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miR鄄34a 抑制人鼻咽癌细胞生长与侵袭
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨 miR鄄34a 在人鼻咽癌 CNE2 细胞中的生物学功能。 摇 方法摇 采用 MTT、Transwell 侵袭实

验、细胞划痕实验分别检测过表达 miR鄄34a 对人鼻咽癌 CNE2 细胞的生长与侵袭作用。 摇 结果摇 MTT 检测发现,过
表达 miR鄄34a 可抑制人鼻咽癌 CNE2 细胞的生长增殖;细胞划痕和 Transwell 侵袭实验显示,在鼻咽癌 CNE2 细胞中

过表达 miR鄄34a 48 h 后划痕愈合率为 40. 3% 依 9. 0% ,与对照组(76. 3% 依 6. 8% )比较,能明显减缓 CNE2 细胞划

痕的愈合,转染 miR鄄34a mimics 48 h 后穿过基底膜的细胞数为 71 依 10,与对照组(147 依 5)比较,能明显减缓 CNE2
细胞侵袭能力(P < 0. 01)。 摇 结论摇 miR鄄34a 可抑制鼻咽癌 CNE2 细胞生长与侵袭。
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The Mechanism of the MiR鄄34a Inhibiting the Nasopharyngeal
Carcinoma Cells Growth and Invasion
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Abstract:摇 Objective摇 To analyse the mechanism of the role of miR鄄34a in the nasopharyngeal carcinoma cells. 摇
Methods摇 Cell growth was evaluated by MTT. Cell invasion potential was evaluated by scratch test and transwell assay. 摇
Results摇 The MTT assay demonstrated that after overexpressing miR鄄34a in nasopharyngeal carcinoma cells,cellular viabil鄄
ity was significantly reduced (P < 0. 05). The Transwell invasion chamber assay illustrated that after increasing the expres鄄
sion of miR鄄34a,the number of cells passing through the Transwell chamber was significantly reduced (P < 0. 01). 摇 Con鄄
clusions摇 miR鄄34a can inhibit nasopharyngeal carcinoma cell proliferation,invasion and induced apoptosis.
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摇 摇 研究显示,miR鄄34a 在结直肠癌、前列腺癌、肝
癌、肺癌、胶质瘤等肿瘤组织和细胞中表达下调,且
过表达 miR鄄34a 能抑制多种肿瘤的生长、侵袭与转

移,在肿瘤的发生发展中发挥着重要作用[1鄄2]。 上

调 miR鄄34a 的表达可通过靶向抑制 Bcl鄄2、E2F3、
CD44、SIRT1 抑制乳腺癌细胞增殖,侵袭以及诱导

乳腺癌细胞凋亡,抑制裸鼠成瘤能力并可延长乳腺

癌荷瘤小鼠的生存时间[3鄄4],这些结果均表明 miR鄄

34a 在一些肿瘤中是一个具有抑瘤功能的 miRNA。
本课题组采用 MTT、细胞划痕、Transwell 以及流式

细胞术(PI / Annexin吁)等技术,首次分析 miR鄄34a
在人鼻咽癌 CNE2 细胞中的生物学行为,为进一步

探讨鼻咽癌发生发展的分子机制提供实验依据,为
鼻咽癌的防治提供理论基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 人鼻咽癌株 CNE2 细胞:南华大学肿瘤研究所;
Lipofectamine 2000 脂质体:美国 Invitrogen 公司;
miR鄄34a mimics、negative control:广州市锐博生物科
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技有限公司;Annexin V鄄FITC / PI 试剂盒:南京凯基

生物科技发展有限公司;MTT:美国 Sigma 公司。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 细胞培养 摇 人鼻咽癌细胞株 CNE2 细胞用

含 10% 胎牛血清的 RPMI鄄1640 培养基 培 养 在

37 益、5% CO2 的细胞培养箱内。 培养细胞呈单层

贴壁生长,传代时细胞汇合度达 80% ~ 90% 左右。
先倾弃培养液,PBS 洗 3 遍,0. 25% 胰酶消化,显微

镜下见细胞间隙增大后,倾去胰酶,用含 10% 胎牛

血清的 RPMI鄄1640 培养基吹打细胞使其成单细胞

悬液,常规传代。
1. 2. 2 摇 MTT 法 摇 用 PBS 缓冲液洗涤预先培养至

80%左右汇合度的细胞 3 次,0. 25% 胰酶消化,取
200 滋L 即 1 伊 104 个细胞接种于 96 孔板中,设复孔

5 个。 37 益、5% CO2 的细胞培养箱中培养 24 h,细
胞达到 90% 汇合度左右。 每孔加灭菌 MTT 液

(5 mg / mL)20 滋L,继续孵育 4 h 后终止培养,小心

吸弃每孔中的上清液,每孔中加入 150 滋L DMSO,
低速振荡 10 min 至使结晶物充分融解。 选择波长

为 570 nm,在酶标仪上检测各孔吸光值,记录结果,
实验重复 3 次。
1. 2. 3摇 划痕实验摇 将细胞接种于 6 孔板中培养至

临近饱合,吸净上层培养液,用 PBS 缓冲液洗涤 2
遍,用消毒后的 10 滋L Eppendorf Tip 在细胞板上划

痕,并将细胞轻洗 2 遍。 加入含 10% 胎牛血清的

RPMI鄄1640 培养基 2 mL 至培养板中,倒置显微镜下

观察各组细胞 0、12、24 h 的划痕距离,并于倒置显

微镜下摄像。
1. 2. 4摇 Transwell 侵袭实验摇 将 Matrigels 基质胶从

-20 益冰箱放置 4 益充分融解。 在 8 滋m 的 tran鄄
swell 小室中铺加用预冷的无血清 RPMI鄄1640 培养

基按说明稀释的基质胶,37 益 培养箱中过夜以成

膜。 在 transwell 小室的上室中加入无血清 RPMI鄄
1640 培养基 100 滋L 水化基质胶 20 min。 用无血清

RPMI鄄1640 培养基稀释并制成 1 伊 106 个 / mL 的细

胞悬液,取 100 滋L 即每孔 1 伊 105 个 / mL 接种至 tr鄄
answell 小室的上室,然后在 transwell 小室的下室中

加入含 10%胎牛血清的 RPMI鄄1640 培养基 500 滋L。
37 益、5% CO2 的细胞培养箱中培养 30 h。 取出 tr鄄
answell 小室,终止培养,0. 1% 结晶祡染色液,将小

室放置于 24 孔板中染色 20 min,PBS 缓冲液洗尽结

晶紫,风干后中性树胶封片。 随机选取 4 个视野计

算细胞总数,取平均值,实验重复 3 次。

1. 2. 5摇 Annexin V鄄FITC / PI 检测细胞凋亡摇 消化细

胞离心收集;用 PBS 洗涤细胞 2 次;收集 1 ~ 5 伊 105

细胞;加入 100 滋L 的结合缓冲液悬浮细胞;加入

5 滋L Annexin V鄄FITC 混匀后;加入 1 滋L PI,混匀;
室温、避光、反应 15 ~ 30 min,进行流式细胞仪检测;
激发波长 488 nm;发射波长 530 nm;荧光补偿调节

后进行流式分析。
1. 3摇 统计学处理

采用 SPSS 16. 0 软件进行统计学分析。 所有数

据均以均数 依 标准差表示。 两组间比较用 t 检验,
多组间比较用单因素方差分析,P < 0. 05 为差异有

统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 MTT 检测 miR鄄34a 对人鼻咽癌 CNE2 细胞生

长的影响

本研究化学合成 miR鄄34a mimics 及其对照

(miRNA 无关序列,scramble),通过转染过夜后,将
CNE2 细胞以 1 伊 104 个的密度接种于 96 孔板,每隔

24 h 在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度值,连续

测定 3 天。 实验重复 3 次(图 1)。 结果显示,在转

染 miR鄄34a mimics 24 h、48 h、72 h 后 OD 值分别为

(0郾 44 依 0. 03)、(0. 49 依 0. 02)、(0. 59 依 0. 03);分别

与对照组相应时间点 [(0. 49 依 0. 04)、 (0. 78 依
0郾 03)、(1. 19 依 0. 16)]比较,在转染 48 h 及 72 h
时,差异均有显著性(P < 0郾 05),即过表达 miR鄄34a
可抑制人鼻咽癌 CNE2 细胞的生长。

图 1摇 MTT 检测 miR鄄34a 对人鼻咽癌 CNE2 细胞生长的影

响摇 与 scramble 比较,*:P < 0. 05

2. 2摇 划痕实验检测 miR鄄34a 对人鼻咽癌 CNE2 细

胞运动能力影响

细胞划痕实验可以检查细胞的运动能力,转染
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miR鄄34a mimics 及其对照 scramble 于过夜细胞贴壁

后进行细胞划痕实验,通过测算 0 h 与 48 h 的划痕

愈合率,其愈合率 = (0 h 划痕宽度 - 48 h 划痕宽

度) / (0 h 划痕宽度)。 结果显示,转染 miR鄄34a

mimics 48 h 后划痕愈合率为 40. 3% 依 9. 0% ,与对

照组(76. 3% 依 6. 8% )相比能明显减缓 CNE2 细胞

划痕的愈合(P < 0. 01,图 2)。 结果提示,过表达

miR鄄34a 对 CNE2 细胞运动能力有抑制作用。

图 2摇 过表达 miR鄄34a 对鼻咽癌 CNE2 的迁徙侵袭能力影响摇 A:细胞划痕实验检测转染 miR鄄34a 的 mimics 后 0h、48 h 细胞之间的划

痕宽度;B:细胞划痕实验检测过表达miR鄄34a 后划痕愈合统计分析;C:Transwell 侵袭实验检测过表达miR鄄34a 48 h 后穿过基底膜的 CNE2 细胞

显微照片( 伊 200);D:过表达 miR鄄34a 48 h 后 CNE2 细胞穿出数量统计分析

2. 3 摇 Transwell 侵袭实验检测过表达 miR鄄34a 对

CNE2 细胞侵袭能力的影响

进一步检测过表达 miR鄄34a 对 CNE2 细胞侵袭

能力的影响,Transwell 上室接种 CNE2 细胞,转染

miR鄄34a mimics,接种于 24 孔板上 Transwells 小室,
48 h 后取出 Transwells 小室固定,结晶紫染色,用中

性树胶封片,显微摄影,任意选取 4 个不同视野的穿

出的细胞进行统计,结果显示,转染 miR鄄34a mimics
48 h 后穿过基底膜的细胞数为 71 依 10,与对照组

(147 依 5)比较,能明显减缓 CNE2 细胞侵袭能力

(P < 0. 05,图 2C ~ D)。 过表达 miR鄄34a 对 CNE2 细

胞侵袭能力有抑制作用。

3摇 讨摇 摇 论

鼻咽癌是中国最常见的恶性肿瘤,发病具有明

显的地区聚集性,广东省等华南地区尤为高发。 世

界卫生组织材料显示,40%的鼻咽癌发生在中国,严
重威胁中国人民生命健康。 随着磁共振等现代影像

学技术、放射治疗等精确放射治疗技术的联合应用,
鼻咽癌的局部控制率已经提高到 93% ,但中晚期鼻

咽癌的远处转移率仍高达 30% ,成为鼻咽癌治疗失

败的主要模式[5]。
miRNAs 包含 20 ~ 24 个核苷酸,它是一类非编

码的小分子单链 RNAs,具有高度保守性、时间和组

织特异性[6]。 通过与靶基因 mRNA 完全或不完全

地碱基配对,RNA 诱导的沉默复合物可降解靶 mR鄄
NA 或抑制翻译,并且在转录后水平调节靶基因的

表达[7]。 miRNAs 广泛存在于真核生物中,调节细

胞增殖、分化和凋亡。 特定的 miRNAs 在不同的肿

瘤和不同的阶段高表达或低表达,这意味着与肿瘤

的发生发展以及预后具有一定相关性[8]。 进一步

研究 miRNA 和鼻咽癌的关系可能为早期肿瘤的检

测、监测、预后、基因治疗以及解决化疗抵抗提供新
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的应用价值。 迄今为止,对 miRNA 34a 在鼻咽癌发

生发展中的研究尚无人涉足[9]。
关于 miR鄄34a 已有很多研究,miR鄄34a 可通过

抑制 CD44 表达而抑制前列腺癌和前列腺癌干细胞

的再生和转移,从而起到治疗前列腺癌的作用[10]。
miR鄄34a 可通过抑制 c鄄Myc 的表达从而抑制肾细胞

癌的增殖[11]。 Wu 等[2] 报道 miR鄄34a 可通过抑制

Fra鄄1 的表达而抑制结肠癌的迁移和侵袭。 本研究

通过 MTT、细胞划痕、Transwell、PI / Annexin吁结合

FCM 发现,过表达 miR鄄34a 可抑制人鼻咽癌 CNE2
细胞的生长增殖以及运动和侵袭能力,且可诱导

CNE2 细胞凋亡,结果表明 miR鄄34a 可在鼻咽癌的发

生发展中发挥抑瘤基因的作用。 提示 miR鄄34a 可能

在鼻咽癌发生发展过程中发挥重要作用。
miRNA 作为瘤基因或抑瘤基因功能的发现为

肿瘤病因及发病机制的研究提供了新思路,也为肿

瘤的防治、肿瘤的诊断、肿瘤的分子分型、肿瘤的预

后分子以及疗效监测甚至辅助治疗方面如何指导用

药提供了新策略。 本课题继续深入 miR鄄34a 在鼻咽

癌中的功能和分子研究,系统阐明 miR鄄34a 参与鼻

咽癌发生发展的可能分子机制,为鼻咽癌的防治提

供理论依据和实验基础。
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