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miR-149-5p通过靶向AEBP1调控胃癌细胞的迁移侵袭
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【摘 要】目的：探讨miR-149-5p对胃癌细胞迁移侵袭能力的影响及分子机制。方法：qRT-PCR检测胃癌细胞株和组织标本

中miR-149-5p的表达，分析其表达水平与胃癌患者临床病理特征参数及预后的相关性，建立过表达和干扰miR-149-5p的胃

癌细胞株，Transwell实验检测miR-149-5p表达水平对胃癌癌细胞迁移侵袭能力的影响；生物信息学网站预测miR-149-5p的

靶基因，采用荧光素酶报告基因实验加以验证。结果：miR-149-5p在胃癌组织和细胞株中均低表达（均P<0.05）。miR-149-
5p的表达水平与胃癌患者的浸润深度（P=0.016）、淋巴结转移（P=0.001） 和TNM分期（P=0.023） 相关。miR-149-5p低表达是

胃癌患者总生存期的独立危险因素。与对照组相比，miR-149-5p mimics 明显抑制胃癌细胞的迁移侵袭能力（均 P<0.01），

而转染 miR-149-5p inhibitors 后得到了相反的结果（均 P<0.05）。miR-149-5p 靶向调控脂肪细胞增强结合蛋白 1（Adipocyte 
enhancer binding protein 1，AEBP1）蛋白的表达。荧光素酶报告基因实验表明，miR-149-5p明显抑制了野生型 AEBP1载体的

荧光素酶活性（P<0.01），而突变型的荧光素酶活性不受影响。敲低AEBP1可部分逆转下调miR-149-5p对胃癌细胞迁移侵袭

能力的影响。结论：miR-149-5p在胃癌组织中低表达，通过靶向AEBP1负性调控胃癌癌细胞的迁移侵袭。
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miR-149-5p targets AEBP1 to inhibit migration and invasion 
of gastric cancer cells
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【Abstract】Objective：To investigate the effects of miR-149-5p in regulating the migration and invasion ability of gastric cancer（GC） 
cells and the molecular mechanism. Methods：The expression of miR-149-5p in GC cell lines and tissue specimens was measured by 
qRT-PCR to analyze the relationship between miR-149-5p expression and the clinicopathological parameters and prognosis of 
patients with GC. We separately overexpressed and knocked down miR-149-5p in GC cells to investigate the expression level of miR-
149-5p on the migration and invasion ability of GC cells using Transwell assay. The target genes of miR-149-5p were predicted using 
bioinformatic tools，which were verified using luciferase reporter gene assay. Results：The expression of miR-149-5p was significantly 
down-regulated in both GC tissues and cell lines（P<0.05）. The expression level of miR-149-5p was significantly correlated with the 
depth of invasion（P=0.016），lymph node metastasis（P=0.001），and TNM stage（P=0.023） of patients with GC. Low expression of miR-
149-5p was an independent risk factor for the overall survival of patients with GC. Compared with the control group，miR-149-5p mimics 
significantly inhibited the migration and invasion ability of gastric cancer cells（P<0.01），while transfection with miR-149-5p inhibitors 
produced the opposite effects（P<0.05）. miR-149-5p targeted the expression of adipocyte enhancer-binding protein 1（AEBP1）. The 
luciferase reporter gene assay showed that miR-149-5p significantly inhibited the luciferase activity of the wild-type AEBP1 vector
（P<0.01），with no effects on the luciferase activity of the mutant type. Knockdown of AEBP1 could partly reverse the effects of down⁃

regulating miR-149-5p on the migration and invasion ability of GC 
cells. Conclusion：miR-149-5p is lowly expressed in GC tissues，
which can negatively regulate the migration and invasion of GC cells 
by targeting AEBP1 protein expression.
【Key words】miR-149-5p；gastric cancer；Adipocyte enhancer 
binding protein 1
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胃癌是一种发病率高、死亡率很高的恶性肿

瘤，大部分患者最终死于肿瘤复发和远处转移[1]。
侵袭转移是胃癌细胞最重要的生物学特征之一，也

是造成患者死亡最主要的原因之一，但是其具体的

分子调控机制至今仍未阐明，深入研究胃癌侵袭转

移的分子机制，对于制定更有效的治疗措施具有重

要意义[2]。
为探讨胃癌细胞侵袭转移的分子机制，本课题

组前期工作中采用Matrigel-transwell侵袭实验将胃

癌细胞 MGC803分为侵袭性（transwell小室膜下）和

非侵袭性（膜上）2 个细胞亚群，并对 2 个细胞亚群

做了 miRNA 表达谱芯片分析，发现 miR-149-5p 表

达差异较为明显。MicroRNAs 是一类约 22 个核苷

酸的非编码 RNA，是调控基因表达的关键因子[3]。
已有研究提示 miR-149-5p 在胃癌中低表达，但是

其在胃癌侵袭转移中的作用及分子机制尚不明

了[4]。因此，阐明其调控机制将为胃癌侵袭转移提

供新的理论依据。

生物信息学分析发现 miR-149-5p和脂肪细胞

增强结合蛋白 1（Adipocyte enhancer binding protein 
1，AEBP1）存在结合部位。已有研究表明AEBP1在

胃癌[5]、乳腺癌[6]、膀胱癌[7]和卵巢癌[8]中高表达。本

课题组前期研究也发现AEBP1在胃癌的增殖、侵袭

转移中起着促进作用[5]。研究表明 miR-149-5p 在

多种恶性肿瘤中发挥重要作用[4]，但其在 AEBP1 介

导的胃癌侵袭转移中的调控作用尚不清楚，本研究

旨在探讨miR-149-5p是否通过调控AEBP1的表达

发挥作用。

1　材料与方法

1.1　组织标本、细胞系及主要材料

组织标本：收集 80例胃癌组织及配对的癌旁组织，所有

患者均接受了胃癌根治手术，病理学检查证实为胃癌，均未

接受术前治疗，标本取材后即刻置于液氮罐保存。本研究获

得我院伦理委员会审核批准（批准号：LDYYLL2015-0016），

所有患者均签署知情同意书。

细胞系：本实验所用的人胃黏膜细胞（GES-1）和胃癌细

胞系均由本院中心实验室保存。

主要试剂：反转录试剂盒和实时定量聚合酶链式反应

（qRT-PCR）试 剂 盒（TaKaRa）；miR-149-5p mimics、miR-
149-5p inhibitor 和阴性对照购自广州锐博生物科技公司；

Transwell 小室（millipore）；Matrigel 基质胶（BD Biosciences）；

荧光素报告基因试剂盒（Promega公司）；LipfectamineTM 3000
（Invitrogen）；AEBP1抗体和β-actin（Abcam）。

1.2　细胞培养及转染

用RPMI1640培养基含 10%胎牛血清和 1%青链霉素混

悬液的进行培养，培养条件为：温度 37 ℃、5%CO2浓度、湿度

100%。当细胞生长汇合度达到30%~50％时，用LipfectamineTM 
3000 细胞转染，定期更换培养基，并检测转染效率，用于后

续实验。

1.3　qRT-PCR
参考本课题组已发表文章的方法[5]。采用 2-ΔΔCt法计算

miR-149-5p 和 AEBP1 的相对表达水平。U6 的上游引物为

CGCTTCGGCAGCACATATAC，下游引物为 TTCACGAATTT
GCGTGTCATC；β-actin 上游引物为 GAATTCATGTTTGAGA
CCTTCAA，下游引物为CGGATCCATCTCTTGCTCGAAGTC
CA。AEBP1上游引物为 AGACCACGCCATCTTCCG，下游引

物为CCTTGTTGTTCTCCCACTCG。

1.4　Western blot
提取各组细胞的总蛋白，检测各样品的蛋白浓度，各蛋

白样品上样、电泳、转膜、封闭，加入 AEBP1 一抗 4 ℃过夜，

PBST漂洗，二抗孵育1～2 h，加入显影，曝光。

1.5　荧光素酶报告基因检测

参照本课题组前期已发表文章[5]，构建 AEBP1 野生型

（WT）和突变型（MUT）pGL3- 荧光素酶报告基因质粒，

HEK293T 细胞接种到 24 孔板中（2×105个/孔），当细胞汇合

度达 70%~80% 时，按照转染试剂 LipofectamineTM 3000 的说

明进行，将 100 nG AEBP1-WT或 AEBP1-MUT质粒与 50 nG 
miR-149-5p mimics共转染至细胞中。转染 48 h后，检测各

组细胞的荧光素酶活性。

1.6　统计学方法

采用 SPSS 19.0进行统计分析，卡方检验分析miR-149-
5p的表达与胃癌临床病理特征参数之间的相关性，Cox比例

风险回归模型进行单因素和多因素生存分析。2 组间比较

采用独立样本 t 检验，多组组间比较采用单因素方差分析，

检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　miR-149-5p在胃癌组织和细胞系中均低表达

qRT-PCR 结果显示，与正常胃组织相比，miR-149-5p
在胃癌组织中的表达明显下降（P<0.001；图 1A、B）；miR-
149-5p 在胃癌细胞株中的表达明显降低（均 P<0.010；图 
1C、D）。

2.2　miR-149-5p 的表达与胃癌患者临床病理参数及预后

之间的相关性

课题组分析了 miR-149-5p 表达与胃癌患者临床病理

特征参数及预后的相关性，结果表明：miR-149-5p的表达与

患者的性别（P=0.649）、年龄（P=0.650）、肿瘤部位（P=0.650）、

分化程度（P=0.936）、肿瘤大小（P=0.149）和 M 分期（远处转

移）（P=0.063）无相关性；而与胃癌患者的T分期（浸润深度）

（P=0.016）、N分期（淋巴结转移）（P=0.001）和 TNM 分期（P=
0.023）显著相关，见表1。
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2.3　miR-149-5p的表达水平与胃癌患者的预后的相关性

Kaplan-Meier 生存分析结果显示：miR-149-5p 低表达

患者预后更差 [HR=0.454，95%CI=0.199~0.808，P=0.012；图
2A]，单因素回归分析结果表明：miR-149-5p的表达状况、肿

瘤大小、远处转移、TNM 分期、淋巴结转移和浸润深度与胃

癌患者的OS相关；多因素方差分析结果表明miR-149-5p低

表达、淋巴结转移和浸润深度是OS的独立危险因素，见表 2
和图2B。

2.4　miR-149-5p抑制胃癌细胞的迁移和侵袭

qRT-PCR 结果显示，转染 miR-149-5p inhibitor（抑制

剂）后胃癌细胞中miR-149-5p的表达水平下降（P<0.001；图
3A）；而转染 miR-149-5p mimics（过表达）可使胃癌细胞中

miR-149-5p的表达水平明显升高（P<0.001；图3B）。

Transwell迁移实验发现：与对照组相比，过表达胃癌细

胞中的 miR-149-5p 后，胃癌细胞迁移能力显著降低（P<
0.01；图 4A），而抑制 miR-149-5p 后，胃癌细胞迁移能力显

著增加（P<0.05；图 4B）。Transwell侵袭实验也发现：过表达

miR-149-5p后，细胞的侵袭能力显著减少（P<0.01；图 4C），

而抑制 miR-149-5p 后，细胞的侵袭能力明显增加（P<0.05；
图4D）。

2.5　miR-149-5p 通过靶向 AEBP1 调控胃癌细胞的迁移

侵袭

通过 TargetScan、StarBase、miRTarBase 及 miRWalk 数据

A. miR-149-5p在胃癌和正常组织中的表达

B. miR-149-5p在胃癌和正常组织中的相对表达

Ｃ. TCGA数据库中miR-149-5p在胃癌和正常组织中的

相对表达

D. miR-149-5p在胃癌细胞株中的相对表达量

                 注：a，P<0.05；b：P<0.01
图 1　miR-149-5p 在胃癌组织标本和细胞株中低表达

表 1　miR-149-5p 表达与胃癌患者临床病理特征的相关性（n，%）

预后参数

性别

　　男性

　　女性

年龄/岁
　　<60
　　≥60
肿瘤位置

　　近端+胃体

　　远端

分化程度

　　中高分化

　　低分化

肿瘤大小/cm
　　<5
　　≥5
浸润深度

　　T1-T2
　　T3-T4
淋巴结分期

　　N0
　　N1-N3
远处转移

　　M0
　　M1
TNM 分期

　　Ⅰ+Ⅱ
　　Ⅲ+Ⅳ

例数

58
22

49
31

31
49

22
58

63
17

27
53

33
47

76
4

51
29

miR-149-5p表达

低表达

40
14

34
20

20
34

15
39

45
9

23
31

29
25

53
1

39
15

高表达

18
8

15
11

11
15

7
19

18
8

4
22

4
22

23
3

12
14

χ2值

0.207

0.205

0.205

0.006

2.086

5.810

10.633

3.467

5.161

P值

0.649

0.650

0.650

0.936

0.149

0.016

0.001

0.063

0.023
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库预测 miR-149-5p 可能的靶基因，韦恩图发现了 3 个共有

的靶基因，分别是AEBP1、肌微管素相关蛋白3（myotubularin-
related protein 3，MTMR3）和 EXOG，查阅文献后发现 AEBP1
在胃癌细胞中发挥促癌作用。据此推测 AEBP1 可能是

miR-149-5p的靶基因，见图5。
为了进一步验证 miR-149-5p 对 AEBP1 表达的影响，

qRT-PCR 和 Western blot 检测结果发现：与对照组相比，

miR-149-5p mimic 组 AEBP1 mRNA 的表达无明显变化，

而 AEBP1蛋白表达下调（图 6A、B）；与之相反，miR-149-5p 

inhibitor组AEBP1 mRNA表达也无显著变化，AEBP1蛋白表

达上调（图 6C、D）。TargetScan 数据库生物信息学分析发现

miR-149-5p和AEBP1的 3'UTR存在互补结合位点（图 6E）。

采用荧光素酶报告基因实验进一步验证，将 AEBP1 3'UTR
野生型（WT）或突变型（MUT）报告基因质粒和 miR-149-5p 
mimics 共转染，实验结果显示：与对照组相比，miR-149-5p 
mimics 显著抑制 AEBP1-WT 组荧光酶活性（P<0.01），但对

AEBP1-MUT 组荧光酶活性无影响（P>0.05）（图 6F）。以上

结果证实，AEBP1是miR-149-5p下游调控的靶基因。

表 2　胃癌患者总生存时间的单因素和多因素分析

预后参数

性别

年龄

分化程度

肿瘤位置

浸润深度

淋巴结转移

远处转移

TNM分期

肿瘤大小

miR-149-5p表达

总生存时间单因素分析

HR

1.129
1.294
0.615
0.737
6.721
4.069
5.186
2.650
3.304
3.370

95%CI
0.589~2.165
0.679~2.465
0.318~1.190
0.386~1.405

2.371~19.052
1.910~8.668

1.778~15.130
1.394~5.039
1.689~6.461
1.753~6.477

P

0.714
0.434
0.149
0.354
0.000
0.000
0.003
0.003
0.007
0.000

总生存时间多因素分析

HR

-
-
-
-

4.886
2.450
2.008
1.594
1.803
2.280

95%CI
-
-
-
-

1.586~15.053
1.065~6.122
0.580~6.953
0.755~3.383
0.857~3.792
1.133~4.589

P

-
-
-
-

0.006
0.049
0.271
0.227
0.120
0.021

图 2　miR-149-5p 与胃癌患者预后相关

                                      注：a，P<0.01
图 3　miR-149-5p inhibitor 和 mimics 对 miR-149-5p 表达的影响
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2.6　miR-149-5p 通过靶向 AEBP1 调控胃癌细胞的迁移

侵袭

Transwell 侵袭实验结果显示：MGC803 细胞中转染 si-
AEBP1 后，与对照组相比，si-AEBP1 组细胞侵袭数量明显

降低（P<0.01；图 7A），而同时转染 si-AEBP1 和 miR-149-5p 
inhibitor组，对胃癌细胞的侵袭能力无影响（P>0.05；图 7A）。

Transwell迁移实验结果显示：MGC803细胞中转染 si-AEBP1
后，与对照组相比，si-AEBP1组细胞迁移数量明显降低（P<
0.01；图 7C），而同时转染 si-AEBP1 和 miR-149-5p inhibitor
后，对胃癌细胞迁移能力无影响（P>0.05；图 7D）。上述实验

结果表明，敲低AEBP1的表达能够部分逆转下调miR-149-
5p对胃癌细胞迁移侵袭的促进作用。

 注：a，P<0.05；b：P<0.05                                       
图 4　miR-149-5p 对胃癌细胞迁移侵袭能力的影响

图 5　生物信息学分析预测 miR-149-5p 的靶基因
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3　讨 论

早期研究发现AEBP1是一种转录因子，调控脂
肪的形成进程[9]。近年来的研究还发现AEBP1在肿
瘤的发生发展中发挥着重要作用。本课题组前期
研究发现，AEBP1在胃癌组织和胃癌细胞系中高表
达，AEBP1 高表达与胃癌患者的不良预后密切相
关，体内外实验显示 AEBP1 促进胃癌细胞的增殖、
侵袭和转移，分子机制研究表明AEBP1通过NF-κB

信号通路促进胃癌侵袭转移[5]。还有研究表明

AEBP1 与乳腺癌[6]、膀胱癌[7]和卵巢癌[8]的疾病进展

密切相关。本研究还发现降低胃癌细胞中 AEBP1
的表达后其侵袭能力下降。这一结果也进一步证

实AEBP1调控胃癌细胞的迁移侵袭。

越来越多的研究已证实 miRNA 转录后调控癌

基因或抑癌基因的表达，与胃癌的侵袭转移特性密

切相关[3]。课题组创新性利用传统的 Transwell 实
验，将Transwell小室膜上和膜下的胃癌细胞进行收

                               注：a，P<0.01
图 6　miR-149-5p 靶向调控 AEBP1 基因的表达

                                                                                                                                                                  注：a，P<0.05；b：P<0.01
图 7　miR-149-5p 通过调控 AEBP1 基因表达抑制胃癌细胞迁移侵袭
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集，膜上的细胞代表侵袭性低，膜下的细胞则侵袭
性较高，后续凭借高通量筛选技术，分析侵袭性和
非侵袭性胃癌细胞的 miRNA 表达谱，初步确定了
miR-149-5p与胃癌侵袭性密切相关。本研究的创
新点在于，与以往高通量测序对比分析的研究相
比，之前研究大多依靠与某些特定表型的相关标志
物或不同来源的标本或细胞。已有研究发现 miR-
149-5p在多种恶性肿瘤组织中变化异常，提示其可
能扮演着相当于抑癌或致癌因素的角色[10]。miR-
149-5p 在肝细胞癌[11]、胃癌[4]、结直肠癌[12]和乳腺
癌[13]中低表达；而在肺癌[14]、急性淋巴细胞白血病[15]

和急性髓系白血病[16]中高表达，作为促癌相关的
miRNA，促进肿瘤发生和侵袭[3-4,10]。在此研究中还
发现，与正常胃组织相比，miR-149-5p在胃癌组织
中低表达，临床资料分析还发现 miR-149-5p 的表
达与胃癌患者临床病理特征参数浸润深度、淋巴结
转移和TNM分期及总生存期密切相关。

为阐明 miR-149-5p调控胃癌细胞迁移侵袭的
分子机制，本课题组采用生物信息学的方法预测
miR-149-5p 可能的靶基因，韦恩图发现 AEBP1、
MTMR3 和 EXOG 是共有的靶基因，已有研究证实
AEBP1 促进胃癌细胞的侵袭转移，据此，本课题组
推测 AEBP1 最有可能是 miR-149- 5p 的靶基因。
为了验证 miR-149-5p 是否调控 AEBP1 基因的表
达，本研究在 MGC803 和 BGC823 胃癌细胞系中干
预 miR-149-5p 的表达，通过 qRT-PCR 和 Western 
blot分别检测 AEBP1 基因 mRNA 和蛋白表达水平。
结果表明，上调miR-149-5p 后，AEBP1基因 mRNA
的表达无明显变化，但蛋白的表达水平显著下降；
而下调 miR-149-5p 后，AEBP1 基因 mRNA 水平仍
无变化，AEBP1蛋白表达水平明显升高。以上结果
表明，miR-149-5p 在转录后水平调控胃癌细胞中
AEBP1基因的表达。

为了验证miR-149-5p与AEBP1基因存在结合
位点，本研究通过荧光素酶报告基因实验发现
AEBP1-WT 组转染 miR-149-5p mimic 后其荧光值
下降，而 AEBP1-MUT 组荧光值无变化。本结果提
示，AEBP1 基因 3′端非翻译区上存在 miR-149-5p
的结合位点。为此，课题组通过Transwell迁移/侵袭
实验进一步验证 miR-149-5p 对 AEBP1 的调控作
用，胃癌细胞中共转染 miR-149-5p inhibitor 和 si-
AEBP1 质粒，共转染组的迁移侵袭能力低于 si-
AEBP1组，说明在胃癌细胞内下调miR-149-5p后，
部分恢复了敲低 AEBP1 基因对胃癌细胞迁移侵袭
能力的影响。

综上所述，本研究发现 miR-149-5p 在胃癌组
织和细胞系中表达下调，其表达水平与胃癌患者浸
润深度、淋巴结转移、TNM 分期和总生存期密切相

关，通过负向调控 AEBP1 抑制胃癌的迁移侵袭，了
解 miR-149-5p 在胃癌发展进程中的作用，将为胃
癌潜在治疗提供新的靶点和理论依据。
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