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［摘　 要］　 目的　 探究微小ＲＮＡ１９８（ｍｉＲ１９８）过表达对视网膜母细胞瘤（ＲＢ）Ｙ７９细胞系生长、侵袭及裸鼠异体移植瘤的影
响。方法　 培养ＲＢ Ｙ７９细胞系，随机分为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、阴性对照组和过表达组，采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００分别转染
ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１９８模拟物至阴性对照组和过表达组Ｙ７９细胞。ｑＲＴＰＣＲ检测转染后Ｙ７９细胞中ｍｉＲ１９８的相对表达水平；利用干
细胞成球试验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室试验分别检测各组Ｙ７９细胞的增殖及侵袭能力；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组Ｙ７９细胞中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、
ＯＣＴ４、ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达水平。将培养好的ｍｉＲＮＣ和ｍｉＲ１９８ ｍｉｍｉｃ细胞分别进行裸鼠皮下注射，６０只裸鼠分为阴性对
照组和过表达组，各组每５ ｄ随机处死３只裸鼠，检测ＲＢ质量及体积，ｑＲＴＰＣＲ检测瘤体中ｍｉＲ１９８的ｍＲＮＡ相对表达水平；免疫
组化法检测Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＶＥＧＦ阳性表达率。结果　 与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及阴性表达组比较，过表达组Ｙ７９细胞中ｍｉＲ１９８的相对表达水平
较高（Ｐ ＜ ０． ０５），并且干细胞成球直径、数量、细胞侵袭率均较低（Ｐ ＜ ０． ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及阴性表达组比
较，过表达组Ｙ７９细胞中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达水平均较低（Ｐ ＜ ０． ０５）。过表达组裸鼠的瘤体质量及体积
均小于阴性对照组（Ｐ ＜０． ０５），并且过表达组裸鼠瘤体组织中ｍｉＲ１９８的ｍＲＮＡ相对表达水平高于阴性对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），过表达组
Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＶＥＧＦ的阳性表达率低于阴性对照组（Ｐ ＜０． ０５）。结论　 ｍｉＲ１９８可能在ＲＢ中作为抑癌基因发挥作用，过表达ｍｉＲ１９８可
明显抑制ＲＢ的增殖及侵袭能力，并抑制裸鼠瘤体生成。
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ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍａｓｓ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ＲＢ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ１９８ ｉｎ ｔｕｍｏｒｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴＰＣＲ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｋｉ６７，ＳＯＸ２ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ１９８ ｉｎ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜０． ０５），ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ｎｕｍｂｅｒ，ａｎｄ
ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ（Ｐ ＜０． ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｉ６７，ＳＯＸ２，ＯＣＴ４，ＶＥＧＦ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｉｎ Ｙ７９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ
（Ｐ ＜０． ０５）． Ｔｈｅ ｍａｓｓ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
（Ｐ ＜０． ０５），ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ１９８ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜０． ０５），ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｋｉ６７，ＳＯＸ２ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｍｉＲ１９８ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ａｓ ａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ｉｎ ＲＢ． Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ１９８ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＲＢ，ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ；ｍｉＲ１９８；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ；ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ

　 　 视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）作为儿科比
较常见的一种眼内恶性肿瘤，全球范围的发病率为
１ ／ ２０ ０００［１］。ＲＢ在非洲及一些发展中国家的发病率
较高，并且患儿的５年生存率要低于发达国家［２］。ＲＢ
发现越早其治愈的可能性越高，由于发病初期肿瘤体
积小，并位于视网膜周边，不会有明显的视力影响，而
一旦出现眼部症状后，治愈的可能性则明显降低［３］。
微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类具有调控功能的
非编码ＲＮＡ，其核苷酸序列长度一般为１９ ～ ２５ ｂｐ，在
细胞的增殖、分化及凋亡过程中发挥着重要的作
用［４］。近年来大量实验研究证实，ｍｉＲＮＡ可作为原癌
基因或抑癌基因参与到肿瘤的发生及进展中，因此
ｍｉＲＮＡ具有成为治疗癌症靶点的潜在价值［５］。既往
研究发现，ｍｉＲ１９８能够通过抑制ＨＧＦ ／ ｃＭＥＴ信号途
径提高非小细胞肺癌的放疗敏感性，诱导细胞凋
亡［６］，并且能够通过调节ＡＤＡＭ２８ ／ ＪＡＫＳＴＡＴ信号通
路影响大肠癌的增殖和凋亡［７］，还能够抑制ＴＬＲ４蛋
白表达及胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭［８］，但ｍｉＲ１９８
在ＲＢ细胞中的调控机制尚未明确。因此本研究通过
在ＲＢ细胞株系Ｙ７９细胞中转染ｍｉＲ１９８模拟物，以
探究ｍｉＲ１９８对ＲＢ细胞生长、侵袭的影响，并进行裸
鼠体内荷瘤试验，现报告如下。
１　 材料与方法
１． １　 材料

ｍｉＲ１９８ ｍｉｍｉｃ及ｍｉＲＮＣ（上海吉凯基因技术有
限公司），脂质体、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（美国Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），１０％胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司），
１００ Ｕ ／ ｍＬ青霉素、１００ Ｕ ／ ｍＬ链霉素（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），ＴＲＩｚｏｌ Ｋｉｔ、Ｒｅｖｅｒｔａｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｋｉｔ
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ科学公司），兔抗人Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、

ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ以及兔抗小鼠Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、
ＶＥＧＦ单克隆抗体（美国Ａｂｃａｍ公司），细胞计数试剂
盒（碧云天公司），铺有Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
（美国ＢＤ公司），高速冷冻离心机（德国Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ），正置荧光显微镜（日本Ｔｈｅｒｍｏ），实时荧光定
量ＰＣＲ仪（罗氏诊断）。
１． ２　 细胞培养及分组

ＲＢ Ｙ７９细胞株购于中国科学院上海生命科学研
究院细胞资源中心，将其培养于含１０％胎牛血清、
１％双抗的完全ＲＰＭＩ １６４０培养液中，并在３７ ℃的
５％ＣＯ２加湿培养箱中培养至对数期，随后以０． ２５％胰
蛋白酶消化液处理制成细胞悬液。将细胞悬液随机分
为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、阴性对照组和过表达组，
参照试剂盒操作说明采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将
ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１９８模拟物分别转染至阴性对照组和过
表达组的Ｙ７９细胞中，继续培养４８ ｈ，然后置于荧光
显微镜下观察转染阳性细胞，若发出绿色荧光信号则
视为转染阳性，收集细胞用于后续实验。
１． ３　 ｑＲＴＰＣＲ检测细胞中ｍｉＲ１９８表达水平

Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组中的总ＲＮＡ，并进行琼脂糖凝
胶电泳检测总ＲＮＡ质量，利用Ｒｅｖｅｒｔａｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ合成试剂盒将ＲＮＡ反转录合成ｃＤＮＡ，采用
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍｉｘ试剂盒检测ｍＲＮＡ的表达水平。
ＰＣＲ参数设置：９５ ℃预变性２０ ｓ，９５ ℃变性１０ ｓ，
６０ ℃退火２０ ｓ，７０ ℃延伸２０ ｓ，循环４０次，并根据溶
解曲线分析结果是否为特异性扩增。ｍｉＲ１９８上游引
物：５′ＧＧＴＣＣＡＧＡＧＧＧＧＡＧＡＴ３′；下游引物：５′ＧＡＡＴ
ＡＣＣＴＣＧＧＡＣＣＣＴＧＣ３′。内参基因Ｕ６ 上游引物：
５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡ３′；下游引物：５′ＡＡＣ
ＧＡＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。应用２ －△△Ｃｔ 法分析
ｍｉＲ１９８的相对表达水平。
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１． ４　 干细胞成球试验检测Ｙ７９细胞增殖能力
将各组Ｙ７９ 细胞消化后计数，调整浓度至

１ × １０５ ／ ｍＬ，接种至６孔板上，加入含有２％胎牛血清、
１０ μｇ ／ ｍＬ胰岛素、２０ ｎｇ ／ ｍＬ表皮生长因子、２０ ｎｇ ／ ｍＬ
碱性成纤维细胞生长因子、２０ ｎｇ ／ ｍＬ Ｂ２７细胞培养添
加剂、５００ ｎｇ ／ ｍＬ氢化可的松的干细胞培养液后，放入
３７ ℃的５％ ＣＯ２加湿培养箱中培养９６ ｈ，之后在光学
显微镜下观察干细胞成球的直径及数量，并拍照记录。
１． ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室试验检测Ｙ７９细胞侵袭能力

将铺有Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室预热至３７ ℃
后，消化各组Ｙ７９细胞，用无血清培养液洗涤细胞
３次后重悬细胞，并调整细胞密度至１ × １０５ ／ ｍＬ，在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室放入１ ｍＬ含１０％胎牛血清的培养液，上
室加入３００ μＬ细胞悬液后培养３６ ｈ。取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室，用棉签轻柔地擦去上层未穿膜的细胞和基质胶，
用冰甲醛对滤膜进行固定后结晶紫染色。将滤膜剥离
后正面朝下固定在载玻片上，在光学显微镜下随机选
择５个高倍镜（× ４００）下视野进行细胞计数，以穿膜
细胞数表示细胞侵袭能力。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测细胞中相关蛋白表达水平

加入ＲＩＰＡ裂解液，提取各组培养４８ ｈ后的Ｙ７９
细胞中的总蛋白，采用ＢＣＡ法对蛋白水平进行定量，
并利用Ｂｒａｄｆｏｒｄ 将各组蛋白浓度调整一致，经
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳、电转膜至甲醛预处理过的ＰＶＤＦ
膜，密封２ ｈ，加入兔抗人Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＶＥＧＦ、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ一抗（１ ∶ ５００），于４ ℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ漂洗４０ ｍｉｎ，加入ＨＲＰ标记的二抗（１∶ ５００）孵育
１ ｈ，ＴＢＳＴ漂洗４０ ｍｉｎ，ＥＣＬ试剂盒与ＤＮＲ ＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ
Ｓｙｓｔｅｍ观察膜上蛋白条带，收集影像，采用凝胶图像处
理系统软件分析各组条带灰度值，依据相对灰度值进
行统计学分析。
１． ７　 裸鼠体内移植实验

将适应性培养的６０只裸鼠随机分为阴性对照组
和过表达组，每组３０只，收集２组对数生长期的Ｙ７９
细胞，制成密度为１ × １０１０ ／ Ｌ的细胞悬液后，分别进行
皮下注射，每只裸鼠注射２００ μＬ，注射完成后，每５ ｄ
各组随机处死３只裸鼠，取瘤体测量质量及体积，３０ ｄ
时处死剩余裸鼠，取平均值计算。瘤体中ｍｉＲ１９８的
ｍＲＮＡ相对表达水平检测同１． ３。所有操作均符合动
物实验伦理标准。
１． ８　 免疫组化法检测瘤体中蛋白表达水平

将瘤体组织进行常规石蜡切片，脱水、ＰＢＳ溶液漂
洗、３％Ｈ２Ｏ２与甲醇混合液浸泡１０ ｍｉｎ，超纯水漂洗、

抗原修复、ＰＢＳ漂洗５ ｍｉｎ、加入一抗３７ ℃反应２ ｈ、
ＰＢＳ漂洗５ ｍｉｎ、加入二抗３７ ℃反应４０ ｍｉｎ、ＰＢＳ漂洗
５ ｍｉｎ、ＤＡＢ室温显色２０ ～ ３０ ｍｉｎ，光学显微镜下观察
有棕黄色颗粒出现时则采用自来水终止。再用苏木素
复染３０ ｓ、自来水漂洗、中性树胶封片，光学显微镜下
观察切片中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＶＥＧＦ的阳性表达细胞，其细
胞浆表现为棕黄色颗粒。每张切片随机选取１０个视
野，统计阳性细胞数目，计算阳性细胞率，阳性细胞
率＝阳性细胞数目／总细胞计数×１００％。
１． ９　 统计学分析

所有实验所得数据均采用ＳＰＳＳ ２０． ０以及Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５进行统计学分析，组间比较采用ｔ检验。
Ｐ ＜０． ０５表示差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 转染试验结果

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，阴性对照组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组Ｙ７９
细胞中ｍｉＲ１９８的相对表达水平比较，差异无统计学
意义（Ｐ ＞０． ０５），而过表达组Ｙ７９细胞中ｍｉＲ１９８的
相对表达水平较Ｃｏｎｔｒｏｌ组及阴性对照组提高了
５８倍，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），表明过表达
ｍｉＲ１９８成功（图１）。

：与过表达组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图１　 各组Ｙ７９细胞中ｍｉＲ１９８的相对表达水平

２． ２　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞增殖能力
干细胞成球试验结果显示，阴性对照组与Ｃｏｎｔｒｏｌ

组Ｙ７９细胞的成球直径及数量比较，差异无统计学意
义（Ｐ ＞０． ０５），而过表达组Ｙ７９细胞的成球直径及数
量较Ｃｏｎｔｒｏｌ组及阴性对照组小，差异有统计学意义
（Ｐ ＜０． ０５），见图２。
２． ３　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞侵袭能力

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验结果显示，阴性对照组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组
Ｙ７９细胞的细胞侵袭率比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞０． ０５），而过表达组Ｙ７９细胞的细胞侵袭率较
Ｃｏｎｔｒｏｌ组及阴性对照组低，差异有统计学意义
（Ｐ ＜０． ０５），见图３。

８ 局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（１）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



ａ：各组Ｙ７９细胞干细胞成球试验结果（× ４００）；ｂ：各组Ｙ７９细胞的成球直径和数量　 ：与过表达组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图２　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞增殖能力

ａ：各组Ｙ７９细胞Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验结果（结晶紫，× ４００）；ｂ：各组Ｙ７９细胞侵袭情况　 ：与过表达组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图３　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞侵袭能力

２． ４ 　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、
ＯＣＴ４、ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显示，阴性对照组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组

Ｙ７９细胞中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白
表达水平比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），而过表
达组Ｙ７９细胞中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
蛋白表达水平较Ｃｏｎｔｒｏｌ组及阴性对照组低，差异有统
计学意义（Ｐ ＜０． ０５），见图４、５。

ａ：蛋白表达图谱；ｂ：各组Ｙ７９细胞中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４蛋白表
达水平　 ：与过表达组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图４　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４蛋白表达

ａ：蛋白表达图谱；ｂ：各组Ｙ７９细胞中ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表
达水平　 ：与过表达组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图５　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９细胞ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达
２． ５　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９移植瘤体形成

过表达组裸鼠的移植瘤体质量和体积均小于阴
性对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），见图６ａ ～ ｃ。ｑＲＴＰＣＲ结果显
示，过表达组裸鼠的移植瘤中ｍｉＲ１９８相对表达水
平高于阴性对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），见图６ｄ。免疫组化
检测显示，过表达组裸鼠的移植瘤中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、
ＶＥＧＦ的阳性表达率低于阴性对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），
见图７。
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ａ：皮下注射后３０ ｄ裸鼠移植瘤；ｂ：皮下注射后不同时间点移植瘤体积；ｃ：皮下注射３０ ｄ裸鼠移植瘤体质量；ｄ：移植瘤中ｍｉＲ１９８的
相对表达水平　 ：与阴性对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图６　 过表达ｍｉＲ１９８抑制Ｙ７９移植瘤体形成

：与阴性对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图７　 免疫组化检测结果（×４００）

３　 讨论
ＲＢ是一类由于ＲＢ１基因发生突变而导致的儿童

眼内恶性肿瘤，近年来其临床治疗效果取得了巨大的
进步，但在世界范围内ＲＢ的病死率及继发肿瘤率依
旧较高，早发现、早治疗及遗传咨询是控制该病的关
键［９］。鉴于临床上对患儿生存质量重视程度的不断
提高，ＲＢ治疗的目标逐渐由保障患儿生命转变为保留
眼球甚至视力，因此对其治疗方案的选择提出了更高
的要求［１０］。常规化疗联合局部治疗是临床上最常用
的方式，随着医疗技术的不断发展及ＲＢ病因学的深

入研究，基因疗法、干细胞疗法、靶向治疗等方式逐渐
应用于临床［１１］。ｍｉＲＮＡ作为单链短ＲＮＡ，不具备开
放阅读框，因此不能进行翻译蛋白表达，但能够通过与
靶基因的３′或５′段ＵＴＲ区完全或不完全结合来进行
表达的调控［１２］。目前人类基因组中已经发现超过
１ ０００种的ｍｉＲＮＡ，其不仅参与调控细胞的正常增殖凋
亡过程，在肿瘤发生发展过程中也发挥着重要的作用，
已成为了世界范围内研究的热点方向之一［１３］。

ｍｉＲＮＡ在体内既能够作为原癌基因促进肿瘤的
发生发展，又能够作为抑癌基因抑制肿瘤的进展［１４］。
ｍｉＲ１９８作为一类抑癌基因，在多种癌细胞中低表
达［１５１６］，并且其表达水平与结直肠癌和胰腺导管腺癌
患者的预后密切相关［１７１８］。为了探究ｍｉＲ１９８在ＲＢ
中的可能机制，本研究选择ＲＢ Ｙ７９细胞系为研究对
象，并通过转染ｍｉＲ１９８模拟物获得过表达细胞系，经
ＲＴＰＣＲ试验证实转染ｍｉＲ１９８模拟物后，Ｙ７９细胞内
的ｍｉＲ１９８表达水平升高了５８倍。细胞的过度分裂
及增殖是肿瘤癌变的重要环节，Ｋｉ６７作为增殖性细胞
核的标志物，在细胞分裂Ｇ１后期、Ｇ２期和Ｓ期表达逐
渐升高，在Ｍ期表达量达到最高峰，因此Ｋｉ６７是评价
细胞增殖的敏感指标［１９］。本研究显示，过表达组Ｙ７９
细胞内Ｋｉ６７表达水平明显降低，提示ｍｉＲ１９８可能通
过抑制肿瘤细胞的分裂，从而抑制细胞增殖。ＳＯＸ家
族具有高迁移率族蛋白结合区域，ＳＯＸ２作为家族的
重要成员之一，参与调控组织器官的形成以及发展，在
维持干细胞特性方面具有重要作用；ＯＣＴ４作为一类
转录调节因子，能够维持干细胞的多潜能性以及未分
化状态［２０］。既往研究发现，在人类胚胎干细胞自我更
新时ｍｉＲ１４５呈现低表达，而在分化时ｍｉＲ１４５能够通
过抑制ＳＯＸ２及ＯＣＴ４的表达从而促进细胞分化［２１］。
本研究过表达组Ｙ７９细胞的干细胞成球能力明显降
低，且ＳＯＸ２、ＯＣＴ４蛋白表达水平也明显降低，提示
ｍｉＲ１９８可能通过抑制ＳＯＸ２、ＯＣＴ４蛋白表达，从而降
低Ｙ７９细胞的干细胞特征，进而抑制其恶性增殖。

侵袭、转移是恶性肿瘤的重要生物学特征［２２］。
ＶＥＧＦ能够增加血管的通透性，导致肿瘤细胞侵入血
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管，进而向淋巴及远处细胞侵袭转移［２３］。Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
蛋白作为间质细胞源性标志物，其水平升高表明细胞
发生上皮间质转化，而间质细胞的增加会使得肿瘤细
胞的形态发生改变，其侵袭及迁移能力明显提高［２４］。
本研究显示，过表达组Ｙ７９细胞中ＶＥＧＦ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
蛋白水平明显降低，提示ｍｉＲ１９８可能通过抑制Ｙ７９
细胞的上皮间质转化进程，进而抑制肿瘤细胞的侵袭
能力，与Ｈｕ等［２５］的研究一致。本研究通过移植瘤实
验进一步证实了在体内过表达ｍｉＲ１９８后能够明显抑
制移植瘤的生长，并且肿瘤组织中Ｋｉ６７、ＳＯＸ２、ＶＥＧＦ
蛋白的阳性表达率均明显降低，提示在体内ｍｉＲ１９８
同样能够发挥抑制肿瘤生长、侵袭的作用。

综上所述，ｍｉＲ１９８在ＲＢ细胞中同样作为抑癌基
因发挥作用，在ＲＢ细胞系Ｙ７９细胞中过表达后，细胞
的增殖能力及侵袭能力均明显降低，可能是通过调控
细胞周期、降低干细胞特性、抑制上皮间质转化来实现
的，同时移植瘤实验也证实了其抑制肿瘤的潜在价值。
本研究初步探索了ｍｉＲ１９８对ＲＢ细胞的作用机制，
为ＲＢ细胞的基因治疗提供了新的治疗靶标。
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ｃｅｌｌ． ２００９． ０２． ０３８．

［２２］Ｌｉ Ｍ，Ｗｕ Ｓ，Ｘｉｅ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｃｅｒｖｉｃａｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ，ｌｙｍｐｈｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｐａｃｅ ｉｎｖａ
ｓｉｏｎ，ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ｏｆ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ
ｐｏｏｒ ｏｕｔｃｏｍｅ ｏｎ ｓｔａｇｅｓ Ⅰ ｔｏ Ⅲ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｃａｎｃｅｒｓ：ａ ｓｉｎｇｌｅｃｅｎｔｅｒ
ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｓｕｒｇ Ｏｎｃｏｌ，２０１９，１７（１）：１９３． ｄｏｉ：
１０． １１８６ ／ ｓ１２９５７ － ０１９ － １７３３ － ２．
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