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　　摘　要：　目的　探讨ｍｉＲ３２４３ｐ对鼻咽癌细胞体外迁移侵袭能力的影响。方法　ＭｉＲ３２４３ｐ转移上调其
在鼻咽癌５８Ｆ和６１０Ｂ细胞中的表达，采用划痕愈合实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测上调后的鼻咽癌５８Ｆ和６
１０Ｂ细胞迁移及侵袭能力；ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮－间质转化（ＥＭＴ）上皮细胞标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和间质细胞标志物
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达。结果　ＭｉＲ３２４３ｐ成功转移上调了其在鼻咽癌５８Ｆ和６１０Ｂ细胞中的表达。过表达 ｍｉＲ３２４
３ｐ的鼻咽癌５８Ｆ和６１０Ｂ细胞的体外迁移及侵袭能力显著下降，可同时伴随着 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达上调，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
的表达下降。结论　ＭｉＲ３２４３ｐ可能通过诱导ＥＭＴ改变调控鼻咽癌细胞的侵袭转移能力。
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　　近年来，ｍｉＲＮＡｓ在肿瘤中的作用及机理研究
备受研究者关注。我们前期通过梯度递增放射线照

射筛选获得鼻咽癌放疗抵抗相关的ｍｉＲＮＡｓ差异表

达谱，发现ｍｉＲ３２４３ｐ为其中的调控鼻咽癌放疗抵
抗的差异 ｍｉＲＮＡｓ之一［１］。前期研究已证实 ｍｉＲ
３２４３ｐ作为抑癌因子，能调控鼻咽癌的放疗抵抗
性［２］，并且在鼻咽癌组织上发现 ｍｉＲ３２４３ｐ的表达
与鼻咽癌患者的Ｔ分级、临床分期及淋巴结转移密
切相关［３］。目前，文献对ｍｉＲ３２４３ｐ在肿瘤中的功
能及作用机制报道较少，其在肿瘤侵袭转移中的作

用更未见报道。因此，本研究拟探讨 ｍｉＲ３２４３ｐ对
鼻咽癌侵袭转移的调控作用及作用机理。
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１　材料与方法

１．１　细胞培养和细胞转染
本研究所采用的鼻咽癌５８Ｆ及６１０Ｂ细胞均

来自湘雅医学院细胞中心。在３７℃及５％ ＣＯ２饱
和湿度条件下，用含有１０％特级胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基进行培养，常规０．２５％胰蛋白酶消化传
代。所有试验均选用处于对数生长期的细胞。细胞

转染按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂说明书及我们前期
研究的方法进行转染［２］，实验分为空白对照组

（Ｍｏｃｋ）、阴性对照组（ＮＣ）及转染组（ｍｉＲ３２４３ｐ
ｍｉｍｉｃ）。
１．２　ＲＮＡ提取及荧光定量ＰＣＲ

细胞总 ＲＮＡ按 ＴＲＩｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ，美国）说明书提取，ｍｉＲ３２４３ｐ采用 Ａｌｌｉｎ
ＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ检测试剂盒（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ
Ｉｎｃ，美国）进行 ｑＲＴＰＣＲ反应，以 Ｕ６作为内参照；
以２ΔΔＣＴ值表示ｍｉＲ３２４３ｐ的相对表达量。
１．３　总蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

细胞总蛋白以 ＲＩＰＡ裂解液进行提取，ＢＣＡ法
测定蛋白浓度。取３０μｇ蛋白以１０％十二烷基硫酸
钠－聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳。蛋白电泳
分离后转膜至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜。５％脱脂
奶粉封闭１ｈ，一抗为兔抗人Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单
克隆抗体（１∶８００），４℃孵育过夜；漂洗后以辣根过
氧化物酶标记的二抗孵育１ｈ。洗膜后，经化学发光
剂显影曝光摄片。以小鼠抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体
检测 ＧＡＰＤＨ含量作为内参。采用 ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＦＣ２
凝胶成像分析系统对条带进行分析。

１．４　划痕愈合实验
将细胞接种于６孔板，当细胞生长达到单层贴

壁生长状态并接近１００％融合度时，用 １０μｌ无菌
Ｔｉｐ头在６孔板中央划痕，用 ＰＢＳ将漂浮脱落的细
胞洗净，用无血清培养基，３７℃及５％ ＣＯ２饱和湿度
条件下。分别于划痕后０、７２ｈ在倒置相差显微镜
下拍照，观察细胞划痕愈合情况，计算划痕愈合率。

每组细胞做３个平行孔，实验重复３次。
１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室实验

将铺有Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室用紫外线照
射２ｍｉｎ，加入少量 ＲＰＭＩ１６４０培养基让其充分水
化。将各组细胞消化后，用无血清的培养基制成细

胞悬液，按１×１０４细胞数加入上室（１００μｌ），放置

于２４孔板上。下室加入含 １０％血清的培养基
５００μｌ，培养４８ｈ后。取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，用棉签
擦尽上室面的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶和未穿过的细胞，下室面
用４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ后，结晶紫染色 ３～
５ｍｉｎ，置于显微镜下观察拍照观察。随机取上、下、
左、右、中５个高倍镜视野，计数小室下室面细胞数。
实验重复３次，取平均数作为实验结果。
１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据分析，计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示。采用多样本均数的方差分析进
行组间样本均数的比较。所有检验均为双侧检验，

Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　上调 ｍｉＲ３２４３ｐｍｉｍｉｃ在鼻咽癌细胞中的表
达

为进一步阐明其对鼻咽癌迁移和侵袭的影响，

我们首先用ｍｉＲ３２４３ｐｍｉｍｉｃ上调其在鼻咽癌细胞
中的表达。ｑＲＴＰＣＲ结果表明，ｍｉｍｉｃ转染４８ｈ后，
ｍｉＲ３２４３ｐ在鼻咽癌 ５８Ｆ和 ６１０Ｂ细胞中 ｍｉＲ
３２４３ｐ的表达分别上调了（５５５．２±１０４．７）倍和
（１００．２±８．４）倍（图１Ａ、１Ｂ）。
２．２　ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞体外迁移能力

成功过表达ｍｉＲ３２４３ｐ后，划痕愈合实验表明
５８Ｆ和６１０Ｂ细胞的划痕愈合能力较空白对照组
及阴性对照组细胞均显著下降（图２Ａ、２Ｂ）。该结
果提示ｍｉＲ３２４３ｐ上调能抑制鼻咽癌细胞的体外
迁移能力。

２．３　ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞的体外侵袭能力
同样，我们进一步通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验验证

了 ｍｉＲ３２４３ｐ对鼻咽癌细胞侵袭能力的影响。数
据表明 ｍｉＲ３２４３ｐ过表达后，穿过聚碳酸酯膜的
５８Ｆ细胞和６１０Ｂ细胞较空白对照组和阴性对照组
细胞均明显减少，３组穿过５８Ｆ细胞分别为（９６．０
±２０．２）、（１０１．０±１７．８）、（３４．６±８．５）个，３组穿
过６１０Ｂ细胞分别为（７３．８±９．７）、（７５．７±１０．６）
和（３６．２±８．３）个，ｍｉＲ３２４３ｐ过表达后，穿过聚碳
酸酯膜的５８Ｆ细胞与穿过聚碳酸酯膜的６１０Ｂ细
胞比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。上述结
果表明ｍｉＲ３２４３ｐ过表达能明显抑制鼻咽癌细胞
的体外迁移及侵袭能力（图３Ａ、３Ｂ）。

·６９·
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图１　上调ｍｉＲ３２４３ｐｍｉｍｉｃ在鼻咽癌细胞中的表达　Ａ：在５８Ｆ细胞中与ＮＣ相比，ｍｉＲ３２４３ｐ表达上调了（５５５．２±１０４．７）
倍；Ｂ：在６１０Ｂ细胞中与ＮＣ相比，ｍｉＲ３２４３ｐ表达上调了（１００．２±８．４）倍
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图２　ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞体外迁移能力：ｍｉＲ３２４３ｐ表达上调后，在５８Ｆ（Ａ）及６１０Ｂ（Ｂ）细胞中，与 ｍｏｃｋ组及 ＮＣ
组相比，ｍｉｍｉｃ组划痕愈合能力显著下降

!"#$"% &'&'" !"#$"% &'&'"

(
)
*
+
,

-
)
.
/

0 ,

1(2+!3+23 452 *+*2+!*62. 452 452 452782(!.2- 672.!126 6-26!*+2( 7(23!.27

图３　ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞体外侵袭能力：ｍｉＲ３２４３ｐ表达上调后，在５８Ｆ（Ａ）及６１０Ｂ（Ｂ）细胞中，与 ｍｏｃｋ组及 ＮＣ
组相比，ｍｉｍｉｃ组穿过聚碳酸酯膜的细胞数目明显下降（单位：个）

２．４　ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞ＥＭＴ过程
ＥＭＴ在肿瘤侵袭转移中发挥了重要作用。为

初步阐明 ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞侵袭转移能
力的分子机理，我们检测了上皮细胞标志物 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ和间质细胞标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达改变。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ｍｉＲ３２４３ｐ上调后，鼻咽癌
５８Ｆ细胞和 ６１０Ｂ细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达均升
高，而Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达均相应下调（图４）。该结果
表明ｍｉＲ３２４３ｐ可通过诱导 ＥＭＴ改变促进鼻咽癌
细胞的侵袭转移。

·７９·
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图４　ｍｉＲ３２４３ｐ调控鼻咽癌细胞ＥＭＴ过程：ｍｉＲ３２４３ｐ表达上调后，在５８Ｆ（Ａ）及６１０Ｂ（Ｂ）细胞中，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达升
高，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达降低

３　讨论

鼻咽癌患者就诊时多伴有颈部淋巴结转移

（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ），而转移很大程度上影响了鼻咽癌患者
的治疗、生存质量及预后。因此，阐明鼻咽癌转移发

生的分子机理进而采取靶向干预措施控制转移，有

望进一步改善鼻咽癌患者预后。我们前期通过高通

量深度测序技术筛选获得了鼻咽癌放疗抵抗相关的

ｍｉＲＮＡｓ差异表达谱。其中，ｍｉＲ３２４３ｐ为改变明
显的放疗抵抗相关ｍｉＲＮＡｓ之一［１］。在前期研究工

作中，我们发现抑制或过表达ｍｉＲ３２４３ｐ，均能够直
接靶向 ＷＮＴ２Ｂ基因，引起鼻咽癌细胞的放疗敏感
性相应地改变［２］。并且在组织标本中通过 ｑＲＴ
ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现ｍｉＲ３２４３ｐｍＲＮＡ和
蛋白的表达与鼻咽癌患者的 Ｔ分级、临床分期和淋
巴结转移密切相关［３］。因此，本研究在此基础上，

进一步阐明了 ｍｉＲ３２４３ｐ能通过诱导鼻咽癌细胞
发生ＥＭＴ改变，从而促进鼻咽癌的侵袭转移。

目前对 ｍｉＲ３２４３ｐ的功能及作用机制研究报
道较少。在非肿瘤性疾病的研究中，Ｃｕｉ等［４］报道

ｍｉＲ３２４３ｐ联合另外５种ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１４８ａ，ｍｉＲ
１４３，ｍｉＲ６２８３ｐ，ｍｉＲ１４０５ｐ，ａｎｄｍｉＲ３６２３ｐ）在
血清中的表达，可以协助区分肠病毒７１和柯萨奇病
毒１６所致的手足口感染。肾纤维化［５］的研究表明，

ｍｉＲ３２４３ｐ能够靶向减少 Ｐｒｅｐ促进进展期肾病的
肾组织纤维化的发生。在肿瘤研究中，Ｈｕ等［６］发

现ｍｉＲ３２４３ｐ与另外 ３种 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１６，ｍｉＲ
２５，ｍｉＲ２２２）在乳腺癌患者的血清中存在显著的差
异性表达。Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ等［７］发现 ｍｉＲ３２４３ｐ在恶性
黑色素瘤患者血清中缺失，可以作为疾病进展的检

测指标之一。在肝细胞癌中［８］，ｍｉＲ３２４３ｐ同样可

以作为肝癌早期诊断的血清标志物之一。

现有研究多集中于 ｍｉＲ３２４３ｐ的血清学表达
与疾病病理参数的相关性研究之间。而对其功能学

研究报道较少。最新有同样的研究表明ｍｉＲ３２４３ｐ
能对鼻咽癌的放疗抵抗性发挥调控作用，且其发挥

调控的靶基因为 ＳＭＡＤ７［９］，而我们前期证实的
ｍｉＲ３２４３ｐ的靶基因为ＷＮＴ２Ｂ基因［２］。本研究在

之前研究基础上，首先检测了 ｍｉＲ３２４３ｐ在鼻咽癌
组织中的表达，发现其与鼻咽癌患者的 Ｔ分级、临
床分期和淋巴结转移密切相关。该结果提示除调控

放疗抵抗外，ｍｉＲ３２４３ｐ对鼻咽癌的侵袭转移亦可
能发挥调控作用。我们研究发现 ｍｉＲ３２４３ｐ能对
鼻咽癌细胞的体外迁移和侵袭产生调控作用。而目

前国内外尚未见 ｍｉＲ３２４３ｐ在肿瘤侵袭转移中的
研究报道。

上皮－间质转化（ＥＭＴ）为上皮细胞发生向间
质细胞的形态及基因表达改变，其常伴有上皮细胞

标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ等表达下调，而间质细胞标志物
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等表达升高。目前，肿瘤细胞 ＥＭＴ改变与
其侵袭转移、干性维持、耐药及放疗抵抗关系密

切［１０］。一直以来，ＥＭＴ被认为是导致肿瘤侵袭转移
的重要原因之一。在本研究中，我们发现 ｍｉＲ３２４
３ｐ上调后，鼻咽癌细胞的体外迁移及侵袭能力提高
的同时，鼻咽癌细胞发生ＥＭＴ改变。从而初步表明
ｍｉＲ３２４３ｐ经ＥＭＴ调控鼻咽癌的侵袭转移。

ｍｉＲＮＡｓ是一类由内源基因编码长度为 １７～
２５个核苷酸的非编码单链 ＲＮＡ分子，均通过与靶
基因ｍＲＮＡ的３’ＵＴＲ区域结合，抑制靶基因的翻
译过程，从而达到调控靶基因参与到肿瘤的各项生

物学行为［１１］。ｍｉＲＮＡｓ调控的靶基因并非简单的一
对一关系，一个 ｍｉＲＮＡ可对多个靶基因进行调控，
而一个靶基因又可同时受到多个 ｍｉＲＮＡｓ的调控。
·８９·
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我们之前研究已经发现ＷＮＴ２Ｂ为ｍｉＲ３２４３ｐ的直
接靶基因，二者一起在鼻咽癌放疗抵抗中发挥作用。

本研究并未对其调控侵袭转移的靶基因进行报道。

目前课题组正对之前证实的靶基因 ＷＮＴ２Ｂ在鼻咽
癌侵袭转移、耐药及放疗抵抗中的作用进行系统研

究，并同时探讨ｍｉＲ３２４３ｐ可能存在的其他可能靶
基因。

总之，本研究通过体外实验证实 ｍｉＲ３２４３ｐ能
对鼻咽癌细胞的迁移和侵袭能力发挥调控作用。同

时初步表明该调控作用的产生与其诱导的鼻咽癌细

胞ＥＭＴ过程密切相关［１２］。目前ｍｉＲ３２４３ｐ调控肿
瘤侵袭转移的分子机理仍有待进一步研究。因此，

进一步明确其在鼻咽癌侵袭转移中的作用靶点及具

体机理，将有助于实现将其作为今后鼻咽癌治疗的

潜在干预靶点。
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