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  [摘要] 目的 探讨微RNA-1271(miR-1271)靶向叉头框转录因子F2(FOXF2)对胃肠道间质瘤(GIST)
细胞增殖、侵袭和凋亡的影响。方法 采用实时荧光定量PCR(RT-PCR)检测 miR-1271及FOXF2在GIST
组织和细胞系中的表达水平;Western

 

blot检测FOXF2的表达水平;双荧光素酶报告基因验证 miR-1271与

FOXF2的靶向关系;采用CCK-8、Transwell、流式细胞术方法分析 miR-1271/FOXF2分子轴对GIST-T1细胞

增殖、侵 袭 和 凋 亡 的 影 响。结果 与 癌 旁 组 织 比 较,miR-1271在 GIST 组 织 中 低 表 达;与 人 肠 上 皮 细 胞

FHs74Int比较,miR-1271在GIST细胞系中也低表达。同时,双荧光素酶报告基因证实,miR-1271可靶向结

合FOXF2并下调其表达水平。进一步研究发现,miR-1271通过靶向下调FOXF2可显著抑制GIST-T1细胞

增殖、侵袭和诱导凋亡。此外,体内实验同样证实,过表达miR-1271可显著抑制GIST-T1移植瘤瘤体的生长。
结论 miR-1271通过靶向FOXF2抑制GIST细胞增殖和侵袭能力,同时促进细胞凋亡。
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inhibits
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biological
 

behavior
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tumor
 

cells
 

by
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FOXF2*
HE

 

Tian1,WAN
 

Ping1△,GUO
 

Qiang1,BAI
 

Xuan1,LUO
 

Lilin2,YANG
 

Chao1,WANG
 

Yun1,AN
 

Ying1

(1.Department
 

of
 

Gastroenterology;2.Department
 

of
 

Pathology,Yunnan
 

First
 

People's
 

Hospital/the
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Kunming
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology,Kunming,Yunnan
 

650032,China)
  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

miR-1271
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

apoptosis
 

of
 

gastrointestinal
 

stromal
 

tumors
 

(GIST)
 

cells
 

through
 

targeting
 

FOXF2.Methods The
 

expression
 

of
 

miR-
1271

 

in
 

tissue
 

and
 

cell
 

lines
 

was
 

detected
 

by
 

RT-PCR.The
 

dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

veri-
fy

 

whether
 

FOXF2
 

was
 

a
 

target
 

gene
 

of
 

miR-1271.Western
 

blot
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

FOXF2.
CCK-8,Transwell,flow

 

cytometry
 

methods
 

to
 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

miR-1271/FOXF2
 

molecular
 

axis
 

on
 

pro-
liferation,invasion

 

and
 

apoptosis
 

of
 

GIST-T1
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

adjacent
 

tissues
 

or
 

FHs74Int
 

cells,miR-1271
 

was
 

lowly
 

expressed
 

in
 

the
 

GIST
 

tissues
 

or
 

cell
 

lines
 

of
 

GIST,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-
1271

 

was
 

significantly
 

downregulated
 

in
 

GIST
 

tissues
 

cell
 

lines
 

of
 

GIST.At
 

the
 

same
 

time,the
 

dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

confirmed
 

that
 

miR-1271
 

could
 

target
 

FOXF2
 

in
 

GIST-T1
 

cells
 

and
 

down-regulate
 

its
 

expression
 

level.Furthermore,overexpression
 

of
 

miR-1271
 

could
 

strongly
 

inhibited
 

proliferation,invasion
 

and
 

induced
 

ap-
optosis

 

of
 

GIST-T1
 

cells
 

via
 

downregulating
 

FOXF2.Additionally,in
 

vivo
 

experiments
 

also
 

confirmed
 

that
 

overexpression
 

of
 

miR-1271
 

could
 

significantly
 

suppressed
 

the
 

growth
 

of
 

GIST
 

xenografts
 

in
 

nude
 

mice.Con-
clusion miR-1271

 

suppresses
 

proliferation,invasion
 

and
 

promotes
 

apoptosis
 

of
 

GIST
 

cells
 

via
 

targeting
 

FOXF2.
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  胃肠道间质瘤(gastrointestinal
 

stromal
 

tumor,
GIST)是较常见的胃肠道间叶细胞瘤,其发病率占胃

肠道肿瘤的2%,且多发于中老年患者[1]。由于GIST
早期没有特异性临床表现,且发病率还在逐年上

升[2],寻找GIST发病的潜在分子标志物及研究其分

子作用机制对GIST的治疗及诊断具有重要意义。研

究发现,微RNA(microRNA,miRNA)的异常表达与

人类多种恶性肿瘤发病进程密切相关[3-4]。例如,
miR-1271作为抑癌基因,参与调控乳腺癌[5]、胰腺

癌[6]、胃癌[7]和肝癌[8]细胞增殖、侵袭和凋亡。然而,
有关miR-1271在GIST中的作用机制目前尚未见相

关报道。本研究主要是探讨 miR-1271通过靶向叉头

框转录因子F2(forkhead
 

boxF2,FOXF2)对GIST细

胞恶性生物学行为的影响。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 临床样本收集

收集2015年6月至2017年12月在本院治疗的

34例GIST患者癌组织和癌旁组织,取出后立刻放入

液氮冻存管保存。患者均签署知情同意书,本研究也

经医院 伦 理 委 员 会 批 准。纳 入 标 准:病 理 诊 断 为

GIST,术前未行任何治疗措施;排除标准:病理学诊

断为非GIST。
1.1.2 细胞系及药品、试剂与仪器

GIST 细 胞 系(GIST882、GIST430、GIST48和

GIST-T1)和人肠上皮细胞(FHs
 

74
 

Int)均来源于中

国科学院生物化学与细胞生物学研究所。DMEM 和

胎牛血清购自美国Biological
 

Industries公司;青霉素

和链霉素均购自北京雷根生物技术有限公司;CCK-8
试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司;Transwell
小室购自美国康宁公司;miR-1271

 

inhibitor和 miR-
1271

 

mimics和FOXF2的敲除载体siRNA
 

FOXF2
(si-FOXF2)由上海吉玛制药技术有限公司 提 供;
TRIol提取试剂盒和SYBR

 

Green
 

Master
 

Mix实时

荧光定量PCR(RT-PCR)试剂盒购自日本 TaKaRa
公司;双荧光素酶报告基因试剂盒和报告基因载体均

购自美国Promega公司;蛋白提取试剂盒和十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)试剂盒,均
购自美国Bio-Rad公司;NanoDrop

 

2000微量分光光

度计购自上海宾智生物科技有限公司;蛋白免疫印迹

一抗(兔抗FOXF2抗体、兔抗PCNA 抗体)和二抗

(羊抗兔IgG)均购于购自美国CST公司。
1.1.3 实验动物

实验用BALB/c裸鼠购自北京维通利华实验动

物技术有限公司,4~5周龄,体重(18±3)g。裸鼠饲

养在恒温(24~26
 

℃)和恒湿(50%~56%)的环境中。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染

胰酶消化生长状况良好的对数生长期GIST-T1

细胞,调整细胞密度为1×105/mL,接种于24孔板,
每孔2

 

mL,培养24
 

h。LipofectamineTM
 

2000转染试

剂盒,分 别 将 miR-1271
 

mimics(miR-1271
 

mimics
组)或si-FOXF2(si-FOXF2组)或miR-1271

 

inhibitor+
si-FOXF2(miR-1271

 

inhibitor+si-FOXF2组)转染

至GIST-T1细胞,转染完成后继续培养48
 

h,荧光显

微镜下观察转染效果,同时设立对照组(NC组,细胞

未作任何转染处理)。
1.2.2 RT-PCR检测 miR-1271、FOXF2

 

mRNA的

表达水平

细胞转染48
 

h,采用 TRIol试剂提取细胞中总

RNA,NanoDrop
 

2000微量分光光度计测定总RNA
浓度。经 反 转 录 试 剂 盒 反 转 录 生 成cDNA,采 用

SYBR
 

Green
 

Master
 

Mix实时荧光定量PCR试剂盒

进行PCR反应。PCR反应体系:SYBR􀆿
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ
 

10.0
 

μL,正、反向引物各0.8
 

μL,Rox
 

Refer-
ence

 

Dye
 

0.4
 

μL、cDNA
 

2.0
 

μL,ddH2O
 

6.0
 

μL。
PCR反应条件:95

 

℃预变性10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s、50
 

℃
 

2
 

min、60
 

℃
 

60
 

s,40个循环。2-ΔΔCt定量目标基因相

对表达水平,GAPDH为内参,引物序列如下表1。
表1  引物序列

基因 方向 序列(5'-3')
产物大小

(bp)

FOXF2 正向 TCGCTGGAGCAGAGCTACTT 238

反向 CCCATTGAAGTTGAGGACGA

GAPDH 正向 CCCACTAACATCAAATGGGG 238

反向 CCTTCCACAATGCCAAAGTT

miR-1271 正向 GAGTTAATTTTTGGTGGATGTTAGTAAGTA 238

反向 TAATCACACCCCTTAACCACATAC

1.2.3 Western
 

blot检 测 FOXF2、PCNA 的 表 达

水平

细胞转染48
 

h,收集细胞,用含蛋白酶抑制剂的

RIPA蛋白裂解液从组织及GIST-T1细胞中提取总

蛋白,加入50
 

μL裂解液,处理30
 

min,其间进行震

荡;细胞裂解液4
 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心15
 

min,取上

清液,采用BCA试剂盒测定蛋白浓度。取2
 

μL样品

加入水稀释20倍后进行SDS-PAGE,取出凝胶放入

转膜槽中转膜,然后用含有5%脱脂奶粉的0.1%
 

TBST洗膜,加入一抗,4
 

℃孵育过夜,室温孵育30
 

min,TBST缓冲液漂洗3次,每次5
 

min,加入相应的

二抗(1∶2
 

000稀释),室温孵育2
 

h,PBST漂洗3次,
每次5

 

min;用PBS洗去未杂交的抗体后,按ELC显

色试剂盒操作加入显色试剂,孵育,曝光。用 GAD-
PH作内参,蛋白凝胶成像系统分析样品中目标蛋白

的相对表达水平。
1.2.4 CCK-8检测GIST-T1细胞增殖活力

细胞转染48
 

h,胰酶消化对数生长期的各组细
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胞,完全培养基稀释细胞密度至1×105/mL,接种细

胞至96孔板,每孔0.1
 

mL,每孔加100
 

μL完全培养

基。分别培养24、48、72、96
 

h后,更换新鲜培养基。
按CCK-8试剂盒操作说明,检测前每孔加入20

 

μL
 

CCK-8试剂,孵育2
 

h,酶标仪检测各孔细胞在450
 

nm处的吸光度(A)值。
1.2.5 Transwell检测GIST-T1细胞侵袭能力

细胞转染48
 

h后,用0.25%胰酶常规消化,用完

全培养基中和胰酶,3
 

000
 

r/min离心5
 

min收集细

胞,用无血清培养基调整细胞密度为1×105/mL。取

Matrigel胶于4
 

℃融化,用无血清培养基配置体积分

数为40%的 Matrigel胶溶液,取100
 

μL
 

40%的 Ma-
trigel胶溶液,均匀覆盖至 Transwell小室上室的滤

膜上,37
 

℃、5%
 

CO2 孵育40
 

min,使 Matrigel胶凝

固。将各组含4×104 个细胞的无FBS
 

DMEM 培养

基100
 

μL加入Transwell上室,下室中加入含10%
胎牛血清的DMEM培养基,37

 

℃
 

5%
 

CO2 培养24
 

h
后,10%甲醛固定细胞。结晶紫染色后随机选取10
个视野在显微镜下观察。用Image-Pro

 

Plus
 

6.0软

件计数穿膜细胞。
1.2.6 流式细胞术检测GIST-T1细胞凋亡水平

细胞转染48
 

h后用PBS将细胞清洗2~3次,弃
上清液,用Annexin结合液重悬细胞,调整细胞浓度

为2.0×105/mL,取100
 

μL细胞悬液,加入5
 

μL异

硫氰酸荧光膜联蛋白(Annexin
 

V-FITC)和5
 

μL碘化

丙啶(PI)染液,并补充200
 

μL结合液,开机运行流式

细胞仪,完成参数设置后上样检测各组细胞凋亡情

况。Annexin
 

V染色阳性的为凋亡细胞。
1.2.7 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 验 证 miR-1271 与

FOXF2的靶向关系

starBase在线数据库预测 miR-1271与FOXF2
的3'-UTR的结合位点及序列。构建FOXF2野生型

和突变型重组质粒pmirGLO-FOXF2-WT(FOXF2-
WT)和pmirGLO-FOXF2-MUT(FOXF2-MUT),将
miR-1271

 

mimics和pmirGLO-FOXF2-WT或pmir-
GLO-FOXF2-MUT共转染至HEK293T细胞中。完

成转染后在37
 

℃、5%
 

CO2 条件下培养48
 

h,更换

DMEM培养基继续培养48
 

h。裂解细胞,每组取5
 

μL细胞裂解液,按荧光素酶活性检测试剂盒操作说

明,以海肾荧光值作为内参,检测荧光相对强度。
1.2.8 移植瘤模型的建立

将miR-1271
 

mimics载体和空载体转染于GIST-
T1细胞中,培养至对数期调整细胞浓度为5×107/mL,
取0.1

 

mL接种至裸鼠左腋下,每组小鼠6只。每天检

测裸鼠移植瘤瘤体大小,干预结束后脱臼处死小鼠,分
离皮下移植瘤,做进一步分析。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件和GraphPad
 

Prism7.0软件

进行统计分析及相关图片绘制。两组间比较采用t
检验,多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05
为差异有统计学意义。所有试验均重复3次。
2 结  果

2.1 miR-1271在GIST组织及细胞系中的表达水平

qRT-PCR检测结果显示,与癌旁组织比较,miR-
1271在GIST癌组织中的表达水平明显降低(t=-
10.68,P<0.01,图1A)。Kaplan-Meier生存曲线分

析显示,与 miR-1271高表达的患者比较,miR-1271
低表达的患者其生存率显著降低(P<0.01,图1B)。
此 外,miR-1271 在 GIST 细 胞 系 (GIST882、
GIST430、GIST48和GIST-T1)中的表达水平显著低

于FHs
 

74
 

Int(t=3.70、5.62、4.92、10.30,P<0.05
或P<0.01,图1C),且GIST-T1细胞中miR-1271的

表达水平低于 GIST882、GIST430和 GIST48细胞

(图1C)。由此可知,miR-1271的低表达可能与GIST
的发生发展有关联,因此本研究选择 GIST-T1细胞

进行后续实验。
2.2 过表达 miR-1271对GIST细胞恶性生物学行

为的影响

经qRT-PCR检测结果表明,miR-1271
 

mimics组

GIST-T1细胞的 miR-1271
 

mRNA相对表达水平高于

NC组(t=-12.39,P<0.01,图2A)。CCK-8和Tran-
swell检测结果显示,与NC组比较,miR-1271

 

mimics
组GIST-T1细胞增殖活力(t=3.85,5.21,5.24,P<
0.05,图2B)和侵袭能力(t=9.43,P<0.01,图2C)显

  A:miR-1271在GIST癌组织及癌旁组织的表达分析;B:患者Kaplan-Meier生存曲线分析;C:各种GIST细胞系及FHs
 

74
 

Int
 

miR-1271
 

mR-

NA表达分析。a:P<0.05,b:P<0.01。

图1  miR-1271在GIST组织和细胞系中的表达水平
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  A:miR-1271
 

mRNA相对表达水平;B:细胞增殖活性分析;C:细胞侵袭实验;D:细胞凋亡检测。a:P<0.01。

图2  过表达 miR-1271对GIST-T1细胞恶性生物学行为的影响

  A:小鼠移植瘤;B:瘤体质量分析;C:Western
 

blot;D:Western
 

blot分析图;a:P<0.01;1#~6#为裸鼠编号。

图3  过表达 miR-1271对GIST移植瘤瘤体生长的影响

著降低。此外,流式细胞仪检测结果显示,与 NC组

比较,miR-1271
 

mimics组GIST-T1细胞凋亡(t=-
10.61,P<0.01,图2D)增加。表明过表达 miR-1271
显著抑制了 GIST-T1细胞增殖和侵袭并诱导细胞

凋亡。

2.3 过 表 达 miR-1271对 GIST 瘤 体 生 长 的 抑 制

作用

通过对移植瘤大小的测量发现,NC组和 miR-
1271

 

mimics组中#1~#6裸鼠瘤体重分别为:1
 

803
 

mg、1
 

561
 

mg、1
 

674
 

mg、1
 

452
 

mg、1
 

381
 

mg、1
 

245
 

mg,586
 

mg、517
 

mg、435
 

mg、397
 

mg、372
 

mg、346
 

mg,与NC组比较,miR-1271
 

mimics组移植瘤的生

长显著受抑制(t=14.21,P<0.01,图3A~B)。

2.4 miR-1271靶向负调控FOXF2
由qRT-PCR对25例GIST临床样本进行检测

发现,FOXF2在GIST患者癌组织中的表达水平显著

高于癌旁组织(t=11.56,P<0.01,图4A)。同时,

miR-1271与FOXF2在 GIST组织中的表达呈负相

关(r=-0.7412,P<0.01,图4B)。starBase数据库

预测显示,FOXF2是 miR-1271的靶基因(图4C)。
双荧光素酶报告基因结果显示,与 NC组比较,miR-
1271与FOXF2-WT共转染组荧光素酶相对活性显

著降低(P<0.05),miR-1271与FOXF2-MUT共转

染组荧光素酶相对活 性 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),见图4D。Western

 

blot检测结果显示,与NC
组 比 较,miR-1271

 

mimics 组 GIST-T1 细 胞 中

FOXF2的表达水平显著下调(t=-10.67,P<0.01,
图4E、F)。表明 miR-1271靶向FOXF2,且负调控

FOXF2蛋白的表达水平。

2.5 miR-1271靶向FOXF2对 GIST细胞增殖、侵

袭和凋亡的影响

为进一步明确 miR-1271通过靶向下调FOXF2
抑制GIST-T1细胞增殖、侵袭和凋亡的作用机制,在

GIST-T1细胞中转染FOXF2
 

siRNA以及同时转染

miR-1271
 

inhibitor+si-FOXF2,Western
 

blot检测结

果表明(图5A),与 NC组比较,FOXF2
 

siRNA 组

GIST-T1细胞 FOXF2的 相 对 表 达 水 平 显 著 下 调

(t=-9.25,P<0.01),而 miR-1271
 

inhibitor+si-
FOXF2组 GIST-T1细胞中FOXF2高于si-FOXF2
组(t=-7.95,P<0.01),但与 NC组比较差异无统

计学意义(P>0.05)。CCK-8(图5B)和 Transwell
(图5C)检测结果共同证实,与 NC组比较,FOXF2

 

siRNA组GIST-T1细胞的增殖及侵袭能力显著受抑

制(P<0.05和P<0.01)。miR-1271
 

inhibitor+si-
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FOXF2组GIST-T1细胞增殖和侵袭能力显著高于

si-FOXF2组(P<0.05或P<0.01),但与 NC组比

较差异无统计学意义(P>0.05)。此外,双染法流式细

胞术结果(图5D)表明,与NC组比较,FOXF2
 

siRNA
组GIST-T1细胞凋亡水平增加(t=9.44,P<0.01);与

FOXF2
 

siRNA 组 比 较,miR-1271
 

inhibitor+si-
FOXF2组 GIST-T1细胞的凋亡水平显著降低(t=
9.88,P<0.01)。由 此 可 知,miR-1271靶 向 下 调

FOXF2的表达水平,进而抑制 GIST细胞增殖和侵

袭,并诱导细胞凋亡。

  A:FOXF2在GIST癌组织及癌旁组织中的表达分析;B:FOXF2与miR-1271中表达的相关性分析;C:miR-1271靶向FOXF2位点分析;D:荧

光素酶报告实验;E:Western
 

blot;F:Western
 

blot分析图;a:P<0.01。

图4  miR-1271靶向负调控FOXF2

  A:Western
 

blot及其分析图;B:CCK-8增殖曲线图;C:Transwell实验及其分析图;D:细胞凋亡检测及其分析图;1:NC组;2.si-FOXF2组;3.

si-FOXF2+miR-1271
 

inhibiotr组;a:P<0.05,b:P<0.01。

图5  miR-1271靶向FOXF2对GIST-T1细胞增殖、侵袭和凋亡的影响
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3 讨  论

  GIST占胃肠道恶性肿瘤的1%~3%,估计年发

病率约为10/100万~15/100万,大部分发生于胃

(50%~70%)和小肠(20%~30%)[9]。在GIST患者

中约有20%~30%是恶性的,易发生转移,且治愈率

极低。目前,临床上GIST的治疗手段主要是手术切

除,但约有50%的患者切除后在5年内复发,故GIST
的治愈率极低[10]。为此,深入探究GIST的发病机制

并寻找调控其发病的分子标志物,对临床上诊断及治

疗GIST具有重要意义。
近期研究显示,miRNA作为促癌或抑癌因子参

与多种肿瘤的发展进程[11],通过调控其下游蛋白的表

达水平从而调控肿瘤细胞增殖、侵袭和凋亡水平[12]。
例如,IHLE等[13]研究发现,miR-221通过抑制通路

诱导GIST细胞凋亡;miR-148b-3p靶向下调KIT抑

制GIST 细 胞 增 殖,调 控 细 胞 周 期 并 诱 导 细 胞 凋

亡[14]。近期研究中,miR-1271被报道在多种肿瘤中

低表达,且过表达 miR-1271可显著抑制肿瘤发病进

程[15-16]。例如,LIU等[17]研究表明,miR-1271通过靶

向TWIST1和ZEB1抑制胰腺癌细胞迁移、侵袭和上

皮间质转化进程。另有研究证实,miR-1271通过靶

向Capn4抑制结直肠癌细胞增殖和侵袭[18]。本研究

证实,miR-1271在GIST临床患者肿瘤组织和细胞系

中低表达,且过表达 miR-1271可显著抑制GIST-T1
细胞增殖、侵袭和诱导细胞凋亡。

FOXF2位于6p25号染色体上,属于转录调节因

子叉头家族的重要成员,在肿瘤细胞增殖、侵袭和上

皮间质转化过程中起着重要的调控作用[19-20]。研究

表明,FOXF2在乳腺癌[21]、肺癌[22]等多种肿瘤细胞

中高表达,且FOXF2的异常表达与肿瘤细胞增殖、转
移和预后不良有关[23-24]。ZHANG等[25]报道,miR-
200c通过下调FOXF2抑制乳腺癌细胞侵袭和迁移;

miR-182靶向负调控FOXF2促进大肠癌细胞增殖和

侵袭[26];FOXF2通过抑制 Wnt信号通路抑制宫颈癌

Hela细胞的增殖、迁移和侵袭[27]。本研究证实,siR-
NA敲低FOXF2可显著抑制GIST细胞增殖和侵袭

能力,诱导了GIST细胞凋亡,但同时敲低 miR-1271
则显著逆转了FOXF2的抑制作用。

综上所述,miR-1271在GIST组织和细胞系中低

表达,过表达miR-1271通过靶向负调控FOXF2抑制

GIST细胞增殖、侵袭和诱导细胞凋亡,这为GIST的

早期诊断和靶向治疗提供了理论依据。
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