
浙
江
医
学
杂
志
社
官
方
网
站
网
址
：
ww
w.
zj
yx
zz
s.
co
m

浙江医学 2020年第 42卷第 18期

【摘要】 目的 探讨 miR-328-5p对胃癌细胞迁移和侵袭的作用及其分子机制。 方法 将 30只小鼠按照随机数字表法分

为胃癌组和正常组，每组 15只，采用 N-甲基 -N-亚硝基脲（MNU）化学诱导法构建小鼠胃癌模型，采用 RT-PCR法检测两组小鼠胃

组织中 miR-328-5p、脊椎蛋白 2（SPON2）相对表达量；Western blot法检测两组小鼠胃组织中酪氨酸蛋白激酶（Src）、磷酸化 Src

（p-Src）、局部黏着斑激酶（FAK）、磷酸化 FAK（p-FAK）蛋白表达水平。将胃癌细胞系 SGC7901分为 miR-328-5p组、miR-con组、

NC组共 3组，采用 RT-PCR法检测 3组细胞 miR-328-5p、波形蛋白（Vimentin）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）相对表达量；采用

Transwell小室实验检测 3组细胞迁移和侵袭数。采用荧光素酶报告基因实验检测胃癌细胞 miR-328-5p、miR-con+SPON2基因野

生型（WT）和突变型（MUT）的荧光素酶相对活力值。 结果 与正常组比较，胃癌组胃组织中 miR-328-5p 相对表达量明显降低，

SPON2相对表达量明显升高（均 P＜0.05）；与正常组比较，胃癌组胃组织中 p-FAK、p-Src蛋白表达水平均明显升高（均 P＜0.05）。

与 NC、miR-con组比较，miR-328-5p组 miR-328-5p相对表达量明显升高，同时 Vimentin、MMP-9相对表达量均明显降低（均

P＜0.05）；与 NC、miR-con组比较，miR-328-5p组细胞迁移数和侵袭数均明显降低（均 P＜0.05）。与 miR-328-5p+SPON2 WT组

比较，miR-con+SPON2 WT 组、miR-con+SPON2 MUT 组、miR-328-5p+SPON2 MUT 组荧光素酶相对活力值均明显为高（均

P＜0.05）。结论 miR-328-5p在胃癌组织中呈低表达，过表达 miR-328-5p可抑制胃癌细胞的迁移和侵袭能力；miR-328-5p直

接靶向 SPON2基因 3'UTR序列，调控其转录表达，并抑制其下游 FAK/Src信号活化及其下游 Vimentin、MMP-9的表达。

【关键词】 miRNA 胃癌 迁移 侵袭
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【 Abstract】 Objective To explore the effect of microRNA-328-5p(miR-328-5p) on migration and invasion of gastric

cancer cells and its molecular mechanism . Methods The mouse gastric cancer model was induced by N-methyl-N-

nitrosourea(MNU) method, and the relative expression of miR-328-5p and Spondylin 2(SPON2) in mouse gastric cancer tissue

was detected. The expression levels of local focal adhesion kinase(FAK)/Src kinase(Src) and its protein phosphorylation were

detected by Western blotting. The overexpression of miR-328-5p in gastric cancer SGC7901 cells was detected by fluoresc-

ence quantitative PCR(RT-PCR). The mRNA expression of migration related markers vimentin(Vimentin), matrix metalloprotein-

ase 9(MMP9) was detected by RT-PCR. Cell migration and invasion ability were determined by Transwell assay. Target scan

7.2 software analysis and prediction of miR-328-5p target gene SPON2 were performed. The luciferase reporter gene experi-

ment was used to detect the relative luciferase activity of miR-328-5p, miR-con gastric cancer cell SPON2 gene wild type

(WT) and mutant type(MUT). Results The level of miR-328-5p in gastric cancer tissue of mice bearing gastric cancer was
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胃癌是世界上第二大癌症死亡的原因，在包括中国

和日本在内的亚洲国家中，胃癌的发病率特别高。据报

道，全球范围内尽管胃癌的发病率在逐年下降，但每年

仍有超过 100万的新诊断病例和 85万的死亡病例[1]。胃
癌高病死率的主要原因在于其早期无明显临床症状，多

数患者确诊时已处于晚期，导致临床治疗效果不佳，预

后差[2]。大量文献表明，异常 miRNA表达与胃癌的发生
和发展密切相关[3-4]。近年来有研究显示，miRNA可通过
干扰肿瘤抑制因子和促进癌基因的表达导致功能异常，

这与胃癌的发生密切相关[5]。此外，miRNA的功能障碍
还可导致下游表型的变化，包括细胞迁移、侵袭、增殖和

凋亡等过程[5]。miRNA可通过与靶基因完全或不完全结
合导致靶 mRNA降解。多项研究发现长链非编码 RNA
或者环状 RNA通过调控 miR-328-5p的表达参与非小
细胞肺癌、卵巢癌等多种肿瘤的恶性进展，并有希望成

为临床诊断的标志物[6-7]。然而其在胃癌中的作用尚未见
报道，基于此，本研究将探讨 miR-328-5p 对胃癌细胞
迁移和侵袭的作用及其具体的分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料 30只雄性 C57BL/6J小鼠（体重：22~25g，年
龄：6~7周龄）购自北京维通利华实验动物技术有限公
司，实验动物使用许可证：北京 SYXK（京）2017-0033。
小鼠自由饮水进食，昼夜各 12 h。人源胃黏膜上皮细胞
系 GES-1以及胃癌细胞系 SGC7901、MKN28均购自上
海澳音生物科技有限公司。miR-328-5p和 miR-con（批
号：121547）均购自上海美轩生物科技有限公司；Tran原
swell小室（批号：845116）购自吴江康宁生命科学有限
公司；双荧光素酶报告基因检测试剂盒（批号：215548）
购自武汉纯度生物科技有限公司；脊椎蛋白 2（SPON2）

兔单抗（批号：s1121）、波形蛋白（Vimentin）兔单抗（批
号：s87516）、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）兔单抗（批号：
s8361）均购自武汉三鹰生物技术有限公司，酪氨酸蛋白
激酶（Src）兔单抗、磷酸化 Src（p-Src）兔单抗（批号：
b2158）、局部黏着斑激酶（FAK）兔单抗（批号：b0542）、
磷酸化 FAK（p-FAK）兔单抗（批号：b9564）均购自杭州
戴格生物技术有限公司，GAPDH作为内参。
1.2 方法

1.2.1 小鼠分组及胃癌模型构建 将 30只小鼠按照随
机数字表法分为胃癌组和正常组，每组 15只。胃癌组小
鼠采用 N-甲基-N-亚硝基脲（MNU）化学诱导法构建小
鼠胃癌模型，具体操作为：在小鼠饮用水里添加 MNU，
以 120 mg/L浓度持续处理 4周，即可诱导小鼠胃组织
发生癌变[8]。
1.2.2 小鼠胃组织中 miR-328-5p、SPON2相对表达量
检测 取两组小鼠胃组织，提取 RNA，进一步逆转为
cDNA，采用 RT-PCR法检测 miR-328-5p、SPON2相对
表达量。引物购自上海生工生物工程股份有限公司。反

应程序：94 益变性 20 s，60 益退火 30 s，72 益延伸 30 s，
循环数 32个。其相对表达量采用 2-吟吟Ct法计算。
1.2.3 小鼠胃组织中 p-Src、Src、p-FAK、FAK蛋白表达
水平检测 采用Western blot法。取小鼠胃癌及正常胃
组织，采用强组织蛋白裂解液裂解胃癌及正常胃组织蛋

白，采用 BCA法检测两组蛋白浓度，定量后取 20 滋g蛋
白进行 SDS-PAGE电泳，转膜后利用 5%的牛奶室温封
闭 1 h去除非特异性抗原，随后加入对应配制好的一抗
中于 4 益孵育过夜，抗体稀释比均为 1:1 000。次日利用
辣根过氧化物酶化学二抗室温孵育 1 h后进行化学曝
光，利用化学扫膜仪分析数据。

1.2.4 胃癌细胞分组培养及转染 将胃癌细胞系

significantly lower than that in normal group(both P＜0.05), while the level of SPON2 in gastric cancer group was significantly

higher than that in normal group(both P＜0.05). Western blotting showed that FAK/Src phosphorylation level in gastric tissue

of mice bearing gastric cancer was significantly increased. RT-PCR results showed that the expression of Vimentin and MMP-9

in the overexpression miR-328-5p group was significantly lower than that in the NC and miR-con groups(all P＜0.05), the number

of cell migration and invasion in the miR-328-5p overexpression group was significantly lower than that in NC, miR-con group(all

P＜0.05). Targetscan 7.2 software predicts that miR-328-5p directly targets the 3'UTR sequence of SPON2 gene, and the results

of luciferase reporter gene showed mutations of SPON2 and miR-328-5p after binding sites, the relative activity of luciferase in

the miR-328-5p-SPON2 MUT group was significantly lower than that in the miR-con-SPON2 WT group(all P＜0.05). Conclusion

The expression of miR-328-5p is down-regulated in gastric cancer, and over-expressed of miR-328-5p can inhibit the migra-

tion and invasion of gastric cancer cells. It is found that miR-328-5p directly targets the 3'UTR sequence of the SPON2 gene,

regulates its transcriptional expression, and inhibits its downstream FAK/Src signal activation and downstream Vimentin, Expres-

sion of MMP-9.

【Key words】 microRNA Gastric cancer Migration Invasion
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SGC7901置于 1640完全培养基（1640基础培养基+10%
FBS+1%双抗）中进行培养，细胞密度达到 80%~90%时进
行传代铺板。将细胞分为 miR-328-5p组、miR-con组、
NC组共 3组。其中 miR-328-5p组细胞转染 miR-328-
5p，miR-con 组细胞转染 miR-con，NC 组不转染。将
SGC7901细胞铺板于 6孔板中，按照 lipo 2000说明书进
行转染，转染 6 h后换液，24 h后消化细胞进行后续实验。
1.2.5 3组胃癌细胞 miR-328-5p、Vimentin和 MMP-9
表达水平检测 细胞按照上述分组处理 24 h后，提取细
胞 RNA，采用 RT-PCR法检测 miR-328-5p、Vimentin、
MMP-9相对表达量，其相对表达量采用 2-吟吟Ct法计算，
以 U6作为内参。每组实验设计 6个复孔。
1.2.6 3 组胃癌细胞迁移、侵袭数检测 采用 Tran原
swell小室实验。细胞按照上述分组处理 24 h后，用胰
酶消化细胞，经过离心后采用无血清基础 1 640培养
基重悬计数后，稀释成 4伊106 个/ml 的细胞悬液，取
100 滋l铺板于 Transwell上室，下室加入 600 滋l含血清
完全培养基。上下室共培养 24 h后，采用 4%多聚甲醛
固定 15 min 后，用棉签将上室未迁移的细胞擦拭干
净，结晶紫染色，拍照计算细胞迁移数。细胞侵袭实验

则提前将 Transwell上室包被基质胶，后续操作同迁移
实验步骤，拍照计算细胞侵袭数。每组实验设计 6 个
复孔。

1.2.7 miR-328-5p、miR-con 胃癌细胞 SPON2 基因
野生型（WT）和突变型（MUT）荧光素酶相对活力值检
测 采用荧光素酶报告基因实验。Targetscan 7.2软件
分析 miR-328-5p 直接靶向 SPON2 基因 3 忆UTR 序列
后，设计该靶点突变报告基因质粒。报告基因实验分为

miR-con+SPON2 WT 组、miR-328-5p+SPON2 WT 组、
miR-con+ SPON2 MUT 组、miR -328-5p+SPON2 MUT
组共 4组，其中 miR-con+SPON2 WT组细胞转染 miR-
con和 SPON2 WT质粒，miR-328-5p+SPON2 WT 组细
胞转染 miR -328 -5p 和 SPON2 WT 质粒，miR -con +
SPON2 MUT 组细胞转染 miR-con 和 SPON2 MUT 质
粒，miR-328-5p+SPON2 MUT 组转染 miR-328-5p 和
SPON2 MUT质粒。质粒转染 24 h，取出细胞，采用双荧
光素酶报告基因检测试剂盒裂解细胞并进行后续实验，

最后用酶标仪检测并计算荧光素酶相对活力值。每组实

验设计 6个复孔。
1.3 统计学处理 采用 SPSS 25.0统计软件。计量资料
用 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD-t检验，两组间比较采用两独立样本 t检验。
P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组小鼠胃组织中 miR-328-5p、SPON2相对表达
量比较 与正常组比较，胃癌组胃组织中 miR-328-5p
相对表达量明显降低，SPON2相对表达量明显升高，差
异均有统计学意义（均 P＜0.05）。见表 1。

2.2 两组小鼠胃组织中 p-Src、Src、p-FAK、FAK 蛋白
表达水平比较 与正常组比较，胃癌组胃组织中 p-
FAK、p-Src蛋白表达水平均明显升高，差异均有统计
学意义（均 P＜0.05）。见图 1、表 2。

2.3 3组胃癌细胞 miR-328-5p、Vimentin和 MMP-9相
对表达量比较 与 NC、miR-con 组比较，miR-328-5p
组 miR-328-5p相对表达量明显升高，同时 Vimentin、
MMP-9相对表达量均明显降低，差异均有统计学意义
（均 P＜0.05）。见表 3。

表 1 两组小鼠胃组织中 miR-328-5p、SPON2相对表达量比较

组别

胃癌组

正常组

n
15

15

miR-328-5p

0.48±0.11*

1.00±0.07

SPON2

2.36±0.16*

1.00±0.09

注：p-Src为磷酸化酪氨酸蛋白激酶；Src为酪氨酸蛋白激酶；

p-FAK 为磷酸化局部黏着斑激酶；FAK 为局部黏着斑激酶；

SPON2为脊椎蛋白；与正常组比较，*P＜0.05

正常组 胃癌组

p-Src

Src

p-FAK

FAK

GAPDH

图 1 磷酸化酪氨酸蛋白激酶（p-Src）、酪氨酸蛋白激酶（Src）、磷

酸化局部黏着斑激酶（p-FAK）、局部黏着斑激酶（FAK）蛋白表达

的电泳图

表 2 两组细胞 p-Src、Src、p-FAK、FAK蛋白表达水平比较

组别

胃癌组

正常组

n
15

15

p-Src

3.26±0.15*

1.00±0.04

Src

1.00±0.15

1.00±0.08

p-FAK

2.61±0.13*

1.00±0.12

FAK

1.00±0.09

1.00±0.07

注：p-Src为磷酸化酪氨酸蛋白激酶；Src为酪氨酸蛋白激酶；

p-FAK为磷酸化局部黏着斑激酶；FAK为局部黏着斑激酶；与正

常组比较，*P＜0.05
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表 3 3组细胞 miR-328-5p、Vimentin和MMP-9相对表达量比较

组别

miR-con组

miR-328-5p组

NC组

P值

n
6

6

6

miR-328-5p

0.85±0.12*

2.05±0.13

1.00±0.07*

＜0.05

Vimentin

0.89±0.06*

0.46±0.02

1.00±0.04*

＜0.05

MMP-9

0.94±0.07*

0.46±0.05

1.00±0.06*

＜0.05

注：Vimentin 为波形蛋白；MMP-9 为基质金属蛋白酶 -9；与

miR-328-5p组比较，*P＜0.05

2.4 3组胃癌细胞迁移、侵袭数比较 与 NC、miR-con
组比较，miR-328-5p组细胞迁移数和侵袭数均明显降
低，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。见表 4。

2.5 4组胃癌细胞荧光素酶相对活力值比较 与 miR-
328-5p+SPON2 WT 组比较，miR-con+SPON2 WT 组、
miR-con+SPON2 MUT组、miR-328-5p+SPON2 MUT组
荧光素酶相对活力值均明显为高，差异均有统计学意义

（均 P＜0.05）。见图 2、表 5。

3 讨论

胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，其特征是进展

迅速、预后差和 5年生存率低。迄今为止，早期检测胃癌
是降低胃癌病死率的最佳方法。由于内镜检查存在相关

的不良反应（包括穿孔，吸入性肺炎或出血），因此内镜

检查在社区中并不普及。因此，寻求获取方便、易于检测

的生物标志物将有利于胃癌的早期检测[9]。
miRNA参与调控包括细胞增殖、转移、分化、发育

等多种生物学过程。越来越多的证据表明，多种 miRNA
在癌组织和正常组织中差异表达，并对 miRNA在各种
类型癌症中的分布进行了分析，提出了 miRNA在临床
应用中的诊断和预后价值[10]。对于 miR-328-5p此前已
有文章报道 miR-328-5p 可通过靶向糖基化终产物受
体抑制 MDA-MB-231乳腺癌细胞增殖[11]，此外 CircR原
NA-5692可通过刺激 miR-328-5p增强残疾基因同源
物 2相互作用蛋白表达从而来抑制肝癌的进展[12]。长链
非编码 RNA TPTEP1竞争性抑制 miR-328-5p从而抑
制非小细胞肺癌细胞的增殖。本研究通过构建小鼠原位

胃癌模型，发现 miR-328-5p在胃癌组织中表达明显低
于正常胃组织，而 SPON2在胃癌组织中表达明显高于正
常胃组织。通过迁移和侵袭实验发现过表达 miR-328-5p
可抑制胃癌细胞迁移和侵袭。通过 Targetscan分析发现
miR-328-5p可能靶向 SPON2 3忆UTR序列，该结论进一
步通过荧光素酶报告基因得到验证。

SPON2是一种细胞外基质蛋白，由 SPON2基因编
码，早期研究发现与 SPON2相关的疾病包括药物诱导
的红斑狼疮，探其致病机制发现 SPON2主要影响整合
素活化及蛋白质代谢[13-14]。近年来 SPON2在肿瘤中的作
用越来越得到重视，在大肠癌中，SPON2表达明显上调，
并通过缺口受体信号参与肿瘤的恶性进程[15]。本研究发
现 miR-328-5p 靶向 SPON2 后可能通过调控 FAK/Src
信号通路的活化，抑制了 Vimentin、MMP-9等细胞迁移
相关分子的表达。

综上所述，本研究发现 miR-328-5p在胃癌中表达
下调，过表达 miR-328-5p抑制胃癌细胞迁移和侵袭能
力，分子机制研究发现 miR-328-5p可能通过靶向抑制
SPON2的表达，从而抑制了 FAK/Src信号的活化及下游
细胞迁移相关蛋白 Vimentin、MMP-9的表达。因此 miR-
328-5p有望成为胃癌临床诊断标志物和治疗靶点。
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