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[摘要] 目的 分析miRNA-296-5p在癌旁组织和肿瘤组织中的表达差异，并研究miRNA-296-5p抑制胃癌细胞凋亡

的机制。方法 采用实时荧光定量PCR检测5 例胃癌患者胃癌组织和相应的癌旁组织中的miRNA-296-5p的表达水

平；应用miRNA-296-5p mimic、miRNA-296-5p inhibitor和阴性对照分别转染BGC-823和MGC-803细胞，通过CCK-

8检测细胞的增殖水平，通过流式细胞术检测细胞凋亡水平；采用蛋白印迹技术检测BOK蛋白表达水平；采用双荧光

素酶实验验证miRNA-296-5p和BOX之间的关系。结果 与癌旁组织相比，miRNA-296-5p在胃癌组织中明显升高

（t=-6.37，P＜0.05），且与BOK蛋白表达呈负相关。miRNA-296-5p过表达之后，明显抑制MGC-803和BGC-823细胞

凋亡；miRNA-296-5p表达下降之后，MGC-803和BGC-823细胞的凋亡水平明显升高。实时荧光定量PCR和West-

ern-blot结果表明miRNA-296-5p过表达之后，BOK蛋白的表达水平明显降低，而miRNA-296-5p被抑制之后，BOK蛋

白的表达水平明显升高。双荧光素酶报告实验显示，miRNA-296-5p靶向BOK的miRNA的3'非编码区。结论 相较

于癌旁组织，miRNA-296-5p在胃癌组织中高表达，通过抑制BOK的蛋白水平实现促进胃癌进展，从而降低胃癌细胞

的凋亡水平。
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miRNA-296-5p inhibits apoptosis of gastric cancer cells through targeting BOK TANG Guojun，WU Jun，WU

Zhangqiang，et al.Department of Gastrointestinal Surgery，Zhejiang Jinhua Guangfu Cancer Hospital，Jinhua 321000，China.

[Abstract] Objective To detect the expression of miRNA-296-5p in adjacent tissues and tumors and explore the

mechanism of miRNA-296-5p inhibiting the gastric cancer（GC）cells apoptosis. Methods The expressions of miRNA-

296-5p in 5 gastric cancer tissues and adjacent tissues were detected by real-time fluorescent quantitative PCR.BGC-823

and MGC-803 cells were transfected with miRNA-296-5p mimic，microNRA-296-5p inhibitor and negative control re-

spectively.The proliferation level of cells was detected by CCK-8，and the apoptosis level of cells were detected by flow cy-

tometry.Western blotting was used to detect the expression of BOK protein.Double fluorescein plum assay was taken to ver-

ify the relationship of miRNA-296-5p and BOX. Results The expression level of miRNA-296-5p in tumor tissue was

higher than that in adjacent tissues（t=-6.37，P＜0.05），and it was negatively related to the expression of BOK protein.

Overexpressed miRNA-296-5p significantly inhibited the apoptosis of MGC-803 and BGC-823 cells，while inhibited miR-

NA-296-5p significantly increased the apoptotic of MGC-803 and BGC-823 cells.The results of realtime-PCR and West-

ern-blot showed that overexpressed miRNA-296-5p significantly reduced the expression level of BOK protein，and vice

versa.The double luciferase report experiment showed that the miRNA-296-5p directly target the 3’UTR region. Conclu⁃
sion Compared with the adjacent tissues，miRNA-296-5p is highly expressed in gastric cancer.Its role in promoting the

development of GC was achieved by inhibiting BOK protein，so thus reducing the apoptotic level of gastric cancer cells.
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤，在恶性肿瘤中

的发病率居于第 4位，但却是癌症相关的第 1位死

亡原因[1]。然而，其内在机制尚需要进一步研究。
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miRNAs是一类长度介于21~23nt的非编码RNA，通

过结合于mRNA的 3’非编码区来抑制或者降解靶

基因的mRNA。有研究指出，miRNA-27b可以抑制

B淋巴肿瘤细胞的增殖，并且通过PI3K/AKT通路抑

制肿瘤细胞凋亡[2]，而在胃黏膜上皮细胞的研究中

显示，miRNA-101可以通过Nrf2/ARE通路控制细胞

的凋亡和增殖水平[3]。

miRNA-296-5p来自于人20号染色体q13.32的
基因位点，是细胞增殖、凋亡和血管生成的重要调

节因子[4]。在既往研究中显示，miRNA-296-5p能够

促进子宫、前列腺、肺部和乳腺等部位恶性肿瘤的

发展[5,6]。因此，本次研究探究miRNA-296-5p在癌

细胞中的作用，并初步探寻其可能的机制，明确胃

癌的发生发展机制，为胃癌的临床治疗提供新的

思路。

1 材料与方法

1.1 实验标本 选择 2018年 1 月至 6 月期间在浙

江金华广福肿瘤医院行胃癌根治术手术患者5例，其

中男性 3 例、女性 2 例；年龄 40～65 岁，平均年龄

（48.80±9.52）岁。临床标本在手术室收集后立即置

于-80 ℃保存，共10份，其中5份胃癌标本和5份癌旁

组织。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人胃癌细胞株MGC-803和BGC-
823 购自上海生科院典藏细胞库，用DMEM培养基

和 10% 胎牛血清，100 U/ml 双抗（英潍捷基）培养，

放置在 37°C 、5% CO2的培养箱中。

1.2.2 细胞转染 加入 2 µmol /L miRNA-296-5p
mimic（由中国锐博生产）或者miRNA-296-5p in⁃
hibitor（由中国锐博生产）和阴性对照（由中国锐博

生产）和 Lipofectamine2 000（由 thermo scientific 生

产）转染胃癌细胞株。

1.2.3 RNA提取和实时荧光定量 PCR 应用miR⁃
Neasy Mini Kit（由 Qiagen 生产）提取 RNA。miR⁃
NA-296-5p和U6逆转录和荧光定量PCR的引物由

中国锐博生物科技公司生产。BOK的引物序列见

表 1。逆转录试剂盒应用PrimeScript RT reagent kit
（由TaKaRa生产）。U6和actin的表达作为内参。

表1 BOK的引物序列

引物

BOK

actin

上游

CCGAGATCATGGACGCCTTT

CTCCATCCTGGCCTCGCTGT

下游

TGCCTGCAGAGAAGATGTGG

GCTGTCACCTCCACCGTTCC

1.2.4 细胞增殖实验 应用CCK-8进行细胞增殖

实验，MGC-803 细胞和 BGC-823 细胞（3×103个/
孔）被种植在 96孔板中，每个孔加入 100 ml DNME
培养基。并在0 h、24 h、48 h、72 h在每个孔中加入

10 μl CCK-8溶液，在450 nm检测吸光度。

1.2.5 细胞凋亡检测 细胞凋亡检测采用Annexin
V-FITC 凋亡检测试剂盒（由BD Biosciences生产）。收

集5×104 个细胞，并按照指导手册进行染色，并在流式细

胞仪上进行检测。所有的实验进行3 次独立重复实验。

1.2.6 双荧光素酶实验 BOK的 3’非编码区和突

变的BOK 3’非编码区被克隆进pGL3/luciferase载体

的下游。用miRNA-296-5p mimic+pGL3/luciferase
载体和阴性对照+pGL3/luciferase 载体加入 MGC-
803细胞，48 h后收集细胞，磷酸盐缓冲液冲液清洗

3 次后裂解细胞，收集10 μl上清液混合100 μl Lu⁃
ciferase Assay Reagent Ⅱ，检测荧光强度，之后加入

100μl stop glo reagent，检测海肾荧光强度。所有的

实验进行3次独立重复实验。

1.2.7 蛋白印迹实验 细胞收集后用细胞裂解液裂

解，每个蛋白孔道加入 20 μg 蛋白，并用 8% SDS-
PAGE 胶分离，并把蛋白转移到PVDF膜，之后用5%
的脱脂牛奶在室温下封闭1 h，用TBST洗脱3 次，每

次5 分钟，用BOK抗体孵育（1：1000稀释），一抗稀释

液在 4°C与PVDF膜过夜结合。之后用 anti-rabbit
IgG在室温下结合2 h。内参选用β-actin。根据曝光

液 enhanced chemiluminescent substrates使用说明书

进行蛋白检测。所有的实验进行3 次独立重复实验。

1.3 统计学方法 应用SPSS 18.0软件对数据进行

统计分析。计量资料以均数±标准差（x±s）的形式

描述，计量资料采用 t检验，计数资料采用 χ2检验。

设P＜0.05为差异具统计学意义。

2 结果

2.1 miRNA-296-5p在胃癌组织和癌旁组织中的表

达比较 miRNA-296-5p在胃癌组织中的表达水平

为 2.90±0.36，明显高于在癌旁组织中的表达水平

（1.02±0.03），差异有统计学意义（t=-6.37，P＜0.05）。
2.2 miRNA-296-5p对胃癌细胞增殖和凋亡的影响

见图1、封二图2
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由图 1 a、b 可见，BGC-823 和 MGC-803 转染

miRNA-296-5p mimic、inhibitor及其阴性对照，转染

成功。由图 1 c和 d可见，在BGC-823和MGC-803
中上调miRNA-296-5p后，细胞增殖水平明显升高，

在BGC-823和MGC-803中下调miRNA-296-5p后，

细胞增殖水平明显降低。

由封二图 2 a可见，上调miRNA-296-5p后，细

胞凋亡水平明显降低；由封二图2 b可见，下调miR⁃
NA-296-5p后，细胞凋亡水平明显升高。

2.3 miRNA-296-5p 靶向 BOK 的 mRNA 的 3’非编

码区见图2
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图2 miRNA-296-5p靶向BOK的mRNA的3'非编码区
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由图 2 a可见，BOK 可能是 miRNA-296-5p 的

靶基因。由图 2 b 可见，相比较于阴性对照，BOK
的 3’非编码区突变之后荧光强度没有改变。由图

2 c 可见，在 MGC-823 和 BGC-803 细胞中，上调

miRNA-296-5p 之后，BOK 的 mRNA 表达水平降

低，相反，下调miRNA-296-5p之后，BOK的mRNA

的表达水平升高；由图 2 d 可见，过表达 miRNA-
296-5p 之后，BOK 蛋白的表达水平降低，而抑制

miRNA-296-5p的表达水平之后，BOK的表达水平

升高。

2.4 miRNA-296-5p和 BOK 在胃癌组织和癌旁组

织中的表达水平见图3
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图3 miRNA-296-5p和BOK在胃癌组织和癌旁组织中的表达水平

由图3可见，在5对组织样本中，相比较于癌旁

组织，BOK在胃癌组织中明显降低，而miRNA-296-
5p的表达水平正好相反，在正常组织中表达水平明

显降低，而在胃癌组织中明显升高。

3 讨论

在中国，确诊胃癌时大部分已经是中晚期，尽

管近年来手术以及术后放化疗以及靶向药物不断

进展，但是其 5年生存率仍然在 30%~40%[7]。胃癌

的进展包含了多条信号通路的失调，其中凋亡水平

的改变是一个重要的方面。在最近的研究中发现，

Avicularin 通过 BAK 和 BOK 逆转了胃癌多耐药[8]。

本次研究旨在研究BOK对于胃癌细胞凋亡的影响

以及其调节因素。

BOK属于Bcl-2家族，是执行线粒体途径凋亡

的重要因子[9]。根据之前的研究结果显示，BAX和

BAX 对于线粒体孔道的形成具有关键作用，而

BOK不具有独立执行线粒体凋亡的功能。本次研

究发现BOK在肿瘤组织中的表达水平明显低于癌

旁组织，提示了可能的肿瘤抑制功能，而且这种功

能可能和胃癌细胞的凋亡相关。miRNAs 是重要

的短链非编码 RNA，通常在肿瘤形成过程中出现

表达异常。其功能类似于转录因子，通过与mRNA
结合并降解结合的mRNA，从而参与了肿瘤的发生

发展过程[10]。多个研究显示，miRNAs 参与了胃癌

的增殖、凋亡、转移和耐药[11～13]。其中，miRNA-
296-5p 在一些其他的恶性肿瘤中表现为致瘤因

子。在食管癌中，高表达的miRNA-296-5p代表着

较差的预后，而在体内和体外的实验证实降低

miRNA-296-5p 的表达水平能够抑制肿瘤细胞的

增殖[14]。Li等[15]研究显示miRNA-296-5p能够通过

抑制 CDX1 蛋白的表达，从而促进胃癌细胞的增

殖，但是其在胃癌细胞的凋亡中的机制仍然未知。

本次研究通过检测胃癌细胞的 BOK 蛋白水平和

miRNA-296-5p水平的关系，并进一步通过双荧光

素梅实验验证了miRNA-296-5p通过结合 BOK的

3’非编码区来降解 BOK 的 mRNA，从而降低胃癌

细胞中BOK的蛋白表达水平。另外本次研究结果

显示，miRNA-296-5p 在肿瘤组织中高表达，在癌

旁组织中低表达。因此，本次研究认为在胃癌细

胞中 miRNA-296-5p 靶向 BOK 蛋白，并且通过

BOK参与了细胞凋亡。

综上所述，本研究发现miRNA-296-5p在胃癌

组织中高表达，并且在细胞水平证实高表达的miR⁃
NA-296-5p抑制胃癌细胞凋亡，其作用可能是通过

BOK而实现的。
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