
ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０３Ｅ０２２１０３ ·基础研究·
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ／ ＵＳＦ２ ／ ＤＮＡ损伤轴调节葡萄膜黑色素瘤增殖和侵袭
郝雅楠，陈妍鹏，仝真真，袁　 沣，赵晓敏　 （河北北方学院附属第一医院眼科，河北张家口０７５０００）

［摘　 要］　 目的　 探讨ｍｉＲ９２ｂ３ｐ对葡萄膜黑色素瘤（ＵＭ）增殖和侵袭的影响。方法　 将ＵＭ细胞（ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３）
分成Ｖｅｃｔｏｒ组、ＵＳＦ２组、ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ９２ｂ３ｐ组和ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋ ＵＳＦ２组。生物信息学分析ＵＳＦ２和ｍｉＲ９２ｂ３ｐ在ＵＭ细胞中的
表达，ＵＳＦ２和ｍｉＲ９２ｂ３ｐ差异表达与ＵＭ临床恶性表型的关系，并预测两者之间的靶向关系。ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ９２ｂ３ｐ在
ＡＰＲＥ１９、ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞中的表达。ＣＣＫ８检测细胞增殖能力。细胞侵袭实验检测细胞侵袭能力。乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）
试剂盒检测细胞ＬＤＨ活性。裸鼠移植瘤实验检测瘤体重量、体积。免疫组化染色检测肿瘤组织中ＵＳＦ２表达。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验检
测ＵＳＦ２、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）和增殖相关抗原Ｋｉ６７蛋白表达。双荧光素酶报告基因实验验证
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ和ＵＳＦ２的靶标关系。结果　 ＵＳＦ２在ＵＭ细胞中低表达，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ在ＵＭ细胞中高表达，且均与ＵＭ临床恶性表型
有关，ＵＳＦ２可能促进ＤＮＡ损伤。ＵＳＦ２过表达抑制ＵＭ细胞增殖、侵袭，增加ＬＤＨ活性，上调Ｂａｘ蛋白表达，下调Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２蛋白
表达。上调ＵＳＦ２表达抑制裸鼠移植瘤生长。数据库ＳｔａｒＢａｓｅ ｖ２预测和双荧光素酶报告基因实验证实ＵＳＦ２是ｍｉＲ９２ｂ３ｐ的作用
靶点。不同浓度Ｈ２Ｏ２对ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞增殖具有抑制作用，与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｈ２Ｏ２组和Ｈ２Ｏ２ ＋ ＵＳＦ２组磷酸化组蛋白
Ｈ２ＡＸ（γＨ２ＡＸ）蛋白表达增加，Ｈ２Ｏ２ ＋ ＵＳＦ２组γＨ２ＡＸ蛋白表达高于Ｈ２Ｏ２组（Ｐ ＜ ０． ０５）。不同浓度的司美替尼处理细胞后，ＵＭ细
胞活性逐渐下降，ＵＳＦ２组细胞活性下降幅度大于Ｖｅｃｔｏｒ组（Ｐ ＜ ０． ０５）。ｍｉＲ９２ｂ３ｐ靶向结合ＵＳＦ２抑制ＵＭ细胞增殖和侵袭。结论
　 ｍｉＲ９２ｂ３ｐ可能通过调控ＵＳＦ２ ／ ＤＮＡ损伤轴抑制ＵＭ细胞增殖和侵袭。
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　 　 葡萄膜黑色素瘤（ｕｖｅａｌ ｍｅｌａｎｏｍａ，ＵＭ）是成人中
常见的原发性眼内恶性肿瘤，为起源于虹膜、睫状体和
脉络膜内的黑色素细胞，发病率高，患者预后差［１］。
ＵＭ早期症状无明显特异性，多数患者确诊时已处于
中晚期，且ＵＭ具有极高的转移特性，多以肝转移为
主，发生肝转移的患者生存率较低［２］。因此，探讨ＵＭ
的发病机制对于该病的诊断和治疗有重要意义。微小
ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种由２０多个核苷酸组
成的非编码单链小分子ＲＮＡ，研究显示，ｍｉＲＮＡ在包
括ＵＭ在内的多种人类恶性肿瘤中发挥促癌或抑癌作
用［３５］。既往研究显示，ｍｉＲ２６ａ在ＵＭ中低表达，上
调ｍｉＲ２６ａ的表达可抑制ＵＭ细胞增殖、迁移和侵袭，
并诱导凋亡，表明ｍｉＲＮＡ在ＵＭ恶性行为学中发挥重
要作用［６］。ｍｉＲ９２ｂ３ｐ属于ｍｉＲ２５家族，可调控细胞
生长周期，促进肿瘤细胞增殖，有研究显示，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ
可通过调节下游靶基因促进结直肠癌细胞增殖［７］。然
而目前对于ｍｉＲ９２ｂ３ｐ与ＵＭ的关系尚不清楚。上游
刺激因子２（ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ２，ＵＳＦ２）是一种
多功能的转录因子，在真核生物中广泛表达［８］。目前关
于ｍｉＲ９２ｂ３ｐ是否可通过靶向ＵＳＦ２调控ＵＭ细胞增
殖和侵袭尚未可知。本研究初步探讨ｍｉＲ９２ｂ３ｐ对
ＵＭ细胞增殖和侵袭的影响，并初步分析其可能的作用
机制，以期为临床治疗ＵＭ提供理论依据。
１　 材料与方法
１． １　 细胞、试剂与仪器

ＡＰＲＥ１９、ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞株购自中国
科学院上海生命科学研究院细胞资源中心；ＲＮＡ提取
试剂ＴＲＩｚｏｌ及转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００均购自
南京森贝伽生物科技有限公司；ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｋｉｔ逆转录试剂盒购自上海妍琦
生物科技有限公司；ＰＣＲ试剂盒ＱｕａｎｔｉＦａｓｔ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ ｋｉｔ购自武汉极捷生物科技有限公司；Ｃｅｌｌ
Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒购自深圳市纽邦生物技
术有限公司；ＲＰＭＩ １６４０培养基购自上海经科化学科
技有限公司；胎牛血清购自爱必信（上海）生物科技有
限公司；二喹啉甲酸（ｂｉｓｑｕｉｎｏｌｉｎｅｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＢＣＡ）
蛋白浓度测定试剂盒、十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺
（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶配制试剂盒均购自北京伊塔生物科
技有限公司；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）
试剂盒购自上海吉至生化科技有限公司；免疫组化染
色试剂盒购自上海沪峥生物科技有限公司；司美替尼
和Ｈ２ Ｏ２溶液购自美国Ｓｉｇｍａ公司；磷酸化组蛋白
Ｈ２ＡＸ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ｈ２ＡＸ，γＨ２ＡＸ）、Ｂｃｌ２相关Ｘ

蛋白（Ｂｃｌ２ ｒｅｌａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白
血病２（Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ／ ｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、ＵＳＦ２和
Ｋｉ６７多克隆抗体以及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
免疫球蛋白Ｇ二抗均购自上海科敏生物科技有限公
司；ＤＭＥＭ高糖培养基购自上海李记生物科技有限公
司；双荧光素酶报告基因系统试剂盒购自成都安森盛
源科技有限公司；ＳＴ３６０型酶标仪购自上海晚成医疗
器械有限公司。
１． ２　 生物信息学分析

通过ＴＣＧＡ数据库下载ＵＭ临床样本数据，比较
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ和ＵＳＦ２在ＵＭ患者不同临床病理特征间
的表达情况。根据ＵＳＦ２在ＵＭ患者中的中位表达水
平将ＵＭ患者分为ＵＳＦ２高表达患者和ＵＳＦ２低表达
患者，并进行基因富集分析（ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＧＳＥＡ），以ＦＤＲ ｑ ｖａｌ ＜ ２５％和／或ｎｏｍ Ｐ ｖａｌ ＜ ０． ０１
的富集结果为差异有统计学意义。使用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
数据库分析ｍｉＲ９２ｂ３ｐ和ＵＳＦ２基因ｍＲＮＡ水平对
ＵＭ患者生存期的影响。利用在线预测靶基因数据库
ＳｔａｒＢａｓｅ ｖ２数据库预测ｍｉＲ９２ｂ３ｐ的靶基因。
１． ３　 细胞培养

将ＡＰＲＥ、ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞接种至含
１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ １６４０培养基中，在３７ ℃、５％
ＣＯ２饱和湿度条件下培养，细胞为贴壁生长，待胰酶消
化液消化后传代培养，实验取对数生长期细胞。
１． ４　 构建ＵＳＦ２过表达细胞模型

取处于对数生长期的ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞
构建ＵＳＦ２过表达模型，将ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞
分为Ｖｅｃｔｏｒ组和ＵＳＦ２组，根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００说
明书将ＵＳＦ２ ＮＣ质粒转染至Ｖｅｃｔｏｒ组细胞，将ＵＳＦ２
ｍｉｍｉｃ质粒转染至ＵＳＦ２组细胞，２４ ｈ后更换为完全培
养基。采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测ＵＳＦ２蛋白表达水平，评
估转染效率。将ＯＣＭ１Ａ 和ＭＵＭ２１３ 细胞分成
ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ９２ｂ３ｐ组和ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋ ＵＳＦ２组；
ｍｉＲＮＣ组细胞转染ｍｉＲＮＣ质粒，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ组转染
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍｉｍｉｃ质粒，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋ ＵＳＦ２组转染
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍｉｍｉｃ和ＵＳＦ２ ｍｉｍｉｃ质粒。
１． ５　 ＲＴＰＣＲ检测细胞ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍＲＮＡ表达

采用ＴＲＩｚｏｌ法提取ＡＰＲＥ１９、ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ
２１３细胞中总ＲＮＡ，采用紫外分光光度计法测定ＲＮＡ
的浓度。按照ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｋｉｔ逆转录试剂盒说明书以ＲＮＡ为模板进行逆转录获
得ｃＤＮＡ，４ ℃保存，进行荧光定量ＰＣＲ扩增，置于
ＰＣＲ仪中测定，设置反应条件：９５ ℃预变性１０ ｍｉｎ，
９５ ℃变性１５ ｓ，６０ ℃退火４５ ｓ，６５ ℃延伸１ ｍｉｎ，４ ℃
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扩增１０ ｍｉｎ，４０个循环。以βａｃｔｉｎ为内参，引物序列
如下：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ上游引物序列５’ＧＴＣＣＧＣＴＡＴＴＧ
ＣＡＣＴＣＧＴＣＣＣＧＧＣＣＴＣＣ３’，下游引物序列５’ＧＴ
ＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３’；βａｃｔｉｎ上游引物序列５
ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ３，下游引物序列
５ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ３。采用２ － ΔΔＣＴ法计算
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍＲＮＡ的相对表达水平。
１． ６　 ＣＣＫ８检测细胞增殖

将转染４８ ｈ后的ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞消化
离心（３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ）重悬，细胞以５ × １０３ ／孔的
密度接种于９６孔板。采用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００进行
转染后将细胞置于ＣＯ２培养箱中培养２４ ｈ，于０ ｄ、
１ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ检测细胞增殖。每孔加入１０ μＬ
ＣＣＫ８溶液，于３７ ℃孵育２ ｈ，采用酶标仪于４５０ ｎｍ
波长下检测细胞吸光度，以检测细胞增殖能力。
１． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭

将ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞悬液接种于内铺
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，下层添加含１０％胎牛
血清的培养基，于３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养４８ ｈ，
去除Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室并倒去２４孔板中的培养基，４％多
聚甲醛固定１０ ｍｉｎ，结晶紫染色１５ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，
用无菌棉签移除未侵袭细胞，于倒置显微镜下观察，拍
照并统计细胞数量。实验平行重复３次，取平均值。
１． ８　 ＣＣＫ８检测Ｈ２Ｏ２干预细胞后对细胞活性的影响

将ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞以５ × １０３ ／孔的密度
接种于９６孔板，待细胞贴壁后，ＭＵＭ２１３细胞加入不
同浓度（０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ、４００ μｍｏｌ ／ Ｌ、
６００ μｍｏｌ ／ Ｌ和８００ μｍｏｌ ／ Ｌ）的Ｈ２Ｏ２，ＯＣＭ１Ａ细胞加
入不同浓度（０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ、５００ μｍｏｌ ／ Ｌ、
７５０ μｍｏｌ ／ Ｌ和１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）的Ｈ２Ｏ２，３７ ℃培养２４ ｈ，
随后每孔加入１０ μＬ ＣＣＫ８和９０ μＬ ＤＭＥＭ培养基，
于３７ ℃孵化２ ｈ。采用酶标仪于４５０ ｎｍ波长下测定
ＯＤ值，计算细胞存活率。
１． ９　 ＣＣＫ８检测细胞转染ＵＳＦ２后对司美替尼化疗

的敏感性
　 　 取处于对数生长期的ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞，
待Ｖｅｃｔｏｒ组、ＵＳＦ２ 组细胞贴壁后，加入不同浓度
（０ μｍｏｌ ／ Ｌ、０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、２ μｍｏｌ ／ Ｌ、４ μｍｏｌ ／ Ｌ
和８ μｍｏｌ ／ Ｌ）的司美替尼。各组细胞处理完后采用
ＣＣＫ８检测细胞活性，详细步骤见１． ８。
１． １０　 ＬＤＨ活性检测

将细胞以２ × １０５ ／ ｍＬ的密度接种于６孔板，待细
胞密度为６０％ ～ ７０％时，弃原培养基，消化离心
（１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ），加入裂解液后离心（１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，

５ ｍｉｎ）取上清液。按照ＬＤＨ试剂盒说明书分别进行
加样后，用酶联免疫检测仪在４４０ ｎｍ波长下测定ＯＤ
值，计算ＬＤＨ活性。
１． １１　 裸鼠移植瘤实验

１０只裸鼠购自四川省医学科学院／四川省人民医
院实验动物研究所，许可证号：ＳＣＸＫ（川）２０１８１５，饲
养于２０ ～ ２５ ℃、相对湿度５０％ ～ ６０％的环境中，自由
饮食饮水，光照／黑暗周期为１２ ｈ ／ １２ ｈ。将小鼠分为
Ｖｅｃｔｏｒ组和ＵＳＦ２组，每组５只，分别于小鼠右侧腹股
沟皮下接种０． ２ ｍＬ转染ＵＳＦ２ＮＣ的ＵＭ细胞和转染
ＵＳＦ２的ＵＭ细胞，每２ ｄ用微米级卡尺测量肿瘤体
积，于第１４天处死小鼠，剥离移植瘤并称重。
１． １２　 免疫组化染色

处死裸鼠后取出肿瘤组织，常规石蜡切片，烤片、
脱蜡水化，ＰＢＳ 冲洗３ 次，每次５ ｍｉｎ；微波修复
１５ ｍｉｎ，切片用过氧化酶抑制剂室温处理１０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
冲洗３次，每次３ ｍｉｎ；滴加ＣＢＬ抗体（１∶ １００），４ ℃孵
育过夜；ＰＢＳ冲洗３次，每次３ ｍｉｎ；滴加辣根过氧化物
酶标记的羊抗兔免疫球蛋白Ｇ，室温孵育１０ ｍｉｎ；ＰＢＳ
充分淋洗后，滴加Ｈ２Ｏ２ＤＡＢ显色液显色；复染，脱水
透明，封片。阴性对照用ＰＢＳ代替一抗。于显微镜下
观察并拍照。
１． １３　 双荧光素酶报告基因实验

构建野生型报告基因载体ＵＳＦ２ＷＴ与突变型报
告基因载体ＵＳＦ２ＭＵＴ，分别与ｍｉＲＮＣ或ｍｉＲ９２ｂ３ｐ
共转染到ＵＭ细胞中。置于３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中
培养４８ ｈ，用荧光素酶检测试剂盒测量各组细胞中的
荧光素酶活性。
１． １４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｋｉ６７、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和ＵＳＦ２蛋白

表达
　 　 将各组处于对数生长期的ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３
细胞加入ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，沸水浴中煮沸１０ ｍｉｎ，电
压设置为６０ Ｖ，溴酚蓝前端进入分离胶后，电压调整
到１２０ Ｖ，溴酚蓝迁移到凝胶底部后，取出凝胶。将凝
胶浸泡于转膜缓冲液中１０ ｍｉｎ，ＰＶＤＦ膜放在甲醇中
平衡５ ｍｉｎ，以２００ ｍＡ的恒流转膜１ ｈ。电转结束后
取出ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶室温封闭１ ｈ。加入封闭
液稀释的抗体（１ ∶ ５ ０００），４ ℃孵育过夜。次日ＰＢＳＴ
洗涤６ ｍｉｎ，重复３次，然后加入封闭液稀释的辣根过
氧化物酶标记的羊抗兔二抗（１ ∶ １ ０００），室温孵育
６０ ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤６ ｍｉｎ，重复３次，ＥＣＬ化学发光液
显影，以βａｃｔｉｎ作为内参，利用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒
检测蛋白浓度，具体操作参照试剂盒说明书。
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１． １５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测γＨ２ＡＸ蛋白表达
取处于对数生长期的ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞，

将细胞分为Ｖｅｃｔｏｒ组、ＵＳＦ２组、Ｈ２Ｏ２组和ＵＳＦ２ ＋ Ｈ２Ｏ２
组，Ｖｅｃｔｏｒ组不作处理，即正常培养；ＵＳＦ２组转染
ＵＳＦ２ ｍｉｍｉｃ 质粒；Ｈ２ Ｏ２ 组中ＭＵＭ２１３ 细胞以
６００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ Ｏ２处理，ＯＣＭ１Ａ细胞以７５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２Ｏ２处理；ＵＳＦ２ ＋ Ｈ２Ｏ２组中ＭＵＭ２１３细胞转染ＵＳＦ２
ｍｉｍｉｃ质粒＋ ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ Ｏ２处理，ＯＣＭ１Ａ细胞转
染ＵＳＦ２ ｍｉｍｉｃ质粒＋ ７５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ Ｏ２处理。采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞γＨ２ＡＸ蛋白表达，详细步
骤见１． １４。
１． １６　 统计学处理

采用ＳＰＳＳ ２２． ０统计学软件处理数据，计量资料
以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，组间差异采用ｔ检验，采
用单因素方差分析检验各组细胞增殖数和侵袭差异的
显著性。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线分析患者总生存期和
无病生存期。Ｐ ＜ ０． ０５为差异具有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＵＳＦ２在ＵＭ细胞中低表达，且抑制ＵＭ细胞增

殖并诱导凋亡
　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验结果显示，ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ
细胞中ＵＳＦ２表达明显低于ＡＰＲＥ１９细胞（Ｐ ＜０． ０５）；

与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＵＳＦ２ 组中ＵＳＦ２ 表达明显增加
（Ｐ ＜ ０． ０５）。细胞增殖实验结果显示，与Ｖｅｃｔｏｒ组相
比，ＵＳＦ２组中细胞吸光度明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。细胞
侵袭实验结果显示，与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＵＳＦ２组中侵袭
细胞数明显减少（Ｐ ＜ ０． ０５）。与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＵＳＦ２
组中细胞ＬＤＨ活性明显增加（Ｐ ＜ ０． ０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验结果显示，与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＵＳＦ２组中Ｋｉ６７
和Ｂｃｌ２蛋白表达明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｂａｘ蛋白表达
明显增加（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１。
２． ２　 ＵＳＦ２差异表达与ＵＭ恶性程度相关

ＴＣＧＡ数据库分析结果显示，复发患者中ＵＳＦ２表
达低于非复发患者（Ｐ ＜ ０． ０５）；Ｍ１期（远处转移）患者
ＵＳＦ２表达低于Ｍ０期（非远处转移）患者（Ｐ ＜ ０． ０５）；
Ｎ１期（淋巴结转移）患者ＵＳＦ２表达低于Ｎ０期（非淋
巴结转移）患者（Ｐ ＜ ０． ０５）；ＵＳＦ２低表达患者无病生
存期低于ＵＳＦ２高表达患者（Ｐ ＜ ０． ０５），见图２。
２． ３　 ＵＳＦ２高表达在体内抑制ＵＭ细胞增殖

采用裸鼠移植瘤实验进一步验证ＵＳＦ２高表达在
ＵＭ中的抑制作用，结果显示，ＵＳＦ２组移植瘤体积和质
量明显小于Ｖｅｃｔｏｒ组（Ｐ ＜０． ０５）。随着时间的推移，移
植瘤体积不断增大，但ＵＳＦ２组的增长速度明显小于
Ｖｅｃｔｏｒ组（Ｐ ＜ ０． ０５）。免疫组化染色显示，ＵＳＦ２组中
ＵＳＦ２蛋白表达明显高于Ｖｅｃｔｏｒ组（Ｐ ＜０． ０５），见图３。

ａ：ＵＳＦ２在不同ＵＭ细胞中的表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞中ＵＳＦ２蛋白表达；ｃ：ＭＵＭ２１３细胞增殖实验；
ｄ：ＯＣＭ１Ａ细胞增殖实验；ｅ：ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞侵袭实验；ｆ：ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞ＬＤＨ活性；ｇ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测
ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞相关凋亡蛋白表达　 ：与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＡＰＲＥ１９细胞相比，Ｐ ＜ ０． ０５

图１　 ＵＳＦ２在ＵＭ细胞中低表达，且抑制ＵＭ细胞增殖并诱导凋亡
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ａ：ＵＳＦ２在复发和非复发ＵＭ患者中的差异表达；ｂ：ＵＳＦ２在Ｍ１期（远处转移）与Ｍ０期（非远处转移）ＵＭ患者中的差异表达；
ｃ：ＵＳＦ２在Ｎ１期（淋巴结转移）与Ｎ０期（非淋巴结转移）ＵＭ患者中的差异表达；ｄ：ＵＳＦ２差异表达对ＵＭ患者无病生存期的影响
：与非复发患者相比，Ｐ ＜０． ０５；＃：与Ｍ０期患者相比，Ｐ ＜０． ０５；△：与Ｎ０期患者相比，Ｐ ＜０． ０５；▲：与ＵＳＦ２高表达患者相比，Ｐ ＜０． ０５

图２　 ＵＳＦ２差异表达与ＵＭ恶性程度相关

ａ：移植瘤体积随时间的变化；ｂ：移植瘤瘤体体积；ｃ：移植瘤瘤体质量；ｄ：免疫组化染色检测ＵＭ组织中ＵＳＦ２表达（× ２００）　 ：与
Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５

图３　 ＵＳＦ２高表达在体内抑制ＵＭ细胞增殖
２． ４　 ＵＳＦ２促进ＤＮＡ损伤和增强ＵＭ细胞对司美替

尼化疗的敏感性
　 　 ＧＳＥＡ结果显示，ＵＳＦ２差异表达水平与ＤＮＡ损
伤有关。不同浓度Ｈ２Ｏ２对ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞
增殖具有抑制作用，相对细胞活力随着Ｈ２Ｏ２浓度增加
而降低。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验结果显示，与Ｖｅｃｔｏｒ组相
比，ＵＳＦ２组、Ｈ２Ｏ２组和Ｈ２Ｏ２ ＋ ＵＳＦ２组γＨ２ＡＸ蛋白表
达明显增加（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｈ２Ｏ２ ＋ ＵＳＦ２组γＨ２ＡＸ蛋白
表达明显高于Ｈ２Ｏ２组（Ｐ ＜ ０． ０５）。用不同浓度的司

美替尼处理细胞后，ＵＭ细胞活性逐渐下降，在浓度为
０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、２ μｍｏｌ ／ Ｌ时ＵＳＦ２组细胞活性
小于Ｖｅｃｔｏｒ组（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。
２． ５　 ｍｉＲ９２ｂ３ｐ可靶向结合ＵＳＦ２抑制ＵＳＦ２表达

ＲＴＰＣＲ实验结果显示，ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细
胞中ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍＲＮＡ 表达高于ＡＰＲＥ１９ 细胞
（Ｐ ＜ ０． ０５）。ＴＣＧＡ数据库分析结果显示，与肿瘤分期
Ⅱ期患者相比，肿瘤分期Ⅲ ～Ⅳ期患者中ｍｉＲ９２ｂ３ｐ
高表达（Ｐ ＜ ０． ０５）；与Ｔ２ ～ Ｔ３期患者相比，Ｔ４期患者
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ａ：ＵＳＦ２差异表达与ＤＮＡ损伤有关；ｂ：不同浓度Ｈ２Ｏ２抑制ＭＵＭ２１３细胞活性；ｃ：不同浓度Ｈ２Ｏ２抑制ＯＣＭ１Ａ细胞活性；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＤＮＡ损伤标记物；ｅ：ＲＴＰＣＲ检测不同浓度司美替尼作用后ＭＵＭ２１３细胞活性；ｆ：ＲＴＰＣＲ检测不同浓度司美替尼作用后
ＯＣＭ１Ａ细胞活性　 ：与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｈ２Ｏ２组相比，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２相比，Ｐ ＜ ０． ０５

图４　 ＵＳＦ２促进ＤＮＡ损伤和增强ＵＭ细胞对司美替尼化疗的敏感性
中ｍｉＲ９２ｂ３ｐ高表达（Ｐ ＜ ０． ０５）；与非复发患者相
比，复发患者中ｍｉＲ９２ｂ３ｐ高表达（Ｐ ＜ ０． ０５）；与
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ低表达患者相比，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ高表达患者
总生存期明显较短（Ｐ ＜ ０． ０５）。生物信息学分析结果
表明，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ序列３ＵＴＲ区与ＵＳＦ２存在结合位
点。双荧光素酶报告基因实验显示，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍｉｍｉｃ
与ＵＳＦ２ＷＴ共转染致荧光素酶活性降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。
在ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞中，ＲＴＰＣＲ实验结果显
示，与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＵＳＦ２组中ＵＳＦ２ ｍＲＮＡ表达明
显降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验结果显示，与
Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＵＳＦ２组中ＵＳＦ２蛋白表达水平明显降
低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５。
２． ６　 ｍｉＲ９２ｂ３ｐ靶向结合ＵＳＦ２抑制ＵＭ细胞增殖

和侵袭
　 　 在ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞中，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实
验结果显示，与ｍｉＲＮＣ 组相比，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ 组中
ＵＳＦ２蛋白表达明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋
ＵＳＦ２组中ＵＳＦ２蛋白表达无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。细
胞增殖实验结果显示，与ｍｉＲＮＣ组相比，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ
组中细胞吸光度明显增加（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋
ＵＳＦ２组中细胞吸光度无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。细胞侵
袭实验结果显示，与ｍｉＲＮＣ组相比，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ组中

侵袭细胞数明显增加（Ｐ ＜０． ０５），ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋ ＵＳＦ２组
中侵袭细胞数无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。细胞ＬＤＨ活性
检测结果显示，与ｍｉＲＮＣ组相比，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ组中细
胞ＬＤＨ活性明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ＋ ＵＳＦ２
组中细胞ＬＤＨ活性无明显差异（Ｐ ＞０． ０５），见图６。
３　 讨论

ＵＭ是发生于眼球的疾病，具有转移速度快、恶性
程度高、患病率高以及预后不良等特点，严重影响患者
生活和生命健康［９］。目前对于ＵＭ转移的风险尚不清
楚，且早期转移无明显症状，当患者被发现出现转移时
临床干预效果不理想，导致患者病死率高［１０］。因此，
研究ＵＭ的发病机制并寻找有效的生物靶点对临床治
疗ＵＭ意义重大。

本研究通过生物信息学分析发现，ＵＳＦ２在复发
ＵＭ患者中的表达低于非复发患者，且ＵＳＦ２差异表达
与ＵＭ临床恶性程度相关。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验结果显
示，ＵＭ细胞（ＭＵＭ２１３和ＯＣＭ１Ａ细胞）中ＵＳＦ２表
达明显低于ＡＰＲＥ１９细胞，表明ＵＳＦ２在ＵＭ细胞中
低表达。因此，本研究构建ＵＳＦ２过表达细胞模型进
行体外试验，分析ＵＳＦ２在ＵＭ细胞中的作用。细胞
增殖实验显示，ＵＳＦ２过表达抑制细胞增殖；细胞侵袭
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ａ：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍＲＮＡ在ＵＭ细胞中高表达；ｂ：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ｍＲＮＡ在ＵＭ不同分期中的差异表达；ｃ：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ差异表达与ＵＭ侵犯
其他组织进展；ｄ：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ在复发和非复发患者中差异表达；ｅ：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ差异表达对患者总生存期的影响；ｆ：ｍｉＲ９２ｂ３ｐ与
ＵＳＦ２的靶标关系；ｇ：双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ９２ｂ３ｐ与ＵＳＦ２的靶标关系；ｈ：ＵＳＦ２ ｍＲＮＡ相对表达水平；ｉ：ＵＳＦ２蛋白相
对表达水平　 ：与ＡＰＲＥ１９细胞相比，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ⅱ期患者相比，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与Ｔ２ ～ Ｔ３期患者相比，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与非复发
患者相比，Ｐ ＜ ０． ０５；□：与ｍｉＲ９２ｂ３ｐ低表达患者相比，Ｐ ＜ ０． ０５；■：与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５

图５　 ｍｉＲ９２ｂ３ｐ可靶向结合ＵＳＦ２抑制ＵＳＦ２表达

ａ：ＵＳＦ２蛋白表达；ｂ：ＭＵＭ２１３细胞增殖实验；ｃ：ＯＣＭ１Ａ细胞增殖实验；ｄ：ＯＣＭ１Ａ和ＭＵＭ２１３细胞侵袭实验；ｅ：ＯＣＭ１Ａ和
ＭＵＭ２１３细胞ＬＤＨ活性　 ：与ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ ＜ ０． ０５

图６　 ｍｉＲ９２ｂ３ｐ靶向结合ＵＳＦ２抑制ＵＭ细胞增殖和侵袭
实验结果显示，ＵＳＦ２过表达抑制细胞侵袭。细胞
ＬＤＨ活性检测结果显示，ＵＳＦ２过表达增加细胞ＬＤＨ
活性；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验结果显示，ＵＳＦ２过表达下调

Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２蛋白表达，上调Ｂａｘ蛋白表达。ＬＤＨ是
含有锌离子的金属蛋白，是一种糖酵解酶，参与机体的
糖代谢过程［１１］。ＬＤＨ在体内分布广泛，主要存在于细
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胞质中，当细胞出现损伤时，胞质中的ＬＤＨ释放到血
液中导致ＬＤＨ水平异常升高，是临床常用的检测细胞
损伤的指标，可作为癌症诊断和预后的重要标志
物［１２］。既往研究显示，乳腺癌患者治疗后ＬＤＨ水平
与治疗后肿瘤复发转移具有一定相关性［１３］，提示ＬＤＨ
水平与肿瘤发展进程具有一定相关性。Ｋｉ６７表达可
以反映肿瘤细胞有丝分裂增殖情况，与肿瘤的分化程
度、分型以及淋巴结转移均有关，是公认的增殖因
子［１４］。既往研究显示，Ｋｉ６７可作为前列腺癌预后的危
险因素［１５］。抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２和促凋亡蛋白Ｂａｘ均为
Ｂｃｌ２家族成员，二者协同作用调控机体细胞凋亡［１６］。
既往研究显示，ｍｉＲ９３可能通过调节Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达参
与胃癌细胞凋亡过程［１７］，结合本研究结果推测ＵＳＦ２可
能通过调节Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达影响ＵＭ发展进程。本研究
结果显示，ＵＳＦ２过表达可抑制ＵＭ细胞增殖、侵袭，增
加ＬＤＨ活性，通过上调促凋亡蛋白Ｂａｘ表达，下调抗凋
亡蛋白Ｂｃｌ２表达，进而诱导ＵＭ细胞凋亡。

为进一步验证ＵＳＦ２过表达在ＵＭ细胞中发挥的
抑制作用，我们进行裸鼠移植瘤实验，结果显示，ＵＳＦ２
组移植瘤体积和质量明显小于Ｖｅｃｔｏｒ组，随着时间的
推移，移植瘤体积不断增大，在１４ ｄ时，ＵＳＦ２组瘤体
体积明显小于Ｖｅｃｔｏｒ组；免疫组化结果显示，ＵＳＦ２组
中ＵＳＦ２表达明显高于Ｖｅｃｔｏｒ组，提示ＵＳＦ２过表达可
在体内抑制ＵＭ肿瘤生长。本研究通过生物信息学分
析发现，ＵＳＦ２可能促进ＤＮＡ损伤。本研究发现，在
Ｈ２Ｏ２处理后，ＵＭ细胞吸光度随着其浓度增加而降低，
说明Ｈ２Ｏ２浓度越大对ＵＭ细胞活力的抑制程度越强；
不同浓度的司美替尼处理细胞后，ＵＭ细胞活性逐渐
下降，ＵＳＦ２组细胞活性下降幅度大于Ｖｅｃｔｏｒ组，说明
司美替尼浓度越大ＵＭ对化疗药的敏感性越强；此外，
ＵＳＦ２过表达ＵＭ细胞经Ｈ２Ｏ２干预后，γＨ２ＡＸ蛋白表
达明显增加。Ｈ２ＡＸ是组蛋白Ｈ２Ａ家族成员之一，在
ＤＮＡ 双链断裂的早期，Ｈ２ＡＸ 迅速磷酸化生产
γＨ２ＡＸ，募集其他ＤＮＡ修复蛋白至损伤点，可作为检
测ＤＮＡ双链断裂的一个强有力的新标志物［１８１９］。既
往研究显示，在Ｈ２Ｏ２导致肺正常上皮细胞的氧化损伤
中，γＨ２ＡＸ可作为ＤＮＡ氧化损伤标志物［２０］。此外，
本研究还发现ｍｉＲ９２ｂ３ｐ在ＵＭ细胞中高表达，且与
细胞临床病理特征有关；双荧光素酶报告基因实验证
实ｍｉＲ９２ｂ３ｐ可与ＵＳＦ２靶向结合，下调ＵＳＦ２蛋白
表达。系列功能实验表明恢复ＵＳＦ２表达可以逆转
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ 促癌作用。提示ｍｉＲ９２ｂ３ｐ 可通过
ＵＳＦ２ ／ ＤＮＡ损伤轴抑制ＵＭ的发展进程。

综上所述，本研究发现ＵＳＦ２在ＵＭ细胞中低表

达，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ在ＵＭ细胞中高表达，生物信息学分析
发现，ｍｉＲ９２ｂ３ｐ存在与ＵＳＦ２靶向结合的位点。上
调ＵＳＦ２可以抑制ＵＭ细胞增殖、侵袭并诱导凋亡，参
与ＤＮＡ损伤过程，裸鼠移植瘤实验证实ＵＳＦ２过表达
可以抑制移植瘤的生长，其作用机制可能是通过
ｍｉＲ９２ｂ３ｐ ／ ＵＳＦ２ ／ ＤＮＡ损伤轴调节ＵＭ的发展进程。
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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０４Ｅ０２２１０９ ·基础研究·
ｍｉＲ１２２５５ｐ过表达对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的影响
赵晓燕１，石克威２，马春星１，张　 娟１，许文强２ 　 （１．河北北方学院附属第一医院妇科，河北张家口０７５０００；２．河北北方学院
附属第一医院产科，河北张家口０７５０００）

［摘　 要］　 目的　 探讨ｍｉＲ１２２５５ｐ过表达对宫颈癌Ｈｅｌａ细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移的影响。方法　 ｑＲＴＰＣＲ检测２０例宫
颈癌患者癌旁正常组织和癌组织及Ｅｔｃ１ ／ Ｅ６Ｅ７、Ｃａｓｋｉ、Ｈｅｌａ、ＳｉＨａ、Ｃ４１细胞系中ｍｉＲ１２２５５ｐ的表达。选择宫颈癌Ｈｅｌａ细胞进行研
究。用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００将ｍｉＲ１２２５５ｐ ｍｉｍｉｃ和ｍｉＲＮＣ转染到Ｈｅｌａ细胞。采用ＣＣＫ８、细胞克隆形成实验、流式细胞术、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验和细胞划痕实验分别检测Ｈｅｌａ细胞的增殖、凋亡、侵袭和迁移；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ９、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水平。结果　 宫颈癌组织中ｍｉＲ１２２５５ｐ的表达水平低于癌旁正常组织
（Ｐ ＜ ０． ０１），宫颈癌细胞系中ｍｉＲ１２２５５ｐ的表达水平降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。过表达ｍｉＲ１２２５５ｐ后Ｈｅｌａ细胞增殖能力、克隆形成率、侵
袭细胞数和划痕愈合率降低（Ｐ ＜ ０． ０１），Ｈｅｌａ细胞凋亡率升高（Ｐ ＜ ０． ０１），Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ２比值、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ９ ／ ｃａｓｐａｓｅ９和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平上调（Ｐ ＜ ０． ０１），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水平下调（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论
ｍｉＲ１２２５５ｐ过表达能抑制Ｈｅｌａ细胞增殖、侵袭和迁移，并诱导细胞凋亡。

［关键词］ｍｉＲ１２２５５ｐ；宫颈癌；细胞增殖；凋亡；侵袭；迁移
［中图分类号］Ｒ７３７． ３３　 ［文献标识码］Ａ　 ［收稿日期］２０２２０４２５

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１２２５５ｐ ｏｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ
ＺＨＡＯ Ｘｉａｏｙａｎ１，ＳＨＩ Ｋｅｗｅｉ２，ＭＡ Ｃｈｕｎｘｉｎｇ１，ＺＨＡＮＧ Ｊｕａｎ１，ＸＵ Ｗｅｎｑｉａｎｇ２ 　 （１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｙｎａｅｃｏｌｏｇｙ，Ｆｉｒｓｔ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ Ｈｅｂｅｉ ０７５０００，Ｃｈｉｎａ；２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ，Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ
Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ Ｈｅｂｅｉ ０７５０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１２２５５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ｑＲＴＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１２２５５ｐ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ２０ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ Ｅｔｃ１ ／ Ｅ６Ｅ７，Ｃａｓｋｉ，Ｈｅｌａ，ＳｉＨａ ａｎｄ Ｃ４１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． Ｔｈｅ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｆｏｒ ｓｔｕｄｙ． ｍｉＲ１２２５５ｐ ｍｉｍｉｃ ａｎｄ ｍｉＲＮＣ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００． ＣＣＫ８，ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ，
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，Ｔｒａｎｓｗａｌｌ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ２，Ｂａｘ，ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ３，ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ９，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｗｅｒｅ

　 ［基金项目］２０１９年度张家口科技计划项目（１９２１０２７Ｄ）
　 ［通信作者］赵晓燕，Ｅｍａｉｌ：


ＸＹＺ２４０７４０９５７８＠ １６３． ｃｏｍ

［１３］黄　 芬．血清碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶对乳腺癌患者生存预后的
评估价值［Ｊ］．实用癌症杂志，２０１９，３４（６）：９０５ － ９０７． ｄｏｉ：１０．
３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００１ － ５９３０． ２０１９． ０６． ０１０．

［１４］王理槐，孙银辉，张领兄，等．基于Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路探讨血
府逐瘀汤在非小细胞肺癌ＥＧＦＲＴＫＩ获得性耐药中的作用［Ｊ］．
陕西中医，２０２２，４３（４）：４２７ － ４３１． ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １０００ －
７３６９． ２０２２． ０４． ００４．

［１５］黄　 婷，刘佳佳，张家伟，等． Ｋｉ６７在预测前列腺癌预后中的作用
［Ｊ］．中华男科学杂志，２０１９，２５（１２）：１０８８ － １０９２． ｄｏｉ：１０． １３２６３ ／
ｊ． ｃｎｋｉ． ｎｊａ． ２０１９． １２． ００５．

［１６］Ｃａｈｙａｄｉ Ａ，Ｕｇｒａｓｅｎａ ＩＤＧ，Ａｎｄａｒｓｉｎｉ ＭＲ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｕｔｃｏｍｅ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｐｈａｓｅ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ａｃｕｔｅ ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］． Ａｓｉａｎ Ｐａｃ
Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｐｒｅｖ，２０２２，２３（５）：１６７９ － １６８５． ｄｏｉ：１０． ３１５５７ ／ ＡＰＪＣＰ．
２０２２． ２３． ５． １６７９．

［１７］李光曙，寇继光，钟碧波，等． ｍｉＲ９３通过调节Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ２的表达活
性对胃癌细胞增殖、迁移及凋亡的影响［Ｊ］．现代消化及介入诊
疗，２０２１，２６（６）：７１８ － ７２２． ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７２ － ２１５９． ２０２１．
０６． ０１３．

［１８］ＧｕｅｒｒｅｒｏＬｌｏｂｅｔ Ｓ，Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ Ａ，Ｅｖｅｒｔｓ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂａｓｅｄ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｏｎｃｏｇｅｎｅｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
２０２２，４１（８）：１２１６ －１２２４． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１３８８ －０２１ －０２１６２ －０．

［１９］Ｃｈｅｎ ＬＪ，Ｚｈａｎｇ ＮＮ，Ｚｈｏｕ ＣＸ，ｅｔ ａｌ． Ｇｍ３６４ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ＭＩＢ２ ／ ＤＬＬ３ ／
Ｎｏｔｃｈ２ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｆｅｍａｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＡＫＴ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ，２０２２，２９（２）：３６６ － ３８０． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４１８ － ０２１ －
００８６１ － ５．

［２０］乔婷婷，葛淑静，罗　 渊，等． Ｈ２ＡＸ磷酸化抑制肺癌细胞发生上
皮间质转化的作用机制［Ｊ］．中国癌症杂志，２０２１，３１（４）：２７７ －
２８４． ｄｏｉ：１０． １９４０１ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． １００７ － ３６３９． ２０２１． ０４． ００６．

（编辑：贺绍梅）
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