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  摘 要:目的 探讨miR-3648在胃癌诊断中的临床意义以及其对胃癌细胞增殖和转移的影响。方法 采

用OncomiR在线工具分析miR-3648在胃癌中的表达情况。收集2018年6月至2020年3月经手术切除的

100例胃癌患者的胃癌组织和相应的癌旁正常组织标本。采用实时荧光定量反转录PCR(qRT-PCR)检测胃癌

组织和癌旁正常组织以及胃癌细胞中miR-3648的相对表达水平,分析其相对表达水平与胃癌患者临床病理特

征的关系。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析 miR-3648的相对表达水平在胃癌诊断中的作用。将 miR-
3648抑制物(inhibitor)瞬时转染 MGC-803和BGC-823细胞。CCK-8法和Transwell实验分别检测转染后细

胞增殖和迁移、侵袭情况。结果 OncomiR在线工具分析显示,胃癌患者miR-3648表达水平高于健康人群(P
<0.05)。qRT-PCR对临床标本的检测显示,胃癌组织miR-3648相对表达水平较癌旁正常组织高(P<0.05)。
miR-3648表达水平与胃癌患者年龄、性别以及分化程度无关(P>0.05),但和肿瘤最大径、淋巴结转移、TNM
分期、癌胚抗原(CEA)水平、糖类抗原(CA)19-9水平以及CA724水平有关(P<0.05)。胃组织miR-3648相对

表达水平用于诊断胃癌的ROC曲线下面积为0.897,最佳截断值为3.02。转染 miR-3648
 

inhibitor能有效干

扰 MGC-803和BGC-823细胞中内源 miR-3648的表达(P<0.05)。转染 miR-3648
 

inhibitor能 显 著 抑 制

MGC-803和BGC-823细胞增殖和迁移、侵袭(P<0.05)。结论 miR-3648表达水平检测在胃癌诊断中有一定

的价值,干扰miR-3648表达能抑制胃癌细胞增殖和转移。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

significance
 

of
 

miR-3648
 

in
 

diagnosis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

proliferation
 

and
 

metastasis
 

of
 

gastric
 

cancer.Methods OncomiR
 

online
 

tool
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

miR-3648
 

expression
 

in
 

gastric
 

cancer.Gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

corresponding
 

adjacent
 

tissues
 

(100
 

pairs)
 

surgically
 

resected
 

from
 

June
 

2018
 

to
 

March
 

2020
 

were
 

collected.The
 

miR-3648
 

expression
 

level
 

in
 

cancer
 

tis-
sues,adjacent

 

normal
 

tissues,and
 

cells
 

were
 

measured
 

by
 

using
 

qRT-PCR.And
 

the
 

relationship
 

between
 

its
 

expression
 

levels
 

and
 

clinicopathological
 

characteristics
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

were
 

analyzed.ROC
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

value
 

of
 

miR-3648
 

expression
 

level
 

measurement
 

in
 

diagnosis
 

of
 

gastric
 

cancer.MiR-
3648

 

inhibitor
 

was
 

transiently
 

transfected
 

into
 

MGC-803
 

and
 

BGC-823
 

cells.The
 

proliferation,migration,and
 

invasion
 

of
 

cells
 

after
 

transfection
 

were
 

assessed
 

by
 

CCK-8
 

and
 

Transwell
 

assay,respectively.Results On-
comiR

 

online
 

tool
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

miR-3648
 

expression
 

level
 

in
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

people
 

(P<0.05).The
 

miR-3648
 

expression
 

level
 

in
 

gastric
 

canc-
er

 

tissues
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

(P<0.05).MiR-3648
 

expression
 

in
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

was
 

not
 

correlated
 

with
 

patient's
 

age,gender
 

and
 

differentiation
 

degree
 

of
 

gastric
 

cancer
 

(P>0.05),but
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

tumor
 

size,lymph
 

node
 

metastasis,TNM
 

stage,CEA
 

level,
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CA19-9
 

level
 

and
 

CA724
 

level
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

ROC
 

curve
 

for
 

diagnosing
 

gastric
 

cancer
 

was
 

0.897,and
 

the
 

best
 

cut-off
 

value
 

of
 

miR-3648
 

expression
 

was
 

3.02.Transfection
 

of
 

miR-3648
 

inhibitor
 

effec-
tively

 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

endogenous
 

miR-3648
 

in
 

MGC-803
 

and
 

BGC-823
 

cells
 

(P<0.05)
 

and
 

markedly
 

inhibited
 

the
 

proliferation,migration,and
 

invasion
 

of
 

MGC-803
 

and
 

BGC-823
 

cells
 

(P<0.05).
Conclusion The

 

tissues
 

expression
 

level
 

of
 

miR-3648
 

has
 

certain
 

clinical
 

significance
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

gas-
tric

 

cancer,interfering
 

miR-3648
 

expression
 

significantly
 

suppresses
 

the
 

proliferation
 

and
 

metastasis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells.
Key

 

words:gastric
 

cancer; miR-3648; proliferation; metastasis

  胃癌是全世界最常见的恶性肿瘤之一,其发病率

高,缺乏有效的治疗手段[1]。胃癌通常起源于胃壁,
其早期症状不明显,往往被认为是常见的胃疾病,这
对早期胃癌的诊断造成影响[2]。尽管近些年来在手

术技术和分子靶向治疗等方面获得了不错的进展,但
胃癌患者的总生存率仍不尽如人意[3]。因此,探讨胃

癌发生、发展过程中的分子调控机制,寻找影响胃癌

发生、发展的靶点,对提高胃癌的早期诊断率以及改

善预后均有重要意义。大量研究证实微小 RNAs
(miRNAs)与肿瘤的发生和发展息息相关,被认为发

挥了癌基因或抑癌基因的作用[4]。越来越多的人关

注了miRNAs在胃癌中的作用,有研究表明 miRNAs
可能是胃癌诊断和治疗监测的潜在生物标志物[5-6]。
miR-3648是人类特有的一种 miRNA,在类人猿和其

他哺乳动物中不存在同源体[7]。有研究表明 miR-
3648在前列腺癌[8]和膀胱癌[9]中对癌细胞的增殖、侵
袭和转移发挥重要的调控作用。然而,miR-3648在

胃癌中的表达和诊断价值,以及在胃癌细胞中的生物

学功能有较多未知,本课题组对此进行了研究,旨在

为胃癌临床诊断和治疗提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年6月至2020年3月在

中国人民解放军联勤保障部队第九〇〇医院莆田医

疗区就诊并经病理学确诊为原发性胃癌的患者100
例,临床资料见表1。患者在施行胃癌切除术时,收集

患者胃癌组织及癌旁正常组织标本。所有参与者无

其他肿瘤以及肝肾功能不全,在行胃癌切除术前均未

接受免疫治疗、放疗或化疗。记录患者的临床病理特

征,包括年龄、性别、分化程度、肿瘤大小、淋巴结转移

情况、TNM分期、血清癌胚抗原(CEA)水平、血清糖

类抗原(CA)19-9水平、血清CA724水平。检查结果

均经两位以上的病理医师或检验医师确认。所有参

与研究者均知情同意,并签署知情同意书。手术切下

后的组织标本在做好标记后立即置于液氮中保存,以
备用于后续的RNA抽提。
1.2 方法

1.2.1 OncomiR在线工具分析胃癌中 miR-3648的

表达 应用 microRNA在线工具 OncomiR(http://
www.oncomir.org)中的 TCGA 数据库分析 miR-
3648在胃癌患者和健康者中表达差异。

1.2.2 实时荧光定量反转录PCR(qRT-PCR)检测

miR-3648的表达 用Trizol试剂(Invitrogen公司)
从组织或细胞中提取总的RNA,采用 Mir-XTM

 

miR-
NA

 

First-Stand
 

Synthesis
 

Kit(TaKaRa 公 司)将

RNA反转录成cDNA。采用ABI
 

7500定量PCR仪

和SYBR
 

premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

Kit(TaKaRa公司)进
行PCR反应,定量检测组织或细胞中 miR-3648的表

达。以U6基因当作内部参照,miR-3648在组织或细

胞中的相对表达水平采用2-ΔΔCt方法表示。
1.2.3 细胞培养和转染 采用含有10%胎牛血清

(FBS)、1%青-链霉素的DMEM 培养液(Gibco)培养

人胃癌细胞 MGC-803和BGC-823以及人胃黏膜正

常细胞株GES-1,细胞置于37
 

℃、5%CO2 细胞培养

箱中培养。每隔3天更换1次培养液。取指数生长

的细胞用于后续实验。miR-3648抑制物(inhibitor)
和阴性对照(NC

 

inhibitor)序列(广州锐博生物)转染

MGC-803和BGC-823细胞的步骤和方法参照Lipo-
fectamine

 

2000转染试剂(Invitrogen公司)说明书。
细胞分为空白(Blank)组、转染 NC

 

inhibitor的 NC
 

inhibitor组和转染 miR-3648
 

inhibitor的 miR-3648
 

inhibitor组。细胞转染24
 

h后,采用qRT-PCR检测

miR-3648的相对表达水平,从而验证转染的效率。
1.2.4 CCK-8法检测胃癌细胞增殖 将转染后的各

组细胞按4
 

000个细胞/孔(加入的细胞悬液为100
 

μL)接种于96孔细胞培养板中,将细胞置于常规条件

中孵育48
 

h,随后每孔加
 

10
 

μL
 

CCK-8试剂(上海碧

云天)并轻轻混匀,37
 

℃避光孵育2
 

h。用酶标读数仪

(Bio-Rad)检测各孔细胞在450
 

nm处的吸光度值,计
算各组细胞的增殖率。
1.2.5 Transwell实验检测胃癌细胞迁移和侵袭 
细胞迁移实验:将转染后各组细胞按每孔4

 

000个细

胞(加入100
 

μL无血清培养基细胞悬液)接种于Tr-
answell小室上室,小室下室加入800

 

μL含10%
 

FBS
的血清培养基。细胞置于37

 

℃、5%
 

CO2 细胞培养

箱中培养48
 

h后,将Tanswell上室取出,小室膜下面

的细胞用4%多聚甲醛溶液进行固定,然后用0.1%
结晶紫对细胞进行染色,上室内膜表面的细胞用湿棉

签小心擦掉。显微镜(Olympus)下对染色细胞进行

拍照并计数。检测细胞侵袭时,预先铺上一层 Ma-
trige基质胶(BD)在 Transwell小室的内部膜上,其
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余同细胞迁移实验。Matrigel基质胶配制和处理参

考说明书进行。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0软件对所有数据进

行统计分析。数据通过正态分布检验后符合正态分布

的计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差

分析,进一步两两比较采用Tukey's检验,两组间比较

采用独立样本t检验。不符合正态分布的计量资料采

用M(P25~P75)表示,组间比较采用非参数检验。采

用受试者工作特征(ROC)曲线分析 miR-3648对胃癌

的诊断价值。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-3648在胃癌中的表达分析 在线工具On-
comiR分析显示:与健康人群(中位数为0.04)比较,
胃癌患者的miR-3648相对表达水平(中位数为0.54)
显著升高(P<0.05)。qRT-PCR检测收集的100例

胃癌组织和癌旁组织标本显示:miR-3648在胃癌组

织中的相对表达水平[4.94(2.68~7.15)]显著高于

癌旁 正 常 组 织 中 的 相 对 表 达 水 平[1.66(1.09~
2.31)],差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 miR-3648的相对表达水平与胃癌患者临床病

理特征的关系 不同年龄、性别和分化程度的胃癌患

者间,胃癌组织中miR-3648的相对表达水平比较,差
异无统计学意义(P>0.05);但不同肿瘤最大径、淋巴

结转移情况、TNM 分期、CEA水平、CA19-9水平和

CA724水平的胃癌患者间miR-3648的相对表达水平

比较,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  miR-3648表达和胃癌患者临床病理特征的

   关系[n=100,M(P25~P75)]

临床病理特征 n miR-3648相对表达水平 U P
年龄 838 0.334

 <55岁 26 5.18(2.97~7.32)

 ≥55岁 74 4.26(2.43~7.04)

性别 1
 

119 0.986

 女 34 4.85(2.69~7.04)

 男 66 4.94(2.62~7.23)

分化程度 976 0.346

 中和高分化 33 4.21(2.36~7.04)

 低分化 67 5.03(2.77~7.17)

肿瘤最大径 702 0.001

 ≥5
 

cm 47 3.79(2.03~5.68)

 <5
 

cm 53 6.14(3.11~8.92)

淋巴结转移 710 0.005

 否 32 3.17(1.99~6.29)

 是 68 5.18(3.18~7.59)

TNM分期 740 0.001

 Ⅰ+Ⅱ期 40 3.32(2.28~6.07)

 Ⅲ+Ⅳ期 60 5.49(3.71~8.64)

CEA水平 400 <0.001

 正常 27 2.77(1.91~4.18)

 高 73 5.68(3.74~7.82)

CA19-9水平 491 <0.001

续表1  miR-3648表达和胃癌患者临床病理特征的

   关系[n=100,M(P25~P75)]

临床病理特征 n miR-3648相对表达水平 U P

 正常 35 3.10(1.95~4.57)

 高 65 6.10(3.91~8.38)

CA727水平 376 <0.001

 正常 23 2.37(1.80~4.57)

 高 77 5.22(3.18~7.57)

2.3 miR-3648相对表达水平对胃癌的诊断价值 
以胃组织中 miR-3648相对表达水平作为检测指标,
绘制诊断胃癌的 ROC曲线,见图1。曲线下面积为

0.897(95%CI:0.853~0.940)。胃组织中 miR-3648
的相对表达水平诊断胃癌的最佳截断值为3.02,此时

的灵敏度为70.0%,特异度为100.0%。

图1  ROC曲线分析 miR-3648对胃癌的诊断价值

2.4 miR-3648在胃癌细胞中表达 与GES-1细胞

(1.000±0.035)比较,MGC-803和BGC-823细胞中

的miR-3648相对表达水平(分别为3.300±0.146、
4.430±0.163)均显著升高(t=26.50、35.65,P<
0.05)。
2.5 转染 miR-3648

 

inhibitor对胃癌细胞中 miR-
3648表达的影响 MGC-803和BGC-823细胞转染

24
 

h后,qRT-PCR检测显示:Blank组、NC
 

inhibitor
组和 miR-3648

 

inhibitor组之间 miR-3648相对表达

水平比较,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。与

转染NC
 

inhibitor比较,转染 miR-3648
 

inhibitor后

MGC-803和BGC-823细胞中 miR-3648的相对表达

水平均显著下调(P<0.05),见表2。
2.6 抑制 miR-3648表达对胃癌细胞增殖的影响 
MGC-803和BGC-823细胞经转染24

 

h后,CCK-8法

检测显示:Blank组、NC
 

inhibitor组和 miR-3648
 

in-
hibitor组之间增殖率比较,差异有统计学意义(P<
0.05),见表3。与转染NC

 

inhibitor后的细胞增殖率

比较,转染 miR-3648
 

inhibitor后胃癌 MGC-803和
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BGC-823细胞增殖率显著降低(均P<0.05),细胞生

长明显受到抑制,见表3。
2.7 抑制 miR-3648表达对胃癌细胞迁移和侵袭的

影响 MGC-803和BGC-823细胞经转染24
 

h后,
Transwell实 验 显 示:Blank 组、NC

 

inhibitor组 和

miR-3648
 

inhibitor组间迁移细胞数和侵袭细胞数比

较,差异均有统计学意义(P<0.05),见图2、表4。与

转染NC
 

inhibitor的细胞比较,转染miR-3648
 

inhibi-
tor的 MGC-803和BGC-823细胞每视野的迁移细胞

数和侵袭细胞数均显著减少(P<0.05),见表4。

表2  转染 miR-3648
 

inhibitor对胃癌细胞 miR-3648相对表达水平的影响(x±s)

细胞 Blank组 NC
 

inhibitor组 miR-3648
 

inhibitor组 F P

MGC-803 1.000±0.020 0.990±0.041 0.290±0.013* 237.00 <0.001

BGC-823 1.000±0.010 0.980±0.038 0.230±0.011* 208.30 <0.001

  注:与NC
 

inhibitor组比较,*P<0.05。

表3  转染 miR-3648
 

inhibitor对胃癌细胞增殖率的影响(x±s)

细胞 Blank组 NC
 

inhibitor组 miR-3648
 

inhibitor组 F P

MGC-803 1.000±0.032 1.040±0.034 0.760±0.036* 114.10 <0.001

BGC-823 1.000±0.041 0.970±0.040 0.720±0.044* 79.54 <0.001

  注:与NC
 

inhibitor组比较,*P<0.05。

图2  miR-3648抑制对胃癌细胞迁移和侵袭的影响(结晶紫染色,×200)
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表4  miR-3648抑制对胃癌细胞迁移和侵袭的影响(x±s,个/视野)

组别
MGC-803

迁移细胞数 侵袭细胞数

BGC-823

迁移细胞数 侵袭细胞数

Blank组 297.00±28.68 198.08±25.54 206.45±31.03 96.18±10.34

NC
 

inhibitor组 279.80±23.36 187.04±19.63 186.32±22.32 83.23±9.63

miR-3648
 

inhibitor组 174.20±20.10
 * 101.03±12.35* 86.83±11.56* 41.23±7.56*

F 105.50 36.55 28.85 39.87

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与NC
 

inhibitor组比较,*P<0.05。

3 讨  论

胃癌是一种多因素疾病,幽门螺杆菌感染、遗传

以及饮酒、吸烟等均可能导致胃癌的发生[10-11]。有研

究证实miRNAs在细胞生长、分化、转移等过程中扮

演着重要的角色[12]。异常表达的 miRNAs影响肿瘤

的增殖和侵袭[13]。因此,识别参与肿瘤发生和转移的

特异性miRNAs可以为肿瘤的诊断和治疗提供线索。
miR-3648在多种肿瘤中异常表达并发挥重要的调控

作用。如SUN等[9]研究发现 miR-3648在人膀胱癌

组织中的表达水平明显高于癌旁非肿瘤组织。XING
等[8]研究发现 miR-3648在前列腺癌组织中高表达。
本研究发现,miR-3648在胃癌组织和胃癌细胞中的

表达水平显著上调,提示 miR-3648在胃癌中可能发

挥了癌基因的功能。本研究随后发现胃癌患者的癌

组织标本中 miR-3648的相对表达水平与肿瘤最大

径、淋巴结转移、TNM 分期、CEA水平、CA19-9水平

和CA724水平有关,表明 miR-3648的异常表达与胃

癌的发展以及胃癌现有的标志物水平有关。此外,当
胃组织中miR-3648的相对表达水平为3.02时,其诊

断的灵敏度为70.0%,特异度为100.0%,提示 miR-
3648的相对表达水平对胃癌诊断具有一定的价值。

异常表达的miR-3648在细胞增殖和转移中发挥

重要的调控作用。RASHID等[14]研究发现过表达

miR-3648能下调抑癌基因APC2表达从而促进细胞

增殖。MIN等[15]研究发现 miR-3648的过表达对骨

髓间充质干细胞的成骨分化起促进作用。在人膀胱

癌中,抑制 miR-3648的表达能够抑制癌细胞的迁移

和侵袭[9]。过表达 miR-3648促进前列腺癌细胞增

殖[8]。本研究表明抑制miR-3648表达能够显著抑制

胃癌细胞增殖、迁移和侵袭,这与其在膀胱癌和前列

腺癌中的作用相似,证实了 miR-3648在胃癌细胞中

发挥癌基因的作用。
然而,本研究具有一定局限性。首先,miR-3648

在胃癌中调控的靶基因仍需进一步探讨;其次,miR-
3648在体内对肿瘤增殖和转移的影响还不清楚;最
后,胃组织中 miR-3648的相对表达水平用于胃癌诊

断的灵敏度为70.0%,特异度为100.0%,灵敏度较

低,因此需要进一步研究 miR-3648在胃癌患者血液

中的表达以及其在胃癌中的诊断价值,或联合现有胃

癌标志物构建联合诊断模型来提高诊断灵敏度。
综上所述,当胃组织中 miR-3648相对表达水平

为3.02时,其诊断的灵敏度为70.0%,特异度为

100.0%。抑制 miR-3648表达能够抑制胃癌细胞增

殖、迁移和侵袭,因此miR-3648有望成为胃癌诊断和

治疗监测的分子标志物。
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