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［摘　要］目的：探讨ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对子宫内膜癌ＲＬ９５２细胞增殖、凋亡的影响及可能作用机制。方法：取对
数生长期ＲＬ９５２细胞随机分为未转染组、ｍｉｍｉｃ阴性对照组和ｍｉｍｉｃ转染组，做相应处理后２４ｈ，采用Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测ｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达，ＭＴＴ检测细胞增殖，流式细胞术分析细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白
（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）和信号通路相关蛋白（ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ）的表达。结果：
同ｍｉｍｉｃ阴性对照组比较，ｍｉｍｉｃ转染组中ｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达显著增加，细胞增殖抑制率和细胞凋亡率明显升高，
Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平显著上调，Ｂｃｌ２和线粒体ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ、ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ的表达水平明显下降。结
论：ｍｉＲ１２５ａ５ｐ能够抑制子宫内膜癌ＲＬ９５２细胞增殖，机制可能与其改变 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路活性及调节
凋亡相关基因有关。
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　　子宫内膜癌（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＣ）是女
性生殖道常见恶性肿瘤之一，其发病率呈逐年上升

趋势，严重威胁女性健康［１］。虽然近年对 ＥＣ的诊
断和治疗取得了巨大进步，但由于病理机制不明

确，晚期患者５年生存率仅为１０％ ～２９％［１］。因

此深入探索ＥＣ的发病机制、寻找基因治疗的潜在
靶点，很可能成为治疗及改善 ＥＣ癌患者预后的新
突破口。微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类长
度约为２２个碱基的非编码ＲＮＡ分子，参与细胞分
化、增殖、凋亡、迁移等多种生命活动，与肿瘤进展

紧密相关。ｍｉＲ１２５ａ５ｐ近年来备受关注，对肺
癌［２］、乳腺癌［３］、宫颈癌［４］、结直肠癌［５］等肿瘤的

影响及作用机制已经日渐清晰，但 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ与
子 ＥＣ的相关研究甚少，仅有的资料显示，ｍｉＲ
１２５ａ５ｐ在ＥＣ临床组织样本和细胞系中的表达显
著下降［６］，提示 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ参与 ＥＣ的发生和进
展。因此本研究通过观察 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对子宫内
膜癌 ＲＬ９５２细胞增殖和凋亡的影响，探讨其作用
机制。

１　材料与方法

１１　细胞与主要试剂
人ＥＣ细胞ＲＬ９５２、ＤＭＥＭ／Ｆ１２购自上海中乔

新舟公司，脂质体２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，胰酶、
ＭＴＴ购自上海碧云天公司，ＴＲＩｐｕｒｅ、ＳｕｐｅｒＭＭＬＶ
反转录酶、ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、２×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ购自北京百泰克公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自北
京索莱宝公司，全蛋白提取试剂盒、线粒体蛋白提

取试剂盒、一抗二抗去除液、Ｗｅｓｔｅｒｎ洗涤液、ＥＣＬ
发光液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋
白上样缓冲液、ＳＤＳＰＡＧ凝胶快速制备试剂盒、细
胞凋亡检测试剂盒、Ｂｃｌ２抗体、Ｂａｘ抗体、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３抗体、ｐＡＫＴ抗体、ＡＫＴ抗体、ｍＴＯＲ抗
体、羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ、内参抗体βａｃｔｉｎ、线粒体内参
ＶＤＡＣ１购自沈阳万类生物公司，ＰＶＤＦ膜购自Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司。
１．２方法
１２．１　细胞培养与转染　将 ＲＬ９５２细胞接种于
含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，置于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养，根据细胞生长状态
适时换液，使细胞处于对数期。将细胞分为未转染

组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ｍｉｍｉｃ阴性对照组（ｍｉｍｉｃＮＣ组）
和ｍｉｍｉｃ转染组（ｍｉｍｉｃ组），由苏州吉玛公司合成

ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ和阴性对照，按照脂质体２０００
说明书将转染试剂和待转染序列滴入培养孔中，轻

轻混匀，培养６ｈ后更换为完全培养基继续培养至
指定时间。

１２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达　
转染 ２４ｈ后收集各组细胞，ＴＲＩｐｕｒｅ法提取总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测定ＲＮＡ浓度，根据说明书
将ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ。配制ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应
体系：ｃＤＮＡ模板（１μＬ）、１０μｍｏｌ／Ｌ上游引物
（０５μＬ）、１０μｍｏｌ／Ｌ下游引物（０５μＬ）、ＳＹＢＲ
ＧＲＥＥＮｍａｓｔｅｒｍｉｘ（１０μＬ），用ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ，
在ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ９６荧光定量仪上进行荧光定量分
析。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ １０ｓ、
６０℃２０ｓ、７２℃３０ｓ，共４０个循环，记录循环阈值
（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ），以 Ｕ６作为内参，采用２－ΔΔＣｔ

法计算目的基因的相对表达水平。ｍｉＲ１２５ａ５ｐ上
游 引 物 为 ５′ＣＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＣＣＴＴＴＡＡＣ３′，
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ下游引物为 ５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣ３′。
１２．３　ＭＴＴ检测细胞增殖　将 ＲＬ９５２细胞接种
于９６孔板培养至对数期，进行细胞转染（方法同
１２．１），继续培养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ，更换为含
有０５ｇ／ＬＭＴＴ的培养液，于３７℃、５％ ＣＯ２条件
下继续孵育４ｈ，去除上清液，向培养板内加入ＤＭ
ＳＯ（１５０μＬ），避光孵育１０ｍｉｎ（溶解细胞形成的
紫色结晶），酶标仪测定各组细胞在５７０ｎｍ处的
ＯＤ值，以时间点为横坐标，ＯＤ值为纵坐标绘制细
胞生长曲线。

１２．４　流式细胞术检测细胞凋亡　将 ＲＬ９５２细
胞接种于６孔板培养至对数期，进行细胞转染（方
法同１２．１），继续培养４８ｈ，收集各组细胞，ＰＢＳ
缓冲液洗涤细胞２次，向细胞沉淀内加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（５００μＬ）轻轻吹打悬浮细胞，依次加入５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＬｉｇｈｔ６５０和ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ（１０μＬ），每
加完一种试剂需轻轻混匀，于室温下避光静置

１５ｍｉｎ，上样，流式细胞仪分析细胞凋亡。
１２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　将细胞接种
于６孔板培养至对数期，进行细胞转染（方法同
１２．１），继续培养４８ｈ，收集各组细胞，ＰＢＳ清洗后
加入裂解液提取样本总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度，稀释后煮沸变性，取２０μＬ（含４０μｇ蛋白）上
样，ＳＤＳＰＡＧＥ恒压电泳 ２５ｈ，将蛋白转印到
ＰＶＤＦ膜上，加入５％（Ｍ／Ｖ）脱脂奶粉，摇床缓慢摇
动 １ｈ，４℃过夜孵育一抗（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ
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ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ、
ｍＴＯＲ、βａｃｔｉｎ，１∶５００），洗膜后加入二抗（羊抗兔
ＩｇＧＨＲＰ，１∶５０００），３７℃孵育４５ｍｉｎ，加入ＥＣＬ化
学发光试剂，静置５ｍｉｎ，转移到暗室内曝光，凝胶
成像系统显影并拍照，分析目标条带的光密度值。

１３　统计学方法
所有数据用ＳＰＳＳ１３０软件进行统计分析，实

验结果用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间数据比
较采用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达
从图１可以看出，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉｍｉｃＮＣ

组中ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达未发生显著变化，而ｍｉｍ
ｉｃ组中 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达较 ｍｉｍｉｃＮＣ组显著升
高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），表明 ｍｉＲ１２５ａ
５ｐｍｉｍｉｃ转染成功。

（１）与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，Ｐ＜００１

图１　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ表达（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
Ｆｉｇ．１　ｍｉＲ１２５ａ５ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＬ９５２ｃｅｌｌ

２２　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对细胞增殖的影响
ＭＴＴ法检测结果显示（图２），转染ｍｉＲ１２５ａ

５ｐ后，ｍｉｍｉｃ组中细胞在各个时间点的增殖率较
ｍｉｍｉｃＮＣ组均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１）；同 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｍｉｍｉｃＮＣ组
细胞的增殖能力未发生明显变化，说明 ｍｉＲ１２５ａ
５ｐ显著抑制ＥＣ细胞ＲＬ９５２增殖。

与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

图２　ＲＬ９５２细胞增殖能力（ＭＴＴ法）
Ｆｉｇ．２　ＲＬ９５２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

２３　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对细胞凋亡率的影响
转染４８ｈ后，流式细胞术检测细胞凋亡，结果

显示（图３），Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｍｉｍｉｃＮＣ组、ｍｉｍｉｃ组细胞
早期凋亡率分别为４９％、５４％和 １７３％，ｍｉｍｉｃ
组细胞凋亡率较ｍｉｍｉｃＮＣ组明显升高，说明 ｍｉＲ
１２５ａ５ｐ显著诱导ＥＣ细胞ＲＬ９５２凋亡。
２４　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对凋亡相关蛋白的影响

转染４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡相关
蛋白 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的
表达。与 ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，促凋亡蛋白 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达显著增加，抗凋亡蛋白Ｂｃｌ
２和线粒体ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的表达显著减少，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）；而 ｍｉｍｉｃＮＣ组中各指标
的表达较Ｃｏｎｔｒｏｌ组未发生明显变化（图４），表明
ｍｉＲ１２５ａ５ｐ显著增加促凋亡蛋白表达，减少抗凋
亡蛋白表达，从而诱导ＥＣ细胞ＲＬ９５２凋亡。

图３　ＲＬ９５２细胞凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染流式细胞术）
Ｆｉｇ．３　ＲＬ９５２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
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与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，（１）Ｐ＜００１

图４　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对凋亡相关蛋白的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．４　Ｂｃｌ２，Ｂａｘ，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＲＬ９５２ｃｅｌｌｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
２５　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的影响

转染４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测通路相关蛋白
ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ的表达，从图 ５可以
看出，ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ在各组中的蛋白水平均未发
生显著变化，与 ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，ｍｉｍｉｃ组中 ｐ

ＡＫＴ和ｐｍＴＯＲ的表达显著减少，差异有统计学意
义（Ｐ＜００１）；而 ｍｉｍｉｃＮＣ组中两指标的表达较
Ｃｏｎｔｒｏｌ组未发生明显变化，说明ｍｉＲ１２５ａ５ｐ显著
抑制 ＥＣ细胞 ＲＬ９５２中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路
活性。

与ｍｉｍｉｃＮＣ组比较，（１）Ｐ＜００１

图５　ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对信号通路相关蛋白的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．５　ｐＡＫＴ，ＡＫＴ，ｐｍＴＯＲａｎｄｍＴＯＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＲＬ９５２ｃｅｌｌｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

ＭｉＲＮＡ是人体内最大种类的调控因子，在癌
症发生进展中的作用是目前的研究热点。新近研

究发现，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在肿瘤进展中发挥重要作用：
如ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在胃癌临床组织样本和细胞系中
的表达显著减少，与肿瘤发生和预后不良紧密相

关［７］；ｍｉＲ１２５ａ５ｐ通过靶向 ＧＡＬＮＴ１４抑制卵巢
癌细胞增殖和侵袭［８］。但有关 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ与 ＥＣ
的关系显见报道，Ｊａｙａｒａｍａｎ等［６］的研究指出，ＥＣ
组织和肿瘤细胞中 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表达显著减少，
但其对ＥＣ生物学行为的影响目前尚无文献报道。

本研究通过向 ＥＣ细胞 ＲＬ９５２转染 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ
ｍｉｍｉｃ进一步研究上调ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对细胞增殖和
凋亡的影响。为了确定转染后 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的表
达增加，本研究采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术进行验证，
结果ｍｉｍｉｃｓ组较ｍｉｍｉｃＮＣ组和Ｃｏｎｔｒｏｌ明显升高，
表明转染成功，可用于后续实验。有文献报道，

ｍｉＲ１２５ａ５ｐ直接靶向 ＮＥＤＤ９抑制肺腺癌细胞增
殖，诱导细胞凋亡［９］；Ｔｏｎｇ等［１０］的研究证实，Ｂｃｌ
２、Ｂｃｌ２Ｌ１２及 Ｍｃｌ１是 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ的下游靶基
因，将其过表达后可以拮抗 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对结直肠
癌细胞增殖的抑制作用，提示 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在肿瘤
中发挥抑癌作用。本实验采用 ＭＴＴ和流式细胞术
分别检测细胞增殖与凋亡情况，结果显示，上调
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ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可显著抑制ＲＬ９５２细胞增殖，促进细
胞凋亡。应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术进一步检测凋亡相
关指标，综合分析 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ对 ＲＬ９５２细胞凋
亡的影响，结果发现 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ过表达后 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达显著增加，Ｂｃｌ２和线粒体
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的表达明显减少，进一步证明了 ｍｉＲ
１２５ａ５ｐ诱导 ＥＣ细胞 ＲＬ９５２凋亡。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ该信号通路的活化对 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９等多种促凋亡因子的表达具有调控作
用［１１］。近年研究表明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路
活性增强及相关信号蛋白表达增加与 ＥＣ的发生
进展密切相关［１２］。已有文献报道，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路是ＥＣ中常见异常表达通路，在ＥＣ
组织中的活性明显高于正常子宫内膜组织和非典

型增生子宫内膜组织［１３］；此外，Ｔａｎｇ等［１４］的研究

指出，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ通过调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通
路活性抑制肝癌细胞侵袭和迁移。因此推测

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路很可能参与 ｍｉＲ１２５
５ｐ对 ＥＣ的调控作用。本研究采用 ｍｉＲ１２５５ｐ
ｍｉｍｉｃ转染ＲＬ９５２细胞后，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术
检测信号通路相关蛋白 ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ、ｐ
ｍＴＯＲ的表达，发现 ｍｉＲ１２５ａ５ｐｍｉｍｉｃ能够显著
降低ｐＡＫＴ和 ｐｍＴＯＲ的含量，而 ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ
的含量未受到显著影响。说明 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路活性，与 Ｂｕ等［１５］在甲

状腺未分化癌中的研究结果一致。

综上所述，ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在 ＥＣ中呈低表达，通
过影响ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路活性调节凋亡相关
因子，抑制肿瘤细胞增殖，促进肿瘤细胞凋亡，参与

ＥＣ的发生与进展，有可能成为临床 ＥＣ基因治疗
的潜在靶点，但ｍｉＲ１２５ａ５ｐ可能作用的靶基因仍
有待进一步研究。
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