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miR-519e-5p靶向 ANXA5对脊索瘤 U-CH1细胞生物学行为的影响

李 轶 1，黄小平 2，王　玮 3　（1. 西安市第九医院血管介入科，陕西 西安 710054；2. 西安市第九医院消化内科，陕西 西安 
710054；3. 西安市第九医院肿瘤血液科，陕西 西安 710054）

［摘 要］　目的　探讨miR-519e-5p靶向膜联蛋白A5（ANXA5）对脊索瘤U-CH1细胞生物学行为的影响。方法　以 qRT-PCR
测定人脊索瘤组织和癌旁组织中miR-519e-5p和ANXA5的表达。体外培养U-CH1细胞，并分为miR-519e-5p mimics组、miR-519e-5p 
mimics阴性对照+空载组、miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组、对照组。平板集落形成实验、MTT实验检测各组U-CH1细胞增殖；

流式细胞术检测各组 U-CH1 细胞凋亡；划痕实验、Transwell 实验分别检测各组 U-CH1 细胞迁移与侵袭；Western blot 检测各组

U-CH1 细胞 ANXA5 蛋白、凋亡相关蛋白（Bcl-2、Bax）及迁移上皮-间充质转化相关蛋白（Claudin-1、Vimentin、E-cadherin）表达；

qRT-PCR 法检测各组 U-CH1 细胞 miR-519e-5p 及 ANXA5 mRNA 表达；双荧光素酶报告基因实验检验 miR-519e-5p 与 ANXA5 在

U-CH1细胞中的相互作用。结果　与癌旁组织相比，脊索瘤组织miR-519e-5p表达降低（P<0. 05），ANXA5 mRNA表达升高（P<0. 05）。
与对照组相比，miR-519e-5p mimics组细胞增殖率、集落生成率、迁移率、侵袭数、ANXA5 mRNA及ANXA5、Bcl-2、Claudin-1、Vimentin
蛋白表达降低（P<0. 05），miR-519e-5p mRNA 表达、凋亡率及 Bax、E-cadherin 蛋白表达增高（P<0. 05）。与 miR-519e-5p mimics 组相

比，miR-519e-5p mimics+ANXA5 过表达组细胞集落生成率、增殖率、侵袭数、迁移率、ANXA5 mRNA 及 ANXA5、Bcl-2、Vimentin、
Claudin-1 蛋白表达升高（P<0. 05），凋亡率及 Bax、E-cadherin 蛋白表达下降（P<0. 05）。miR-519e-5p 可靶向下调 U-CH1 细胞中

ANXA5表达。结论　miR-519e-5p通过靶向抑制ANXA5表达降低脊索瘤U-CH1细胞迁移、增殖和侵袭活力，促进其凋亡。
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Effect of miR-519e-5p targeting ANXA5 on the biological behavior of chordoma U-CH1 cells
LI Yi1，HUANG Xiao-ping2，WANG Wei2　（1.Department of Vascular Intervention， Xi'an Ninth Hospital， Xi'an Shaanxi 710054， 
China；2.Department of Gastroenterology，Xi'an Ninth Hospital，Xi'an Shaanxi 710054，China； 3.Department of Oncology and Hematology， 
Xi'an Ninth Hospital， Xi'an Shaanxi 710054， China）

Abstract: Objective　To investigate the effect of miR-519e-5p targeting Annexin A5 （ANXA5） on the biological behavior of chordoma 
U-CH1 cells. Methods　The expressions of miR-519e-5p and ANXA5 in human chordoma tissues and adjacent tissues were detected by 
qRT-PCR.  U-CH1 cells were cultured in vitro and divided into miR-519e-5p mimics group， miR-519e-5p mimics negative control + empty 
vector group， miR-519e-5p mimics + ANXA5 overexpression group， and control group.  The proliferation of U-CH1 cells in each group was 
detected by plate colony formation assay and MTT assay； flow cytometry was used to detect the apoptosis of U-CH1 cells in each group； the 
migration and invasion of U-CH1 cells in each group were detected by scratch would healing assay and Transwell assay respectively； the 
expression of ANXA5 protein， apoptosis-related proteins （Bcl-2， Bax） and migration epithelial-mesenchymal transition-related proteins 
（Claudin-1， Vimentin， E-cadherin） of U-CH1 cells in each group were detected by Western blot； the expression of miR-519e-5p and 
ANXA5 mRNA of U-CH1 cells in each group was detected by qRT-PCR； and the interaction between miR-519e-5p and ANXA5 in U-CH1 
cells was examined by dual-luciferase reporter gene assay. Results　Compared with the adjacent tissues， the expression of miR-519e-5p in 
chordoma tissues decreased （P<0. 05）， and the expression of ANXA5 mRNA increased （P<0. 05）.  Compared with the control group， the 
cell proliferation rate，colony formation rate， migration rate，invasion number，expressions of ANXA5 mRNA and ANXA5，Bcl-2，Claudin-1， 
and Vimentin proteins in the miR-519e-5p mimics group decreased （P<0. 05）， the expression of miR-519e-5p mRNA， the apoptosis rate， 
and the expression of Bax and E-cadherin proteins increased （P<0. 05）.  Compared with the miR-519e-5p mimics group， the colony 
formation rate， cell proliferation rate， invasion number， migration rate， expressions of ANXA5 mRNA and ANXA5， Bcl-2， Vimentin，and 
Claudin-1 proteins in the miR-519e-5p mimics+ANXA5 overexpression group increased（P<0. 05）， and the apoptosis rate， the expression of 
Bax and E-cadherin proteins decreased （P<0. 05）.  MiR-519e-5p can target and down-regulate the expression of ANXA5 in U-CH1 cells.
Conclusion　MiR-519e-5p reduces the migration， proliferation and invasion viability of chordoma U-CH1 cells， and promotes apoptosis by 
targeting the inhibition of ANXA5 expression.
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脊索瘤是起源于胚胎时期脊索残存组织的骨肿

瘤，起病隐匿，确诊时往往已发展到后期，具有局部侵

袭性及高复发性，对放化疗均不敏感，手术难以完整

切除，患者大多预后不佳[1-3]。miR-519 是具有抗癌作

用的微小RNA分子，miR-519e-5p属于miR-519家族成

员，与 miR-519 作用相似，过表达 miR-519e-5p 可抑制

宫颈癌[4-6]。但目前 miR-519e-5p在脊索瘤中的作用及

机制尚不清楚。通过检索 Starbase数据库发现膜联蛋

白 A5（Annexin A5，ANXA5）是 miR-519e-5p 的潜在靶

点。ANXA5作为一种调控癌细胞膜修复、凋亡、迁移

和侵袭过程的重要蛋白，在侵袭性癌细胞中高度表

达，沉默 ANXA5可导致癌细胞死亡，发挥抑制肿瘤生

长及转移的作用[7-8]。本研究通过观察 miR-519e-5p在

人脊索瘤组织中的表达，探讨 miR-519e-5p 与其下游

潜在靶点 ANXA5对人脊索瘤 U-CH1细胞恶性生物学

行为的影响，为脊索瘤患者提供可能的治疗靶点。

1　材料与方法

1. 1　试剂与仪器

人脊索瘤细胞 U-CH1（上海钦诚生物公司）；MTT
细 胞 增 殖 检 测 试 剂 盒 、TRIzol 试 剂 、miR-519e-5p 
inhibitor 及其阴性对照、miR-519e-5p mimics 及其阴性

对照、一步法反转录荧光定量试剂盒、突变型 ANXA5 
3'-UTR报告质粒、野生型ANXA5 3'-UTR报告质粒（上

海生工生物公司）；Annexin V-FITC/PI双染细胞凋亡检

测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；兔抗人ANXA5、
E-cadherin、Bcl-2、Bax、Claudin-1、Vimentin、β-actin一抗

（上海碧云天生物技术有限公司）；双荧光素酶报告基

因检测试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）。

Attune NxT 流式细胞仪（赛默飞世尔科技有限公

司）；ML41 倒置生物光学显微镜（广州市明美光电技

术有限公司）；荧光定量 PCR仪（型号MA-688，济南泰

医生物技术有限公司）；酶标仪（型号 Elx800，美国伯

乐公司）。

1. 2　qRT-PCR 检测人脊索瘤组织中 miR-519e-5p 和

ANXA5表达

选取本院 2020 年 1 月至 2022 年 4 月收治的脊索

瘤患者 9例，取其手术切除的骶骨脊索瘤组织和癌旁

组织，通过病理检查确诊为脊索瘤。本研究经本院伦

理委员会批准（伦理批号：2019-1061），患者均签署对

本研究的知情同意书。采用TRIzol提取组织和细胞总

RNA，通过一步法进行反转录及 qRT-PCR 反应，采用

2-ΔΔCt法分析miR-519e-5p和ANXA5的相对表达，以U6
为 miR-519e-5p 内参，以 GAPDH 为 ANXA5 内参，基因

引物序列见表1。

1. 3　细胞培养及分组

将人脊索瘤U-CH1细胞解冻后以RPMI 1640培养

基（加入 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素）复苏培养，传

代后接种在 24孔板中，分为miR-519e-5p mimics组（转

染 miR-519e-5p mimics）、miR-519e-5p mimics 阴性对

照+空载组（转染miR-519e-5p mimics阴性对照和空载

质粒）、miR-519e-5p mimics+ANXA5 过表达组（转染

miR-519e-5p mimics和ANXA5过表达质粒）和对照组。

对照组细胞正常培养，其余各组细胞分别转染上述质

粒，具体步骤参照脂质体 2000 说明书操作，转染 24 h
后，收集各组细胞。

1. 4　细胞增殖检测

平板集落形成实验：U-CH1 细胞接种在 6 孔板中

（50个/孔），24 h后依据 1. 3的分组处理 24 h，弃去旧培

养基，添加新 RPMI 1640 培养基培养 3 周，集落形成

后，经固定、结晶紫染色，并用光学显微镜计数大于

50 个细胞的集落数。集落生成率=转染组细胞集落

数/对照组细胞集落数×100%。

MTT 实验：U-CH1 细胞传代后接种在 96 孔板中

（5 000 个/孔），培养 24 h 后遵照 1. 3 中方法分组处理

24 h，每孔中加入MTT工作液，培养2 h后，每孔加入200 μL
二甲基亚砜，用酶标仪测量吸光值，计算细胞增殖率。

细胞增殖率=转染组吸光值/对照组吸光值×100%。

1. 5　细胞凋亡检测

取 1. 3 中各组 U-CH1 细胞，PBS 洗涤、重悬后计

数，每组取出约含 1×105个细胞的细胞悬液，以 1 000 g
离心 5 min 后加入 PBS 混匀，通过 Annexin V-FITC/PI
双染法检测各组细胞凋亡率。

1. 6　细胞迁移检测

取 1. 3 中分组处理 24 h 的 U-CH1 细胞，每组取

1×105个细胞分别接种在 24 孔板中培养，待细胞铺满

孔底后，以 1 mL无菌枪头于每孔中央划线，洗去多余

细胞，再培养 24 h，用光学显微镜和 Image J 软件观察

和分析划痕宽度（记为L0 h），继续培养细胞 24 h后再次

定量划痕宽度（记为L24 h），计算迁移率。迁移率=（L0 h-
L24 h）/L0 h×100%。

表1　基因引物序列

引物

miR-519e-5p

U6

ANXA5

GAPDH

方向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

序列（5'-3'）
CACATTGCTTACACCATTAGGC
TTCATTCTGATTTAGTAGGCTG
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTTGCGT
CTCTGTTTGGCAGGGACCTT
GGCATCGTAGAGTCGTGAGG
AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC
TCCACCACCCAGTTGCTGTA
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1. 7　细胞侵袭检测

收集 U-CH1 细胞，以 1×105个/孔接种于包被基质

胶的 Transwell 上室，将含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640
培养基加入下室，24 h后，4%多聚甲醛固定细胞，结晶

紫染色，光学显微镜下计数侵袭细胞数。

1. 8　Western blot检测各组细胞相关蛋白表达

RIPA 裂解液提取各组细胞总蛋白，测定其浓度

后，每组取 20 μg 总蛋白跑电泳分离，并转膜，脱脂牛

奶封闭后，将膜与一抗Bax、Bcl-2、Claudin-1、Vimentin、
E-cadherin、ANXA5及内参β-actin孵育过夜，分别孵育

山羊抗兔二抗后，显影，Image J 软件分析各蛋白条带

灰度值，计算其表达量。

1. 9　双荧光素酶报告基因检测

U-CH1细胞接种至 24孔板中，24 h后分别将野生

型ANXA5 3'-UTR报告质粒、突变型ANXA5 3'-UTR报

告质粒与 miR-519e-5p mimics 及其阴性对照共转染，

24 h后测量荧光素酶活性。

1. 10　统计分析

采用 GraphPad Prism 8. 0 软件进行统计分析，计

量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，采用 t检验比较两组

间差异；采用单因素方差分析和 SNK-q检验比较多组

间差异。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　miR-519e-5p 和 ANXA5 在人脊索瘤组织和癌旁

组织中的表达

HE染色证实，在光学显微镜下，脊索瘤组织由中

等大小的条索状和簇状肿瘤细胞组成，显示出典型的

气泡状细胞，细胞质丰富，胞核含空泡状，见图 1。与

癌旁组织相比，脊索瘤组织 miR-519e-5p 表达降低

（P<0. 05），ANXA5表达升高（P<0. 05），见表2。

2. 2　各组U-CH1细胞增殖与凋亡比较

与对照组相比，miR-519e-5p mimics 组细胞集落

生成率、增殖率下降，凋亡率增加（P<0. 05），miR-519e-5p 
mimics 阴性对照+空载组上述各指标无明显差异

（P>0. 05）；与miR-519e-5p mimics组相比，miR-519e-5p 
mimics+ANXA5 过表达组细胞增殖率、集落生成率升

高（P<0. 05），凋亡率降低（P<0. 05），见表3及图2、3。

2. 3　各组U-CH1细胞迁移和侵袭比较

与对照组相比，miR-519e-5p mimics 组细胞侵袭

数、迁移率下降（P<0. 05），miR-519e-5p mimics阴性对

照+空载组细胞迁移率、侵袭数无明显差异（P>0. 05）；

与 miR-519e-5p mimics 组相比，miR-519e-5p mimics+
ANXA5 过表达组上述指标增加（P<0. 05），见图 4、5
及表4。

图1　脊索瘤肿瘤组织和癌旁组织的HE染色（×200）

表 2　miR-519e-5p和 ANXA5在人脊索瘤组织和癌旁组织中

的表达（x̄±s）
组别

癌旁组织

脊索瘤组织

miR-519e-5p
1. 00±0. 11
0. 32±0. 05*

ANXA5
0. 99±0. 15
2. 07±0. 23*

*：与癌旁组织相比，P<0. 05

表3　各组U-CH1细胞增殖率、集落生成率与凋亡率（x̄±s，%）

组别

对照组

miR-519e-5p mimics组
miR-519e-5p mimics阴性
对照+空载组

miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

增殖率

100. 00±0. 00
39. 87±5. 68*

94. 25±13. 52

90. 63±17. 92#

集落生成率

100. 00±0. 00
42. 59±7. 15*

96. 54±18. 32

93. 42±16. 83#

凋亡率

4. 64±1. 07
63. 14±9. 48*

5. 30±1. 34

7. 92±2. 01#

*：与对照组相比，P<0. 05；#：与 miR-519e-5p mimics 组相比，
P<0. 05

图2　结晶紫染色测定各组U-CH1细胞集落生成（×200）
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2. 4　各组 U-CH1 细胞凋亡及上皮-间充质转化相关

蛋白表达比较

与对照组相比，miR-519e-5p mimics 组 Claudin-1、
Bcl-2、Vimentin 蛋白表达下降，Bax、E-cadherin 蛋白表

达升高（P<0. 05），miR-519e-5p mimics阴性对照+空载

组各蛋白表达无明显差异（P>0. 05）。与 miR-519e-5p 
mimics组相比，miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

上述蛋白均相反表达（P<0. 05），见表5、图6。
2. 5　各组 U-CH1 细胞 miR-519e-5p 和 ANXA5 表达

比较

与对照组相比，miR-519e-5p mimics组miR-519e-5p 
mRNA表达水平升高（P<0. 05），ANXA5 mRNA及蛋白

表达下降（P<0. 05），miR-519e-5p mimics阴性对照+空
载组细胞 miR-519e-5p mRNA、ANXA5 mRNA 及蛋白

表 达 水 平 无 明 显 差 异（P>0. 05）。 与 miR-519e-5p 

图3　流式细胞术检测各组U-CH1细胞凋亡

图4　划痕实验测定各组U-CH1细胞迁移（×100）

图5　Transwell实验检测各组U-CH1细胞侵袭（×200）
表4　各组U-CH1细胞迁移率、侵袭数（x̄±s）

组别

对照组

miR-519e-5p mimics组
miR-519e-5p mimics阴性对照+空载组

miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

迁移率（%）

85. 01±13. 25
24. 96±5. 12*

86. 12±15. 63
76. 87±12. 49#

侵袭数（个）

252. 36±35. 82
85. 76±19. 63*

244. 85±32. 74
238. 24±41. 23#

*：与对照组相比，P<0. 05；#：与 miR-519e-5p mimics 组相比，
P<0. 05
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mimics 组相比，miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

细 胞 miR-519e-5p mRNA 表 达 水 平 无 显 著 差 异

（P>0. 05），ANXA5 mRNA 及蛋白表达增加（P<0. 05），

见图7、表6。

2. 6　miR-519e-5p 与 ANXA5 在 U-CH1 细胞中的靶向

作用

Starbase数据库显示，miR-519e-5p和ANXA5有作

用位点（图 8）。与 ANXA5 野生+miR-519e-5p mimics
阴性对照组比较，ANXA5野生+miR-519e-5p mimics组
相对荧光素酶活性下降（P<0. 05）；ANXA5突变+miR-

519e-5p mimics阴性对照组与ANXA5突变+miR-519e-5p 
mimics 组相对荧光素酶活性差异无统计学意义

（P>0. 05），见表7。

3　讨论

手术切除是治疗脊索瘤的首选方式，但患者就诊

时大多已发生转移，手术难以完全清除肿瘤组织，复

发率极高，预后差，因此，探究脊索瘤有关的致病机

制，开发更有效的疗法具有重要临床价值[9]。

miR-519表达异常与乳腺癌[10]、胰腺癌[11]等肿瘤的

发生发展有关，过表达miR-519可发挥肿瘤抑制作用。

miR-519e-5p 作 为 miR-519 的 家 族 成 员 之 一 ，与

miR-519功能相似，也具有明显抗癌活性[5-6]。据报道，

miR-519e-5p过表达可诱导甲状腺癌细胞凋亡，抑制细

胞侵袭、迁移和增殖[12]。本研究结果显示，上调U-CH1
细胞 miR-519e-5p 表达可降低细胞集落生成率、增殖

率、Bcl-2蛋白表达，增加细胞凋亡率和Bax蛋白表达，

与李轶等[13]的研究结果一致，表明过表达miR-519e-5p
可促进 U-CH1 细胞凋亡，降低其增殖活性。上皮-间
充质转 化 是 肿 瘤 迁 移 、侵 袭 的 关 键 生 物 过 程 ，

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin和Claudin-1是其主要

标志蛋白，在脊索瘤的体内转移中发挥着主要作

用[14-15]。本研究发现，上调 miR-519e-5p 后，U-CH1 细

胞侵袭数、迁移率及 Claudin-1、Vimentin 蛋白表达下

降，E-cadherin 蛋白表达增高，表明 miR-519e-5p 过表

表5　各组U-CH1细胞Bcl-2、Bax、Claudin-1、Vimentin、E-cadherin蛋白相对表达水平（x̄±s）
组别

对照组

miR-519e-5p mimics组
miR-519e-5p mimics阴性对照+空载组

miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

Bcl-2
0. 68±0. 08
0. 22±0. 03*

0. 69±0. 10
0. 63±0. 07#

Bax
0. 30±0. 05
0. 76±0. 09*

0. 31±0. 06
0. 34±0. 04#

Claudin-1
1. 01±0. 20
0. 38±0. 08*

0. 97±0. 15
0. 95±0. 22#

Vimentin
0. 98±0. 18
0. 35±0. 05*

0. 99±0. 16
0. 93±0. 19#

E-cadherin
0. 51±0. 11
1. 14±0. 20*

0. 52±0. 09
0. 56±0. 08#

*：与对照组相比，P<0. 05；#：与miR-519e-5p mimics组相比，P<0. 05
表 6　各组 U-CH1 细胞 miR-519e-5p、ANXA5 mRNA 及蛋白

相对表达水平（x̄±s）
组别

对照组

miR-519e-5p mimics组
miR-519e-5p mimics阴
性对照+空载组

miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

miR-519e-5p mRNA
1. 03±0. 14
1. 86±0. 22*

1. 01±0. 12
1. 85±0. 14

ANXA5 mRNA
1. 04±0. 15
0. 42±0. 06*

1. 05±0. 17
0. 97±0. 18#

ANXA5
0. 82±0. 13
0. 27±0. 08*

0. 84±0. 14
0. 78±0. 11#

*：与对照组相比，P<0. 05；#：与 miR-519e-5p mimics 组相比，
P<0. 05

图8　miR-519e-5p和ANXA5之间的结合位点

表7　各组U-CH1细胞相对荧光素酶活性值（x̄±s）
组别

ANXA5野生+miR-519e-5p mimics阴性对照组

ANXA5野生+miR-519e-5p mimics组
ANXA5突变+miR-519e-5p mimics阴性对照组

ANXA5突变+miR-519e-5p mimics组

相对荧光素酶活性

1. 03±0. 13
0. 34±0. 06*

1. 02±0. 14
0. 99±0. 18

*：与ANXA5野生+miR-519e-5p mimics阴性对照组比较，P<0. 05

A：对照组；B：miR-519e-5p mimics 组；C：miR-519e-5p mimics 阴

性对照+空载组；D：miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

图 6　Western blot测定各组U-CH1细胞凋亡及上皮-间充质

转化相关蛋白表达

A：对照组；B：miR-519e-5p mimics 组；C：miR-519e-5p mimics 阴

性对照+空载组；D：miR-519e-5p mimics+ANXA5过表达组

图7　Western blot检测各组U-CH1细胞ANXA5蛋白表达
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达可抑制U-CH1细胞侵袭、迁移及上皮-间充质转化，

提示miR-519e-5p在脊索瘤中发挥抗癌作用。

作为一种膜修复蛋白，ANXA5在肿瘤产生及转移

过程中起到重要调控作用[16-17]。本研究通过生物信息

学分析发现 ANXA5可能是 miR-519e-5p的下游靶点，

双荧光素酶报告基因实验证实 miR-519e-5p可靶向调

节ANXA5表达，推测ANXA5参与miR-519e-5p对脊索

瘤U-CH1细胞增殖、迁移和侵袭等生物学行为的调控

过程。为了验证此推测，本文以 miR-519e-5p mimics
和 ANXA5 过表达质粒联合处理 U-CH1 细胞，结果显

示，过表达ANXA5可减弱miR-519e-5p的促凋亡活性，

拮抗其对脊索瘤U-CH1细胞增殖、迁移、侵袭和上皮-
间充质转化的抑制作用，提示 miR-519e-5p 抑制脊索

瘤 U-CH1细胞的生物学行为是通过靶向下调 ANXA5
实现的。

总之，miR-519e-5p 可靶向抑制 ANXA5 表达诱导

脊索瘤 U-CH1 细胞凋亡，并抑制迁移、侵袭和增殖。

本研究为脊索瘤有关致病机制的阐明提供了新的理

论依据，并为其分子靶向治疗提供了新的候选作用靶

点，其具体分子机制会在后续研究中进行深入探讨。
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