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miR鄄124 通过靶向调控 DNMT3B 抑制胃癌细胞增殖
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摘摇 要:摇 目的摇 明确 miR鄄124 是否通过靶向调控 DNA 甲基化转移酶 3B(DNA methyltransferase 3B,DNMT3B)
表达而抑制胃癌细胞增殖能力,从而揭示 miR鄄124 的抑瘤分子机制。 摇 方法 摇 采用 MTT 检测 miR鄄124 对人胃癌

MKN鄄45 细胞的增殖能力;构建 DNMT3B 3忆UTR鄄荧光素酶报告载体,通过荧光素酶报告检测观察 miR鄄124 对 DNMT3B
3忆UTR鄄荧光素酶活性的影响;将 miR鄄124 mimics 转染胃癌细胞 MKN鄄45,采用 Western blot 检测 DNMT3B 表达水平。
结果摇 MTT 结果显示,在转染 miR鄄124 mimics 24、48 和 72 h 后 OD 值(0. 264 依0郾 023、0. 377 依0. 041、0. 524 依0. 029)分

别与对照组(0. 414 依0郾 051、0. 619 依0. 065、0. 898 依0. 072)比较,差异均有显著性(均 P <0. 05),且具有时间依赖性;荧
光素报告载体系统证实 DNMT3B 是 miR鄄124 直接调控的靶基因。 Western blot 结果显示,miR鄄124 可抑制 DNMT3B 蛋

白的表达。 摇 结论摇 miR鄄124 通过靶向调控 DNMT3B 的表达而抑制胃癌细胞增殖能力。
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MiR鄄124 Suppresses Cell Proliferation by Targeting
DNMT3B in Gastric Carcinoma
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Abstract:摇 Objective摇 To explicit whether miR鄄124 suppresses cell proliferation by targeting DNMT3B,thus to re鄄
veal molecular mechanism of miR鄄124 function as a tumorsuppressor in gastric carcinoma. 摇 Methods摇 DNMT3B 3忆UTR鄄
luciferase vector was constructed and luciferase reporter gene assay was employed to examine the effect of miR鄄124 on lucif鄄
erase activity. MKN鄄45 cells were transfected with miR鄄124 mimics,and next Western blotting was performed to detect the
expressions of DNMT3B protein. 摇 Results摇 After transfection of miR鄄124 mimics for 24 h,48 h,72 h respectively,MTT
assay showed that the OD values were (0. 264 依 0. 023),(0. 377 依 0. 041) and (0. 524 依 0. 029),compared with the con鄄
trol group (0. 414 依 0. 051),(0. 619 依 0. 065) and (0. 898 依 0. 072),the groups were significantly different ( all P <
0郾 05),and it is on a time鄄dependent manner. Luciferase reporter vector system confirmed that DNMT3B was a target gene of
miR鄄124. Western blot showed that the expressions of DNMT3B protein were inhibited by miR鄄124. 摇 Conclusion摇 miR鄄
124 suppresses cell proliferation by targeting DNMT3B in gastric carcinoma.
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摇 摇 miRNA 与蛋白编码基因一样,具有主要的生物

学功能,大多数 miRNA 在肿瘤中发挥主要功能作

用。 有的 miRNA 表现出很强的致瘤特性,而有的

miRNA 则表现出很强的抑瘤特性[1]。 其中关于

miRNA 可作为抑瘤基因参与肿瘤的发生发展的报

道越来越多。 研究表明,miR鄄124 在肝癌和宫颈癌

组织或细胞中表达下调[2鄄3],miR鄄124 可通过靶向

CDK6 抑制髓母细胞瘤细胞的生长与浸润,也可通

过靶向 ITGB1 抑制口腔鳞状细胞癌的生长[4鄄6],同
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时 miR鄄124 与 miR鄄137 能促进 CD133 阳性肿瘤干细

胞的分化,抑制癌细胞的增殖,细胞周期蛋白激酶

CDK6 是它们的作用靶点[7]。
本文前期结果发现 miR鄄124 在胃癌组织中表达

下调,且与胃癌的临床分期、分化程度以及淋巴结转

移相关[8]。 本研究采用 MTT、荧光素报告载体、
Western blot 等技术,分析 miR鄄124 在人胃癌 MKN鄄
45 细胞中的作用机制,为进一步阐明胃癌发生发展

的分子机制提供实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要材料

摇 摇 miR鄄124 mimics 为 Qiagen 公司产品。 荧光素酶

活性检测试剂盒购自 Promega 公司。 DNMT3B 抗体

和 茁鄄actin 抗体购自 CST 公司。 Lipofectamine 2000
转染试剂购自美国 Invitrogen 公司。 PRIM1640 培养

基为 Gibco 公司产品。 胎牛血清来自杭州四季青公

司。 MTT 购自美国 Sigma 公司。
1. 2摇 MTT 法检测细胞增殖活性

将 miR鄄124 mimics 转染的 MKN鄄45 细胞,消化

后接种细胞于 96 孔板中,每组设 6 个平行复孔,放
37 益、5% CO2 培养箱中培养。 在未接种细胞的孔

中加入 RPMI鄄1640 培养基中作为调零孔。 接种后

24、48 和 72 h 各检测一次。 检测时每孔加 20 滋L
MTS 检测试剂,37 益孵育 2 h,用酶标仪测定 492 nm
波长吸光度值(OD492)。 实验重复 3 次。
1. 3摇 靶基因 DNMT3B 的验证

通过 targetscan 6. 2 在线软件预测 miR鄄124 调

控的靶基因,选取包含 miR鄄124 结合位点的 DN鄄
MT3B 3忆UTR 片段序列插入报告质粒;同时设计

DNMT3B 3忆UTR 缺失 miR鄄124 结合位点的突变序列

(invitrogen 公司合成) 插入报告质粒;将 miR鄄124
mimics 与 pMIR鄄REPORT / DNMT3B UTR 质粒共转

染胃癌 MKN鄄45 细胞,进行荧光素酶活性检测。
1. 4摇 Western blot

将 miR鄄124 mimics 或 Negative control 转 染

MKN鄄45 细胞,48 h 后提取细胞总蛋白,BCA 法测定

蛋白浓度。 取等量样本,进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

SDS鄄PAGE 凝胶电泳分离,然后将蛋白转移至 PVDF
膜上,1% BSA 封闭后,加入 DNMT3B 抗体或 GAP鄄
DH 抗体,4 益过夜。 TBST 洗膜 10 min,加入二抗室

温孵育 1 h,TBST 洗膜 10 min,加入 ECL 发光剂、X

片曝光、显影、定影。
1. 5摇 统计学处理

采用 SPSS 13. 0 软件进行统计学分析。 所有数

据均以均数 依 标准差表示。 两组间比较用 t 检验,
P < 0. 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 MTT 检测 miR鄄124 对胃癌 MKN鄄45 细胞生长

的影响

在转染 miR鄄124 mimics 24、48、72 h 后 OD 值

(0郾 264 依 0郾 023、0郾 377 依 0郾 041、0郾 524 依 0郾 029)分别

与对照组(0郾 414 依 0郾 051、0郾 619 依 0郾 065、0郾 898 依
0郾 072)比较,差异均有显著性(均 P < 0郾 05),且具

有时间依赖性, 即高表达 miR鄄124 可抑制胃癌

MKN鄄45 细胞的生长。
2. 2摇 miR鄄124 直接调控其靶基因 DNMT3B 的表达

在胃癌 MKN鄄45 细胞共转染 miR鄄124 mimics 和

野生型(Wt鄄miR鄄124 / DNMT3B)或突变型(Mut鄄miR鄄
124 / DNMT3B)重组质粒,单光子检测发现,miR鄄124
mimics 对突变型 Mut鄄miR鄄124 / DNMT3B 质粒组荧光

素酶活性强度无明显影响,但对野生型 Wt鄄miR鄄124 /
DNMT3B 报告质粒组荧光素酶活性强度下降了约

49%。 差异有显著性(P <0. 01,图 1)。 在胃癌 MKN鄄
45 细胞中转染 miR鄄124 mimics,以转染无关序列

(negative control)为对照,转染 24 h 后检测 DNMT3B
蛋白表达情况。 Western blot 结果显示,在胃癌 MKN鄄
45 细胞中转染 miR鄄124 mimics 24 h 后 DNMT3B 蛋白

表达下调(图 2)。 结果表明,高表达 miR鄄124 能抑制

胃癌 MKN鄄45 细胞 DNMT3B 蛋白的表达,进一步证实

DNMT3B 是 miR鄄124 直接调控的靶基因。

图 1摇 荧光素酶活性检测 miR鄄124 与 DNMT3B 3忆UTR 结

合摇 在 MKN鄄45 细胞中共转染 miR鄄124 mimics 与 DNMT3B 3忆UTR
Wt / Mut 质粒,miR鄄124 能抑制 Wt 质粒荧光素酶活性,与 scramble 组

比较,**P < 0. 01,但对 Mut 质粒荧光素酶活性无变化
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图 2摇 Western blot 检测高表达 miR鄄124 对胃癌 MKN鄄45
细胞 DNMT3B 蛋白水平的影响

3摇 讨摇 摇 论

microRNA 为长度约 21 ~ 25 个核苷酸的非编码

RNA,miRNA 能够识别特定的目标 mRNA 并在转录

后水平通过促进靶 mRNA 的降解和 /或抑制翻译过

程而发挥负调控基因表达的作用,它们通过调节信

号分子的表达参与动植物的生长、分化和发育[9鄄10]。
Ghanta 等[1] 通过自己建立的人类 miRNA 疾病数据

库整理出几十个致瘤 miRNA 和抑瘤 miRNA,并对

其功能、表达、进化、基因组分布、靶基因及转录因子

等进行了全面的系统生物学分析,发现在功能上致

癌 miRNA 更倾向于促进细胞增殖、抑制凋亡、抑制

免疫细胞发育、控制细胞周期等,而抑癌 miRNA 更

倾向于抑制细胞生长侵袭、促进凋亡等。 本课题组

前期研究中采用原位杂交检测了 miR鄄124 在胃癌组

织中的表达情况。 结果显示,miR鄄124 在胃癌组织

中显著下调,且 miR鄄124 的表达随着胃癌临床分期

演进和浸润深度的增加而下调,与胃癌的分化程度

相关,分化越差其表达越低;有淋巴结转移的 miR鄄
124 的表达显著低于无淋巴结转移组[8]。 这些结果

表明 miR鄄124 在胃癌中可能是一个具有抑瘤功能的

miRNA,但其抑瘤分子机制目前并不是很清楚。
本课题通过 MTT 证实了 miR鄄124 具有抑制人胃

癌 MKN鄄45 细胞生长的作用。 研究表明,DNA 甲基转

移酶有两种:(1)DNMT1,持续性DNA 甲基转移酶,作
用于仅有一条链甲基化的 DNA 双链,使其完全甲基

化;(2)DNMT3A、DNMT3B 从头甲基转移酶,它们可

甲基化 CpG,使其半甲基化,继而全甲基化。 研究证

实 miR鄄29 基因簇能下调肺癌细胞中 DNMT3A、DN鄄
MT3B 的表达,重新激活抑瘤基因 FHIT 和 WWOX 的

表达,而发挥抑癌作用[11]。 目前最直接的方法就是

荧光素报告载体系统证实 miR鄄124 与 DNMT3B 的 3忆
UTR 区结合。 本文实验通过荧光素酶报告载体系统

验证发现 DNMT3B 是 miR鄄124 直接调控的靶基因,运
用 Western blot 检测证实高表达 miR鄄124 可显著抑制

DNMT3B 蛋白的表达。 提示 DNMT3B 是 miR鄄124 直

接调控的靶基因。 说明 miR鄄124 可通过靶向调控

DNMT3B 表达抑制胃癌细胞生长增殖能力。 这进一

步揭示了 miR鄄124 在胃癌的抑瘤分子机制,阐明 miR鄄
124 在胃癌发生发展中的作用对于认识胃癌发生的

机制,探索新的有效的胃癌诊断预后评价标志物及治

疗方法,具有重要的科学意义[12]。
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