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MicroRNA-20a 对胃癌细胞生长与迁移的影响及其机制

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microRNA-20a(miR-20a)对胃癌细胞的生长和迁移的影响及其相关分子机制。方法：通

过qRT-PCR方法检测正常胃黏膜上皮细胞(gastric epithelial cell 1，GES-1)和胃癌细胞系MKN45，

SGC7901和NUGC-3中miR-20a的相对表达水平；选取SGC7901细胞为代表，MTT法和克隆形成能

力实验评估miR-20a mimic和inhibitor对细胞生长能力的影响；Transwell实验观察miR-20a的mimic

和inhibitor对细胞迁移能力的影响；qRT-PCR检测miR-20a靶基因早期生长反应蛋白2(early growth 

reactive protein 2，EGR2)在mRNA水平的表达。结果：MiR-20a在胃癌细胞中的表达量较GES-1细

胞显著增加；MTT实验、克隆形成实验和Transwell实验显示miR-20a mimic促进SGC7901细胞的生

长和迁移，而miR-20a inhibitor抑制生长和迁移。MiR-20a mimic抑制EGR2 mRNA表达，而miR-20a 

inhibitor促进EGR2 mRNA表达。结论：MiR-20a可促进胃癌细胞生长和迁移能力，其分子机制可能

与下调EGR2 mRNA的表达相关。
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Effect of microRNA-20a on the growth and migration ability 
of gastric cancer cells and the underlying mechanisms
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Abstract Objective: To explore the function and the underlying mechanism of microRNA-20a (miR-20a) on growth and 

migration abilities of gastric cancer cells. Methods: qRT-PCR was used to evaluate the expression levels of miR-

20a in three cancer cell lines MKN45, SGC7901, NUGC-3 and human gastric epithelial cell line GES-1. Taking 

SGC7901 cells as an example, after transfection with miR-20a mimic and inhibitor, the ability of cellular growth 

were analyzed with MTT assay and clone formation assay; and the ability of and cell migration was evaluated by 

Transwell assay. The mRNA level of EGR2 was measured by qRT-PCR assay. Results: Compared with human 

gastric epithelial cell line GES-1, expression levels of miR-20a in gastric cancer cells was higher. Furthermore, miR-

20a mimic promoted the growth and migration ability of SGC7901 cells, whereas miR-20a inhibitor suppressed 
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胃癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一。

尽管近年来胃癌的发病率和病死率均有所降低[1]，

肿瘤是导致中国居民死亡的主要原因，而其中胃癌

的发病率高居我国肿瘤发病率的第二位[2]。面对如

此高发病率和高病死率的疾病，胃癌的治疗手段仍

以手术辅以化疗为主，且效果并不尽人意 [3-4]。胃

癌的发病机制非常复杂，包括环境、饮食以及原

癌基因和肿瘤抑制子之间的失衡等因素。因此，

对于胃癌发病机制的深入探讨将会极大改善胃癌

的治疗现状。

微小RNA(miRNA s)在肿瘤的发病机制中扮演

重要角色 [5-7]，这为重新理解胃癌的临床治疗学提

供了潜在的新策略。 M i R N A s 是一类小的非编码

RNA，一般通过互补配对作用与它们的靶mRNA结

合，从而在转录后水平调节靶基因的表达。MiR-
20a属于miR-17前体家族，该家族成员广泛表达于

各类型肿瘤中，其靶基因包括TAK1 [8]，RUNX3 [9]

和P TEN [10]等。虽然已有miR-20a在肿瘤中的功能

的研究，但其在胃癌中的功能和机制研究并不完

善。本研究主要探讨miR-20a对胃癌增殖和迁移的

影响与潜在的机制。

1  材料与方法

1.1  材料

胎牛血清、DMEM培养基购于美国Hyclone公

司；Lipofectamine 3000购自美国Invitrogen公司；

8 μm孔径Transwell板购于美国Corning公司；人胃

癌细胞系MKN45，SG C7901和NUG C -3和人胃黏

膜上皮细胞GES-1均购自购自中国典型培养物保藏

中心；CCK-8细胞试剂盒购于上海翊圣生物公司；

miR-20a inhibitor和阴性对照miR-inhibitor (NC-i)、

miR-20a mimic和阴性对照miR-mimic (NC-m)由上

海吉玛公司提供。

1.2  细胞培养

人胃癌细胞系MKN45，SG C7901，NUG C -3
和正常胃上皮细胞GES -1培养在含有10% FBS的高

糖DMEM培养基中，置于5% CO2，37 ℃恒温密闭

式孵箱(相对湿度95%)内培养。

1.3  细胞转染

对数期SGC7901细胞消化后接种于6孔板中，

待细胞70%融合，进行转染。将miR-20a inhibitor，

NC-i，miR-20a mimic，NC-m分别在无血清培养基

中结合Lipofectamine 3000静置20 min后，然后分别

转入各细胞中，于培养箱中培养6 h后，更换正常

细胞培养基继续培养24 h。

1.4  qRT-PCR
按 照 说 明 书 操 作 ， 使 用 T R I z o l 试 剂 盒 ( L i f e 

Te c h n o l o g i e s ， 货 号 为 1 5 5 9 6 - 0 1 8 ) 提 取 细 胞 总

RNA。提取的总RNA以适宜体积DEPC水溶解后用

Qubit 2.0荧光计进行RNA浓度定量。以1 μg总RNA
进 行 反 转 录 反 应 ( 总 体 系 为 2 0  μ L ) ， 具 体 步 骤 如

下：1)将1 μg总RNA和1 μL Oligo dT(50 μmol/L)混

合均匀后，加入DEPC水至13 μL，混匀后于65 ℃
反应5 min，随后置于冰上。2)在每个样品管中分

别加入4 μL 5×反应缓冲液，2 μL dNTP Mix(Sigma-
Aldrich，货号为D7295)和1 μL ReverseAid反转录酶

(Thermo Fisher Scientif ic，货号为EP0441)；充分

混匀后按照设定程序进行后续反转录反应。具体

参数为42 ℃反应60 min后70 ℃反应10 min以终止

反转录反应。cDNA于4 ℃保存。反转录完成后按

照SuperReal PreMix试剂盒(Tiangen，货号为FP202-
01)说明书进行qRT-PCR(反应体系为10 μL)，反应

结束后，miR-20a以U6为内参照，EGR-2以β-actin
为内参照，按照2 −ΔΔCt法计算基因的相对表达量。

使用序列如表1所示。

1.5  MTT 法检测细胞生存率

已转染后的SG C 7 9 0 1细胞接种于9 6孔板中，

种板密度为5 000个/孔。给予相应处理后，每孔中

加入10 μL MTT溶液(5 mg/mL)，反应4 h后，去除

培养基，每孔加入100 μL DMSO溶液，震荡混匀

后，在540 nm处检测各孔吸光度值。

the growth and migration ability of SGC7901 cells. Further mechanism exploration revealed EGR-2 was a direct 

target of miR-20a, miR-20a mimic suppressed the mRNA level of EGR-2, whereas miR-20a inhibitor promoted 

the mRNA level of EGR-2. Conclusion: MiR-20a enhances cell growth and migration abilities in gastric cancer 

cells, the mechanism may be related to down-regulating the mRNA level of EGR-2.

Keywords microRNA-20a; gastric cancer; proliferation; migration; early growth reactive protein 2
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1.6  克隆形成实验

已转染后的SGC7901细胞接种于6孔板中，种

板密度为500个/孔，置37 ℃，5% CO2细胞培养箱

中培养2 1  d，去除培养基，利用甲醇固定后，用

0 . 1 %结晶紫进行染色，在显微镜下观察拍照，对

各处理组克隆数目利用Adobe Photoshop CS6软件

进行计数并进行统计分析。

1.7  Transwell 迁移实验

已转染后的SGC7901细胞，用胰酶消化细胞，

用PBS和无血清培养基先后洗涤1次，使用无血清

培养基悬浮细胞后调整细胞密度为2×10 5个/mL，

将150 μL细胞悬液加入上室；之后在下室(即24孔

板底部)加入600 μL含10%血清的正常培养基，在细

胞培养箱中培养。24 h后取出培养板将其下表面浸

泡在90%乙醇溶液中固定，用结晶紫染色，在显微

镜下观察拍照，随机选取5个视野进行细胞计数。

1.8  统计学处理

使用 G r a p h p a d  Pr i s m  6 软件进行分析。定量

资料以均数±标准差( x ± s )表示，对两组资料和多

组 资 料 的 比 较 ， 分 别 采 用 双 侧 t 检 验 和 单 因 素 方

差 分 析 ( A N O VA ) 方 法 。 P < 0 . 0 5 差 异 为 具 有 统 计

学意义。

2  结果

2.1  MiR-20a 和 EGR-2 mRNA 在各细胞系中的表

达水平检测

以正常胃上皮细胞 G E S - 1 为对照，胃癌细胞

MKN45，SGC7901和NUGC-3中miR-20a的表达量

均显著升高(P<0.0001，图1A)，而EGR-2 mR NA
表 达 量 均 显 著 降 低 ( P < 0 . 0 0 0 1 ， 图 1 B) ， 其 中 以

在 S G C 7 9 0 1 细 胞 中 升 高 最 为 明 显 ， 后 续 实 验 选

SGC7901细胞。结果提示miR-20a可能在胃癌的发

生与发展中扮演一定的角色。

2.2  MiR-20a 促进胃癌 SGC7901 细胞的生长

SGC7901细胞分别转染10，20，50 nmol/L miR-
20a抑制剂和10，20，50 nmol/L miR-20a mimic，继

续培养24 h后，与对照组相比，20，50 nmol/L miR-
20a抑制剂抑制细胞活力(P<0.0001，图2A)，而20，

50 nmol/L miR-20a mimic促进细胞活力(P<0.0001，

图2B)。为评估miR-20a在SGC7901细胞生长中的长

期效应，本研究进一步进行克隆形成实验，发现与

对照组相比，20，50 nmol/L miR-20a抑制剂抑制细

胞克隆(P<0.0001)，而20，50 nmol/LmiR-20a mimic
促进细胞克隆(均P<0.0001，图3)。结果提示miR-
20a促进胃癌SGC7901细胞的生长。

表1 本实验所用引物序列

Table 1 Primer sequences in this experiment

引物名称 引物序列(5'-3')

miR-20a正向引物 CCTGCAATATTTGCATGTCGCTG

miR-20a反向引物 TACATTATAAGCTGCAA

U6正向引物 CCGACAACCACTACCTGA

U6反向引物 CGTGAAGAATGTGCGAGAC

EGR-2正向引物 ACAGACAGGAGAGAGTCAGTGG

EGR-2反向引物 TTGGCGGTCATCATTTGCTC

β-actin正向引物 GCCCTATAAAACCCAGCGGC

β-actin反向引物 TCGATGGGGTACTTCAGGGT

图1 GES-1细胞和不同胃癌细胞系中miR-20a和EGR-2 mRNA的表达(n=3，x±s)

Figure 1 Expression of miR-20a and EGR-2 mRNA in GES-1 cells and different gastric cancer cells (n=3, x±s)

(A) MiR-20a水平；(B) EGR-2 mRNA水平。与GES-1细胞相比，***P<0.0001。

(A) Level of miR-20a; (B) mRNA level of EGR-2. ***P<0.0001 vs GES-1 cells. 

8

6

4

2

0

4

3

2

1

0

m
iR

-2
0a

/U
6

GES-1 MKN54 SGC7901 NUGC-3 GES-1 MKN54 SGC7901 NUGC-3

EG
R-

2/
β -

ac
tin

***

***

*** ***

***

***

A B



MicroRNA-20a 对胃癌细胞生长与迁移的影响及其机制    裴洪利，等 2317

图3 miR-20a inhibitor和miR-20a mimic对SGC7901细胞克隆的影响(n=3，x±s)

Figure 3 Effect of miR-20a inhibitor and miR-20a mimic on cell clone in SGC7901 cells (n=3, x±s)

(A)细胞克隆图；(B)统计分析结果。与对照组相比，**P<0.01。

(A) Cell cloning image; (B) Statistical data. **P<0.01 vs the Control group. 
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图2 miR-20a inhibitor和miR-20a mimic对SGC7901细胞活力的影响(n=3，x±s)

Figure 2 Effect of miR-20a inhibitor and miR-20a mimic on cell viability in SGC7901 cells (n=3, x±s)

(A) miR-20a抑制剂；(B) miR-20a mimic。与对照组相比，**P<0.01。

(A) miR-20a inhibitor; (B) miR-20a mimic. **P<0.01 vs the Control group. 
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图4 miR-20a抑制剂和miR-20a mimic对SGC7901细胞迁移的影响(n=3，x±s)

Figure 4 Effect of miR-20a inhibitor and miR-20a mimic on cell migration in SGC7901 cells (n=3，x±s)

(A)细胞克隆图；(B)统计分析结果。与对照组相比，**P<0.01。

(A) Cell cloning image; (B) Statistical data. **P<0.01 vs the Control group. 
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2.3  miR-20a 促进胃癌 SGC7901 细胞的迁移

Transwel l实验检测miR-20a抑制剂和miR-20a 
m i m i c 对 S G C 7 9 0 1 细胞迁移的影响，与对照组相

比，20，50 nmol/L miR-20a抑制剂抑制细胞迁移，

而20，50 nmol/L miR-20a mimic促进细胞迁移(均
P<0.01，图4)。

2.4  EGR2 是 miR-20a 的直接作用靶点

为 寻 找 m i R - 2 0 a 促 进 胃 癌 细 胞 生 长 和 迁 移

的 作 用 机 制 ， 本 研 究 利 用 m i R a n d a 在 线 数 据 库

对 m i R - 2 0 a 靶 点 预 测 。 筛 选 了 与 细 胞 增 殖 和 迁

移 相 关 的 基 因 E G R 2 。 并 采 用 q R T - P C R 检 测 转

染 5 0  n m o l / L  m i R - 2 0 a  m i m i c 和 5 0  n m o l / L  m i R -
2 0 a抑制剂的SG C 7 9 0 1细胞，5 0  n m ol / L  m i R - 2 0 a
抑制剂促进 EG R 2  m R N A 表达， 5 0  n m o l / L  m i R -
2 0 a  m i m i c 抑制 EG R 2  m R N A 表达 ( 均 P < 0 . 0 0 0 1 ， 
图5)。
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3  讨论

胃癌是常见的消化系统肿瘤，特别在我国，

大部分胃癌患者确诊时已是晚期，且该病具有高

速生长、高转移和高复发率的特性，手术难以根

除，常规化疗易产生耐药性，造成预后效果不尽

人意。因此探索胃癌治疗的新靶点研究，是我国

众多医学研究者重要的科研任务之一。近年来，

大量研究 [ 5 - 7 , 1 1 ]发现人体内众多 m i R N A s 在多种肿

瘤 的 发 生 与 发 展 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 。 因 此 从

miRNA中有望筛选出治疗胃癌的新靶点。

肿瘤细胞的高速生长是恶性肿瘤的快速进展

的先决条件，肿瘤细胞转移是绝大多数肿瘤患者

死亡的重要原因之一。miR-20a在不同肿瘤的差异

性表达和不同表达表现的生物学行为，如在宫颈

癌中miR-20a存在表达上调 [12]促进宫颈癌进展；而

在皮肤鳞状细胞癌中表达下调促进皮肤鳞状细胞

癌细胞增殖和迁移并与预后不良相关 [13]。而同样

关于miR-20a在胃癌中作用也存在相驳的报道，比

如尹晓庆 [14]报道miR-20a在胃癌细胞下调，发挥抑

癌基因的作用；王梅 [15]报道miR-20a在胃癌组织高

表达，但miR-20a表达只与肿瘤大小相关，与胃癌

分期、分级、转移不相关，且miR-20a在胃癌AGS细

胞低表达，在胃癌SGC7901细胞高表达；曲日初[16]

研究称miR-20a在胃癌组织高表达，但miR-20表达

与肿瘤直径、病理分型、WHO组织分型、临床分

期、肿瘤分化程度、肿瘤浸润深度及有无淋巴结转

移均不相关；而多数研究 [17-19]支持miR-20a在胃癌

中高表达且与胃癌大小、转移、分期、分级、预

后不良等相关。为确认miR-20在胃癌细胞的确切的

表达趋势和miR-20对胃癌细胞生长和迁移的作用，

本研究验证了miR-20a在3种胃癌细胞高表达，且转

染miR-20a抑制剂后，胃癌SGC7901细胞活力、细

胞克隆和细胞迁移增加，转染miR-20a mimic后，

取得相反结果。提示miR-20a可以发挥促癌基因作

用，促进胃癌细胞增殖和迁移。

Mi R N A s是通过靶基因m R N A s来调节发挥生

物学功能 [20]。因此，本研究利用预测靶基因软件

miR anda显示EGR-2是miR-20a的靶基因。同时发

现： E G R - 2  m R N A 在 3 种胃癌细胞低表达。且在

胃癌SGC7901细胞转染miR-20a mimic后，EGR-2 
mR NA表达降低，转染miR-20a抑制剂后，EGR-2 
mRNA表达升高。EGR-2为早期生长反应蛋白，可

以反式调控细胞的增殖和转移等生物学行为[21-22]。

且有报道[23]发现：EGR-2在胃癌组织低表达，过表

达EGR-2可以抑制胃癌细胞增殖和迁移。

本研究基于目前研究结果支持miR-20a在胃癌

细胞发挥促癌基因作用，其作用机制可能是通过抑

制靶基因EGR-2 mRNA促进胃癌增殖和迁移，但是

具体机制尚未阐明。鉴于目前结果，本研究提示

miR-20a可能作为胃癌的一个治疗靶点。
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