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摘要

目的:探讨沉默 ＬｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 对人视网膜母细胞

瘤 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 增殖、迁移和侵袭的影响及其可能作用

机制ꎮ
方法:收集病理确诊且临床资料完整的视网膜母细胞瘤组

织标本 ２５ 例ꎬ同时选取因外伤摘除眼球的正常视网膜组

织 ９ 例为对照ꎻｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测正常视网膜组织、视网膜

母细胞瘤组织、人正常视网膜血管内皮细胞 ＡＣＢＲＩ－１８１、
视网膜母细胞瘤细胞 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２、ｍｉＲ－
１１９３ 的表达量ꎻ将 ｓｉ － ＮＣ、 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ ＡＳ２、 ｍｉＲ － ＮＣ、
ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
(共转染)分别转染至 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞ꎻ双荧光素酶报告

实验检测 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－１１９３ 的靶向关系ꎻＣＣＫ－８
法、平板克隆形成实验与 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分别检测细胞增

殖、集 落 形 成 数、 迁 移 及 侵 袭ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测

Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达量ꎮ
结果:视网膜母细胞瘤组织中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 的表达量高

于正常视网膜组织(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ｍｉＲ－１１９３ 的表达量低于

正常视网膜组织(Ｐ<０.０５)ꎻＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中 ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 的表达量高于 ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞(Ｐ<０.０５)ꎬｍｉＲ－１１９３
的表达量低于 ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞(Ｐ<０.０５)ꎻＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２
可靶向调控 ｍｉＲ－１１９３ 的表达ꎻ转染 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 或

转染 ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 可抑制 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞增殖、迁移

及侵袭ꎻ共转染 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可
降低转染 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 对 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞增殖、迁移

及侵袭的作用ꎮ
结论:沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可通过靶向调控 ｍｉＲ－１１９３ 表达

而抑制视网膜母细胞瘤细胞增殖、迁移及侵袭ꎮ
关键词:人视网膜母细胞瘤ꎻ ＬｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ꎻ
ｍｉＲ－１１９３ꎻ细胞增殖ꎻ迁移ꎻ侵袭

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.６.０４

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＬｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ

Ｈｕｉ Ｌｉꎬ Ｍｉｎｇ － Ｈｏｎｇ Ｗａｎｇꎬ Ｆｅｎｇ － Ｌｉｎｇ Ｌｉａｏꎬ
Ｇｕｏ－Ｌｉ Ｌｉｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｊｉｎｇｍｅｎ Ｈｅａｌｔｈ
ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (Ｎｏ.２０２１０１０２１)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｇｍｅｎ
Ｃｉｔｙꎬ Ｊｉｎｇｍｅｎ ４４８０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｇｕｏ － Ｌｉ Ｌｉｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｇｍｅｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｊｉｎｇｍｅｎ ４４８０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｌｉｕｇｕｏｌｉｊｍｙｙ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０７－０１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２２－０４－２５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＬｎｃＲＮＡ
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ＨＸＯ － Ｒｂ４４ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｗｅｎｔｙ－ ｆｉｖｅ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｉｓｓｕｅ
ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ
ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ９ ｃａｓｅｓ ｏｆ
ｎｏｒｍａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｙｅｂａｌｌ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ
ｄｕｅ ｔｏ ｔｒａｕｍａ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｓ. Ｔｈｅ ｑＲＴ － ＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＬＧＡＰ１ －
ＡＳ２ ａｎｄ ｍｉＲ － １１９３ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅꎬ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｈｕｍａｎ ｎｏｒｍａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ＡＣＢＲＩ－１８１ꎬ ａｎｄ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌ ＨＸＯ－
Ｒｂ４４. Ｔｈｅ ｓｉ－ＮＣꎬ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ꎬ ｍｉＲ－ＮＣꎬ ｍｉＲ－ １１９３
ｍｉｍｉｃꎬ ｓｉ － ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ ａｎｄ ｍｉＲ － １１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ( ｃｏ －
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ) ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＸＯ － Ｒｂ４４ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ
ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ ａｎｄ ｍｉＲ －
１１９３. Ｔｈｅ ＣＣＫ － ８ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ ｉｎ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ
ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－１１９３
ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｉｎ ＨＸＯ－Ｒｂ４４ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＡＣＢＲＩ－１８１ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ－１１９３ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＡＣＢＲＩ－ １８１ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<
０.０５) . ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ ｃｏｕｌｄ ｔａｒｇｅｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ－１１９３. Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｏｒ ｍｉＲ－ １１９３
ｍｉｍｉｃ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＸＯ － Ｒｂ４４ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏ － ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ －
ＤＬＧＡＰ１－ ＡＳ２ ａｎｄ ｍｉＲ － １１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ － ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＸＯ－Ｒｂ４４ ｃｅｌｌｓ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－１１９３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎻ ＬｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ꎻ ｍｉＲ－１１９３ꎻ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｉｎｖａｓｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉ Ｈꎬ Ｗａｎｇ ＭＨꎬ Ｌｉａｏ ＦＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ＬｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ
２２(６):９０４－９１０

０引言

视网膜母细胞瘤是临床常见的一种恶性肿瘤且已严

重威胁患者生命安全ꎬ目前视网膜母细胞瘤的发病机制尚

未阐明ꎬ研究表明长链非编码 ＲＮＡ(ＬｎｃＲＮＡ)表达异常与

视网膜母细胞瘤发生及发展密切相关ꎬ并可能作为视网膜

母细胞瘤诊断及治疗的潜在靶点[１－４]ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 在胆管癌中呈高表达ꎬ并可促进胆管癌细胞增殖、迁
移及侵袭[５]ꎮ 但 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与视网膜母细胞瘤相关研

究报道相对较少ꎮ Ｓｔａｒｂａｓｅ 预测显示 ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ 与

ｍｉＲ－１１９３存在结合位点ꎬ研究表明 ｍｉＲ－１１９３ 上调表达可

抑制宫颈癌细胞增殖及转移[６]ꎮ 但 ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ 与

ｍｉＲ－１１９３在视网膜母细胞瘤发生及发展过程中的作用机

制尚未可知ꎮ 因此ꎬ本研究主要探讨 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 是否

可通过靶向调控 ｍｉＲ－１１９３ 表达而调节人视网膜母细胞

瘤 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 增殖、迁移和侵袭ꎮ
１材料和方法

１.１ 材料 　 收集病理确诊且临床资料完整的视网膜母细

胞瘤组织标本 ２５ 例ꎬ其中男 １５ 例ꎬ女 １０ 例ꎬ年龄 ８ 月龄~
１０ 岁(平均 ５.６８±１.２５ 岁)ꎮ 同时选取因外伤摘除眼球的

正常视网膜组织 ９ 例为对照ꎬ其中男５ 例ꎬ女 ４ 例ꎬ年龄

９ 月龄~１０ 岁(平均 ５.２２±１.１６ 岁)ꎮ 两组研究对象年龄、
性别比较差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ具有可比性ꎮ
本研究通过医院伦理委员会审核ꎮ

人正常视网膜血管内皮细胞 ＡＣＢＲＩ－１８１、视网膜母

细胞瘤 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 购自美国 ＡＴＣＣꎻＤＭＥＭ 培养液与胎牛

血清购自美国 ＧｉｂｃｏꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒꎻ
ｃＤＮＡ 合成及 ｑＲＴ －ＰＣＲ 试剂及引物购自大连宝生物ꎻ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶购自北

京索莱宝ꎻＣＣＫ－８ 试剂购自上海碧云天生物ꎻＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 小分子干扰 ＲＮＡ( ｓｉ －ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２)及其阴性对照

(ｓｉ－ＮＣ)、ｍｉＲ－１１９３ 寡核苷酸模拟物(ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ)

及阴性对照 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 序列(ｍｉＲ－ＮＣ)、ｍｉＲ－１１９３ 寡核苷

酸抑制物(ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)购自广州锐博生物ꎻ兔抗人

Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体与二抗购自美国 ＣＳＴꎮ
１.２方法

１.２.１石蜡切片 ＨＥ 染色　 将烤好的组织切片置于新鲜二

甲苯中脱蜡 １０ｍｉｎ×３ 次ꎻ依次放入体积分数 １００％、９５％、
８５％、７０％乙醇中各 ３ ~ ５ｍｉｎ 后蒸馏水冲洗ꎻＨａｒｒｙ 苏木素

染液染色 ８ｍｉｎꎬ蒸馏水冲洗ꎻ体积分数 １％盐酸酒精分色ꎬ
蒸馏水冲洗ꎬ自来水冲洗 ２０ｍｉｎ 返蓝ꎻ伊红染液染色 １ｍｉｎꎬ
蒸馏水冲洗ꎻ依次经体积分数 ９５％、１００％乙醇浸泡脱水各

２ 次ꎬ每次 ２０ｓꎬ干燥后依次置于酒精二甲苯溶液、两缸二

甲苯中各 ５ｍｉｎꎻ迅速滴加适量中性树胶ꎬ盖玻片封固ꎻ显
微镜下观察、照相ꎮ
１.２.２实验分组　 ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞、ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞培养

于含有 １０％胎牛血清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素与 １００μｇ / ｍＬ 链霉

素的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ于 ３７℃、５％ ＣＯ２体积分数培养箱内

培养ꎬ待细胞生长至 ８０％融合度时进行传代培养ꎮ 取对数

生长期 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞接种于 ９６ 孔板(３×１０３ 个 / 孔)ꎬ
按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂说明书进行操作ꎮ 将 ｓｉ－
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ａ、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｂ、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｃ
分别转染至 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞ꎬ分别记为 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２
Ａ 组、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｂ 组、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｃ 组ꎬ采用

ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测细胞中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 表达量ꎬ选取干扰

效果较好的进行后续实验ꎮ 将 ｓｉ－ＮＣ、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２、
ｍｉＲ－ＮＣ、ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－１１９３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ(共转染)分别转染至 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞ꎬ分别记为

ｓｉ－ＮＣ 组、 ｓｉ － ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２ 组、ｍｉＲ －ＮＣ 组、ｍｉＲ － １１９３
ｍｉｍｉｃ 组、ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎮ 同时

将正常培养的 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞记为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎮ
１.２.３ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和 ｍｉＲ－１１９３ 的表

达水平　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂分别提取正常视网膜组织、视网膜

母细胞瘤组织、ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞、ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞与转染

后各组 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞总 ＲＮＡꎬ应用紫外分光光度计测

定 ＲＮＡ 浓度ꎮ 反转录合成 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行

ｑＲＴ－ＰＣＲ 扩增ꎬ反应条件:９５℃ 预变性 ５ｍｉｎ 循环 １ 次ꎬ
９５℃变性 １５ｓꎬ６０℃退火 ６０ｓꎬ７２℃延伸 ３０ｓꎬ共循环 ４０ 次ꎮ
应用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪检测 ＤＬＧＡＰ１ －
ＡＳ２、ｍｉＲ－１１９３ 相对表达量ꎮ
１.２.４ 双荧光素酶报告实验检测 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－
１１９３ 的靶向关系 　 由 美 国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司 构 建 含 有

ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－１１９３ 互补序列的野生型报告基因

载体 ＷＴ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和含有突变序列的突变型报告基

因载体 ＭＵＴ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ꎬ用脂质体转染法将 ｍｉＲ－ＮＣ /
ＷＴ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２、ｍｉＲ－ＮＣ / ＭＵＴ－ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２、ｍｉＲ－
１１９３ ｍｉｍｉｃ / ＷＴ－ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２、ｍｉＲ － １１９３ ｍｉｍｉｃ / ＭＵＴ －
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 分别共转染至 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞ꎬ加入 ２０μＬ
１×Ｐａｓｓｉｖｅ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒꎬ加入 １００μＬ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｒｅａｇｅｎｔ
Ⅱꎬ于荧光发光仪检测 Ｆｉｒｅｆｌｙ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 活性值ꎬ加入

１００μＬ Ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ Ｒｅａｇｅｎｔ 于 荧 光 发 光 仪 检 测 Ｒｅｎｉｌｌａ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 活性值ꎬ以海肾荧光素酶报告基因活性值为内

参ꎬ计算各组细胞荧光素酶活性值ꎮ
５０９

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.６ Ｊｕｎ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



１.２.５ ＣＣＫ－８实验检测细胞增殖　 取各组 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细
胞接种于 ９６ 孔板(４×１０３个 / 孔)ꎬ每孔加入 １０μＬ ＣＣＫ－８
溶液ꎬ于 ３７℃培养箱培养 ２ｈꎬ用酶标仪检测各孔光密度值
(ＯＤ ４５０ｎｍ)并计算细胞增殖抑制率[(对照组 ＯＤ－实验
组 ＯＤ) / (对照组 ＯＤ－空白组 ＯＤ)×１００％]ꎮ
１.２.６ 平板克隆形成实验 　 取各组 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞接种
于 ６ 孔板(５００ 个 / 孔)ꎬ于 ３７℃ 培养箱培养 １４ｄꎬ每隔 ２ｄ
更换一次培养液ꎬ４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ( －２０℃)ꎬ１％结
晶紫染色 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤后晾干ꎬ观察集落形成数ꎮ
１.２.７ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移与侵袭　 迁移实验:取
各组 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞(１×１０５ ｃｅｌｌ / ｍＬ)按照每孔 ２００μＬ 的
密度加入小室的上室ꎬ按照每孔 ６００μＬ 的密度将含有
１０％胎牛血清的培养液加入下室ꎬ３７℃培养箱内培养 ２４ｈꎬ
多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎꎬ用 ０.１％结晶紫染液染色 ２０ｍｉｎꎬ显
微镜下观察迁移细胞数ꎮ 侵袭实验:Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶稀释
液按照每孔 ４０μＬ 的密度加入小室的上室ꎬ３７℃培养箱内
固定 ５ｈꎬ后续实验步骤同迁移实验ꎮ
１.２.８ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白
表达量　 各组 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞加入 ５００μＬ ＲＩＰＡ 裂解液
提取细胞总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝
胶电泳、电转膜至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ密封 ２ｈꎬ加入 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ
(１ ∶ ５００)、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ(１∶ ５００)、ＧＡＰＤＨ 抗体(１∶ １０００)稀释
液 ４℃ 孵育 ２４ｈꎬ ＴＢＳＴ 洗膜 ４０ｍｉｎꎬ 加 入 二 抗 稀 释 液
(１ ∶ ３０００)３７℃ 孵育 １ｈꎬ ＴＢＳＴ 洗膜 ４０ｍｉｎꎬ ＥＣＬ 试剂与
ＤＮＲ ＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 观察 ＰＶＤＦ 膜上蛋白条带ꎬ用凝胶
图像处理系统软件分析蛋白条带灰度值ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２１.０ 进行分析ꎬ计
量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示且均符合正态分布ꎬ两组间比较采用
独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间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ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计
学意义ꎮ
２结果
２.１病理形态特征检测　 与正常视网膜组织细胞相比ꎬ视
网膜母细胞瘤组织中肿瘤细胞核大ꎬ染色较深ꎬ细胞呈椭
圆或梭形ꎬ可见核分裂ꎬ排列不规则ꎬ见图 １ꎮ
２.２ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２和 ｍｉＲ－１１９３ 表达的检测　 与正常视
网膜组织比较ꎬ视网膜母细胞瘤组织中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 的
表达量升高 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬｍｉＲ － １１９３ 的表达量降低 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 １ꎮ 与 ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞比较ꎬＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞
中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 的表达量升高(Ｐ<０.０５)ꎬｍｉＲ－１１９３ 的表
达量降低(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２、图 ２ꎮ
２.３沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 处理后 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 表达的检
测　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ－ＮＣ 组比较ꎬｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ａ 组、
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｂ 组、ｓｉ －ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２ Ｃ 组 ＤＬＧＡＰ１ －
ＡＳ２ 的表达量降低 (Ｐ < ０. ０５)ꎬ见表 ３、图 ３ꎮ 其中 ｓｉ －
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ａ 组 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 的表达量相对较低ꎬ因
而选用 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ａ 进行后续实验ꎮ
２.４ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２和 ｍｉＲ－１１９３靶向关系　 Ｓｔａｒｂａｓｅ 预测
显示 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与 ｍｉＲ－１１９３ 存在结合位点ꎬ见图 ４Ａꎮ
ｍｉＲ－１１９３ 过表达可抑制野生型载体 ＷＴ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２
的荧光素酶活性(Ｐ<０.０５)ꎬ而未能抑制突变型载体 ＭＵＴ－
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 的荧光素酶活性ꎬ见表 ４、图 ４Ｂꎮ

表 １　 视网膜母细胞瘤组织中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和 ｍｉＲ－１１９３

表达的检测 􀭰ｘ±ｓ
分组 ｎ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｍｉＲ－１１９３
正常视网膜组织 ９ ０.４８±０.０６ １.０８±０.０９
视网膜母细胞瘤组织 ２５ １.３８±０.１０ ０.３０±０.０５

　 　 　 　 　 　
ｔ ２５.２６１ ３２.１３０
Ｐ <０.０１ <０.０１

表 ２　 视网膜母细胞瘤细胞 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和

ｍｉＲ－１１９３ 表达的检测 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ ｍｉＲ－１１９３
ＡＣＢＲＩ－１８１ １.００±０.００ １.００±０.００
ＨＸＯ－Ｒｂ４４ ３.６４±０.１８ ０.３６±０.０３
　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ４４.０００ ６４.０００
Ｐ <０.０１ <０.０１

表 ３　 沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 后 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 表达的检测

(ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２
ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １.００±０.００
ｓｉ－ＮＣ 组 １.００±０.０２
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ａ 组 ０.２３±０.０２ａꎬｃ

ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｂ 组 ０.３５±０.０３ａꎬｃ

ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ｃ 组 ０.３９±０.０４ａꎬｃ

Ｆ １９２０.４０９
Ｐ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

表 ４　 双荧光素酶报告实验 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ＷＴ ＭＵＴ
ｍｉＲ－ＮＣ 组 １.０１±０.０７ １.０２±０.０９
ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组 ０.２５±０.０３ ０.９９±０.０８

　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ２９.９３８ ０.７４７
Ｐ <０.０１ ０.４６６

２.５ 各个处理组对 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 中 ｍｉＲ－１１９３ 及增殖的
影响　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ －ＮＣ 组比较ꎬｓｉ －ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组

ｍｉＲ－１１９３ 的表达量升高(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞增殖抑制率升高
(Ｐ<０.０５)ꎬ集落形成数减少(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲ－ＮＣ 组比

较ꎬｍｉＲ － １１９３ ｍｉｍｉｃ 组 ｍｉＲ － １１９３ 的表达量升高 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ细胞增殖抑制率升高(Ｐ<０.０５)ꎬ集落形成数减少
(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组比较ꎬｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋
ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 ｍｉＲ－１１９３ 的表达量降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
细胞增殖抑制率降低(Ｐ < ０. ０５)ꎬ集落形成数增多(Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 ５、图 ５ꎮ
２.６ 各个处理组对 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 迁移和侵袭的影响 　 与

ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ－ＮＣ 组比较ꎬｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组迁移及侵袭
细胞数减少 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ｍｉＲ －ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ － １１９３
ｍｉｍｉｃ 组迁移及侵袭细胞数减少(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 组比较ꎬｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组迁移
及侵袭细胞数增多(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ６、表 ６ꎮ
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图 １　 视网膜组织的 ＨＥ染色检测　 Ａ:正常视网膜ꎻＢ:视网膜母细胞瘤ꎮ

图 ２　 视网膜母细胞瘤组织和细胞中 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和ｍｉＲ－１１９３表达的检测　 Ａ:与正常视网膜组织相比ꎬＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 在视网膜

母细胞瘤组织中高表达ꎻＢ:与正常视网膜组织相比ꎬｍｉＲ－ １１９３ 在视网膜母细胞瘤组织中低表达ꎻＣ:与 ＡＣＢＲＩ－ １８１ 细胞相比ꎬ
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 在 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中高表达ꎻＤ:与 ＡＣＢＲＩ－１８１ 细胞相比ꎬｍｉＲ－１１９３ 在 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中低表达ꎮ ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常视

网膜组织组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＡＣＢＲＩ－１８１ 组ꎮ

表 ５　 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中 ｍｉＲ－１１９３、抑制率和集落形成数的检测 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 ｍｉＲ－１１９３ 抑制率(％) 集落形成数(个)
ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １.００±０.００ ０.００±０.００ １１５.７８±２.９４
ｓｉ－ＮＣ 组 ０.９９±０.０３ ０.０１±０.０１ １１４.５６±５.０８
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组 ３.５４±０.１６ａꎬｃ ６０.７９±１.８６ａꎬｃ ５３.３３±１.４１ａꎬｃ

ｍｉＲ－ＮＣ 组 ０.９９±０.０４ ０.０１±０.０２ １１３.６７±５.４２
ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组 ３.２０±０.１０ａꎬｅ ５４.０１±１.５０ａꎬｅ ６５.２２±２.１０ａꎬｅ

ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 １.２６±０.０７ｇ １４.８９±０.５３ｇ １０６.７８±２.３９ｇ

　 　
Ｆ １８１４.９０２ ７２６５.０８１ ５５８.２１５
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎮ

图 ３　 沉默 ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２ 后 ＤＬＧＡＰ１ －ＡＳ２ 表达的检测 　
１:ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２:ｓｉ－ＮＣ 组ꎻ３:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ Ａ 组ꎻ４:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ Ｂ 组ꎻ ５: ｓｉ － ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ Ｃ 组ꎮａ Ｐ < ０. ０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ
ｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎮ

２. ７ 各个处理组对 ＨＸＯ － Ｒｂ４４ 中 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ 和
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达的影响 　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ －ＮＣ 组比较ꎬ
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平升高(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｍｉＲ－ＮＣ 组比较ꎬ

ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平升高(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２
组比 较ꎬ ｓｉ － ＤＬＧＡＰ１ － ＡＳ２ ＋ ｍｉＲ － １１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平降低(Ｐ<０.０５)ꎬＮ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平

升高(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ７、表 ７ꎮ
３讨论

ＬｎｃＲＮＡ 在视网膜母细胞瘤发生发展过程中可发挥

重要调控作用ꎬ例如ꎬ沉默 ＬｎｃＲＮＡ ＡＮＲＩＬ 可通过调节

ｍｉＲ－９９ａ 和 ｃ－Ｍｙｃ 而抑制视网膜母细胞瘤细胞生长并促

进其凋亡[７]ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ＸＩＳＴ 通过竞争性结合 ｍｉＲ－１０１ 而

促进视网膜母细胞瘤细胞转移[８]ꎮ 敲低 ＬｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 可

抑制视网膜母细胞瘤的进展[９]ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ＣＡＮＴ１ 可抑制

视网膜母细胞瘤细胞增殖[１０]ꎮ
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 在视网膜母细胞瘤中的表达尚未可知ꎮ

研究表明抑制 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 表达可抑制肝癌细胞迁移及

侵袭[１１]ꎮ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 通过上调 ＹＡＰ１ 表达而促进神经
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图 ４　 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和 ｍｉＲ－１１９３ 的互补序列及荧光素酶活性检测　 Ａ:ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 和 ｍｉＲ－１１９３ 的互补序列ꎻＢ:双荧光素酶报

告实验检测荧光素酶活性ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

图 ５　 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞中 ｍｉＲ－１１９３、抑制率和集落形成数的检测　 Ａ:ｍｉＲ－１１９３ 表达的检测ꎻＢ:ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞抑制率的检测ꎻＣ:
ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞集落形成数的检测ꎮ １:ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２:ｓｉ－ＮＣ 组ꎻ３:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎻ４:ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻ５:ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组ꎻ６:ｓｉ－
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻ ｇＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 组ꎮ

图 ６　 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞迁移、侵袭的检测　 １:ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２:ｓｉ－ＮＣ 组ꎻ３:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎻ４:ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻ５:ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组ꎻ
６:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 组ꎮ
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图 ７　 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达的检测 　 １:ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ２:ｓｉ－ＮＣ 组ꎻ３:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎻ４:ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻ５:ｍｉＲ－１１９３
ｍｉｍｉｃ 组ꎻ６:ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎮ

表 ６　 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 细胞迁移和侵袭的检测 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬ个)
分组 迁移 侵袭

ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １７９.００±５.７２ １３８.２２±３.８８
ｓｉ－ＮＣ 组 １８０.５６±７.４１ １３８.７８±３.９４
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组 ６４.１１±１.７３ａꎬｃ ５１.５６±１.５７ａꎬｃ

ｍｉＲ－ＮＣ 组 １７８.６７±４.３２ １４０.３３±４.５２
ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组 ７６.７８±２.１５ａꎬｅ ６４.１１±１.２０ａꎬｅ

ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 １６１.１１±５.２２ｇ １１６.３３±２.６７ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １１３７.２２４ １４０７.７０８
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎮ

表 ７　 ＨＸＯ－Ｒｂ４４ 中 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达的检测 (ｎ＝ ９ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
分组 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ０.１５±０.０２ ０.７８±０.０５
ｓｉ－ＮＣ 组 ０.１６±０.０１ ０.７６±０.０６
ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组 ０.６６±０.０３ａꎬｃ ０.２３±０.０２ａꎬｃ

ｍｉＲ－ＮＣ 组 ０.１６±０.０２ ０.７９±０.０４
ｍｉＲ－１１９３ ｍｉｍｉｃ 组 ０.５２±０.０３ａꎬｅ ０.３３±０.０２ａꎬｅ

ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２＋ｍｉＲ－１１９３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 ０.２５±０.０３ｇ ０.５９±０.０４ｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７２１.６００ ３２２.５０３
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＮＣ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｍｉＲ－ＮＣ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ｓｉ－ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 组ꎮ

胶质瘤的发生[１２]ꎮ ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 在 Ｗｉｌｍｓ 肿瘤中表达上
调ꎬ并可能作为 Ｗｉｌｍｓ 肿瘤诊断的潜在生物学标记物[１３]ꎮ
本研究结果显示ꎬ视网膜母细胞瘤组织与细胞系中
ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 的表达量升高ꎬ沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可增高
视网膜母细胞瘤细胞增殖抑制率ꎬ集落形成数减少ꎬ提示
沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可抑制视网膜母细胞瘤细胞增殖及克
隆形成ꎮ 表明 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 高表达可促进视网膜母细胞
瘤细胞增殖及增强细胞克隆形成能力从而促进视网膜母
细胞瘤的发生及发展ꎮ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 与 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达失
调可调节上皮－间质转化(ＥＭＴ)进而调控细胞转移[１４]ꎮ
本研究结果显示ꎬ沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 后视网膜母细胞瘤
迁移及侵袭细胞数减少ꎬ Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平升高ꎬ
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平降低ꎬ提示沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可抑制
视网膜母细胞瘤细胞迁移及侵袭ꎮ 表明 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 高
表达可促进视网膜母细胞瘤细胞迁移及侵袭从而发挥癌
基因作用ꎮ

本研究证实 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可靶向结合 ｍｉＲ－１１９３ꎬ并
可负向调控 ｍｉＲ－１１９３ 的表达ꎮ 提示 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可能
通过靶向 ｍｉＲ－１１９３ 而促进视网膜母细胞瘤发展ꎮ 研究
表明 ｍｉＲ－ １１９３ 表达下调可促进皮肤鳞状细胞癌的发
展[１５]ꎮ ｍｉＲ － １１９３ 通 过 直 接 靶 向 跨 膜 ９ 超 家 族 ３
(ＴＭ９ＳＦ３)抑制人 Ｔ 细胞白血病细胞增殖和侵袭[１６]ꎮ 抑
制 ｍｉＲ－１１９３ 表达可促进成胶质细胞瘤的发生[１７]ꎮ 本研
究结果显示ꎬ视网膜母细胞瘤组织与细胞系中 ｍｉＲ－１１９３
的表达量降低ꎬ上调 ｍｉＲ－１１９３ 表达可抑制视网膜母细胞
瘤细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭ꎬ而抑制其表达可恢复
沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 对视网膜母细胞瘤细胞增殖、克隆形
成、迁移及侵袭的抑制作用ꎮ 提示 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可能通
过靶向 ｍｉＲ－１１９３ 而促进视网膜母细胞瘤细胞增殖、迁移
和侵袭ꎮ

综上所述ꎬ视网膜母细胞瘤组织与细胞系中 ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 表达上调ꎬ而 ｍｉＲ－１１９３ 表达下调ꎬＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 与

９０９

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.６ Ｊｕｎ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｍｉＲ－１１９３ 存在靶向调控作用ꎬ沉默 ＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ 可通过
促进 ｍｉＲ－１１９３ 表达而抑制视网膜母细胞瘤细胞增殖、克
隆形成、迁移及侵袭ꎬＤＬＧＡＰ１－ＡＳ２ / ｍｉＲ－１１９３ 在视网膜
母细胞瘤发生发展过程中可发挥重要调控作用ꎬ并可能作
为视网膜母细胞瘤治疗的潜在靶点ꎬ还可能为进一步揭示
视网膜母细胞瘤的发病机制奠定实验基础ꎮ 但 ＤＬＧＡＰ１－
ＡＳ２ 基因序列上富含多个 ｍｉＲＮＡ 的结合位点ꎬ其是否可
通过靶向调控其他 ｍｉＲＮＡ 而参与视网膜母细胞瘤发生及
发展过程仍需进一步探究ꎮ
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ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ９ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ３ ( ＴＭ９ＳＦ３ ). Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｓ
２０１７ꎻ２５(９):１６４３－１６５１
１７ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｊｉｎｇ Ｌꎬ Ｔａｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ － １１９３ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｉｎ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ＤＮＡ －
ＰＫｃｓ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ ２０２０ꎻ１１(７):６０２－６１２
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