
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Sep. 2019, Vol. 26, No. 9

∙临床研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2019.09.010

[基金项目] 国家自然基金资助项目（No.81673642, No.81502032, No.81772550）；河北省卫生厅科研基金资助项目（No.20170146）。Project sup-

ported by the National Natural Science Foundation of China（No.81673642, No.81502032, No.81772550），and the Research Foundation of Health De-

partment of Hebei Province（No.20170146）

[作者简介] 张璁（1985-），女，博士，主要从事肿瘤免疫学及非编码RNA调控肿瘤方面的研究，E-mail: zhc90001@126.com

[通信作者] 单保恩（SHAN Baoen, corresponding author），博士，教授，主任医师，博士生导师，主要从事肿瘤免疫学及分子生物学方面的研究，E-

mail:shanbaoen@163.com

非编码RNA snord105b在胃癌组织和血清中的表达及其对胃癌细胞增

殖能力的影响

张璁 1a，白函瑜 1a，王耀杰 1a，田国 1b，刘东新 2，戴素丽 1a，刘庆伟 1c，赵连梅 1a，单保恩 1a（1. 河北医科大学第四医院

a.科研中心；b. 病案室；c.普通外科，河北 石家庄 050011；2.石家庄新华区妇幼保健站 检验科，河北 石家庄

050011）

[摘 要] 目的：检测非编码RNA snord105b在胃癌患者组织和血清及胃癌细胞中的表达水平及其与胃癌患者临床病理特征的

相关性，并分析其对多种胃癌细胞增殖能力的影响。方法：收集2016至2017年河北医科大学第四医院普外三科未经放化疗的

胃癌患者手术切除癌组织及相应的癌旁组织样本120例、术前胃癌患者外周血50例、健康献血者外周静脉血30例，以及5种胃癌

细胞系SGC-7901、AGS、MGC-803、BGC-823、HGC-27和胃黏膜正常上皮细胞GES-1。采用qPCR方法检测胃癌患者组织、血清

和胃癌细胞系中 snord105b的表达水平，分析其与患者临床病理特征的相关性。通过MTS检测敲低或者过表达 snord105b对4种

胃癌细胞体外增殖能力的影响。结果：胃癌组织、血清及细胞系中 snord105b的表达水平显著高于癌旁组织、正常献血者血清及

GES-1细胞（均P<0.05），并且胃癌组织中 snord105b的表达水平与患者年龄、肿瘤大小、分化程度、TNM分期明显相关（P<0.05）；

在 4种胃癌细胞中，敲低 snord105b，胃癌细胞的增殖能力显著低于对照组，而过表达 snord105b，胃癌细胞增殖能力则高于对照

组，差异均具有统计学意义（均P<0.05）。结论：非编码 snord105b在胃癌组织、血清和细胞系中表达明显异常，与患者的年龄、肿

瘤大小、分化程度及TNM分期密切相关，其可促进多种胃癌细胞的增殖能力，可能成为胃癌早期诊断及预后判断的分子标志物。
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[Abstract] Objective: To detect the expression of non-coding RNA snord105b in gastric cancer (GC) tissues, sera and cell lines, and

its correlation with clinicopathological characteristics of patients with GC as well as its effect on the proliferation of GC cells. Meth-

ods: One hundred and twenty pairs of GC tissues and corresponding para-cancerous tissues from patients, who underwent surgery at De-

partment of Surgery, the Fourth Hospital of Hebei Medical University between 2016 and 2017, were collected for this study. The pre-

surgical sera samples from GC patients (n=50) and peripheral venous blood samples from healthy donors (n=30), as well as five gastric

cancer cell lines (SGC-7901, AGS, MGC-803, BGC-823, HGC-27) and gastric mucosa normal epithelial GES-1 cells were also ob-

tained. qPCR assay was adopted to detect the expression of snord105b in GC tissues, sera and cell lines. The correlation between

snord105b and patients’clinicopathological features was investigated. MTS assay was adopted to detect the effect of snord105b silence

or over-expressionon in vitro proliferation of four GC cells. Results: qPCR assay demonstrated that the expression of snord105b in GC

tissues, sera and cell lines were significantly higher than that of para-cancerous tissues, sera from healthy donors and GES-1 cells (all P<

0.05). Expression level of snord105b was obviously associated with age,tumor size, differentiation and TNM stages of patients (all P<
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0.05). MTS assay demonstrated that knockdown of snord105b could suppress the proliferation of GC cells (P< 0.05), while forced-ex-

pression of snord105b could promote the proliferation of GC cells (P< 0.05). Conclusion: non-coding RNA snord105b aberrantly ex-

pressed in GC tissues, sera, and cells, and its expression was obviously correlated with patients’age, tumor size, differentiation and

TNM stages. Snord105b could significantly promote the proliferation of GC cells, which may be used as a potential clinical biomaker

for early diagnosis and prognosis of GC.

[Key words] gastric cancer; non-coding RNA(ncRNA); snord105b; proliferation; biomarker

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(9): 993-998. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.09.010]

2018年全球癌症年报数据[1]显示，胃癌是全球发

病率第 5位、病死率第 3位的常见消化道恶性肿瘤。

中国胃癌呈现高发、逐年增加并且年轻化的趋势，据

中国癌症中心2018年报道的数据[2]显示，中国胃癌的

发病率和病死率高居全部肿瘤发病和死亡原因的第

3位，成为严重危害人类健康的重大疾病之一。胃癌

病因和病理机制较为复杂，环境污染、感染和遗传等

因素是主要病因。大多数早期胃癌没有明显的临床

症状，缺乏特异性生物标志物和有效的治疗手段。

近年来，越来越多的研究者[3-5]发现，非编码 RNA

（non-coding RNA，ncRNA）通过影响胃癌细胞增殖、

分化和凋亡等特性，促进胃癌进展。在这些非编码

RNA中，核仁小RNA（small nucleolar RNA，snoRNA）

的研究相对较少，作用机制并不十分清楚，需要科研

工作者的进一步研究。WILLIAMS等[6]详细介绍了

snoRNA的结构及其在肿瘤中的作用。SnoRNA是一

类聚集于细胞核仁区，为 60～300 nt 的长链非编码

RNA，其与某些蛋白质结合，形成核仁小核糖核蛋白

（snoRNP），能在血清中稳定存在且避免被降解[7]。人

类 snoRNA 多数由内含子编码，根据其保守序列，

snoRNA 被分为 C / D box snoRNAs 和 H / ACA box

snoRNAs两类。C/D box snoRNAs可与 rRNA中 10~

20 nt的保守核心序列结合，参与核糖体的形成加工

过程，指导靶核糖残基 2 ′ -O-甲基化修饰，并且在选

择性mRNA前体剪接过程中发挥重要作用，参与核

酸调控[8]。与正常细胞相比，肿瘤细胞需要合成更多

的 rRNA和蛋白质，由于 snoRNA在 rRNA的合成加

工过程中起重要作用，snoRNA的异常表达与肿瘤的

发生密切相关[9]。Snord105b 是 C/D box snoRNA 家

族成员之一，其宿主基因PPAN在细胞生长和增殖中

发挥重要作用。目前，snord105b如何影响胃癌细胞

的生物学功能并不十分清楚，需要进一步研究。本研究

通过探讨非编码snord105b在胃癌组织、血清和细胞系中

的表达及其对胃癌细胞增殖能力的影响，为胃癌的发

病机制研究和临床靶向治疗提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 胃癌组织及血清标本

收集 2015年 6月至 2017年 6月河北医科大学第

四医院外三科未经放化疗的胃癌患者手术切除的癌

组织及相应癌旁组织样本120例、术前胃癌患者外周

血50例、健康献血者外周静脉血30例。胃癌患者术

前未经放化疗，无其他相关病史。同一患者取距离

胃癌组织≥5 cm部位的胃黏膜组织作对照组。所有

患者均签署患者知情同意书，所有样本均有详细的

临床资料和病理诊断，研究方案已经通过医院伦理

委员会批准。

1.2 细胞株与主要试剂

人胃癌细胞系AGS、SGC-7901、BGC-823、MGC-

803和HGC-27均购自中国科学院细胞库，人胃黏膜

膜正常永生化细胞GES-1由北京市肿瘤防治研究所

遗传室建立并惠赠。TRIzol试剂购自日本TaKaRa公

司，MTS细胞增殖检测试剂盒、逆转录试剂盒、GoT-

aq® Green Master Mix/GoTaq® qPCR Master Mix均购

自美国Promega公司，实验相关引物由上海捷瑞生物

技术有限公司设计合成。

1.3 胃癌组织、血清及细胞系RNA的提取及 qPCR

检测 snord105b的表达水平

利用TRIzol试剂裂解组织、血清和细胞，进行总

RNA提取，之后将提取的总RNA反转录成 cDNA，最

后以 cDNA为模板进行 qPCR扩增。所用实验物品

均经 0.1% DEPC水浸泡处理，并高压灭菌。引物序

列 ：Snord105b F：5’- GGGCCTCCACATGCGGCT-

GAT-3’，R：5’- CCTTCCCACAGTGCGTCAGGGC -

3’，逆转录引物RT：5’-CCTTCCCACAGTGCGT-3’。

以 U6 为内参基因，U6 F：5’- GCTTCGGCAGCA-

CATATACTAAAAT - 3’，R：5’- GGCTGAGAACT-

GAATTCCA-3’，逆转录引物是RT：5’-GGCTGAGA-

ACTGAATTCCA - 3’。反应条件：95 ℃预变性 10

min，95 ℃变性 15 s、60 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 30 s、

共40个循环；72 ℃延伸5 min，每个样本设3个复孔。

根据每孔荧光信号达到阈值时经历的循环数作为Ct

值，采用相对定量法：ΔCT=CTsnord150b-CTU6，ΔΔCT=

ΔCT癌组织b-ΔCT癌旁正常组织，以N=2-ΔΔCT表示相对表达量，

其数值表示癌组织相对于配对癌旁组织的相对倍

数。实验重复3次。

1.4 构建敲低或过表达 snord105b的胃癌细胞株

在胃癌细胞SGC-7901、AGS、BGC-823和MGC-
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803 中 分 别 转 染 snord105bsi-1 、snord105bsi - 2、

snord105b si - nc / snord105b 质粒、CD511B 空质粒。

Snord105b-siRNA由广州瑞博生物科技有限公司设

计合成，序列如下：snord105bsi-1，5’-CTGCTGAGA-

CGCTGTGATT-3’；snord105bsi-2，5’-GGCTGATGA-

CAGCACTTCT-3’。Snord105b质粒由上海捷瑞生物

工程有限公司设计合成。取对数生长期细胞铺入六

孔板，待细胞呈 70%～80% 汇合状态时，按 Lipo-

fectamineTM2000转染试剂说明书进行转染：将细胞更

换新鲜RPMI 1640培养基，放入 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养 1 h。在 100 μl 无牛血清无双抗的 RPMI

1640培养基中加入 3 μl siRNA或者 3 μg质粒，轻轻

混匀室温静置5 min。在另一份100 μl无牛血清无双

抗的 RPMI 1640 培养基中加入 3 μl Lipofectami-

neTM2000转染试剂，轻轻混匀室温静置 5 min。将以

上2种液体混合，室温静置20 min，使复合物形成，并

加入 6孔板中，培养 4～6 h。6 h后更换成含 10%胎

牛血清的RPMI 1640培养基。24 h后提取RNA，按

上述步骤进行逆转录，qPCR验证转染效率。

1.5 MTS方法检测敲低或者过表达 snord105b胃癌

细胞的增殖能力

根据操作手册应用MTS方法检测以上敲低或者

过表达 snord105b胃癌细胞的增殖能力。各实验组细

胞按2×103个分别接种于96孔培养板中，于贴壁后0、

24、48、72、96 h后，每孔细胞中加 500 μg/ml MTS试

剂20 μl，37 ℃孵育2 h后，用全自动定量酶标仪测定

在波长492 nm处光密度（D）值，结果取6个复孔的平

均值。实验重复3次。

1.6 统计学处理

采用SPSS22.0统计学软件。计量资料以 x̄±s 表

示，两组间比较采用独立样本 t检验和近似 t检验；多

组间的均数比较采用单因素方差分析，组内的两两

比较采用SNK-q 检验；计数资料采用卡方检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Snord105在胃癌组织中呈高表达

qPCR检测结果（图1A）显示，在120例胃癌组织

中，有 92例样本 snord105b基因表达水平升高，28例

表达水平降低，升高比例为 76.67%（P<0.05）；图 1B

显示，与相应癌旁组织相比，胃癌组织中 snord105b基

因表达显著升高，是相应癌旁组织的（2.16±1.69）倍，

结果具有统计学意义（P<0.01）。上述结果表明，

snord105b可能参与胃癌的进展。

*P<0.05 vs Para-cancer group

图1 Snord105b在胃癌组织及相应癌旁组织的表达水平

Fig.1 Expression of snord105b in GC tissues and para-cancerous tissues

2.2 Snord105b在胃癌组织中的表达及其与临床病

理参数的相关性

胃癌组织中 snord105b的表达水平与临床病理参

数的相关性分析结果（表 1）显示：胃癌组织中

snord105b的表达水平与患者的性别、吸烟饮酒史和

瘤栓等指标无关（P>0.05），而与患者年龄、肿瘤大小、

分化程度以及TNM分期呈正相关（P<0.05）。

2.3 胃癌患者血清和胃癌细胞系中 snord105b呈高

表达

qPCR 检测结果（图 2A）显示，胃癌患者血清中

snord105b的相对表达水平为（3.62±2.23），明显高于

正常人血清样本（2.02±1.02），差异具有统计学意义

（P<0.05）。同样，qPCR检测结果（图 2B）显示，胃癌

细胞系 SGC - 7901、AGS、MGC - 803、BGC-823 和

HGC-27中 snord105b的表达水平明显高于正常胃黏

膜永生化细胞 GES-1 [SGC-7901（1.43±0.08）、AGS

（1.43±0.33）、MGC-803（1.48±0.41）、BGC-823（1.47±

0.49）、HGC-27（1.77±0.48）vs GES-1（1.00±0.01），均

P<0.05]。以上结果表明，在胃癌患者血清以及胃癌

细胞系中，snord105b的表达水平明显升高，其可能影
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响胃癌细胞的生物学功能，并可能成为胃癌诊断的

分子标志物。

表1 胃癌组织中 snord105b的表达水平与

患者临床病理参数的相关性（（n））

Tab.1 The correlation between the expression of snord105b and

clinicopathological parameters of gastric cancer patients（（n））

Parameter

Age/year (t/a)

<60

≥60

Gender

Male

Female

Tumor size (d/cm)

≤5

>5

Differentiation

Well

Poor

Stage

Ⅰ-Ⅱ

Ⅲ

Cancer thrombus

Yes

No

N

47

73

96

24

70

50

53

67

26

94

56

64

Expression level

of snord105b

Low

17

10

23

6

21

7

18

10

10

13

9

16

High

30

63

73

18

49

43

35

57

16

81

47

48

P

0.004

0.915

0.041

0.014

0.011

0.23

2.4 构建敲低/过表达 snord105b基因的胃癌细胞系

在胃癌细胞SGC-7901、AGS、BGC-823和MGC-

803 中 分 别 转 染 snord105bsi-1、snord105bsi - 2、

snord105bsi-nc/snord105b质粒、CD511B空质粒。24h

后提取各转染组细胞RNA并验证转染效率。qPCR

实验验证结果（图 3）显示，snord105bsi - 1、si-2 和

snord105b质粒转染组 snord105b的表达水平分别是

SGC-7901：（0.45±0.05）、（0.62±0.06）和（2.04±0.36），

AGS：（0.63±0.05）、（0.54±0.14）和（3.92±0.79），MGC-

803;（0.44±0.1）、（0.7±0.01）和（3.53±0.23），BGC-823：

（0.58±0.06）、（0.78±0.02）和（1.88±0.32），与各自的 si-

nc组相比表达降低，与各自的 snord105b空载体组相

比表达明显升高，结果均具有统计学意义（P<0.05）。

以上结果表明，成功构建敲低/过表达 snord105b的 4

种胃癌细胞系。

2.5 Snord105b 促进胃癌细胞的增殖能力

MTS 实验结果显示（图 4），在 72 和 96 h 时，

snord105bsi-1 组和 snord105bsi-2 组胃癌细胞的 D

值显著低于 snord105bsi-nc 组；而 snord105b 质粒

转染组胃癌细胞的 D 值明显高于空质粒转染组

（均 P<0.05），说明敲低 snord105b，胃癌细胞的增殖

能力降低，而过表达 snord105b，胃癌细胞的增殖能力

增加。上述结果表明，snord105b影响胃癌细胞的增

殖能力。

*P<0.05 vs Para-cnancer or GES1 group

A: Relative snord105b expression level in the sera of GC patients;

B: Relative snord105b expression level in GC cell lines

图2 Snord105b基因在胃癌患者血清及胃癌细胞系中的表达

Fig.2 Expression of snord105b gene in sera of patients with GC and GC cell lines

3 讨 论

非编码RNA snord105b是一种主要富集于细胞

核，并在核糖体RNA和其他小RNA加工修饰中起重

要作用的非编码RNA，可作为癌基因或者抑癌基因

参与肿瘤的发生发展[10]。CHANG 等[11]首次证明

snoRNAs 参与肿瘤的发生，发现 H / ACA 家族的

h5sn2-snoRNA在正常大脑组织过表达，但是在发生

脑膜瘤时表达降低，说明 snoRNA-h5sn2作为抑癌基

因，表达缺失参与脑膜瘤的进展。2012年，MEI等[12]

发现，SNORA42可作为癌基因在非小细胞肺癌中表

达升高，通过促进癌细胞的生长、侵袭和克隆形成参
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与非小细胞肺癌的进展，且其表达水平与患者生存

率密切相关。此外，多项研究[13-16]发现，snoRNA可通

过影响肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭等生物学行为、周

期凋亡、EMT过程及血管生成等方式，参与乳腺癌、

前列腺癌、胰腺癌、结肠癌和白血病等恶性肿瘤的发

生发展。

*P<0.05 vs si-nc or CD511B group

图3 成功构建敲低/过表达 snord105b的胃癌细胞系

Fig. 3 GC cells with snord105b knockdown or over-expression were constructed successfully

*P<0.05 vs si-nc or CD511B group

A：SGC-7901; B: AGS; C: MGC-803; D: BGC-823

图4 Snord105b对多种胃癌细胞增殖能力的影响

Fig.4 Effect of snord105b on proliferation of GC cell lines

本研究首先利用qPCR技术检测了120例胃癌组

织及其的癌旁组织中 snord105b的表达情况，结果发

现，与癌旁组织相比，snord105b在胃癌组织中显著升

高，且与患者年龄、胃癌大小、分化程度和肿瘤分期

密切相关。进一步研究发现，初诊胃癌患者血清中

snord105b表达水平也增高，这提示 snoRNA可作为

胃癌早期诊断的潜在标志物，而且，snord105b在胃癌

细胞系中表达普遍升高。基于以上结果，本研究推

测 snord105b可能在胃癌的发生发展中起到重要的作

用。MTS实验检测结果显示，snord105b表达改变对

胃癌细胞生物学功能的影响，提高胃癌细胞的增殖

能力。上述结果表明，snord105b作为一种癌基因，可

以促进胃癌细胞的增殖能力，在胃癌进展中发挥重

要作用。
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