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　　摘　要：　目的　研究ｍｉＲ２１在鼻咽癌组织及细胞中的表达，并分析ｍｉＲ２１反义核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ，ＡＳＯ）对鼻咽癌细胞增殖和凋亡的影响。方法　用荧光定量 ＲＴＰＣＲ方法检测 ｍｉＲ２１在鼻咽癌组织及细胞
株中的表达；利用脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将ｍｉＲ２１ＡＳＯ瞬时转染至鼻咽癌细胞，通过荧光定量ＲＴＰＣＲ检测
ｍｉＲ２１的沉默效果。利用四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ法）、平板克隆形成实验检测 ｍｉＲ２１对细胞增殖的影响；
流式细胞术检测ｍｉＲ２１对细胞周期的影响；流式细胞仪检测细胞凋亡ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法检测ｍｉＲ２１对
鼻咽癌细胞凋亡的影响；蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达；ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒检测沉
默ｍｉＲ２１后ｃａｓｐａｓｅ３的活性变化。结果　ｍｉＲ２１在鼻咽癌组织及鼻咽癌细胞中显著高表达；ＭＴＴ法分析显示，
细胞接种９６ｈ后，５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯ组的生长速度较对照组显著下降（Ｐ＜０．０５），细胞克隆形成率较对照组显著降
低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；细胞周期结果表明沉默 ｍｉＲ２１表达的细胞增殖受抑，主要通过诱导 Ｇ０／Ｇ１
期阻滞，减少Ｓ期细胞的比例；流式细胞仪检测结果显示转染 ｍｉＲ２１ＡＳＯ组较对照组细胞凋亡率明显增加，并且
ｃａｓｐａｓｅ３的活性明显增强。结论　ｍｉＲ２１在鼻咽癌组织及细胞中表达上调，靶向 ｍｉＲ２１可有效抑制鼻咽癌细胞
增殖、促进细胞凋亡。ｍｉＲ２１的表达可能影响鼻咽癌细胞的生长。
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ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＭＴＴａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉＲ２１ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ５８Ｆ／ｍｉＲ２１
ＡＳＯｃｅｌｌｓ．Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯｃｅｌｌｓｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｍｏｓｔ５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｒｒｅｓｔｅｄｉｎＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅｗｉｔｈａｖｅｒｙｌｏｗｒａｔｉｏｏｆｃｅｌｌｓｉｎＳｐｈａｓｅ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｉｎｍｉＲ２１ＡＳＯｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎ５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ｍｉＲ２１ｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｈｕｍａｎ
ＮＰＣ．ＲｅｄｕｃｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１ｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＮＰＣｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｉｒａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＭｉＲ２１
ｍａｙｂｅｃｏｍｅａｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＰＣ．
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　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ２１；Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍ

　　ｍｉＲＮＡ是内源性的单链非编码微分子ＲＮＡ，普
遍存在于动植物体内，长度一般为２２个核苷酸。越
来越多的研究表明，ｍｉＲＮＡ在肿瘤的发生发展中发
挥着重要作用，参与细胞的增殖、分化及凋亡过

程［１２］。已有研究表明，ｍｉＲ２１在多种恶性肿瘤中
表达显著上调，发挥抑制细胞凋亡的作用［３］。目前

ｍｉＲ２１与鼻咽癌相关研究的报道尚少。本研究运
用荧光定量 ＲＴＰＣＲ技术发现 ｍｉＲ２１在鼻咽癌组
织及细胞中高表达，并发现靶向ｍｉＲ２１能够抑制鼻
咽癌细胞增殖及促进癌细胞凋亡。该研究结果可以

为今后鼻咽癌的诊治提供一定的实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　一般资料　收集广东省第二人民医院耳鼻
咽喉头颈外科２０１２年～２０１４年经活组织检查获得
的２６例 ＮＰＣ标本，同时收集鼻咽慢性炎性组织标
本２６例，所有患者均经病理检查证实，且术前均未
接受过放化疗或靶向治疗。

１．１．２　细胞株　鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１，ＣＮＥ２，５
８Ｆ，Ｃ６６６１，ＨＮＥ１，ＨＯＮＥ１及鼻咽部永生化上皮细
胞ＮＰ６９于２０１４年购自 ＡＴＣＣ（美国模式菌种收集
中心），并冻存于我院中心实验室液氮中保存备用。

１．１．３　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基、０．２５％胰蛋
白酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清：浙江四季青公
司；ＫｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ培养基，Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试
剂盒，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂和 Ｔｒｉｚｏｌ试剂
购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｍｉＲ２１ＡＳＯ（大连宝生物
公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒（南京凯基
公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ逆转录试剂盒；ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ实时定量 ＰＣＲ试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ；兔抗人
ｃａｓｐａｓｅ３及 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；Ａｎｔｉβａｃｔｉｎ抗体和 ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＨＲＰ酶标 ＩｇＧ
抗体购于ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；细胞培养瓶、细胞培养平板
购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＲＩＰＡ裂解液购于北京鼎国昌盛
生物技术公司。

１．２　方法
１．２．１　荧光定量 ＲＴＰＣＲ　检测 ｍｉＲ２１的表达采
用ＲＮＡ提取试剂提取癌组织、鼻咽慢性炎性组织、
鼻咽癌细胞株及正常鼻咽上皮永生化细胞中总

ＲＮＡ，测定浓度，－８０℃保存。采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法
检测 ｍｉＲ２１的相对表达，反应条件：９５℃ １５ｍｉｎ，
９５℃ ３０ｓ，５９℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共４５个循环，最后
７２℃延伸７ｍｉｎ。实验重复３次。
１．２．２　细胞培养　正常人鼻咽上皮永生化上皮细
胞ＮＰ６９接种于含１０％胎牛血清的新鲜ＤｅｆｉｎｅｄＫｅ
ｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ（成分确定的角质形成细胞无血清培
养基）中培养。人鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ１，ＣＮＥ２，５
８Ｆ，Ｃ６６６１，ＨＮＥ１，ＨＯＮＥ１接种于含 １０％胎牛血
清的新鲜ＲＰＭＩ１６４０培养基中，培养基加青霉素与
链霉素，两抗生素最终浓度分别为 １００Ｕ／Ｌ及
１００ｍｇ／Ｌ，置于３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２的培养箱
中培养。

１．２．３　引物的设计及合成　获取人ｍｉＲ２１的序列
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／Ｒｆａｍ／ｍｉｒｎａ），
设计其ＡＳＯ序列，运用 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ检索程序以排
除其他的同源序列。如下所示：反义ｍｉＲ２１上游引
物序列为：５’ＵＧＵＣＣＡＡＧＵＧＣＵＡＣＣＧＵＵＵＡ３’，下
游引物序列：５’ＵＡＣＡＣＧＧＡＵＣＣＡＣＵＡＧＵＧＡＣ３’，
ＧＡＰＤＨ的引物序列为 Ｆ：５’ＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ
ＧＡＡＧＡＴ３’，Ｒ：５’ＣＡＡＡＴＡＡＡＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＴ３’。
１．２．４　细胞转染　运用 ＬｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染
试剂盒进行转染，ｍｉＲ２１ＡＳＯ终浓度分别为：２０、
５０、１００、１５０、２００ｎｍｏｌ／Ｌ、２５０ｎｍｏｌ／Ｌ。本实验组筛
选出最佳终干扰浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。转染后继续培
养２４、４８、７２ｈ，初步筛出最佳作用时间为４８ｈ。转
染ｍｉＲ２１ＡＳＯ４８ｈ后，提取总 ＲＮＡ，测定浓度，逆
转录为ｃＤＮＡ。运用 ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１的表达。
上述操作重复３次。
１．２．５　ＭＴＴ比色实验　将对数期生长的５８Ｆ细胞
按１×１０３个／孔分别接种至９６孔板内，重复７孔，
并设置空白对照孔。分别常规培养２４、４８、７２、９６ｈ
后，弃培养基，每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ２０μｌ，继续
培养４ｈ后，加入１５０μｌ二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌ
ｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解，酶标仪５７０ｎｍ处检测各孔 ＯＤ
值，取７孔平均值绘制细胞增殖曲线。
１．２．６　平板克隆形成实验　将细胞按１０２个／孔分
别接种至６孔板内，每组设３个复孔，晃动均匀，常
规培养１４ｄ，肉眼可见细胞克隆后终止培养。４％多
聚甲醛固定２０ｍｉｎ，加姬姆萨染色液染色３０ｍｉｎ，之
后用ｄｄＨ２Ｏ清洗，干燥后在普通光学显微镜下计算
大于５０个细胞的克隆数，克隆形成率 ＝克隆数／接
·８７３·
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种细胞数×１００％。上述操作重复３次。
１．２．７　流式细胞仪分析细胞早期凋亡　将鼻咽癌
细胞接种于６孔板中，转染ｍｉＲ２１ＡＳＯ。４８ｈ后收
集细胞，调整待检测细胞浓度为 １０６个／ｍｌ，取
２００μｌ，１０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ（４℃），预冷的 ＰＢＳ漂
洗２次，１０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ（４℃），弃上清。最后
运用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ早期凋亡试剂盒和流式细胞
仪检测 ５８Ｆ／ｃｏｎｔｒｏｌ及 ５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯ的早期凋
亡情况。上述操作重复３次。
１．２．８　ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达　转染后４８ｈ收集细
胞，加ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法对于
蛋白质进行定量。１０％ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳分离蛋白
质，转膜，用 ５％ ＢＳＡ封闭 １ｈ，一抗（ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、βａｃｔｉｎ抗体１∶２０００）４℃温育过
夜，ＴＢＳＴ漂洗，二抗（抗鼠和抗兔１∶３０００）室温温
育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，膜稍干后加入化学发光液，超高
灵敏度化学发光成像系统（ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ
＋ＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ）成像。
１．２．９　ｃａｓｐａｓｅ３活性的检测　胰酶消化转染后
４８ｈ细胞，并收集细胞。用ＰＢＳ洗涤一次，吸尽上清
后，按照每２００万细胞加入５０μｌ裂解液的比例加

入裂解液，重悬沉淀，冰浴裂解３０ｍｉｎ，其间涡旋振
荡４次，每次１０ｓ，４℃离心（１２，０００ｒｐｍ，１５ｍｉｎ）。
小心吸取上清（含裂解的蛋白质）转移至新的管中，

依据ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒的操作步骤检测靶
向ｍｉＲ２１后ｃａｓｐａｓｅ３的活性变化。
１．３　统计学方法

应用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＯ及两样本ｔ检验统
计学方法，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ２１在人鼻咽癌组织及细胞中的表达
用荧光定量 ＲＴＰＣＲ的方法检测 ｍｉＲ２１在２６

例鼻咽癌组织及鼻咽癌细胞 ＣＮＥ１、ＣＮＥ２、５８Ｆ、
Ｃ６６６１、ＨＮＥ１、ＨＯＮＥ１中的表达。结果显示，ｍｉＲ
２１在各鼻咽癌细胞株中表达上调（图１Ａ），尤其在
５８Ｆ中表达最高；与ＮＰ６９细胞相比，所有癌细胞株
ｍｉＲ２１表达上调的差异具有显著性（Ｐ

!

０．０５），
（图１Ｂ）。

癌组织 鼻咽慢性炎性组织
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图１　ｍｉＲ２１在人鼻咽癌中的表达　Ａ：ｍｉＲ２１在鼻咽癌与鼻咽慢性炎性组织中的表达；Ｂ：ｍｉＲ２１在鼻咽癌细胞中的表达

２．２　转染ｍｉＲ２１ＡＳＯ后对ｍｉＲ２１表达的影响
荧光定量ＲＴＰＣＲ检测结果发现，５８Ｆ细胞转

染ｍｉＲ２１ＡＳＯ后ｍｉＲ２１的相对量较转染随机 ＡＳＯ
组及空白对照组下降约６０％，见图２。
２．３　沉默ｍｉＲ２１对鼻咽癌细胞增殖能力的影响
２．３．１　细胞增殖率的检测：ＭＴＴ结果显示，转染
ｍｉＲ２１ＡＳＯ　２４ｈ后５８Ｆ细胞的 ＯＤ值为０．２１±
０．０１，转染随机 ＡＳＯ５８Ｆ细胞的 ＯＤ值为０．２３±
０．０１，经两独立样本ｔ检验，差异无统计学意义
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图２　转染ｍｉＲ２１ＡＳＯ后ｍｉＲ２１在５８Ｆ中的表达
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（Ｐ＞０．０５）。转染 ｍｉＲ２１ＡＳＯ９６ｈ后，５８Ｆ细胞的
Ａ值由１．３４±０．０５下降至０．７６±０．０３，差异具有统
计学意义（Ｐ

!

０．０５），见图３Ａ。
２．３．２　平板克隆形成实验　转染 ｍｉＲ２１ＡＳＯ组形
成的细胞克隆数目显著少于对照组，经两独立样本ｔ
检验统计分析，差异具有统计学意义（Ｐ

!

０．０５），
见图３Ｂ。
２．３．３　沉默 ｍｉＲ２１对细胞周期的影响　细胞
周期结果显示，５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯ组细胞生长阻
滞于 Ｇ０／Ｇ１期，其比例由 ５８．２５±１．４６升高至
６９．６３±３．０７，Ｓ期由３４．１０±１．７８下降至２０．２９
±２．１４，差异具有统计学意义（Ｐ

!

０．０５），说明
干扰 ｍｉＲ２１可显著影响鼻咽癌细胞周期的分
布，见图４。
２．４　沉默ｍｉＲ２１对细胞凋亡的影响

５８Ｆ细胞转染ｍｉＲ２１ＡＳＯ后，流式细胞仪检测
细胞凋亡，结果显示：ｍｉＲ２１ＡＳＯ的凋亡率（１２．６０）
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图３　沉默 ｍｉＲ２１能抑制鼻咽癌细胞的增殖　Ａ：ＭＴＴ结
果；Ｂ：平板克隆形成实验结果
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图４　沉默ｍｉＲ２１对鼻咽癌细胞周期的影响　Ａ：５８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯ；Ｂ：５８Ｆ／ｃｏｎｔｒｏｌ

比对照组（２．４４）明显增加，差异具有统计学意义
（Ｐ

!

０．０５），说明靶向 ｍｉＲ２１可显著促进鼻咽癌
细胞的凋亡，见图５。
２．５　ｃａｓｐａｓｅ３的活性及蛋白的表达

蛋白免疫印迹结果显示，靶向ｍｉＲ２１４８ｈ后５
８Ｆ／ｍｉＲ２１ＡＳＯ组 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达较对照组

无明显差异，但是 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平
明显升高，见图６Ａ。ｃａｓｐａｓｅ３活性检测结果显示，
沉默ｍｉＲ２１４８ｈ后ｃａｓｐａｓｅ３活性与对照组相比明
显升高，差异具有统计学意义（Ｐ

!

０．０５），见图
６Ｂ。
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图５　靶向ｍｉＲ２１能促进鼻咽癌细胞的凋亡

３　讨论

鼻咽癌又称“广东癌”，在中国广东、广西等地

区发病率很高且具有较高的转移性，其５年生存率
不高于 ７０％［４５］。ｍｉＲＮＡ是一类新的基因调节因
子，在控制细胞生长、分化及凋亡等生物学过程中发

挥着重要的作用［４，６７］。随ｍｉＲＮＡ研究的深入，研究
发现ｍｉＲＮＡ与癌症的发生及侵袭转移密切相关［８］。

因此ｍｉＲＮＡ有可能成为肿瘤诊断的分子标志和治
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图６　沉默ｍｉＲ２１对ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响　Ａ：蛋白免疫印迹显示ｃａｓｐａｓｅ３的表达；Ｂ：ｃａｓｐａｓｅ３活性检测

疗靶标。ｍｉＲ２１在胰腺癌、肺癌、胃癌、前列腺癌等
多种肿瘤中表达升高，并且与肿瘤的增殖、侵袭、转

移等密切相关［９１６］。

本研究首先利用荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测鼻咽癌
标本及鼻咽癌细胞中 ｍｉＲ２１的表达。结果发现，
ｍｉＲ２１在肿瘤组织及肿瘤细胞中高表达，为了进一
步分析ｍｉＲ２１对鼻咽癌细胞生物学行为的影响，我
们通过转染反义的 ｍｉＲ２１来拮抗鼻咽癌细胞中
ｍｉＲ２１的表达，通过 ＭＴＴ法检测 ｍｉＲ２１对鼻咽癌
细胞增殖的影响。结果发现，下调ｍｉＲ２１能显著抑
制鼻咽癌细胞的增殖。同时平板克隆形成实验证实

靶向ｍｉＲ２１能显著抑制鼻咽癌细胞的克隆形成。
细胞周期结果表明，干扰ｍｉＲ２１后可显著影响细胞
周期的分布，主要表现为诱导Ｇ０／Ｇ１期阻滞，减少Ｓ
期细胞的比例。本研究对 ｍｉＲ２１影响细胞周期的
具体机制未行深入探讨，其是否与 Ｇ１／Ｓ关键点上
的调控因子有关尚需进一步探索。

有研究报道，ｍｉＲ２１可以通过调节 ＦａｓＬ影响
乳腺癌细胞的凋亡［１７］。本研究进一步研究发现，拮

抗ｍｉＲ２１可以促进鼻咽癌细胞凋亡，并且 ｍｉＲ２１
可以调节凋亡蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３的活性，靶向ｍｉＲ２１

可显著激活ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达。由此可以推测，
ｍｉＲ２１通过调节ｃａｓｐａｓ３的活性来调控细胞凋亡。

综上所述，拮抗ｍｉＲ２１的表达可通过影响细胞
周期Ｇ１／Ｓ关键点，引起Ｇ１期阻滞从而抑制鼻咽癌
细胞增殖，并可通过调节 ｃａｓｐａｓ３的活性来调控细
胞凋亡。靶向ｍｉＲ２１可抑制鼻咽癌细胞增殖和促
进鼻咽癌细胞凋亡。因此，ｍｉＲ２１在鼻咽癌的发生
发展中可能起着重要作用，有进一步研究的价值。
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