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ｍｉＲ１３３ｂ靶向下调 ＥＧＦＲ对鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞增
殖、迁移及侵袭的影响

闫　勇，吴曙辉，朱静静，姜婷婷
（上海市宝山区中西医结合医院 耳鼻喉科，上海　２０１９００）

［摘　要］目的：研究ｍｉＲ１３３ｂ对鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞增殖、迁移及侵袭的影响，并探讨其作用机制。方法：
采用ｑＰＣＲ检测人鼻咽癌细胞株ＣＮＥ１、ＳＵＮＥ１、Ｃ６６６１及正常人鼻咽上皮细胞株 ＮＰ６９中 ｍｉＲ１３３ｂ及表皮生
长因子受体（ＥＧＦＲ）的表达差异，使用荧光光素酶报告基因及蛋白免疫印迹实验测定ｍｉＲ１３３ｂ和ＥＧＦＲ在鼻咽
癌ＳＵＮＥ１细胞株中的调控关系；将ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ转染至ＳＵＮＥ１细胞中构建ｍｉＲ１３３ｂ过表达模型，同时将
ＥＧＦＲｓｉＲＮＡ转染至ＳＵＮＥ１细胞中构建ＥＧＦＲ低表达模型，通过ＭＴＴ实验检测细胞的增殖能力、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测细胞的迁移及侵袭能力。结果：与ＮＰ６９细胞株比较，ｍｉＲ１３３ｂ在ＣＮＥ１、ＳＵＮＥ１、Ｃ６６６１细胞株中低表达
（Ｐ＜００５）、且在ＳＵＮＥ１细胞株中表达最低，而 ＥＧＦＲ在在 ＣＮＥ１、ＳＵＮＥ１、Ｃ６６６１中高表达（Ｐ＜００５）、且在
ＳＵＮＥ１细胞株中表达最高；双荧光素酶报告基因及蛋白免疫印迹实验结果显示增强ｍｉＲ１３３ｂ的表达后，ＳＵＮＥ
１细胞株中ＥＧＦＲ的表达相应下调（Ｐ＜００５）；增强ｍｉＲ１３３ｂ的表达或抑制 ＥＧＦＲ的表达，鼻咽癌细胞的增殖、
侵袭、迁移能力显著减弱（Ｐ＜００５）。结论：ｍｉＲ１３３ｂ可能通过负向调控ＥＧＦＲ的表达，从而抑制鼻咽癌细胞的
增殖、迁移及侵袭能力。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是发
生于鼻咽上皮细胞的恶性肿瘤，我国每年新发病例

约有８４４００例，死亡５１６００例［１］。鼻咽癌病因有

多种，包括遗传变异，环境因素和病毒感染等［２］，

但其具体发病机制尚未完全明确，虽然鼻咽癌对放

疗敏感，但其局部复发及远处转移仍是治疗失败的

主要原因［３］。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是由长度为 ２０
～２２个核苷酸组成的小型非编码 ＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ通
过在转录后水平与３′ＵＴＲ结合来调节靶基因的表
达［４－５］。目前，已经发现许多 ｍｉＲＮＡ在不同类型
的癌症中表达失调，认为其在肿瘤发生和发展中起

着关键诱导剂的作用［６］。ｍｉＲ１３３ｂ是一种在多种
癌细胞中表达的 ｍｉＲＮＡ，能显著抑制原发性肝癌
细胞迁移和侵袭，并且调节 ＰＰＰ２Ｒ２Ｄ基因表达而
对原发性肝癌放疗起到增敏作用［７］；ｍｉＲ１３３ｂ参
与Ｇ１／Ｓ细胞周期调节并抑制急性髓性白血病的
终末分化［８］，然而鼻咽癌中 ｍｉＲ１３３ｂ的作用及机
制尚不清楚。因此，本研究观察 ｍｉＲ１３３ｂ在不同
鼻咽癌细胞中的表达水平及其对鼻咽癌细胞的生

物学行为的影响，对其潜在的作用机制进行探讨。

１　材料与方法

１１　细胞株和主要实验试剂
人鼻咽癌细胞株ＣＮＥ１、ＳＵＮＥ１、Ｃ６６６１及正

常人鼻咽上皮细胞株 ＮＰ６９均购自于中国科学院
上海细胞研究所，ＨＥＫ２９３人胚胎肾细胞系购自美
国ＡＴＣＣ公司。ＤＭＥＭ培养液及胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ
美国），胎牛血清（ＧＩＢＣＯ美国），全蛋白提取试剂
盒、ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒及高灵敏 ＥＣＬ化学
放光试剂盒（碧云天中国），ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ、ＥＧ
ＦＲｓｉＲＮＡ由上海吉玛公司设计合成，Ｌｉｐｏ２０００转
染试剂盒及 ＲＮＡ提取试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ美国），
Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒（宝生物中国），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小

室（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ日本），Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶（Ｂ＆Ｄ美国），
兔抗人一抗 ＥＧＦＲ、兔抗人一抗 ＧＡＰＤＨ以及山羊
抗兔二抗ＩｇＧ（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ美国）。
１２　细胞培养及转染

将ＣＮＥ１、ＳＵＮＥ１、Ｃ６６６１、ＮＰ６９在含１０％胎
牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，温度 ３７℃，
５％ ＣＯ２。将 ＳＵＮＥ１细胞株接种至６孔板，生长
至密度为５０％～７０％时用于实验，根据操作手册，
以 Ｌｉｐｏ２０００将 ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ转染至鼻咽癌
ＳＵＮＥ１细胞中构建 ｍｉＲ１３３ｂ过表达模型（ｍｉＲ
１３３ｂｍｉｍｉｃｓ组），并将ｍｉＲ１３３ｂＮＣ转染至ＳＵＮＥ
１细胞作为对照（ｍｉＲ１３３ｂＮＣ组），同时将 ＥＧＦＲ
ｓｉＲＮＡ转染至鼻咽癌ＳＵＮＥ１细胞中构建ＥＧＦＲ低
表达模型（ＥＧＦＲｓｉＲＮＡ组），并将ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ转
染至ＳＵＮＥ１细胞作为对照（ＥＧＦＲＮＣ组）。
１３　定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）

将细胞收集后加入含有 ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ５００μＬ的
ＥＰ管中裂解，Ｔｒｏｚｅｌ裂解液抽提组织总 ＲＮＡ，取
１μｇ总ＲＮＡ进行ｃＤＮＡ的合成，具体操作参照使用
说明，使用 Ｕ６作为内参。反应体系２０μＬ，９５℃
１５ｓ，６０℃、１ｍｉｎ，４０个循环，根据 Ｔａｋａｒａ公司实
时定量ＰＣＲ试剂盒说明书进行 ＰＣＲ反应；获得数
据以ＲＱ＝２－ΔΔＣＴ计算 ｍＲＮＡ表达量，实验重复 ３
次。引物序列如下：ｍｉＲ１３３ｂ正义链 ５′ＡＣＡＧＧＣ
ＣＧＧＧＡＣＡＡＧＴＧＣＡＡＴＡ３′，反义链 ５′ＧＣＴＧＴＣＡＡ
ＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧ３′；Ｕ６内参正义链 ５′
ＴＣＣＧＡＴＣＧＴＧＡＡＧＣＧＴＴＣ３′，正义链５′ＧＴＧＣＡＧ
ＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′；ＥＧＦＲ正义链 ５′ＡＴＧＡＧＴＴＣ
ＣＡＧＴＧＣＧＡＧＴＧＣ，反义链 ５′ＴＡＡＧＴＧＴＴＧＧＧＴＣＣＧ
ＴＣＣＡＧ３′；ＧＡＰＤＨ正义链５′ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴ
ＧＴＡＣＣＣＴ３′，反义链５′ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴ
ＡＣＴ３′。
１４　双荧光素酶活性测定

以ＥＧＦＲ质粒为载体，分别构建能够表达荧光
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素酶的包含 ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ（野生型 ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ，
ＥＧＦＲ３′ＵＴＲＷｔ）和 ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ突变序列（突变
型ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ，ＥＧＦＲ３′ＵＴＲＭｕｔ）的质粒；将已转
染ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ及ｍｉＲ１３３ｂＮＣ的 ＳＵＮＥ１细
胞株按每孔１×１０５接种至２４孔板，２４ｈ后分别以
ｌｉｐｏ２０００共转染 ２００ｎｇ包含 ＥＧＦＲ３′ＵＴＲＷｔ或
ＥＧＦＲ３′ＵＴＲＭｕｔ的荧光素酶质粒及８０ｎｇ海肾荧
光质粒，４８ｈ后用荧光检测仪检测荧光强度，海肾
荧光作为内参照，每组试验重复３次。
１５　蛋白免疫印迹实验

收集转染后的对数生长期的 ＳＵＮＥ１细胞，提
取蛋白后，用ＢＣＡ蛋白质测定试剂盒定量测定蛋
白浓度。通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，将蛋白转移至
ＰＶＤＦ膜中，ＢＳＡ液封闭 ３０ｍｉｎ，ＥＧＦＲ一抗（１∶
１１００）４℃孵育过夜，用含有的 ＴＢＳＴ溶液洗膜３
次，每次１０ｍｉｎ，在室温下孵育二抗（１∶５０００），封
闭１ｈ。使用 ＥＣＬ显影液检测目标蛋白的表达水
平，ＧＡＰＤＨ用于蛋白内参对照；实验重复３次。
１６　ＭＴＴ增殖实验

将转染后处于对数生长期的 ＳＵＮＥ１细胞使
用胰蛋白酶消化后，制成单细胞悬浮液并以 １×
１０３细胞／孔的密度接种到９６孔板中。在培养７ｄ
后，加入２０μＬＭＴＴ测定液，每孔充分混合均匀，
并在３７℃下孵育 ４～６ｈ；将孵育后的上清液与
１５０μＬ二甲基亚砜充分混合溶解，４８ｈ后在
４９０ｎｍ波长处测定吸光度，计算鼻咽癌细胞的增
殖，实验重复３次。

１７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移、侵袭实验
迁移实验：将３×１０４个细胞置于上室中（孔径

８μｍ），下室填充无血清培养基，细胞在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室中培养４８ｈ后用于迁移测定，迁移的细胞被
１％的结晶紫染色，随机选择５个视野，在倒置显微
镜下计数迁移到下侧的细胞数。侵袭实验：将基质

胶在４℃条件下过夜融化，并与３倍体积的无血清
培养基混合均匀后加入２４孔Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（每孔
５０μＬ），其余实验步骤及方法同迁移实验。实验
重复３次。
１８　统计学方法

使用ＳＰＳＳ１９０软件进行数据分析，计量资料
使用均数±标准差（ｘ±ｓ）进行表示，使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ
ｔｔｅｓｔ检验及ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ对数据进行检验，Ｐ＜
００５被认为差异具有统计学意义。

２　结果
２１　不同鼻咽癌细胞株中ｍｉＲ１３３ｂ及ＥＧＦＲｍＲ
ＮＡ表达水平

ｑＲＴＰＣＲ测定结果显示，与 ＮＰ６９细胞株比
较，ｍｉＲ１３３ｂ在不同的鼻咽癌细胞（ＣＮＥ１、ＳＵＮＥ
１、Ｃ６６６１）中均呈现低表达（Ｐ＜００５），并且
ＳＵＮＥ１细胞株中ｍｉＲ１３３ｂ的表达水平相对最低，
见图１Ａ；同时ＥＧＦＲ在不同的鼻咽癌细胞株中均
呈现高表达（Ｐ＜００５），且 ＳＵＮＥ１细胞株中 ＥＧ
ＦＲ的表达水平相对最高，见图１Ｂ；因此后续实验
选取鼻咽癌细胞株ＳＵＮＥ１作为研究对象。

（１）与ＮＰ６９细胞株比较，Ｐ＜００５

图１　ＮＰ６９细胞株及不同鼻咽癌细胞株中ｍｉＲ１３３ｂ及ＥＧＦＲｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１３３ｂａｎｄＥＧＦＲｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

２２　ｍｉＲ１３３ｂ和ＥＧＦＲ在鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞株
中的调控关系

通过蛋白免疫印迹实验发现，过表达 ｍｉＲ
１３３ｂ后，ＳＵＮＥ１细胞株中 ＥＧＦＲ蛋白表达含量降

低（Ｐ＜００５），见图２Ａ。通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ生物信息
学数据库查询发现，ｍｉＲ１３３ｂ与 ＥＧＦＲ存在部分
配对的碱基序列（图２Ｂ），因此将 ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍ
ｉｃｓ、ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ共转染到 ＳＵＮＥ１细胞中，双荧
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光素酶报告基因结果显示，与 ｍｉＲ１３３ｂＮＣ组相
比，ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ与野生型载体 ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ
Ｗｔ共转染的ＳＵＮＥ１细胞中 ＥＧＦＲ的荧光素酶活
性显著降低，而 ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ与突变型载体

ＥＧＦＲ３′ＵＴＲＭｕｔ共转染的 ＳＵＮＥ１细胞中 ＥＧＦＲ
的荧光素酶活性无明显变化，说明过表达 ｍｉＲ
１３３ｂ能下调ＥＧＦＲ的表达，见图２Ｃ。

（１）与ｍｉＲ１３３ｂＮＣ组比较，Ｐ＜００５

图２　ｍｉＲ１３３ｂ和ＥＧＦＲ在鼻咽癌ＳＵＮＥ１细胞株中的调控关系
Ｆｉｇ．２　ＲｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ１３３ｂａｎｄＥＧＦＲｉｎＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＳＵＮＥ１ｃｅｌｌｌｉｎｅ
２３　过表达 ｍｉＲ１３３ｂ对鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞株
增殖、迁移及侵袭的影响

过表达ｍｉＲ１３３ｂ后，鼻咽癌ＳＵＮＥ１细胞株增
殖细胞数、迁移细胞数目及侵袭细胞明显减少（Ｐ
＜００５），见表１。

表１　过表达ｍｉＲ１３３ｂ对鼻咽癌ＳＵＮＥ１
细胞株增殖、迁移、侵袭的影响（ｎ，ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１３３ｂｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＳＵＮＥ１ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
组别 增殖细胞数 迁移细胞数 侵袭细胞数

ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ３３１７５±６７０２１５６３１±２９１８ １４２２３±３５６９
ｍｉＲ１３３ｂＮＣ ５４７０３±７８２５１８９２３±３６５５ ２６６３１±５２３６

Ｐ ０００１ ００１３ ０００４

２４　抑制ＥＧＦＲ表达对鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞株增
殖、迁移及侵袭的影响

抑制ＥＧＦＲ表达后，鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞株增
殖细胞数、迁移细胞数目及侵袭细胞明显减少（Ｐ
＜００５），见表２。

表２　抑制ＥＧＦＲ表达对鼻咽癌ＳＵＮＥ１细胞株
增殖、迁移及侵袭的影响（ｎ，ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＥＧＦＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ＮａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＳＵＮＥ１ｃｅｌｌｌｉｎｅ
组别 增殖细胞数 迁移细胞数 侵袭细胞数

ＥＧＦＲｓｉＲＮＡ３９９１１±６８３７　 １５７５８±２０４６ １６８２３±３２６７
ＥＧＦＲＮＣ　 ５４３０６±７２８５０ １９９４０±２８４４ ２８２８１±４３６５

Ｐ ０００１ ００２２ ００１９

３　讨论

目前中晚期鼻咽癌以近距离放射治疗加常规

外照射同时辅以化疗为主要的治疗手段［９］，但鼻

咽癌发病隐匿，临床症状不典型，超过７５％的鼻咽
癌患者确诊时已为中晚期，导致治疗效果不佳，５
年生存率尚不足５０％，因此如何能早期诊断并优
化目前鼻咽癌治疗方案已成为亟待解决的问题。

自１９９３年 ＬＥＥ［１０－１１］在秀丽线虫的研究中发现
ｍｉＲＮＡ以来，目前在动植物及病毒中已发现超过
２００００个的ｍｉＲＮＡ分子。目前，越来越多的研究
表明，ｍｉＲＮＡ在肿瘤的发生发展过程中扮演者重
要角色，通过与靶基因的３′ＵＴＲ结合，形成 ＲＮＡ
诱导或沉默复合体，在转录或翻译水平对靶基因表

达进行上调或下调，从而对肿瘤细胞生物学行为产

生影响［１２］。例如：ｍｉＲ２０６通过调控 ＦＭＮＬ２和 ｃ
ＭＥＴ的表达，将结肠癌细胞阻滞在Ｇ１／Ｇ０期，抑制
结肠癌细胞的增殖、侵袭、转移［１３－１５］，Ⅱａ期临床
研究评估了Ｍｉｒａｖｉｒｓｅｎ用于慢性ＨＣＶ１型感染患者
的安全性和有效性，试验表明 Ｍｉｒａｖｉｒｓｅｎ在慢性
ＨＣＶ１型感染患者中表现出长期剂量依赖性地减
少ＨＣＶＲＮＡ表达水平的效应，且未出现病毒抵抗
性［１６－１７］。Ｑｉｕ［１８］的研究发现 ２６例胃癌组织与非
胃癌组织相比，ｍｉＲ１３３ｂ的表达明显下调，过表达
ｍｉＲ１３３ｂ后胃癌细胞的增殖及侵袭能力降低，表
明ｍｉＲ１３３ｂ在胃癌的发生发展中扮演者抑癌基因
的角色。米永华等 ［１９］的研究表明 ｍｉＲ１３３ｂ通过
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靶向下调ＰＫＭ２基因的表达，增强非小细胞肺癌对
化疗及电离辐射的敏感性。但目前尚没有研究对

ｍｉＲ１３３ｂ在鼻咽癌的发生发展中的作用进行报
道。本研究发现ｍｉＲ１３３ｂ在不同的鼻咽癌细胞中
均呈现低表达状态，进一步使ｍｉＲ１３３ｂ过表达后，
鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞株的增殖、侵袭、转移受到明
显抑制，可见 ｍｉＲ１３３ｂ在鼻咽癌的发生发展中扮
演者抑癌基因的角色。

表皮细胞生长因子受体（ＥＧＦＲ）是人表皮生
长因子受体（ＨＥＲ）家族成员，属于受体酪氨酸激
酶（ＴＫＩ）家族，为原癌基因 ｃｅｒｂＢ１表达产物［２０］。

ＥＧＦＲ主要位于细胞膜，被ＥＧＦ等配体激活后发生
二聚化并引发胞内段产生酪氨酸激酶活性，进一步

激活下游信号转导通路，参与细胞生长、增殖等多

种生理过程［２１－２３］。ＥＧＦＲ信号通路重要靶标的检
测及靶向治疗一直是国际肿瘤医疗领域关注的焦

点。ｍｉＲ１３３ｂ能否通过调控 ＥＧＦＲ影响鼻咽癌细
胞的生物学行为尚不清楚。本研究发现，ＥＧＦＲ在
不同的鼻咽癌细胞中均呈现高表达状态，进一步抑

制ＥＧＦＲ的表达，鼻咽癌 ＳＵＮＥ１细胞的增殖、侵
袭、转移能力减弱，并且通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库对
ｍｉＲ１３３ｂ进行检索，预测其靶基因，发现ｍｉＲ１３３ｂ
和ＥＧＦＲ间有部分互补的结合序列，推测ＥＧＦＲ可
能是ｍｉＲ１３３ｂ的靶基因，荧光光素酶基因报告显
示 ｍｉＲ１３３ｂｍｉｍｉｃｓ与野生型载体 ＥＧＦＲ３′ＵＴＲ
Ｗｔ共转染后，ＥＧＦＲ的荧光素酶活性显著降低，蛋
白免疫印迹实验表明过表达 ｍｉＲ１３３ｂ后，ＥＧＦＲ
蛋白表达含量降低，说明 ＥＧＦＲ是 ｍｉＲ１３３ｂ的靶
基因，ｍｉＲ１３３ｂ可靶向负向调控 ＥＧＦＲ表达水平，
抑制鼻咽癌胞的增殖、侵袭及转移。但其上游及下

游是否存在特异性的调控通路，本研究将会进一步

探讨。

综上所诉，本研究证明 ｍｉＲ１３３ｂ可靶向下调
ＥＧＦＲ基因的表达，抑制鼻咽癌细胞的增殖、侵袭
及转移，可为鼻咽癌的治疗及临床药物的研制提供

新的思路。
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