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微小 RNA-30e调控 EMT对胃癌侵袭和迁移影响的研究 *
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摘要目的：探讨微小 RNA-30e（miR-30e）对胃癌细胞迁移和侵袭能力的影响及可能的作用机制。方法：利用 Transwell实验和细胞

划痕实验检测胃癌细胞系 BGC823侵袭和迁移的能力；以脂质体包裹合成 miR-30e转染至 BGC823细胞，并设空白载体作为对

照组；Real-time PCR分别检测实验组和对照组细胞中 miR-30e的表达。RT-PCR检测过表达 miR-30e后对上皮细胞间充质转化

（EMT）相关标记分子 Snail、Vimentin、N-cadherin和 E-cadherin表达的影响。结果：miR-30e转染至胃癌细胞后，抑制 EMT通路主

要因子 Snail，Vimentin和 N-cadherin mRNA和蛋白质表达，而增加 E-cadherin的 mRNA和蛋白质表达；miR-30e通过 TGF-茁对
BGC823细胞的侵袭和迁移能力有明显的抑制作用。结论：miR-30e可能是肿瘤细胞 EMT过程的关键靶标靶点，阻断 EMT过程，

可以抑制胃癌细胞的侵袭和迁移能力。
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Effects of microRNA-30e Regulating Epithelial Mesenchymal Transition
on Invasion and Migration in Gastric Cancer*

To investigate the effect of microRNA-30e (miR-30e) on the invasion and migration of gastric cancer and

the potential mechanism. The transwell system and the assays of wound healing were used to assess the invasion and migration

ability of gastric cell line BGC823. The miR-30e was transfected into BGC823 cell via lipofectamine 2000. Cells were also transfected

with empty vectors to serve as controls. The expression of miR-30e was detected by real-time PCR, and western blot was used to assay

the expression of Snail, Vimentin, N-cadherin, and E-cadherin which were the markers of epithelial-mesenchymal transition（EMT）.

After the transfection of the miR-30e, which had significantly suppressed the major factors in EMT signaling pathway, such as

the expression of mRNA and proteins of Snail, N-cadherin, and vimentin, increased the mRNA and proteins expression of E-cadherin.

And the mimic also had suppressed the invasion and migration of BGC823 cell line induced by TGF-茁. MiR-30e may be a

key target in the EMT process of cancer cells, blocking the EMT process could inhibit the invasion and migration of gastric cancer cells.
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前言

胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤，也是世界排名第四的恶

性肿瘤[1]。现代生物科技的快速发展，大量新研发的抗肿瘤药物

及肿瘤诊疗技术在临床上的广泛应用，让广大肿瘤患者受益。

尽管胃癌患者的死亡率逐年降低，但是胃癌约占人类癌症相关

性死亡的 1/4，对人类的健康仍构成重大威胁[2]。胃癌的发生发

展、侵袭转移及凋亡等机制仍未阐明[3,4]，亟需深入探索其生物

学机制，为肿瘤的防治提供新的策略和理论依据。上皮细胞间

充质转化(EMT)是上皮细胞向具有间质特性细胞转化的过程。

EMT的特点是上皮细胞失去细胞间的紧密连接和细胞极性，

其侵袭和迁移能力明显增强，而 Snail、Slug、Twist、ZEB1、ZEB2

等转录因子介导了 EMT过程的发生发展[5，6]，因此，EMT是侵

袭转移的重要过程，抑制 EMT的核心调控通路可能显著改善

肿瘤患者的预后。

微小 RNA（miRNA）是一类大约由 22 个核苷酸组成的

非编码 RNA（ncRNA）分子，在转录后水平通过诱导靶点基

因的 mRNA 降解或通过与其 3' 非翻译区（3′ untranslated

region ，3'UTR）的不完全结合调节靶基因的表达 [7]。已有研

究表明在人类多种疾病中存在 miRNA 的异常表达，可参与

调控细胞信号传导通路并对疾病产生影响。最近研究表明，

miRNAs 可作为癌基因或抑癌基因参与调控上皮细胞间质
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图 1 TGF-茁对胃癌细胞中 EMT相关分子表达的影响

Fig.1 Effect of TGF-茁 on expression of EMT related molecules in gastric

cancer cells

转化（Epithelial-mesenchymal transition，EMT）过程而影响肿瘤

的侵袭转移。因此，研究 miRNA参与调控 EMT过程可能是预

防肿瘤侵袭转移的重要策略[6，7]。miRNAs在胃癌中的作用已被

广泛研究[8]，但是关于 miRNAs参与调控 EMT在胃癌中的研

究却鲜有报道[9]。

本研究旨在探讨 miR-30e对胃癌细胞迁移和侵袭能力的

影响，进一步探索 miR-30e在影响胃癌侵袭转移中的潜在作用

机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

胃癌细胞系 BGC823由本室保存；DMEM培养基和胎牛

血清（FBS）为 Thermo Fisher Scientific公司产品；miR-30e及模

拟物由上海康成生物合成；转染试剂脂质体 Lipofectamin 2000

购自 Invitrogen公司；Transwell购自 Gostar公司；RNA提取试

剂盒为 iScript誖 cDNA Synthesis Kit，购自 Bio-Rad公司的；Ma

trigel购自美国 BD生物公司；Diff-Quik誖 购自 Sysmes公司。转

化生长因子 -茁（Transforming growth factor-茁，TGF-茁）是重要的
EMT 诱导剂 [12]，因此，拟采用 10 ng/mL TGF-茁 干预胃癌
BGC823 细胞系 72 小时，建立模拟 EMT 状态的细胞模型。

TGF茁购自美国Milipore公司 (Billerica, MA, USA)。

1.2 实时荧光定量 PCR

提取转染后 72 h 细胞总 RNA，并逆转录为 cDNA，以

RNU6B为内参，检测仪器为 Applied Biosystems誖 7300 Real

Time PCR System。采用 SYBR法检测，PCR扩增条件为：95℃

60 s，95℃ 5 s，60℃ 30 s，72℃ 30 s，40个循环。以下为 PCR

引物：

E-cadherin: 5′ -TGCACCAACCCTCATGAGTG-3′ ，

5'-GTCAGTATCAGCCGCTTTCAG-3′ ；

Snail: 5′ -TTCTCACT GCCATGGAATTCC-3'，

5'-GCAGAGGACACAGAACCAGAA A-3′ ；

N-cadherin: 5′ -TCGCCATCCAGACCGACCCA-3'，

5′ -TGAGGCGGGTGCTGAATTCCC-3′ ；

Vimentin: 5′ -CCTGAACCTGAGGGAAACTAA-3′ ，

5′ -GCAGAAAGGCACTTGAAAGC-3′ ；

RNU6B: 5′ -CTCGCTTCGGCAG CACA-3′ ，

5′ -AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′ 。

Real-time 分析采用 2- △ △ CT 方法。故 △ △ CT= 样品的

[（miR-30e）CT-RNU6B]-空白对照组[（miR-30e）CT-RNU6B]。

1.3 细胞侵袭和迁移实验

细胞侵袭实验：使用 24孔的 Transwell进行相关研究。实

验前用预稀释的 Matrigel（5 滋g/滋L）进行处理。细胞以每孔
100 滋L，5× 104个细胞的密度接种于孔板中。其中上层室无血

清培养基，下层培养基含有 600 滋L的 10％FBS培养基。孵育

24小时后，用棉签除去留在上层的细胞。对通过Matrigel侵入

底部的细胞进行固定并使用 Diff-Quik誖 染色。在高倍镜下观
察迁移的细胞数量并进行计数。

细胞迁移研究：将细胞按照 4× 10 5个细胞 /孔的密度接

种到 6孔平板中以生长并达到 90％聚集程度。用无菌枪头直

接划出划痕，除去漂浮细胞后继续培养。12 h后立即拍摄划痕

处的图片并通过测量细胞的覆盖率评估细胞迁移情况。

1.4 miRNA mimic的转染

用含 10% FBS的 DMEM培养基培养胃癌细胞，培养条件

为 37℃、5% CO2饱和湿度，取对数生长期细胞进行后续实验。

实验分为两组:参照组 (转染 miR-NC)和 miR-30e mimic组(转

染 miR-30e) (12.5 nM)，根据 lipofectamine 2000说明书进行转

染。72 h后收集细胞进行下一步实验。

1.5 蛋白质免疫印迹

将培养的细胞经胰酶消化后用磷酸缓冲液吹打并收集细

胞至离心管中，加入蛋白裂解液裂解后取上清进行定量。将定

量后的样本变性后上样于 10% SDS聚丙烯酰胺凝胶中进行电

泳，结束后将条带转至 NC膜上。转膜结束后将条带封闭于 5%

的 BSA（Sigma，美国）中 1 h，然后加入一抗于 4℃震荡过夜：兔

多克隆抗体 E-cadherin（1:1000，Cell Signaling Technology，美

国），羊多克隆抗体 Snail（1:1000，Abcam，英国），兔多克隆抗体

N-cadherin（1:1000，Cell Signaling Technology，美国），兔多克隆

抗体 Vimentin（1:1000，Cell Signaling Technology，美国），鼠单

克隆抗体 茁-actin（1:5000，Santa Cruz Biotechnology，美国）。一
抗孵育结束后用 TBST洗膜 3次，再用连接有辣根过氧化物酶

的抗体：抗鼠（1：20000，GE Healthcare，英国），抗兔（1:10000，

Life Technologies，美国）孵育 2 h。孵育结束后用 ChemiDoc

XRS 成像系统（Bio-Rad Laboratories）显影，以同一张膜上的

茁-actin为内参计算目的蛋白的相对表达量。
1.6 统计学处理

采用 SPSS 19.0软件分析，数据均以 x 依 s 表示，采用 t检

验，以 P<0.05为有统计学意义。

2 实验结果

2.1 TGF-茁对胃癌细胞中 EMT相关分子表达的影响

用 10 ng/mL的 TGF-茁孵育 BGC823细胞 72 h，建立 EMT

状态的细胞模型，检测 TGF-茁诱导组和对照组（无 TGF-茁诱导
的 BGC823细胞）中 EMT相关的分子标记物。结果显示：上皮

细胞标记物 E-cadherin表达降低，而诱导转录因子 Snail和间

质细胞标记物 Vimentin和 N-cadherin的表达增加（见图 1）。

2.2 过表达 miR-30e对 EMT相关分子表达的影响

本课题组通过 TargetScan数据库预测，经过大量筛选后发

现 miR-30e是以转录因子 Snail信使 RNA（mRNA）的 3'UTR

作为靶点。在经 TGF-茁孵育 72 h的细胞系中转染 miR-30e的
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图 2过表达 miR-30e对 EMT相关分子表达的影响

Fig. 2 Effect of miR-30e over expression on expression of EMT related molecules

注：（A）转染 miR-30e 模拟物后 E-cadherin, Snail, N-cadherin 和 Vimentin的 mRNA表达情况；（B）转染 miR-30e 模拟物后 E-cadherin, Snail,

N-cadherin和 Vimentin的蛋白表达情况；（C）TGF-茁诱导和转染miR-30e模拟物后对 E-cadherin, Snail, N-cadherin和 Vimentin表达的影响。

Note: (A). mRNA relative expression of E-cadherin, Snail, N-cadherin, and Vimentin after transfection mimics; (B). Protein expression levels of

E-cadherin, snail, N-cadherin, and Vimentin after transfection mimics; (C). Effects of TGF- 茁-induced and transfected mimics of miR-30e on the

expression of E-cadherin, snail, N-cadherin, and Vimentin.

模拟物（mimic）。结果显示：在胃癌 BGC823细胞系中过表达

miR-30明显增加 E-cadherin的表达，降低了 Snail、N-cadherin

和 Vimentin的表达（图 2A）；蛋白质免疫印迹结果表明 E-cad-

herin、Snail 蛋白、N-cadherin 和 Vimentin 的表达情况与图 2A

结果一致，即转染模拟物后 Snail蛋白、N-cadherin和 Vimentin

的表达水平降低，而 E-cadherin表达水平增加（图 2B）。

为了探讨 miR-30e在 TGF-茁所诱导 EMT过程中的作用，

采用 TGF-茁孵育 BGC823细胞 72 h，建立 EMT状态下的细胞
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图 3过表达miR-30e对胃癌细胞侵袭（A）和迁移（B）的影响

Fig.3 Effect of miR-30e overexpression on invasion (A) and migration (B) of gastric cancer cells

模型（分组为 TGF-茁 (+)和 TGF-茁 (-)）。之后，在 EMT细胞模型

中转染 miR-30e的模拟物（mimic）（分组为：在 TGF-茁 (+)和

TGF-茁 (-)组中分别加入 miR-30e的模拟物及对照）。结果显示

miR-30e模拟物（-）和 TGF-茁 (+) 组 Snail、N-cadherin和 Vi-

mentin 的表达水平降低，而 E-cadherin 表达水平增加，而

miR-30e模拟物（+）和 TGF-茁 (-) 组 Snail、N-cadherin和 Vi-

mentin的表达水平增加，而 E-cadherin表达水平降低，可见

miR-30e诱导 TGF-茁后对 EMT产生抑制效应（图 2 C）。

2.3 过表达 miR-30e对胃癌细胞侵袭和迁移的影响

为了检测 miR-30e对细胞迁移和侵袭能力的影响，采用脂

质体转染的方法在胃癌细胞系 BGC823 细胞中过表达

miR-30e。然后用 Transwell实验和细胞划痕实验检测 BGC823

细胞侵袭和迁移情况。结果发现过表达 miR-30e降低了胃癌细

胞的侵袭和迁移能力（见图 3）。

3 讨论

EMT是指具有极性的上皮细胞转化成为具有活动能力的

间质细胞并获得侵袭和迁移能力的生物学过程，存在于人体许

多生理和病理过程中。EMT是肿瘤细胞侵袭和转移的关键过

程，肿瘤细胞包括胃癌细胞，发生 EMT后侵袭和迁移能力显著

增强[10]，其特征为上皮标记物如 E-cadherin的减少和间充质标

记物如 N-cadherin和 Vimentin表达增加 [11]。转录因子如 Snail，

Slug，Twist，ZEB1和 ZEB2等均参与调控肿瘤细胞的 EMT过

程[12-15]。在多个肿瘤中转录因子 Snail的表达与 E-cadherin的表

达呈负相关，因此 Snail可通过增加 E-cadherin的表达而抑制

EMT过程[16]。

据报道，miR-30 家族在胰腺上皮细胞和肝细胞中通过

Snail抑制 EMT [17，18]。最近的研究提示 miR-30家族在肿瘤中

出现表达下调，这与 EMT的密切相关并参与了几种类型癌症

的发展和演变机制。在非小细胞癌中，MiR-30a抑制侵袭和转

移是通过调控 EMT实现的，而其重要的靶点就是 Snail [19]。细

胞外囊泡包裹的 miR-30e通过抑制上皮间充质转换抑制胆管

癌细胞的侵袭和迁移[20]。MiR-30e-5p通过靶向泛素特异性肽酶

22(USP22)抑制鼻咽癌细胞的增殖和转移,表明 miR-30e-5p可

作为鼻咽癌潜在的治疗目标[21]。此外，在治疗肾细胞癌和非小

细胞肺癌的过程中，miR-30c靶向作用于 Slug或 Snail而抑制

EMT [22，23]。MiR-30a、miR-30c和 miR-30d诱导转化生长因子-茁
（Transforming growth factor-茁，TGF-茁）而抑制卵巢癌的 EMT

过程[24，25]。

大量的研究表明，TGF-茁也参与调控 EMT过程[15]，整合子

复合物 8通过上调 TGF-茁信号通路，加速肝细胞癌的 EMT[26]。

本研究中，我们发现 TGF-茁 可使胃癌细胞上皮细胞标记物
E-cadherin表达降低，而诱导转录因子 Snail和间质细胞标记物

Vimentin和 N-cadherin的表达增加。我们通过生物信息学预

测（TargetScan）发现 miR-30e以 Snail mRNA的 3'UTR作为靶

点。进一步的研究结果显示 miR-30e模拟物（-）和 TGF-茁(+)组
Snail、N-cadherin和 Vimentin表达水平降低，而 E-cadherin表

达水平增加，而 miR-30e 模拟物（+）和 TGF-茁 (-)组 Snail、

N-cadherin和 Vimentin表达水平增加，而 E-cadherin表达水平

降低，可见Mir-30e诱导 TGF-茁后对 EMT产生抑制效应。最

后我们还发现过表达的 Mir-30e降低了胃癌细胞的侵袭和迁

移能力。这些数据表明 miR-30e对胃癌细胞的分子信号和肿

瘤发展具有一定的作用。我们的研究结果与 Ye和 Han等的结

论相似[24，25]。

总之，我们的研究发现 EMT通路可能是 miR-30e的下游

靶点，miR-30e 通过 TGF-茁 诱导 Snail 高表达而抑制 EMT 过

程，进而抑制胃癌细胞的侵袭和迁移能力。因此，我们的研究可

能为肿瘤的防治提供新的策略和理论依据。
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