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摘 要：【目的】研究miR-192/-215通过靶基因BIVM调控人胃癌发生发展的机制。【方法】首先利用靶基因

预测网站、基因芯片、实时荧光定量 PCR技术筛选出miR-192/-215的靶基因 BIVM，然后构建双荧光素酶报告

质粒，验证BIVM为miR-192/-215靶基因。随后通过转染BIVM-siRNA干扰BIVM表达后，检测其对胃癌细胞增

殖、凋亡的作用。8只裸鼠随机分为BIVM-siRNA实验组和NSC-siRNA对照组，将转染BIVM-siRNA的胃癌细胞

种植于裸鼠皮下，观察BIVM对胃癌细胞体内成瘤能力的影响。【结果】基因芯片及荧光定量PCR筛选出BIVM为

miR-192/-215的靶基因，双荧光素酶报告系统确认miR-192/-215靶定BIVM。细胞增殖实验发现BIVM可促进胃

癌细胞增殖（P<0.05），流式细胞凋亡实验显示BIVM能抑制胃癌细胞凋亡（P<0.05），小鼠成瘤实验证实BIVM可

促进胃癌细胞体内生长（P<0.05）。【结论】BIVM在胃癌中发挥致癌基因的作用，miR-192/-215调控BIVM表达从

而促进胃癌的发展进程。
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Abstract：【Objective】To investigate the molecular mechanism of miR-192/-215 targeting BIVM in human gastric
cancer.【Methods】First，BIVM was the target gene of miR-192/-215 screened by the target gene prediction in solico and
gene microarrays. Real-time quantitative PCR verified the results of the microarrays. Then the double-luciferase reporter
plasmids were constructed to test that BIVM was the target gene of miR-192/-215. Subsequently，BIVM-siRNA was
transfected，to know the effects of BIVM-siRNA on proliferation and apoptosis of gastric cancer cells. 8 nude mice were
randomly divided into two groups：BIVM-siRNA experimental group and NSC-siRNA control group. Gastric cancer cells
transfected with BIVM-SiRNA were implanted under the skin of nude mice to observe the effect of BIVM on the tumorige⁃
nicity of gastric cancer cells.【Results】BIVM was screened as miR-192/-215 target gene by gene microarrays and quanti⁃
tative PCR. Double-luciferase reporting assays were performed to identify the BIVM as miR-192/-215 target gene. The
cell proliferation assays showed that BIVM promoted the proliferation of gastric cancer cells（P<0.05）. Test of flow cytome⁃
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WHO 全球报告统计，胃癌的发病率排恶性

肿瘤第五，病死率居第三，每年造成 72 万多人

死亡，其中一半的病例发生在亚洲东部国家［1］。

在我国胃癌的发病率和死亡率均高居第二，仅

次于支气管肺癌［2］，给患者家庭、社会带来沉重

的经济负担。胃癌的发生与 HP 感染、饮食、吸

烟等等密切相关。然而，其发病机制尚未完全

明确，进一步探索胃癌的发生、发展过程，寻找

与疾病的早期发现、诊断、治疗、预后判断相

关的分子标志物，将对人类产生重要意义。微小

RNA（microRNAs，miRs）最早发现于新秀丽小杆

线虫［3］，是一类大小为 17~25个碱基的内源性非

编码小 RNA。miRs 通过与靶基因 mRNA 3′UTR
区完全或不完全互补结合后，降解mRNA或者抑

制蛋白质翻译从而负向调控蛋白质表达［4- 5］。

miRs参与细胞生命的诸多过程，包括细胞增殖、

分化、凋亡等等，越来越多的证据表明 miRs 调
节肿瘤细胞多种重要的生物学行为，与肿瘤的

发生、进展和预后密切相关，是肿瘤基因诊断

与治疗的潜在分子。大量文献报道发现miRs在
人类癌症中存在差异性表达，提示 miRs 可能发

挥致癌或抑癌作用。miR-192 和 miR-215 为同

源 RNA，含有高度同源序列［6］。研究发现，miR-
192/-215在胃癌组织中表达明显上调，促进肿瘤

细胞增殖和迁移［7-9］。但是，其具体的作用机制

和途径尚不清楚。碱性免疫球蛋白样可变区域

（basic，immunoglobulin-like variablemotif containing，
BIVM）定位于人类第 13 号染色体的 q32-q33 区

域，编码由 503个氨基酸组成的碱性蛋白质［10］。

BIVM广泛分布于人体正常组织，其 5′UTR 末端

含一个 CpG岛，因此被认为是“管家基因”［10］，但

是有关 BIVM 的表达、功能知之甚少，其与胃癌

的关系也不甚明确。在本文中，我们提出假设，

miR-192/-215通过调控靶基因 BIVM促进胃癌细

胞生长。

1 材料与方法

1.1 细胞培养与主要试剂

人正常胃黏膜上皮细胞HFE145，人胃癌细胞

BGC-823、SGC-7901均为本实验室自存。胃细胞

株用含 10%血清（Gibco，美国）的DMEM高糖（Hy⁃
clone，美国）培养基置于37 ℃，5%CO2恒温箱中培养。

所有培养基均加入 100 U/mL青霉素和 100 mg/mL
链霉素（Invitrogen，美国）。miR-192/-215 拟似物

（miR- 192/- 215 mimics，miR- 192/- 215 mim）、

miR-192/- 215 抑制剂（miR-192/- 215 inhibitors，
miR-192/-215 inh）及其相应的非特异性对照均购

自美国Dharmacon公司；Lipofectamine RNAiMAX、

BIVM-siRNA、NSC-siRNA 购自美国 Invitrogen 公

司；蛋白裂解液 2× Laemmli sample buffer 购自美

国 BIO-RAD公司；BIVM和GAPDH抗体购自美国

Cell Signaling Technology公司；逆转录、实时荧光定

量 PCR试剂盒、NotI酶、XhoI酶、E.coli JM109感受

态细胞均购自日本TaKaRa公司；psiCHECK-2质粒

为本实验室前期自存；CCK-8 试剂盒购自日本

Dojindo公司。

1.2 Western Blotting
细胞转染前一天，按照30%密度将细胞均匀接

种至6 cm皿并于恒温箱中培养24 h。按60 nmol/L
的浓度将 miR-192/- 215 mim、NSC-mim 转染至

HFE145细胞，miR-192/-215 inh、NSC-inh转染至

BGC-823细胞。48 h后收集细胞，置于冰上以 2×
Laemmli sample buffer 裂解细胞 10~20 min，离心后

取上清，荧光酶标仪（TECAN）测定总蛋白质浓度。

取30 μg蛋白质样品加入10%聚丙烯酰胺凝胶上样

孔，110 V恒压电泳，随后将蛋白质转至 PVDF膜。

封闭后一抗 BIVM（1∶1 000）和 GAPDH（1∶3 000）
4 ℃摇床孵育过夜。TBST洗膜后二抗（1∶3 000）
室温孵育 1 h，发光工作液显色，凝胶成像仪读取

图像。

try showed that BIVM inhibited the apoptosis of gastric cancer cells（P<0.05）. Mouse tumorigenesis test confirmed that
BIVM could promote gastric cancer cells growth in vivo（P<0.05）.【Conclusion】BIVM plays a role in the carcinogenesis
of gastric cancer，and miR-192/-215 targeting BIVM promotes the development of gastric cancer.

Key words：gastric cancer；miR-192/-215；BIVM

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（3）：349-355］
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1.3 qRT-PCR

按上述转染方法处理 HFE145、BGC-823 和

NCI-N87细胞48 h后，TRIzol提取总RNA并测量其

浓度和纯度，按照试剂盒说明书进行逆转录反应。

以 cDNA为模板，采用SYBR Green II荧光染料法检

测 BIVM mRNA 相对表达量，GAPDH 作为内参。

BIVM正向引物：5′-GATTGAAAGATGAATCGCTG⁃
GCTTA-3′；BIVM反向引物：5′-TCCCCTGCTGAAT⁃
GCTTTATTAGC-3′；GAPDH正向引物：5′-GACTCA⁃
TGACCACAGTCCATGC-3′；GAPDH 反向引物：5′-
AGAGGCAGGGATGATGTTCTG-3′，重复3次实验。

1.4 质粒构建

从正常胃黏膜上皮细胞HFE145中提取基因

组DNA，以正向引物：5′-ccgctcgagCATTAAATAG⁃
GAGCAGATCTTGTGG-3′及反向引物：5′-aaggaaa⁃
aaagcggccgcATCTCCAGGATCAGTTTCTTGAGTC-3′
进行PCR反应扩增大小为 526 bp的野生型BIVM-
3′UTR，产物电泳、切胶回收。NotI、XhoI同时37 ℃
过夜双酶切 BIVM-3′UTR产物和 psiCHECK-2双

荧光素酶报告质粒，T4 连接酶 16 ℃过夜连接

BIVM-3′UTR及 psiCHECK-2。连接产物转化感受

态大肠杆菌，摇菌、提质粒及基因测序，得到野生

型BIVM-3′UTR质粒（psi-BIVM-wt）。随后以突变

型 BIVM-3′UTR正向引物：5′-AATTGGGGCCTT ⁃
CGATTTCTAGTTTTCACTCACGGTTAACAC-3′，反
向 引 物 ：5′- TTTAAATGCGTGTTAACCGTGAGT⁃
GAAAACTAGAAATCGAAG-3′按上述方法构建突

变型BIVM-3′UTR质粒（psi-BIVM-mut）。

1.5 细胞增殖实验

实验前一天将 BGC-823和 SGC-7901胃癌细

胞按照 30%密度均匀接种于 6 孔细胞培养板，

并设置 5个复孔，共 3板。细胞过夜贴壁后取其中

1板，更换 100 μL新鲜培养基后向每个实验孔加

入 11 μL CCK-8试剂，置于 37 ℃培养箱中孵育合

适时间后取出，使恢复常温后酶标仪测定读数作

为空白组。另外 2 板按上述方法转染 60 nmol/L
BIVM-siRNA（实验组）和NSC-siRNA（对照组）后，

37 ℃分别培养 48 h、72 h后更换 100 μL新鲜培养

基，加入11 μL CCK-8试剂于酶标仪测定读数。实

验重复 3次，计算细胞存活率 =［（实验组-空白

组］/（对照组-空白组）］×100%，作出生长曲线图。

1.6 细胞凋亡检测

依据前述方法将BIVM-siRNA、NSC-siRNA均

分别转染至 HFE145和 BGC-823细胞。48 h后，

ACCUTASE 消化贴壁细胞并离心，1×Annexin-
binding buffer 重悬细胞至 1×106 个/ mL。取 5 μL
Annexin V-FITC染液及 1 μL 100 μg/mL PI染液加

入 100 μL细胞悬液，混匀后室温静置 15 min。分

别设置空白对照管、Annexin V-FITC 单染对照管、

PI单染对照管、双染阴性对照管，准备好样品后流

式细胞仪上机检测。实验重复 3次。

1.7 小鼠体内成瘤实验

4～5周龄健康雌性BALB/c-nu裸鼠 8只购买

自北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动

物生产许可证编号为 SCXK（京 2012-0001），本实

验获得了深圳大学医学部实验动物伦理委员会批

准。全部裸鼠饲养于深圳大学实验动物中心SFP级

动物房，随机分成NSC-siRNA组、BIVM-siRNA组，

每组各 4 只。按照前述方法分别转染 60 nmol/L
NSC-siRNA 和 BIVM-siRNA 至 SCG-7091 胃癌细

胞，48 h后收集细胞，预冷 PBS稀释成 5×106个/mL
单细胞悬液，半小时内将细胞悬液注射至裸鼠右

下背侧皮下，细胞总数约为 1×106个。每隔 3～4 d
测量瘤体大小，按公式“长径×短径×短径/2”计算

肿瘤体积，连续观察 30 d。
1.8 统计学处理

采用 SPSS 16. 0 和GraphPad Prism 5统计软件

分析数据，两组间均数比较先进行正态分布和方

差齐性检验，方差齐采用独立样本 t检验，方差不

齐采用校正的 t检验。动物实验采用析因设计资

料的方差分析，检验水准α=0.05。qRT-PCR结果

以Folds=2-ΔΔCt比较目的基因表达水平，其中ΔΔCt=
（Ct（目的基因）-Ct（内参））实验组-（Ct（目的基因）-Ct（内参））对照组。

2 结 果

2.1 BIVM是miR-192/-215靶基因

本课题组首先在 miRBase（http：//microrna.
sanger.ac.uk/cgi-bin/targets/v4/search.pl），TargetScan
（http：//www.targetscan.org/vert_40/），PicTar（http：//
pictar.bio.nyu.edu/），microRNA.org（http：//www.mi⁃
crorna.org/microrna/home.do）等相关搜索引擎预

测 miR-192/-215 靶基因。随后，分别转染 miR-
192/-215 mim 至 HFE145、转染 miR-192/-215 inh
至BGC-823和NCI-N87细胞中，利用基因表达谱

芯片测试比较胃细胞株中BIVM mRNA表达水平，

林慧娟，等. MiR-192/-215靶向BIVM基因调控胃癌细胞生物学功能 351
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发现转染miR-215 mim后BIVM mRNA表达下调，

差异具有统计学意义（P=0.004；图 1A），转染miR-
192 mim后 BIVM mRNA表达无明显变化（数据未

显示），而转染 miR-192/-215 inh 后 BIVM mRNA
表达水平均明显提高，差异具有统计学意义（P<
0.05图 1B），由此初步筛选出 BIVM为 miR-192/-
215 的潜在靶基因。此外，通过分别转染 miR-
192/-215 mim 至 HFE145、转染 miR-192/-215 inh
至 BGC-823和NCI-N87细胞中检测 BIVM蛋白质

与mRNA表达量，我们发现与对照组相比，转染

miR-192/-215 mim后，BIVM蛋白质及mRNA表达

水平均明显下调，而转染 miR-192/-215 inh 后，

BIVM蛋白质和mRNA表达均显著增加，差异均具

有统计学意义（P<0.05；图 1C-F）。这些结果说明

miR-192/-215 可调控 BIVM 蛋白质和 RNA 的表

达。随后，我们构建了双荧光素酶报告质粒以进

一步验证BIVM是miR-192/-215靶基因。结果显

示，在HFE145细胞中共转染 psi-BIVM-wt和miR-
192/-215 mim后，miR-192/-215能抑制BIVM蛋白

表达，从而使荧光素酶活性均显著降低，而共转

染psi-BIVM-mut及miR-192/-215 mim后荧光素酶

活性改变不明显，差异具有统计学意义（P<0.05；
图1G）。在BGC-823细胞中共转染psi-BIVM-wt和
miR-192/-215 inh后，miR-192/-215对 BIVM的抑

制作用减弱，从而使荧光素酶活性均明显增高，

共转染 psi-BIVM-mut及miR-192/-215 inh后荧光

素酶活性则无明显改变，差异具有统计学意义

（P<0.05；图 1H）。上述结果说明miR-192/-215可

直接结合 BIVM 3′UTR 进而调控 BIVM mRNA 表

达，即BIVM是miR-192/-215的靶基因。

A：t=-16.541，P=0.004 vs. NSC-mim. B：BGC-823 cells：t=9.735，1）P=0.001 vs. NSC-inh；t=-22.620，2）P<0.001 vs.

NSC-inh；NCI-N87 cells：t=-9.673，1）P=0.001 vs. NSC-inh；t=-7.542，3）P=0.002 vs. NSC-inh. C：t=4.724，1）P=0.042 vs.

NSC-mim；t=5.081，2）P=0.037 vs. NSC-mim. D：t=-62.321，1）P<0.001 vs. NSC-inh；t=-8.788，2）P=0.013 vs .NSC-inh. E：

t=4.623，1）P=0.01 vs. NSC-mim；t=8.20，2）P=0.001 vs. NSC-mim. F：BGC-823 cells：t=-6.395，1）P=0.024 vs. NSC-inh；
t=-3.467，2）P=0.026 vs. NSC-inh；NCI-N87 cells：t=-5.968，3）P=0.004 vs. NSC-inh；t=-8.696，4）P=0.001 vs. NSC-inh.
G：192 mim，t=2.864，1）P=0.011 vs. psi-BIVM-mut；215 mim，t=3.875，2）P=0.001 vs. psi-BIVM-mut. H：192 inh，t=-3.257，
1）P=0.005 vs. psi-BIVM-mut；215 inh，t=-5.604，2）P<0.001 vs. psi-BIVM-mut. n=3

图 1 BIVM是miR-192/-215靶基因

Fig.1 BIVM is the target gene of miR-192/-215
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表 1 不同处理组比较裸鼠肿瘤体积的差异

Table 1 Comparison of tumor volume between different
treatment groups in nude mice （x ± s）

Day
1
7
11
15
19
23
28
32

NSC⁃siRNA
0

7.834±3.756
26.71±13.00
57.96±21.26
163.7±79.57
296.1±128.42
615.3±345.30
911.4±324.41

BIVM⁃siRNA
0

0.8445±0.07
3.515±1.04
10.95±3.89
25.73±7.56
74.06±24.62
140.3±49.31
231.5±87.39

P value
/

<0.0001
0.0017
0.0196
0.0029
0.0225
0.0095
0.041

2.2 BIVM促进胃癌细胞增殖

BIVM在胃细胞中的生物学功能尚不清楚，本

课题组通过在HFE145、BGC-823、SGC-7901细胞

株中转染BIVM-siRNA干扰BIVM的正常表达，探

究BIVM在胃细胞中扮演的角色。结果显示，与对

照组 NSC-siRNA 相比，下调 BIVM 表达使 BGC-

823（P=0.005；图 2A）和 SGC- 7901（P=0.036；图

2B）胃癌细胞增殖明显受抑。在正常胃黏膜上皮

细胞HFE145中，下调 BIVM表达对细胞增殖无显

著影响（P>0.05；图 2C）。因此我们初步认为BIVM

在胃癌中是一个促癌基因。

A：BGC-823 cells，t=11.257，P=0.005；B：SGC-7901，t=3.362，P=0.036；C：HFE145 cells，t=-0.534，P＞0.05. n=3
图 2 CCK-8试剂盒检测BIVM对胃细胞增殖能力的影响

Fig.2 Effect of BIVM on the proliferation of gastric cells by CCK-8 kit
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2.3 BIVM抑制胃癌细胞凋亡

为了研究BIVM在细胞凋亡方面所起的作用，

本课题组在BGC-823和HFE145细胞中分别转染

60 nmol/L BIVM-siRNA和NSC-siRNA 48 h后利用

流式细胞仪检测细胞凋亡情况。我们发现转染

BIVM-siRNA 后，BGC-823 细胞中早期凋亡和

晚 期凋亡的细胞数比对照组显著增多，差异具

有统计学意义（P=0.001；图 3A），而在HFE145细

胞中转染 BIVM-siRNA与 NSC-siRNA 后，细胞凋

亡数无明显差异（P＞0.05；图 3B）。这些结果提

示BIVM可通过抑制胃癌细胞凋亡，进而发挥致癌

的作用。

2.4 BIVM促进体内成瘤

既然体外实验显示BIVM可促进胃癌的发生、

发展，那其在体内是否也产生同样的作用呢？本

课题组将BIVM-siRNA和NSC-siRNA分别转染至

SCG-7091细胞，收集细胞并移植于裸鼠皮下，记

录小鼠肿瘤体积（表 1）。析因设计资料的方差分

析结果显示：NSC-siRNA和BIVM-siRNA两组间肿

瘤体积有显著性差异（F=44.905，P<0.001），生长时

间水平有显著性差异（F=23.045，P<0.001），时间与

分组之间交互效应显著（F=8.203，P<0.001）。两两

比较后发现，BIVM-siRNA组裸鼠肿瘤的生长速度

较 NSC-siRNA组偏慢，且体积明显减小，差异具

有统计学意义（P<0.05；图 4）。结果说明 BIVM-
siRNA能抑制胃癌细胞在裸鼠体内的皮下成瘤能

力，进一步证明BIVM促胃癌形成的作用。

3 讨 论

miRs是肿瘤发病机制研究中的一大发现，深

入研究miRs的生物学功能使我们更全面了解肿

瘤发生发展，为寻找新的生物标志物和治疗靶点

提供基础。一个miRs家族可以靶定多个基因，同一

个mRNA也可以被一个或多个miRs靶向结合［11］。
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miR-192 和 miR-215 同属于 miR-192 家族，其基

因序列仅相差 2个碱基［6］。miRs的表达具有组织

特异性，在不同组织中可以扮演致癌miRs或者抑

癌miRs的角色。研究报道miR-192/-215在食管

鳞状细胞癌［12］、神经胶质瘤［13］、肝癌［14］、胰腺导管

腺癌［15］中异常升高，具有促癌作用；在结肠癌［16］、

肾细胞癌［17］、膀胱癌［18］、多发性骨髓瘤［19］中则表

达下调，抑制肿瘤进程。在胃癌研究方面，多个课

题组［7，9，20］报道miR-192/-215在胃癌组织中高表

达，可促进胃癌生长。本课题组首先通过靶基因

预测引擎及芯片技术初步筛选出 BIVM 为 miR-
192/-215潜在靶基因。在上调miR-192/-215表达

后可发现BIVM蛋白质及mRNA表达均受到抑制，

相反，下调miR-192/-215使BIVM蛋白质和mRNA

表达显著增加，这些结果强烈提示miR-192/-215
可调控 BIVM的表达。最后，双荧光素酶报告系

统证实BIVM为miR-192/-215调控靶点。目前对

BIVM的研究甚少，Yoder等［10］在 2002年报道BIVM

为“管家基因”，其蛋白定位于细胞核和细胞浆，提

示它可能通过与其他蛋白质或DNA相互作用而

调控细胞生物过程。由此我们推测miR-192/-215
通过靶基因 BIVM调控胃细胞生物学功能。在细

胞增殖实验中我们发现，下调BIVM表达可抑制胃

癌细胞生长，而对正常胃黏膜上皮细胞无明显作

用，这可能是由于BIVM在胃癌细胞与正常细胞中

的表达量不一致导致的。同样，细胞凋亡实验也

显示抑制 BIVM表达可使胃癌细胞凋亡明显增加

而不影响正常胃黏膜上皮细胞。另外，我们还检

测了 BIVM对细胞周期的作用，结果表明 BIVM并

不影响细胞周期（数据未显示）。综合上述体外细

胞实验，我们认为BIVM在胃癌中发挥了促癌基因

的作用。最后通过构建小鼠成瘤模型，从体内实

验进一步验证了我们的猜想，即miR-192/-215通

BGC- 823 cells， t=- 7.814，1）P=0.001 vs. NSC- siRNA；

HFE145 cells，t=0.543，2）P>0.05 vs. NSC-siRNA. n=3
图 3 流式细胞仪检测BIVM对细胞凋亡的影响

Fig.3 The effects of BIVM on the apoptosis of cells by
flow cytometry
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Fig.4 Effect of BIVM on the tumorigenicity of gastric
cancer cellsin vivo
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过调控靶基因BIVM促进胃癌的发生发展。

尽管现代医疗水平不断提高，但胃癌对人类

健康造成的危害较大，胃癌的治疗及预后并不乐

观，探索胃癌早期发现、有效治疗、判断预后的方

法是我们不断前进的目标。本课题组通过一系列

实验提出一个新的胃癌发病机制，即miR-192/-
215通过调控靶基因 BIVM促进胃癌发生、进展，

将为寻找胃癌分子标志物提高新的思路与方向。
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