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miR-126过表达和 ADAM9基因沉默对胃癌 SGC-7901细胞

生物学行为的影响及其机制
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［［摘 要］］   目的目的：探讨微小 RNA-126 （miR-126） 过表达和解整联蛋白金属蛋白酶 9 （ADAM9）
基因沉默对胃癌细胞生物学行为的影响，并阐明其作用机制。方法方法：：体外培养人胃低分化腺癌

SGC-7901 细胞和人正常胃黏膜上皮 NGEC 细胞，提取细胞中总 RNA，采用实时荧光定量 PCR
（RT-qPCR） 法检测 2种细胞中 miR-126和 ADAM9 mRNA 表达水平。将处于对数生长期的 SGC-7901
细胞分为  miR-126 过表达组 （miR-126-OE 组） 和 ADAM9 基因沉默组 （ADAM9 siRNA 组），  以
LipofectamineTM 2000 为载体分别转染 miR-126 模拟物 （miR-126 mimics） 和敲低 ADAM9 的 RNA 寡核

苷酸，并设置相应的阴性对照组。采用噻唑蓝 （MTT） 法检测各组细胞增殖活性，细胞划痕实验检

测各组细胞迁移率，Transwell小室实验检测各组细胞的迁移细胞数和侵袭细胞数，Western blotting 法

检测各组细胞中 E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白和波形蛋白表达水平。TargerScan 网站预测 miR-126 的靶基

因并通过双荧光素酶报告基因实验验证 miR-126 和 ADAM9 的靶向调控关系，采用 RT-qPCR 法和

Western blotting 法检测转染 miR-126 mimics 后 SGC-7901 细胞中 ADAM9 mRNA 和蛋白表达水平。

结果结果：RT-qPCR 法检测，与人正常胃黏膜上皮 NGEC 细胞比较，胃癌 SGC-7901 细胞中 miR-126 表达

水平明显降低（P<0. 05），而 ADAM9 mRNA表达水平明显升高（P<0. 05）。MTT法检测，SGC-7901
细胞过表达 miR-126 或沉默 ADAM9 基因 48 和 72 h 后，与相应阴性对照组比较，miR-126 OE 组和

ADAM9 siRNA 组细胞增殖活性均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。细胞划痕实验检测，与相应阴性

对照组比较，48 h 后 miR-126 OE 组和 ADAM9 siRNA 组细胞迁移率明显降低 （P<0. 05）。Transwell
小室实验检测，与相应阴性对照组比较，miR-126 OE 组和 ADAM9 siRNA 组迁移细胞数和侵袭细胞

数明显减少 （P<0. 05或 P<0. 01）。Western blotting 法检测，与相应阴性对照组比较，miR-126-OE 组

和 ADAM9 siRNA 组细胞中 E-钙黏蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），而 N-钙黏蛋白和

波 形 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。 靶 基 因 预 测 ， ADAM9 的 3'-UTR 含 有 与

miR-126-3p 互补的核苷酸序列。双荧光素酶报告基因实验，ADAM9 是 miR-126 靶向负调控的下游基

因 。 SGC-7901 细 胞 转 染 miR-126 mimics 48 h 后 ， 与 mimics NC 组 比 较 ， miR-126 OE 组 细 胞 中

ADAM9 mRNA 和蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。结论结论：胃癌 SGC-7901 细胞中

miR-126 低表达而 ADAM9 基因高表达。miR-126 过表达可抑制胃癌 SGC-7901 细胞增殖活性、迁移和

侵袭能力，其机制可能与 miR-126 靶向负调控 ADAM9 并抑制胃癌细胞的上皮 -间质转化 （EMT） 进

程有关。
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Effects of miR-126 over-expression and ADAM9 gene silencing 
on biological behavior of gastric cancer SGC-7901 cells

and their mechanisms

WEI Haifeng, NI Zhiqiang, WEI Yanhong, WANG Qilai, LI Shouqing, MA Yinfu, 
TAN Yan, FANG Yanqiu

（Key Laboratory of Biotherapy and Gene Diagnosis， People’s Hospital， Jilin Province， Changchun 
130021， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the effects of microRNA-126 （miR-126） over-expression and disintegrin 
and metalloproteinase 9 （ADAM9） gene silencing on the biological behavior of the gastric cancer cells， and 
to clarify the mechanism.  Methods：The human poorly differentiated gastric adenocarcinoma SGC-7901 
cells and human normal gastric mucosa epithelial NGEC cells were cultured in vitro.  The total RNA was 
extracted from the cells， and the expression levels of miR-126 and ADAM9 mRNA in both types of cells 
were detected by real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR）method.  The SGC-7901 cells at 
logarithmic growth phase were divided into miR-126 over-expression group （miR-126-OE group） and 
ADAM9 gene silencing group （ADAM9 siRNA group）.  The transfection with miR-126 mimics （miR-126） 
mimics and ADAM9 RNA oligonucleotides were conducted by LipofectamineTM 2000， and the corresponding 
negative control group was established； MTT assay was used to detect the proliferation activities of the 
cells in various groups； cell wound assay was used to detect the migration rate of the cells in various groups；
Transwell chamber assay was used to  detect the the numbers of migration and invasion cells in various 
groups； Western blotting method was used to detect the expression levels of E-cadherin， N-cadherin， and 
vimentin proteins in the cells in various gorups.  The miR-126 target genes were predicted by TargetScan 
website， and the targeting regulatory relationship between miR-126 and ADAM9 was confirmed by dual-
luciferase reporter assay.  The expression levels of ADAM9 mRNA and protein in the SGC-7901 cells after 
transfected with miR-126 mimics were detected by RT-qPCR and Western blotting methods.  Results：The 
RT-qPCR results showed that compared with human normal gastric mucosa epithelial NGEC cells， the 
expression level of miR-126 in the gastric cancer SGC-7901 cells was significantly decreased （P<0. 05）， 
while the expression level of ADAM9 mRNA was significantly increased （P<0. 05）.  The MTT assay 
results showed that after 48 and 72 h of over-expressing miR-126 or silencing the ADAM9 gene in the SGC-

7901 cells， compared with the corresponding negative control group， the  proliferation activities of the cells 
in both miR-126-OE and ADAM9 siRNA groups were significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）.  
The cell wound assay results indicated that compared with the corresponding negative control group， the 
migration rates of the cells in both miR-126 OE and ADAM9 siRNA groups 48 h after  transfection were 
significantly decreased （P<0. 05）.  The Transwell chamber assay results showed that the numbers of 
migration  and invasion cells in both miR-126-OE and ADAM9 siRNA groups were significantly lower than 
those in corresponding negative control group （P<0. 05 or P<0. 01）. The Western blotting method results 
showed that compared with the corresponding negative control groups， the expression level of E-cadherin 
protein in the cells in miR-126-OE and ADAM9 siRNA groups were significantly increased （P<0. 05 or 
P<0. 01）， while the expression levels of N-cadherin and vimentin proteins were significantly decreased 
（P<0. 05 or P<0. 01）.  The target prediction results showed that the 3'-UTR of ADAM9 contains 
nucleotide sequences complementary to miR-126-3p.  The dual-luciferase reporter assay results showed that 
ADAM9 was a downstream target gene negatively regulated by miR-126.  Compared with mimics 
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NC group， the expression levels of ADAM9 mRNA and protein in the SGC-7901 cells after transfected 
with miR-126 mimics for 48 h were decreased （P<0. 05 or P<0. 01）.  Conclusion： The gastric cancer 
SGC-7901 cells are characterized by low expression of miR-126 and high expression of ADAM9 gene.  
Over-expression of miR-126 can inhibit the proliferative activity， migration， and invasion capabilities of the 
gastric cancer SGC-7901 cells； the mechanism may be related to the negative regulation of ADAM9 by 
miR-126 and the inhibition of epithelial-mesenchymal transition （EMT） process in the gastric cancer cells.
KEYWORDS Gastric neoplasm； MicroRNA-126； Target gene； A disintegrin and metalloprotease 9；
Epithelial-mesenchymal transition

胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，在我国

恶性肿瘤中位于第 2 位。早期胃癌多无症状，一旦

出现症状，多为中晚期，晚期胃癌细胞的侵袭转移

是造成胃癌患者死亡的主要原因［1］。上皮 -间质转

化 （epithelial-mesenchymal transition，  EMT） 是

肿瘤转移过程的重要环节，并受多种因素调控。微

小 RNA （microRNA，  miRNA） 可正负调控 EMT
相关基因的表达，与肿瘤细胞 EMT 密切相关［2］。

研 究［3-4］ 表 明： 微 小 RNA-126 （microRNA-126，
miR-126） 在胃癌组织及患者血清中表达水平降低，

且与肿瘤大小、临床分期、组织分化程度和远处转

移等有关。肿瘤微环境中的 miR-126 作为一种抑癌

因子维持着肿瘤稳定，其表达水平下调能活化与肿

瘤生长及转移相关的信号通路，进而导致肿瘤转移

和复发。其中，miR-126-3p 和 miR-126-5p 是互补

的姐妹链，来自于相同的发夹 RNA 前体，本文作

者前期通过生物信息学网站检索，发现两者可能的

靶基因列表中均包含解整联蛋白金属蛋白酶 9 （a 
disintegrin and metalloprotease 9，ADAM9）。相关

研究［5-7］ 表明：在多种恶性肿瘤中均发现 ADAM9
呈高表达，并与肿瘤进展、转移和不良预后相关。

GAO 等［8］ 发现 ADAM9 在胃癌的增殖和侵袭中发

挥重要作用，ADAM9 可能是晚期胃癌的有效治疗

靶点。miR-126 和 ADAM9 均在肿瘤预测及预后预

测中表现出良好的临床应用前景，但在胃癌转移复

发中，miR-126 调控 ADAM9 的具体机制尚未完全

阐明。本研究观察过表达 miR-126 和沉默 ADAM9
基因对胃癌 SGC-7901 细胞增殖、迁移和侵袭等生

物学行为的影响，明确 miR-126-3p 与 ADAM9 的

靶向调控关系，探讨 miR-126 和 ADAM9 在胃癌转

移复发中的作用，并从抑制 EMT 的角度阐明其可

能的作用机制，为胃癌的诊疗提供理论依据。

1 材料与方法  

1. 1　　 细 胞细 胞 、、主 要 试 剂 和 仪 器主 要 试 剂 和 仪 器　　 人胃低分化腺癌

SGC-7901 细胞由东北师范大学遗传与细胞研究所

馈赠，保存于吉林省人民医院中心实验室，人正常

胃黏膜上皮 NGEC 细胞购自上海盈湾生物科技有

限公司，miR-126-3p 模拟物 （miR-126 mimics） 及

阴性对照 Cel-miR-67 模拟物 （Cel-miR-67 mimics）
购自上海百奥迈科生物技术有限公司，ADAM9 
RNA 寡核苷酸 （RNA oligo，化学合成法） 及引物

委 托 上 海 吉 玛 基 因 公 司 设 计 并 合 成 ，

LipofectamineTM 2000 购 自 法 国 Polyplus 公 司，

DMEM 高糖培养基、 5% 和 10% 胎牛血清 （fetal 
bovine serum，FBS） 购自美国 Hyclone 公司，1%
青霉素 -链霉素双抗购自北京全式金有限公司，

RIPA 裂解液和双荧光素酶报告基因检测试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司，TRIzol 试剂购

自北京田根有限公司，逆转录试剂盒购自美国

Promega 公 司 ， 荧 光 定 量 检 测 试 剂 SYBR Green 
Master 购自瑞士 Roche 公司，Transwell 小室购自

美国 Corning 公司，Matrigel 基质胶购自美国 BD 公

司，ADAM9、E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白和波形蛋

白一抗及二抗均购自美国 CST 公司。高速低温离

心机购自美国 Thermo 公司，PCR 扩增仪 （型号：

9700） 及荧光定量 PCR 仪 （型号：7500 Fast） 购

自美国 ABI 公司，酶标仪 （型号：MULTISKAN 
MK3） 购自美国 Thermo 公司，电泳仪 （型号：

ELITE 300） 购自美国 Wealtec 公司，全自动化学

发光图像分析系统 （型号：5500 Multi） 购自上海

Tanon 公司。

1. 2　　细胞培养细胞培养　　采用含 10% FBS 和 1% 青霉素-链

霉素双抗的 DMEM 高糖培养基于 37 ℃、5%CO2条

件下孵育细胞。当细胞融合度达到 80%~100% 时

消化传代。选用对数生长期的细胞按照实验要求消

化并用所需细胞数传代。

1. 3　　细胞转染及分组细胞转染及分组　　按照 LipofectamineTM 2000
说明书进行操作，用于转染的细胞，在转染前 1 d
选取处于对数生长期且生长状态良好的细胞，胰酶
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消化，以每孔 1×105个细胞的密度接种至 6 孔细胞

培养板中。转染当天细胞丰度可达 60%~70%。

miR-126 过 表 达 组 （miR-126-OE 组） 细 胞 转 染

miR-126 mimics，每孔 5 μL （终浓度为 50 nmol·L－1），

ADAM9 RNA 干扰组 （ADAM9 siRNA 组） 转染

敲低 ADAM9 的 RNA oligo （实验步骤参照 siRNA
试剂说明书），并设立相应的阴性对照组 （mimics 
NC、siRNA NC），分别转染 Cel-miR-67 mimics 和
RNA 干扰无关序列。转染后 48 h，留取细胞，提

取 RNA 或蛋白用于后续实验。

1. 4　　 实 时 荧 光 定 量实 时 荧 光 定 量 PCR（（real-time fluorescence 

quantitative PCR，， RT-qPCR））法 检 测 细 胞 中法 检 测 细 胞 中 miR-

126 和和 ADAM9 mRNA 表 达 水 平表 达 水 平　　 细胞转染 24 h
后，采用 TRIzol （100 μL/孔） 提取细胞总 RNA，

然后用逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，采

用 SYBR Green 掺入法进行 RT-qPCR 反应，引物

序列见表 1。反应条件：95 ℃、5 min；95 ℃、15 s，
60 ℃、15 s，72 ℃、30 s，40 个循环。ADAM9 以

GAPDH 为内参，miR-126 以 U6 为内参，内参和目

的基因同时扩增，每组设 3 个重复，采用 2－△△Ct法

计算目的基因表达水平。

1. 5　　MTT 法检测各组细胞增殖活性法检测各组细胞增殖活性　　取对数生长

期的胃癌细胞株制成细胞悬液，采用完全培养基将

细胞浓度稀释为每毫升 10×105 个细胞，接种于

96孔细胞培养板中，每孔 100 μL，继续培养 24 h至

细胞完全贴壁后，根据需要采用不同条件对细胞进

行处理，间隔 24、48和 72 h后每孔加入 20 μL MTT，

4 h 后将培养基吸去，每孔加入 100 μL DMSO，震

荡 5 min 后置于酶标自动分析仪，在 490 nm 波长下

测定吸光度 （A） 值，设置 3 个平行孔，取平均值，

以 A （490） 值代表细胞增殖活性。

1. 6　　细胞划痕实验检测各组细胞迁移率细胞划痕实验检测各组细胞迁移率　　单细胞

悬液接种于 6 孔细胞培养板，次日细胞丰度达

60%~70% 时进行细胞转染。转染后 4~6 h 细胞换

液前，以 10 μL 枪头于 6 孔细胞培养板中央十字划

线，轻晃培养板，吸弃培养液及掉落细胞，细胞换

液；分别于划痕 0、24 和 48 h 时在显微镜下拍照；

采用  Image J 软件测量划痕处细胞划痕宽度，计算

细胞迁移率，细胞迁移率= （0 h 划痕宽度－24 h
或 48 h 时划痕宽度） /0 h 划痕宽度×100%。

1. 7　　Transwell 小室实验检测各组细胞的迁移细胞小室实验检测各组细胞的迁移细胞

数和侵袭细胞数数和侵袭细胞数　　细胞接种在 Transwell 小室的微

孔膜上，迁移实验不加 Matrigel 基质胶，仅计算穿

膜细胞数。侵袭实验的操作方法： 4 ℃过夜融化

Matrigel 基质胶，并用预冷的不含血清的 DMEM
培养基按 1∶3 稀释，使其终浓度达到 1 g·L－1；将

Transwell 小室 （8. 0 μm 孔径聚碳酸酯膜） 放置于

24 孔 细 胞 培 养 板 上 ， 并 加 入 100 μL 稀 释 的

Matrigel，37 ℃孵育 1 h 使胶凝固；采用含 5% FBS
的 DMEM 培养基制备待实验细胞悬液，计数，加

入 100 μ L 含 5×104 个细胞的细胞悬液于小室上

室 中，并加 600 μL 含 10% FBS 的 DMEM 培养基

于 Transwell 小 室 的 下 室 ； 将 细 胞 培 养 板 置 于

37 ℃、5%CO2 的细胞孵育箱培养 48 h；从 24 孔细

胞培养板中取出 Transwell 小室，PBS 缓 冲 液 洗

涤 3 次，每次 3~5 min；用 4% 多聚甲醛固定细胞

30 min，PBS 缓冲液洗 3 次，每次 3~5 min；棉签

小 心 除 去 微 孔 滤 膜 上 层 未 穿 膜 的 细 胞 。 0. 5% 
Triton X-100 透化 5 min，PBS 缓冲液洗 3 次，每次

表表 1　　PCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of PCR Primer sequences of PCR 

Target gene

ADAM9

Hsa-miR-126 stem-loop RT primer

MiR-126-3p

U6

GAPDH

Primer sequence　　　　　　　

F: 5'-GGAAGAGTGTGACTGTGGTAC-3'
R: 5'-CCTCGGCATAAAGTACCTCC-3'
5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCATT-3'
F: 5'-GTCTCGTACCGTGAGTAAT-3'
R: 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'
F: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
R: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'
F: 5'-CAATGACCCCTTCATTGACC-3'
R: 5'-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3'
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3~5 min；苏木精染细胞核 3 min，用自来水冲洗

5 min；弱氨水浸泡 10 s，用自来水冲洗 3 min；伊

红染细胞质 5 min，用自来水洗净；将小室微孔膜

的下室面置于倒置显微镜 （×10） 下拍照，随机选

取 5 个视野，采用  Image J 软件计算细胞数。实验

重复 3 次。

1. 8　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 ADAM9

和和 EMT 相关蛋白表达水平相关蛋白表达水平　　细胞转染 48 h 后，加

入适量 RIPA 裂解液提取细胞的总蛋白，然后采用

BCA 法测定蛋白浓度，采用十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis，  SDS-PAGE）
凝胶分离蛋白，然后将蛋白转移至 PVDF 膜上，然

后用 5% 脱脂牛奶进行封闭后，分别加入 ADAM9、
E-钙黏蛋白、 N-钙黏蛋白和波形蛋白一抗 （均

1∶1 000 稀释），4 ℃过夜，第 2 天用辣根过氧化物

酶标记的二抗室温孵育 2 h，最后用显影仪显影，

拍照。图片采用 Image J 软件进行灰度值分析，计

算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋

白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

1. 9　　 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 验 证双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 验 证 miR-126 与与

ADAM9 的靶向调控关系的靶向调控关系　　登录 TargetScan 生物信

息学数据库网站 （https：//www. targetscan. org），

物种选择“human”，输入 miRNA 名称“miR-126-

3p”，预测 miR-126 的靶基因。通过双荧光素酶报

告基因实验进一步验证 ADAM9 是否为 miR-126 的

靶基因。构建 ADAM9 靶点序列的荧光素酶报告基

因 重 组 质 粒 及 突 变 型 的 报 告 基 因 重 组 质 粒

（pmirGLO-ADAM9 3'-UTR-WT 和 pmirGLO-

ADAM9 3'-UTR-MUT），将荧光重组质粒与 miR-

126 mimics 共 转 入 24 孔 细 胞 培 养 板 培 养 的

HEK293T 细胞中，37 ℃培养 48 h，加入细胞裂解

液裂解细胞，收集裂解液，取上清液作为待测液加

入 96 孔细胞培养板。分别在加入萤火虫荧光素酶

检测工作液Ⅰ和海肾荧光素酶检测工作液Ⅱ后采用

多功能酶标仪检测荧光值，计算荧光素酶表达活

性。荧光素酶表达活性=萤火虫荧光素酶检测值/
海肾荧光素酶检测值。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

统计学分析。各组细胞 A 值，细胞迁移率，迁移细

胞数和侵袭细胞数，miR-126，ADAM9 mRNA 和

蛋白表达水平，E-钙黏蛋白、N-钙黏蛋白和波形

蛋白表达水 平 均 符 合 正 态 分 布，以 x±s 表示，

2 组间样本均数比较采用两独立样本 t检验。以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结   果  

2. 1　　 各 组 细 胞 中各 组 细 胞 中 miR-126 表 达 水 平 和表 达 水 平 和 ADAM9 

mRNA 及蛋白表达水平及蛋白表达水平　　RT-qPCR 法检测结果显

示：与人正常胃黏膜上皮 NGEC 细胞中 miR-126 表

达水平 （1. 000±0. 093） 比较，胃癌 SGC-7901 细

胞中 miR-126 表达水平 （0. 461±0. 144） 明显降低

（P<0. 05）；与人正常胃黏膜上皮 NGEC 细胞中

ADAM9 mRNA 表达水平 （0. 144±0. 056） 比较，

胃癌 SGC-7901 细胞中 ADAM9 mRNA 表达水平

（0. 871±0. 092） 明显升高 （P<0. 05）。见图 1A。

转染 miR-126 mimics 48 h 后，与 mimics NC 组比

较，miR-126-OE 组胃癌 SGC-7901 细胞中 miR-126
表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）。   见 图 1B。

Western blotting 法检测结果显示：转染 ADAM9 小

干扰 RNA 序列后，SGC-7901 细胞中 ADAM9 蛋白

表达被抑制。见图 1C。

2. 2　　各组细胞增殖活性各组细胞增殖活性　　MTT 法检测结果显示：

过 表 达 miR-126 或 沉 默 ADAM9 基 因 处 理 SGC-

7901 细胞 48 和 72 h 后，与相应阴性对照组比较，

miR-126-OE 组和 ADAM9 siRNA 组细胞增殖活性

明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见表 2。
2. 3　　各组各组 SGC-7901 细胞的细胞迁移率细胞的细胞迁移率　　细胞划

痕实验检测结果显示：SGC-7901 细胞划痕 48 h 后，

与 相 应 阴 性 对 照 组 比 较， miR-126-OE 组 和

ADAM9 siRNA 组 SGC-7901 细胞迁移率明显降低

（P<0. 05）。见表 3。
2. 4　　 各 组 细 胞 的 迁 移 细 胞 数 和 侵 袭 细 胞 数各 组 细 胞 的 迁 移 细 胞 数 和 侵 袭 细 胞 数　　   

  Transwell 小室实验检测结果显示：与相应阴

性对照组比较，miR-126-OE 组和 ADAM9 siRNA
组迁移细胞数及侵袭细胞数明显减少 （P<0. 05 或

P<0. 01）。见表 4。
2. 5　　 各 组 细 胞 中各 组 细 胞 中 EMT 相 关 蛋 白 表 达 水 平相 关 蛋 白 表 达 水 平　　   

  Western blotting 法检测结果显示：与相应阴性

对照组比较，miR-126-OE 组和 ADAM9 siRNA 组

胃癌 SGC-7901 细胞中 E-钙黏蛋白表达水平明显升

高 （P<0. 05 或 P<0. 01），而 N-钙黏蛋白和波形

蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。

见图 2。
2. 6　　miR-126-3p 靶基因预测靶基因预测　　TargerScan 网站靶

基因预测结果显示：ADAM9 为 miR-126-3p 的靶基

因，ADAM9 的 3'-UTR 含有与 miR-126-3p 互补的
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核苷酸序列。见图 3。
2. 7　　 miR-126 与与 ADAM9 的靶向调控关系的靶向调控关系　　成功

构 建 pmir-ADAM9 3'-UTR-WT 与 pmir-ADAM9 
3'-UTR-MUT 表 达 载 体 ， 载 体 序 列 及 其 与

miR-126-3p 的结合位点见图 4。双荧光素酶报告基

因实验检测结果显示：与  mimics NC 组比较，转染

pmir-ADAM9 3'-UTR-WT 后 miR-126 OE 组 细 胞

荧光素酶活性明显降低 （P<0. 05），而转染 pmir-
ADAM9 3'-UTR-MUT 后 miR-126 OE 组细胞荧光

素酶活性差异无统计学意义 （P>0. 05）。见图 5A。

在 SGC-7901 细胞中转染 miR-126 mimics 48 h 后，

RT-qPCR 法检测结果显示：与 mimics NC 组比较，

miR-126 OE 组细胞中 ADAM9 mRNA 表达水平明

显降低 （P<0. 01）。见图 5B。Western blotting 法

检测结果显示：与 mimics NC 组比较， miR-126 
OE 组细胞中 ADAM9 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降低

（P<0. 05）。见图 5C 和 5D。

3 讨  论  

miR-126 通常在正常组织中高表达、在多种肿

瘤组织中低表达，其可通过调控多种信号通路相关

蛋白的表达参与肿瘤细胞的增殖、迁移以及血管生

成，在恶性肿瘤的发生发展中起重要的作用［9-11］。

A： Expression levels of miR-126 and ADAM19 mRNA in different types of cells （*P<0.05， **P<0.01 compared with NGEC group）； 
B： Expression level of miR-126 after transfected with miR-126 mimics （*P<0.01 compared with mimics NC group）； C： Electrophoregram 
of expression of ADAM9 protein（Lane 1： SiRNA NC group； Lane 2： ADAM9 siRNA group）.

图图 1　各组细胞中　各组细胞中 miR-126 和和 ADAM9 mRNA 表达水平及表达水平及 ADAM9 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 1　　 Expression levels of miR-126 and ADAM9 mRNA and electrophoregram of expression of ADAM9 protein in 

cells in various groups

表表 2　　不同时间点各组不同时间点各组 SGC--7901 细胞增殖活性细胞增殖活性

TabTab..   22　　 Proliferation activities of SGCProliferation activities of SGC--79017901 cells in various  cells in various 
groups at different time pointsgroups at different time points (n=3，x±s）

Group

Mimics NC
MiR-126-OE
SiRNA NC
ADAM9 siRNA

Proliferation activity of SGC-7901 cells
（t/h）0

0.15±0.03
0.13±0.04
0.16±0.02
0.17±0.06

24
0.34±0.08
0.23±0.07
0.36±0.04
0.31±0.05

48
0.57±0.11
0.28±0.12*

0.73±0.14
0.40±0.09△

72
1.26±0.12
0.85±0.13*

1.79±0.25
0.79±0.11△△

*P<0.05 compared with mimics NC group； △P<0.05， △△P<
0.01 compared with siRNA NC group.

表表 3　　不同时间点各组不同时间点各组 SGC--7901 细胞迁移率细胞迁移率

TabTab..   33　　Migration rates of SGCMigration rates of SGC--79017901 cells in various groups  cells in various groups 
at different time pointsat different time points (n=3，x±s，η/%）

Group

Mimics NC
MiR-126-OE
SiRNA NC
ADAM9 siRNA

Migration rate of SGC-7901 cells
（t/h） 24　
59.2±12.4
41.7±8.6
60.4±9.5
43.5±11.3

48
89.6±15.4
53.1±12.7*
91.6±15.8
46.9±9.2△

*P<0.05 compared with mimics NC group； △P<0.05 compared 
with siRNA NC group.

表表 4　　各组各组 SGC--7901 细胞的迁移细胞数和侵袭细胞数细胞的迁移细胞数和侵袭细胞数

TabTab..   44　　 Numbers of migration and invasion SGCNumbers of migration and invasion SGC--79017901 cells  cells 
in various groupsin various groups (n=3，x±s）

Group

Mimics NC
MiR-126-OE
SiRNA NC
ADAM9 siRNA

Number of migration 
cells

163.24±21.47
103.15±16.49*
147.91±19.15

98.64±13.28△

Number of invasion 
cells

125.41±18.18
76.64±10.29*

113.24±14.29
62.47±8.26△△

*P<0.05 compared with mimics NC group； △P<0.05， △△P<
0.01 compared with siRNA NC group.
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相关研究［12-13］ 表明：胃癌组织和肿瘤微环境中低

表达的 miR-126 参与了胃癌的发生发展。本课题组

前期研究［14］ 显示：miR-126 在胃癌组织中较癌旁

组织表达降低，且与肿瘤远处转移和淋巴结转移具

有显著相关性，提示 miR-126 可能在胃癌的复发及

转移中发挥重要作用。本研究结果显示：与人正常

胃黏膜上皮 NGEC 细胞比较，在胃癌 SGC-7901 细

图图 3　　TargerScan 网站预测的网站预测的 miR-126-3p 与与 ADAM9 3'-UTR 区的互补结合位点区的互补结合位点

Fig. 3　　Complementary binding sites between miR-126-3p and ADAM9 3'-UTR predicted by TargerScan website

图图 4　　ADAM9 3'-UTR 表达载体序列表达载体序列

Fig. 4　　Sequences of ADAM9 3'-UTR expression vector

A： Electrophoregram  of  expressions  of EMT   related   proteins  （ Lane 1：   Mimics   NC  group；  Lane 2：  MiR-126-OE  group）；  
C： Electrophoregram  of  expressions  of  EMT  related  proteins （ Lane 1：  SiRNA  NC  group；  Lane 2：  ADAM9 siRNA  group）；

B， D： Histograms of expressions of EMT related proteins （*P<0.05， **P<0.01 compared with mimics NC group； △P<0.05， △△P<0.01 
compared with siRNA NC group）.

图图 2　各组　各组 SGC-7901 细胞中细胞中 E-钙黏蛋白钙黏蛋白、、N-钙黏蛋白和波形蛋白表达电泳图和直条图钙黏蛋白和波形蛋白表达电泳图和直条图

Fig. 2　　 Electrophoregrams and histograms of expressions of E-cadherin, N-cadherin, and vimentin proteins in 

SGC-7901 cells in various groups
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胞中 miR-126 的表达水平明显降低，miR-126 过表

达可显著抑制胃癌 SGC-7901 细胞的增殖、迁移和

侵袭能力，进一步证实了 miR-126 是一种抑癌性

miRNA。分析其原因可能是：miR-126 表达下调甚

至缺失，失去对相应癌基因的调控和监视作用，使

上述癌基因表达水平升高，从而诱发或促进肿瘤的

发展。miR-126 调节靶基因参与胃癌进展的相关研

究较多，如 miR-126 可靶向调节高尔基磷蛋白 3
（golgiphosphoprotein3，  GOLPH3）介导mTOR相关

通路发挥作用［12］，或通过抑制原癌基因 K-ras 和基

质 金 属 蛋 白 酶 7 （matrix  metalloproteinase 7，
MMP7） 的表达参与肿瘤的进展［13］。miRNA 在调

节过程中的主要优势之一在于其能够同时调节多个

靶基因的表达，从而实现一对多的调节模式。因

此，miR-126 在胃癌治疗中具有潜在的优势。然

而，miR-126 参与胃癌发生发展的确切调控机制尚

未完全阐明。

ADAM9 是多功能、多结构域 1 型跨膜蛋白

ADAM 家族的成员之一，主要通过用于黏附的分

解蛋白结构域和用于脱落多种细胞表面蛋白的金属

蛋白结构域参与多种生理功能［15-16］。ADAM9 在多

种恶性肿瘤中高表达，包括非小细胞肺癌、胰腺

癌、乳腺癌、卵巢癌和结直肠癌等，在正常组织中

表达有限［17-19］，并与肿瘤侵袭性和不良预后有

关［7］。ADAM9 可通过蛋白水解或非蛋白水解途径

促进肿瘤的进展、治疗抗性和肿瘤转移。本课题组

前期研究［14］ 结果显示：ADAM9 在胃癌组织中高

表达，且与肿瘤分化程度和淋巴结转移具有显著相

关性。本研究设计构建了 ADAM9 小干扰 RNA，

结果显示：沉默 ADAM9 基因可抑制胃癌细胞的增

殖、迁移和侵袭能力，再一次通过体外实验证明

ADAM9 作 为 癌 基 因 参 与 了 胃 癌 的 发 生 发 展 。

ADAM9 已成为目前非常有应用前景的抗癌新靶标

之一，虽然直接靶向 ADAM9 尚未开展临床应用，

' '

A： Luciferase activity of cells in two groups detected by dual-luciferase reporter assay（*P<0.05 vs mimics NC group）； B： Expression level 
of ADAM9 mRNA detected by RT-qPCR method（*P<0.01 vs mimics NC group）； C： Electrophoregram of expression of ADAM9 protein 
detected by Western blotting method （Lane 1： Mimics NC group； Lane 2： MiR-126-OE group）； D： Histogram of expression level of 
ADAM9 protein （*P<0.05 compared with mimics NC group）.

图图 5　双荧光素酶报告基因实验结果　双荧光素酶报告基因实验结果

Fig. 5　　Results of double luciferase reporter gene experiment
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但间接作用的研究已成为当今的研究热点之一。如

LIN 等［7］ 在进行白藜芦醇的抗癌作用研究中证实：

白藜芦醇可通过调节 ADAM9 抑制癌细胞在肺癌和

食管癌细胞中的迁移及存活。索拉非尼是一种多受

体酪氨酸激酶抑制剂，临床上用于治疗肝细胞癌

（hepatocellular carcinoma， HCC）， 其 可 以 抑 制

ADAM9 mRNA 和蛋白表达，并导致肿瘤组织中

膜型形式 （membrane MICA，mMICA） 的上调，

从而增强自然杀伤细胞对 HCC 的活性［20］。瑞戈非

尼是一种多激酶抑制剂，对索拉非尼耐药的 HCC
患 者 有 效 ， 并 显 著 降 低 ADAM9 和 ADAM10 的

mRNA 和蛋白表达水平，以促进 mMICA 在 HCC
细胞膜上的积累［21］。肿瘤微环境是无数信号分子

形成的复杂网络，其中的 microRNAs 正成为新兴

信号调节因子。能够靶向调节 ADAM9 的 miRNA
多达十几种，主要包括miR-223、miR-498、miR-182、
miR-502、miR-921、miR-488 和 miR-129 等，这些

miRNA 能通过与靶基因 3'-UTR 的相互作用而降低

靶基因 mRNA 稳定性或转录后抑制靶蛋白的合成，

从而在细胞增殖、分化、代谢、死亡和发育过程中

发挥重要作用。

本课题组前期研究［14］ 结果表明：ADAM9 表

达阳性的胃癌组织中 miR-126 表达水平偏低，推测

两 者 间 可 能 存 在 负 相 关 调 节 作 用 。 通 过 查 阅

TargerScan 网站，发现 ADAM9 的 3'-UTR 含有与

miR-126-3p 互补的核苷酸序列，因此 ADAM9 可能

为 miR-126 的 靶 基 因 。 为 了 验 证 miR-126 与

ADAM9 的靶向调控关系，本研究构建了双荧光素

酶报告基因载体质粒的野生型和突变型，通过分析

比 较 萤 光 素 酶 的 活 性 ， 证 实 了 miR-126 可 与

ADAM9 的 3'-UTR 特异性结合。在 SGC-7901 细胞

转染 miR-126 mimics 后，随着 miR-126 表达上调，

ADAM9 mRNA 和 蛋 白 表 达 均 受 到 抑 制 ， 表 明

miR-126 可直接负调控 ADAM9，发挥相应生物学

作用，这与前期临床研究［14］结果一致。

miRNA 可以通过负性调控 EMT 相关基因的表

达，在肿瘤转移中发挥重要作用［22-23］。为了进一步

探讨 miR-126 和 ADAM9 影响胃癌细胞生物学行为

的机制，本研究通过细胞划痕实验和 Transwell 小
室实验证实：过表达 miR-126 和 ADAM9 基因沉默

均可抑制胃癌细胞的侵袭及转移能力。进一步通过

Western  blotting 法 证 实：  过 表 达  miR-126 和
ADAM9 基因沉默可促进胃癌 SGC-7901 细胞中

E-钙黏蛋白表达，下调 N-钙黏蛋白和波形蛋白表

达，具有阻抑胃癌细胞 EMT 进程的作用，可能是

其 影 响 胃 癌 细 胞 迁 移 和 侵 袭 的 作 用 机 制 之 一 。

ADAM9 是近年来被发现参与调控 EMT 的重要基

因。研究［24-26］表明：ADAM9 的表达与白细胞介素

6 （interleukin-6， IL-6） 和 Snail 的表达呈正相关关

系，是 IL-6 诱导的 HCC 细胞迁移和侵袭的重要介

质，其表达还可被药物或 miRNAs 调控，激活相关

信号通路参与恶性肿瘤的 EMT。ADAM9 还可为

内皮细胞增殖和迁移创造空间，促进肿瘤血管生

成，同时也为肿瘤细胞的生长和转移提供了有利条

件。因此 miR-126/ADAM9/EMT 可能是胃癌发生

发展中的重要途径之一。miR-126-3p 和 miR-126-5p
的靶基因众多，其功能也涉及肿瘤发生发展的多个

方面， ADAM9 表达也受多种 miRNAs 的靶向调

节，因此，对于 miR-126 和 ADAM9 参与调控胃癌

EMT 的具体机制还需要开展广泛深入的研究。

综上所述，胃癌 SGC-7901 细胞中 miR-126 低

表达而 ADAM9 基因高表达。 miR-126 过表达和

ADAM9 基因沉默均可抑制胃癌 SGC-7901 细胞增

殖活性、迁移和侵袭能力，ADAM9 是 miR-126 的

直 接 靶 基 因 ， 过 表 达 miR-126 可 靶 向 负 调 控

ADAM9 并阻抑胃癌细胞 EMT 进程，延缓胃癌的

进展。因此，上调 miR ⁃ 126 表达的药物或靶向

ADAM9 的分子治疗在胃癌的治疗和抗复发转移方

面具有良好的临床应用前景。
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