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[摘 要] 目的：探讨miR-17-5p在胃肠道间质瘤（gastrointestinal stromal tumor，GIST）组织中的表达及其对GIST882细胞增殖

与凋亡的影响。方法：选取2019年5月至2020年5月广西医科大学第四附属医院胃肠外科手术切除的20例GIST患者的瘤组织

及相应的瘤旁组织标本，以及GIST882细胞和人正常肠道上皮细胞HIEC为研究对象。荧光PCR-毛细管电泳测序法检测GIST

标本中KIT基因突变情况。分别将 miR-17-5p mimic 和 pc-KIT 转染至 GIST882 细胞中。双荧光素酶报告基因实验验证

miR-17-5p与KIT的靶向关系。qPCR和WB法检测GIST组织和细胞中miR-17-5p、KIT mRNA及蛋白的表达，CCK-8法、流式细

胞术检测GIST882细胞的增殖、凋亡及细胞周期进程。结果：20例GIST组织中有15例患者发生KIT基因突变。与瘤旁组织比

较，GIST组织中miR-17-5p表达水平显著降低、KIT mRNA表达水平显著升高（均P<0.01）；与HIEC细胞比较，GIST882细胞中

miR-17-5p表达显著降低、KIT mRNA和蛋白表达显著升高（均P<0.01）。过表达miR-17-5p可显著降低GIST882细胞的增殖能力

（P<0.01）、提高细胞凋亡率（P<0.05）、sub-G1期和S期细胞比例显著增加（均P<0.05）、而G0/G1期的细胞比例显著减少（P<0.05），

同时KIT 蛋白表达水平明显降低（P<0.01）。双荧光素酶报告基因实验证实KIT是miR-17-5p的下游靶基因。同时过表达

miR-17-5p和KIT对GIST882细胞的增殖、细胞周期进程和凋亡水平未产生明显影响。结论：过表达miR-17-5p可显著抑制

GIST882细胞的增殖并诱导细胞凋亡，同时下调KIT蛋白的表达，miR-17-5p可能是治疗GIST的潜在靶标。
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Pathology, the Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Liuzhou 545000, Guangxi, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of miR-17-5p in gastrointestinal stromal tumor (GIST) tissues and its effect on

proliferation and apoptosis of GIST882 cells. Methods: Twenty pairs of GIST tissues and corresponding paratumoral tissues form

patients who underwent gastrointestinal surgery in the Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University from May 2019 to

May 2020 were selected for this study; at the same time, GIST882 cells and human intestinal epithelial cells (HIECs) were also

collected for this study. The KIT gene mutations in GIST tissue samples were detected by fluorescence PCR-capillary electrophoresis

sequencing. The miR-17-5p mimics and pc-KIT plasmids were transfected into GIST882 cells, respectively. The targeting relationship

between miR-17-5p and KIT was verified by Dual-luciferase reporter gene assay. The mRNA and protein expressions of miR-17-5p and

KIT in GIST tissues and GIST882 cells were detected by qPCR and WB, respectively; and the proliferation, apoptosis and cell cycle

progression of the cells were detected by CCK-8 and Flow cytometry. Results: KIT gene mutations occurred in 15 GIST patients

(15/20). Compared with paratumoral tissues, miR-17-5p expression was significantly decreased while KIT mRNA expression was

significantly increased in GIST tissues (all P<0.01); compared with HIEC cells, miR-17-5p expression was significantly decreased

while mRNA and protein expressions of KIT were significantly increased in GIST882 cells (all P<0.01). Overexpression of miR-17-5p

significantly decreased the proliferation ability and increased the apoptosis rate of GIST882 cells (P<0.01 or P<0.05), increased the

proportion of cells in sub-G1 and S phases (P<0.05) but reduced the proportion of cells in G0/G1 phase (P<0.05), and decreased the
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expression level of KIT protein (P<0.01). Dual-luciferase reporter gene assay confirmed that KIT is a downstream target gene of

miR-17-5p. Simultaneous overexpression of miR-17-5p and KIT did not produce significant effects on the proliferation, cell cycle

progression and apoptotic levels of GIST882 cells. Conclusion: Overexpression of miR-17-5p can significantly inhibit the proliferation

and induce apoptosis of GIST882 cells and downregulate the expression of KIT protein. miR-17-5p may be a potential target in the

treatment of GIST.

[Key words] gastrointestinal stromal tumor (GIST); GIST882 cell; miR-17-5p; KIT; proliferation; cell cycle; apoptosis
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胃肠道间质瘤（gastrointestinal stromal tumor，

GIST）是胃肠道中常见的间叶源性肿瘤[1]。GIST起

源于胃肠道肌间神经丛周围的间质细胞或其前体干

细胞[2]。与胃肠道平滑肌肉瘤类似的是，GIST组织和

细胞中酪氨酸激酶受体v-kit Hardy-Zuckerman4猫科

肉瘤病毒致癌基因同源物（V-kit Hardy-Zuckerman 4

feline sarcoma viral oncogene homolog，KIT）的表达

呈阳性[3]。KIT在GIST细胞的表达，对细胞的增殖、

分化等生物学行为均很重要[4]。研究[5-6]表明，miRNA

在包括恶性肿瘤在内的多种疾病中异常表达，参与

许多重要的细胞过程，如增殖、分化、凋亡及维持细

胞干性。miR-494 以及 miR-221/222 在 GIST 细胞中

表达下调与细胞中KIT蛋白表达相关[7-8]。miR-17-5p

是功能强大的癌基因之一，属于miR-17-92家族成员

之一[9]。生物信息学预测结果显示，miR-17-5p 与

KIT mRNA的3′-UTR中存在部分互补位点。本研究

通过在 GIST882 细胞中过表达 miR-17-5p，探讨

miR-17-5p对GIST882细胞的作用及其对KIT蛋白表

达的影响，同时通过双荧光素酶报告基因实验验证

miR-17-5p 与 KIT 的靶向关系，旨在明确 miR-17-5p

在GIST中的作用及其可能的机制。

1 资料与方法

1.1 细胞系、组织标本及主要试剂

人 GIST 细胞 GIST882 和人正常肠道上皮细胞

HIEC购于上海沪震实业有限公司。

收集 2019年 5月至 2020年 5月在广西医科大学

第四附属医院胃肠外科手术切除的 20 例原发性

GIST患者的瘤组织及对应的瘤旁组织标本，根据《中

国胃肠间质瘤诊断治疗共识（2017年版）》对肿瘤的

复发风险进行定义，并用荧光PCR-毛细管电泳测序

法检测GIST组织中KIT基因突变情况。术前均对患

者告知并签署知情同意书，研究方案获得医院伦理

委员会的批准。

胎牛血清、青霉素、链霉素、胰蛋白酶、DMEM培

养基均购于上海颖心实验室设备有限公司 ，

LipofectamineTM 2000 转染试剂盒、TRIizol 试剂盒、

SYBE Green Mix试剂盒均购于上海纪宁实业有限公

司，CCK-8试剂盒、Annexin Ⅴ-FITC/PI试剂盒、PI细

胞周期流式检测试剂盒均购于上海贝博生物有限公

司，RIPA裂解液、BCA试剂盒、ECL化学发光液均购

于北京索莱宝科技有限公司，双荧光素酶报告基因

检测试剂盒购于北京百奥莱博科技有限公司，兔抗

人KIT单克隆抗体和HRP标记的 IgG抗体购于美国

Abcam公司。

1.2 细胞培养、转染及分组

将GIST882和HIEC细胞以1×106/孔的密度分别

接种于 6孔板，在含 10%胎牛血清、100 U/ml青霉素

和 0.1 g/ml 链霉素的 DMEM 培养基中，置于 37 ℃、

5% CO2条件下培养24 h。

取对数生长期GIST882细胞，经0.25%胰酶消化

后调整密度为 1×105个/ml，接种于 6孔板，在 37 ℃、

5% CO2条件下培养 24 h，按照 LipofectamineTM 2000

转染试剂盒说明书的方法将 miR-17-5p mimic 和

pc-KIT质粒转染至GIST882细胞内，转染 48 h时采

用qPCR实验检测转染效率。

将转染mimic阴性对照至GIST882细胞作为阴

性对照组（miR-NC 组），转染 miR-17-5p mimic 质粒

的 GIST882 细胞作为miR-17-5p过表达组（miR-17-5p

mimic组），同时转染miR-174-5p mimic和 pc-KIT质

粒的 GIST882 细胞作为同时过表达组（miR-17-5p

mimic+pc-KIT组）。

1.3 qPCR 法检测 GIST 组织及 GIST882 细胞中

miR-17-5p和KIT mRNA的表达水平

用 TRIzol试剂盒提取GIST组织和各组转染细

胞中总 RNA，并进行 cDNA 合成，使用 SYBE Green

试剂盒以U6或GAPDH为内参，对miR-17-5p和KIT

mRNA的表达水平进行检测。miR-17-5p引物序列：

上 游 为 5'-ACACTCCAGCTGGGCAAAGTGCTTA

CAGTGC-3'，下游为 5'-TGGTGTCGTGGAGTCG-3'；

U6引物序列：上游为5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，

下游为 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'；KIT 引

物序列：上游为5'-CCAATTATTCCCTCATCGA-3'，下

游为 5'-GGGTTCATCTTTAGCCAC-3'；GAPDH 引物

序列：上游为 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'，

下游为5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'。反应体

系（20 μl）：2 μl逆转录产物、10 μl SYBR Green Mix、

各 0.5 μl上下游引物（10 μmol/L）及 7 μl dH2O。反应
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条件：预变性 95 ℃ 5 min；94 ℃变性 30 s，60 ℃退火

30 s，共45个循环。采用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对

表达量。

1.4 CCK-8法检测GIST882细胞的增殖能力

实验前 24 h以 5×103个/孔的密度将各组细胞接

种于 96孔板，在 37 ℃、5% CO2条件下分别培养 24、

48、72和 96 h。在各个时间节点向各孔内加入 10 μl

CCK-8溶液，于 37 ℃下继续孵育 2 h后，使用酶标仪

检测波长在 450 nm处的光密度（D）值，并绘制细胞

增殖曲线。

1.5 流式细胞术检测GIST882细胞的凋亡水平

收集对数期生长 GIST882 细胞，用预冷的 PBS

对细胞进行重悬，以2 000×g离心10 min，洗涤细胞3

次。随后加入 300 µl的 1×结合缓冲液悬浮细胞，加

入500 μl预冷的PBS和5 μl Annexin Ⅴ-FITC，室温避

光孵育15 min，上机前再加入2.5 μl PI染色5 min，最

后加入200 µl 1×结合缓冲液后上流式细胞仪检测细

胞的凋亡情况。

1.6 流式细胞术检测GIST882细胞的细胞周期

取各组对数生长期细胞经胰酶消化后以PBS冲

洗3次，1 000×g离心5 min并收集沉淀。使用预冷的

PBS 缓冲液冲洗沉淀 3 次后，以预冷的 PBS 重悬细

胞，使细胞充分分离。再加入 1.2 ml 预冷的 70%

无水乙醇、充分吹打避免细胞聚团，4 ℃孵育过

夜。1 000×g离心后收集细胞，以PBS冲洗沉淀 3次

后再次离心5 min。向沉淀中加入100 μl IRNaseA后

37 ℃水浴 10 min，随后加入 400 μl PI，4 ℃避光染色

30 min。最后，上流式细胞仪进行检测，应用FlowJo

软件进行统计分析。

1.7 WB法检测GIST882细胞中KIT蛋白的表达水平

取各组处于对数生长期 GIST882 细胞，使用

RIPA裂解液提取细胞中的总蛋白，使用BCA试剂盒

测定提取蛋白的浓度和纯度。分离蛋白后进行行

SDS-PAGE、转膜后，5%脱脂奶粉中封闭 1 h，再加入

兔抗人KIT单克隆抗体（1∶1 000）在4 ℃条件下孵育

过夜。去除抗体后，使用TBST冲洗 3次，随后加入

HRP 标记的 IgG 抗体（1∶5 000）在室温下封闭 1 h。

TBST洗膜3次后，加入ECL化学发光液显影，在凝胶

成像系统中拍照，使用 ImageJ软件分析目的蛋白条

带的灰度值。

1.8 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-17-5p 和

KIT mRNA的靶向关系

利用生物信息学预测网站ENCORI预测miR-17-5p

与 KIT mRNA 的 3′-UTR 中存在的互补位点。将

miR-17-5p和KIT mRNA的 3'-UTR靶序列插入到萤

火虫荧光素酶基因下游。将表达载体与验证载体分

别共转染到GIST882细胞，在 37 ℃、5% CO2培养箱

培养8 h后，更换含0.5 ml 10%胎牛血清、不含抗生素

的DMEM培养基，置于 37 ℃、5%CO2培养箱中继续

培养48 h后收集细胞。按照双荧光素酶报告基因试

剂盒说明书的方法检测转染细胞的荧光素酶活性。

1.9 统计学处理

qPCR法、CCK-8法、流式细胞术和WB法等实验

均重复3次。采用SPSS 18.0软件对实验数据进行统

计分析，用GraphPad Prism 8.2.1进行实验相关图片

的绘制。呈正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组间

比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 GIST患者的KIT基因突变率达75.0%

20 例 GIST 患者中，男性 13 例、女性 7 例；年龄

41~80岁，中位年龄（59.2±9.3）岁。有 15例患者KIT

基因发生突变（75.0%），其中外显子11突变13例，外

显子 9、17 突变各 1 例。肿瘤位置：胃 14 例，小肠 3

例，十二指肠、食管、结肠各 1例。复发风险：高、中、

低分别有6、8、6例。

2.2 miR-17-5p在GIST组织和GIST882细胞中均低

表达

qPCR法检测结果显示，GIST组织中miR-17-5p

的表达水平显著低于瘤旁组织（t=4.787，P<0.01；图

1A）；GIST882细胞中miR-17-5p的表达水平显著低

于 HIEC 细胞（t=4.064，P<0.01；图 1B）。结果表明，

miR-17-5p在GIST组织和GIST882细胞中均低表达。

2.3 KIT mRNA 在 GIST 组织和 GIST882 细胞中均

高表达

qPCR 及 WB 法检测结果显示，GIST 组织和

GIST882细胞中KIT mRNA表达水平显著高于瘤旁

组织和HIEC细胞（t=5.439、6.381，均P<0.01；图2A）。

转染miR-17-5p mimic后，与miR-NC组比较，转染组

GIST882 细胞中 miR-17-5p 的表达水平显著升高

（t=23.221，P<0.01；图 2B）；过表达miR-17-5p可显著

降低GIST882 细胞中 KIT 蛋白的表达水平（t=7.444，

P<0.01；图 2C）。结果表明，KIT mRNA在GIST组织

和GIST882细胞中的表达水平升高，过表达miR-17-5p

可降低GIST882细胞中KIT蛋白的表达水平。

2.4 过表达miR-17-5p可显著抑制GIST882细胞增

殖能力并促进细胞凋亡

转染 miR-17-5p mimic 48 h 后，GIST882 细胞的

增殖能力显著降低（t=5.125、7.092、12.008，均P<0.01；

图 3A）；sub-G1 期和 S 期细胞的比例显著增加

（ t=3.291、4.603，均P<0.05）、G0/G1期的细胞比例显
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著减少（t=3.705，P<0.05）、G2/M 期的细胞比例略微

降低（图3B）；细胞凋亡率显著上升（t=3.357，P<0.05；

图 3C）。结果表明，过表达 miR-17-5p 可显著降低

GIST882细胞的增殖能力并促进细胞凋亡。

**P<0.01 vs Para-tumor tissues or HIEC cells

图1 miR-17-5p在GIST组织（A）和细胞（B）中的表达

Fig.1 Expression of miR-17-5p in GIST tissues (A) and cells (B)

**P<0.01 vs Para-tumor tissues or HIEC cells or miR-NC group

A and B: The expressions of KIT mRNA and miR-17-5p were detected by qPCR; C: The expression of KIT protein was detected by WB

图2 KIT mRNA和蛋白及miR-17-5p在GIST组织和GIST882细胞中的表达

Fig.2 mRNA and protein expressions of KIT and miR-17-5p expression in GIST tissues and GIST882 cells

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group

图3 过表达miR-17-5p对GIST882细胞增殖（A）、细胞周期（B）及凋亡（C）的影响

Fig.3 Effects of miR-17-5p overexpression on proliferation (A), cell cycle (B) and apoptosis (C) of GIST882 cells

2.5 miR-17-5p 调控 KIT 表达并影响 GIST882 细胞

的生物学行为

通过生物信息学 StarBase预测可知，miR-17-5p

与 KIT mRNA 的 3′-UTR 中存在部分互补结合位点
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（图 4A）。GIST882细胞中过表达miR-17-5p可显著

抑制野生型KIT（KIT-WT）的荧光素酶活性（t=9.455，

P<0.01），但对突变型KIT（KIT-MUT）的荧光素酶活

性无影响（P>0.05）。

同时转染miR-17-5p mimic和 pc-KIT后，转染组

GIST882 细胞的增殖、凋亡水平及细胞周期与

miR-NC 组比较差异均无统计学意义（均 P>0.05，

图 4C~4E）。结果表明，转染 pc-KIT后过表达的KIT

可逆转过表达 miR-17-5p 对 GIST882 细胞增殖的抑

制作用和促凋亡作用。

**P<0.01 vs miR-NC group

A: Predicted binging sites between miR-17-5p and KIT; B: Dual-luciferase reporter gene assay was applied to detect the luciferase

activity of GIST882 cells; C: CCK-8 assay was used to detect cell proliferation activity; D and E: Cell apoptosis rate and cell cycle

were detected by Flow cytometry

图4 miR-17-5p通过靶向KIT调控GIST882细胞的恶性生物学行为

Fig.4 miR-17-5p regulated the malignant biological behaviors of GIST882 cells by targeting KIT

3 讨 论

miRNA 表达失调可能会促进肿瘤的发生和发

展。miR-17-5p是miR-17-92家族重要成员之一[9]，通

常miR-17-92家族基因在胃癌[10]、结肠癌[11]、神经母细

胞瘤[12]和B细胞淋巴瘤[13]等恶性肿瘤中的表达水平

较高，但本研究发现，GIST 组织和 GIST882 细胞中

miR-17-5p的表达水平显著低于瘤旁组织和HIEC细

胞。据报道[14]，miR-17-5p 位于 13 号染色体的 q31.3

上且miR-17-5p表达缺失与13号染色体q31.3片段的

丢失并无显著的相关性。miR-17-5p可通过调控信

号转导与转录激活因子 3的表达影响前列腺癌细胞

的增殖和凋亡[15]，还可通过调控卵巢癌细胞中肉瘤病

毒癌基因同源物1的表达以调控细胞周期和凋亡[16]。
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为探究 miR-17-5p 的表达缺失是否促进 GIST 的进

展，本研究将miR-17-5p mimic转染至GIST882细胞

中，发现过表达miR-17-5p后GIST882细胞的增殖能

力受到明显抑制，在转染 24 h后即出现明显的抑制

作用；转染 48 h后GIST882细胞的凋亡率显著升高，

这与GIST882细胞凋亡率增加趋势一致；同时 sub-G1

期的细胞比例也显著增加，GIST882细胞处于G0/G1

期的比例显著降低，处于S期的比例显著增加。

由于GIST组织和细胞中KIT高表达[17]，因此靶

向KIT mRNA为治疗GIST提供了机会。尽管KIT靶

向抑制剂（伊马替尼和舒尼替尼）在临床上取得了较

好的效果[18-19]，但由于酪氨酸激酶受体的继发性突变

使得绝大多数的GIST转移患者会对此类药物产生耐

药性[20]。此外，大多数 PDGFRA-D842V基因突变的

GIST患者本就对伊马替尼不敏感[21]，因此仅靠KIT

抑制剂并不能完全治愈 GIST。本研究发现，KIT

mRNA和蛋白在GIST组织和GIST882细胞中的表达

水平显著上调，且过表达miR-17-5p可抑制GIST882

细胞中 KIT 蛋白的表达。通过生物信息学网站

StarBase 和双荧光素酶报告基因实验证实 KIT 是

miR-17-5p的下游靶基因。此外，在GIST882细胞中

同时转染miR-17-5p和KIT过表达载体后，对细胞的

增殖、凋亡和细胞周期并不会产生显著影响，因此可

认为miR-17-5p是KIT的抑制剂。

尽管通过miRNA治疗肿瘤仍处于初步阶段，但

miRNA治疗肿瘤具有极大的潜力，因此探究miRNA

在肿瘤发生发展中的作用至关重要。另外，通过上

调 miR-17-5p 在 GIST 细胞中的表达是否会改善

PDGFRA-D842V基因突变的GIST细胞对伊马替尼

的耐药性将成为课题组后续的研究重点。总之，过

表达miR-17-5p可显著下调KIT表达水平，从而抑制

GIST细胞的增殖能力、影响细胞周期并诱导细胞凋

亡，miR-17-5p可能是临床GIST治疗的潜在靶标。
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