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[摘要】 目的 通过验证 miR．1284可能的靶基因，从而探讨 miR一1284影响胃癌发生发展可能的分子作 

用机制。方法 采用生物信息学软件预测 miR-1284可能的靶基因。以慢病毒介导miR-1284过表达转染胃 

癌MGC．803细胞为miR．1284组(LV．miR．1284组)，转染空载体慢病毒载体的细胞为阴性对照组，未转染慢病 

毒载体的细胞为空白对照组。运用荧光定量PCR检测各组 EIF4A1基因的表达，Western blot法检测各组 

EIF4AI蛋白的表达，通过双荧光素酶对 EIF4A1进行靶基因验证。结果 与阴性对照组和空白对照组比较， 

miR．1284组的EIF4A1基因和蛋白的表达量下降，双荧光素酶示miR-1284能与靶基因EIF4A1的3 UTR的 

结合。结论 miR．1284通过作用其靶基因 EIF4A1发挥生物功能学作用。 
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Effects of overexpression of lniR-1284 on EIF4A1 in gastric cancer cells ZHAN Ze—xu WEI Wei—yuan．CAO 

Wen—long，et a1．Department ofGastrointestine and Gland Surgery，the First Affiliated Hospital ofGuangxi Medical U- 

niversity，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To explore the potential target genes of miR-1284 and its possible molecular mecha- 

nisms on gastric cancer development．M ethods The bioinformaties software was used to predict the target genes of 

miR一1284．The slow virus mediated miR．1284 transfection MGC．803 gastric cancer ceHs were taken as the miR．1284 
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group(LV—miR-1284)．The empty carrier slow virus vector transfection cells were taken as the negative control group 

and the untransfeeted slow virus carrier cells as the blank control group．Fluorescence quantitative PCR was used to 

detect the expression of target genes EIF4A1 and Western blot was used to detect EIF4A1 protein expression and its 

target genes were verified by dual hmiferase EIF4A1．Results Compared with those in the negative control group and 

the blank control group，the expressions of gene and protein of EIF4A1 were decreased in the miR一1284 group，Dual 

luciferase test demonstrated that miR一1284 could combine with target genes EIF4A1 3 UTR．Conclusion miR一1284 

plays a role in biological flmctions by combining with its target gene EIF4A1． 

[Key words] Gastric cancer； miR一1284； ElF4A1 

胃癌的发病率居全球恶性肿瘤第 4位，病死率 

居我国消化道恶性肿瘤第一位。虽然目前胃癌采取 

手术、化疗和放疗等综合手段治疗，但其治疗效果仍 

不理想。现如今胃癌的病因仍不清楚，研究胃癌的 

发病机制仍是提高胃癌治疗效果的根本所在。近年 

来，已有研究提出miRNA’具有调控癌基因或抑癌基 

因的功能，且约有 50％人类 miRNA基因定位于肿 

瘤相关染色体区域 J。大量研究 也表明了胃癌 

的发展与 miRNA有关联。Chen等 的研究提出 

miR一1284在淋巴结转移阳性的胃癌组织比转移阴 

性的表达少，提示 lniR。1284的表达可能参与调控胃 

癌的发生发展及转移。前期研究 证实了 miR一 

1284能调节胃癌细胞的侵袭转移能力。本研究通 

过构建 miR一1284慢病毒，上调胃癌细胞 miR一1284， 

观察验证其可能发挥作用的下游基因来探讨其影响 

胃癌发生发展可能的分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 miR一1284基因慢病毒过表达重组慢病 

毒颗粒由上海吉凯生物技术有限公司提供。逆转录 

试剂盒及扩增试剂盒购自TaKaRa公司。重组质粒 

由上海吉凯生物技术有限公司提供。X—tremegene HP 

试剂购 自Roche公司。EIF4A1兔抗人抗体购 自 

CST公司，IRDye800标记的山羊抗兔二抗购 自Li— 

COR公司。 

1．2 方法 

1．2．1 靶基因的预测 利用 Targetscan、miRDB和 

mieroRNA三个在线生物信息学软件综合分析相关 

因素，筛选出miR一1284可能存在的靶基因。 

1．2．2 细胞培养及稳定转染 将胃癌 MGC一803细 

胞置于有 10％胎牛血清RPMI1640培养液的培养瓶 

里，并于37℃，5％CO 饱和湿度条件下的细胞培养 

箱里常规培养。取对数生长期的MGC一803细胞胰酶 

消化制成细胞悬液，并接种于 6孔板中，每孔3．5 X 

10 个／孔，用20％胎牛血清RPMI1640培养液培养。 

24 h后，细胞汇合度达到50％～60％，按照吉凯公 

司慢病毒转染说明书操作，将miR-1284重组慢病毒 

颗粒(Lv—has—miR1284一dp)和阴性病毒颗粒(Lv—grp) 

分别感染 MGC一803细胞，作为 miR一1284组和阴性 

对照组，并设立不做任何处理的一组细胞作为空白 

对照组。72 h后用5 g／L嘌呤霉素筛选稳定转染 

细胞株。 

1．2．3 RNA的提取及评估 采用 TRIzol法提取人 

胃癌 MGC．803各组细胞的总 RNA并采用紫外分光 

光度仪测定各组 RNA的纯度和浓度。应用安捷伦 

RNA6000 nano assay检测RIN以评估 RNA的完整l生。 

1．2．4 靶基因表达的实时荧光定量 PCR仪检测 

将所提取的总 RNA按照TAKARA公司提供的说明 

书进行逆转录。三组均以 GAPDH作为内部参照基 

因，每组设立4个复孔。把逆转录所得目的靶基因 

cDNA在 Roche实时荧光定量仪上进行扩增检测。 

采用2。△ 法计算目的靶基因的表达量。(引物序 

列见表 1) 

表 1 EIF4A1和 GAPDH 的引物序列 

基因名称 引物序列 

E1lI、4A1 Forwa](1 5 ．ATCCCAGACCC rCTCCTCAC．3 

Reverse 5 一CrrACCATrrrCTCTCCCCTCC lTI’．3 

GAPDH Fol~var({5 一GCACCCTCAAGGCTGAGAAC，3 

Reverse 5 ．TGGT．CAAGACGCCAGq CCA-3 

1．2．5 miR一1284目的靶基因蛋白表达的 Western 

blot法检测 提取 miR一1284组、阴性对照组、空白 

对照组三组细胞总蛋白，采用 BCA法测定各组总蛋 

白含量。取各组蛋白 100 Ixg，100℃加热变性5 min 

后在 SDS—PAGE 电泳，并转移至 PVDF膜上，用 

TBST配置的50 g／L脱脂牛奶封闭，1 h后洗膜并将 

其置于EIF4A1兔抗人抗体液(1：1 000)中，4℃摇 

床封闭过夜。隔 日洗膜后置于 IRDye800标记的山 

羊抗兔抗体液(1：10 000)中，避光摇床 1 h后洗膜 

并于红外荧光仪曝光显影。显影后的图像用 Quan— 

tity One软件定量分析。 

1．2．6 质粒转染 将处于对数生长期的细胞进行 
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[摘要] 目的 探讨超声挤压征和(或)浸润征在肝脏良恶性微小病变鉴别诊断中的价值。方法 对 

164例共 178个经穿刺或手术病理证实直径≤2．0 cm的肝内实质性病变进行二维及彩色多普勒血流显像分 

析，以肿块挤压征和(或)浸润征作为诊断肝脏微小恶性病变的指标。结果 肝脏微小恶性肿瘤挤压征和 

(或)浸润征检出率(75．24％ ，79／105)明显高于肝脏 良性病变 (4．11％，3／73)(P<0．05)。以有挤压征和 

(或)浸润征诊断肝脏微小恶性病变的敏感度为 75．24％，特异度为95．89％，准确性为83．71％，Kappa值为 

0．679，ROC曲线下面积为0．846(95％(7／=0．786～0．906)。结论 超声挤压征和(或)浸润征在肝脏微小病 

变的良恶性鉴别诊断中有较大的价值，可为肝脏恶性肿瘤的筛查提供重要的参考。 

[关键词] 肝肿瘤； 超声检查； 微小 
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The value of compression and／or invasion signs in ultrasonic diagnosis of minimal hepatic tumors XU Chun— 

mei，，』 Tian—qi，CHEN Yah-hong，et a1．Department ofUltrasonography，the People s Hospital ofGuangxi Zhuang 

Autonomous Region，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To investigate the value of compression and／or invasion signs in tdtrasonie diagnosis 

of minimal benign and malignant hepatic tumors．M ethods 178 hepatic lesions less than 2．0 cm in 164 cases proyed 

by ptmctnre or operation pathology were examed hy the dimensional nhrasonography and color Doppler flow．The con- 

pression and／or invasion signs were regarded as a criterion of malign ant hepatic tumors．Results The detection rate 


