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摘要：目的　探讨靶向 Ｇ抗原１２Ｉ抗体（ＧＡＧＥ１２Ｉ）的微小核糖核酸 －２８－５ｐ
（ｍｉＲ－２８－５ｐ）对体外抑制胃癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法　将
ＳＧＣ－７９０１细胞分为 ｍｉＲ－２８－５ｐ组（ｍｉＲ－２８－５ｐ模拟物）、ｍｉＲ－ＮＣ组
（ｍｉＲ－２８－５ｐ空白模拟物）、ｓｈＧＡＧＥ１２Ｉ组（ＧＡＧＥ１２Ｉ敲除）、空白组（ＧＡＧＥ１２Ｉ
未敲除）。用四甲基偶氮唑盐比色法和侵袭实验小室检测细胞的增殖、迁移和

侵袭能力，用生物信息学分析和荧光素酶活性检测ｍｉＲ－２８－５ｐ与 ＧＡＧＥ１２Ｉ的
相互作用。结果 　 ｍｉＲ－２８－５ｐ组与 ｍｉＲ－ＮＣ组的增殖率分别为
（９９９０±１０３０）％和（４８２５±４１５）％，侵袭率分别为（１４５５７±１４５２）％和
（６７３０±６９５）％，迁移率分别为（１０３５８±１０７５）％和（４３１８±４２６）％，在统
计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。ｓｈＧＡＧＥ１２Ｉ组和空白组的增殖率分
别为（９９８０±１０２０）％和（３５５０±３５８）％，侵袭率分别为（１４２７０±１３６５）％
和（６５３０±６７５）％，迁移率分别为（１０３５５±１００６）％和（４８３８±４５２）％，在
统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。ＧＡＧＥ１２Ｉ为 ｍｉＲ－２８－５ｐ的靶
标。结论　ｍｉＲ－２８－５ｐ负调控ＧＡＧＥ１２Ｉ，减少胃癌细胞的增殖、侵袭和迁移。
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ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＭｅｔｈｏｄｓ　ＳＧＣ－７９０１ｃｅｌｌｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ
ｍｉＲ－２８－５ｐｇｒｏｕｐ（ｍｉＲ－２８－５ｐｍｉｍｉｃ），ｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ
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ｋｎｏｃｋｏｕｔ）ａｎｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（ＧＡＧＥ１２Ｉｎｏｔｋｎｏｃｋｏｕｔ）Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅ３－（４，５－
ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ－２－ｙｌ）－２，５－ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ（ＭＴＴ）
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｃｈａｍｂｅｒｓＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｓｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ－２８－５ｐａｎｄＧＡＧＥ１２ＩＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ
ｍｉＲ－２８－５ｐａｎｄｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（９９９０±１０３０）％ ａｎｄ
（４８２５±４１５）％；ｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅ（１４５５７±１４５２）％ ａｎｄ
（６７３０±６９５）％；ｔｈｅｍｏｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｓｗｅｒｅ（１０３５８±１０７５）％ ａｎｄ
（４３１８±４２６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
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　　胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病机制复杂。
胃癌的转移是导致死亡的重要原因。胃癌细胞的侵袭

和迁移受多种基因调控，研究胃癌细胞的分子发病机

制对肿瘤的治疗具有重要意义［１］。微小核糖核酸

（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一类高度保守的单链ＲＮＡ，可
以通过与靶基因的ｍＲＮＡ分子结合来诱导或抑制ｍＲＮＡ
的翻译［２］。ＭｉＲ－２８－５ｐ是存在于人体组织中的ｍｉＲＮＡｓ
之一，与肿瘤的发生有关。研究发现，这种ｍｉＲＮＡ在肾
癌和结肠癌中的表达下调，表明 ｍｉＲ－２８－５ｐ可能在
肿瘤 中 发 挥 抑 制 作 用［３－４］。Ｇ 抗 原 １２Ｉ抗 体
（Ｇａｎｔｉｇｅｎ１２Ｉａｎｔｉｂｏｄｙ，ＧＡＧＥ１２Ｉ）是一种肿瘤转移
促进因子，可诱导胃癌细胞侵袭和迁移［５］。本研究通

过检测ｍｉＲ－２８－５ｐ在胃癌细胞中的表达水平，探讨
ｍｉＲ－２８－５ｐ对胃癌细胞增殖、侵袭和迁移的影响及
其机制，以期为阐明胃癌的发生发展机制提供参考。

材料与方法

１　材料
细胞　正常胃上皮细胞 ＧＥＳ－１，人胃癌细胞株

ＳＧＣ－７９０１、ＡｇＳ、ＭＧＣ－８０３，均购自中国科学院上海
细胞库。

药品与试剂　ＧＡＧＥ１２Ｉ抗体，购于美国 Ａｂｃａｍ
公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时定量聚合酶链反应试剂盒，购
于上海生工生物工程有限公司；ｍｉＲ－２８－５ｐ模拟，
购于美国 ＢａｌｍｉｃｏＢｉｏｔｅｃｈ公司；ＧＡＧＥ１２ＩｓｈＲＮＡ及
ｓｈＲＮＡ对照，均购于北京奥瑞东源生物技术；ＢＣＡ试
剂盒，购于美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。

仪器　１８６１０９６实时荧光定量聚合酶链反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　ＲＴ－ｑＰＣＲ测定ｍＲＮＡ活性［２］

将Ｔｒｉｚｏｌ试剂加入人胃癌细胞系 ＳＧＣ－７９０１、
ＡＧＳ、ＭＧＣ－８０３和正常胃黏膜上皮细胞ＧＥＳ－１中提
取 ＲＮＡ。 －８０℃冰箱保存，用逆转录试剂盒扩增。
扩增反应包括２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ混合液１０μＬ，ＲＴ产物
２μＬ，正、反向引物各 ０８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６４μＬ，
用ＲＴ－ｑＰＣＲ仪进行实时定量分析，扩增程序为：

９５℃ ２０ｓ，９５℃ １０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ １０ｓ，总循环
４０次。定量比较用２－ΔΔＣＴ法。
２２　细胞培养、细胞分组与处置方法［４］

将ＳＧＣ－７９０１细胞接种于６个孔板中，每个孔板
包含５×１０５个细胞，在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养过
夜。当细胞密度为５０％时，进行细胞转染法。

将转染ｍｉＲ－２８－５ｐ模拟物、ｍｉＲ－２８－５ｐ空白
模拟物、ＧＡＧＥ１２Ｉ敲除和 ＧＡＧＥ１２Ｉ未敲除对照的
ＳＧＣ－７９０１细胞分别记为 ｍｉＲ－２８－５ｐ组、ｍｉＲ－ＮＣ
组、ｓｈＧＡＧＥ１２Ｉ组和空白组。将 ｍｉＲ－２８－５ｐ模拟
物、ｍｉＲ－２８－５ｐ空白模拟物、ｓｈＧＡＧＥ１２Ｉ、空白
ｓｈＲＮＡ对照加入 ＯＰＴＩ－ＭＥＭ２４５μＬ中，室温孵育
２０ｍｉｎ。去除ＯＰＴＩ－ＭＥＭ，用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤细胞 ２次。加入含
１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，３７℃孵育４８ｈ。
２３　四甲基偶氮唑盐比色法测定细胞存活率［５］

将 ｍｉＲ－２８－５ｐ和 ｍｉＲ－ＮＣ组细胞以每孔
１００μＬ培养液中 ６×１０４ｃｅｌｌ·ｍＬ－１的浓度接种到
９６孔板中，分别孵育２４、４８、７２ｈ，每孔加入四甲基偶
氮唑盐溶液１０μＬ，在３７℃下再培养４ｈ，吸收孔中的
上清液，加入二甲基亚砜溶液１５０μＬ。上清液在低速
摇床中摇动１０ｍｉｎ。用酶标仪检测５７０ｎｍ处的光密
度值。根据说明书步骤计算细胞存活率。

２４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭情况［１］

Ｍａｔｒｉｇｅｌ在４℃下溶解，ＲＰＭＩ１６４０培养基在４℃预
热，用Ｍａｔｒｉｇｅｌ稀释。剩余的液体是从井里收集出来的。
将ｍｉＲ－２８－５ｐ和ｍｉＲ－ＮＣ组细胞接种到孔室中，每孔
增加５×１０４个细胞。孵育２４ｈ后，清除未穿透细胞膜的
细胞，在２００倍显微镜下计数侵袭细胞数。
２５　靶基因的预测和鉴定荧光素酶活性［３］

根据ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和ＰＩＴＡＲ软件的生物信息学分析，
ｍｉＲ－２８－５ｐ的目的基因可能是 ＧＡＧＥ１２Ｉ。根据
ＧＡＧＥ１２Ｉ３－ＵＴＲ结合位点构建野生型（ＷＴ）和突变型
（ＭＵＴ）荧光素酶报告载体，分别与ｍｉＲ－２８－５ｐ模拟物
和模拟对照共转染ＳＧＣ－７９０１细胞，检测荧光素酶活性。
２６　蛋白质印迹法检测相关蛋白的相对表达水平［６］

ＭｉＲ－２８－５ｐ组和 ｍｉＲ－ＮＣ组在加入 ＲＩＰＡ缓
冲液的情况下收集细胞，用 ＢＣＡ试剂盒测定细胞裂
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解物上清液中的浓度。ＰＶＤＦ膜在５％牛血清白蛋白
中孵育１ｈ，然后用ＴＢＳＴ洗涤３次，加入ＧＡＧＥ１２Ｉ抗
体（１∶１００）或 ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１００）作为负载对照。
在４℃下放置过夜，用硫代巴比妥酸乙酯洗涤３次，然
后与二抗孵育１ｈ，用 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ化学发光底物试
剂盒发光，凝胶成像仪成像，分析每一条带的灰度值，

用ＩｍａｇｅＪ半定量分析蛋白表达水平。
３　统计学方法

用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。正态分布测量
的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用 ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。
计数资料以率（％）表示，组间比较用 χ２检验。用
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析ＲＤ的危险因素。

结　　果

１　ｍｉＲ－２８－５ｐ在胃癌细胞中表达及其抑制胃癌细
胞增殖、迁移和侵袭

人胃癌细胞系和正常胃上皮细胞的ｍｉＲ－２８－５ｐ表
达水平分别为１０３±０１１和３１５±０３２，在统计学
上差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。ｍｉＲ－２８－５ｐ组与
ｍｉＲ－ＮＣ组的增殖率分别为（９９９０±１０３０）％和
（４８２５±４１５）％，侵袭率分别为（１４５５７±１４５２）％
和 （６７３０ ± ６９５）％， 迁 移 率 分 别 为

（１０３５８±１０７５）％和（４３１８±４２６）％，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
２　癌细胞中ＧＡＧＥ１２Ｉ蛋白的相对表达水平

ｍｉＲ－２８－５ｐ组给予 ｍｉＲ－２８－５ｐ模拟物；
ｍｉＲ－ＮＣ组给予ｍｉＲ－２８－５ｐ空白模拟物。

ｍｉＲ－２８－５ｐ组和 ｍｉＲ－ＮＣ组对比显示，用
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和ＰＩＴＡＲ软件进行的生物信息学分析提供
了 ｍｉＲ－２８－５ｐ和 ＧＡＧＥ１２Ｉ的结合位点，表明
ＧＡＧＥ１２Ｉ可能是 ｍｉＲ－２８－５ｐ的靶点。荧光素酶活
性测定验证了这一预测，结果表明，ｍｉＲ－２８－５ｐ模
拟物和ＧＡＧＥ１２Ｉ－ＷＴ共转染后，荧光素酶活性降低。
ｍｉＲ－２８－５ｐ过表达后，胃癌细胞中ＧＡＧＥ１２Ｉ蛋白的
相对表达水平显著降低（０３８±００５ｖｓ０９９±０１２，
Ｐ＜００５），见图１。
３　敲除ＧＡＧＥ１２Ｉ基因对胃癌细胞增殖、迁移和侵袭
的影响

ｓｈＧＡＧＥ１２Ｉ组给予 ＧＡＧＥ１２Ｉ敲除；空白组给予
ＧＡＧＥ１２Ｉ未敲除。

ｓｈＧＡＧＥ１２Ｉ组 和 空 白 组 的 增 殖 率 分 别 为
（９９８０±１０２０）％和（３５５０±３５８）％，侵袭率分别
为（１４２７０±１３６５）％和（６５３０±６７５）％，迁移率分

别为（１０３５５±１００６）％和（４８３８±４５２）％，在统计
学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５），见图２。

图 １　用蛋白质印迹法检测 ｍｉＲ－２８－５ｐ过表达后胃癌细胞
中Ｇ抗原１２Ｉ抗体（ＧＡＧＥ１２Ｉ）蛋白的表达
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｈｅＧａｎｔｉｇｅｎ１２Ｉａｎｔｉｂｏｄｙ（ＧＡＧＥ１２Ｉ）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｍｉＲ－２８－５ｐｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ＭｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＭｉＲ－２８－５ｐｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ；ＭｉＲ－２８－５ｐ
ｇｒｏｕｐ：ＭｉＲ－２８－５ｐｍｉｍｉｃ．

图 ２　基因敲除ＧＡＧＥ１２Ｉ抑制胃癌细胞的增殖
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＧｅｎｅｔｉｃｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆＧＡＧＥ１２Ｉｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：ＧＡＧＥ１２Ｉｎｏｔｋｎｏｃｋｏｕｔ；ＳｈＧＡＧＥ１２Ｉｇｒｏｕｐ：ＧＡＧＥ１２Ｉｋｎｏｃｋｏｕｔ．

讨　　论

本研究发现，ｍｉＲ－２８－５ｐ可以与 ＧＡＧＥ１２Ｉ－３′
非编码区结合，负调控 ＧＡＧＥ１２Ｉ的表达，表明
ＧＡＧＥ１２Ｉ是ｍｉＲ－２８－５ｐ的靶基因。ｍｉＲ－２８－５ｐ与
肿瘤进展密切相关。在肝癌和 Ｂ细胞淋巴癌研究表
明，ｍｉＲ－２８－５ｐ可能是一种肿瘤抑制因子。对肺癌
的研究表明，ｍｉＲ－２８－５ｐ在肿瘤组织中的表达降低，
并且 ｍｉＲ－２８－５ｐ的表达水平与肿瘤的转移和侵袭
密切相关［６］。本研究还发现，ｍｉＲ－２８－５ｐ在胃癌细
胞中的表达明显低于在正常胃上皮细胞中的表达，表

明ｍｉＲ－２８－５ｐ在胃癌中的表达下调，这与上述结果
一致［７］。本研究也证实了ｍｉＲ－２８－５ｐ的过表达可以
抑制胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭，提示ｍｉＲ－２８－５ｐ
在肿瘤中的潜在治疗价值。本课题组推测这可能与

细胞周期过程、细胞凋亡和上皮－间充质转化有关，
这些都是有待进一步研究的问题［８］。ｍｉＲ－２８－５ｐ
的功能是通过调节其靶基因的表达来实现的。

ＧＡＧＥ１２Ｂ能促进胃癌细胞的转移和生长［９］，下调

ＧＡＧＥ１２Ｉ可以抑制胃癌细胞的侵袭和迁移，降低
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胃癌细胞的增殖，说明 ＧＡＧＥ１２Ｉ是胃癌进展的启
动子［１０］。本研究还证实了 ｍｉＲ－２８－５ｐ通过靶向
ＧＡＧＥ１２Ｉ调控胃癌进展。

本研究提示：ｍｉＲ－２８－５ｐ过表达可以抑制胃癌
细胞的增殖、侵袭和迁移。
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·科学文摘·

胰高血糖素样肽 －１受体激动药和２型糖尿病
患者自杀风险的相关性研究

引自：ＳＨＡＰＩＲＯＳＢ，ｅｔａｌ．Ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ－１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔｓａｎｄｒｉｓｋｏｆｓｕｉｃｉｄａｌｉｔｙａｍｏｎｇｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ：Ａｃｔｉｖｅｃｏｍｐａｒａｔｏｒ，ｎｅｗｕｓｅｒｃｏｈｏｒｔｓｔｕｄｙ［Ｊ／ＯＬ］．ＢＭＪ，２０２５，３８８：ｅ０８０６７９．２０２５－０２－２６
［２０２５－０３－１０］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／４００１０８０３／．

ＳＨＡＰＩＲＯ等评价胰高血糖素样肽－１（ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ－１，ＧＬＰ－１）受体激动药是否与２型糖尿病患
者自杀风险增加有关。该研究收集了２个队列，第１个队列由２００７－０１－０１—２０２０－１２－３１开始并继续用
ＧＬＰ－１受体激动药或二肽基肽酶 －４（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ４，ＤＰＰ－４）抑制药的患者组成，第 ２个队列由
２０１３－０１－０１—２０２０－１２－３１开始并继续用 ＧＬＰ－１受体激动药或钠 －葡萄糖协同转运蛋白 －２（ｓｏｄｉｕｍ－
ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ－２，ＳＧＬＴ－２）抑制药的患者组成。２个队列均随访到２０２１－０３－２９。主要结果是自杀倾
向，定义为自杀意念、自残和自杀的综合表现。

该研究结果显示，第１个队列中包括３６０８２例ＧＬＰ－１受体激动药使用者（中位随访１３年）和２３４０２８例
ＤＰＰ－４抑制药使用者（中位随访时间为１７年）。在初步分析中，与 ＤＰＰ－４抑制药相比，ＧＬＰ－１受体激动药
的使用与自杀发生率增加有关（粗发生率分别为３９／１０００人年 ｖｓ１８／１０００人年，风险比２０８，９５％置信区间
１８３～２３６），但在考虑了混杂因素后，该估计值降至０值（风险比１０２，９５％置信区间０８５～１２３）。第２个队
列中包括３２３３６例ＧＬＰ－１受体激动药使用者（中位随访时间１２年）和９６２１２例ＳＧＬＴ－２抑制药使用者（中
位随访期１２年）。在粗分析中，与ＳＧＬＴ－２抑制药相比，ＧＬＰ－１受体激动药的使用与自杀风险增加相关（粗发
病率为４３／１０００人年 ｖｓ２７／１０００人年，风险比１６０，９５％置信区间１３７～１８７），但在考虑混杂因素后则不相关
（０９１，９５％置信区间０７３～１１２）。当对２组人群分别分析自杀意念、自残和自杀时，也观察到类似的结果。

该研究提示，与使用ＤＰＰ－４抑制药或ＳＧＬＴ－２抑制药相比，２型糖尿病患者使用ＧＬＰ－１受体激动药与自
杀风险增加无关。


