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过表达 lncRNA-p21 通过介导 Wnt/β-catenin 信号通路 

抑制胃癌 MGC-803 细胞的生长与转移

裴洪利1，白尚星2

(1. 沈阳市第七人民医院检验科，沈阳 110003；2. 沈阳市第六人民医院检验科，沈阳 110006)

[摘　要] 目的：探讨 lncRNA-p21在调控胃癌MGC-803细胞生长与转移作用中的作用及Wnt/β-catenin信号

通路在其中的功能。方法：在人胃癌MGC -803细胞中转染慢病毒以过表达 lncRNA-p21。观察细

胞形态、细胞增殖以及体内外迁移和侵袭能力，检测Wnt/β-catenin信号通路是否参与lncRNA-p21

介 导 的 抑 制 胃 癌 细 胞 增 殖 和 生 长 作 用 。 最 后 使 用 L i C l 对 Wn t / β - c a t e n i n 信 号 通 路 进 行 验 证 。 

结果：L n c R N A - p 2 1过表达的胃癌M G C - 8 0 3细胞发生了形态学的改变，表现为由纺锤状或星状

形态变为较圆的低侵袭状态。L n c R N A - p 2 1在体内外均抑制了胃癌M G C - 8 0 3细胞增殖和生长，

体外实验表现为 lncRNA-p21过表达减弱了胃癌MGC -803细胞迁移和侵袭能力。LiCl实验验证了

Wnt/β-catenin信号通路介导了 lncRNA-p21对胃癌MGC-803细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用。 

结论：LncRNA-p21可在体内外显著抑制胃癌MGC-803细胞的生长与转移，且该抑制作用可能通过

抑制Wnt/β-catenin信号通路介导。

[关键词] lncRNA-p21；Wnt/β-catenin；信号通路；胃癌；转移

Over-expression of lncRNA-p21 inhibits the growth and 
metastasis of gastric cancer MGC-803 cells by mediating 
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Abstract Objective: To investigate the role of lncRNA-p21 in regulating growth and metastasis in gastric cancer MGC-

803 cells and the mediation of Wnt/β-catenin signaling pathway. Methods: Lentivirus was transfected into gastric 

cancer MGC-803 cells to overexpress lncRNA-p21. The cell morphology, proliferation, migration and invasion 

ability in vitro and in vivo were observed. Whether or not Wnt/β-catenin signaling pathway involving in the 

inhibition of proliferation and growth of gastric cancer cells mediated by LncRNA-p21 was detected. Finally, we 
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胃癌起源于胃黏膜上皮细胞，其发病率居世

界第5位，在中国居第2位 [ 1 ]。胃癌的发生和发展

是基因和环境因素共同参与的一个多步骤、多因

素的生理过程 [ 2 ]。近年来，随着分子生物学，特

别 是 基 因 克 隆 技 术 的 快 速 发 展 ， 研 究 [ 3 - 4 ]发 现 胃

癌的发生涉及多种分子和生物学事件，潜在的生

物标志物的鉴定将有助于胃癌的治疗。长非编码

RNA(long-non coding RNA s， lncRNA s)是指长度

超过200个核苷酸的内源性非蛋白编码转录本 [5]。

LncRNA可通过靶向该过程的不同方面，如基因转

录和R NA处理，调节基因的表达，并参与多种肿

瘤的发展[6]。越来越多的证据[7-8]表明：LncRNA参

与胃癌的发生和发展。LncRNA在肿瘤发生中具有

多种功能，如调节胃癌细胞增殖、迁移、转移能

力，并且在一定程度上可以指示预后 [ 7 ]。然而，

lncRNA-p21是否具有抑制胃癌细胞的肿瘤抑制潜

能 尚 不 清 楚 。 本 研 究 探 讨 l n c R N A - p 2 1 通 过 调 节

Wnt/β-catenin信号通路并最终影响胃癌MGC-803
细胞的增殖侵袭作用。

1  材料与方法

1.1  材料

实验所用的裸鼠购买自北京维通利华实验动

物技术有限公司。R PM I- 1 6 4 0培养基购买自美国

I n v i t r o g e n 公司；胎牛血清、链霉素、多聚甲醛

和β-actin抗体购买自美国Sigma公司；Transwel l小
室和基底膜Matr igel购买自美国Cor ning公司；涂

层基质购买自美国B D公司；Tr i to n  X- 1 0 0和兔抗
β-catenin抗体购买自美国CST公司；含DAPI封片剂

购买自美国Vector公司；RIPA裂解缓冲液和CCK-8
试剂购买自江苏碧云天生物科技公司。

1.2  细胞培养

人胃癌细胞系MG C -803购自上海中科院细胞

库，在含有10%胎牛血清的RPMI-1640培养基中培

养，然后将培养基置于3 7  ℃的培养箱( 5 % CO 2，

95%湿度)。细胞以单层的形式生长，当细胞达到

9 0 % 的汇合率时，再传代。将培养基丢弃后，用

PBS洗涤细胞2次，用0.25%胰蛋白酶消化。当细胞

间隙增大时，吸弃胰蛋白酶，加入新的培养基制

备单细胞悬液。

1.3  转染细胞系

使用慢病毒转染的方法将过表达 lncRNA-p21
的 重 组 质 粒 和 对 照 质 粒 分 别 转 入 M G C - 8 0 3 胃

癌 细 胞 株 中 ， 经 新 霉 素 筛 选 出 l n c R N A - p 2 1 稳 定

过 表 达 的 胃 癌 细 胞 株 ， 用 定 量 P C R 的 方 法 检 测

lncRNA-p21在胃癌细胞中的过表达情况。

1.4  Transwell 实验

Transwell细胞侵袭和迁移检测采用Transwell内
室分析法。按照指定实验处理的细胞用无血清培养

基制备成1×106细胞/mL的细胞悬液，并取100 μL接

种于Transwell小室上膜(Transwell细胞迁移实验小室

上膜不铺基底膜Matrigel，Transwell细胞侵袭实验

小室上膜铺设基底膜Matrigel)，下膜加入600 μL含

有10%血清的培养基，细胞穿膜24 h，取出小室，

擦除小室上膜细胞，小室下膜细胞用0 . 1 %结晶紫

染色，用正置显微镜拍照，并选择5个随机视野进

行计数。

1.5  CCK-8 实验

采 用 C C K - 8 法 检 测 细 胞 增 殖 。 以 5 × 1 0 3个 细

胞接种至9 6孔板，按照指定实验处理细胞，待细

used lithium chloride to validate the Wnt/β-catenin signaling pathway. Results: Over-expression of lncRNA-p21 

changed morphologically from spindle or stellate to round, low invasive state in gastric cancer MGC-803 cells. 

LncRNA-p21 inhibited the proliferation and growth of gastric cancer MGC-803 cells in vitro and in vivo. In vitro, 

over-expression of lncRNA-p21 weakened the migration and invasion ability of gastric cancer MGC-803 cells. 

Wnt/β-catenin signaling pathway mediated the inhibitory effect of lncRNA-p21 on  proliferation, migration and 

invasion of gastric cancer MGC-803 cells. LiCl experiments demonstrated that Wnt/β-catenin signaling pathway 

mediated the inhibition of LncRNA-p21 on proliferation, migration and invasion of gastric cancer MGC-803 cells. 

Conclusion: LncRNA-p21 can significantly inhibit the growth and metastasis of gastric cancer MGC-803 cells in 

vitro and in vivo, and the inhibition may be mediated by inhibiting Wnt/β-catenin signaling pathway.

Keywords lncRNA-p21; Wnt/β-catenin; signaling pathway; gastric cancer; metastasis
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胞达到处理时间终点时，除去旧培养基。每孔再

加入100 μL新的培养基，同时加入10 μL CCK-8试

剂， 3 7  ℃细胞培养箱中继续孵育 2  h 。孵育结束

后，取96孔板至于多功能酶标仪在450 nm波长处

检测各个样品吸光度OD值。

1.6  体外成瘤实验

将1×107个稳定过表达lncRNA-p21的MGC-803
胃癌细胞和含有对照质粒的MGC -803胃癌细胞分

别注入裸鼠腋下部位皮下组织，定期测量移植瘤

在裸鼠上的体积大小，饲养30 d后取出瘤组织测量

移植瘤的重量。

1.7  免疫荧光分析

收 集 按 照 指 定 实 验 处 理 的 细 胞 ， 用 4 % 多 聚

甲醛固定 3 0  m i n 后，用 0 . 5 % 的Tr i t o n  X- 1 0 0 通透 
1 min，用5%驴血清室温条件下封闭细胞30 min。

用兔抗β-catenin (1:500稀释) 抗体孵育过夜。次日

PBS冲洗3次后，使用抗兔属荧光二抗在室温下孵

育1 h，洗净后使用含DAPI封片剂对细胞核封片，

最后使用共焦显微镜(日本Nikon公司)拍照成像。

1.8  蛋白质印迹法

收集按照指定实验处理的细胞，使用R IPA裂

解缓冲液提取细胞内总蛋白。蛋白经定量后，每

样 品 取 2 0  μ g 蛋 白 ， 经 过 高 温 变 性 后 ， 进 行 十 二

烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳(S D S -PAG E)分

离 。 把 分 离 的 蛋 白 转 移 到 聚 偏 氟 乙 烯 ( P V D F ) 膜

上。使用5%脱脂奶粉封闭PVDF膜30 min，再使用
β- catenin(1:2  000稀释)抗体孵育过夜。次日，用

TBST洗膜后，孵育二抗1 h，再次TBST洗膜后，

采用化学发光显色成像，并用IPP软件进行半定量

分析。

1.9  统计学处理

使用Graphpad Prism7.0软件对数据进行分析。

方差分析后进行单因素方差分析或非配对 t检验。

数据以均数±标准差(x±s)表示。P<0.05为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  LncRNA-p21 过表达改变胃癌 MGC-803 细胞

的形态学特征

观察过表达 lncRNA-p21对胃癌MGC-803细胞

形态的影响，发现 l n c R N A - p 2 1过表达胃癌M G C -
803细胞发生了形态学改变，表现为由纺锤状或星

状形态变为较圆的低侵袭状态(图1)。

2.2  LncRNA-p21 过表达减弱胃癌 MGC-803 细胞

迁移和侵袭能力

Tr a n s w e l l 实 验 结 果 显 示 ： l n c R N A - p 2 1 过 表

达 的 胃 癌 M G C - 8 0 3 细 胞 的 迁 移 能 力 显 著 降 低 
(图2A，2B)； lncRNA-p21过表达的胃癌MGC-803
细胞的侵袭能力也显著降低(图2C，2D)。

2.3  LncRNA-p21 过表达在体内外抑制胃癌细胞生长

C C K - 8 法 检 测 发 现 l n c R N A - p 2 1 过 表 达 在 体

外 抑 制 胃 癌 M G C - 8 0 3 细 胞 增 殖 ( 图 3 A ) 。 体 内 肿

瘤 形 成 试 验 表 明 ： l n c R N A - p 2 1 的 过 表 达 明 显 抑

制胃癌肿瘤生长(图3 B)，体内成瘤体积明显减小 
(图3C)，成瘤的肿瘤组织肿瘤显著降低(图3D)。

图1 LncRNA-p21过表达改变了胃癌MGC-803细胞的形态学特征(×400)

Figure 1 Over-expression of lncRNA-p21 alters the morphological characteristics of gastric cancer MGC-803 cells (×400)

Control LncRNAp21-OE
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图2 LncRNA-p21过表达对胃癌MGC-803细胞的迁移和侵袭能力的影响

Figure 2 Effect of over-expression of lncRNA-p21 on the migration and invasion in gastric cancer MGC-803 cells

(A，B) LncRNA-p21过表达对胃癌MGC-803细胞迁移的影响；(A) 代表性的Transwell细胞迁移图片(×200)，(B) 迁移数目

的统计结果；(C，D) LncRNA-p21过表达对胃癌MGC-803细胞侵袭的影响，(C) 代表性的Transwell细胞侵袭图片(×200)； 

(D) 侵袭移数目的统计结果。n=7，与对照组相比，***P<0.001。

(A, B) Effect of over-expression of lncRNA-p21 on migration in gastric cancer MGC-803 cells, (A) Transwell images of migration (×200); 

(B) Statistical results of the number of migration; (C, D) Effect of over-expression of LncRNA-p21 on invasion in gastric cancer MGC-803 

cells; (C) Transwell images of invasion (×200), (D) Statistical results of the number of invasion. n=7, ***P<0.001 vs control group.
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图3 LncRNA-p21过表达在体内外抑制胃癌细胞生长

Figure 3 Over-expression of lncRNA-p21 inhibits the growth of gastric cancer cells in vivo and in vitro
(A) LncRNA-p21过表达在体外抑制胃癌MGC-803细胞增殖；(B-D) LncRNA-p21过表达在体内抑制胃癌细胞生长，(B) 肿瘤
块图片；(C) 肿瘤块体积的统计结果；(D) 肿瘤块重量统计的统计结果。n=5，与对照组相比，**P<0.01。
(A) Over-expression of LncRNA-p21 inhibited the proliferation of gastric cancer cells in vitro; (B-D) Over-expression of LncRNA-p21 
inhibited the growth of gastric cancer cells in vivo, (B) Images of tumor mass, (C) Statistical results of the volume of tumor mass;  
(D) Statistical results of the weight of tumor mass. n=5, **P<0.01 vs control group.
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2.4  LncRNA-p21 过表达抑制 Wnt/β-catenin 信号

通路活性

免疫荧光染色发现： lncRNA-p21过表达抑制
β-catenin在MGC -803细胞中蓄积(图4A，4B)。蛋

白质印迹法发现lncRNA-p21过表达抑制胃癌MGC-
803细胞β-catenin表达(图4C，4D)。

2.5  Wnt/β-catenin 信号通路介导 LncRNA-p21 对

胃癌 MGC-803 细胞迁移的抑制作用

蛋 白 质 印 迹 法 显 示 ： L i C l 可 显 著 激 活

l n c R N A - p 2 1 过 表 达 的 胃 癌 M G C - 8 0 3 细 胞 的

W n t / β - c a t e n i n 通 路 ， β - c a t e n i n 表 达 量 上 升 
(图5A，5B)。随后采用CCK-8实验显示：LiCl显著

增强 lncRNA-p21过表达的胃癌MGC-803细胞的增

殖(图5C)。进一步采用Trans wel l实验检测L iCl处
理对 lncRNA-p21过表达胃癌MGC-803细胞的迁移

和侵袭的影响，结果显示：L i C l处理显著增强的

lncRNA-p21过表达的胃癌MGC-803细胞的迁移(图

5C，5D)和侵袭能力(图5F，5G)。

图4 LncRNA-p21过表达对胃癌MGC-803细胞Wnt/β-catenin信号通路的影响

Figure 4 Effect of over-expression of lncRNA-p21 on Wnt/beta-catenin signaling pathway in gastric cancer MGC-803 cells

(A，B) LncRNA-p21过表达抑制MGC-803细胞中β-catenin蓄积；(A) β-catenin免疫荧光染色；(B) β-catenin荧光活性的统计

结果；(C，D) LncRNA-p21过表达抑制MGC-803细胞中β-catenin蛋白表达；(C) 蛋白质印迹法检测β-catenin蛋白表达； 

(D) β-catenin蛋白表达的统计结果。n=7，与对照组相比，**P<0.01。

(A, B) Over-expression of LncRNA-p21 inhibited the accumulation of β-catenin in MGC-803 cells; (A) Immunofluorescence of β-catenin; 

(B) Statistical results of the fluorescence activity of β-catenin; (C, D) Over-expression of lncRNA-p21 inhibited the expression of β-catenin 

in MGC-803 cells; (C) Western blot detect β-catenin expression; (D) Statistical results of the expression of β-catenin. n=7, **P<0.01 vs 

control group. 
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3  讨论

胃癌是世界范围内尤其是中国常见的恶性肿

瘤 [ 9 ]。尽管对胃癌的治疗有多种措施，但胃癌病

死率仍居高不下，迫切需要新的生物标志物和治

疗手段的出现以提高治疗效果 [10]。近年来，越来

越多的研究[5,11-12]证实lncRNA参与肿瘤生长信号调

节。LncRNA-p21在多种肿瘤中显示出抗癌能力，

lncRNA-p21可以激活肝细胞癌细胞的内质网应激

过程，从而抑制肝细胞癌细胞的增殖 [13]，并且可

以 减 弱 索 拉 非 尼 的 耐 药 性 [ 1 4 ]。 前 列 腺 癌 细 胞 中

lncRNA-p21的过表达诱导p53介导的细胞凋亡[15]。

本研究体外实验发现：LncRNA-p21过表达抑制胃

癌MGC-803细胞增殖、迁移和侵袭；在裸鼠成瘤实

图5 Wnt/β-catenin信号通路介导了lncRNA-p21对胃癌MGC-803细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用

Figure 5 Wnt/β-catenin signaling pathway mediates the inhibitory effect of LncRNA-p21 on proliferation, migration, and invasion 
in gastric cancer MGC-803 cells
(A，B) LiCl促进LncRNA-p21过表达的胃癌MGC-803细胞的β-catenin的表达；(A) 蛋白质印迹法检测β-catenin蛋白表达； 
(B) β-catenin蛋白表达的统计结果；(C) LiCl促进LncRNA-p21过表达的胃癌MGC-803细胞增殖；(D，E) LiCl促进LncRNA-p21
过表达的胃癌MGC-803细胞的迁移，(D) Transwel l细胞迁移  (×200)；(E) 迁移数目的统计结果；(F，G) LiCl促进
LncRNA-p21过表达的胃癌MGC-803细胞的侵袭；(F) 代表性的Transwell细胞侵袭图片(×200)；(G) 侵袭移数目的统计结
果。n=7，**P<0.001。
(A,B) LiCl promoted the expression of β-catenin in lncRNA-p21-overexpressed gastric cancer MGC-803 cells; (A) β-catenin expression 
detected by Western blot; (B) Statistical results of the expression of β-catenin; (C) LiCl promoted the proliferation of lncRNA-p21-
overexpressed gastric cancer MGC-803 cells; (D, E) LiCl promoted the migration of LncRNA-p21-overexpressed gastric cancer MGC-803 
cells; (D) Transwell images of migration (×200); (E) Statistical results of the number of migration; (F, G) LiCl promoted the invasion of 
lncRNA-p21-overexpressed gastric cancer MGC-803 cells; (F) Transwell images of invasion (×200); (G) Statistical results of the number 
of invasion. n=7, **P<0.001 vs control group.
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验中，lncRNA-p21过表达明显抑制胃癌肿瘤生长。

Wnt蛋白是一类分泌、糖基化和棕榈酰化肽，

可 调 节 细 胞 分 裂 、 迁 移 和 形 态 完 整 性 [ 1 6 ]。 Wn t /
β-catenin信号通路的异常激活已被证明在多种类型

的人类癌症的发展过程中起重要的调节作用 [17]。

Wnt/β-catenin信号通路包括β-catenin，Axin和APC
可 在 胃 癌 患 者 中 观 察 到 激 活 突 变 [ 1 8 ]。 本 实 验 发

现： lncRNA-p21过表达可以抑制Wnt/β-catenin信

号活性；而Wnt/β- catenin信号激动剂L iCl可激活

l n c R N A - p 2 1过表达的胃癌M G C - 8 0 3细胞的Wn t /
β-catenin信号活性，促进 lncRNA-p21过表达的胃

癌 M G C - 8 0 3 细胞增殖、迁移和侵袭，表明 Wn t /
β-catenin信号通路介导了LncRNA-p21对胃癌MGC-
803细胞的增殖、迁移侵和袭的抑制作用。

综上所述，Wnt/β-catenin信号转导参与胃癌

进展，而 lncRNA-p21可通过抑制Wnt/β-catenin信

号转导发挥抑制胃癌MGC -803细胞增殖、迁移和

侵袭的作用。这些发现为胃癌患者诊治提供了一

个新的生物标志物和治疗策略。
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