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MiR-935通过其靶基因 Notch1调控胃癌 SGC7901细胞的发生发展 *
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摘要 目的：探究MiR-935调控胃癌 SGC7901细胞的增殖和浸润与 Notch1基因表达的关系。方法：分别检测 40例正常人胃粘膜

组织与 40例胃印戒细胞癌的 Notch1表达情况，并分析胃印戒细胞癌组织中 Notch1表达与患者年龄、性别、组织进展程度、TNM

分期、有无淋巴结转移的关系；采用 MiR-935转染体外培养的 SGC7901细胞系，检测 Notch1的表达情况，其后采用 MiR-935抑

制剂处理，通过 Transwell实验检测胃癌细胞的侵袭能力，细胞划痕实验检测胃癌细胞迁移能力。结果：正常人胃粘膜组织中Notch1

表达呈阴性，而胃印戒细胞癌组织中 Notch1表达呈阳性；Notch1的表达与胃印戒细胞癌的 TNM分期、有无淋巴结转移存在着显

著的相关性；转染MiR-935的 SGC7901细胞 Notch1表达明显上调，采用 MiR-935抑制剂处理后，Notch1的表达显著下降。结论：

MiR-935可能通过调控 Notch1的表达调控胃癌的扩增和浸润。
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MiR-935 Regulates the Development of Gastric Cancer SGC7901 Cells
through Its Target Gene Notch1*

To explore the relationship between MiR-935 regulation of expansion and infiltration of gastric cancer

SGC7901 cells and Notch1 gene expression. The expression of Notch1 in 40 normal gastric mucosa tissues and 40 signet ring

cell carcinomas was detected, and the relationship between Notch1 expression and age, sex, tissue progression, TNM stage and lymph

node metastasis was analyzed. The expression of Notch1 in SGC7901 cell lines was detected by MiR-935 in vitro. MiR-935 inhibitor was

used to treat these transfected cell lines. Transwell test was used to detect the invasive ability of gastric cancer cells before and after trans-

fection. Cell scratch test was used to detect the migration of gastric cancer cells before and after transfection. Change of migration ability

and detection of Notch1 expression. The expression of Notch1 was negative in normal gastric mucosa, but positive in signet ring

cell carcinoma. After analysis, it was found that the expression of SIX was significantly correlated with TNM stage and lymph node

metastasis of signet ring cell carcinoma. After transfection of SGC7901 cell line into MiR-935, the expression of Notch1 was significantly

up-regulated, while after treatment with MiR-935 inhibitor, Notch1 was expressed. It showed a significant decline. Notch1 is

overexpressed in human gastric signet ring cell carcinomas and promotes the proliferation and infiltration of cancer cells. MiR-935 regu-

lates the proliferation and infiltration of gastric cancer by regulating Notch1 expression.
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前言

胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，早期症状不明

显，发现时多为中晚期，且并发转移。侵袭和转移是胃癌患者生

存期较短的主要原因，与治疗和预后密切相关[1-3]。恶性肿瘤转

移是多因子调控的过程，肿瘤细胞从原发灶的增殖生长到形成

远处转移要经历漫长的行程，并有诸多调控基因参与。Notch1

信号通路在细胞的生长及凋亡过程中有着重要的作用，主要对

器官的生长、发育起一定作用。近年来的研究表明其在乳腺癌、

肺癌、胰腺癌、基底细胞癌等多种肿瘤的形成和发展中扮演着
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重要的角色[4-7]。

MiRNA是一种无编码的短小核苷酸链，其对细胞基因的

表达起着重要的调控作用。MiR-935是一种无编码的短小核苷

酸链，其主要作用为调控基因含量与表达，多项研究表明

MiR-935在癌症的发生发展中起着重要的作用，而其在胃癌中

的表达模式以及MiR-935是否对胃癌的生物学行为有影响，目

前仍知之甚少。有研究人员发现在膀胱癌组织中，MiR-935的

表达量较正常膀胱组织减低，且可以通过降低膀胱癌

LAPTM4B的含量抑制膀胱癌细胞的增殖及浸润，MiR-935在

肝癌中也起着类似的作用 [8]。此外，研究表明 miRNA-935与

Notch1基因的表达存在着密切的联系，且调控着多种肿瘤的发

生发展[9-11]。因此，本研究主要探讨了 miRNA与 Notch1在胃癌

中的表达情况与肿瘤浸润转移的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

本次研究所用到的主要材料有 40例正常人胃黏膜组织与

40例胃印戒细胞癌组织、免疫组织化学染色试剂盒、Notch1抗

体、一抗二抗剥脱液、SGC7901细胞株。

表 1 实验材料及来源统计表

Table 1 Statistical table of experimental materials and sources

Laboratory materials and reagents Source

Normal human gastric mucosa and gastric imprinted carcinoma Yibin First People's Hospital

Immunohistochemical Staining Kit Beijing Bioss Biotechnology Co., Ltd.

Notch1 antibody Sigma Company

Anti-stripping solution Biyuntian Company

SGC7901 cell line Shanghai Cell Bank, Chinese Academy of Sciences

1.2 方法

1.2.1 组织免疫组化染色 采用甲醛溶液固定标本，固定完成

后将所有标本进行石蜡切片，每张切片厚度大约 5 滋m，将上述
切片在二甲苯中脱蜡三次，每次脱蜡时间不低于 2 min但不高

于 4 min，脱蜡完成后在梯度乙醇中脱水，蒸馏水冲洗，采用苏

木精对切片染色 3 min，蒸馏水冲洗至肉眼无法看到蓝色染液，

伊红染色 40s，蒸馏水冲洗，最后用树胶将切片封闭，将上述剩

余石蜡切片进行二甲苯脱蜡，在体积分数为 3%的双氧水 -甲

醛溶液中作用 15 min左右，其后用蒸馏水冲洗，于 10 g/L胃蛋

白酶溶液中孵化 20 min，在孵化液中滴加 50 滋L小牛血清，室
温下封闭 30 min后晾干，分别加入抗体，于 4℃冰箱内孵育一

整晚，第二日早上采用缓冲液冲洗，滴加牛抗体羊 IgG于室温

下孵育 1h，其后在切片上滴加辣根过氧化物酶标记的链霉亲

和素 37℃孵育半小时，缓冲液冲洗，DAB显色，然后用自来水

反复冲洗，复染完成后，采用树胶将切片封闭。

1.2.2 细胞培养 将 SGC7901细胞株培养于 DMEM培养基，

对 SGC7901细胞株进行培养(培养条件设定为 5%体积分数的

二氧化碳，37℃)，隔天更换细胞培养液，每日对细胞生长状况

进行观察，当发现 SGC7901细胞生长达 85%左右融合时，采用

胰酶对细胞间质进行消化处理，其后进行传代培养。

1.2.3 细胞转染 转染前 1天，以 1× 106/mL接种生长至对数

期的 Detroit-562细胞于 6孔板，转染前先对细胞系进行饥饿处

理 1 h，并配备转染溶液（无血清培养基、转染试剂、质粒）并置

于 37℃温育 15 min。将配置好的转染溶液缓慢滴注到 6孔板

内，轻晃孔板后置于 37℃温育 5 h；去除转染液后，继续将细胞

培育于 DMEM液体培养基，孵育条件为 5%体积分数的二氧化

碳、37℃饱和湿度。

1.2.4 Western blot检测蛋白表达 采用胰酶消化离心生长至

对数期的 SGC7901细胞，并加入细胞裂解液，反复吹打细胞混

液使裂解液充分作用，30 min后对其进行离心取上清液，Brad

ford法对上清液进行蛋白定量处理，取上清液 0.05mL与 0.1mL

SDS混匀后再加入 4倍体积的 PBS溶液，加热至沸腾变性；将

变性蛋白进行凝胶电泳处理后用 5%脱脂奶粉封闭转好的

PVDF膜 1 h，加入已孵育好的一抗，过夜，洗膜，加入二抗后孵

育 120 min，显影，与标准蛋白曲线进行比对。

1.2.5 Transwell侵袭实验 制备好 Transwell小室；取对数生

长期细胞制成细胞悬液并与无血清培养液，其后对细胞悬液内

的细胞进行计数；将制备好细胞加入 Transwell小室并固定染

色后记录由小室迁移至基底膜下的细胞数量，计算细胞侵袭抑

制率，对各组侵袭细胞拍照计数，统计各组差异。重复三次统计

结果。

1.2.6 细胞划痕实验 ① 灭菌直尺和 marker笔在操作前紫外

照射 30 min（超净台内）。② 先用 marker笔在 6孔板背后，用直

尺比着，均匀得划横线，大约每隔 0.5-1 cm-道，横穿过孔。每孔

至少穿过 5条线。③ 在孔中加入约 3× 105个细胞，具体数量因

细胞不同而不同。④ 于 24 h后用枪头比着直尺，尽量垂至于背

后的横线划痕，枪头要垂直，不能倾斜。⑤ 用 PBS洗细胞 3次，

去除划下的细胞，加入无血清培养基。⑥ 放入培养箱培养。按

6、12、24小时取样，拍照。重复三次。⑦ 采用 photoshop对图片

处理后进行迁移距离的测量。

1.3 免疫组分染色结果评估

SIX1的免疫组化阳性表达位于细胞核和细胞质内，细胞

着色强度分级为：无色 -0分，淡棕色 -1分，棕黄色 -2分，棕褐

色 -3分；阳性细胞百分率积分：无阳性 -0分，阳性率≦25%-1

分，25%<阳性率≦50%-2分，50%<阳性率≦75%-3分，75<阳

性率≦100%-4分。将两项积分相乘得出每个视野的 0~12分的

范围积分，将五个视野的积分算出一个平均值，其中阴性表达

<4分，阳性表达≧4分[12-14]。
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1.4 统计学方法

本研究所有数据均采用 SPSS19.0软件进行统计分析，计

量资料组间比较采用 t检验，计数资料组间比较采用卡方检

验，以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Notch1表达与人胃印戒细胞癌临床病理特征的关系

如表 2所示，Notch1的表达与人胃印戒细胞癌患者的年

龄、性别、组织分化程度无关，而与胃癌的 TNM分期、周围淋

巴结转移显著相关(P<0.05)。

表 2 Notch1表达与胃印戒细胞癌病理特征的相关性

Table 2 Relationship between Notch1 expression and pathological characteristics of signet ring cell carcinoma of stomach in patients with gastric cancer

Project Number of cases(n)
Notch1

Positive Negative x2 value P value

Age

<60 years 30 22 8
1.104 0.062

60 years 10 7 3

Gender

Male 24 18 6
0.953 0.085

Female 16 11 5

Organization ty-pe

poorly different-iated 8 6 2

1.005 0.072Medium to high

differentiation-n
32 23 9

TNM

I 9 2 7
4.332 0.033

II~IV 31 27 4

Lymph node metastasis

Yes 27 26 1
3.963 0.042

No 13 3 10

2.2 干扰 Notch1的表达对 SGC7901细胞侵袭能力的影响

采用 Transwell侵袭实验对各组干扰后 SGC7901 细胞的

侵袭能力：转染前人胃癌 SGC7901细胞的侵袭能力高于转后

的，如下图所示：

Fig.1 Effect of interference on invasive ability of SGC7901 cells in each group

Before transfection After transfection

2.3 细胞划痕实验结果

对人胃癌 SGC7901细胞采用 MiR-935抑制剂处理后，经

细胞划痕实验检测，转染前后 SGC7901细胞的迁移距离相比，

差异具有统计学意义。

2.4切MiR-935对 SGC7901细胞 Notch1表达的影响

采用MiR-935转染 SGC7901细胞系和采用MiR-935抑制
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剂处理这些转染细胞系后 Notch1表达情况如下图 2所示：

3 讨论

胃癌是消化道中最常见的恶性肿瘤之一，胃癌的早期症状

不明显，发现时多为中晚期，且并发转移，胃癌的侵袭和转移是

胃癌患者生存期较短的主要原因，它与胃癌的治疗和预后密切

相关。胃癌恶性程度高，尤以印戒细胞癌恶性程度高，胃癌的侵

袭和转移能力强，远隔脏器或组织的转移是导致胃癌患者死亡

的最主要的原因，胃癌的转移与侵袭能力与其治疗和预后密切

相关[15-17]。目前的研究认为，恶性肿瘤的侵袭和转移是一个涉及

细胞外基质降解、肿瘤细胞的转移、新生血管形成等多步骤及

多基因的复杂的过程，胃癌也不例外[18-20]。

Notch信号通路的主要作用是调控细胞分化、发育。有研

究指出，在人体细胞内，Notch蛋白的进化高度保守，其是一种

跨膜受体蛋白。在人体细胞内，目前已经发现了四种同源体

Notch 蛋白，即 Notch1 、Notch2、Notch3 和 Notch4[21,22]。其中，

Notch1的受体主要在人体干细胞或其他类型的原始细胞表面

分布，同时在多种免疫细胞：B细胞、T细胞、巨噬细胞、NK细

胞表面也有一定的分布[23,24]。早在上个世纪 90年代，国外即有

学者通过分离 T 淋巴细胞白血病表面的蛋白成分即发现

Notch1的存在，这也是首次发现 Notch相关信号通路在肿瘤细

胞表面分布[25]。近年来日渐增多的证据表明 Notch1与肿瘤发

生密切关联。研究表明 Notch1在各种肿瘤中起致癌作用，目前

认为，其致瘤作用机制是上调 NF-kB活性，从而影响细胞周期

而进行的[26]。有研究指出，抑制肿瘤组织中 Notch1的表达，可

降低肿瘤的扩增、浸润和转移能力，有人研究发现，对宫颈癌中

的 Notch1下调表达后，宫颈癌细胞增殖及侵袭能力均显著降

低，且阻滞细胞在 G2/M期[27,28]。由此我们质疑在胃癌这类易转

移、侵袭能力强的肿瘤中是否存在 Notch1的过表达？在对比正

常胃黏膜组织和胃癌组织后发现，正常人胃黏膜组织中 Notch1

表达阴性，而胃癌组织中 Notch1表达呈阳性。同时将 Notch1

表达与胃癌的病理特征进行分析后发现，Notch1的表达与胃癌

患者的年龄、性别、组织分化程度无关，而与胃癌的 TNM 分

期、周围淋巴结转移有关，由此可见，Notch1与胃癌的扩增、浸

润紧密相关，即 Notch1表达水平高的胃癌组织更易扩增、浸

润，更易发生转移。

MiR-935是一种无编码的短小核苷酸链，其主要作用为调

控基因含量与表达，多项研究表明MiR-935在癌症的发生发展

中起着重要的作用，而其在胃癌中的表达模式以及MiR-935是

否对胃癌的生物学行为有影响，目前仍知之甚少[29]。有研究人

员发现在膀胱癌组织中，MiR-935的表达量较正常膀胱组织减

低，而且MiR-935可以降低膀胱癌 LAPTM4B的含量来抑制膀

胱癌细胞的扩增及浸润，并且发现MiR-935在肝癌中也起着类

似的作用[30]。RNA干扰是沉默基因表达的一种方法，在本次研

究中我们通过对胃癌 SGC7901 细胞系转染 MiR-935 和

MiR-935 抑制剂后发现，与转染 MiR-935相比，加入 MiR-935

抑制剂后胃癌 SGC7901细胞的 Notch1表达明显下降，因此可

以认为在胃癌中MiR-935是通过调控 Notch1表达来抑制其进

行扩增和浸润的。

综上所述，Notch1在人类胃印戒细胞癌组织中过表达，并

且对于肿瘤细胞的增殖、浸润有促进作用，而 MiR-935通过调

控 Notch1的表达达到调控胃癌的扩增和浸润的目的。
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