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miR-194-5p靶向下调 CD44抑制胃癌肿瘤干细胞上皮间质转化的
机制研究 *
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摘要 目的：探讨 miR-194-5p靶向下调 CD44抑制胃癌肿瘤干细胞（CSCs）上皮间质转化（EMT）的相关分子机制。方法：采用

qRT-PCR检测胃腺癌细胞系（SGC-7901、MGC-803、SPAG-9和MNK-45）和胃粘膜细胞（GES-1）中 miR-194-5p、CD44、Snail和膜

型基质金属蛋白酶 -1（MT1-MMP）表达量，Western blot检测 CD44、Snail和MT1-MMP蛋白表达量。体外构建 miR-194-5p过表

达和低表达质粒载体并进行慢病毒转染，实验分为过表达组、对照组和低表达组，qRT-PCR和Western blot检测 miR-194-5p、

CD44、Snail和MT1-MMP的变化；CCK8法检测细胞增殖率，流式细胞术检测细胞凋亡率，Transwell实验检测细胞侵袭力，West-

ern blot检测 EMT标志物 E-cadherin和 N-cadherin蛋白表达量。结果：胃腺癌细胞系中 miR-194-5p表达显著低于胃粘膜细胞，而

CD44、Snail和MT1-MMP表达量显著升高；SGC-7901和MGC-803与胃粘膜细胞的表达差异最明显（P＜0.05）。与对照组相比，

过表达组 miR-194-5p表达量明显升高，CD44、Snail和 MT1-MMP表达量显著下降，细胞增殖率和侵袭力下降，凋亡率升高，

E-cadherin上调，N-cadherin下调（P＜0.05）。与对照组相比，低表达组 miR-194-5p表达量明显下降，CD44、Snail和MT1-MMP表

达量显著增加，细胞增殖率和侵袭力升高，凋亡率下降，E-cadherin下调，N-cadherin上调（P＜0.05）。结论：胃癌中 miR-194-5p低

表达可能发挥抑癌作用，通过下调 CSCs中 CD44表达进而抑制 EMT的发生。
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Mechanism of MiR-194-5p Targeted Downregulation of CD44 Inhibiting
Epithelial Mesenchymal Transformation of Gastric Cancer Stem Cells*

To explore the molecular mechanism of miR-194-5p targeting down regulation of CD44 and inhibiting

epithelial mesenchymal transition (EMT) in gastric cancer stem cells (CSCs). qRT-PCR was used to detect the expression levels

of miR-194-5p, CD44, Snail, and membrane matrix metalloproteinase-1 (MT1-MMP) in gastric adenocarcinoma cell lines (SGC-7901,

MGC-803, SPAG-9, and MNK-45) and gastric mucosal cells (GES-1). Western blot was used to detect the expression levels of CD44,

Snail, and MT1-MMP proteins. miR-194-5p over-expression and low-expression plasmid vectors were constructed in vitro then to trans-

fect with lentivirus. The experiment was divided into over-expression group, control group, and low-expression group. qRT-PCR and

Western blot were used to detect changes of miR-194-5p, CD44, Snail, and MT1-MMP; CCK8 assay was used to detect cell proliferation

rate, flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate, Transwell assay was used to detect cell invasiveness, and Western blot was

used to detect the expression levels of EMT markers E-cadherin and N-cadherin proteins. The expression of miR-194-5p was

significantly lower in gastric adenocarcinoma cell lines than gastric mucosal cells, while the expression levels of CD44, Snail, and

MT1-MMP were significantly higher; what's more, the expression differences of SGC-7901 and MGC-803 compared to gastric mucosal

cells were the most (P<0.05). Compared with the control group, miR-194-5p expression in the over-expression group was significantly

more, but CD44, Snail, and MT1-MMP expressions were significantly less, cell proliferation and invasiveness were lower, apoptosis rate

was higher, E-cadherin was upregulated, and N-cadherin was downregulated (P<0.05). Compared with the control group, the expression
level of miR-194-5p was significantly lower in the low-expression group, while the expression levels of CD44, Snail, and MT1-MMP

were significantly higher, the cell proliferation rate and invasiveness were more, while the apoptosis rate was less, E-cadherin was down-

regulated, and N-cadherin was upregulated (P<0.05). Low expression of miR-194-5p in gastric cancer may exert an anti-tu-

mor effect by downregulating the expression of CD44 in CSCs, thereby inhibiting the occurrence of EMT.
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前言

胃癌作为我国最常见的恶性肿瘤之一，病死率居高不下[1-3]。

肿瘤干细胞（cancer stem cells，CSCs）是维系肿瘤恶性增殖的主

要成分，其中 CD44被认为是胃癌 CSCs的一种重要标志物[4]。

胃癌 CSCs的主要特征之一是上皮细胞向间质细胞转化（ep-

ithelial-mesenchymal transition，EMT），进而促进肿瘤的侵袭和

转移[5]。胃癌细胞通过 EMT可以从原位脱落并侵入周围组织，

经血液或淋巴系统进行远处转移[6]。此外，EMT还能增强胃癌

细胞的抵抗力，对放疗、化疗以及免疫治疗产生耐药性 [7-9]。

miRNA可通过种子区域与靶 mRNA的 3'UTR端进行互补结

合，调控 mRNA转录，从而调控细胞的生物学功能，包括肿瘤

CSCs特性以及 EMT的发生。研究人员已经证明，miR-194在

结直肠癌中上调，并且这一过程有助于肿瘤进展[10]。在肾癌[11]、

肝癌[12]中发现了 miR-194的下调。Kong等人证明，miR-194通

过 NFAT5 来抑制肺癌细胞的迁移和侵袭 [13]。在食管癌中，

miR-194通过靶向抑制 PRC1发挥抑制作用[14]。此外，miR-194

通过靶向MEF2C抑制乳腺癌细胞增殖和侵袭[15]。有学者探寻

到 [16,17]，CD44的 3'UTR上拥有 miR-194-5p的应答元件可以特

异性结合，进而调控 CD44的表达。本研究旨在进一步探讨

miR-194-5p靶向下调 CD44抑制胃癌 CSCs的 EMT相关分子

机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

胃 腺 癌 细 胞 系 （SGC-7901、MGC-803、SPAG-9 和

MNK-45）和胃粘膜细胞（GES-1）购自上海中科院细胞研究所，

常规复苏后置于含 100 mg /L胎牛血清的 DMEM培养液中培

养，在 37℃、5% CO2培养箱中贴壁生长，隔天换液，观察到细

胞体积增加至 85%时用胰酶消化终止生长，PBS洗涤后重悬成

细胞浓度为 1× 106/L后分装保存备用。

1.2 细胞分组

体外构建 miR-194-5p过表达和低表达质粒载体，序列分

别为 ATTGTGTCG和 CGCGTGTGACA，并进行慢病毒转染，

实验分为过表达组（miR-194-5p组）、对照组（Control组）和低

表达组（sh-miR-194-5p组）。

1.3 检测方法

1.3.1 qRT-PCR 检测 miR-194-5p、CD44、Snail 和 MT1-MMP

qRT-PCR检测胃腺癌细胞系和胃粘膜细胞以及过表达组、对

照组和低表达组中 miR-194-5p、CD44、Snail 和膜型基质金属

蛋白酶 -1（membrane matrix metalloproteinase-1, MT1-MMP）表

达量。Trizol试剂（美国 Sigma公司）一步法提取各组细胞总

RNA，检测浓度后反转录为 cDNA（试剂盒购自上海赛默飞有

限公司），根据 PCR试剂盒（上海赛默飞有限公司）两步法步骤

进行扩增反应。反应条件为 95℃ 2 min，95℃ 30 s，60℃ 30 s和

72℃ 30 s，共 40个循环。熔解曲线分析，目的基因的表达量采

用 2-△ △ Ct法表示。引物序列 miR-194-5p：（F）5'-TATGCGCGT-

GTGA-3'，（R）5'-CGCGTGTGCGAC-3'；CD44：（F）5'-AATTGT-

GTCGCCCA-3'，（R）5'-CCGCGTGTGACACACCAT-3'；Snail：

（F）5'-GGTGTGCGCGACC-3'， （R）5'-CGCGCGTGCGCG-3'；

MT1-MMP：（F）5'-ATGCGCGTGCGCT-3'，（R）5'-TCGCGT-

GCGTGACC-3'；内参 U6：（F）5'-GGTTCGCACGTGCG-3'，（R）

5'-CCGTGTGCGCGACGTGCG-3'。引物序列由上海赛默飞有

限公司在 Primer5软件上合成。

1.3.2 Western blot 检 测 CD44、Snail 和 MT1-MMP 蛋 白

Western blot检测胃腺癌细胞系和胃粘膜细胞以及过表达组、

对照组和低表达组中 CD44、Snail和 MT1-MMP蛋白表达量，

以及过表达组、对照组和低表达组中 EMT标志物 E-cadherin

和 N-cadherin蛋白表达量。加入 RIPA细胞裂解液 600 滋L（南
京建成有限公司），检测蛋白浓度。上样品，电泳，转膜，封闭

1 h。加入鼠抗人 CD44、Snail 和 MT1-MMP、E-cadherin 和

N-cadherin 单克隆抗体一抗（工 1:5000，南京凯基有限公司）

4 ℃孵育过夜，洗膜后加入二抗（工作浓度为 1:50，南京凯基有

限公司）37 ℃ 孵育 2 h。洗膜后加入 ECL 荧光显色液，Al-

phaImager 2200 分析灰度值。结果以目的蛋白与内参蛋白

GAPDH的灰度比值进行表示。

1.3.3 CCK8法检测细胞增殖率 CCK8法检测过表达组、对

照组和低表达组细胞增殖率，按照 5× 104个 /孔将细胞铺在

96孔板中，孵育 48 h后终止培养，每孔 100 滋L CCK-8试剂，孵

育箱中放置 4 h，然后加入 200 滋L二甲基亚砜，孵育 10 min后

上机测吸光度。

1.3.4 流式细胞术检测细胞凋亡率 流式细胞术检测过表达

组、对照组和低表达组细胞凋亡率，各组培养 48 h后 PBS清洗

2次，参照凋亡试剂盒（美国 Invitrogen公司）说明书操作，加入

500 滋L缓冲液重新悬浮细胞，加入 10 滋L AnnexinⅤ-FITC，室

温暗处孵育 10 min，加入 5 滋L PI混匀染色，上机。

1.3.5 Transwell实验检测细胞侵袭力 制备Matrigel胶，与无

血清培养液 1：3稀释，将 1× 105个细胞接种到小室的上层，下

层中用血清填充，培养箱下孵育。48 h后用棉棒去除上层细胞，

用戊二醛固定，结晶紫染色。在 200倍显微镜中计数，任取 5个

视野，计数。

1.4 统计学方法

采用 SPSS20.0统计软件对计量资料（均数± 标准差）多组

间比较采用单因素 ANOVA分析，两组间 t检验。P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 胃腺癌细胞系和胃粘膜细胞 miR-194-5p、CD44、Snail 和

MT1-MMP mRNA表达量

胃腺癌细胞系中 miR-194-5p表达显著低于胃粘膜细胞，

而 CD44、Snail 和 MT1-MMP mRNA 表达量显著 升高 ；

SGC-7901和MGC-803与胃粘膜细胞的表达差异最明显（P＜
0.05），见图 1。

2.2 胃腺癌细胞系和胃粘膜细胞 CD44、Snail和 MT1-MMP蛋

白表达量

胃腺癌细胞系中 CD44、Snail和MT1-MMP蛋白表达量显

著高于胃粘膜细胞，SGC-7901和MGC-803与胃粘膜细胞的表

达差异最明显（P＜0.05），见图 2。

2.3 组间 miR-194-5p、CD44、Snail和MT1-MMPmRNA表达量

我们进一步选择 SGC-7901细胞分别转染 miR-194-5p过

表达、空白对照以及低表达质粒载体。结果显示：与对照组相
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比，过表达组 miR-194-5p 表达量明显升高，CD44、Snail 和

MT1-MMP mRNA表达量显著下降（P＜0.05）。与对照组相比，

低表达组 miR-194-5p 表达量明显下降，CD44、Snail 和

MT1-MMP mRNA表达量显著增加（P＜0.05）。见图 3。

图 1 胃腺癌细胞系和胃粘膜细胞 miR-194-5p、CD44、Snail和MT1-MMP mRNA表达量

Fig.1 miR-194-5p, CD44, Snail, and MT1-MMP mRNA expression levels in gastric adenocarcinoma cell lines and gastric mucosal cells

图 2 胃腺癌细胞系和胃粘膜细胞 CD44、Snail和MT1-MMP蛋白表达量

Fig.2 Expression levels of CD44, Snail, and MT1-MMP proteins in gastric adenocarcinoma cell lines and gastric mucosal cells

图 3 miR-194-5p、CD44、Snail和MT1-MMP mRNA表达量

Fig.3 miR-194-5p, CD44, Snail, and MT1-MMP mRNA expression levels. ***, P＜0.001

2.4 组间 CD44、Snail和MT1-MMP蛋白表达量

与对照组相比，过表达组 CD44、Snail和MT1-MMP蛋白

表达量显著下降（P＜0.05）。与对照组相比，低表达组 CD44、

Snail和MT1-MMP蛋白表达量显著增加（P＜0.05）。见图 4。

2.5 组间增殖率的比较

培养 48 h检测发现，过表达组细胞增殖率显著低于对照

组，低表达组显著高于对照组（P＜0.05），见图 5。

2.6 组间凋亡率的比较

过表达组细胞凋亡率明显高于对照组，低表达组明显小于

对照组（P＜0.05），见图 6。

2.7 组间侵袭力的比较

过表达组细胞侵袭数目比对照组下降，低表达组比对照组

增多（P＜0.05），见图 7。

2.8 组间 E-cadherin和 N-cadherin表达的比较
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图 6细胞凋亡率的比较

Fig.6 Comparison of cell apoptosis rates. ***, P＜0.001

图 4 CD44、Snail和MT1-MMP蛋白表达量

Fig.4 Expression levels of CD44, Snail, and MT1 MMP proteins. ***, P＜0.001

图 5 细胞增殖率的比较

Fig.5 Comparison of cell proliferation rates. ***, P＜0.001

过表达组比对照组 E-cadherin 蛋白表达上调，N-cadherin

表达下调；低表达组比对照组 E-cadherin表达下调，N-cadherin

表达上调（P＜0.05），图 8。

3 讨论

胃癌作为我国高发癌症，发病率持续升高。目前普遍认为

CSCs在胃癌进展中扮演着重要角色。研究证实[18-20]，CSCs具有

以下特性：通过无限增殖及不断自我更新维持肿瘤细胞群的生

命力；具有运动及迁徙能力导致肿瘤转移；可以处于休眠状态

同时产生多种耐药蛋白，对外界理化因素不敏感，消灭大部分

普通肿瘤细胞一段时间后可以再次复发。CD44，一种细胞膜蛋

白，普遍认为是 CSC标志蛋白。CD44表达的细胞有以下特征：

自无限增殖、耐药、放疗抵抗等[21]。CD44被剪接后产生 CD44s、

CD44v两种型号。这些结构与配体结合后，激活了下游信号[22]。

因此，明确调控 CD44的分子机制对于胃癌的防治至关重要。

miR-194-5p是一种非编码 RNA，在调控肿瘤恶性进展中

扮演着重要角色。首先我们观察了胃癌细胞及正常胃黏膜细胞

miR-194-5p的表达情况，结果显示，胃腺癌细胞系 SGC-7901

和 MGC-803 中 miR-194-5p 表达显著低于胃粘膜细胞，而

CD44、Snail和MT1-MMP表达量显著升高（P＜0.05）。研究发

现[23]，miR-194-5p可下调 CDK4和 CyclinD1表达，影响肿瘤细

胞周期进而抑制胃癌细胞的增殖，提示 miR-194-5p与胃癌的

发生和发展相关。高表达 miR-194-5p后胃癌细胞MGC-803侵

袭迁移能力下降，上皮标志物（E-cadherin）表达上调，间质标志

物（vimentin）表达下调，提示 miR-194-5p与胃癌细胞的侵袭迁

移和 EMT密切相关[24]。也有研究报道[25]，miR-194-5p可促进乳

腺癌细胞的增殖和侵袭。本研究证实过表达组细胞增殖率和侵

袭力下降，凋亡率升高，E-cadherin上调，N-cadherin下调；而低

表达组细胞增殖率和侵袭力升高，凋亡率下降，E-cadherin下

调，N-cadherin上调（P＜0.05）。印证了本研究的实验设想，即

miR-194-5p调控胃癌细胞恶性行为。
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图 7 细胞侵袭数目的比较

Fig.7 Comparison of the number of cell invasions. ***, P＜0.001.

在肿瘤微环境中，EMT受复杂的信号通路及多种细胞因

子的调控，如：TGF-茁、Wnt、Hedgehog、Notch 信号通路及

ZEB1、Twist、Snail、Slug细胞因子等，通过激活 EMT转录因子

促进肿瘤 EMT发生[26,27]。CD44是细胞表面跨膜糖蛋白，主要参

与异质性粘附，即肿瘤细胞与宿主细胞和宿主基质的粘附，异

质性粘附在肿瘤细胞侵袭转移中发挥重要的促进作用[28]。高表

达 CD44的口腔癌患者肿瘤更易发生远处转移，与预后不良相

关[29]。胃癌患者肿瘤组织中高表达 CD44可导致淋巴转移、远

处转移及复发[30]。另外，CD44作为胃癌 CSCs的重要标志物，

可以影响肿瘤特性，参与 EMT的发生过程。多项研究表明[31,32]，

CD44参与调控肿瘤细胞 EMT过程。因此探索 CD44-EMT轴

的调控机制至关重要。

EMT的发生关键是肿瘤转移过程中细胞外基质（extracel-

lular matrix, ECM）的降解，基质金属蛋白酶（matrix metallopro-

teinases, MMPs）是降解 ECM的最主要蛋白酶，在高侵袭的肿

瘤细胞中高表达，通过降解 ECM 促进细胞转移 [33]。其中

MMP2、MMP9和MTl-MMP研究最广泛，是参与肿瘤 EMT最

重要的酶 [34]。本研究进一步选择 SGC-7901 细胞构建

miR-194-5p 过表达、对照和低表达组，结果发现过表达组

miR-194-5p 表达量明显升高，CD44、Snail 和 MT1-MMP 表达

量显著下降；而低表达组 miR-194-5p表达量明显下降，CD44、

Snail和 MT1-MMP表达量显著增加（P＜0.05）。提示，靶向

miR-194-5p 可以调控 CD44、Snail 和 MT1-MMP 的表达。

CD44的 3'UTR上拥有 miR-194-5p的应答元件可以特异性结

合，进而调控 CD44的表达。詹盼盼等[35]研究发现，miR-195可

通过靶向 CD44调控干细胞的侵袭能力，这与本次研究结果基

本一致。

本研究从肿瘤干细胞角度探讨 miR-194-5p对胃癌恶性表

型的影响，具有一定的创新性，同时值得同行参考借鉴。但本次

研究也存在一定但局限性，如未进行体内实验在此确认

miR-194-5p的调控作用；其次，CD44调控 EMT的机制还需要

进一步深入研究。

综上所述，胃癌中 miR-194-5p低表达可能发挥抑癌作用，

通过下调 CSCs中 CD44表达进而抑制 EMT的发生，为肿瘤

的发生机制以及寻找临床干预靶点提供了重要理论支撑。
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