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Abstract
AIM: To investigate the expression of microR-
NA-433 in gastric cancer and to explore the pos-
sible mechanisms involved.

METHODS: The expression level of microR-
NA-433 in 43 cases of gastric cancer  and matched 
adjacent normal tissue samples was examined 
by qRT-PCR. The relationship between mi-
croRNA-433 expression and clinical features 
of gastric cancer was analyzed. Human gastric 
cancer SGC-7901 cells were treated with 1, 5, or 
10 μmol/L of 5-Aza-CdR for five days, and the 
expression level of microRNA-433 in treated 
cells was determined. SGC-7901 cells were then 
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■背景资料
目前有相当多的
研究发现, microR-
NAs在肿瘤的发
生发展中有着重
要的作用, microR-
NAs在细胞内表
达异常可以引起
多种肿瘤.

transfected with a microRNA-433 mimic, and the 
proliferation and apoptosis of the transfected cells 
were examined by FCM.

RESULTS: The expression level of microR-
NA-433 was lower in gastric cancer than in 
normal gastric tissue (P < 0.05). MicroRNA-433 
expression was associated with tumor stage (P < 
0.05), but not with sex, age or tumor differentia-
tion. The expression level of microRNA-433 in 
SGC-7901 cells was significantly lower than that 
in gastric mucosal cell line GES-1. Treatment of 
SGC-7901 cells with 5-Aza-CdR up-regulated 
microRNA-433 expression in a dose-dependent 
manner. Transfection of SGC-7901 cells with a mi-
croRNA-433 mimic up-regulated the expression 
of microRNA-433 and increased cell apoptosis.

CONCLUSION: The expression level of mi-
croRNA-433 is lower in gastric cancer than in 
normal gastric tissue. MicroRNA-433 expres-
sion correlates with tumor stage. Treatment of 
SGC-7901 cells with 5-Aza-CdR up-regulates mi-
croRNA-433 expression possibly by regulating 
promoter methylation. Transfection of SGC-7901 
cells with a microRNA-433 mimic accelerates 
apoptosis of tumor cells, suggesting that mi-
croRNA-433 is a potent tumor suppressor.

Key Words: MicroRNA-433; Gastric cancer; Meth-
ylation; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨胃癌组织中microRNA-433表达
差异以及其可能下调的机制 ,  及在低表达
microRNA-433胃癌细胞系中提升其表达的量
对细胞生长的影响. 

方法:  取胃癌组织及其正常癌旁组织43例 , 
实时定量检测两者表达差异, 并结合病例分

■同行评议者
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析. 使用1、5、10 μmol/L 5-Aza-CdR干预胃
癌SGC-7901细胞, 检测每组microRNA-433
的表达变化. 转染microRNA-433 mimics进入
SGC-7901细胞, 用流式细胞术检测细胞增殖
凋亡情况. 

结果 : 胃 癌 组 织 相 对 其 正 常 癌 旁 组 织 , 
microRNA-433表达量明显减低, 差异有明
显统计学意义(P <0.05), microRNA-433表达
与性别、分化、年龄无明显关系(P >0.05), 
同肿瘤分期有统计学意义(P <0.05). 胃癌细
胞系SGC-7901中microRNA-433的表达相
对于正常胃黏膜上皮细胞G E S-1明显减低. 
SGC-7901细胞通过甲基化酶抑制剂5-Aza-
CdR以浓度1、5、10 μmol/L处理5 d之后, 分
别检测microRNA-433的表达, 相对未处理组, 
其表达均有上升并且呈现出剂量依赖性. 将
microRNA-433 mimics转染至SGC-7901中提
高其表达, 通过流式细胞术检测发现, 相比未
处理组, 提高表达后肿瘤细胞凋亡率上升, 具
有统计学意义(P <0.05). 

结论: microRNA-433在胃癌组织中表达减低, 
并且同肿瘤分期有关. 使用5-Aza-CdR作用
SGC-7901肿瘤细胞系后, microRNA-433的表达
明显上升. 其表达下调的机制可能是由于前端
启动子区域高甲基化造成, 转染提升肿瘤细胞
中microRNA-433的表达, 可以促进肿瘤细胞的
凋亡. microRNA-433具有潜在的抑癌作用. 

关键词: microRNA-433; 胃癌; 甲基化; 凋亡
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0  引言

在��范围内, 胃癌(gastric cancer, GC)发病率

居高不下, 在男性恶性肿瘤当中占第2位, 仅次

于肺癌, 在女性恶性肿瘤中占据第4位. 在我国, 
目前胃癌在各种恶性肿瘤中已经占据首位. 微
小核糖核酸(microRNAs, miRNAs)是一种微

小非编码RNAs, 在翻译水平通过与mRNA的

3'UTR(untranslated region, UTR)完全或不完全

结合加速mRNA的降解或者抑制mRNA的降解
[1]. 目前有相当多的研究发现, microRNAs在肿瘤

的发生发展中有着重要的作用, microRNAs在细

胞内表达异常可以引起多种肿瘤[2]. microRNAs
的表达调控机制仍未完全阐明, 但许多研究成果

显示, 相当部分的microRNAs表达受到表观遗传

学的调控, DNA甲基�修饰便是其中之一[3-7]. 表
观遗传学在动物的生命过程中具有极其重要的

作用, 与相当多疾病的产生和演变也有着密切的

联系. 在基因中, 有许多抑癌基因和癌基因, 前者

启动子前端甲基�有可能导致肿瘤的发生和发

展, 后者启动子前端去甲基�也可以导致肿瘤的

发生或发展. 许多实验也证明, 改变基因的甲基

�状态, 往往可以改变或逆转肿瘤的发展. Luo
等[8]通过基因芯片筛查发现miRNA-433在胃癌

细胞系和肿瘤组织中表达下降, 但是未对临床

标本进行实时PCR检测进一步验证, 于是本实验

首先检测临床标本中miRNA-433的表达差异, 然
后在SGC-7901中转染miRNA-433的mimics对细

胞的生长的影响, 探讨miRNA-433在胃癌发生

发展中的作用及其潜在功能. 5-氮�-2'-脱氧胞

苷(5-aza-2'-deoxycytidine, 5-Aza-CdR), 一种DNA
甲基转移酶(DNA methyltransferase, DNMT)抑
制剂, 通过抑制甲基�转移酶, 可使多种启动子

区域高甲基�的抑癌基因重新表达或表达增高
[9,10]. 鉴于miRNA-433前端启动子区域存在CpG
岛, 其可能由于甲基�从而导致表达下降, 故而

给予SGC-7901胃癌细胞系5-Aza-CdR处理, 观察

miRNA-433表达变�,  探索miRNA-433在胃癌中

表达下调的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集�中科技大学同济医学院附属

协和医院胃肠外科胃癌手术患者4 3例标本

(2010-08/2011-09)作为研究对象, 其中男28例, 
女15例, 年龄28-74岁, 平均年龄55.2岁. 所有患

者术前均未进行�学治疗, 标本适当处理后置未进行�学治疗, 标本适当处理后置进行�学治疗, 标本适当处理后置

于-80 ℃冰箱, 留作日后使用; 细胞株SGC-7901, 
GES-1为�中科技大学同济医学院附属协和医

院腹腔镜外科实验室冻存; 胎牛血清, 1640培养

基均购自Hyclone公司; Opti-MEM培养基、lipo-自Hyclone公司; Opti-MEM培养基、lipo-Hyclone公司; Opti-MEM培养基、lipo-
fectaminTM2000购自Invitrogen公司; 5-氮�-2-脱自Invitrogen公司; 5-氮�-2-脱Invitrogen公司; 5-氮�-2-脱
氧胞苷由sigma公司提供; TRIzol试剂, 逆转录、、

qRT-PCR试剂盒均由TAKARA提供; microRNA 
mimics和neagtive control购自广州锐博生物公自广州锐博生物公广州锐博生物公

司; microRNA引物及内参U6引物由南京金斯瑞

公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 胃癌标本中实时定量PCR检测miRNA-433
表达: (1)RNA提取. 按TRIzol试剂说明书抽提标

本中总RNA, DEPC水对RNA进行溶解, 用分光

■相关报道
Luo等提出并且证
实miRNA-433可
以结合与生长因
子受体结合蛋白
2, 抑制其翻译表
达, 从而通过多条
通路抑制细胞生
长, 增殖, 分化.
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光度计测量260 nm和280 nm下吸光度(A )值, 以
确定和调整RNA的浓度和纯度; (2)miRNA-433
在胃癌标本中的表达检测. 本实验选择U6基因

作为内部参照, 引物序列引自参考文献[3]. 用
提取的1 μg总RNA同miRNA-433 RT Primer 2 
μL, U6 RT Primer 2 μL, 5×PrimerScript®Buffer 
4 μL, PrimerScript® RT Enzyme Mix Ⅰ 1 μL, 余
下加入无RNA酶双蒸水补足至20 μL体系. 设置

反应条件为: 42 ℃ 60 min, 70 ℃ 10 min. 反应

结束后-80 ℃保存. 然后以20 μL体系进行实时

定量PCR, 体系包括: SYBR®Primix Ex TagTMⅡ

(2×)10 μL, microRNA-433 Forward Primer(10 
μmol/L)1 μL, microRNA-433 Reverse Primer(10 
μmol/L)1 μL, RT产物(cDNA)2 μL, 灭菌蒸馏水

6 μL. 反应条件设置为: 95 ℃预变性: 30 s; 95 ℃
变性: 10 s, 60 ℃退火: 20 s, 70 ℃延伸: 10 s, 循
环45次. 实时定量PCR使用Applied Biosystems 
7500设备, 每个样品设3个复孔. 根据每孔荧光

信号达到阈值时经历的循环数作为Ct值, 以U6
为内参, 使用相对定量法, 用N = 2-∆∆Ct表示肿瘤

中miRNA-433相对正常组织表达的倍数, 此时∆

∆Ct = (CtmiRNA-433-CtU6)肿瘤-(CtmiRNA-433-CtU6)正常. 
1.2.2 细胞培养及去甲基化处理以及对m i R-
N A-433表达的检测 :  (1 )细胞培养 .  冻存的

SGC-7901细胞株在37 ℃水中快速复苏, 加入 
4 mL 1640培养基后快速1 000 r/min离心5 min, 
弃上清, 用5 mL 1640培养基重悬, 移入培养瓶

中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中. 正常

胃黏膜上皮细胞系G E S-1采取同上相同的步

骤培养; (2)检测胃癌正常黏膜细胞系GES-1同
SGC-7901细胞miRNA-433的表达差异. 取生长

对数期细胞, 分别种于6孔培养板中, 每孔种植

5×105个细胞, 24 h细胞贴壁生长后, PBS洗涤

2遍, TRIzol法提取总DNA, 逆转录后进行实时

定量PCR, 检测两者之间表达差异; (3)细胞培

养干预及检测. 6孔板中每孔种植0.5×105个细

胞, 种植5组, 每组3个复孔, 放入37 ℃温箱培养

4 h后, 分别在每孔中加入0、1、5、10、1、5、101、5、10、5、105、10、1010 μmol/L 
5-Aza-CdR, 阴性对照组分别加入等量的DMSO, 
每天更换培养基并按上述加药, 5 d后实时定量

PCR检测microRNA-433的表达变�; (4)转染

miRNA-433 mimics对SGC-7901细胞系生长的

影响. 转染前1 d, 细胞悬浮计数, 6孔板每孔种4
×105个肿瘤细胞, 共设3孔, 设立对照、空白、、空白、空白、、

转染组, 设3个复孔. 用250 μL不含血清培养基

Opti-MEM稀释mimics和阴性对照, 孵育5 min. 然

后用250 μL不含血清培养基Opti-MEM稀释5 μL 
lipofectaminTM2000, 将两者混合室温孵育20 min, 
混合液加入已经添加不含血清培养基Opti-MEM 
1.5 mL 6孔板中, 6 h后更换普通培养基. 转染后

36 h, 将6孔板培养液吸出, PBS洗涤一次, 胰酶

��2 min, 将细胞从板中吹打下来, 收集进离心

管中, 离心计数, 取5×104-10×104个细胞, 离心

弃上清加入195 μL Annexin V-FITC结合液重悬, 
再加入5 μL Annexin V-FITC, 轻轻混匀. 室温孵

育20 min, 离心弃上清, 加入Annexin V-FITC结
合液190 μL, 加入10 μL碘�丙啶染色液, 冰浴放

置, 流式检测. 
统计学处理 SPSS19.0统计软件包处理数据, 

实验数据以mean±SD表示, 采用Wilcoxon符号

秩检验(配对正常组和肿瘤组), Mann-Whitney U
检验(2组)和Kruskal-Wallis H检验(多组)进行统

计学处理, P <0.05具有统计学意义, P <0.001具有

显著统计学差异. 

2  结果

2.1 miRNA-433在胃癌组织及其癌旁正常组织中

的表达 在以U6为内参照的情况下, 同胃癌癌肿

周边正常组织比较, miRNA-433的表达量在胃

癌中是相对下降的, 其表达量(N = 2-∆∆Ct)N值为

0.623±0.197, 可以见得, miRNA-433在肿瘤细

胞上皮中的表达是明显低于其对应的正常组织

胃黏膜(图1). 并且发现miRNA-433在TNM分期

Ⅰ、Ⅱ相比Ⅲ、Ⅳ期明显增高(表1), 具有统计、Ⅱ相比Ⅲ、Ⅳ期明显增高(表1), 具有统计Ⅱ相比Ⅲ、Ⅳ期明显增高(表1), 具有统计、Ⅳ期明显增高(表1), 具有统计Ⅳ期明显增高(表1), 具有统计

学意义(P  = 0.035). 
2.2 正常胃黏膜细胞系GES-1同SGC-7901中

miRNA-433表达差异 SGC-7901中的miRNA-433

表  1  miRNA-433的表达同病例的关系

       n miRNA-433表达量  P 值

性别 0.236

  男 28         0.654±0.219

  女 15    0.558±0.138

分化程度 0.842

  高中分化 26    0.621±0.160

  低分化 17    0.625±0.249

年龄 0.582

  ≤60 24    0.605±0.156

  ＞60 19    0.645±0.241

TNM分期 0.024

  Ⅰ, Ⅱ 29    0.701±0.180

  Ⅲ, Ⅳ 14    0.460±0.115

■创新盘点
本文收集充足标
本, 对miRNA-433
的表达同临床病
理 进 行 了 分 析 , 
其 次 又 验 证 了
miRNA-433的潜
在抑癌作用, 从表
观遗传的角度阐
述了miRNA-433
表达可能导致肿
瘤的发生.
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的表达量较低, 相对于正常胃黏膜细胞系GES-1
下调了72.7%, 差异性明显(P <0.05, 图2). 
2.3 5-氮杂-2-脱氧胞苷后对miRNA-433在胃

癌细胞系S G C-7901中表达的影响  同未进行

处理的SGC-7901细胞相比, 其细胞表达miR-
NA-433的量随着5-Aza-CdR的量增加而增加,  
0 µmol/L组为1.00±0.08, 1 µmol/L组为1.16±
0.03, 5 µmol/L组为1.28±0.06, 10 µmol/L组为

1.57±0.06, Kruskal-Wallis H检验差异有明显统

计学意义(P  = 0.016, 图3). 
2.4 转染mimics进入SGC-7901后对细胞凋亡的影

响 转染后导致肿瘤细胞凋亡增加. Mimics组凋

亡明显, 达到24.4%±1.1%, 其阴性对照组为3.2%
±1.0%, 正常对照组为2.5%±1.0%. 其中mimics
同其余两组相比, 统计学差异明显(P<0.05), 阴性

对照同正常组无明显差别(P>0.05, 图4). 

3  讨论

已经有越来越多的研究表明, 一些microRNAs
在�类的肿瘤性疾病中表达出现混乱[11-16]. 具
有抑癌作用的miRNAs, 其表达下调或缺失将

导致其靶蛋白脱离控制, 表达上调, 促进肿瘤细

胞过度增殖, 生长加速, 凋亡缺失, 从而导致了

肿瘤细胞的产生和肿瘤的发生和发展[17-20]. 例
如, 在慢性淋巴细胞白血病中发现miRNA-15和
miRNA-16表达下调甚至缺失[21]; 在胆管癌中, 
miRNA-513下调, 使得肿瘤细胞发生免疫逃避

而发生肿瘤[22]. 同时, miRNAs的表达出现异常, 
也有近期研究发现, 在胃癌中有多个miRNA的

表达发生下调, 其中有些是由于其启动子发生

了高甲基�, 这些miRNA在正常表达的情况下

被证实具有一定的抑癌功能[23-28]. 例如, miRNA-
34b、miRNA-34c在胃癌细胞中启动子CpG岛发、miRNA-34c在胃癌细胞中启动子CpG岛发miRNA-34c在胃癌细胞中启动子CpG岛发

生高甲基�从而导致其低表达, 而正常�黏膜

中却没有甲基�这一现象[29]. 从而提示, miRNAs
启动子区域高甲基�也是胃癌的发生机制之一. 

在本实验中, 首先通过对临床标本应用Real-
time RT-PCR技术检测了43例标本中肿瘤和肿瘤

旁正常组织miRNA-433的表达情况, 结果发现: 
相比正常的胃黏膜组织, 肿瘤部分miRNA-433的
表达明显降低, 差异有统计学意义(P <0.05), 与
Luo等[8]的研究结果相一致. 并且通过临床病例

分析, 发现microRNA-433在TNM分期3, 4期同

1, 2期相比, 晚期肿瘤病例的表达相对早期病例

较低, 具有统计学差异(P <0.05). 与Ueda等[30]的

研究结果具有类似性. 至于在胃癌中miRNA-433
下调的机制, 本文首次通过将甲基�抑制剂5-氮
�-2-脱氧胞苷加入到低表达miRNA-433的胃癌

细胞系SGC-7901中作用一段时间后, 再去检测

miRNA-433的表达是否有变�, 并且通过实时

定量PCR的方法, 证实了在加入了5-氮�-2-脱氧

胞苷后, SGC-7901中的microRNA-433的表达提

胃癌 癌旁组织
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达差异��. 

■应用要点
本文初步验证mi-
RNA-433的功能, 
对其潜在抑癌作
用和表达下调机
制进行了分析, 为
临床分子靶向治
疗提供了思路.
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升明显, 同未加药组相比具有明显的统计学意

义(P <0.05). 由此间接证明了microRNA-433前端

启动子CpG岛甲基�是导致了microRNA-433在
胃癌中下调的可能机制之一. 关于microRNA的

作用机制, Luo等[8]提出并且证实其可以结合与

生长因子受体结合蛋白2(growth factor receptor-
bound protein 2, GRB2), 抑制其翻译表达, 从而通

过多条通路抑制细胞生长、增殖、分�. 叶韵斌、增殖、分�. 叶韵斌增殖、分�. 叶韵斌、分�. 叶韵斌分�. 叶韵斌

等[31]证实抑制GRB2的表态抑制乳癌细胞生长并

诱导细胞调亡. 我们通过将miRNA-433的mimics
转染到SGC-7901细胞系中, 提高了miRNA-433
在胃癌细胞系中表达之后, 用流式细胞术检测其

对细胞凋亡的影响, 发现mimics组相比空白和阴

性对照组, 其细胞凋亡率上升, 差异具有统计学

意义(P <0.05). 
总之, 本次研究证明了microRNA-433相比

正常癌旁组织, 在胃癌组织中其表达是下调的, 
其表达同肿瘤分期相关. 通过实时定量PCR间

接证明了microRNA-433启动子甲基�在其下调

机制中具有明显作用, 最后通过转染mimics, 流
式细胞术检测细胞凋亡, 证明了microRNA-433
具有一定的抑癌基因作用. 因此, 通过药物改变

miRNA-433启动子甲基�状态可能成为靶向治

疗胃癌的靶点. 
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