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宫颈癌组织中 microRNA鄄506 表达及临床病理意义

朱小晖,张申华

[摘要]目的:探讨宫颈癌组织中微小 RNA(microRNA,miR)鄄506 表达与临床病理参数的关系。 方法:采用茎环实时荧光逆转

录聚合酶链反应检测 46 例宫颈癌组织及相应的癌旁组织中 miR鄄506 表达,根据其表达情况对临床病理参数进行分析。
Transwell well 方法检测转染 miR鄄506 寡核苷酸对 Hela 细胞运动和侵袭影响,Western blot 方法检测 E鄄cadherin 和 vimentin 表

达。 结果:46 例宫颈癌组织中 miR鄄506 相对表达量显著低于癌旁组织(P < 0. 01)。 在芋/郁期宫颈癌组织中 miR鄄506 相对表

达量明显低于玉/域期宫颈癌组织(P < 0. 01);在低分化癌组织中相对表达量明显低于中高分化癌组织(P < 0. 01)。 且 miR鄄
506 在有淋巴结转移组相对表达量明显低于无淋巴结转移组(P < 0. 01);但在患者年龄、绝经与否和肿瘤直径间 miR鄄506 相对

表达量差异均无统计学意义(P > 0. 05)。 miR鄄506 转染组 Hela 细胞运动和侵袭均明显低于未转染组(P < 0. 01),miR鄄506 转

染组抑制 Hela 细胞 vimentin 表达,而促进 E鄄cadherin 表达。 结论:宫颈癌组织中存在 miR鄄506 低表达,miR鄄506 表达缺失可能

与宫颈癌的肿瘤生长和侵袭发展相关,在宫颈癌预后判断中可能有一定价值。
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The expression of microRNA鄄506 in cervical cancer and its clinical significance
ZHU Xiao鄄hui,ZHANG Shen鄄hua

(Department of Obstetrics and Gynecology,The First People忆s Hospital of Tianmen,Tianmen Hubei 431700,China)

[Abstract] Objective: To explore the expression of microRNA ( miR)鄄506 in cervical cancer and its clinically pathological
significance. Methods:The expressions of miR鄄506 in cervical cancer tissues and corresponding paracarcinoma tissues in 46 patients
were detected using stem ring real鄄time reverse transcription polymerase chain reaction,the clinically pathological data were analyzed
according to the miR鄄506 expression situation. The migration and invasion of Hela cells transfected with miR鄄506 were detected using
Transwell,and the E鄄cadherin and vimentin protein expressions were detected using Western Blot. Results:The expression of MiR鄄506
in cervical cancer tissue was significantly lower than that in paracarcinoma tissues(P < 0. 01). The expression of MiR鄄506 in type 芋 /
郁 cervical cancer tissue was significantly lower than that in type 玉 / 域 cervical cancer tissue(P < 0. 01). The expression of MiR鄄506
in low differentiation cervical cancer tissue was significantly lower than that in high differentiation cervical cancer tissue(P < 0. 01).
The expression of MiR鄄506 in patients with lymph node metastasis was significantly lower than that in patients without lymph node
metastasis ( P < 0. 01). The differences of the MiR鄄506 expressions in different ages, menostasis and tumor diameters were not
statistically significant(P > 0. 05). The migration and invasion of Hela cells transfected with miR鄄506 was significantly lower than those
in Hela cells non鄄transfected with miR鄄506(P < 0. 01). The expressions of vimentin and E鄄cadherin in Hela cells transfected with miR鄄
506 were inhibited and promoted,respectively(P < 0. 01). Conclusions:The expression of miR鄄506 in cervical cancer is low,which
may be associated with tumor growth and development of cervical cancer,the miR鄄506 has certain value in judging the prognosis of
cervical cancer.
[Key words] cervical neoplasms;microRNA鄄506;pathological characteristis;invasion;migration

摇 摇 宫颈癌是女性中排名第三的恶性肿瘤,人乳头

状瘤病毒与基因突变被认为与宫颈癌发生密切相

关[1]。 近年来宫颈癌发病率逐步增高,尽管放化疗

联合应用提高了患者短期生存率,但 5 年生存率仅

提高 3% ,因此,明确宫颈癌的发生分子机制,对提

高靶 向 治 疗 有 重 要 的 临 床 意 义。 微 小 RNA

(microRNA,miR)在调控肿瘤增殖、侵袭和转移中均

发挥重要作用,最近研究[2 - 3] 表明,miR鄄506 具有抑

制肝癌、卵巢癌等肿瘤细胞生长的作用。 也有研

究[4 - 5]发现,miR鄄506 在乳腺癌中可抑制乳腺癌细

胞的上皮鄄间质转换,在结肠癌中低表达可导致化疗

耐药。 目前 miR鄄506 在宫颈癌组织中意义不明,本
研究采用茎环逆转录实时荧光聚合酶链反应(RT鄄
PCR)方法检测 46 例宫颈癌组织及相应的癌旁组织

中 miR鄄506 表达,分析 miR鄄506 和临床病理参数的

关系,探讨 miR鄄506 在宫颈癌发生中的作用。
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1摇 资料与方法

1. 1摇 一般资料摇 标本采自 2012 年 2 月至 2014 年 5
月经我科行手术治疗的宫颈癌患者 46 例,术后均经

病理确诊。 患者年龄 28 ~ 73 岁。 按国际妇产科联

盟肿瘤分期玉期 9 例,域期 12 例,芋期 14 例,郁期

11 例;有淋巴结转移 18 例。 患者术前均未接受放、
化疗或激素等治疗。 癌组织取肉眼所见的肿瘤组

织,而癌旁组织取距离肿瘤边缘 2 cm 的良性组织,
所取标本离体后置于液氮罐内迅速冷冻后置

- 80 益保存。
1. 2摇 实验试剂摇 Trizol 试剂购自美国 Invitrogen 公

司,RNA 提取试剂盒购自百泰克生物有限公司,逆
转录试剂盒及 RT鄄PCR 荧光染料 Sybergreen 购自

Takara 生物有限公司,miR鄄506 特异性引物购自广

州锐博生物有限公司。 Matrigel 基质胶购自 BD 公

司,8 滋m 的 Transwell 购自 Milipore 公司,E鄄cadherin
和 vimentin 抗体购自 Cell Signal 生物公司,甘油醛鄄
3鄄磷酸脱氢酶(GAPDH)内参抗体购自上海生工生

物工程股份有限公司。
1. 3摇 实验方法摇
1. 3. 1摇 RNA 的提取摇 取液氮保存的宫颈癌组织及

癌旁组织标本约 100 mg,采用液氮研磨法将组织磨

成粉末,然后加入约 1 mL 的 Trizol 裂解组织试剂,
接 Trizol 试剂说明书提取总 RNA。 紫外分光光度仪

检测 RNA 溶液 D260 / D280 比值,计算 RNA 浓度及

纯度,D260 / D280 比值在 1. 8 ~ 2. 1 者认为具有较高

的纯度,用于进一步实验检测。
1. 3. 2摇 RT鄄PCR 检测 miR鄄506摇 取 1 滋g 总 RNA 行

逆转录,反应条件为:42 益 60 min,70 益 10 min。
miR鄄506 茎环逆转录引物购自广州锐博生物,上游

引物 5忆鄄GCG CTG GAA TGT AAA GAA GT鄄3忆,下游

引物为 5忆鄄GTG CAG GGT CCG AGG T鄄3忆,U6 内参的

上游引物 5忆鄄GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA
AAA T鄄3忆,下游引物 R:5忆鄄CGC TTC ACG AAT TTG
CGT GTC AT鄄3忆;PCR 扩增条件为:95 益变性 5 min,
95 益10 s,60 益 20 s,72 益 20 s,35 个循环。 所有

反应均设 3 个复孔,记录每个反应管中标本的 Ct
值,实验结果采用 RT鄄PCR 中的相对定量法进行分

析,以 2 - 驻驻Ct表示宫颈癌组织 miR鄄506 表达量相对

于对照组表达量的变化倍数,其中 驻驻CT = (CtmiR鄄506

- CtU6) 宫颈癌 - (CtmiR鄄212 - CtU6) 宫颈癌旁组织。
1. 3. 3摇 miR鄄506 寡核苷酸脂质体介导转染 摇 实验

分对照组和 miR鄄506 转染组,对照组不做转染,而

miR鄄506 转染组采用 100 nmol / L 的 miR鄄506 寡核苷

酸,在细胞长到 80%融合度时,吸出培养液,换成含

脂质体 2000 的 100 nmol / L 的 miR鄄506 寡核苷酸继

续孵育 6 h,然后换 10%完全培养基继续培养 48 h,
细胞消化后做迁移、侵袭和蛋白提取实验。
1. 3. 4摇 细胞迁移侵袭实验摇 采用 BD 公司 8 滋m 的

Transwell 趋化小室,上室置入 1 伊 105 的 Hela 细胞,
下室放置 1 mL 完全培养液,让细胞迁移,侵袭 24 h。
然后用棉签刮去未发生迁移和侵袭的细胞,0. 1%结

晶紫染色细胞,显微镜下计数细胞数,每组实验重复

3 次。
1. 3. 5 摇 Western blot 检测 E鄄cadherin 和 vimentin 摇
采用铺满 Hela 细胞的 6 孔板作转染,于 100 nmol / L
的 miR鄄506 寡核苷酸或无效干预寡核苷酸转染后

48 h 提取蛋白,未做任何处理组作对照组,取 50 滋g
蛋白做 10% SDS鄄PAGE 电泳,转膜采用聚二氟乙烯

膜,采用 5%脱脂奶粉封闭 2 h,TBST 洗膜 3 次,每
次 15 min,然后加入兔抗人 E鄄cadherin(1 颐 100)和

vimentin(1颐 150)及内参抗体 GAPDH(1颐 1 000)4 益
摇床过夜。 TBST 洗膜后加入相应 HRP 标记的二抗

(1颐 2 000),室温孵育 2 h,然后采用化学发光试剂盒

进行发光显影。
1. 4摇 统计学方法摇 采用 t( t忆)检验。

2摇 结果

2. 1摇 宫颈癌及癌旁组织中 miR鄄506 表达量比较 摇
46 例宫颈癌组织中 miR鄄506 相对表达量为(0. 913 依
0. 356),而癌旁组织 miR鄄506 相对表达量为(1. 261 依
0. 323),宫颈癌组织中 miR鄄506 的相对表达量明显

低于癌旁组织(d 依 sd = - 0. 348 依 0. 03,t = 78. 68,
P < 0. 01)。
2. 2摇 临床病理参数与宫颈癌组织中 miR鄄506 表达

的关系摇 患者不同临床分期及组织学分级中,miR鄄
506 表达量不同,其中芋期、郁期中 miR鄄506 的相对

表达量均明显低于玉期和域期(P < 0. 01);在低分

化癌组织中相对表达量明显低于中高分化癌组织

(P < 0. 01)。 而且 miR鄄506 表达还与淋巴结转移密

切相关,有淋巴结转移组 miR鄄506 的相对表达量明

显低于无淋巴结转移组(P < 0. 01)。 miR鄄506 表达

在宫颈癌患者年龄、绝经与否及肿瘤直径间差异均

无统计学意义(P > 0. 05)(见表 1)。
2. 3摇 miR506 抑制 Hela 细胞增殖、侵袭及上皮 - 间

质 转换相关蛋白表达 摇 通过脂质体2000转染浓
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表 1摇 宫颈癌患者临床病理参数与 miR鄄506 表达关系(x 依 s)

临床病理参数 n miR鄄506 相对表达量 t P

年龄 / 岁

摇 < 40
摇 逸40

26
20

0. 947 依 0. 351
0. 908 依 0. 384

0. 36 > 0. 05

肿瘤直径 / cm

摇 < 2. 5
摇 逸2. 5

23
23

0. 931 依 0. 412
0. 856 依 0. 476

0. 57 > 0. 05

绝经

摇 是

摇 否

19
27

0. 926 依 0. 537
0. 851 依 0. 522

0. 47 > 0. 05

肿瘤分期

摇 玉 / 域
摇 芋 / 郁

21
25

1. 265 依 0. 669
0. 565 依 0. 215

4. 60* < 0. 01

病理级别

摇 G1 + G2

摇 G3

26
20

1. 179 依 0. 522
0. 637 依 0. 377

3. 92 < 0. 01

淋巴结转移

摇 否

摇 是

28
18

1. 339 依 0. 433
0. 546 依 0. 273

6. 92 < 0. 01

摇 摇 *示 t忆值

次,结果发现对照组细胞迁移数为(37. 0 依 2. 6),明
显高于 miR鄄506 转染组细胞迁移数的(13. 3 依 1. 5)
( t = 13. 68,P < 0. 01) (见图 1),细胞侵袭实验显示

对照组为(22 依 3. 0),显著高于 miR鄄506 转染组细

胞的(13 依 1. 0) ( t = 4. 93,P < 0. 01) (见图 2)。 表

明 miR鄄506 抑制 Hela 细胞的运动和 侵 袭。 而

Western blot 结果提示 miR鄄506 抑 制 Hela 细 胞

vimentin 表达,但促进 E鄄cadherin 表达(见图 3)。

3摇 讨论

摇 摇 研究肿瘤生长的分子机制对肿瘤治疗有重要意

义,目前研究[6]发现,多种 miR 在调控肿瘤发生、发
展及侵袭和转移中均发挥重要作用,异常表达与恶

性肿瘤发生有关,而恶性肿瘤发生发展过程中伴随

着众多表达的异常变化[7]。 宫颈癌是女性中常见

的恶性肿瘤,高度恶性,容易复发,可切除率低。 宫

颈癌组织中存在 miR 表达异常,且 miR鄄506 在多种

肿瘤中发挥抑癌作用[8],但 miR鄄506 在宫颈癌中的

作用机制并不完全清楚。本研究结果表明,在宫颈

度为100 nmol / L 的 miR鄄506 寡核苷酸,每组重复 3
癌组织中 miR鄄506 存在低表达,在芋/郁期宫颈癌组

织中 miR鄄506 相对表达量明显低于玉/域期宫颈癌

组织;在低分化癌组织中相对表达量明显低于中高

分化癌组织。 miR鄄506 在宫颈癌组织中与患者年龄

及肿瘤大小无关,提示 miR鄄506 与宫颈癌病理学参

数密切相关。
侵袭、转移是宫颈癌不断发展并危及患者生命

的重要因素,容易导致患者死亡。 而上皮鄄间质转换

是恶性肿瘤细胞发生侵袭转移的重要病理步骤之

一[9]。 本研究结果表明,miR鄄506 在有淋巴结转移

组相对表达量明显低于无淋巴结转移组。 Gli3 转录

因子在恶性肿瘤生长及浸润,转移中发挥重要作用,
可促进结肠癌细胞增殖、侵袭和转移,Gli3 调控众多

信号通路[10], 包括 Wnt / 茁鄄catenin, AKT 和 ERK。
miR 一般通过靶向调控 mRNA 调节基因表达,目前

研究[11] 表明,miR鄄506 可在宫颈癌中调节 Gli3 表

达,也有报道[4] miR鄄506 可通过靶向调节 Snail2 的

表达,抑制 EMT 和肿瘤侵袭转移。 我们研究发现

miR鄄506 可以抑制宫颈癌细胞侵袭和迁移,上调 E鄄
cadherin,而下调 vimentin,提示 miR鄄506 可以逆转宫

颈癌细胞上皮鄄间质转换,抑制癌细胞侵袭和转移。
总之,本研究结果表明,宫颈癌组织中存在

miR鄄506 低表达,且 miR鄄506 低表达与患者淋巴结

转移、肿瘤组织学分级差有关。 miR鄄506 过表达可

抑制宫颈癌细胞侵袭和迁移,提示 miR鄄506 在宫颈

癌组织中发挥抑癌作用。 Gli3 转录因子是 miR鄄506
调控靶蛋白,但 miR鄄506 是否通过其他蛋白调节机
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制调控宫颈癌细胞的恶性行为,参与宫颈癌的发生

发展,有待于进一步深入研究。
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显著增高,炎症消退后,CRP 显著降低。 本研究显

示,治疗 1 周后,GSSH 治疗组及对照组 8鄄iso鄄PGF2琢

和 CRP 均显著低于治疗前(P < 0. 01),且 GSSH 治

疗组 8鄄iso鄄PGF2琢及 CRP 均较对照组降低更明显(P
< 0. 01)。 肺功能及血气分析是判断病情、评估疗

效的重要的临床指标,广泛应用于临床,能够准确地

反映 AECOPD 病情的严重程度。 本研究发现 2 组

患者在治疗后肺功能及血气分析均有明显好转,且
加用还原型谷胱甘肽治疗的观察组 FEV1、FEV1 /
FVC、PO2 和 PCO2 等指标均较对照组改善更加显著

(P < 0. 01)。 氧自由基和其他氧化因子引起的氧化

应激是炎症反应的重要部分[10],本研究提示表明,
使用还原型谷胱甘肽治疗 AECOPD,可以起到清除

氧自由基、降低氧化应激水平、减轻支气管肺组织炎

症反应的作用,对 AECOPD 具有重要的辅助治疗

价值。
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