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地西他滨诱导 miR-200c/141 表达抑制肾癌细胞侵袭迁移 
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摘要：目的  探讨 DNA 甲基转移酶抑制剂地西他滨对人肾细胞癌 786-O 和 769-P 细胞侵袭迁移能力的影响，并进行相关

机制的研究。方法  实时荧光定量 PCR 法检测肾癌及其癌旁组织中 miR-200c/141 的表达量及 2.5 μmol·L1 地西他滨对肾

癌细胞系 miR-200c/141 的诱导作用；Transwell 试验、划痕试验分别检测地西他滨、miR-200c/141 对细胞侵袭迁移的影响；

实时荧光定量 PCR 法、蛋白印迹法检测 786-O 和 769-P 细胞系钙黏蛋白表达量。结果  与正常肾癌旁组织相比，

miR-200c/141 在肾癌组织中的表达量显著下调。2.5 μmol·L1 地西他滨能诱导 786-O 和 769-P 细胞系中 miR-200c/141 的表

达增加。地西他滨、miR-200c/141 均能抑制细胞的侵袭迁移能力。786-O 和 769-P 细胞经地西他滨处理后，与上皮间充

质转化相关的钙黏蛋白表达水平显著上调。结论  地西他滨可以通过上调 miR-200c/141 的表达水平减弱肾癌细胞系的侵

袭迁移能力。 
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Decitabine Inhibit Invasion and Migration Ability of Renal Cell Carcinoma Cells by Up-regulating 
MiR-200c/141 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect and mechanism of DNA methyltransferase inhibitor decitabine on the 
invasion and migration ability of renal cancer cells 786-O and 769-P. METHODS  The miR-200c/141 expression levels in renal 

cell carcinoma and its adjacent tissues were detected by RT-qPCR. MiR-200c/141 were induced by 2.5 μmol·L1 decitabine and 
detected by RT-qPCR. Transwell assay and scratch assay were used to detect the effect of decitabine, miR-200c/141 on cell 
invasion and migration respectively. The mRNA and protein levels of E-cadherin were detected by RT-qPCR and Western blot. 
RESULTS  Compared with adjacent tissues, miR-200c/141 were significantly down regulated in renal cell carcinoma. The 

expression of miR-200c/141 could be induced in the 786-O and 769-P cells after treated with 2.5 μmol·L1 decitabine. Scratch 
assay and Transwell assay results showed that decitabine, miR-200c/141 could inhibit cell migration and invasion. The 
expression of E-cadherin was upregulated in 786-O and 769-P cells after treated with decitabine, which associated with epithelial 
mesenchymal transition. CONCLUSION  Decitabine can weaken the migration and invasion ability of 786-O and 769-P cells 
by up-regulating the expression of miR-200c/141. 
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肾细胞癌简称肾癌，是泌尿系统 常见的恶

性肿瘤之一，全球每年有超过 30 万例新增患者[1]。

肾癌分别占男性和女性所有恶性肿瘤的 5%和 3%，

发病率在男性癌症患者中排第 7 位，女性癌症患

者中排第 10 位[2]。目前，肾癌治疗的 有效方式

是手术切除。肾癌分多种病理亚型，透明性肾细

胞癌是 常见的一种亚型，约占肾癌的 70%~85%，

其他还有乳头状肾细胞癌，约占肾癌 7%~15%；嫌

色细胞癌占 5%~10%，还有少数具有罕见组织形态

学的肾细胞癌<1%。早期肾癌往往不易被察觉，有
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20%~30%的肾癌患者在检出时已发生转移，转移

性肾癌患者预后差，5 年生存率低[3]。一旦肾癌发

生远处转移，则失去了手术切除进行根治的机会，

因此，在肿瘤患者出现远处转移之前对患者进行

抑制肿瘤转移性治疗至关重要。 

microRNA 是真核生物中发现的内源性非编

码单链小 RNA，长度为 20~22 个碱基，可以在转

录后调控基因的表达水平。miR-200 家族分为 2 个

亚 族 ， miR-200a/b/429 位 于 1 号 染 色 体 ，

miR-200c/141 位于 12 号染色体[4]。miR-200c/141

在多种肿瘤中异常表达，子宫内膜癌、结肠癌、

膀胱癌中 miR-200c 高表达；在食管腺癌、肝细胞

癌、鼻咽癌、肾癌中 miR-200c 低表达；食管腺癌、

胃癌、肾癌中 miR-141 低表达。miR-200c/141 的

异常表达影响肿瘤的侵袭迁移以及对药物的敏感

性[4-13]。miR-200c/141 通过抑制靶基因锌指 E 盒结

合蛋白 1(Zinc finger E-box binding homeobox 1，

ZEB1)的表达进而上调上皮间充质转化(epithelial 

mesenchymal transition，EMT)标志蛋白钙黏蛋白

的表达抑制细胞侵袭迁移已有大量文献报道[14-15]。

启动子区域高甲基化是 miR-200c/141 表达下调的

机制之一[16]。地西他滨是 DNA 甲基转移酶(DNA 

methyltransferase，DNMT)抑制剂，是常用的去甲

基化药物。本研究旨在探究地西他滨对 786-O 和

769-P 细胞 miR-200c/141 的诱导作用以及对细胞

侵袭迁移能力的影响，为地西他滨和相关化疗方

案治疗肾细胞癌提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人肾细胞癌786-O和769-P细胞系购于中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库；7 对配对肾癌

及癌旁组织来自浙江省肿瘤医院 (伦理批件：

IRB-2017-2)；RPMI 1640 培养基(GIBCOTM，批号：

31800-022)；丙酮酸钠溶液(Sigma，批号：S8636)；

青链霉素溶液 100×(杭州科易，批号：CP011)；胰

酶粉末(GIBCOTM，批号：27250-018)；地西他滨

(Sigma，批号：A3656)；二甲基亚砜 (dimethyl 

sulfoxide ， DMSO ， Sigma ， 批号： D5879) ；

Lipofectamine 3000 Transfection Kit(Thermo 

Fisher，批号：1946890)；总 RNA 提取试剂盒

(Axygen，批号：APMN-MS-RNA-250)；RNAsimple

总 RNA 提取试剂盒 (天根，批号：DP419)；

PrimeScriptTM RT Master Mix 逆转 录试剂盒 

(Takara，批号： DRR036A)； PrimeScriptTM RT 

reagent Kit 逆转录试剂盒  (Takara ，批号：

RR037A)；SYBRTM Premix Ex TaqTM 实时荧光定量

PCR 试剂盒(Takara，DRR420A)；BCA 蛋白浓度

测定试剂盒(碧云天，批号：P0010)；RIPA 强裂解

液(碧云天，批号：P0013B)；一抗稀释液(碧云天，

批号：P0023A)；钙黏蛋白抗体(Abcam，批号：

ab133597)；甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)抗体(联

科，批号：Mab5465)；miR-200c 和 miR-141 类似

物由上海吉玛公司合成；所有引物均由上海生工

生物工程有限公司合成。 

1.2  仪器 

二氧化碳培养箱(Thermo)；生物安全柜(Heal 

Force)；HVE-50 灭菌锅 (HIRAYAMA)；显微镜

(Nikon)；电热恒温水槽(上海精宏)；高速离心机

(Eppendorff)；StepOnePlu 实时荧光定量 PCR 系统

(Applied Biosystems)；电泳仪(Bio-Rad)；制冰机

(SCOTSMAN)；超低温冰箱(Thermo Forma)。 

1.3  细胞培养 

786-O 和 769-P 细胞分别用 0.05%胰酶消化

2 min，培养于含 10%胎牛血清、1×青链霉素和 1×

丙酮酸钠溶液的 1640 培养基，置于 37 ℃，5% CO2

细胞培养箱中培养，每 2~3 d 传代 1 次。细胞给药：

地西他滨溶于 DMSO 配制成 25 mmol·L1 的母液，

786-O 和 769-P 细胞种于 6 孔板，对照组每孔加入

2 L DMSO，给药组每孔加入 2 L 2.5 mmol·L1 地

西他滨，使终浓度为 2.5 mol·L1，连续给药诱导

3 d。细胞转染：基于 1640 培养基体积计算浓度，

细胞转染 miR-NC、miR-200c 以及 miR-141 的终浓

度为 30 nmol·L1，转染试剂 Lipofectamine 3000 的

浓度为 2‰。 

1.4  基因在转录水平的检测 

用 RNAsimple 总 RNA 提取试剂盒提取组织

RNA，用 Axygen 总 RNA 提取试剂盒提取细胞

RNA。Takara RR036A 逆转录试剂盒用于 mRNA

的逆转录，Takara RR037A 逆转录试剂盒用于

miRNA 的逆转录。miRNA 逆转录特异性引物序列： 

miR-200a：5’-GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGG 

AGTCGGCAATTGCACTGGATACGACACATCG-

3’；miR-200b：5’-GTCGTATCCAGTGCGTGTCG 

TGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACTCAT

CA-3’；miR-200c：5’-GTCGTATCCAGTGCGTGTC 

GTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACTCC
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ATC-3’；miR-141：5’-GTCGTATCCAGTGCGTG 

TCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACC

CATCT-3’。 

实时荧光定量 PCR 法检测基因在转录水平的

表达，数据用 Microsoft Excel 以 2Ct 法进行基因

表达的相对定量分析。荧光定量 PCR 引物序列： 

miRNA 通用引物：5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’； 

miR-200a：5’-GGGTAACACTGTCTGGTAA-3’；

miR-200b： 5’-GGGTAATACTGCCTGGTAA-3’；

miR-200c：5’-GGGTAATACTGCCGGGTAAT-3’；

miR-141 ： 5’-GGGTAACACTGTCTGGTAA-3’ ；

E-cadherin：F-5’-TGGAGGAATTCTTGCTTTGC-3’，

R-5’-CGCTCTCCTCCGAAGAAAC-3’。 

1.5  肾癌细胞迁移能力检测 

786-O 和 769-P 细胞接种于 6 孔板中，基于

1640 培养基体积计算浓度，加入终浓度为

2.5 μmol·L1 地西他滨诱导 3 d 或转染 30 nmol·L1 

的 miR-200c/141 2 d 后，用 200 μL 枪头划线，PBS

清洗黏附的细胞碎片，培养基换为无血清培养基。

分别于划线 0，24 h 后用配置有尼康数码照相机的

尼康倒置镜像显微镜进行拍照。 

1.6  肾癌细胞侵袭能力检测 

前一晚用空白 1640 培养基稀释基质胶，将稀

释好的基质胶溶液加到 Transwell 小室中，第 2 天

吸去 Transwell 小室中液体，可见底部有一层白色

薄膜，即凝固的基质胶，Transwell 小室下加入

600 μL 1640 完全培养基。 

786-O 和 769-P 细胞接种于 6 孔板中，基于

1640 培养基体积计算浓度，加入终浓度为

2.5 μmol·L1 地 西 他 滨 诱 导 3 d 或 转 染

miR-200c/141 2 d 后，0.05%胰蛋白酶消化计数，

10 000 个细胞每孔种于铺好胶的 Transwell 小室

中。置于 37 ℃，5% CO2的细胞培养箱中培养 24 h，

吸走培养基，PBS 洗 2 次，4%多聚甲醛固定 1 h，

棉签拭去小室上层细胞，结晶紫染色 1 h，PBS 洗

2 次，用配有尼康数码照相机的尼康倒置镜像显微

镜进行拍照。 

1.7  钙黏蛋白水平检测 

786-O 和 769-P 细胞接种于 6 孔板中，基于

1640 培养基体积计算浓度，加入终浓度为

2.5 μmol·L1 地西他滨诱导 3 d 后，吸走培养基，

PBS 洗 2 次，100 μL RIPA 裂解液提取细胞蛋白，

4 ℃旋转 30 min 充分裂解细胞，12 000 r·min1，

4 ℃离心 10 min，BCA 试剂盒测定蛋白浓度，蛋

白质印迹法进行检测。分离胶浓度 10%，浓缩胶

浓度 5%，上样量 10 μL，电压 90 V 电泳约 30 min，

电压 120 V 电泳约 90 min。电泳结束后取出蛋白

胶，按胶面大小裁剪合适大小的聚偏二氟乙烯膜，

在背面做好标记后浸泡在甲醇中活化，电转夹层

从负极(黑色)至正极(红色)依次铺置海绵、滤纸、

蛋白胶、PVDF 膜、滤纸、海绵，将电转夹层按正

确方向组装于电转槽，加入电转缓冲液至标示指

示线，在冰浴条件下以 200 mA 电转 2 h。电转结

束后聚偏二氟乙烯膜用 5%奶粉室温封闭 2 h，一

抗 4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，G-BOX 化

学发光成像仪显色曝光。 

1.8  统计学方法 

用 Image J 进行细胞计数及划痕面积计算。用

GraphPad Prism 6.0 进行统计分析。 

2  结果 

2.1  miR-200c/141 在肾癌组织中显著下调 

实时荧光定量 PCR 检测 7 对配对肾癌及癌旁

组织中 miR-200c/141 表达水平，结果肾癌组织与

其配对癌旁组织相比，miR-200c/141 表达水平均

显著下调，见图 1。患者组织信息见表 1。 

 

 
图 1  miR-200c/141 在肾癌及其癌旁组织的表达水平(以

U6 为内参)  
与正常细胞相比，1)P<0.005。 

Fig. 1  miR-200c/141 expression in renal cell carcinoma 
tissues with paired adjacent tissues(miRNA expression 
relative to U6) 
Compared with normal cells, 1)P<0.005. 
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表 1  肾细胞癌患者信息表 

Tab. 1  Renal cell carcinoma patients information 

年龄/岁 性别 TNM stage 亚型 

60 男 T1N0M0 肾透明细胞癌 

41 男 T1N0M0 肾透明细胞癌 

50 女 T1N0M0 肾透明细胞癌 

51 男 T1N0M0 未分类 

42 男 T4N0M0 肾透明细胞 l 

45 女 T4N2M0 肾透明细胞癌 

72 男 T1aN0M0 未分类 

2.2  miR-200c/141 抑制肾癌细胞侵袭迁移 

在 786-O 和 769-P 细胞中转染 miR-200c/141，

2 d 后用 200 μL 枪头划线，吸走完全培养基，替换

成无血清培养基，分别在 0，24 h 拍照。转染了

miR-200c/141 后，细胞迁移能力显著减弱，见图 2。

在 786-O 和 769-P 细胞中转染 miR-200c/141 后，

进行 Transwell 实验。结果表明，细胞侵袭能力显

著下降，见图 3。因此，miR-200c/141 可以抑制肾

癌细胞系 786-O 和 769-P 的侵袭迁移能力。 

 
图 2  786-O 和 769-P 转染 miR-200c/141 后细胞迁移能力

的变化 

Fig. 2  Effect of miR-200c/141 on 786-O and 769-P cells 
migration ability 

2.3  地西他滨诱导 miR-200c/141 的表达 

地 西 他 滨 用 DMSO 溶 解 ， 终 浓 度 为

2.5 mmol·L1。786-O 和 769-P 细胞种于 6 孔板，

对照组每孔加入 2 μL DMSO，给药组每孔加入

2 μL 2.5 mmol·L1 地 西 他 滨 ， 使 终 浓 度 为

2.5 μmol·L1，连续给药诱导 3 d，提取 RNA 并进

行 逆 转 录 ， 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测

miR-200c/141/200a/200b 表达水平。给药诱导 3 d

后，786-O 和 769-P 细胞中 miR-200c 表达水平分

别显著升高 25 倍和 17 倍，miR-141 表达水平分别

显著升高 6 倍和 4 倍，miR-200a 和 miR-200b 诱导

不明显或仅有微弱的诱导作用，见图 4。 

 
图 3  786-O 和 769-P 转染 miR-200c/141 后细胞侵袭能力

的变化 

Fig. 3  Effect of miR-200c/141 on 786-O and 769-P cells 
invasion ability 

 
图 4  786-O 和 769-P 细胞 miR-200s 表达水平(以 U6 为内参) 
与 DMSO 组相比，1)P<0.005，2)P<0.05。 

Fig. 4  Expression of miR-200s in 786-O and 769-P(miRNA 
expression relative to U6) 
Compared with DMSO group, 1)P<0.005, 2)P<0.05. 
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2.4  地西他滨抑制肾癌细胞侵袭迁移 

上述试验结果表明，miR-200c/141 可以抑制

786-O 和 769-P 细胞侵袭迁移能力，且地西他滨可

以诱导 miR-200c/141 表达，因此，进一步探究地

西他滨是否可以通过诱导 miR-200c/141 的表达影

响细胞的侵袭迁移能力。先将 786-O 和 769-P 细胞

接种于 6 孔板，对照组每孔加入 2 μL DMSO，给

药组每孔加入 2 μL 2.5 mmol·L1 地西他滨，使终

浓度为 2.5 μmol·L1，连续给药诱导 3 d，再用

200 μL 枪头划线，将完全培养基替换成无血清培

养基，分别在 0，24 h 拍照。786-O 和 769-P 细胞

经地西他滨诱导后，其迁移能力显著减弱，见图 5。

对 786-O 和 769-P 细胞给予地西他滨后，再把处理

过的细胞接种至铺好胶的 Transwell 板，检测细胞

侵袭能力，结果表明，地西他滨能显著抑制细胞

侵袭能力，见图 6。 

 
图 5  地西他滨对细胞迁移能力的影响 

Fig. 5  Effect of decitabine on cell migration 

2.5  地西他滨对钙黏蛋白表达的影响 

钙黏蛋白是 EMT 进程的标志蛋白，又是

miR200c/141 的下游基因，影响细胞黏附力进而影

响细胞侵袭迁移能力。地西他滨可以诱导

miR-200c/141 表达，因此，进一步探究地西他滨

处理细胞是否会影响钙黏蛋白表达。786-O 和

769-P 细胞分别种于 6 孔板，对照组每孔加入 2 μL 

DMSO，给药组每孔加入 2 μL 2.5 mmol·L1 地西他

滨，使终浓度为 2.5 μmol·L1，连续给药诱导 3 d，

提取 RNA 并进行逆转录，实时荧光定量 PCR 检

测钙黏蛋白转录水平，提取蛋白进行电泳检测钙

黏蛋白水平。给药诱导 3 d 后，786-O 和 769-P 细

胞中钙黏蛋白的转录水平和蛋白水平均显著升

高，表明细胞的侵袭迁移能力减弱，结果见图 7。 

 
图 6  地西他滨对细胞侵袭能力的影响 

Fig. 6  Effect of decitabine on cell invasion 

 
图 7  786-O 和 769-P 细胞中钙黏蛋白表达水平 
与 DMSO 组相比，1)P<0.05。 

Fig. 7  Expression of E-cadherin in 786-O and 769-P 
Compared with DMSO group, 1)P<0.05. 

3  讨论 

DNA 甲基化是研究 广泛的表观遗传机制，

在胚胎发育、细胞增殖以及肿瘤的发生发展中都

起着重要作用，主要由DNA甲基转移酶催化完成。

基因启动子区域甲基化水平调控基因的表达，在
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癌症中，一些抑癌基因的启动子区域高甲基化抑

制抑癌基因的表达，原癌基因启动子区域低甲基化

促进原癌基因的表达， 终促进癌症进程[17-20]。有

研究者认为，DNA 甲基化是药物治疗癌症的理想

靶点，目前有大量 DNA 甲基转移酶抑制剂正在研

发。地西他滨作为 DNA 甲基转移酶抑制剂已被美

国 FDA 批准用于临床，通过抑制 DNA 甲基转移酶

活性影响基因甲基化水平进而调控基因的表达[21]。 

miR-200c/141 位于 12 号染色体，其启动子高

甲基化是其在多种癌症中表达下调的主要因素之

一 ， DNA 甲 基 转 移 酶 抑 制 剂 可 以 诱 导

miR-200c/141 的表达，如前列腺癌、结直肠癌、

胰腺导管癌和肺癌等[16,22-24]。但地西他滨对肾癌细

胞 miR-200c 及 miR-141 的诱导极少有报道，尤其

是 miR-141。且已有文献报道[25-26]，miR-200c/141

在肾癌组织中均显著下调，miR-200c/141 下调促

进肿瘤进程，荷瘤小鼠实验表明 miR-200c 能抑制

肿瘤生长，miR-141 能抑制肿瘤生长和转移。若地

西他滨能够诱导肾癌细胞表达 miR-200c/141，将

对肾癌患者临床治疗有重大意义。因此，本研究

探究地西他滨对肾癌细胞系 miR-200c/141 的诱导

作用以及对细胞侵袭迁移能力的影响。结果表明，

miR-200c/141 确实在肾癌组织中显著下调，且可

以抑制细胞侵袭迁移能力，其在肾癌组织中表达

下调可能跟肾癌的高转移性相关。本研究还发现，

DNA 甲基转移酶抑制剂地西他滨可以诱导肾癌细

胞系表达 miR-200c/141，且可以抑制细胞侵袭迁

移能力。由于 miR-200c/141 可通过调控 ZEB1 进

而调控 EMT 相关蛋白钙黏蛋白的表达，因此，本

实验还检测了地西他滨处理后钙黏蛋白表达变

化，786-O 和 769-P 细胞经地西他滨处理后，上皮

间质转化的标志蛋白钙黏蛋白表达上调，其表达

上调可以增加细胞黏附力，抑制侵袭迁移能力。

因此，地西他滨作为 DNA 甲基转移酶抑制剂，能

诱导 miR-200c/141 的表达来抑制肾细胞癌的癌转

移，但地西他滨诱导肾癌细胞 miR-200c/141 表达

的机制以及在体内能否抑制肾细胞癌转移还需要

进一步探究。 

笔者所在实验室之前的研究结果表明，地西

他滨可以通过抑制DNA甲基转移酶活性降低有机

阳离子转运体 2(organic cation/carnitine transporter 

2，OCT2)转运体启动子区域甲基化水平诱导OCT2

的表达，增加对抗肿瘤药物奥沙利铂的摄取，且

地西他滨不影响肾脏中介导奥沙利铂外排的转运

体多药及毒素外排转运体 2 的表达，因此对抗癌

药物奥沙利铂的摄取增加且外排不变，从而达到

杀伤肿瘤的效果，逆转肾癌患者对奥沙利铂耐药，

为肾癌患者的治疗打开了一扇大门 [21,27]。而

miR-200c 与化疗药物敏感性相关已有文献报道，

如在黑色素瘤中，miR-200c 可以通过下调药物外

排转运体乳腺癌耐药蛋白和 P-糖蛋白等来增加黑

色素瘤对顺铂的敏感性；在肾透明细胞癌中，

miR-200c 可以通过靶向血红素氧合酶增加耐药肾

癌细胞对索拉非尼、伊马替尼的敏感性；非小细胞

肺癌化疗耐药也与 miR-200c 表达下调相关[12,28-30]。

miR-200c 可以作为肿瘤耐药治疗的一个重要靶

点。因此，本研究发现地西他滨诱导 miR-200c 的

表达既可以抑制肿瘤转移又可以为地西他滨与相

关化疗方案联合治疗肾细胞癌提供理论基础，对

肾癌治疗具有积极意义。 
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