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■背景资料
miR-29家族(miR-
29a、miR-29b及
miR-29c)是一簇
重要的具有抑癌
功能的miRNA分
子, 其可通过多个
信号通路参与肿
瘤细胞恶性生物
学行为的调控. 
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Abstract
AIM
To investigate the differential expression of 
miR-29 in SGC7901/vincristine (VCR), SGC7901/
adriamycin (ADR) and SGC7901 gastric cancer 
cell lines, and to explore its role in multidrug 
resistance of gastric cancer cells and the possible 
mechanism involved.

METHODS
qRT-PCR was used to detect the expression of 
miR-29 in different gastric cancer cell lines. After 
up- or down-regulation of miR-29 expression, 
MTT assay was applied to detect the changes 
in drug sensitivity (IC50) of different gastric 
cancer cell lines. Apoptosis and cell cycle arrest 
were analyzed by flow cytometry. Western blot 
analysis and luciferase assay were performed to 
investigate the possible mechanism involved.

RESULTS
The expression levels of the miR-29 family 
members (miR-29a/b/c) in SGC7901/VCR and 
SGC7901/ADR cell lines were significantly 
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同化疗药物的IC50值显著增高(P <0.05); 而上
调miR-29表达后SGC7901/VCR及SGC7901/
ADR细胞对不同化疗药物的IC50值则显著
降低(P <0.05); 流式细胞术检测结果显示, 
miR-29表达变化可显著改变5-氟尿嘧啶诱导
胃癌细胞的凋亡水平(P<0.05); Western blot、
双荧光素酶报告基因实验等证实髓细胞白
血病因子-1(myeloid cell leukemia-1, Mcl-1)是
miR-29直接调控靶基因.

结论
miR-29表达下调是人胃癌细胞多药耐药发
生的机制之一, 其可能与负性调控抗凋亡蛋
白Mcl-1表达有关. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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血病因子-1

核心提要: m iRNA分子广泛参与肿瘤发生发
展过程中基因表达的调控. 在本研究中, 我们
以胃癌多药耐药细胞株(SGC7901/长春新碱及
SGC7901/阿霉素)为细胞模型, 证实miR-29通过
调节抗凋亡蛋白髓细胞白血病因子-1表达参与
胃癌多药耐药的发生, 进一步显示miR-29在肿
瘤发生发展过程中发挥抑癌基因作用. 
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0  引言

虽分子靶向药物等在肿瘤治疗中发挥着越来

越重要的作用, 化疗仍是目前胃癌主要治疗

手段之一 [1-3]. 然而, 肿瘤细胞对化疗药物产

生的多药耐药现象导致目前多数胃癌患者难

以获得满意疗效 ,  数据表明 ,  胃癌化疗有效

率仅30%-50%, 2年内复发和转移的几率高达

50%-70%[1-3]. 
越来越多的研究显示, miRNA分子广泛

参与肿瘤发生发展过程中基因表达的调控[4,5]. 
miR-29已被证实在多种肿瘤中发挥抑癌基因

作用, 其家族成员包括miR-29a、miR-29b及
miR-29c[6]. 在胃癌组织中, miR-29表达水平显

著低于癌旁正常胃黏膜组织, 且与胃癌的侵袭

lower than those in parental SGC7901 cells (P < 
0.05). MTT assay showed that down-regulation 
of miR-29 led to a significant increase in the 
drug sensitivity (IC50) of SGC7901 cells, while 
up-regulation of miR-29 induced a significant 
decrease in the drug sensitivity (IC50) of 
SGC7901/VCR and SGC7901/ADR cells (P < 
0.05). Flow cytometry analysis indicated that 
altered miR-29 expression caused significant 
changes in 5-fluorouridine induced apoptosis 
(P < 0.05). Western blot analysis and luciferase 
assay demonstrated that in gastric cancer cells 
myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1) is the direct 
functional target of miR-29.

CONCLUSION
MiR-29 modulates multidrug resistance of 
gastric cancer cells by directly targeting the 
expression of anti-apoptotic Mcl-1.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究m i R - 2 9在胃癌多药耐药细胞株
[SGC7901/长春新碱(vincrist ine, VCR)及
SGC7901/阿霉素(adriamycin, ADR)]及其亲
本细胞(SGC7901)中的表达差异, 探讨其在
胃癌多药耐药发生中的作用及可能机制.

方法
qRT-PCR检测miR-29在不同胃癌细胞系中的
表达差异, 通过细胞转染调控miR-29的表达
水平, MTT法检测不同化疗药物对转染后胃
癌细胞的IC50值变化; 流式细胞术检测细胞凋
亡及周期变化; 并应用Western blot、双荧光
素酶报告基因实验等方法探讨其可能机制.

结果
S G C7901/V C R及S G C7901/A D R细胞中
miR-29家族(miR-29a/b/c)相对表达量均显著
低于其亲本细胞SGC7901(P<0.05); MTT实验
表明, 下调miR-29表达后SGC7901细胞对不
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■研发前沿
多药耐药是目前
影响肿瘤化疗疗
效最为重要的原
因 .  miRNA分子
已被证实广泛参
与肿瘤细胞多药
耐药的发生. 
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■相关报道
多个课题组的研
究证实, miR-29参
与胃癌细胞恶性
生物学行为如侵
袭转移等的调控. 

转移等有关[7-9]. 在本研究中, 我们利用胃癌多

药耐药细胞株[SGC7901/长春新碱(vincristine, 
VCR)及SGC7901/阿霉素(adriamycin, ADR)]探
讨了miR-29在人胃癌多药耐药发生中的作用, 
并初步探讨其可能作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料
1 .1 .1  细胞培养 :  人胃癌V C R耐药细胞株

SGC7901/VCR, ADR耐药细胞株SGC7901/
ADR及其亲本SGC7901细胞由第四军医大学

西京医院消化病研究所惠赠. SGC7901/VCR、
SGC7901/ADR及SGC7901细胞均以含10%胎

牛血清的RPMI 1640培养液于37 ℃、50 mL/L 
C O2的培养箱中常规培养 ,  其中S G C7901/
VCR、SGC7901/ADR的细胞培养液中分别含

1 μg/mL的VCR及0.6 μg/mL的ADR以维持其

耐药性[10]. 
1.1.2 细胞转染: miR-29(miR-29a/b/c)模拟

物、抑制剂及相关阴性对照由Ribob io公司

合成. 体外培养的SGC7901/VCR、SGC7901/
ADR及SGC7901细胞进入对数生长期后, 接
种于6孔细胞培养板中继续培养24 h. 分别

利用miR-29模拟物及抑制剂(或相关阴性对

照)-Lipofectamine 2000混合液分别转染细胞, 
48 h后行相关检测. 
1.2 方法
1.2.1 M T T体外药敏实验: 取对数生长期经

miR-29模拟物(miR-29a、miR-29b及miR-29c
模拟物的1∶1∶1混合物)、抑制剂(miR-29a、
miR-29b及miR-29c抑制剂的1∶1∶1混合物)
及相关阴性对照转染后人胃癌细胞 [11], 按每

孔5×103接种于96孔板, 常规培养24 h后换液, 
加入不同浓度梯度的VCR、ADR、顺铂(cis-
diaminedichloroplatinum, CDDP)及5-氟尿嘧

啶(5-fluorouridine, 5-Fu), 每个药物浓度设4复
孔, 继续培养72 h后按常规方法加入MTT及
DMSO, 于490 nm处测每孔吸光度(A )值. 细胞

存活率 = [实验组(A )值-空白对照组(A )值]/[阴
性对照组(A )值-空白对照组(A )值]×100%, 同
时计算细胞对各种化疗药物的IC50值. 
1.2.2 细胞凋亡检测: miR-29转染人胃癌细胞

48 h后更新培养液, 并加入相应量的5-Fu工作

液(浓度为10 μg/mL), 继续培养48 h后, 收集细

胞, 应用Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋

亡水平的变化. 
1.2.3 细胞周期检测: miR-29转染人胃癌细胞

48 h后更新培养液, 并加入相应量的5-Fu工作

液(浓度为10 μg/mL), 继续培养48 h后, 收集细

胞, 应用PI染色法检测细胞周期变化. 
1.2.4 Western blot检测: 应用Western blot检测

miR-29转染后人胃癌细胞髓细胞白血病因子-1 
(myeloid cell leukemia-1, Mcl-1)表达水平变化, 
以β-actin表达为内参. 
1.2.5 双荧光素酶报告基因实验: 根据生物信

息学预测结果, 设计引物扩增包含miR-29结合

位点的Mcl-1 3'UTR, 构建并制备野生型pMIR-
Mcl-1 3'UTR和突变型pMIR-mut-Mcl-1 3'UTR
重组质粒. 将对数生长期的SGC7901细胞接种

于96孔板中, 将其分为2组: pMIR-Mcl-1 3'UTR
组与pMIR-mut-Mcl-1 3'UTR组, 分别与miR-
29a、miR-29b、miR-29c模拟物及相关对照

miRNA共孵育24 h. 然后根据Promega公司双

荧光素酶基因检测试剂盒说明书向各孔内加

入萤火虫和海肾荧光素酶试剂, 检测各孔荧光

活性. 
统计学处理 所有统计均由SPSS19.0软件

完成, 实验数据以mean±SD表示, 行student-t检
验或ANOVA方差分析, P <0.05为差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 miR-29在胃癌耐药细胞株中的表达 qRT-
P C R检测结果显示 ,  胃癌多药耐药细胞株

SGC7901/VCR及SGC7901/ADR中miR-29家
族(miR-29a/b/c)的相对表达量均显著低于其

亲本细胞SGC7901, 差异具有统计学意义(图1, 
P <0.05), 提示miR-29家族参与胃癌细胞多药耐

药的发生. 
2.2 miR-29表达对胃癌细胞体外药物敏感性
的影响 我们首先利用qRT-PCR的方法检测了

转染特异性模拟物或抑制剂对细胞miR-29表
达水平的调控效果, 结果如图2所示: 与对照

相比, 转染特异性抑制剂后SGC7901细胞miR-
29(miR-29a/b/c)水平显著降低(P <0.05); 而在

SGC7901/VCR及SGC7901/ADR中, 转染特异

性模拟物可显著提高细胞miR-29(miR-29a/b/c)
的表达水平(P <0.05). 进一步的体外药敏试验

结果(表1)显示: 转染miR-29特异性抑制剂(miR-
29a、miR-29b及miR-29c抑制剂的1∶1∶1混



赵梦雅, 等. miR-29通过调节抗凋亡蛋白Mcl-1表达参与胃癌细胞多药耐药的发生

2016-12-28|Volume 24|Issue 36|WCJD|www.wjgnet.com 4784

■创新盘点
本研究首次证实
miR-29可通过负
性调控抗凋亡蛋
白髓细胞白血病
因子 -1表达参与
胃癌细胞多药耐
药的发生. 

合物)后SGC7901细胞对VCR、ADR、CDDP
及5-F u的I C50值显著高于阴性对照组; 而在

SGC7901/VCR及SGC7901/ADR耐药细胞株

中, 转染miR-29特异性模拟物(miR-29a、miR-
29b及miR-29c模拟物的1∶1∶1混合物)则可

显著降低细胞对VCR、ADR、CDDP及5-Fu的

IC50值(P <0.05). 上述结果提示: miR-29表达水

平下降是导致胃癌细胞多药耐药发生的可能

机制之一. 
2.3 miR-29表达对化疗药物诱导胃癌细胞凋亡
及周期阻滞的影响 我们进一步探讨了miR-29
表达变化对化疗药物(5-Fu)诱导胃癌细胞凋

亡及周期阻滞的影响. 结果如图3所示: 与对照

组相比, 转染miR-29特异性抑制剂(miR-29a、
miR-29b及miR-29c抑制剂的1∶1∶1混合物)
可显著降低SCG7901细胞在5-Fu(10 μg/mL)
共孵育48 h后细胞凋亡的比率(40.5±10.52 vs  
23.7±5.74, P <0.05), 但对细胞周期的影响并不

显著(P >0.05); 而在SGC7901/VCR及SGC7901/
ADR多药耐药细胞株中, 转染miR-29特异性模

拟物(miR-29a、miR-29b及miR-29c模拟物的

1∶1∶1混合物)则可显著增加其在5-Fu诱导

下的细胞凋亡比率(SGC7901/VCR: 14.2±4.36 
vs  32.0±8.42; SGC7901/ADR: 18.6±5.21 vs  
35.1±9.43, P <0.05), 但其细胞周期变化也不显

著(P >0.05). 这一结果提示: miR-29参与胃癌细

胞多药耐药发生的机制可能主要与其调控凋

亡有关. 
2.4 Mcl-1是miR-29直接调控的靶基因 在多

个肿瘤细胞系中, Mcl-1已被证实是miR-29的
主要功能靶基因之一[6]. 在本研究中, 我们检

测了miR-29转染SGC7901、SGC7901/VCR
及SGC7901/ADR细胞后Mcl-1蛋白表达水平

的变化, 结果如图4A所示: 与对照相比, 下调

miR-29表达(转染miR-29a、miR-29b及miR-
29c抑制剂的1∶1∶1混合物)后SGC7901细胞

Mcl-1蛋白表达水平显著上调; 而在SGC7901/
VCR及SGC7901/ADR细胞中, 上调miR-29表
达(转染miR-29a、miR-29b及miR-29c模拟物

的1∶1∶1混合物)则可导致Mcl-1蛋白表达水

平显著下调, 提示: 在胃癌细胞中, Mcl-1也是

miR-29直接调控的靶基因. 
我们构建了含miR-29结合靶位点的Mcl-1 

3'U T R片段荧光素酶报告基因载体(p M I R-
Mcl-1 3'UTR)及其突变型报告基因载体(pMIR-
mut-Mcl-1 3'UTR)(图4B). 双荧光素酶报告

基因实验结果(图4C)显示: 与阴性对照相比, 
转染miR-29a、miR-29b及miR-29c并共转染

pMIR-Mcl-1 3'UTR质粒后, SGC7901细胞荧光

素酶活性均显著下降(P <0.05); 而在转染pMIR-
mut-Mcl-1 3'UTR质粒的SGC7901细胞中, 共转

染miR-29a、miR-29b及miR-29c后, 其细胞荧
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图  1  miR-29在胃癌细胞中的表达. aP<0.05 vs  SGC7901/
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报道, 接受根治性手术的进展期胃癌患者, 又有

高达60%的复发率[12-15]. 虽分子靶向及免疫治

疗等近年在部分胃癌患者中已取得令人振奋

的结果, 化疗仍是多数进展期胃癌综合治疗的

基石. 新辅助化疗、术后辅助化疗、晚期或转

移性胃癌化疗等均已被证实能够使部分患者

临床症状缓解并获得生存益处. 然而, 在临床实

践中, 部分甚至是大部分胃癌患者因肿瘤细胞

多药耐药性的产生而导致化疗无效或逐渐转

为无效. 此时, 肿瘤细胞不仅对开始诱导的化疗

药物产生抗性, 还对其他尚未使用的结构和作

用机制均不相同的多种化疗药物产生交叉、

广谱耐药性, 影响进一步化疗药物的选择[16-19]. 
肿瘤细胞多药耐药的发生机制是多方面

的, 包括细胞内药物外排及胞内药物重分布、

药物靶分子的改变、启动细胞内解毒系统、

细胞修复D N A损伤能力增强、细胞凋亡调

控、微环境参与影响等[14,15]. miRNA分子已被

证实在多种疾病发生发展过程中发挥巨大作

用. 在肿瘤中, miRNA分子参与肿瘤发生发展

的各个阶段, 并与肿瘤细胞的侵袭转移及多

药耐药发生等密切相关. 近年的研究 [6]表明, 
miR-29家族(miR-29a、miR-29b及miR-29c)是
一簇重要的具有抑癌功能的miRNA分子, 其
高表达于正常组织, 而在多种肿瘤包括神经纤

维瘤、乳腺癌、肝癌、结肠癌、前列腺癌等

实体瘤中低表达. 在胃癌中, 已有多个研究显

示miR-29较癌旁组织明显低表达, 且与预后

密切相关. 陈陵等[20]的研究显示miR-29表达与

微血管密度水平呈负相关, 微血管密度生成是

引起肿瘤侵袭及转移的最重要条件之一, 因而

miR-29被推测可通过抑制微血管生成而抑制

胃癌的发展. 进一步的研究也显示miR-29可通

过抑制VEGF-A、ITCB1等的表达参与胃癌细

胞侵袭转移的调控[21,22]. Wang等[23]的研究显示, 

■应用要点
本文结果进一步
显示miR-29在肿
瘤发生发展中发
挥抑癌基因作用, 
对未来以miR-29
为靶点行肿瘤预
防及治疗提供了
理论依据. 

     

IC50

SGC7901 SGC7901/VCR SGC7901/ADR

对照组 +抑制剂组 对照组 +模拟物组 对照组 +模拟物组

VCR 1.01±0.17 2.64±0.58 18.21±4.58 4.42±1.26   6.74±1.89 2.13±0.44

ADR 0.83±0.16 1.75±0.40   4.36±1.01 1.26±0.25 16.31±4.85 3.65±0.78

CDDP 2.10±0.53 4.83±1.25   5.41±1.28 2.31±0.41   4.28±1.20 2.75±0.39

5-Fu 1.84±0.46 3.16±1.06   6.72±1.74 2.40±0.56   5.55±1.46 2.22±0.41

VCR: 长春新碱; ADR: 阿霉素; CDDP: 顺铂; 5-Fu: 5-氟尿嘧啶.

表  1  化疗药物对胃癌细胞的IC50值(μg/mL)

光素酶活性未见显著变化(P >0.05). 这一结果

证实在SGC7901细胞中miR-29a、miR-29b及
miR-29c均可通过与Mcl-1 3'UTR靶位点结合

对其蛋白表达进行负性调控. 

3  讨论

过去10年, 虽胃癌全球的整体发病率在逐渐下

降, 但在亚洲特别是中国, 胃癌发病率仍然很

高. 据统计, 在我国, 每年有近50万的胃癌新发

病例, 占全球的近半数, 且由于社会和经济发展

水平等客观因素, 我国早期胃癌的发现比例很

低, 多数患者在诊断时已经处于进展期, 其中仅

有25%-40%可接受根治性外科手术, 而据既往
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图  3  miR-29表达对5-Fu诱导胃癌细胞凋亡及周期阻
滞的影响. A: 细胞凋亡检测结果; B: 细胞周期检测结果. 
aP<0.05 vs  对照miRNA. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶; VCR: 长春新
碱; ADR: 阿霉素.
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在多种胃癌细胞系(MGC803, HGC27, BGC823
及MKN45)中, 化疗药物(CDDP及多西他赛等)
可诱导miR-29家族上调表达, 且可通过调控

Catenin-δ蛋白表达参与胃癌细胞侵袭转移的

过程. 在本研究中, 我们发现miR-29在胃癌耐

药细胞株SGC7901/VCR及SGC7901/ADR中的

表达显著低于其亲本细胞SGC7901, 这一结果

提示在耐药细胞株中, miR-29表达受抑, 化疗

药物不能诱导miR-29上调表达而发挥其抑癌

功能. 通过体外药敏等实验, 我们进一步证实

miR-29表达下调可直接诱导胃癌细胞多药耐

药发生, 且可能与其凋亡调控功能相关. 
Bcl-2蛋白家族在内源性凋亡的调控过程

中发挥着关键性的作用. Mcl-1作为Bcl-2家族抗

凋亡蛋白成员之一, 在多种肿瘤中高表达[24,25]. 
研究已证实, Mcl-1高表达不仅促进肿瘤发生

发展, 还参与肿瘤细胞多药耐药的发生. Mcl-1
是miR-29最重要的调控靶基因之一[6]. Mot t
等[26]首先证实在良性的胆管细胞系H69及恶性

的胆管癌细胞系KMCH中, miR-29(miR-29b)可
直接负性调控Mcl-1蛋白的表达, 并参与细胞

凋亡调控. Garzon等[27]及Xu等[28]的研究显示在

急性髓性白血病中miR-29(miR-29a/b)与Mcl-1

表达水平呈负相关. Xiong等[11]的研究则表明, 
miR-29表达与肝癌的预后相关, 其低表达不利

于预后; 进一步的分子生物学研究显示, 在肝

癌细胞中, Mcl-1及Bcl-2是miR-29(miR-29a/b/c)
的直接调控靶基因. 甚至有研究显示, miR-29
家族可通过对Mcl-1的调控参与成人生殖细胞

的凋亡过程及糖尿病的发生等[29,30]. 在本研究

中, 我们利用荧光素酶报告基因实验等证实在

胃癌SGC7901细胞中, miR-29家族(miR-29a/b/c)
均可通过与Mcl-1 3'UTR靶位点的结合对其蛋

白表达水平进行负性调控. 
总之, 我们的研究初步表明, miR-29表达

下调是人胃癌细胞多药耐药发生的机制之一, 
其可能与负性调控抗凋亡蛋白Mcl-1表达有关. 
本研究结果进一步显示miR-29在肿瘤发生发

展中发挥抑癌基因作用, 对未来以miR-29为靶

点行肿瘤预防及治疗提供了理论依据. 
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