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Abstract
AIM: To investigate the effect of miR-200b 
overexpression on Bcl-2 expression and cell 
proliferation in human gastric cancer cell line 

MGC-803.

METHODS: A double-stranded DNA oligo-
nucleotide synthesized based on the sequence 
of the miR-200b was inserted into the miRNAS-
electTM pEGP-miR vector to result in a recom-
binant plasmid expressing miR-200b. After the 
miR-200b recombinant plasmid was transfected 
into MGC-803 cells with Lipofectamine 2000, 
cell strains that stably expressed miR-200b were 
screened with puromycin. Bcl-2 expression vec-
tor was then constructed and introduced into 
MGC-803 cells that highly expressed miR-200b. 
The levels of Bcl-2 mRNA and protein were 
measured by RT-PCR and Western blotting, re-
spectively. Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay was used to analyze the proliferation of 
MGC-803 cells.

RESULTS: Compared with untransfected 
MGC-803 cells, the expression of Bcl-2 protein 
and mRNA decreased by 56.91% and 32.29%, re-
spectively, and cell proliferation was significant-
ly inhibited in MGC-803 cells transfected with 
the miR-200b expression plasmid. The prolifera-
tion of MGC-803 cells was promoted by trans-
fection with the Bcl-2 expression plasmid, which 
was most obvious at 48 h (increased by 16.82%). 
Cell proliferation only decreased by 7.97% in 
MGC-803 cells transfected with both the miR-
200b and Bcl-2 expression plasmids. Compared 
with MGC-803 cells transfected with the Bcl-2 
expression plasmid, the expression of Bcl-2 pro-
tein decreased by 4.84 times in MGC-803 cells 
transfected with the miR-200b expression plas-
mid, and by 1.76 times in those cells transfected 
with both the miR-200b and Bcl-2 expression 
plasmids.

CONCLUSION: miR-200b overexpression inhib-
its MGC-803 cell proliferation, at least in part, by 
down-regulating Bcl-2 expression.
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■背景资料
microRNAs是一
类长约22个核苷
酸左右、进化保
守 的 内 源 性 非
编码单链小分子
RNA. 自1993年发
现第一个被称为
lin-4的microRNA 
以 来 ,  研 究 者 对 
microRNAs的生
物合成、功能及
作用机制进行了
大 量 研 究 .  近 年
来许多研究表明, 
microRNAs具有内
源性的调节作用, 
在个体发育、细
胞增殖或凋亡、

细胞分化、病毒
复制表达、生殖
以及肿瘤的发生
发展中都具有一
定的调控作用.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
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摘要
目的: 研究miR-200b对胃癌MGC-803细胞
B c l-2蛋白及m R N A表达的调节作用, 探讨
miR-200b对胃癌MGC-803细胞增殖的影响. 

方法:  用人工合成的m i R-200b相应的双链
互补DNA片段, 插入miRNASelectTM pEGP-
miR载体, 经测序鉴定后作为microRNA的表
达质粒; 用脂质体将miR-200b高表达质粒转
染进MGC-803胃癌细胞, 经嘌呤霉素筛选获
得阳性克隆. 构建Bcl-2高表达质粒, 转染入
MGC-803胃癌细胞和含有miR-200b高表达
质粒的MGC-803细胞中. 用RT-PCR技术和
Western blot方法分别检测Bcl-2的mRNA和蛋
白表达; 用MTT法检测胃癌MGC-803细胞增
殖的变化. 

结果: Western blot结果显示, 与正常MGC-803
细胞相比, 转染了miR-200b的胃癌MGC-803
细胞中 ,  B c l-2蛋白的表达降低了56.91%, 
RT-PCR分析显示Bcl-2 mRNA表达降低了
32.29%; MTT结果显示转染了miR-200b的细
胞增殖受到显著抑制. 进一步的实验结果显
示, 转染了Bcl-2高表达质粒的胃癌细胞增殖
受到促进, 48 h最明显增加了16.82%, 然而转
染了miR-200b和Bcl-2高表达质粒的MGC-803
细胞增殖却下降了7.97%; Western blot结果显
示, 与转染了pCMV6-XL5-Bcl-2高表达质粒的
MGC-803细胞组相比, 转染了pEGP-miR-200b
高表达质粒的MGC-803细胞中Bcl-2蛋白的表
达降低了4.84倍, 而转染了pEGP-miR-200b和
pCMV6-XL5-Bcl-2高表达质粒的MGC-803细
胞中Bcl-2蛋白的表达量降低了1.76倍.

结论: 过表达的miR-200b抑制MGC-803胃癌
细胞增殖, 这种抑制作用至少部分与Bcl-2基
因的低表达有关.

关键词: miR-200b; Bcl-2; MGC-803细胞
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0  引言

microRNAs是长度为18-25碱基(basic group, bp)
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的内源性非编码小分子RNA, 其通过与靶mRNA 
3'端相结合导致mRNA降解或翻译受抑制从而

调节基因的表达[1]. 随着研究的不断深入, 越来

越多的证据证明microRNAs具有内源性的调节

作用, 在个体发育[2,3]、细胞增殖或凋亡[4,5]、细

胞分化 [6,7]、病毒复制表达 [8,9]、生殖 [10,11]以及

肿瘤[12,13]中都具有一定的调控作用. 大量的实

验证明, 特异性表达的microRNAs参与调控癌

症的发生发展. 最近有研究发现, 在间质细胞

MDA-MB-231和BT-549乳腺癌中, miR-200家族

介导的上皮细胞钙粘蛋白的转录因子上调, 与
ZEB1的翻译直接相关, 与组蛋白H3乙酰化增加

间接相关[14]. 为进一步研究 miR-200b参与调节

癌症的发生发展, 本实验通过构建miR-200b和
Bcl-2高表达质粒, 用脂质体将该质粒转染胃癌

MGC-803, 检测细胞系中Bcl-2蛋白和mRNA表

达情况, 并观察胃癌MGC-803细胞增殖的变化

情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 1640细胞培养基, 美国Gibco公司; 胎
牛、小牛血清, 杭州四季青生物有限公司; 质粒

提取试剂盒, 天根生化科技(北京)有限公司; 总
RNA提取试剂盒(TRIzol法), 北京百泰克生物技

术有限公司; RT试剂盒, 美国MBI公司; PCR试
剂盒, 天根生化科技有限公司; LipofectamineTM 
2000转染试剂盒, Invi t rogen公司; 嘌呤霉素, 
Sigma公司; 引物合成, 上海生工生物工程服务

有限公司; 脂联素兔多克隆抗体, Cell Signaling
公司; 载体miRNASelectTM pEGP-miR, 美国Cell 
Biolabs公司; 胃癌MGC-803细胞系(上海拜力生

物公司); E.coli  DH5α, Tiangen公司; Bcl-2抗体, 
Santa Cruz公司; 载体pCMV6-XL5, OriGene公司.
1.2 方法 
1.2.1 miR-200b和Bcl-2高表达质粒的构建和鉴

定: 根据miR-200b的核苷酸序列5'-TAGCAGCA
CAGAAATATTGGC-3', 首先用DNA合成技术得

到第一链DNA, 接着通过DNA连接反应合成双

链DNA, 之后经过PCR扩增后进行体外重组, 插
入载体miRNASelectTM pEGP-miR, 构建的质粒

pEGP-200-mi, 随后转化E.coli  DH5α宿主菌. 同
样, 将Bcl-2序列插入载体pCMV6-XL5构建高表

达质粒, 转化到宿主菌中. 挑取经酶切初步证实

插入正确的单克隆菌落, 将阳性菌液1.5 mL寄上

海生工进行DNA序列测定(表1).
1.2.2 重组质粒的转染: 摇菌扩增质粒之后, 提取
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■相关报道
越来越多的实验
表明, microRNAs
可能作为癌基因
或者抑癌基因参
与癌症的发生发
展 ,  在 多 种 肿 瘤
当中, 如慢性淋巴
白血病、肺癌、

乳腺癌、恶性胶
质瘤当中均有明
显 的 特 征 性 的
microRNAs的表达
种类和量的变化.
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质粒. 用100 mL/L胎牛血清1640培养基培养24 h, 
换为优化培养基, 采用LipofectamineTM 2000试剂

盒转染, 将脂质体和质粒按照比例孵育, 形成脂

质复合体, 均匀的加到细胞培养板中, 6 h后换成

含100 mL/L胎牛血清的1640培养基. 待转染48 h
后加puromycin筛选阳性克隆, 观察转染情况. 
1.2.3 稳定转染细胞中miR-200b的表达鉴定: 提
取经初步筛选的细胞总RNA以及microRNA, 用
12.5%变性聚丙烯酰胺凝胶室温进行电泳(130 
V, 2 h). 之后电转移至尼龙膜上, 用合成的反义

寡核苷酸探针进行检测, 该探针在5'末端带有

[γ-32P]ATP标志物, 其他步骤与标准的Northern 
blot方法相同.
1.2.4 Western blot检测蛋白表达: 提取细胞总蛋

白, 定量, 与上样缓冲液按比例混匀, 100 ℃煮5 
min, 8% SDS-PAGE电泳后电转移至PVDF膜上,  
5%脱脂牛奶室温封闭1 h, 加入一抗, 4 ℃孵育过

夜, TBST洗涤3次, 每10 min换液1次. 加入二抗, 
37 ℃孵育45 min, TBST洗涤3次, 每15 min换液

1次, 在暗室中压片, 然后显影、定影. 图像应用

AlphaImager 2200软件进行分析. 
1.2.5 RT-PCR检测mRNA表达: 分别提取总RNA, 
定量后逆转录进行聚合酶链反应, 以β-actin为内

参, 其PCR条件: 94 ℃预变性5 min, 然后94 ℃变

性30 s、58 ℃退火30 s、72 ℃延伸40 s, 30个循

环后再72 ℃终末延伸5 min; Bcl-2的PCR条件: 
94 ℃预变性3 min, 94 ℃变性30 s、57.9 ℃退火

30 s、72 ℃延伸1 min, 30个循环后再72 ℃延伸5 
min.
1.2.6 MTT法检测细胞的增殖: 取对数生长期的

胃癌MGC-803细胞, 以每孔2×103个细胞接种于

96孔培养板中. 待细胞长到50%融合时更换无血

清的1640培养基同步化24 h, 后加100 mL/L胎牛

血清, 在不同时间段测值时往培养板中加入10
×MTT, 继续培养4 h, 用Elx-800酶联免疫检测仪

测定A 570nm值. 计算细胞生长抑制率, 生长抑制率 
= (1-实验组A 570值/对照组A 570值)×100%. 

统计学处理 所有实验重复3次, 结果以mean

±SD表示, 用SPSS13.0统计软件进行分析, 组内

采用One-way ANOVA进行方差分析, 组间采用

LSD或者Dunnett's T3检验进行比较, 以P <0.05为
有统计学意义.

2  结果

2.1 Western blot检测Bcl-2蛋白表达 与MGC-803
细胞组相比, 转染了pEGP-miR-200b高表达质

粒的M G C-803细胞中B c l-2蛋白表达明显减

少, 降低了56.91%(0.3289±0.042 vs  0.7632±
0.057, P <0.05). 而转染了pEP-miR Null Control
的MGC-80细胞组与正常组组间无统计学意义

(P >0.05). 结果表明转染了miR-200b的MGC-803
细胞Bcl-2蛋白的表达水平明显减少(图1). 
2.2 miR-200b对Bcl-2 mRNA表达的影响 与对

照组相比, 转染了pEGP-miR-200b高表达质粒

的MGC-803细胞的Bcl-2 mRNA表达水平明显

减少, 降低了32.29%(0.5603±0.05 vs  0.8276±
0.07, P <0.05), 而转染了pEP-miR Null Control的
MGC-803细胞组与正常组组间无统计学意义

(P >0.05). 结果表明转染了miR-200b的MGC-803
细胞Bcl-2的mRNA水平明显减少(图2). 
2.3 MTT法检测细胞增殖结果 由结果可知转染

了pEPG-miR-200b高表达质粒的MGC-803细胞

的增殖情况受到抑制, 其中在48 h增殖抑制效

表  1  β-actin和Bcl-2引物序列

     
名称	                扩增长度(bp)			   引物序列(5'-3')

β-actin		      480		     正义链: CATCCTGCGTcTGGACCT

				       反义链: CAGGAGGAGCAATGATCTTG

Bcl-2		      318		     正义链: CGACGACTTCTCCCGCCGCTACCGC

				       反义链: CCGCTAGCTGGGGCCGTACAGTTCC

1                 2                 3
26 kDa

43 kDa

Bcl-2

b-actin

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

B
cl

-
2相

对
密

度

1                      2                      3

a

图  1  Western blot检测Bcl-2蛋白的表达. 1: MGC-803; 

2: 转染了pEP-miR Null Control的MGC-803; 3: 转染了

pEGP-miR-200b的MGC-803. aP<0.05 vs  正常MGC-803.

■创新盘点
本 实 验 将 m i R -
200b高表达质粒
转染到MGC-803
细胞中, 探讨其对
MGC-803细胞增
殖及Bcl-2表达的
影响, 并且构建了
Bcl-2高表达质粒, 
进一步研究miR-
200b、Bcl-2以及
细胞增殖三者之
间的关系.
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果最强(增殖抑制率15.52%, P <0.05). 而转染了

pEP-miR Null Control的MGC-803细胞组与正常

组组间无统计学意义(P >0.05, 图3).
2.4 Bcl-2对细胞增殖的影响

2.4.1 B c l-2对胃癌M G C-803细胞增殖的影

响: 与MGC-803组相比, 转染了pCMV6-XL5-
B c l-2高表达质粒的M G C-803细胞的增殖受

到促进 ,  在48 h增殖抑制效果最强 ,  增加了

16.82%(P <0.05); 转染了pEPG-miR-200b高表达

质粒的MGC-803的增殖情况受到抑制, 在48 h降
低了15.77%(P <0.05); 而转染了pEGP-miR-200b
和pCMV6-XL5-Bcl-2高表达质粒的MGC-803
细胞组, 其48 h的增殖抑制率相对于正常组降

低了7.97%(P <0.05). 与pCMV6-XL5-Bcl-2高表

达质粒的MGC-803细胞组相比, 转染了pEGP-
miR-200b和pCMV6-XL5-Bcl-2高表达质粒的

M G C-803细胞组在48h其增殖抑制率降低了

21.21%(P <0.05). 而转染了pEP-miR Null Control
的MGC-803细胞组与正常组组间无统计学意义

(P >0.05, 表2). 实验结果提示Bcl-2的高表达可

能与细胞增殖存在密切联系, 同时也间接验证

了miR-200b至少部分通过打靶Bcl-2影响细胞

的增殖.
2.4.2 Western blot检测Bcl-2蛋白表达: 与转染了

pCMV6-XL5-Bcl-2高表达质粒的MGC-803细
胞组相比, 转染了pEGP-miR-200b高表达质粒

的MGC-803细胞的Bcl-2蛋白明显减少, 降低了

4.84倍(0.1176±0.065 vs  0.6863±0.043, P <0.05, 
图4), 而转染了pEGP-miR-200b和pCMV6-XL5-
Bcl-2高表达质粒的MGC-803细胞中, Bcl-2蛋白

的表达量降低了1.76倍(0.2484±0.047 vs  0.6863
±0.043, P <0.05). 相对于转染了pEGP-miR-200b
的MGC-803细胞组, 转染了pEGP-miR-200b和
pCMV6-XL5-Bcl-2高表达质粒的MGC-803细
胞组Bcl-2蛋白的表达量增加了52.65%(0.2484
±0.047 vs  0.1176±0.065, P <0.05). 转染了pEP-
miR Null Control的MGC-80细胞组与正常组组

间无统计学意义(P >0.05). 实验结果提示了Bcl-2
是miR-200b的靶位点之一. 

3  讨论

胃癌是全球高发的恶性肿瘤之一, 但目前我们

对胃癌的发病机制尚缺乏全面和深入的了解. 
现有研究证明, microRNAs可能作为癌基因或者

抑癌基因参与癌症的发生发展. 本文通过实验

发现, 转染了miR-200b高表达质粒的MGC-803
细胞增殖受到了抑制; 过表达的m i R-200b在
MGC-803人胃癌细胞中对Bcl-2具有明显的调节

表  2  MTT法检测细胞增殖结果 (mean±SD)

     
					                   12 h		    24 h		          48 h

转染了pEPG-miR-200b的MGC-803		       0.286±0.032	            0.382±0.053a	 0.486±0.050a

转染了pEGP-miR-200b和			        0.289±0.041	            0.413±0.044ac	 0.531±0.044ac

pCMV6-XL5-Bcl-2的MGC-803

MGC-803				         0.293±0.053	            0.451±0.064a	 0.577±0.043a

转染了pCMV6-XL5 Control的 MGC-803	      0.299±0.065	            0.453±0.031	 0.581±0.049

转染了pCMV6-XL5-Bcl-2的MGC-803		       0.307±0.045	            0.524±0.060a	 0.674±0.065a

aP<0.05 vs  正常MGC-803; cP<0.05 vs  转染了pCMV6-XL5-Bcl-2的MGC-803.

图  2  RT-PCR检测Bcl-2 mRNA的表达. 1: MGC-803; 2: 转

染了pEP-miR Null Control的MGC-803; 3: 转染了pEGP-

miR-200b的MGC-803. aP<0.05 vs  正常MGC-803.
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图  3  MTT法检测细胞增殖结果. aP<0.05 vs  正常MGC-803.
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■应用要点
本研究发现过表
达的miR-200b抑
制MGC-803胃癌
细胞增殖, 这种抑
制作用至少部分
与Bcl-2基因的低
表 达 有 关 ,  提 示
microRNAs可能
成为临床肿瘤治
疗方面的新手段.
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作用; 通过转染Bcl-2高表达质粒进一步研究发

现, miR-200b对MGC-803细胞增殖的抑制作用, 
至少部分是通过调节Bcl-2实现的. 

越来越多的证据显示, 人类的一些恶性肿

瘤组织中microRNAs基因的表达发生改变, 如肺 
癌[15,16]、肝癌[17]、结肠癌[18,19]、鼻咽癌[20]、卵

巢癌[21]、乳腺癌[22]. microRNA在胃癌中的调

节作用也被越来越多的实验证实, Wan等[23]发

现miR-9在人类胃癌中下调, 过表达的miR-9抑
制人胃癌MGC-803细胞的生长, miR-9打靶NF-
kappaB1, 并且调节胃癌细胞的生长. miR-150
在胃癌细胞系和组织中高表达 ,  异位表达的

miR-150促进肿瘤和胃癌细胞扩散. 荧光素酶报

告基因分析表明, EGR2是miR-150的直接靶位

点[24]. 胆管癌细胞系中miR-21, miR-141, miR-
200b过表达, 抑制miR-21和miR-200b会增加对

吉西他滨的敏感性, 但是抑制miR-141的表达

会抑制细胞增长[25]. 人类结肠癌细胞系中, miR-
200b表达上调, 加入5-氟尿嘧啶处理之后miR-
200b表达下调. miR-200b抑制络氨酸磷酸酶蛋

白-PTPN12, 从而使c-Abl, Src和Ras等癌基因失

活[26]. 本实验发现, miR-200b对胃癌MGC-803细
胞的增殖具有调节作用, 过表达的miR-200b能
够抑制胃癌MGC-803细胞的增殖. 

癌基因Bcl-2位于染色体18q上, 编码相对

分子质量26 000 Da蛋白质. 由于染色体易位

(14, 18)导致14号染色体上的免疫球蛋白重链

基因(IgH)与18号染色体上的Bcl-2的融合, 从而

使Bcl-2蛋白质过表达, 通过将细胞阻滞在G0/G1

期而抑制细胞凋亡, 促进肿瘤生长和演进[27-29]. 
Bcl-2过度表达与多种上皮性肿瘤的发生发展密

切相关, 可导致DNA受损的细胞持续生存、突

变产物聚集. Pan等[30]报道1 196例日本早期胃癌

Bcl-2表达与淋巴结转移的关系, 结果显示Bcl-2
表达增加更易导致胃癌的浸润发展和淋巴结转

移. 在肝癌细胞中, Bcl-2和Mcl-1是miR-29的直

接靶位点, 沉默Bcl-2和Mcl-1的表达能够增强

miR-29的作用, 然而过表达的Bcl-2和Mcl-1则
会降低miR-29的作用. 高表达的miR-29导致线

粒体的丢失和细胞色素C向细胞质的释放, 提示

miR-29可能通过Mcl-1和Bcl-2参与的线粒体途

径促进凋亡[31]. 
在我们的实验中 ,  我们选取B c l-2为研究

对象, 观察miR-200b对Bcl-2的调节作用, 实验

结果显示, 用脂质体转染miR-200b高表达质粒

到胃癌MGC-803细胞后, 过表达的miR-200b使
Bcl-2蛋白和mRNA的表达降低. 为了进一步验

证miR-200b, Bcl-2与胃癌MGC-803细胞增殖之

间的关系, 我们构建了Bcl-2高表达质粒, 转染进

MGC-803胃癌细胞和含有miR-200b高表达质粒

的阳性细胞系, MTT结果显示Bcl-2高表达质粒

组的胃癌细胞增殖受到促进, Western blot结果

提示miR-200b至少部分通过打靶Bcl-2基因并抑

制其蛋白表达, 进而抑制细胞增殖. 
本实验通过构建miR-200b高表达细胞系, 

分析miR-200b对胃癌细胞增殖的影响及Bcl-2表
达的调节作用, 并且通过Bcl-2高表达质粒的构

建, 进一步确定miR-200b, Bcl-2与细胞增殖之间

的关系. 我们的结果显示, 转染了miR-200b高表

达质粒的胃癌细胞中Bcl-2在蛋白和mRNA水平

都受到了不同程度的抑制, 并且细胞增殖受到

抑制, 这种抑制作用至少部分通过miR-200b打
靶Bcl-2实现的. 本实验的完成为我们进一步研

究探索microRNAs对癌症的调节作用及其临床

治疗提供了理论依据.
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