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［摘　要］目的：研究结肠癌（ＣＲＤ）细胞中ｍｉＲ１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ与ｍＴＯＲ诱导的自噬之间的关系。方
法：选取人ＣＲＣＳＷ４８０细胞株，分别用ｍｉＲ１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的ｍｉｍｉｃｓ和抑制剂转染ＳＷ４８０细胞，采用实
时定量ＰＣＲ检测转染后２种ｍｉＲＮＡ的表达量、自噬基因Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达量，ＣＣＫ８检测细胞存活率，流式
细胞技术检测细胞凋亡率，荧光素酶实验检测２种 ｍｉＲＮＡ与 ｍＴＯＲ之间的关系。结果：与对照组比较，转入
ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ的ＳＷ４８０细胞中Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达水平显著增加（Ｐ＜０．０５），经ｍｉＲ１００
５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ转染的ＳＷ４８０细胞生长更慢（Ｐ＜０．０５），同时细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０５）；荧光素酶
报告基因结果显示，与对照组相比，ｍｉＲ１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ组的ｍｉＲ１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ表达水平
都显著降低，表明 ｍＴＯＲ３’ＵＴＲ区可能是 ｍｉＲ１００５ｐａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的结合部位。结论：ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ
１９９ｂ５ｐ可能通过靶向ｍＴＯＲ诱导ＳＷ４８０细胞的自噬死亡。

［关键词］ｍｉＲ１００５ｐ；ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ；自噬；ｍＴＯＲ；结肠癌
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（１．ＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ，ＳｕｎＳｉｍｉａｏＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｔｏｎｇｃｈｕａｎ７２７０００，
Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ；２．ＯｎｃｏｌｏｇｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ，ＡｎｋａｎｇＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｅｎｃｅ，Ａｎｋａｎｇ７２５０００，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ１００５ｐ，ｍｉＲ１９９ｂ５ｐａｎｄｍＴＯＲ
ｉｎｄｕｃｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ（ＣＲＤ）ｃｅｌｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＨｕｍａｎＣＲＣＳＷ４８０ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔ
ｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｍｉｍｉｃｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｉＲ１００５ｐａｓｗｅｌｌａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｍｉＲＮＡａｎｄ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｇｅｎｅＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄＬＣ３ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗａｓｄｅｔｅｃ
ｔｅｄｂｙＣＣＫ８，ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ２ｋｉｎｄｓ
ｏｆｍｉＲＮＡａｎｄｍＴＯＲｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄＬＣ３ｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｍｉＲ１００５ｐａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）；ＧｒｏｗｔｈｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ１００５ｐａｎｄｍｉＲ
１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓｗａｓｓｌｏｗｅｒ（Ｐ＜０．０５）；ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｒａｔｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００５）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ１００５ｐａｎｄ
ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｉｎｍｉＲ１００５ｐａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎ
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ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｍＴＯＲ３＇ＵＴＲｒｅｇｉｏｎｍｉｇｈｔｂｅｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆｍｉＲ１００５ｐａｎｄ
ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：ＭｉＲ１００５ｐａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍａｙｉｎｄｕｃｅａｕｔｏｐｈａｇｙｄｅａｔｈｏｆＳＷ４８０
ｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｍＴＯＲ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｍｉＲ１００５ｐ；ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｍＴＯＲ；ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ

　　结肠癌（ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是最常见的消化
系统恶性肿瘤之一。近年来，ＣＲＣ的发病率和死亡
率持续增高，发病年龄逐渐年轻化，且预后差［１－３］。

有研究表明肿瘤的发生是由基因突变导致正常细

胞的无限增殖和凋亡抵抗所引起，细胞自噬则是一

种细胞凋亡样的生物学现象，自噬是细胞自我破坏

的高度保守过程，胞质蛋白和细胞器等细胞质成分

被封闭会形成双膜自噬体；这些囊泡可以被溶酶体

水解酶进行降解以供细胞循环利用，与癌症和其他

疾病有关［４－６］，但关于其在 ＣＲＣ细胞的生长和转
移中作用的报道甚少。ｍＴＯＲ基因位于１号染色
体，编码丝氨酸／苏氨酸激酶，涉及许多细胞信号通
路，包括自噬信号通路［７］。有研究发现 ｍＴＯＲ激
酶的磷酸化与ＣＲＣ细胞的增殖、存活、侵袭及转移
有关［８－９］。有趣的是，一些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的
降解与 ｍＴＯＲ激酶的表达上调具有协同关系，
ｍｉＲＮＡ是由１９到２５个核苷酸组成的小的非编码
ＲＮＡ分子，可以下调基因表达［１０］。Ｔｏｒｒｅｓ等［１１］指

出ｍｉＲ１００、ｍｉＲ９９ａ及ｍｉＲ１９９ｂ在肿瘤组织和血
浆中水平降低，Ｗｕ等［１２］进一步证明 ｍｉＲＮＡ１９９ａ
３ｐ可以通过靶向 ｍＴＯＲ来调节肿瘤细胞的增殖，
本研究分别用ｍｉＲ１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的ｍｉｍ
ｉｃｓ和抑制剂转染 ＳＷ４８０细胞，检测转染后 ２种
ｍｉＲＮＡ、自噬基因Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达量，同时检
测细胞的存活率及凋亡率，采用荧光素酶实验检测

ＣＲＣ细胞中 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ与 ｍＴＯＲ
诱导的自噬之间的关系。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
人ＣＲＣ细胞株 ＳＷ４８０（购自中国科学院上海

细胞库），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＵＳＡ）、ｍｉＲ１００５ｐ及 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
的ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及 ＮＣ（上海吉玛制药技
术有限公司），雷帕霉素（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，ＳｔＬｏｕｉｓ，
ＭＯ），ＴＲＩｚｏｌＰｌｕｓＲＮＡ纯化试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），
ＰｒｅｃｉｓｉｏｎｎａｎｏＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ试剂盒

（ＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ），ｍｉＲｃｕｔｅＰｌｕｓｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（北京天根生化科技有限公
司），ＤｕａｌＧｌｏ荧光素酶测定系统（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉ
ｓｏｎ，ＵＳＡ）。
１．２　方法
１．２．１　ＳＷ４８０细胞培养及分组　将 ＳＷ４８０细胞
株培养于含有２％青霉素／链霉素与１０％胎牛血清
的Ｌ１５培养基混合液中，３７℃ 、５％ ＣＯ２条件下
培养，当细胞达到对数生长期时，可进行实验。使

用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，分别用 ｍｉＲ１００
５ｐ、ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及 ＮＣ
分别转染ＳＷ４８０细胞，分别记为ｍｉＲ１００５ｐ、ｍｉＲ
１９９ｂ５ｐ实验组（ｍｉｍｉｃｓ）、抑制组（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和对
照组（ＮＣ）共６组，转染后采用 ＣＣＫ８试剂盒检测
细胞活性，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂检测细胞凋亡率
（流式细胞仪检测）。

１．２．２　自噬基因 Ｂｅｃｌｉｎ１及 ＬＣ３测定　采用 ＴＲ
ＩｚｏｌＰｌｕｓＲＮＡ纯化试剂盒提取总ＲＮＡ，并使用Ｐｒｅ
ｃｉｓｉｏｎｎａｎｏＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ试剂盒对总
ＲＮＡ（５００ｎｇ）进行逆转录，采用 ＰＣＲ法扩增自噬
基因 Ｂｅｃｌｉｎ１，ＬＣ３和内参基因 ＧＡＤＰＨ；反应体系
２０μＬ，模板 １μＬ、ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）１０μＬ、上下游引物各 ０．６μＬ及 ｄｄＨ２Ｏ
７．８μＬ；反应条件，９５℃１５ｍｉｎ预变性、９５℃１０ｓ、
６０℃ ２０ｓ及７２℃ ３０ｓ，共４５个循环。Ｂｅｃｌｉｎ１的
引物 Ｆ为 ＧＧＡＧＣＴＧＣＣＧＴＴＡＴＡ ＣＴＧＴＴＣ、Ｒ为
ＴＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＡＴＣＣＴＧＴＡＧＧ，ＬＣ３的引物 Ｆ为
ＧＧＴＧＡＴＣＡＴＣＧＡＧＣＧＣＴＡＣＡ、Ｒ 为 ＣＧＣＣＧＧＡＴ
ＧＡＴＣＴＴＧＡＣＣＡＡ，ＧＡＤＰＨ 的引物为 Ｆ为 ＡＧ
ＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ、Ｒ 为 ＧＧＧＧＴＣＧＴＴ
ＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ。
１．２．３　ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ在 ＳＷ４８０细
胞中的表达　使用 ｍｉＲｃｕｔｅＰｌｕｓｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒对 ｍｉＲＮＡ进行逆转
录。反应体系：ｍｉＲＮＡ第１链ｃＤＮＡ１μＬ，２×ｍｉＲｕｔｅ
ｍｉＲＮＡ预混合物 ５μＬ，上、下游引物 ０．２μＬ
及ｄｄＨ２Ｏ３．６μＬ。反应条件：９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃
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２０ｓ、６５℃ ３０ｓ循环５次，７２℃３４ｓ、９４℃２０ｓ及
６０℃ ３４ｓ循环４０次。采用 ＤｕａｌＧｌｏ荧光素酶测
定系统检测 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ对 ｍＴＯＲ
基因的影响。

１．３　数据处理
采用ＳＰＳＳ２３．０软件对数据录入及分析，正态

分布数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用单因素ＡＮＯＶＡ分析，两两比较采用ｔ检验，以Ｐ
＜０．０５为有显著统计学意义。

２　结果

２．１　自噬基因Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３在ＳＷ４８０细胞中的
表达

ＳＷ４８０细胞经过转染后，与对照组比较，ｍｉＲ
１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ实验组的自噬基因 Ｂｅｃｌｉｎ１
和ＬＣ３表达量显著上调（Ｐ＜０．０５），抑制组的自噬
基因表达量均显著下调（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３基因在ＳＷ４８０细胞中的相对表达量
Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄＬＣ３ｇｅｎｅｓｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ

组别
Ｂｅｃｌｉｎ１相对表达量

ＨａｓｍｉＲ１００５ｐ ＨａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
ＬＣ３相对表达量

ＨａｓｍｉＲ１００５ｐ ＨａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
对照组 １ １ １ １
实验组 １．３８±０．１２（１） １．９２±０．１６（２） １．３７±０．１２（１） 　１．５７±０．１３（２）

抑制组 ０．５８±０．０３（１） ０．６３±０．０８（１） ０．８３±０．０９（１） ０．８７±０．０８（１）

与对照组相比，（１）Ｐ＜０．０５，（２）Ｐ＜０．０１

２．２　ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ在 ＳＷ４８０细胞
中的表达

ＳＷ４８０细胞经过转染后，与对照组比较，实验
组ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的表达显著增高（Ｐ
＜０．０１），而抑制组 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的
表达水平则差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
在ＳＷ４８０细胞中的相对表达量

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ１００５ｐ
ａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ

组别 ＨａｓｍｉＲ１００５ｐ ＨａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
对照组 １ １
实验组 　９．２９±０．７３（１） 　 ２６．４１±２．１０（１）

抑制组 ０．２４±０．０９ ０．２９±０．０１

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ抑制 ＳＷ４８０细
胞增殖

ＳＷ４８０细胞转染时，设立相应对照，分别为空
白对照（ｍｏｃｋ）组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对照（ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组及
ｍｉｍｉｃｓ对照（ＮＣｍｉｍｉｃｓ）组，分别在转染２４和４８ｈ
时测定细胞活力。与 ＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较，ｍｉＲ１００
５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ组的细胞活力都显著降

低（Ｐ＜０．０５）；与ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组的细胞活力都显著提高（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　ＳＷ４８０细胞转染２４ｈ和４８ｈ后
细胞活力（以ｍｏｃｋ为标准）

Ｔａｂ．３　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４ａｎｄ
４８ｈｏｕｒｓｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

组别
细胞活力

２４ｈ ４８ｈ
ｍｏｃｋ １００ １００
ＮＣｍｉｍｃｓ ９７．５６±４．８８ １００．４６±３．５１

ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ９６．３８±２．６９ １０１．４６±２．３５

ｈａｓｍｉＲ１００５ｐｍｉｍｉｃｓ ８９．０６±２．５５（１） ９３．６８±１．６９（１）

ｈａｓｍｉＲ１００５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ９４．３５±２．５４（１） １０３．１１±１．０７（１）

ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ ８８．１０±２．０９（１） ９１．９２±３．４９（１）

ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １０４．９８±１．６３（１） １０９．５０±１．９５（１）

（１）与相应对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ诱导 ＳＷ４８０细
胞凋亡

ＳＷ４８０细胞经过转染后，在２４ｈ测定细胞凋
亡比例，与 ＮＣｍｉｍｉｃｓ组相比，ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ
１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ组的细胞凋亡比例均显著增高（Ｐ
＜０．０５），见表４。
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表４　ＳＷ４８０细胞转染２４ｈ时细胞凋亡比例
Ｔａｂ．４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｓｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
组别 凋亡比例

ｍｏｃｋ ５．９５±０．３
ＮＣｍｉｍｉｃｓ ６．５９±０．８
ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ７．６６±０．３８
ｈａｓｍｉＲ１００５ｐｍｉｍｉｃｓ １１．４８±０．２６（１）

ｈａｓｍｉＲ１００５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５．３９±０．１９
ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ １４．９６±０．３９（２）

ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５．８０±０．２８
（１）与对照组相比，（１）Ｐ＜０．０５，（２）Ｐ＜０．０１

２．５　ｍＴＯＲ是ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的靶基因
为了 研 究 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ与

ｍＴＯＲ直接的关系，本研究在 ＨＥＫ２９３细胞中做了
荧光素酶报告实验，结果显示，与 ｍｏｃｋ组相比，
ｍｉｍｉｃｓ组 ｍｉＲ１００５ｐａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的表达水
平显著降低（Ｐ＜０．０５），表明ｍＴＯＲ３’ＵＴＲ区可能
是ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的结合部位，见表５。

表５　荧光素酶报告实验中ｍｉＲＮＡ相对表达量
Ｔａｂ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｍｉＲＮＡｉｎｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ

组别 ｍｉＲＮＡ相对表达量
ｍｏｃｋ １
ｈａｓｍｉＲ１００５ｐｍｉｍｉｃｓ ０．６４±０．０３（１）

ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ ０．７２±０．０９（１）

（１）与ｍｏｃｋ组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

本文研究了 ＳＷ４８０细胞中两种 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ
１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ）和自噬相关基因Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＬＣ３的表达水平。本研究发现与对照组相比，转入
ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ的 ＳＷ４８０细胞
中Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达水平显著增加。此外，经
ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ转染的 ＳＷ４８０
细胞生长更慢；同时细胞凋亡率增加。最后，荧光

素酶报告基因结果显示，与对照组相比，ｍｉＲ１００
５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐｍｉｍｉｃｓ组的ｍｉＲ１００５ｐ和ｍｉＲ
１９９ｂ５ｐ表达水平都显著降低。基于以上的结果，
推测 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ可能通过靶向
ｍＴＯＲ诱导ＳＷ４８０细胞的自噬死亡。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ通常与靶 ｍＲＮＡ的３＇ＵＴＲ结合，抑
制ｍＲＮＡ翻译或诱导ｍＲＮＡ降解。许多研究已发
现ｍｉＲＮＡ在肿瘤细胞中的异常表达，这表明 ｍｉＲ
ＮＡ可能具有类似原癌基因或肿瘤抑制基因的功
能［１３］。ＭｉＲ１００５ｐ在头颈鳞状细胞癌组织中表达
量较低［１４］。ＭｉＲＮＡ１９９ｂ５ｐ参与 Ｎｏｔｃｈ信号通
路，已经发现与乳腺癌，卵巢癌，肺癌和肾癌有

关［１５］。本研究发现转染细胞中 ｍｉＲ１００５ｐ，ｍｉＲ
１９９ａ３ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的过度表达会抑制人
ＣＲＣＳＷ４８０细胞增殖并加速细胞凋亡。这些结果
都表明ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ可能在癌症的
发生发展中起重要作用。

细胞自噬是对代谢和环境压力的保守的程序

化反应，自噬的不同阶段分别由一些重要的基因调

控，如 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３。Ｂｅｃｌｉｎ１参与了早期的自噬
体形成步骤［１６］。Ｂｅｃｌｉｎ１在乳腺癌，卵巢癌和结直
肠癌细胞中的表达水平较低［１７－１８］。而ＬＣ３与自噬
体数量密切相关，在自噬体的后期形成中起重要作

用［１９］。本研究发现经 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ转染的人 ＣＲＣＳＷ４８０细胞中，Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＬＣ３的表达水平都显著增加。基于此，推测 ｍｉＲ
１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ可能通过靶向 ｍＴＯＲ对影
响自噬，因此本实验进一步研究了使用荧光素酶报

告基因测定 ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ与 ｍＴＯＲ
之间的关联。

ｍＴＯＲ是自噬信号通路中的主要靶标，在细胞
生长、增殖、分化、细胞周期调控等方面起重要作

用。ｍＴＯＲ也被发现在前列腺，肝脏和头颈癌中的
表达量增加［２０］。在本研究中，荧光素酶报告实验

结果显示，与 ｍｏｃｋ组相比，ｍｉｍｉｃｓ组的 ｍｉＲ１００
５ｐａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐ表达水平显著降低（Ｐ＜
００５），表明 ｍＴＯＲ３’ＵＴＲ区可能是 ｍｉＲ１００５ｐ
ａｎｄｍｉＲ１９９ｂ５ｐ的结合部位，进一步揭示了 ｍｉＲ
１００５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ与ｍＴＯＲ之间的关系。

综上所述，ｍｉＲ１００５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ可能通
过靶向ｍＴＯＲ诱导人ＣＲＣＳＷ４８０细胞的自噬死亡。
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ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＡｍＣｏｌｌＳｕｒｇｅｏｎｓ，
２０１０，２１０（５）：７６７．

［９］高嵩，于燕．ｍＴＯＲ信号通路与肿瘤发生的机制研究
［Ｊ］．国外医学（医学地理分册），２０１６，３７（４）：３５３－
３５６．

［１０］ＦＡＲＡＺＩＴＡ，ＳＰＩＴＺＥＲＪＩ，ＭＯＲＯＺＯＶＰ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡｓ
ｉｎｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｌ，２０１１，２２３（２）：１０２－
１１５．

［１１］ＴＯＲＲＥＳＫＴ，ＡＮＮＡＰＥＳＣＩ，ＭＡＲＣＥＬＬＯＣ，ｅｔａｌ．Ｄｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１００，ｍｉＲ９９ａａｎｄｍｉＲ１９９ｂｉｎｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄｐｌａｓｍａｃｏｅｘｉｓｔｓｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＴＯＲ
ｋｉｎａｓｅｉｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｉｄｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１２，１２（１）：３６９．

［１２］ＷＵＤ，ＨＵＡＮＧＨＪ，ＨＥＣＮ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１９９ａ３ｐ
ＲｅｇｕｌａｔｅｓＥｎｄｏｍｅｔｒｉａｌＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙＴａｒ
ｇｅｔｉｎｇＭａｍｍａｌｉａｎＴａｒｇｅｔｏｆＲａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）［Ｊ］．
ＩｎｔＪＧｙｎｅｃｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１３，２３（７）：１１９１－１１９７．

［１３］ＫＡＲＡＭ，ＹＵＭＲＵＴＡＳＯ，ＯＺＣＡＮＯ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｇｕｌａｔｏ
ｒｙｍｉＲＮＡｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２０１５，５６７
（１）：８１－８６．．

［１４］ＮＥＴＷＯＲＫＴＣＧＡ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］．
Ｎａｔｕｒｅ，２０１５，５１７（７５３６）：５７６．

［１５］ＦＡＮＧＣ，ＺＨＡＯＹ，ＧＵＯＢ．ＭｉＲ１９９ｂ５ｐｔａｒｇｅｔｓＨＥＲ２
ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１３，１１４
（７）：１４５７．

［１６］ＰＡＴＴＩＮＧＲＥＳ，ＥＳＰＥＲＴＬ，ＢＩＡＲＤＰＩＥＣＨＡＣＺＹＫＭ，ｅｔ
ａｌ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙｂｙｍＴＯＲａｎｄＢｅｃｌｉｎ１
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２００８，９０（２）：３１３－３２３．

［１７］ＷＵＳ，ＳＵＮＣ，ＴＩＡＮＤ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｃｅｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１，ＬＣ３ａｎｄｍＴＯＲｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃ
ｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ２０１５，８（４）：３８８２．

［１８］ＭＩＲＡＣＣＯＣ，ＣＥＶＥＮＩＮＩＧ，ＦＲＡＮＣＨＩＡ，ｅｔａｌ．Ｂｅｃｌｉｎ１
ａｎｄＬＣ３ａｕｔｏｐｈａｇｉｃｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｕｔａｎｅｏｕｓｍｅｌ
ａｎｏｃｙｔｉｃｌｅｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＨｕｍＰａｔｈｏｌ，２０１０，４１（４）：５０３－
５１２．

［１９］ＫＡＢＥＹＡＹ，ＭＩＺＵＳＨＩＭＡＮ，ＵＥＮＯＴ，ｅｔａｌ．ＬＣ３，ａ
ｍａｍｍａｌｉａｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅｏｆｙｅａｓｔＡｐｇ８ｐ，ｉｓｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎａｕ
ｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｍｅｍｂｒａｎｅｓａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ［Ｊ］．ＥｍｂｏＪ，
２０１４，２２（１７）：４５７７－４５７７．

［２０］ＳＡＢＡＴＩＮＩＤＭ．ｍＴＯＲａｎｄｃａｎｃｅｒ：ｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏａｃｏｍ
ｐｌｅｘｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２００６，６（９）：７２９
－７３４．

（２０１７－１１－２０收稿，２０１８－０１－３１修回）
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