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miR-433 靶向 MAPK 通路抑制胃癌 BGC-
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【摘要】 目的 探讨微小 RNA-433（miR-433）靶向丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路抑制胃癌
BGC-823 细胞增殖与侵袭的机制。 方法 2021 年 10 月至 2022 年 5 月期间，在河北北方学院附属第
一医院胃肠肿瘤外科共收集 30 例胃癌组织及与之匹配的癌旁组织， 以及人胃黏膜上皮细胞株 GES-1
及人胃癌细胞株 BGC-823、MGC-803、SGC-7901。实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测胃癌组织、癌旁
组织和 GES-1、BGC-823、MGC-803、SGC-7901 细胞中 miR-433 表达水平； 对 BGC-823 细胞进行转
染 ，分组为 ：空白组 （细胞未转染 ）、miR-NC 组 （miR-433 mimics 阴性对照转染细胞 ）、miR-433 模拟
物（mimics）组（miR-433 mimics 转染细胞），qRT-PCR 检测各组 BGC-823 细胞 miR-433 表达水平；细
胞计数试剂盒-8 和 Transwell 实验分别检测各组 BGC-823 细胞增殖和侵袭能力；双荧光素酶报告基
因实验验证 miR-433 与 MAPK 靶向关系； 蛋白印迹法检测各组 BGC-823 细胞中 MAPK 通路相关蛋
白表达水平 。 结果 胃癌组织中 miR-433 表达水平显著低于癌旁组织 （P＜0.05）；与 GES-1 细胞比
较 ，BGC-823、MGC-803、SGC-7901 细胞中 miR-433 表达水平显著降低 （P＜0.05），且 BGC-823 细胞
中 miR-433 表达水平最低； 与空白组和 miR-NC 组比较，miR-433 mimics 组 BGC-823 细胞中 miR-
433 表达水平显著升高，细胞增殖率、侵袭细胞数、磷酸化 p38 MAPK（p-p38 MAPK）/p38 MAPK、磷酸
化 JNK（p-JNK）/c-Jun 氨基末端激酶 （JNK）蛋白表达水平显著降低 （P＜0.05）；双荧光素酶报告基因
实验结果显示，miR-433 与 MAPK 在 BGC-823 细胞中存在靶向关系。结论 上调 miR-433 表达可抑
制胃癌 BGC-823 细胞的增殖与侵袭，该机制可能与靶向抑制 MAPK 通路有关。
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【Abstract】 Objective To investigate the mechanism of microRNA-433 （miR-433） targeting mitogen
activated protein kinase （MAPK） pathway to inhibit the proliferation and invasion of gastric cancer BGC-823
cells. Method From October 2021 to May 2022, the gastric cancer tissues and its matched paracancerous
tissues from 30 patients in the Department of gastrointestinal tumor surgery, the First Hospital Affiliated to
Hebei North University and human gastric mucosal epithelial cell line GES-1 and human gastric cancer cell
lines BGC-823, MGC-803 and SGC-7901 were used. Real time fluorescent quantitative PCR （qRT-PCR） was
used to detect the expression levels of miR-433 in gastric cancer tissues, paracancerous tissues and GES-1,
BGC-823, MGC-803 and SGC-7901 cells; BGC-823 cells were transfected and divided into blank group
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胃癌是胃肠道最普遍的恶性肿瘤之一， 同时
也是我国重要的公共健康问题 ［1］。 近年来，对于胃
癌的治疗主要采用外科手术， 放射疗法和化学疗
法，然而，即使采用最好的治疗方法，胃癌患者的
死亡率仍然很高 ［2］。 大多数与胃癌相关的死亡主
要是由癌细胞侵袭，转移和肿瘤复发引起的 ［3］。 因
此， 了解胃癌的发病机制及胃癌进展的潜在机制
具有重要的意义。 微小 RNA（microRNA，miRNA）
是由 18~24 个核苷酸组成的一系列小型非编码
RNA，大量证据表明，miRNA 的异常表达影响癌细
胞的增殖、迁移和转移 ［4-5］。 据报道，结直肠癌组织
中微小 RNA-433（miR-433）表达降低，上调 miR-
433 表达能够抑制结直肠癌细胞增殖、 侵袭与迁
移 ［6 ］。 而丝裂原活化蛋白激酶 （mitogen activated
protein kinase，MAPK）通路作为人类癌症中最常见
的信号转导途径， 激活 MAPK 通路可促进肿瘤细
胞增殖、侵袭和迁移，并抑制细胞凋亡 ［7］。 但目前
关于 miR-433 对胃癌细胞的增殖与侵袭的影响尚
未见报道，其作用机制尚不清楚。 因此，本研究以
MAPK 通路为切入点， 构建 miR-433 过表达的胃
癌细胞 BGC -823， 观察上调 miR -433 表达对
BGC-823 细胞增殖与侵袭的影响， 并探讨可能的
分子机制。

1 材料与方法

1.1 胃癌组织样本及细胞 2021 年 10 月至 2022

年 5 月期间， 在河北北方学院附属第一医院胃肠
肿瘤外科共收集 30 例胃癌组织及与之匹配的癌
旁组织。 将所有组织标本在液氮中速冻， 并保存
于-80℃冰箱中。 本研究所有患者及其家属知情，
并签署知情同意书。 该项研究得到了医院伦理委
员会的批准。

人胃黏膜上皮细胞株 GES-1 及人胃癌细胞
株 BGC-823、MGC-803、SGC-7901 均购自武汉普
诺赛生命科技有限公司， 批号分别为：CL-0175、
CL-1615、CL-1713、CL-1912。
1.2 主要试剂与仪器 miR-433 模拟物 （miR-
433 mimics）、miR-433 mimics 阴性对照 、miR-433
和 U6 的引物序列均由江苏省百奥迈科生物技术
有限公司合成 ；胎牛血清 （FBS）、逆转录试剂盒 、
LipofectamineTM 2000 转染试剂盒 、 细胞计数试剂
盒-8（CCK-8）试剂、BCA 试剂盒（上海创凌生物科
技有限公司， 批号分别为 GL9127-2、GL90163-3、
GL10361、GL19120、GL40125）；RPMI1640 培养基 、
Trizol 试剂、ECL 化学发光试剂盒 （美国 Sigma 公
司，批号分别为 SJG-1317R、SJG-1916R）；荧光定量
PCR试剂盒（TransStartⓇ Green qPCR SuperMix）、双
荧光素酶报告基因检测试剂盒、 兔源 p38 MAPK、
磷酸化 p38 MAPK（p-p38 MAPK）、c-Jun 氨基末端
激酶（JNK）、磷酸化 JNK（p-JNK）、GAPDH 多克隆
抗体、山羊抗兔二抗（北京全式金生物技术有限公
司 ， 批号分别为 AH117-07、AH169-13、AH208-

（untransfected cells ） , miR-NC group （miR-433 mimics negative control transfected cells ） , miR -433
mimics group （miR-433 mimics transfected cells）, the expression levels of miR-433 in BGC-823 cells was
detected by qRT-PCR; cell counting kit-8 and Transwell assay were used to detect the proliferation and
invasion of BGC-823 cells in each group; double luciferase reporter gene experiment verified the targeting
relationship between miR -433 and MAPK; the expression levels of MAPK pathway related proteins in
BGC-823 cells was detected by Western blot. Result The expression level of miR-433 in gastric cancer
tissues was significantly lower than that in paracancerous tissues （P<0.05）; compared with GES-1 cells, the
expression levels of miR-433 in BGC-823, MGC-803 and SGC-7901 cells was significantly decreased
（P<0.05）, and the expression level of miR-433 in BGC-823 cells was the lowest; compared with the blank
group and miR-NC group, the expression levels of miR-433 in BGC-823 cells in miR-433 mimics group
was significantly increased, and the cell proliferation rate, the number of invasive cells, the expression levels
of phosphorylated p38 MAPK （p-p38 MAPK ） /p38 MAPK, phosphorylated JNK （p-JNK） /c-Jun amino
terminal kinase （JNK） protein were significantly decreased （P<0.05）; the results of dual luciferase reporter gene
experiments showed that miR-433 and MAPK were targeted in BGC-823 cells. Conclusion Up-regulation
of miR -433 expression can inhibit the proliferation and invasion of gastric cancer BGC -823 cells, this
mechanism may be related to the targeted inhibition of MAPK pathway.

【Key words】 MicroRNA-433; Mitogen activated protein kinase; Gastric cancer BGC-823 cells;
Proliferation; Invasion
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03、AH207 -11、AH305 -04、AH -301 -01、AH507 -
16、AH511-17）；Minitron 型 CO2 培养箱 、7500 HT
型荧光定量 PCR 仪、Infinite 200 型酶标仪（北京桑
翌实验仪器研究所）；Insertomat 型 Transwell 小室、
ChampChemi 610 型凝胶成像仪 （北京阳科华科技
有限公司）。
1.3 方法
1.3.1 细胞培养 将人胃黏膜上皮细胞株 GES-1
及人胃癌细胞株 BGC-823、MGC-803、SGC-7901
置于含有 10%FBS 的 RPMI-1640 培养基中， 并在
37°C、含 5% CO2的培养箱中培养。
1.3.2 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测胃癌组
织 、 癌旁组织和 GES -1、BGC -823、MGC -803、
SGC-7901 细胞中 miR-433 表达水平 使用 Trizol
试剂提取胃癌组织 、 癌旁组织和 GES-1、BGC-
823、MGC-803、SGC-7901 细胞中的总 RNA，逆转
录 合 成 cDNA， 使 用 TransStart Ⓡ Green qPCR
SuperMix 在实时荧光定量 PCR 系统上进行 qRT-
PCR 反应。 U6 用作内部对照，通过 2-ΔΔCt 方法计算
miR-433 的相对表达水平。所用引物序列为：miR-
433 上游引物 ：5' -TTCACCTACAGCACGCTTGT -
3'，miR-433 下游引物 ：5' -TTGGGATGGAGGGAG
TTTAC-3'；U6 上游引物 ：5' -GCCCATCTTGACCC
GAAT-3'，U6 下游引物 ：5'-AACGCTTCACGAATT
TGCGT-3'；每个样品设置 6 个重复。
1.3.3 细胞转染与分组 将 BGC-823 细胞以 1×
105个/孔的密度接种到 6 孔板中。培养 24 h 后，利
用 LipofectamineTM 2000 转染试剂盒对 BGC -823
细胞进行转染， 分组为： 空白组 （细胞未转染）、
miR-NC 组（miR-433 mimics 阴性对照转染细胞）、
miR-433 mimics 组 （miR-433 mimics 转染细胞）。
培养 48 h 后按照 1.2.2 中方法检测各组 BGC-823
细胞中 miR-433 表达水平。
1.3.4 CCK-8 法检测各组 BGC-823 细胞增殖能
力 将各组 BGC-823 细胞以 3×104 个/ml 的密度
接种到 96 孔板中，在转染 48 h 后，将 10 μL CCK-
8 试剂添加到每个孔中。 使用酶标仪在 450 nm 处
测量吸光度（OD450），计算细胞增殖率（增殖率=各
转染组 OD450/空白组 OD450×100%），每组设置 6 个
复孔。
1.3.5 Transwell 实验检测各组 BGC-823 细胞侵
袭能力 预先将基质胶涂于 Transwell 小室上室，待
其自然干燥后， 将各转染组细胞用无 FBS的RPMI-

1640 培养基重悬后，调整细胞浓度为 2×105 个/ml。
取 200 μl 的细胞悬液接种到 Transwell 上腔室中，
而下腔室中则装有 800 μl 含有 10% FBS 的RPMI-
1640 培养基。 孵育 48 h 后，用棉签除去保留在上
腔室中的非侵入性细胞，同时将侵袭细胞用 4%多
聚甲醛固定 20 min，然后在室温下用 1%结晶紫染
色 30 min。 使用光学显微镜随机选取五个视野对
侵袭细胞进行计数，每组进行 6 次重复。
1.3.6 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-433
与 MAPK 靶向关系 使用 starbase 网站预测 miR-
433 与 MAPK 的结合位点。 分别构建 MAPK 的野
生型 （WT）和突变型 （MUT）3'-UTR 区质粒 ，标记
为 WT-MAPK、MUT-MAPK。 按照 LipofectamineTM

2000 转染试剂盒说明书将 WT-MAPK 和 MUT-
MAPK 分别与 miR-433 mimics 阴性对照或 miR-
433 mimics共转染于 BGC-823细胞，记为 miR-NC+
WT-MAPK 组 （miR-433 mimics 阴性对照和 WT-
MAPK 共转染 ）、miR -433 mimics +WT -MAPK 组
（miR -433 mimics 和 WT -MAPK 共转染 ）、miR -
NC+MUT-MAPK 组 （miR-433 mimics 阴性对照和
MUT -MAPK 共 转 染 ）、miR -433 mimics +MUT -
MAPK组（miR-433 mimics和 MUT-MAPK共转染）。
每组设置 6 个复孔，转染 48 h 后，使用双重荧光
素酶报告基因分析系统评估相对荧光素酶活性。
1.3.7 蛋白印迹法检测各组 BGC-823 细胞中
MAPK 通路相关蛋白的表达 按 1.2.3 中的方法
处理 BGC-823 细胞并培养 48 h 后， 使用预冷的
RIPA 裂解缓冲液从各组细胞中提取蛋白质。 利用
BCA 试剂盒对蛋白质浓度进行定量， 通过 10%十
二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）分离
等量蛋白质（30 μg）后，将蛋白质转移至 PVDF 膜
上。将 PVDF 膜用 5%脱脂牛奶封闭 2 h，然后与一
抗 p38 MAPK （1:2500）、p -p38 MAPK （1:2500）、
JNK（1:1000）、p-JNK（1:1000）、GAPDH（1:2000）在
4°C 下孵育过夜。 第二天，用 TBST 洗涤膜 3 次后，
将膜与山羊抗兔二抗（1:3000）在室温下孵育放置
1 h。 清洗后，使用ECL 化学发光试剂盒可视化蛋
白。 使用 Image 软件对灰度值进行量化分析。
1.4 统计学分析 所有统计分析采用 SPSS 25.0
进行，数据用均值±标准差（x±s）表示，两组间比较
采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，进
一步两两比较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有
统计学意义。
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组别

空白组

miR-NC 组

miR-433 mimics 组

miR-433
1.01±0.02
1.04±0.04
2.75±0.26ab

表 2 各转染组 BGC-823 细胞中 miR-433 表达水平
比较（x±s，n=6）

注：与空白组比较，aP＜0.05；与 miR-NC 组比较，bP＜0.05。

2 结果

2.1 胃癌组织、癌旁组织以及 GES-1、BGC-823、
MGC-803、SGC-7901 细胞中 miR-433 表达水平
比较 胃癌组织中 miR-433 表达水平为 （0.32±
0.04）显著低于癌旁组织（1.03±0.03）（P＜0.05）。 与
GES-1 细胞比较，BGC-823、MGC-803、SGC-7901
细胞中 miR-433 表达水平显著降低 （P＜0.05），且
BGC-823 细胞中 miR-433 表达水平最低， 因此，
选择 BGC-823 细胞进行后续转染实验，见表 1。

2.2 各转染组 BGC-823 细胞中 miR-433 表达水
平比较 空白组与 miR-NC 组 BGC-823 细胞中
miR-433 表达水平差异无统计学意义 （P＞0.05）；
与空白组和 miR-NC 组比较 ，miR-433 mimics 组
BGC-823 细胞中 miR-433 表达水平显著升高（P＜
0.05），证明细胞转染成功。 见表 2。
2.3 上调 miR-433 表达对 BGC-823 细胞增殖 、
侵袭能力的影响 空白组与 miR-NC组 BGC-823细
胞增殖率和侵袭细胞数差异无统计学意义（P＞0.05）；

与空白组和 miR-NC 组比较 ，miR-433 mimics 组
BGC-823 细胞增殖率和侵袭细胞数显著降低（P＜
0.05）。 见表 3 和图 1。

2.4 miR -433 靶向调控 MAPK 的表达 使用
starbase 预测 miR-433 与 MAPK 的结合位点 ，见
图2。双荧光素酶报告基因实验结果表明，与 miR-
NC +WT -MAPK 组 比 较 ，miR -433 mimics +WT -
MAPK 组荧光素酶相对活性显著降低 （P＜0.05），
而 miR-433 mimics+MUT-MAPK 组荧光素酶相对
活性与 miR-NC+MUT-MAPK 组差异无统计学意
义（P＞0.05），见表 4。
2.5 上调 miR-433 表达对 MAPK 通路相关蛋白
的影响 空白组与 miR-NC 组 BGC-823 细胞中

组别

GES-1 细胞

BGC-823 细胞

MGC-803 细胞

SGC-7901 细胞

miR-433
1.02±0.03
0.19±0.02a

0.25±0.04a

0.34±0.06a

表 1 GES-1、BGC-823、MGC-803、SGC-7901 细胞中
miR-433 表达水平比较（x±s，n=6）

注：与 GES-1 细胞比较，aP＜0.05。

图 1 Transwell 实验检测上调 miR-433 对 BGC-823 细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，×200）
注：A 为空白组；B 为 miR-NC 组；C 为 miR-433 mimics 组。

图 2 miR-433 与 MAPK 的结合位点

组别

空白组

miR-NC 组

miR-433 mimics 组

增殖率（%）

100.00±0.00
99.76±0.03
46.32±4.51ab

侵袭细胞数（个）

98.35±8.33
96.67±7.95
35.54±5.22ab

表 3 上调 miR-433 表达对 BGC-823 细胞增殖、侵袭

能力的影响（x±s，n=6）

注：与空白组比较，aP＜0.05；与 miR-NC 组比较，bP＜0.05。
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组别

空白组

miR-NC 组

miR-433 mimics 组

p-p38 MAPK/p38 MAPK
0.84±0.11
0.86±0.12
0.43±0.04ab

p-JNK/JNK
0.66±0.09
0.65±0.08
0.31±0.02ab

表 5 上调 miR-433 对 p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-JNK/
JNK 蛋白表达的影响（x±s，n=6）

注：与空白组比较，aP＜0.05；与 miR-NC 组比较，bP＜0.05。

组别

miR-NC+WT-MAPK 组

miR-433 mimics+WT-MAPK 组

miR-NC+MUT-MAPK 组

miR-433 mimics+MUT-MAPK 组

荧光素酶相对活性

1.08±0.12
0.29±0.07a

1.11±0.12
1.12±0.13

表 4 双荧光素酶报告基因验证 miR-433 与 MAPK 的
靶向关系（x±s，n=6）

注：与 miR-NC+WT-MAPK 比较，aP＜0.05。

p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-JNK/JNK 蛋白表达水
平差异无统计学意义（P＞0.05）；与空白组和 miR-
NC 组比较 ，miR-433 mimics 组 BGC-823 细胞中
p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-JNK/JNK 蛋白表达水
平显著降低（P＜0.05）。 见图 3 和表 5。

3 讨论

胃癌是一种异质性恶性肿瘤， 在世界范围内
具有流行病学和组织病理学差异 ［8］。 据报道，每年
约有 100 万胃癌患者新病例， 并且大约 50%的胃
癌患者在诊断时已经发生转移 ［9-10］。 因此，探索胃
癌的分子发病机制对于胃癌的诊断和治疗具有重
要的临床意义。

作为一类长度为 18~24 个核苷酸的小内源性

RNA，miRNA 在各种肿瘤的发生和发展过程中发
挥着关键作用 ［11］。 马保录等 ［12］指出 miR-433 在膀
胱癌组织中低表达， 且 miR-433 低表达在临床上
表现为膀胱癌淋巴结转移和远处转移， 预后复发
率和转移率更高 。 曾剑平 ［13］研究表明 miR-433
高表达可通过靶向瞬时受体电位 M8 抑制胶质母
瘤细胞的侵袭能力。 郑庆凯等 ［14］研究发现，miR-
433 能通过靶向下调 p21 活化激酶 4 的表达，从而
抑制非小细胞肺癌细胞的增殖及迁移 。 王香琛
等 ［15］阐明了 miR-433 可抑制结肠癌细胞的增殖
和迁移，但对细胞凋亡及细胞周期无明显作用。 在
本研究中， 首先检测了 miR-433 在胃癌组织及胃
癌细胞系 BGC-823、MGC-803、SGC-7901 中的表
达情况，结果显示，miR-433 在胃癌组织中的表达
水平显著低于癌旁组织 。 miR-433 在胃癌细胞
BGC-823、MGC-803、SGC-7901 中表达水平显著
低于人胃黏膜上皮细胞株 GES-1，且 BGC-823 细
胞中 miR-433 表达水平最低，因此，选择 BGC-823
细胞作为进行后续转染实验。 本研究还发现上调
miR-433 可明显抑制 BGC-823 细胞的增殖与侵
袭能力，提示 miR-433 在 BGC-823 细胞中具有抑
癌基因的作用。

MAPK 通路是一种复杂的相互关联的信号级
联反应，经常参与肿瘤发生与发展 ［16］。近年来研究
发现， 靶向作用于 p38 MAPK、JNK 等 MAPK 途径
关键基因可以抑制细胞的增殖、 转移等生物学过
程， 因此靶向 MAPK 通路治疗一直被认为是一种
具有良好应用前景的癌症治疗策略 ［17］。据报道，酪
氨酸激酶受体抑制剂 Gefitinib 可通过调节结肠癌
细胞中 p38 MAPK、JNK 蛋白磷酸化表达水平 ，促
进细胞凋亡 ［18］。 沉默 KIAA1199 基因表达可抑制
非小细胞肺癌 A549 细胞的增殖、 侵袭与迁移，诱
导其凋亡， 其作用机制可能与阻滞 MAPK 信号通
路有关 ［19］。小干扰 RNA 靶向沉默转化生长因子-β
激活激酶 1 基因可通过抑制 p38 MAPK 信号通路
的激活进而抑制甲状腺癌细胞的增殖、 侵袭和迁
移过程 ［20］。本研究结果显示，MAPK 为 miR-433 的
靶基因， 上调 miR-433 表达后 BGC-823 细胞中
MAPK 通路关键蛋白 p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-
JNK/JNK 蛋白表达水平显著降低， 提示 miR-433
可能通过靶向抑制 MAPK 通路进而影响胃癌
BGC-823 细胞的增殖与侵袭， 来发挥对胃癌的抑
制作用。

图 1 各 转 染 组 BGC -823 细 胞 中 p -p38 MAPK、p38
MAPK、p-JNK、JNK 蛋白印迹图
注：A 为空白组；B 为 miR-NC 组；C 为 miR-433 mimics 组。

133



《消化肿瘤杂志（电子版）》2022 年 6 月第 14 卷 第 2 期 J Dig Oncol（Electronic Version）， June 2022，Vol 14， No．2

综上所述 ， 上调 miR-433 表达可抑制胃癌
BGC-823 细胞的增殖与侵袭， 该机制可能与抑制
MAPK 通路有关。 但是 miR-433 抑制胃癌细胞增
殖与侵袭的作用机制较为复杂，尚需后续深入研究。
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