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胃癌作为最常见的恶性肿瘤之一，是全球癌

症死亡的第二大主要原因!"#。尽管目前在胃癌化疗

和靶向治疗方面卓有成效，但胃癌的预后仍不容

乐观，原发或继发性耐药是胃癌化疗失败的主要

原因!$#。%&氟尿嘧啶（%&'()*+*)+,-.(，%&/0）作为临床

常用的化疗药物，因其对多种癌症的抗肿瘤作用而

闻名，包括胃癌。然而，临床上胃癌患者对 %&/0 也

产生了不同程度的耐药，导致临床疗效不佳!1#。%&/0

耐药性产生的机制目前尚未明确。环状 234（-.+!

-)(,+ 234，-.+-234）是一类缺少 %"和 1"末端，由共

价键形成闭合环状的非编码 234。-.+-2345在真核

生物内的含量丰富，已被证明能够参与调控肿瘤的

发生、转移及耐药性!6&%#。环状 234 789"（-.+-789"）

来源于致癌基因 789" 基因的外显子 :，位于染色

体 ;<:6。研究表明，-.+-789" 与多种癌症的发生、发

展密切相关!=&>#。?@AB 等!;#发现，-.+-789C 在胃癌患者

肿瘤组织中的表达上调，可作为胃癌的一种新型增

殖因子和预后标志物。近来研究显示，-.+-789"参与

肿瘤细胞对化疗药物的敏感性!D#。然而，-.+-789"是

否参与调节胃癌细胞对 %&/0 的化学敏感性尚不清

楚。因此，本研究通过构建 %&/0 耐药的胃癌细胞，

探讨 -.+-789" 对胃癌 %&/0 耐药细胞株的增殖和

凋亡的影响及其可能的分子机制，为寻找耐药逆转

剂的研究提供一定参考意义。

! !"#$%

"EF !"#$ 收集 $GF>—:GF; 年在河南省人

民医院进行外科手术切除且经病理确认为胃癌患

者 :D 例，年龄 :;#=6 岁（中位年龄为 %F岁；平均年

龄为 6;E= 岁）。所有患者术前接受以%&/0为基础的

化学治疗，根据患者对化疗药物 %&/0的敏感性，将

其分为 %&/0 敏感组（!H::）和 %&/0 耐药组（!H>）。

患者在接受术前化疗前未接受过任何放疗或免疫治

疗且均在接受治疗前签署知情同意书。胃癌组织切除

后立即使用液氮处理，后置于&;G$冰箱中保存。本

研究已取得医院伦理委员会批准。

FE: %&'( 胃癌细胞 IJ?;:1 购自上海中科

院细胞库，5.&3?、5.&-.+-789F&F 和 5.&-.+-789F&:

购自上海吉玛制药技术有限公司，I-( &:、I,K、

-,5L,5A&1 抗体购自美国 3*M)5 公司，903NO 细胞

凋亡检测试剂盒P7QR（:G9）购自武汉博士德生物

工程有限公司，??S&; 试剂盒购自日本 R*T.BU* 公

司，4BBAK.B 8&/V9? 细胞凋亡检测试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司。

FE1 IJ?;$1 )*+,-. IJ?;$1W% +/0

IJ?;:1 细胞置于含 FGX胎牛血清的 27YVP"=6G

培养基中在 1>%?、%X?Q

:

培养箱中培养。采用浓度

梯度法建立 %P/0 耐药胃癌细胞株 IJ?;:1Z%P/0。

取对数生长期的 IJ?;:1 细胞置于含有 G[F !\*(WO

%P/0 的 27YVPF=6G 培养基中培养 1 U，随后转移

至不含 %P/0 的培养基中培养至 >GX融合。取对数

生长期的细胞分瓶传代，并给予 $ 倍浓度的 %P/0

继续培养。以这种方式逐渐增加 %P/0 的剂量，直至

IJ?;$1 细 胞 可 以 在 含 有 FEG !\*(WO % P/0 的

27YVPF=6G 培养基中稳定生长。经过长达 F$ 个月

的培养，获得可以在含有 FEG !\*(WO %P/0 的 27YVP

F=6G培养基中良好生长的 IJ?;$1W%P/0细胞。

FE6 )*12 按照 O.L*'A-]\.BA$GGG使用说明书，

分别将 5.P3?、5.P-.+-789FPF 和 5.P-.+-789FP$ 转染

至 IJ?;$1W%P/0 细胞中，将 IJ?;$1W%P/0 细胞置

于含有 F= !\*(WO %P/0 的培养基中培养 $6、6;、>$

@。将细胞分为 6 组，分别为 ?*B]+*( 组、%P/0 组、%P

/0^5.P3? 组、%P/0^5.P-.+-789F 组。收集细胞用于

后续实验。

FE% 29P7?2 345+67+89 使用 92V_*B

提取试剂提取总 234，使用 QBA `]AL 9I J+AAB

9Y

7+.\A`-+.L]

9Y

29P7?2 S.]（7A+'A-] 2A,( 9.\）试剂盒

进行 29P7?2 检测。以 J47Ra 为内参，采用 $

P""?]

法计算 \234 的表达量，引物序列：-.+-789F 上游

%"PJJ99??4??4J?J99499?P1"，下游 %"P?44?P

99??999JJJ9?9??P1"；I-(P$ 上游 %"P?94?4JP

9J49J9?9??49??P1"，下游 %"P444J??9?449J?P

?9J9?9?P1"；I,K上游 %"P9J44???944JJ??44P

??J9JP1"，下游 %"PJ?9?494J?9?99?9??4JJP

JP1"；-,5L,5AP1 上游 %"PJ44?9JJ4?9J9JJ?49P

9J4P1"，下游 %"P9J9?JJ?494?9J999?4J?P

1"；J47Ra 上游 %"P449JJJ?4J??J994JJ444P

1"，下游 %"P9J44JJJJ9?499J49JJ?4P1"。反应体

系 FG !O，反应条件：D%$变性 % 5，=G$退火 1G 5，扩

增 6G个循环。

FE= ??SP; 34)*:; 稀释 IJ?;$1W%P/0 细

胞设置 =个细胞浓度梯度（GE=$%&FG

1

W孔、FE$%&FG1

W孔、

$E%&FG

1

W孔、%EG&FG1

W孔、FEG&FG6

W孔、$EG&FG6

W孔），每组

6 个复孔；接种于 D= 孔板中，并加入 ??SP; 试剂

FG !O，继续培养 1 @ 后，在 6%G B\ 处测 QR 值并制

作标准曲线。根据标准曲线确定 IJ?;$1W%P/0 细

胞的接种数量以及加入 ??SP; 试剂后所需的孵育

时间。将 IJ?;$1W%P/0 细胞置于含有不同浓度

（G、F、$、6、;、F= 和 1$ !\*(WO）%P/0 的培养基中培

养 6; @，按照 ??SP; 试剂盒操作说明检测各组的

细胞活性。
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注：!："#$"%&'( 在胃癌组织中的表达，))!*+,+(；-："#$"%&'( 在

-./01234567 细胞中的表达，8))!*+,++(；4967：49氟尿嘧啶

! ! "#$"%&'!"#$%&'$()*+,-./

(#) ! *+,$-..#/0 /1 "#$"%&'! #0 )2.3$#" "20"-$ 3#..4-. 205 "20"-$ "-66.

(,: !"#$%&'()*+,-. 取对数生

长期的细胞 +,14;胰蛋白酶消化，制作混悬液后梯

度倍数稀释，并分别接种于含有 (+ <= 培养液的培

养皿中，2:!下培养。多聚甲醛固定后结晶紫染色，

计算克隆形成率>（克隆数3接种细胞数）"(++;。

(,0 '7?@= /')*01 收集 -./01234967

细胞，%-A 溶液漂洗 ( 次，使用多聚赖氨酸处理玻

片，多聚甲醛固定细胞后，向玻片上加入准备好的

标记缓冲液，2:!条件下标记 1 B，封闭液及地高辛

抗体稀释以后 C!- 染色，显色 1+ <#D 后，苏木素复

染后脱水，透明，封片，在荧光显微镜下观察染色的

细胞，拍照并计数。

(,E FGHIG$D 23/'4567589 使用哺乳

动物蛋白抽提试剂盒（/F+00EJ）提取 -./012349

67 细胞的总蛋白质，使用 -/! 蛋白定量试剂盒

（/F++(K）检测从 -./01234967 细胞中提取的总蛋

白质的浓度。ACA9%!.@ 分离总蛋白后，将蛋白转

移至硝酸纤维素膜上。将膜用 4;脱脂牛奶封闭 1,4 B

后，加入相应的一抗于 K!下孵育过夜。次日，经

'&A' 洗涤后，将膜与二抗于 2:!下孵育 L+ <#D。采

用增强化学发光试剂 @/= 显影液于暗室中进行显

影。以 !9M"I#D 作为内参分析目标蛋白的表达水平。

(,(+ !DDGN#D &56O'/ )*01/':;</'

)*01 收集 -./01234567 细胞，用 +,14;胰蛋

白酶消化，制成细胞悬浮液，离心后加入 (E4 "=

!DDGN#D &56O'/结合液重悬细胞，加入 4 "= !DDGN#D

&56O'/，再加入 (+ "=碘化丙啶染色液，室温条件下

避光孵育 1+ <#D，使用流式细胞仪分析凋亡细胞。

(,(( =>?@ABC 雌性 -!=-3" 裸鼠 (1 只

（4周龄，(0#1+ P）购自北京维通利华实验动物技术

有限公司。实验动物在郑州大学实验动物中心饲

养，实验动物的处置符合伦理学标准。将裸鼠适应

性喂养 ( 周后，随机分为 2 组，每组 K 只：4567 组、

4567QH#9?/ 组、4967QH#9"#$"%&'( 组。根据对应的

分组，分别将转染 H#9?/ 或 H#9"#$"%&'( 的 -./0123

4967 细胞于裸鼠右侧背部皮下移植。每只小鼠通

过尾静脉注射 4967（(+ <P3RP）进行治疗，每周注射

( 次，共进行 K 次注射S(+T。观察注射 4967 后测量裸

鼠瘤体的长（M）和短（U）直径，并根据公式：&（<<

2）>

MU

1

31 计算移植瘤体积。给药 K 周后处死裸鼠，剥离

移植瘤组织并称重。

(,(1 DEFGH 利用 A%AA1+,+ 统计分析软件

进行统计分析。符合正态分布的计量资料数据以

!"# 表示。采用单因素方差分析比较分析组间差异，

!*+,+4 为差异具有统计学意义。

7 01

1,( "#$"%&'(IJKLMN)*OP589 V'9

%/V 结果显示，"#$"%&'( 在 4967 耐药患者胃癌组

织中的表达水平明显高于 4967 敏感患者，差异具

有统计学意义（!*+,+(，图 (!）。此外，"#$"%&'( 表达

水平在 -./01234967细胞中显著高于 -./012细胞

（!*+,++(，图 (-）。

1,1 QR "#$"%&'( ST 4967 U -./01234967 )

*5+,VWXY H#9"#$"%&'(9(和 H#9"#$"%&'(91

转染 -./01234967 细胞 K0 B 后，V'9%/V 检测发

现，-./01234967 细胞中 "#$"%&'( 的表达水平显

著降低（!*+,++(），且 H#9"#$"%&'(9( 组中"#$"%&'(

的表达水平低于 H#9"#$"%&'(91组（!*+,++(），因此，在

后续实验中使用 H#9"#$"%&'(9( 沉默 "#$"%&'( 的表

达（图 1!）。使用 //W90试剂盒检测细胞活性，标准

曲线如图 1-所示。将 -./01234967 细胞置于含有

不同浓度（+、(、1、K、0、(L 和 21 "<XY3=）4967的培

养基中培养 K0 B，利用 //W90试剂盒分析各组的细

胞活性。结果显示，-./01234967 细胞活性随 4967

浓度的升高而降低（!*+,++(，图 1/）。而沉默 "#$"%&'(

后，//W90 实验结果发现，4967QH# 9"#$"%&'( 组

-./01234967 细胞的活性明显低于 4967QH#9?/ 组

（!*+,+4，图 1C）。克隆形成实验结果发现，4967 处

理可以抑制细胞的克隆形成能力。与 4967QH#9?/组

相比，4967QH#9"#$"%&'( 组 -./01234967细胞的克
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注：!"#$%&'# 检测 ()%*)+*&,$-%-和 ()%*)+*&,$-%.转染 /0'1.234%56细胞 71 8后转染效率，999!:;<;;-；/"''=%1试剂盒检测细胞活性，制

作标准曲线；'"''=%1检测不同浓度 4%56对 /0'1.2>4?56细胞活性影响，9!:;<;4，99!:;<;-，999!:;<;;-；@"下调 *)+*&,$-表达对 4%56的细胞毒

性的作用，9!:;<;4，99!:;<;-，999!:;<;;-；A"4%56对细胞克隆形成能力的作用，与 4%56B()CD'组相比，9!:;<;4；与对照组相比，999!:;<;;-

! ! "# "#$"%&'($% )*+,& -./0!12)*+,'()*+,-./

+#3 ! 4#567"#73 "#$"%&'( 8$9:9;6< ;=6 #7=#>#;#97 $956 9? )*+, 97 ;=6 8$95#?6$@;#97 9? -./0!1 A )*+, "655<

隆形成能力明显降低（!:;<;4，图 .A）。

.<2 !" *)+*&,$- #$ 4C56 % /0'1.2>4C56 &

'()*+,-. $6DAE 实验结果表明，与对照

组相比，4C56 组 /0'1.2>4C56 细胞的凋亡数目

明显上升（!:;<;;-）。4C56B()C*)+*&,$- 组 /0'1.2>

4C56 细胞的凋亡数目明显高于 4C56B()CD' 组

（!:;<;-，图 2!）。4C56 组 /0'1.2>4C56 细胞的凋

亡率明显高于对照组（!:;<;;-）。与 4C56B()CD' 组

相比，4C56B()C*)+*&,$- 组 /0'1.2>4C56 细胞的凋

亡率明显升高（!";<;-，图 2/）。
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.M7 !" *)+*&,$- % /*I C.//KX 0 *K(YK(J C2

O#D! 1234(56 #$C&'# 结果表明 4C56

处理可以下调 /*IC. 的表达，上调 /KX 和 *K(YK(JC2

的表达。与 4C56B()CD' 组相比，4C56B()C*)+*&,$-

组 /0'1.234C56 细胞中 /*IC. 的 O#D! 表达水平

明显降低（!:;M;-，图 7!），/KX 和 *K(YK(JC2 的 O#D!

表达水平明显升高（!:;M;-，图 7/、7'）。

.M4 !" *)+*&,$- % /*IC.//KX 0 *K(YK(JC2 7

81234(56 ZJ(HJ+G 印迹结果表明，4C56

处理可以下调 /*IC. 的表达，上调 /KX 和 *K(YK(JC2

的表达。与 4C56B()CD' 组相比，4C56B()C*)+*&,$-

组 /0'1.234C56 细胞中 /*IC. 的蛋白表达水平明

显降低，/KX 和 *K(YK(JC2 的蛋白表达水平明显升高

（!:;M;-，图 4）。

.MS !" *)+*&,$- 9:;< /0'1.234C56 =>?

@A;<=>?BC 结果显示，4 C56 B() C

*)+*&,$- 组移植瘤体积（图 S!）和质量（图 S/）均

小于 4C56B()CD' 组，差异均具有统计学意义（均

!:;M;4）。
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! !"

胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，以 !"#$

为基础的化疗是胃癌患者手术后辅助化疗以及中

晚期胃癌患者的标准治疗方案%&&'。然而，由于对 !"#$

产生原发性或获得性耐药性，部分胃癌患者在化疗

后仍会发生肿瘤复发和转移，导致预后不良。探寻

与 !"#$ 化疗敏感性相关的分子机制对改善胃癌患

者的预后具有重要意义。本研究发现沉默 ()*(+,-&

可以增强胃癌细胞对 !"#$ 的化疗敏感性，其机制

可能是通过调控 .(/"0、.12 和 (134135"6 的表达以

促进细胞凋亡。

()*(789 是一类参与转录和转录后基因表达调

节的非编码 789。多项研究表明，()*(789 的异常

表达在包括胃癌在内的多种肿瘤的发生、发展中起

注：9：沉默 ()*(+,-& 对 !"#$ 诱导的 .(/"0 :789 表达水平的影响，;!"<=<!，;;!"<=<&；.：沉默 ()*(+,-& 对 !"#$ 诱导的 .12 :789 表达

水平的影响，;!><=<!，;;!><=<&；?@沉默 ()*(+,-& 对 !"#$ 诱导的 (134135"6:789 表达水平的影响，;!><=<!，;#!><=<&

# " $% #$%#&'()& *#+,-'*./( #.01.02,! 3456)*+,-./

7$8 " (92 2::2#; <: 0$+2=#$=8 #$%#&'() <= ;92 2/1%200$<= +2>2+0 <: *#+,-0*./0.=? #.01.02,! 34560
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!"#$ !"!%&

重要作用#$%&$'(。目前研究认为，)*+),-. 有望成为肿

瘤诊断的生物标志物和治疗的新靶点 #$/&$!(。此外，

)*+),-. 在肿瘤耐药中的作用也受到广泛关注 #$0(。

1234 等#5(发现，2678)*+)8999/9$! 可以通过调控:*,&

$$"';<=<=$ 轴来影响埃克替尼耐药非小细胞肺癌

细胞对化疗药物的敏感程度。徐飞等#$5(研究也证实，

抑制 )*+)8>?@A=% 的表达可增强细胞对培美曲塞

的敏感性。)*+)<BC$ 也称之为 )*+)0，是新近被证实

与肿瘤发生、发展和耐药性相关的基因 #D，$"(。E2FG

等#"(通过分析胃癌组织和癌旁正常组织发现! !99

个)*+),-.6 在胃癌组织中差异表达，其中 )*+)<BC$

在胃癌组织中的表达显著升高，并提出 )*+)<BC$ 可

以独立作为预测胃癌患者预后的生物标志物。此

外，他们还发现 )*+)<BC$ 序列上包含多个 :*,&

$%!H 的结合位点，可以作为 :*,&$%!H 的“海绵”，

促进 >IE&"9' 和 .IJ 细胞的增殖。此外，有研究

发现 )*+)<BC$ 在肿瘤细胞化疗耐药性的产生和发

展过程中起关键作用#D，$D(。沉默 )*+)<BC$ 可以增强

骨肉瘤细胞对阿霉素和顺铂的敏感性#D(。E2FG 等#%9(

发现，)*+)<BC$ 敲低能够增强顺铂对非小细胞肺癌

耐药细胞 .!/D;==, 活力的抑制作用和凋亡的诱

导作用。然而，)*+)<BC$ 对 !&AK 耐药胃癌细胞的影

响尚不清楚。本研究发现，)*+)<BC$ 在 !&AK 耐药

患者胃癌组织中的表达水平明显高于 )*+)<BC$ 在

!&AK敏感患者胃癌组织中的表达水平。与此一致，在

胃癌 !&AK 耐药细胞株 LIE"%';!&AK 中，)*+)<BC$

的表达明显增加。这些结果提示 )*+)<BC$ 表达的上

调可能与胃癌患者对 !&AK 的耐药性有关。为进一

步观察 )*+)<BC$ 在胃癌细胞对 !&AK 耐药中的可

能作用，本研究将靶向 )*+)<BC$ 的 6*,-. 转染至胃

癌耐药细胞株 LIE"%';!&AK中，并通过 EEM&"和克

隆形成实验分析 )*+)<BC$ 沉默对耐药细胞增殖的

影响。结果发现，)*+)<BC$ 沉默可以增强 !&AK 对

LIE"%';! &AK 细 胞 增 殖 的 抑 制 作 用 。 此外，

CK-NO 和流式细胞术实验显示，)*+)<BC$ 沉默能够

增强 !&AK 对 LIE"%';!&AK 细胞凋亡的促进作用。

提示 )*+)<BC$ 沉默能够增加 LIE"%';!&AK 细胞对

!&AK 的敏感性，达到更好的抗肿瘤效应。另外，本

研究通过构建 LIE"%';!&AK 细胞裸鼠移植瘤模型，

在体内也证实沉默 )*+)<BC$可以增强 LIE"%';!&AK

细胞对 !&AK的敏感性。因此，)*+)<BC$有望成为克服

胃癌细胞 !&AK耐药的治疗靶点。

鉴于大部分化疗药物主要通过诱导肿瘤细胞

凋亡而发挥抗癌效应，细胞凋亡通路被认为是与耐药

性相关的重要机制#%$(。因此，为进一步分析)*+)<BC$

对!&AK 耐药性影响的相关机制，本研究分析了凋亡

相关因子的表达变化。结果发现，!&AK 处理导致

胃癌耐药细胞中 L)P&%的表达下调，以及 L7Q和 )76!

R76F&'的表达上调，而沉默 )*+)<BC$ 可以在一定程

度上增强 !&AK 对细胞凋亡相关因子 L)P&%、L7Q 和

)76R76F&' 表达的影响。因此推测，沉默 )*+)<BC$ 可

能通过调控凋亡信号通路以增强胃癌细胞对!&AK

的耐药性。

综上所述，沉默 )*+)<BC$能够在体内和体外增强

胃癌细胞对 !&AK的敏感性，这可能与其对细胞凋亡

相关蛋白的调控作用有关。然而，)*+)<BC$在胃癌细

胞对 !&AK耐药中的调控作用还有待进一步研究。
!"#$!

#$( 段续，燕速S @?A&$! 与河湟谷底胃癌侵袭转移的关系#T(S 医学信

息，%9$!，$%（%）：/99

#%( 郭萍，张军鹏，贺继东S 胃癌患者原发病灶的组织学评价与新辅

助化疗预后的相关性#T(S 国际肿瘤学杂志，%9$"，/!（$9）U!""

#'( 潘安萍，朱建伟，杨跃S 沉默 "&)7VFG*G 表达对胃癌细胞 !&A4 敏

感性的影响#T(S 浙江临床医学，%9$"，%9（$%）U$D'$

#/( W?- T，@K C，XK O，FV 7PS E*+)4P7+ ,-. FQR+F66*3G R+3Y*PF *G RF!

+*R2F+7P HP33Z :3G3G4)PF7+ )FPP6 Y+3: E+32G Z*6F76F R7V*FGV6 #T(S

>FZ*)*GF，%9$D，D"（%0）UF$095%

#!( 李可，林进，吴丹S 环状 ,-. 在肿瘤中的表达与功能#T(S 中国生

物化学与分子生物学报，%9$D，'!（'）U%!D

#0( W[K X C，BO.CM[B?E ?，L.L?E .，FV 7PS -F4+7P )*+)4P7+ ,-.6 7+F

ZF+*\FZ Y+3: 6]G7RV*) ^FGF6 7GZ +F^4P7VFZ H] ZF\FP3R:FGV 7GZ RP76!

V*)*V]#T(S -7V -F4+36)*，%9$!，$"（/）U09'

#5( I,NN-N T，L.?,= . >，L,.=W O，FV 7PS E*+)4P7+ ,-.6：H*3^FGF!

6*6，Y4G)V*3G 7GZ +3PF *G 24:7G Z*6F76F6#T(S A+3GV >3P L*36)*，%9$5，
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