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lncRNA NEAT1通过抑制hsa-miR-450b-5p促进胃癌细胞中EZH2的表

达与细胞的增殖和迁移能力

贺娇，任伟宏（河南中医药大学第一附属医院  检验科，河南  郑州  450000）

[摘  要]  目的：筛选果蝇Zeste基因增强子同源物2（EZH2）基因上游miRNA及 lncRNA，分析其在胃癌细胞中的表达并验证其

间的靶向关系，探讨它们对胃癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响。方法：通过ENCORI、miRDB和Target Scan数据库查询并分析、

筛选 EZH2 上游 miRNA（has-miR-450b-5p），ENCORI 数据库和 DAINA 数据库筛选 has-miR-450b-5p 上游 lncRNA（lncRNA 

NEAT1），预测 hsa-miR-450b-5p、lncRNA NEAT1与 EZH2之间的结合位点，双荧光素酶报告基因实验验证 hsa-miR-450b-5p与

lncRNA NEAT1的结合关系。采用 qPCR和WB法检测 lncRNA NEAT1和EZH2在正常胃黏膜细胞（GES-1）与胃癌细胞（MGC-

803、SGC-7901和MKN-28）中的表达量。按转染物的不同将MGC-803和SGC-7901细胞分为hsa-miR-450b-5p-mimic组、mimic-

NC组、si-NEAT1组和 si-NC组，转染 36~48 h后 qPCR法验证过表达及敲减效果；通过 qPCR、WB法检测观察过表达 hsa-miR-

450b-5p 对细胞中 lncRNA NEAT1 和 EZH2 mRNA、蛋白表达的影响，以及敲减 lncRNA NEAT1 对 hsa-miR-450b-5p 和 EZH2 

mRNA表达的影响；CCK-8法、划痕愈合实验和流式细胞术分别检测敲减EZH2或敲减 lncRNA NEAT1对细胞增殖、迁移和凋亡

能力的影响。结果：生物信息学分析筛选获得EZH2上游miRNA和 lncRNA为has-miR-450b-5p和 lncRNA NEAT1，双荧光素酶

报告基因实验验证了两者间存在靶向关系。lncRNA NEAT1和EZH2 mRNA、蛋白在胃癌细胞中均呈高表达（均P<0.05）。与

mimic-NC组相比，hsa-miR-450b-5p-mimic组MGC-803、SGC-7901细胞中miR-450b-5p水平均显著升高，而EZH2 mRNA、蛋白和

lncRNA NEAT1的表达量均显著降低（P<0.05 或 P<0.01）；与 si-NC 组相比，si-NEAT1 组 MGC-803、SGC-7901 细胞中 lncRNA 

NEAT1和EZH2 mRNA的表达量均显著降低（均P<0.01），SGC-7901细胞中 hsa-miR-450b-5p表达量显著升高（P<0.05）。敲减

EZH2或敲减 lncRNA NEAT1后，MGC-803、SGC-7901细胞的增殖、迁移能力均显著降低（均P<0.01）。结论：lncRNA NEAT1 和

EZH2在胃癌细胞中均呈高表达，lncRNA NEAT1可通过hsa-miR-450b-5p促进EZH2的表达并提高胃癌MGC-803和SGC-7901细

胞的增殖和迁移能力。
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lncRNA NEAT1 promotes the expression of EZH2 in gastric cancer cells and 
improves cell proliferation and migration through inhibiting hsa-miR-450b-5p

HE Jiao, REN Weihong (Clinical Laboratory, the First Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou 

450000, Henan， China)

[Abstract]  Objective: To screen the upstream miRNAs and lncRNAs of EZH2 gene, analyze their expressions in gastric cancer cells, 

verify the targeting relationship between them, and discuss their effects on the proliferation, migration and apoptosis of gastric cancer 

cells. Methods: The upstream miRNA (has-miR-450b-5p) of EZH2 was queried, analyzed and screened by ENCORI, miRDB and 

Target Scan databases, and the upstream lncRNA (lncRNA NEAT1) of hsa-miR-450b-5p was screened by ENCORI database and 

DAINA database. The binding sites between hsa-miR-450b-5p, lncRNA NEAT1 and EZH2 were predicted. Dual-luciferase reporter 

assay was used to verify the binding relationship between hsa-miR-450b-5p and lncRNA NEAT1. The expression levels of lncRNA 

NEAT1 and EZH2 in normal gastric epithelial cells (GES-1) and gastric cancer cells (MGC-803, SGC-7901 and MKN-28) were 

detected by qPCR and WB. MGC-803 and SGC-7901 cells were divided into the hsa-miR-450b-5p-mimic group, the mimic-NC group, 

the si-NEAT1 group and the si-NC group according to different transfections, and the overexpression and knockdown effects were 

verified by qPCR 36~48 h after transfection. qPCR and WB were used to detect and observe the effects of overexpression of hsa-miR-
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450b-5p on the protein expressions of lncRNA NEAT1 and EZH2mRNA, in cells, and the effect of knockdown of lncRNA NEAT1 on 

the expressions of hsa-miR-450b-5p and EZH2 mRNA. CCK-8 method, scratch healing assay and flow cytometry were used to detect 

the effects of knockdown of EZH2 or knockdown of lncRNA NEAT1 on cell proliferation, migration, and apoptosis, respectively. 

Results: The upstream miRNA and lncRNA of EZH2 obtained through bioinformatic analysis and screening were has-miR-450b-5p 

and lncRNA NEAT1, and the targeting relationship between the two was verified by double luciferase reporter gene assay. lncRNA 

NEAT1 and EZH2 mRNA 、protein were highly expressed in gastric cancer cells (both P<0.05). Compared with the mimic-NC group, 

the levels of miR-450b-5p in MGC-803 and SGC-7901 cells in the hsa-miR-450b-5p-mimic group increased significantly, while the 

expressions of EZH2 mRNA, protein and lncRNA NEAT1 decreased significantly (P<0.05 or P<0.01). Compared with the si-NC 

group, the expressions of lncRNA NEAT1 and EZH2 mRNA in MGC-803 and SGC-7901 cells  decreased significantly in the si-NEAT1 

group (both P<0.01), and the expression of hsa-miR-450b-5p in SGC-7901 cells increased significantly (P<0.05). The proliferation and 

migration abilities of MGC-803 and SGC-7901 cells were significantly reduced after knockdown of EZH2 or lncRNA NEAT1 (both 

P<0.01). Conclusion: lncRNA NEAT1 and EZH2 were highly expressed in gastric cancer cells, and lncRNA NEAT1 promoted the 

expression of EZH2 and improved the proliferation and migration abilities of gastric cancer MGC-803 and SGC-7901 cells through 

hsa-miR-450b-5p.
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在全球范围内，胃癌是第五常见的癌症和第三

大常见的病死原因[1]。目前，胃癌最有效的诊断方法

是内镜病理活组织检查，主要的治疗方法包括手术

完全切除、化疗、放疗和靶向性治疗等[2]。大多数胃

癌患者在病情发展到晚期之前都是无症状的[3]，因

此，阐明胃癌发生发展的分子作用机制，寻找其潜在

的生物标志物和治疗靶点具有重要的临床意义。研

究[4]发现，某些特定基因的甲基化可以为胃癌提供新

的分类，而且它可以预测患者的预后和肿瘤转移的

风险。近年来，DNA甲基化在肿瘤转录或转录后水

平调控中的作用逐渐成为研究热点。组蛋白甲基化

转移酶果蝇 Zeste 基因增强子同源物 2（enhancer of 

zeste homolog 2，EZH2）是位于染色体 7q35 上的基

因，它内含20个外显子，可以编码由746个氨基酸组

成成的蛋白质[5]。EZH2在胃癌、乳腺癌和前列腺癌

等多种实体瘤中的表达量升高，且与肿瘤细胞的增

殖能力、侵袭性、转移能力、耐药性以及预后不良有

关[6]。越来越多的研究发现，lncRNA-miRNA-mRNA

相互作用的 ceRNA网络调控通路在多种人类癌症中

发挥着关键作用，例如乳腺癌[7]、胃癌[8]、肝癌[9]和胰腺

癌[10]。因此，本研究拟探讨 lncRNA NEAT1、hsa-miR-

450b-5p与EZH2基因之间的靶向关系及其对胃癌细

胞增殖和迁移能力的影响，为EZH2是否可作为早期

胃癌诊断标志物及临床靶向性治疗的方法与策略提

供理论及实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

胃癌细胞（MGC-803、SGC-7901 和 MKN-28）及

正常胃黏膜细胞（GES-1）均购自北纳生物有限公司，

均使用含 10%胎牛血清的RPMI 1640完全培养基于

37 ℃、含5%CO2的恒温细胞培养箱中常规培养。

RPMI 1640培养基、青链霉素、胰蛋白酶均购自

索莱宝公司，opti-MEM 购自 Gibco 公司，胎牛血清

（FBS）购自澳洲CLARK公司，miRNA提取纯化试剂

盒、miRNA cDNA 合成试剂盒及 miRNA qPCR 定量

分析试剂盒均购自康为世纪生物有限公司，TRIzol试

剂购自Life Technologies公司，RNA逆转录试剂盒购

自 Thermo Fisher 公司，SYBR green Premix Ex TaqTM

荧光定量检测试剂盒购自TaKaRa公司，qPCR引物

序列、荧光报告载体质粒psiCHECK-2-NEAT1-WT和

psiCHECK-2-NEAT1-MUT 由上海生物工程公司构

建、合成，兔抗EZH2一抗购自美国CST公司（工作液

1∶1 000稀释），HRP标记的山羊抗兔二抗 IgG购自美

国Proteintech公司（工作液 1∶10 000稀释），PVDF膜

购自美国默克密理博公司，Omni-ECLTM超灵敏化

学发光检测试剂盒购自北京索莱宝有限公司，

LipofectamineTM2000转染试剂购自上海碧云天公司，

CCK-8 试剂盒和 Annexin Ⅴ-FITC/PI 凋亡检测试剂

盒均购自北京康为世纪生物科技有限公司。

1.2  生物信息学方法筛选EZH2上游miRNA及其上

游 lncRNA

通过 ENCORI、miRDB 和 Target Scan 数据库分

别查询 EZH2 对应的 miRNA，然后将查询到的

miRNA数据结果导入韦恩图工具中，绘制数据集并

取其交集，用 miRanda（v3.3a）分析软件对交集中的

miRNA与EZH2的结合程度，采用RNAFold计算热

力学稳定性，最终通过“Score”值筛选分值较高

miRNA，再在细胞中进行验证。

通过ENCORI数据库和DAINA数据分别查询筛选

所得EZH2上游miRNA对应的 lncRNA，然后将查询到

的 lncRNA数据结果导入韦恩图工具中，绘制数据集并
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取其交集，使用miRanda（v3.3a）分析软件对上述交集中

的 lncRNA与EZH2上游miRNA的位点结合程度进行

分析，主要强调连接位点的进化保守性，亦偏重于以

miRNA的5′端序列搜索靶基因，采用RNAFold计算热

力学稳定性。在miRNA和 lncRNA比对的原始结果基

础上，根据比对情况和热力学稳定性评估出来的“Score”

（“评分”）值筛选miRNA进行后续实验，此值越大，说明

结合的越好，最终通过“评分”值筛选出来分值最高的

lncRNA进行后续实验。

1.3  qPCR法检测胃癌细胞中EZH2 mRNA、lncRNA 

NEAT1和靶标miRNA的表达水平

取胃癌 MGC-803、SGC-7901、MKN-28、GES-1

细胞和转染后的 MGC-803 和 SGC-7901 细胞，用

TRIzol试剂或miRNA提纯试剂盒提取RNA，按照逆

转录试剂盒或 miRNA cDNA 合成试剂盒说明书操

作，合成 cDNA，用SYBR Green Premix Ex TaqTM试剂

盒或 miRNA qPCR 定量分析试剂盒检测 EZH2 

mRNA、lncRNA NEAT1以及hsa-miR-450b-5p的相对

表达水平，所用引物（包括所涉及的所有 mimics、

siRNA及mimic-NC、si-NC）均由上海生物工程公司

构建、合成。引物名称及序列见表1。

表1    引物名称及序列

引物名称

GADPH-F

GADPH-R

EZH2-F

EZH2-R

hsa-miR-1301-3p

hsa-miR-4644

hsa-miR-5047

hsa-miR-144-3p

hsa-miR-450b-5p

U6

lncRNA NEAT1-F

lncRNA NEAT1-R

mimic-NC Sense

mimic-NC Antisense

hsa-miR-450b-5p-mimic Sense

hsa-miR-450b-5p-mimic Antisense

引物序列（5'-3'）

CTCTCTGCTCCTCCTGTTCGAC

TGAGCGATGTGGCTCGGCT

GGACCACAGTGTTACCAGCAT

GTGGGGTCTTTATCCGCTCAG

ATTGCAGCTGCCTGGGAGTGACTT

AGCGCTCAAGTAGTCTGACCAGGG

CGTTGCAGCTGCGGTTGTAAGGT

CCGATCGCGAGCGCTACAGTATAGATG

GCGCACGCGTTTTGCAATATGTTCCTG

CCGAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTG

CCTCACCTATCCCACCCTACTACAC

CTCTCCCTCCCTCTGCCTTCAC

UUGUACUACACAAAAGUACUG

GUACUUUUGUGUAGUACAAUU

UUUUGCAAUAUGUUCCUGAAUA

UUCAGGAACAUAUUGCAAAAUU

1.4  WB法检测胃癌细胞中EZH2蛋白的表达水平

用高效RIAP组织/细胞裂解液提取各组细胞总

蛋白，BCA试剂盒检测蛋白量后进行 SDS-PAGE分

离，剪取所需PVDF膜，将PVDF膜放入3% BSA封闭

液中封闭 10 min，EZH2抗体和GAPDH抗体分别稀

释1 000倍、10 000倍，随后把PVDF膜放入相应抗体

中，置于摇床上4 ℃下反应过夜。用1×TBST缓冲液

在摇床上洗涤 PVDF膜 10 min，重复 3次，按照HRP

标记山羊抗兔二抗 IgG说明书，使用1×TBST缓冲液

将二抗稀释 10 000倍，PVDF膜放入抗体溶液中，置

于摇床上室温下反应 1 h，用 1×TBST 缓冲液在摇

床上洗涤10 min，重复3次，按照Omni-ECLTM超灵

敏化学发光检测试剂盒说明书配制化学发光工作

液，将其均匀地滴加到 PVDF 膜上曝光图像。用

Image J对蛋白条带进行定量分析。

1.5  细胞分组转染

将MGC-803和SGC-7901细胞接种于 6孔板内，

随机分为对照组（不转染）、hsa-miR-450b-5p-mimic

组、mimic-NC组，si-NEAT1组、si-NC组，si-EZH2组、

si-NC组。待细胞生长至覆盖孔底50%~60%时，分别

取 3 μL预先溶解的 siNC和 siRNA加至有 147 μL的

opti-MEM 减血清培养基的 EP 管（管 1）中；取 5 μL 

LipofectamineTM2000 转染试剂加至有 145 μL opti 有

siRNA的混合物逐滴加入管 2，得到转染试剂，室温

静置 5 min 后，将转染试剂逐滴加至 MGC-803 和

SGC-7901细胞中，最后用opti-MEM减血清培养基将

孔内培养基补足2 mL。在培养5~6 h后，将含有转染

试剂的opti-MEM减血清培养基吸出，用2 mL PBS缓

冲液洗涤细胞2次，再向各孔内加入2 mL RPMI 1640

完全培养基，继续培养36~48 h。

1.6  CCK-8法检测胃癌细胞的增殖能力

转染48 h后，将各组MGC-803和SGC-7901细胞
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按照1×103个/孔分别接种于96孔板中，每组设置4个

复孔，于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养 24和 48 h。按

照CCK-8试剂盒说明书，在每个设定的检测时间点

向每孔内加入10 µL CCK-8溶液，反应30 min后用酶

标仪检测 450 nm波长处各孔的光密度（D）值。实验

重 复 3 次 ，计 算 细 胞 存 活 率 。 细 胞 存 活 率 =

（D 实验组-D 空白组）／（DNC组-D 空白组）×100%。

1.7  划痕愈合实验检测胃癌细胞的迁移能力

将各组MGC-803和 SGC-7901细胞分别接种至

6孔板内，待细胞生长至覆盖孔底95%以上，用10 μL

无菌枪头在细胞层划“十”字交叉型痕迹，再用 PBS

洗涤 2次，加入含 10%FBS的RPMI 1640培养基继续

培养，并在 0和 24 h时进行拍照记录划痕宽度，计算

细胞迁移率。细胞迁移率=（0 h时划痕宽度-24 h时

划痕宽度）/0 h时划痕宽度×100%。

1.8  流式细胞术检测胃癌细胞的凋亡水平

将各组接种至6孔板内，培养36~48 h后，收集细胞、

离心、获取所有细胞沉淀，向其中加入1 mL 4 ℃的PBS

重悬细胞沉淀，再次洗涤细胞后用用1×结合缓冲液重

悬细胞，调整其密度为1×106个/mL，取100 μL细胞悬

液加入流式管中，加入5 μL Annexin Ⅴ-FITC染液，混

匀后室温下避光反应5 min；加入5 μL的PI染液、400 μL 

PBS，轻轻混匀后使用流式细胞仪进行检测。

1.9  双荧光素酶报告基因实验

将荧光报告载体质粒 psiCHECK-2-NEAT1-WT和

psiCHECK-2-NEAT1-MUT 分别与 hsa-miR-450b-5p-

mimic-NC、hsa-miR-450b-5p-mimic共转染至SGC-7901

细胞，48 h后裂解细胞，取20 μL细胞混悬液与100 μL

萤火虫荧光素酶加入96孔板中，振荡混匀后测得萤火

虫荧光素酶活性；加入100 μL海肾荧光素酶，振荡混

匀后测得海肾荧光素酶活性。psiCHECK2 载体以萤

火虫荧光素酶活性为内参，psiCHECK-2-NEAT1-WT

和psiCHECK-2-NEAT1-cRNA NEAT1 MUT的表达为对

照，测定SGC-7901细胞的海肾荧光素酶活性和萤火虫

荧光素酶活性,两者的比值即相对荧光素酶活性。

1.10  统计学处理

该实验涉及的所有实验数据均使用 Prism进行

可视化图形绘制和统计学分析。运用正态性检验和

配对 t 检验进行两组间比较，分析数据的统计学意

义。符合正态分布的计量资料均使用 x̄±s 表示。所

有的实验均重复3次或以上，以P<0.05表示差异具有

统计学意义。

2  结  果

2.1  EZH2基因上游miRNA的查询及筛选

2.1.1  从数据库中查询到5个EZH2上游miRNA

通过ENCORI、miRDB和Target Scan数据库分析，

绘制出3个数据集，其交集中有18个miRNA（图1）。用

miRanda（v3.3a）分析软件对上述18个miRNA与EZH2

的结合程度进行分析，最终通过“评分”值筛选出来分

值较高的5个miRNA：hsa-miR-1301-3p、hsa-miR-4465、

hsa-miR-5047、 hsa-miR-144-3p、 hsa-miR-450b-5p。

mRNA与miRNA热力学稳定性分析（表2）。

图1    生物信息学方法分析EZH2基因上游miRNA

表2  EZH2与miRNA热力学分析结果

miRNA

hsa-miR-1301-3p

hsa-miR-4465

hsa-miR-5047

hsa-miR-144-3p

hsa-miR-450b-5p

hsa-miR-26a-5p

hsa-miR-26b-5p

hsa-miR-1297

hsa-miR-892c-5p

hsa-miR-138-5p

mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

EZH2-mRNA

评分

157

152

152

149

148

147

147

146

145

143

热能

-22.53

-13.09

-21.31

-15.55

-9.38

-10.11

-11.31

-10.86

-10.86

-19.25

miRNA_起始

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

miRNA_终止

20

13

20

15

13

12

18

13

10

21

mRNA_起始

2536

2612

2540

2039

2178

2612

2614

2618

2463

2530

mRNA_终止

2558

2633

2558

2062

2199

2633

2633

2633

2483

2554

结合长度

18

11

18

17

11

10

16

11

8

21

比对率/%

83.33

90.91

77.78

76.47

90.91

90.00

75.00

90.91

100.00

71.43
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2.1.2  筛选获得EZH2基因的上游miRNA为hsa-miR-

450b-5p

qPCR法检测结果显示，敲低MGC-803（表 3）和

SGC-7901（表 4）细胞中 EZH2 的表达后，只有 hsa-

miR-1301-3p、hsa-miR-4465 和 hsa-miR-450b-5p 的表

达量在2种胃癌细胞中升高，且差异具有统计学意义

（P<0.05）；并且只有 hsa-miR-450b-5p 在 3 种胃癌细

胞中的表达量均低于GES-1细胞（P<0.01，图2）。

表3  胃癌细胞MGC-803中沉默EZH2后miRNA表达量的分析

组  别

NC组

siRNA组

t

hsa-miR-1301-3p

1.015±0.182

2.405±0.366*

10.20

hsa-miR-4465

1.010±0.138

1.439±0.070*

4.427

hsa-miR-5047

1.045±0.324

1.717±0.375

1.409

hsa-miR-144-3p

1.001±0.049

1.577±0.533

2.300

hsa-miR-450b-5p

1.007±0.111

2.754±0.053*

23.60

与NC组相比，*P<0.05、**P<0.01。

表4    胃癌细胞SGC-7901中沉默EZH2后miRNA表达量的分析

组  别

NC组

siRNA组

t

hsa-miR-1301-3p

1.001±0.042

1.667±0.118*

9.613

hsa-miR-4465

1.095±0.444

9.754±0.859*

14.93

hsa-miR-5047

1.008±0.127

1.589±0.078*

5.656

hsa-miR-144-3p

1.002±0.055

0.760±0.133

3.235

hsa-miR-450b-5p

1.000±0.009

1.403±0.108*

4.878

与NC组相比，*P<0.05、**P<0.01。

与GES-1细胞相比，*P<0.05、**P<0.01。

图2  hsa-miR-1301-3p、hsa-miR-4465和hsa-miR-450b-5p在GES-1和3种胃癌细胞中的表达

2.2  生 物 信 息 学 分 析 获 hsa-miR-450b-5p 上 游

lncRNA为NEAT1

通过 ENCORI 数据库和 DAINA 数据分别查询

hsa-miR-450b-5p 对应的 lncRNA，然后将查询到的

lncRNA数据结果导入韦恩图工具中，将两个数据库

中的数据取交集，最终得到 2 个 lncRNA，分别是

lncRNA NEAT1 和 lncRNA XIST（ 图 3）。 使 用

miRanda（v3.3a）分析软件对上述 2个 lncRNA与 hsa-

miR-450b-5p 的位点结合程度进行分析，最终通过

“评分”值筛选出来分值最高的 lncRNA NEAT1进行

后续实验（表5）。

图3  生物信息学方法分析hsa-miR-450b-5p上游 lncRNA

表5    lncRNA与hsa-miR-450b-5p热力学稳定性分析结果

miRNA

hsa-miR-450b-5p

hsa-miR-450b-5p

lncRNA

NEAT1

XIST

评分

162

155

热能

-16.31

-11.91

miRNA_start

2

2

miRNA_end

20

17

lncRNA_start

16 490

16 240

lncRNA_end

16 513

16 262

Aligen Len

20

16

比对率/%

75.00

81.25

比对率/%

80.00

81.25
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2.3  lncRNA NEAT1 和 EZH2 在胃癌细胞中均呈高

表达

qPCR法检测结果显示，lncRNA NEAT1（图 4A）

和 EZH2（图 4B）在 MGC-803、SGC-7901 和 MKN-28

细胞中的表达量均显著高于 GES-1 细胞（均 P<

0.01）。WB法检测结果（图 4C）显示，EZH2在MGC-

803、SGC-7901和MKN-28细胞中的表达量均显著高

于GES-1细胞（均P<0.01）。

2.4  mimics、siRNA转染后效果验证

2.4.1  siRNA敲减EZH2的PCR验证结果

在胃癌细胞MGC-803（图 5A）中，与 si-NC组相

比，转染 siRNA-919、siRNA-1683 和 siRNA-410 后，

EZH2的表达量均显著降低（均P<0.01），敲减率分别

为（43.6±0.042）%、（55.7±0.062）%和（62.8±0.095）%。

在胃癌细胞SGC-7901（图5B）中，与NC组相比，转染

siRNA-919后未达到敲减EZH2的目的；转染 siRNA-

1683后 EZH2敲减率为（46.1±0.034）%，但差异不具

统计学意义（P>0.05）；转染 siRNA-410后EZH2显著

降低，敲减率为（41.0±0.072）%，差异具有统计学意义

（P<0.05）。综上所述，siRNA-410对EZH2的敲减效

果较好，可用于后续EZH2对胃癌细胞生物学功能影

响的研究。

2.4.2  siRNA-410敲减EZH2蛋白的WB法验证结果

WB 法检测结果（图 6）显示，在 MGC-803 细胞

[（0.953±0.054） vs （0.689±0.041）]和 SGC-7901 细胞

[（0.893±0.015） vs （0.640±0.046）]中，si-NC 组 EZH2

相对表达水平均显著高于 si-EZH2组（均P<0.01），说

明 siRNA-410可以有效敲减胃癌细胞中的 EZH2蛋

白表达。

2.4.3  转染has-miR-45b-5p-mimic后has-miR-45b-5p

过表达效果验证

qPCR法检测结果显示，相较于mimic-NC组，在

MGC-803细胞中，has-miR-45b-5p-mimic组 has-miR-

45b-5p 的表达量升高至 mimic-NC 组的（14.153±

1.376）倍 ，在 SGC-7901 细 胞 中 ，has-miR-45b-5p-

mimic组 has-miR-45b-5p的表达量升高至mimic-NC

组的（906.589±224.777）倍，差异均具有统计学意义

（均P<0.01）。结果说明，转染 has-miR-45b-5p-mimic

可以有效提高胃癌细胞中的 has-miR-45b-5p的表达

量，可用于后续 miRNA 上下游作用机制的探讨。

A：qPCR法检测 lncRNA NEAT1的表达；B：qPCR法检测EZH2 mRNA的表达；C：WB法检测EZH2蛋白的表达。

与GES-1细胞相比，*P<0.05、**P<0.01。

图4  lncRNA NEAT1和EZH2在胃癌细胞和正常胃黏膜细胞GES-1中的表达

2.4.4  siRNA对 lncRNA NEAT1敲减效果的验证

qPCR 法检测结果显示，在胃癌细胞 MGC-803

（图 7A）中，与 si-NC 组相比，转染 hNEAT1-1811 和

hNEAT1-2396 后 ，lncRNA NEAT1 敲减率分别为

（30.2±0.055）%和（60.4±0.012）%，差异均具有统计学

意义（均P<0.01），但转染 hNEAT1-3006不能有效敲
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减（P>0.05）。在胃癌细胞 SGC-7901（图 7B）中，与

NC 组相比 ，转染 hNEAT1-1811、hNEAT1-2396 和

hNEAT1-3006后，lncRNA NEAT1的表达量均显著降

低，敲减率分别为（38.2±0.050）%、（48.1±0.035）%和

（16.0±0.032）%，差异均具有统计学意义（均P<0.01）。

综上，hNEAT1-2396对 lncRNA NEAT1的敲减效果较

好，可用于后续 lncRNA NEAT1对胃癌细胞生物学功

能影响的研究。

与 si-NC组相比，NS P>0.05、*P<0.05、**P<0.01。

图5  转染 siRNA敲减胃癌细胞MGC-803（（A））和SGC-7901（（B））中EZH2效果

A：转染 siRNA后胃癌细胞（MGC-803、SGC-7901）中EZH2蛋白表达情况；B、C：转染 siRNA后胃癌细胞MGC-803（B）和SGC-

7901（C）中EZH2蛋白相对表达量的统计分析。与 si-NC组相比，**P<0.01。

图6  转染 si-EZH2成功敲低胃癌细胞中EZH2蛋白表达

与 si-NC组相比，NSP>0.05、**P<0.01。

图7  转染 siRNA对胃癌细胞MGC-803（（A））和SGC-7901（（B））

中 lncRNA NEAT1沉默效果的分析

2.5  lncRNA NEAT1、hsa-miR-450b-5p与EZH2之间

具有互作关系

2.5.1  过表达 hsa-miR-450b-5p使胃癌细胞中EZH2

和 lncRNA NEAT1的表达降低

qPCR法检测EZH2 mRNA表达，结果显示，hsa-

miR-450b-5p-mimic组MGC-803细胞中EZH2 mRNA

的表达量是 mimic-NC 组的（0.822±0.062）倍，hsa-

miR-450b-5p-mimic 组 SGC-7901 细 胞 中 lncRNA 

NEAT1的表达量是mimic-NC组的（0.176±0.022）倍，

差异均具有统计学意义（均P<0.05），说明过表达hsa-

miR-450b-5p可以抑制下游靶标EZH2的表达。WB

法检测结果（图 8）显示，与 mimic-NC 组相比，hsa-

miR-450b-5p-mimic 组中 EZH2 在 MGC-803 和 SGC-

7901细胞中表达量均有所降低（P<0.05或P<0.01）。

qPCR 法检测 lncRNA NEAT1 表达，结果显示，与

mimic-NC 组相比，hsa-miR-450b-5p-mimic 组 MGC-

803和SGC-7901细胞中 lncRNA NEAT1的表达量均

显著降低（均 P<0.05），其中 ，MGC-803 细胞中

lncRNA NEAT1 的表达量是 mimic-NC 组的（0.796±

0.032）倍，在 SGC-7901 细胞中 lncRNA NEAT1 的表

达量是mimic-NC组的（0.073±0.010）倍。

2.5.2  沉默 lncRNA NEAT1 使胃癌细胞中 hsa-miR-

450b-5p表达增加、EZH2表达量降低

qPCR检测结果显示，与 si-NC组相比，si-NEAT1

组 hsa-miR-450b-5p在 SGC-7901细胞中表达量是 si-

NC 组的 2.220±0.307 倍（P<0.05），但在 MGC-803 细

胞中 si-NEAT1组和 si-NC组中hsa-miR-450b-5p的表
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达量没有发生明显变化 [（1.010±0.152） vs （1.017±

0.066），P>0.05]。与 si-NC 组相比，si-NEAT1 组中

EZH2 mRNA 在 MGC-803 和 SGC-7901 细胞中表达

量均显著降低（均P<0.01），其中,在MGC-803细胞中

EZH2的表达量是NC组的（0.746±0.044）倍，在SGC-

7901 中 EZH2 的表达量是 mimic-NC 组的（0.721±

0.130）倍。

A：过表达hsa-miR-450b-5p抑制MGC-803、SGC-7901细胞中EZH2蛋白的表达；B、C：MGC-803（B）、SGC-7901（C）细胞中EZH2

蛋白相对表达量的统计分析。与mimic-NC组相比，*P<0.05、**P<0.01。

图8  过表达hsa-miR-450b-5p后胃癌细胞中EZH2蛋白相对表达量

2.5.3  ENCORI网站预测靶向结合能力及双荧光素

酶报告基因实验

为了进一步明确 hsa-miR-450b-5p 与 lncRNA 

NEAT1之间的靶向结合关系，使用ENCORI网站数

据库预测hsa-miR-450b-5p与LNCRNA NEAT1、的靶

向结合位点，发现结合能力均较高（表6）。

表6  hsa-miR-450b-5p与 lncRNA NEAT1的靶向结合

双荧光素酶报告基因实验结果（图 9）显示，

与hsa-miR-450b-5p-mimic-NC+psiCHECK-2-NEAT1-

WT 组相比 ，hsa-miR-450b-5p-mimic+psiCHECK-2-

NEAT1-WT 组细胞荧光素相对活性显著降低

（P<0.01）；而 hsa-miR-450b-5p-NC+psiCHECK-2-

NEAT1 组 和 hsa-miR-450b-5p-mimic+psiCHECK-2-

NEAT1 组 、hsa-miR-450b-5p-mimic+psiCHECK-2-

NEAT1-MUT 组 和 hsa-miR-450b-5p-mimic+psi‐

CHECK-2-NEAT1-MUT组相比较细胞荧光素酶相对

活性均无明显差异（P>0.05）。

2.6  沉默EZH2对胃癌细胞生物学功能的影响

2.6.1  沉默EZH2降低胃癌细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图 10）显示，与NC组比较，

沉默EZH2后，MGC-803细胞存活率在 24和 48 h时

均显著降低（均 P<0.01），SGC-7901 细胞存活率在

48 h时显著降低（P<0.01）。综上所述，EZH2对胃癌

细胞增殖能力有一定的影响，沉默EZH2可以降低胃

癌细胞增殖能力。

与NC组相比，**P<0.01

图9  双荧光素酶报告基因实验验证hsa-miR-450b-5p与

lncRNA NEAT1间的结合关系

2.6.2  沉默EZH2降低胃癌细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图11）显示，si-EZH2组MGC-

803细胞[（36.0±3.442）% vs （68.9±0.816）%，P<0.01]、

·· 142



贺娇, 等 . lncRNA NEAT1通过抑制hsa-miR-450b-5p促进胃癌细胞中EZH2的表达与细胞的增殖和迁移能力

SGC-7901 细胞 [（13.0±2.197）% vs （42.9±2.616）%，

P<0.01）]均显著低于 si-NC组。

2.6.3  沉默EZH2对胃癌细胞凋亡无显著影响

流式细胞术检测结果（图 12）显示，si-EZH2 组

MGC-803 细胞 [（29.0±1.171）% vs （30.2±1.014）% ]、

SGC-7901细胞[（29.8±2.959）% vs （24.9±1.357）%]与

对应的 si-NC组均无显著差异（均P>0.05）。

与 siNC组相比，**P<0.01。

图10  沉默EZH2对MGC-803、SGC-7901细胞增殖能力的影响

图11  沉默EZH2对MGC-803和SGC-7901细胞迁移能力的影响

图12  沉默EZH2对MGC-803和SGC-7901细胞凋亡的影响

2.7  沉默 lncRNA NEAT1对胃癌细胞生物学功能的

影响

2.7.1  沉默 lncRNA NEAT1降低胃癌细胞的增殖能力

CCK-8 法检测结果（图 13）显示，与 si-NC 组比

较，si-NEAT1组24、48 h后，MGC-803和SGC-7901细

胞增殖能力均显著降低（P<0.05或P<0.01）。

2.7.2  沉默 lncRNA NEAT1降低胃癌细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图 14）显示，si-NEAT1 组

MGC-803 细胞 [（40.7±5.906）% vs （70.7±0.727）%，

P<0.05]、SGC-7901 细胞 [（25.9±9.631）% vs （54.2±

9.486）%，P<0.05]迁移率均显著低于 si-NC组。

3  讨  论

胃癌是一种预后较差的异质性疾病，是全球第

三大癌症相关死亡原因。胃癌的进展过程涉及多个

阶段和多种因素，发病机制较为复杂。因此，现在迫

切需要确定胃癌发生发展和转移相关的关键分子作

用机制，以提高早期诊断、临床治疗和预后。

除了遗传改变外，表观遗传异常调控在致癌作

用和癌症发展中起重要作用，其中基因转录失调是

癌症表型的决定因素[11]。表观遗传调控在多种肿瘤

的发生发展、转移等过程中发挥较为重要的作用，如

胶质母细胞瘤[12]、乳腺癌[13]、胃癌[14]等。DNA甲基化
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是表观遗传调控机制中的一种类型，对调节基因转

录至关重要。目前研究已经在肝癌[15]、乳腺癌[16]等多

种癌症中发现异常基因DNA甲基化。EZH2基因具

备组蛋白甲基转移酶相关活性，可参与 DNA 甲基

化[17]。本研究将与DNA甲基化相关的EZH2作为目

的基因，对与其相关的上游调控因子及其在胃癌细

胞生物学功能中的作用展开研究。EZH2在多种肿

瘤中过表达，包括卵巢癌[18]、胃癌[19]、乳腺癌[20]、胰腺

癌[21]等，并且与侵袭性疾病的发病机制相关，导致其

一度被认为是癌基因。在基因水平和蛋白水平实验

结果均证实了EZH2在胃癌细胞中呈高表达。从这

一现象提示，EZH2有望成为胃癌早期诊断的标志物

之一。

与 si-NC组相比，*P<0.05, **P<0.01

图13  沉默EZH2对MGC-803和SGC-7901细胞增殖能力的影响

图14  沉默EZH2对MGC-803和SGC-7901细胞迁移能力的影响

为了进一步探究调控EZH2的上游分子作用机

制，本研究利用生物信息分析手段，通过数据库查询

EZH2 上游靶标 miRNA 和上游 lncRNA，并使用

miRanda（v3.3a）分析软件对 miRNA 与 EZH2、hsa-

miR-450b-5p与 lncRNA的位点结合程度进行热力学

稳定性分析，结果发现 hsa-miR-450b-5p同时在 3种

胃癌细胞中低表达，lncRNA NEAT1在 3种胃癌细胞

中均高表达；同时过表达 hsa-miR-450b-5p 后 EZH2

和 lncRNA NEAT1表达均相应地降低。沉默 lncRNA 

NEAT1后下游EZH2表达随之降低，hsa-miR-450b-5p

在胃癌SGC-7901中的表达随之增高，但是在胃癌细

胞 MGC-803 中的表达没有发生明显的变化，hsa-

miR-450b-5p在另种胃癌细胞中的表达情况变化不

一致可能是细胞分化程度或者细胞来源肿瘤部位不

同造成的。为了明确 hsa-miR-450b-5p 与 lncRNA 

NEAT1、hsa-miR-450b-5p与EZH2之间的靶向结合关

系，本研究使用TargetScan数据库预测hsa-miR-450b-

5p与 lncRNA NEAT1、hsa-miR-450b-5p与EZH2的靶

向结合位点，发现结合能力均较高。为了进一步研

究 hsa-miR-450b-5p 与 lncRNA NEAT1 的结合关系，

本研究使用双荧光素酶报告基因实验hsa-miR-450b-

5p 与 lncRNA NEAT1 的结合关系 ，结果显示将

psiCHECK-2-NEAT1-WT 和 hsa-miR-450b-5p-mimic

同时转染进 SGC-7901 中，显著抑制了 SGC-7901 细

胞的荧光素酶活性。可见，lncRNA NEAT1、hsa-miR-

450b-5p和EZH2在胃癌细胞中的表达有一定程度的

相互影响。同时验证了 EZH2 和 lncRNA NEAT1 对

胃癌细胞生物学功能的影响，实验结果表明沉默
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EZH2和 lncRNA NEAT1均可以抑制胃癌细胞的增殖

和迁移能力。

综上，本研究证实EZH2在人胃癌细胞中呈高表

达，且可以促进胃癌细胞的增殖和迁移，但对凋亡没

有影响；同时通过生物信息技术分析发现 lncRNA 

NEAT1 和 hsa-miR-450b-5p 与 EZH2 之间有靶向关

系，为EZH2应用于胃癌早期诊断、靶向性临床治疗

以及预后评估提供一定的实验依据。
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