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胃癌多药耐药相关 microRNA的筛选和鉴定 *
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摘要 目的：研究胃癌多药耐药相关 microRNA并对其进行鉴定、靶基因预测和预测靶基因的生物信息学分析。方法：运用 micr-

oRNA芯片对胃癌多药耐药细胞 SGC7901/ADR和其亲本细胞 SGC7901进行 microRNA表达谱分析；采用实时定量 PCR的方法

对差异表达的 miRNA进行验证；再运用生物信息学方法对差异表达的 miRNA进行靶基因预测；再对预测的靶基因进行 GO和
KEGG通路分析。结果：与 SGC7901相比 SGC7901/ADR表达上调超过 2倍的 miRNA有 6个，表达下调超过 2倍的有 11个。实

时定量 PCR对共同差异表达的 microRNA进行验证显示与芯片结果的一致性。对这 17个差异表达的 miRNA进行靶基因预测，

再对预测得到的靶基因进行 GO和 KEGG通路分析显示预测的靶基因参与了肿瘤相关通路、MAPK通路、Focal Adhesion通路
等。结论：我们初步筛选得到了胃癌多药耐药相关 miRNA并对其进行了生物信息学分析，为进一步地探索 miRNA在胃癌多药耐

药中的作用及其分子机制奠定了基础。
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Identification of Multidrug Resistance Associated microRNA
in Gastric Cancer*

To investigate the microRNAs associated with multidrug resistance in gastric cancer and analyze the predi-

cted target genes of the multidrug resistance associated miRNAs. microRNA expression profiling of multidrug resistant gastric
cancer subline SGC7901/ADR and its parental SGC7901 were detected by using the latest microRNA microarray. Quantitative RT-PCR

was used to validate the differentially expressed miRNAs between SGC7901/ADR and SGC7901. Then target prediction were performed

on the differentially expressed miRNAs, followed by GO and KEGG pathway analyses of the predicted target genes. The total of

6 miRNAs up-regulated in SGC7901/ADR cells compared with SGC7901 and 11 miRNAs down-regulated in SGC7901/ADR cells

compared with SGC7901. Quantitative RT-PCR results displayed a good response to the results of the microRNA array. And KEGG

pathway analysis of the predicted target genes showed that pathway in cancer, MAPK signaling pathway and Focal adhesion were
enriched pathways. A list of multidrug resistance associated miRNAs in gastric cancer was obtained and bioinformatics

analyses were performed on them. The results above should be the foundation for more profound mechanism research.
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·基础研究·

前言

胃癌作为全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，是各类癌症

死亡率的第三位。化疗是进展期胃癌的主要治疗手段，但是多

药耐药（MDR）的存在使得胃癌患者的化疗大多以失败告终。
研究胃癌的多药耐药机制显得尤为重要[1]。microRNA是一类短
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链非编码 RNA，在肿瘤的发生、发展及各种恶性生物学特征中
发挥着重要作用，其在肿瘤的多药耐药中的作用也逐步得到揭

示[2, 3]。之前本课题组应用 microRNA芯片分析了胃癌多药耐药
细胞 SGC7901/VCR和其亲本 SGC7901的 miRNA表达谱，得
到了胃癌多药耐药相关 miRNA，然后对其中差异表达的
miR-15b和 miR-16进行了系统性功能研究[4]。SGC7901/ADR

是我科对 SGC7901细胞进行阿霉素慢性诱导获得的多药耐药
细胞亚株，其多药耐药性在多项研究中得到证实并广泛用于胃

癌多的药耐药研究[5, 6]。本研究运用最新版的 microRNA芯片分
析其与亲本 SGC7901的 miRNA表达谱，得到一组差异表达的
miRNA，随后对差异表达的 miRNA进行实时定量 PCR验证、
靶基因预测，最后运用生物信息学手段对预测靶基因进行了生

物学功能和相关通路分析。

1 材料和方法

1.1 细胞培养
人胃癌阿霉素耐药细胞 SGC7901 /ADR 及其亲本细胞

SGC7901由本实验室保存。以含 10%胎牛血清（Gibco）的 RP-
MI1640培养液于 37 ℃、5% CO2的培养箱中常规培养。耐药细

胞 SGC7901 /ADR培养液中分别加入 0.5 ug/mL的阿霉素以维
持其耐药性，实验前 12天开始使用常规培养基进行脱药培养。
1.2 RNA的提取和纯化

对脱药处理 12天 SGC7901 /ADR和其亲本细胞 SGC7901

采用 mirVanaTM Isolation Kit并且根据生产厂商提供的标准操
作流程进行总 RNA提取，提取所得总 RNA经 Agilent Bioana-
lyzer电泳质检合格。
1.3 microRNA芯片检测上述两株细胞的 microRNA表达谱
本实验采用 Agilent human miRNA（8*60K）v 18.0芯片，由

上海伯豪生物技术有限公司代理完成检测和分析。将提取合格

的样品用 miRNA Complete Labeling and Hyb Kit 对样品中的
miRNA 分子进行荧光标记，随后放入滚动杂交炉，55 ℃，20
rpm，滚动杂交 20小时。杂交完成后再洗缸中洗片。芯片结果采
用 Agilent Microarray Scanner进行扫描，用 Feature Extraction
software 10.7读取数据，最后采用 Gene Spring Software 11.0进
行归一化处理，所用算法为 Quantile。差异表达的 miRNA筛选

标准：①两种细胞信号 ratio逸2为上调 miRNA；②信号 ratio臆
0.5为下调。
1.4 实时定量 PCR对差异表达 miRNA进行验证

随机挑选芯片测定中表达上调的以及表达下调的 miRNA

使用实时定量 PCR的方法予以验证。用 TakaRa RNAiso Plus

提取试剂盒提取总 RNA，采用 TakaRa反转录试剂盒(Code No.
RR716)进行 poly(A)加尾和反转录反应，再进行实时定量 PCR

检测，每个 miRNA的正向引物由广州锐博生物科技有限公司
合成提供。实验重复三次，采用 2－△△Ct法分析 miRNA在两株细
胞中的相对表达量，以 U6作为内参基因进行校正和标准化。
1.5 生物信息学分析

使用靶基因预测软件 miRanda (http://www.microrna.
org/microrna/home.do), TargetScan (http://www.targetscan.org/)

和 miRDB (http://mirdb.org/miRDB/)对差异表达的 miRNA进
行靶基因预测，取被三种靶基因预测软件同时预测的基因为该

miRNA 的靶基因，再对得到的靶基因分别进行 GO (http:
//www.geneontology.org/)和KEGG (http://www.geneontology.org/)

通路分析。

1.6 数据统计分析
实验数据以均数± 标准差(X± S)表示，两样本均数间比较

用独立样本 t检验，P<0.05认为是有统计学意义上的差异。

2 结果

2.1 microRNA 芯片分析耐药细胞 SGC7901/ADR 和亲本
SGC7901的 miRNA表达谱

将 SGC7901/ADR细胞和 SGC7901 进行 microRNA 芯片
检测，将芯片结果均一化处理后计算出各 miRNA在两种细胞
中的差异倍数，筛选得到表达上调和下调的 miRNA。与
SGC7901亲本细胞比较，SGC7901/ADR表达上调 2倍以上的
miRNA有 6个，包括 miR-1273g-3p、miR-3676-5p、miR-378a-3p、
miR-425-5p、miR-4430 和 miR-494；与 SGC7901 亲本细胞比
较，SGC7901/ADR 表达下调 2 倍以上的 miRNA 有 let-7e-5p、
miR-100-5p、miR-1268a、miR-148a-3p、miR-181a-5p、miR-181b-
5p、miR-22-3p、miR-342-3p、miR-7-5p、miR-99b-5p，共 11个 mi-
RNA（表 1）。

表 1和亲本 SGC7901相比在 SGC7901/ADR中差异表达的 miRNA（变化倍数在两倍或两倍以上）

Table 1 List of differentially expressed miRNAs in SGC7901/ADR compared to its parental SGC7901( fold change逸2 or fold change臆0.5)

Down-regulated miRNAs Fold change Up-regulated miRNAs Fold change

Hsa-miR-181b-5p

Hsa-miR-148a-3p

Hsa-miR-181a-5p

Hsa-miR-99b-5p

Hsa-miR-125a-5p

Hsa-miR-1268a

Hsa-miR-342-3p

Hsa-miR-100-5p

Hsa-let-7e-5p

Hsa-miR-7-5p

0.171128

0.265084

0.300802

0.367347

0.388757

0.416802

0.435987

0.437052

0.456328

0.495628

Hsa-miR-1273g-3p

Hsa-miR-4430

Hsa-miR-378a-3p

Hsa-miR-3676-5p

Hsa-miR-425-5p

8.310887

3.77216

2.807043

2.371583

2.127548
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2.2 实时定量 PCR验证表达上调的 miRNA

随机从表达上调的 miRNA 中挑选出 miR-1273g-3p、
miR-378a-3p 和 miR-425-5p， 验 证 结 果 显 示 miR-1273、
miR-378a-3p 在 SGC7901/ADR 中表达显著上调（P<0.05），
miR-425-5p在 SGC7901/ADR中表达上调，但不具有显著性差

异（图 1）。实时定量 PCR结果显示与 microRNA芯片结果具有

较好的一致性。

图 1 实时定量 PCR验证部分芯片检测表达上调的 miRNA在

SGC7901和 SGC7901/ADR中的表达情况。*P<0.05, **P<0.01，

SGC7901和 SGC7901/ADR相比

Fig.1 Quantitative RT-PCR validation of selected up-regulated miRNAs in

SGC7901 and SGC7901/ADR. *P<0.05, **P<0.01, SGC7901 versus

SGC7901/ADR

2.3 实时定量 PCR验证表达下调的 miRNA

随 机 从 表 达 下 调 的 miRNA 中 挑 选 出 let-7e-5p、
miR-100-5p、miR-148a-3p、miR-181a-5p 和 miR-99b-5p 进行实

时定量 PCR 验证，实时定量 PCR 结果显示上述 miRNA 在
SGC7901/ADR表达均显著下调（P<0.05）（图 2）,显示与 micro-

RNA芯片结果的一致性。

图 2 实时定量 PCR验证部分芯片检测表达下调的 miRNA在

SGC7901和 SGC7901/ADR中的表达情况。*P<0.05, **P<0.01,

***P<0.001，SGC7901和 SGC7901/ADR比较

Fig.2 Quantitative RT-PCR validation of selected down-regulated

miRNAs in SGC7901 and SGC7901/ADR. *P<0.05, **P<0.01,

** *P<0.001, SGC7901 versus SGC7901/ADR

2.4 差异表达 miRNA靶基因预测

为了更进一步地了解这些差异表达的 miRNA可能参与的
生物学过程和其发挥生物学功能的机制，本研究首先联合用

miRanda、Targetscan和 miRDB对上述差异表达的 17个miRNA

进行了靶基因预测，取被三个靶基因预测软件同时预测的基因

为该 miRNA的靶基因。17个差异表达的 miRNA靶基因预测

后共得到了 1491个靶基因。
2.5 预测靶基因的生物信息学分析

为了更进一步地了解这些 miRNA可能参与的生物学功能
及影响的通路，本研究对预测得到的 1491个靶基因进行生物

信息学分析，即 GO基因生物学功能注释和 KEGG通路分析。
GO分析结果显示 1471个靶基因主要参与的生物学过程包括

细胞内定位、运输、信号传导、核酸代谢及细胞内信号传导等

（图 3）。KEGG通路分析结果显示 1471个靶基因主要参与了
神经营养因子的信号转导通路、胰腺癌通路、肿瘤相关通路、

MAPK信号通路及细胞的焦点粘连等信号通路（图 4）。生物信

息学分析不仅提示这些生物学过程或通路可能与肿瘤特别是

胃癌的多药耐药相关，更提示差异表达的 miRNA可能通过协

同调节这些生物学过程或通路来影响肿瘤的多药耐药。

图 3 对差异表达的 miRNA预测得到的靶基因进行生物学过程

分析结果

Fig.3 GO (biological process) analysis of the predicted target genes

of the differentially expressed miRNAs

图 4 对差异表达的 miRNA预测得到的靶基因进行 KEGG通路分析

结果

Fig.4 KEGG pathway analysis of the predicted target genes of the

differentially expressed miRNAs
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3 讨论

miRNA 作为一类主要通过抑制抑制 mRNA 翻译和表达

的非编码 RNA，在肿瘤的发生、发展过程中发挥着重要作用[2,7]。

研究表明 miRNA能够通过影响多种耐药相关蛋白来影响肿瘤
的耐药表型，甚至可以逆转耐药表型[4, 8-11]。通过分析化疗药物

诱导的耐药细胞和其亲本细胞的 miRNA表达谱筛选耐药相关
miRNA 已成为耐药相关 miRNA 研究的重要手段 [12-14]。

SGC7901/ADR 是在 SGC7901 基础上通过慢性阿霉素诱导产

生的具有显著多药（顺铂、5-氟尿嘧啶、长春新碱等）耐药性的
耐药细胞亚株，关于该细胞已有多项耐药相关研究被报道[5,6,15]。

在本项研究中，我们应用最新的全基因组 microRNA芯片对
SGC7901/ADR和其亲本细胞 SGC7901进行了 miRNA表达谱

分析，共筛选出 17个差异表达的 miRNA。然后对差异表达的
miRNA进行实时定量 PCR验证，实时定量 PCR证实了芯片结
果的可靠性。我们接着对 17个差异表达的 miRNA进行了靶基

因预测。最后为了更好地研究这些 miRNA可能参与的生物学

过程和功能，我们对预测的靶基因进行了 GO和 KEGG通路

分析。

在筛选出来表达下调的 miRNA 中，值得注意的是
let-7e-5p、miR-100-5p、miR-181a-5p等已经被证实和耐药相关。

研究表达在上皮食管癌的耐药细胞株 A2780/CP 中 let-7e-5p

的表达明显下调，上调 let-7e-5p的表达可以通过下调耐药相关

蛋白 EZH2和 CCND1的表达来促进肿瘤细胞对化疗药物顺铂

的敏感性 [16]。miR-100-5p在多项研究中被证实可以通过调节
PLK1的表达来影响多种肿瘤细胞对化疗的敏感性 [17, 18]。对

miR-181a-5p的研究表明 miR-181a-5p能够通过调节凋亡相关

蛋白 BCL-2和耐药相关蛋白 ABCG2影响耐药表型[19, 20]。上述

结果说明本研究筛选得到了耐药相关 miRNA，而且其中部分
miRNA甚至能够成为逆转肿瘤多药耐药的靶标。而对其他表

达下调的 miRNA的研究或许能揭示更多能够调节肿瘤耐药表
型的 miRNA。但是筛选出来的表达上调的 miRNA相关的研究

报道较少，甚至均未报导与肿瘤耐药表型相关。这部分表达上

调的 miRNA很有可能通过下调抑癌基因的表达来影响肿瘤细

胞的化疗敏感性，所以表达上调的 miRNA后续功能和功能相

关靶基因的鉴定很有可能帮助我们找到能够逆转耐药的分子

靶标。

本研究利用三个靶基因预测软件联合对差异表达的 miR-

NA进行靶基因预测，共得到了 1471个靶基因，而后对预测得

到的靶基因进行了生物信息学分析。GO生物学过程分析提示

预测得到的靶基因主要参与细胞内定位、运输、信号传导、核酸

代谢及细胞内信号传导等生物学过程，KEGG通路分析显示神

经营养因子的信号转导通路、胰腺癌通路、肿瘤相关通路、MA-

PK信号通路及细胞的焦点粘连等通路被富集，提示 miRNA可

能通过协同调节相关生物学过程和通路的多个分子来影响胃

癌的多药耐药。在富集的通路中 MAPK 通路、Focal Adhesion

通路在多项研究中已被证实与肿瘤的耐药性相关[21-23]。生物信

息学分析不仅证实了以往报道的多药耐药机制，更提示很多其

他通路可能参与胃癌的多药耐药表型。至于其他通路是否与胃

癌的多药耐药相关，尚需要进一步的研究验证。对靶基因进行

GO生物学过程分析和 KEGG通路分析将为我们下一步地系

统研究差异表达的 miRNA的在胃癌多药耐药中的功能和作用
机制提供思路。
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·重要信息·
《分子影像学》第二版已正式出版发行

卜丽红 1 戴薇薇 2

（1哈尔滨医科大学附属第四医院医学影像科 150001；2人民卫生出版社医药教育出版中心第四编辑室）

由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345)一书已于 2010年 9月 14日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型
专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际

分子影像学的最新进展。

《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13名作为国内编委，还包括国内外共 40名专
家参与编写。

全书共计 130余万字，收录图片 378幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳

入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。

应用篇共分 7章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中
枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及

新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。

本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。

《分子影像学》精装本定价 260元,全国各大书店有售。
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