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　　［摘　要］　目的：探究微小ＲＮＡ１２８３ｐ（ｍｉＲ１２８３ｐ）对人黑色素瘤Ａ３７５细胞增殖、侵袭和上皮间充质转化
的作用及其机制。方法：用ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ和／或转录因子４（ＴＣＦ４）表达质粒ｐｃＤＮＡＴＣＦ４（ｐｃＴＣＦ４）转染Ａ３７５细
胞，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１２８３ｐ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＴＣＦ４的表达，萤光素酶报告实验证明 ｍｉＲ１２８３ｐ和
ＴＣＦ４的靶向关系；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞的侵袭能力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测上皮标志蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和间充质标志蛋白
ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达及ＴＣＦ４下游靶分子 ｃｙｃｌｉｎＤ和 ｃＭｙｃ的蛋白表达水平。结果：过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ能显著抑制
ＴＣＦ４的表达（Ｐ＜００１），而转染 ｐｃＴＣＦ４能明显减弱 ｍｉＲ１２８３ｐ对 ＴＣＦ４表达的抑制作用，ｍｉＲ１２８３ｐ能显著减
弱ＴＣＦ４野生型质粒的萤光素酶活性（Ｐ＜００１）；ｍｉＲ１２８３ｐ能显著抑制Ａ３７５细胞增殖（Ｐ＜００１），显著减少侵袭
细胞数（Ｐ＜００１）；除此之外，ｍｉＲ１２８３ｐ还能显著降低ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｃｙｃｌｉｎＤ和ｃＭｙｃ的表达水平（Ｐ＜００１），显著升
高Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｐ＜００１）的表达水平。结论：ｍｉＲ１２８３ｐ能抑制黑色素瘤 Ａ３７５细胞的增殖、侵袭和上皮间充质转
化，作用机制与靶向ＴＣＦ４及抑制其下游靶基因的表达有关。
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　　黑色素瘤是一种恶性程度很高的肿瘤，是最致
命的皮肤癌，其２年生成率为１５％，５年生成率仅为
５％。病理研究表明，黑色素瘤内有很多免疫细胞，
可以据此开发针对免疫系统的治疗药物。近年来，

利用人体自身免疫系统靶向治疗的方法已初见成

效［１３］。研究表明，机体内各种肿瘤都存在对应的原

癌基因和抑癌基因，原癌基因被激活、抑癌基因被抑

制与肿瘤的发生有直接关系［４］。研究表明，微小

ＲＮＡ１２８３ｐ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２８３ｐ，ｍｉＲ１２８３ｐ）可以通
过靶向抑癌基因抑制 Ｔ淋巴细胞白血病、肝癌细胞
和神经胶质瘤的增殖，其低表达可能提示患者的不

良预后［５８］。Ｗｎｔ信号通路通常与机体器官发生相
关，转录因子４（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＴＣＦ４）是其重要
调节蛋白，高表达ＴＣＦ４可异常激活该通路使βｃａｔｅ
ｎｉｎ转移到细胞核内，竞争性结合 ＴＣＦ４，形成 βｃａｔｅ
ｎｉｎ／ＴＣＦ４复合物，与此同时聚集且激活 ＴＣＦ４下游
的转录因子，最终导致细胞异常增殖和肿瘤发

生［９１２］。本文以人黑色素瘤 Ａ３７５细胞为研究对象，
探究高表达 ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素瘤 Ａ３７５细胞增
殖、侵袭和上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的调控作用及其作用机制。

材　料　和　方　法

１　试剂与仪器
　　ＤＭＥＭ细胞培养液、０２５％胰酶和胎牛血清均
购自 Ｇｉｂｃｏ；ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ和 ｐｃＤＮＡＴＣＦ４（ｐｃ
ＴＣＦ４）由上海吉玛生物设计合成；Ｌｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、反转录试剂盒和荧光定
量试剂盒购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；Ｉ抗和 ＩＩ抗均购自 Ａｂ
ｃａｍ；ＲＩＰＡ裂解液购自 Ｓｉｇｍａ；ＢＣＡ试剂盒购自碧云
天生物科技公司；ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔ报告基因
试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ；ＥｄＵ试剂盒购自广州锐博生物
有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｉｏｇｅｎ。
　　ＰＣＲ仪、电泳仪及半干转膜仪均购自美国伯乐
公司；ＧｅｌＶｉｅｗ６０００化学发光凝胶成像系统购自广
州云星仪器有限公司。

２　方法
２．１　细胞培养　人恶性黑色素瘤Ａ３７５细胞株购自
中国医学科学院基础医学研究所细胞中心。用含有

１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中培养，根据细胞生长情况，融合率达到８５％
以上进行传代培养。

２．２　细胞转染　将细胞传代培养于１２孔板中，用
培养液将细胞密度调整为１×１０９／Ｌ，每孔接种１ｍＬ
细胞悬液。将培养板置于上述培养条件下培养２４ｈ

后，根据转染试剂盒说明书采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
将ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ和／或ｐｃＴＣＦ４转染到Ａ３７５细胞，
转染４ｈ后更换正常培养液继续培养，４８ｈ后进行相
关检测。

２．３　ＲＴｑＰＣＲ　将细胞随机分为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组和
ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组。ｃｏｎｔｒｏｌ组加入正常细胞培养液
进行培养，ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组加入含有ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ
的转染液进行培养。４８ｈ后用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞
ＲＮＡ，用反转录试剂盒合成 ｍｉＲ１２８３ｐ的 ｃＤＮＡ，进
行ＰＣＲ扩增后，根据荧光定量 ＰＣＲ试剂盒对 ｃＤＮＡ
进行检测，以ＧＡＰＤＨ为内参照。实验所用引物由上
海生工设计合成。ｍｉＲ１２８３ｐ上游引物序列为５’
ＵＣＡＣＡＧＵＧＡＡＣＣＧＧＵＣＵＣＵＵＵ３’，下游引物序列为
５’ＡＧＡＧＡＣＣＧＧＵＵＣＡＣＵＧＵＧＡＵＵ３’；ＧＡＰＤＨ的上
游引物序列为 ５’ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ３’，
下游引物序列为５’ＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧ３’。
２．４　萤光素酶报告基因实验　首先，通过生物信息
预测 ＴＣＦ４在 ｍｉＲ１２８３ｐ上的结合位点，并对结合
位点片段进行扩增。随后将扩增片段插入 ｐｃＤＮＡ
载体上，构建ＴＣＦ４野生型质粒。利用基因位点突变
技术将结合位点片段中部分核苷酸突变，构建 ＴＣＦ４
突变型质粒。用ＴＣＦ４野生型质粒或ＴＣＦ４突变型质
粒和ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ对 Ａ３７５细胞进行共转染，根据
ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔ报告基因试剂盒说明书检
测各组萤光素酶活性。

２．５　ＥｄＵ染色检测细胞增殖　取第３代 Ａ３７５细
胞，接种于９６孔板内，每孔接种２×１０７／Ｌ细胞悬液
２００μＬ，细胞贴壁后，换终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＥｄＵ
培养液，孵育 ４８ｈ，每组设 ３个重复孔。弃去培养
液，ＰＢＳ清洗，多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，按照说明书加
入Ａｐｏｌｌｏ染色反应液３０ｍｉｎ后，再加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ染
色反应液３０ｍｉｎ，最后用 ＰＢＳ清洗１遍。每组每个
孔随机取 ３个视野在荧光显微镜下观察计数并拍
照。ＥｄＵ阳性细胞在绿光激发下发红色荧光，
Ｈｏｅｃｈｓｔ阳性细胞在紫外光激发下发蓝色荧光。ＥｄＵ
阳性细胞标记率（％）＝发红色荧光细胞数／发蓝色
荧光细胞数×１００％。
２．６　细胞侵袭实验　将转染后细胞传代接种于提
前用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上层，细胞密度
为４×１０８／Ｌ，用不含胎牛血清的培养液培养，Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室下层则加入正常细胞培养液。连续培养
４８ｈ后用无菌棉签拭去小室上层细胞，用结晶紫将
迁移至小室下层的 Ａ３７５细胞染色，每组随机选取５
个视野对染色细胞进行基数统计。实验至少重复３
次，每组６个复孔。
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２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　将细胞随机分为 ｃｏｎｔｒｏｌ
组、ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组、ｐｃＴＣＦ４组和 ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ
＋ｐｃＴＣＦ４（ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４）组，用 ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ
和／或ｐｃＴＣＦ４转染Ａ３７５细胞后，用ＲＩＰＡ蛋白裂解
液于冰上提取各组细胞总蛋白，用 ＢＣＡ试剂盒检测
各组蛋白浓度并调平。每组取等量蛋白质用 １２％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白后，转移蛋白质到 ＰＶＤＦ膜。用
５％脱脂牛奶室温封闭蛋白质２ｈ，以１∶１０００的浓
度加入抗 ＴＣＦ４、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｃｙｃｌｉｎＤ和 ｃ
Ｍｙｃ的Ｉ抗，４℃孵育过夜。第２天弃去Ｉ抗，用缓冲
液清洗ＰＶＤＦ膜后，加入ＩＩ抗，室温封闭１ｈ后，滴加
ＥＣＬ于暗室曝光显影。以ＧＡＰＤＨ为内参照。
３　统计学处理
　　用统计软件 ＳＰＳＳ１９０对所有实验数据进行统

计分析，组间差异采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）进行检验。实验结果以均数 ±标准差
（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

结　　果

１　ｍｉＲ１２８３ｐ与ＴＣＦ４的靶向关系
　　生物信息预测结果显示，ｍｉＲ１２８３ｐ序列上存
在连续的ＴＣＦ４结合位点，见图１Ａ。同时，采用萤光
素酶报告实验进一步确定了 ｍｉＲ１２８３ｐ和 ＴＣＦ４的
靶向关系。实验结果显示 ｍｉＲ１２８３ｐ能显著降低
ＴＣＦ４野生型质粒的萤光素酶活性（Ｐ＜００１），当
ＴＣＦ４上结合位点突变后，ｍｉＲ１２８３ｐ对 ＴＣＦ４质粒
萤光素酶活性的抑制作用消失，见图１Ｄ。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ１２８３ｐａｎｄＴＣＦ４．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝９．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓｐｃ
ＴＣＦ４ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｐｃＴＣＦ４ｗｔｇｒｏｕｐ．

图１　ｍｉＲ１２８３ｐ与ＴＣＦ４的靶向关系

２　过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素瘤 Ａ３７５细胞表达
ＴＣＦ４的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，ｍｉＲ
１２８ｍｉｍｉｃ组 ｍｉＲ１２８３ｐ的表达水平较 ｃｏｎｔｒｏｌ组显
著升高（Ｐ＜００１），见图 １Ｂ，说明过表达成功。与
ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组的 ＴＣＦ４相对蛋白
表达水平显著降低（Ｐ＜００１），ｐｃＴＣＦ４组的 ＴＣＦ４
相对蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００１）；同时，ｍｉＲ
１２８ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４组与 ｐｃＴＣＦ４组相比较，ＴＣＦ４
的相对蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００１），见图１Ｃ，
提示过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ可以靶向抑制黑色素瘤

Ａ３７５细胞ＴＣＦ４的蛋白表达。
３　过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ抑制黑色素瘤 Ａ３７５细胞增
殖

　　ＥｄＵ标记的 Ａ３７５细胞孵育４８ｈ后，镜下观察
ＥｄＵ阳性细胞数量。结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组的阳性细胞标记率显著降低（Ｐ＜
００１），而 ｐｃＴＣＦ４组的阳性细胞标记率显著升高
（Ｐ＜００１），同时，ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４组的阳性细胞标
记率较ｐｃＴＣＦ４组显著降低（Ｐ＜００１），见图２。这
提示ｍｉＲ１２８３ｐ可以通过靶向调节 ＴＣＦ４的表达抑
制黑色素瘤Ａ３７５细胞的增殖。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１２８３ｐｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｎｏｍａＡ３７５ｃｅｌｌｓ（ＡｐｏｌｌｏａｎｄＨｏｅｃｈｓｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．
ｎ＝９．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓｐｃＴＣＦ４ｇｒｏｕｐ．

图２　ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素瘤Ａ３７５细胞增殖的影响

４　过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ抑制黑色素瘤 Ａ３７５细胞的
侵袭能力

　　采用侵袭实验检测过表达ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素
瘤Ａ３７５细胞侵袭能力的影响，结果表明与ｃｏｎｔｒｏｌ组
比较，ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组的侵袭细胞数显著减少（Ｐ＜

００１），而 ｐｃＴＣＦ４组侵袭细胞数显著增加（Ｐ＜
００１）；同时，ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４组与ｐｃＴＣＦ４组比较，
侵袭细胞数显著减少（Ｐ＜００１），见图 ３。这表明
ｍｉＲ１２８３ｐ可通过抑制 ＴＣＦ４的表达降低黑色素瘤
Ａ３７５细胞的侵袭能力。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１２８３ｐｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｅｌａｎｏｍａＡ３７５ｃｅｌｌｓ（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
９．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｐｃＴＣＦ４ｇｒｏｕｐ

图３　ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素瘤Ａ３７５细胞侵袭能力的影响

５　过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ抑制黑色素瘤 Ａ３７５细胞
ＥＭＴ的发生
　　将各组细胞置于倒置显微镜下观察细胞形态可
见，与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组细胞形态多
呈卵圆形或方形，排列紧密；ｐｃＴＣＦ４组细胞形态多
呈长梭形，排列疏松；而 ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４组较 ｐｃ
ＴＣＦ４组相比，细胞形态多呈梭形，但细胞排列更为

紧密，见图４Ａ。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ｍｉＲ１２８３ｐ后对黑色素
瘤Ａ３７５细胞ＥＭＴ标志物表达的影响，结果显示与
ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ组的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达
水平显著升高，ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达水平显著降低（Ｐ＜
００１）。而与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｐｃＴＣＦ４组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
表达水平显著降低，ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达水平显著升高

·２００２·



（Ｐ＜００１）。与 ｐｃＴＣＦ４组相比，ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４
组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平显著升高，ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达
水平显著降低（Ｐ＜００１），见图４Ｂ。

　　综上所述，ｍｉＲ１２８３ｐ可通过抑制间充质标志
蛋白ｖｉｍｅｎｔｉｎ、增加上皮标志蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达
而抑制Ａ３７５细胞的ＥＭＴ能力。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１２８３ｐｏｎＥＭＴｏｆｍｅｌａｎｏｍａＡ３７５ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝９．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓ
ｐｃＴＣＦ４ｇｒｏｕｐ．

图４　ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素瘤Ａ３７５细胞ＥＭＴ的影响

６　过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ抑制黑色素瘤 Ａ３７５细胞
ＴＣＦ４下游靶基因的蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ｍｉＲ１２８３ｐ后对黑色素
瘤Ａ３７５细胞ＴＣＦ４下游分子ｃｙｃｌｉｎＤ和ｃＭｙｃ表达
的影响，结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉＲ１２８ｍｉｍｉｃ
组ｃｙｃｌｉｎＤ和 ｃＭｙｃ的蛋白表达水平均显著降低

（Ｐ＜００１），而ｐｃＴＣＦ４组两者的表达水平均显著升
高（Ｐ＜００１）；同时，ｍｉｍｉｃ＋ｐｃＴＣＦ４组两者的表达
水平较ｐｃＴＣＦ４组显著降低（Ｐ＜００１），见图５。这
提示过表达ｍｉＲ１２８３ｐ可以显著抑制 ＴＣＦ４下游分
子ｃｙｃｌｉｎＤ和ｃＭｙｃ的表达水平。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１２８３ｐｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤａｎｄｃＭｙｃｉｎｔｈｅｍｅｌａｎｏｍａＡ３７５ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝９．
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｐｃＴＣＦ４ｇｒｏｕｐ．

图５　ｍｉＲ１２８３ｐ对黑色素瘤Ａ３７５细胞ｃｙｃｌｉｎＤ和ｃＭｙｃ蛋白表达的影响
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讨　　论

研究表明，人体有超过６０％的蛋白质编码基因
上都具有ｍｉＲＮＡｓ的结合位点，在细胞生长、增殖、凋
亡和迁移过程中具有重要的调控作用，同时可以通

过调控蛋白编码基因的表达影响癌症的发生和发

展［１３１４］。但是ｍｉＲ１２８３ｐ与 ＴＣＦ４的靶向关系还未
得到证实。本实验研究表明，ｍｉＲ１２８３ｐ可以靶向
结合 ＴＣＦ４而抑制其表达，而 ｐｃＴＣＦ４能明显减弱
ｍｉＲ１２８３ｐ对ＴＣＦ４表达的抑制作用。
　　影响肿瘤细胞增殖是ｍｉＲＮＡｓ抑制肿瘤／癌症发
生发展的重要机制。大量研究表明，ｍｉＲ１９９ａ／ｂ３ｐ
在多种癌症中表现出抑癌基因和抑制细胞增殖的作

用，包括肝癌、甲状腺乳头状癌、子宫内膜样腺癌、肾

细胞癌、骨肉瘤、卵巢癌和胃癌［４］。双萤光素酶报告

分析证实ｍｉＲ３３０３ｐ靶向 ＴＰＸ２，负向调节 ＴＰＸ２的
表达，从而抑制黑色素瘤细胞的增殖［１５］。ｍｉＲ１２８
３ｐ也可以通过靶向抑癌基因抑制 Ｔ淋巴细胞白血
病、肝癌细胞和神经胶质瘤的增殖［５８］。靶向调控

ＴＣＦ４可以抑制人成纤维细胞的增殖［１６］。为了探讨

ｍｉＲ１２８３ｐ能否通过靶向ＴＣＦ４调控黑色素瘤 Ａ３７５
细胞的增殖能力，本实验发现，ＴＣＦ４能促进 Ａ３７５细
胞增殖，但 ｍｉＲ１２８３ｐ能通过靶向抑制 ＴＣＦ４的表
达而降低黑色素瘤Ａ３７５细胞的增殖。
　　另外，研究表明，可通过调控ｍｉＲ１２８３ｐ的表达
抑制基底细胞样乳腺癌细胞迁移［１７］，同时 ｍｉＲ１２８
３ｐ的过表达也可以靶向调节 ＤＪ１基因的表达而促
进肝癌细胞的凋亡，从而对抗癌药索拉菲尼产生较

好的反应［１８］，且ｍｉＲ１２８３ｐ可以抑制高度恶性非小
细胞肺癌的转移和耐药性［１９］。但 ｍｉＲ１２８３ｐ对黑
色素瘤细胞迁移能力的影响还未见报道。本文研究

发现，黑色素瘤 Ａ３７５细胞过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ后侵
袭细胞数量明显减少，说明 ｍｉＲ１２８３ｐ能抑制黑色
素瘤Ａ３７５细胞的侵袭，同时，过表达 ＴＣＦ４后，侵袭
细胞数量明显增加。说明，ＴＣＦ４能增强 Ａ３７５细胞
的侵袭能力，但 ｍｉＲ１２８３ｐ能通过靶向抑制 ＴＣＦ４
的表达而抑制Ａ３７５细胞的侵袭能力。
　　ＥＭＴ是指上皮细胞失去极性和细胞获得间充质
特性从而增加细胞转移和侵袭能力的过程［２０２１］，是

多种肿瘤发生转移和侵袭的重要过程。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
被认为是此过程的基础，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ参与并介导细胞
之间相互黏附，是一种重要的细胞黏附因子，与多种

肿瘤的侵袭和转移有不可分割的联系，它的低表达

或者表达缺失被认为是肿瘤 ＥＭＴ的关键步骤［２２］。

研究发现［２３］，犬肾脏上皮细胞过度表达 ＴＣＦ４能增

加细胞侵袭能力，从而加速肿瘤 ＥＭＴ的发生，其中
可见上皮标志蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的明显下调和间充质
标志蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达上升。ｍｉＲ１２８３ｐ能作为
肿瘤抑制因子通过靶向 ＺＥＢ１抑制食管鳞状细胞癌
的转移和 ＥＭＴ［２４］。另有报道称，通过下调 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，ｍｉＲ１２８３ｐ可以抑制非小细胞肺
癌 ＥＭＴ［１９］。为了证明 ｍｉＲ１２８３ｐ能否靶向 ＴＣＦ４
抑制黑色素瘤细胞的ＥＭＴ，我们通过实验发现：在倒
置显微镜下，过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ的细胞形态呈卵圆
形或方形并且排列紧密；同时可高表达上皮标志蛋

白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，低表达间充质标志蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ，而
ＴＣＦ４可以减弱ｍｉＲ１２８３ｐ对Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和ｖｉｍｅｎｔｉｎ
的调节作用。这说明在 Ａ３７５细胞中 ｍｉＲ１２８３ｐ可
抑制Ａ３７５细胞之间极性丧失，阻止其向间充质细胞
发展，降低细胞的侵袭和转移能力，抑制 Ａ３７５细胞
ＥＭＴ的发生。
　　当 Ｗｎｔ信号通路激活时，βｃａｔｅｎｉｎ转移到核内
竞争性结合ＴＣＦ４形成βｃａｔｅｎｉｎ／ＴＣＦ４复合物，激活
ＴＣＦ４下游的转录因子，如 ｃｙｃｌｉｎＤ和 ｃＭｙｃ，最终导
致细胞异常增殖和肿瘤发生［１０］。研究表明，Ｗｎｔ信
号的突变异常激活 ＴＣＦ４靶基因可以促进结直肠癌
的恶性转化［２５］。本实验过表达 ｍｉＲ１２８３ｐ后发现
黑色素瘤Ａ３７５细胞内ｃｙｃｌｉｎＤ和ｃＭｙｃ蛋白表达水
平均有明显下调，但同时表达 ＴＣＦ４后，两者的表达
水平明显上调。这说明 ｍｉＲ１２８３ｐ能靶向抑制
ＴＣＦ４对 ｃｙｃｌｉｎＤ和 ｃＭｙｃ蛋白表达水平的上调作
用。

综上所述，本文初步探讨了 ｍｉＲ１２８３ｐ在黑色
素瘤 Ａ３７５细胞增殖、侵袭和 ＥＭＴ中的作用，说明
ｍｉＲ１２８３ｐ可以通过靶向抑制 ＴＣＦ４表达而实现对
Ａ３７５细胞增殖、侵袭和 ＥＭＴ的抑制作用，为进一步
研究ｍｉＲ１２８３ｐ在肿瘤发生发展过程中的作用提供
了新的思路。
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