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Abstract
AIM: To screen differentially expressed miR-
NAs in human gastric carcinoma cells with up-
regulated caudal type homeobox gene 2 (CDX2) 
expression and to analyze their effect on biologi-
cal behavior of cells.

METHODS: A recombinant eukaryotic expres-
sion plasmid carrying the CDX2 gene was con-
structed. SGC-7901 cells were divided into three 
groups: non-transfected cells, cells transfected 
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上调CDX2基因表达对人胃癌SGC-7901细胞miRNA表达
谱及生物学功能的影响

张健锋, 董丽娟, 蒋 伟, 张 弘, 丁伟峰, 周国雄, 毛振彪
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■背景资料
胃癌是常见的消
化系恶性肿瘤之
一, 严重危害着人
类的生命健康. 胃
癌的发生发展是
一个多阶段、多
步骤、涉及多基
因的病理过程, 其
确切的发病机制
至今尚不清楚. 

with PEGFP-N1 or PEGFP-N1-CDX2. The ex-
pression of GFP was observed by fluorescent 
microscopy. Expression of CDX2 mRNA and 
EGFP-CDX2 fusion protein was detected by 
qRT-PCR and Western blot, respectively. Cell 
proliferation was measured using CCK8 assay. 
In vitro cell migration and adhesion were mea-
sured by cell scratch assay, Transwell assay and 
cell adhesion assay. Differentially expressed 
miRNAs were detected using a miRNA chip, 
and their target genes were forecasted using Mi-
randa, TargetScan and Mirtarget2 software.

RESULTS: The eukaryotic expression vector 
PEGFP-N1-CDX2 was successfully constructed. 
The expression levels of CDX2 mRNA and 
protein were higher in SGC-7901 transfected 
with PEGFP-N1-CDX2 than in control cells. In 
SGC-7901 cells transfected with PEGFP-N1-
CDX2, cell proliferation, invasion and adhesion 
were significantly inhibited (all P < 0.05) com-
pared with non-transfected cell or cells transfect-
ed with PEGFP-N1. Of 59 identified differential-
ly expressed miRNAs between cells transfected 
PEGFP-N1-CDX2 and those transfected with 
PEGFP-N1, 25 had > 2-fold up-regulation and 34 
had > 2-fold down-regulation in cells transfected 
with PEGFP-N1-CDX2. Many target genes of 
these differentially expressed miRNAs were pre-
dicted using miRNA target predication tools.

CONCLUSION: Up-regulation of CDX2 expres-
sion inhibits the growth, migration and adhesion 
of SGC-7901 cells. The antitumor effect of CDX2 
may be associated with miRNA expression.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
研究发现尾型同
源盒基因2(caudal 
type  homeobox 
gene 2, CDX2 )能
够抑制肠化生组
织向胃癌的转变, 
推测他是抑制胃
癌侵袭和转移的
重 要 因 素 .  近 年
来发现miRNA与
肿瘤的发病密切
相 关 ,  参 与 多 种
肿瘤细胞增殖、
凋亡、侵袭或血
管形成等过程.

wjgnet.com/1009-3079/21/2241.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i23.2241

摘要
目的: 筛选上调尾型同源盒基因2(caudal type 
homeobox gene 2, CDX2 )基因表达时人的胃
癌细胞SGC-7901中差异表达的miRNA并预测
其靶基因, 并观察其对胃癌细胞生物学行为的
影响. 

方法: 提取瞬时转染48 h后空载体组(转染
P E G F P-N1组)和转染组(转染P E G F P-N1-
CDX2组)细胞的总RNA, 应用miRNA芯片
检测差异表达的miRNA, 并通过Miranda、
TargetScan、Mirtarget2软件预测其靶基因, 通
过Gene Ontology(GO)和KEGG pathway分析
了解靶基因功能. CCK8法检测细胞增殖能力, 
划痕试验、Transwell小室、细胞黏附实验检
测各组细胞体外迁移黏附能力. 

结果: PEGFP-N1-CDX2组较空载体组有59
种差异表达的miRNA, 其中25种miRNA发生
2倍以上表达上调, 34种miRNA发生2倍以上
表达下调. 通过Gene Ontology(GO)和KEGG 
pathway分析得到部分miRNA靶基因功能, 这
些靶基因参与了肿瘤的发生、发展、转移及
预后. 与对照组相比, PEGFP-N1-CDX2组的胃
癌细胞生长、迁移和黏附能力均明显受到抑
制(P <0.05). 

结论: 上调CDX2 基因表达可明显抑制人胃癌
细胞SGC-7901的生长, 抑制其迁移黏附能力, 
CDX2基因的抗肿瘤作用可能与miRNA有关. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胃癌是常见的消化系恶性肿瘤之一, 在我国其

发病率占消化系恶性肿瘤的首位, 严重危害着

人类的生命健康. 胃癌的发生发展是一个多阶

段、多步骤、涉及多基因的病理过程, 其确切

的发病机制至今尚不清楚[1,2]. 
尾型同源盒基因2(caudal type homeobox 

gene 2, CDX2 )是一种特异性核转录因子, 在正

常胃黏膜上皮中CDX2阴性表达, 在慢性萎缩性

胃炎伴肠化的胃黏膜上皮中, 随着杯状细胞等

一系列肠道特异性细胞的出现, CDX2的表达明

显增强, 提示CDX2的表达是胃黏膜癌变过程中

的早期事件[3,4]. 研究发现CDX2能够抑制肠化

生组织向胃癌的转变, 因此推测他是抑制胃癌

侵袭和转移的重要因素[5-7]. 近年来发现miRNA
与肿瘤的发病密切相关, 参与多种肿瘤细胞增

殖、凋亡、侵袭或血管形成等过程[8,9]. 本项目

通过分子克隆、实时荧光定量PCR、Western 
blot、CCK8法、细胞划痕试验、Transwell小
室、细胞黏附实验等现代分子生物学技术、在

体外环境的试验中研究上调CDX2基因表达对

胃癌细胞生物学行为的影响, 并通过基因芯片

扫描技术筛选上调CDX2基因表达时差异表达

的miRNA, 预测其靶基因, 分析CDX2基因在胃

癌发生发展中的可能作用及机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株A G S、M K N-45和
SGC-7901均购自中国科学院细胞库. 3种人胃癌

细胞株均在含10%胎牛血清的RPMI 1640培养

液、37 ℃、5%CO2培养箱内培养. PEGFP-N1、
大肠杆菌感受态细胞由南通大学外科实验室

提供. TRIzol、PrimeScript RT reagent Kit、
SYBR Premix Ex TaqTM(Perfect Real Time)(日
本TaKaRa公司), 引物合成(上海生工生物工程

有限公司), CDX2抗体(Santa Cruz公司), 辣根

过氧化物酶标记山羊抗小鼠IgG(H+L)(碧云天

生物技术研究所), T4 DNA连接酶、限制性核

酸内切酶XhoⅠ、HindⅢ(Fermentas公司), 纯
化回收试剂盒(Omega公司), 质粒抽提试剂盒

(Axygen公司), TurboFectTM in vitro  Transfec-
tion Reagent(Fermentas公司), CCK8(日本同仁), 
Matrigel胶(BD公司), 结晶紫染色液(碧云天生物

技术研究所), 多聚甲醛(Sigma公司), Transwell
小室(Costar公司), 多功能酶标仪(Thermo公司), 
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■相关报道
miRNA不仅可以
作为肿瘤抑制因
子 ,  也 可 以 作 为
肿 瘤 发 生 因 子 , 
miRNA的表达失
控是各种疾病尤
其是肿瘤的重要
特征.

miRCURYTM Hy3TM/Hy5TM Power标记试剂盒(丹
麦Exiqon公司), Axon GenePix4000B芯片扫描仪

(美国Molecular Devices公司). 
1.2 方法

1.2.1 CDX2低表达: 胃癌细胞株筛选: 取人胃癌

细胞株AGS、SGC-7901、MKN-45各组对数

生长期的细胞, TRIzol试剂抽提细胞总RNA. 按
说明书分别进行逆转录合成cDNA和实时荧光

定量PCR. (1)逆转录反应: 20 µL反应体系含5
×PrimeScript Buffer 4 µL、1.5 µL PrimeScript 
RT Enzyme Mix 1 µL、1 µL Oligo dT Primer(50 
µmol/L)、1 µL Random 6 mers(100 µmol/L)、
2.7 µL RNA模板、10.3 µL RNase Free ddH2O; 
逆转录反应37 ℃ 15 min, 逆转录酶失活85 ℃ 5 
s; (2)实时荧光定量PCR: CDX2引物由Primer 5.0
软件设计CDX2 mRNA上游引物序列: 5'-CGC 
CGC AGA ACT TCG TCA G-3', 下游引物序

列: 5'-CGT AGC CAT TCC AGT CCT CCC-3',  
β-actin上游引物序列: 5'-TGA CGT GGA CAT 
CCG CAA AG-3', 下游引物序列: 5'-CTG GAA 
GGT GGA CAG CGA GG-3'. 20 µL反应体系含

10 µL SYBRPremix Ex TaqTM(2×)、0.4 µL PCR 
Forward Primer(10 µmol/L)、0.4 µL PCR Re-
verse Primer(10 µmol/L)、0.4 µL ROX Reference 
Dye(50×)、2.0 µL DNA模板、6.8 µL dH2O. 反
应条件: 95 ℃ 30 s预变性, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 34 s, 
共40个循环. 实验结果重复3次. 扩增完毕后分

析溶解曲线, 用2-∆∆Ct法分析数据结果. 
1.2.2 PEGFP-N1-CDX2真核表达质粒的构建: 提
取人胃癌细胞株AGS总RNA, 按逆转录试剂盒

操作步骤得到CDX2 cDNA, 从Genbank中查找

CDX2开放阅读框(942 bp), 用Primer Primier 5.0
软件设计带有XhoⅠ和HindⅢ酶切位点的引物. 
上游引物: 5'-TTTT CTC GAG ATG TAC GTG 
AGC TAC CTC CTG-3', 下游引物: 5'-TTTT AAG 
CTT CTG GGT GAC GGT GGG GTT TAG-3'. 
以CDX2 cDNA为模板进行PCR反应扩增目的

基因, 反应产物为5'端带有XhoⅠ位点, 3'端带

有HindⅢ位点的目的基因片段. PCR扩增反应

条件: 94 ℃预变性2 min, 94 ℃变性1 min, 55 ℃
退火1 min, 72 ℃延伸2 min, 共25个循环, 最后

72 ℃延伸5 min. 取PCR反应产物在1%琼脂糖凝

胶中电泳分析, 得到一条特异性区带, 切取目的

条带, 将含目的片段的琼脂糖凝胶经DNA纯化

回收试剂盒回收. 用XhoⅠ和HindⅢ分别双酶切

回收的CDX2片段和PEGFP-N1空载体, 酶切反

应体系如下: CDX2(或PEGFP-N1)40 µL, 10×
buffer 10 µL, XhoⅠ 1 µL, HindⅢ 1 µL, 37 ℃酶

切消化12-16 h, 后行琼脂糖电泳后用纯化回收

试剂盒回收. 接下来采用T4 DNA连接酶将经酶

切的目的片段及经相同酶切的PEGFP-N1空载

体连接, 将连接产物转化大肠杆菌, 在含有卡那

霉素的LB培养板中培养16 h. 挑取菌落进行质粒

扩增, 提取质粒. 用XhoⅠ和HindⅢ双酶切提取

的重组质粒, 反应体系如下: PEGFP-N1-CDX2 
40 µL, 10×buffer 10 µL, XhoⅠ 1 µL, HindⅢ 1 
µL, 37 ℃酶切消化12-16 h. 取酶切产物5 µL进行

琼脂糖凝胶电泳鉴定, 将双酶切鉴定阳性的重

组载体送Invitrogen公司进行测序. 
1.2.3 重组质粒在SGC-7901细胞中的表达与检

测: 实验分为3组: 未转染组, 转染PEGFP-N1组, 
转染PEGFP-N1-CDX2组. 取对数生长期细胞重

悬, 以2.5×105/孔接种于六孔板上, 待细胞融合

达70%-90%时用阳离子聚合物TurboFectTM in 
vitro  Transfection Reagent介导转染, 4 h后换液

继续培养. 转染24 h后倒置荧光显微镜下观察增

强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent 
protein, EGFP)的表达情况. 分别取转染48 h后3
组细胞应用实时荧光定量PCR检测mRNA表达, 
操作同1.2.1. Western blot检测融合蛋白表达: 用
细胞裂解液分别提取转染48 h后3组细胞的蛋

白质, 紫外分光光度计测定蛋白质浓度, 以1∶4
比例与5×样品缓冲液混匀, 煮沸5 min. 将样品

(60 µg/lane)在10%SDS-PAGE胶上电泳(80 V, 40 
min, 后100 V, 90 min). 后通过湿转(恒流300 mA, 
2 h)转印到PVDF膜上, 在含5%脱脂奶粉的TBS
封闭液中封闭2 h, 按预染Marker标记的分子量

剪裁转印膜, 加入CDX2抗体(稀释度均为1∶
100), 4 ℃过夜, 加入辣根过氧化物酶标记山羊

抗小鼠IgG(H+L)(稀释度均为1∶5000)室温孵育

2 h, 显色、图像采集及分析处理, 以β-actin为内

参照. 实验重复3次. 
1.2.4 CCK8法观察细胞增殖: 于96孔板中按 3
×103/孔接种转染PEGFP-N1、转染PEGFP-N1-
CDX2和未转染的SGC-7901细胞, 每组设6个复孔, 
分为0、24、48、72 h 4个时间段观测, 每孔加入

10 µL CCK8液, 37 ℃、5%CO2培养箱培养3 h, 酶
标仪测定各孔A 450值. 计算细胞生长抑制率(IR) 
= (1-实验组A值/对照组A值)×100%. 
1.2.5 划痕试验观察细胞迁移能力: 取对数生长

2013-08-18|Volume 21|Issue 23|WCJD|www.wjgnet.com
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■创新盘点
CDX2是一种特异
性核转录因子, 文
献报道CDX2的异
位表达是胃黏膜
癌变过程中的早
期事件，但上调
C D X 2 基 因 表 达
对胃癌生物学行
为的影响及其与
miRNA的关系目
前尚不清楚.

期细胞重悬, 以2.5×105/孔接种于六孔板上, 待
细胞融合达70%-90%时用阳离子聚合物Turbo-
FectTM in vitro  Transfection Reagent介导转染48 
h后, 将各组细胞PBS洗2遍, 用无菌200 µL枪尖

在单细胞层上划痕, PBS将脱壁的细胞洗掉, 用
含1%胎牛血清的RPMI 1640培养液, 放入培养

箱继续培养, 分别于划痕后0、24 h在倒置显微

镜下每孔随机取4个视野拍照, 观察划痕的修复

情况, 划痕修复率 = [(0 h划痕宽度-24 h划痕宽

度)/0 h划痕宽度]×100%. 
1.2.6 Transwell观察细胞迁移能力: 收集瞬时转

染48 h后各组细胞重悬, 1×105/孔接种于Tran-
swell小室的上室, 上室为无血清RPMI 1640培养

液, 下室为含20%胎牛血清的RPMI 1640培养液

600 µL, 37 ℃、5%CO2培养箱中培养24 h, 用棉

签轻轻拭去上室滤膜内侧面贴壁细胞, PBS洗两

遍, 4%的多聚甲醛固定10 min, 吸去固定液, 将
膜风干, 每孔加入600 µL 0.1%结晶紫染液, 室温

置放30 min, 除去染色液, PBS洗2遍, 将上室取

出, 显微镜下计数膜背面迁移的细胞数, 计数每

张膜的中央部分和周围部分随机3个视野(共15
个视野), 计算平均值. 
1.2.7 CCK8法检测细胞黏附能力: 取96孔培养

板, 覆以Matrigel胶8 µg/孔, 4 ℃过夜, 使用前

37 ℃孵育1 h, 无血清RPMI 1640洗2次, 加入瞬

时转染48 h后各组细胞, 5×103/孔, 37 ℃孵育, 
分别于1、2、3、4 h弃培养液, PBS洗2遍, 每孔

各加入100 µL无血清RPMI 1640及10 µL CCK8
液, 37 ℃、5%CO2培养箱培养3 h, 酶标仪测定各

孔A 450值, 每组细胞每个时间段各设6个复孔. 
1.2.8 miRNA表达谱的检测: 收集瞬时转染48 h
后空载体组(转染PEGFP-N1组)及转染组(转染

PEGFP-N1-CDX2组)细胞, 细胞数在1×106-1
×107, PBS洗2遍, 用TRIzol和miRNeasy mini 
kit 提取总RNA, 操作按说明书进行. 应用miR-
CURYTM Hy3TM/Hy5TM标记试剂盒标记miRNA. 
将25 µL Hy3TM标记样品和25 µL杂交缓冲混

合物首先95 ℃变性2 min, 冰上孵育2 min, 然后

应用12排杂交系统在56 ℃芯片杂交16-20 h, 杂
交之后, 取得芯片, 洗涤液洗片, 400 r/min, 5 min
离心干燥. 使用Axon GenePix4000B芯片扫描仪

扫描芯片的荧光强度. 比较标准化后的数据值, 
上调或下调2倍以上即认为存在显著上调或下

调趋势. 
1.2.9 实时定量PCR验证miRNA: 随机选取hsa-
miR-374a和hsa-miR-374b, 实时定量PCR验证

miRNA表达谱芯片结果, 引物序列如下: U6: F: 
5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3', R: 
5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'; hsa-
miR-374a: GSP: 5'-GGGCTTATAATACAACCT-
GA-3', R: 5'-TGCGTGTCGTGGAGTC-3'; hsa-
miR-374b: GSP: 5'-GGGGATATAATACAACCT-
GC-3'; R: 5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3'. 其
中, GSP是对应miRNA的特异引物, R是与RT引
物相匹配的引物. 反应条件如下: 95 ℃, 5 min; 
40个PCR循环(95 ℃, 10 s; 60 ℃, 20 s; 72 ℃, 20 
s; 78 ℃, 20 s). 各样品的目的miRNA和内参(U6)
分别进行实时定量PCR反应. 数据采用2-△△Ct法

进行分析. 
1.2.10 靶基因预测及功能分析: 应用Miranda、
TargetScan、Mirtarget2软件分别对其进行目标

miRNA的预测, 取同时满足3个软件预测到的基

因作为靶基因. 对各个miRNA的靶基因分别进

行Gene Ontology(GO)和KEGG pathway分析了

解其功能. 
统 计 学 处 理  所有数据均用统计软件

SPSS13.0处理, 计量资料以mean±SD表示, 组间

比较采用单因素方差分析, 组间两两比较采用t
检验. 芯片图像扫描后导入GenePix Pro 6.0软件, 
重复的miRNA和miRNA的强度≥50的所有样品

使用中位数进行数据标准化处理. 标准化后差

异表达的miRNA鉴定通过的倍数变化进行分析

和使用MEV软件进行层次聚类分析. P <0.05为
差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 重组质粒CDX2在人胃癌细胞SGC-7901的

表达 实时荧光定量PCR和Western blot检测结果

提示, 转染48 h后转染PEGFP-N1-CDX2组细胞

CDX2 mRNA和蛋白含量均高于对照组, 差异均

具有统计学意义(P <0.05)(图1, 2). 
2.2 上调CDX2 基因对胃癌细胞生物学行为的 
影响

2.2.1 细胞增殖实验: 瞬时转染48、72 h后, 转染

PEGFP-N1-CDX2组的细胞与未转染组、转染

PEGFP-N1组相比出现明显生长抑制(P <0.05, 表
1). 
2.2.2 细胞迁移能力: 瞬时转染48 h后的各组细胞, 
比较划痕后24 h划痕宽度, 结果提示, 转染PEG-
FP-N1-CDX2组(划痕修复率为3.64%±2.3%)
的细胞与未转染组(划痕修复率为57.60%±

8.8%)、转染PEGFP-N1组(划痕修复率为51.52%
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±3.09%)相比迁移能力受到抑制(P<0.05, 图3).
2.2.3 细胞侵袭能力: 瞬时转染48 h后的各组细

胞, 通过计数穿过Transwell小孔细胞数目比较

侵袭运动能力, 转染PEGFP-N1-CDX2组(22.33
±4.77)的细胞与未转染组(47.93±6.29)、转染

PEGFP-N1组(45.33±4.59)相比侵袭能力受到抑

制(P <0.05)(图4).
2.2.4 细胞黏附能力: 瞬时转染48 h后的各组细

胞, 根据CCK8法检测的A值可见在覆盖Matri-
gel胶的96孔板培养1、2 h时, 转染PEGFP-N1-
CDX2组(0.621±0.151和0.874±0.127)的细胞

黏附能力低于未转染组(0.932±0.121和1.369±
0.120)和转染PEGFP-N1组(0.915±0.119和1.277
±0.172)(P <0.05, 图5).
2.3 miRNA芯片实验结果 与空载体组细胞比

较, 转染组细胞有59种miRNA的表达出现显著

改变, 其中25种表达上调2倍以上, 包括miR-150, 
miR-3170, miR-374a, miR-4292, miR-BHRF1-1, 
miR-625, miR-4285, miR-138-1, miR-19a, miR-32, 
miR-498, miR-877, miRPlus-A1086, miR-361-3p, 
miR-K12-5, miRPlus-I874, miR-29c, miR-1915, 
miR-525-5p, miR-20a, miR-30bm, miR-374b, miR-
106a, miR-17, miR-3126-3p; 34种表达下调2倍
以上, 包括let-7b, miR-3178, miR-423-5p, miR-
125b, miR-21, miR-361-5p, miR-320c, miR-181a, 
miR-130a, miR-320b, let-7g, miR-196a, miR-92a, 
miR-BART19-3p, miR-4301, miR-125a-5p, miR-
513a-5p, miRPlus-A1087, miR-33b, miR-1973, 
miR-205, miR-299-3p, miRPlus-A1072, miR-186, 
miR-25, miR-106b, miR-K12-6-3p, miR-320a, let-
7i, miRPlus-G1246-3p, miR-BHRF1-2, miR-100, 
miRPlus-A1015, miR-378. 随机选取hsa-miR-374a
和hsa-miR-374b进行实时定量PCR验证, 以U6为

内参, 结果与芯片检测结果一致(图6).
2.4 miRNA靶基因预测及功能分析 大多数miR-
NA基因均具有多个可能的靶位点, 其功能涉及

细胞增殖、细胞周期调控、肿瘤浸润转移、肿

瘤免疫、细胞信号转导、癌基因、抑癌基因等

生物特性密切相关的基因, 参与肿瘤发生、发

展、转移的各个方面(表2). 

3  讨论

近年来, 大量研究已证实胃癌的发生、发展和

预后是多基因改变的结果, 研究胃癌相关基因

及其蛋白分子不仅对于理解胃癌的发病机制十

分重要, 而且对于发现在诊断和评价预后中有

临床意义的分子标志物也同样重要. 
CDX2基因及相关蛋白最早由Mlodzik于

果蝇中分离成功, 与parahox家族呈高度同源 
性 [10,11].  研究表明 ,  在人体正常上皮细胞中 , 
CDX2可表达于内胚层来源的肠道上皮及胰腺

导管和腺泡上皮, 但在食管和正常胃黏膜上皮

中不表达[12]. Mallo等[11]研究发现CDX2 mRNA
在85%的结直肠癌中表现出下调 ,  从而推测

CDX2确为一种肿瘤抑制基因. 尽管确切机制尚

不清楚, 但CDX2与其他肿瘤抑制因子如APC和
E-Cadherin及细胞凋亡蛋白Bcl-2的相互作用进

一步支持了这一观点[12-16]. Song等[17]认为CDX2
基因突变将使得肠化生中的CDX2表达消失从

而促使了肠型胃癌的发生. 由此可见, CDX2基
因在胃癌的发生发展中起着重要的作用. 

基因转染是指采用一定的方法和途径将

DNA、RNA等外源性分子导入特定的细胞, 并
表达目的基因, 产生特定功能的蛋白质的过程[18]. 
一些传统的转染技术, 如DEAE右旋糖苷法, 磷
酸钙法、电穿孔法、脂质体法各有利弊, 阳离

子聚合物转染试剂可以用于多种细胞系的转染, 
对细胞毒性小, 转染效率高, 操作简单, 转染时

不需要除血清及抗生素, 重复性好, 转染安全可

■应用要点
上 调C D X 2 基 因
表达后人胃癌细
胞 S G C - 7 9 0 1 有
59种差异表达的
miRNA, 其中25
种miRNA上调和
34种miRNA下调, 
这些靶基因参与
了肿瘤的发生、
发展、转移及预
后, 为我们进一步
研究其与胃癌的
发生、发展的关
系奠定基础.
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图  1  实时荧光定量PCR检测3组CDX2 mRNA的表达. CDX2: 

上调尾型同源盒基因2.A组: 未转染组; B组: 转染PEGFP-N1

组; C组: 转染PEGFP-N1-CDX2组.

CDX2

β-actin

A组                      B组                      C组

图  2  Western免疫印迹检测3组CDX2 mRNA的表达. A组: 

未转染组, B组: 转染PEGFP-N1组, C组: 转染PEGFP-N1-

CDX2组. CDX2: 上调尾型同源盒基因2.
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靠, 日益受到人们的重视, 本实验我们选用Fer-
mentas公司研发的阳离子聚合物TurboFectTM in 
vitro  Transfection Reagent转染试剂来介导基因

转染. 真核表达载体PEGFP-N1是较常用的真核

细胞表达外源蛋白的质粒, 他不仅具有多克隆

位点, 便于目的基因插入, 而且能在增殖的细胞

中稳定表达[19-23]. 本研究通过实时荧光定量PCR
法筛选出低表达CDX2的胃癌细胞SGC-7901, 将
成功构建的PEGFP-N1-CDX2真核表达载体成

功转染胃癌细胞SGC-7901, 显著上调了CDX2 
mRNA和蛋白的表达. 实验在此基础上设未转染

组、转染PEGFP-N1组、转染PEGFP-N1-CDX2
组 .  分别观察研究转染前后肿瘤细胞增殖能

力、细胞迁移、黏附能力, 以探讨CDX2重组载

体对胃癌细胞SGC-7901生物学行为的影响, 从
而了解CDX2基因在胃癌中发生发展中的作用. 

无限增殖是肿瘤细胞的基本特征, 也是肿瘤

转移、侵袭的基础和前提, 随着细胞的增殖导致

■同行评价
本文研究内容充
实 ,  应 用 方 法 较
多, 得出的结果在
胃癌研究中具有
重要意义.
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图  4  光学显微镜观察各组细胞迁移能力(×100). A: 未转染组; B: 转染PEGFP-N1组; C: 转染PEGFP-N1-CDX2组.

A B C

图  3  各组细胞迁移能力比较. A-C: 0 h; D-F: 24 h. A, D: 未转染组; B, E: 转染PEGFP-N1组; C, F: 转染PEGFP-N1-

CDX2组. CDX2: 上调尾型同源盒基因2.

A

D E

B C

F

表  1  CDX2对SGC-7901细胞增殖的影响 (mean±SD)

     

分组
转染0 h 转染24 h 转染48 h 转染72 h

A 值        A 值 IR(%)  A 值 IR(%) A 值 IR(%)

A组 0.709±0.070  1.004±0.158   0   1.349±0.135a      0   1.571±0.118a     0

B组 0.715±0.098   0.933±0.167   7.46±2.9   1.230±0.164a     9.17±4.4   1.406±0.157a  10.73±4.7

C组 0.722±0.100    0.862±0.146   14.3±1.4 0.924±0.10  31.67±1.8 1.003±0.10  36.24±2.1  

aP<0.05 vs  转染PEGFP-N1-CDX2组. 抑制率(IR) = (1-实验组A值/对照组A值)×100%, A: 未转染组; B: 转染PEGFP-N1组; C: 转

染PEGFP-N1-CDX2组. CDX2: 上调尾型同源盒基因2.
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肿瘤组织内部压力增高, 这种扩张性的压力有利

于癌细胞向压力低的方向侵袭和转移[24,25]. 通过

实验我们发现: 在转染48、72 h后, 转染PEGFP-

N1-CDX2组细胞增殖抑制率明显高于未转染

组、转染PEGFP-N1组(P <0.05), 未转染组和转

染PEGFP-N1组细胞增殖抑制率相比无显著性

差异(P >0.05). 推测C D X2具有抑制胃癌细胞

SGC-7901增殖的作用. 运动性是评价肿瘤细胞

体外转移潜能之一[26,27]. 本研究应用体外划痕试

验测定3组细胞迁移能力, 结果显示转染PEGFP-
N1-CDX2组细胞迁移能力与未转染组及转染

PEGFP-N1组细胞相比受到明显抑制(P <0.05). 
Transwell小室培养是目前常用的体外研究肿瘤

细胞迁移行为的经典而快速的方法[28], 通过计

数穿过Transwell小孔细胞数目比较迁移运动能

力, 结果显示转染PEGFP-N1-CDX2组细胞穿

过小孔数目低于未转染组及转染PEGFP-N1组
(P <0.05). 肿瘤细胞黏附其他肿瘤细胞、宿主
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图  6  Real-time RCR验证图. 

表  2  部分miRNA靶基因及其功能预测

     
名称 CDX2/空载 靶基因 功能

hsa-miR-32 14.42 Bim, BTG2等 与人类髓系白血病和前列腺癌发生和预后有关

hsa-miR-374a 9.95 PBEF , CDH17 , K-ras等 与胃癌的转移及预后有关

hsa-miR-374b 2.32 CDH17等 与胃癌的转移及预后有关

hsa-miR-150 2.62 c-Myb, NOTCH3, EGR2 , P2X7等 通过靶向c-Myb抑制肝癌干细胞; 靶向NOTCH3抑制

T细胞的分化和生存; 靶向抑癌基因EGR2促进胃癌细

胞增生和生长; 靶向影响凋亡调控细胞生长的P2X7等
hsa-miR-106a 3.24 IL-10等 星形细胞瘤预后指标;  调节IL-10表达

hsa-miR-320c 0.44 MUC2等 与肿瘤侵袭转移有关

hsa-miR-320b 0.30 MUC2, TFF3等 与肿瘤侵袭转移有关

hsa-miR-196a 0.44 CDH17等 与胃癌的发生、发展、转移及预后有关

hsa-miR-92a 0.43 GATA-2等 GATA-2可能是白血病细胞的增殖过程中所需要

的转录因子之一
hsa-miR-320a 0.42 BMP2, Osteocalcin , Runx2, MUC2,  

TFF3等

与胃癌的发生、发展、转移及预后有关

hsa-let-7i 0.46 TRIM41, SOX13, SLC25A4, SEMA4F, 

RPUSD2, BTBD3, PLEKHG6, CCND2等

与肠癌转移及预后有关

未转染组

转染PEGFP-N1组

转染PEGFP-N1-CDX2组
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图  5  各组细胞黏附能力比较. CDX2: 上调尾型同源盒基因2.
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细胞或细胞外基质成分的能力, 在原发肿瘤的

侵袭、穿入和穿出血管以及在靶器官的侵袭中

均有重要意义. 将Matrigel铺在96孔板上, 通过

CCK8法检测细胞与细胞外基质的黏附能力. 实
验结果证实: 将瞬时转染48 h后的各组细胞重

悬于覆盖Matrigel胶的96孔板培养1、2、3、4 
h, 在培养1、2 h时, CCK8检测显示转染PEGFP-
N1-CDX2组的细胞黏附能力低于未转染组、转

染PEGFP-N1(P <0.05), 推测CDX2抑制胃癌细胞

SGC-7901与细胞外基质的黏附, 而在培养3、4 
h时3组细胞黏附能力无明显区别(P >0.05), 可能

是因为此时3组细胞基本全部黏附在基底膜上

的原因. 
到目前为止 ,  已报道有几千种m i R N A存

在于动物、植物、真菌等多细胞真核生物中, 
进化上高度保守 .  已有许多研究表明不同的

miRNA在不同肿瘤中增高或者降低, 同一种肿

瘤的不同发展阶段, miRNA的表达水平也不相

同, 证明miRNA不仅可以作为肿瘤抑制因子, 也
可以作为肿瘤发生因子[29,30]. miRNA的表达失控

是各种疾病尤其是肿瘤的重要特征. 本实验我

们通过miRNA芯片技术筛选出上调CDX2基因

表达时胃癌细胞SGC-7901差异表达的miRNA, 
结果发现转染组(转染PEGFP-N1-CDX2组)有59
种miRNA的表达出现显著改变, 其中25种表达

上调2倍以上, 34种表达下调2倍以上(P <0.05). 
miRNA芯片尽管融合了各种改良技术, 仍难以

避免假阳性, 因此检测结果仍需要通过实时定

量PCR进行验证[31]. 我们从筛选出的差异表达

的miRNA中随机选取hsa-miR-374a和hsa-miR-
374b, 以U6为内参, 进行实时定量PCR验证, 结
果显示与芯片结果变化趋势一致, 从而认为本

次芯片实验结果是可信的. miRNA检测技术发

现差异表达的miRNA分子后, 可以通过靶基因

预测的生物信息学方法对其靶基因进行预测, 
进行电脑上的功能分析. 我们将得到的差异表

达的miRNA应用Miranda、TargetScan、Mirtar-
get2软件分别预测其靶基因, 取同时满足3个软

件预测到的基因作为靶基因. 对各个miRNA的

靶基因分别进行Gene Ontology(GO)和KEGG 
pathway分析了解其功能. 大多数miRNA均具有

多个可能的靶位点, 其功能涉及细胞增殖、细

胞周期调控、肿瘤浸润转移、肿瘤免疫、细胞

信号转导、癌基因、抑癌基因等生物特性密切

相关的基因, 为我们进一步研究其与胃癌的发

生、发展的关系奠定基础. 
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