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【文章编号】 １００６－６２３３(２０２０)０６－０９２１－０５

ｍｉＲ－６５５－３ｐ 通过靶向抑制 ＺＥＢ１ 对头颈鳞状细胞
癌细胞增殖及侵袭能力的影响

赵　 雷１ꎬ　 肖二彬１ꎬ　 梁景卫１ꎬ　 刘会清１ꎬ　 刘丽娜２ꎬ　 田从哲１

(１.河北大学附属医院耳鼻咽喉科ꎬ　 河北　 保　 定　 ０７１０００
２.武警河北总队医院耳鼻咽喉科ꎬ　 河北　 石家庄　 ０５００８１)

【摘　 要】 目的:研究 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在头颈鳞状细胞癌(ＨＮＳＣＣ)组织及细胞系中的表达及其对细

胞系生物学功能的调控作用ꎮ 方法:通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 的方法检测 ＨＮＳＣＣ 组织及细胞系(ＦａＤｕ、ＳＣＣ－９、
ＴＵ６８６、ＴＵ２１２)中 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的表达水平ꎬ并通过一系列细胞生物学实验检测 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 对细胞增

殖、迁移及侵袭能力的影响ꎬ进一步筛选 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 可能靶基因ꎬ探究其作用机制ꎮ 结果:与癌旁正常

组织中表达水平(３.１７±０.２０)相比ꎬｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 癌组织中表达降低(２.８９±０.１７)ꎬＰ<０.０５ꎻ与
对照正常细胞系相比ꎬｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 细胞系中表达降低ꎬＰ<０.０５ꎮ 而过表达细胞系中 ｍｉＲ－
６５５－３ｐ 的表达后ꎬ可明显抑制 ＨＮＳＣＣ 细胞系的增殖、迁移及侵袭能力ꎬ进一步机制研究表明 ＺＥＢ１ 作

为 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的靶基因受其负向调控ꎬｍｉＲ－６５５－３ｐ 通过靶向抑制 ＺＥＢ１ 的表达进而抑制 ＨＮＳＣＣ 细

胞系上皮－间充质转化进程ꎮ 结论:ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 癌组织及细胞系中低表达ꎬ能够通过靶向调

控 ＺＥＢ１ 的表达ꎬ抑制细胞系恶性表型的进展ꎮ
【关键词】 　 头颈鳞状细胞癌ꎻ　 ｍｉＲＮＡꎻ　 ｍｉＲ－６５５－３ｐꎻ　 ＺＥＢ１
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 ＨＮＳＣＣꎻ　 ＭｉＲＮＡꎻ　 ＭｉＲ－６５５－３ｐꎻ　 ＺＥＢ１

　 　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类长约 ２０ ~ ２４ 个核苷酸

的微小非编码 ＲＮＡꎬ通过其 “种子区” 与靶 ｍＲＮＡ
(ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ＲＮＡ)的 ３'－ＵＴＲ(３'－ｕｎｔｒａｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ)或
开放阅读框以碱基互补配对的方式结合ꎬ从而在转录

后水平引起靶 ｍＲＮＡ 的降解或翻译抑制[１]ꎮ 而某些

核型 ｍｉＲＮＡ 成熟后被转运至细胞核内ꎬ并在转录水平

发挥调控作用ꎮ 研究发现ꎬｍｉＲＮＡ 可以在肿瘤代谢、
癌细胞凋亡、癌细胞干性维持等诸多方面发挥肿瘤调

控作用ꎬ包括 ＨＮＳＣＣ 的发生发展[２ꎬ３]ꎮ 如 ｍｉＲ－２０５－
５ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中表达增高ꎬ并通过靶向抑制 ＢＲＣＡ１ 和

ＲＡＤ１７ 的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ从而降低 ＤＮＡ 损伤修复能力

并增加染色体不稳定[４]ꎮ 既往研究发现ꎬｍｉＲ－６５５－３ｐ
在视网膜母细胞瘤、食管鳞状细胞癌、非小细胞肺癌等

肿瘤中表现出抑癌作用ꎬ具有重要临床意义ꎬ但目前尚

未发现 ｍｉＲ－６５５ － ３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中的相关研究[５~７]ꎮ
因此ꎬ本研究旨在通过系列实验ꎬ初步探索 ｍｉＲ－６５５－
３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 发生发展中的可能作用机制ꎬ为深入探

究 ＨＮＳＣＣ 的发病机理提供一定的理论依据ꎮ
１　 资料与方法

１.１　 一般资料:本研究纳入手术治疗的 ＨＮＳＣＣ 患者

组织样本(均未接受放化疗)２５ 例ꎬ其中男性 ２３ 例ꎬ女
性 ２ 例ꎻ年龄 ４２ ~ ６７ 岁ꎬ中位年龄 ５６ 岁ꎻⅠ~ Ⅱ期 ８
例ꎬⅢ~Ⅳ期 １７ 例ꎻ中－高分化 １８ 例ꎬ低分化 ７ 例ꎻ１３
例伴颈部淋巴结转移ꎬ１２ 例不伴颈部淋巴结转移ꎮ 各

样本切取癌组织(非坏死瘤体组织)及配对癌旁正常

组织(距瘤体边缘 ０.５ｃｍ 以上)ꎮ 样本收集取得患者

书面知情同意ꎮ 本研究取得医院伦理委员会批准ꎮ
１.２　 方　 法

１.２.１　 细胞培养及转染:本研究所采用 ＨＮＳＣＣ 细胞

系(ＦａＤｕ、ＳＣＣ－９、ＴＵ６８６、ＴＵ２１２)和正常对照细胞系

人支气管上皮细胞系(ＨＢＥ)购自北京北纳创联生物

技术研究院ꎬ并按细胞系说明书常规培养ꎮ 细胞系转

染(ｍｉＲ－６５５－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ / ＮＣ)按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)说明书操作步骤完成ꎮ
１.２.２　 总 ＲＮＡ 提取及反转录:按照 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ Ｔｉｓ￣
ｓｕｅ Ｋｉｔ 和 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ Ｃｅｌｌ / Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｋｉｔ(天根ꎬ北京)
说明书分别提取组织及细胞系总 ＲＮＡꎮ 所提取总

ＲＮＡ 质控合格后ꎬ按照 ｍｉＲｃｕｔｅ Ｐｌｕｓ ｍｉＲＮＡ Ｆｉｒｓｔ －
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 和 ＦａｓｔＫｉｎｇ ＲＴ Ｋｉｔ(Ｗｉｔｈ ｇＤＮａｓｅ)(天
根ꎬ北京)说明书分别完成 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 反转录ꎮ
１.２.３　 基因相对表达水平检测:各组织样本及细胞系

中 ｍｉＲ－６５５－３ｐ、ＺＥＢ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ(ＣＤＨ１)、Ｎ－ｃａｄｈｅｒ￣
ｉｎ(ＣＤＨ２)、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 相对表达水平检测ꎬ分别以 Ｕ６、
ＧＡＰＤＨ 为内参照ꎬ按照 Ｑｕａｎｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ Ｋｉｔ
(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)(天根ꎬ北京)说明书通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 仪

(安捷伦ꎬ美国)完成ꎬ相对表达量以 ２－△△ｃｔ计算ꎮ 相关

引物(表 １)由上海吉玛制药技术有限公司合成ꎮ

表 １　 引物序列

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｉＲ－６５５－３ｐ Ｆ: ５'－ＴＣＣＧＡＡＴＡＡＴＡＣＡＴＧＧＴＴＡＡ－３'

Ｒ: ５'－ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ－３'

ＺＥＢ１ Ｆ: ５'－ＣＡＧＣＴＴＧＡＴＡＣＣＴＧＴＧＡＡＴＧＧＧ－３'

Ｒ: ５'－ＴＡＴＣＴＧＴＧＧＴＣＧＴＧＴＧＧＧＡＣＴ－３'

Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ: ５'－ＣＧＡＧＡＧＣＴＡＣＡＣＧＴＴＣＡＣＧＧ－３'

Ｒ: ５'－ＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＧＧＡＡＡＡＡＴＡＧＧ－３'

Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ: ５'－ＴＧＣＧＧＴＡＣＡＧＴＧＴＡＡＣＴＧＧＧ－３'

Ｒ: ５'－ＧＡＡＡＣＣＧＧＧＣＴＡＴＣＴＧＣＴＣＧ－３'
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Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｆ: ５'－ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＡＧＴＡＣＣＧＧＡＧＡＣ－３'

Ｒ: ５'－ＣＡＴＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣ－３'

Ｕ６ Ｆ: ５'－ＴＣＣＧＡＴＣＧＴＧＡＡＧＣＧＴＴＣ－３'

Ｒ: ５'－ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ－３'

ＧＡＰＤＨ
Ｆ: ５'－ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ
－３'
Ｒ: ５'－ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ
－３'

ｍｉＲ－６５５－ ３ｐ ｍｉｍ￣
ｉｃｓ

５'－ＡＵＡＡＵＡＣＡＵＧＧＵＵＡＡＣＣＵＣＵＵＵ－３'

ｍｉＲ－６５５－３ｐ ＮＣ ５'－ＵＡＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ－３'

１.２.４　 ＭＴＴ 细胞增殖实验:按照 ＭＴＴ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ(碧云天ꎬ上海)说明书操作

步骤ꎬ通过酶标仪测定 ５７０ｎｍ 波长附近的吸光度ꎬ以
检测细胞增殖能力ꎮ
１.２.５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验:细胞转染 ２４ｈ 后ꎬ制备细胞悬

液ꎬ每 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ(８μｍ)小室(ＢＤꎬ美国)加入 ４×１０４ 个

细胞ꎬ常规培养 ２４ｈ 后ꎬ收集、固定并计数穿透小室基

底的细胞数(侵袭实验需提前将小室基底包被基质

胶)ꎮ
１.２.６　 双荧光素酶报告基因分析:通过生物信息学分

析ꎬ预测 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的可能靶基因 ＺＥＢ１ 及其可能

结合位点ꎬ由上海吉玛制药技术有限公司合成报告载

体 ｐｍｉｒＧＬＯ－ＺＥＢ１－３'ＵＴＲ ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ(Ｗｔ)和 ｐｍｉｒＧＬＯ－
ＺＥＢ１－３'ＵＴＲ ｍｕｔａｎｔ－ｔｙｐｅ(Ｍｕｔ)ꎬ将双荧光素酶报告基

因质粒、ｍｉＲ－６５５－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ / ＮＣ、Ｗｔ 和 Ｍｕｔ 按不同分

组通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 实现细胞共转染ꎮ 进一步

按照双荧光素酶报告系统 Ｄｕａｌ － Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)说明书操作步骤ꎬ完成各

组荧光素酶活性检测ꎮ
１.３　 统计方法:数据资料通过 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行统

计分析ꎬ组间比较采用 ｔ 检验ꎬ数据以(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬＰ<０.
０５ 为差异显著ꎮ
２　 结　 果

２.１　 在 ＨＮＳＣＣ 组织及细胞系中 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 呈低表

达:与配对癌旁正常组织中表达水平(３.１７±０.２０)相

比ꎬｍｉＲ－６５５ － ３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 癌组织中相对表达水平

(２.８９±０.１７)明显降低(图 １Ａ)ꎬ差异有统计学意义ꎬＰ
＝ ０.０１２ꎮ 为进一步了解 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中的

表达趋势ꎬ通过检索 ＮＣＢＩ－ＧＥＯ ＤａｔａＳｅｔｓ 中 ＨＮＳＣＣ 相

关 ｍｉＲＮＡ 表达谱数据ꎬ发现含有 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的数据

集有 ＧＳＥ３１２７７ (ＧＰＬ９７７０)、ＧＳＥ３２１１５ (ＧＰＬ１４５７７)ꎮ
分析发现ꎬ 数据集 ＧＳＥ３１２７７ 中 ｍｉＲ － ６５５ － ３ｐ 在

ＨＮＳＣＣ 组织中表达降低 ( Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ＝ ０. ５２ꎬＰ ＝ ０.
０１３)ꎬ而数据集 ＧＳＥ３２１１５ 中 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ
组织中同样低表达(Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ＝ ０.４８)ꎬ但差异不显

著(Ｐ ＝ ０.２９３)(图 １Ｂ)ꎮ 与正常对照细胞系 ＨＢＥ 中表

达水平(０.９９±０.０３)相比ꎬｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 细

胞系 ＦａＤｕ(０.７９±０.０２)、ＳＣＣ－９(０.５１±０.０２)、ＴＵ６８６
(０.７８±０.０３)、ＴＵ２１２(０.８６±０.０３)中表达水平降低ꎬＰ<
０.０５ꎬ且各细胞系表达水平不同(图 １Ｃ)ꎮ 而细胞系

ＳＣＣ－９ 中 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 表达水平最低ꎬ故用于后续功

能实验研究ꎮ

图 １　 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中的表达情况

２.２　 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 可抑制细胞系 ＳＣＣ－９ 的增殖、迁移

及侵袭能力:ＭＴＴ 和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验发现ꎬ通过 ｍｉＲ－
６５５－３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 过表达细胞系 ＳＣＣ－９ 中 ｍｉＲ－６５５－３ｐ
的表达ꎬ可明显抑制细胞系 ＳＣＣ－９ 的体外增殖、迁移

及侵袭能力(图 ２)ꎮ

图 ２　 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 对 ＨＮＳＣＣ 细胞功能的抑制作用(∗∗
Ｐ<０.０１)

２.３　 生物信息学预测 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 可能的靶基因:为
探讨 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 可能的抑癌机制ꎬ本研究通过 Ｔａｒ￣
ｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ、ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 三个数据库分别预测 ｍｉＲ
－６５５－３ｐ 可能的靶基因ꎬ并通过韦恩图计算获得三个

数据库共同靶基因 ２２ 个ꎬ进一步通过在线数据库 ＧＥ￣
ＰＩＡ 分析 ２２ 个靶基因在 ＨＮＳＣＣ 中的表达情况ꎬ筛选

出在 ＨＮＳＣＣ 中高表达的 １７ 个(ＣＮＢＰ、ＺＥＢ１、ＭＩＤ１、
ＡＤＡＭ１０、 ＥＬＫ４、 ＳＥＳＮ３、 ＳＬＣ３５Ｆ５、 ＡＴＡＤ２、 ＳＫＩ、
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ＳＰＩＲＥ１、ＣＡＰＲＩＮ２、 ＴＭＥＭ６４、 ＴＧＦＢＲ２、 ＣＡＮＸ、 ＡＤＭ、
ＰＴＰ４Ａ１、ＫＰＮＡ６)ꎬ低表达的 ５ 个(ＨＩＰＫ３、ＷＥＥ１、ＭＡ￣
ＧＩ２、ＴＲＰＳ１、ＳＡＴＢ１)ꎮ 本研究前期实验发现 ｍｉＲ－６５５
－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中低表达ꎬ而 ｍｉＲＮＡ 可以引起靶 ｍＲ￣
ＮＡ 降解ꎬ即靶 ｍＲＮＡ 与 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中表

达水平呈负相关ꎮ 因此ꎬ本研究着眼于高表达的靶基

因ꎮ 而 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 数据库提示在共同的靶基因中ꎬ
ＺＥＢ１、ＡＤＡＭ１０、 ＭＡＧＩ２ 有 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ｑＲＴ － ＰＣＲ 实 验 支 持ꎬ 但 ＭＡＧＩ２ 在

ＨＮＳＣＣ 中低表达ꎬ因此 ＺＥＢ１、ＡＤＡＭ１０ 作为 ｍｉＲ－６５５
－３ｐ 的靶基因筛选重点ꎮ 既往研究发现ꎬＺＥＢ１ 作为上

皮－间充质转化的促进剂ꎬ可促进肿瘤恶性表型的进

展[８]ꎮ 因此ꎬ本研究选择 ＺＥＢ１ 作为 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的

靶基因进行后续研究ꎮ 通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 证实 ＺＥＢ１ 在

ＨＮＳＣＣ 癌组织中表达水平(２.０４±０.７９)高于配对癌旁

正常组织(１.６６±０.６９)ꎬ差异有统计学意义ꎬＰ ＝ ０.０１２
(图 ３Ａ)ꎬ且 ＺＥＢ１ 与 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 组织中

的表达水平呈负相关(Ｒ＝－０.５３７ꎬＰ ＝ ０.００６)(图 ３Ｂ)ꎮ
２.４　 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 靶向调控 ＺＥＢ１ 的表达:为进一步

探讨 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 对 ＺＥＢ１ 的靶向调控作用ꎬ本研究

通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 证实ꎬＳＣＣ－９ 细胞系转染 ｍｉＲ－６５５－３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 后ꎬＺＥＢ１ 表达水平(０.６０±０.０６)显著低于 ｍｉＲ－
６５５－３ｐ ＮＣ 转染后的表达水平(０.９８±０.０３)ꎬＰ ＝ ０.００１
(图 ３Ｃ)ꎮ 为证实 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 与 ＺＥＢ１ 的作用关系ꎬ
通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 数据库预测二者的结合位点(图 ３Ｄ)ꎬ
并构建 ｐｍｉｒＧＬＯ－ＺＥＢ１－３'ＵＴＲ ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ(Ｗｔ)和 ｐｍｉｒ￣
ＧＬＯ－ＺＥＢ１－３'ＵＴＲ ｍｕｔａｎｔ－ｔｙｐｅ(Ｍｕｔ)表达载体ꎬ通过

ｐｍｉｒＧＬＯ－ＺＥＢ１－３'ＵＴＲ Ｗｔ / Ｍｕｔ 和 ｍｉＲ－６５５－３ｐ ｍｉｍ￣
ｉｃｓ / ＮＣ 共转染ꎮ 双荧光素酶报告基因实验证实ꎬ与对

照组相比ꎬｐｍｉｒＧＬＯ－ＺＥＢ１－３'ＵＴＲ Ｗｔ 和 ｍｉＲ－６５５－３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 能够显著降低荧光素酶活性(Ｐ ＝ ０. ００１) (图

３Ｅ)ꎮ

图 ３　 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 靶向 ＺＥＢ１ 调控上皮－间充质转化

２.５　 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 能够抑制 ＨＮＳＣＣ 细胞的上皮－间

充质转化:考虑 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 能够靶向调控 ＺＥＢ１ 的

表达ꎬ而 ＺＥＢ１ 是上皮－间充质转化的重要促进剂ꎬ因
此本研究推测 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 能够抑制上皮－间充质转

化进程ꎬ而 ｑＲＴ－ＰＣＲ 证实过表达 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的表

达ꎬ能够影响细胞系 ＳＣＣ－９ 中上皮－间充质转化标志

物表达水平的改变(Ｐ<０.０１)(图 ３Ｆ)ꎮ
３　 讨　 论

ＨＮＳＣＣ 是世界上第六位高发恶性肿瘤ꎬ每年大约

有 ６５０ꎬ０００ 新发病例ꎬ并呈上升趋势ꎬ其 ５ 年生存率大

约 ５０％[９]ꎮ 因此ꎬ深入探究 ＨＮＳＣＣ 的发病机制ꎬ筛选

相关肿瘤标志物或靶向治疗的新靶点ꎬ对 ＨＮＳＣＣ 的

综合治疗具有重要意义ꎮ
研究发现 ｍｉＲＮＡ 可以通过 Ｎｏｔｃｈ、ＷＮＴ / β－Ｃａｔｅ￣

ｎｉｎ、ＪＡＫ / ＳＴＡＴ 或 ＰＩ３ / ＡＫＴ 等多种信号通路ꎬ参与肿

瘤干细胞的干性维持ꎬ如自我更新、分化、上皮－间充

质转化等多种恶性表型的生物学调控ꎬ从而在包括

ＨＮＳＣＣ 在内的多种肿瘤中发挥促癌或抑癌作用[３]ꎮ
有报道提出ꎬｍｉＲ－１４１ 通过靶向抑制 ＥＧＦＲ 的表达ꎬ可
以抑制 ＨＮＳＣＣ 细胞的增殖、迁移能力ꎬ并诱导其凋

亡ꎬ抑制肿瘤细胞肝转移[１０]ꎮ 另有研究发现ꎬｍｉＲ－
２０５－５ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中通过负向调控 ＢＲＣＡ１ 和 ＲＡＤ１７
ｍＲＮＡ 的表达ꎬ抑制 ＤＮＡ 损伤修复活性并增加染色体

不稳定ꎬ从而抑制肿瘤生长[４]ꎮ ＭｉＲＮＡ 在肿瘤ꎬ尤其

是在 ＨＮＳＣＣ 中的重要作用ꎬ促使我们致力于探究

ＨＮＳＣＣ 发生发展中 ｍｉＲＮＡ 相关分子机制ꎮ
既往研究发现ꎬｍｉＲ－６５５ 能够抑制食管鳞状细胞

癌、上皮源性卵巢癌等多种肿瘤细胞的增殖、侵袭能力

及上皮－间充质转化进程[１１]ꎮ ＭｉＲ－６５５－３ｐ 在多种肿

瘤中表达降低并体现出一定程度的抑癌作用ꎬ提示其

生物学作用具有泛癌性ꎬ可能参与了多种肿瘤的发生

发展过程ꎮ 因此ꎬ本研究推测 ｍｉＲ － ６５５ － ３ｐ 可能在

ＨＮＳＣＣ 中异常表达并参与其某种生物学过程ꎬ但目前

尚未发现 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 中的相关研究ꎮ 本

研究初步通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 实验证实 ｍｉＲ－６５５ － ３ｐ 在

ＨＮＳＣＣ 癌组织及细胞系中表达降低ꎬ提示 ｍｉＲ－６５５－
３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ 的发生发展中可能具有一定的生物学作

用ꎬ而细胞功能学实验证实 ｍｉＲ－ ６５５ － ３ｐ 能够抑制

ＨＮＳＣＣ 细胞的增殖、迁移及侵袭能力ꎬ与既往研究中

报道 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 的生物学特性一致ꎮ 为进一步探讨

其作用机制ꎬ通过生物信息学分析及双荧光素酶报告

基因实验证实ꎬｍｉＲ－６５５－３ｐ 通过靶向抑制 ＺＥＢ１ ｍＲ￣
ＮＡ 的表达ꎬ抑制 ＨＮＳＣＣ 细胞上皮－间充质转化进程ꎬ
从而抑制其恶性表型的进展ꎮ

综上ꎬ本研究初步探讨了 ｍｉＲ－６５５－３ｐ 在 ＨＮＳＣＣ
􀅰４２９􀅰
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中表达降低ꎬ并通过靶向抑制 ＺＥＢ１ 的表达ꎬ进而抑制

ＨＮＳＣＣ 细胞的增殖、迁移、侵袭能力及上皮－间充质转

化进程ꎮ 本研究进一步丰富了 ＨＮＳＣＣ 中 ｍｉＲＮＡ 相关

机制研究ꎬ为 ＨＮＳＣＣ 的标志物筛选及靶向治疗具有

一定的参考意义ꎮ
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【文章编号】 １００６－６２３３(２０２０)０６－０９２５－０７

食管鳞状细胞癌相关 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学分析
曹诗茹ꎬ　 李　 琰ꎬ　 周荣秒ꎬ　 黄　 茜ꎬ　 霍向然ꎬ　 王　 娜

(河北医科大学第四医院分子生物学研究室ꎬ　 河北　 石家庄　 ０５００１１)

【摘　 要】 目的:应用生物信息学方法ꎬ分析食管鳞状细胞癌 ｍｉＲＮＡ 表达谱ꎬ筛选差异 ｍｉＲＮＡ 并预

测其靶基因ꎬ分析其生物学功能ꎮ 方法:下载 ＧＥＯ 数据库食管鳞状细胞癌 ｍｉＲＮＡ 表达谱芯片数据

ＧＳＥ１１４１１０ꎬ应用 ＧＥＯ２Ｒ 软件对数据进行处理分析ꎬ筛选差异表达 ｍｉＲＮＡꎻ应用 ＧＥＯ 数据库食管鳞状

细胞癌 ｍｉＲＮＡ 表达谱芯片数据 ＧＳＥ９７０４９、ＧＳＥ５９９７３、ＧＳＥ５５８５６、ＧＳＥ４３７３２ 对所筛选出的差异表达

ｍｉＲＮＡ 进行验证ꎻ应用 ｍｉＲＮｅｔ 预测其靶基因ꎻ采用 ＤＡＶＩＤ 进行生物功能富集分析ꎻ通过 Ｓｔｒｉｎｇ、Ｃｙｔｏ￣
ｓｃａｐｅ 构建靶基因的蛋白－蛋白互作网络并筛选 Ｈｕｂ 基因ꎬ进一步构建 ｍｉＲＮＡ－Ｈｕｂ ｇｅｎｅ 网络ꎻ利用 ｓｔａｒ￣
Ｂａｓｅ 在线分析工具分析 Ｈｕｂ 基因的表达情况ꎮ 结果:分析 ＧＳＥ１１４１１０ 芯片数据共筛选出 １５９ 个 ＤＥ－
ｍｉＲＮＡｓꎬ在食管癌组织中表达上调的 ８６ 个ꎬ下调的 ７３ 个ꎮ 预测上调幅度前三名和下调幅度前三名

ｍｉＲＮＡ 的靶基因 １７００ 个ꎬ它们参与癌症通路、黏着斑、ｐ５３ 信号通路等ꎮ 在 ＰＰＩ 网络中ꎬ靶基因连通度

最高的前十名为 Ｈｕｂ 基因ꎬ如 ＭＡＰＫ１ 等ꎮ 通过构建 ｍｉＲＮＡ－Ｈｕｂ ｇｅｎｅ 网络ꎬ我们发现大部分 Ｈｕｂ 基因

都可能被 ｈｓａ－ｍｉＲ－１９６ａ－５ｐ 和 ｈｓａ－ｍｉＲ－１ 调控ꎮ ｈｓａ－ｍｉＲ－１ 调控的 ７ 个靶基因 ＣＤＣ４２、ＰＯＬＲ２Ｋ、
ＰＩＫ３ＣＡ、ＰＯＬＲ２Ｉ、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＡＣ、ＦＮ１、ＶＥＧＦＡ 的表达在 ＥＳＣＣ 组织中较正常组织明显上调ꎬ ｈｓａ－ｍｉＲ－１
与靶基因之间存在着负相关关系ꎮ 因此ꎬ显著上调的 ７ 个基因可能是下调 ｈｓａ－ｍｉＲ－１ 的靶点ꎮ 结论:
通过生物信息学方法分析食管鳞癌组织和正常上皮组织的差异 ＤＥ－ｍｉＲＮＡｓ 表达ꎬ最终筛选出 ２ 个差
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