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ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对人下咽癌细胞转移能力的影响及其机制研究
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　　［摘　要］　目的　研究 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对人下咽癌细胞迁移能力的影响及作用机理。方法　利用生物信息学方法预测 Ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ２０３的下游调控靶分子，利用荧光素酶报告基因实验、ｑＲＴＰＣＲ、与 Ｗｅｓｔｅｎｒｂｌｏｔ等方法对其中与调节细胞迁移有关的靶分
子ＭＥＫＫ１进行验证，证实下咽癌细胞中ＭＥＫＫ１的表达是否受ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的影响。通过细胞迁移实验研究ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对下
咽癌细胞迁移能力的影响，进一步阐明可能影响下咽癌转移能力的因素。结果　在过表达ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下咽癌细胞中，Ｗｅｓｔｅｎｒ
ｂｌｏｔ检测靶基因蛋白表达量分析、ｑＲＴＰＣＲ检测靶基因 ｍＲＮＡ表达量和双荧光素酶报告基因实验结果均提示 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３下调
靶基因ＭＥＫＫ１的表达。细胞迁移实验证明过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３可显著抑制下咽癌细胞的迁移能力。结论　ＭＥＫＫ１是 ＭｉｃｒｏＲ
ＮＡ２０３的直接下游作用靶点，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３有可能通过负向调控ＭＥＫＫ１抑制下咽癌细胞的转移能力。
　　［关键词］ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３；ＭＥＫＫ１；下咽癌；转移
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机制是通过激活 Ｐ３８得以实现的。但有研究［７］认为

ＭＢＬ可以内在化进入细胞后促进细胞凋亡，因此 ＭＢＬ
如何调控细胞凋亡的具体机制还需要进一步探讨。

　　综上所述，本研究发现高浓度 ｒｈＭＢＬ可促进
Ｃａｃｏ２细胞凋亡，并且其可能是通过 Ｐ３８途径参与
Ｃａｃｏ２细胞凋亡的调控，提示 ＭＢＬ在病理情况下升
高，可能加重肠黏膜屏障损伤，为预防屏障损伤提供一

个潜在的靶点。
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ＭＥＫＫ１’ｓｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｉｍ
ｐａｃｔｏｆＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３ｏｎｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＥＫＫ１ｉｎｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．Ｆｕｒｔｈｅｒｌｙ，ＭＥＫＫ１ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｈｙｐｏ
ｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭＥＫＫ１ｉｓａｄｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔｏｆＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３ｐｌａｙｓａｒｏｌｅｉｎｈｙｐｏ
ｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｔｈｒｏｕｇｈＭＥＫＫ１．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３；ＭＥＫＫ１；ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　下咽癌又称为喉咽癌，是原发于舌根、会厌、梨状
窝、杓会厌皱襞、环状软骨后区、喉咽侧壁及后壁等区

域的一种病因不明的恶性肿瘤。下咽癌发病率不高，

占全身恶性肿瘤的０．５％，但５年生存率仅有２５％ ～
４０％［１２］。目前治疗方式以手术为主，辅以围手术期的

放化疗等综合治疗。导致生存率不高的主要原因是下

咽癌易出现转移，半数以上的患者早期即出现颈部淋

巴结转移。因此弄清楚下咽癌转移的发生原理及影响

转移的分子机制对于深入了解下咽癌，改善其治疗效

果、提高患者生存率有非常重要的临床意义。ＭｉｃｒｏＲ
ＮＡ是一类由内源基因编码的长度为２２个核苷酸左
右的非编码单链ＲＮＡ分子，它们在动植物中参与转录
后基因表达调控。我们已经通过研究证明，ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２０３在一些肿瘤中可以发挥抑癌微小 ＲＮＡ的作用［３］，

但其在下咽癌中的作用尤其是对下咽癌转移机制的影

响尚不清楚。本实验研究了 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３通过调控
靶基因ＭＥＫＫ１在下咽癌的转移中起的作用，对于进
一步阐明ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对下咽癌的生物学活性的影
响具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人下咽癌细胞系 Ｆａｄｕ由美国 Ｂａｙｌｏｒ医学院 ＷｅｉｗｅｎＬｏｎｇ
副教授馈赠。ｐｃＤＮＡ３ＭＥＫＫ１质粒、由美国Ｂａｙｌｏｒ医学院Ｗｅｉ
ｗｅｎＬｏｎｇ教授馈赠。相关试剂载体：ＭＥＫＫ１兔源多克隆抗体
（美国ＥｎｚｏＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ公司），βａｃｔｉｎ鼠源单克隆抗体 （美国
Ｓｉｇｍａ公司）。反转录试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。克隆质粒
ｐＭＤ１８Ｔ（日本Ｔａｋａｒａ公司）；慢病毒系统 ｐＬｅｎｔｉ６．３（美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。荧光素酶实验报告基因质粒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司）。主要仪器设备：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），

ＲＴＰＣＲ检测仪（美国ＡＢＩ公司）。

１．２　方法
１．２．１　过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的慢病毒包装　　构建含有目
的基因ｐｒｅＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的慢病毒载体，纯化提取质粒，将慢
病毒载体与包装系统共转染病毒包装细胞２９３Ｔ，培养４８～７２ｈ
后收集含有病毒的上清培养液得到慢病毒 ＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３
与Ｌｖｌｕｃ，将病毒纯化和浓缩后得到的病毒上清检测滴度，
－８０℃保存备用。
１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ检测慢病毒ＬｖＬｕｃ及ＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３转染
Ｆａｄｕ细胞后ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的表达　　用慢病毒 Ｌｖｌｕｃ与 Ｌｖ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３分别转染下咽癌细胞Ｆａｄｕ，用Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取
ＦａｄｕＬｖＬｕｃ和ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３两种细胞的 ＲＮＡ，利用
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）进行ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的
逆转录，得到的产物进行实时定量ＰＣＲ反应。
１．２．３　细胞迁移能力检测实验　　饥饿细胞１２～２４ｈ后制备
细胞悬液，调整细胞密度至５×１０５／ｍＬ。取细胞悬液１００μｌ加
入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，２４孔板下室加入６００μｌ含血清的培养基。
注意下层培养基和小室间不要产生气泡。常规培养细胞１８ｈ，
取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，弃去孔中培养液，ＰＢＳ洗 ２遍，甲醇固定
３０ｍｉｎ，将小室适当风干。０．１％结晶紫染色１５ｍｉｎ，用棉签轻
轻擦掉上层未迁移细胞，用ＰＢＳ洗３遍。显微镜下随机５个视
野观察细胞，记数。

１．２．４　利用生物信息学方法预测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３下游调控靶
分子　　在喉癌细胞中利用生物信息学分析软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、
ＭｉＲａｎｄａ和ＰｉｃＴａｒ分析ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３可能的下游靶基因，预测
ｍｉＲＮＡ种子区的结合；根据得出的分值高低，预测出相关下游
靶基因，将靶基因的３’ＵＴＲ与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３种子区序列进行
比对。

１．２．５　荧光素酶报告基因法验证 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的靶基因　
构建双荧光素酶表达载体，将希望鉴定的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３靶基
因的ＭＥＫＫ１的３’ＵＴＲ插入荧光素酶基因的３’ＵＴＲ中，得到
ｐＧＬ３ＷＴＭＥＫＫ１ＵＴＲ／ｐＧＬ３ｍｕｔＭＥＫＫ１ＵＴＲ 及 对 照 载 体
ｐＲＬＴＫ。将构建好的重组载体转染 ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３细
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胞与阴性对照ＦａｄｕＬｖＬｕｃ细胞，培养４８ｈ后检测细胞荧光素
酶的表达情况。检测方法参照ＤｕａｌＧｌｏＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ
说明书。计算分析数据。

１．３　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，采用独立样本ｔ检验进行分析，
结果以Ｐ＜０．０５认为有统计学意义。

２　结果

２．１　ｑＲＴＰＣＲ检测稳定感染ＬｖＬｕｃ及ＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ
　　　的Ｆａｄｕ细胞中ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的表达
　　用慢病毒Ｌｖｌｕｃ与ＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３分别转染下咽癌细胞
Ｆａｄｕ，得到 ＦａｄｕＬｖＬｕｃ与 ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３。ｑＲＴＰＣＲ
结果显示与阴性对照 ＦａｄｕＬｖＬｕｃ细胞相比，ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲ
ＮＡ２０３细胞的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的表达量提高了约 ３９０倍
（Ｐ＜０．０１）。说明利用慢病毒 ＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３感染 Ｆａｄｕ细
胞得到了稳定高表达ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下咽癌细胞株（图１）。
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图１　ｑＲＴＰＣＲ检测慢病毒感染的Ｆａｄｕ细胞ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３
表达量

２．２　ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对下咽癌细胞迁移能力的调控
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，在过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下咽癌细
胞ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３中，穿过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜的细胞数远远多
于对照 ＦａｄｕＬｖＬｕｃ（Ｐ＜０．０５），说明在下咽癌细胞中高表达
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３可以显著降低肿瘤细胞的迁移能力（图２）。

!

"#

$

%$

&$

'$

($

)$$

*
+
,
"
-
.
/
0
,
1
2
.
3
4
/
.
5
6
-
7
7
8

ａ：ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３细胞数；ｂ：ＦａｄｕＬｖＬｕｃ（对照）细胞
数；：与ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３细胞数比较，Ｐ＜０．０５

图２　ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测下咽癌细胞的迁移

２．３　ＭＥＫＫ１是ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下游负向调控分子
　　使用 ｍｉＲａｎｄａ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＰｉｃＴａｒ３种微小 ＲＮＡ靶基因预
测软件，通过分析得出 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的潜在可能靶基因
ＭＥＫＫ１。结合 ＫＥＧＧ数据库，将 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３与 ＭＥＫＫ１的
３’ＵＴＲ区进行同源互补分析，图３所示两者有明显的种子区互
补的假想位点，说明ＭＥＫＫ１有可能是ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下游靶
基因之一，同时在报告基因中对 ＭＥＫＫ１成功进行了单点突变
的载体构建。

ＷＴＭＥＫＫ１：野生型ＭＥＫＫ１序列；ＭｕｔＭＥＫＫ１：ＭＥＫＫ１点突变
序列

图３　ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３序列与ＭＥＫＫ１３’ＵＴＲ序列相关性分析

２．４　下咽癌细胞高表达ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３后ＭＥＫＫ１蛋
　　　白表达的变化
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与ｑＲＴＰＣＲ结果显示，在下咽癌细胞中高表
达ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３后ＭＥＫＫ１的蛋白表达水平（图４）及 ｍＲＮＡ
表达水平（图５）均有显著下降（Ｐ＜０．０５），提示 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３
可通过结合ＭＥＫＫ１３’ＵＴＲ发挥转录后基因沉默作用，通过加
速降解ＭＥＫＫ１ｍＲＮＡ来降低ＭＥＫＫ１蛋白的表达。
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ａ：阴性对照ＦａｄｕＬｖＬｕｃ细胞；ｂ：高表达ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的Ｆａｄｕ
ＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３细胞
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下咽癌细胞

中ＭＥＫＫ１的蛋白表达
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ａ：阴性对照 ＦａｄｕＬｖＬｕｃ细胞；ｂ：高表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的
ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３细胞；：与阴性对照 ＦａｄｕＬｖＬｕｃ细胞
比较，Ｐ＜０．０５

图５　ｑＲＴＰＣＲ检测过表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的下咽癌细胞中

ＭＥＫＫ１的 ｍＲＮＡ表达量
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２．５　双荧光素酶检测ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对ＭＥＫＫ１有抑
　　　制作用
　　本实验结果显示，在下咽癌细胞Ｆａｄｕ中转染ＭＥＫＫ１萤光
素酶表达载体后，在高表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的 Ｆａｄｕ细胞（图６）
中，ＭＥＫＫ１的荧光素酶活性大大降低，是正常下咽癌细胞
（图６）的６５％。但我们将 ＭＥＫＫ１进行突变后，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３
的表达对ＭＥＫＫ１的荧光素酶活性则无影响。提示 ＭＥＫＫ１可
能是ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的一个下游调控靶分子，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３与
ＭＥＫＫ１的３’ＵＴＲ结合后对它进行负性调控。
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ａ：阴性对照 ＦａｄｕＬｖＬｕｃ细胞；ｂ：高表达 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的
ＦａｄｕＬｖＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３细胞
图６　双荧光素酶报告基因实验检测 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对

ＭＥＫＫ１的作用

３　讨论

　　近年来，伴随对人类基因组结构与功能的进一步
深入探析，科学家们发现在基因组的转录产物中存在

一类长度约为 １９～２５ｎｔ的小核酸类物质微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ），它可以通过结合与自身序列部
分碱基互补匹配的ｍＲＮＡ分子，通过抑制其翻译或降
解ｍＲＮＡ自身达到转录后基因沉默的调节功能，已知
的ＭｉｃｒｏＲＮＡ已经超过千种［４］。众多研究［５１４］表明

ＭｉｃｒｏＲＮＡ与肿瘤发生发展密切相关。以 ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２０３为例，研究发现 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３在宫颈癌等许多恶
性肿瘤中高表达，表现出癌基因的作用［５６］，然而在肝

癌等另一部分肿瘤中，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３又被发现起到抑
癌基因的作用［７１４］。因此，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３在不同类型
的肿瘤中起到怎样的作用，需要更加深入地研究。我

们的前期实验结果显示，慢病毒介导过表达 ＭｉｃｒｏＲ
ＮＡ２０３明显抑制了头颈肿瘤细胞的增殖能力及细胞
周期进展速率［３］，其通过结合 ｓｕｒｖｉｖｉｎ３’ＵＴＲ发挥转
录后基因沉默的作用，抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ在头颈肿瘤细胞
中的表达，进而影响对细胞存活及增殖的生物学效应。

由此我们相信，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３在头颈肿瘤的发生发展
及转归中很可能是一个重要的功能分子和预后评价指

标。本实验进一步研究了 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对下咽癌细
胞转移能力的影响，证明 ＭＥＫＫ１为 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３的
有效下游靶基因，有可能通过ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３对其的抑
制发挥着调控下咽癌转移能力的作用。ＭＥＫＫ１是

ＭＡＰＫ信号转导通路中的结点位置，其生物学作用与
肿瘤的增殖、迁移、运动、侵袭等密切相关［１５］。虽然

ＭＥＫＫ１在肿瘤的生物学活动中起到十分重要的作用，
但目前还没有有效的 ＭＥＫＫ１抑制剂上市，因此深入
研究ＭＥＫＫ１在信号转导通路中的的作用机制，寻找
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０３等直接作用于 ＭＥＫＫ１的可靠抑制剂，
对于肿瘤的特异性治疗具有重要意义。
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