
胃癌发生于胃粘膜，是最常见的消化道肿瘤，尽管

在西方国家胃癌的发病率正在逐渐下降，但在大多数发

展中国家（包括中国），胃癌的死亡率和发病率仍然

很高［1-2］。由于缺乏早期胃癌诊断的有效生物标志物，

大约三分之二的患者被确诊时已发展到晚期或伴有广

泛淋巴转移［3］，已经严重威胁了人类的健康。目前，胃癌

的治疗主要有手术治疗、化疗和靶向治疗等，但由于胃

癌的发生是一个多步骤、多因素作用的过程，涉及到许

多遗传和环境因素，致使其治疗效果不佳。近年来，有

关表观遗传学的研究是肿瘤研究的热点，微小RNA

（miRNA）作为表观遗传学的范畴之一，其主要通过结

合靶基因mRNA 3'-非翻译区部分功能互补的序列引起

mRNA 的不稳定或抑制翻译发挥转录后调节功能［4］。

最近研究表明，miRNA在胃癌中扮演着致癌和抑癌的

双重作用，是肿瘤发生的关键因素，且miRNA的表达失

调与胃癌的发生率、早期诊断和预后有关［5-6］。因此，对

miRNA的生物学方面研究可能有助于我们更好地了解胃

癌的发病机制，促进胃癌的分子生物学诊断与靶向治疗。

miRNA-449的表达首次在胚胎鼠脑组织中被发

现［7］，后续研究表明其可能通过直接或间接调控一些与

细胞周期相关的靶基因影响细胞的增殖、分化、凋亡，以

及导致细胞周期紊乱，与癌症的发生和发展密切相关［8］。
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摘要：目的 探讨miR-449a/b在胃癌发生中的可能作用机制。方法 采用qRT-PCR方法检测了miR-449a/b和E2F1基因在胃癌

细胞BGC-823和胃粘膜细胞GES-1表达情况；采用瞬时转染技术将miR-449a/b模拟物(mimic)以及mimic阴性对照分别转入胃

癌细胞BGC-823中，qRT-PCR验证转染成功后，通过CCK-8法检测胃癌细胞的增殖能力，流式细胞术检测胃癌细胞凋亡的

变化，细胞划痕实验检测胃癌细胞的迁移能力，Western blot方法检测miR-449a/b上调后其靶基因蛋白的表达水平；并通过

转染E2F1过表达质粒和空质粒对照入胃癌细胞BGC-823，Western blot确定转染效率后，分别用qRT-PCR和数字PCR检测

miR-449a/b的表达水平。结果 相比于正常胃粘膜细胞株GES-1，miR-449a/b在胃癌细胞株BGC-823中表达均下调（P<0.01）；

过表达miR-449a/b可抑制胃癌细胞BGC-823增殖和迁移，并促进其凋亡（P<0.05）；过表达的E2F1可上调miR-449a/b的表达

（P<0.001），而上调miR-449a/b的表达，其直接靶基因CDK4、CDK6表达下调，并可通过CDKs-pRb-E2F1信号通路，间接下调

E2F1蛋白的表达（P<0.01）。结论 miR-449a/b的低表达和E2F1的高表达均参与了胃癌的发生、发展，并且miR-449a/b能负反

馈调节E2F1抑制胃癌细胞增殖。
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Abstract: Objective To investigate the possible role of miR-449a/b in the occurrence of gastric cancer. Methods The expression
of miR-449a/b and E2F1 mRNA in gastric cancer cells BGC-823 and gastric mucosal cells GES-1 were detected with qRT-PCR.
miR-449a/b mimics or a negative control was transiently transfected into BGC-823 cells, and the changes in cell proliferation,
apoptosis, and migration ability were assessed using CCK-8 assay, flow cytometry, and scratch wound healing assay,
respectively. Western blotting was used to observe the effects of miR-449a/b upregulation on its target gene expression. The
effects of transfection with an E2F1-over-expressing plasmid or an empty plasmid were analyzed on the expression level of
miR-449a/b in BGC-823 cells using qRT-PCR and digital PCR. Results The gastric cancer cell line BGC-823 showed
significantly a lowered expression of miR-449a/b compared with the normal gastric mucosal cell line GES-1 (P<0.01).
Overexpression of miR-449a/b obviously inhibited the proliferation and migration and promoted apoptosis of BGC-823 cells
(P<0.05). Overexpression E2F1 in the cells resulted in significantly up-regulated expression of miR-449a/b (P<0.001). Up-
regulation of miR-449a/b caused significant down-regulation of its direct target genes CDK4 and CDK6 and also of the
expression of E2F1 protein via the CDKs-pRb-E2F1 signaling pathway. Conclusion The low expression of miR-449a/b and the
high expression of E2F1 are both involved in the occurrence and progression of gastric cancer, and miR-449a/b negatively
regulates E2F1 to inhibit the proliferation of gastric cancer cells.
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而以CDKs-pRb-E2F1为信号转导通路的细胞周期调控

系统是肿瘤发生和发展的重要通路，作为此通路的下游

调节因子E2F1是细胞周期转录因子E2F家族的重要成

员。E2F1转录因子是公认的细胞周期调节因子，同时

也是DNA损伤诱导的凋亡和检查点反应的有效中介因

子。理解E2F1活动的多样和看似二分法的功能一直是

研究的重点。虽然E2F途径在癌症中经常被解除，但

E2F1自身作为增殖或细胞死亡的启动子对肿瘤发生的

作用，目前还远未被了解［9-10］。E2F1转录因子可以控制

多个miRNA簇的表达，其自身也被许多miRNA靶向，

作为miR-449a/b的间接靶基因，两者关系较为复杂，

Yan等［11］通过动力学实验发现miR-449通过影响细胞周

期阻滞和凋亡以避免过多的E2F1诱导的细胞增殖，从

而在细胞周期进程的调节中发挥重要作用。

目前，miR-449a/b在胃癌中的研究较少，Bou等［12］

研究发现miR-449a/b通过激活 p53信号途径抑制细

胞增殖，但miR-449a/b与E2F1之间的交互调控关系仍

不明确。本项目组前期研究结果提示 miR-449a/b、

E2F1在胃癌组织中相对于癌旁胃组织有异常表达，且

miR-449a/b的表达变化与淋巴结转移相关［13］，提示两

者都参与了胃癌的发生、发展过程。为进一步探讨

miR-449a/b在胃癌发生中的作用及其分子机制，本研究

以前期工作为基础，运用分子生物学和生物信息学技

术，通过细胞实验、miRNA过表达技术和RNA干扰技

术，一方面分析miR-449a/b过表达后对胃癌细胞生物

学行为的影响；另一方面生物信息学预测miR-449a/b

的靶基因，通过qPCR及Western blot等技术检测分析

miR-449a/b模拟物（mimic）转染后与细胞周期有关基因

的蛋白表达水平，并用重组E2F1表达质粒转染培养的胃

癌细胞，增强E2F1的表达，检测转染后miR-449a/b的表

达水平，明确miR-449a/b与E2F1之间的交互调控关系。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

DMEM 培养基（HyClone）；0.25%胰酶（Gibco）；

Trizol 试剂（Invitrogen, Ambin）；SYBR Green qPCR

Master Mix（Fermentas）；胎牛血清(FBS，Clack)；转染试

剂riboFECTTM CP Reagent、miR-449a/b模拟物（mimic）

和阴性对照（NC）（锐博公司）；兔单克隆抗体 E2F1

（1∶1000，CST）；兔单克隆抗体CDK4（1∶1000，CST）；兔单

克隆抗体CDK6（1∶1000，CST）；兔单克隆抗体 CDC25A

（1∶1000，abclonal）；兔单克隆抗体 pRB（1∶1000，

abclonal）；Actin抗体（1∶1000，碧云天）；辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠IgG（H+L）、辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔 IgG（H + L）（1∶1000，biosharp）；ECL 发光液

（Thermo）；E2F1 过表达质粒（维真）；预染蛋白marker

（Fermentas）；Annexin-X-FITC凋亡检测试剂盒、CCK-8

试剂盒、高纯度质粒小提试剂盒（碧云天）。

1.2 细胞培养

胃癌细胞株BGC-823、正常胃粘膜细胞GES-1来

源于皖南医学院中心实验室保种的细胞株，细胞培养在

含10%胎牛血清和100 U/mL青链双抗的完全培养基

（DMEM）中，置于5% CO2，37 ℃培养箱中，隔天更换新鲜

全血培养基。待细胞贴壁呈倍数生长至80%时，用0.25%

胰酶消化传代，以3×105/孔的速度接种于6孔板中。

1.3 细胞转染

待6孔板细胞生长至30%~50%时，更换含血清无双

抗培养基，按照说明书指示使用转染试剂（riboFECTTM

CP Reagent）将miR-449a/b mimic（50 nmol/L）和阴性对

照（50 nmol/L）转染至 BGC-823 细胞，48 h 后提取

RNA，采用qRT-PCR方法检测，确定转染效率。待6孔

板细胞生长至80%左右时，更换新鲜完全培养基，按照

说明书提示使用转染试剂polyjet将E2F1过表达质粒

转染至BGC-823细胞，6 h后更换含血清无双抗培养基，

48 h后提取总蛋白，Western blot方法检测E2F1蛋白表

达，确定转染效率。

1.4 RNA提取和qRT-PCR分析

按照说明书要求使用 Trizol 试剂提取细胞中总

RNA。用超微量核酸蛋白测定仪（美国Denovix）检测

RNA样品的浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳检测RNA完

整性。采用反转录试剂盒反转录成cDNA，以U6为内

参基因，SYBR®GreenqPCR扩增相关基因，定量表达由

2-ΔΔct方法统计。

1.5 Western blot

冷裂解法（Western 及IP细胞裂解液，碧云天）从细

胞中分离蛋白，BCA试剂盒测定蛋白浓度后，加SDS-

PAGE蛋白上扬缓冲液（5×）混匀后，100 ℃，5 min使其

变性。取变性后蛋白30 μg上样，聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离蛋白质，并使用湿转法转移至NC膜

（Millipore）。转膜后，用含5%脱脂奶粉的TBST封闭2 h，

特异性一抗结合（4 ℃摇床过夜），以Actin为内参基因。

次日，用辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育1.5 h，蛋

白条带由荧光、化学发光凝胶成像系统（ProteinSimple）

检测。

1.6 细胞增殖实验

取对数期生长细胞，铺于6孔细胞培养板中，24 h

后进行细胞转染。转染6 h后，胰酶消化，细胞计数，在

96孔板中接种细胞悬液（100 μL/孔），2000/孔，分组为

miRNA-449a mimic转染组、miRNA-449b mimic转染

组以及转染对照组。分别在转染后12、24、36、48、72 h，

向每孔中直接加入10 μL CCK-8试剂，继续放置于5%

CO2，37 ℃培养箱中培养1 h，使用酶标仪（TECAN）检测

各孔的吸光度A450 nm，并绘制细胞增殖曲线。
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1.7 细胞侵袭实验（划痕实验）

在6孔细胞板中培养胃癌细胞，当融合度接近70%

左右时按上述瞬时转染方法转染miR-449a/b mimic和

miR-NC。转染24 h后，使用1 mL枪头在每孔贴壁细胞

中行垂直划痕，弃去原培养基，加入37 ℃预热的PBS缓

冲液漂洗细胞后，加入含2%胎牛血清的培养基。使用倒

置显微镜观察划痕后的0、24、48 h的细胞迁移情况，并

随机记录下3个不同的视野，每组实验设3个平行重复。

1.8 细胞凋亡实验

取对数期生长细胞BGC-823，铺于6孔细胞培养板

中，待细胞生长至 30%~50%时按上述方法分别转染

miR-449a/bmimic和阴性对照，转染后48 h，按凋亡检测

试剂盒（Annexin-X-FITC，碧云天）说明书提示操作，随

即进行流式细胞仪检测，Annexin V-FITC为绿色荧光，

PI为红色荧光。同时以不加Annexin V-FITC及PI的一

管作为阴性对照，记录胃癌细胞BGC-823凋亡率（可设

3个对照：空白、单加Annexin V-FITC、单加PI）。

1.9 统计学方法

每组实验至少重复 3 次，采用 SPSS 18.0 统计学软

件分析。结果以均数±标准差表示，两组间的比较采用 t

检验，以P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-449a/b在胃癌细胞BGC-823中表达下调

通过RT-qPCR技术对培养的正常胃粘膜细胞株

GES-1和胃癌细胞株BGC-823中miR-449a/b、E2F1的

表达进行检测，分别以 U6、β-actin为内参，结果显示：相

比于正常胃粘膜细胞株GES-1，miR-449a/b在胃癌细胞

株BGC-823中表达均下调，其中miR-449a表达量下调

约1/3，差异有统计学意义（P<0.001），miR-449b表达量

下调约1/2，差异有统计学意义（P<0.01），基因E2F1的

表达上调近4倍，差异有统计学意义（P<0.001，图1）。

2.2 过表达miR-449a/b抑制胃癌细胞BGC-823增殖

在转染 miR-449a/bmimics 及miR-NC并稳定培养

后，应用RT-qPCR技术对转染后胃癌细胞中miR-449a/b

的表达量进行检测，结果显示 miR-449a/b 均明显表

达上调（P<0.001，图2）。使用CCK-8试剂盒检测miR-

449a/b mimics转染后12、24、36、48、72 h的BGC-823细胞

增殖能力，结果显示：实验组在转染 miR-449a/b

mimics 后24 h，细胞生长开始受到抑制，在至转染后

72 h 时抑制细胞生长作用逐渐显著（P<0.01，图3）。

2.3 过表达miR-449a/b促进胃癌细胞BGC-823凋亡

转染 miR-449a/b mimics 48 h后，流式细胞术检测

胃癌细胞BGC-823凋亡率，结果显示：相比于对照组，

miR-449a/b mimics转染组细胞凋亡率增加（图4），差异

有统计学意义（P<0.05）。

2.4 过表达miR-449a/b抑制胃癌细胞BGC-823迁移

转染 miR-449a/b mimics使miR-449a/b在胃癌细

胞BGC-823中过表达后，通过细胞划痕实验检测胃癌

细胞迁移能力，结果显示，相比于对照组，miR-449a/b过

表达 24 h后胃癌细胞迁移能力下降，差异有统计学

图1 miR-449a/b、E2F1在胃癌细胞中的相对表达量
Fig.1 Relative expression levels of miR-449a/b and E2F1 in
gastric cancer cell lines compared with normal gastric
mucosal cells (**P<0.01, ***P<0.001).
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图2 miR-449a/b mimic转染后miR-449a/b在胃癌细
胞中的相对表达量
Fig.2 Relative expression of miR-449a/b in gastric
cancer cells after transfection with the miR-449a/b
mimic (***P<0.001).

图3 CCK-8法检测过表达miR-449a/b胃癌细胞增殖能力
Fig.3 Detection of the proliferation of gastric cancer cells
over-expressing miR-449a/b by CCK-8 assay (**P<0.01) vs
mimics after 72 h.
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意义（P<0.05），48 h后胃癌细胞迁移能力明显下降（P<

0.01，图5）。

2.5 过表达miR-449a/b后其靶基因的蛋白表达水平变化

转染miR-449a/b mimics使miR-449a/b在胃癌细胞

BGC-823中过表达后，Western blot方法检测miR-449a/b

靶基因及CDK-pRb-E2F1通路相关基因的蛋白表达，结

果发现，与对照组相比，胃癌细胞BGC-823中CDK4、

CDK6、CDC25A、E2F1、pRB的蛋白表达均增高，差异有

统计学意义（P<0.01，图6）。

2.6 E2F1过表达质粒转染后miR-449a/b的表达变化

将E2F1过表达质粒和空质粒对照分别转染至胃癌

细胞BGC-823，48 h后RT-qPCR及Western blot 方法确

定其转染效率，qPCR检测miR-449a/b的表达水平，结

果显示，miR-449a/b表达均上调，与对照组相比，差异有

统计学意义（P<0.001，图7A）。miR-449a/b表达均上调，

与qPCR结果一致（P<0.001，图7B）。
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Fig.4 Apoptosis of gastric cancer cells over-expressing miR-449a/b
detected by flow cytometry. A: miR-449a mimics; B: miR-449b
mimics; C: miR-NC; D: Apoptosis rate of gastric cancer cells
increases after transfection with miR- 449a/b mimics (*P<0.05) vs
miR-NC.
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图5 细胞划痕法检测过表达miRNA-449a/b胃癌
细胞迁移能力
Fig.5 Migration ability of gastric cancer cells over-
expressing miR-449a/b detected by cell scratch
assay. A: miR-449a mimics; B: miR-449b mimics; C:
miR-NC; D: Migration of gastric cancer cells is
inhibited after transfection with miR-449a/b
mimics (*P<0.05, **P<0.01) vs miR-NC.
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3 讨论

胃癌的发生是一个多步骤的过程，涉及蛋白编码原

癌基因和抑癌基因的表达及表观遗传学改变［14］。随着

非编码RNA研究的进展，作为表观遗传学研究范畴之

一的miRNA可通过调节靶基因的表达与翻译抑制，几

乎参与胃癌发生的每一个过程［15-16］。如Zhu等［17］发现，

miR-106a靶向基质金属蛋白酶抑制因子-2（TIMP-2）调

控胃癌的侵袭和转移，抑制miR-106a的表达可显著降

低胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。Zhu等［18］研究表

明miR-383在胃癌组织中表达显著降低，并与这些癌症

患者的晚期进展相关，且过表达miR-383靶向细胞周期

蛋白E2（Cyclin E2）抑制胃癌细胞增殖，促进胃癌细

胞凋亡。Li等［19］通过AUC分析显示血清miR-381对

胃癌的诊断敏感性和特异性优于其他肿瘤标志物，且

Kaplan-Meier生存分析显示miR-381的下调与淋巴结

转移及胃癌的发展有关，其可能是胃癌早期诊断的潜在

标志物。越来越多的研究［20-22］显示miRNA与胃癌的关

系密切，并在胃癌的发生和肿瘤进展中发挥重要作用。

本研究首先比较miR-449a/b在胃癌细胞BGC-823

与正常胃粘膜细胞GES-1中表达，结果发现，胃癌细胞明

显低于正常胃粘膜细胞，这一结果与前期研究miR-449a/b

在胃癌组织中的表达相一致，提示miR-449a/b参与了

胃癌的发生；其次，为探讨miR-449a/b对胃癌细胞生物

学行为影响，本研究运用转染技术使miR-449a/b在胃

癌细胞中过表达，通过CCK-8法、流式细胞术、细胞划

痕法分别对其增殖、凋亡和迁移的影响进行检测，结果

发现，miR-449a/b不仅可抑制胃癌细胞的增殖与迁移，

还能促进其凋亡，我们前期在胃癌组织中研究也发现

miR-449a/b的表达变化与淋巴结转移相关，提示其可能

作为抑癌基因靶向调控某些基因抑制胃癌细胞的生长

与迁移能力。

进一步探讨miR-449a/b在胃癌中发挥作用的可能

机制，我们发现在胃癌细胞中过表达的miR-449a/b可

直接下调与细胞周期调控相关的靶基因（CDK4、CDK6

等），作用于CDKs-pRb-E2F1信号通路间接下调细胞转

录因子E2F1，这与之前Bou等［12］研究推测的结果相一

致。有趣的是，miR-449a/b与基因E2F1的关系甚为密

切。有研究发现［23］，E2F1能激活miR-449a/b，而在几个

被检测的癌细胞系中，如乳腺癌MCF-7、肺癌H1299和

非癌性乳腺上皮细胞MCF-10A，miR-449a模拟物的引

入几乎完全抑制pRb磷酸化，间接抑制E2F1的表达，呈

现一个pRb-E2F1负反馈调控通路。Lizé等［24］研究也表

明E2F1能直接上调miR-449a/b以及它们的宿主基因

CDC20B的表达，从而抑制细胞增殖，促进细胞凋亡。

本研究通过在胃癌细胞中转染E2F1过表达质粒，qPCR

和数字PCR两种方法检测miR-449a/b 的表达，结果一

致表明过表达的E2F1可上调miR-449a/b的表达。因此，

我们推测，miR-449a/b的转录失活可能是要维持E2F1
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的高活性，从而促进在特定的环境中发生肿瘤的转变。

由于细胞周期元素分泌的不平衡导致细胞周期紊

乱是肿瘤细胞的特征之一。miR-449a/b，其功能类似

于抑癌基因，与多种细胞周期相关控制基因关系密

切［25-26］。而E2F1作为周期调控的重要转录因子，不仅

与miR-449形成反馈回路，与很多miRNA均形成复杂

的网络调控系统。有研究发现［27］miRNA可与转录因子

（TFs）联合调控胃癌基因表达，并与胃癌的进展相关。

在此研究中，胃癌组织中这些差异表达的mRNA和

miRNA主要与细胞周期进展有关，尤其是E2F家族，说

明miRNA改变的E2Fs蛋白表达是胃癌发生发展的重

要因素。在胃癌中，先前的研究表明，E2F1异常表达并

调控miRNA作用于TGF-β途径依赖的胃癌细胞周期阻

滞和凋亡［28］。此外，在恶性B淋巴细胞中，miR-155通过

靶向TGF-β1/SMAD5信号通路抑制Rb磷酸化调控细

胞周期［29］；在卵巢子宫内膜异位症研究中，整合分析

miRNA和mRNA配对表达谱发现，miRNA-TF-gene调

控网络由22个miRNA、12个TFs和430个相关基因组

成，其中，miR-449和miR-34b/c簇、FOX家族、GATA家

族、E2F家族等一些关键调控因子被认为在子宫内膜异

位症的发病机制中发挥重要的调控作用［30］。这些研究

表明miRNA与mRNA之间的交互调节作用在疾病，尤

其是肿瘤的发生、发展中扮演着越来越重要的角色。

本研究揭示了miRNA-449a/b的肿瘤抑制功能是

通过调节pRb/E2F1活性起作用，并表明由于表观遗传

学异常导致 E2F1的调节失控，从而引起人类癌症中细

胞的无限制增殖。因此，我们推测胃癌与miRNA的相关

性是否会成为未来胃癌研究的一个新方向，这将有利于
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图7 qPCR/ddPCR检测E2F1过表达质粒转染后miR-449a/b的表达
Fig.7 Expression of miR-449a/b after transfection with the E2F1-over-expressing plasmid detected by qPCR/ddPCR. A:
Expression of miR-449a/b after transfection with E2F1-over-expressing plasmid detected by qPCR (***P<0.001); B: Expression of
miR-449a/b after transfection of E2F1-over-expressing plasmid detected by ddPCR (***P<0.001); C: Western blotting for
determining the transfection efficiency of the E2F1-over-expressing plasmid; D, E: miR-449a/b microdroplets (C05, C06, D05 and
D06 were the transfection group, and C9, C10, D9 and D10 were the control group); F, G: ddPCR was used to quantitatively detect
the expression concentration of miR-449a/b with U6 as the internal reference gene. E2F1 represents the transfection group, and NC
represents the control group.
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胃癌的早期诊断与靶向治疗，以提高胃癌患者的生存率。
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