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　　摘　要：目的　本文旨在明确ｍｉＲ２１６ａ是否通过靶向调控ＰＫＣα表达而抑制胃癌细胞增殖和促进其凋亡，从而进一步揭示

ｍｉＲ２１６ａ的抑瘤分子机制。方法　首先构建ＰＫＣα３′ＵＴＲ荧光素酶报告载体，通过荧光素酶报告检测观察 ｍｉＲ２１６ａ对ＰＫＣα

３′ＵＴＲ荧光素酶活性的影响；将ｍｉＲ２１６ａ模拟物转染胃癌细胞 ＭＧＣ８０３，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＫＣα蛋白表达水平；将ＰＫＣα

ｓｉＲＮＡ转染 ＭＧＣ８０３，通过 ＭＴＳ细胞增殖活性检测和ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡实验考察ＰＫＣα下调对 ＭＧＣ８０３增殖和凋亡的

影响。结果　荧光素酶报告检测显示，ｍｉＲ２１６ａ能特异性地与ＰＫＣα３′ＵＴＲ结合，抑制其荧光素酶活性，下调３６％。过表达

ｍｉＲ２１６ａ的 ＭＧＣ８０３ＰＫＣα蛋白表达水平降低。ｓｉＲＮＡ干扰ＰＫＣα表达能抑制 ＭＧＣ８０３的增殖和侵袭能力，它能部分模拟

ｍｉＲ２１６ａ的抑瘤功能。结论　ｍｉＲ２１６ａ通过靶向ＰＫＣαｍＲＮＡ３′ＵＴＲ而抑制胃癌细胞增殖和侵袭能力。
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　　ｍｉＲＮＡ是一种包含２１～２５个核苷酸的内源性非编码小

ＲＮＡ。ｍｉＲＮＡ由高等生物基因组编码，通过５′端被称为种子

序列的７ｎｔ序列与位于靶 ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ的 ｍｉＲＮＡ调控元

件相互作用，识别靶 ｍＲＮＡ，引导沉默复合体降解 ｍＲＮＡ或

阻碍其翻译，从而参与调控个体发育、细胞凋亡、增殖及分化等

生命活动［１］。研究表明，ｍｉＲ２１６ａ在肺癌、肝癌、乳腺癌、前列

腺癌等多种肿瘤中表达下调［２７］。蛋白激酶Ｃ，即ＰＫＣα与肿

瘤基因的不稳定性和肿瘤细胞的增殖、抗凋亡、侵袭、药物抵抗

有关［８９］，在肿瘤发生、发展中起着重要作用。本研究通过采用

生物信息学靶基因预测、荧光素酶报告活性检测、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

等分子生物学技术，进一步揭示了ｍｉＲ２１６ａ的抑瘤分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料　ｍｉＲ２１６ａ模拟物为 Ａｍｂｉｏｎ公司产品。

ＰＫＣαｓｉＲＮＡ在公司合成，序列为：５′ＧＧＧＡＴＣＧＡＡＣＡＡ

ＣＡＡＧＧＡＡ３′；ＰＫＣα单克隆抗体和βａｃｔｉｎ抗体购自 Ｅｐｉ

ｇｅｎｔｅｋ公司；ＭＴＳ细胞增殖／毒性检测试剂盒购自美国公司；

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒购自南京凯基生物科技

发展有限公司；双荧光素酶活性检测试剂盒购自美国公司。

１．２　野生型ＰＫＣα３′ＵＴＲ荧光素酶报告载体的构建　通过

Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件预测出的结合位点。根据ＰＫＣα３′ＵＴＲ序列

设计末端带ＳｐｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点的特异性引物。以健

康志愿者血细胞ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ＰＫＣα３′ＵＴＲ部分片

段。引物序列为Ｆ：５′ＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＡＧＴＧＴＴＧＧＧＴＧ

ＡＡＴＣＴＧ３′；Ｒ：５′ＧＴＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＴＣＡＣＧＴ ＡＡＡ

ＣＴＡ ＧＣＣ３′。构建野生型 ＰＫＣα３′ＵＴＲ荧光素 酶 载 体

ＰＫＣαＷｔ。突变型ＰＫＣα３′ＵＴＲ荧光素酶报告载体（ｐＰＫＣα

Ｍｕｔ）构建由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．３　荧光素酶活性检测　将 ｍｉＲ２１６ａ模拟物和对照分别于

荧光素酶报告载体共转染 ＭＧＣ８０３。以转染ｐＲＬＴＫ作为标

准内质控。转染３６ｈ后，收获细胞。在单光子检测仪检测细

１５０４重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３３期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１１０７５２６）。　作者简介：张雪梅（１９７８～），讲师，硕士，主要从事肿瘤发病机制研究。　△　通讯

作者，Ｅｍａｉｌ：ＬｉａｎｇＸｉａｏｑｉｕ５０５＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。



胞荧光素酶活性。计算相对荧光素酶活性＝萤火虫荧光素酶

活性值／海肾荧光素酶活性值。

１．４　ＭＴＳ法检测细胞增殖活性　取转染后的 ＭＧＣ８０３，消

化后接种细胞于９６孔板中，每组设６个平行复孔，放３７℃、

５％ＣＯ２ 培养箱中培养。接种后２４、４８、７２ｈ各检测１次。检

测时每孔加２０μＬＭＴＳ检测试剂，３７℃孵育２ｈ，用酶标仪测

定５７０ｎｍ波长吸光度值（ＯＤ５７０）。实验重复３次。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　提取处理好的３０μｇ蛋白上样，进行凝胶

电泳分离，然后将蛋白转膜，封闭后，加入抗体，４ ℃过夜。

ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ，二抗室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ，化

学发光、Ｘ片曝光、显影、定影。

１．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ检测细胞凋亡　收集细胞后用ＰＢＳ

洗涤２次；加入５００μＬ的结合缓冲液重悬细胞；加入５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，加入５μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ；室温、避

光、反应１５ｍｉｎ；然后流式细胞仪检测。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ的绿

色荧光通过ＦＩＴＣ通道检测；ＰＩ红色荧光通过ＰＩ通道检测。

１．７　ｑＲＴＰＣＲ检测　体系如下：总ＲＮＡ１μｇ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２

μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，ＭｇＣｌ２４μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴｐｒｉｍｅｒ１μＬ，ＲＮａｓｉｎ

０．５μＬ，ＡＭＶ逆转录酶０．６μＬ，无酶水水补至２０μＬ。反应

条件：４２℃反应１ｈ，然后９８℃５ｍｉｎ灭活酶反应。ｑＲＴＰＣＲ

反应体系如下：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１０μＬ，正向引物（１０

μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，ｃＤＮＡ模板

２．０μＬ，灭菌蒸馏水补至２０μＬ。ＰＫＣα引物序列，Ｆ：５′ＧＣＣ

ＴＡＴＧＧＣＧＴＣＣＴＧＴＴＧ，Ｒ：５′ＴＴＧＧＣＴＧＧＧＴＧＴＴＴＧ

ＧＴＣ。以βａｃｔｉｎ为内参照，２
－△△Ｃｔ表示ＰＫＣαｍＲＮＡ的相对

表达量。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，所

有计量资料均以狓±狊表示，两组间比较用狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ２１６ａ对ＰＫＣα３′ＵＴＲ的荧光酶活性的影响　在线

软件ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ２１６ａ与ＰＫＣαｍＲＮＡ３′ＵＴＲ区结

合（图１Ａ）。将 ｍｉＲ２１６ａ模拟物或对照与ｐＰＫＣαＷｔ、ＰＫＣα

Ｍｕｔ共转染到 ＭＧＣ８０３中。转染４８ｈ后进行荧光酶活性检

测，结果显示ｍｉＲ２１６ａ模拟物明显抑制野生型ＰＫＣαＷｔ的荧

光素酶活性，下调３６％（犘＜０．０５）；而ｍｉＲ２１６ａ模拟物对突变

型ＰＫＣαＭｕｔ的荧光素酶活性无明显抑制作用（图１Ｂ）。

　　Ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件预测 ｍｉＲ２１６ａ与ＰＫＣα（ＰＲＫＣＡ）ｍＲＮＡ结

合；Ｂ：ｍｉＲ２１６ａ抑制ＰＫＣα３′ＵＴＲ的荧光酶活性。

图１　　ＰＫＣα是ｍｉＲ２１６ａ的靶基因

２．２　ｍｉＲ２１６ａ对ＰＫＣα蛋白表达的影响　将 ｍｉＲ２１６ａ模拟

物转染 ＭＧＣ８０３４８ｈ后，以转染无关序列为阴性对照，转染

ＰＫＣαｓｉＲＮＡ为阳性对照。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ检

测ＰＫＣα蛋白和ｍＲＮＡ表达水平。ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与对

照组相比，转染ｍｉＲ２１６ｂ组ＰＫＣαｍＲＮＡ表达水平约下降了

３７％（图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，转染 ｍｉＲ２１６ａ组

ＰＫＣα蛋白表达较对照组明显降低（图２Ｂ）。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测。

图２　　ｍｉＲ２１６ａ对ＰＫＣα蛋白和ｍＲＮＡ表达的改变

２．３　ＰＫＣαｓｉＲＮＡ对胃癌细胞增殖和凋亡的影响　将ＰＫＣα

ｓｉＲＮＡ转染到 ＭＧＣ８０３中，通过 ＭＴＳ法检测细胞增殖活性。

结果发现，转染ＰＫＣαｓｉＲＮＡ的 ＭＧＣ８０３从４８ｈ起增殖速度

明显减慢，与对照细胞相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡实验实验结果显示，转染ＰＫＣαｓｉＲ

ＮＡ的 ＭＧＣ８０３细胞较对照细胞凋亡率明显增加（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡｓ包含２０～２４个核苷酸，它是一类非编码的小分

子单链ＲＮＡｓ，具有高度保守性、时间和组织特异性。通过与

靶基因ｍＲＮＡ完全或不完全地碱基配对，ＲＮＡ诱导的沉默复

合物可降解靶ｍＲＮＡ或抑制翻译，并且在转录后水平调节靶

基因的表达［１２］。ｍｉＲＮＡｓ广泛存在于真核生物中，调节细胞

增殖、分化和凋亡。特定的 ｍｉＲＮＡｓ在不同的肿瘤和不同的

阶段高表达或低表达，这意味着与肿瘤的发生发展以及预后具

有一定相关性［１，１２］。蛋白激酶Ｃ是存在于细胞质内由钙活化

的磷脂依赖性丝／苏氨酸蛋白激酶家族，广泛参与调节生命过

程中的许多生物学事件，如免疫介导、转录调节、学习与记忆、

细胞生长、分化、代谢、疾病发生等过程［１３１４］。

本研究通过 ＭＴＳ证实 ｍｉＲ２１６ａ可抑制胃癌细胞生长增

殖和侵袭能力，荧光素酶报告载体系统以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等证

实了ＰＫＣα是 ｍｉＲ２１６ａ调控的直接靶基因，并且也通过ｓｉＲ

ＮＡ干扰实验证实了下调ＰＫＣα表达确实能抑制胃癌细胞增

殖和侵袭能力，它能部分模拟 ｍｉＲ２１６ａ的抑瘤功能。结合以

往蛋白激酶Ｃ在肿瘤中的研究成果，说明 ｍｉＲ２１６ａ可通过靶

向调控ＰＫＣα表达抑制胃癌细胞增殖和侵袭能力。这进一步

揭示了ｍｉＲ２１６ａ的抑瘤分子机制。自从ｌｉｎ４和ｌｅｔ７这两个

ｍｉＲＮＡ被人们发现，随后又有很多 ｍｉＲＮＡ被成功地鉴定出

来。在人类上皮性恶性肿瘤中，ｍｉＲＮＡ表达谱表现出独特的

肿瘤特性并能分类不同的肿瘤类型，鉴别肿瘤的亚型以及区分

肿瘤的组织起源［２］。ｍｉＲＮＡ的独特分类特性与很多肿瘤的结

局也有明显联系，包括对治疗的反应、复发以及总体生存率的

预测［５］。本研究证实ｍｉＲ２１６ａ可能作为抑癌基因参与胃癌的

发生、发展，并且可能成为胃癌诊断和预后判断新一代肿瘤分

子标志物及胃癌治疗靶点。
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择性地作用于感觉神经而对运动神经不产生或只产生较小的

影响，提示其作为镇痛药物可能具有一定优势。但是在广泛应

用于临床之前，仍需对ＤＥＸ的神经毒性进行全面的评估
［３］。

综上所述，坐骨神经注射ＤＥＸ能够有效减少福尔马林致

痛小鼠的疼痛行为，并降低脊髓ｃｆｏｓ的表达。本研究为ＤＥＸ

作为镇痛药物应用于神经阻滞提供了直接的动物实验依据。
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ｌｅａｄｓｔｏｄｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｓｉｎ ＫＲａｓ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌ

Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０１２，２２７（１０）：３３７３３３８０．

［６］ ＣｈｅｎＰＪ，ＹｅｈＳＨ，Ｌｉｕ ＷＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｄｒｏｇｅｎｐａｔｈｗａｙ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｍｉｃｒｏＲＮＡ２１６ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓｔｈｅ

ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ１ｇｅｎｅｉｎｅａｒｌｙｈｅｐａｔｏ

ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０１２，５６（２）：６３２６４３．

［７］ ＹｕＪ，ＬｉＡ，ＨｏｎｇＳＭ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｐａｎ

ｃｒｅａｔｉｃｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２０１２，１８（４）：９８１９９２．

［８］ ＫａｎｇＪＨ，ＴｏｉｔａＲ，ＫｉｍＣＷ，ｅｔａｌ．ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ（ＰＫＣ）

ｉｓｏｚｙｍｅｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ

ｏｌＡｄｖ，２０１２，３０（６）：１６６２１６７２．

［９］ ＨａｎａｕｓｋｅＡＲ，ＳｕｎｄｅｌｌＫ，ＬａｈｎＭ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅＣａｌｐｈａ（ＰＫＣα）ｉｎｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｂｙｔｈｅ

ｎｏｖｅｌＰＫＣαｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｐｒｉｎｏｃａｒｓｅｎ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ

ＰｈａｒｍＤｅｓ，２００４，１０（２０）：１９２３１９３６．

［１０］ＣｈａｎｄａｎｏｓＥ，ＬａｇｅｒｇｒｅｎＪ．Ｏｅｓｔｒｏｇｅｎａｎｄｔｈｅｅｎｉｇｍａｔｉｃ

ｍａｌｅｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｃｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｎｃｅｒ，

２００８，４４（１６）：２３９７２４０３．

［１１］ＪｅｍａｌＡ，ＢｒａｙＦ，ＣｅｎｔｅｒＭＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓ

ｔｉｃｓ［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１１，６１（１）：６９９０．

［１２］ＴａｎｇＨ，ＢｉａｎＹ，ＴｕＣ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１８３／９６／１８２ｃｌｕｓｔｅｒ

ｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｓｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｏｘｉｄａｔｉｖｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ

ｃｅｌｌｓｔｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

ＣａｎｃｅｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０１３，１３（２）：２２１２３１．

［１３］ＬｉＹ，ＧｕｅｓｓｏｕｓＦ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４ａｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｇｒｏｗｔｈｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｏｎｃｏｇｅｎｅｓ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９（１９）：７５６９７５７６．

［１４］ＲｕａｎＢＦ，ＺｈｕＨＬ．Ｔｈｅｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄｂｉｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｂｒｙ

ｏｓｔａｔｉｎｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌＰＫＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＣｈｅｍ，２０１２，１９（２５）：２６５２２６６４．

（收稿日期：２０１３０７１５　修回日期：２０１３０８１３）
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