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  摘 要:目的 探讨微小RNA-602(miR-602)对神经母细胞瘤(NB)SH-SY5Y细胞生长、侵袭的影响及其

可能的机制。方法 实时定量聚合酶链反应(qPCR)检测人NB细胞系SH-SY5Y和胚肾细胞系 HEK-293中

miR-602的表达水平。四甲基噻唑蓝(MTT)法检测 miR-602对SH-SY5Y细胞生长的影响。Transwell侵袭

实验检测miR-602对SH-SY5Y细胞侵袭的影响。筛选 miR-602可能的靶基因,并通过荧光素酶报告基因系

统结合qPCR技术验证miR-602对靶基因的调控作用。结果 将健康者胚肾 HEK-293细胞的表达量标化为

1,人NB细胞系SH-SY5Y中miR-602
 

的相对表达水平为3.83±0.85,差异有统计学意义(P<0.01);MTT实

验结果显示,miR-602
 

mimics组细胞相对活性(1.20±0.05)高于NC
 

mimics组(1.00±0.01),而 miR-602
 

in-
hibitor组细胞相对活性为0.76±0.04低于NC

 

inhibitor组(1.00±0.01),差异均有统计学意义(P<0.05);
Transwell侵袭 实 验 结 果 显 示,miR-602

 

mimics组 穿 膜 细 胞 数 [(193.33±8.02)个]高 于 NC
 

mimics组
 

[(97.33±20.03)个],而 miR-602
 

inhibitor组 穿 膜 细 胞 数 [(62.01±11.79)个]低 于 NC
 

inhibitor组

[(132.33±11.24)个],差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<0.05);qPCR结 果 显 示,在 miR-602
 

mimics组 重 组 人

Sprouty相关EVH1域含蛋白1(SPRED1)mRNA表达水平较对照 NC
 

mimics组相对变化倍数为0.56±
0.08,miR-602

 

inhibitor组SPRED1
 

mRNA表达水平较对照NC
 

inhibitor组相对变化倍数为4.16±0.91,差

异有统计学意义(P<0.01)。结论 miR-602在SH-SY5Y细胞中高表达,可能通过调控SPRED1促进SH-
SY5Y细胞生长和侵袭。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

microRNA-602
 

(miR-602)
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

invasion
 

of
 

SH-SY5Y
 

cell
 

lines
 

in
 

neuroblastoma(NB)and
 

its
 

possible
 

mechanism.Methods Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-602
 

in
 

SH-SY5Y
 

cell
 

lines
 

of
 

NB
 

and
 

HEK-293
 

cells
 

of
 

normal
 

human
 

embryonic
 

kidney.MTT
 

asssy
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

miR-602
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

SH-SY5Y
 

cell
 

lines.Transwell
 

invasion
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

miR-602
 

on
 

the
 

invasion
 

of
 

SH-SY5Y
 

cell
 

lines
 

of
 

NB.The
 

possible
 

target
 

genes
 

of
 

miR-602
 

were
 

screened,and
 

the
 

regulatory
 

effects
 

of
 

miR-602
 

on
 

target
 

genes
 

were
 

verified
 

by
 

the
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

system
 

combined
 

with
 

qPCR
 

technology.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

HEK-293
 

cells
 

in
 

healthy
 

people
 

embryonic
 

kidney
 

was
 

normal-
ized

 

as
 

1,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-602
 

in
 

SH-SY5Y
 

cell
 

lines
 

of
 

NB
 

was
 

3.83±0.85
 

and
 

the
 

differ-
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ence
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

results
 

of
 

MTT
 

assay
 

showed
 

that
 

the
 

cell
 

relative
 

activity
 

of
 

miR-602
 

mimics
 

group
 

(1.20±0.05)
  

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

NC
 

mimics
 

group
 

(1.00±0.01),while
 

the
 

cell
 

relative
 

activity
 

of
 

miR-602
 

inhibitor
 

group
 

(0.76±0.04)
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

NC
 

inhibitor
 

group
 

(1.00±
0.01),and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Transwell
 

invasion
 

experi-
ment

 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

transmembrane
 

cells
 

in
 

miR-602
 

mimics
 

group
 

(193.33±8.02)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

mimics
 

group
 

(97.33±20.03).The
 

number
 

of
 

transmembrane
 

cells
 

of
 

miR-602
 

inhibitor
 

group
 

(62.01±11.79)
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

NC
 

inhibitor
 

group
 

(132.33±11.24),and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).qPCR
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

recombinant
 

human
 

Sprouty-related
 

EVH1
 

domain
 

(SPRED1)
 

mRNA
 

in
 

miR-602
 

mimics
 

group
 

was
 

0.56±0.08
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

NC
 

mimics
 

group.The
 

relative
 

change
 

factor
 

of
 

SPRED1
 

mRNA
 

expression
 

level
 

in
 

miR-602
 

in-
hibitor

 

group
 

was
 

4.16±0.91
 

compared
 

with
 

NC
 

inhibitor
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signif-
icant

 

(P<0.01).Conclusion miR-602
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

SH-SY5Y
 

cell
 

lines,and
 

it
 

may
 

promote
 

the
 

growth
 

and
 

invasion
 

in
 

SH-SY5Y
 

cells
 

by
 

targeting
 

the
 

regulation
 

of
 

expression
 

of
 

SPRED1.
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  神经母细胞瘤(NB)起源于交感神经系统,这种

胚胎恶性肿瘤是世界上第二常见的实体肿瘤,仅次于

儿童时期的中枢神经系统肿瘤[1]。主要发生于5岁

以下的儿童,约占儿童癌症相关病死率的15%[2]。
NB原发肿瘤隐匿、恶性程度高,患有转移性疾病的儿

童通常在诊断时表现不佳。该疾病难治愈、易复发、
易进展的特点与多种分子的异常表达有着密切的关

系[3]。因此,探索新的分子机制,寻找早期肿瘤标志

物,对于患者的治疗评估具有重要意义。微小RNA
(miR)广泛存在于真核生物体内,是近年来的研究热

点之一,miR在肿瘤组织和正常组织中存在差异性表

达,研究表明miR可以通过参与肿瘤细胞的生长、增
殖、侵袭、转移、黏附、血管生成等一系列进程从而发

挥调控作用[4]。目前已有研究报道 miR-602参与肿

瘤的进程,如miR-602在肝癌、食管鳞状细胞癌(ES-
CC)、胃癌中都发挥着调控作用[5-8]。本研究拟通过

miR-602对NB
 

SH-SY5Y细胞生长、侵袭功能的研究

并揭示其可能的作用机制,以期为NB治疗提供理论

支持。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 标本来源 人NB细胞系SH-SY5Y细胞、胚肾

细胞系HEK-293细胞均购于中国科学院细胞库,细
胞培养基DMEM和胎牛血清均购自美国GIBCO公

司;脂质体LipofectamineTM
 

2000转染试剂购于美国

Invitrogen公司,四甲基噻唑蓝(MTT)
 

购于德国

SIGMA-ALDRICH公司,Transwell小室购于美国
 

Corning公司,荧光定量PCR试剂盒SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq购 于 日 本 TaKaRa公 司,miR-602
 

模 拟 物

(miR-602
 

mimics)模拟物阴性对照(NC
 

mimics)及
miR-602抑制物(miR-602

 

inhibitor),抑制物阴性对

照(NC
 

inhibitor)均合成于上海吉玛基因公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染 人 NB细胞系SH-SY5Y
细胞、胚肾细胞系 HEK-293细胞采用含10%胎牛血

清、100
 

IU/mL青霉素、100
 

μg/mL链霉素的DMEM
培养基在37

 

℃、5%
 

CO2 的培养箱内进行培养。每

48~72
 

h用含0.1%胰蛋白酶的消化液消化后,进行

常规传代培养。细胞转染通过脂质体介导的方式按

LipofectamineTM
 

2000说明书的步骤进行。
1.2.2 MTT实验 转染前一天分别取对数生长期

的SH-SY5Y细胞种于96孔板中(2×104 细胞/每

孔),每组设3个复孔,待细胞密度达到70%时按Li-
pofectamineTM

 

2000说明书进行转染。细胞转染72
 

h
后每孔加 MTT

 

10
 

μL
 

(5
 

mg/mL),置于37
 

℃,5%
 

CO2 的孵箱,孵育4
 

h后加100
 

μL
 

二甲基亚砜终止

反应,避光震荡混匀,分光光测度计测波长为570
 

nm
的各孔吸光度值。

 

1.2.3 Transwell侵袭实验 用 Matrigel胶模拟细

胞基底膜结构。将 Matrigel于4
 

℃冰箱融化过夜,然
后将 Matrigel用无血清DMEM培养液稀释至终浓度

为2.5
 

mg/mL。每个小室中加40
 

μL
 

稀释好的 Ma-
trigel,左右倾斜晃动使胶均匀铺在上层小室中。放在

37
 

℃孵箱中约1
 

h。常规消化细胞,将转染后的SH-
SY5Y细胞5×104 稀释于0.2

 

mL的含有1%
 

FBS
的DMEM 培养液中,直接接种到 Transwell小室中

央,每组3个复孔。小室下层为800
 

μL含
 

20%
 

FBS
的DMEM培养液,37

 

℃孵箱中放置。24
 

h后用棉签

擦除小室里面的细胞,固定、染色、漂洗后风干,剔下

滤膜,底面朝上置于载玻片上,用盖玻片封闭。显微

镜下观察并计数,选取代表性视野拍照。
1.2.4 荧光素酶报告基因检测实验 根据预测

miR-602结合靶基因SPRED1
 

3'端非编码区域(3'
UTR),构建含结合位点的野生型报告基因质粒pcD-
NA3/EGFP-SPRED1

 

3'UTR 报 告 载 体 (EGFP-
SPRED1

 

3'UTR)及结合位点突变的质粒pcDNA3/
EGFP-SPRED1

 

3'UTR 突 变 报 告 载 体 (EGFP-
SPRED1

 

3'UTR-mut)。实验分组:EGFP-SPRED1
 

3'UTR+ miR-602
 

mimics 组、EGFP-SPRED1
 

3'
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UTR+NC
 

mimics 组、EGFP-SPRED1
 

3'UTR+
miR-602

 

inhibitor组、EGFP-SPRED1
 

3'UTR+NC
 

inhibitor组、EGFP-SPRED1
 

3'UTR-mut+miR-602
 

mimics组、EGFP-SPRED1
 

3'UTR-mut+NC
 

mimics
组、EGFP-SPRED1

 

3'UTR-mut+miR-602
 

inhibitor
组、EGFP-SPRED1

 

3'UTR-mut+NC
 

inhibitor组。
将各组质粒转染到SH-SY5Y细胞中,用F4500型荧

光定量检测仪检测蛋白样品中绿色荧光蛋白EGFP
(报告分子)的表达强度(激发光488

 

nm,发射光507
 

nm)和红色荧光蛋白RFP(内参照)的表达强度(激发

光558
 

nm,发射光583
 

nm),每个样品读取3次后取

平均值,而后计算各样品的EGFP荧光值/RFP荧光

值,得到校正后的EGFP表达强度值。
1.2.5 实时定量聚合酶链反应 采用Trizol裂解细

胞的方式按试剂说明书提取NB
 

SH-SY5Y细胞及健

康者胚肾 HEK-293细胞的总 RNA,逆转录为cD-
NA,进行qPCR扩增实验。检测miR-602使用U6做

内参,对于靶基因 mRNA 的检测使用β-actin
 

做内

参。反应体系共20
 

μL:2×SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

10
 

μL,引物各1
 

μL,模板cDNA
 

1
 

μL,无菌双蒸水7
 

μL。
引物序列:miR-602上游引物为5'-TCGGCAGGGA-
CACGGGCGACAG-3',下游引物为5'-CTCAACTG-
GTGTCGTGGA-3';SPRED1 上 游 引 物 为 5'-
GGCGACTTCTGACAACGATAA-3',下 游 引 物 为

5'-TTAGTCCACTCCCTCCAAGT-3'。采 用 2-ΔΔCt

表示目的基因相对表达水平。

1.3 统计学处理 采用统计软件SPSS22.0进行数

据分析,计量资料以x±s表示,采用两独立样本t检

验,P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-602在SH-SY5Y和HEK-293细胞中的表

达 将健康者胚肾HEK-293细胞的表达水平标化为

1,人NB细胞SH-SY5Y中miR-602
 

的相对表达水平

为3.83±0.85,升高了约3.83倍。差异有统计学意

义(t=5.735,P<0.01)。
2.2 miR-602对SH-SY5Y细胞的生长活性的影响

 MTT实验结果显示 miR-602
 

mimics组细胞相对

活性(1.20±0.05),是对照NC
 

mimics组细胞相对活

性(1.00±0.01)的1.2倍,差异有统计学意义(t=
3.037,P<0.05),而 miR-602

 

inhibitor组细胞相对

活性(0.76±0.04)较对照 NC
 

inhibitor组细胞相对

活性(1.00±0.01)降低了约24%,差异有统计学意义

(t=-3.244,P<0.05)。
2.3 miR-602对SH-SY5Y 细胞的侵袭能力的影

响 Transwell侵袭实验结果显示 miR-602
 

mimics
组穿膜细胞数是对照 NC

 

mimics组的约1.97倍

[(193.33±8.02)个
 

vs.
 

(97.33±20.03)个],差异有

统计学意义(t=7.705,P<0.01);而 miR-602
 

inhibi-
tor组穿膜细胞数和对照NC

 

inhibitor组相比下降了

约53%
 

[(62.01±11.79)个
 

vs.
 

(132.33±11.24)
个],差异有统计学意义(t=-7.479,P<0.01)。见

图1。

  注:A为NC
 

mimics组;B为miR-602
 

mimics组;C为NC
 

inhibitor组;D为miR-602
 

inhibitor组。

图1  各组细胞穿膜数比较(结晶紫染色,×100)

2.4 miR-602靶基因的预测 通过生物信息学数据

库 TargetScan
 

(URL:http://www.Targetscan.
org),miRBase(URL:http://www.mirbase.org/)和
Starbaser

 

(URL:http://starbase.sysu.edu.cn
 

)
 

及

计算机软件分析并结合基因的功能寻找 miR-602在

NB可能作用的靶基因。SPRED1基因的
 

3'UTR区

与miR-602存在结合位点,见图2。

图2  miR-602与靶基因SPRED1
 

3'UTR的结合位点

2.5 荧光素酶报告基因检测验证 miR-602的直接靶

基因 在 miR-602
 

mimics组,含EGFP-SPRED1
 

3'
UTR荧光报告基因的细胞组EGFP相对表达强度为

0.74±0.09,相 比 于 对 照 NC
 

mimics组(1.00±
0.04),荧光效率降低了约26%,差异有统计学意义

(t=-4.515,P<0.05);在 miR-602
 

inhibitor组含

EGFP-SPRED1
 

3'UTR荧光报告基因的细胞组EG-
FP相对表达强度为1.19±0.08,相比于对照NC

 

in-
hibitor组(0.99±0.04),荧光效率升高了约1.19倍,
差异有统计学意义(t=4.230,P<0.05)。然而,在
miR-602

 

mimics组,含 EGFP-SPRED1
 

3'UTR-mut
荧光 报 告 基 因 的 细 胞 组 EGFP 相 对 表 达 强 度 为

0.98±0.06,相 比 于 对 照 NC
 

mimics 组 (1.00±
0.05),差异无统计学意义(P>0.05);在 miR-602

 

in-
hibitor组含EGFP-SPRED1

 

3'UTR-mut荧光报告基

因的细胞组EGFP相对表达强度为1.05±0.06,相比
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于对照NC
 

inhibitor组(1.00±0.05),差异无统计学

意义(P>0.05)。
2.6 实时定量PCR检测SPRED1

 

mRNA 水平 
qPCR结果显示,在miR-602

 

mimics组SPRED1
 

mR-
NA表达水平较对照 NC

 

mimics组相对变化倍数为

0.56±0.08,下降了约44%,差异有统计学意义(t=
-9.358,P<0.01),而miR-602

 

inhibitor组SPRED1
 

mRNA表达水平较对照NC
 

inhibitor组相对变化倍

数为4.16±0.91,升高了约4.16倍,差异有统计学意

义(t=6.012,P<0.01)。
3 讨  论

  NB是儿童期最常见的颅外实体瘤,其恶性度高,
发展迅速,极易转移等特点使其早期诊断显得尤为重

要[2]。
 

miR 是 一 类 长 度 约22
 

nt的 内 源 性 非 编 码

RNA,广泛存在于真核生物体内,有研究报道多种

miR可以对NB的发生发展有调控作用,如 miR-34a-
5p可以通过靶向SOX4抑制 Wnt/β-catenin信号通

路的激活,进而调控NB细胞的增殖、侵袭[9];过表达

miR-15a-5p、miR-15b-5p和 miR-16-5p可显著降低

MYCN
 

mRNA和N-Myc蛋白的水平,从而降低NB
细胞的增殖、迁移和侵袭[10]。此外,miR-186、miR-
20a-5p、miR-338-3p 等 在 NB 中 也 发 挥 着 不 同 的

作用[11-13]。
miR-602定位于染色体9q34的基因间区,miR-

602在肝癌组织中的相对表达量明显高于癌旁正常组

织和正常肝脏组织,HBV
 

DNA阳性患者 miR-602相

对表达量明显高于 HBV
 

DNA 阴性患者[5]。miR-
602可以介导RASSF1A/JNK信号通路,从而促进裸

鼠肝癌术后的复发[6]。miR-602在食管鳞状细胞癌

(ESCC)组织中上调,其过表达可以促进体外和体内

ESCC细胞的增殖和转移,调节细胞周期[7]。miR-
602高表达与其上游低甲基化状态相关,长链非编码

RNA
 

HITT可能通过抑制miR-602的成熟来促进胃

癌细胞的凋亡[8]。本研究选择NB细胞株SH-SY5Y
作为体外研究模型,并合成 miR-602模拟物及 miR-
602抑制物来研究 miR-602对儿童NB

 

SH-SY5Y细

胞系生长和侵袭能力的影响,MTT和transwell侵袭

实验表明miR-602可以促进NB细胞的生长和侵袭,
提示miR-602可能在NB中发挥着重要的作用,可能

会成为其治疗的一个靶点。
SPRED1是一种抑癌基因,属于Sprouty相关的

蛋白家族,主要分布在脑组织,SPRED1蛋白可抑制

Ras-MAPK和RhoA细胞信号传导通路从而抑制肿

瘤的发生[14]。SPRED1被广泛认为是一种肿瘤抑制

因子在小儿急性髓母细胞白血病、胃癌、肺腺癌、肝细

胞癌等疾病中低表达[14-18]。miR-126-3p通过靶向

SPRED1参与肝细胞癌对索拉非尼的耐药调节[17]。
环状RNA

 

Circ_TEX2
 

通过
 

miR-96-5p/SPRED1轴

在肝癌中发挥肿瘤抑制作用[18]。miR-204-5p通过靶

向SPRED1参与大鼠深静脉血栓的调节[19]。本研究

为了确定miR-602对SPRED1表达的影响是否是直

接结合了它的3'UTR而引起的,扩增含3'UTR结合

位点的片段,然后克隆插入pcDNA3/EGFP绿色荧光

蛋白载体上成功构建含有3'UTR的质粒,随后与

miR-602
 

mimics共转染到NB细胞SH-SY5Y中,结
果显示miR-602与EGFP融合报告载体3'UTR结合

会抑制绿色荧光蛋白的表达,当与 miR-602
 

inhibitor
共转时,会增强绿色荧光蛋白的表达。为了进一步证

明结合的特异性,突变了这一特定区域,则无论共转

miR-602
 

mimics或miR-602
 

inhibitor,绿色荧光蛋白

的表达均不会受到影响。此外,qPCR实验发现,miR-
602可以降低SPRED1的mRNA表达水平。

综上所述,miR-602可能通过靶向调控SPRED1
促进NB细胞的生长和侵袭。因此,miR-602有望为

NB药物治疗提供一个新的靶点,为临床诊断提供理

论依据。
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