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MiR-520a 对胃癌 SGC7901 细胞增殖、侵袭、迁移 

以及顺铂药物敏感性的影响

吴越菲1，徐礼鹏1，孙燃2，韦永明1

(芜湖市第二人民医院 1. 介入科；2. 病理科，安徽 芜湖 241000)

[摘　要] 目的：探讨miR-520a在胃癌中的表达以及对胃癌细胞生物学功能的影响。方法：通过real-time PCR

检测miR-520a在胃癌组织和胃癌细胞中的表达。采用慢病毒在胃癌细胞SG C7901中过表达miR-

520a，在体外观察miR-520a对胃癌细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移以及对顺铂(DDP)敏感性的影响。

并通过异种移植瘤实验观察过表达miR-520a对胃癌细胞在裸鼠体内生长的影响。结果：与癌旁正

常组织相比，miR-520a在胃癌组织中的表达明显降低。与正常胃黏膜上皮细胞GES-1相比，miR-

520a在胃癌SGC7901细胞中的表达明显降低，且在顺铂耐药SGC7901/DDP细胞中的表达更低。

miR-520a过表达能够促进SGC7901细胞凋亡，抑制细胞增殖、侵袭和迁移。miR-520a过表达促进

SGC7901细胞对DDP的药物敏感性增加。异种移植瘤实验发现miR-520a过表达的细胞在裸鼠体内形

成的肿瘤生长速度减慢。结论：miR-520a可抑制胃癌发生与发展，提高胃癌细胞对顺铂的敏感性。
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Abstract Objective: To investigate the expression of miR-520a in gastric cancer and its effect on the biological function in 

gastric cancer cells. Methods: The expression of miR-520a in gastric tissues and gastric cells was detected by real-

time PCR. Lentivirus was used to over-express miR-520a in gastric cancer SGC7901 cells, and the effect of miR-

520a on proliferation, apoptosis, invasion and migration of gastric cancer cells and the sensitivity to cisplatin (DDP) 

was evaluated in vitro. In addition, the effect of miR-520a over-expression on the growth of xenograft tumor was 

observed in vivo. Results: The expression of miR-520a in gastric cancer tissues was significantly lower than that in 

the adjacent normal tissues. Compared with normal gastric mucosal epithelial GES-1 cells, the expression of miR-

520a was significantly decreased in gastric cancer SGC7901 cells and even lower in cisplatin resistant SGC7901/

DDP cells. MiR-520a over-expression promoted apoptosis and inhibited cell proliferation, invasion and migration 

in SGC7901 cells. MiR-520a over-expression promoted the drug sensitivity of SGC7901 cells to DDP. Xenograft 
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胃癌发病率高，世界范围在肿瘤发病率中排
第4位，而在中国发病率居所有癌症的第1位，而
其 病 死 率 在 所 有 恶 性 肿 瘤 中 排 名 第 3 位 ， 严 重 威
胁到人类健康 [1-2]。胃癌细胞生长较快，且易发生
转移。因此寻找有效的阻断胃癌细胞的恶性增殖
和转移的分子靶点，对胃癌治疗具有重要意义。
微小R N A (m i R N A )是由2 0 ~ 2 2 个核苷酸构成的小
的非编码RNA，在多种癌症中发挥重要作用 [3-4]。
异常表达的miR NA与胃癌疾病相关，它参与了多
种生物学功能，如增殖、侵袭、迁移、凋亡及耐
药等 [ 5 - 7 ]。MiR-520a在肝癌中通过靶向E2F转录因
子(E2F transcr ipt ion factor  2，E2F2)抑制癌细胞
的增殖、侵袭和迁移 [ 8 ]，通过调控表皮生长因子
(epidermal growth factor receptor，ErbB4)抑制食管
鳞癌的增殖与侵袭[9]，并且在乳腺癌[10]、伯基特淋
巴瘤 [11]等多种肿瘤中发挥重要的抑癌作用。然而
miR-520a在胃癌中的功能研究尚少。因此，本研
究观察miR-520a在胃癌组织的表达及过表达miR-
5 2 0 a对胃癌细胞增殖、凋亡、侵袭、迁移以及对
顺铂敏感性的改变。

1  材料与方法

1  材料

胃腺癌细胞SGC7901、正常人胃黏膜上皮细胞
GES-1和顺铂耐药细胞SGC7901/DDP均购自于上海
雅吉生物科技有限公司。LV-miR-520a和LV-NC由上
海吉玛基因股份公司构建。胎牛血清、RPMI-1640
培养基、胰蛋白酶购自于美国Gibco公司；CCK-8
试剂盒、Annex in-FITC/PI染色试剂盒均购自于南
京凯基生物公司；免疫荧光及免疫组织化学用抗
Ki-67抗体购自于美国Proteintech公司；  miRNA提
取、反转录试剂盒和real-time PCR检测试剂盒均购
自于美国Ambion公司；免疫组织化学二步法检测
试剂盒和DAB显色液均购自北京中杉金桥生物技术
有限公司。新鲜胃癌及癌旁正常组织来自于手术切
除标本，并经病理检查确诊为胃腺癌。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

G E S - 1细胞、S G C 7 9 0 1细胞及其D D P耐药株

S G C 7 9 0 1 / D D P生长于含有1 0 %胎牛血清的R P M I 
1640培养基中。当细胞处于对数生长期时，根据
后续实验要求，收集细胞接种于不同规格的细胞
培养器皿中。
1.2.2 临床样本获取

收集20例T分期II期胃癌患者癌组织和癌旁组
织(距浸润边缘2.5 cm)。所有样本采集自在芜湖市
第二人民医院进行胃癌部分切除患者。所有患者
知情同意，本研究通过芜湖市第二人民医院医学
伦理委员会批准。
1.2.3  Real-time PCR 检测 miR-520a 的表达

用miR NA分离试剂盒从新鲜胃癌及配对癌旁
组织、SGC7901细胞和SGC7901/DDP细胞中提取
总RNA，然后通过反转录试剂盒反转录为cDNA。
各样本cDNA采用real-time PCR检测试剂盒进行实
时定量PCR反应，U6做为内参，按照2 −ΔΔCt法计算
miR-520a的相对表达。
1.2.4  LV-miR-520a 细胞感染

SGC7901细胞接种于6孔板中，培养至细胞达到
80%融合时，分别更换含有30感染复数(multiplicity of 
infection，MOI)的LV-miR-520a和LV-NC细胞培养基
继续培养48 h。real-time PCR检测miR-520a的表达。
1.2.5  胃癌细胞对 DDP 药物敏感性检测

分别取稳定感染LV-miR-520a和LV-NC细胞，
按照5  0 0 0个/孔的密度接种于9 6孔板培养板中，
等细胞完全贴壁后，按浓度梯度0，20，40，60， 
80 μg/mL DDP加入细胞，继续培养24 h后，换新
鲜培养基，同时加入10%的CCK-8试剂，继续培养
2 h后在450 nm处测定各孔吸光度。
1.2.6  Annexin-FITC/PI 双染检测细胞凋亡

分别取稳定感染LV-miR-520a和LV-NC细胞按
照5×10 5个/孔的密度接种于6孔板，等细胞完全贴
壁后，继续培养2 4  h，以胰蛋白酶消化后收集细
胞，然后利用PBS缓冲液重悬获取单细胞悬液。调
整细胞密度至105个/mL，根据说明书利用Annexin 
V-FITC/PI染色试剂避光染色30 min后，立即用流
式细胞术检测细胞凋亡状况并进行分析。
1.2.7  细胞免疫荧光

分别取稳定感染LV-miR-520a和LV-NC细胞按
照5×l05个/孔的密度铺于共聚焦小皿中。等细胞完
全贴壁后，继续培养24 h，弃旧培养基，用PBS轻

tumor experiment data showed that the miR-520a over-expression slowed down the tumor growth in nude mice. 

Conclusion: MiR-520a can inhibit the occurrence and development of gastric cancer and enhance the sensitivity 

of gastric cancer cells to cisplatin. 
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洗3次，4%多聚甲醛固定30 min，用0.5%Triton穿
孔破膜10 min，1%BSA室温封闭30 min，加入Ki-67
一抗，4 ℃孵育过夜，PBS漂洗3次，加入荧光二抗
室温避光孵育2 h，PBS漂洗3次，用DAPI(1:1 000
稀释)染核5 min，PBS漂洗3次，激光共聚焦显微镜
下观察共定位情况并拍照。
1.2.8  Transwell 实验检测细胞侵袭

首先将基质胶与 R P M I  1 6 4 0 培养基按 1 : 3 0 稀
释，将100 μL稀释液均匀铺到Trans wel l小室内部
底面，放置37 ℃环境中1 h。分别用300 μL不含血
清的培养基稀释5 × 1 0 3个已稳定感染LV-m i R - 5 2 0 a
和LV-N C细胞接种至上室，在下室中加入6 0 0  μ L
含20%胎牛血清的RPMI 1640细胞培养基。37 ℃，
5%CO2条件下培养24 h后，取出培养的小室，小心
吸弃小室内培养基，用甲醇固定20 min，用去离子
水清洗小室，凉干后吉姆萨染色1 5  m i n，用湿棉
签擦去上室底部未穿出的细胞，将小室倒置，在
光学显微镜下观察、拍照，每组细胞随机选取5个
200倍视野计数并算出每个视野的细胞平均数。
1.2.9  划痕愈合实验检测细胞迁移

分别取稳定感染LV-miR-520a和LV-NC细胞按
照 5 × 1 0 5个 / 孔的密度接种于 6 孔板，等细胞生长
至完全融合时，用10 μL无菌的枪头在单层细胞划
痕，然后PBS漂洗细胞2次；在培养基进行细胞培
养24 h，置于倒置显微镜下观察。拍照记录划痕宽
度变化情况。
1.2.10  裸鼠皮下成瘤实验

6周龄雄性BALB/c裸鼠购自广东省医学实验动
物中心，饲养于动物房。将稳定感染LV-miR-520a
和LV-NC细胞用无血清培养基制备成单细胞悬液。
选取裸鼠8只，分为LV-miR-520a组和LV-NC组，每

组4只。LV-miR-520a组在右侧臀上部注射稳定感染
LV-miR-520a细胞；LV-NC组在右侧臀上部注射稳
定感染LV-NC细胞；每只裸鼠接种细胞数为5×10 6

个，细胞悬液溶积为100 μL。等有明确的肿瘤形成
后开始，观测至第4 2天，麻醉后处死荷瘤小鼠，
取皮下瘤，称重并拍照。
1.2.11  免疫组织化学检测

将裸鼠皮下瘤组织石蜡包埋，切4 μm切片，脱
蜡后用枸橼酸盐溶液在高压锅中修复5 min，滴加
一抗Ki-67和TUNEL，4 ℃过夜后滴加二抗，DAB
显色后用苏木精复染细胞核，封片并显微镜观察。

1.3  统计学处理

采用SPSS 15.0统计软件进行数据分析。数据
以均数±标准差( x± s)表示。两组数据比较采用非
配对t检验，多组数据比较采用单因素方差分析后
LSD检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  miR-520a 在胃癌中的表达下调，在胃癌 DDP
耐药株中的表达较母细胞珠降低

rea l - t ime PCR检测20对胃腺癌和配对癌旁组
织中miR-520a的表达，结果发现：与癌旁组织比
较，miR-520a在胃癌组织中的表达明显下降，差
异具有统计学意义(P<0.01，图1A)。与正常胃黏
膜上皮细胞G E S - 1相比，m i R - 5 2 0 a在胃癌细胞珠
SGC7901中的表达显著下降，差异具有统计学意义
(P<0.001)；且miR-520a在SGC7901/DDP细胞珠中
的表达较SGC7901细胞珠显著下调，差异具有统计
学意义(P<0.001，图1B)。

图1 miR-520a在胃癌组织和胃癌细胞SGC7901中的表达
Figure 1 miR-520a expression in gastric cancer tissues and gastric cancer SGC7901 cells
(A) miR-520a在胃癌组织中表达低于癌旁组织(n=20)。与癌旁组织比较，**P<0.01。(B) miR-520a在胃癌SGC7901细胞中表达
水平低于正常胃黏膜上皮GES-1细胞(n=4)。与GES-1比较，***P<0.001。
(A) Expression of miR-520a is lower in gastric cancer tissues than adjacent tissues (n=20). **P<0.01 vs adjacent tissues. (B) Expression of 
miR-520a is lower in gastric cancer SGC7901 cells than gastric epithelial GES-1 cells, and lowest in DDP resistant SGD7901/DDP cells 
(n=4). ***P<0.001 vs GES-1 cells. 
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2.2  过表达 miR-520a 促进 SGC7901 细胞对 DDP
的敏感性和细胞凋亡，抑制增殖

用 过 表 达 m i R - 5 2 0 a 的 慢 病 毒 载 体 ( LV- m i R -
520a)和对照病毒载体(LV-NC)感染SGC7901细胞

后，发现与LV-NC组相比，感染LV-miR-520a的细

胞中miR-520a表达明显升高，差异具有统计学意

义(P<0.01)；而感染LV-NC的细胞中miR-520a表达

与对照组相比差异无统计学意义(P>0.05，图2A)。

接着采用CCK- 8分析过表达miR -5 2 0 a的SG C7901

细胞对DDP药物敏感性的影响，实验结果显示：

与 LV- N C 组相比， LV- m i R - 5 2 0 a 组细胞活性显著

降低( P<0.001，图2 B)。使用A nnex in  V-FITC/PI
双染法对细胞凋亡状况进行流式细胞术分析，发

现与 LV- N C 组相比， LV- m i R - 5 2 0 a 组细胞凋亡明

显 增 加 ( P < 0 . 0 1 ； 图 2 C ， 2 D ) 。 通 过 免 疫 荧 光 检

测增殖指数Ki-67的表达，发现与LV-NC组相比，

LV-miR-520a组Ki-67阳性细胞明显降低(P<0.01； 
图2E，2F)。

图2 miR-520a 对SGC7901细胞功能的影响

Figure 2 The function of miR-520a in SGC7901 cells 
(A) real-time PCR确定LV-miR-520a在SGC7901中转染效率结果；(B) miR-520a可提高SGC7901细胞对DDP敏感性；(C，D) 
miR-520a可增加SGC7901细胞凋亡；(E，F) miR-520a过度表达后Ki-67指数降低(×100，n=4)。与LV-NC组比较，**P<0.01。
(A) Transfection efficiency of LV-miR-520a in SGC7901 was confirmed by real-time PCR; (B) miR-520a increased the sensitivity of 
SGC7901 cells to DDP; (C, D) miR-520a over-expression increased apoptosis in SGC7901 cells; (E, F) Ki-67 index was decreased after 
miR-520a over-expression (×100, n=4). **P<0.01 vs LV-NC group.
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2.3  miR-520a 在体外抑制胃癌细胞侵袭和迁移

通 过 Tr a n s w e l l 实 验 和 划 痕 愈 合 实 验 观 察 过

表 达 m i R - 5 2 0 a 对 S G C 7 9 0 1 细 胞 侵 袭 和 迁 移 的 影

响，发现与LV-N C组相比，过表达m i R - 5 2 0 a抑制

SG C 7 9 0 1细胞侵袭和迁移，差异均有统计学意义

(P<0.01，图3)。

2.4  miR-520a 抑制胃癌细胞在裸鼠体内的生长

裸鼠皮下成瘤实验结果显示：与LV-N C组相

比， LV- m i R - 5 2 0 a 组小鼠成瘤的重量较轻，差异

有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 1 ， 图 4 A ) 。 对 皮 下 成 瘤 组

织 进 行 K i - 6 7 免 疫 组 织 化 学 检 测 发 现 ： 与 LV- N C
组相比，LV- m i R - 5 2 0 a组小鼠K i- 6 7阳性细胞数较

少 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 1 ； 图 4 B ， 4 C ) 。

对 皮 下 成 瘤 组 织 进 行 T U N E L 免 疫 组 织 化 学 检 测

显 示 ： 与 L V- N C 组 相 比 ， L V- m i R - 5 2 0 a 组 小 鼠

T U N E L 阳 性 细 胞 数 较 多 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.01；图4D，4E)。

图3 miR-520a过表达抑制SGC7901细胞的侵袭和迁移

Figure 3 miR-520a over-expression inhibits the invasion and migration in SGC7901 cells

(A，B)Transwell检测细胞侵袭(×200)；(C，D)细胞划痕检测细胞迁移(比例尺100 μm，n=4)。与LV-NC组比较，**P<0.01。

(A, B) Cell invasion was detected by transwell assay (×200); (C, D) Cell migration was detected by wound healing assay (scale bar: 100 
μm, n=4). **P<0.01 vs LV-NC group.
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3  讨论

众 多 研 究 [ 3 - 4 ]发 现 m i R N A 表 达 失 常 与 众 多 肿

瘤发病进展相关。且有研究 [ 8 - 1 1 ]发现m i R - 5 2 0 a在

肝癌、食管鳞癌、乳腺癌和伯基特淋巴瘤细胞中

表达降低，而过表达miR-520a能抑制肝癌、食管

鳞癌、乳腺癌和伯基特淋巴瘤细胞恶性生物学行

为，但其在胃癌中的作用尚不清楚。本研究结果

显示：miR-520a在胃癌组织和胃癌SGC7901细胞中

表达也降低，提示miR-520a可能也是胃癌的抑制

剂。进一步通过慢病毒感染胃癌SG C 7 9 0 1细胞构

建miR-520a过表达的SGC7901细胞功能实验发现：

过表达miR-520a能抑制胃癌细胞增殖、侵袭和迁

移，并促进细胞凋亡。同时，过表达miR-520a的

SGC7901细胞在裸鼠皮下形成的异种移殖瘤中生长

速度较慢。这些结果确认了miR-520a是胃癌的抑

制剂。

大部分胃癌患者临床采用肿瘤切除术后辅以

铂类药物为主的化学药物治疗(简称化疗)作为胃

癌的治疗方法 [12]。但部分胃癌患者在化疗一段时

间后会产生化疗耐药 [13]，若加大化疗剂量会增大

化疗不良反应。因此，增加顺铂化疗敏感性，对

患者治疗效果、预后和减少化疗不良反应具有重

大意义。在胃癌的研究中，许多影响胃癌细胞化

疗敏感性的基因受到miR NA的调控 [14-15]。如miR-
218通过survivin增强胃癌细胞顺铂敏感性[14]，miR-
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图4 miR-520a过表达在体内抑制肿瘤生长

Figure 4 miR-520a over-expression inhibits tumor growth in vivo

(A) miR-520a过表达细胞形成的皮下肿瘤明显轻于LV-NC组；(B，C) miR-520a过表达后Ki-67指数降低(×100)。(D，E) miR-

520a过表达后TUNEL指数升高(×100，n=4)。与LV-NC组比较，**P<0.01。

(A) Subcutaneous tumors formed by miR-520a over-expression cells are lighter than LV-NC group; (B, C) miR-520a over-expression 

tumor cells exhibits lower Ki-67 index (×100). (D, E) miR-520a over-expression tumor cells exhibits higher TUNEL index (×100, n=4). 

**P<0.01 vs LV-NC group.
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200c通过锌指结构蛋白2(zinc-f inger E-box-binding 
h o m e o b o x 2，Z E B 2 )抑制胃癌细胞顺铂耐药性 [ 1 5 ]

等。本研究发现：miR-520a在GC7901/DDP细胞中

低表达，过表达miR-520a能导致SG C7901细胞对

DDP的敏感性增强，提示miR-520a是胃癌细胞顺铂

化疗中的增敏剂，但具体机制有待进一步研究。

综上，miR-520a在胃癌组织及胃癌细胞中表达

明显降低，miR-520a过表达可抑制胃癌细胞发生与

发展，并且能提高胃癌细胞对顺铂的敏感性。
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