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miRNA-30b对抑制胃癌细胞增殖及侵袭的作用研究
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摘要：目的 研究 miRNA-30b在胃癌癌组织中的表达水平及对癌细胞增殖侵袭的影响，探讨 miRNA-30b

在胃癌中的临床意义及可能的分子机制。方法 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测 miRNA-30b

在胃癌及癌旁组织中的表达情况；用 miRNA-30b模拟物及抑制物转染人胃癌 HGC-27细胞，CCK-8法检测

细胞增殖的情况，Transwell小室法检测细胞侵袭情况，Western blot检测 RAB22A和 USP47蛋白表达。结果

miRNA-30b在胃癌组织中表达水平低于对应癌旁组织（ <0.05），且 miRNA-30b低表达与胃癌分期及肿瘤大

小有关（ <0.05）；与转染阴性对照细胞比较，转染 miRNA-30b模拟物的 HGC-27细胞增殖水平和侵袭能力均

受到抑制（ <0.05），RAB22A和 USP47蛋白表达水平降低（ <0.05）；而转染 miRNA-30b抑制物的 HGC-27

细胞增殖水平和侵袭能力则增强（ <0.05），RAB22A和 USP47蛋白表达水平升高（ <0.05）。结论 miRNA-

30b在胃癌组织中表达下调，且 miRNA-30b可能通过调节 RAB22A和 USP47的表达从而影响胃癌细胞的增

殖及侵袭。
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Effect of miRNA-30b on cell proliferation and invasion
of gastric cancer
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Abstract: Objective To investigate the effect of miR-30b on cell proliferation and invasion in gastric
cancer and possible molecular mechanism. Methods qRT-PCR was utilized to detect expression of miR-30b
in gastric cancer and adjacent tissues. HGC -27 cell line was transfected with miRNA -30b mimics or
inhibitor. Cell proliferation and cell invasion was determined by CCK -8 assay and Transwell assay,
respectively. RAB22A and USP47 were measured by Western blot. Results The expression of miRNA-30b in
gastric cancer tissues was significantly decreased compared with adjacent tissues ( < 0.05), and low expression
of miRNA-30b was closely associated with stage as well as size of tumor ( < 0.05). HGC-27 cell proliferation
and invasion were significantly decreased by miRNA-30b mimics transfection compared with control group ( <
0.05), which was attenuated by treatment of miRNA-30b inhibitor ( < 0.05). Expression levels of RAB22A
and USP47 were decreased after miRNA -30b mimics transfection compared with control group ( < 0.05),
which was attenuated by treatment of miRNA -30b inhibitor ( < 0.05). Conclusions The expression of
miRNA-30b in gastric cancer is decreased, and miRNA-30b may inhibit the cell proliferation and invasion of
the cancer cells through manipulation of RAB22A and USP47 pathway.
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表 1 qRT-PCR引物序列

基因 引物

-30 正向：5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGCTGA-3'

反向：5'-ATCGCTGTAAACATCCTACAC-3'

6 正向：5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGGAAC-3'

反向：5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

胃癌是源自胃黏膜上皮的恶性肿瘤，发病率及死

亡率均占恶性肿瘤的前列[1-2]。由于胃癌发病隐匿，早

期缺乏临床症状，大多患者就诊时已到晚期，而胃癌

晚期患者的 5年存活率 20%～30%[3-4]。早期发现胃

癌并得到及时治疗是胃癌治疗的关键。其中，血液肿

瘤标志物检测是目前胃癌早期诊断的重要方法，但

是目前多数肿瘤标志物特异性和单一检测敏感性

较低。因此，开发新的和更敏感的肿瘤标志物用于早

期胃癌诊断和疾病监测，是治疗胃癌的重要研究方

向。小分子核糖核酸（microRNA，miRNA）在肿瘤的

发生、发展中具有重要的作用 [5]。研究报道显示，

miRNA-30b在多种肿瘤发展过程中起作用，包括乳

腺癌[6]、神经胶质瘤[7]和肺癌等[8]。在非小细胞肺癌中，

肺癌组织中 miRNA-30b表达水平低于对应癌旁组

织，miRNA-30b通过调控靶基因（如 Rab18、Cthrc1）的

表达，从而抑制非小细胞肺癌细胞的增殖和侵袭[9]。

为探讨 miRNA-30b在胃癌中是否发挥作用，本研究

对胃癌患者癌组织中 miRNA-30b的表达进行检测，

以便了解其在胃癌中的临床意义，并对 miRNA-30b

影响胃癌细胞增殖及侵袭的机制进行初步探究。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2015 年 6 月 -2016 年 12 月在河南登封

市人民医院进行手术的胃癌患者 55例。其中，男性

29例，女性 26例；年龄 41～74岁，平均（55.4±6.9）

岁。留取其胃癌组织及对应的癌旁组织，手术切除

标本立即放入液氮中，随后置入 -80℃冰箱冷冻保存

备用。所有患者术前均尚未接受放化疗，均签署知情

同意书。

1.2 主要试剂

人胃癌 HGC-27细胞株（购自上海中国科学院

细胞库），1640培养基、胎牛血清（购自美国 Gibco公

司），CCK-8细胞增殖检测试剂盒（购自江苏省海门

碧云天生物技术公司），RNA 提取试剂盒、逆转录

试剂盒和实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative

real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）试剂

盒等（购自大连宝生生物工程有限公司），miRNA-30b

和内参 U6的引物、miRNA-30b mimics、miRNA-30b

inhibitor 和 miRNA-30b control 由上海吉玛基因公

司设计合成；Lipofectamine TM 2000转染试剂盒（购自

美国 Invitrogen 公司），小鼠抗人 USP47 抗体（购自

美国Santa Cruz公司），小鼠抗人 RAB22A抗体、β-

actin抗体（购自美国 Abcam公司）。

1.3 qRT-PCR胃癌组织及癌旁组织中 miR-30b

的表达

患者的胃癌和癌旁组织标本各取约 100 mg，加

入 1 ml Trizol，用 PRO-200组织匀浆机 PRO-200（美

国 Pro Scientific公司）充分破碎后，按照 RNA 提取

试剂盒说明书抽提总 RNA。抽提的总 RNA测定浓

度及纯度后，用逆转录试剂盒逆转录合成 cDNA，置

入 -80℃冰箱冷冻保存备用。qRT-PCR引物序列见

表 1。用 ABI PRISM 7500型荧光定量 PCR扩增

仪（美国赛默飞世尔公司）检测 miRNA-30b mRNA

表达水平。qRT-PCR 扩增体系为 20 μl，按95℃

Taq酶活化 10 min，然后 95℃ 15 s，60℃ 1 min，进行

40个循环。采用 2-ΔΔCt方法计算 miRNA-30b相对表

达量。

1.4 细胞转染及 CCK-8检测细胞增殖

将对数生长期的 HGC-27 细胞接种于 6 孔板

中，每孔 2×106个细胞，37℃，5%二氧化碳 CO2培养

箱中培养，融合度 70%～80%时进行转染。分为转染

试剂对照组、阴性对照组、miRNA-30b模拟物组和

miRNA-30b 抑制物组，miRNA-30b mimics 及 in-

hibitor终浓度为 80 nmol/L。按说明书将各组转染物

与 Lipofectamine TM 2000混合后转染细胞。各组转染

48 h后的细胞以 100μl/孔（约 1×104个细胞）接种

于 96孔板中，每组设 4 个平行孔，分别于 0、24、48

及 72 h后向每孔加入 10μl CCK-8，继续孵育 4 h

后进行检测。Spectra Max 190酶标仪（美国 MD公

司）测定在 450 nm波长各孔光密度值（optical den-

sity，OD），以 OD值代表细胞相对增殖水平，绘制增

R
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表 2 胃癌患者不同临床特征与胃癌组织 miRNA-30b

相对表达量的比较 （x±s）

临床特征 例数 miRNA-30b 值 值

≥55岁 31 1.27±0.31

女 26 1.17±0.21

Ⅲ+Ⅳ 34 1.26±0.34

有 37 1.25±0.13

≥3 cm 35 1.28±0.25

年龄

<55岁 24 1.34±0.23
0.930 0.358

性别

男 29 1.24±0.13
1.501 0.138

分期

Ⅰ+Ⅱ 21 1.07±0.25
2.212 0.031

淋巴结转移

无 18 1.19±0.27
0.935 0.358

肿瘤大小

<3 cm 20 1.11±0.28
2.318 0.024

殖曲线。实验重复 3次。

1.5 Transwell体外侵袭实验

Transwell 小室内膜预先用 Matrigel 胶包被，实

验开始前每个小室内加入 50 μl含 10 g/L BSA的

无血清培养基，37℃，30 min，水化基底膜。各组转染

48 h后的 HGC-27细胞胰酶消化后计数，用无血清

培养基调整细胞浓度。小室内加入 200 μl细胞悬

液（约 1×105个细胞），小室下层加入 400μl含 10%

血清的完全培养基。培养 24 h 后弃去培养基，用

PBS洗 2遍，使用棉签轻轻拭去微孔膜上层的细胞。

4％多聚甲醛溶液固定 30 min，PBS洗 2遍，结晶紫

染色 30 min后，再用 PBS洗 2遍。Olympus1×51倒

置显微镜（日本奥林巴斯公司）下计数移至微孔膜下

层的细胞（选取 10个视野），每组设 3个重复孔。

1.6 Western blot分析 miRNA-30b的靶蛋白

为进一步探索 miRNA-30b对胃癌细胞增殖及

侵袭的作用机制，运用 Target Scan和 Pic Tar软件进行

-30 靶基因的预测，发现 RAB22A与 USP47

是 -30 的候选靶基因。采取Western blot法

进行验证。收集各组转染 48 h后的细胞，蛋白裂解液

提取总蛋白，BCA法检测蛋白浓度。8% SDS-PAGE

分离胶电泳分离蛋白，湿转法将分离后的蛋白转至

PVDF膜，浸入 5%脱脂奶粉中，摇床上室温封闭 2 h。

洗膜后，分别加入 RAB22A（1∶1 000）、USP47（1∶

1 000）、β-actin（1∶1 000），4℃孵育过夜。洗膜后，

加入 HRP标记的兔抗鼠二抗（1∶10 000），室温震

荡孵育 1 h。按照 A液∶B液（1∶1）配制 ECL发光

剂，混匀放置 1 min后均匀加在膜正面。利用凝胶成

像系统（美国 Bio-Rad公司）观察蛋白条带，曝光结

束后将图片导出分析。

1.7 统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0统计软件和 Graph Pad

Prism 5.0作图软件，计量资料以均数±标准差（x±s）

表示，采用 检验或方差分析，两两比较用 LSD- 检

验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌组织及癌旁组织中 miRNA-30b的表达

水平

55例胃癌患者胃癌及癌旁组织中 miRNA-30b

表达水平比较，差异有统计学意义（ =12.281， =

0.000）。与癌旁组织中 miR NA -30b 的表达水平

（2.62±0.72）比较，胃癌组织（1.14±0.53）降低。

早期胃癌组（Ⅰ+Ⅱ）中 miRNA-30b 的表达低

于晚期组（Ⅲ+Ⅳ），且与肿瘤大小有一定的关系

（ <0.05），但与年龄、性别以及淋巴结转移无关

（ >0.05），见表 2。
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A：转染 miRNA-30b的模拟物及抑制物组的相对表达量；B：转染 miRNA-30b的模拟物及抑制物组细胞的增殖水平。覮与阴性对照组比较，
<0.05

图 1 miRNA-30b对细胞增殖的影响

A B

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0 h 24 h 48 h 72 h

试剂对照组
阴性对照组
模拟物组
抑制物组

覮
覮

覮
覮

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

试剂对照组 阴性对照组 模拟物组 抑制物组

覮
覮

47· ·



中国现代医学杂志 第 27卷

1：试剂对照组；2：阴性对照组；3：miRNA-30b模拟物组；4：miRNA-30b抑制物组。1）与阴性对照组比较， <0.05；2）与抑制物组比较， <0.05

图 3 Western blot分析 miRNA-30b的靶蛋白
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表 3 各组指标比较 （x±s）

组别 miRNA-30b
相对表达量

OD值（450 nm）
HGC-27 RAB22A相对

灰度值
USP47相对
灰度值0 h 24 h 48 h 72 h

试剂对照组 1.00±0.01 0.10±0.01 0.34±0.02 0.49±0.02 0.64±0.03 73.8±3.0 0.175±0.003 0.283±0.004

阴性对照组 0.96±0.02 0.10±0.01 0.33±0.02 0.48±0.02 0.60±0.02 75.0±3.0 0.189±0.004 0.261±0.016

模拟物组 1.75±0.02 0.10±0.01 0.32±0.02 0.31±0.01 0.47±0.02 52.0±1.0 0.032±0.008 0.091±0.009

抑制物组 0.52±0.03 0.10±0.01 0.28±0.03 0.62±0.02 0.82±0.04 100.1±3.0 0.246±0.003 0.290±0.020

值 1 705.046 0.003 3.849 148.412 75.179 166.157 1 004.462 139.466

值 0.000 1.000 0.057 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

2.2 miRNA-30b对细胞增殖的影响

转染后各组细胞内 miRNA-30b 的表达水平，

经方差分析，差异有统计学意义（ =1 705.460， =

0.000），模拟物组和抑制物组分别高于或低于阴性

对照组（ <0.05），证明转染有效。转染 48和 72 h后

各组细胞的增殖能力，经方差分析，差异有统计学意

义（ =148.412和 75.179，均 =0.000）。与阴性对照

组比较，转染 miRNA-30b模拟物的 HGC-27细胞增

殖水平降低，差异有统计学意义（ <0.05），而转染

miRNA-30b抑制物的细胞增殖水平则升高，差异有

统计学意义（ <0.05）。见表 3和图 1B。

2.3 miRNA-30b对细胞侵袭的影响

细胞侵袭实验结果，经方差分析，差异有统计

学意义（ =166.157， =0.000）。LSD- 检验显示，

miRNA-30b模拟物组穿透微孔膜的细胞数少于阴

性对照组（ <0.05）；而转染 miRNA-30b 抑制物组

抑制 miRNA-30b的表达后，穿膜细胞数较其他 3组

增多，差异有统计学意义（ <0.05）（见表 3和图 2A、

1）与阴性对照组比较， <0.05；2）与抑制物组比较， <0.05

图 2 miRNA-30b对细胞侵袭的影响
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B）。提示 miRNA-30b表达水平的变化与胃癌侵袭

能力密切相关。

2.4 Western blot分析 miRNA-30b的靶蛋白

候选靶基因 22 和 47在 miRNA-30b

影响胃癌细胞增殖及侵袭过程中的作用，经方差分

析，差异有统计学意义（ =1 004.462和 139.466，均

=0.000）。LSD- 检验也显示，miRNA-30b模拟

物组 RAB22A和 USP47的水平低于阴性对照组（ <

0.05），而 miRNA-30b 抑制物组 RAB22A 和 USP47

表达水平则高于阴性对照组与 miRNA-30b模拟物

组（ <0.05），初步证实 miRNA-30b 可能通过调控

RAB22A和 USP47的表达，从而影响胃癌细胞的增

殖和侵袭能力。见表 3和图3。

3 讨论

胃癌是一种我国最常见的恶性肿瘤之一，由于早

期诊断率低，胃癌患者发现是多已是进展到晚期，错

失最佳治疗时机。因此寻找可靠的胃癌早期诊断方

法，对提高胃癌治疗效果和延长胃癌患者的生存及

生活质量具有重大意义。胃癌的发生是由多种因素

（如基因、环境和饮食习惯等）共同作用的结果，其发

生机制目前尚未明确。miRNA是一类小的内源性非

编码 RNA，一般通过与靶基因 的 3'-UTR

不完全互补结合，在转录后水平调控靶基因的转录

和翻译，参与发育、分化、细胞增殖凋亡和代谢等各

种生命活动及生物学进程的调控。miRNA与多种人

类疾病有关，其在疾病的发生、诊断和治疗中起着重

要的作用。大量研究证明，miRNA在肿瘤的发生、发

展过程中扮演重要的角色，通过调控靶基因起到癌

基因或抑癌基因的作用[10-11]。

近年来，miRNA 在胃癌研究中备受关注，已发

现胃癌中多种异常表达的 miRNA 可能与胃癌发

生、发展密切相关，miRNA-124、miRNA-222/221、

miR NA -143 等在胃癌中的作用已被证实 [12-14]。

miRNA-30b在肿瘤发生、发展中的功能和机制研究

成为新的关注点。WSZOLEK [15]发现在侵袭性膀胱

癌组织中 miRNA-30b表达下降，且侵袭实验证实，

miRNA-30b与膀胱癌细胞侵袭性密切相关。在结

直肠癌的研究中，证实 miRNA-30b在癌组织中表达

降低，进一步研究发现 miRNA-30b通过调控靶基因

1 的表达从而抑制结直肠癌细胞的侵袭和转

移[16]。本研究中，首先采用 qRT-PCR法检测胃癌组

织中 miRNA-30b的表达水平，实验结果发现在肿瘤

组织中 miRNA-30b的表达低于癌旁组织，且 miRNA-

30b低表达与胃癌分期及肿瘤大小有关，提示miRNA-

30b在胃癌中可能具有抑癌基因功能。经过转染过

表达或抑制 miRNA-30b，观察 miRNA-30b对胃癌细

胞增殖和侵袭能力的影响，结果表明，miRNA-30b对

胃癌细胞的增殖和侵袭具有抑制作用。对预测

-30 靶基因进行验证，结果提示 RAB22A和

USP47是 miRNA-30b调控细胞增殖侵袭的可能途

径。RAB22A属于 Rab超家族，是一类小分子三磷

酸鸟苷结合蛋白，调节真核细胞胞内胞外的膜泡运

输[17]。多个 Rab超家族成员成为癌症发生、发展的

重要潜在因素，如 Rab11亚家族成员 Rab25及其效

应蛋白受体组分蛋白在肿瘤形成和转移过程中发

挥作用 [18]；Rab31 作为一个乳腺癌标志物，提示预

后良好 [19]；在肾癌的研究中，miRNA-204通过降低

RAB22A 表达从而发挥抑制细胞增殖和侵袭的作

用[20]。USP47是泛素特异性蛋白酶家族成员之一，在

乳腺癌的研究中，将 USP作为新的治疗靶点[21-22]。本

研究证明， 22 和 47 是 -30 的 2

个靶基因，miRNA-30b通过下调 RAB22A及 USP47

从而发挥抑制胃癌细胞增殖和侵袭的作用。

综上所述，miRNA-30b 在胃癌的发生、发展过

程中可能发挥类似抑癌基因的作用，该作用可能是

通过下调靶基因 22 及 47从而抑制胃癌

细胞增殖和侵袭而实现。miRNA-30b低表达与胃癌

分期及肿瘤大小相关，可作为胃癌早期诊断的一个

重要分子标志物。
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