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微小 ＲＮＡ１４４３ｐ及其靶基因 ＮＦＥ２Ｌ２在宫颈癌中的表达及临床
意义

王志景，王　慧，何全中，孙　力
（１．新乡医学院第三附属医院妇产科，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨微小ＲＮＡ１４４３ｐ（ｍｉＲ１４４３ｐ）及其靶基因ＮＦＥ２Ｌ２在宫颈癌中的表达及临床意义。方法　
收集新乡医学院第三附属医院２０１３年１月至２０１５年１２月手术切除的１５例宫颈鳞状细胞癌患者的癌组织标本和癌
旁组织标本。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测宫颈癌组织和癌旁组织中ｍｉＲ１４４３ｐ和ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ的相对表
达量，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测宫颈癌组织和癌旁组织中ＮＦＥ２Ｌ２蛋白的表达。分析ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ相对表达量与患
者的年龄、临床分期、细胞分化程度及淋巴结转移的相关性。结果　宫颈癌组织和癌旁组织中 ｍｉＲＮＡ１４４３ｐｍＲＮＡ
的相对表达量分别为 ０．５６±０．２０和 １．０４±０．３３，宫颈癌组织中 ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ的表达量低于癌旁组织（ｔ＝
－８．３８，Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ在宫颈癌组织中的表达与患者年龄无关（Ｐ＞０．０５），与细胞分化程度、临床分
期和淋巴结是否转移有关（Ｐ＜０．０５）。ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ在宫颈癌组织和癌旁组织中的相对表达量分别为４．４１±１．６１
和０．８８±０．１０，ＮＦＥ２Ｌ２蛋白在宫颈癌组织和癌旁组织中的相对表达量分别为０．２９±０．０４和０．１５±０．０３；ＮＦＥ２Ｌ２
ｍＲＮＡ及蛋白在宫颈癌组织中的相对表达量显著高于癌旁组织（ｔ＝２１６．３１、－１０．９７，Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１４４３ｐ
在宫颈癌组织中呈低表达，而其靶基因ＮＦＥ２Ｌ２在宫颈癌组织中呈高表达，ｍｉＲ１４４３ｐ低表达降低了对ＮＦＥ２Ｌ２的抑
制作用，进而促进肿瘤的发生和发展。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）是一类长度约１８～
２２个核糖核苷酸的非编码ＲＮＡ，在动物和植物中均
存在，可特异性与 ｍＲＮＡ结合，发挥转录后调控作
用。近年来，ｍｉＲ在肿瘤发生、发展中的作用越来越
受到重视，而且其在肿瘤中的作用也逐渐被阐明。

ｍｉＲ１４４３ｐ在多数肿瘤中呈低表达，它可以通过多
种途径调控肿瘤的增殖、浸润［１２］。本研究拟通过检

测ｍｉＲ１４４３ｐ及其靶基因 ＮＦＥ２Ｌ２在宫颈癌及癌
旁组织中的表达，分析 ｍｉＲ１４４３ｐ在宫颈癌发生、
发展中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集新乡医学院第三附属医院
２０１３年１月至２０１５年１２月手术切除的１５例宫颈
癌患者的癌组织标本和癌旁组织标本，均经病理诊

断证实为宫颈鳞状细胞癌。患者术前未接受过放射

治疗或化学治疗。患者年龄３７～６９（５５．５±９．５）
岁，根据世界卫生组织细胞分化标准分级［３］分为：

高分化７例，中分化６例，低分化２例；临床分期按
国际妇产科联盟（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｆｅｄｅｒａｔｉｏｎｏｆｇｙｎｅｃｏｌｏ
ｇｙａｎｄｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ，ＦＩＧＯ）分期标准［４］分为：Ⅰ期６例，
Ⅱ期３例，Ⅲａ期２例，Ⅲｂ期２例，Ⅳ期２例；有淋
巴结转移者８例，无淋巴结转移者７例。
１．２　主要试剂与仪器　ＲＮＡ提取试剂盒、ｍｉＲ反
转录试剂盒、荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒、电化学发光（ｅｌｅｃｔｒｏ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒及羊抗兔二抗均购
自上海碧云天生物工程有限公司，兔抗人 ＮＦＥ２Ｌ２
多克隆抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司；ＮａｎｏＤｒｏｐＤ１０００
微量核酸定量仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，７５００荧光
定量ＰＣＲ仪购自美国ＡＢＩ公司。
１．３　方法
１．３．１　生物信息学技术预测ｍｉＲ１４４３ｐ的靶基因
　通过 ｍｉｒＢａｓｅ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和 ＤＩＡＮＡＴＯＯＬＳ等生
物信息网站预测发现，ＮＦＥ２Ｌ２是 ｍｉＲ１４４３ｐ的靶
基因，本研究进一步检测 ＮＦＥ２Ｌ２在宫颈癌和癌旁
组织中的相对表达量。

１．３．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测宫颈癌及癌旁组织
中 ｍｉＲ１４４３ｐ和 ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ表达　分别
取－８０℃ 保存的手术切除癌组织和癌旁组织约
２ｇ，加入液氮研磨，从研磨碎的组织中提取总ＲＮＡ，
具体步骤按照试剂盒说明书进行。提取完成后测定

总ＲＮＡ浓度及完整性。取１μｇ总 ＲＮＡ，反转录成
ｃＤＮＡ，具体操作步骤按说明书进行。采用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计 ｈａｓｍｉＲ１４４３ｐ的引物序列，
并由上海英骏公司合成。ｈａｓｍｉＲ１４４３ｐ：５′ＧＣＧＣ
ＴＡＣＡＧＴＡＴＡＧＡＴＧＡＴＧＴＡＣ３′；Ｕ６：５′ＵＵＣＡＣＧＡＡ
ＵＵＵＧＣＧＵＧＵＣＡＵ３；ＮＦＥ２Ｌ２正义链为 ５′ＡＣＡＣＧ
ＧＴＣＣＡＣＡＧＣＴＣＡＴＣ３′，反义链为５′ＴＧＴＣＡＡＴＣＡＡ
ＡＴＣＣＡＴＧＴＣＣＴＧ３′；内参甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＤＰＨ）
正义链为５′ＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣ３′，反义链为
５′ＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧ３′。根据ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法
进行荧光定量ＰＣＲ，每孔设置３个复孔，以２－ΔΔＣｔ法计
算基因的相对表达水平。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测宫颈癌及癌旁组织中
ＮＦＥ２Ｌ２蛋白表达　取手术切除的宫颈癌和癌旁组
织２ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ，将组织块剪碎成 ２ｍｍ×
１ｍｍ×１ｍｍ大小，置于１～２ｍＬ匀浆器中球状部
位，加入４００μＬ去污剂裂解液（含苯甲基磺酰氟）
在冰上匀浆，尽量将组织碾碎。在冰上裂解３０ｍｉｎ，
裂解时反复振荡，用移液器将裂解液移至１．５ｍＬ离
心管中，于４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上
清液分装于０．５ｍＬ离心管中，－２０℃冰箱保存。
用ＢｒａｄｙＢｕｆｆｅｒ法测定总蛋白浓度，调整浓度一致
后，煮沸１０ｍｉｎ。取５０μｇ总蛋白质在十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳，转膜后一抗［Ｔｒｉｓ
ＢｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅＴｗｅｅｎ（ＴＢＳＴ）缓冲液１１０００稀释］
孵育过夜，ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，二抗室温孵
育１ｈ，ＥＣＬ法显色，凝胶成像系统分析条带吸光度
值。蛋白相对表达量为目标条带吸光度值与内参吸

光度值的比值。

１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据
分析。计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用ｔ检验；ｍｉＲ１４４３ｐ表达量与临床资料相
关性采用单因素方差分析或 ｔ检验；Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ在宫颈癌及癌旁组织中表
达比较　宫颈癌和癌旁组织中 ｍｉＲＮＡ１４４３ｐｍＲ
ＮＡ的相对表达量分别为 ０．５６±０．２０和 １．０４±
０３３，宫颈癌组织中ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ的表达量低于
癌旁组织，差异有统计学意义（ｔ＝－８．３８，Ｐ＜００５）。
２．２　ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ在宫颈癌组织中的表达与
临床病理特征关系　结果见表１。ｍｉＲ１４４３ｐｍＲ
ＮＡ在宫颈癌组织中的表达和患者年龄无关（Ｐ＞
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００５），与细胞分化程度、临床分期和淋巴结是否转
移有关（Ｐ＜０．０５）。
表１　ｍｉＲ１４４３ｐｍＲＮＡ表达量与宫颈癌临床特征的关系

Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１４４３ｐ

ｍＲＮＡａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ （珔ｘ±ｓ）

临床特征 ｎ ｍｉＲ１４４３ｐ相对表达量 Ｆ／ｔ Ｐ
年龄

　　＜６０岁 ９ ０．５３±０．２１
０．１１ ０．７５

　　≥６０岁 ６ ０．６０±０．１８
细胞分化程度

　　高分化 ７ ０．６８±０．１４
　　中等分化 ６ ０．５４±０．１２ ２５．３１ ０．００
　　低分化 ２ ０．２１±０．０７
临床分期

　　＜Ⅲ ａ １１ ０．６３±０．１５
１４．８１ ０．００

　　≥Ⅲ ｂ ４ ０．２１±０．０７
淋巴结转移

　　有 ８ ０．４５±０．１９
８．７７ ０．０１

　　无 ７ ０．６６±０．１５

２．３　ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ及蛋白在宫颈癌和癌旁组织
中的表达　ＮＦＥ２Ｌ２蛋白的表达见图 １。ＮＦＥ２Ｌ２
ｍＲＮＡ在宫颈癌组织和癌旁组织中的相对表达量分
别为４．４１±１．６１和０．８８±０．１０，ＮＦＥ２Ｌ２蛋白在宫
颈癌组织和癌旁组织中的相对表达量分别为

０．２９±０．０４和０．１５±０．０３；ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ及蛋白
在宫颈癌组织中的相对表达量明显高于癌旁组织，

差异均有统计学意义（ｔ＝２１６．３１、－１０．９７，Ｐ＜
００５）。

Ｎ：癌旁组织；Ｃ：宫颈癌组织。

图１　ＮＦＥ２Ｌ２蛋白在宫颈癌和癌旁组织中的表达（Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦＥ２Ｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓ

ｓｕｅａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｉｃａｌｔｉｓｓｕｅ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

３　讨论

宫颈癌的发生和发展受多种因素的影响，目前

认为其与早婚早孕、性生活紊乱、经济状况和环境因

素等有关［５］。近年来，随着分子生物学的发展，宫

颈癌的研究进入到分子和基因水平。研究发现，基

因调控着宫颈癌的发生和发展［６７］，而这些基因的转

录和翻译也受到多方面因素的调控。其中，ｍｉＲＮＡ
的调控是转录后调控的重要方法。

ＭｉＲＮＡｓ能够特异性地与ｍＲＮＡ的３′非编码区
域结合，降解ｍＲＮＡ，从而抑制靶基因的蛋白表达，
属于转录后调控的重要组成部分。在肿瘤的发生和

发展中，多种ｍｉＲＮＡｓ发挥重要作用，其中有的ｍｉＲ
ＮＡ发挥癌基因作用，能够促进肿瘤的生长、增殖和
浸润，而有的ｍｉＲＮＡ发挥抗肿瘤作用，抑制肿瘤的
生长和转移［８］。

ｍｉＲ１４４３ｐ在多种生理和病理过程中均发挥
重要的作用。ｍｉＲ１４４３ｐ在脂质代谢尤其是胆固
醇的逆行转运中发挥重要作用［９］，在多种肿瘤的发

展和转移中也发挥重要作用。有研究发现，ｍｉＲ
１４４３ｐ在脑胶质细胞瘤瘤体组织和细胞系中的表
达量均明显降低，且其表达和预后相关；ｍｉＲ１４４３ｐ
的表达量越低，患者的中位生存率越短，多因素回归

分析证实，ｍｉＲ１４４３ｐ的低表达水平是预后差的独
立危险因素；通过生物信息学预测这可能是通过抑

制卷曲蛋白７来实现的［１０］。ｍｉＲ１４４３ｐ在胰腺癌

肿瘤组织和细胞系 ＰＡＮＣ１中的表达均明显降低，
而脯氨酸富含蛋白 １１（ｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ１１，
ＰＲＲ１１）的表达量明显升高；在细胞中的研究发现，
用ｍｉＲ１４４３ｐ类似物能够使细胞周期阻滞在 Ｓ期
而抑制细胞的增殖，并诱导细胞凋亡，而用其抑制剂

能够逆转ｍｉＲ１４４３ｐ的作用；荧光素酶活性检测发
现，ｍｉＲ１４４３ｐ能够直接和ＰＲＲ１１的３′非翻译区相
结合，从而抑制其发挥作用［１１］。细胞实验证实，

ｍｉＲ１４４３ｐ能够抑制激活蛋白１转录因子的亚基
ＦＯＳＢ基因的表达，从而抑制胰腺癌细胞的增殖、浸
润和转移［１２］。在肾癌细胞中的研究发现，ｍｉＲ１４４

３ｐ的表达量均明显降低；ｍｉＲ１４４３ｐ能够抑制细胞
的增殖和进展，而且能够抑制上皮间质转化从而抑

制细胞的浸润［１３］。而在肾透明细胞癌中的研究发

现，ｍｉＲ１４４３ｐ的高表达能够促进肿瘤的增殖和浸
润，手术后患者的ｍｉＲ１４４３ｐ表达水平较术前明显

降低［１４１５］。本研究发现，ｍｉＲ１４４３ｐ在宫颈癌组织

中的表达量明显低于癌旁组织，而且与肿瘤的淋巴

结转移有关。

ＮＦＥ２Ｌ２是调控细胞内氧化还原机制的重要转
录因子，由ＮＦＥ２Ｌ２基因编码，在体内生理及病理过

程中发挥重要的调节作用［１６］。ＮＦＥ２Ｌ２的突变会导

致体内氧化还原系统失衡，在多种肿瘤的发生和发
展中起重要作用。在恶性黑色素瘤的研究中发现，

ＮＦＥ２Ｌ２的表达增高和 Ｋｅｌｅｈ样环氧氯丙烷相关蛋
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白１表达降低在转移癌患者中更多见，而且可能与
上皮间质转化有关［１７］。而在乳腺癌患者的研究中

发现，ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ低表达患者的预后较差［１８］。

有研究发现，ＮＦＥ２Ｌ２２在宫颈鳞状细胞癌组织的表
达量明显高于宫颈上皮内瘤变和正常宫颈组织；体

外实验发现，抑制ＮＦＥ２Ｌ２的表达后，肿瘤细胞的增
殖和浸润明显受到抑制［１９］。本研究结果证实，宫颈

癌组织中ＮＦＥ２Ｌ２的表达量明显高于癌旁组织。
本研究证实，宫颈癌组织中 ｍｉＲ１４４３ｐ的表达

量明显降低，且和患者的转移及浸润程度有关，说明

ｍｉＲ１４４３ｐ可能作为判断宫颈癌恶性程度的指标；
而ＮＦＥ２Ｌ２在宫颈癌组织中的表达量明显升高，提
示ｍｉＲ１４４３ｐ的低表达降低了其对 ＮＦＥ２Ｌ２的抑
制作用，进而促进肿瘤的发生，但是其具体的机制尚

需要进一步通过分子生物学方式进行验证。
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