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m i c r o R N A （ m i R N A ） 是 一 种 内 源 性 非 编 码

RNA，广泛存在于植物、微生物、动物体内，在

细胞内具有多种重要的调节作用 [1-2]。经生物信息

学方法预测，人类基因组中大约有1/3的基因表达

受到miRNA调控。miR-137位于人类1号染色体短

臂 2 区 2 带 ， 据 报 道 m i R - 1 3 7 的 异 常 表 达 可 能 与 肿

瘤 发 生 有 关 ， 研 究 主 要 集 中 于 中 枢 神 经 系 统 肿 瘤

和消化系统肿瘤，包括胶质母细胞瘤  [3-8]，成神经

细 胞 瘤 [ 9 ]， 星 形 细 胞 瘤 [ 1 0 ]， 少 突 神 经 胶 质 [ 1 1 ]， 胃 

癌 [ 1 2 ] ， 结 直 肠 癌  [ 1 3 - 2 1 ] ， 乳 腺 癌 [ 2 2 - 2 4 ] ， 黑 素 

瘤[25-26]，肺癌[27],头颈部鳞状细胞癌 [28]，舌癌[29]，

嗜 铬 细 胞 瘤 和 副 神 经 节 瘤 [ 3 0 ] ， 子 宫 内 膜 癌 [ 3 1 ] 。

miR-137过表达可以调控下游基因，抑制肿瘤细胞

的增殖、迁移，参与多个信号通路，且miR-137与

肿瘤化学治疗耐药有关。本实验利用qRT -PCR及

Transwell实验技术在组织与细胞水平分析miR-137

表达量与胃癌细胞侵袭能力之间的关系。

1　材料与方法

1.1  实验标本

收集2012年6月—2013年1月于中南大学湘雅

医院行手术切除的胃癌及距病变边缘4 cm的癌旁

标本24对，液氮保存。通过电子病历系统查询患

者 性 别 、 年 龄 、 分 期 、 病 理 结 果 情 况 。 按 国 际 抗

癌联盟（UICC）的TNM标准[32]，确定病理分期及

分 化 程 度 ， 患 者 术 前 未 实 施 辅 助 化 疗 ， 均 签 署 了

知情同意书。

1.2  实验细胞与材料

胃癌细胞株AGS、SGC7901、BGC823及人胚

胃上皮细胞GES1，均购自中南大学湘雅医学院细

胞研究中心。miR-137引物序列（F：5'-TTA TTG 

CTT AAG AAT ACG CGT AG-3'；R：5'-TGG TGT 

CGT GGA GTC G-3'）、U6内参引物序列（F：5'-
GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA AAA T-3'；

R：5'-CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC AT-3'）

交由上海吉玛制药技术公司合成。

1.3  主要试剂

m i R N e a s y  M i n i  K i t 购 买 于 Q i a g e n 公 司 ；

miRNA Q-PCR Detect ion Kit购买于GeneCopoeia

公司；脱氧核糖核酸酶I、核糖核酸酶抑制剂均购
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的关系；分别用 qRT-PCR 与 Transwell 侵袭实验检测 3 种胃癌细胞（AGS、SGC7901、BGC823）及正

常胃黏膜细胞（GES1）miR-137 的表达与穿膜。

结果：胃癌组织中 miR-137 表达量明显低于癌旁组织（P<0.05），miR-137 表达与胃癌患者 T 分期有

关，T 分期越高 miR-137 表达量越低（P<0.05）；各胃癌细胞 miR-137 表达量均低于正常胃黏膜细胞，

且胃癌细胞侵袭力越强胃癌细胞 miR-137 表达量越低（P<0.05）；穿膜细胞数与 miR-137 表达量之间

呈明显负相关（r=-0.8881，P<0.05）。

结论：胃癌组织 miR-137 表达降低，且 miR-137 表达量越低提示胃癌细胞侵袭能力越强。
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买于Fermentas公司；SYBR GreenPCR Master Mix

购买于ABI公司。

1.4  实验方法

1.4.1  qRT-PCR 检测　⑴ RNA 提取与标本处理：

取约 100 mg 组织，液氮研磨，胰酶消化收集，每

样 本 加 入 QIAzol 700 μL 混 匀； 萃 取 RNA： 加 入

140 μL 氯仿，震荡 15 s，室温放置 2 min，4 ℃下

离 心，12 000 r/min， 约 15 min； 沉 淀 RNA： 取

上层水相，加 500 μL 无水乙醇，混匀，以核酸纯

化柱收集样本，室温下，10 000 r/min，离心 15 s，

弃 去 穿 流 液， 重 复 此 步 骤 1 次， 以 Buffer RWT，

10 000 r/min，15 s， 洗 柱 1 次， 以 Buffer RPE，

10 000 r/min，15 s，洗柱 1 次，以 Buffer RPE 干

燥 内 膜， 以 去 RNA 酶 水 溶 解 RNA。 ⑵ 采 用 A260/
A280 法测定 RNA 纯度及浓度。⑶ 琼脂糖电泳检测

RNA 完整性。⑷ 去除基因组 DNA。⑸ PolyA 标记及

反转录：按以说明书配比，短暂离心后在 37 ℃反应

60 min，结束后行 85 ℃灭活酶 5 min，反转录产物

cDNA 以灭菌水稀释 5~10 倍备用。⑹ qPCR 扩增：

按以说明书配置 qPCR 体系后进行扩增，扩增程序

如下，预变性温度 95 ℃，时间 5 min；PCR 反应：

变 性（95 ℃ 10 s）、 退 火（60 ℃ 20 s）、 延 伸 

（72 ℃ 10 s），共 40 个循环。对于细胞实验，每

实验组设置 3 个平行样本；对于每个细胞样本及组

织样本，设 3 个平行孔。

1.4.2  Transwell 实验　以胰酶消化细胞，调节细

胞密度，约 1×104 个细胞 /mL。Transwell 上室接

种细胞悬液约 2 mL，Transwell 下室加入含血清培

基， 培 养 约 24 h。 除 去 基 质 胶 和 上 室 内 的 细 胞，

酒精固定，苏木素染色，倒置显微镜观察计数，每

实验组随机计数 3 个视野。

1.5  统计学处理

使用STATA 12.0统计软件进行统计学分析。

连续数据进行组间均数比较采用 t检验，相关性采

用Spearman秩相关分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　果

2.1  miR-137 在胃癌及癌旁组织中的表达

胃癌组织中2 -∆∆c t平均值为0.3291，癌旁组织

中2 -∆∆ct平均值为0.838 9，胃癌组织中miR -137表

达 低 于 癌 旁 组 织 ， 两 组 间 差 异 有 统 计 学 意 义 （ t = 

-6.837，P<0.05）（图1）。

2.2  miR-137 的表达与胃癌病理特征的关系

以T分期（以T 1+T 2、T 3+T 4为两分类）、N分

期、M分期、G分期、性别、年龄（以50岁为临界

点分为两组）、HER -2免疫组织化学染色诊断结

果 为 分 组 变 量 ， 以 m i R - 1 3 7 的 2 -∆∆ c t值 为 效 应 变 量

进行分析。结果发现T分期与miR -137相对表达有

关，在T分期较晚的胃癌组织中miR -137相对表达

量较低（P<0.05）（表1）。
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图 1　胃癌组织及癌旁组织 miR-137 相对表达量比较

表 1　miR-137 的表达与胃癌病理特征的关系 

临床病理特征 n miR-137/U6
H/F P 

T 分期
　T1+T2 3

6.189 0.0129
　T3+T4 21
N 分期
　N0 5

0.45 0.7221
　N1 4
　N2 6
　N3 9
M 分期
　M0 22

0.03 0.8609
　M1 2
分化程度
　高 1
　中 5 3.437 0.1793
　低 18
TNM 分期
　I 1

3.674 0.2989
　II 5
　III 16
　IV 2
HER-2 
　阴性 18

0.111 0.7389
　阳性 6
性别
　男 15

0.556 0.4561
　女 9
年龄
　＞ 50 11

0.806 0.3692
　≤ 50 13
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2.3 各组细胞 miR-137 表达情况

各组细胞miR-137相对表达量平均值（2-∆∆ct）

如 下 ： G E S 1  4 . 6 3 1 ； A G S   2 . 6 4 9 ； S G C 7 9 0 1 

1 .976；BGC823  1 .226，各组间差异有统计学意

义（ F =24.90， P <0.05）。正常胃黏膜GES1细胞

miR -137表达量最高，而高侵袭性的BGC823细胞

miR-137表达量最低。

2.4  Transwell 侵袭实验结果

T r a n s w e l l 体 外 侵 袭 实 验 显 示 ， 各 组 细 胞

株 穿 膜 细 胞 数 差 异 有 统 计 学 意 义 （ F = 3 3 1 . 9 1 ，
P<0.05），高侵袭性的BGC823细胞穿过基质胶的

细胞数明显多于其他细胞株（图2）。

穿
膜

细
胞

数

GES1 AGS SGC7901 BGC823

120

100

80

60

40

20

0

图 2　各组细胞穿膜细胞数比较

2.5  miR-137 的表达与细胞侵袭性的相关性分析

经 S p e a r m a n 秩 相 关 分 析 ， 4 株 细 胞 穿 膜 细 胞

数 与 m i R - 1 3 7 表 达 量 之 间 均 存 在 负 相 关 关 系 （ r = 

-0.8881，P<0.05）。

3　讨　论

实验发现miR-137在胃癌组织中表达降低，且

这种降低预示较晚的T分期。在体外实验中，miR-
137与胃癌细胞侵袭能力相关，miR -137表达量越

低 ， 胃 癌 细 胞 的 侵 袭 性 越 高 。 造 成 这 种 现 象 的 原

因可能是miR-137调节下游靶基因表达，间接调节

了胃癌的侵袭能力。

m i R - 1 3 7 可 靶 向 作 用 于 羧 基 末 端 结 合 蛋 白 1

（C- terminal-binding proteins 1，CtBP1），转录

辅抑制因子CtBP能与多种转录因子如Zeb1、Zeb2

结合形成转录抑制复合体，Snai l等转录因子通过

与 Z e b 1 结 合 后 再 结 合 于 C t B P 从 而 抑 制 肿 瘤 E - 钙

黏蛋白的表达 [ 3 3 ]。细胞间连接使上皮细胞形成有

序 的 排 列 结 构 ， 限 制 了 上 皮 细 胞 的 迁 移 能 力 。 其

中E-钙黏蛋白的作用非常重要，它可介导黏附连

接，维持上皮细胞极性并抑制细胞迁移能力[34]。

此外，miR-137可通过调节金属基质蛋白酶相

关通路影响肿瘤的侵袭转移能力。miR-137可通过

抑制Akt和MAPK信号通路而降低MMP2、MMP9、

VEGF在结肠癌细胞中的表达[35-36]，抑制了结肠癌

细胞的侵袭能力 [15]。而作为miR -137的靶基因Y-

盒结合蛋白1（Y-box binding protein-1，YB-1）

亦参与了肿瘤细胞侵袭转移过程，YB -1属Y-盒蛋

白家族，它 可 特 异 性 地 识 别 不 同 基 因 启 动 子 区 的

反向CCAAT -box，并与其结合，调节基因转录。

Y B - 1 可 以 与 A P 2 和 p 5 3 相 结 合 形 成 复 合 体 ， 随 后

绑定到MMP -2序列的增强子RE1上激活MMP -2的

转录[23]。

在胃癌组织中，miR -137表达降低，且T分期

较 晚 的 胃 癌 组 织 中 m i R - 1 3 7 含 量 较 低 ； 在 胃 癌 细

胞 中 ， m i R - 1 3 7 表 达 量 与 侵 袭 能 力 呈 负 相 关 。 提

示 在 胃 癌 中 ， m i R - 1 3 7 的 低 表 达 预 示 着 更 高 的 侵

袭能力。
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