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Abstract: Objective  To investigate how oxaliplatin regulates the MAPK pathway and inhibits the 
proliferation of gastric cancer cells. Methods  From NCBI, TargetScan, StarBase and miRBase databases 
were used to perform GO analysis and KEGG pathway enrichment in DAVID analysis, to find related 
miRNAs and predict their target genes. The proliferation, cell cycle, invasion and protein expression of 
SGC-7901 cells were analyzed by Real-time PCR, MTT, Hoechst33258, flow cytometry, scratch assay and 
Western blot, respectively. Results  miR-7-5p expression was significantly downregulated in gastric cancer 
cells. RAF1 and miR-7-5p were co-targeted. The apoptosis of SGC-7901 cells was promoted, the percentage 
of G1 phase cells and the expression of caspase3 and caspase9 were increased, while the percentage of G2 

phase cells and the ratio of Bcl-2/Bax protein were decreased in miR-7-5p mimics and oxaliplatin (OXA) 
groups(P<0.05). Conclusion  Both overexpression of miR-7-5p and oxaliplatin could promote the apoptosis 
of gastric cancer SGC-7901 cells, suggesting that oxaliplatin may promote the apoptosis of SGC-7901 cells 
and reduce the rates of invasion and migration by up-regulating miRNA-7-5p.
Key words: miR-7-5p; Oxaliplatin; Gastric cancer; Apoptosis; Invasion
摘  要：目的  探讨奥沙利铂如何调控MAPK通路，抑制胃癌细胞的增殖。方法  NCBI检索文献，利

用TargetScan、StarBase和miRBase数据库，进行GO分析与KEGG通路富集，找到相关miRNAs，预测靶

基因。应用Real-time PCR、MTT、Hoechst33258、流式细胞术、细胞划痕实验、Western blot等方法分析

人胃癌SGC-7901细胞的增殖、细胞周期、侵袭及蛋白表达情况。结果  胃癌细胞中miR-7-5p显著低表

达，RAF1与miR-7-5p存在互靶关系。miR-7-5p mimics与奥沙利铂均可促进SGC-7901细胞的凋亡，提高

G1期细胞百分率（P<0.05），降低侵袭、迁移速度。caspase3、caspase9蛋白表达升高，Bcl-2/Bax比值降

低（P<0.05）。结论  过表达miR-7-5p与奥沙利铂均可促进胃癌SGC-7901细胞的凋亡，提示奥沙利铂可

能通过上调miRNA-7-5p促进SGC-7901细胞的凋亡，降低侵袭、迁移速度。

关键词：miR-7-5p；奥沙利铂；胃癌；凋亡；侵袭

中图分类号： R735.2                                        开放科学(资源服务)标识码(OSID)：

收稿日期：2019-05-27；修回日期：2019-12-30
基金项目：辽宁省自然科学基金（2013022007）
作者单位：1. 121000 锦州，锦州医科大学病理学与病理

生理学教研室；2. 121000 锦州，锦州医科大学附属第三医院病
理科；3. 130021 长春，吉林大学药学院实验药理与毒理教研室

通信作者：陈素贤（1972-），女，博士，副主任医
师，主要从事消化道肿瘤的研究，E-mail: csxsjpx@163.com

作者简介：谷泽慧（1993-），女，硕士在读，主要从
事胃肠道肿瘤的药物治疗研究

·基础研究·

0  引言
胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，据

2019年发布的全球癌症统计报告结果显示，全球胃

癌发病例数约103.4万，死亡例数为75.3万，分别居

全球第五位和第三位，居我国第三位和第二位[1-2]。

胃癌的早期诊治与预后密切相关，同时其转移、复

发及耐药性与疗效及预后密切相关[3]。传统的治疗

手段效果并不显著，5年生存率仅为40%，而伴有远

处转移的患者5年生存率低于5%[4]，进展期胃癌患

者的中位生存时间仅11月左右[5]。近年来，以肺癌、

乳腺癌和结肠癌[6-8]为代表的实体肿瘤中，分子靶向

治疗取得了较好疗效。不同miRNA的靶基因表达量

也不同[9]。说明胃癌的发生与miRNA、靶基因密切
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相关，本研究旨在挖掘伴随胃癌发生相关的miRNA
与靶基因，从新的角度识别核心基因和miRNA。

1  材料与方法
1.1  实验材料

人胃癌SGC-7901细胞株（由吉林大学白求恩医

学院生命科学院实验室馈赠，本实验室冻存储备）、

NCBI、Targetscan、StarBase和miRBase数据库。

1.2  主要试剂

miR-7-5p mimics、miR-7-5p mimics NC、miR-
7-5p inhibitor、miR-7-5p inhibitor NC和转染试剂购

自苏州吉玛基因股份有限公司；注射用奥沙利铂

（OXA）购自江苏恒瑞医药股份有限公司；兔抗人

Bax、Bcl-2、caspase-3、caspase-9一抗购自中国武汉

爱博泰克生物科技有限公司；辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；DMEM高糖培养基购自美国Hyclone公司；胎牛

血清购自浙江天杭生物科技股份有限公司；噻唑蓝染

液（MTT）、超敏ECL化学发光试剂盒和二甲基亚砜

（DMSO）购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司；荧

光定量PCR试剂盒购自北京全式金生物技术有限公

司； Hoechst33258染色液购自中国碧云天生物技术有

限公司；流式细胞周期检测试剂盒购自美国BD公司。

1.3  主要仪器

超净工作台购自美国Thermo Forma公司；Strata 
Gene Mx3000P荧光实时定量分析系统购自美国Agi-
lent Technologies公司；mini-protean小垂直板电泳系

统购自美国Bio-Rad Laboratories Inc公司；Molecular 
Devices; E-CLIPSE 80i显微镜购自日本Nikon Instru-
ments Inc公司；CO2恒温培养箱购自美国SIM公司。

1.4  细胞体外培养

SGC-7901细胞于含10%胎牛血清的DMEM
高糖培养基进行培养，置于37℃、5%CO2培养箱

中，两天换液一次，0.25%胰蛋白酶消化，每周传

代3次，取对数生长期细胞用于实验。

1.5  生物信息学方法

通过NCBI-pubmed数据库检索出MAPK家族与

胃癌细胞凋亡相关的基因和miRNA，生物信息学

软件TargetScan、StarBase和miRBase数据库进行互

靶验证并取交集，找到互靶关系良好的miRNA与

靶基因，通过DAVID分析中GO分析与KEGG通路

富集，找到评分较高保守性良好的作为研究对象。

1.6  Real-time PCR检测转染是否成功及时间节点

待细胞单层占孔底的70%~80%时进行转染，

8 h更换有血清培养液培养，24 h后收样，提取各组

SGC-7901细胞miRNA，配置反转录反应液，反转

录合成cDNA，配成20 μl的稳定体系，37℃水浴锅

孵育60 min，85℃加热5 s失活RT Enzyme Mix。采

用Real-time PCR试剂盒，配置20 μl的Real-time PCR
反应体系，检测Ct值，利用2-ΔΔCt公式计算miR-7-5p
的相对表达量，引物序列见表1。分别计算24、36、

48 h miR-7-5p的相对表达量。实验重复三次。

1.7  实验及药物处理分组

奥沙利铂（OXA），4℃保存，实验时现用现配，

用无血清培养液稀释。实验分为六组：空白对照组

（药物浓度为0 μmol/L）、过表达组（miR-7-5p mim-
ics）、过表达阴性对照组（miR-7-5p mimics NC）、沉

默组（miR-7-5p inhibitor）、沉默阴性对照组（miR-7-
5p inhibitor NC）和OXA组（药物浓度33 μmol/L）。

1.8  实验方法

1.8.1  Real-time PCR验证miR-7-5p与RAF1靶向关

系  一块6孔板分别加入1 ml无血清培养液和1 ml 
RAF1抑制剂（6 nmol/L浓度处理），另一块6孔板

中三孔分别加miR-7-5p mimics、miR-7-5p mimics 
NC为5 μl和无血清培养液，提取细胞总RNA，反

转录生成cDNA，Real-time PCR实验分析，测出相

应的Ct值。利用2-ΔΔCt公式计算mRNA的相对表达

量，GAPDH作为内参。实验重复三次。

1.8.2  MTT法检测细胞增殖能力  每孔200 μl接种于

96孔细胞培养板中，每组设7个复孔，培养44 h，吸去培

养液，每孔加入MTT溶液（5 mg/ml）200 μl，继续培养

4 h，小心吸去MTT溶液，按照每孔150 μl加入DMSO，

摇床上摇晃15 min，使结晶充分溶解，于酶标仪上检

测490 nm波长检测相应的OD值。实验重复三次。

1.8.3  Hoechst33258核染色法检测细胞凋亡形

态  收样后使用Hoechst33258染色液染色，抗荧光

淬灭封片液封片后，于荧光显微镜下观察细胞凋

亡形态变化情况，Images Advanced3.2成像系统采

表1  Real-time PCR检测基因的引物序列
Table 1  Primer sequences detected by Real-time PCR
Genes Forward(5’-3’) Reverse(5’-3’)
miR-7-5p TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGTAAA ACGACGCCACCAATCCT
RAF1 GGGAGCTTGGAAGACGATCAG ACACGGATAGTGTTGCTTGTC
U6 CTCGCTTCGGCAGCACATATACT ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC
GAPDH CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
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集图像，实验重复三次。

1.8.4  流式细胞术检测细胞周期  收样，1000 r/min
离心5 min，弃培养液，1 ml PBS洗涤后，加入预

冷的70%乙醇溶液，4℃固定至少18 h，离心弃固

定液，PBS清洗一次，弃PBS，加入0.5 ml PI染

液，37℃避光孵育30 min后重悬细胞，1 h内流式

细胞仪检测细胞周期，实验重复3次。

1.8.5  划痕愈合实验检测细胞迁移能力  细胞单层

融合度接近100%孔底时，用200 μl的黄枪头垂直在

细胞上划线，PBS洗去漂浮的细胞，转染加药，放

置于37℃的CO2恒温培养箱中培养48 h，显微镜下观

察细胞划痕愈合情况，拍照保存，实验重复三次。

1.8.6   Western  blot检测相关分子蛋白表达水

平  收样后，经消化、洗涤、裂解、煮沸、离心，

收集蛋白，上样，进行SDS-PAGE凝胶电泳，湿转

法转膜至PVDF膜上，5%的脱脂奶粉封闭1 h，一

抗（1:2 000）4℃孵育过夜，TBST洗膜后加入对

应的二抗（1:5 000），超敏ECL化学发光试剂盒

检测杂交信号，Image Quant LAS 4000 Mini凝胶成

像仪自动曝光，分析灰度值，实验重复三次。

1.9  统计学方法

采用SPSS22.0处理数据，数据符合正态分布

并经方差齐性检验，数据以（x±s）表示，不同组

间miR-7-5p的表达差异比较使用t检验，两两之间

比较采用LSD检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  生物信息学实验结果

通过NCBI-pubmed进行文献检索，共筛选出

27个miRNA和66个基因存在于MAPK家族当中并

与人类胃癌紧密相关，且具有显著的作用。

2.1.1  胃癌相关miRNA靶基因的预测  利用生物

信息学软件TargetScan、StarBase和miRBase数据库

进行靶向关系验证并取交集，有四对互靶关系评

分较高且保守性良好，见表2。

2.1.2  胃癌相关miRNA靶基因的功能  发现有且

仅有miR-7-5p—RAF1这一对存在于MAPK家族之

中，RAF1可能通过其674-681位碱基与miR-7-5p的

3’UTR高度互补结合，见图1。

2.2  Real-time PCR检验转染是否成功、转染时间

节点及miR-7-5p与RAF1靶向关系

miR-7-5p在胃癌SGC-7901细胞中的表达显

著降低（P=0.001），见图2A。 miR-7-5p mimics
与Control和miR-7-5p mimics NC组相比显著升高

（P=0.029），证明转染成功，见图2B。转染24、

表2  基因与miRNA的相互靶标关系
Table 2  Targeting relation between gene and miRNA
Genes     miRNA Context++Score percentile PCT

KSR1 miR-7-5p 99 0.86
RAF1 miR-7-5p 99 0.84
TGFBR1 miR-181a-5p 90 0.75
NRP1 miR-181a-5p 80 0.41

图1  KEGG通路富集分析结果前二十名
Figure 1  Top 20 of pathway enrichment by KEGG

36和48 h，miR-7-5p在胃癌SGC-7901细

胞中的表达逐渐升高，故将48 h作为转

染的时间结点，见图2C。RAF1在胃癌

SGC-7901细胞中的表达上调（见Control
组），对miR-7-5p过表达后RAF1呈下降

趋势（P=0.002），见图3A，且使用RAF1
抑制剂后，miR-7-5p的相对表达量明显升

高（P=0.048），见图3B。说明miR-7-5p与

RAF1存在互靶关系。

2.3  OXA、miR-7-5p过表达及沉默对各

组细胞的生长抑制情况

miR-7-5p过表达（miR-7-5p mimics）、

沉默（miR-7-5p inhibitor）及给药处理

48 h后，与对照组相比，miR-7-5p mim-
ics和OXA组抑制胃癌SGC-7901细胞的

生长，且miR-7-5p mimics组抑制作用更

显著（P=0.004，P=0.002），miR-7-5p 
inhibitor促进胃癌SGC-7901细胞的生长

（P=0.045），见表3。

2.4  细胞凋亡的形态学观察
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OXA组均可见到此种凋亡细胞的表现，见图4。

2.5  miR-7-5p及OXA对胃癌细胞周期的影响

转染及给药处理48 h后，与对照组相比，miR-
7-5p mimics组与OXA组周期进程减慢，G0/G1期

百分率增加，G2/M期百分率降低，说明miR-7-5p 
mimics与OXA均具有减慢细胞周期从而抑制胃癌

细胞SGC-7901增殖的作用，而miR-7-5p inhibitor作
用相反（P=0.002, P=0.000），见图5。

2.6  细胞划痕愈合情况

转 染 及 给 药 处 理 4 8  h 后 ， 与 C o n t r o l 组 相

比，miR-7-5p  inh ib i to r组侵袭转移能力增强

（P=0.001），而miR-7-5p mimics与OXA组细胞侵

袭转移能力降低（P=0.022），见图6。

2.7  相关分子蛋白含量检测结果

图3  Real-time PCR法检测胃癌SGC-790细胞中miR-7-5p
和RAF1的表达(A)及互靶关系(B)
Figure 3  miR-7-5p, RAF1 expression(A) and their 
correlation(B) detected by Real-time PCR

表3  OXA和miR-7-5p mimics组抑制胃癌SGC-7901细胞的
生长 (x±s, n=7)
Table 3  OXA and miR-7-5p mimics group inhibited the 
growth of gastric cancer SGC-7901 cells (x±s, n=7)
Groups  OD
Control (0μmol/L OXA) 0.910±0.071
miR-7-5p mimics 0.489±0.023
miR-7-5p mimics NC 0.894±0.040
miR-7-5p inhibitor 1.081±0.077
miR-7-5p inhibitor NC 0.903±0.042
OXA (33μmol/L OXA) 0.541±0.058

A :  C o n t r o l ;  B :  m i R - 7 - 5 p 

mimcs; C: miR-7-5p mimics 

NC; D: miR-7-5p inhibitor; E: 

miR-7-5p inhibitor NC; F: OXA 

33 μmol/L. 

图4  SGC-7901细胞33258
核染色形态观察 (×200)
Figure 4  33258 nuclear 
staining morphology of 
SGC-7901 cells (×200)

转染及给药处理48 h后，经过Hoechst33258染
色，荧光显微镜下显示，正常细胞的细胞核呈弥散

均匀蓝色荧光，而凋亡细胞的细胞核浓染致密，或

呈颗粒碎块状，颜色发白发亮。miR-7-5p mimics和

图2  Real-time PCR法检测胃癌SGC-790细胞中miR-7-5p的表达(A)、验证转染效果(B)及转染时的节点(C)
Figure 2  miR-7-5p expression(A) in SGC-7901, transfection efficiency(B) and transfection time node(C) detected by Real-time PCR
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Western blot实验灰度值分析表明：与Control
组相比，miR-7-5p mimics及OXA可显著上调cas-
pase-3、caspase-9、Bax及下调Bcl-2、p-RAF1的蛋白

表达水平（均P<0.05）, 且呈剂量相关性，见图7。

3  讨论
microRNA（miRNA）是一种在真核生物中普

遍存在的具有调控功能的内源性小分子RNA。自

1993年首次在秀丽隐杆线虫体内发现miRNA编码

基因-lin-4基因之后[10]，相继在果蝇、植物以及人

的多种组织中发现了它的存在[11]。正常细胞中，

miRNA通过与靶基因mRNA特异性结合，促使靶

基因mRNA的降解或者翻译抑制，从而调节细胞

的增殖、分化以及凋亡等多种生理学过程。而在

肿瘤细胞中，某些miRNA可以影响正常的信号转

导，通过调控下游基因的表达来调节细胞增殖、

分化以及凋亡等生理学过程，进而在肿瘤发生

发展中起到类似促癌基因或抑癌基因的作用[12]。

miR-7位于第15号染色体上，是一种高度保守的小

分子RNA，miR-7与癌症的发生发展有着非常紧密

的关系，在多种肿瘤细胞中呈异常表达，如神经

肿瘤、宫颈癌、膀胱癌和肝癌等[13-16]。作为miR-7
的重要分支，miR-7-5p发挥着非常重要的作用。

奥沙利铂作为临床上常用的抗肿瘤药物，在

图6  细胞划痕实验检测SGC-7901细胞的愈合形态
Figure 6  Morphology of SGC-7901 cells detected by scratch healing  assay

A: Control; B: miR-7-5p mimics; C: miR-7-5p mimics NC; D: miR-7-5p inhibitor; E: miR-7-5p inhibitor NC; F: OXA 33 μmol/L. 

图5  流式细胞术检测不同组SGC-7901细胞的细胞周期 (x±s, n=3)
Figure 5  SGC-7901 cell cycle detected in different groups by flow cytometry (x±s, n=3)

1: miR-7-5p mimics; 2: miR-7-5p mimics NC; 3: miR-7-5p inhibitor;   
4: miR-7-5p inhibitor NC; 5: OXA; 6: Control.

图7  Western blot检测SGC-7901细胞中Bcl-2、Bax、
Cleaved-caspase-3、Cleaved-caspase-9、RAF1和p-RAF1
的表达
Figure 7  Bcl-2, Bax, Cleaved-caspase-3, Cleaved-
caspase-9, RAF1 and p-RAF1 expression in SGC-7901 cells 
detected by Western blot
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疗效方面发挥着重要的作用，虽主要作用于患者

肿瘤病灶，但长期使用会造成血液毒性、肾毒性、

耳毒性及全身损害等严重不良反应[17-18]，寻找可以

替代的低毒药物或者分子层面的治疗成为了一个

新思路。本实验结果显示，过表达组与奥沙利铂

组均会促进胃癌SGC-7901细胞的凋亡，减慢细胞

周期进程，将大量细胞维持在G0/G1期。Cleaved-
caspase3和Cleaved-caspase9蛋白表达量显著升高，

当caspase家族被激活后，在caspase前体的N-端前

肽和大亚基之间的特定位点被水解去除N-端前肽，

然后在大小亚基之间切割释放大小亚基，进而形

成两两组成的有活性的异四聚体。此时caspase3对

执行者caspase9进行切割并使之激活，caspase9通

过对caspase靶蛋白的水解，导致细胞发生凋亡。

说明miR-7-5p mimics与OXA均可促进胃癌细胞的

凋亡，且miR-7-5p mimics与OXA组间差异无统计

学意义，在抑制胃癌细胞的增殖方面无明显差异。

本实验通过前期生物信息学理论基础与Real-time 

PCR实验验证，miR-7-5p与RAF1存在互靶关系，

且有证据表明，荧光素酶活性测定实验鉴定RAF1
是miR-7-5p的直接靶点[19]。Western blot结果也显示

miR-7-5p与RAF1含量呈现显著负相关。

综上所述，miR-7-5p可以通过过表达或沉默

靶基因RAF1，与化疗药物奥沙利铂同样起到抑

制胃癌细胞的作用，提示奥沙利铂可能通过上调

miRNA-7-5p促进胃癌细胞SGC-7901的凋亡、减慢

侵袭转移速度。低毒高效的miR-7-5p在未来分子

层面的治疗有可能取代奥沙利铂。
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