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Abstract
AIM: To identify differentially expressed miR-
NAs involved in estrogen receptor-α36 (ER-
α36)-mediated gastric carcinogenesis.

METHODS: SGC7901 cell lines with stable low 
or high expression of ER-α36 were developed. 
MiRNA gene sequencing was performed in the 
above cell lines. The expression of ER-α36 was 
detected by immunohistochemistry in 20 human 
gastric cancer specimens, and the expression of 
miR-184 and miR-143 in these specimens was 
detected by real-time PCR.

RESULTS: The expression of miR-184 and 

miR-143 was significantly decreased in the 
SGC7901 cell line with stable high expression 
of ER-α36 (2.78 and 2.95 folds, respectively), 
but was increased in the SGC7901 cell line with 
stable low expression of ER-α36 (2.78 and 9.67 
folds, respectively). The expression of miR-184 
and miR-143 was negatively correlated with 
ER-α36 expression in human gastric cancer tis-
sues (miR-184 was up-regulated by 14.2 folds 
and miR-143 by 2.95 folds in ER-α36-negative 
tissues compared to ER-α36-positive tissues).

CONCLUSION: MiR-184 and miR-143 may me-
diate the occurrence and development of gastric 
cancer by regulating ER-α36 expression.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨胃癌中与雌激素受体(e s t r o g e n 
receptor, ER)-α36有关的miRNA表达差异.

方法: 构建稳定转染低表达ER-α36和高表达
ER-α36的SGC7901细胞系, 进行miRNA测序; 
对20例人体胃癌组织行ER-α36免疫组织化学
染色, 将其分为阳性组和阴性组后通过Real-
time PCR检测miR-184和miR-143的表达.

结果:  与对照组S G C7901细胞相比 ,  高表
达ER-α36的SGC7901细胞出现miR-184、
miR-143等miRNA表达下调(miR-184下调
2.78倍; miR-143下调2.95倍), 低表达ER-α36
的SGC7901细胞反之(miR-184上调3.17倍; 
miR-143上调3.11倍). PCR结果显示人体胃癌
组织中ER-α36阴性表达组与ER-α36阳性表
达组相比, miR-184上调14.2倍, miR-143上调
9.67倍.

■背景资料
胃癌是全球常见
的恶性肿瘤之一. 
现有流行病学资
料显示, 女性胃癌
的人数明显少于
男性胃癌, 但绝经
期后发病率与男
性基本相同, 提示
雌激素可能在胃
癌的发生中起到
一定作用. 雌激素
依赖雌激素受体
发 挥 作 用 .  经 典
雌激素受体雌激
素受体(estrogen 
receptor, ER)-α66
的 同 源 异 构 体
ER-α36是近些年
来发现并克隆的, 
其表达不完全依
赖于ER-α66, 并
可单独经细胞膜
启动雌激素类信
号转导. 
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结论: miR-184和miR-143可能是调控ER-α36
的重要分子, 参与介导胃癌的发生与发展.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 探讨胃癌中与雌激素受体(es t rogen 
receptor α36, ER-α36)有关的miRNA表达差异, 发
现miR-184和miR-143等小RNA与ER-α36的表达

呈负相关, 可能参与介导胃癌的发生与发展.

邹丰, 王绪明, 刘丽江. ER-α36介导的胃癌中miRNA表达的研

究.  世界华人消化杂志  2013; 21(24): 2373-2377 URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/2373.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i24.2373

0  引言

胃癌是全球常见的恶性肿瘤之一, 其发病率占

恶性肿瘤的第4位, 死亡率第2位[1]. 现有流行病

学资料显示, 男性胃癌的人数明显多于女性胃

癌, 但与女性绝经期后发病率基本相同, 提示雌

激素可能在胃癌的发生中起重要作用[2]. 雌激素

通过雌激素受体(estrogen receptor, ER)发挥作

用效应. 其亚型ER-α除了参与细胞增殖、分化

和凋亡外, 也在冠心病及某些恶性肿瘤(如乳腺

癌、结肠癌等)的发生中发挥一定的作用[3]. 本
课题组前期研究发现, 经典ER-α受体ER-α66的
同源异构体ER-α36能够介导胃癌的生长[4].

microRNA(miRNA)是长度为20-25 nt的一

类具有高度保守的内源性非蛋白编码的小分子

单链RNA, 其主要功能是通过对靶基因转录体

的切割或对其翻译抑制两种途径来调控基因的

表达[5]. 现已有大量文献证实miRNA在肿瘤的发

生和发展中发挥着重要调控作用[6]. 本文在大量

前期研究的基础上, 探寻与ER-α36调控胃癌生

长中为之相关的miRNA的表达差异, 为进一步

完善雌激素信号通路在胃癌发生中的作用机制

提供重要的理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞系SGC7901由华中科技大

学同济医学院免疫学系惠赠, 为本实验室保存. 
组织: 20例石蜡包埋的人体胃癌样本来源于江

大病理诊断所, 患者术前均未接受过放疗及化

疗. 主要试剂: ER-α36沉默质粒、ER-α36过表达

质粒、ER-α36单克隆抗体均由美国Creighton大

学医学院医学中心王兆一教授馈赠; Actin抗体

购自美国Santa Cruz公司; miR-143、miR-184、
U6的Taqman引物和探针均购自美国Life Science
公司.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: SGC7901细胞接种在含10%
小牛血清的R P M I 1640培养基中, 于37 ℃、

5%CO2培养箱中培养. 每2-3 d待细胞增长至约

70%-80%左右融合时胰酶消化传代.
1 .2 .2  构建稳定转染低表达E R-α36和高表

达E R-α36的S G C7901细胞系:  通过E R-α36
有效靶序列 [ 7 ]设计合成单链寡聚D N A重组

慢病毒 .  E R-α36沉默质粒(p L K O.1-P U R O-
SP6-ER-α36-L)和ER-α36表达质粒(pLJM1-
ER-α36-H): ER-α36 F: CCGGTTGATGC-
C A ATA G G TA C T G A A C T C G A G T T C A G-
TACCTATTGGCATCAATTTTTTG; ER-α36 R: 
AATTCAAAAAATTGATGCCAATAGGTACT-
GAACTCGAGTTCAGTACCTATTGGCATCAA. 
以Lipofectamine 2000TM细胞转染试剂盒转染

给包装细胞293T细胞, 收集293T细胞的病毒

悬液感染S G C7901细胞构建稳定低表达E R-
α36(ER-α36 low)和稳定高表达ER-α36(ER-α36 
high)的SGC7901转染细胞系. 同时建立空载体

转染SGC7901细胞系pLKO.1-PURO-scremble 
shRNA(ER-α36 control). 采用Western blot检测

ER-α36的蛋白表达来鉴定重组细胞系的构建是

否成功.
1.2.3 Western blot检测: 提取细胞胞浆总蛋白. 按
BCA蛋白含量测定试剂盒说明进行蛋白定量, 
SDS-PAGE后蛋白半干转印于PVDF膜, 封闭后

一抗分开孵育: 分别加入ER-α36抗体和Actin抗
体, 4 ℃过夜; 洗膜后孵育二抗, 室温1 h, 洗膜后

于暗室中行ECL显色检测蛋白的表达, 采用数码

凝胶图像处理系统扫描测定ER-α36和内参Actin
的表达(用平均光密度值Density表示).
1.2.4 miRNA测序: 两株SGC7901重组细胞系

(ER-α36 low、ER-α36 high)和对照组SGC7901
系(ER-α36 control)送至深圳华大基因研究院进

行miRNA测序. 其结果为相应的miRNA表达谱.
1.2.5 免疫组织化学染色: 常规石蜡切片脱蜡至

水. 3%H2O2室温孵育5-10 min, 蒸馏水冲洗, PBS
浸泡. 10%正常山羊血清(PBS稀释)封闭, 室温

孵育10 min, 倾去血清. 滴加ER-α36工作液(1∶
500), 4 ℃过夜. 滴加适量生物素标记二抗工作

液, 37 ℃孵育30 min. 滴加适量的辣根过氧化物

■研发前沿
经典雌激素受体
ER-α66的同源异
构体ER-α36能够
介导胃癌的生长, 
但具体机制不详. 
miRNA通过对靶
基因转录体的切
割或对其翻译抑
制两种途径来调
控基因的表达, 在
肿瘤的发生和发
展中均能发挥着
重要调控作用. 探
寻与ER-α36调控
胃癌生长中为之
相关的miRNA的
表达差异, 完善雌
激素信号通路在
胃癌发生中的作
用机制.
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■相关报道
Deng等采用PCR、
免 疫 印 迹 和 免
疫荧光等方法证
实人体胃癌细胞
系 ( B G C - 8 2 3、
AGS、MKN-45、
SGC7901)均能在
mRNA、蛋白质
及细胞内定位的
不 同 层 面 表 达
ER-α36蛋白 ,  并
且对雌激素、选
择性雌激素受体
调节剂以及雌激
素受体特异性阻
断剂(ICI182, 780)
产生应答; ER-α36
蛋白在人体胃癌
组织中也呈高表
达, 并且与胃癌的
生物学行为相关.
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酶工作液, 37 ℃孵育30 min. DAB显色剂显色, 
自来水反复冲洗, 复染, 脱水, 透明, 封片, 显微

镜下观察.
1.2.6 Real-time PCR检测: 石蜡包埋的人体胃癌

样本首先常规石蜡切片脱蜡, 用Isolation Addi-
tive试剂提取总RNA, 定量, 取10 ng RNA用于

逆转录. 逆转录和PCR反应均选用miR-184和
miR-143的特异性TaqMan引物和探针. 仪器选用

Step One Plus(美国Applied Biosystems公司). 实
验结束后用Step One Plus System SDS software
分析数据. U6基因用作内参基因, Ct值用来反映

每个反应管内的荧光信号到达设定的域值时所

经历的循环数, PCR结果用2-△△Ct的方式显示显

示各组的倍数关系.
统计学处理 所有数据应用统计学分析应用

软件SPSS13.0处理, 以t检验用于计量资料的组

间比较, 其中P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 ER-α36重组细胞系的鉴定 通过Weste rn 
b l o t检测对构建好的两株重组细胞系进行鉴

定, 结果显示低表达ER-α36的SGC7901细胞组

(ER-α36 high)的ER-α36蛋白表达要明显低于

对照的SGC7901细胞组(ER-α36 control); 高表

达ER-α36的SGC7901细胞组(ER-α36 low)的
ER-α36蛋白表达要明显高于对照组SGC7901细
胞组(ER-α36 control)(图1).
2.2 胃癌细胞中与ER-α36相关的miRNA表达 与

胃癌对照组SGC7901细胞(control 7901)相比, 高
表达ER-α36的胃癌SGC7901细胞(ER-α36 high)
中有52个miRNA发生差异变化, 低表达ER-α36 
的SGC7901细胞(ER-α36 low)中有245个miRNA
发生差异变化. 其中, 12个miRNA在两者的对

比中呈相反的差异变化: 即在ER-α36 h igh组
的SGC7901细胞表达下调, 同时又在ER-α36 
low组中表达上调. 其中, 与control 7901组细胞

相比, ER-α36 high组细胞的miR-184下调2.78
倍, miR-143下调2.95倍; ER-α36 low组细胞的

miR-184上调3.17倍, miR-143上调3.11倍(表1).
2.3 人体胃癌组织中ER-α36的表达 人体胃癌组

织(n  = 20)的ER-α36免疫组织化学染色结果显

示: 8例细胞膜及胞浆内未见黄色染色颗粒, 为
ER-α36阴性组(图2A); 12例细胞膜及胞浆中可见

明显的黄色染色颗粒, 为ER-α36阳性组(图2B).
2.4 人体胃癌组织中miR-184和miR-143的表达 
将上述经ER-α36免疫组织化学染色的人体胃癌

组织分为ER-α36阴性组和ERα36阳性组. Real-
time PCR检测miR-184和miR-143的表达. 结果

显示, 人体胃癌组织中E R-α36阴性表达组与

ER-α36阳性表达组相比, miR-184上调14.2倍, 
miR-143上调9.67倍(图3).

3  讨论

胃癌雌激素及ER的作用机制研究已有很长的历

史. 1986年首次发现胃癌细胞中表达ER, 研究
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表  1  对照组SGC7901细胞、低表达ER-α36的SGC7901细
胞和高表达ER-α36的SGC7901细胞的miRNA差异比较

     miRNA 倍数差异1 倍数差异2

hsa-miR-130a 1.0549022 -1.2208654

hsa-miR-143 3.1115631 -2.9596145

hsa-miR-15b 2.1410931 -1.6770794

hsa-miR-184 3.1731173 -2.7823983

hsa-miR-199a-3p 2.1584028 -1.7071819

hsa-miR-199b-3p 2.152746 -1.7071819

hsa-miR-31 2.704662 -1.1909115

hsa-miR-424 1.2071274 -1.2599222

hsa-miR-450a 1.8707823 -1.2581486

hsa-miR-455-3p 2.439201 -1.0381852

hsa-miR-629 1.2830178 -1.2763782

hsa-miR-664 1.7611351 -1.063114

1对照组SGC7901细胞 vs  低表达ER-α36的SGC7901; 2对照组

SGC7901细胞 vs  高表达ER-α36的SGC7901. ER-α36: 雌激素

受体α36.
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图  1  低表达ER-α36和高表达ER-α36的SGC7901胃癌细胞
株构建成功. A: Western blot检测结果; B: Western blot检测结

果直方图. aP<0.05 vs  ER-α36对照组. 1: ER-α36对照组; 2: 

ER-α36低表达; 3: ER-α36高表达.  ER-α36: 雌激素受体α36.

■创新盘点
雌激素受体ER-α36
是近些年来发现
并克隆的, 能够调
控胃癌的发生和
发展. miR-143和
miR-184的功能抑
制均能促进肿瘤
的发生, 但两者在
胃癌中的研究仍
报道甚少. 本研究
提出miR-143和
miR-184可能通
过靶向ER-α36与
胃癌的发生存在
联系.

■应用要点
完善雌激素受体
ER-α36介导胃癌
中的雌激素信号
研究通路 ;  建 立
miRNA靶向胃癌
中的ER-α36的信
号 通 路 ;  为 胃 癌
的分子靶向治疗
提供了重要线索, 
具有一定的临床
前景.
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主要集中在ER-α66, 但其阳性率差异比较大, 约
0%-50%[8]. 经典的ER-α受体主要包括ER-α66、
ER-α46和ER-α36, 其中ER-α36是近些年来发现

并克隆的, 其主要功能作用并不十分清楚. 但有

研究证实, ER-α36的表达不完全依赖于ER-α66, 
并可单独经细胞膜启动雌激素类信号转导[9].

m iRNA是近几年被证明的一类具有高度

保守的内源性非蛋白编码的小分子单链RNA, 
其主要功能是通过对靶基因转录体的切割或

对其翻译抑制两种途径来调控基因的表达 . 
miR-143是一种高度保存的单拷贝基因, 位于人

类5号染色体q33位置[10]. 已有文献证实miR-143
表达的下调可以促进食管鳞状细胞癌的发生[11]. 
miR-143还能通过调控其靶基因DNA甲基转移

酶3A蛋白来介导结肠癌的发生[12]. miR-184是
一种高度保存的单拷贝基因, 其位于人类15号
染色体q25.1位置, 或小鼠的第9号染色体[13,14]. 
成熟的m i R-184在哺乳动物的大脑、睾丸和

角膜上皮中、在斑马鱼的孵化腺和表皮中均

有丰富的表达[15]. 研究显示, 原癌基因MYCN
通过抑制m i R-184,  增加其靶基因蛋白激酶

B2(Akt2)的表达, 从而激活磷脂酰肌醇3激酶

途径来促进肿瘤的增值 [16].  在舌鳞状细胞癌

(squamous cell carcinoma of tongue, SCC)中, 
miR-184在肿瘤患者的舌上皮细胞和血浆中均

有高表达; 通过抑制miR-184的表达可以显著

增加体外培养的SCC细胞的凋亡[17]. 从上述文

献的内容来看, miR-143和miR-184的功能抑制

均能促进肿瘤的发生, 然而两者在胃癌中的研

究仍报道甚少.
我们通过基因测序的方法发现, 与ER-α36

表达密切相关的miRNA, 我们对其中差异比较

大的是miR-184和miR-143, 即高表达ER-α36
的SGC7901细胞其miR-184和miR-143表达有

着极显著的下调. 而低表达ER-α36的SGC7901
细胞其miR-184和miR-143表达又有着极显著

的上调. 因此我们推测ER-α36介导胃癌的发生

可能受到miR-184和miR-143的调控. 在人体胃

癌组织中的验证得到了进一步的数据, 即发现

ER-α36表达与miR-184或miR-143表达呈负性相

关, 这为我们的假说提供了论证. 但miR-184和
miR-143调控ER-α36来介导胃癌的生长到底是

以miR-184为主, 还是以miR-143为主, 或者是两

者的协同作用以及还有那些基因参与都还需进

一步的研究证实.
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A B

图  2  人体胃癌组织的ER-α36免疫组织化学染色(×400). A: 8例ER-α36阴性组中细胞膜及胞浆内未见黄色染色颗粒; B: 12

例ER-α36阴性组中细胞膜及胞浆中可见明显的黄色染色颗粒. ER-α36: 雌激素受体α36.
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图  3  人体胃癌组织的miR-184和miR-143的表达. A: 

ER-α36免疫组织化学染色阴性组(n = 8); B: ER-α36免疫

组织化学染色阳性组(n  = 12). aP <0.05 vs  ER-α36阳性组. 

ER-α36: 雌激素受体α36.

■名词解释
microRNA: 一类
具 有 高 度 保 守
的内源性非蛋白
编码的小分子单
链RNA,  长度为
20-25 nt. 其主要
功能是通过对靶
基因转录体的切
割或对其翻译抑
制两种途径来调
控基因的表达. 
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■同行评价
本 文 从 培 养 细
胞 和 人 体 胃 癌
组 织 两 层 面 对
胃 癌 E R -α 3 6 表
达与miR-184和
miR-143表达的关
系进行初步研究, 
对了解胃癌发生
发展的机制有一
定意义. 实验设计
合理, 图片清晰.


