promote chemosensitivity to DDP in DDP-resistant 
GC cells, which may be achieved by inhibiting the 
expression of its target gene CCND1.

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

Key Words: Gastric cancer; Proliferation; Cisplatin; Chemo-
sensitivity

Xu LN, Jin LN. Effect of down-regulation of miR-221 on cell pro-
liferation and cisplatin sensitivity in cisplatin-resistant gastric cancer 
cells and underlying mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2019; 
27(14): 857-863  
URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i14/857.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v27.i14.857

摘要
背景
晚期胃癌(gastric cancer, GC)患者通常接受化疗作为
主要治疗方法. 然而, 化疗的有效性受到GC细胞耐药
性的限制. 本研究旨在探讨microRNA-221(miR-221)
在顺铂(cisplatin, DDP)耐药GC细胞中的生物学作用
和潜在机制, 以期为临床治疗提供参考.

目的
研究下调MiR-221对GC DDP耐药细胞增殖及DDP敏
感性的影响及相关机制.

方法
采用AGS和MGC-803细胞构建出DDP耐药AGS/DDP
和MGC-803/DDP细胞. RT-qPCR检测GC及癌旁组
织、DDP化疗敏感组织、DDP化疗耐药组织、GC
细胞和GC DDP耐药细胞的miR-221表达水平; 用LV-
miR-221-shRNA慢病毒转染AGS/DDP和MGC-803/
DDP细胞后, MTT检测细胞增殖以及对DDP的化学
敏感性; Annexin V-FITC/PI染色检测细胞凋亡; 进行
生物信息学分析以寻找miR-221的潜在靶基因, 应
用RT-qPCR和Western blotting检测细胞中CCND1的
mRNA和蛋白表达.

结果
在GC组织和GC细胞细中miR-221明显上调, 且DDP
耐药组织和DDP耐药细胞中miR-221表达更高. 下
调miR-221抑制了AGS/DDP和MGC-803/DDP细胞
增殖, 促进了细胞凋亡和细胞对DDP的化学敏感性; 
CCND1是miR-221的直接靶基因, 转染LV-miR-221-
shRNA抑制CCND1 mRNA和蛋白表达水平.

结论
下调miR-221可以抑制GC DDP耐药细胞增殖, 促进
其对DDP的化学敏感性, 这一作用可能通过抑制靶
基因CCND1表达来实现的.

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

关键词: 胃癌; 增殖; 顺铂; 化疗敏感性

核心提要: microRNA-221(miR-221)在胃癌(gastric cancer, 
GC)耐药组织和GC顺铂(cisplatin, DDP)耐药细胞中显著

高表达. 下调miR-221表达抑制GC耐药细胞增殖并促进

其对DDP的化学敏感性. 本研究发现, CCND1为GC中

miR-221的直接靶基因, 下调miR-221通过抑制CCND1发

挥逆转GC DDP耐药的作用, 为抗GC DDP化疗耐药的研

究提供了参考. 
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是世界上发病率第四高、死亡

率第三高的常见癌症, 每年导致大量人死亡(占总数的

9.5%)[1]. 由于缺乏有效的早期诊断技术, 大多数GC患者

被诊断出已是晚期[2]. 化疗是晚期GC最常见的主要治疗

方法. 然而, 成功化疗的主要障碍是多药耐药(multi-drug 
resistance, MDR), 这是由于接触单一化疗药物后对多种

化疗药物的耐药性的发展[3]. 越来越多的证据表明, 细
胞介导的MDR引起许多变化, 包括药物摄取和代谢、

DNA合成和修复、细胞存活和凋亡, 以及其他细胞功

能[4,5]. 尽管目前学者对MDR发展的机制进行了广泛的

研究, 但仍需要形成克服MDR的有效策略.
关于microRNA(miRNA)的研究有助于提高我们

对化疗耐药性的理解. miRNA是一大类短的非编码单

链RNA分子, 可以发挥重要的调节作用. 异常的miRNA
表达已在包括GC在内的几乎所有类型的人类恶性肿

瘤中广泛报道[6-8]. 因此, 靶向miRNA可能是治疗GC
化学耐药性的新治疗策略. 在本研究中, 我们研究了

microRNA-221(miR-221)在顺铂(cisplatin, DDP)耐药性

中的作用, 以期为GC细胞化疗敏感性提供参考. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 GC及癌旁组织收集: 收集台州医院2016/2018年经

胃镜活检的20对GC及癌旁组织, 20例化疗敏感组织与
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20例化疗耐药组织. 患者本人签署知情同意书, 且本研

究通过台州恩泽医疗中心(集团)台州医院伦理委员会

同意. 其中获取GC及癌旁组织的患者, 均首次发现, 未
进行过抗癌等治疗; 获取的化疗敏感组织与化疗耐药组

织患者, 均为患者进行DDP治疗方案的患者, 其中组织

经病理科检验为化疗敏感组织与化疗耐药组织. 
1.1.2 细胞培养和耐药株的筛选: (1)细胞获得与培养: 
GC细胞系, 包括AGS和MGC-803, 获自中国科学院生物

化学与细胞生物学研究所(上海, 中国). 人胃上皮细胞

系GES-1购自美国ATCC. 所有这些细胞系均在补充有

10%胎牛血清(FBS), 100 U/mL青霉素和100 mg/ml链霉

素的DMEM培养基中生长(Gibco, 美国). 所有细胞系在

含有5%CO2的细胞培养箱中于37 ℃培养. (2)筛选DPP
耐药株: 采用反复刺激并逐渐增加DDP(Sigma, 美国)浓
度刺激细胞的方法, 细胞贴壁后长至80%, DDP浓度为

0.1 μg/mL DDP刺激48 h, 将细胞传代, 待细胞贴壁长至

80%, 再用0.2 μg/mL DDP刺激48 h, 依次类推至DDP浓度

达到1 μg/mL环境中稳定生长. 收集细胞用于后续实验.
1.2 方法

1.2.1 细胞转染: 上海吉玛公司设计合成的miR-221的
shRNA序列(miR-221-shRNA: 5'-GGCATGAACCTGGC
ATACAAT-3')和乱码的对照序列(NC-shRNA: 5'-TTCTC
CGAACGTGTCACGT-3'), 并克隆至慢病毒载体上. 然
后将事先筛选的AGS/DDP和MGC-803/DDP耐药株培养

传代生长至约50%-60%融合后, 分别转染30 MOI的LV-
miR-221-shRNA或LV-NC-shRNA, 并继续培养细胞48 h.
1.2.2 RT-qPCR实验: 根据制造商的说明, 使用TRIzol®

Plus RNA纯化试剂盒(Invitrogen, 美国)从组织样本或细

胞中分离总RNA. 为了检测miR-221表达, 使用TaqMan 
MicroRNA逆转录试剂盒(Applied Biosystems, 美国)进
行逆转录以合成互补DNA(cDNA). 为了分析miR-221
和CCND1 mRNA表达, 分别使用PrimeScript RT试剂

盒(Takara Bio, 日本)和SYBR Premix Ex Taq TM试剂盒 
(Takara Bio, 日本)进行RT-qPCR. U6和GAPDH分别用作

miR-221和CCND1 mRNA的内源对照. 数据通过2-△△Ct

方法计算.
1.2.3 MTT法测定细胞增殖: 收集转染的细胞, 并以每孔

3×103个细胞的密度接种到96孔板中. 细胞培养24、48
或72 h后, 根据制造商的说明书进行MTT测定, 将20 μL 
MTT溶液(5 mg/mL, Sigma, 美国)加入每个样品孔中, 温
育4 h后, 将培养基替换为150 μL的DMSO并涡旋10 min. 
然后, 使用自动多孔分光光度计(Bio-Rad Laboratories, 
美国) 在490 nm的波长下检测吸光度. 每个实验一式三

孔进行, 并重复三次.
1.2.4 MTT法测定体外化学敏感性: 收集转染的细胞, 

将细胞以每孔3×103个细胞的密度接种到96孔板中. 细
胞贴壁后, 用0、20、40、60和80 μmol/L的DDP(Sigma, 
美国)处理细胞. 在DDP施用48 h后, 使用MTT法测定进

行体外化学敏感性, 并绘制剂量-反应曲线. 每个实验一

式三孔进行, 并重复三次.
1.2.5 流式细胞术分析: 流式细胞术分析用于评估细胞

凋亡. 将细胞以每孔8×105个细胞的密度接种在6孔板

中. 转染48 h后, 用浓度为60 μmol/L的DDP处理细胞. 在
37 ℃, 含5%CO2中培养48 h后, 胰蛋白酶消化收集细胞

并用PBS洗涤. 根据制造商的说明书, 用Annexin V-FITC
细胞凋亡检测试剂盒(Invitrogen, 美国)测定细胞凋亡. 
然后, 将细胞重悬于300 μL的结合缓冲液中, 然后在室

温下在黑暗中用5 μL Annexin V和5 μL PI染色15 min. 使
用流式细胞仪(Beckman Coulter, 美国)定量检测细胞凋

亡. 每个测试进行重复三次.
1.2.6 双荧光素酶报告分析: 将含有miR-221的预测结

合序列的野生型(WT) CCND1 3'-UTR和缺少miR-221结
合序列的突变型(MUT)CCND1 3'-UTR的载体质粒使用

LipofectamineTM2000辅助转染至细胞, 然后分别转染LV-
miR-221-shRNA或LV-NC-shRNA. 在转染48 h后, 使用双

荧光素酶报道分析系统(Promega Corporation, 美国)检测

荧光素酶活性. Renilla荧光素酶活性用作内部参考.
1.2.7 Western Blotting分析: 使用裂解缓冲液(碧云天

生物公司, 江苏)从细胞中提取总蛋白. 使用白质测定

试剂盒(碧云天生物公司, 江苏)检测总蛋白质的浓度

后, 通过10%SDS-PAGE分离相同量的蛋白质, 并转移

到PVDF膜(Millipore, 美国)上. 用含有吐温20的Tris缓
冲液(TBST)中的5% 脱脂乳封闭1 h后, 将膜在4 ℃下

与抗CCND1的一抗(1:1000稀释; Santa Cruz, 美国)和
β-actin(1:5000稀释; 碧云天生物公司, 江苏)孵育过夜. 用
TBST洗涤三次后, 将膜与山羊抗小鼠辣根过氧化物酶

偶联的二抗(1:5000稀释; 碧云天生物公司, 江苏)在室温

下孵育2 h. 使用ECL化学发光法(Pierce Biotechnology,
美国)使蛋白质条带可视化. QuantityOne® 4.62软件(Bio-
Rad, 美国)用于分析谱带强度. 

统计学处理 计量资料的数值采用mean±SD的形

式表示, 采用SPSS 20.0进行统计分析. 两组比较采用两

独立样本t检验; 多组组间比较采用单因素方差分析后

LSD检验; 当P<0.05时认为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 GC组织和细胞细中miR-221表达 与癌旁组织相比, 
miR-221在GC组织中高表达(图1A, P<0.01). 与DDPGC
化疗敏感组织相比, miR-221在DDPGC化疗耐药组织高

表达(图1B, P<0.01). 与GES-1细胞相比, GC细胞(AGS
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和MGC-803)中miR-221高表达, 而耐药株(AGS/DDP和
MGC-803/DDP)中miR-221表达更高(图1C和D). 
2.2 miR-221下调抑制GC耐药细胞增殖 采用LV-miR-
221-shRNA或LV-NC-shRNA慢病毒转染AGS/DDP和
MGC-803/DDP细胞, 使用RT-qPCR评估转染效率. 结果

显示, 与LV-NC-shRNA转染组相比, LV-miR-221-shRNA
转染的AGS/DDP和MGC-803/DDP细胞中miR-221的表

达显著下调(P<0.01)(图2A和2B). 随后, 采用MTT检测转

染24、48、72 h后细胞增殖的情况. 如图2C和2D所示, 
与LV-NC-shRNA转染组相比, miR-221下调在转染24、
48、72 h后均显著降低了AGS/DDP和MGC-803/DDP细
胞的增殖(P<0.05, P<0.05, P<0.01).
2.3 miR-221的下调增加GCDDP耐药细胞对DDP的敏感

性 转染LV-miR-221-shRNA后, 采用MTT检测GCDDP耐
药细胞对DDP的化学敏感性的变化. 结果显示, 转染LV-
miR-221-shRNA的AGS/DDP和MGC-803/DDP细胞对

DDP表现出增加敏感性(P<0.01)(图3A和B). 为探索下调

miR-221对GC细胞化疗敏感性影响的机制, 本研究进行

了流式细胞术检测DDP诱导的GCDDP耐药细胞凋亡的

情况. 如图3C和3D所示, miR-221的下调增加了DDP诱
导的AGS/DDP和MGC-803/DDP细胞凋亡(P<0.01).
2.4 CCND1是GC细胞中miR-221的直接靶基因 采用

生物信息学分析以寻找miR-221的潜在靶标并探索可

能导致miR-221在GC细胞中起作用的机制. 结果发现

CCND1(图4A)可能是miR-221的潜在靶标. 为进一步确

认, 应用RT-qPCR和Western印迹分析检测转染miR-221
模拟物或miR-NC的AGS/DDP和MGC-803/DDP细胞

中CCND1的mRNA和蛋白表达. 结果显示, 转染LV-
miR-221-shRNA降低了AGS/DDP和MGC-803/DDP细
胞中CCND1的mRNA水平(P <0.01) (图4B)和蛋白水平

(P<0.01)(图4C).

3  讨论

大量研究表明, miRNA参与多种类型人类癌症对化疗

的敏感性或耐药性[9,10]. 因此, 全面了解化疗耐药相关

miRNA在GC中的表达模式和生物学作用可能有助于开

发新的治疗策略以提高GC的疗效.
在分子生物学中, miR-221是一种致癌microRNA[11]. 

它可以通过靶向CD117, 促进细胞迁移和增殖[12]. 在肝

癌中, miR-221诱导肿瘤血管生成[13]. 然而, miR-221在
GC中的表达模式、生物学功能和生物学机制仍不清

楚. 在这项研究中, 我们证实miR-221表达在GC组织和

GC细胞中显著上调, 尤其是耐药组织和DDP耐药GC细
胞. 进一步研究发现, 下调miR-221能抑制AGS/DDP和
MGC-803/DDP细胞的增殖并增加它们对DDP的化学

敏感性. 而miRNA通过以碱基配对方式与其靶基因的

3'-非翻译区(3'-UTR)直接相互作用参与基因调控, 从而

导致mRNA的重新调节或抑制翻译[14]. 因此, 我们通过

生物信息学对miR-221靶基因进行了预测, 发现CCND1
为GC细胞中miR-221的直接靶标. 位于染色体11q13的
CCND1是在甲状腺癌[15]、乳腺癌[16]和肺癌[17]等多种肿

瘤细胞中过表达的癌基因. 在GC中, CCND1表达并与

GC分化强弱相关[18]. 且以往的研究表明CCND1在多种

肿瘤中发挥抑癌及增加化疗敏感性的作用[19,20]. 本研究

发现下调miR-221靶向抑制CCND1表达在GC细胞生长

和化学抗性中发挥肿瘤抑制作用, 这意味着miR-221可
能被作为一种治疗靶点进行研究, 以快速阻断这种恶性

肿瘤患者的肿瘤生长和化疗耐药.
总之, miR-221在GC DDP耐药组织和GC DDP耐药

细胞中显著高表达. 下调miR-221表达抑制GC耐药细胞

增殖并促进其对DDP的化学敏感性. 并且本研究发现, 
CCND1为GC中miR-221的直接靶基因, 下调miR-221可
能通过抑制CCND1发挥逆转GC DDP耐药的作用. 本研

究为抗GC DDP化疗耐药的研究提供了参考. 

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. 化
疗作为主要治疗方法, 但其有效性往往受到GC细胞耐

药性发展的限制. 

实验动机

本研究旨在探讨microRNA-221(miR-221)在GC中的表

达模式, 生物学作用和潜在机制, 以期为临床治疗提供

参考. 

实验目标

研究的目标是探索下调MiR-221对GC顺铂(cisplatin, 
DDP)耐药细胞增殖及DDP敏感性的影响, 并探索其中

的相关机制. 

实验方法

采用AGS和MGC-803细胞构建出DDP耐药AGS/DDP
和MGC-803/DDP细胞. 使用RT-qPCR、慢病毒转染、

MTT、Annexin V-FITC/PI染色等方法, 检测了GC及癌

旁组织、化疗敏感组织、化疗耐药组织、GC细胞和

GC DDP耐药细胞的miR-221表达水平; 检测细胞增殖以

及对DDP的化学敏感性; 检测细胞凋亡并生物信息学分

析以寻找miR-221的潜在靶基因. 

 文章亮点



徐丽娜, 等. 下调MiR-221对胃癌顺铂耐药细胞增殖及顺铂敏感性的影响及其相关机制

2019-07-28|Volume 27|Issue 14|WCJD|https://www.wjgnet.com 861

倍
数

变
化

600

400

200

    0

d

敏感组织 抗性组织邻近组织 肿瘤组织

300

200

100

    0

b

倍
数

变
化

e

f

GES
-1

AG
S

AG
S/

DDP

倍
数

变
化

600

400

200

   0

A B

C

倍
数

变
化

600

400

200

    0

GES
-1

MGC-
80

3

MGC
-80

3/
DD

P

g

h

D
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fP<0.01, 与GES-1细胞比较; D: 胃癌MGC-803细胞系及其耐药MGC-803/DDP细胞中miR-221表达. n = 3, gP<0.05, hP<0.01, 与GES-1细胞比较.
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bP<0.01, 与LV-NC-shRNA组比较; B: 下调miR-221表达增加MGC-803/DDP细胞对DDP的化学敏感性. n = 3, dP<0.01, 与LV-NC-shRNA组比
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实验结果

GC组织和GC细胞细中miR-221明显上调, 且耐药组织

和DDP耐药细胞中miR-221表达更高. 下调miR-221抑制

了AGS/DDP和MGC-803/DDP细胞增殖, 促进了细胞凋

亡和细胞对DDP的化学敏感性; 我们报道了CCND1是
miR-221的直接靶基因. 

实验结论

下调miR-221可以抑制GC DDP耐药细胞增殖, 促进其

对DDP的化学敏感性, 这一作用可能通过抑制靶基因

CCND1表达来实现的. 

展望前景

该研究提供了对作为GC细胞化学抗性基础的分子机制

的重要见解. 这项研究的结果可能有助于开发一种新的

GC治疗策略. 但是作为未来的临床治疗GC推广, 仍然

需要深入的研究. 
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