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【摘要】 目的 探讨微小 RNA-433-3p（miR-433-3p）靶向同源异形盒基因 A1（HOXA1）对胃癌
MGC-803 细胞增殖、侵袭的影响。 方法 体外培养人胃癌 MGC-803 细胞，分为对照组（正常培养，不
进行任何处理）、si-NC 组（转染 miR-433-3p siRNA 阴性对照）、si-miR-433-3p 组（转染 miR-433-3p
siRNA）、mimic-NC 组 （转染 miR-433-3p mimic 阴性对照 ）和 miR-433-3p mimic 组 （转染 miR-433-
3p mimic）。 荧光定量聚合酶链反应（PCR）法检测 MGC-803 细胞中 miR-433-3p 及 HOXA1 mRNA 表
达 ；细胞计数法 、Transwell 法分别检测 MGC-803 细胞增殖 、侵袭 ；双荧光素酶报告基因试验检测

miR-433-3p 与 HOXA1 的靶向关系。 结果 与对照组和 si-NC 组相比，si-miR-433-3p 组 MGC-803
细胞中 miR-433-3p 表达降低 （P＜0.05），HOXA1 mRNA 表达 、 细胞增殖率 、 侵袭细胞数升高 （P＜
0.05）。 与对照组和 mimic-NC 组相比，miR-433-3p mimic 组 MGC-803 细胞中 miR-433-3p 表达升高
（P＜0.05），HOXA1 mRNA 表达、细胞增殖率 、侵袭细胞数降低 （P＜0.05）。 TargetScan 网站预测及双荧
光素酶报告基因试验结果显示 ，miR-433-3p 与 HOXA1 在 MGC-803 细胞中存在靶向关系 。 结论

miR-433-3p 能靶向调控 HOXA1 抑制胃癌 MGC-803 细胞的增殖、侵袭过程。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ To investigate the effects of microRNA-433-3p （miR-433-3p ） targeting
homeobox gene A1 （HOXA1） on the proliferation and invasion of gastric cancer MGC-803 cells. Method
Human gastric cancer cells MGC-803 were cultured in vitro and divided into control group，si-NC group，si-
miR-433-3p group，mimic -NC group，and miR-433-3p mimic group. Real -time fluorescent quantitative
PCR method was used to detect the expression of miR-433-3p and HOXA1 mRNA in MGC-803 cells. Cell
counting，Transwell method were used to detect the proliferation，invasion of MGC -803 cells. The dual
luciferase reporter gene experiment was used to detect the targeting relationship between miR-433-3p and
HOXA1. Result Compared with the control group and si-NC group，the expression level of miR-433-3p
in MGC-803 cells in the si-miR-433-3p group reduced （P<0.05）， the HOXA1 mRNA expression level，
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胃癌是全球高发的消化系统恶性肿瘤， 是全
球四大恶性肿瘤之一， 在我国每年导致较多人口
死亡，仅次于肺癌 ［1］。 早期胃癌症状隐匿，诊断难
度大，多数患者确诊时已经处于中晚期，疗效及预
后均较差，死亡率居高不下，严重影响人民健康 ［2］。
目前不断有更先进的外科手术技术及新的化疗药

物、靶向药物应用于胃癌，但治疗效果仍不理想，
研究认为，治疗过程中肿瘤的复发、转移是影响预
后的主要原因 ［3］。 因此，近来越来越多的研究者致
力于探索胃癌增殖、侵袭的分子机制并寻找有效的
靶向治疗新手段。 微小 RNA（microRNA，miRNA）
是一类非编码 RNA，广泛参与细胞增殖、凋亡、侵
袭等过程，在肿瘤中起原癌或抑癌基因的作用，目
前已成为肿瘤靶向治疗的关键分子 ［4］。微小 RNA-
433-3p（miR-433-3p）在多种肿瘤中呈异常表达，
在甲状腺癌、结肠癌、肺癌中表达均下调，发挥抑
癌作用， 但其调控癌症发生发展的分子机制尚未
完全明确 ［5-7］。同源异形盒基因 A1（homeobox gene
A1，HOXA1）是 HOX 基因家族成员，编码 DNA 结
合转录因子，参与调控细胞增殖及相关基因表达。
近几年研究显示，HOXA1 与肿瘤细胞的增殖 、侵
袭密切相关 ［8-9］。 有研究发现，miR-433-3p 可靶向
HOXA1 抑制结肠癌细胞的增殖和侵袭 ［10］，但两者
在胃癌中的关系尚不明确。 本研究将探究 miR-
433-3p 靶向 HOXA1 对胃癌 MGC-803 细胞增殖、
侵袭的影响，以期为胃癌靶向治疗提供实验参考。

1 材料与方法

1.1 材料 人胃癌 MGC-803 细胞购自深圳市豪
地华拓生物科技有限公司，RPMI-1640 培养基购
自美国 Sigma 公司；Lipofectamine 2000 转染试剂购
自美国 Amresco 公司 ；miR-433-3p 小干扰 RNA
（siRNA）、miR -433 -3p siRNA 阴 性 对 照 、miR -
433-3p 模拟物 （mimic）、miR-433-3p mimic 阴性
对照及 miR-433-3p、HOXA1、U6、GAPDH 引物由

上海碧云天生物技术有限公司设计合成；荧光定量
聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）试剂
盒购自北京百奥莱博科技有限公司；细胞计数试
剂盒-8 购自南京恩晶生物科技有限公司；双荧光素
酶报告基因检测试剂盒（货号FY600015-100T 购自
上海弗元上海生物科技有限公司；酶标仪、qRT-PCR
仪 （型号分别为 MODEL550、IQ5）购自美国 Bio-
Rad 公司；显微镜（型号 SMZ745）购自日本尼康公
司；蛋白凝胶成像仪（型号 K8500）购自上海艾研
生物科技有限公司。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞分组与转染 选取对数生长期的MGC-
803 细胞接种至 6 孔板，分为对照组（正常培养，不
进行任何处理）、si-NC 组（转染 miR-433-3p siRNA
阴性对照）、si-miR-433-3p 组（转染 miR-433-3p
siRNA）、mimic-NC 组（转染 miR-433-3p mimic 阴
性对照）和 miR-433-3p mimic 组（转染 miR-433-
3p mimic）。 转染方法如下：将 Lipofectamine 2000试
剂 5 μl 与无血清培养基 250 μl 混匀记为工作液
A，室温静置 5 min；将 miR-433-3p siRNA 阴性对
照 、miR-433-3p siRNA、miR-433-3p mimic 阴性
对照、miR-433-3p mimic 与无血清培养基 250 μl
混匀记为工作溶液 B，室温静置 5 min；将工作液
A、B 混匀，室温孵育 25 min，分别替换 si-NC 组、
si -miR -433 -3p 组 、mimic -NC 组 、miR -433 -3p
mimic 组 MGC-803 细胞中的培养基，常规培养在培
养箱中，每 0.5 小时摇动 1 次，3 h 后用含血清培养
基替换掉工作液，放回培养箱中培养 48 h，qRT-PCR
法检测转染效率。 每组均设 6 个平行样。
1.2.2 qRT-PCR 法检测 MGC-803 细胞中 miR-
433-3p及 HOXA1 mRNA 表达 收集转染后的各组
MGC-803 细胞，用 Trizol 提取总 RNA，用分光光度
计（波长 260/280nm）测得 RNA 纯度处于 1.8~2.0。
调整 RNA 浓度为 100 g/L，根据反转录试剂盒说明
书合成 cDNA。 以 cDNA 为模板 ， 使用荧光定量

cell proliferation rate ，number of invasive cells increased （P<0.05） . Compared with the control group and
mimic-NC group，the expression level of miR-433-3p in MGC-803 cells in the miR-433-3p mimic group
increased significantly（P<0.05），the HOXA1 mRNA expression level，cell proliferation rate，number of invasive
cells reduced（P<0.05） . TargetScan website prediction and dual luciferase reporter gene experiment results
showed that miR-433-3p and HOXA1 had a targeting relationship in MGC-803 cells. Conclusion miR-
433-3p can target HOXA1 to inhibit the proliferation and invasion of gastric cancer MGC-803 cells.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 MicroRNA-433-3p; Homeobox gene A1; Gastric MGC-803 cancer; Proliferation;
Invasion
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注：a，与对照组相比，P＜0.05；b，与 si-NC 组相比，P＜0.05；c，与 si-miR-433-3p 组相比，P＜0.05；d，与 mimic-NC 组相比，P＜0.05。

项目

miR-433-3p 表达

HOXA1 mRNA 表达
增殖率（%）

侵袭细胞数（个）

对照组

1.00±0.00
1.00±0.00
100.00±0.00
132.80±10.03

si-NC 组

1.02±0.05
0.97±0.05
97.52±8.53
127.36±8.65

si-miR-433-3p 组

0.35±0.05ab

2.41±0.12ab

167.63±14.54ab

206.92±16.68ab

mimic-NC 组

1.01±0.07c

0.96±0.06c

101.24±10.50c

136.72±10.79c

miR-433-3p mimic 组

2.07±0.11abcd

0.30±0.04abcd

55.86±6.98abcd

83.95±7.62abcd

F 值

520.71
814.03
108.84
93.279

P 值

＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001

PCR 试剂盒并参照其说明书，在荧光定量 PCR 仪
上进行定量分析。 反应条件：95℃预变性 15 min；
94℃变性 20 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，40 个
循环 。 miR -433 -3p 上游引物 ：5' -GGAGAAG-
TACGGTGAGCCTGT-3'，下游引物：5'-GAACACC-
GAGGAGCCCATCAT -3'；HOXA1 上 游 引 物 ：5′ -
CGGCTTCCTGTGCTAAGTCT -3′ ， 下游引物 ：5′ -
TTCATTGTGCCATCCATCAC-3′；U6 上游引物：5'-
GCTTCGGCAGCACATATACT -3'， 下游引物 ：5' -
GTGCAGGGTCCGAGGTATTC -3'；GAPDH 上 游 引
物 ：5′-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3′，下游引
物：5′-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3′。 miR-
433-3p 及 HOXA1 mRNA 表达水平分别以 U6、
GAPDH 为内参对照，以 2-ΔΔCt 法进行定量。
1.2.3 CCK-8 法检测 MGC-803 细胞增殖 转染
成功后的各组 MGC-803 细胞以 1×104 个/孔接种
96 孔板，置于培养箱培养 24 h，每孔加入 CCK-8
溶液 10 μl，置回培养箱继续培养 2 h。 用酶标仪（波
长 450 nm）检测各孔吸光度（OD）值，计算细胞增
殖率，增殖率（%）=（OD 实验组/OD 对照组）×100%。
1.2.4 Transwell 法检测 MGC-803 细胞侵袭 用
基质胶（50 mg/L）预先包被 Transwell 小室，将转染
成功后的各组 MGC-803 细胞用无胎牛血清培养基
稀释为 1×105个/ml，向小室上室每孔接种 100 μl，
小室下室每孔加含胎牛血清培养基 600 μl，置于
培养箱培养 24 h 取出。 用棉签擦去未穿膜细胞，
用 4%多聚甲醛固定穿膜细胞 15 min，用 0.1%结晶
紫染液染色 10 min，显微镜下选 5 个视野计数穿膜
细胞，记为侵袭细胞数。
1.2.5 双荧光素酶报告基因试验检测 miR-433-
3p 与 HOXA1 的靶向关系 使用 TargetScan 网站
在线预测 miR-433-3p 与 HOXA1 的潜在靶向结
合位点，并构建 HOXA1 的野生型及突变型荧光素
酶报告载体（HOXA1-WT 和 HOXA1-MUT），分别
与 miR -433 -3p siRNA 阴性对照 、miR -433 -3p

siRNA、miR-433-3p mimic 阴性对照、miR-433-3p
mimic 共转染至 MGC-803 细胞，置于培养箱培养
24 h，使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测
荧光素酶活性，计算相对荧光素酶活性。
1.3 统计学分析 采用 SPSS 23.0 软件分析数
据，计量资料用均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，多组比
较采用单因素方差分析，两两比较采用 SNK-q 检
验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组 MGC-803细胞中 miR-433-3p及 HOXA1
mRNA 表达情况 对照组、si-NC 组与 mimic-NC组
MGC-803 细胞中 miR-433-3p 及 HOXA1 mRNA
表达水平两两比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。
与对照组和 si -NC 组相比 ，si -miR -433 -3p 组
MGC-803 细胞中 miR-433-3p 表达水平降低 （P＜
0.05），HOXA1 mRNA 表达水平升高（P＜0.05）。 与
对照组和 mimic-NC 组相比 ，miR-433-3p mimic
组 MGC-803 细胞中 miR-433-3p 表达水平升高
（P＜0.05），HOXA1 mRNA 表达水平降低（P＜0.05）。
见表 1。
2.2 各组 MGC-803 细胞增殖情况 对照组、si-
NC 组与 mimic-NC 组 MGC-803 细胞增殖率两两
比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。 与对照组和
si-NC 组相比 ，si-miR-433-3p 组 MGC-803 细胞
增殖率升高（P＜0.05）。与对照组和 mimic-NC 组相
比，miR-433-3p mimic 组 MGC-803 细胞增殖率降
低（P＜0.05）。 见表 1。
2.3 各组 MGC-803 细胞侵袭情况 对照组、si-
NC 组与 mimic-NC 组 MGC-803 细胞侵袭细胞数
两两比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。 与对照组
和 si-NC 组相比，si-miR-433-3p 组 MGC-803 细
胞侵袭细胞数增多（P＜0.05）。 与对照组和 mimic-
NC 组相比，miR-433-3p mimic 组 MGC-803 细胞
侵袭细胞数减少（P＜0.05）。 见图 1、表 1。

表 1 各组 MGC-803 细胞中 mRNA 表达水平、细胞增殖率和细胞侵袭的比较（ｘ ± ｓ）
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2.4 miR -433 -3p 与 HOXA1 的靶向关系验证
TargetScan 网站预测显示，miR-433-3p 与 HOXA1
基因存在靶向结合位点。 双荧光素酶报告基因实
验结果显示 ，共转染 HOXA1-MUT、miR-433-3p
siRNA 阴性对照与共转染 HOXA1 -MUT、miR -
433-3p siRNA 的细胞相对荧光素酶活性差异无统
计学意义 （P>0.05）；与共转染 HOXA1-WT、miR-
433-3p siRNA 阴性对照相比，共转染 HOXA1-WT、
miR-433-3p siRNA 的细胞相对荧光素酶活性
升高（P＜0.05）。 共转染 HOXA1-MUT、miR-433-
3p mimic 阴性对照与共转染 HOXA1-MUT、miR-
433-3p mimic 的细胞相对荧光素酶活性差异无统
计学意义 （P>0.05）；与共转染 HOXA1-WT、miR-
433-3p mimic 阴性对照相比，共转染 HOXA1-WT、
miR-433-3p mimic 的细胞相对荧光素酶活性降低
（P＜0.05）。 见表 2。

3 讨论

由于胃癌发病隐匿，大多数患者确诊时已处于
疾病中晚期，治疗中易出现转移、复发，导致胃癌
的治疗效果有限，预后不理想，死亡率较高 ［10］。 而
近来研究发现，miRNA 能介导基因调控在肿瘤发

生发展中发挥重要作用，可作为肿瘤靶向治疗的
新手段 ［11］。 miR-433-3p 作为 miRNA 家族成员，与
多种恶性肿瘤的发生发展密切相关。 本研究沉默
胃癌 MGC-803 细胞中的 miR-433-3p 后 ，发现
MGC-803 细胞增殖率升高，侵袭细胞数增多 ，而
过表达 MGC-803 细胞中的 miR-433-3p 后，发现
细胞增殖率降低 ，侵袭细胞数减少 ，提示 miR-
433-3p 能抑制 MGC-803 细胞的增殖、侵袭过程。

HOX 基因家族成员能通过编码转录因子广
泛参与肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭等生物学过程的
调控。 林玲等 ［12］研究发现，HOXA1 在胃癌组织中
表达升高，对胃癌的发生发展过程起促进作用，且
其低表达的胃癌患者预后结局更好。 本研究发现，
下 调 miR -433 -3p 表 达 后 ，MGC -803 细 胞 中
HOXA1 mRNA 表达升高，反之，上调 miR-433-3p
表达后 ，MGC-803 细胞中 HOXA1 mRNA 表达降
低。 Li 等 ［13］发现，miR-433 抑制结肠癌细胞增殖和
侵袭的机制与靶向 HOXA1 表达有关。本研究通过
TargetScan 网站预测发现 miR-433-3p 与 HOXA1
基因存在靶向结合位点，双荧光素酶报告基因实
验结果亦显示 ，miR-433-3p 与 HOXA1 在 MGC-
803 细胞中存在靶向关系，提示 miR-433-3p 能靶
向 HOXA1 抑制胃癌 MGC-803 细胞的增殖、 侵袭
过程。
综上所述， 过表达 miR-433-3p 能抑制胃癌

MGC-803 细胞的增殖 、侵袭过程 ，其机制涉及对
HOXA1 的靶向作用，可作为胃癌治疗靶点 ，为减
少治疗过程中的复发、转移情况提供依据。
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