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上调 miR-216a-5p通过靶向双特异性磷酸酶 10抑制胃癌细胞自噬
并增强放射敏感性 *
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摘要 目的：探究 miR-216a-5p对胃癌细胞自噬和放射敏感性的调控机制及其对双特异性磷酸酶 10（DUSP10）的调控作用。方法：

采用直线加速器 6-MV X 射线照射 SGC-7901 细胞，剂量率为 0.8Gy/min，总剂量为 8Gy。用 Lipofectamine 2000 试剂将

miR-216a-5p mimic、NC mimic、pcDNA DUSP10或 pcDNA NC转染到 SGC-7901细胞中。转染后，将细胞分为 miR-216a-5p mimic

组和 NC mimic组，每组又分为 0Gy和 8Gy两个亚组。在拯救实验中，将细胞分为 miR-216a-5p mimic+pcDNA DUSP10组和

miR-216a-5p mimic+pcDNA NC组。通过 qRT-PCR检测 miR-216a-5p和 DUSP10 mRNA水平。通过 5-乙炔基 -2'-脱氧尿苷（E-

dU）掺入实验和集落形成测定检测细胞增殖。通过流式细胞仪评估细胞凋亡。通过Western blot检测 DUSP10、Bax、Bad、Bcl-2、

LC3和 p62的蛋白表达。通过免疫荧光法检测 酌H2AX的表达，用于评估细胞中的 DNA双链断裂（DSB）。通过荧光素酶报告基因

检测 miR-216a-5p 和 DUSP10 的靶向关系。通过 GFP-mRFP-LC3 检测自噬体。结果：与 8Gy NC-mimic 组相比，8Gy

miR-216a-5p-mimic组的集落数量、EdU阳性率和 Bcl-2蛋白表达水平降低，而 酌H2AX阳性率、细胞凋亡率和 Bax和 Bad蛋白表

达水平升高（P<0.01）。与 8Gy NC-mimic组相比，8Gy miR-216a-5p-mimic组的自噬体数量和 LC3II蛋白表达水平降低，而 p62蛋

白表达水平升高（P<0.001）。与 miR-216a-5p-mimic共培养后，与 DUSP10-3'-UTR-MUT组相比，DUSP10-3'-UTR-WT的相对荧光

素酶活性显著降低（P<0.001）。与 NC-mimic组相比，miR-216a-5p-mimic组的 DUSP10 mRNA和蛋白表达水平均降低（P<0.001）。
与 miR-216a-5p mimic+pcDNA NC组相比，miR-216a-5p mimic+pcDNA DUSP10组的集落数量和自噬体数量升高，而细胞凋亡率

降低（P<0.001）。结论：miR-216a-5p通过抑制 DUSP10来抑制细胞增殖、增加放射诱导的细胞凋亡并抑制放射诱导的自噬，从而增

强胃癌细胞的放射敏感性。
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Up-regulation of miR-216a-5p Inhibits Autophagy
and Enhances Radiosensitivity in Gastric Cancer Cell

by Targeting Dual-Specificity Phosphatase 10*

To investigate the regulatory mechanism of miR-216a-5p on autophagy and radiosensitivity of gastric

cancer cell and its regulatory effect on dual-specificity phosphatase 10 (DUSP10). SGC-7901 cells were irradiated with linear

accelerator 6-MV X-ray at a dose rate of 0.8 Gy/min. The total dose is 8Gy. miR-216a-5p-mimic, NC-mimic, pcDNA-DUSP10 or

pcDNA-NC were transfected into SGC-7901 cells with Lipofectamine 2000 reagent. After transfection, the cells were divided into

miR-216a-5p-mimic group and NC-mimic group, and each group was divided into two subgroups, 0Gy and 8Gy. In the rescue

experiment, the cells were divided into miR-216a-5p mimic+pcDNA DUSP10 group and miR-216a-5p mimic+pcDNA NC group. The

mRNA levels of miR-216a-5p and DUSP10 were detected by qRT-PCR. Cell proliferation was detected by 5-ethynyl-2'-deoxyuridine

(EdU) incorporation test and colony formation assay. The apoptosis was assessed by flow cytometry. The protein expressions of DUSP10,

Bax, Bad, Bcl-2, LC3 and p62 were detected by Western blot. The expression of 酌H2AX was detected by immunofluorescence method to

evaluate DNA double-strand break (DSB) in cells. The targeting relationship between miR-216a-5p and DUSP10 was detected by

*基金项目：国家自然科学基金项目（81372280）；陕西省自然科学基础研究计划项目（2019JQ-960）

#为共同第一作者

作者简介：尹建浩（1989-），男，博士研究生，主要研究方向：胃肠消化道肿瘤，E-mail: yin_jianhao@126.com，电话：15529521705；

陈威（1989-），男，博士研究生，主要研究方向：胃肠道肿瘤，E-mail: chen.wei1989@stu.xjtu.edu.cn，电话：13228040526

△ 通讯作者：许刚（1980-），男，硕士研究生，主要研究方向：胃肠消化道肿瘤，E-mail: Xugang2919@126.com，电话：15829030108

（收稿日期：2022-04-26 接受日期：2022-05-22）

4206窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.22 NOV.2022

前言

手术切除是胃癌（gastric cancer，GC）的主要治疗方法，但

对于不能耐受或不愿接受手术的胃癌晚期患者而言，放疗是最

有效的治疗方法之一。然而，肿瘤的抗放射性降低了放疗的治

疗效果，因此，探索胃癌放射抗性的潜在分子机制并确定增加

细胞放射敏感性的可能策略可改善患者临床结局[1]。microRNA

（miRNA）在转录后调控中发挥关键作用，miRNA充当基因表

达的负调节剂，其可以降解 mRNA或抑制其翻译。miRNA的

功能障碍与多种疾病（包括癌症）的发展有关[2]。也有报道说，

miRNA可以通过影响 DNA损伤修复、自噬、凋亡等来调节肿

瘤的放射敏感性[3]。据报道，miR-29b可以通过影响宫颈癌的细

胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）信号传导来调节放

射敏感性[4]。miR-203的低表达可能引起头颈部鳞状细胞癌的

固有放射抗性 [5]。miR-23b水平降低会提高 ATG12和自噬水

平，从而提高胰腺癌细胞的放射抗性 [6]。现有研究证实，

miR-216a在胃癌中异常表达，并且参与调节自噬[7]。然而，目前

尚不清楚 miR-216a的异常表达是否调节胃癌细胞的放射敏感

性。因此，本研究的目的是揭示 miR-216a-5p对胃癌细胞放射

敏感性的调节作用，并分析其是否通过调控靶基因和自噬来调

节放射敏感性。

1 材料与方法

1.1 实验材料

胃癌细胞系 SGC-7901 购自美国 ATCC。miR-216a-5p

mimic及阴性对照（NC mimic）、过表达 DUSP10 的 pcDNA3.1

载体（PcDNA DUSP10）及阴性对照（PcDNA NC）均由上海吉玛

制药技术有限公司合成。RPMI-1640培养基购自美国 GIBCO

公司。Trizol 购自美国 Invitrogen 公司。One Step PrimeScript

miRNA cDNA Synthesis Kit 和 PrimeScript RT Master Mix Kit

购自日本 TaKaRa公司。Universal SYBR Green Master Mix购

自瑞士 Roche公司。Lipofectamine 2000试剂购自美国 Invitro-

gen公司。EdU检测试剂盒购自广州市锐博生物科技有限公

司。PI/Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒购自美国 BD

Pharmingen公司。RIPA缓冲液购自碧云天生物技术研究所。增

强型 BCA蛋白质检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所。兔

抗 DUSP10、Bax、Bad、Bcl-2、LC3、p62 和 GAPDH 单克隆抗体

购自美国 Cell Signaling Technology公司。增强型 ECL试剂盒

购自美国 Thermo Fisher Scientific公司。兔抗 酌H2AX单克隆抗
体购自英国 Abcam公司。Alexa 488/555 Fluor二抗购自碧云天

生物技术研究所。pmirGLO双荧光素酶载体购自上海吉玛制药

技术有限公司。双萤光素酶报告基因分析系统购自美国

Promega公司。GFP-mRFP-LC3慢病毒购自上海吉玛制药技术

有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 SGC-7901细胞在 37℃、5%CO2的潮湿培养

箱内于 RPMI-1640培养基中培养，培养基中含有 10%的胎牛

血清（FBS）、100 U/mL青霉素和 100 mg/mL链霉素。

1.2.2 照射方法 采用直线加速器 6-MV X射线照射细胞，剂

量率为 0.8 Gy/min。总剂量为 8Gy。照射野为 15 cm伊15 cm，源
靶距为 100 cm。

1.2.3 qRT-PCR检测基因表达水平 根据试剂说明书，使用

Trizol从细胞中提取总 RNA。使用 NanoDrop分光光度计检测

RNA的质量和浓度。使用 One Step PrimeScript miRNA cDNA

Synthesis Kit和 PrimeScript RT Master Mix Kit进行 miRNA和

mRNA 逆转录。使用 Universal SYBR Green Master Mix 和

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System进行 RT-PCR。

将 miRNA和 mRNA的相对表达量标准化为 U6和 茁-actin。引
物序列如下：miR-216a-5p:正向，5'-GGAACTGGCCGGCTAAA-

GAG-3'，反向，5'-TGAAGTCCGATCAACTGAGCC-3'；U6:正

向，5'-GCGGGTACAATTCATCATAAT-3'，反向，5'-CGAAT-

GTCTACACGTTCTACGCAT-3'；DUSP10:正向，5'-AGGAGAT-

GACAAGATGCGGGA-3'，反向 5'-GAGCCTTCATTTCCTTG-

GCTTGGGT-3'；茁-actin： 正 向 ，5'-ACCCTTTGGCTCCC-

CTTCTGGA-3'，反向，5'-GAACAGCCCTTTGGACCCCT-3'。

1.2.4 细胞转染及分组 根据试剂说明书，用 Lipofectamine

2000 试剂将 miR-216a-5p mimic、NC mimic、pcDNA DUSP10

或 pcDNA NC转染到 SGC-7901细胞中。转染后，将细胞分为

miR-216a-5p mimic组和 NC mimic组，每组又分为 0Gy和 8Gy

两个亚组。在拯救实验中，将细胞分为 miR-216a-5p mim-

luciferase reporter gene. Autophagosomes were detected by GFP-mRFP-LC3. Compared with the 8Gy NC-mimic group, the

number of colonies, EdU positive rate and Bcl-2 protein expression level in the 8Gy miR-216a-5p-mimic group decreased, while the

positive rate of 酌H2AX, the rate of apoptosis and the expression levels of Bax and Bad proteins increased (P<0.01). Compared with the
8Gy NC-mimic group, the number of autophagosomes and the expression level of LC3II protein in the 8Gy miR-216a-5p-mimic group

decreased, while the expression level of p62 protein increased (P<0.001). After co-culture with miR-216a-5p-mimic, the relative

luciferase activity of DUSP10-3'-UTR-WT was significantly reduced compared with the DUSP10-3'-UTR-MUT group (P<0.001).
Compared with the NC-mimic group, the DUSP10 mRNA and protein expression levels in the miR-216a-5p-mimic group were lower

(P<0.001). Compared with the miR-216a-5p mimic+pcDNA NC group, the number of colonies and autophagosomes in the miR-216a-5p

mimic+pcDNA DUSP10 group increased, while the apoptosis rate was decreased (P<0.001). miR-216a-5p inhibits cell

proliferation, increases radiation-induced apoptosis and inhibits radiation-induced autophagy by inhibiting DUSP10, thereby enhancing

the radiosensitivity of gastric cancer cells.

Gastric cancer; miR-216a-5p; Dual-specificity phosphatase 10; Autophagy; Radiosensitivity
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ic+pcDNA DUSP10组和 miR-216a-5p mimic+pcDNA NC组。

1.2.5 5-乙炔基 -2'-脱氧尿苷（EdU）掺入实验 EdU检测试剂

盒用于评估细胞增殖。首先将细胞以每孔 5伊104个细胞的密度
接种到 24孔板中，并培养 24 h。接下来，用 6-MV X射线以

8Gy的剂量照射细胞。然后将细胞在含有 50 滋M EdU的培养

基中培养 6 h，并按照试剂说明书进行处理。在荧光显微镜下获

得图像，计算细胞中 EdU阳性细胞的比例。

1.2.6 集落形成测定 将 SGC-7901 细胞接种到 6 孔板中

（500细胞 /孔），并在 37℃下孵育过夜。第二天，以 0Gy和 8Gy

剂量照射细胞。然后培养细胞 2周，每周更换培养基。将细胞用

PBS洗涤两次，在 4℃下用甲醇固定 30 min，并在室温下用结

晶紫染料（0.1% w/v）染色 1 h。

1.2.7 细胞凋亡检测 首先将细胞以每孔 1伊105细胞的密度
接种到 6孔板中，并以 0Gy和 8Gy剂量照射细胞。收集细胞，

并根据试剂说明书的规程用 PI/Annexin V-FITC细胞凋亡检测

试剂盒检测细胞凋亡。使用流式细胞仪评估细胞凋亡率。

1.2.8 Western blot检测蛋白表达水平 使用 RIPA缓冲液将

细胞裂解并分离出总蛋白。通过增强型 BCA蛋白质检测试剂

盒对蛋白进行定量。然后在 10%SDS-PAGE上分离等量的蛋白

质并转移到 PVDF膜上。将膜用 5%脱脂奶粉封闭 2 h，然后与

兔抗 DUSP10、Bax、Bad、Bcl-2、LC3、p62 和 GAPDH 单克隆抗

体（1：2000）一抗于 4℃孵育过夜。第二天，将膜与相应二抗在

室温下孵育 2 h。通过增强型 ECL试剂盒显影。GAPDH作为内

参蛋白。

1.2.9 免疫荧光实验 免疫荧光法检测 酌H2AX用于评估细
胞中的 DNA双链断裂（DSB）。将细胞接种在玻璃皿上，并以

0Gy和 8Gy剂量照射细胞，将细胞用磷酸盐缓冲盐水（PBS）洗

涤，并在室温下用 4%多聚甲醛固定 20 min。在 4℃下用兔抗

酌H2AX单克隆抗体（1:200）将细胞染色过夜，然后在室温下用
Alexa 488/555 Fluor二抗染色 1.5 h。用 2 滋g/ mL DAPI对细胞

核复染。

1.2.10 荧光素酶报告基因检测 使用生物信息学工具（Tar-

getScan）预测 miR-216a-5p 的潜在靶 mRNA，筛选出 DUSP10

的 3'-UTR端可能是 miR-216a-5p的靶向结合位点。委托上海

吉玛制药技术有限公司将 DUSP10的野生型或突变型 3'-UTRs

克隆到 pmirGLO双荧光素酶载体中构建 DUSP10-3'-UTR-WT

和 DUSP10-3'-UTR-MUT 载体。序列如下：DUSP10-3'-UTR-

WT：…AACUUUUGAUGCCAUUGAGAUUC…，DUSP10-3'-

UTR-MUT：AACUUUUGAUGCCAUACUCUAAC。将SGC-7901

细胞与 miR-216a-5p mimic 或 NC-mimic 以及 DUSP 10-3'-

UTR-WT或 DUSP10-3'-UTR-MUT共转染。转染 24 h后，使用

双萤光素酶报告基因分析系统分析。

1.2.11 GFP-mRFP-LC3自噬体检测 使用 GFP-mRFP-LC3慢

病毒进行自噬体检测。按照试剂说明书，用 GFP-mRFP-LC3慢

病毒感染 SGC-7901 细胞。然后将细胞培养在玻璃皿上，用

0Gy和 8Gy剂量照射细胞。在共聚焦显微镜下对自噬体进行定

位和定量。

1.3 统计学分析

SPSS21.0软件用于统计分析。数据表示为平均值依标准
差。使用 t检验进行两组间比较，使用单因素方差分析及 LSD

事后检验进行多组间比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-216a-5p抑制胃癌细胞照射后的增殖

与 0Gy组相比，8Gy组的 SGC-7901 细胞中 miR-216a-5p

的表达水平降低（P<0.001，图 1A）。转染 miR-216a-5p-mimic

后，与 Control组比较，miR-216a-5p-mimic 组的 miR-216a-5p

的表达水平升高（P<0.001，图 1B）。集落形成实验中，与 0Gy

NC-mimic 组相比，8Gy NC-mimic 组的集落数量降低（P<0.
001）。与 8Gy NC-mimic组相比，8Gy miR-216a-5p-mimic组的

集落数量进一步降低（P<0.01，图 1C和 D）。EdU染色中，与

NC-mimic 组相比，miR-216a-5p-mimic 组的 EdU 阳性率降低

（P<0.001，图 1E和 F）。酌H2AX免疫荧光染色中，与 NC-mimic

组相比，miR-216a-5p-mimic 组的 酌H2AX 阳性率升高（P<0.
001，图 1G和 H）。

2.2 miR-216a-5p促进胃癌细胞照射后的凋亡

流式细胞术检测结果显示，与 0Gy NC-mimic组相比，8Gy

NC-mimic组的细胞凋亡率升高（P<0.05）。与 8Gy NC-mimic组

相比，8Gy miR-216a-5p-mimic 组的细胞凋亡率进一步升高

（P<0.001，图 2A 和 B）。Western blot 检测显示，与 0Gy

NC-mimic组相比，8Gy NC-mimic组的 Bax和 Bad蛋白表达水

平升高，Bcl-2降低（P<0.001）。与 8Gy NC-mimic组相比，8Gy

miR-216a-5p-mimic 组的 Bax 和 Bad 蛋白表达水平进一步升

高，Bcl-2降低（P<0.001，图 2C-F）。

2.3 miR-216a-5p抑制胃癌细胞照射后的自噬

GFP-mRFP-LC3检测结果显示，与 0Gy NC-mimic组相比，

8Gy+NC-mimic 组 的 自 噬 体 数 量 升 高 （P<0.05）。 与
8Gy+NC-mimic 组相比，8Gy+miR-216a-5p-mimic 组的自噬体

数量降低（P<0.001，图 3A-B）。Western blot检测结果显示，与

0Gy NC-mimic组相比，8Gy NC-mimic组的 LC3II蛋白表达水

平升高，p62蛋白表达水平降低（P<0.001）。与 8Gy NC-mimic

组相比，8Gy miR-216a-5p-mimic 组的 LC3II 蛋白表达水平降

低，p62蛋白表达水平升高（P<0.001，图 3C-E）。

2.4 DUSP10是胃癌细胞中 miR-216a-5p的直接靶标

使用生物信息学工具（TargetScan）预测 miR-216a-5p的潜

在靶 mRNA。结果显示，DUSP10是 miR-216a-5p的潜在靶标

（图 4A）。荧光素酶报告基因检测显示，与 miR-216a-5p-mimic

共培养后，与 DUSP10-3'-UTR-MUT组相比，DUSP10-3'-UTR-

WT 的相对荧光素酶活性显著降低（P<0.001，图 4B）。与

NC-mimic组相比，miR-216a-5p-mimic组的 DUSP10 mRNA和

蛋白表达水平均降低（P<0.001，图 4C和 D）。

2.5 照射对胃癌细胞中 DUSP10表达的影响

与 0Gy组相比，8Gy组的 DUSP10 mRNA 和蛋白表达水

平均升高（P<0.001，图 5A-B）。为了进一步揭示 DUSP10的生

物学作用，本研究构建了过表达 DUSP10 的 pcDNA 质粒

（pcDNA DUSP10）。转染 pcDNA DUSP10后，与对照组相比，

pcDNA DUSP10组的 DUSP10 mRNA和蛋白表达水平均升高

（P<0.001，图 5C-D）。

2.6 DUSP10介导 miR-216a-5p对胃癌细胞照射后的增殖、凋

亡和自噬
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图 1 miR-216a-5p抑制胃癌细胞照射后的增殖

Fig. 1 miR-216a-5p inhibits the proliferation of gastric cancer cells after irradiation

Note: A: The effect of 8Gy irradiation on miR-216a-5p, Compared with 0Gy, ***P<0.001; B: The transfection efficiency of miR-216a-5p-mimic,
Compared with Control, ***P<0.001; C and D: Colony formation experiment to evaluate the cell proliferation after miR-216a-5p mimic transfection and

8Gy dose irradiation, ***P<0.001 Compared with 0Gy NC-mimic, ***P<0.001, Compared with 8Gy NC-mimic, ##P<0.01;
E and F: EdU staining after 8Gy dose irradiation, Compared with NC-mimic, ***P<0.001;

G and H: 酌H2AX immunofluorescence staining after 8Gy dose irradiation, Compared with NC-mimic, ***P<0.001.
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集落形成实验结果显示，与 miR-216a-5pmimic+pcDNANC

组相比，miR-216a-5p mimic+pcDNA DUSP10组的集落数量升

高（P<0.001，图 6A-B）。流式细胞术结果显示，与miR-216a-5p

mimic+pcDNA NC 组 相 比 ，miR-216a-5p mimic+pcDNA

DUSP10 组 的 细 胞 凋 亡 率 降 低 （P<0.001， 图 6C-D）。

GFP-mRFP-LC3检测结果显示，与 miR-216a-5p mimic+pcDNA

NC 组相比，miR-216a-5p mimic+pcDNA DUSP10 组的自噬体

数量升高（P<0.001，图 6E-F）。

图 2 miR-216a-5p促进胃癌细胞照射后的凋亡

Fig. 2 miR-216a-5p promotes apoptosis of gastric cancer cells after irradiation

Note: A and B: Flow cytometry to detect cell apoptosis after miR-216a-5p mimic transfection and 8Gy dose irradiation; CF: Western blot to detect protein

expression of Bax, Bad and Bcl-2 after miR-216a-5p-mimic transfection and 8Gy dose irradiation; Compared with 0Gy NC-mimic, *P<0.05, ***P<0.001;
Compared with 8Gy NC-mimic, ###P<0.001.
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图 3 miR-216a-5p抑制胃癌细胞照射后的自噬

Fig. 3 miR-216a-5p inhibits autophagy in gastric cancer cells after irradiation

Note: A and B: GFP-mRFP-LC3 detects autophagosomes after miR-216a-5p-mimic transfection and 8Gy dose irradiation; CE: Western blot detects the

protein expression of LC3 and p62; Compared with 0Gy NC-mimic, *P<0.05, ***P<0.001; Compared with 8Gy NC-mimic, ###P<0.001.

3 讨论

放疗是胃癌最有效的治疗方法之一。然而，固有的或获得

性的放射抗性经常发生并且限制了放射治疗的临床应用。目

前，对癌症抗放射性的机制仍知之甚少，但研究人员已在改善

放射敏感性方面取得了积极成果。相关证据表明，miRNA在与

放射敏感性相关的过程中起重要作用[3]。miRNA是小的非编码

RNA，通过直接靶向 mRNA进行翻译抑制而在基因表达中发

挥调节作用[2]。miRNA在放射治疗中具有放射增敏剂或放射抵

抗剂的作用。如先前报道，let7、miRNA-21和 miRNA221与其

他癌症的放射抗性有关[8]。

据报道，miR-216a-5p通过调节 Bcl-2 家族蛋白抑制小细
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图 4 DUSP10是胃癌细胞中 miR-216a-5p的直接靶标

Fig. 4 DUSP10 is the direct target of miR-216a-5p in gastric cancer cells

Note: A: miR-216a-5p and DUSP10 3'UTR region binding site; B: DUSP10-3'-UTR-WT and DUSP10-3'-UTR-MUT relative luciferase activity,

compared with DUSP10 -3'-UTR-MUT, ***P<0.001; C and D: miR-216a-5p inhibits DUSP10 mRNA and protein expression level;

compared with NC-mimic, ***P<0.001.

胞肺癌的恶性进展[9]。miR-216a-5p通过靶向乳腺癌中的 PAK2

来调节细胞增殖和转移，并充当肿瘤抑制因子[10]。miR-216a-5p

通过靶向 TPT1/mTORC1抑制胰腺癌的发生发展[11]。然而，在

大肠癌中，下调 miR-216a-5p则可抑制大肠癌进展[12]。在胃癌细

胞中，上调 miR-216a-5p的表达可提高胃癌细胞的顺铂敏感性

并促进细胞凋亡[7]。另外，miR-216a-5p通过靶向自噬相关基因

Beclin1 抑制人脐静脉内皮细胞的自噬 [13]。本研究发现

miR-216a-5p 在照射后存活的胃癌细胞中被下调。上调

miR-216a-5p的表达可进一步抑制照射后的胃癌细胞增殖，并

增强放射诱导的细胞凋亡。表明 miR-216a-5p与胃癌细胞对放

射的反应密切相关。

值得注意的是，虽然本研究发现 X 射线照射下调了

SGC-7901 细胞中 miR-216a-5p 的表达。但是，本研究对

SGC-7901细胞转染 miR-216a-5p-mimic后，集落形成实验中未

发现 miR-216a-5p的表达上调影响未照射细胞的增殖，流式细

胞术和Western blot检测检测结果也显示，miR-216a-5p的表达

上调未影响细胞凋亡及凋亡相关蛋白的表达（Bax、Bad 和

Bcl-2）。由以上这些结果可知，在 SGC-7901 细胞中，

miR-216a-5p在 X射线照射后对细胞功能的影响可能是照射

后特异性的机制，而不是 miR-215a-5p本身的固有调节作用。

因此，需要进一步揭示 miR-216a-5p在照射后调节细胞功能的

具体机制。

自噬是一种应激反应细胞过程。该过程涉及细胞器和大分

子的自降解和再循环，这有助于癌细胞的存活[14-18]。自噬在肿瘤

发展中通常被称为 "双刃剑 "，因为它可能是促进肿瘤或抑制

肿瘤的因素[19，20]。自噬抑制剂能够促进各种癌症的凋亡 [20]。因

此，自噬通常被认为是在应激条件下的生存机制。先前的研

究报道了 miRNA 调控的自噬在各种癌症的放射反应中的

功能 [21-23]。miR-122可以靶向 PIM1以抑制细胞自噬并降低前列

腺癌细胞的放射抗性[24]。miR-214介导的自噬抑制可能是降低

结直肠癌放射抗性的潜在策略[25]。本研究发现 miR-216a-5p的

过度表达可显著抑制放射诱导的自噬。因此，miR-216a-5p增强

胃癌细胞放射敏感性的机制可能与其对自噬的抑制有关。另

外 ，GFP-mRFP-LC3 和 Western blot 检 测 结 果 显 示 ，

miR-216a-5p的表达上调同样降低了未照射的 SGC-7901细胞

的自噬体数量及 LC3II蛋白表达水平，并升高了 p62蛋白表达

水平。这些结果说明，在胃癌发生过程中，miR-216a-5p的水平

与癌细胞自噬活性密切相关。miR-216a-5p的表达上调抑制了

SGC-7901细胞的自噬活性，而这种抑制作用并未影响细胞的

存活，但提高了细胞的放射敏感性。这可能是 miR-216a-5p在
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放疗后调节胃癌细胞功能的关键点。

直接靶向 mRNA是 miRNA发挥其生物学功能的一种方

式。为了探索放射后 miR-216a-5p对胃癌细胞影响的潜在机

制，通过生物信息学分析预测了 miR-216a-5p在胃癌细胞中的

潜在靶标。本研究的荧光素酶报告基因检测表明，DUSP10是

miR-216a-5p 的直接靶标。双特异性磷酸酶（Dual-specificity-

phosphatases，DUSPs）会对丝裂原激活的蛋白激酶（Mitogen-ac-

tivated protein kinases，MAPK） 超家族成员产生负调控。

DUSP10可以与 MAPK超家族成员 p38和 SAPK/JNK结合并

使其失活[26]。DUSP10在多种组织和器官中广泛表达，并且在应

激刺激下表达升高[27]。据报道，MAPK可以负调节自噬[28]。p38

和 SAPK/JNK的激活可以加剧电离放射诱导的胃癌细胞 DNA

损伤和凋亡 [29]。在本研究中，上调 DUSP10的表达可以逆转

miR-450a-5对胃癌细胞放射敏感性的促进作用和对自噬的抑

制作用。这些结果进一步证实了 miR-450a-5通过靶向 DUSP10

来抑制放射诱导的自噬，从而提高胃癌细胞的放射敏感性。由

于 p38和 SAPK/JNK的激活可提高胃癌细胞的放射敏感性[29]，

作为 p38和 SAPK/JNK的抑制分子，因此，DUSP10的表达上

调则可能提高了胃癌细胞的放射抵抗性。其他文献报道，

DUSP10的表达上调通过抑制 p38 MAPK并阻止 p53激活来

抑制乳腺癌细胞凋亡，从而发挥促癌基因的作用[30]。本研究中

也观察到了照射后 SGC-7901 细胞的 DUSP10 mRNA和蛋白

表达水平均升高。因此，miR-216a-5p在照射后增强胃癌细胞放

射敏感性的分子机制不仅与其抑制自噬有关，而且与靶向抑制

DUSP10有关。

综上所述，本研究表明 X 线照射 SGC-7901 细胞后，

miR-216a-5p通过抑制 DUSP10来抑制细胞增殖、增加放射诱

导的细胞凋亡并抑制放射诱导的自噬，从而增强胃癌细胞的放

射敏感性。miR-216a-5p和 DUSP10可能是预测胃癌患者放射

敏感性的生物标志物及提高放射敏感性的潜在靶标。
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