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ｍｉＲ１４８ａ对皮肤鳞状细胞癌迁移能力的影响

王晶晶１，李婉迪２，张　峥３，康小红１，王巍东４
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摘要：　目的　探讨ｍｉＲ１４８ａ对皮肤鳞状细胞癌（ＣＳＣＣ）迁移能力的影响。方法　收集２０１７年１～６月于新乡
医学院第一附属医院确诊的５０例ＣＳＣＣ患者手术切除癌组织和对应癌旁正常组织，采用实时定量聚合酶链反应检测
ＣＳＣＣ患者癌组织和癌旁正常组织中ｍｉＲ１４８ａ和转化生长影响因子２（ＴＧＩＦ２）ｍＲＮＡ表达。取ＣＳＣＣ细胞株Ａ４３１培
养２４ｈ后随机分为阴性对照组、ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组和 ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，分别转染阴性对照、ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ和
ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒，转染后培养４８ｈ，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组Ａ４３１细胞中 ＴＧＩＦ２蛋白表达；分别于转染后
０、３６、７２ｈ进行划痕愈合实验检测各组Ａ４３１细胞迁移能力。结果　ＣＳＣＣ组织中ｍｉＲ１４８ａ相对表达量显著低于癌旁
正常组织（Ｐ＜００５），ＣＳＣＣ组织中 ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ相对表达量显著高于癌旁正常组织（Ｐ＜００５）。ｍｉＲ１４８ａ在 ＣＳＣＣ
组织中的表达与患者的性别和临床分期无关（Ｐ＞００５），与患者的年龄、病理分化和淋巴结转移有关（Ｐ＜００５）。
ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组Ａ４３１细胞中ＴＧＩＦ２蛋白表达量显著低于阴性对照组（Ｐ＜００５），ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 Ａ４３１细胞
中ＴＧＩＦ２蛋白表达量显著高于 ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组和阴性对照组（Ｐ＜００５）。转染后３６、７２ｈ，ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组
Ａ４３１细胞划痕愈合率低于阴性对照组 （Ｐ＜００５），ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组Ａ４３１细胞划痕愈合率高于 ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ
组和阴性对照组（Ｐ＜００５）。结论　ＣＳＣＣ组织中ｍｉＲ１４８ａ表达显著下调，ＴＧＩＦ２表达显著上调，ＣＳＣＣＡ４３１细胞中
ｍｉＲ１４８ａ过表达可使ＴＧＩＦ２蛋白表达下降，从而抑制细胞迁移。

关键词：　ｍｉＲ１４８ａ；皮肤鳞状细胞癌；转化生长影响因子２；细胞迁移
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｍｉＲ１４８ａ；ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅｓｋｉｎ；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ２；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　皮肤癌是人类最常见的恶性肿瘤之一［１］。皮

肤癌的主要类型是黑色素瘤、鳞状细胞癌和基底细

胞癌，以鳞状细胞癌和基底细胞癌最为常见。目前，

全球每年新发非黑色素瘤病例约２７５万例［１２］，其中

皮肤鳞状细胞癌（ｃｕｔａｎｅｏｕｓｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＣＳＣＣ）约占非黑色素瘤的３０％［３４］。导致皮肤

癌发生、发展的危险因素很多，如紫外线照射、年龄、

性别、遗传易感性、表型特征和免疫性等［５６］。目前，

ＣＳＣＣ的发病机制尚未完全阐明，普遍认为多基因
的表观遗传改变在ＣＳＣＣ发生中起关键作用。研究
表明，微 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在 ＣＳＣＣ的发生
和进展中起重要作用［７］。

ｍｉＲＮＡ是一类长度为２０～２５个核苷酸的非编
码ＲＮＡ小分子，可以作为癌基因或肿瘤抑制因子等
参与各种恶性肿瘤的发生和发展。ｍｉＲＮＡ也可以在
转录后水平通过靶 ｍＲＮＡ的 ３′非翻译区（３′ｕｎ
ｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）内的特定位点调节基因表
达［８９］。ｍｉＲ１４８ａ被认为是胃癌、非小细胞肺癌、结
直肠癌、肝癌、胰腺癌、乳腺癌、骨肉瘤等多种癌症的

抑癌基因［１０１５］。ＨＵ等［１６］研究证明，同源异型结构

域蛋白转化生长影响因子２（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ２，ＴＧＩＦ２）是 ｍｉＲ１４８ａ下游直接的靶
基因。为进一步探讨 ｍｉＲ１４８ａ和 ＴＧＩＦ２在 ＣＳＣＣ
发生过程中的作用及机制，本研究分析了 ｍｉＲ１４８ａ
在ＣＳＣＣ组织中的表达水平及其与 ＣＳＣＣ患者临床
病理学参数之间的关系，同时探讨了 ｍｉＲ１４８ａ与
ＴＧＩＦ２的关系及其对 ＣＳＣＣ细胞迁移和侵袭行为的
影响。

１　资料与方法

１．１　组织标本　收集２０１７年１～６月于新乡医学
院第一附属医院经病理学检查确诊的 ５０例 ＣＳＣＣ
患者手术切除的癌组织，同时取对应癌旁正常组织

（距肿瘤边缘２ｃｍ），立即放入 －８０℃液氮中保存。
５０例患者年龄２５～６５岁，男２１例，女２９例，患者手
术前未接受任何化学治疗和物理治疗。本研究经医

院伦理委员会讨论通过，患者均签署知情同意书。

１．２　细胞、试剂与仪器　ＣＳＣＣ细胞株 Ａ４３１购自
美国模式培养物集存库 （Ａｍｅｒｉａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）；ＲＰＭＩ１６４０（ｒｏｓｗｅｌｌｐａｒｋｍｅｍｏｒｉａｌ
ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ１６４０）培养基、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自
上海碧云天生物技术有限公司，无血清 Ｏｐｔｉ培养
基、细胞培养板购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）购自北京中杉金桥生
物技术有限公司，Ｔｒｉｚｏｌ裂解液及 ｍｉＲＮＡ反转录试
剂盒、聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）试剂盒购自广州复能生物科技有限公司，
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂和反转录试剂盒购自日
本Ｔａｋａｒａ公司，ＰＣＲ仪购自深圳市瑞安康技术有限
公司。

１．３　实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅ
ｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）检测ＣＳＣＣ组织和
癌旁正常组织中 ｍｉＲ１４８ａ及 ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ表达
　取 ＣＳＣＣ组织和癌旁正常组织各 ５０ｍｇ，采用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取总 ＲＮＡ。反转录试剂盒进行反转
录合成ｃＤＮＡ模板，然后在 ｑＲＴＰＣＲ系统中进行反
应。反应条件为：９５℃预变性 １０ｍｉｎ、９５℃变性
１５ｓ、６０℃退火３２ｓ，循环５０次后检测其溶解曲线，
检测完成后，通过计算机系统测定荧光，采用２ΔΔＣｔ

法计算ｍｉＲ１４８ａ和 ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ相对表达量。实
验重复３次，取均值。
１．４　细胞培养及实验分组　取 Ａ４３１细胞株接种
于含体积分数１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，
置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２恒温培养箱中培养
２４ｈ后将 Ａ４３１细胞分为阴性对照组、ｍｉＲ１４８ａ
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ｍｉｍｉｃｓ组和ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，分别转染阴性对
照、ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ和 ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒，转
染４８ｈ后收集细胞，提取总ＲＮＡ和蛋白。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测３组Ａ４３１细胞中ＴＧＩＦ２蛋
白表达　取３组转染４８ｈ后的Ａ４３１细胞置于液氮中
保存，经匀浆、裂解液裂解２０ｍｉｎ后，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心５ｍｉｎ，收集上清液，测定蛋白质浓度后，各组取
５０μｇ蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，将凝胶
上的蛋白转移至硝酸纤维素膜上，加入 ＴＧＩＦ２抗体
（１２００），４℃过夜。洗涤后加入二抗，３７℃孵育
２ｈ。于暗室中曝光，通过显影和定影显示特异的蛋
白信号。应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０软件分析蛋白表
达的灰度值，以 βａｃｔｉｎ为参照。实验重复３次，取
均值。

１．６　划痕愈合实验检测Ａ４３１细胞迁移能力　取３
组转染后对数生长期细胞，将细胞接种于 ６孔板，
接种密度以过夜铺满为准；使用 ＰＢＳ洗掉漂浮细
胞，加入不含血清的培养液；使用２００μＬ无菌移液
器尖端将单层细胞划伤创建无细胞区域，然后将细

胞置于３７℃下孵育。分别于０、３６、７２ｈ记录并拍
照，观察细胞迁移情况，测量划痕宽度，计算划痕愈

合率，划痕愈合率＝（０ｈ时的宽度 －测量时间点的
宽度）／０ｈ时的宽度。
１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学
分析。计量数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组件
比较采用独立样本ｔ检验；计数资料以例数表示，采
用χ２检验；Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＳＣＣ组织和癌旁正常组织中 ｍｉＲ１４８ａ和
ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ表达　ＣＳＣＣ组织和癌旁正常组织中
ｍｉＲ１４８ａ相对表达量分别为０．２７±０．０６、０．７８±
０．１６，ＣＳＣＣ组织和癌旁正常组织中 ＴＧＩＦｍＲＮＡ相
对表达量分别为０．７４±０．１３、０．２２±０．０８；ＣＳＣＣ组
织中ｍｉＲ１４８ａ相对表达量显著低于癌旁正常组织
（Ｐ＜００５），ＣＳＣＣ组织中ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ相对表达量
显著高于癌旁正常组织，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
２．２　ＣＳＣＣ组织中 ｍｉＲ１４８表达与患者临床病理
学参数的关系　结果见表１。ｍｉＲ１４８ａ在 ＣＳＣＣ组
织中的表达与患者的性别和临床分期无关（Ｐ＞
００５），与患者的年龄、病理分化和淋巴结转移有关
（Ｐ＜００５）。

表１　癌组织中ｍｉＲ１４８ａ表达与ＣＳＣＣ患者临床病理学特

征的关系

Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１４８ａｉｎ

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＳＣＣ

临床病理学参数 ｎ
ｍｉＲ１４８ａ
高表达／例

ｍｉＲ１４８ａ
低表达／例 χ２ Ｐ

性别

　　男 ３８ ２０ １８
０．２１７０．５４７

　　女 １２ ６ ６
年龄

　　≤６０岁 ３６ ２０ １６
２．２３１０．０２１

　　≥６０岁 １４ １２ ２

病理分化

　　低分化 ２６ １９ ７
１．９３１０．００９

　　中、高分化 ２４ ９ １５
淋巴结转移

　　否 ３０ ９ ２１
１．５６４０．００７

　　是 ２０ １４ ６
临床分期

　　Ⅰ＋Ⅱ期 ２１ １３ ８
０．７１２０．３２１

　　Ⅲ＋Ⅳ期 ２９ １７ １２

２．３　ｍｉＲ１４８ａ对Ａ４３１细胞中ＴＧＩＦ２蛋白表达的
影响　结果见图１。ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ１４８ａ
ｍｉｍｉｃｓ组、阴性对照组 Ａ４３１细胞中 ＴＧＩＦ２蛋白相
对表达量分别为２．０１±０．０９、０．５２±０．０３、１．２４±
０．０２。ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组Ａ４３１细胞中ＴＧＩＦ２蛋白
表达量显著低于阴性对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）；ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 Ａ４３１细胞中
ＴＧＩＦ２蛋白表达量显著高于 ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组和
阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

１：ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；２：ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组；３：阴性对照组。

图１　３组Ａ４３１细胞中ＴＧＩＦ２蛋白表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＩＦ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ４３１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ

ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２．４　ｍｉＲ１４８对Ａ４３１细胞迁移能力的影响　结果
见表２和图２。转染后３６、７２ｈ，ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组
Ａ４３１细胞划痕愈合率低于阴性对照组，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）；ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 Ａ４３１细胞
划痕愈合率高于ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组和阴性对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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表２　３组Ａ４３１细胞迁移能力比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ４３１ｃｅｌｌｓ

ａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别
划痕愈合率

０ｈ ３６ｈ ７２ｈ
阴性对照组 １．００±０．１１ ０．５２±０．１６ ０．７２±０．２１
ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组 １．００±０．１４ ０．４１±０．０８ａ ０．２９±０．１３ａ

ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １．００±０．１０ ０．６８±０．０８ｂ ０．９２±０．２１ｂ

　　注：与阴性对照组比较ａＰ＜００５；与阴性对照组和 ｍｉＲ１４８ａ

ｍｉｍｉｃｓ组比较ｂＰ＜００５。

１：阴性对照组；２：ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ组；３：ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。

图２　３组Ａ４３１细胞划痕愈合情况

Ｆｉｇ．２　ＳｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇｏｆＡ４３１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

有研究指出，ｍｉＲＮＡ在转录后水平是人类重要
的调节因子，在多数肿瘤的形成和发展中起着至关

重要的作用［１７］。有研究显示，ｍｉＲ１４８ａ在包括皮肤
癌在内的多种恶性肿瘤中存在异常表达，并被认为

是这些恶性肿瘤中重要的肿瘤抑制因子［１８］。

ｍｉＲ１４８ａ可以靶向１００多个人类基因，且多数
靶标涉及细胞的生长发育或细胞迁移运动，在早期

的肿瘤细胞发展过程中可以间接诱导细胞特异性分

化，进而影响肿瘤的发展过程。ｍｉＲ１４８ａ甲基化可
以直接影响皮肤癌患者发生发展，ｍｉＲ１４８ａ的甲基
化标志可以作为皮肤癌的预后标志物。ＺＨＡＯ等［１９］

研究发现，ｍｉＲ１４８ａ对卵巢癌细胞增殖和侵袭的抑制
作用可能是通过靶向ＴＧＩＦ２实现的，ＴＧＩＦ２可能参与
癌细胞的侵袭、增殖和转移。由此推测，ｍｉＲ１４８ａ可
能通过靶向 ＴＧＩＦ２参与 ＣＳＣＣ生物学行为的调控
过程。

本研究检测了５０例 ＣＳＣＣ患者癌组织和癌旁

正常组织中ｍｉＲ１４８ａ和ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ表达，结果显
示，ｍｉＲ１４８ａ在ＣＳＣＣ组织中的表达显著低于癌旁
正常组织，ＴＧＩＦ２ｍＲＮＡ在 ＣＳＣＣ组织中的表达显
著高于癌旁正常组织。为进一步研究ＣＳＣＣ细胞的
迁移能力，本研究分别将 ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ和
ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染到ＣＳＣＣ细胞中，通过细胞划
痕实验来进行验证，结果发现，ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃｓ转
染组ＣＳＣＣ细胞迁移能力显著低于阴性对照组，
ｍｉＲ１４８ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染组 ＣＳＣＣ细胞迁转能力显著
高于阴性对照组。推测 ＴＧＩＦ２是 ｍｉＲ１４８ａ的靶向
基因之一，其表达可能受 ｍｉＲ１４８ａ直接介导，
ｍｉＲ１４８ａ通过直接抑制 ＴＧＩＦ２的表达来抑制 ＣＳＣＣ
细胞的迁移。

本研究还发现，ｍｉＲ１４８ａ在 ＣＳＣＣ组织中的表
达与患者年龄、病理分期和淋巴结转移有关，与患者

的性别和临床分期无关。ＨＡＦＴＭＡＮＮ等［２０］研究提

出，在ＣＳＣＣ中，肿瘤厚度、淋巴结转移、临床分期与
ｍｉＲ１４８ａ的表达独立相关。９０％以上实体瘤患者
存在肿瘤转移情况，特别是经淋巴途径转移。在一

些恶性肿瘤中已经证实有 ｍｉＲＮＡ与肿瘤的转移直
接 相 关，如 ｍｉＲ１０ｂ、ｍｉＲ３７３、ｍｉＲ１２６ 和

ｍｉＲ３３５［２１］。ｍｉＲ１４８ａ也逐渐被发现与人类恶性肿瘤
的淋巴结转移显著相关。本研究结果表明，ｍｉＲ１４８ａ
与ＣＳＣＣ组织中ＴＧＩＦ２的表达呈显著负相关。

综上所述，ｍｉＲ１４８ａ通过靶向 ＴＧＩＦ２参与
ＣＳＣＣ细胞的生物学行为，同时影响其部分临床病
理参数，推测 ｍｉＲ１４８ａ是 ＣＳＣＣ细胞转移的启动
子。本研究为探讨ＣＳＣＣ的发病机制及临床诊疗提
供了一定的实验证据和理论依据。
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