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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０７Ｅ０２００８４ ·基础研究·
ｍｉＲ１９６ａ通过靶向ＮＲ６Ａ１降低宫颈癌Ｈｅｌａ细胞生存和运动能力
梁　 燕１，朱万娇１，张志苏２，许　 红２，张　 健２ 　 （１．襄阳市中心医院／湖北文理学院附属医院妇科，湖北襄阳４４１０２１；２．荆州
职业技术学院附属医院妇科，湖北荆州４３４０２０）

［摘　 要］　 目的　 探究微小型ＲＮＡ１９６ａ（ｍｉＲ１９６ａ）对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞生存和运动能力的影响和作用机制。方法　 ＲＴＰＣＲ
检测正常宫颈上皮ＨｃｅｒＥｐｉｃ细胞和宫颈癌Ｈｅｌａ细胞、ＣａＳｋｉ细胞中ｍｉＲ１９６ａ和核受体ＮＲ６Ａ１的ｍＲＮＡ水平；阴性对照ｍｉＲＮＣ和
ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染Ｈｅｌａ细胞，分别记为ＮＣ组和ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，免疫印迹检测ＮＲ６Ａ１蛋白的表达，生物信息学和荧光素
酶报告实验分析和验证ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１的靶向调控关系；阴性对照质粒ｐｃＤＮＡ和过表达质粒ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１转染Ｈｅｌａ细胞，
分别记为ｐｃＤＮＡ组和ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组，免疫印迹检测ＮＲ６Ａ１蛋白表达；将ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１单独或联合转染
Ｈｅｌａ细胞，分别记为ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＮＲ６Ａ１组，ＣＣＫ８检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞
凋亡情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力，划痕实验检测细胞迁移能力，免疫印迹检测Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９的表达。
结果　 与ＨｃｅｒＥｐｉｃ细胞比较，Ｈｅｌａ细胞和ＣａＳｋｉ细胞中ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ表达水平均较高（Ｐ ＜ ０． ０１），Ｈｅｌａ细胞中
ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ表达变化最为显著（Ｐ ＜ ０． ０５）；ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组Ｈｅｌａ细胞中ＮＲ６Ａ１蛋白表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），
ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组ＮＲ６Ａ１的蛋白表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能显著降低Ｈｅｌａ细胞增殖倍数和Ｋｉ６７表达水平
（Ｐ ＜ ０． ０５），同时还能提高Ｈｅｌａ细胞凋亡率和Ｃａｓｐａｓｅ３表达（Ｐ ＜ ０． ０１）；此外，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ还能减少侵袭细胞数，降低Ｈｅｌａ
细胞划痕闭合率并抑制ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９的表达（Ｐ ＜ ０． ０１）；ＮＲ６Ａ１能显著减弱ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对Ｈｅｌａ细胞增殖、凋亡、侵袭、迁
移及对Ｋｉ６７、Ｃａｓａｐｓｅ３、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９表达的调控作用（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论　 ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能通过靶向抑制ＮＲ６Ａ１表达降低
宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的生存和运动能力。
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ｃａｎｃｅｒ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ１９６ａ ａｎｄ ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＨｃｅｒＥｐｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ
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ｍｉｄ ｐｃＤＮＡ ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ ＮＲ６Ａ１ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ａｓ ｐｃＤＮＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ
ＮＲ６Ａ１ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ６Ａ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１ ｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ａｓ ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ，ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＮＲ６Ａ１ ｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ，ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｉ６７，Ｃａｓｐａｓｅ３，ＶＥＧＦ ａｎｄ ＭＭＰ９． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨｃｅｒＥｐｉｃ ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ１９６ａ ａｎｄ ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ ｉｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＣａＳｋｉ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０． ０１），ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１９６ａ ａｎｄ ＮＲ６Ａ１
ｍＲＮＡ ｉｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ６Ａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ
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ｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ６Ａ１．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ１９６ａ；ＮＲ６Ａ１；ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ；Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 　 宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤之一，也是导致发
展中国家女性死亡的主要原因［１２］。据统计，全球宫颈
癌患者超过５０万，其中８０％的患者来自发展中国
家［３４］。手术和放化疗仍是治疗宫颈癌的主要方法，但
二者均不能有效降低宫颈癌的致死率。因此，探究宫
颈癌的发生发展机制、寻找根治宫颈癌的方法是目前
的研究热点。有研究表明，微小型ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）在癌症中的异常表达及其对下游靶蛋白表达
的调控在癌症的发生发展过程中发挥了重要作用，既
可诱导癌症的发生发展又能抑制癌症的恶化［５］。
ｍｉＲ１９６ａ是一类具有抑癌和诱导癌症发生发展双向
作用的ｍｉＲＮＡ。研究显示，ｍｉＲ１９６ａ在乳腺癌细胞中
呈低表达状态，上调ｍｉＲ１９６ａ表达能显著抑制癌细胞
的侵袭和迁移［６］。而ｍｉＲ１９６ａ在宫颈癌细胞中呈高
表达状态，下调ｍｉＲ１９６ａ表达可抑制宫颈癌细胞增
殖［７］。ＮＲ６Ａ１是一类生殖细胞核因子，在胚胎发育过
程中具有重要作用［８］。有研究表明，ＮＲ６Ａ１在肿瘤细
胞中呈高表达状态，可能与癌症的发生发展密切相关，
并且生物信息预测表明ＮＲ６Ａ１可能是ｍｉＲ１９６ａ的下
游靶标［９］。但ｍｉＲ１９６ａ能否通过调控ＮＲ６Ａ１的表达
影响宫颈癌的发生发展还未见报道。因此，本研究以
宫颈癌Ｈｅｌａ 细胞为研究对象，探究ｍｉＲ１９６ａ 与
ＮＲ６Ａ１的靶向关系及其对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞生存和运
动能力的影响。
１　 材料与方法
１． １　 主要试剂

细胞培养液ＲＰＭＩ １６４０和胎牛血清购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司。反转录试剂盒、荧光定量试剂盒、荧光素
酶报告试剂盒和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ＴＭ均购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、ＢＣＡ试剂盒和ＲＩＰＡ
裂解液购自北京索莱宝生物科技公司。ＣＣＫ８试剂盒
和Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ生物公司。
ＧＡＰＤＨ、ＮＲ６Ａ１、Ｋｉ６７、ＭＭＰ９、Ｃａｓｐａｓｅ３和ＶＥＧＦ一
抗购自美国ＣＳＴ公司，二抗购自美国Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司。
ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉｍｉｃＮＣ、ｍｉＲ１９６ａ ｍｉｍｉｃ
和ｐｃＤＮＡ ＮＲ６Ａ１均由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司设计合成。
１． ２　 细胞来源及培养

正常宫颈上皮ＨｃｅｒＥｐｉｃ细胞和宫颈癌Ｈｅｌａ细胞、

ＣａＳｋｉ细胞由中国科学院上海细胞库提供。将上述细
胞接种于培养瓶或培养板中，用含有１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ １６４０培养液于３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，隔天
换液，２ ～３ ｄ传代１次，细胞传代密度为１ × １０４ ／ ｍＬ，取
第３ ～ ５代细胞进行实验。
１． ３　 ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ表达

用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取正常宫颈上皮ＨｃｅｒＥｐｉｃ细
胞和宫颈癌Ｈｅｌａ细胞、ＣａＳｋｉ细胞的总ＲＮＡ，用反转
录试剂盒合成ｃＤＮＡ，并用ＰＣＲ仪进行扩增。根据荧
光定量试剂盒说明书对ｃＤＮＡ进行定量分析，ｍｉＲ
１９６ａ以Ｕ６为内参，ＮＲ６Ａ１以ＧＡＰＤＨ为内参，２ － ΔΔＣｔ
法计算ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１相对表达水平。反应程
序：９５ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ ３ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，４０个循环。实验
所用引物均采用Ｐｒｉｍｅｒ ５进行设计，由上海生工合成。
ＮＲ６Ａ１正向引物５’ＧＧＧＡＴＧＡＡＣＣＧＧＡＡＧＧＣＴＡＴＣ３’，
ＮＲ６Ａ１反向引物５’ＧＧＣＴＧＧＴＴＧＣＴＣＴＣＣＧＡＡＧ３’；ｍｉＲ
１９６ａ正向引物５’ＣＣＧＡＣＧＴＡＧＧＴＡＧＴＴＴＣＡＴＧＴＴ３’，
ｍｉＲ１９６ａ反向引物５’ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ３’；Ｕ６
正向引物５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＲ３’；Ｕ６反向引
物５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３’；ＧＡＰＤＨ正向
引物５’ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３’，ＧＡＰＤＨ
反向引物５’ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡ３’。
１． ４　 细胞转染

根据说明书用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ＴＭ将ｍｉＲＮＣ、
ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、阴性对照质粒ｐｃＤＮＡ、过表达质粒
ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ＮＲ６Ａ１转染到Ｈｅｌａ细胞中，分
别命名为ＮＣ 组、ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组、ｐｃＤＮＡ 组、
ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＮＲ６Ａ１组。Ｃｏｎｔｒｏｌ组则仅
加入Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ＴＭ。转染６ ｈ后将转染液更换为
正常细胞培养液进行培养，２４ ｈ后进行相应检测。
１． ５　 荧光素酶报告实验

利用生物信息预测网站预测ＮＲ６Ａ１ ３’ＵＴＲ序列
上ｍｉＲ１９６ａ的结合位点，用ＰＣＲ将结合片段进行扩
增并插入到荧光素酶载体中，构建ＮＲ６Ａ１野生质粒
（ＮＲ６Ａ１ ＋ ｗｔ）。随后利用基因突变技术将ＮＲ６Ａ１
３’ＵＴＲ与ｍｉＲ１９６ａ的结合位点突变并克隆到载体中，
构建ＮＲ６Ａ１突变质粒（ＮＲ６Ａ１ ＋ ｍｕｔ）。用ｍｉＲ１９６ａ
ｍｉｍｉｃ或其阴性对照ｍｉｍｉｃＮＣ联合ＮＲ６Ａ１野生质粒
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或突变质粒转染Ｈｅｌａ细胞，根据荧光素酶基因报告试
剂盒说明书检测各组细胞荧光素酶活性。
１． ６　 ＣＣＫ８检测细胞活性

将传代至第３ ～ ５代的Ｈｅｌａ细胞接种于９６孔板
内，并按照１． ４项下方法转染，各组连续培养１ ｄ、２ ｄ、
３ ｄ、４ ｄ，每孔加入１０

!

Ｌ的ＣＣＫ８试剂，于培养箱继续
培养２４ ｈ后用酶标仪检测各组细胞吸光度，计算细胞
增殖倍数。
１． ７　 流式细胞术检测细胞凋亡

转染后约４８ ｈ收集各组细胞，ＰＢＳ洗涤细胞，并用膜
联蛋白Ｖ异硫氰酸荧光素（Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ）和碘化丙啶
（ＰＩ）染色，４ ℃避光孵育１０ ｍｉｎ，随后上机检测细胞凋亡
率。细胞凋亡率＝（凋亡细胞数／总细胞数）×１００％。
１． ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力

将按照１． ４项下方法转染后的各组细胞接种到用基
质胶包被的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上层中，密度为１ ×１０６ ／ ｍＬ，用
无血清培养液进行培养，小室下层则加入正常培养液
进行培养。连续培养２４ ｈ后用无菌棉签擦去上层未
穿膜细胞，０． ５％结晶紫对下层迁移细胞进行染色，并
进行计数统计。
１． ９　 划痕实验检测细胞迁移能力

实验前１ ｄ用记号笔于１２孔板背面划平行直线，
至少有３条直线穿过每个培养孔。第２天将Ｈｅｌａ细
胞以５ × １０４ ／ ｍＬ的密度接种于１２孔板内，并按照１． ４
项下方法转染细胞，６ ｈ后用１０

!

Ｌ枪头垂直于培养板
正面直线划痕，并用ＰＢＳ洗涤，０． ５％结晶紫悬浮细
胞，加入无血清培养液继续培养２４ ｈ，显微镜下观察细
胞迁移情况，并计算细胞迁移率。
１． １０　 免疫印迹检测ＮＲ６Ａ１蛋白表达

按照１． ４项下方法处理细胞４８ ｈ后，收集细胞，
用ＲＩＰＡ裂解液提取各组细胞蛋白，用ＢＣＡ试剂盒检
测总蛋白浓度。将蛋白浓度调平后用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ
分离蛋白并转移到ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉室温封
闭蛋白２ ｈ，随后加入一抗ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １ ０００）、ＮＲ６Ａ１
（１∶ １ ０００）、Ｋｉ６７ （１ ∶ １ ０００）、ＭＭＰ９ （１ ∶ １ ０００）、
Ｃａｓｐａｓｅ３ （１∶ １ ０００）和ＶＥＧＦ（１∶ １ ０００）于４ ℃封闭过
夜。第２天用ＴＢＳＴ洗去未结合一抗，加入山羊抗兔
二抗（１ ∶ ２ ０００）室温孵育１ ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次
１０ ｍｉｎ，加入化学发光显色液于暗室曝光显影。
１． １１　 统计学分析

采用ＳＰＳＳ １６． ０软件对实验数据进行统计分析，
以Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ检验和单因素方差分析对实验数据进行
比较分析。所有实验结果均以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表

示，以Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义，Ｐ ＜ ０． ０１为差异
有极显著性统计学意义。
２　 结果
２． １　 宫颈癌细胞中ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ的表达

ＲＴＰＣＲ实验结果表明，宫颈癌Ｈｅｌａ细胞和ＣａＳｋｉ
细胞中ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ表达量均明显高于正
常宫颈上皮ＨｃｅｒＥｐｉｃ细胞（Ｐ ＜０． ０１），且以Ｈｅｌａ细胞中
ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ 表达量最高（Ｐ ＜０． ０５），
见图１。因此，选择Ｈｅｌａ细胞进行后续实验。
２． ２　 ｍｉＲ１９６ａ与ＮＲ６Ａ１的靶向关系

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＮＣ组Ｈｅｌａ细胞ＮＲ６Ａ１蛋白表达
水平无明显变化（Ｐ ＞０． ０５），ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＮＲ６Ａ１
蛋白表达水平明显较低（Ｐ ＜ ０． ０１），提示ｍｉＲ１９６ａ能调
控ＮＲ６Ａ１表达（图２）。生物信息预测结果表明，ＮＲ６Ａ１
基因序列上有ｍｉＲ１９６ａ的靶向结合位点；此外，荧光素酶
报告实验结果表明，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能显著降低
ＮＲ６Ａ１野生质粒的荧光素酶活性（Ｐ ＜ ０． ０１），但对
ＮＲ６Ａ１突变质粒的荧光素酶活性无明显影响（Ｐ ＞０． ０５），
提示ｍｉＲ１９６ａ可靶向调控ＮＲ６Ａ１表达（图３）。

：与ＨｃｅｒＥｐｉｃ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；＃：与ＣａＳｋｉ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图１　 ｍｉＲ１９６ａ和ＮＲ６Ａ１ ｍＲＮＡ在ＨｃｅｒＥｐｉｃ、Ｈｅｌａ和ＣａＳｋｉ

细胞中的表达

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图２　 ｍｉＲ１９６ａ对Ｈｅｌａ细胞ＮＲ６Ａ１蛋白表达水平的影响

５９局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（２）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



：与ＮＲ６Ａ１ ｗｔ ＋ ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图３　 ｍｉＲ１９６ａ与ＮＲ６Ａ１的靶向关系

２． ３　 下调ｍｉＲ１９６ａ表达对宫颈癌细胞增殖的影响
ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１能显著提高Ｈｅｌａ细胞中ＮＲ６Ａ１

蛋白表达水平（Ｐ ＜ ０． ０１），见图４，表明转染成功；转染
细胞４ ｄ后，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细
胞增殖倍数明显较低（Ｐ ＜ ０． ０１），ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组细
胞增殖倍数显著较高（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＮＲ６Ａ１组细胞增殖倍数显著较
高（Ｐ ＜ ０． ０１），见图５，表明ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能通过
下调ＮＲ６Ａ１表达抑制Ｈｅｌａ细胞增殖。
２． ４　 下调ｍｉＲ１９６ａ表达对细胞凋亡的影响

流式细胞术实验结果表明，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能
显著提高Ｈｅｌａ细胞凋亡率，ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１能显著降
低Ｈｅｌａ细胞凋亡率，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较差异有统计学意
义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋
ＮＲ６Ａ１组细胞凋亡率明显较低（Ｐ ＜ ０． ０１），见图６。免
疫印迹实验结果显示，ｍｉＲ１９６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组Ｃａｓｐａｓｅ３表
达较高，ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组Ｃａｓｐａｓｅ３表达较低，与Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图７。
２． ５　 下调ｍｉＲ１９６ａ表达对宫颈癌细胞侵袭及迁移能

力的影响
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组侵袭细胞

数明显较少（Ｐ ＜ ０． ０１），ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组侵袭细胞数
明显较多（Ｐ ＜ ０ ． ０１）；与ｍｉＲ１９６ ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＮＲ６Ａ１组侵袭细胞数明显较多（Ｐ ＜ ０． ０１），
见图８。同时，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞划痕闭合率显
著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ ＜ ０． ０１），ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１组细胞划
痕闭合率显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ ＜ ０． ０５）；ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋
ＮＲ６Ａ１组细胞划痕闭合率显著高于ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组（Ｐ ＜ ０． ０１），见图９。此外，ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ还能
显著抑制Ｈｅｌａ细胞中Ｋｉ６７、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９的表达
（Ｐ ＜ ０． ０１），ｐｃＤＮＡＮＲ６Ａ１显著促进Ｋｉ６７、ＶＥＧＦ和
ＭＭＰ９的表达（Ｐ ＜ ０． ０５），ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＮＲ６Ａ１能显著减
弱ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对Ｈｅｌａ细胞中Ｋｉ６７、ＶＥＧＦ和
ＭＭＰ９表达的抑制作用（Ｐ ＜ ０． ０１），表明ｍｉＲ１９６ａ可
通过靶向上调ＮＲ６Ａ１表达促进Ｈｅｌａ细胞侵袭和迁
移，见图７。

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图４　 ＮＲ６Ａ１对Ｈｅｌａ细胞ＮＲ６Ａ１表达的影响

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；＃：与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，
Ｐ ＜ ０． ０１

图５　 ｍｉＲ１９６ａ对Ｈｅｌａ细胞增殖的影响

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较Ｐ ＜ ０． ０１
图６　 ｍｉＲ１９６ａ对Ｈｅｌａ细胞凋亡的影响
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：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图７　 ｍｉＲ１９６ａ对Ｋｉ６７、Ｃａｓｐａｓ３、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９表达的影响

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；＃：与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图８　 ｍｉＲ１９６ａ对Ｈｅｌａ细胞侵袭能力的影响（×４００）

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图９　 ｍｉＲ１９６ａ对Ｈｅｌａ细胞迁移能力的影响

３　 讨论
ｍｉＲ１９６ａ是一类位于脊椎动物ＨＯＸ基因簇区域

的ｍｉＲＮＡ，主要调控胚胎发育过程中同源转录因子的
编码，从而调控基因的遗传表达［７，１０］。近年来研究表
明，ｍｉＲ１９６ａ参与癌症的发生发展。ｍｉＲ１９６ａ在胃
癌、胰腺癌及口腔癌细胞及组织中均呈高表达状态，提
示ｍｉＲ１９６ａ可能具有致癌作用［１１１３］。本研究发现，
ｍｉＲ１９６ａ在宫颈癌Ｈｅｌａ细胞中的表达水平明显高于
正常宫颈上皮细胞，表明ｍｉＲ１９６ａ可作为宫颈癌发生
及恶化的指标。研究表明，ｍｉＲ１９６ａ通过靶向ＬＲＩＧ３
来促进子宫颈癌细胞的增殖和迁移［１４］。本研究发现，
ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能显著降低宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的增

殖倍数及细胞增殖蛋白Ｋｉ６７的表达，还能显著增加
癌细胞凋亡率，提高凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，
并抑制癌细胞侵袭和迁移，进一步表明ｍｉＲ１９６ａ在宫
颈癌中发挥着致癌作用，但其具体的作用机制有待进
一步探讨。

一项研究表明，ｍｉＲＮＡｓ主要通过与靶向蛋白基
因３’ＵＴＲ段结合调控靶向基因转录［１５］。因此，探讨
ｍｉＲ１９６ａ的靶向基因是了解ｍｉＲ１９６ａ在宫颈癌中致
癌作用机制的关键。在上皮性卵巢癌中，ｍｉＲ１９６ａ可
通过靶向下调ＨＯＸＡ１０的表达促进卵巢癌ＳＫＯＶ３细
胞侵袭和迁移［１６］；在头颈部鳞状细胞癌中，ｍｉＲ１９６ａ
可通过下调ＩκＢα表达促进胶质母细胞瘤的癌细胞增
殖、侵袭和迁移，并诱导癌细胞上皮间质转化的发生及
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放疗抵抗的形成［１７］；Ｆｅｎｇ等［１８］的研究表明，ｍｉＲ１９６ａ
可通过靶向ＳＦＲＰ１促进胃癌细胞侵袭和转移；Ｖｉｌｌｅｇａｓ
Ｒｕｉｚ等［１９］的研究表明，ｍｉＲ１９６ａ 还可通过抑制
ＨＯＸＣ８影响宫颈癌细胞的增殖。每一个ｍｉＲＮＡ均有
成百上千个靶向蛋白，ｍｉＲＮＡｓ的功能及靶向蛋白还
与特定的病理生理情况有关［２０］。因此，进一步探讨
ｍｉＲ１９６ａ对宫颈癌细胞生存及运动过程相关靶向蛋
白的影响，有利于了解宫颈癌的发病机制。

生殖细胞核受体ＮＲ６Ａ１是一类转录抑制因子，在
小鼠胚胎发育、神经再生和配子形成过程中发挥着重
要作用［２１］，并且在前列腺癌及膀胱癌中均呈高表达状
态［２２］。本研究发现，ＮＲ６Ａ１在宫颈癌Ｈｅｌａ细胞中表
达水平明显升高，其可能参与了宫颈上皮细胞的异常
分化，与宫颈癌的发生发展有关。进一步研究发现，
ＮＲ６Ａ１高表达能促进宫颈癌Ｈｅｌａ细胞增殖、侵袭和
迁移，并抑制癌细胞凋亡。本研究发现，抑制ｍｉＲ
１９６ａ表达能下调Ｈｅｌａ细胞中ＮＲ６Ａ１的表达水平，上
调ｍｉＲ１９６ａ表达能显著诱导ＮＲ６Ａ１表达，提示ｍｉＲ
１９６ａ可能靶向调控ＮＲ６Ａ１表达。通过生物信息预测
发现，ＮＲ６Ａ１基因序列上有连续的ｍｉＲ１９６ａ结合位
点，荧光素酶报告实验也进一步证明ｍｉＲ１９６ａ可靶向
调控ＮＲ６Ａ１的表达。本研究表明，上调ＮＲ６Ａ１表达
能显著减弱ｍｉＲ１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞增
殖、凋亡、侵袭和迁移的调控作用，并显著减弱ｍｉＲ
１９６ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对Ｋｉ６７、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９表达的抑制作
用。Ｋｉ６７抗原是一种与细胞增殖相关的核蛋白，在肿
瘤细胞增殖活性的检测中，Ｋｉ６７是最可靠的指标之
一［２３］。ＶＥＧＦ是一种高度特异性的促血管生成因子，
在多种恶性肿瘤中高表达，可促进肿瘤细胞的增殖、侵
袭和迁移［２４］。ＭＭＰ９作为ＭＭＰｓ家族的成员，是一种
重要的细胞外基质蛋白水解酶，能够水解基膜，从而促
进肿瘤迁移［２５］。因此，ｍｉＲ１９６ａ对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞
生存和运动能力的影响与靶向调控ＮＲ６Ａ１表达有关。

综上所述，下调ｍｉＲ１９６ａ表达能降低宫颈癌细胞
增殖倍数、侵袭细胞数和细胞划痕闭合率，并显著提高
癌细胞凋亡率；同时，进一步上调ＮＲ６Ａ１表达能显著
减弱ｍｉＲ１９６ａ对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞增殖、凋亡、侵袭和
迁移的调控作用。提示ｍｉＲ１９６ａ能通过促进ＮＲ６Ａ１
表达在宫颈癌中发挥致癌作用，下调ｍｉＲ１９６ａ表达能
够抑制ＮＲ６Ａ１表达，从而延缓宫颈癌的发展。本研究
首次探讨了ｍｉＲ１９６ａ与ＮＲ６Ａ１的靶向关系及ｍｉＲ
１９６ａ通过靶向ＮＲ６Ａ１在宫颈癌中的作用，为宫颈癌
发生发展机制的探究提供了新的方向。
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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０８Ｅ０２００７１ ·基础研究·
抗生素复合骨水泥洗脱特性的实验研究
宋夏楠，周大鹏，刘欣伟，刘　 兵，纪振钢，韩天宇　 （北部战区总医院骨科，辽宁沈阳１１００１６）

［摘　 要］　 目的　 探讨将２种抗生素混入骨水泥时抗生素释放特性的变化。方法　 骨水泥样品分为单一万古霉素组（４０ ｇ
ＰＭＭＡ骨水泥中混入２ ｇ万古霉素）、单一头孢他啶组（４０ ｇ ＰＭＭＡ骨水泥中混入２ ｇ头孢他啶）和联合组（４０ ｇ ＰＭＭＡ骨水泥中混
入２ ｇ万古霉素＋ ２ ｇ头孢他啶），每组６个。抗生素骨水泥载体在体外用ＰＢＳ缓冲液浸泡，取４ ｈ、８ ｈ、１６ ｈ、２４ ｈ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ、
６ ｄ、７ ｄ、２周、３周、４周、６周样本，并应用高效液相色谱仪测定抗生素洗脱浓度。结果　 在为期６周的洗脱过程中，联合组万古霉
素及头孢他啶在骨水泥载体中的洗脱浓度分别高于单一万古霉素组和单一头孢他啶组（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 ２种抗生素添加于骨水
泥载体中，可更好地发挥其功效。
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［２１］Ｍａｔｈｉｅｕ Ｒ，Ｅｖｒａｒｄ Ｂ，Ｆｒｏｍｏｎｔ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ／
ｔｅｓｔｉｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＮＲ６Ａ１ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ

ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓ［Ｊ］． Ｐｒｏｓｔａｔｅ，２０１３，７３（１０）：
１１０３ － １１１４． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｐｒｏｓ． ２２６５９．

［２２］Ｃｈｅｎｇ Ｇ，Ｗａｎｇ Ｓ，Ｌｉ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ６Ａ１ ／ ＣＴ１５０ ａｓ
ａ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ

ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，８ （３８）：６４４２７ － ６４４３９． ｄｏｉ：１０．
１８６３２ ／ ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ． １１７４９．

［２３］刘　 法，郝　 静，陈志杰，等．贝伐单抗对视网膜母细胞瘤荷瘤裸
鼠的影响及机制探讨［Ｊ］．局解手术学杂志，２０２０，２９（１０）：７８０ －
７８４． ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． １１Ｅ０１９１０８．

［２４］牛　 越，王占英，范立娜，等． ｍｉＲ１４０５ｐ靶向ＡＤＡＭ９抑制乳腺癌
细胞侵袭和迁移的研究［Ｊ］．医学分子生物学杂志，２０２０，１７（３）：
１８１ － １８６． ｄｏｉ：１０． ３８７０ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７２ － ８００９． ２０２０． ０３． ００２．

［２５］周　 亮，陈其玖，张建勇，等．浸润性肺腺癌术后组织中跨膜蛋白１
及其受体和基质金属蛋白酶９表达及关系［Ｊ］．中国老年学杂志，
２０１８，３８（８）：４６ －４８． ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ －９２０２． ２０１８． ０８． ０１８．

（编辑：魏　 源）
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