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  摘 要:目的 探讨上调微小RNA(miR)-335-5p对胃癌细胞增殖和侵袭能力的影响,研究并验证 miR-
335-5p过表达后胃癌细胞中差异表达的靶基因。方法 使用miR-335-5p慢病毒载体感染胃癌细胞,通过嘌呤

霉素筛选构建稳转细胞株,采用 MTT法和Transwell实验观察上调 miR-335-5p对胃癌细胞增殖和侵袭能力

的影响,使用表达谱芯片筛选过表达miR-335-5p组和阴性对照组细胞之间差异表达的基因。使用 miRSystem
网站的生物信息学数据库进行miR-335-5p的靶基因预测,以至少3个软件支持的基因与芯片筛选基因取得交

集,采用DAVID
 

6.8软件对miR-335-5p的靶基因开展京都基因与基因组百科全书信号通路富集分析,并选择

部分差异表达最明显的基因进行实验验证。结果 上调 miR-335-5p表达可抑制胃癌细胞的增殖和侵袭能力,
表达谱芯片筛选结合生物信息学预测分析共获得212个miR-335-5p靶基因,富集在20个肿瘤相关的信号通路

中。选择其中的靶基因环腺苷酸反应元件结合蛋白1(CREB1)、苏氨酸激酶3(AKT3)、外被体包被蛋白β2亚

基(COPB2)、芳香烃受体核易位蛋白2(ARNT2)、转化生长因子(TGF)-β2、Kirsten大鼠肉瘤病毒癌 基 因

(KRAS)、血小板源性生长因子-β(PDGF-β)进行验证,实时荧光定量PCR和蛋白质印迹法结果表明,过表达

miR-335-5p后可抑制上述靶基因的表达(P<0.05)。结论 上调 miR-335-5p的表达能抑制胃癌细胞的增殖

和侵袭能力,其机制与抑制其靶基因CREB1、AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、PDGF-β的表达有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

up-regulation
 

of
 

microRNA
 

(miR)
 

-335-5p
 

on
 

the
 

prolif-
eration

 

and
 

invasion
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells,and
 

to
 

study
 

and
 

verify
 

the
 

differentially
 

expressed
 

target
 

genes
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

after
 

miR-335-5p
 

overexpression.Methods Gastric
 

cancer
 

cells
 

were
 

infected
 

with
 

miR-
335-5p

 

lentivirus
 

vector
 

and
 

screened
 

by
 

puromycin
 

to
 

establish
 

a
 

stable
 

cell
 

line.The
 

effects
 

of
 

miR-335-5p
 

upregulation
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

MTT
 

assay
 

and
 

Tran-
swell

 

assay.The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

between
 

the
 

miR-335-5p
 

overexpression
 

group
 

and
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

were
 

screened
 

by
 

expression
 

microarray.The
 

target
 

genes
 

of
 

miR-335-5p
 

were
 

predicted
 

by
 

the
 

bioinformatics
 

database
 

of
 

miRSystem
 

website,and
 

at
 

least
 

three
 

genes
 

supported
 

by
 

the
 

software
 

were
 

inter-
sected

 

with
 

the
 

genes
 

screened
 

by
 

microarray.DAVID
 

6.8
 

software
 

was
 

used
 

to
 

perform
 

Kgoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

signaling
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

the
 

target
 

genes
 

of
 

miR-335-5p.The
 

most
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significantly
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

selected
 

for
 

experimental
 

verification.Results Overexpres-
sion

 

of
 

miR-335-5p
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells.A
 

total
 

of
 

212
 

target
 

genes
 

of
 

miR-335-5p
 

were
 

identified,which
 

were
 

enriched
 

in
 

20
 

tumor-related
 

signaling
 

pathways.The
 

target
 

genes
 

cy-
clic

 

adenylate
 

response
 

element
 

binding
 

protein
 

1
 

(CREB1),threonine
 

kinase
 

3
 

(AKT3),exosome
 

envelope
 

protein
 

beta
 

2
 

subunit
 

(COPB2),aryl
 

hydrocarbon
 

receptor
 

nuclear
 

translocation
 

protein
 

2
 

(ARNT2),trans-
forming

 

growth
 

factor
 

(TGF)-β2,Kirsten
 

rat
 

sarcoma
 

viral
 

oncogene
 

(KRAS),platelet-derived
 

growth
 

factor-
β

 

(PDGF-β)
 

were
 

selected
 

for
 

verification.The
 

results
 

of
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

overexpression
 

of
 

miR-335-5p
 

could
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

above
 

target
 

genes
 

(P<
0.05).Conclusion Overexpression

 

of
 

miR-335-5p
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells,and
 

the
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

the
 

down-regulation
 

of
 

its
 

target
 

genes
 

CREB1,AKT3,COPB2,
ARNT2,TGF-Β2,KRAS

 

and
 

PDGF-β.
Key

 

words:microRNA-335-5p; gastric
 

cancer; signaling
 

pathways; expression
 

profiling
 

chip

  微小RNA(miR)-335位于染色体7q32.2,在胃

癌的发生、发展中发挥了重要作用[1]。有报道指出,
miR-335-5p在胃癌组织中表达下调,与其启动子甲基

化有关[2]。miR-335-5p抑制胃癌细胞的增殖和迁移,
并诱导细胞凋亡,把胃癌细胞周期阻滞在G1/S期[1]。
临床病理分析显示,miR-335低表达可能与胃癌发生

发展有关,可一定程度评估患者预后[3]。为深入探明

其调控胃癌细胞生物学行为的机制,本研究构建了

miR-335-5p过表达慢病毒载体并感染胃癌细胞,然后

选择人类全基因组表达谱芯片筛选过表达 miR-335-
5p的胃癌细胞与对照细胞之间差异表达的 mRNA,
并采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)和蛋白质印迹

法(Western
 

blot)验证。
1 材料与方法

1.1 材料来源 胃癌细胞 MGC-803购自中科院上

海细胞库。靶基因环腺苷酸反应元件结合蛋白1
(CREB1)、苏氨酸激酶3(AKT3)、外被体包被蛋白β2
亚基(COPB2)、芳香烃受体核易位蛋白2(ARNT2)、
转化生长因子(TGF)-β2、Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基

因(KRAS)、血小板源性生长因子-β(PDGF-β)、GAP-
DH、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG(二抗)购
自Immunoway生物科技有限公司。
1.2 仪器与试剂 电泳和湿转仪(美国Bio-rad公

司、DYCZ-24D),酶标仪(美国 Molecular
 

Devices公

司、SpectraMax
 

i3X),凝胶成像仪(广州博鹭腾生物

科技有限公司、GelView
 

6300Plus),PCR扩增仪(美
国ABI公司、ABI7500)。BCA试剂、配胶试剂购自北

京索莱宝科技有限公司;增强型ECL发光试剂购自

上海熠圣生物科技股份有限公司;miR-335-5p的过表

达和阴性对照慢病毒载体由上海吉凯基因技术有限

公司采用 GV369载体合成,克隆位点为BamHNhe
Ⅰ;miDETECTA

 

Track
 

miRNA
 

qRT-PCR
 

starter
 

kit购自广州锐博生物有限公司;逆转录试剂盒购自

上海翊圣生物科技有限公司;高糖DMEM培养基(美
国Hyclone公司),胎牛血清(杭州四季青公司),青链

霉素双抗(北京索莱宝科技有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 细 胞 培 养 在 含 10% 胎 牛 血 清 的 高 糖

DMEM培养基中加入青霉素(100
 

U/mL)、链霉素

(100
 

U/mL),在37
 

℃、5%CO2 的细胞培养箱中常规

培养。每隔2~3
 

d换完全培养基,待细胞密度达

90%左右时按1∶2比例传代。取对数生长期的细胞

用于下一步实验。
1.3.2 慢病毒载体感染胃癌细胞 培养胃癌 MGC-
803细胞至对数生长期,消化细胞后用含有10%FBS
的高糖DMEM培养基重悬细胞后计数,调成单细胞

悬液,接种在6孔板中,置于37
 

℃培养箱中备用。待

过夜后的细胞生长至40%~50%时,用感染增强液稀

释配备1×108
 

TU/mL的病毒液。取10
 

mg/mL
 

po-
lybrene以DMEM 培养基稀释至终浓度为5

 

μg/mL
(指1

 

mL感染时体积),备用。在6孔板中采用1×
108

 

TU/
 

mL的病毒液感染胃癌细胞,将培养体系混

匀后继续培养8~12
 

h后,观察细胞状态,并更换为新

鲜的培养基。感染72
 

h后,观察荧光表达情况并拍

照,消化细胞接种至细胞培养瓶继续培养。待细胞生

长至70%~80%时,消化传代培养,收集部分细胞,提
取RNA,逆转录后,扩增并计算 miR-335-5p水平,以
确定感染后细胞内miR-335-5p水平。
1.3.3 MTT法检测过表达 miR-335-5p对胃癌细胞

增殖的 影 响 将 稳 转 miR-335-5p和 阴 性 对 照 的

MGC-803细胞培养至对数生长期,收集细胞后用不

含有胎牛血清的高糖 DMEM 培养基重悬细胞后计

数,调成单细胞悬液,以200
 

μL体积加入96孔板,使
细胞数为5

 

000个/每孔,置于37
 

℃培养箱过夜备用。
待24、48、72、96

 

h后每组每孔加入 MTT
 

20
 

μL,继续

孵育4
 

h,吸去上清液,每孔加入二甲基亚砜150
 

μL,
振荡10

 

min,用酶标仪以570
 

nm波长检测各孔吸光

度(A)。按A值计算各组的平均值,实验重复3次。
 

1.3.4 Transwell小室检测过表达 miR-335-5p对胃

癌细胞的迁移能力的影响 将成功转染 miR-335-5p
的胃癌细胞用不含血清的培养液制成5×104/mL的

悬液,取200
 

μL加入Transwell上室中,在下室中加
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入500
 

μL含有10%胎牛血清的培养基。细胞在

37
 

℃下培养48
 

h。将小室内的培养基丢弃,加适量

预冷磷酸盐缓冲液(PBS)将细胞洗涤2次,添加足够

的4%细胞固定液将小室下侧细胞固定2
 

min,将固定

液倒掉并用PBS洗涤2次,随后用100%甲醇固定,
25

 

min后将甲醇倒掉并用适量的PBS将细胞洗涤2
次,加0.1%的结晶紫在避光条件下进行20

 

min染

色,结晶紫染液倒掉并用足量PBS洗涤细胞2次,随
后用棉签小心将小室内侧细胞拭去,常温下放置30

 

min,待其风干后于光学显微镜下观察拍照。随机选

取3个视野进行拍照,以穿过小室细胞数代表细胞数

量的迁移能力。
1.3.5 表达谱芯片筛选过表达 miR-335-5p后胃癌

细胞差异表达的基因 将稳转 miR-335-5p和阴性对

照细胞培养至对数生长期,收集细胞后提取总RNA,
采用Agilent

 

mRNA 表达谱芯片杂交分析,使用晶

芯􀆿
 

cRNA扩增标记试剂盒进行样品RNA的荧光标

记,逆转录合成1st-strand
 

cDNA和2nd-strand
 

cD-
NA。基因芯片杂交反应在42

 

℃温度下16~20
 

h完

成,洗涤后,应用芯片扫描仪进行扫描。杂交芯片在

扫描后,使用 Agilent
 

G2565CA
 

Microarray
 

Scanner
软件扫描图像(TIFF格式),扫描后的 TIFF格式图

片数据采用Feature
 

Extraction提数软件进行预处理

分析,然后采用GeneSpring
 

GX软件,写入分组等参

数信息。进行每个样品的数据归一化和QC分析,然
后计算基因表达差异和P 值。
1.3.6 miRNA靶基因预测和靶基因富集信号通路

分析  使 用 miRSystem 网 站(http://mirsystem.
cgm.ntu.edu.tw/index.php)中集成的DIANA、mi-
Randa、miRDB、miRWalk、PICTAR、PITA、RNA22、
Targetscan软件对 miR-335-5p的靶基因进行预测,
采用京都基因与基因组百科全书进行信号通路富集

分析,选取至少3个软件支持的靶基因作为下一步分

析的候选基因。并与1.3.5所述表达谱芯片筛选基

因取得交集基因,然后将交集基因开展靶基因富集信

号通路分析。
1.3.7 筛选基因PCR扩增检测 采用Trizol试剂

从细胞中提取总RNA,检测RNA浓度和纯度(A260/
A280 在1.8~2.0),以1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整

性(28
 

S和18
 

S
 

RNA条带比值≥2.0)。提取完成后,
进行逆转录反应,反应条件如下:37

 

℃
 

15
 

min,85
 

℃
 

5
 

s。然后进行qRT-PCR,反应条件:预变性95
 

℃
 

10
 

s,
变性95

 

℃
 

15
 

s,退火60
 

℃
 

20
 

s,40个循环。扩增反应

结束后进行溶解曲线分析,判断产物是否有非特异性扩

增;分析扩增曲线,计算Ct值,以β-actin作为内参基

因,通过2-ΔΔCt法计算各组间mRNA水平差异(模型组

基因水平设为1)。实验重复3次,引物合成由大连宝

生物工程有限公司合成,引物序列见表1。

表1  qRT-PCR引物

基因名称 上游序列(5'-3') 下游序列(5'-3') 产物长度(bp)

CREB1 TGGGAACTGGGTTGTACGTG CATCAAGGCTCTGGTTGCCT 176
PDGF-β TGGGAACTGGGTTGTACGTG GTCCTTACGGTCATAGGCGG 176
KRAS CTGCTTAGCTTCCTGGGCAT CCACACACACTCCATCCACA 135

TGF-β2 TGGATGCGGCCTATTGCTTTA
 

CCAGCACAGAAGTTGGCATTGTA 106
ARNT2 GAAGACGCTGATGTGGGACAA ATGCCGGGATAAGAACTCTGTG 119
AKT3 CTTCTCTGGAGTAAACTGGCAA CTTCTCTGGAGTAAACTGGCAA 175
COPB2 GTGGGGACAAGCCATACCTC GTGCTCTCAAGCCGGTAGG 211

β-actin GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG 150

1.3.8 Western
 

blot 收集各组处理的细胞,提取总

蛋白,加入蛋白裂解液(RIPA∶PMSF为100∶1)提
取总蛋白,将蛋白煮沸变性后,以十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳将蛋白分离,湿转至聚偏氟乙烯膜上,
以5%脱脂奶粉封闭1.5

 

h,一抗孵育过夜(CREB1、
AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、PDGFB、
GAPDH

 

1∶500~1∶1
 

000稀释),TBST洗膜3次,二
抗孵育2

 

h(羊抗兔,1∶2
 

000稀释),TBST洗膜3次,
加入ECL于Bio-rad凝胶成像仪中进行反应,实验重复

3~5次,采用Image
 

J软件对 Western
 

blot结果进行定

量分析,灰度值以累积吸光度值表示,结果以目的蛋白

与GAPDH的累积吸光度的比值表示。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s 表

示,组间比较采用单因素方差分析;计数资料以例数

和百分率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 慢病毒感染效果的观察及检测 慢病毒 miR-
335-5p感染 MGC-803细胞72

 

h后在倒置荧光显微

镜镜下观察,结果显示绿色荧光细胞占全视野细胞在

80%以上,见图1。qRT-PCR结果显示,慢病毒 miR-
335-5p感染 MGC-803细胞72

 

h后,MGC-803细胞

中miR-335-5p水平(130.74±2.67)较阴性对照组

(1.00±0.11)明显升高(P<0.05),见图2。
2.2 过表达 miR-335-5p对胃癌细胞增殖的影响 
MTT结果显示,与阴性对照组比较,miR-335-5p组

细胞的48、72、96
 

h
 

的A 值均明显降低,差异有统计
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学意义(P<0.05),表明miR-335-5p可降低胃癌细胞

活力、抑制其增殖,见图3。

  注:A为明场下细胞(×100);B为暗场下细胞(×100)。

图1  被感染细胞倒置荧光显微镜镜下图

图2  各组 miR-335-5p水平比较

  注:与同时段阴性对照组比较,aP<0.05。

图3  过表达 miR-335-5p对胃癌细胞增殖的影响

2.3 过表达
 

miR-335-5p
 

对胃癌细胞侵袭能力的影

响 Transwell结 果 显 示,与 阴 性 对 照 组 比 较,
miR-335-5p组细胞数明显减少,差异均有统计学意义

(P<0.05),表明过表达miR-335-5p可抑制胃癌细胞

的侵袭能力。见图4。

  注:A为阴性对照组;B为miR-335-5p组。

图4  慢病毒 miR-335-5p感染 MGC-803细胞72
 

h后

倒置荧光显微镜观察结果(×100)

2.4 表达谱芯片筛选差异基因和富集信号通路分

析 表达谱芯片研究发现,miR-335-5p稳转细胞和阴

性对照细胞之间差异表达的基因(FC大于2.0倍)有

1
 

713个。生物信息学研究表明,经DIANA、miRan-
da、miRDB、miRWalk、RNAhybrid、PICTAR4、PICT-
AR5、PITA、RNA22和 Targetscan软 件 共 同 预 测

miR-335-5p的靶基因,其中至少3个软件支持的靶基

因有3
 

013个,将所得基因与表达谱芯片筛选的差异

基因取交集,获得交集基因212个,并将获得的交集

基因运用DAVID
 

6.8软件进行富集分析,共富集到

20条信号通路,其中绝大部分为与肿瘤生物学有关的

信号通路,如 TGF-β通路、mTOR
 

通路、凋亡通路、

p53信号通路等均为调控肿瘤生物学表型的重要通

路。见图5。

图5  富集在与肿瘤密切相关的信号通路中的交集基因

2.5 靶基因CREB1、AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-

β2、KRAS、PDGF-β的 mRNA表达情况 为验证感

染慢病毒 miR-335-5p和阴性对照的 MGC-803后胃

癌细胞中筛选靶基因在蛋白水平上的表达情况,选择

表达谱芯片筛选后差异表达的核心基因进行验证。

qRT-PCR实验验证结果表明,相对于阴性对照组,相
关靶 基 因 CREB1(0.53±0.08)、AKT3(0.60±
0.05)、COPB2(0.43±0.05)、ARNT2(0.57±0.07)、
TGF-β2(0.73±0.09)、KRAS(0.14±0.03)、PDGF-β
(0.42±0.07)的 mRNA水平降低,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图6。

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05。

图6  胃癌细胞中过表达 miR-335-5p后筛选靶基因的

mRNA表达情况

2.6 靶基因CREB1、AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-
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β2、KRAS、PDGF-β的蛋白表达情况 Western
 

blot
结果表明,与阴性对照组比较,相关靶基因 CREB1
(0.20±0.01)、COPB2(0.40±0.02)、AKT3(0.30±
0.01)、ARNT2(0.49±0.01)、TGF-β2(0.21±0.00)、
KRAS(0.19±0.01)、PDGF-β(0.21±0.01)的蛋白水

平明显降低(P<0.05)。见图7。

  注:A为Western
 

blot蛋白效果图;B为Western
 

blot蛋白定量图;

与阴性对照组比较,aP<0.05。

图7  胃癌细胞中过表达 miR-335-5p后筛选靶基因的

蛋白表达情况

3 讨  论

胃癌是全球高发的恶性肿瘤之一,也是全球常见

癌症相关死亡原因中排第2位的恶性肿瘤。目前胃

癌治疗主要通过手术切除,但绝大多数胃癌在确诊时

已属于进展期,已失去手术根治机会。因此,寻找早

期诊断标志物是肿瘤研究的重大方向。目前,miRNA
已成为胃癌诊断中的重要标志物。为进一步研究其

生物学表型和功能意义,本研究通过慢病毒 miR-335-
5p过表达载体感染胃癌细胞的方式在胃癌细胞中上

调其表达,从而观察对胃癌细胞生物学增殖、侵袭方

面的影响,并通过表达谱芯片与预测靶基因取交集的

方式研究部分靶基因和富集的信号通路。
本研究结果表明,所筛选的靶基因所富集的信号

通路如 TGF-β信号通路、mTOR信号通路、凋亡通

路、p53信号通路等均为调控肿瘤生物学表型的重要

通路。相关研究发现,以上通路均是与胃癌发生、发
展密切相关的通路,这些通路的改变为深入探讨

miR-335-5p的功能提供了依据。Western
 

blot验证

结果表明,过表达 miR-335-5p可以下调胃癌细胞中

CREB1、AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、
PDGF-β的表达。

AKT3是一种与细胞周期有关的丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶。AKT激酶是响应胰岛素和生长因子的细

胞信号的调节器,它们参与多种生物学过程,包括细

胞增殖、分化、凋亡、肿瘤发生及糖原合成和葡萄糖摄

取。该激酶已被证实可被PDGF、胰岛素和胰岛素样

生长因子1(IGF1)刺激。HU等[4]研究表明,AKT3
在胃癌组织中高表达。LIU等[5]研究发现,原发性胃

炎是癌症的一种独特表型,生存率低,3个 PI3K/
AKT通路相关基因(PIK3R2、AKT3和IGF1)在原

发性 胃 炎 中 表 达 上 调。TAKAHASHI等[6]发 现,

AKT3表达是预测头颈部鳞状细胞癌免疫反应性和

预后的潜在生物标志物。此外,AKT3的异构体特异

性抑制可作为一种新型的癌症治疗方法,有效抑制

PI3K/AKT/mTOR通路[5-6]。
ARNT2是碱性螺旋-环-螺旋-PAS转录因子超

家族的重要成员之一。编码的蛋白作为碱性螺旋-环-
螺旋-PAS家族的几个传感器蛋白的伴侣,与传感器

蛋白形成异二聚体,该异二聚体结合响应发育和环境

刺激的基因中的调节性DNA序列。在缺氧条件下,
编码的蛋白与细胞核中的缺氧诱导因子-1α组成复合

物,该复合物与氧反应基因增强子和启动子中的缺氧

反应元件结合。小鼠中高度相似的蛋白质与芳基烃

受体和单一蛋白质形成功能复合物,表明编码的蛋白

质在异源化合物的代谢和神经发生的调节中具有额

外的作用。JIA等[7]研究发现,ARNT2在胃癌组织

中低表达,且与肿瘤的浸润深度、分化程度和较差的

生存率呈负相关。过表达ARNT2可抑制细胞增殖。
LI等[8]研究发现,ARNT2在肝细胞癌中的表达明显

高于癌旁组织,并与肿瘤的增殖、侵袭和转移密切相

关。LI等[9]研究发现,ARNT2是乳腺癌中与侵袭转

移 有 关 的 7 个 核 心 基 因 之 一。以 上 研 究 表 明,
ARNT2在肿瘤的发生、发展中发挥了重要的作用,其
在肿瘤中的表达具有组织特异性。
CREB1编码一种转录因子,是DNA结合蛋白亮

氨酸拉链家族的成员。该蛋白以同型二聚体的形式

与cAMP反应元件(八聚体回文组)结合。该蛋白被

多个蛋白激酶磷酸化,并诱导基因转录 以 响 应 对

cAMP途径的激素刺激。CREB1作为一种重要的原

癌基因,作为蛋白激酶 A(PKA)的下游效应器,参与

组成cAMP/PKA/CREB信号通路,可以调节癌症细

胞的生长、迁移、侵袭和代谢[10]。有研究表明,CREB
在许多生长信号通路下游的位置暗示了其在肿瘤细

胞中的致癌潜力[11]。肿瘤生长与CREB表达和活化

增加有关,沉默CREB1可抑制肿瘤的生长[12-13]。
TGF-β2编码 TGF-β蛋白超家族的分泌配体。

该家族的配体结合各种TGF-β受体,导致调节基因表

达的SMAD家族转录因子的募集和激活。编码的前

蛋白被蛋白水解处理以产生潜伏相关肽(LAP)和成

熟肽,并且以由成熟肽同二聚体、LAP同二聚体和潜

在TGF-β结合蛋白组成的潜伏形式存在,或者以仅由

成熟肽同二聚体组成的活性形式存在。成熟肽也可

以与其他 TGF-β家族成员形成异二聚体。TGF-β/
SMAD途径的破坏与多种人类癌症有关。YANG
等[14]研究表明,TGF-β2在胃癌中高表达,并与肿瘤

的组织学分级、淋巴结转移、免疫细胞浸润和预后不

良相关。
KRAS是哺乳动物ras基因家族的 Kirsten-ras

癌基因同源物,编码一种属于小GTPase超家族的蛋

白质。一个单一的氨基酸取代是激活突变的原因。
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转化蛋白与多种恶性肿瘤有关,包括肺腺癌、黏液腺

瘤、胰腺导管癌和结直肠癌。KRAS被认为是人类癌

症中最常见的突变致癌基因[15]。研究证明,使用

KRAS诱导系统可建立许多小鼠模型[16]。YOON
等[17]研究表明,17%的胃腺癌发生 KRAS的扩增和

突变,敲低 KRAS可抑制人胃腺癌细胞的上皮细胞-
间充质转化和转移。
PDGF-β是由PDGF和血管内皮生长因子组成的

蛋白家族成员。编码的前蛋白被蛋白水解处理以产

生血小板衍生生长因子亚单位β,其可与相关的血小

板衍生生长因子亚单位α同聚或异聚。这些蛋白结

合并激活PDGF受体酪氨酸激酶,在广泛的发育过程

中发挥作用。该基因突变与脑膜瘤相关。22号和17
号染色体之间的相互易位,位于该基因和Ⅰ型胶原α1
基因所在的位点,与皮肤纤维肉瘤(一种罕见的皮肤

肿瘤)有关。有研究表明,PDGF-β在胃癌组织中高表

达,并与肿瘤浸润深度、淋巴结转移及 TNM 分期呈

正相关,检测PDGF-β水平可作为判断胃癌转移和预

后的指标之一[18],PDGF/PDGFR信号通路的激活通

过调节多种下游通路,包括磷脂酰肌醇3激酶/蛋白

激酶B通路和丝裂原活化蛋白激酶/细胞外信号调节

激酶通路,与癌症增殖、转移、侵袭和血管生成相关。
因此,靶向PDGF/PDGFR信号通路已被证明是癌症

治疗的有效策略[19]。
COPB2是典型的细胞质蛋白复合体的1个亚

基,其与双赖氨酸基序结合,并与高尔基衍生的非网

格蛋白包被的囊泡结合。在蛋白质生物合成过程中,
COPB2以囊泡的形式将其他蛋白质从内质网运送至

高尔基体[20]。COPB2参与调节多种肿瘤的生物学行

为,可在肺癌[20]、乳腺癌[21]等多种恶性肿瘤中异常表

达。AN等[22]研究表明,COPB2在胃癌中过表达,沉
默COPB2可抑制细胞增殖,减少细胞集落的形成并

诱导细胞凋亡。
本研究结果显示,miR-335-5p上调表达抑制胃癌

细胞增殖和侵袭能力,表达谱芯片筛选结合生物信息

学靶基因预测分析取得交集,共获得212个 miR-335-
5p的靶基因,并富集在20个肿瘤相关的信号通路中。
mRNA 和 Western

 

blot验 证 结 果 表 明,靶 基 因

CREB1、AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、
PDGF-β是miR-335-5p调控胃癌发生、发展及预后的

重要癌基因。检索文献和数据库均显示,CREB1、
AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、PDGF-β广

泛参与胃癌细胞的增殖、侵袭、转移表型。本研究发

现,miR-335-5p上调表达可明显抑制胃癌细胞增殖和

侵袭能力,所筛选的212个靶基因,包括 CREB1、
AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、PDGF-β均

富集于20个 与 肿 瘤 相 关 的 信 号 通 路 中,CREB1、
AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、KRAS、PDGF-β是

经生物信息学方法表达谱芯片筛选的交集基因,并经

PCR实验和 Western
 

blot实验验证,由此说明 miR-
335-5p作为胃癌中的抑癌基因,其抑制胃癌细胞增殖

和侵袭能力是由靶向调控 CREB1、AKT3、COPB2、
ARNT2、TGF-β2、KRAS、PDGF-β所介导的。miR-
335-5p上调表达抑制胃癌细胞增殖和侵袭能力与抑

制靶基因CREB1、AKT3、COPB2、ARNT2、TGF-β2、
KRAS、PDGF-β的表达有关。此外,表达谱芯片结合

生物信息学手段是重要的组学筛选的方法,本研究中

所发现的差异表达基因所富集的信号通路和筛选的

核心基因均能说明 miR-335-5p在胃癌中是影响表型

的关键分子,是调控胃癌生物学表型的观察窗口。另

外,通过表达谱芯片结合生物信息学分析发现的具有

高度相关性的癌基因和信号通路为探讨 miR-335-5p
调控胃癌的机制提供了线索和依据。
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