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miR-578调控长链脂酰辅酶A合成酶4表达对胃癌
细胞增殖、侵袭的影响★

关李稳，周真真，刘真义，吴开李，陈志国*

（三亚中心医院/海南省第三人民医院，海南 三亚，572000）
摘要：目的 探讨miR-578调控长链脂酰辅酶A合成酶4（ACSL4）对胃癌细胞增殖及侵袭的影响。方法 选

取人胃癌细胞MKN-45、SNU-1、MKN-7、KTAO3、N87及人正常胃黏膜细胞GES-1为研究对象，将MKN-45细

胞分为对照组、miR-578 NC组、miR-578 mimic组、miR-578 mimic+pc-ACSL4组，测定各组 MKN-45细胞活力

及凋亡、侵袭、迁移能力，测定细胞中 miR-578、ACSL4、凋亡相关蛋白（Bax、Caspase-3、Bcl-2）、侵袭相关蛋白

（MMP-9、MMP-2）的表达，验证miR-578与ACSL4的靶向关系。结果 miR-578在人胃癌细胞中低表达；与对

照组相比，miR-578 mimic组MKN-45细胞活力、侵袭、迁移能力、MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平均显著降

低（P<0.05），凋亡能力、Caspase-3、Bax 蛋白表达水平均显著升高（P<0.05）；与 miR-578 mimic 组相比，miR-

578 mimic+pc-ACSL4组 MKN-45细胞活力、侵袭、迁移能力、MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平均显著升高

（P<0.05），凋亡能力、Caspase-3、Bax蛋白表达水平均显著降低（P<0.05）；荧光素酶实验结果显示，miR-578与AC‐

SL4存在靶向调节关系。结论 miR-578可抑制人胃癌细胞MKN-45的增殖及迁移能力，可能是通过抑制ACSL4

表达实现的。
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Effects of miR-578 regulating the expression of long-chain acyl-CoA
synthetase 4 on the proliferation and invasion of gastric cancer cells★
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Abstract: Objective To investigate the effects of miR-578 regulating long-chain acyl-CoA synthetase 4 (ACSL4) on
the proliferation and invasion of gastric cancer cells. Methods Human gastric cancer cells MKN-45, SNU-1, MKN-7,
KTAO3, N87, and human normal gastric mucosal cells GES-1 were selected as the objects of the study. The MKN-45 cells
were divided into control group, miR-578 NC group, miR-578 mimic group, miR-578 mimic + pc-ACSL4 group. Detect
the viability, apoptosis ability, invasion ability, migration ability of MKN-45 cells in each group, and determine the expres⁃
sions of miR-578, ACSL4, apoptosis-related proteins (Bax, Caspase-3, Bcl-2) and invasion-related proteins (MMP-9,
MMP-2) in cells, and verify the targeting relationship between miR-578 and ACSL4. Results miR-578 showed low expres⁃
sion in human gastric cancer cells. Compared with the control group, the viability, invasion and migration abilities of MKN-
45 cells in the miR-578 mimic group was attenuated significantly, and the expression levels of MMP-2, MMP-9 and Bcl-2
proteins were decreased significantly (P<0.05), while the apoptosis ability and the expression levels of Caspase-3 and Bax
proteins were significantly increased (P<0.05). Compared with the miR-578 mimic group, the MKN-45 cell viability, inva⁃
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sion and migration abilities of MKN-45 cells in the miR-578 mimic+pc-ACSL4 group was enhanced significantly, and the
expression levels of MMP-2, MMP-9 and Bcl-2 proteins were increased (P<0.05), while the apoptosis ability and the ex⁃
pression levels of Caspase-3 and Bax proteins were decreased (P<0.05). The results of luciferase assay showed that miR-
578 and ACSL4 had a targeted regulation relationship. Conclusion miR-578 can inhibit the proliferation and migration of
human gastric cancer cell MKN-45 by suppressing the expression of ACSL4.

Keywords: miR-578; Long-chain acyl-CoA synthetase 4; Gastric cancer; Proliferation; Invasion

前言

胃癌是临床常见的发病率及死亡率均较高的恶

性肿瘤之一，与遗传、不良饮食及生活习惯等因素关

系密切。胃癌前期症状并不明显，患者确诊时多已

发展至晚期，常有吞咽困难、恶病质、贫血、体重减轻

等不良表现，对患者的生活质量及生命安全造成巨

大影响［1-2］。肿瘤细胞的恶性增殖、凋亡抵抗、侵袭、

迁移等恶性生物学行为均为恶性肿瘤疾病的特点，

对于胃癌的发生、发展具有促进作用。因此，探究胃

癌细胞增殖、侵袭等生物学行为的可能机制对于临

床缓解胃癌症状具有重要意义。微小RNA（miRNA）
是1993年发现的一种长度为17~25个核苷酸的内源

性单链非编码小RNA，广泛存在于各种生物体内，主

要通过与靶基因的 3'-UTR区互补配对调控靶基因

的表达，进而参与多种肿瘤细胞的增殖、侵袭等生物

学活动。近年来研究发现，miR-27A、miR-155等
miRNAs与胃癌细胞的转移、增殖、耐药等密切相

关［3］。miR-578在人脑胶质瘤组织及细胞中呈低表

达，过表达的miR-578可显著抑制胶质瘤细胞的增

殖并促进其凋亡［4］。Chen等［5］研究发现，miR-578在
乳腺癌细胞中呈低表达，提高miR-578水平可显著

抑制乳腺癌细胞的增殖、侵袭及迁移能力。但关于

miR-578对胃癌细胞增殖、侵袭的影响目前尚无报

道。长链脂酰辅酶A合成酶 4（long-chain acyl-CoA
synthetase 4，ACSL4）是ACSL家族成员，在宫颈癌［6］、
卵巢癌［7］等多种肿瘤细胞中呈高表达，张旺清等［8］研
究发现，ACSL4在人胃癌组织中表达升高，且与患者

的肿瘤大小和肿瘤转移情况相关，靶基因预测显示

miR-578与ACSL4存在相应的结合位点。因此，本

研究通过探究miR-578调控ACSL4表达对胃癌细胞

增殖、侵袭的影响及其可能机制，以期为抑制胃癌细

胞的增殖、侵袭提供新靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞 人胃黏膜细胞 GES-1及人胃癌细胞

MKN-45、SNU-1、MKN-7、KTAO3、N87（货号：CL-

0563、CL-0292、CL-0474、CL-0574、CL-0372、CL-
0292、CL-0169）均购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。

1.2 主要试剂及仪器 RPMI1640培养基（货号：

PYG0066）购自武汉博士德生物公司；EntransterTM-
R4000（RNA转染试剂，货号：4000-3）购自北京英格

恩生物有限公司；pc-ACSL4由上海晶风生物科技

有限公司构建；兔源 ACSL4、MMP-2、MMP-9、Cas⁃
pase-3、Bax、Bcl-2、GAPDH一抗、羊抗兔 IgG二抗

（货 号 ：ab155282、ab194583、ab32503、ab181286、
ab76003、ab184787、ab9485、ab150077）购自英国Ab⁃
cam。NC-100细胞计数器购自丹麦 Chemimetec；
DMi8倒置显微镜购自德国徕卡；XElx800酶标仪购

自美国 Perkin Elmer；Accuri C6流式细胞仪购自美

国BD；GIS-500凝胶成像仪购自杭州米欧仪器有限

公司。

1.3 细胞培养 将人胃黏膜细胞GES-1及人胃癌

细胞MKN-45、SNU-1、MKN-7、KTAO3、N87用 RP⁃
MI1640培养基培养，贴壁后消化处理。

1.4 胃癌细胞中miR-578表达的测定 采用 qRT-
PCR法测定人胃黏膜细胞 GES-1及人胃癌细胞

MKN-45、SNU-1、MKN-7、KTAO3、N87中 miR-578
的表达。提取细胞总RNA，合成 cDNA，进行PCR扩

增。以 U6为内参。反应体系：2.5 μL SYBR Mix、
0.1 μL上游引物、0.1 μL下游引物、1 μL cDNA、1.3
μL去核糖核酸酶水等。反应条件：95 ℃预变性

3 min、95 ℃变性 15 s、65 ℃退火 20 s、75 ℃延伸 15 s，
共 40个循环。实验重复 3次，采用 2-∆∆Ct法计算miR-
578的相对表达量。

1.5 细胞分组、转染及各组胃癌细胞中miR-578表
达的测定 收集人胃癌细胞MKN-45，分为对照组

（正常培养）、miR-578 NC组（转染miR-578阴性对

照）、miR-578p mimic组（转染 miR-578模拟物）、

miR-578 mimic+pc-ACSL4组（共转染miR-578模拟

物和 pc-ACSL4），各组细胞中miR-578表达水平的

测定方法同1.4。
1.6 胃癌细胞活力测定 收集各组MKN-45细胞，
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以1 500个/孔接种于 96孔板，培养 24 h，加入CCK-8，
4 h后用酶标仪测定吸光度（A），设定对照孔（不含细

胞），计算细胞活力。细胞活力（%）=（A测定-A对照）/
A对照×100%。

1.7 胃癌细胞凋亡率测定 收集各组MKN-45细
胞，调整为 1×106个/mL，取 100 μL置于流式管中，加

入 AnnexinV、PI 10 μL，室温避光孵育 15 min，加入

400 μL PBS，流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.8 胃癌细胞侵袭、迁移能力测定 MKN-45细胞

的侵袭能力采用 Transwell小室实验［9］测定：Tran⁃
swell小室预铺设Matrigel胶，收集各组MKN-45细
胞，调整为 1×105个/mL，取 200 μL加入上室，下室加

入 RPMI1640培养液，培养 24 h，冲去上室细胞，多

聚甲醛固定 20 min，结晶紫染色，干燥后于显微镜下

观察，计数侵袭细胞。MKN-45细胞的迁移能力采

用划痕实验［10］测定：收集各组MKN-45细胞接种至

6孔板，待细胞融合达 90%时，用移液枪头划痕，培

养 24 h后，置于显微镜下观察，采用 Image J软件计

算划痕愈合率。划痕愈合率（%）=（0 h划痕宽度-
24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。

1.9 胃癌细胞中ACSL4及凋亡、侵袭相关蛋白的

测定 收集各组MKN-45细胞，预冷PBS洗涤，裂解

液提取蛋白质，离心取上清，BCA定量。将各组蛋

白浓度调至相等后加热变性，SDS-PAGE电泳分离

蛋白，湿转法移至NC膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，加兔

源 ACSL4、Caspase-3、Bax、Bcl-2、MMP-2、MMP-9、
GAPDH一抗，4 ℃孵育过夜，加入羊抗兔二抗，摇床

孵育1 h，TBST洗涤，显色、曝光、定影后进行分析。

1.10 miR-578 与 ACSL4 的靶向关系验证 在

Targetscan数据库查询miR-578和ACSL4的结合位

点，取MKN-45细胞，构建突变型（ACSL4-MUT）、野

生型（ACSL4-WT）基因靶点的ACSL4 3'-UTR荧光

素酶表达载体，分别与 miR-578 mimic NC、miR-
578 mimic共转染至MKN-45细胞中，培养 24 h后，

测定相对荧光素酶活性，实验重复3次。

1.11 统计学分析 实验数据的统计分析采用

GraphPad Prism 8软件，计量资料表示形式为平均

数±标准差（x̄±s），组间比较采用单因素方差分析，进

一步两组间比较采用 LSD-t检验，P<0.05表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 人胃癌细胞中miR-578表达水平 与人胃黏

膜细胞 GES-1相比，人胃癌细胞MKN-45、SNU-1、
MKN-7、KTAO3、N87中 miR-578表达水平显著降

低（P<0.05），其中MKN-45细胞中miR-578表达水

平相对较低（图 1），因此选取MKN-45细胞用于后

续研究。

2.2 各组MKN-45细胞中miR-578、ACSL4表达

水平比较 因前期 TargetScan数据库分析结果显示

miR-578可与 ACSL4的 3'-UTR区结合，提示miR-
578可能通过靶向下调 ACSL4表达发挥作用。因

此，后续实验设置了如下分组，即对照组、miR-578
NC 组、miR-578 mimic 组、miR-578 mimic+pc-AC⁃
SL4组，并对各组MKN-45细胞中miR-578、ACSL4
的表达水平进行了检测。与对照组相比，miR-578
NC组 miR-578、ACSL4表达水平无明显变化（P>
0.05），miR-578 mimic组miR-578表达显著升高（P<
0.05），ACSL4蛋白表达显著降低（P<0.05）；与miR-
578 mimic 组 相 比 ，miR-578 mimic+pc-ACSL4 组

ACSL4蛋白表达显著升高（P<0.05）（图2）。

2.3 各组 MKN-45 细胞活力比较 与对照组

（81.22±6.23）相比，miR-578 NC组MKN-45细胞活

力（79.56±5.57）无明显变化（P>0.05），miR-578 mimic
组 MKN-45 细胞活力（30.89±4.17）显著降低（P<
0.05）；与 miR-578 mimic组相比，miR-578 mimic+
pc-ACSL4组MKN-45细胞活力（47.94±4.65）显著升

高（P<0.05）（图3）。

2.4 各组MKN-45细胞凋亡情况比较 与对照组

相比，miR-578 NC组MKN-45细胞凋亡率及凋亡相

关 蛋 白 表 达 水 平 无 明 显 变 化（P>0.05），miR-

注：与GES-1细胞相比，*P<0.05。
Note: Compared with GES-1 cells, *P<0.05.

图1 各组细胞中miR-578表达水平比较

Fig. 1 Comparison of miR-578 expressions between groups
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578 mimic组 MKN-45细胞凋亡率、Caspase-3、Bax
蛋白表达显著升高（P<0.05），Bcl-2蛋白表达显著降

低（P<0.05）；与 miR-578 mimic 组 相 比 ，miR-
578 mimic+pc-ACSL4组MKN-45细胞凋亡率、Cas⁃
pase-3、Bax蛋白表达显著降低（P<0.05），Bcl-2蛋白

表达显著升高（P<0.05）（图4）。

2.5 各组MKN-45细胞侵袭、迁移能力比较 与

对照组相比，miR-578 NC组MKN-45细胞侵袭数

［（148.54±12.63）vs.（149.03±12.28）］及迁移能力均

无明显变化（P>0.05），miR-578 mimic组MKN-45细
胞侵袭数（83.01±7.52）、迁移能力、MMP-2、MMP-9
蛋白表达均显著降低（P<0.05）；与 miR-578 mimic
组相比，miR-578 mimic+pc-ACSL4组MKN-45细胞

侵袭数（114.05±10.97）、迁移能力、MMP-2、MMP-9
蛋白表达均显著升高（P<0.05）（图5）。

2.6 miR-578与ACSL4靶向关系验证 荧光素酶

实验显示，与 ACSL4 WT+miR-578 NC组相比，AC⁃
SL4 WT+miR-578 mimic组MKN-45细胞中荧光素

酶活性显著降低（P<0.05），ACSL4 MUT+miR-578
NC组及ACSL4 MUT+miR-578 mimic组荧光素酶活

性无明显变化（P<0.05）（图6）。

3 讨论

胃癌具有较高的发病率及死亡率，其中进展期

胃癌的侵袭及迁移能力较强，治疗效果较差，导致

患者术后预后不良、生存率较低。靶向治疗被认为

是胃癌治疗中较为有效的治疗手段，但目前胃癌相

关治疗靶点并不能满足临床的需求。因此，继续探

究新的治疗靶点对于胃癌的临床治疗具有重要

意义［11-12］。
miR-578是 miRNAs家族成员，多项研究表明

注：n=3。与对照组相比，*P<0.05；与miR-578 NC组相比，**P<
0.05；与miR-578 mimic组相比，***P<0.05。

Note: n=3. Compared with the control group, *P<0.05; Compared
with miR-578 NC group, **P<0.05; Compared with miR-578 mimic
group, ***P<0.05.

图3 各组MKN-45细胞活力比较

Fig. 3 Comparison of the viability of MKN-45 cells between
groups

注：（A）miR-578、ACSL4结合位点图；（B）ACSL4蛋白条带图；（C）ACSL4柱形图；（D）miR-578蛋白柱形图。n=3。与对照组相比，*P<
0.05；与miR-578 NC组相比，**P<0.05；与miR-578 mimic组相比，***P<0.05。

Note: (A) The binding sites of mir-578 and ACSL4; (B) ACSL4 protein bands; (C) Histogram of ACSL4; (D) Histogram of mir-578 protein. n=3. Com⁃
pared with the control group, *P<0.05; Compared with miR-578 NC group, **P<0.05; Compared with miR-578 mimic group, ***P<0.05.

图2 各组MKN-45细胞中miR-578、ACSL4表达比较

Fig. 2 Comparison of miR-578 and ACSL4 expressions in MKN-45 cells between groups
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其具有一定的抑癌作用。Danza等［13］研究发现，

miR-578在乳腺癌中表达下调；Wu等［14］研究发现，

miR-578可减少肝癌细胞的恶性行为学活动，抑制

肝癌的进展；Ji等［15］研究发现，miR-578在骨肉瘤组

织及细胞中呈低表达，抑制miR-578表达可促进骨

肉瘤细胞的增殖及迁移。然而，miR-578在胃癌中

尚未见研究报道。本研究结果显示，人胃癌细胞

MKN-45、SNU-1、MKN-7、KTAO3、N87中 miR-578
的表达水平均显著低于正常胃黏膜细胞，提示miR-

578可能参与了胃癌的发生、发展进程，与其在乳腺

癌、骨肉瘤中的表达趋势一致［13，15］。Bcl-2具有抑

制细胞凋亡的作用，是重要的抗凋亡蛋白，而Bax主
要通过上调 Caspase-3表达发挥促凋亡作用，二者

均属于促凋亡因子，研究中常通过测定上述三种蛋

白的表达水平反映细胞的凋亡能力［16］。MMP-2、
MMP-9为基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，
MMP）家族成员，与肿瘤细胞的侵袭活动密切相关，

具有促进肿瘤细胞侵袭及转移的作用，常用于反映

注：（A）流式细胞图；（B）凋亡率柱形图；（C）Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白条带图；（D）Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白柱形图。与对照组相比，*P
<0.05；与miR-578 NC组相比，**P<0.05；与miR-578 mimic组相比，***P<0.05。

Note: (A) Flow cytometry results; (B) Histogram of apoptosis rate; (C) Protein bands of caspase-3, Bax and Bcl-2; (D) Histogram of Caspase-3, Bax
and Bcl-2 proteins. Compared with the control group, *P<0.05; Compared with miR-578 NC group, **P<0.05; Compared with miR-578 mimic group,
***P<0.05.

图4 各组MKN-45细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达水平比较

Fig. 4 Comparison of apoptosis rate and expression levels of apoptosis-related proteins in MKN-45 cells between groups
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注：（A）细胞侵袭实验；（B）细胞迁移实验；（C）侵袭细胞数；（D）划痕愈合率；（E）MMP-2、MMP-9表达情况。与对照组相比，*P<0.05；与
miR-578 NC组相比，**P<0.05；与miR-578 mimic组相比，***P<0.05。

Note：（A）Cell invasion assay；（B）Cell migration assay；（C）The number of invasive cells；（D）Scratch healing rate；（E）Expressions of MMP-2
and MMP-9. Compared with the control group，*P<0.05；compared with miR-578 NC group，**P<0.05；compared with miR-578 mimic group，***P<0.05.

图5 各组MKN-45细胞侵袭、迁移及相关蛋白表达水平比较

Fig. 5 Comparison of the migration and invasion of MKN-45 cells and the expressions of invasion-related proteins between groups
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细胞的侵袭能力［17］。为进一步探究miR-578对胃

癌细胞增殖、侵袭的影响，本研究选取miR-578表
达水平相对较低的MKN-45细胞用于后续实验，结

果显示，过表达的miR-578可显著降低MKN-45细
胞的细胞活力及侵袭、迁移能力，下调 MMP-2、
MMP-9、Bcl-2 蛋 白 表 达 ，提 高 细 胞 凋 亡 率 及

Caspase-3、Bax蛋白表达水平，提示上调miR-578表
达可抑制MKN-45细胞的增殖及侵袭能力，并促进

其凋亡，可能是通过调节凋亡及侵袭相关因子的表

达来发挥作用，但其具体作用机制仍不清晰。

ACSL4是 ASCL家族的重要成员之一，广泛表

达于多种组织中，具有储存细胞内脂质、转运胆固

醇、调控代谢产物等多种功能，在乳腺癌［18］、软组织

肿瘤［19］、前列腺癌［20］中呈高表达，下调其表达可显

著抑制前列腺癌细胞的侵袭及迁移，并导致细胞凋

亡。此外，有研究发现，胃癌组织中ACSL4表达异

常增加，并与肿瘤大小、pTNM分期及患者预后相关，

推测 ACSL4在胃癌中发挥促癌作用［8］。TargetScan
数据库预测miR-578与ACSL4的 3'-UTR区存在结

合位点，提示 miR-578与 ACSL4可能存在靶向关

系。荧光素酶实验结果显示，过表达miR-578能显

著下调野生型 ACSL4-3'UTR荧光素酶活性，表明

miR-578在胃癌细胞 MKN-45中可直接靶向调节

ACSL4的表达，提示miR-578抑制胃癌细胞MKN-
45的增殖、侵袭、迁移能力可能是通过下调ACSL4
的表达实现的，这与既往研究发现ACSL4在胃癌中

发挥促癌作用的结果一致［8］。
综上所述，miR-578过表达可抑制胃癌细胞

MKN-45的增殖、侵袭能力，可能是通过靶向抑制

ACSL4来实现的，但MKN-45细胞增殖、侵袭行为的

发展机制十分复杂，影响因素多样，因此未来仍需

进一步研究进行验证。
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