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[摘 要] 目的：探讨miR-206对雌激素诱导的ER-α36阳性胃癌（gastric cancer, GC）细胞BGC-823增殖和侵袭的影响及其相关

机制。方法: 用不同浓度（1、10和100 pmol/L）的雌二醇（estradiol，E2）刺激ER-α36阳性BGC-823细胞后，用qPCR法检测miR-206

表达水平，MTT法和Transwell实验分别检测细胞的增殖和侵袭能力，WB法检测细胞中CDK14的表达。将miR-206 mimic、

miR-NC、pcDNA-CDK14、pcDNA-vector 等转染 ER-α36 阳性 BGC-823 细胞，并给予 100 pmol/L 的 E2 处理后，用 MTT 法和

Transwell小室法分别检测细胞的增殖和侵袭能力，WB法检测细胞中CDK14的表达。用双荧光素酶报告基因实验验证miR-206

与CDK14之间的靶向关系。结果: E2能显著降低ER-α36阳性BGC-823细胞中miR-206表达水平（P<0.05或P<0.01）、增强细胞

的增殖和侵袭能力（P<0.05或P<0.01）、上调细胞中CDK14的表达水平（P<0.01）。过表达miR-206能显著降低E2诱导的ER-α36

阳性BGC-823细胞的增殖和侵袭能力（均P<0.01）。miR-206通过直接结合CDK14 mRNA的3'-UTR发挥抑制作用，从而负向调

节CDK14的表达，进而抑制ER-α阳性BGC-823细胞的增殖和侵袭能力（均P<0.01）。结论: miR-206通过靶向CDK14从而抑制

雌激素诱导的ER-α36阳性GC细胞的增殖和侵袭。
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[Abstract] Objective: To explore the effects of miR-206 on the proliferation and invasion of ER-α36-positive gastric cancer (GC)

BGC-823 cells induced by estrogen and its related mechanisms. Methods: ER- α36-positive BGC-823 cells were stimulated with

estradiol (E2) at different concentrations (1, 10 and 100 pmol/L), then, the expression level of miR-206 was detected by qPCR, the

proliferation and invasion were respectively determined by MTT and Transwell assays, and the expression of cyclin-dependent kinase

14 (CDK14) protein was detected by WB. After transfecting miR-206 mimic, miR-NC, pcDNA-CDK14 or pcDNA-vector into ER-α36

positive BGC-823 cells and stimulating them with 100 pmol/L E2, the proliferation and invasion ability of the cells were respectively

detected by MTT assay and Transwell assays, and the expression of CDK14 was detected by WB assay. The targeting relationship

between miR-206 and CDK14 was verified by Dual luciferase reporter gene assay. Results: E2 significantly decreased the expression

level of miR-206 (P<0.05 or P<0.01), enhanced the proliferation and invasion (P<0.05 or P<0.01), and up-regulated the expression

level of CDK14 (P<0.01) in ER-α36-positive BGC-823 cells. Overexpression of miR-206 could significantly reduce the proliferation

and invasion ability of ER-α36-positive BGC-823 cells induced by E2 (all P<0.01). miR-206 negatively regulated the expression of

CDK14 by directly binding to the 3'-UTR of CDK14 mRNA, thereby inhibiting the proliferation and invasion of ER- α -positive
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BGC-823 cells (all P<0.01). Conclusion: miR-206 inhibits the proliferation and invasion of estrogen-induced ER- α36-positive GC

cells by targeting CDK14.
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胃癌（gastric cancer，GC）是消化系统常见的

恶性肿瘤，其发病率位居全球第五，正成为癌症死

亡的第二大原因[1]。然而，目前GC的发生发展机制

并不完全清楚。雌激素在GC的发生发展中起重要

作用，如男性GC发病率是绝经前女性的2~3倍，而女

性绝经后，这种性别造成的 GC 发病率差异消

失 [2-3]；绝经前比正常绝经后女性GC发病风险低[4]，

且雌激素替代疗法能降低 GC 患病风险 [5]。研究 [6-7]

显示，雌激素能双向调控 GC 的进展，即低浓度

的雌激素促进 GC 进展，高浓度的雌激素抑制GC

进展。因此对不同性别GC患者或者绝经前后女性

GC患者进展机制的研究将有助于治疗策略的制定。

miRNA 在肿瘤发生发展中起重要作用[8-12]，其中

miR-206 已被证明在 ER-α阳性乳腺癌组织中低表

达，其能直接抑制MCF-7细胞中ER-α的表达[11]；低水平

miR-206与乳腺癌晚期临床分期、淋巴结转移、较低

的总生存率以及肿瘤转移潜能增加有关 [12]。目前

尚未见miR-206对ER-α阳性GC细胞增殖和侵袭的

影响的研究报道。本研究以ER-α36阳性BGC-823

细胞为研究对象，观察不同浓度雌二醇（estradiol, E2）

对ER-α36阳性BGC-823细胞miR-206表达、增殖与

侵袭能力的影响，探讨过表达miR-206对E2刺激下

的 ER-α36 阳性 BGC-823 细胞增殖与侵袭的影响

及其分子机制，以期评估miR-206在ER-α阳性GC进

展中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

ER-α36阳性BGC-823细胞为安徽医科大学第一

附属医院内分泌实验室保存。

RPMI 1640 培养基和胎牛血清（FBS）购自美国

Gibco公司，LipofectamineTM 2000和TRIzol试剂购自

美 国 Invitrogen 公 司 ，miR-206 mimic、miR-NC、

pcDNA-CDK14和 pcDNA-vector购自上海吉凯基因

公司，E2和MTT试剂购自美国Sigma公司，Transwell

小室购自BD Biosciences公司，miScript逆转录试剂

盒和 miScript SYBR Green PCR 试剂盒购自美国

Qiagen公司，蛋白裂解液、BCA测定试剂盒、增强化

学发光（ECL）试剂盒和HRP标记的山羊抗小鼠 IgG

（H+L）二抗购自上海碧云天生物科技有限公司，

CDK14和 β-actin购自美国Santa Cruz公司，pMIR荧

光报告载体质粒和双荧光素酶报告基因检测试剂盒

购自美国Promega公司。

1.2 细胞培养与转染

将ER-α36阳性BGC-823细胞在含有10%FBS的

RPMI 1640 培养基中常规培养。取对数生长期的

BGC-823 细胞，按照 LipofectamineTM 2000 试剂说明

书的方法分别将 miR-206 mimic、miR-NC、pcDNA-

CDK14和pcDNA-vector转染进ER-α36阳性 BGC-823

细胞。上述细胞在E2处理前，将培养基更换为含1%

活性炭处理的FBS的不含酚红的RPMI 1640培养基

处理6 h，以排除由培养基引起的雌激素效应。

1.3 qPCR 法检测 ER- α36 阳性 BGC-823 细胞中

miR-206的表达水平

按TRIzol 试剂按照说明书步骤提取 ER- α36

阳性 BGC-823 细胞的总 RNA，按 miScript 逆转录试

剂盒说明书将 1 μg 总 RNA 逆转录为 cDNA，后用

miScript SYBR Green PCR试剂盒将 cDNA以及引物

在 ABI 7500 PCR 仪上进行 qPCR。miR-206 引物序

列：上游为 5ʹ-GGAATGTAAGGAAGTGTGTG-3ʹ，下游

为 5ʹ-GAACATGTCTGCGTATCTC-3ʹ。内参U6引物

序列：上游为5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3'，下

游 为 5'-TTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'。 反 应 条

件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 40个循

环。用 2-ΔΔCt 方法计算 miR-206 的相对表达水平。

1.4 MTT法检测ER-α36阳性BGC-823细胞的增殖

能力

将ER-α36阳性BGC-823细胞以5×103个/孔的密

度接种到96孔板中，用含1%活性炭处理的FBS且不

含酚红的RPMI 1640培养基培养，然后分别给予 1、

10和 100 pmol/L的E2处理 12、24、48或 72 h后，加入

20 μl 0.5% MTT 溶液，于 37 ℃下再孵育 4 h 后加入

150 μl DMSO将结晶溶解。最后，用Multiskan FC酶

标仪检测波长570 nm处的光密度（D）值。

1.5 Transwell小室法检测ER-α36阳性BGC-823细

胞的侵袭能力

用预先铺有基质胶的Transwell小室进行细胞侵

袭实验。用不含酚红的RPMI 1640培养基制备含有

5×105个/ml的ER-α36阳性BGC-823细胞悬浮液，并

将 100 μl细胞悬浮液加入上室中，同时将 700 μl

含 1% 活性炭处理的 FBS 和 1、10 和 100 pmol/L 的

E2 不含酚红的 RPMI 1640培养基加入下室中。在

37 ℃、5%CO2孵育 24 h后，用棉签擦拭未穿膜的细

胞，后用甲醇固定30 min，在0.1%结晶紫染液中染色
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20 min后，在光学显微镜下对细胞计数并拍照。

1.6 WB法检测ER-α36阳性BGC-823细胞中CDK14

的表达水平

用RIPA裂解液按照说明书步骤分离ER-α36阳

性BGC-823细胞的总蛋白，按照BCA测定试剂盒说

明书的方法定量蛋白浓度。将蛋白常规热变性、上

样，进行 SDS-PAGE、转膜后，用 5% 脱脂奶粉封闭

45 min，加入一抗 CDK14 抗体（1∶1 000）和 β -actin

（1∶5 000）室温孵育2 h，洗膜后加入HRP标记的山羊

抗小鼠 IgG（H+L）二抗（1∶2 000）室温孵育 45 min。

洗膜后，加入 ECL 试剂进行化学曝光、显影，并用

Image-Pro Plus v6.0 软件进行图像处理。以 CDK14

条带的灰度值与 β-actin 条带的灰度值的比值表示

CDK14的相对表达水平。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-206 与

CDK14的靶向关系

用生物信息学TargetScan 7.2软件预测miR-206

与CDK14的结合位点。将CDK14 mRNA的野生型

（WT）或突变型（MUT）3' 非翻译区（UTR）插入

pMIR-REPORT 荧光报告载体质粒中。然后用

LipofectamineTM 2000试剂将miR-206 mimic、miR-NC

和CDK14的WT或MUT的pMIR-REPORT荧光报告

载体质粒共转染 ER- α36 阳性 BGC-823 细胞，孵

育 48 h后，用双荧光素酶报告基因测定系统检测各

组细胞的荧光素酶活性。

1.8 统计学处理

qPCR法、MTT法、Transwell小室法和WB法等

实验均重复3次。使用SPSS 17.0统计软件对数据进

行分析。呈正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组数

据均数间比较采用 t 检验；多组数据比较采用方

差分析，均数间两两比较采用SNK-q 检验。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 E2 显著降低 ER- α36 阳性 BGC-823 细胞中

miR-206的表达水平

qPCR检测结果（图1）显示，与对照组比较，1、10和

100pmol/L的E2均显著降低ER-α36阳性BGC-823细胞中

miR-206 的表达水平（q=4.02、6.12、8.96，P<0.05或

P<0.01），其抑制作用呈明显的 E2 浓度依赖性，

以 100 pmol/L的E2作用最为显著（q=8.96，P<0.01）。

2.2 E2显著提高ER-α36阳性BGC-823细胞的增殖

和侵袭能力

MTT法检测结果（图2A）显示，随着E2浓度和作

用时间的增加，ER-α36阳性BGC-823细胞的增殖水

平逐步提高，至 100 pmol/L 和 72 h 时达到最高值

（q=13.23，P<0.01）。Transwell 小室法检测结果（图

2B）显示，E2剂量依赖性促进细胞侵袭，至浓度为

100 pmol/L时达到最高值（q=7.54，P<0.01）。实验结

果表明，E2显著提高ER-α36阳性BGC-823细胞的增

殖和侵袭能力。

*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl group

图1 不同浓度E2处理对ER-α36阳性BGC-823细胞中

miR-206表达水平的影响

Fig.1 Effect of different concentrations of E2 treatment on the

expression level of miR-206 in ER-α36-positive BGC-823 cells

2.3 过表达 miR-206 可显著抑制 E2诱导的 ER-α36

阳性BGC-823细胞的增殖和侵袭能力

qPCR 结果（图 3A）显示，与 miR-NC 组比较，

miR-206 mimic 组 ER- α36 阳 性 BGC-823 细胞中

miR-206表达水平明显升高（t=8.16，P<0.01）。MTT

法（图 3B）和Transwell 小室法（图 3C）检测结果显

示 ，与 E2+miR-NC 组比较 ，E2+miR-206 mimic 组

ER-α36 阳性 BGC-823 细胞的增殖能力显著降低

（q=3.89、9.23、11.23，P<0.05或P<0.01）、细胞的侵袭

能力显著降低（q=8.31，P<0.01）。实验结果表明，过

表达 miR-206 可显著抑制 E2 诱导的 ER-α36 阳性

BGC-823细胞的增殖和侵袭能力。

2.4 CDK14是miR-206的靶基因

用生物信息学TargetScan 7.2软件预测miR-206

的潜在mRNA靶标，在发现与细胞增殖和侵袭有关

的 miRNA 靶标中，最具潜力的是 CDK14（图 4A）。

双荧光素酶报告基因实验结果（图 4B）显示，与

miR-NC组比较，过表达miR-206能显著抑制转染携

带CDK14基因的野生型（WT）3'-UTR的质粒转染的

细胞中的荧光素酶活性（q=7.25，P<0.01）；而在

CDK14 基因突变型（MUT）3'-UTR 载体的荧光素酶

活性不受miR-206 mimic转染的影响（P>0.05）。WB

法检测结果（图 4C）显示，E2能浓度依赖的方式提高

ER-α36 阳性 BGC-823 细胞中 CDK14 的表达水平

（q=3.72、6.54、7.89，P<0.05或P<0.01）；且与miR-NC

组比较，miR-206 mimic转染细胞中CDK14表达水平

明显降低（t=10.83，P<0.01，图4D）。
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*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl group

A: MTT assay was used to detect the proliferation of ER-α36-positive BGC-823 cells; B: Transwell chamber assay was used to detect

the invasion of ER-α36-positive BGC-823 cells

图2 不同浓度E2对ER-α36阳性BGC-823细胞增殖和侵袭的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of E2 on proliferation and invasion of ER-α36 positive BGC-823 cells

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group; △P<0.05, △△P<0.01 vs E2+miR-NC group

A: qPCR was used to detect the transfection efficiency of miR-206 mimics; B: MTT assay was used to detect the proliferation of

ER-α36-positive BGC-823 cells; C: The invasion of ER-α36-positive BGC-823 cells treated with E2 (100 pmol/L) was detected by

Transwell chamber assay (crystal violet staining, ×200)

图3 过表达miR-206对E2诱导的ER-α36阳性BGC-823细胞增殖和侵袭的影响

Fig.3 Effects of miR-206 overexpression on the proliferation and invasion of ER-α36-positive BGC-823 cells induced by E2

2.5 过表达 CDK14 可逆转 miR-206 对 E2 诱导的

ER-α36阳性BGC-823细胞增殖和侵袭的抑制作用

在 E2（100 pmol/L）条件下，与 miR-206 mimic+

pcDNA-vector组比较，miR-206mimic+pcDNA-CDK14组

ER-α36阳性BGC-823细胞中CDK14表达水平显著升

高（ q=8.39 ，P<0.01 ；图 5A）；在 24 、48 和 72 h时，

ER- α 36 阳性 BGC-823 细胞的增殖能力显著升高

（q=3.52、5.89、7.53，P<0.05或P<0.01；图5B）；ER-α36阳性
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BGC-823 细胞的侵袭能力显著升高（q=7.24，P<0.01；

图5C）。实验结果表明，过表达CDK14可逆转miR-206

对E2诱导的ER-α36阳性BGC-823细胞增殖和侵袭的

抑制作用。

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group

A: Target genes of miR-206 were predicted using TargetScan 7.2 software; B: Dual luciferase reporter gene assay; C: WB method was

used to detect CDK14 expression in ER-α36-positive BGC-823 cells stimulated by E2 at different concentrations; D: The expression

level of CDK14 in BGC-823 cells after miR-206 overexpression was detected by WB method

图4 CDK14是miR-206的靶基因

Fig.4 CDK14 was predicted to be the target gene of miR-206

3 讨 论

已经确定雌激素能双向调控GC的发展，即低浓

度（pmol/L~fmol/L）雌激素促进ER阳性GC的发展，

而高浓度（μmol/L~mmol/L）雌激素抑制ER阳性GC

的发展[6-7]。并且，ER阳性GC患者的不良预后明显

高于ER阴性GC患者[13]。本研究结果表明，在低浓

度级别范围内的E2能促进ER-α36阳性BGC-823细

胞的增殖与侵袭。男性和绝经后女性的雌激素属低

浓度级别，提示对于男性和绝经后女性GC患者的治

疗也应关注雌激素和ER的潜在影响。

已有研究 [11-12,14] 表明，miR-206 在 ERα 阳性乳

腺癌和 卵 巢 癌 组 织 中 表 达 下 调 ，且 过 表 达

miR-206 能抑制 ERα阳性乳腺癌和卵巢癌细胞的

增殖、迁移和侵袭。尽管已有研究 [15-16] 表明 ，

miR-206 在 GC 中低表达，且过表达 miR-206 能抑

制 GC 细胞的增殖、迁移和侵袭。而在 GC 中，

miR-206 对低浓度级别 E2 诱导的 ER- α36 阳性

BGC-823 细胞增殖和侵袭的影响和机制尚不清

楚。本研究显示，低浓度级别 E2 能浓度依赖性

地抑制 miR-206 的表达，且过表达 miR-206 能抑

制 E2 诱导的 ER-α36 阳性 BGC-823 细胞增殖和侵

袭，此结果提示，上调 miR-206 能抑制雌激素诱导

的ERα阳性GC的进展。
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*P<0.05，**P<0.01 vs miR-206 mimic or miR-206 mimic+pcDNA-vector group

A: The expression of CDK14 was detected by WB method; B: Cell proliferation was detected by MTT assay;

C: Cell invasion was detected by Transwell assay (crystal violet staining, ×200)

图5 过表达CDK14对E2诱导的ER-α36阳性BGC-823细胞增殖和侵袭的影响

Fig.5 Effects of CDK14 overexpression on the proliferation and invasion of ER-α36 positive BGC-823 cells induced by E2

miRNA通过与靶基因的 3ʹ UTR区碱基配对，达

到转录后水平调控细胞的生命活动[8-9,17]。本研究发

现 CDK14 是 miR-206 的靶基因。CDK14 也称为

PFTAIRE 蛋 白 激 酶 1（PFTAIRE protein kinase 1,

PFTK1），是一种细胞分裂周期 2相关的丝氨酸/苏氨

酸蛋白激酶，与细胞周期蛋白D3相互作用，并作为

CDK-细胞周期蛋白和细胞周期进程的必需调控因

子[18-20]。且已有研究[21-22]表明，CDK14 在 GC 中高表

达，且能促进GC细胞的增殖、迁移与侵袭。本研究结

果显示，低浓度级别的E2能促进ER-α36阳性BGC-823

细胞中 CDK14 表达 ，且过表达 miR-206 能抑制

CDK14的表达，此外过表达CDK14可逆转miR-206对

E2诱导的ER-α36阳性BGC-823细胞增殖和侵袭的抑

制作用，说明在E2刺激的ER-α36阳性BGC-823细胞

中CDK14受miR-206的转录后调控，并且该机制抑

制细胞的增殖和侵袭。

综上所述，E2刺激能增强ERα阳性GC细胞的增

殖和侵袭能力，伴随着 miR-206 水平的降低，而过

表达miR-206 通过靶向 CDK14 抑制 E2 诱导的 GC

细胞 的 增 殖 和 侵 袭 能 力 。本研究详细介绍了

ER-miR-206/CDK14信号对ERα阳性GC细胞增殖和

侵袭的作用，有可能为男性和绝经后女性GC患者的

新治疗策略的开发提供依据。
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