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miR-181b-5p对胃癌细胞HGC-27增殖和凋亡的影响
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摘要      该文检测了人胃癌血清和胃癌细胞HGC-27中miR-181b-5p的水平, 并研究了miR-181b-
5p对胃癌细胞HGC-27增殖和凋亡能力的影响, 以探讨miR-181b-5p在胃癌发生和发展中可能的作

用。荧光定量PCR(Real-time quantitative PCR, qRT-PCR)检测胃癌患者和健康人群血清中miR-181b-
5p的水平以及胃癌细胞HGC-27和胃黏膜细胞GES-1中miR-181b-5p的水平, 采用脂质体瞬时转染

技术将miR-181b-5p抑制剂(inhibitors)以及inhibitors阴性对照分别转入胃癌细胞HGC-27中, 用qRT-
PCR验证转染后miR-181b-5p的水平, CCK-8法检测miR-181b-5p对胃癌细胞HGC-27的增殖能力的

影响, 流式细胞术检测转染后胃癌细胞HGC-27细胞周期和凋亡的变化。qRT-PCR结果显示, 胃癌

患者血清中miR-181b-5p的水平高于健康人群(P<0.05); 胃癌细胞HGC-27中miR-181b-5p的水平显

著高于胃黏膜细胞GES-1中的水平(P<0.01); 转染miR-181b-5p inhibitors后其miR-181b-5p的水平显

著低于inhibitors阴性对照组(P<0.01)。CCK-8结果显示, 将miR-181b-5p的水平下调后, 胃癌细胞

HGC-27的增殖能力明显下降(P<0.01)。流式细胞术检测结果显示, 转染miR-181b-5p inhibitors后, 
胃癌细胞HGC-27的凋亡率显著增高(P<0.01)。细胞周期检测结果显示, 转染miR-181b-5p inhibitors
后, 其S期明显缩短, G2/M期延长, 细胞增殖受到抑制。以上结果表明, 血清miR-181b-5p可能作为胃

癌早期诊断的一个分子肿瘤标志物; miR-181b-5p在胃癌的发生和发展过程中可能起到癌基因的作

用, 并有可能作为胃癌分子治疗的一个新靶点。
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Abstract       The miRNA-181b-5p levels in serum of gastric cancer patients and gastric cancer cell HGC-27 
were detected, and the effect of miRNA-181b-5p on proliferation and apoptosis of gastric cancer cell HGC-27 were 
investigated, which in order to explore the role of miRNA-181b-5p in the progress and development of gastric cancer. 
Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was performed to detect miRNA-181b-5p levels in serum of gastric cancer 
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patients and healthy people, and in gastric cancer cell HGC-27 and gastric mucosal cell GES-1. The miRNA-181b-
5p inhibitiors and inhibitors negative control was tranfected into gastric cancer cell HGC-27 by Lipofectamine 2000, 
respectively. Then miRNA-181b-5p was identified by qRT-PCR. The effect of miRNA-181b-5p on the proliferation of 
gastric cancer cell HGC-27 was detected by CCK-8 assay. The cell apoptosis and cell cycle distribution were analyzed 
by flow cytometry. The qRT-PCR result showed that the miRNA-181b-5p level in serum of gastric cancer was 
increased compared with the healthy people (P<0.05), and was significantly increased in gastric cancer cell HGC-27 
compared with gastric mucosal cell GES-1 (P<0.01). The miRNA-181b-5p level in gastric cancer cell was decreased 
after miRNA-181b-5p inhibitiors transfection compared with the inhibitors negative control (P<0.01). The result of 
CCK-8 assay showed that the proliferation of gastric cancer cell HGC-27 was significantly reduced while the miRNA-
181b-5p level was reduced (P<0.01). The result of flow cytometry showed that the apoptosis of gastric cancer cell 
HGC-27 was significantly up-regulated after transfection (P<0.01), and the proportion of S-stage cells was decreased 
as well as the proportion of G2/M-stage cells was increased. The proliferation of gastric cancer cell was inhibited after 
the tranfection of miRNA-181b-5p inhibitors. These results indicated that the serum level of miRNA-181b-5p may act 
as an molecular marker for early diagnosis of gastric cancer, and miRNA-181b-5p may act as oncogene in the progress 
and development of gastric cancer and serve as a new target for the molecular treatment of gastric cancer.

Keywords       miRNA-181b-5p; gastric cancer; cell cycle; proliferation; apoptosis

微RNA(microRNA, miRNA)是一类长度约为

19~25个核苷酸的单链非编码小分子RNA, 主要以完

全或不完全互补配对方式结合靶基因mRNA的3′端
非翻译区(3′ untranslated region, 3′UTR), 进而在转录

后水平负调控靶基因的表达。研究表明, miRNA在

肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡、迁移、侵袭以及发

育等生命活动过程中起到重要的调控作用, 进而发

挥癌基因或抑癌基因的作用[1]。已有文献报道, miR-
181b-5p与宫颈癌[2]、乳腺癌[3]、星形胶质细胞瘤[4]、

结肠癌[5]、慢性白血病[6]等密切相关。胃癌是我国最

常见的恶性肿瘤之一, 严重威胁人类健康, 因此对于

胃癌的早期诊断和治疗显得尤为重要。有研究发现, 
在胃癌组织中miR-181b-5p的水平升高[7-9], 但其在胃

癌患者血清中的水平以及与胃癌之间的相关性, 则
鲜有报道且尚存在争议。因此, 本研究检测胃癌患

者血清中以及胃癌细胞中miR-181b-5p的水平, 并进

一步采用化学合成的miR-181b-5p inhibitors在体外下

调胃癌细胞HGC-27中的miR-181b-5p的水平, 进而观

察其对胃癌细胞增殖和凋亡的影响, 为miR-181b-5p
与胃癌的发病机制之间的相关性提供新的理论依据, 
为胃癌的早期诊断和治疗提供有价值的临床信息。

1   材料与方法
1.1   实验材料

2015年1月~2016年2月收集山西省汾阳医院初

诊的22例胃癌患者的空腹血清5 mL, 所有胃癌患者

未经过化疗、放疗或手术治疗, 排除心脏病、高血

压以及糖尿病等疾病, 同时收集同期的健康体检者

30例作为对照组。该研究已经获得了医院伦理委员

会的批准, 且所有受试对象均知情, 并自愿参加。收

集血液标本后, 2 500 r/min离心10 min, 收集血清, 再
将血清置于低温高速离心机中, 4 °C, 12 000 r/min离
心10 min, 收集血清上清液, 分装于–80 °C冰箱中保

存待用。人胃癌细胞HGC-27细胞株购自武汉博士

德生物工程有限公司, 人胃黏膜GES-1细胞株由山

西医科大学汾阳学院任来峰老师惠赠。

1.2   主要试剂

MEM培养基、DMEM高糖培养基和Opti-MEM
培养基购自Hyclone公司。胎牛血清购自杭州四季

青公司。Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司。

Trizol、miRcute miRNA cDNA第一链合成试剂盒、

miRcute miRNA荧光定量检测试剂盒、血清miRNA
提取分离试剂盒、miRNA-181b-5p引物以及荧光定量

PCR检测所用内参U6及外参均购自北京天根生化科

技有限公司。miR-181b-5p inhibitors以及阴性对照购

自广州锐博生物科技有限公司。CCK-8试剂盒及细

胞周期购自上海碧云天生物技术有限公司。Annexin 
V-FITC/PI凋亡试剂盒购自凯基生物有限公司。

1.3   主要方法

1.3.1   细胞培养      胃癌细胞HGC-27以及正常胃黏
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膜细胞GES-1分别接种于含10%胎牛血清的MEM和

DMEM培养基中, 在37 °C、含5% CO2的培养箱中

培养, 平均每隔2~3 d传代。

1.3.2   qRT-PCR检测细胞和血清中miR-181b-5p的水

平      采用Trizol法提取细胞中的总RNA, 使用DEPC
水作为对照, 紫外分光光度计检测RNA的浓度以及纯

度。取200 μL血清, 按照血清miRNA提取试剂说明

提取血清中的miRNA。提取的RNA均采用poly(A)加
尾法进行逆转录反应。具体过程为: 在20 μL逆转录

体系中加入2 μg RNA, 37 °C反应60 min, 对miRNA的

3′末端进行poly(A)加尾处理, 之后取一定量poly(A)
修饰的miRNA于37 °C反应60 min, 进行逆转录反应。

将逆转录产物cDNA稀释10倍后, 以U6作为内参进行

荧光定量PCR(qRT-PCR), 检测细胞中miR-181b-5p水
平。qRT-PCR检测血清中miR-181b-5p的水平时则采

用外参作为参照。PCR反应条件均为: 94 °C 2 min; 
94 °C 20 s, 60 °C 34 s, 40个循环。反应结束后随即进

行熔解曲线分析, 以判断是否存在非特异性扩增。采

用2–ΔΔCt法计算细胞和血清中miR-181b-5p的水平, 期
间每组设定3个复孔。

1.3.3   细胞转染      转染前1 d将对数生长期的胃癌

细胞HGC-27以2.5×105/孔密度接种于6孔板中, 待次

日细胞融合度达到50%~60%时, 按照Lipofectamine 
2000操作说明进行转染, 转染6 h后将不含血清培养

基更换为含血清的完全培养基, 并置于37 °C、含

5% CO2的培养箱中继续培养, 24 h后荧光显微镜观

察转染效率。本实验分为3组, 分别为miR-181b-5p 
inhibitors组、miR-181b-5p inhibitors阴性对照组和

空白对照组, 其中, miR-181b-5p inhibitors的终浓度

为150 nmol/L。
1.3.4   qRT-PCR检测转染后细胞中miR-181b-5p的水

平变化      转染终浓度为150 nmol/L的miR-181b-5p 
inhibitors 48 h后, 提取细胞中的总RNA, 并测定其浓

度和纯度, 将其逆转录为cDNA(方法同前1.3.2), 以
U6为内参使用qRT-PCR法检测各组miR-181b-5p的
水平(条件同前1.3.2), 以此判断转染效率。

1.3.5   CCK-8法检测miR-181b-5p对细胞增殖的影

响      按1.3.3所述方法将miR-181b-5p inhibitors以及

inhibitors阴性对照转入HGC-27细胞后, 重新将各组

细胞消化为单细胞悬液。以4×103/孔接种于96孔板

中, 每组设定3个复孔, 置于37 °C、含5% CO2的培养

箱继续培养, 并在24、48、72 h向每孔中直接加入

10 μL CCK-8试剂, 继续放置于37 °C、含5% CO2的

培养箱培养1 h。使用酶标仪检测波长为450 nm时

各孔的吸光度(D)值, 并绘制细胞增殖曲线。

1.3.6   流式细胞术检测细胞周期的变化      转染48 h
后收集各组细胞, PBS洗涤细胞2次, 使用70%的乙醇

于4 °C固定过夜, 1 000 r/min离心3 min, 收集细胞, 再
次洗涤后按照说明书向各组中加入一定量的碘化丙

啶(propidium iodide, PI)和RNase A, 37 °C避光孵育

30 min, 并以50 μm的尼龙膜过滤细胞后, 使用流式

细胞仪检测细胞中DNA的含量。

1.3.7   流式细胞术检测细胞凋亡率      转染48 h后
使用不含EDTA的胰酶消化并收集细胞, 使用PBS
洗涤细胞2次, 1 000 r/min离心3 min, 收集大约3×105

细胞沉淀后, 向其加入500 μL染色缓冲液以及5 μL 
Annexin V-FITC并将其混匀, 再加入5 μL PI染色液混

匀, 室温避光20 min, 流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.4   统计学分析

以上所有实验均重复3次, 得到的所有数据采

用SPSS 16.0软件进行分析, 数据结果以x
_
±s表示, 两

组之间的比较采用t检验, 多组之间的比较采用单因

素方差分析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   miR-181b-5p在胃癌患者血清中的水平增高

qRT-PCR结果显示, 胃癌患者血清中miR-181b-
5p的水平显著高于健康人群, 差异具有统计学意义

(P<0.05, 图1)。
2.2   miR-181b-5p在胃癌细胞HGC-27中的水平

明显增高

qRT-PCR结果发现, 胃癌细胞HGC-27中miR-
181b-5p的水平显著高于胃黏膜细胞GES-1, 差异具

有统计学意义(P<0.01, 图2)。
2.3   胃癌细胞HGC-27转染效率的检测

将cy3标记的miR-181b-5p inhibitors以及inhibitors 
阴性对照转染胃癌细胞HGC-27, 24 h后采用流式细胞

术检测转染效率, 其结果为65%。48 h后采用qRT-PCR
分别检测空白对照组、转染miR-181b-5p inhibitors
以及inhibitors阴性对照组的胃癌细胞HGC-27中miR-
181b-5p的水平。图3的结果显示, 转染miR-181b-5p 
inhibitors的胃癌细胞HGC-27中miRNA-181b-5p的水

平显著低于inhibitors阴性对照组, 差异具有统计学意

义(P<0.01); 而inhibitors阴性对照组和空白对照组中
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图2   miRNA-181b-5p在胃癌细胞HGC-27和人胃黏膜细胞GES-1的水平

Fig.2   The levels of miRNA-181b-5p in gastric cancer cell HGC-27 and gastric mucosal cell GES-1

A: 同一视野的白光对照; B: 绿色激发光下观察细胞内的红色荧光; C: 转染后各组细胞中miRNA-181b-5p的水平, **P<0.01, 与inhibitors阴性对

照组(inhibitors NC)比较; D: 流式细胞术检测转染效率。

A: observation of the same field under white light; B: observation of the red fluorescence in the cells under green light; C: the levels of miRNA-181b-5p in gastric 
cancer cell after transfection, **P<0.01 compared with the group of inhibitors negative control; D: transfection efficiency was detected by flow cytometry.

图3   胃癌细胞HGC-27转染效率的检测

Fig.3   The assessment of  transfection efficiency of gastric cell HGC-27
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图1   miRNA-181b-5p在胃癌患者和健康人群血清中的水平

Fig.1   The levels of miRNA-181b-5p in gastric cancer patients and healthy people 
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的miR-181b-5p的水平无明显差异, 说明转染成功, 且
胃癌细胞中miRNA-181b-5p的水平被抑制。

2.4   下调miR-181b-5p水平对胃癌细胞HGC-27
增殖的影响

CCK-8实验结果显示, 与inhibitors阴性对照组

相比, 转染miR-181b-5p inhibitors后胃癌细胞HGC-
27的增殖能力明显减弱, 细胞生长受到抑制, 尤其以

转染后48、72 h明显, 差异具有统计学意义(P<0.01); 
miR-181b-5p inhibitors阴性对照组与空白对照组之间

无统计学差异, 该结果表明, 抑制miR-181b-5p的水平

可以抑制胃癌细胞HGC-27体外的增殖能力(图4)。
2.5   下调miR-181b-5p的水平对胃癌细胞HGC-
27细胞周期的影响

流式细胞术检测转染48 h后各组的细胞周期情

况。结果发现, 转染miR-181b-5p inhibitors使其miR-
181b-5p的水平下调后, 胃癌细胞HGC-27的S期比例

明显下降, G2/M期比例明显增加, 且与inhibitors阴性

对照组相比, 差异具有统计学意义(P<0.01)。以上

结果表明, miR-181b-5p的水平下调后, 细胞阻滞于

G2/M期, 使胃癌细胞的生长受到抑制(图5)。
2.6   下调miR-181b-5p水平促进胃癌细胞HGC-
27凋亡

使用Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞的凋亡

情况 , 结果发现 , miR-181b-5p inhibitors组、inhibitors
阴性对照组及空白组的凋亡率分别为27.66%±1.25%、

14.32%±1.08%及12.08%±1.63%, miR-181b-5p inhibitors
组的凋亡率显著高于inhibitors阴性对照组, 差异具

有统计学意义(P<0.01), 而inhibitors阴性对照组与空

白对照组相比差异不具有统计学意义(P>0.05)。此

结果说明, 下调miR-181b-5p的水平后, 可以促进胃

癌细胞HGC-27的凋亡(图6)。

3   讨论
miRNA是近年来分子生物学领域的研究热点

之一。作为一种转录后调控因子, 它可以在mRNA
水平调节靶基因的表达, 导致mRNA降解或者抑

制转录后翻译。外周血循环中miRNA与组织中

miRNA表达相似性较高, 具有一定的组织特异性, 
且在血清或血浆中可以长期稳定存在, 因此有可能

成为一种新型的血清肿瘤标志物而应用于临床[10]。

近几年, 胃癌相关miRNA异常表达的临床应

用已经成为了研究的热点, 很多miRNA的异常表达

都被证实与胃癌有关。目前, 作用机制较为明确的

是miRNA-21[11], 它与胃癌的进程及其生存期等都

有密切的相关性。此外, 还有很多miRNA逐渐被证

实通过靶向调控某些基因而影响胃癌的进程, 而且

机制复杂多样。如Huang等[12]发现, 在胃癌中miR-
338-3p靶向E盒结合锌指蛋白2(zinc finger E-box 
binding homeobox 2, ZEB2)及结肠癌转移相关基因

1(metastasis-associated in colon cancer 1, MACC1)而
抑制上皮细胞间质转型, 过表达miR-338-3p后, 胃癌

细胞的迁移和侵袭能力减弱, 而将miR-338-3p下调

后则发现了相反的结果。Zhu等[13]发现, miR-106a
靶向基质金属蛋白酶抑制因子-2(tissue of inhibitor of 
metalloproteinase-2, TIMP-2)而调控胃癌的侵袭和转

移, 抑制miR-106a的水平后, 胃癌细胞的增殖、迁移

和侵袭能力减弱。有趣的是, 有的miRNA还与化疗

的敏感性、生存期及其预后都有密切的关系[9,14-15]。
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图4   miR-181b-5p对胃癌细胞HGC-27增殖能力的影响

Fig.4   The effect of miR-181b-5p on the proliferation of gastric cancer cell HGC-27 
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图6   miRNA-181b-5p对胃癌细胞凋亡的影响

Fig.6   The effect of miRNA-181b-5p on the apoptosis of gastric cancer cell
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图5   miRNA-181b-5p对细胞周期的影响

Fig.5   The effect of miRNA-181b-5p on the cell cycle distribution of gastric cancer cell 
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以上研究表明, 胃癌与miRNA关系密切而且机制复

杂, 有的miRNA可以靶向调节原癌基因起到抑制肿

瘤的作用, 而某些miRNA则可以通过靶向调节抑癌

基因而发挥着促进肿瘤发生、发展的作用。

miRNA-181b-5p被证实在多种肿瘤中表达异常, 
如宫颈癌、乳腺癌、星形胶质细胞瘤、结肠癌等[2-5], 
而血清miR-181b-5p的水平还可以作为结肠癌[16]、非小

细胞肺癌[17]等的诊断标志物。有学者发现, miR-181b-
5p在胃癌组织中的水平显著高于正常组织[9-10,18], 同
时, miR-181b-5p水平较高的胃癌患者其生存期明

显缩短, 对奥沙利铂的敏感性下降[7]。还有学者发

现, 胃癌中异常表达的miR-181b-5p有可能成为胃癌

诊断的标志物[19-20]。因此, 本研究首先比较胃癌细

胞HGC-27与正常胃黏膜细胞GES-1中miR-181b-5p
的水平, 结果发现, 胃癌细胞显著高于正常胃黏膜细

胞, 并且进一步检测胃癌患者血清中miR-181b-5p的
水平发现, 其血清中miR-181b-5p的水平也明显高于

健康人群。此结果与国内外报道的miR-181b-5p在
胃癌组织中高表达的结果相一致, 同时也说明胃癌

血清中miR-181b-5p的水平和组织中的表达有较高

的一致性, 提示血清miR-181b-5p有可能作为一个新

型的分子肿瘤标志物应用于临床检测。为了进一步

探索miR-181b-5p对胃癌细胞生物学行为的影响, 本
研究采用脂质体转染技术将miR-181b inhibitors以
及阴性对照转入胃癌细胞HGC-27中, 使得胃癌细

胞HGC-27中原来高表达的miR-181b-5p下调。采用

CCK-8法检测胃癌细胞的增殖能力, 其结果显示, 下
调miR-181b-5p水平后, 胃癌细胞HGC-27的增殖能

力明显减弱。同时, 采用了流式细胞术检测转染后

各组胃癌细胞的细胞周期和凋亡情况, 结果发现, 与
阴性对照组相比, miR-181b-5p inhibitors组的胃癌细

胞HGC-27的凋亡率明显增加。细胞周期检测结果

显示, miR-181b-5p的水平被抑制后, S期比例降低, 
G2/M期比例增加, 细胞阻滞于G2/M期, 以致生长受

到抑制。以上结果说明, 抑制miRNA-181b-5p的水

平后, 胃癌细胞HGC-27增殖受到抑制, 并且细胞凋

亡增加, 推测在胃癌中miR-181b-5p有可能作为一个

癌基因靶向调控某些基因的表达, 改变细胞周期、

促进细胞凋亡, 进而导致细胞的异常增殖。也有研

究证实了我们的猜测, 如Zhou等[21]发现, miRNA-
181b参与并促进了转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β)诱导的胃癌细胞HGC-27的

迁移、侵袭以及上皮间质转化, 而且增高的miRNA-
181b靶向抑制基质金属蛋白酶抑制剂3(tissue 
inhibitor of metalloproteinase 3, Timp3)的表达, 进而

抑制细胞的凋亡, 促进细胞迁移和侵袭。因此, 胃癌

中miRNA-181b水平增加可以引起胃癌细胞生物学

行为的改变, 进而促进胃癌的进程。

此外, 在其他肿瘤中, miRNA-181b也具有类似

的作用。如有学者发现, 在Eca109食管癌细胞的球

形成细胞中, miR-181b的水平增加, 并且可以通过

信号转导和转录活化因子3(signal transducers and 
activators of transcription 3, STAT3)途径而增加细胞

克隆的数量和大小, 抑制miR-181b的水平可以诱导

细胞凋亡[22]。同时, miR-181b可以靶向抑制肿瘤抑制

因子(cylindromatosis, CYLD)的水平进而发挥其癌基

因的作用。在甲状腺乳头状癌[23]中, 下调miR-181b
可以靶向调控CYLD的表达进而促进细胞凋亡。在

卵巢癌中发现, miR-181b靶向大肿瘤抑制因子2(large 
tumor suppressor homolog 2, LATS2)促进细胞的增殖

和侵袭[24]; 在宫颈癌中, miR-181b则是靶向AC9进而

促进细胞的增殖, 同时抑制细胞凋亡[2]。在肝星状细

胞中, miR-181b靶向P27促进细胞的增殖[25]。这些结

果说明, miRNA-181b-5p和众多的靶基因之间形成

了复杂的功能网络, 它可以调控不同的靶基因进而

引起细胞周期、凋亡、侵袭等生物学行为的改变, 
且这些结果与本研究抑制miRNA-181b水平后产生

的结果相类似, 这也进一步表明, miRNA-181b对多

种肿瘤细胞的生物学功能具有重要的调控能力, 可
能与多种肿瘤的发生密切相关。

综上所述, 本文首次证实了在胃癌患者血清中

miRNA-181b的表达增高, 因此, miRNA-181b-5p有
望成为胃癌早期诊断的一个分子肿瘤标志物, 但还

需进一步扩大样本量进行验证。同时, 我们还发现, 
异常表达的miR-181b与胃癌细胞HGC-27的增殖与

凋亡密切相关, 抑制miR-181b的表达可以促进胃癌

细胞的凋亡, 抑制胃癌细胞的增殖。因此, miRNA-
181b可能成为胃癌治疗的新的靶分子。我们将采用

生物学技术预测并验证miRNA-181b在胃癌中可能

的作用机制, 从而为胃癌的早期诊断、预后判断及

治疗提供重要的理论和实验依据。
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