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  摘 要:目的 分析他莫昔芬对胃癌 HGC-27细胞髓样细胞白血病-1蛋白(Mcl-1)siRNA、micorRNA-
302a(miR-302a)表达的影响。方法 将细胞分为对照组、他莫昔芬0、50、100、200、400

 

μg/mL组,检测细胞增

殖及凋亡情况;检测细胞中 Mcl-1
 

siRNA、miR-302a水平;检测血管内皮生长因子(VEGF)及纤维细胞生长因

子b(bFGF)水平。结果 随着他莫昔芬给药量增加,HGC-27细胞增殖活性显著降低(P<0.05),早期凋亡

率、晚期凋亡率及总凋亡率均明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);HGC-27细胞 Mcl-1
 

siRNA水平均显著

降低(P<0.05),miR-302a水平均显著升高(P<0.05);HGC-27早期VEGF及bFGF水平均明显降低,差异

有统计学意义(P<0.05)。结论 采用他莫昔芬对胃癌HGC-27细胞干预后可有效提高细胞中miR-302a表达

并降低细胞中 Mcl-1
 

siRNA水平。
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Abstract:Objective To
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

tamoxifen
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

myeloid
 

cell
 

leukemia-1(Mcl-
1

 

)siRNA
 

and
 

microR-302a(miR-302a)
 

in
 

gastric
 

cancer
 

HGC-27
 

cells.Methods The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,tamoxifen
 

0,50,100,200
 

and
 

400
 

μg/mL
 

groups,then
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

the
 

cells
 

were
 

detected,the
 

levels
 

of
 

Mcl-1
 

siRNA
 

and
 

miRNA-302a
 

in
 

the
 

cells
 

were
 

detected,and
 

the
 

levels
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor(VEGF)and
 

b
 

fibroblast
 

growth
 

factor(bFGF)in
 

the
 

medium
 

were
 

detec-
ted.Results With

 

the
 

increase
 

of
 

tamoxifen
 

dosage,the
 

proliferative
 

activity
 

of
 

HGC-27
 

cells
 

decreased
 

signif-
icantly(P<0.05),the

 

early
 

apoptosis
 

rate,late
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

total
 

apoptosis
 

rate
 

increased
 

significantly
(P<0.05);the

 

Mcl-1
 

siRNA
 

level
 

of
 

HGC
 

27
 

cell
 

decreased
 

significantly(P<0.05),and
 

the
 

level
 

of
 

miRNA-
302a

 

was
 

significantly
 

lower(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

VEGF
 

and
 

bFGF
 

in
 

the
 

early
 

stage
 

of
 

HGC-27
 

de-
creased

 

significantly
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

tamoxifen
 

dosage(P<0.05).Conclusion Tamoxifen
 

can
 

effectively
 

increase
 

the
 

expression
 

of
 

miRNA-302a
 

and
 

decrease
 

the
 

level
 

of
 

Mcl-1
 

siRNA
 

in
 

gastric
 

cancer
 

HGC-27
 

cells.
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  胃癌是临床上较为常见的胃黏膜上皮恶性肿瘤,

目前,在中国全部恶性肿瘤中病死率居第3位,发病

率第2位,对人类健康造成严重威胁[1]。有研究结果

显示,雌激素异常表达常导致胃癌细胞增殖,并可能

造成胃癌出现内源性免疫逃逸[2]。他莫昔芬是临床

中应用较广的雌激素受体抑制剂,又名三苯氧胺,可
抑制内源性诱导丝氨酸蛋白酶抑制剂9表达[3]。

micorRNA-302a(miR-302a)是人体内重要的与细胞

发育和分化密切相关的 miRNA,在诸多分子生物学

过程中均起到十分重要的作用。此外,有研究指出乳

腺癌及卵巢癌病灶组织中可见明显的 miR-302a低表

达,是体内重要的抑癌基因[4]。髓样细胞白血病-1蛋

白(Mcl-1)是人体内重要的抗凋亡蛋白,在人髓样白

血病细胞系的分化过程中起到十分重要的作用[5]。
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Mcl-1在多种肿瘤细胞系及组织中均可见明显的异常

高表达,通过 RNA 干扰及反义寡核苷酸技术抑制

Mcl-1表达可有效增强肿瘤细胞对化疗药物敏感

性[6]。但他莫昔芬对胃癌细胞 Mcl-1
 

siRNA、miR-
302a影响报道较少,因此,笔者选择胃癌 HGC-27细

胞作为研究对象,分析他莫昔芬对胃癌 HGC-27
 

细胞

Mcl-1
 

siRNA、miR-302a表达的影响。现报道如下。

1 资料方法

1.1 一般资料 所用人胃癌细胞 HGC-27细胞(生
产批 号:20150321)购 自 ATCC 细 胞 中 心,使 用 含

10%胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 基,并 将 细 胞 置 于

37
 

℃,5%
 

CO2 的条件培养箱中进行培养。在对细胞

进行分组检测时分对照组、他莫昔芬0、50、100、200、

400
 

μg/mL组。

1.2 方法

1.2.1 细胞增殖检测 取对数生长期细胞消化后以

2×105/mL水平接种于96孔板中,每孔90
 

μL培养

24
 

h后,依照分组要求加入他莫昔芬,对照组加入

10
 

μL空白培养基,他莫昔芬0
 

μg/mL组(空白组)加
入10

 

μL无血清培养基,培养24
 

h,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,4
 

h后以吸光度(A)450
 

nm检测各孔A
值。细 胞 增 殖 抑 制 率 (%)= (A对照组 -A给药组 )/
(A对照组-A空白组)×100%。

1.2.2 细胞凋亡检测 取对数生长期细胞消化后以

3×105/mL水平接种于6孔板中,每空2
 

mL,继续培

养24
 

h,吸除培养基,加入0、50、100、200、400
 

μg/mL
他莫昔芬培养48

 

h,收集细胞采用流式细胞术检测各

组细胞凋亡情况。

1.2.3 Mcl-1
 

siRNA、miR-302a水平检测 采用实

时荧光定量PCR法检测细胞中 Mcl-1
 

siRNA、miR-
302a水平,采用Trizol法提取细胞中总RNA水平,
参照Takara公司说明书进行逆转录及PCR反应检

测,并以U6做内参基因,分析细胞中 Mcl-1
 

siRNA、

miR-302a水平,所有引物均购自中国金斯瑞生物有限

公司(生产批号:8172634480001/PE6010),Mcl-1
 

siR-
NA引物序列上游:5'-GTG

 

CCT
 

TTG
 

TGG
 

CTA
 

AAC
 

A-3',下 游:5'-TGT
 

TTA
 

GCC
 

ACA
 

AAG
 

GCA
 

C-3';miR-302a引物序列上游:5'-TAA
 

GRG
 

CTT
 

CCA
 

TGT
 

TTT
 

GGT
 

GA-3',下 游:5'-TAA
 

ACC
 

AAG
 

GTA
 

AAA
 

TGG
 

TCG
 

AT-3';U6引物序

列上游:5'-TTA
 

TGG
 

GTC
 

CTA
 

GCC
 

TGA
 

C-3'。

1.2.4 血管内皮生长因子(VEGF)及纤维细胞生长

因子b(bFGF)水平检测 取对数生长期细胞消化后

以2×105/mL水平接种于96孔板中,每孔90
 

μL培

养24
 

h,依照分组加入他莫昔芬,对照组加入10
 

μL

空白培养基,他莫昔芬0
 

μg/mL组加入10
 

μL无血清

培养基,培养24
 

h,离心收集培养基采用酶联免疫吸

附测定法检测血中VEGF及bFGF水平。

1.3 统计学处理 使用SPSS19.0进行统计学分析,
采用单因素方差分析各组间数据的差异,计量资料以

x±s表示,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 细胞增殖活性检测结果 本组研究结果显示,
随着他莫昔芬给药量增加,HGC-27细胞增殖活性均

显著降低(P<0.05),见表1。
表1  细胞增殖活性检测结果(x±s,%)

组别 增殖率

对照组 0.67±0.12

0
 

μg/mL组 0.66±0.13*

50
 

μg/mL组 0.21±0.08*

100
 

μg/mL组 0.13±0.05*

200
 

μg/mL组 0.09±0.02*

400
 

μg/mL组 0.05±0.01*

  注:与对照组比较,*P<0.05。

2.2 细胞凋亡活性检测结果 本组研究结果显示,
随着他莫昔芬给药量增加,HGC-27细胞早期凋亡率、
晚期凋亡率及总凋亡率均明显升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见表2。
表2  患者细胞凋亡活性检测结果(x±s,%)

组别 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率

对照组 0.89±0.18 0.47±0.12 1.36±0.15

0
 

μg/mL组 0.97±0.25* 0.48±0.14* 1.41±0.24*

50
 

μg/mL组 7.58±1.03* 4.19±0.86* 11.77±0.93*

100
 

μg/mL组 10.83±1.89* 6.35±1.23* 17.18±1.45*

200
 

μg/mL组 19.29±2.18* 11.25±2.19* 30.54±2.18*

400
 

μg/mL组 26.13±2.12* 13.18±2.14* 39.31±2.13*

  注:与对照组比较,*P<0.05。

2.3 Mcl-1
 

siRNA、miR-302a水平检测结果 本组

研究结果显示,随着他莫昔芬给药量增加,HGC-27细

胞 Mcl-1
 

siRNA水平均显著降低(P<0.05),miR-
302a水平均显著升高(P<0.05),见表3。

表3  Mcl-1
 

siRNA、miR-302a水平检测结果(x±s)

组别 Mcl-1
 

siRNA miR-302a

对照组 1.94±0.21 0.21±0.03

0
 

μg/mL组 1.89±0.25* 0.22±0.06*

50
 

μg/mL组 1.41±0.19* 0.98±0.12*

100
 

μg/mL组 1.08±0.20* 1.22±0.11*

200
 

μg/mL组 0.89±0.13* 1.43±0.13*

400
 

μg/mL组 0.28±0.09* 1.89±0.15*

  注:与对照组比较,*P<0.05。
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2.4 细胞VEGF及bFGF水平检测结果 本组研究

结果显示,随着他莫昔芬给药量增加,HGC-27细胞早

期VEGF及bFGF水平均明显降低,差异比较有统计

学意义(P<0.05),见表4。
表4  细胞VEGF及bFGF水平检测结果(x±s,pg/mL)

组别 VEGF bFGF

对照组 3.69±0.89 4.37±0.43

0
 

μg/mL组 3.71±0.92* 4.38±0.39*

50
 

μg/mL组 1.92±0.33* 3.81±0.37*

100
 

μg/mL组 1.59±0.27* 2.18±0.24*

200
 

μg/mL组 1.42±0.12* 1.82±0.21*

400
 

μg/mL组 1.21±0.11* 1.54±0.13*

  注:与对照组比较,*P<0.05。

3 讨  论

胃癌是临床中较为常见的全球范围内恶性肿瘤,
中国是胃癌的发病高发区,每年新增40万新发病例,
约占全球的42%,且呈年轻化趋势[7]。有研究指出,
胃癌发病早期多无明显症状且发病隐匿,大部分患者

仅表现为消化不良,极易造成临床误诊及漏诊,因而

多数患者在病情确认后已发展至晚期[8]。临床中胃

癌多采用手术、放疗、化疗、生物疗法进行治疗,患者

由于在确诊时已发展至晚期失去最佳治疗时机。目

前,顺铂、依托泊苷、丝裂霉素、蒽环类药物对胃癌患

者的治疗,有一定临床疗效,但存在严重毒副反应,无
法取得令人满意的结果[9]。本研究结果显示,采用他

莫昔芬干预后,胃癌 HGC-27细胞凋亡率显著升高、
增殖率显著降低,且细胞表达VEGF及bFGF水平显

著降低。结果提示,他莫昔芬可有效改善肿瘤细胞凋

亡及增长状态,具有较高的抗肿瘤效果。分析认为他

莫昔芬是临床中应用较广的非甾体类雌激素拮抗剂,
可竞争性抑制雌激素受体而发挥生物学功能,具有较

高的临床应用价值,本研究结果进一步阐释了其作用

机制,为临床应用提供了依据。此外,研究发现他莫

昔芬可抑制蛋白激酶C信号通路,参与细胞中多种肿

瘤相关蛋白降解过程,促进肿瘤细胞凋亡[10]。本组研

究结果表明,胃癌 HGC-27细胞凋亡及增殖的改变,
以及细胞因子水平的改善均可能与其所引起的肿瘤

相关蛋白降解密切相关,与PHUONG等[10]的研究一

致。同时,有学者指出,采用他莫昔芬对人雌激素阳

性细胞干预后可有效抑制肝癌细胞增殖,且呈现明显

的时间剂量依赖性[11],但其在胃癌HGC-27细胞中是

否具有相似现象,仍有待后续研究分析。

miRNA是肿瘤细胞中具有广泛功能且性质稳定

的重要组成部分,是胃癌诊断、治疗及预后评估的重

要指标[12]。有研究显示,在诸多肿瘤组织中均可见

miR-302a表达异常,miR-302a可有效抑制肿瘤细胞

中多种耐药蛋白表达,提高耐药乳腺癌细胞对传统化

疗药物敏感性[13]。Mcl-1基因是肿瘤细胞中重要的

高度扩增基因,在肿瘤发生及发展过程中均起到重要

作用。在多种肿瘤细胞中均可见明显的 Mcl-1高表

达,可能在肿瘤细胞逃逸、死亡及抵抗化疗药物机制

过程中扮演十分重要的角色。本组研究结果显示,随
着他莫昔芬给药量增加,HGC-27细胞 Mcl-1

 

siRNA
水平均显著降低,miR-302a水平均显著升高。miR-
302a可抑制细胞内SDC1蛋白表达,阻止卵巢癌发生

及发展,在治疗卵巢癌时具有十分重要作用。上调

miR-302a表达可调节PI3K及 MAPK通路有效抑制

多种肿瘤细胞侵袭和增殖能力,可作为治疗肿瘤的重

要靶点。miR-302a表达可有效降低CXCR4表达并

抑制乳腺癌转移,在预防乳腺癌转移过程中具有十分

重要的价值[14]。在肿瘤病灶组织中,Mcl-1蛋白表达

水平显著高于健康组织,且与肿瘤的临床分期、血管

浸润、转移及患者生存率密切相关[15]。结果表明,他
莫昔芬可有效改善肿瘤细胞中 Mcl-1

 

siRNA、miR-
302a水平,降低肿瘤细胞侵袭及增殖能力。

4 结  论

综上所述,采用他莫昔芬对胃癌 HGC-27细胞干

预后可有效提高细胞中 miR-302a表达并降低细胞中

Mcl-1
 

siRNA水平。
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