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［摘　 要］ 　 目的　 探究敲低长链非编码 ＲＮＡ ＭＩＡＴ（ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ）对视网膜母细胞瘤（ＲＢ）ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞系成球、侵袭能力及

裸鼠移植瘤生长的影响。 方法 　 选择襄阳市中心医院 ２０１５ 年 ３ 月至 ２０１７ 年 ３ 月 ３８ 例 ＲＢ 患者，并收集 ＲＢ 组织 ３８ 例。 采用

Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ法绘制生存曲线，分析 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 高表达和低表达患者生存率。 将 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞随机分为对照组、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组、
ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组，构建 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 及 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 载体并转染对应细胞组。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＩＡＴ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达。 通过细胞

成球、克隆形成试验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 分别检测细胞成球、增殖、侵袭能力。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃１６、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达

情况。 构建裸鼠移植瘤模型，比较肿瘤生长情况，并通过免疫组化检测 ＶＥＧＦ 的表达情况。 结果　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 低表达患者生存

率高于高表达患者。 与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细胞成球直径、细胞成球数、克隆形成数、侵袭数量、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃１６、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量均无明显差异。 与对照组相比，ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组细胞成球直径、细胞成球数、克隆形成数、侵袭数量和 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃１６、
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量均较小 ／少 ／低，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量较高，裸鼠模型的肿瘤质量较低，且 ＶＥＧＦ 阳性细胞数较少，差异均具有统计

学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 低表达患者生存率高于高表达患者，且敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 可抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞成球、增
殖、侵袭和裸鼠移植瘤的生长。
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　 　 视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）是常发生于

婴幼儿眼内的恶性肿瘤，约占所有儿童癌症的 ３％ ［１］。
ＲＢ 可发生于单侧或双侧眼内，临床症状包括眼结膜充

血水肿、虹膜新生血管、玻璃体混浊、眼压升高及斜视

等，具有可遗传性［２］。 目前，不同阶段 ＲＢ 的治疗方案

不同，主要有手术治疗、放射治疗、化学治疗、光化学治

疗等，但总体预后都很差［３⁃４］。 因此，ＲＢ 迫切需要新

的治疗方案。 人类基因组中可编码蛋白质的基因不足

２％ ，而大部分序列被转录成 ＲＮＡ 不表达蛋白质，被称

为非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ），其中长于

２００ ｂｐ 的非编码 ＲＮＡｓ 被称为长链非编码 ＲＮＡｓ（ ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ，ｌｎｃＲＮＡｓ） ［５⁃７］。 长链非编码 ＲＮＡ 心

肌梗死相关转录本 （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ）是 ｌｎｃＲ⁃
ＮＡｓ 中的重要一员，已有研究报道 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ与乳

腺癌、卵巢癌、胃癌等多种癌症的发展有关，具有促进

癌症发展的作用［８⁃１０］。 虽然 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＲＢ 的作

用尚不清楚，但可据此预测 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 在 ＲＢ 的发

生发展中同样发挥致癌作用。 本研究旨在探究敲低

ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达对 ＲＢ 细胞成球、侵袭能力及对移

植瘤裸鼠模型肿瘤形成的影响，以期为 ＲＢ 的治疗提

供理论基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料

选择襄阳市中心医院 ２０１５ 年 ３ 月至 ２０１７ 年 ３ 月

３８ 例 ＲＢ 患者的资料，收集 ＲＢ 组织 ３８ 例。 人视网膜

母细胞瘤 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞株购自美国 ＡＴＣＣ 细胞中心，
１２ 只体质量为 ２０ ～ ２４ ｇ 的雄性裸鼠购自中国科学院

实验动物中心， ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、胎牛血清、胰蛋白

酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室均

购于 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，反转录试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ 公

司，Ｔｒｉｚｏｌ、 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司，ＲＩＰＡ 裂解液购自碧云天公司，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自 ＣＳＴ 公司，血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ＭＭＰ⁃１６ 抗

体购自 Ａｂｃａｍ 公司，ＥＤＴＡ 抗原修复缓冲液购自福州

迈新生物公司，ＤＡＢ 显色试剂盒购自北京中杉金桥生

物公司，细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，垂直电泳

槽购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。 本研究得到我院研究伦理

委员会和临床医学学院的批准，并根据《赫尔辛基宣

言》的道德准则进行。 所有志愿者监护人均签署了有

关临床数据的书面知情同意书。

１． ２　 方法

１． ２． １　 动物饲养　 　 雄性裸鼠 １２ 只饲养于恒定温度

（２２ ～ ２５ ℃）、恒定湿度（４０％ ～ ５０％ ）环境中，并提供

标准饲料和饮水。
１． ２． ２　 细胞培养　 　 将人视网膜母细胞瘤 ＳＯ⁃ＲＢ５０
细胞株接种于含 １０％ 胎牛血清、１％ 青链霉素双抗的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养液中，在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃条件下进行培

养，细胞长满后进行传代，待细胞状态稳定后用于后续

试验。
１． ２． ３　 载体构建　 　 设计靶向 ＭＩＡＴ 的 ｓｈＲＮＡ 载体

（ｓｈ⁃ＭＩＡＴ）及阴性对照载体（ ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ），并克隆到

ｐｌｋｏ． １ 质粒。 ＭＩＡＴ 的 ｓｈＲＮＡ 干扰序列如下，ｓｈ⁃ＭＩ⁃
ＡＴ：ＧＧＴＧＴＴＡＡＧＡＣＴＴＧＧＴＴＴＣＴＧ。
１． ２． ４　 细胞分组及转染　 　 将 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞随机分为

对照组、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组、ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组，分别以 ５ × １０４ 个 ／孔
的密度培养于 ６ 孔板，培养至其密度达到 ５０％ ，按转

染试剂盒说明书将 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 和 ｓｈ⁃ＭＩ⁃
ＡＴ 载体分别转染至各组细胞。
１． ２． ５ 　 采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法绘制生存曲线　 　 选择

襄阳市中心医院 ２０１５ 年 ３ 月至 ２０１７ 年 ３ 月 ３８ 例 ＲＢ
患者的资料，绘制 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 曲线，对比 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩ⁃
ＡＴ 低表达和高表达患者存活率。
１． ２． ６ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＩＡＴ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达　 　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ，并按试剂盒说明书合

成 ｃＤＮＡ。 ＭＩＡＴ 引物：正向 ５′⁃ＧＣＴＣＡＣＡＣＣＴＣＣＴＡＴ⁃
ＴＣＣＴ⁃３′，反向 ５′⁃ＣＴＴＣＡＣＣＡＡＣＴＣＴＣＣＣＡＣＴ⁃３′；Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 引物：上游 ５′⁃ＣＣＡＡＡＧＣＣＴＣＡＧＧＴＣＡＴＡＡＡＣＡＴ⁃
３′，下游 ５′⁃ＴＧＡＧＡＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＴＣＡＣＣＣＡＣ⁃３′； Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 引物：上游 ５′⁃ＣＣＡＴＣＡＡＧＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＴＣ⁃
３′，下游 ５′⁃ＧＣＣＧＣＴＴＴＡＡＧＧＣＣＣＴＣＡＴ⁃３′； ＧＡＰＤＨ 引

物： 上游 ５′⁃ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣ⁃３′， 下游

５′⁃ＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ⁃３′。 扩 增 条 件：
９５ ℃ １ ｍｉｎ，９５ ℃ １０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，６５ ℃ ５ ｓ，３９ 个循

环，最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 设对照组样品为标准 １，采
用 ２ － ΔΔＣｔ法计算目的基因的相对表达量并进行统计学

分析。
１． ２． ７　 细胞成球试验检测细胞成球能力　 　 分别取

转染 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 载体的细胞及对照组细胞各

１００ 个（前期制作细胞 ＯＤ 值与细胞个数标准曲线，根
据 ＯＤ 值换算细胞个数）接种于超低吸附 ２４ 孔板中，
以无血清培养基培养 １ 周，每天于倒置显微镜下观察

细胞成球情况。 设 ５ 个复孔，统计学分析各组细胞成

球直径和成球比例差异。
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１． ２． ８　 克隆形成试验检测细胞增殖能力　 　 取对数

生长期的 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞以 ５００ 个 ／孔（前期制作细胞

ＯＤ 值与细胞个数标准曲线，根据 ＯＤ 值换算细胞个

数）均匀接种于 ６ 孔板，置于培养箱中培养，肉眼可见

克隆形成时，甲醇进行固定 １５ ｍｉｎ，Ｇｉｅｍｓａ 染液染色

２５ ｍｉｎ，冲洗后待其自然干燥，拍照，计数克隆数目，重
复 ３ 次。
１． ２． ９　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞侵袭能力　 　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶
用 ＰＲＭＩ １６４０ 培养基稀释后铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室，下
室加入 ８００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基。 将各

组 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞重悬，并调整密度至 １ × １０５ ／ ｍＬ，取
２００ μＬ细胞悬液于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室，培养 ２４ ｈ 后，
观察各组细胞侵袭情况。
１． ２． １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃１６、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达　 　 转染后将各组 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞以

１ × １０５ 个 ／孔培养于 ６ 孔板，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

继续培养 ２４ ｈ，用含有 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细

胞，提取总蛋白。 蛋白加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 后沸水煮

５ ｍｉｎ使蛋白变性，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白后

转印蛋白质至 ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ，分
别孵育一抗、二抗，ＰＢＳＴ 洗脱后，加入 ＢＣＬ，进行曝光。
１． ２． １１　 移植瘤模型　 　 将雄性裸鼠随机分为对照组

和 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组，每组 ６ 只。 分别将对照组 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细

胞和 转 染 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 的 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细 胞 制 成 密 度 为

５ × １０７ ／ ｍＬ的细胞悬液，并通过皮下接种于对应组裸

鼠背部，若 ７ ｄ 时大鼠接种部位出现米粒大小肿瘤，说
明接种成功。 于 ２１ ｄ 时处死移植瘤裸鼠，取出肿瘤，
称取肿瘤质量。
１． ２． １２　 免疫组化检测 ＶＥＧＦ 的表达情况　 　 将各组

肿瘤置于中性福尔马林溶液中固定，按常规方法制作

厚度为 ４ μｍ 的石蜡切片，并按常规操作进行抗原修

复、免疫组织化学染色。 ＶＥＧＦ 定位于胞浆和胞膜中，
以在肿瘤细胞胞浆或胞膜出现棕黄色颗粒且着色强度

高于背景着色者判定为阳性。 每张切片观察 ３ 个视

野，并且计算阳性细胞百分比。
１． ３　 统计学分析

所有实验数据均用统计软件 ＳＰＳＳ １９． ０ 进行统计

分析，实验结果以均数 ±标准差（ｘ ± ｓ）表示，满足方差

齐性和符合正态分布。 两两比较用独立的 ｔ 检验，组
间差异采用单因素方差分析进行检验，生存情况分析

采用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 与患者生存率关系

Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 曲线结果显示， ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 低表

达患者的生存率高于 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 高表达患者

（图 １ａ）。 将 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ、ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 分别转染至 ＳＯ⁃ＲＢ５０
细胞，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＩＡＴ 的表达，结果显示，与对照组

相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达量无明显变

化，ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达量较低，差异具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），表明干扰成功（图 １ｂ）。

ａ：ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＲＢ 患者生存率的影响；ｂ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＩ⁃
ＡＴ 的表达　 ∗：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图 １　 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＲＢ 患者生存率的影响和 ＭＩＡＴ 表达

水平

２． ２　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞增殖能力的

影响

通过细胞成球试验和克隆形成试验检测细胞增殖

能力，结果显示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组中 ＳＯ⁃
ＲＢ５０ 细胞成球直径、细胞成球数及细胞克隆形成数差

异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），而 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组中细胞成球

直径较小、细胞成球数及细胞克隆形成数较少，差异均

有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ２。 由此可见，敲低 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 可抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞干性和增殖能力。
２． ３　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞侵袭能力的

影响

通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测各组细胞侵袭能力，结果显

示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组中细胞侵袭数量差异

无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），而 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组中细胞侵袭

数量较少，差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ３。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞 ＶＥＧＦ 及ＭＭＰ⁃１６ 的表达情

况，结果显示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组中 ＶＥＧＦ、
ＭＭＰ⁃１６ 表达量差异无统计学意义 （ Ｐ ＞ ０． ０５），而

ｓｈ⁃ＭＩＡＴ组中 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃１６ 表达量较低，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图 ４。

５２５局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２０，２９（７）　 　 　 　 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



ａ：细胞成球试验检测敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞干性的影响；ｂ：克隆形成试验检测敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞增

殖能力的影响　 ∗：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图 ２　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞干性和增殖能力的影响

∗：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图 ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞侵袭力的影响

∗：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞

侵袭相关蛋白表达的影响

２． ４　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 可抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞的上皮

间质转化

通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达情况，结果显示，与对照

组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ
和蛋白相对表达量差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），而

ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组中 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量较

低，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在

ＲＮＡ 和蛋白相对表达量较高，差异具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０． ０５），提示敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达量可抑制

ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞的上皮间质转化（图 ５）。
２． ５　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 可抑制 ＲＢ 移植瘤生长

皮下注射转染 ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 的 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞，建立移

植瘤模型，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达情况，结果

显示，与对照组相比，ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组中 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达

量较低，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与对照组

相比，ｓｈ⁃ＭＩＡＴ 组中 ＲＢ 移植瘤质量较低，差异具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 通过免疫组化检测肿瘤组织中

ＶＥＧＦ 的表达情况，结果显示，与对照组相比，ｓｈ⁃ＭＩＡＴ
组中 ＶＥＧＦ 阳性细胞数较少，差异具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０． ０５），提示敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 可抑制 ＲＢ 移植

瘤的生长（图 ６）。
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ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞中 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲低 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ 对 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响

∗：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图 ５　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ对 ＳＯ⁃ＲＢ５０细胞上皮间质转化的影响

ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测移植瘤中 ＩｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 表达水平；ｂ：移植瘤质量；
ｃ：免疫组化检测移植瘤中ＶＥＧＦ 的表达　 ∗：与对照组比较，Ｐ ＜０．０５

图 ６　 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 对 ＲＢ 移植瘤生长的影响

３　 讨论

近年来，虽然 ＲＢ 患者的生存率得到大幅提高，但
术后依旧会造成视力、眼球缺失等损伤，给患者带来巨

大的心理压力。 因此，为了减轻对患者的损伤和保全

患者视力，基因治疗、干细胞治疗、靶向治疗等微创或

无创治疗方法极具研究前景。 已有研究显示，ＩｎｃＲ⁃
ＮＡｓ 参与细胞增殖、凋亡、迁移等调控，在肿瘤发展中

起重要作用，有望成为恶性肿瘤治疗的新途径［１１］。
ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 是受到广泛关注的 ｌｎｃＲＮＡｓ 之一。

ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 在多种恶性肿瘤中发挥作用，Ａｌｉｐｏｏｒ
等［１２］发现 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 在乳腺肿瘤组织中高表达，
且沉默 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 后乳房癌细胞的增殖、侵袭能力

受到抑制，乳房癌细胞凋亡水平升高，造成乳房癌细胞

周期阻滞在 Ｇ１ 期；Ｑｕ 等［１３］ 的研究显示，ｌｎｃＲＮＡ ＭＩ⁃
ＡＴ 在肾透明细胞癌组织中高表达，且敲低 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ 后肾癌细胞增殖和转移均受到明显抑制。 本研

究发现 ２ 年内 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 低表达的患者生存率高

于 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 高表达的患者，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 后

可显著抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞的成球能力，减少克隆形成

数和侵袭细胞数，并下调 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃１６ 的表达量，同
上述研究结果一致。 ＶＥＧＦ 具有促血管内皮细胞生

长、增殖和促进血管形成的作用，且 ＶＥＧＦ 是参与癌症

等血管生成依赖性疾病的关键因子［１４］。 基质金属蛋

白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）是降解细胞外基

质、破坏肿瘤细胞侵袭的组织学屏障，促进肿瘤细胞侵

袭转移的关键蛋白［１５］。 有研究显示，ＭＭＰｓ 和 ＶＥＧＦ
过表达与 ＲＢ 的分化、肿瘤的侵袭密切相关，因此

ＭＭＰｓ 和 ＶＥＧＦ 的表达量对 ＲＢ 患者的预后具有预测

作用［１６］。 此外，Ｗｅｂｂ 等［１７］ 发现，在 ＲＢ 的体外模型

中，抑制 ＭＭＰｓ 可减少细胞迁移和血管生成。 因此，敲
低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 后可抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞增殖、侵

袭能力。
上皮间充质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉ⁃

ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是指上皮细胞转化为具有间质表型细胞的

生物学过程，是恶性肿瘤细胞获得迁移、侵袭能力的重

要途径。 ＥＭＴ 过程中主要特征是 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降

低，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加［１８］。 有相关研究显示，在肿瘤

细胞侵犯脉络膜、视神经、眼眶等部位的 ＲＢ 患者癌变

组织中，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达量显著高于非侵袭性 ＲＢ 患

者癌变组织中的表达量，而 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量显著低

于非侵袭性 ＲＢ 患者癌变组织中的表达量［１９］。 本研

究发现，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 后 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞中 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 表达量升高，而 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下调，提示敲低

ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞 ＥＭＴ。
体内环境更加复杂多变，为了更好了解 ｌｎｃＲＮＡ
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ＭＩＡＴ 对 ＲＢ 的作用，本研究构建了 ＲＢ 移植瘤模型。
Ｈｕａｎｇ 等［２０］的研究表明，ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 在肝癌细胞中

高表达，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 通过释放 ｍｉＲ⁃２１４ 而显著

抑制肝癌移植瘤的生长；Ｓｈａ 等［２１］ 发现 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ
在胃癌组织和人胃腺癌 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞系中高表达，而
敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 后可抑制胃癌细胞的增殖和转移，
从而抑制胃癌移植瘤的生长。 同样，本研究结果发现

ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 在 ＲＢ 移植瘤中高表达，敲低 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ 可抑制 ＲＢ 移植瘤的生长。

综上所述， ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 低表达患者较 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＩＡＴ 高表达患者生存率高，敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 后可

抑制 ＳＯ⁃ＲＢ５０ 细胞的增殖和侵袭能力，并抑制 ＲＢ 移

植瘤的生长。 因此，ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 有望成为治疗 ＲＢ
的新靶标。 下一步，本课题组将探究 ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＡＴ 能

否通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路影响 ＲＢ 的发展。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｌｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｉＲ⁃２９ｃ ｉｎ ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１８，４８（３）：１０７５ － １０８７． ｄｏｉ：

１０． １１５９ ／ ０００４９１９７４．

［１４］ 张　 巍，李　 芳，赵曼曼． ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 通过靶向调控 ＶＥＧＦＡ 的表

达对宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞侵袭和迁移能力的影响［Ｊ］ ． 医学分子生物

学杂志，２０１９，１６（２）：９９ － １０６． ｄｏｉ：１０． ３８７０ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７２ － ８００９．

２０１９． ０２． ００１．

［１５］ 杨云鹏，刘　 莉，李　 慧． ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃３ 和 ＭＭＰ⁃９ 在胃癌患者中

的表达及意义［Ｊ］ ． 局解手术学杂志，２０１６，２５（９）：６２５ － ６２８． ｄｏｉ：

１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０３Ｅ０１６１０７．

［１６］ Ｚｈｕ Ｊ，Ｚｈａｎｇ Ｘ，Ａｉ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃｏｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ＭＭＰ ／ ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ： ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ

ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ，２０１９，１７（１）：２２６． ｄｏｉ：

１０． １１８６ ／ ｓ１２９６７ － ０１９ － １９７５ － ３．

［１７］ Ｗｅｂｂ ＡＨ，Ｇａｏ ＢＴ，Ｇｏｌｄｓｍｉｔｈ ＺＫ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃２ ａｎｄ

ＭＭＰ⁃９ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄ⁃

ｅｌｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ［ Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｃａｎｃｅｒ，２０１７，１７ （１）：４３４． ｄｏｉ：１０．

１１８６ ／ ｓ１２８８５ － ０１７ － ３４１８ － ｙ．

［１８］ 李　 博，李栋梁，谭　 强，等． ＴＧＦ⁃β１ 诱导上皮间质转化促进口腔

鳞癌侵袭转移［Ｊ］ ． 局解手术学杂志，２０１８，２７（７）：４６７ － ４７３． ｄｏｉ：

１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０１Ｅ０１８０７８．

［１９］ Ｓｈａｏ ＸＬ，Ｃｈｅｎ Ｙ，Ｇａｏ Ｌ． ＭｉＲ⁃２００ｃ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏ⁃

ｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ

Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１７，１０（８）：１１９５ －１２０２． ｄｏｉ：１０． １８２４０ ／ ｉｊｏ． ２０１７． ０８． ０２．

［２０］ Ｈｕａｎｇ Ｘ，Ｇａｏ Ｙ，Ｑｉｎ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ⁃ＭＩＡＴ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ⁃２１４ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ

Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ Ｌｉｖｅｒ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１７， ３１４ （ ５ ）： Ｇ５５９ － Ｇ５６５． ｄｏｉ： １０．

１１５２ ／ ａｊｐｇｉ． ００２４２． ２０１７．

［２１］ Ｓｈａ Ｍ，Ｌｉｎ Ｍ，Ｗａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＭＩＡＴ ｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４１ ／

ＤＤＸ５ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，２０１８，３７（１）：５８． ｄｏｉ：１０．

１１８６ ／ ｓ１３０４６ － ０１８ － ０７２５ － ３．

（编辑：左艳芳）

８２５ 局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２０，２９（７）　 　 　 　 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ


