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miR-186通过靶定 CEA抑制宫颈癌细胞转移

孙艳，齐政，王德华，张艳芳
（天津医科大学总医院妇产科,天津 300052）

摘要 目的：验证 miR-186通过靶定癌胚抗原（CEA）对宫颈癌细胞生物功能的影响。方法：利用表达谱芯片及荧光定量 PCR验
证 miR-186 在宫颈癌中的表达水平；通过 Transwell 及划痕试验阐述 miR-186 靶定 CEA 对宫颈癌细胞转移能力的影响；通过
双荧光素酶报告基因方法验证 miR-186对 CEA的靶定关系。结果：转移性宫颈癌组织中 miR-186的表达水平较非转移性宫颈
癌组织中偏低； 在宫颈癌细胞中上调 miR-186的表达水平并靶定 CEA能够抑制其转移能力； 荧光报告载体试验证实 CEA 为
miR-186的靶基因。 结论：miR-186抑制宫颈癌的转移，CEA为 miR-186的靶基因。
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miR-186 inhibits cervical cancer migration by targetting CEA
SUN Yan, QI Zheng, WANG De-hua, ZHANG Yan-fang
（Department of Obstetrics and Gynecology, General Hospital, Tianjin Medical University, Tianjin 300052, China）
Abstract Objective: To analyze the function of miR-186 in cervical cancer by targeting CEA. Methods: MicroRNA microarray and
qRT-PCR were performed to analyze the expression level of miR-186, then transwell and wound healing assay were performed to analyze
the effect of miR-186 over-expression on cervical cell lines. In addition, luciferase reporter assay was used to locate the target gene of miR-
186. Results: The expression of miR-186 in matastasis cervical cancer was lower than that in non-matastasis cervical cancer tissues.
Ectopic expression o f miR-186 inhibited cervical cell migration. The result of Luciferase reporter assay showed that CEA was directly
regulated by miR-186.Conclusion:MiR-186 is lowly expressed in matastasis cervical cancer and inhibited cervical cancer cell migration
through targeting CEA.
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microRNA (miRNA) 是一类长度约 18～25 碱基
的非编码调控型 RNA。 miRNA 主要通过作用于靶
基因的 3’UTR 区而调控其表达[1]。 miRNA 在肿瘤的
发生及发展过程中发挥着重要的调控作用。 大量研
究表明，miRNA 在肿瘤的生物学过程中充当着“原
癌基因”或“抑癌基因”。例如 miR-21作为一种研究
比较透彻的促癌基因， 已经发现在各种肿瘤的发
生、发展过程中存在着积极的作用[2-6]。 此外还有一
些 miRNA 在肿瘤细胞中发挥着抑癌基因的作用。
例如 miR-34a, miR-132，miR-15，miR-7 等在肿瘤
中低表达并参与肿瘤生物功能的调控[7-11]。在世界范
围内，宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一。 尽管
早期宫颈癌可以通过手术及化疗进行治疗, 但是针
对复发转移的宫颈癌并没有有效的治疗手段。 因此
寻找更好的疗法对宫颈癌的治疗将至关重要。 随着
miRNA 的深入研究，其作为肿瘤基因治疗的应用前
景逐渐受到人们的关注。 本文主要研究 miR-186对
宫颈癌细胞生物功能的影响及其发挥作用的靶基因。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验标本 均取自 2012 年 5 月-2014 年 8
月在天津医科大学总医院手术治疗的宫颈癌患者。
取肉眼可见宫颈癌癌组织并立即冻存于液氮中低
温保存。
1.1.2 试剂及仪器 Trizol Reagent 购自美国 Sigma
公司，lipofectamine 2000 Reagent购自美国 Invitrogen
公司；SYBR誖PrimeScript誖miRNA RT-PCR Kit 购
自大连 Takra 公司；人宫颈癌细胞株 HeLa 及 C33A
购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中
心；T4 DNA 连接酶，内切酶购自美国 NEB 公司；寡
核苷酸 CEA 基因的 siRNA 购自上海吉玛公司；
CEA 一抗购自英国 Abcam； 辣根酶标记山羊抗兔
IgG 购自北京中杉金桥；OLYMPUS 倒置荧光显微镜
（日本 OLYMPUS）。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 人宫颈癌细胞 HeLa 及 C33A 用
含 10%胎牛血清及青链霉素的 RPMI 1640 培养基，
在 37℃ 、5% CO2 条件下培养。
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1.2.2 RNA 的提取 组织从液氮取出后,加入液氮
并研碎，然后加入 Trizol提取总 RNA。细胞总 RNA提
取：每 107 细胞加入 1 mL 的 Trizol，充分反应后提取
细胞的总 RNA。 详细提取步骤可参见 Trizol说明书。
1.2.3 miRNA 表达谱芯片 按 TRIzol 试剂盒说明
书进行操作， 提取全部 RNA， 用 miRNA 基因芯片
（北京博奥公司产品）进行 miRNA 微阵列分析。 实
验简述如下：首先将 miRNA 成熟体 3’端进行 Cy 荧
光标记， 与芯片杂交后用扫描仪扫描 miRNA 微阵
列，然后针对获得的微阵列图像进行分析。
1.2.4 qRT -PCR 根 据 Takara 公 司 SYBR 誖
PrimeScript誖 miRNA RT-PCR Kit 试剂盒说明书加
入 1 μg 的 total RNA 及逆转录反应所需试剂。 得到
的逆转录产物用相应的 PCR 引物在定量 PCR 仪进
行实时定量 PCR。 PCR条件为 95℃ 15 s，60℃ 30 s，
进行35 个循环；采用 U6 RNA 作为内标。
1.2.5 载体构建及 siRNA 根据生物信息学中预测
结果得到 miR-186 在 CEA 基因 3’UTR 中的结合
位点， 将包含有靶位点的 3’UTR 序列及突变型 3’
UTR 序列进行全基因合成， 然后利用内切酶 PmeI
及 XbaI 将目的序列加入荧光报告基因载体
pmirGLO。 CEA 表达质粒的构建：首先利用 PCR 方
法扩增得到 CEA 整个 CDS 区基因片段， 然后将其
连接到 pcDNA3.1 真核表达载体中。 miR-186 的表
达质粒构建：首先利用 PCR 方法从 HEK293 细胞中
扩增得到 miR-186 高表达的基因组片段，然后将其
连接到 pcDNA3.1真核表达载体中。
1.2.6 靶基因荧光检测 将处于对数生长期的
HeLa 及 C33A 细胞接种于 48 孔板, 置于 37 ℃、5%
CO2 条件下培养 24 h 后，将 miR-186 表达质粒单独
转染或者与荧光报告载体共转染 HeLa 及 C33A 细
胞。 转染后 48 h,检测荧光素酶活性。
1.2.7 Transwell 检测细胞转移 首先Transwell 小
室下表面涂一层 fibronectin（10 μg/mL，50 μL），37 ℃
2 h。 将小室放入预先加有含 10%血清培养基的 24孔
板内，然后在 Transwell的内室加入 105细胞。16 h后，
取出 Transwell， 擦去 PVPF 膜靠近内室那一面的细
胞，另一面的细胞用甲醛室温固定 30min，结晶紫染色
20min，用清水洗 3遍后在显微镜下观察细胞，记数。
1.2.8 划痕实验检测细胞迁移 在空中加入约 5×
105个细胞，24 h用枪头垂直划痕。用 PBS洗细胞 3次
后，加入培养基并放入 37 ℃ 5% CO2 培养箱。24 h取
样，拍照。
1.2.9 Western blot 检测蛋白表达 转染后 48 h，提
取细胞总蛋白并测定蛋白浓度后，各组间取等量蛋

白经 SDS PAGE 分离后，转至 PVDF 膜上。封闭后分
别用目的蛋白抗体及内参抗体孵育 4 h。 然后与辣
根酶标记的二抗进行孵育 1 h，最后进行曝光显影。
2 结果
2.1 miR-186 在转移性宫颈癌组织中低表达 将
取得的 10 对转移性宫颈癌及非转移性宫颈癌组织
提取总 RNA，选择其中一对做 miRNA 表达谱芯片。
然后利用 qRT-PCR 检测 10 对组织中 miR-186 的
表达水平。 芯片及 PCR 结果显示，miR-186 在转移
性宫颈癌组织中的表达水平普遍低于其在非转移
性宫颈癌组织中的表达水平（图 1）。

2.2 miR-186 抑制宫颈癌细胞的转移 将高表达
miR-186 的质粒 pcDNA3.1/miR-186 及其对照载体
转染对数生长期的 HeLa 及 C33A 细胞后， 利用
Transwell 及划痕实验检测 miR-186 的表达变化对
宫颈癌细胞转移能力的影响。 结果表明，miR-186表
达的上调能够有效的抑制宫颈癌细胞的转移（图 2）。

A. 从 miRNA表达谱芯片结果中筛选出 10个在转移性宫颈癌组织中
低表达的miRNA。 B.利用荧光定量 PCR对表达谱芯片的结果进行验证
图 1 miR-186在转移性宫颈癌中低表达
Fig 1 Low expression of miR-186 in metastatic cervical cancer
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A.荧光定量 PCR 检测 miR-186 的表达变化。 B. MTT 分析 miR-186
对细胞活性的影响。 C&D. miR-186过表达后分别用 Transwell（C）及
划痕实验（D）检测细胞的迁移能力
图 2 上调miR-186的表达能够抑制宫颈癌细胞的转移
Fig 2 Over -expression of miR -186 inhibits cervical cancer cell

invasion
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2.3 miR -186 靶 定 并 抑 制 CEA 的 表 达 将
pcDNA3.1/miR-186 及其对照载体与荧光报告质粒
共转 HeLa 及 C33A 细胞。 通过分析荧光素酶活性
后发现，在野生型 CEA 3’UTR 组，miR-186 高表达
组的荧光素酶活性比对照组低。而在突变型 CEA 3’
UTR 组，miR-186 过表达后荧光素酶活性与对照组
相比并没有明显变化。 此外，我们对转染 miR-186
及其对照载体的宫颈癌细胞中 CEA 的蛋白表达水
平进行了分析。结果显示 miR-186能够有效的降低
CEA 的蛋白表达。这说明 miR-186可以直接作用于
CEA 的 3’UTR 区并抑制其蛋白表达（图 3）。

3 讨论
随着生活水平的进步，人们越来越重视疾病对

身体的影响。 在众多疾病中，癌症是我们必须面对
的一个强敌，每年因癌症死亡的人不计其数。 宫颈
癌是一种严重影响女性身心健康的高发性恶性肿
瘤。 随着科学发展，肿瘤的治疗已经达到了基因水
平。 而近年来 miRNA 越来越受到人们的关注，这类
调控性小分子 RNA 可以通过调控癌基因或抑癌基
因的表达来参与肿瘤的生物学过程[12-14]。 本文通过
运用 miRNA 表达谱芯片及荧光定量 PCR， 证实了
miR-186在宫颈癌组织及细胞中呈现低表达。

结果显示利用 miR-186 表达质粒上调其表达
能够有效的抑制宫颈癌细胞的转移能力。 通过生物
信息学预测发现 YES1 的 3’UTR 区包含了一段
miR-186 种子序列结合位点，我们通过靶基因荧光
报告试验及 western blot 确认了 miR-186 在 CEA 基
因 3’UTR 区的结合位点的负调控关系。该结果提示

miR-186 在宫颈癌细胞中的调控功能与 CEA 基因
有着密切的联系。

CEA 是一种在细胞粘附及细胞内信号传导发
挥着重要功能的细胞表面糖蛋白[15- 16]，它是从肿瘤
和胚胎组织中提取的一种肿瘤相关抗原，对于肿瘤
疾病的诊断、治疗效果的判定和预后都有非常重要
的临床意义[15，17-18]。 大量研究表明 CEA 在多种肿瘤
中高表达并参与肿瘤生物功能的调节。 本研究再次
证实了 CEA 在宫颈癌中的高表达，同时阐述了利用
RNA 干扰降低 CEA 基因表达后对宫颈癌细胞转移
能力的负调控。

综上所述，本研究证实了 miR-186 在转移性宫
颈癌组织中的低表达， 并通过试验验证了 CEA 为
miR-186 的靶基因及其 miR-186 与 CEA 基因表达
的负相关性。我们发现 miR-186对宫颈癌转移的负
调控功能是由 CEA 介导的，这可能为宫颈癌的小分
子治疗及宫颈癌的诊断提供一定的理论基础。
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剂量时，可在体模中形成焦域；颅骨厚度较大，由于

本实验设备的限制，最大功率只能提高至 300 W，至
最大功率经颅辐照时间 5 min后，仍未有焦域出现。
若继续增长辐照时间，骨骼部分区域会产生轻微碳

化[10]（图 6）。由于仿体组织制作过程中，蛋清液很难
与其他溶液完全均匀混合，导致实验结果可重复性

较差。

综合上述结果得出结论，单阵元凹球面换能器

进行 HIFU经骨骼聚焦时造成的幅值及相位畸变使
聚焦困难，聚焦后焦域声压较纯水中有极大的下

降。经厚度较小且结构简单的羊肩胛骨通过增加激

励功率及辐照时间来提高聚焦声压后，可以在仿体

组织内靶区形成焦域，但其为形状不规则的发散焦

域；厚度较大且结构较复杂的人颅骨顶骨区则在实

验限制条件下无法形成焦域。辐照时间过长可造成

骨骼热损伤。
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