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摘要
目的:检测 ｍｉＲ－１３０ｂ 在人视网膜母细胞瘤(ＲＢ)中的表
达并初步探究其促癌机制ꎮ
方法:采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ－１３０ｂ 在人 ＲＢ 癌组织及癌
旁组织、人 ＲＢ 细胞系(ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９)中的表达ꎻ采
用 ｑＲＴ－ ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 及免疫荧光实验检测 ｍｉＲ －
１３０ｂ 过表达及干扰前后 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９ 细胞中 ＰＴＥＮ
的表达水平ꎻ采用双荧光素酶报告基因试验验证 ｍｉＲ－
１３０ｂ 与 ＰＴＥＮ 的靶向关系ꎻ采用共转染实验考察 ＰＴＥＮ 与
ｍｉＲ－ １３０ｂ 影响 ＲＢ 细胞系 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路表达的
关系ꎮ
结果:ｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＲＢ 癌组织中的表达水平显著高于癌
旁组织(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞比较ꎬｍｉＲ－１３０ｂ
在 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９ 细胞中的表达水平显著增高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＲＢ 癌组织比较ꎬＰＴＥＮ 在其癌旁组织中的表达
水平显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻｍｉＲ－１３０ｂ 表达水平与 ＰＴＥＮ 表
达水平呈负相关性(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 过表达 ｍｉＲ－１３０ｂ 后的
ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平均显著降
低ꎬ而干扰 ｍｉＲ－１３０ｂ 后的 Ｙ７９ 细胞 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 与蛋白
表达水平均显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋
ＰＴＥＮ－ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ｗｔ－ＰＴＥＮ 组荧光素
酶活性明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 共转染 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋
ＰＴＥＮ－ＮＣ ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞 ｐ－Ａｋｔ ３０８ 与 ｐ－Ａｋｔ ４７３ 蛋白
表达水平显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＰＴＥＮ 蛋白表达水平显著降
低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ共转染 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ ＨＸＯ－Ｒｂ４４
细胞中ꎬ以上三种蛋白表达水平均未发生明显改变ꎮ
结论:ｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＲＢ 组织及细胞系中呈高水平表达ꎬ
ＰＴＥＮ 为 ｍｉＲ－１３０ｂ 的靶基因ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 可能是经负向调
控 ＰＴＥＮ 对 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的表达产生影响ꎬ最终发
挥促癌作用ꎮ
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０引言
视网膜母细胞瘤( ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎬＲＢ)是一种起源于

视网膜胚胎性核层细胞的恶性肿瘤ꎬ其患病群体主要为 ５
岁以下的婴幼儿ꎮ 相关流行病学研究显示ꎬＲＢ 在 ５ 岁以
下儿童中的发病率为 １１􀆰 ８ / １００ 万ꎬ占同龄儿童恶性肿瘤
的 ６􀆰 １％ [１]ꎮ ＲＢ 的死亡率在欧美发达国家为 ３％ ~ ５％ꎬ而
在亚洲与非洲则高达 ４０％ ~ ７０％ [２]ꎮ ＲＢ 严重危害患儿的
视力、生活质量乃至生命ꎮ 近年来ꎬ随着肿瘤综合治疗相
关技术的革新与进步ꎬ趋于更微观层次的分子靶向治疗显
示出了愈发理想的治疗前景ꎬ其中小分子核糖核酸
(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)对其靶基因表达的调控对肿瘤发生
及病情进展的影响逐渐成为该领域的研究热点之一ꎮ 新
近研究表明ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 在不同肿瘤组织中均存在表达异
常的情况ꎬ且与肿瘤细胞增殖、浸润、转移、化疗抵抗以及
多项不良预后具有密切关联[３－６]ꎮ 但 ｍｉＲ－１３０ｂ 是否对
ＲＢ 也同样存在某种影响ꎬ目前国内外就此方面研究相对
较少ꎮ 本研究通过检测 ｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＲＢ 组织中的表达水
平并初步探讨其可能性促癌机制ꎬ以期为 ＲＢ 的发生机制
提供新的理论基础ꎬ继而为临床治疗开辟新思路ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １标本采集　 选取 ２０１３－０７ / ２０１７－０８ 期间在我院眼
科中心接受眼球摘除术治疗的 ＲＢ 患儿 ２９ 例 ２９ 眼ꎬ其中
男 １６ 例 １６ 眼ꎬ女 １３ 例 １３ 眼ꎻ年龄 ３ｍｏ ~ ６ 岁ꎬ平均 ２􀆰 ５±
０􀆰 ８ 岁ꎮ 所有患儿在入选本研究前均未接受过化疗与局
部放疗ꎮ 取每例患儿 ＲＢ 癌组织及相应癌旁组织(距肿瘤
边缘 １~２ｃｍ 范围内组织)标本ꎬ每份标本均经我院病理科
进行病理检查确诊ꎮ 将收集到的标本放至液氮中保存待
用ꎮ 相关标本的收集程序、方法及后续各项实验方案均已
通过我院医学伦理委员会审查ꎬ入选患儿家属均签署知情
同意书ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２主要试剂和仪器　 主要试剂:人第 １０ 号染色体缺失
的磷酸酶及张力蛋白同源基因 ( ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １０ꎬＰＴＥＮ)过表达及对照、
ＰＴＥＮ 干扰及对照购自 ＲｉｂｏＢｉｏ 公司ꎻＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(５０)
试剂盒购自 ＭＵＬＴＩ ＳＣＩＥＮＣＥＳ 公司、ｍＲＮＡ 反转录试剂盒、
ｍｉＲＮＡ 反转录试剂盒购自美国 Ｆｅｒｍｅｎｔｓ 公司ꎻ实时荧光定
量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白
定量试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎻＡｋｔ、ｐ－Ａｋｔ ３０８、ｐ－Ａｋｔ
４７３ 兔抗人多克隆抗体购自 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎻＴｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 购
自美国 Ｄｏｗ Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司ꎻＰＴＥＮ 抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公
司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
主要仪器:５％ ＣＯ２培养箱 ３７１ 型购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ低
温超速离心机 ＡＬＬＥＧＲＡ Ｘ－１５Ｒ 型购自 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公
司ꎻ倒置荧光显微镜 Ａｘｉｏ Ｏｂｓｅｒｖｅｒ Ａ１ / Ｄ１ / Ｚ１ 型购自德国
Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司ꎻ电泳仪、湿转仪、摇床购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公
司ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养和转染　 采用含 １０％胎牛血清的 ＲＭＰＩ－
１６４０ 与 ＭＣＤＢ－１３１ 培养基分别于 ３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养
箱内培养人 ＲＢ 细胞系 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９(上海子实生

物) 及 人 正 常 视 网 膜 血 管 内 皮 细 胞 系 ＡＣＢＲＩ － １８１
(ＡＴＣＣ)ꎮ 采用 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中的
ｍｉＲ－１３０ｂ 进行过表达ꎬ对照物为 ｍｉＲ－ＮＣꎮ 采用 ａｎｔｉ －
ｍｉＲ－１３０ｂ 对 Ｙ７９ 细胞中的 ｍｉＲ－１３０ｂ 进行下调处理ꎬ对
照物为 ａｎｔｉ －ｍｉＲ－ＮＣꎮ 分别采用 ｍｉＲ －ＮＣ ＋ＰＴＥＮ－ＮＣ、
ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ－ＮＣ、ｍｉＲ－ＮＣ＋ＰＴＥＮ、ｍｉＲ－１３０ｂ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ 对 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞进行共转染ꎮ 分别采用
ａｎｔｉ－ ｍｉＲ － ＮＣ ＋ ｓｉＳＣＲ、ｍｉＲ － １３０ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｉＳＣＲ、 ａｎｔｉ －
ｍｉＲ－ＮＣ＋ｓｉＰＴＥＮ、ｍｉＲ－１３０ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＰＴＥＮ 对 Ｙ７９ 细胞
进行共转染ꎮ 转染后的细胞培养条件同前ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ｑＲＴ －ＰＣＲ 检测 　 参 照 试 剂 盒 说 明 书 提 取 总
ＲＮＡ(包括 ｍｉＲＮＡ) ꎬ根据试剂盒操作说明检测组织样
本及相关细胞系 ｍｉＲ－ １３０ｂ 表达水平ꎬ以 Ｕ６ 小 ＲＮＡ
为内参对照ꎬ采用 ２ －△△Ｃｔ相对定量法处理数据ꎮ 采用
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光定量 ＰＣＲ 混合液与 ＧＡＰＤＨ 为内参检
测 ＰＴＥＮ 基因的相对表达量ꎬ同时采用 ２ －(Ｃｔ目的基因－Ｃｔ内参) 计算
ＰＴＥＮ 靶基因的相对表达量ꎮ 相关引物序列分别为:
ｍｉＲ－１３０ｂ(５􀆳－ ＣＡＧＧＣＡＡＧＡＧＡＡＡＧＧＧＣＡ －３􀆳) ꎻＰＴＥＮ
( ５􀆳 － ＴＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＡＣＡＡＧ － ３􀆳 ) ꎻ ＧＡＰＤＨ ( ５􀆳 －
ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ － ３􀆳 ) ꎻ Ｕ６ ( ５􀆳 －
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣ－３􀆳) ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 　 采用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液(含
１％ ＰＭＳＦ)裂解总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 蛋白煮沸
变性ꎬ上样 ４０μｇ / 孔ꎮ １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分离ꎬ恒流条
件下 ＰＶＤＦ 转膜ꎮ 采用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ 缓冲液在
３７℃条件下封闭 ２ｈꎮ 一抗(１∶ １０００)孵育ꎬ４℃过夜ꎮ ＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次ꎮ 二抗(１∶ ５０００)孵育ꎬ３７℃ ２ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎮ
最后采用 ＥＣＬ 免疫印迹发光试剂盒进行检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４免疫荧光染色分析　 重悬对数生长期细胞ꎬ调整密
度约为 １×１０５ / ｍＬꎬ平皿( ｄ ＝ ３􀆰 ５ｃｍ)接种后于 ３７℃、５％
ＣＯ２恒温培养箱内培养ꎮ 细胞贴壁后去培养基ꎬ预温 ＰＢＳ
(３７℃)清洗 ３ 次ꎮ 采用 １０％甲醛固定 ４０ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３
次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎮ 采用浓度为 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 透化处
理 ５ｍｉｎꎬ清洗ꎮ 采用 ５％ ＢＳＡ(５００μＬ / 孔)室温封闭 １ｈꎮ
加一抗(１∶ １００)ꎬ放置到湿盒内 ４℃过夜ꎬ复温 ４５ｍｉｎ 后采
用 ＰＢＳ 摇洗 ３ 次ꎻ加二抗(１∶ ４００)ꎬ３７℃避光放置 ３０ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 摇洗 ３ 次ꎮ 室温条件下 ＤＡＰＩ 染色 ５~１０ｍｉｎꎬ去 ＤＡＰＩ
后采用 ＰＢＳ 避光摇洗 ３ 次ꎮ 最后进行荧光显微镜镜检ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５双荧光素酶报告基因试验 　 合成序列 ｍｉＲ－１３０ｂ:
３􀆳－ＧＧＡＡＡＧＵＡＧＵＡＡＣＧＵＧＡ－５􀆳ꎬ携带 ＰＴＥＮ－３􀆳 非翻译区
(３􀆳ＵＴＲ)目的片段的质粒:野生型 ＰＴＥＮ ３􀆳ＵＴＲ(ＰＴＥＮ ３􀆳ＵＴＲ
ＷＴ):５􀆳 － ＵＣＣＵＡＣＣＣＣＵＵＵＧＣＡＣＵ － ３􀆳、突变型 ＰＴＥＮ３􀆳ＵＴＲ
(ＰＴＥＮ ３􀆳ＵＴＲ ＭＵＴ):５􀆳－ＵＣＣＵＡＣＣＣＣＵＵＡＧＧＡＧＵ－３􀆳ꎮ 将
后两种序列分别构建到 ｐｍｉｒＧＬＯ 双萤光素酶报告基因载
体质粒上ꎮ 取对数生长期 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ꎬ以每孔 ７􀆰 ５×１０４

个细胞接种于 ２４ 孔板中ꎬ细胞培养箱培养 １ｄꎮ 更换为无
血清培养基ꎮ 将 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ 及 ｍｉＲ－１３０ｂ ｃｏｎｔｒｏｌ 分
别与 ＰＴＥＮ 的空质粒(ＰＴＥＮ－ＮＣ)、野生质粒(ｗｔ－ＰＴＥＮ)
以及突变质粒(ｍｕｔ－ＰＴＥＮ)进行组合ꎬ共计 ６ 组ꎬ每组包
括 ４ 个 副 孔ꎮ 将 １００μＬ 无 血 清 培 养 基、 ２μＬ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、 ２０ｐｍｏｌ ＲＮＡ ( １μＬ )、 ０􀆰 ４μｇ 质 粒
(４μＬ)等物质加至 ＥＰ 管内并配匀ꎬ室温静置 ２０ｍｉｎ 再分
别加至相应孔板ꎮ 根据双荧光素酶检测试剂盒说明书ꎬ
４８ｈ 后加 ２０μＬ ＰＬＢ 裂解液ꎬ裂解后加到 ９６ 孔板ꎬ加
１００μＬ 荧光素酶检测试剂Ⅱ( ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｒｅａｇｅｎｔⅡꎬ
ＬＡＲⅡ)后进行萤火虫荧光酶活性检测ꎮ 最后加 １００μＬ
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图 １　 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ｍｉＲ－１３０ｂ在人 ＲＢ癌组织和癌旁组织及人 ＲＢ细胞系中的表达　 Ａ:ｍｉＲ－１３０ｂ 在人 ＲＢ 癌组织与癌旁组织中
的表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 癌旁组织)ꎻＢ:ｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＡＣＢＲＩ－１８１、ＨＸＯ－Ｒｂ４４、Ｙ７９ 三种细胞系中的表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＡＣＢＲＩ－１８１)ꎻＣ:
ｍｉＲ－１３０ｂ在经 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ 转染后的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中的表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＸＯ－Ｒｂ４４)ꎻＤ:ｍｉＲ－１３０ｂ 在经 ｍｉＲ－１３０ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
转染后的 Ｙ７９ 细胞中的表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ Ｙ７９)ꎮ

图 ２　 ＰＴＥＮ在人 ＲＢ癌组织和癌旁组织中的表达及其与ｍｉＲ－１３０ｂ的相关性　 Ａ:ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＰＴＥＮ 在人 ＲＢ 癌组织与癌旁组织
中的表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＲＢ 癌组织)ꎻＢ:ｍｉＲ－１３０ｂ 表达与 ＰＴＥＮ 表达的相关性ꎮ

Ｓｔｏｐ ＆ Ｇｌｏ©试剂湮灭萤火虫荧光素酶活性并激活海肾荧
光素酶活性ꎬ检测 ｍｉＲ－ １３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＋ｗｔ －ＰＴＥＮ 与 ｍｉＲ－
１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ｍｕｔ－ＰＴＥＮ 组的萤火虫荧光素酶活性改变
情况ꎮ
　 　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎮ 计

量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组比较采用单因素
方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 相关性分析
采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析法ꎮ 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件进
行制图ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ ｍｉＲ－１３０ｂ在人 ＲＢ癌组织和癌旁组织及人 ＲＢ 细胞
系中的表达　 ｍｉＲ－１３０ｂ 在人 ＲＢ 癌组织中的表达水平显
著高于癌旁组织( ｔ ＝ ３􀆰 ２７３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００２ꎬ图 １Ａ)ꎮ 与 ＡＣＢＲＩ－
１８１ 细胞比较ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９ 细胞中的表
达水平显著增高ꎬ其中 ｍｉＲ－１３０ｂ 在 Ｙ７９ 细胞中的表达水平
最高( ３ 组比较:Ｆ ＝ ５４９􀆰 ６１９ꎬＰ < ０􀆰 ００１ꎻ ＡＣＢＲＩ － １８１ ｖｓ
ＨＸＯ－Ｒｂ４４:ｔ＝ －２３􀆰 ２０８ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎻＡＣＢＲＩ－１８１ ｖｓ Ｙ７９:ｔ＝
－３２􀆰 １０９ꎬＰ < ０􀆰 ００１ꎻＨＸＯ － Ｒｂ４４ ｖｓ Ｙ７９: ｔ ＝ － ８􀆰 ９０１ꎬＰ <
０􀆰 ００１ꎬ图 １Ｂ)ꎮ ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞转染 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ 后ꎬ

ｍｉＲ－１３０ｂ 表达水平显著增高(３ 组比较:Ｆ ＝ １７２５􀆰 ９１３ꎬＰ<
０􀆰 ００１ꎻｍｉＲ－ＮＣ ｖｓ ＨＸＯ－Ｒｂ４４:ｔ ＝ －０􀆰 ４８９ꎬＰ ＝ ０􀆰 ６２６ꎻＨＸＯ－
Ｒｂ４４ ｖｓ ｍｉＨＸＯ－Ｒｂ４４: ｔ ＝ － ５１􀆰 １２４ꎬＰ < ０􀆰 ００１ꎻｍｉＲ －ＮＣ ｖｓ
ｍｉＨＸＯ－Ｒｂ４４:ｔ＝－５０􀆰 ６３５ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 １Ｃ)ꎮ Ｙ７９ 细胞转染
ｍｉＲ－１３０ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 后ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 表达水平显著降低(３ 组
比较:Ｆ＝ １４２７􀆰 １９８ꎬＰ < ０􀆰 ００１ꎻＹ７９ ｖｓ ａｎｔｉ － ｍｉＲ － ＮＣ: ｔ ＝
２􀆰 １５９ꎬＰ＝ ０􀆰 ０３４ꎻＹ７９ ｖｓ ｉｎＹ７９:ｔ ＝ ４７􀆰 ３０７ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎻａｎｔｉ－
ｍｉＲ－ＮＣ ｖｓ ｉｎＹ７９:ｔ＝ ４５􀆰 １４８ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 １Ｄ)ꎮ
２􀆰 ２ ＰＴＥＮ为 ｍｉＲ－１３０ｂ的靶基因
２􀆰 ２􀆰 １ ＰＴＥＮ在人 ＲＢ 癌组织和癌旁组织中的表达及其
与 ｍｉＲ－１３０ｂ的相关性 　 与人 ＲＢ 癌组织比较ꎬＰＴＥＮ 在
其癌旁组织中的表达水平显著增高( ｔ＝ －４􀆰 ３２９ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ
图 ２Ａ)ꎮ 相关性分析显示ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 表达水平与 ＰＴＥＮ
表达水平呈负相关性( ｒ＝ －０􀆰 ５６０８ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 ２Ｂ)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２ ＰＴＥＮ 在人 ＲＢ 细胞系中的表达 　 Ｙ７９ 细胞中
ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 与蛋白的表达水平均显著低于 ＨＸＯ－Ｒｂ４４
细胞(ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果:ｔ ＝ －１２􀆰 ０７１ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 ３Ａ)ꎮ
过表达 ｍｉＲ－１３０ｂ 后的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ
与蛋白表达水平均显著降低ꎬ而干扰 ｍｉＲ－１３０ｂ 后的 Ｙ７９
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图 ３　 ＰＴＥＮ在人 ＲＢ细胞系中的表达　 Ａ:ｑＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９ 细胞中的 ＰＴＥＮ 表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ
ＨＸＯ－Ｒｂ４４)ꎻＢ:ｑＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测转染后 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 与 Ｙ７９ 细胞中的 ＰＴＥＮ 表达( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ)ꎻＣ:免疫荧光法检测 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 和 Ｙ７９ 细胞中 ＰＴＥＮ 表达(×４００)ꎮ

７１２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０１９　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



图 ４　 双荧光素酶报告基因试验结果　 ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ－ＮＣꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ｍｉＲ－１３０ｂ 对 ＲＢ 细胞系 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路表达的影响 　 Ａ:过表达 ｍｉＲ－１３０ｂ 对 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路表达的影响( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ)ꎻＢ:下调 ｍｉＲ－１３０ｂ 对 Ｙ７９ 细胞 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路表达的影响( ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ)ꎮ

细胞 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平均显著升高(ｑＲＴ－ＰＣＲ
检测结果:ｍｉＲ－ＮＣ ｖｓ ｍｉＨＸＯ－Ｒｂ４４:ｔ ＝ ７􀆰 ９５１ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎻ
ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ ｖｓ ｉｎＹ７９:ｔ＝ ９􀆰 ５８８ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 ３Ｂ、Ｃ)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 双荧光素酶报告基因试验结果 　 与 ｍｉＲ － １３０ｂ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ－ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ｗｔ－ＰＴＥＮ 的
萤火虫荧光素酶活性大幅度降低( ｔ＝ ７􀆰 ２９８ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ但
ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｍｕｔ － ＰＴＥＮ 组未发生明显改变 ( ｔ ＝
０􀆰 ２２８ꎬＰ＝ ０􀆰 ８２０ꎬ图 ４)ꎮ
２􀆰 ３ ｍｉＲ－１３０ｂ对 ＲＢ 细胞系 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路表达的
影响 　 过表达 ｍｉＲ－ １３０ｂ 后的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞 ｐ －Ａｋｔ
３０８、ｐ－Ａｋｔ ４７３ 蛋白的表达水平相较 ｍｉＲ－ＮＣ 组均显著升
高( ｔ＝ －１１􀆰 ７２４、－９􀆰 ２２５ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ总 Ａｋｔ 蛋白表达水
平无显著差异( ｔ ＝ － ０􀆰 ７７３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ４４３)ꎬ见图 ５Ａꎮ 下调
ｍｉＲ－１３０ｂ后的 Ｙ７９ 细胞 ｐ－Ａｋｔ ３０８、ｐ－Ａｋｔ ４７３ 蛋白的表
达水平相较 ａｎｔｉ － ｍｉＲ － ＮＣ 组均显著降低 ( ｔ ＝ １４􀆰 ２６０、
１０􀆰 ８２１ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ总 Ａｋｔ 蛋白表达水平无显著差异
( ｔ＝ －１􀆰 ３１７ꎬＰ＝ ０􀆰 １９３)ꎬ见图 ５Ｂꎮ
２􀆰 ４ ＰＴＥＮ与 ｍｉＲ－１３０ｂ 对 ＲＢ 细胞系 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通
路表达的影响 　 四种共转染的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞 ｐ －Ａｋｔ

３０８、ｐ－Ａｋｔ ４７３、ＰＴＥＮ 蛋白表达水平有明显差异 ( Ｆ ＝
８３􀆰 ０４３、６２􀆰 ９４３、１１１􀆰 ０９１ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ总 Ａｋｔ 蛋白表达
水平无明显差异(Ｆ＝ ０􀆰 ９７８ꎬＰ＝ ０􀆰 ４０６)ꎻ共转染 ｍｉＲ－１３０ｂ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ－ＮＣ ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞 ｐ－Ａｋｔ ３０８ 与 ｐ－Ａｋｔ
４７３ 蛋白表达水平显著增高(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＰＴＥＮ 蛋白表达
水平显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ共转染 ｍｉＲ－１３０ｂ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ
ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中ꎬ以上三种蛋白表达水平均未发生明显
改变(均 Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ见图 ６Ａꎮ 四种共转染的 Ｙ７９ 细胞
ｐ－Ａｋｔ ３０８、ｐ－Ａｋｔ ４７３、ＰＴＥＮ 蛋白表达水平有明显差异
(Ｆ＝ １９３􀆰 １２３、３６９􀆰 ９１１、２７４􀆰 ３１１ꎬ均 Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ总 Ａｋｔ 蛋
白表达水平无明显差异(Ｆ ＝ ０􀆰 ５６８ꎬＰ ＝ ０􀆰 ６３７)ꎻ共转染
ｍｉＲ－１３０ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＰＴＥＮ Ｙ７９ 细胞ｐ－Ａｋｔ ３０８与 ｐ－Ａｋｔ
４７３ 蛋白的表达水平无明显差异 ( ３０８: ｔ ＝ ０􀆰 ２４４ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ８０８ꎻ４７３:ｔ＝ －０􀆰 ２７１ꎬＰ＝ ０􀆰 ８０８)ꎬ图 ６Ｂꎮ
３讨论

ＲＢ 是当前最为常见且危害程度最高的儿童眼内恶性
肿瘤ꎮ 随着 ＲＢ 治疗理念的进步ꎬ其国内治疗发展趋势正
逐步朝发达国家靠拢ꎬ尽量避免行患眼眼球摘除术或眼眶
内容物剜出术ꎮ 常用的保守治疗方法则主要包括放疗、经
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ法检测 ＰＴＥＮ 与 ｍｉＲ－１３０ｂ 对 ＲＢ 细胞系 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路表达的影响　 Ａ:ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路相关蛋白在
ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中的表达ꎻＢ:ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路相关蛋白在 Ｙ７９ 细胞中的表达ꎮ

瞳孔温热疗法、化学减容疗法以及激光光凝等ꎬ但各种保
守疗法均存在不足[７－８]ꎮ 随着分子生物学研究的深入ꎬ针
对已明确的由肿瘤细胞内部某一个蛋白分子或基因片断
所形成的致癌位点开展分子靶向治疗ꎬ为改善 ＲＢ 的整体
临床治疗效果增加了可能性ꎮ

ｍｉＲＮＡ 是一类具有进化高度保守特征的小分子非编
码 ＲＮＡꎬ约含 ２２ 个核苷酸ꎬ广泛存在于动植物及某些病毒
体内ꎮ 成熟 ｍｉＲＮＡ 分子能与靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３􀆳ＵＴＲ 区域
进行完全或不完全互补配对ꎬ继而促使靶基因 ｍＲＮＡ 降
解或阻滞蛋白表达[９]ꎮ ｍｉＲ－１３０ｂ 家族因被发现在某些癌
症中发挥重要作用而受到广泛关注ꎬ该家族成员包括分别
位于人染色体 １１ｑ１２􀆰 １ 与 ２２ｑ１１􀆰 ２１ 上的 ｍｉＲ － １３０ａ 和
ｍｉＲ－１３０ｂꎮ 其中 ｍｉＲ－１３０ｂ 在不同类型肿瘤中的作用具
有差异性ꎬ表现出类似原癌基因或抑癌基因的生物学功
能[１０]ꎮ 研究发现ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 在食道癌组织与胃癌组织
中呈高表达ꎬ能促进肿瘤细胞的增殖与转移或降低凋
亡ꎬ可视为致癌基因[１１－１２] ꎻ在胰腺癌组织和细胞中呈异
常低表达ꎬ能减少肿瘤细胞的增殖与转移ꎬ可视为抑癌
基因[３] ꎮ 本研究经 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测发现ꎬｍｉＲ－ １３０ｂ 在
ＲＢ 癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
且其在 ＲＢ 细胞系中的表达水平较正常视网膜血管内皮
细胞也显著增高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 提示 ｍｉＲ－ １３０ｂ 在 ＲＢ 中
可能发挥促癌作用ꎬ故研究 ｍｉＲ－１３０ｂ 的靶基因有利于
更加明确其在 ＲＢ 中的作用机制ꎮ

ＰＴＥＮ 为一种位于染色体 １０ｑ２３ 区域的具有双特异性

磷酸酶活性的抑癌基因ꎬ研究发现多种恶性肿瘤的发生发
展均与 ＰＴＥＮ 结构与功能异常具有密切关联[１３－１４]ꎮ Ｍｅｎｇ
等[１５]在肝癌中首次证实了 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ ３􀆳ＵＴＲ 可直接与
ｍｉＲ－２１ 结合ꎬ继而使 ＰＴＥＮ 的抑癌功能被抑制ꎮ 之后陆
续有研究发现在多种肿瘤组织中均有不同 ｍｉＲＮＡ 与
ＰＴＥＮ 靶向结合的情况[１６－１７]ꎮ 可以认为在这些特定的肿
瘤中ꎬ表达异常的 ｍｉＲＮＡ 参与了 ＰＴＥＮ 的表达调控ꎮ 故
本实验选择 ＰＴＥＮ 作为 ｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＲＢ 作用机制研究的
准靶基因ꎮ 基于靶基因预测的假阳性率普遍较高ꎬ本研究
不仅考察了 ＰＴＥＮ 在 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞与 Ｙ７９ 细胞中的表
达水平以及与 ｍｉＲ－１３０ｂ 表达的相关性ꎬ同时也采用了双
荧光素酶报告基因试验进行证实ꎬ结果表明 ｍｉＲ－１３０ｂ 表
达水平与 ＰＴＥＮ 表达水平呈负相关性ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 在基因
水平与蛋白水平均可对 ＰＴＥＮ 的表达产生影响ꎬ且 ｍｉＲ－
１３０ｂ 可直接靶向结合 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ ３􀆳ＵＴＲꎮ 进一步机制
则可能与 Ａｋｔ 信号通路的激活有关ꎮ 已有研究发现ꎬ
ｍｉＲ－２２１ / ２２２与 ｍｉＲ － ２２ 等 ｍｉＲＮＡ 分子均在靶向作用
ＰＴＥＮ 后继而激活 Ａｋｔ 信号通路产生促癌作用[１６－１７]ꎮ 另
一项关于膀胱癌的报道指出ꎬＰＴＥＮ 为 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通
路的负调节剂ꎬ可将 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路的调节元件作为其潜
在的治疗靶点[１８]ꎮ 本研究结果显示ꎬ在共转染 ｍｉＲ－１３０ｂ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ－ＮＣ 的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中ꎬｐ －Ａｋｔ ３０８ 与
ｐ－Ａｋｔ ４７３蛋白表达水平显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＰＴＥＮ 蛋白
表达水平显著降低 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而在共转染 ｍｉＲ － １３０ｂ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＴＥＮ 的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中ꎬ以上三种蛋白表达
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水平均未发生明显改变ꎮ 提示在 ＲＢ 中ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 也可
能是通过负向调控 ＰＴＥＮ 对 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的表达产
生影响ꎮ

综上所述ꎬ本研究发现 ｍｉＲ－１３０ｂ 在 ＲＢ 组织及细胞
系中呈高水平表达ꎬｍｉＲ－１３０ｂ 可能是经负向调控 ＰＴＥＮ
对 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的表达产生影响ꎬ最终发挥促癌作
用ꎮ ｍｉＲ－１３０ｂ 有望成为 ＲＢ 基因治疗的有效分子靶点ꎮ
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