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〗Abstract Objective To study the role of FSCN1 in the proliferation of gastric cancer and the interaction be-
tween FSCN1 and Ｒu complex in gastric cancer． Methods The expression level of FSCN1 was measured by qＲT-
PCＲ and Western blot． The proliferation ability was tested using MTT and EdU assays． Then the mＲNA and pro-
tein levels of FSCN1 in SGC-7901 cells were measured after treating with Ｒu complex． FSCN1 were transfected into
cells，and the proliferation ability was tested using MTT and EdU assays after treating with Ｒu complex． Ｒesults
The expression level of FSCN1 in gastric cancer tissues was higher than that in adjacent tissues． Knockdown of
FSCN1 in SGC-7901 cells inhibited cell proliferation． The proliferation ability and the expression level of FSCN1 in
SGC-7901 cells were decreased after treating with Ｒu complex． And overexpression of FSCN1 reversed the anti-
tumor effect of Ｒu complex． Conclusion FSCN1 as the oncogene can regulate gastric cancer proliferation，and Ｒu
complex reverses the course by inhibiting FSCN1 expression．
Key words FSCN1; gastric cancer; Ｒu complex; SGC-7901
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microＲNA -137 对人胃癌 MKN- 45 细胞迁移侵袭的影响
刘晓阳1，2，郑海伦2，任 志2，张 磊1

摘要 目的 研究 miＲ-137 过表达对人胃癌 MKN-45 细胞
迁移侵袭的影响。方法 采用 ＲT-PCＲ 法检测 5 株胃癌细

胞和人胃黏膜上皮细胞( GES ) 中 miＲ-137 的表达。构建
miＲ-137 慢病毒，并转染 MKN-45 细胞。通过划痕实验、细胞

侵袭小室检测和 Transwell 侵袭实验以分析过表达 miＲ-137

对 MKN-45 细胞迁移侵袭的影响。结果 MKN-45 细胞中
miＲ-137 的表达丰度明显低于在 GES、MKN-74、AGS、SGC-

7901 和 BGC-823 细胞，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。同时

成功构建 micro up病毒感染的细胞组。划痕实验结果显示，

与空白对照组( CON 组) 和阴性对照组( NC 组) 比较，micro

up组 24、48 h后平均迁移率差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;

细胞侵袭小室检测结果显示，与 CON 组、NC 组比较，micro

up组的平均迁移率差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; Transwell
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侵袭实验结果显示，与 CON 组、NC 组比较，micro up 组平均

迁移率差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。结论 miＲ-137 过表

达能明显抑制人胃癌 MKN-45 细胞迁移侵袭能力，有可能成

为胃癌治疗的新靶点。
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microＲNA( miＲ) 是长度约 18 ～ 25 个核苷酸的
非编码单链小分子 ＲNA，越来越多的研究［1 － 2］提示

miＲ几乎参与调控所有人类已知的细胞进程，在功
能上充当癌基因或抑癌基因的角色，在肿瘤的发生

和发展中起着重要的调控作用。胃癌是人类的常见
恶性肿瘤。该研究通过在人胃癌 MKN-45 细胞中转
染 miＲ-137 使其过表达，探讨 miＲ-137 对胃癌细胞
侵袭和转移能力的影响，进一步揭示 miＲ-137 在胃
癌细胞中的生物学功能。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 has-miＲ-137、永生化正常人胃黏
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膜上皮细胞( GES) 、人胃癌细胞系( AGS、BCG-823、
MKN-45、MKN-74、SGC-7901) 、Primer( Ｒ＆F) 购自上
海吉凯基因化学技术有限公司; Trizol、Opti-MEM 购
自美国 Invitrogen 公司; DNTPs、Ｒnase Inhibitor、M-
MLV购自美国 Promega 公司; DMSO 购自上海生物
试剂厂; Oligo dT 购自上海生工公司; SYBＲ Master
Mixture、Ｒeal-Time PCＲ ( ＲT-PCＲ ) 仪器购自日本
TaKaＲa公司; 胎牛血清 FBS、DMEM购自美国 Gibco
公司; 胰酶购自上海化学试剂公司; Transwell试剂盒
购自美国 Corning 公司; Nanodrop 分光光度计购自
美国 Thermo公司; 稳压电泳仪购自上海天能公司;
荧光显微镜购自日本奥林帕斯公司; CO2 培养箱购

自日本三洋公司; 生物安全柜购自上海振样创空气

净化设备有限公司; 酶标仪购自美国 Biotek公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 ＲT-PCＲ实验 抽提总 ＲNA( 根据 Trizol 操
作说明书进行) ; 逆转录 ＲNA 获得 cDNA ( 根据 M-
MLV操作说明书进行) ; 按比例配置反应体系，两步
法进行 ＲT-PCＲ，并制作熔解曲线; 分析 ΔCt 值( ΔCt
=目的基因 Ct 值 －内参基因 Ct 值) 。PCＲ 产物电
泳图见图 1。

图 1 ＲT-PCＲ产物电泳图

M: DNA Marker DL 1 000; 1: MKN-74; 2: AGS; 3: SGC-7901; 4:

MKN-45; 5: GES; 6: BGC-823

1． 2． 2 慢病毒感染 实验分为空白对照组( CON
组) 、阴性对照组( NC 组) 、micro up 组。将胃癌细
胞 MKN-45 复苏，用胰酶消化液将生长 90%汇合的
细胞进行传代。取处于对数生长期的目的细胞消化
后制成细胞悬液接种于 6 孔板中，在 37 ℃、5% CO2

培养箱培养待细胞融合度达到约 30%，根据细胞感
染复数值，加入适宜量的病毒( LV-hsa-miＲ-137) ，观
察细胞毒性作用，适时更换培养基。感染 3 d 后观
察慢病毒报告基因绿色荧光蛋白的表达情况，荧光

率大于 80%者，将细胞分成两份，一份分于 12 孔培
养板中待长满后收集细胞用于 ＲNA提取，一份分于
6 孔板中待长满后收集细胞用于蛋白提取。

1． 2． 3 划痕实验 按照实验设计的组别，在孔中加
入约 5 × 104 个感染后的细胞。第 2 天上午换低浓
度血清培养基，使用划痕仪对准 96 孔板的下端中央
部位，向上轻推形成划痕。使用无血清培养基轻轻
漂洗 2 遍，加入低浓度血清培养基，拍照 0 h 图片。
放入 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。荧光显微镜于
24、48 h拍照。根据划痕后的图片，计算各组细胞
迁移率( 迁移率为不同拍照观察时间点迁移距离与

“0 h”划痕区域宽度值的比值) ，比较差异。
1． 2． 4 细胞侵袭小室实验 从 － 20 ℃冰箱中取出
所需数目的小室到新的 24 孔板中，恢复到室温。在
小室和下室中各加 500 μl、37 ℃温育无血清培养
基，37 ℃培养箱中放置 2 h。对细胞悬液进行细胞
计数。加 750 μl 30% FBS培养基到下室中，加 500
μl细胞悬液到每个小室中。在 37 ℃培养箱培养 64
h。去除培养基，移去非侵袭细胞。将小室浸泡在
Gimesa染色液中 30 min，在膜的下表面染色侵入细
胞。冲洗晾干小室。给小室整体拍照，显微镜拍照
膜，用酶标仪在 570 nm 波长处进行光密度( optical
density，OD) 值检测，计算各组侵袭率，比较差异。
1． 2． 5 Transwell 实验 按实验分组将 3 组细胞计
数后以 1 × 105 /室铺于一空 24 孔板中。加 600 μl
含 30% FBS培养基到下室中。用无血清培养基按
一定比例稀释细胞，加该细胞悬液 100 μl 到每个小
室中。将小室转移入含 30% FBS培养基的下室中。
在组织培养箱中培养 48 h。去除培养基，移去非转
移细胞。加 400 μl 染色液到 24 孔板的空孔中，将
小室浸泡在染色液中 20 min，在膜的下表面染色转
移细胞。冲洗晾干后，用显微镜拍照膜，用酶标仪在
570 nm波长处进行 OD570值检测，计算迁移率，比较

各组差异。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，
组间数据资料比较采用成组设计的方差分析。

2 结果

2． 1 ＲT-PCＲ 法检测 hsa-miＲ-137 在 MKN-74、
AGS、SGC-7901、MKN-45、BGC-823 及 GES 的表
达情况 当 ΔCt值≤12 时，该细胞中基因表达丰度
为高; 当 12 ＜ ΔCt值 ＜ 16 时，该细胞中基因表达丰
度为中; 当 ΔCt 值≥16 时，该细胞中基因表达丰度
为低。hsa-miＲ-137 在 GES 中的表达丰度为中，在
MKN-74、AGS、SGC-7901、MKN-45、BGC-823 中的表
达丰度为低，而在 MKN-45 表达丰度最低，与 GES
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及其余几种胃癌细胞比较差异有统计学意义( F =
358. 00，P ＜ 0. 05 ) 。故选择研究 hsa-miＲ-137 在
MKN-45 细胞中的生物学功能。见图 2。

图 2 hsa-miＲ-137 在不同胃癌细胞及人胃上皮细胞的表达

1: GES; 2: MKN-45; 3: SGC-7901; 4: AGS; 5: BGC-823; 6: MKN-74;

与 MKN-45 比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 慢病毒感染 培养生长状态良好的目的细胞，
按实验设计的组别加入慢病毒颗粒进行目的细胞的

感染实验。感染后荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白
表达情况。见图 3。
2． 3 细胞划痕实验检测 miＲ-137 对胃癌 MKN-45
细胞运动侵袭能力影响 分别计算 CON组、NC 组、
micro up组 3 组细胞 24、48 h的迁移率。结果显示，

micro up组 24 h 后平均迁移率( 0. 27) ，与 CON 组
( 0. 38) 和 NC组( 0. 37 ) 比较差异有统计学意义( F
= 4. 44，P ＜ 0. 05 ) ; micro up 组 48 h 后平均迁移率
( 0. 40) ，与 CON 组( 0. 53 ) 和 NC 组( 0. 54 ) 比较差
异有统计学意义( F = 6. 54，P ＜ 0. 05 ) 。结果提示，
过表达 miＲ-137 对 MKN-45 细胞迁移的能力有抑制
作用。见图 4。
2． 4 细胞侵袭小室实验结果 通过对 CON 组、NC
组及 micro up组进入下室的细胞数量进行测定，检
测接种时 MTT OD490值、侵袭小室 Giemsa染色 OD570

值及侵袭率。结果显示，micro up 组的平均迁移率
( 0. 548) ，与 CON组( 0. 983 ) 和 NC 组( 1. 022 ) 比较
差异有统计学意义( F = 58. 77，P ＜ 0. 01 ) 。实验结
果显示过表达 miＲ-137 对于 MKN-45 细胞的迁移能
力有抑制作用。见图 5。
2． 5 Transwell侵袭实验结果 通过检测 CON 组、
NC组及 micro up 组接种时 MTT OD490值、Transwell
小室 Giemsa染色 OD570及 Transwell转移率。结果显
示micro up组的平均迁移率 ( 0. 250 ) ，与 CON 组
( 0. 488) 和 NC 组( 0. 492 ) 比较差异有统计学意义
( F = 32. 02，P ＜ 0. 01 ) 。此结果显示过表达 miＲ-
137 对 MKN-45 细胞迁移的能力有一定抑制作用。
见图 6。

图 3 慢病毒感染后细胞图片

A: × 100; B: × 200
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图 4 细胞划痕实验检测 miＲ-137 mimics 对胃癌

MKN-45 细胞迁移能力的影响

与 micro up组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 细胞侵袭小室实验检测 miＲ-137 mimics对

胃癌MKN-45 细胞侵袭能力影响

与 micro up组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 6 Transwell侵袭实验检测 miＲ-137 mimics对

胃癌MKN-45 细胞侵袭能力影响

与 micro up组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

miＲ是一类内源性非编码、长度约 22 个核苷酸
的小 ＲNA，参与生命过程发育、分化、增殖及凋亡等
重要进程。根据生物学家的统计推测，miＲ 调节着
约 60%的人类编码基因［3］，其中超过 50%的 miＲ
基因在功能上与肿瘤的发生发展有着密切的关

系［4］。

我国为胃癌的高发国家，通过探讨研究胃癌细

胞生物学功能对更深入的阐明胃癌发生发展机制具

有着重要的意义。有些 miＲ 在胃癌中呈低表达，如
miＲ-182［5］和 miＲ-429［6］等，另外一些 miＲ在胃癌中
呈高表达，如 miＲ-130b［7］和 miＲ-23a［8］等。而随着
研究的深入，miＲ 对于胃癌细胞生物学功能的调节
作用被进一步揭示，如 miＲ-146a在胃癌细胞中高表
达，通过下调 SMAD4 基因表达水平促进胃癌细胞
生长［9］。miＲ-145 可抑制胃癌细胞的迁移侵袭［10］。

miＲ-137 是人类细胞中发现较早，存在很广泛
的一种 miＲ。近期研究显示，miＲ-137 在很多肿瘤
组织中呈低表达，参与调控了肿瘤细胞的多种生物

学功能，如 miＲ-137 可以抑制脑胶质瘤细胞增殖和
侵袭［11］，与结直肠癌的预后和侵袭密切相关［12］，还

可以抑制肺癌细胞的增殖［13］。本研究通过 ＲT-PCＲ
实验检测 miＲ-137 在各种胃癌细胞中的表达丰度，
结果显示相对于 GES，miＲ-137 在多种胃癌细胞
( MKN-74、AGS、SGC-7901、MKN-45、BGC-823 ) 中呈
低表达，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。而 miＲ-137
在 MKN-45 中表达丰度最低，与各组胃癌细胞比较，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。miＲ-137 在多种胃
癌细胞中的低表达，提示 miＲ-137 可能在胃癌的发
生发展中发挥着重要作用。为了明确 miＲ-137 在胃
癌转移侵袭中发挥的重要作用，进行了细胞划痕实

验、细胞侵袭实验及 Transwell 实验。实验结果显
示，在过表达慢病毒感染 miＲ-137 后，转染的 LV-
hsa-miＲ-137 在划痕实验、细胞侵袭小室实验及 Tr-
answell侵袭实验中，micro up 组相对于 NC 组和
CON组，差异均有统计学意义。上述实验结果显示
过表达 miＲ-137 对胃癌 MKN-45 细胞的侵袭迁移能
力有抑制作用。
很多文献已验证 miＲ-137 的靶基因包括 LS-

DI［14］，Cdc42［15］等，通过在线软件( TargetScan． org、
microＲNA． org、miＲDB． org) 预测 miＲ-137 靶基因显
示，miＲ-137 还有的很多潜在基因如 MMP-2、
PTP4A3 等与肿瘤细胞的侵袭及迁移有关。miＲ-137
可通过对这些靶基因的调控来影响胃癌细胞的相关

细胞学功能。
探索 miＲ-137 如何参与及调控胃癌细胞的各项

生物学功能，对于胃癌早期诊断、预后评价及治疗均
具有重要意义。本研究结果提示，胃癌细胞中 miＲ-
137 基因的低表达，抑制胃癌细胞的迁移侵袭作用，
miＲ-137 可能成为胃癌诊断的新指标，成为胃癌基
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因治疗的新靶点。
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Effect of microＲNA-137 on migration and invasion of
MKN-45 cells of human gastric cancer

Liu Xiaoyang1，2，Zheng Hailun2，Ｒen Zhi2，et al
( 1Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 233022;
2Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu 233003)

Abstract Objective To study the effectiveness of over expression of miＲ-137 on migration and invasion of human
gastric cancer MKN-45 cells． Methods ＲT-PCＲ technique was explored to detect the expression of miＲ-137 of 5
strain of gastric cancer cell and human gastric epithelium． Constructed lentivirus vector of overexpressing miＲ-137．
Scratch test，cell invasion chamber test and Transwell invasive test were used to analyze the effectiveness of overex-
pression of miＲ-137 on migration and invasion of human gastric cancer MKN-45 cells． Ｒesults The degree of ex-
pression of miＲ-137 in MKN-45 was obviously lower than those in GES，MKN-74，AGS，SGC-7901 and BGC-823
cells and the difference was significant( P ＜ 0. 05) ． The lentivirus vector of micro up miＲ-137 infected cells group
was successfully built． Scratch test result showed that the average migration rates after 24，48 h of micro up group
compared with CON group and NC group，the difference was significant ( P ＜ 0. 05) ． The results of cell invasion
chamber test and Transwell invasive test all showed that the average metastatic rates of micro up group compared
with CON group and NC group，the difference was significant ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Micro up miＲ-137 could
inhibit distinctively the ability of migration and invasion of human MKN-45 cell strain and might be a novel target
point for treatment of gastric cancer．
Key words gastric cancer; miＲ-137; MKN-45; invasion
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