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Abstract
誗AIM: To investigate the level of miR - 218 in human
retinoblastoma ( RB ) and its effect on the potential
mechanism of tumorgenesis.
誗METHODS:Real - time PCR was applied to detect the
expression of miR - 218 in human RB and the
corresponding tumor - adjacent tissues to analyze the
relation between miR - 218 and clinic pathology
characteristics. The artificial miR - 218 was transiently
transfected into human Y79 cells in vitro. The proliferation
and apoptosis of the cells were detected by MTT assay
and flow cytometry, respectively. The expression level of
Bmi- 1 mRNA and protein were determined by RT - PCR
and Western blot.
誗RESULTS:The expression level of miR-218 in RB tissues
was significantly lower than that in the adjacent tissues,
and it was associated with optic nerve infiltration and
differentiated degree. Over - expressed miR - 218 in Y79
cells suppressed cell proliferation and promoted cell
apoptosis, and down - regulated mRNA and protein
expressions of Bmi-1.
誗CONCLUSION:The expression of miR-218 in RB tissues
is significantly lower than that in tumor-adjacent tissues.
MiR - 218 could inhibit RB cell proliferation and induce
apoptosis by down-regulating the expression of Bmi-1.
誗 KEYWORDS: miR - 218; retinoblastoma; proliferation;
apoptosis;Bmi-1
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摘要
目的:探讨 miR-218 在人视网膜母细胞瘤中的表达、临床
意义及其分子机制。
方法:实时定量 PCR 检测 miR-218 在视网膜母细胞瘤及
瘤旁组织中的表达,并分析其与临床病理特征的关系。 检
测 miR-218 在视网膜母细胞瘤细胞系中的表达,并用 miR-
218 模拟物转染 Y79 细胞,MTT 及流式细胞仪检测 Y79 细
胞的增殖、凋亡情况,RT-PCR 和 Western-blot 法检测 Bmi-1
mRNA 及蛋白的表达。
结果:miR-218 在视网膜母细胞瘤组织中的表达水平显著
低于对应瘤旁组织;miR-218 低表达与神经浸润、分化程
度密切相关;miR-218 可显著抑制 Y79 细胞的增殖并促
进其凋亡,并下调 Bmi-1 的 mRNA 及蛋白表达水平。
结论:miR-218 在人视网膜母细胞瘤组织中表达下调,并
与临床病理相关,miR-218 抑制 Y79 细胞增殖、促进凋亡
的作用可能与下调 Bmi-1 有关。
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0 引言
摇 摇 视网膜母细胞瘤(retinoblastoma,Rb)是由视网膜神经
上皮层来源的胚胎性恶性肿瘤,是儿童最常见的眼内恶性
肿瘤[1]。 因其恶性程度高,传统的放化疗、手术的疗效均
欠佳。 其不仅影响视力,对患儿的生命也有巨大威胁。 因
此,尽早明确诊断 Rb 及判断预后意义重大[2]。 miRNAs
是高度保守的非编码 RNA,可与靶基因 mRNA 的 3蒺 端非
编码区互补结合下调其表达水平[3],在肿瘤的发生发展中
发挥重要作用[4]。 研究发现 miR-218 在结肠癌[5]、前列
腺癌[6]、胃癌[7]等肿瘤中表达缺失或下调,参与肿瘤的增
殖、凋亡、侵袭和转移。 miR-218 在 Rb 中的生物学功能
及其分子作用机制尚不明确。 本实验通过检测 miR-218
及其下游潜在靶点 Bmi-1(B cell-specific moloney murine
leukemia virus insertion site 1)在人 Rb 细胞中的表达,应用
人工合成的 miR-218 模拟物(miR-218 mimics)研究 miR-
218 在 Rb 发生发展中的作用,为 Rb 的发生机制提供新的
理论基础。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 收集西安交通大学第一附属医院眼科 2003 -
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01 / 12 经病理诊断为 Rb 并行手术摘除眼球 39 眼,其中男
16 眼,女 23 眼。 年龄 3 月龄 ~ 8 岁,平均 2. 9 依 1. 7 岁。
其分化程度按肿瘤组织中有无菊形团分化型 11 眼,未分
化型 28 眼。 病例中有神经浸润 24 眼。 术前均未接受化
疗及局部放疗等治疗。 术后标本立即放入液氮,6h 后转
入-80益备用。 癌旁组织为距肿瘤边缘>1cm 处组织。 本
研究获得所有患者监护人知情同意及医院的伦理学审核。
miRNA 及 mRNA 逆转录试剂盒(RevertAidTM First Strand
cDNA Synthesis Kit, #1622)购自 Ferments 公司,Real time
PCR 试剂盒( PrimeScriptTM RT reagent Kit,RR037A) 购自
TaKaRa 公 司, TRIzol 试 剂 及 LipofectamineTM 2000 购 自
Invitrogen 公司;miR-218 mimics 及 Control mimic 均购自
上 海 GenePhama 公 司, Bmi - 1 上 游 引 物 为 5蒺 -
GTGCTTTGTGGAGGGTACTTCAT - 3蒺, 下 游 引 物 为 5蒺 -
TTGGACATCACAAATAGGACAATACTT- 3蒺; 茁 - actin 上游
引物为 5蒺-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3蒺,下游引物为 5蒺-
GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3蒺;兔抗人 Bmi-1 多克隆抗
体购自 CST 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养摇 利用含 10%胎牛血清的 RMPI-1640 和
MCDB-131 培养基分别培养 Y79 和 HXO-Rb44 人视网膜
母细胞瘤细胞系和 ACBRI-181 人正常视网膜血管内皮细
胞系(ATCC, Manassas,VA,美国)培养液在 37益、5% CO2

恒温培养箱中培养。
1. 2. 2 Real - time PCR 摇 按 TRIzol 试 剂 ( Invitrogen,
Carlsbad,CA)收集所有细胞,并按试剂盒要求进行 RNA
提取。 取 1滋g 总 RNA, 用 cDNA 第一链合成试剂盒
(fermentas,Invitrogen,USA)进行逆转录,最后用引物利用
SYBR Green master 试剂盒 ( Applied Biosystems,USA) 取
2滋L cDNA 配置反应体系,条件:95益 预变性 30s,95益 变
性 5s,60益退火延伸 30s,扩增 35 循环。 扩增结束后制作
融解曲线。 2-吟吟Ct法计算 miR-218、Bmi-1mRNA 的相对表
达量。 以 RNU6B 和 茁-actin 分别作为内参。 每个样本独
立重复实验 3 次。
1. 2. 3 细胞转染摇 根据 lipofectamineTM 2000 说明书进行转
染操作,细胞接种于 6 孔板内,实验组每孔加入 100pmol / L
miR-218 mimics 及 5滋L lipofectamineTM 2000;对照组每孔
加入 100pmol / L 阴性对照(negative control,NC)mimics 及
5滋L lipofectamineTM 2000。 置于 37益、5% CO2恒温培养箱
中培养。
1. 2. 4 细胞增殖检测摇 采用 MTT 法进行检测,取对数生
长期的细胞,用培养基制备细胞数为 1伊105 / mL 的单细胞
悬液,以 200滋L / 孔接种于 96 孔板。 24、48、72h 后 MTT 检
测细胞活力,在实验结束之前 4h,每孔加入 20滋L 5mg / mL
的 MTT,继续孵育 4h,实验结束后,离心弃去培养液,每孔
加入 DMSO 150滋L,于室温轻微溶解结晶 15min,每个时间
点设 5 个复孔。 酶标仪在 490nm 波长处检测每孔的吸
光值。
1. 2. 5 细胞凋亡检测 摇 取转染后 48h 后的细胞,用
0郾 01mol / L PBS 洗涤细胞,1 500r / min 离心 5min 后弃去上
清,1伊结合缓冲液重悬细胞并调整细胞数为 1伊106 / mL,每
管加入 500滋L 细胞悬液、5滋L annexin V-FITC 和 10滋L PI。
混匀室温避光孵育 10min 后进行流式细胞仪检测,每个样
本独立重复 3 次。
1. 2. 6 Western-blot 法摇 利用 RIPA(强)试剂盒提取细胞

图 1摇 miR-218 在视网膜母细胞瘤及其对应瘤旁组织中的表达

水平摇 bP<0. 01 vs Rb 组织。

株内总蛋白,BCA 蛋白定量试剂盒(BCA kit)检测蛋白样
品浓度。 各组样品均加样 40滋g,SDS-PAGE 电泳分离后,
转移至 PVDF 膜上。 50g / L 脱脂奶粉封闭 1. 5h,加 50g / L
BSA 稀释 Bmi-1 多克隆抗体(1颐500)及 茁-actin 单克隆抗
体(mAb,1 颐1000)4益 过夜后,TBST(TBS,1mL / L Tween-
20)洗膜 3 次,6min / 次;分别加 HRP 标记二抗(1 颐5000),
室温孵育 2h,ECL 化学发光剂暗室显影。
摇 摇 统计学分析:所有检测实验均重复 3 次,计量数据以

軃x依s 表示,使用 SPPSS 13. 0 统计软件,组间进行配对样本

t 检验,采用 字2 检验分析 miR-218 表达与临床病理资料间
的相关性。 miR-218 在细胞中的表达水平采用单因素方
差分析。 以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果
2. 1 miR-218 在视网膜母细胞瘤组织及瘤旁组织中的表
达摇 采用 Real-time PCR 检测显示在视网膜母细胞瘤组
织中 miR-218 表达量明显低于瘤旁组织中的相对表达
量,差异具有显著统计学意义(P<0. 01,图 1)。
2. 2 miR-218 的表达与 Rb 患者临床病理特征的关系摇
以 miR-218 在组织中的中位表达水平作为分界点,将 39
眼 Rb 瘤组织分为 miR-218 高表达组(23. 08% ,n = 9 眼)
与 miR-218 低表达组(76. 92% ,n = 30 眼)。 结果表明,
miR-218 的低表达与神经浸润、分化程度显著相关(P<
0郾 05,表 1),而与年龄、性别、眼别等无关。
2. 3 miR-218 在人视网膜母细胞瘤细胞中的表达水平摇
采用 Real-time PCR 检测 Y79,HXO-Rb44 人视网膜母细
胞瘤细胞系和 ACBRI-181 人正常视网膜血管内皮细胞中
miR-218 的表达,经单因素方差分析发现各细胞株 miR-
218 水平对比差异具有统计学意义(P<0. 05,图 2),人视
网膜母细胞瘤细胞株中的表达明显高于正常视网膜血管
内皮细胞中(P<0. 01)。
2.4 miR-218 mimics 转染 Y79 细胞摇 为进一步研究 miR-
218 对人视网膜母细胞瘤细胞生物学行为的影响,将 miR-
218 mimics 瞬时转染入 Y79 细胞中,采用 Real-time PCR
检测其转染效率,结果显示实验组 miR-218 的表达水平
显著高于阴性对照组(P<0. 01,图 3)。
2. 5 过表达 miR-218 对 Y79 细胞增殖能力的影响摇 为研
究过表达 miR-218 对人视网膜母细胞瘤 Y79 细胞增殖能
力的影响,采用 MTT 法检测转染 miR-218 mimics 24、48、
72h 后 Y79 细胞相对增殖情况的变化。 结果显示,与阴性
对照组相比,miR-218 能明显抑制 Y79 细胞的增殖能力
(P<0. 05,图 4)。
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表 1摇 miR-218 表达与 Rb患者临床病理特征的关系 眼

项目 眼数
表达水平

高表达 低表达
P

年龄 39 9 30 0. 697
摇 摇 <3 岁 28 6 22
摇 摇 逸3 岁 11 3 8
性别 39 9 30 0. 812
摇 摇 男 16 4 12
摇 摇 女 23 5 18
眼别 39 9 30 0. 718
摇 摇 右 15 3 12
摇 摇 左 24 6 18
视神经浸润 39 9 30 0. 006
摇 摇 视神经受侵 24 2 22
摇 摇 视神经未受侵 15 7 8
分化程度 39 9 30 0. 038
摇 摇 分化组 11 5 6
摇 摇 未分化组 28 4 24
淋巴结转移 39 9 30 0. 674
摇 摇 有 15 4 11
摇 摇 无 24 5 19

图 2摇 miR-218 在人视网膜母细胞瘤细胞系中的表达水平摇 aP
<0. 05,bP<0. 01 vs ACBRI-181。

图 3摇 不同 mimics 转染 Y79 细胞后 miR-218 的表达 摇 b P<
0郾 01 vs 阴性对照组。

2. 6 过表达 miR-218 对 Y79 细胞凋亡的影响摇 为进一步
探讨 miR-218 在抑制人视网膜母细胞瘤增殖的同时并促
进其凋亡,用流式细胞仪检测 miR-218 mimics 转染 Y79
凋亡细胞的比例,结果表明实验组较阴性对照组细胞凋亡
率显著增加(P<0. 05,图 5)。
2. 7 miR-218 下调 Y79 细胞中 Bmi-1 的表达摇 Bmi-1 是
细胞内重要的细胞增殖、凋亡调控基因,为探讨 miR-218

图 4摇 miR-218 抑制人视网膜母细胞瘤 Y79 细胞的增殖摇 aP<
0. 05 vs 阴性对照组。

对人视网膜母细胞瘤增殖、凋亡调控的作用分子机制,用
Real-time PCR 及 Western-blot 法检测过表达 miR-218 后
Y79 细胞中 Bmi-1 mRNA 及蛋白的表达水平较阴性对照
组明显降低(P<0. 05,图 6)。
3 讨论
摇 摇 在我国视网膜母细胞瘤的发病率居眼内恶性肿瘤首
位,常见于婴幼儿时期。 但患者早期诊断率较低,就诊时
已不适宜保守治疗。 治疗方式常采用眼球摘除术、放化疗
等传统治疗模式,对患者的生活质量及视力造成重大影
响。 因此,寻找新的治疗方法成了近来研究热点。 随着分
子生物学的发展,分子靶向治疗为 Rb 的治疗提供了新的
思路。 但目前对 Rb 的发生、发展机制尚不明确,肿瘤的
异常增殖及凋亡被认为是 Rb 发生机制之一。 因此,研究
Rb 的致病机制,可能发现新的 Rb 诊断标记及可能的肿瘤
分子治疗新靶点。
摇 摇 miRNA 作为细胞内小 RNA 分子,通过与其靶基因
mRNA 序列不完全互补结合,抑制其翻译过程,从而下调
靶基因的表达水平,实现基因沉默的作用[8]。 目前研究表
明,miRNA 在多种肿瘤中调控相关基因的表达而影响细
胞的增殖、凋亡、侵袭和转移等生物学行为。 miR-218 是
近年发现的、新的、具有多种肿瘤调控作用的 miRNA。 研
究表明,miR-218 在胃癌[9]、肺癌[10]、胰腺癌[11] 等多种恶
性肿瘤中表达下调[12-15]。 本研究通过对 39 眼人视网膜
母细胞瘤组织标本的检测发现,在 Rb 组织中 miR-218 的
表达水平明显低于瘤旁组织,并且发现其 miR-218 的低
表达与视神经浸润、分化程度密切相关。 这提示 miR-218
在 Rb 的发生发展过程中发挥重要作用。
摇 摇 有研究表明,miR-218 具有抑制肿瘤细胞增殖并促进
其细胞凋亡的生物学作用。 本研究通过转染 miR-218 发
现,过表达 miR-218 后,MTT 及流式细胞仪检测发现 miR-
218 可显著抑制人视网膜母细胞瘤 Y79 细胞的增殖并促
进其凋亡。 Tu 等研究表明,在肝癌细胞中 miR-218 表达
抑制 Bmi-1 表达水平,并诱导细胞凋亡。 本研究通过生
物信息学检索发现 Bmi-1 是 miR-218 下游靶点之一,通
过 miR-218 转染 Y79 细胞后,Real-time PCR 及 Western-
blot 法检测 Bmi-1 mRNA 和蛋白表达水平显著降低,提示
在 Rb 中 miR-218 可能下调 Bmi-1 的表达。 而 Bmi-1 也
被研究证实在 Rb 组织中异常高表达,且 Bmi-1 与肿瘤的
增殖、凋亡有密切关系[16-19],从而间接说明 miR-218 在
Rb 组织中异常低表达,且与 Rb 的发生、发展相关。
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图 5摇 miR-218 诱导人视网膜母细胞瘤 Y79 细胞凋亡摇 A:Y79 细胞转染阴性对照后用流式细胞仪检测细胞凋亡率;B:Y79 细胞转
染 miR-218 模拟物后用流式细胞仪检测细胞凋亡率;C:Y79 细胞分别转染阴性对照及 miR-218 模拟物后凋亡率的比较;aP<0. 05 vs
阴性对照组。

图 6 miR-218 下调 Bmi-1 表达水平 摇 A:miR-218 显著下调
Y79 细胞中 Bmi-1 mRNA 表达水平( aP<0. 05 vs 阴性对照组);
B:Bmi-1 的蛋白表达水平。

摇 摇 综上所述,miR-218 在 Rb 组织中表达显著下调,并
与 Rb 的神经浸润及分化程度密切相关。 体外实验证明,
miR-218 可能通过下调 Bmi-1 的表达来发挥抑制人视网
膜母细胞瘤细胞增殖并促进其凋亡的作用。 因此,miR-
218 可能成为新的 Rb 分子标志物及生物治疗靶点。
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