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摘要
目的:探讨 ｍｉＲ－３７５ 表达对脉络膜黑色素瘤 ＭＵＭ－２Ｂ 细
胞增殖和侵袭的影响ꎮ
方法:培养ＭＵＭ－２Ｂ 细胞ꎬ分别转染 ｍｉＲ－３７５ 模拟物序列
(模拟物组)、ｍｉＲ－３７５ 抑制物序列(抑制物组)、阴性对照
序列(阴性对照组)和不做任何处理(空白组)ꎬ分别采用
ｑＲＴ－ＰＣＲ 实验、ＣＣＫ－８ 实验、细胞凋亡实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验检测细胞中 ｍｉＲ－３７５、细胞增殖活性、细胞凋亡情况、细
胞迁移和侵袭情况ꎮ
结果:相比于阴性对照组(１.０１± ０.１０)和空白组(１.０３ ±
０.０７)ꎬ模拟物组细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达量(２.６５±０.１５)升
高ꎬ而抑制物组细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达量(０.２８±０.０６)降低
(Ｐ<０.０５)ꎻ与空白组和阴性对照组比较ꎬ模拟物组细胞
２４、４８、７２ 和 ９６ｈ 时 ＯＤ 值均降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而抑制物组细
胞 ２４、４８、７２ 和 ９６ｈ 时 ＯＤ 值均升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与空白组
细胞凋亡率(２０.５４ ± ４.０１)％和阴性对照组细胞凋亡率
(２２. ８０ ± ４. ２８)％ 比较ꎬ模拟物组细胞凋亡率 ( ３９. １１ ±
３.３７)％升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而抑制物组细胞凋亡率(１０.１３±
２.１７)％降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与空白组和阴性对照组比较ꎬ模拟
物组细胞迁移数和细胞侵袭数均降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而抑制
物组细胞迁移数和细胞侵袭数均升高(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:上调 ＭＵＭ－２Ｂ 细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达可降低细胞增
殖活性ꎬ加速细胞凋亡ꎬ抑制细胞迁移和侵袭ꎬ下调
ｍｉＲ－３７５表达则发挥相反的作用ꎬ表明 ｍｉＲ－３７５ 可能在脉
胳膜黑色素瘤病程中发挥抑癌功能ꎮ
关键词:脉络膜黑色素瘤ꎻＭＵＭ－２Ｂ 细胞ꎻｍｉＲ－３７５ꎻＲＮＡ
干扰ꎻ细胞生物学行为
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１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｏｚｕｏ Ｃｏａｌ
Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ( Ｇｒｏｕｐ) Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.ꎬ Ｊｉａｏｚｕｏ ４５４０００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ
ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３０００ꎬ Ｈｅｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
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Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｏｚｕｏ Ｃｏａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ( Ｇｒｏｕｐ ) Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.ꎬ
Ｊｉａｏｚｕｏ ４５４０００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ３０８１２１７７４７＠ ｑｑ.ｃｏｍ
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－
３７５ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｍｅｌａｎｏｍａ (ＣＭ) ＭＵＭ－２Ｂ ｃｅｌｌｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＭＵＭ － ２Ｂ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ － ３７５ ｍｉｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( ｍｉｍｉｃ
ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｍｉＲ － ３７５ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ)ꎬ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｏ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ) .
Ｔｈｅ ｑＲＴ － ＰＣＲꎬ ＣＣＫ － ８ꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ － ３７５ꎬ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
(１. ０１ ± ０. １０) ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ( １. ０３ ± ０. ０７)ꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ － ３７５ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ
ｇｒｏｕｐ (２.６５ ± ０.１５) ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ－３７５ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ (０.２８±
０.０６) ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｔ ２４ꎬ ４８ꎬ ７２ꎬ ａｎｄ ９６ｈ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｔ ２４ꎬ ４８ꎬ ７２ꎬ ａｎｄ ９６ｈ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ( ２０. ５４ ±
４.０１)％ ａｎｄ ( ２２. ８０ ± ４. ２８)％ꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ( ３９. １１ ± ３. ３７)％ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ
ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ( １０. １３ ±
２.１７)％ (Ｐ < ０. ０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌ ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃｅｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃｅｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮＳ: Ｕｐ－ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－
３７５ ｉｎ ＭＵＭ－２Ｂ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｄｏｗｎ－ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－
３７５ ｈａｓ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｅｆｆｅｃｔ. Ｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｍｉＲ－３７５ ｍａｙ
ｐｌａｙ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ
ｏｆ ＣＭ.
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• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍｅｌａｎｏｍａꎻ ＭＵＭ － ２Ｂ ｃｅｌｌｓꎻ
ｍｉＲ－３７５ꎻ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎻ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉｕ ＳＴꎬ Ｌｉｕ ＸＬꎬ Ｊｉａｎｇ ＬＷ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ－ ３７５ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍｅｌａｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(８):１２６０－１２６３

０引言

脉络膜黑色素瘤( ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍｅｌａｎｏｍａꎬＣＭ)是常见的

眼内恶性肿瘤ꎬ病因不明ꎬ病情进展快ꎬ早期便可出现转

移ꎬ有超过 ２ / ３ 的患者发生肝转移ꎬ总体生存时间短、预后

差[１]ꎮ 有研究指出ꎬ恶性增殖和转移是影响 ＣＭ 患者预后

的关键性因素ꎬ发生转移的患者在 １２ｍｏ 内病死率在 ８０％
以上[２]ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)是长度约为 ２２ｎｔ
的非编码 ＲＮＡꎬ可通过调控靶基因 ｍＲＮＡ 转录或降解而

广泛参与机体多项生理、病理过程[３]ꎬ近年来研究表明ꎬ
ｍｉＲＮＡ 与肿瘤细胞恶性增殖、侵袭等生物学行为关系密

切[４]ꎮ 有研究指出ꎬｍｉＲ－３７５ 参与了宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞增

殖、侵袭和迁移[５]ꎮ Ｌｉ 等[６] 指出 ｍｉＲ－３７５ 可抑制胶质母

细胞瘤的增殖和侵袭ꎮ 本研究观察了人脉络膜黑色素瘤

ＭＵＭ－２Ｂ 细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达对细胞生物学特性的影

响ꎬ以期为 ＣＭ 机制研究及诊疗提供参考资料ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 ＭＵＭ－２Ｂ 细胞购自上海斯信生物公司ꎬ胎牛血

清、ＤＭＥＭ 培养液、青 －链霉素购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ总
ＲＮＡ 提取试剂盒和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ
和扩增试剂盒购自大连宝生物公司ꎬｍｉＲ－３７５ 和 Ｕ６ 购自

上海生工生物公司ꎬｍｉＲ － ３７５ 模拟物 (ｍｉｎｉｃｓ)、抑制物

(ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)及阴性对照序列购自上海吉玛公司ꎬＣＣＫ－８ 试

剂盒购自上海索宝生物公司ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋

亡试剂及流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室和

基质胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬＣＦＸ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ
仪购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎮ
１.２方法

１.２.１细胞培养　 用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液在

含 ５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养 ＭＵＭ－２Ｂ 细胞ꎬ待细胞生长

覆盖率在 ９０％时ꎬ传代ꎮ 将对数生长期细胞根据处理方式

不同分成:(１)模拟物组:用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂

转染 ｍｉＲ － ３７５ 模 拟 物 序 列: ５􀆳 － ＵＵＵＧＵＵＣＧＵＵＣＧ
ＧＣＵＣＧＣＧＵＵＡ－３􀆳ꎻ(２)抑制物组:转染 ｍｉＲ－３７５ 抑制物序

列:５􀆳－ＵＣＡＣＧＣＧＡＧＣＣＧＡＡＣＧＡＡ ＣＡＡＡ－３􀆳ꎻ(３)阴性对照

组:转 染 阴 性 对 照 序 列: ５􀆳 － ＧＧＵＵＣＧＵＡＣＧＵＡＣＡＣＵ
ＧＵＵＣＡ－３􀆳ꎻ(４)空白组:不作任何处理ꎮ 各组转染完毕ꎬ
继续培养 ４８ｈꎮ
１.２.２ ｑＲＴ－ＰＣＲ 实验 　 取各组处理培养细胞ꎬ按照总

ＲＮＡ 提取试剂盒操作提取总 ＲＮＡꎬ用紫外分光光度计检

测纯度ꎬ 合格标准为 Ａ２６０ / Ａ２８０ ≥ １. ８０ꎮ 取 总 ＲＮＡꎬ 按

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ 试剂盒说明逆

转录为 ｃＤＮＡꎬ用实时荧光定量 ＰＣＲ 仪按扩增试剂盒操作

扩增引物ꎮ 引物序列:ｍｉＲ － ３７５:上游:５􀆳 － ＣＡＣＡＡＡＡ
ＴＴＴＧＴＴＣＧＴＴＣＧＧＣＴ － ３􀆳ꎬ 下 游: ５􀆳 － ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧ

ＡＧＧＴＡＴＴＣ － ３􀆳ꎻ Ｕ６: 上 游: ５􀆳 － ＣＡＡＡＴＴＣＧＴＧＡＡＧ
ＣＧＴＴＣＣＡＴＡＴ － ３􀆳ꎬ下游: ５􀆳 － ＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴ
ＣＡＴＣＣＴＴＧＣ－ ３􀆳ꎮ 反应条件:９４℃ ２ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ｓꎬ６０℃
３０ｓꎬ７０℃ ３０ｓꎬ３６ 次循环ꎮ 用 ２－△△Ｃｔ 法计算细胞中 ｍｉＲ－
３７５ 表达量ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ－８ 实验 　 取各组对数生长细胞ꎬ以每孔 ２.５×
１０４个接种在 ９６ 孔板ꎬ每组设复孔 ５ 个ꎬ分别于 １２、２４、４８、
７２ 和 ９６ｈ 时ꎬ除培养液ꎬ加入 ＣＣＫ－８ 液 １０μＬꎬ室温孵育

３ｈꎬ用酶标仪在 ４９０ｎｍ 处测定各孔光密度值(ＯＤ)ꎬ重复

实验 ３ 次取均值ꎮ
１.２.４细胞凋亡　 实验取各组处理培养细胞ꎬ用预冷磷酸盐

缓冲液冲洗细胞ꎬ离心、重悬ꎬ调整细胞浓度在 ５×１０５ / ｍＬꎬ
取约 １ × １０５ 个细胞液加入到离心管内ꎬ分别将 ５μＬ 的

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 及 ５μＬ 的 ＰＩ 加入ꎬ摇匀ꎬ２５℃ 避光孵育

１２ｍｉｎꎬ分别加入 ４００μＬ 的结合缓冲液ꎬ６０ｍｉｎ 内上机检测

细胞凋亡率ꎬ重复实验 ３ 次取均值ꎮ
１.２.５ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　 (１)迁移能力:转染培养 ４８ｈ 后ꎬ用
无血清培养液制备浓度为 ５ × １０４ / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ取

２００μＬ 加入到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室ꎬ将含 １０％胎牛血清的

培养液 ６００μＬ 加入到下室ꎬ室温培养 ２４ｈꎬ取出小室ꎬ并将

小室内微孔膜上散落细胞除去ꎬ滴加多聚甲醛作用

１２ｍｉｎꎬ０.１％结晶紫染色 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗后ꎬ倒置显微镜

下观察ꎬ计数穿膜细胞数量ꎬ以反映细胞迁移能力ꎻ(２)侵
袭能力: 用无血清培养液对基质胶稀释后ꎬ 平 铺 在

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室ꎬ静置固定 ６ｈꎬ其余步骤同迁移能力

方法ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 统计软件分析ꎬ计量资料

采用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组资料比较使用单因素

方差分析ꎬ两两比较使用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统

计学意义ꎮ
２结果

２.１四组细胞中ｍｉＲ－３７５表达量比较　 模拟物组、抑制物

组、阴性对照组和空白组细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达量分别为

２.６５±０.１５、０.２８±０.０６、１.０１±０.１０ 和 １.０３±０.０７ꎬ差异有统

计学意义(Ｆ ＝ ５８５.１８０ꎬＰ< ０.００１)ꎮ 阴性对照组细胞中

ｍｉＲ－ ３７５ 表达量和空白组比较差异无统计学意义(Ｐ >
０.０５)ꎬ模拟物组细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达量高于抑制物组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ模拟物组细胞中 ｍｉＲ－３７５
表达量较阴性对照组和空白组升高ꎬ而抑制物组细胞中

ｍｉＲ－３７５ 表达量较阴性对照组和空白组降低ꎬ差异均有统

计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
２.２四组细胞增殖活性比较　 四组细胞培养 １２ｈ ＯＤ 值比

较差异无统计学意义(Ｐ＝ ０.３１７)ꎬ２４、４８、７２ 和 ９６ｈ ＯＤ 值

比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 进一步两两比较结

果见表 １ꎮ
２.３ 四组细胞凋亡情况比较 　 四组细胞凋亡率比较差异

有统计学意义(Ｆ＝ ６８.２１８ꎬＰ<０.００１)ꎬ进一步两两比较结

果见表 ２ꎬ图 １ꎮ
２.４ 四组细胞迁移和侵袭情况 　 四组细胞细胞迁移数和

细胞侵袭数比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ进一步

两两比较结果见表 ２ꎬ图 ２、３ꎮ
１６２１
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图 １　 流式细胞术检测四组细胞凋亡情况　 Ａ:模拟物组ꎻＢ:抑制物组ꎻＣ 阴性对照组ꎻＤ 空白组ꎮ

图 ２　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测四组细胞迁移情况　 Ａ:模拟物组ꎻＢ:抑制物组ꎻＣ:阴性对照组ꎻＤ:空白组ꎮ

图 ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测四组细胞侵袭情况　 Ａ:模拟物组ꎻＢ:抑制物组ꎻＣ:阴性对照组ꎻＤ:空白组ꎮ

表 １　 四组细胞增殖活性比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
模拟物组 ０.２１±０.０７ ０.２７±０.０７ａꎬｃꎬｅ ０.３６±０.０６ａꎬｃꎬｅ ０.５５±０.１３ａꎬｃꎬｅ ０.７１±０.０７ａꎬｃꎬｅ

抑制物组 ０.２４±０.０５ ０.５２±０.０９ａꎬｃ ０.７０±０.０８ａꎬｃ ０.９２±０.０８ａꎬｃ １.１７±０.０４ａꎬｃ

阴性对照组 ０.１７±０.０５ ０.３９±０.０８ ０.５４±０.０９ ０.７５±０.１２ ０.９３±０.０９
空白组 ０.１９±０.０６ ０.４１±０.０５ ０.５０±０.０７ ０.７１±０.０７ ０.９１±０.１１

　 　
Ｆ １.２５５ １１.４６６ １９.０６６ １３.０９４ ３２.９９４
Ｐ ０.３１７ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 阴性对照组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制物组ꎮ

表 ２　 四组细胞迁移和侵袭情况及凋亡率比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 细胞迁移(个) 细胞侵袭(个) 凋亡率(％)
模拟物组 ９０.３３±９.４０ａꎬｃꎬｅ ８０.３３±１１.７２ａꎬｃꎬｅ ３９.１１±３.３７ａꎬｃꎬｅ

抑制物组 １４３.３３±９.６１ａꎬｃ １３５.１７±１４.９３ａꎬｃ １０.１３±２.１７ａꎬｃ

阴性对照组 １１５.５０±９.２９ １０８.３３±１１.５４ ２２.８０±４.２８
空白组 １１４.００±１０.９５ １０３.００±１１.０１ ２０.５４±４.０１

　 　
Ｆ ２９.１５９ １９.８０７ ６８.２１８
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 阴性对照组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制物组ꎮ

３讨论

ＣＭ 起病隐匿ꎬ进展迅速ꎬ易转移ꎬ且治疗后复发率

高ꎬ总体预后较差[７]ꎬ严重威胁患者生存质量和生命安全ꎮ

研究发现ꎬＣＭ 发病涉及的机制复杂ꎬ诸多的基因和染色

体异常参与其中ꎬ同时ꎬ伴有众多的信号通路被异常活

化[８]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为一类稳定存在于生物体内短链 ＲＮＡꎬ
２６２１
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其异常表达可通过反向调控其靶基因表达而参与了疾病

和肿瘤的发生[３]ꎬ且与肿瘤细胞恶性增殖及侵袭关系密

切[９]ꎮ 研究表明ꎬＣＭ 患者组织中存在 ｍｉＲＮＡｓ 表达异

常[１０]ꎮ ｍｉＲ－３７５ 作为一种 ｍｉＲＮＡꎬ低表达于食管鳞癌组

织中[１１]ꎬ参与调控了口腔鳞癌细胞增殖和侵袭[１２]ꎬ可通

过靶向调控肝细胞核因子 － １β 抑制喉鳞状细胞癌

进展[１３]ꎮ
本研究以 ＭＵＭ－２Ｂ 细胞为实验对象ꎬ通过转染 ｍｉＲ－

３７５ 模拟物和抑制物的方式ꎬ观察 ｍｉＲ－３７５ 不同表达水平

对 ＣＭ 细胞生物学特性的影响ꎬ结果表明ꎬ转移 ｍｉＲ－３７５
模拟物的细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达量显著升高ꎬ而转染抑制

物的细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达量明显降低ꎬ提示细胞转染有

效ꎮ 有研究指出ꎬ细胞增殖和凋亡失衡在恶性肿瘤病程中

发挥关键性的作用[１４]ꎮ 本研究结果显示ꎬ与空白组和阴

性对照组比较ꎬ模拟物组细胞不同时间点增殖活性明显降

低ꎬ而细胞凋亡率显著增加ꎬ抑制物组则不同时间点细胞

增殖活性明显升高ꎬ而细胞凋亡率显著下降ꎬ说明增加

ＭＵＭ－２Ｂ细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达可抑制细胞增殖加速细胞

凋亡ꎬ而下调细胞中该基因表达则可促进细胞增殖抑制细

胞凋亡ꎮ 桂玉敏等[１５]在对 ｍｉＲ－３７５ 对人视网膜母细胞瘤

细胞增殖和凋亡的影响研究中亦发现ꎬｍｉＲ － ３７５ 靶向

Ｐａｘ６ 基因抑制视网膜母细胞瘤 Ｙ７９ 细胞凋亡ꎬ诱导细胞

凋亡ꎮ 这些研究结果表明ꎬｍｉＲ－３７５ 可能在眼科恶性肿瘤

进程中发挥抑癌基因的功能ꎮ
本研究结果表明ꎬ与空白组和阴性对照组比较ꎬ模拟

物组细胞迁移数和细胞侵袭数均降低ꎬ而抑制物组细胞迁

移数和细胞侵袭数均升高ꎬ说明 ｍｉＲ－３７５ 可能发挥抑癌

基因的作用参与了 ＭＵＭ－２Ｂ 细胞迁移和侵袭过程ꎮ Ｌｉｕ
等[１６]研究发现ꎬｍｉＲ－３７５ 通过抑制 ＭＡＰＫ１ / ＭＡＰＫ３ 信号

通路抑制视网膜母细胞瘤细胞迁移和侵袭ꎮ 这些研究进

一步表明ꎬｍｉＲ－３７５ 作为抑癌基因参与了眼科恶性肿瘤侵

袭进展ꎮ
综上所述ꎬ上调 ＭＵＭ－２Ｂ 细胞中 ｍｉＲ－３７５ 表达可降

低细胞增殖活性ꎬ加速细胞凋亡ꎬ抑制细胞迁移和侵袭ꎬ下
调 ｍｉＲ－３７５ 表达则发挥相反的作用ꎬ表明 ｍｉＲ－３７５ 可能

在 ＣＭ 病程中发挥抑癌基因的功能ꎬ但其如何在 ＣＭ 起病

中发挥作用的及可能涉及的信号通路有待进一步开展研

究明确ꎮ
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