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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０５（ｍｉＲ２０５）表达对人类黑素瘤细胞株（Ａ３７５和Ａ２０５８）迁移和侵袭的作用及

其分子机制。方法 转染ｍｉＲ２０５过表达慢病毒（ＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５）构建ｍｉＲ２０５过表达的黑素瘤细胞Ａ３７５和Ａ２０５８

细胞系（ｍｉＲ２０５组），转染空白对照慢病毒作为对照细胞系（ＮＣ组）。通过划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分别检测两组细

胞迁移和侵袭能力，激光共聚焦扫描显微镜观察细胞形态和表达钙黏蛋白Ｅ（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的细胞数量与荧光强度，蛋白

质印迹法检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｔｗｉｓｔ、整合素（ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ）、波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ｚｅｂ１、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９蛋

白表达。结果 培养８ｈ和２４ｈ时ｍｉＲ２０５组Ａ３７５与Ａ２０５８细胞的迁移能力均大于ＮＣ组（犘＜０．０１）；ｍｉＲ２０５组

两种细胞的侵袭能力均低于ＮＣ组（犘＜０．０１）。ＭｉＲ２０５过表达后Ａ３７５和Ａ２０５８细胞均由梭形、基质型向圆形、表皮

型转化。与ＮＣ组相比，ｍｉＲ２０５组细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达增加（犘＜０．０１），且表达Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的细胞数量和荧光强

度均增加；Ｔｗｉｓｔ、ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｚｅｂ１、ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达水平降低（犘＜０．０１）。结论　ＭｉＲ２０５通过诱

导Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达逆转上皮间质转化，从而抑制黑素瘤细胞的迁移和侵袭。
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第５期．陈虎艳，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０５抑制黑素瘤细胞迁移和侵袭的作用及其机制

　　恶性黑素瘤是临床上一种高度恶性的肿瘤，其

发病率在全球男性及女性中分别排第５和第６位，

病死率高达２３．２％
［１］。恶性黑素瘤常原发于皮肤

及黏膜组织，早期症状不明显，生长速度快，通常伴

随局部侵犯，也可广泛侵犯表皮、皮下组织以及深层

结缔组织，甚至相邻器官（或组织），也可通过淋巴

结、血行远处转移或广泛播散。黑素瘤的疗效和预

后与转移灶数量密切相关，而临床上许多患者在确

诊时已经属于中晚期，伴随多处转移，导致预后不

良［２］。上 皮 间 质 转 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）指上皮细胞在特定生理或病理情

况下向间质细胞表型转变的过程。ＥＭＴ与肿瘤的

发生、发展尤其是侵袭转移密切相关［３］。ＥＭＴ的现

象也存在于黑素瘤中［４］，因此，揭示ＥＭＴ的分子调

控机制及其与黑素瘤侵袭转移的关系，对于预防和

治疗黑素瘤具有重要意义。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类长度不

超过２５ｎｔ的内源性非编码ＲＮＡ。ＭｉＲＮＡ是近年

来生命科研的明星分子，目前在人体已发现超过

１０００种ｍｉＲＮＡ，它们广泛参与到机体的多种生理

和病理过程，如细胞增殖、分化凋亡、迁移侵袭、器官

发育、肿瘤发生和发展等［５］。ＭｉＲＮＡ主要作用于编

码基因的转录后水平，可以抑制靶基因的表达，在肿

瘤发生、发展中ｍｉＲＮＡ被归纳为抑癌基因和癌基

因两类。现在已知黑素瘤的发生、发展经历一个多

步骤的复杂过程，涉及许多癌基因、抑癌基因以及信

号转导的异常激活或失活。研究显示多种ｍｉＲＮＡ参

与调控黑素瘤细胞的生物学行为，如ｍｉＲ３３０５ｐ、

ｍｉＲ５４２３ｐ等可以抑制黑素瘤细胞迁移和侵袭
［６７］。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０５（ｍｉＲ２０５）是一种具有抑癌基

因特征的ｍｉＲＮＡ，在多种肿瘤中表达降低，恢复其

表达可以抑制多种肿瘤细胞增殖，如黑素瘤［８］。临

床标本研究显示，ｍｉＲ２０５在黑素瘤组织中表达减

少，其表达水平与黑素瘤的分期呈正相关，与患者预

后呈负相关［１］。以上研究提示ｍｉＲ２０５可能调控黑

素瘤细胞的迁移和侵袭，但是目前关于ｍｉＲ２０５与

黑素瘤细胞ＥＭＴ关系以及其调控的分子机制尚不

明了。因此，本研究通过 ｍｉＲ２０５过表达以探讨

ｍｉＲ２０５对黑素瘤细胞ＥＭＴ、迁移和侵袭的作用及

机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人黑素瘤细胞株Ａ３７５和Ａ２０５８

购自中国科学院上海分院细胞库，均采用含１０％胎

牛血清（ＦＢＳ）和１％青链霉素混合液的ＤＭＥＭ培

养液培养，培养条件为５％ＣＯ２、３７℃的细胞培养

箱，生长方式为贴壁生长。每天换液，当细胞融合度

达８０％～９０％时，采用０．２５％ 胰蛋白酶消化传代，

继续培养，用第４或第５代细胞进行后续实验。

１．２　ＭｉＲ２０５过表达慢病毒的转染　ＭｉＲ２０５过

表达慢病毒（ＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５）和空白对照慢病毒购

自上海基科生物化学有限公司［对照病毒和ｍｉＲ２０５

过表达病毒均携带绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）］，分别称为

ｍｉＲ２０５组和ＮＣ组。慢病毒转染步骤如下：取生

长良好的Ａ３７５和Ａ２０５８细胞接种于１２孔板培养

２４ｈ，加入含有慢病毒浓度为１０７Ｕ／ｍＬ的完全培养

液孵育２４ｈ，然后去掉含有慢病毒的培养液，换成

１ｍＬ新鲜培养液继续培养过夜，然后将细胞１∶３传

代，并继续培养１～２ｄ。为了获得稳转细胞株，采用

含２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的培养液进行培养，每３ｄ更换

培养液，２周后获得稳转细胞株。

１．３　划痕实验检测细胞迁移能力　在６孔板分别

培养Ａ３７５和Ａ２０５８细胞（５×１０５／孔），贴壁过夜后

用枪头垂直比着直尺在培养皿底部划线，注意角度

不要倾斜。用ＰＢＳ洗细胞３次，洗掉划下的细胞，

用含２％ＦＢＳ的培养液在３７℃、５％ＣＯ２培养箱内

培养，分别在０、８、２４ｈ时随机选取３个不同视野下拍

照，与０ｈ进行比较并计算迁移宽度。计算公式：拍照

观察时相对迁移宽度＝拍照观察时迁移宽度／０ｈ时

平均划痕宽度。

１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞的侵袭能力　在２４

孔板Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室底部中央垂直加入１００μＬ

稀释后的基质胶（１ｍｇ／ｍＬ；用４℃预冷的无ＦＢＳ

培养液配制），３７℃温育４～５ｈ使其呈胶状。细胞

ＦＢＳ饥饿２ｈ后，取２００μＬ细胞密度为２．５×

１０４／ｍＬ的细胞悬液加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，贴壁

过夜后换无ＦＢＳ培养液。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下室加入

５００μＬ含２０％ＦＢＳ的培养液培养２４ｈ后，用４％多

聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ、０．１％结晶紫染色３０ｍｉｎ、

棉签拭去上室内的细胞，电子显微镜观察并计数紧

贴上室底部膜下的细胞数。

１．５　激光共聚焦扫描显微镜观察细胞形态与蛋白

表达　在９６孔板中接种约５×１０３／孔的细胞，贴壁培

养２４ｈ后用４％多聚甲醛４℃固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗

·７７５·
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３次；再用体积分数为０．２％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜１５

ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次；然后用羊血清封闭１．５ｈ，ＰＢＳ清

洗３次，４℃孵育过夜标记βａｃｔｉｎ（１∶１００；６０００８１

ｌｇ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），ＰＢＳ清洗３次，连接ＤｙＬｉｇｈｔ

５９４的二抗（１∶２００）处理１ｈ，ＤＡＰＩ复染５ｍｉｎ，ＰＢＳ

清洗３次，用防荧光淬灭封片剂封片。采用激光扫描

共聚焦显微镜观察目的蛋白的荧光表达情况：

ＤｙＬｉｇｈｔ５９４激发波长５９４ｎｍ，发射波长６１８ｎｍ；

ＤＡＰＩ激发波长３５８ｎｍ，发射波长４６１ｎｍ。

１．６　 蛋白质印迹法检测 ＥＭＴ 相关蛋白的

表达　离心收集细胞，ＲＩＰＡ裂解液处理３０ｍｉｎ后，

４℃１００００×犵离心１０ｍｉｎ，分离上清。蛋白经变

性后，加入ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶的上样孔，电泳、转膜

（ＮＣ膜）、１０％脱脂奶粉封闭１ｈ；分别于４℃过夜

标记特异性一抗 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（３１９５）、波形蛋白

（ｖｉｍｅｎｔｉｎ，３９３２）、Ｚｅｂ１（３３９６）、整合素（ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ，

３６２９；均 购 自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ 公 司）和 Ｔｗｉｓｔ

（ａｂ５０８８７）、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２（２７６３１）、

ＭＭＰ９（２５５１１；均购自Ａｂｃａｍ公司），所有目的抗

体稀释比例均为１∶１０００。以ＧＡＰＤＨ作为内参照

蛋白（稀释比例为１∶５０００；６０００４１ｌｇ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ

公司）。ＴＢＳＴ洗膜３次５ｍｉｎ；标记相应二抗（１∶

１０００稀释），孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次５ｍｉｎ；暗室

中膜上滴加适量ＥＣＬ发光液，采用 Ｔａｎｏｎ６１００

全自动化学发光图像分析系统检测发光强度。

使用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．３１软件定量各条带的灰度

值，根据公式计算目的蛋白的相对灰度值：目的

蛋白 的 相 对 灰 度 值 ＝ 目 的 蛋 白 的 灰 度 值／

ＧＡＰＤＨ灰度值。

１．７　ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ的表达　采用

ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，用赛默飞 Ｎａｎｏｄｒｏｐ

２０００／２０００Ｃ分光光度计测定总ＲＮＡ浓度。然后用

反转录试剂盒（广州市锐博生物科技有限公司）反转

录获得ｃＤＮＡ。ＭｉＲＮＡ 引物使用 ＢｕｌｇｅＬｏｏｐＴＭ

ｍｉＲＮＡｑＰＣＲＰｒｉｍｅｒＳｅｔ（广州市锐博生物科技有

限公司）；按ｑＰＣＲ试剂盒（广州市锐博生物科技有

限公司）操作说明进行ｑＰＣＲ反应。ｑＰＣＲ反应条

件：９５℃３０ｓ；９３℃５ｓ、６０℃３０ｓ、９５℃１５ｓ，３５

个循环；６０℃１ｍｉｎ；９５℃１５ｓ。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据

分析。计量资料用珔狓±狊表示，两组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验。所有实验重复３次。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５稳转Ａ３７５和Ａ２０５８细胞株构

建成功　慢病毒（ＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５）对Ａ３７５（图１Ａ）和

Ａ２０５８（图１Ｂ）细胞的转染效率较高。ｑＰＣＲ结果显

示，ｍｉＲ２０５组两种细胞的ｍｉＲ２０５ｍＲＮＡ表达水

平高于 ＮＣ组（Ａ３７５：２５１．００±５７．９０ｖｓ１．００±

０．０８，犘＜０．０１；Ａ２０５８：５２．９０±４．８０ｖｓ１．００±

０．０２，犘＜０．０１），提示 ｍｉＲ２０５过表达的Ａ３７５和

Ａ２０５８稳转株构建成功。

图１　犕犻犚２０５过表达稳转犃３７５和犃２０５８细胞株的构建

犉犻犵１　犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋狅犳犃３７５犪狀犱犃２０５８犮犲犾犾狊

狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵犿犻犚２０５

Ａ：Ａ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ａ２０５８ｃｅｌｌｓ．ＮＣｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８

ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｖｉｒｕｓ；ｍｉＲ２０５ｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５

ａｎｄ Ａ２０５８ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５． Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＭｉＲ２０５过表达抑制Ａ３７５和Ａ２０５８细胞的

迁移能力　如图２所示，划痕后细胞培养至８ｈ时，

ｍｉＲ２０５组Ａ３７５和Ａ２０５８细胞的相对划痕宽度均

宽于ＮＣ组（犘＜０．０１）；２４ｈ时ＮＣ组划痕处均长满

细胞，而ｍｉＲ２０５组痕宽依然存在，两组差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。

·８７５·
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图２　划痕实验检测犿犻犚２０５过表达对犃３７５和犃２０５８细胞迁移能力的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚２０５狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀犿犻犵狉犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犃３７５犪狀犱犃２０５８犮犲犾犾狊犫狔狊犮狉犪狋犮犺犪狊狊犪狔

Ａ，Ｃ：Ａ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｂ，Ｄ：Ａ２０５８ｃｅｌｌｓ．ＮＣｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｖｉｒｕｓ；ｍｉＲ２０５ｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５

ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５．０ｈ，８ｈａｎｄ２４ｈｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ０，８ａｎｄ２４ｈａｆｔｅｒｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ）．犘＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　ＭｉＲ２０５过表达抑制Ａ３７５和Ａ２０５８细胞的

侵袭能力　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果（图３）显示，ｍｉＲ

２０５组Ａ３７５和Ａ２０５８细胞的穿膜数量均少于ＮＣ

组（犘＜０．０１），提示ｍｉＲ２０５过表达能够减弱Ａ３７５

和Ａ２０５８细胞的侵袭能力。

图３　犜狉犪狀狊狑犲犾犾实验检测犿犻犚２０５过表达对犃３７５和

犃２０５８细胞侵袭能力的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚２０５狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀犻狀狏犪狊犻狅狀

犪犫犻犾犻狋狔狅犳犃３７５犪狀犱犃２０５８犮犲犾犾狊犫狔犜狉犪狀狊狑犲犾犾犪狊狊犪狔

ＮＣｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ

ｖｉｒｕｓ；ｍｉＲ２０５ｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬｅｎｔｉ

ｍｉＲ２０５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００．犘＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝

３，珔狓±狊

２．４　ＭｉＲ２０５过表达对Ａ３７５和Ａ２０５８细胞形态

的影响　由图４可见，ＮＣ组Ａ３７５和Ａ２０５８细胞均

多为梭型或长条型，而ｍｉＲ２０５组两种细胞均变为

圆形、短杆型，提示 ｍｉＲ２０５过表达后 Ａ３７５和

Ａ２０５８细胞的形态特征由基质型向表皮型转化。

图４　激光共聚焦扫描显微镜观察犿犻犚２０５过表达对

犃３７５和犃２０５８细胞形态的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚２０５狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔

狅犳犃３７５犪狀犱犃２０５８犮犲犾犾狊犫狔犮狅狀犳狅犮犪犾犾犪狊犲狉狊犮犪狀狀犻狀犵犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔

ＮＣｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ

ｖｉｒｕｓ；ｍｉＲ２０５ｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．５　ＭｉＲ２０５过表达对 Ａ３７５和 Ａ２０５８细胞中

ＥＭＴ相关蛋白表达的影响　ＭｉＲ２０５组Ａ３７５和

Ａ２０５８细胞内Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达均高于ＮＣ组

（犘＜０．０１），而ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ、Ｔｗｉｓｔ、Ｚｅｂ１、

ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白的表达均低于ＮＣ组（犘＜

０．０１，见图５Ａ～５Ｃ。激光共聚焦扫描显微镜结果显

示，ｍｉＲ２０５组两种细胞内Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达数量与

荧光强度较ＮＣ组增加（图５Ｄ）。
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书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年５月，第３８卷

图５　犕犻犚２０５过表达对犈犕犜相关蛋白表达水平的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚２０５狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犈犕犜狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊

ＡＣ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ：Ａ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ａ２０５８ｃｅｌｌｓ）；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ

ｃａｄｈｅｒｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．ＮＣｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｖｉｒｕｓ；ｍｉＲ２０５

ｇｒｏｕｐ：ＴｈｅＡ３７５ａｎｄＡ２０５８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬｅｎｔｉｍｉＲ２０５．ＥＭＴ：Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ＭＭＰ：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ；

ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ｄ）

３　讨　论

黑素瘤发源于表皮基底层的黑色素细胞，细胞

具有极性，细胞间排列紧密，具有非常广泛的紧密连

接。众多的细胞分子在维持肿瘤细胞形态和细胞间

连接中发挥重要作用，如Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ等
［９］。黑素瘤

细胞是如何打破这种连接方式，从原发部位游离，进

而启动肿瘤的侵袭和转移，并如何重塑其生存的微

环境，其具体机制尚不清楚。近年来，ＥＭＴ在肿瘤

侵袭和转移中的作用逐渐成为人们关注的热点，被

认为是肿瘤发生侵袭转移的始动环节［１０］。ＥＭＴ是

指具有极性的细胞通过特定程序转化为具有间质表

型的生物学过程。通过ＥＭＴ，细胞失去极性，失去

与基底膜的连接表型，获得较高的迁移与侵袭、抗凋

亡和降解细胞外基质的能力等间质表型。ＥＭＴ发

生过程中表皮细胞标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、角蛋白等表

达下调或缺失，间质细胞标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、

ｖｉｍｅｎｔｉｎ等表达则显著上调
［１１］。ＥＭＴ是黑素瘤细

胞的常见现象，是导致侵袭与转移的重要原因［１２］。

但目前关于黑素瘤ＥＭＴ转化的分子机制尚未完全

阐明。

近年来研究发现，ｍｉＲＮＡ 参与调控黑素瘤

ＥＭＴ，原癌基因犓犚犃犛可通过诱导犑犝犖 和犛犘１

基因而抑制ｍｉＲ２００表达，而ｍｉＲ２００过表达可以

逆转犓犚犃犛诱导的ＥＭＴ
［７，１３］。ＭｉＲ２１１和 ｍｉＲ

５４２３ｐ在黑素瘤发生、发展中呈现抑癌基因的特征，

分别通过与原癌基因犚犃犅２２犃和犘犐犕１的３′ＵＴＲ

序列结合抑制这两种原癌基因的表达，进而抑制黑

素瘤ＥＭＴ
［７，１４］。ＭｉＲ２０５在多种肿瘤中被发现具

有抑癌基因特征，如在乳腺癌［１５］、肝癌［１６］、胃癌［１７］、

结肠癌［１８］和前列腺癌［１９］等肿瘤中其通常处于低表

达水平，这可能与ｍｉＲ２０５基因转录启动子过度甲

基化有关。黑素瘤转移灶组织中ｍｉＲ２０５的表达低

于原发性黑素瘤，提示其表达减低与黑素瘤侵袭转

移有关，在黑素瘤细胞中过表达 ｍｉＲ２０５能抑制其

增殖、多克隆形成和动物体内肿瘤形成等，被认为是

黑素瘤的抑癌基因［２０］。本研究发现 ｍｉＲ２０５在

Ａ３７５和Ａ２０５８两种细胞株中表达几乎缺失，这与

他人研究所发现的结果相仿，说明ｍｉＲ２０５在黑素

瘤组织和细胞中异常低表达，但是至今尚无报道揭

示其表达降低的机制。

研究发现ｍｉＲ２０５可以通过调控ＥＭＴ而影响

肿瘤细胞的侵袭和转移［２１２２］。本研究通过划痕实验

和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验证明 ｍｉＲ２０５过表达可以抑制

·０８５·
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第５期．陈虎艳，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２０５抑制黑素瘤细胞迁移和侵袭的作用及其机制

Ａ３７５和Ａ２０５８细胞的迁移和侵袭能力，并且通过

形态学检查发现ｍｉＲ２０５过表达后Ａ３７５和Ａ２０５８

细胞形态从基质型向表皮型转化，且蛋白质印迹法

结果显示ｍｉＲ２０５过表达可以抑制Ｔｗｉｓｔ蛋白表

达。Ｔｗｉｓｔ蛋白可以与犈犮犪犱犺犲狉犻狀基因启动子结

合，抑制犈犮犪犱犺犲狉犻狀基因转录，是促进肿瘤细胞发

生ＥＭＴ的重要蛋白
［２３］。本研究结果显示Ｔｗｉｓｔ蛋

白表达降低，其原因可能是ｍｉＲ２０５促进表皮型相

关蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达的重要原因，同时ｍｉＲ２０５

抑制间质型相关蛋白ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ的表达，

这些发现都从分子水平证明ｍｉＲ２０５可以抑制黑素

瘤细胞ＥＭＴ。本研究还观察到ｍｉＲ２０５过表达可

以抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达。ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９属于分泌性蛋白，肿瘤细胞过度分泌可以促

进细胞外基质降解，为肿瘤侵袭转移提供条件［２４］。

以上结果说明，ｍｉＲ２０５可以通过抑制ＥＭＴ降低

ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达，从而抑制黑素瘤细胞

的迁移和侵袭。但黑素瘤中 ｍｉＲ２０５表达几乎缺

失，几乎失去抑制ＥＭＴ的能力，导致肿瘤细胞发生

ＥＭＴ，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９分泌增强，细胞迁移和侵

袭能力增强，最终导致黑素瘤向周围组织和器官侵

犯转移。

本研究初步发现ｍｉＲ２０５在黑素瘤发展过程中

具有抑癌基因的特征，ｍｉＲ２０５过表达可以抑制黑

素瘤细胞的迁移和侵袭能力，且ｍｉＲ２０５过表达可

以抑制ＥＭＴ，抑制ＭＭＰ２和ＭＭＰ９等蛋白表达，

进而抑制肿瘤的侵袭转移。在下一步研究中，我们

将对ｍｉＲ２０５在黑素瘤组织和细胞中表达降低和

ｍｉＲ２０５抑制犜狑犻狊狋等基因表达的分子机制进行探

讨，以期阐明黑素瘤侵袭转移的分子机制，为黑素瘤

的靶向治疗提供新型有效的潜在靶点。
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