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  [摘 要] 目的 探讨miR-4435通过调控细胞周期相关蛋白1(CAPRIN1)表达对鼻咽癌细胞生物学行

为的影 响。方法 采 用 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 检 测 miR-4435在 人 鼻 咽 癌 细 胞 系 CNE-2Z、C666-1、
SUNE-1、HNE-1和永生化鼻咽上皮细胞 NP69中的表达水平。采用 miR-4435模拟物和对照 miR-NC转染

C666-1细胞,分为miR-4435组和miR-NC组。比较2组C666-1细胞增殖、细胞周期变化情况,以及CAPRIN1
 

mRNA、CAPRIN1蛋白、周期蛋白依赖性激酶1(CDK1)、细胞周期蛋白B(Cyclin
 

B)、Cyclin
 

E蛋白表达水平。
采用双荧光素酶活性报告实验验证miR-4435与CAPRIN1的靶向结合。结果 与NP69细胞相比,CNE-2Z、
C666-1、SUNE-1、HNE-1细胞中miR-4435相对表达水平显著下调(F=18.92,P<0.01),C666-1细胞中 miR-
4435相对表达水平下调最明显(P<0.01)。miR-NC组和 miR-4435组 miR-4435在C666-1细胞中的相对表

达水平分别为(0.19±0.02)、(0.99±0.09),二者比较,差异有统计学意义(t=14.55,P<0.01)。与 miR-NC
组相比,miR-4435组C666-1细胞增殖能力在第2、3、4、5天时明显被抑制(P<0.05)。与 miR-NC组比较,
miR-4435组C666-1细胞在G0/G1 期的细胞数量明显增加(t=4.69,P<0.01),而在S期和G2/M期的细胞数

量明显减少(t=4.32,P<0.01;t=4.79,P<0.01)。转染 miR-4435显著降低了含有 CAPRIN1
 

WT的

C666-1细胞荧光素酶活性(t=13.54,P<0.01)。miR-NC组、miR-4435组CAPRIN1
 

mRNA在C666-1细胞

中的相对表达水平分别为(5.08±0.34)、(1.01±0.09),二者比较,差异有统计学意义(t=11.54,P<0.01)。
与miR-NC组比较,miR-4435组C666-1细胞中CAPRIN1、CDK1、Cyclin

 

B、Cyclin
 

E蛋白表达水平降低,差异

有统计学意义(P<0.01)。结论 miR-4435能抑制鼻咽癌细胞增殖和细胞周期进展,并通过抑制CAPRIN1
表达而作为抑癌基因发挥作用。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

miR-4435
 

on
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

nasopharynge-
al

 

carcinoma
 

by
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle
 

associated
 

protein
 

1(CAPRIN1).Methods The
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

miR-4435
 

in
 

human
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

cell
 

lines
 

CNE-2Z,C666-1,SUNE-1,HNE-1
 

and
 

immortalized
 

nasopharyngeal
 

epithelial
 

cell
 

NP69
 

were
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.C666-1
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

miR-4435
 

mimics
 

and
 

control
 

mir-nc,and
 

divided
 

into
 

miR-4435
 

group
 

and
 

miR-NC
 

group.The
 

proliferation
 

and
 

cell
 

cycle
 

changes
 

of
 

c666-1
 

cells,as
 

well
 

as
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CAPRIN1
 

mRNA,CAPRIN1
 

protein,cyclin
 

dependent
 

kinase
 

1(CDK1),Cyclin
 

B
 

and
 

Cyclin
 

E
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.The
 

targeted
 

binding
 

of
 

miR-4435
 

to
 

CAPRIN1
 

was
 

verified
 

by
 

double
 

lu-
ciferase

 

activity
 

report
 

assay.Results Compared
 

with
 

NP69
 

cells,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-4435
 

in
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CNE-2Z,c666-1,sune-1
 

and
 

HNE-1
 

cells
 

was
 

significantly
 

decreased(F=18.92,P<0.01),and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-4435
 

was
 

most
 

significantly
 

decreased
 

in
 

C666-1
 

cells(P<0.01).The
 

relative
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

miR-4435
 

in
 

C666-1
 

cells
 

were
 

(0.19±0.02)
 

and
 

(0.99±0.09)
 

in
 

the
 

miR-NC
 

group
 

and
 

miR-
4435

 

group,respectively,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(t=14.55,P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

miR-NC
 

group,the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

C666-1
 

cells
 

in
 

the
 

miR-4435
 

group
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

on
 

day
 

2,3,4,and
 

5(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

miR-nc
 

group,the
 

number
 

of
 

C666-1
 

cells
 

in
 

the
 

G0/G1 

phase
 

increased
 

significantly
 

in
 

the
 

miR-4435
 

group(t=4.69,P<0.01),while
 

the
 

number
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

S
 

phase
 

and
 

G2/M
 

phase
 

was
 

significantly
 

decreased(t=4.32,P<0.01;t=4.79,P<0.01).Transfection
 

of
 

miR-4435
 

significantly
 

reduced
 

the
 

luciferase
 

activity
 

of
 

C666-1
 

cells
 

containing
 

CAPRIN1
 

WT(t=13.54,P<
0.01).The

 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

CAPRIN1
 

mRNA
 

in
 

the
 

miR-NC
 

group
 

and
 

miR-4435
 

group
 

in
 

C666-
1

 

cells
 

were
 

(5.08±0.34)
 

and
 

(1.01±0.09),respectively.The
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

statis-
tically

 

significant(t=11.54,P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

miR-NC
 

group,the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CAPRIN1,CDK1,Cyclin
 

B,and
 

Cyclin
 

E
 

proteins
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

miR-4435
 

group
 

of
 

C666-
1

 

cells(P<0.01).Conclusion miR-4435
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

cell
 

cycle
 

progression
 

of
 

nasopha-
ryngeal

 

carcinoma
 

cells,and
 

act
 

as
 

a
 

tumor
 

suppressor
 

gene
 

by
 

suppressing
 

the
 

expression
 

of
 

CAPRIN1.
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  鼻咽癌是一种常见的头颈部恶性肿瘤,其细胞分

化程度较低,呈现易转移和易复发的特点[1]。由于鼻

咽癌缺乏有效的诊断标志物,并且发病部位隐匿,多
数患者早期诊断困难。而且,鼻咽癌患者5年生存率

较低[2-3]。鼻咽癌基因谱的研究可能有助于鼻咽癌的

临床诊断和治疗。
微小RNA(miRNA)是一种短链非编码RNA,通

过与靶基因的序列特异性配对,诱导靶基因降解或抑

制其翻译[4]。大量证据显示,miRNA在多种肿瘤细

胞中发挥癌基因或抑癌基因作用,参与调控细胞代

谢、增殖、衰老等相关基因的表达,可能成为肿瘤的分

子标志物和治疗靶点[5-7]。以往的研究表明,miR-
4435在乳腺癌、结直肠癌中表达异常,在肿瘤的发生

过程中发挥重要作用[8-9]。然而,miR-4435在鼻咽癌

中的研究较少见。本研究主要分析 miR-4435在鼻咽

癌细胞系中的表达,确定 miR-4435对鼻咽癌细胞增

殖和细胞周期的影响,并探讨其分子机制。
1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂 鼻咽癌细胞系 CNE-2Z、
C666-1、SUNE-1、HNE-1和 永 生 化 鼻 咽 上 皮 细 胞

NP69购自上海源叶生物科技有限公司。RPMI
 

1640
培养基、K-SFM 培养基购自美国 HyClone公司。细

胞周期试剂盒购自美国Sigma公司。对照 miR-NC、
miR-4435模拟物购自上海翊圣生物科技有限公司。
Lipofectamine

 

3000、二喹啉甲酸(BCA)蛋白检测试

剂盒购自美国Invitrogen公司。双荧光素酶载体、
SYBR试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。
双荧光素酶活性试剂盒购自美国 Thermo公司。兔

源细胞周期相关蛋白1(CAPRIN1)、β-肌动蛋白(β-
actin)、周期蛋白依赖性激酶1(CDK1)、细胞周期蛋

白B(Cyclin
 

B)、Cyclin
 

E蛋白一抗抗体购自美国

NEB公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和分组 NP69细胞培养于含12%
胎 牛 血 清 的 K-SFM 培 养 基,CNE-2Z、C666-1、

SUNE-1、HNE-1细胞培养于含12%胎牛血清的RP-
MI

 

1640培养基,在37
 

℃、5%二氧化碳培养箱中培

养。将C666-1细胞消化并制成单细胞悬液,以5×
105 个/孔接种于12孔板,每孔1.5

 

mL,培养过夜。
采用 Lipofectamine

 

3000试剂分别转染对照 miR-
NC、miR-4435模拟物至C666-1细胞,记为 miR-NC
组和miR-4435组,在培养箱中再培养47

 

h。

1.2.2 细胞中 miR-4435、CAPRIN1
 

mRNA表达水

平检测 按照试剂说明书,从鼻咽癌细胞系中提取总

RNA,对提取的 miRNA或 mRNA进行逆转录。特

异性引 物 序 列 见 表1,荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

(qPCR)反应体积为30
 

μL,以 U6
 

snRNA为内参对

miR-4435表达进行定量,以 GAPDH 为内参对CA-
PRIN1

 

mRNA 表达进行定量。采用2-ΔΔCt 法比较

miR-4435、CAPRIN1
 

mRNA相对表达水平。
表1  qPCR引物序列

基因 序列(5'-3')

miR-4435 上游:CCAGAGCTCACACAGAGGG

下游:TCGTATCCAGTGCAGGGTCC

GAPDH 上游:AAATCCCATCACCATCTTCCAG

下游:TGATGACCCTTTTGGCTCCC

U6
 

snRNA 上游:GCTTCGGCAGCACATATACT

下游:GTGCAGGGTCCGAGGTATTC

CAPRIN1 上游:TCTCGGGGTGATCGACAAGAA

下游:CCCTTTGTTCATTCGTTCCTGG
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1.2.3 miR-4435对C666-1细胞增殖影响测定 将

转染后各组C666-1细胞密度调整为4×104 个/孔,分
别以150

 

μL接种在96孔板。在培养1、2、3、4、5
 

d
后,在每孔中加入5

 

μg/mL 的细胞计数试剂盒8
(CCK-8)试剂,培养箱内处理3

 

h。在全自动酶标仪

中,读取各孔在450
 

nm 处 C666-1细 胞 的 吸 光 度

(A)值。
1.2.4 miR-4435对C666-1细胞周期影响测定 收

集各组C666-1细胞,用预冷磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤

5次,去上清后加入预冷的75%乙醇,涡旋混合10
 

s,
4

 

℃固定7
 

h。用预冷PBS洗涤5次,去上清后加入

400
 

μL含 RNA 酶的碘化丙啶试剂,37
 

℃孵育20
 

min。上流式细胞仪检测,采用Kaluza
 

Analysis软件

处理数据。
1.2.5 miR-4435与CAPRIN1靶向关系测定 采用

DIANA-microT数据库(http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php)预 测 miR-
4435的 靶 基 因。将 CAPRIN1

 

mRNA 的 野 生 型

(WT)及突变型(MUT)miR-4435结合序列克隆到双

荧光素酶载体中,采用 Lipofectamine
 

3000将 CA-
PRIN1

 

mRNA的重组质粒(WT和 MUT)与 miR-
4435模拟物或miR-NC共转染C666-1细胞。培养箱

内孵育46
 

h,用双荧光素酶检测系统定量每组C666-1
细胞的荧光素酶活性。
1.2.6 C666-1细胞中CAPRIN1、CDK1、Cyclin

 

B、
Cyclin

 

E蛋白表达水平检测 收集各组C666-1细胞

并提取总蛋白,采用BCA试剂盒定量各组蛋白水平,
将蛋白样品在聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离,进一步转

移到硝酸纤维素膜,于7%牛血清白蛋白溶液中封闭

40
 

min。加入一抗CAPRIN1(1∶3
 

000稀释)、CDK1
(1∶2

 

000稀释)、Cyclin
 

B(1∶3
 

000稀释)、β-actin
(1∶3

 

000稀释)、Cyclin
 

E(1∶2
 

000稀释),4
 

℃孵育

9
 

h。用TBST溶液洗涤4次,加入二抗(1∶8
 

000稀

释),26
 

℃孵育80
 

min。用TBST溶液洗涤4次,加
入电化学发光工作溶液,孵育40

 

s,在成像分析仪中

曝光、成像。
1.3 统计学处理 通过SPSS22.0软件对数据进行

分析,使用GraphPad7.0软件进行绘图。计量资料以

x±s表示,2组间数据比较采用配对t检验,多组间

数据比较采用单因素方差分析。P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 鼻咽癌细胞系中 miR-4435表达水平比较 与

NP69细胞相比,CNE-2Z、C666-1、SUNE-1、HNE-1
细胞 中 miR-4435 相 对 表 达 水 平 显 著 下 调 (F =
18.92,P<0.01),C666-1细胞中 miR-4435相对表达

水平下调最明显(P<0.01)。见图1。
2.2 miR-4435模拟物转染效率比较 miR-NC组、

miR-4435组miR-4435在C666-1细胞中的相对表达

水平分别为(0.19±0.02)、(0.99±0.09),二者比较,
差异有统计学意义(t=14.55,P<0.01)。

  注:与NP69细胞比较,aP<0.01。

图1  miR-4435在鼻咽癌细胞系中的表达水平

2.3 miR-4435对C666-1细胞增殖的影响 与 miR-
NC组相比,miR-4435组C666-1细胞增殖能力在第

2、3、4、5天时明显被抑制(t=3.04,P<0.05;t=
4.26,P<0.05;t=4.47,P<0.05;t=5.41,P<
0.01)。见图2。

2.4 miR-4435对C666-1细胞周期的影响 与 miR-
NC组比较,miR-4435组C666-1细胞在G0/G1 期的

细胞数量明显增加(t=4.69,P<0.01),而在S期和

G2/M期的细胞数量明显减少(t=4.32,P<0.01;
t=4.79,P<0.01)。见图3。

  注:与miR-NC组比较,aP<0.05,bP<0.01。

图2  miR-4435对C666-1增殖的影响

2.5 miR-4435与CAPRIN1在鼻咽癌中靶向关系的

验证  DIANA-microT 数 据 库 显 示,miR-4435 与

CAPRIN1
 

mRNA具有结合位点,CAPRIN1可能是

miR-4435靶基因(图4)。双荧光素酶活性报告实验

显示(图5),转染 miR-4435显著降低了含有 CA-
PRIN1

 

WT的C666-1细胞荧光素酶活性(t=13.54,
P<0.01)。
2.6 miR-4435 对 CAPRIN1

 

mRNA 表 达 的 影

响 miR-NC组、miR-4435组 CAPRIN1
 

mRNA 在

C666-1细胞中的相对表达水平分别为(5.08±0.34)、
(1.01±0.09),二者比较,差异有统计学意义(t=
11.54,P<0.01)。
2.7 miR-4435对C666-1细胞中CAPRIN1蛋白和

周期蛋白表达的影响 与 miR-NC组比较,miR-4435
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组C666-1细胞中CAPRIN1、CDK1、Cyclin
 

B、Cyclin
 

E蛋白表达水平降低,差异有统计学意义(P<0.01)。
见图6。

  注:与miR-NC组比较,aP<0.01。

图3  miR-4435对鼻咽癌细胞C666-1细胞周期的影响

图4  miR-4435与CAPRIN1在鼻咽癌中的靶向位点

  注:与miR-NC相比,aP<0.01。

图5  双荧光素酶活性报告实验验证 miR-4435与

CAPRIN1的靶向关系

图6  miR-4435对鼻咽癌细胞C666-1中CAPRIN1蛋白和

周期蛋白表达的影响

3 讨  论

  miRNA是人类细胞非编码RNA的重要组成部

分,先前研究证实 miRNA广泛参与调控人类细胞的

生长、分化、增殖、发育等生物学行为[10]。随着高通量

测序的发展,对鼻咽癌基因表达谱的研究显示,多种

miRNA的异常表达与鼻咽癌的恶性生物学行为密切

相关[11-12]。CAO等[13]研究显示,在顺铂耐药的鼻咽

癌组织和细胞系中,miR-106a-5p表达上调,在顺铂耐

药的鼻咽癌细胞中,过表达 miR-106a-5p会增加细胞

对顺铂的敏感性,并降低细胞的活力、迁移和侵袭能

力,以及化疗耐药相关蛋白的表达,同时增加细胞凋

亡。CAI等[14]研究显 示,鼻 咽 癌 组 织 和 细 胞 系 中

miR-26a-5p表达水平显著降低,过表达 miR-26a-5p
能够抑制鼻咽癌细胞的活力、增殖、迁移和侵袭能力。

MOSAPOUR等[9]研究显示,在乳腺癌组织中,miR-
4435表达水平显著下调,发挥抑癌基因作用,可作为

乳腺癌诊断的生物标志物。目前,miR-4435在鼻咽

癌细胞中的功能并不清楚,其下游靶标 的 研 究 较

少见。
本研究结果显示,miR-4435在鼻咽癌细胞系中

的相对表达水平显著下调。在细胞实验中发现,miR-
4435能够抑制鼻咽癌细胞的增殖和细胞周期进展,提
示miR-4435在鼻咽癌中作为抑癌基因存在。随着分

子生物学的发展,miRNA被证实能够以完全或不完

全配对的方式结合靶基因 mRNA,通过抑制靶基因

mRNA 的 翻 译 或 诱 导 其 降 解,下 调 靶 基 因 的 表

达[15-17]。例如,miR-212-5p通过配对结合甲基转移酶

样3(METTL3)基因mRNA,下调METTL3的表达,
进而抑制鼻咽癌细胞的增殖并促进细胞凋亡[15]。本

研究 采 用 DIANA-microT 数 据 库 分 析 显 示,CA-
PRIN1可能是 miR-4435的靶基因。CAPRIN1基因

定位在人染色体11p13区域,负责编码长度为709个

氨基酸的磷蛋白[18]。CAPRIN1是一个高度保守的

蛋白质,其可促进细胞的增殖和细胞周期进展,同时

参与细胞的应激反应及炎症的发生[19]。越来越多的

研究证实,在胃癌、结直肠癌、肝癌等肿瘤中,CA-
PRIN1表达水平上调,与肿瘤患者较差的总生存率明

显相关,其可促进肿瘤的生长和耐药[20-21]。YANG
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等[22]研究显示,CAPRIN1在鼻咽癌组织和细胞系中

高表达,敲降CAPRIN1可明显抑制鼻咽癌的恶性生

物学行为。本研究通过双荧光素酶活性报告实验证

实,CAPRIN1是miR-4435的靶基因,且进一步证实,
CAPRIN1表达水平受 miR-4435的负调控。以上结

果表明,miR-4435在鼻咽癌细胞中发挥作用是通过

靶向调节CAPRIN1基因表达实现的。
综上所述,miR-4435在鼻咽癌细胞系中表达下

调,其可抑制鼻咽癌细胞的增殖和细胞周期进展,并
通过抑制CAPRIN1表达而作为抑癌基因发挥作用。
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