
!实验研究!

')QB79(对葡萄膜黑色素瘤细胞生物学
行为的抑制作用及其机制

张珂!朱豫!王丽丽!王婧
郑州大学第一附属医院眼科"郑州 9"$$"8
通信作者#朱豫"&'()*##7%?7%%%?#\/#%706-'

!!$摘要%!目的!研究微小 Q[;B79()')QB79(*对葡萄膜黑色素瘤细胞生物学行为的影响及其机制'!方法!

采用葡萄膜黑色素瘤 Y87 细胞作为研究对象"在细胞中分别转染 ')QB79(')')61和 ')')61阴性对照"分别记

作 ')QB79(转染组和阴性对照组"设置不转染的细胞为正常对照组' 采用 J4(*BG)'4UPQ法检测转染后 ')QB

79(过表达效果"YLL法检测细胞增生情况"LJ(+1K4**小室试验检测细胞侵袭和迁移' 靶基因预测库预测
')QB79(的靶基因"荧光素酶报告载体鉴定靶基因"J4(*BG)'4UPQ和 f41G4J+ O*-G法检测靶基因的 'Q[;和蛋

白表达' 在 Y87 细胞中共转染 ')QB79(')')61和小眼畸形相关转录因子)Y>LC*过表达载体"采用 YLL法和
LJ(+1K4**小室试验分别检测细胞增生&侵袭和迁移能力变化"J4(*BG)'4UPQ和 f41G4J+ O*-G法检测 Y>LC

'Q[;和蛋白表达'!结果!转染 ')QB79(')')61后的 Y87 细胞中 ')QB79(表达水平升高' 正常对照组&阴

性对照组和 ')QB79(转染组间细胞增生值&侵袭细胞数目和迁移细胞数目总体比较"差异均有统计学意义
)Kj#\ $̂$$"Lj$ $̂$7(Kj8$ 7̂9""Lj$ $̂$8(Kj#" ?̂#?"Lj$ $̂$9*"其中 ')QB79(转染组较正常对照组&阴性

对照组细胞增生值减小"侵袭细胞数目和迁移细胞数目减少"差异均有统计学意义)均 Lk$ $̂"*' 靶基因预

测库及荧光素酶活性报告基因载体显示",MNK为 ')QB79(的靶基因' ')QB79(转染组 Y>LC'Q[;和 Y>LC

蛋白的相对表达量分别为 $ 9̂"l$ $̂% 和 $ 7̂%l$ $̂9"阴性对照组分别为 $ :̂:l$ #̂# 和 $ %̂8l$ $̂""正常对照组

分别为 # $̂$l$ $̂? 和 $ %̂7l$ $̂\"')QB79(转染组 Y>LC'Q[;和蛋白表达水平明显低于阴性对照组和正常对

照组"差异均有统计学意义)均Lk$ $̂"*'')QB79(aY>LC组细胞增生值)J"?$ *&侵袭细胞数目和迁移细胞数目

分别为 $ 7̂"l$ $̂8&)8: 9̂\l7 8̂$*个和)9# \̂?l" \̂8*个"明显高于 ')QB79(aZ46G-J组的 $ 8̂%l$ $̂7&)#\ "̂7l

# 9̂?*个和)8? %̂9l8 9̂"*个"差异均有统计学意义)均 Lk$ $̂"*'!结论!')QB79(具有抑制葡萄膜黑色素瘤

细胞恶性表型的作用"其作用机制与抑制靶基因 ,MNK的表达有关'!

$关键词%!微小 Q[;( 葡萄膜黑色素瘤( 侵袭( 迁移( 小眼畸形相关转录因子( ')QB79(
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"45%',*#'#6D5E)#'-C)6L-1G352GF44..46G-.')6J-Q[;B79()')QB79(* -+ GF4O)-*-D)6(*O4F(I)-J-.3I4(*

'4*(+-'(64**1(+5 )G1'46F(+)1'0!F)'("+%!iI4(*'4*(+-'(Y87 64**1K4J43145 (1J414(J6F -OA46G1"')QB79(

')')61(+5 ')')61+4D(G)I46-+GJ-*K4J4GJ(+1.46G45 )+G-GF464**1J41E46G)I4*2(1')QB79(GJ(+1.46G)-+ DJ-3E (+5 GF4

+4D(G)I46-+GJ-*DJ-3E"(+5 GF4+-+BGJ(+1.46G45 64**114JI45 (1GF4+-J'(*6-+GJ-*DJ-3E0LF4-I4J4,EJ411)-+ 4..46GK(1

I(*)5(G45 O2J4(*BG)'4UPQ0YLL(11(2K(13145 G-54G46G64**EJ-*).4J(G)-+0P4**)+I(1)-+ (+5 ')DJ(G)-+ K4J454G46G45

O2LJ(+1K4**G41G0L(JD4GD4+4EJ45)6G)-+ *)OJ(J2EJ45)6G45 G(JD4GD4+41-.')QB79("(+5 GF4G(JD4GD4+4K(1)54+G).)45

O2*36).4J(14(6G)I)G2J4E-JG0Q4(*BG)'4UPQ(+5 f41G4J+ O*-GK4J43145 G-54G46GGF4'Q[;(+5 EJ-G4)+ 4,EJ411)-+ -.

G(JD4GD4+410Y)QB79(')')61(+5 ')6J-EFGF(*')(B(11-6)G(G45 GJ(+16J)EG)-+ .(6G-J)Y>LC* -I4J4,EJ411)-+ I46G-J1K4J4

6-GJ(+1.46G45 )+G-Y87 64**10P4**EJ-*).4J(G)-+")+I(1)-+ (+5 ')DJ(G)-+ (O)*)G)41K4J454G46G45 O2YLL(11(2(+5

LJ(+1K4**G41G"J41E46G)I4*20LF4'Q[;(+5 EJ-G4)+ 4,EJ411)-+1-.Y>LCK4J454G46G45 O2J4(*BG)'4UPQ(+5 f41G4J+

O*-G0!A)%$2'%! LF44,EJ411)-+ -.')QB79()+ Y87 64**1GJ(+1.46G45 K)GF ')QB79(')')61)+6J4(1450LF464**

EJ-*).4J(G)-+ )J"?$ *" +3'O4J-.)+I(1)I464**1(+5 ')DJ(G)+D64**1K4J41)D+).)6(+G*25)..4J4+G('-+DGF4')QB79(
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GJ(+1.46G)-+ DJ-3E"+4D(G)I46-+GJ-*DJ-3E (+5 +-J'(*6-+GJ-*DJ-3E )Kj#\ $̂$$"Lj$ $̂$7(Kj8$ 7̂9""Lj$ $̂$8(

Kj#" ?̂#?"Lj$ $̂$9*0LF4EJ-*).4J(G)-+")+I(1)-+ (+5 ')DJ(G)-+ (O)*)G2-.Y87 64**1)+ GF4')QB79(GJ(+1.46G)-+

DJ-3E K4J41)D+).)6(+G*2546J4(145 6-'E(J45 K)GF GF4+4D(G)I46-+GJ-*DJ-3E (+5 +-J'(*6-+GJ-*DJ-3E )(**(GLk

$ $̂"*0L(JD4GD4+4EJ45)6G)-+ *)OJ(J2(+5 *36).4J(14(6G)I)G2J4E-JG1F-K45 GF(GY>LCK(1GF4G(JD4GD4+4-.')QB79(0

LF4J4*(G)I44,EJ411)-+ *4I4*1-.Y>LC'Q[; (+5 EJ-G4)+ K4J4$ 9̂" l$ $̂% (+5 $ 7̂% l$ $̂9 )+ GF4')QB79(

GJ(+1.46G)-+ DJ-3E"$ :̂:l$ #̂# (+5 $ %̂8 l$ $̂" )+ GF4+4D(G)I46-+GJ-*DJ-3E"# $̂$ l$ $̂? (+5 $ %̂7 l$ $̂\ )+ GF4

+-J'(*6-+GJ-*DJ-3E" J41E46G)I4*2" (+5 6-'E(J45 K)GF GF4+4D(G)I46-+GJ-*DJ-3E (+5 +-J'(*6-+GJ-*DJ-3E" GF4

4,EJ411)-+ -.Y>LC)+ ')QB79(GJ(+1.46G)-+ DJ-3E K4J41)D+).)6(+G*2546J4(145 )(**(GLk$ $̂"*0P4**EJ-*).4J(G)-+

)J"?$ *"GF4+3'O4J-.)+I(1)I45 64**1(+5 GF4+3'O4J-.')DJ(G45 64**1K4J4$ 7̂"l$ $̂8"8: 9̂\l7 8̂$ (+5 9# \̂?l

" \̂8 )+ GF4')QB79(aY>LCDJ-3E"$ 8̂% l$ $̂7"#\ "̂7 l# 9̂? (+5 8? %̂9 l8 9̂" )+ GF4')QB79(aZ46G-JDJ-3E"

J41E46G)I4*2"GF4EJ-*).4J(G)-+")+I(1)-+ (+5 ')DJ(G)-+ (O)*)G2-.GF464**1)+ GF4')QB79(aY>LCDJ-3E K(11)D+).)6(+G*2

F)DF4JGF(+ GF(G)+ GF4')QB79(aZ46G-JDJ-3E )(**(GLk$ $̂" *0!G"&#2$%-"&%!')QB79(6(+ )+F)O)GGF4'(*)D+(+G

EF4+-G2E4-.3I4(*'4*(+-'(64**1O2)+F)O)G)+DGF44,EJ411)-+ -.GF4G(JD4GD4+4,MNK0

"7)8 9",+%#6Y)6J-Q[;( iI4(*'4*(+-'(( >+I(1)-+( Y)DJ(G)-+( Y)6J-EFGF(*')(B(11-6)G(G45 GJ(+16J)EG)-+

.(6G-J( ')QB79(

<=>##$07?%$@6'(0A0)11+08$:"B$#%$08$#:0$"0$$8

!!葡萄膜黑色素瘤是一种原发性眼内恶性肿瘤"发
病较隐匿&发展速度快"其起源于葡萄膜黑色素细胞"

探讨其发病机制对于肿瘤的治疗具有重要意义'
')Q[;是一类广泛存在于人体组织中的非编码 Q[;"

其可以通过靶向调控下游靶基因的表达发挥生物学功

能
+#W8, ' 微小Q[;B79()')6J-Q[;B79("')QB79(*是一

种具有肿瘤抑制作用的 ')Q[;"其在肿瘤组织中表达
下调

+7, ' 研究显示"过表达 ')QB79(能够抑制前列腺
癌&乳腺癌&胃癌等肿瘤组织中肿瘤细胞的生长和转
移

+9W%, ' 研究显示"')QB79(在葡萄膜黑色素瘤细胞和
组织中表达下调"其表达水平的高低与肿瘤的转移有
关

+?, ' 目前对于 ')QB79(在葡萄膜黑色素瘤细胞生长
和迁移中的作用和机制尚不明确' 本研究探讨 ')QB
79(对葡萄膜黑色素瘤细胞生长和迁移的影响"为明
确葡萄膜黑色素瘤的分子机制提供实验基础'

:6材料与方法

:0:6材料
:0:0:6细胞来源6葡萄膜黑色素瘤 Y87 细胞购自美
国 ;LPP细胞库"细胞用含体积分数 #$]胎牛血清的
QUY>#%9$ 培养液&体积分数 "] P=8的 7? m培养箱中
培养' 细胞密度生长至 \$]以上时"用 Ù R 将细胞洗
涤 8 次"添加质量分数 $ 8̂"]胰蛋白酶消化 8 ')+"
# $$$n) 离心 #$ ')+"吸除上清"添加细胞培养液"接种
到细胞培养瓶中继续培养'
:0:0;6主要试剂及仪器6')QB79(')')61&')')61阴
性对照 )上海吉玛生物科技有限公司 *( L(oY(+
')Q[;逆转录试剂 )美国 ;EE*)45 )̀-121G4'1公司*(

Rd̀ Q UJ4'), &g L(o ) 大 连 L(S(Q( 公 司 *(
T)E-.46G(')+48$$$ )美国 >+I)GJ-D4+ 公司 *(16B"#":8"

小眼畸形相关转录因子 ) ')6J-EFGF(*')(B(11-6)G(G45
GJ(+16J)EG)-+ .(6G-J"Y>LC*抗体)<B:* )美国 R(+G(PJ3N

公司*(Y>LC过表达载体)E6<[;70#BY>LC*&对照载体
E6<[;)上海和元生物技术股份有限公司*(')QB79(上
游引物为 "3B;LLVPVVLVVP;VLVLPLL;VPLB73"下游
引物 "3BVVV;;;LPVLVPVLV;P;LL;;VVB7 3' Y>LC

上游引物为 "3BPVVVLPLPLVPLPLPP;V;B73"下游引
物 "3BPPVVPLVPLLVLLLLVV;;B73' 引物均交由上
海生工合成(;EE*)45 )̀-121G4'1实时荧光定量 UPQ仪
)美国 LF4J'-公司*(&+Z)1)-+ g6)G4@hLR 酶标仪 )美
国 U4JH)+&*'4J公司*(&PT>UR&L)倒置显微镜 )日本
[)H-+ 公司*'
:0;6')QB79(')')61转染与否 Y87 细胞生物学行为
评估

:0;0:6')QB79(')')61转染 Y87 细胞!将 Y87 细胞
种植到 % 孔板中"待细胞生长至对数生长期细胞密度
为 %$] 时" 用 -EG)BY&Y 分 别 将 ')QB79(')')61&
')')61阴性对照和 T)E-.46G(')+48$$$ 稀释"室温下孵
育 " ')+"将 ')QB79(')')61或 ')')61阴性对照稀释
液与 T)E-.46G(')+48$$$ 稀释液混合置于室温中孵育
#" ')+"分别加入 ')QB79(转染组和阴性对照组"培养
后 % F 换液' 设置不转染的细胞为正常对照组'
:0;0;6实时荧光定量 UPQ评估转染效果!转染后
89 F"取正常对照组&阴性对照组和 ')QB79(转染组
Y87 细胞" 用 LJ)N-*试剂提取细胞中的 Q[;" 用
L(oY(+ ')Q[;逆转录试剂进行逆转录反应"以 Rd̀ Q
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UJ4'),&gL(o 进行定量 UPQ' UPQ反应条件#:" m
预变性 7$ 1(:" m反应 " 1"%$ m反应 7$ 1"共 9$ 个循
环' 以 i% 为内参"按照 8W""PG

法计算 ')QB79('Q[;
的表达水平' 实验重复 7 次"取平均值'
:0;0<6YLL法评估各组细胞增生情况!取正常对照
组&阴性对照组和 ')QB79(转染组转染后 89 F Y87 细
胞"接种至 :% 孔板内"每孔添加" $$$个细胞"培养89 F
后"每孔添加 YLL溶液 #$ !*"孵育 9 F' 吸弃孔内液
体"添加 #"$ !*<YR=溶液孵育 #$ ')+"用酶标仪检测
每孔波长 "?$ +'处吸光度)J*值' 实验重复 7 次"取
平均值'
:0;0>6LJ(+1K4**小室试验评估各组细胞侵袭和迁移
情况!细胞侵袭试验前用基质胶将小室湿化' 取正常
对照组&阴性对照组和 ')QB79(转染组转染后 89 F
Y87 细胞"将细胞悬浮于含 #]胎牛血清的 QUY>#%9$
培养液中"添加至 LJ(+1K4**小室上室中"上室中添加
"n#$9

个细胞"LJ(+1K4**小室下室添加含 #$]胎牛血
清的 QUY>#%9$ 培养液"培养后 89 F"将 LJ(+1K4**小室
取出"置于质量分数 9]多聚甲醛中固定 #" ')+"用
Ù R 洗涤 # 次"置于结晶紫染液中染色 " ')+' 甲醇固
定"结晶紫染色"在 8$$ 倍显微镜下观察视野中细胞迁
移数目"任意选取 " 个视野"取平均值' 实验重复 7
次"取平均值'
:0;0H6靶基因预测和鉴定!采用靶基因预测库 U)6L(J
) FGGE#@@E)6G(J0'56BO4J*)+054@*& L(JD4GR6(+ ) FGGE#@@
KKK0G(JD4G16(+0-JD@*& LF4 ')Q̀ (14) FGGE#@@KKK0
')JO(140-JD@*预测 ')QB79(靶基因为 Y>LC"将 Y>LC
与 ')QB79(结合互补区突变并构建荧光素酶报告载
体"将没有突变的 Y>LC记为野生型"把突变的 Y>LC
记为突变型"野生型和突变型分别与 ')QB79(')')61&
')')61阴性对照共转染到Y87 细胞中"继续培养9\ F"
根据荧光素酶检测试剂盒检测 Y>LC荧光素酶活性的
变化' 实验重复 7 次"取平均值'
:0;0I6实时荧光定量 UPQ法检测各组细胞中 Y>LC
'Q[;表达!取正常对照组&阴性对照组和 ')QB79(
转染组转染后 89 F Y87 细胞"用 LJ)N-*试剂提取细胞
中的 Q[;"用 6<[;合成试剂盒进行逆转录"以 Rd̀ Q
UJ4'),&gL(o 进行定量 UPQ' UPQ反应条件#:" m
预反应 7$ 1(:" m变性 " 1""\ m退火及延伸 7$ 1"共 9$
个循环' 以 V;U<h为内参"按照 8W""PG

法计算 Y>LC
'Q[;的表达水平' 实验重复 7 次"取平均值'
:0;0=6f41G4J+ O*-G法检测各组细胞中 Y>LC蛋白表
达!取正常对照组&阴性对照组和 ')QB79(转染组转
染后 89 F Y87 细胞"用含 UYRC的 Q>U;蛋白裂解液

提取细胞总 Q[;"把蛋白与上样缓冲液混合后煮沸
" ')+"将蛋白添加至质量分数 #$] R<RBU;V&凝胶孔
中"#$$ Z恒压电泳约 8 "̂ F 后"溴酚蓝进入到凝胶底
部"停止电泳' 在 \$ Z电压条件下转膜"蛋白转至硝
酸纤维素膜' 以含 "]牛血清白蛋白的封闭液将非特
异性结合位点封闭后"置于兔抗 Y>LC人一抗)# b\$$*
反应液中 9 m过夜"置于 hQU标记的山羊抗兔二抗
)# b9 $$$*反应液中孵育 8 F"&PT发光' 分析条带的
灰度值"以各组 V;U<h的灰度值作为内参照"分析目
的条带的表达水平' 实验重复 7 次"取平均值'
:0<6Y>LC转染与否 Y87 细胞生物学行为评估

采用 T)E-.46G(')+48$$$ 分别在 Y87 细胞中共转染
')QB79(')')61aE6<[; 70#BY>LC&')QB79(')')61a
E6<[;70#"分别记作 ')QB79(aY>LC组和 ')QB79(a
Z46G-J组' 将培养至对数期的Y87 细胞接种到 % 孔板
中"用 -EG)BY&Y将 ')QB79(')')61aE6<[;70#BY>LC
或 ')QB79(')')61aE6<[;70# 分别与 T)E-.46G(')+4
8$$$ 稀释"室温下孵育 " ')+"上述 8 种稀释液混合置
于室温中孵育 #" ')+"添加到细胞密度为 %$]的培养
板中"培养后 % F 换液' YLL法测定细胞在波长
"?$ +'处 J值"实验步骤同 #0807(LJ(+1K4**小室试验
检测细胞侵袭和迁移情况"实验步骤同 #0809(实时荧
光定量 UPQ法测定 Y>LC'Q[;的表达"实验步骤同
#080%(f41G4J+ O*-G法测定 Y>LC蛋白水平"实验步骤
同 #080?'
:0>6统计学方法

采用 RURR 8#0$ 统计学软件进行统计分析' 本研
究检测指标的计量资料经 f检验证实呈正态分布"以
'4(+lR<表示"正常对照组&阴性对照组和 ')QB79(转
染组 ')QB79('Q[;相对表达量&细胞增生值&侵袭细
胞数目和迁移细胞数目&Y>LC'Q[;和蛋白相对表达
量的比较均采用单因素方差分析"两两比较采用 TR<B
/检验(')QB79(转染组与阴性对照组野生型和突变型
Y>LCY87 细胞荧光素酶活性比较"')QB79(aZ46G-J组
和 ')QB79(aY>LC组细胞 Y>LC'Q[;及其蛋白相对
表达量&细胞增生值&侵袭细胞数目和迁移细胞数目比
较均采用独立 /检验' Lk$ $̂" 为差异有统计学意义'

;6结果

;0:6')QB79(')')61转染与否 Y87 细胞生物学行为
评估

;0:0:6各组细胞中 ')QB79('Q[;相对表达量比较
!正常对照组&阴性对照组和 ')QB79(转染组间细胞
中 ')QB79('Q[;相对表达量总体比较"差异有统计

!\87! 中华实验眼科杂志 8$#: 年 " 月第 7? 卷第 " 期!PF)+ X&,E =EFGF(*'-*"Y(28$#:"Z-*07?"[-0"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



学意义)Kj9: %̂?:"Lj$ $̂$$*"其中 ')QB79(转染组
细胞中 ')QB79('Q[;相对表达量高于阴性对照组和
正常对照组"差异均有统计学意义)均 Lk$ $̂"*)表 #*'

表 :6各组细胞中 1-AB<>* 1AJ4相对表达量比较)1)*&KLM*

组别 样本量 ')QB79('Q[;相对表达量

正常对照组 7 # $̂$l$ $̂$(

阴性对照组 7 $ :̂?l$ #̂8(

')QB79(转染组 7 8 #̂"l$ 8̂%

K值 9: %̂?:

L值 $ $̂$$

!注#与 ')QB79(转染组比较"(Lk$ $̂" )单因素方差分析"TR<B/检验*

!')QB79(#微小 Q[;B79(

;0:0;6各组细胞增生&侵袭和迁移能力比较!正常对
照组&阴性对照组和 ')QB79(转染组间细胞增生值&侵
袭细胞数目和迁移细胞数目总体比较"差异均有统计
学意义)Kj#\ $̂$$"Lj$ $̂$7(Kj8$ 7̂9""Lj$ $̂$8(
Kj#" ?̂#?"Lj$ $̂$9*"其中 ')QB79(转染组较正常对
照组和阴性对照组细胞增生值减小"侵袭细胞数目和
迁移细胞数目减少"差异均有统计学意义 )均 Lk
$ $̂"*)表 8*'

表 ;6各组细胞增生值&侵袭细胞数目和
迁移细胞数目比较)1)*&KLM*

组别 样本量
细胞增生值

)J"?$ *
侵袭细胞数目

)个*
迁移细胞数目

)个*

正常对照组 7 $ 7̂?l$ $̂7( 78 "̂\l9 ?̂8( 9% 8̂?l" \̂9(

阴性对照组 7 $ 7̂:l$ $̂"( 7# :̂%l7 %̂"( 9" :̂7l" \̂$(

')QB79(转染组 7 $ 8̂7l$ $̂8 #% 9̂7l# 8̂$ 8% "̂#l8 7̂"

K值 #\ $̂$$ 8$ 7̂9" #" ?̂#?

L值 $ $̂$7 $ $̂$8 $ $̂$9

!注#与 ')QB79(转染组比较"(Lk$ $̂" )单因素方差分析"TR<B/检验*

!')QB79(#微小 Q[;B79(

;0:0<6野生型和突变型 Y>LC荧光素酶活性比较!
')QB79(的靶基因为 ,MNK)图 #*' ')QB79(转染组较
阴性对照组野生型 Y>LCY87 细胞荧光素酶活性降
低"差异有统计学意义)/j" %̂$""Lj$ $̂$"*(')QB79(

转染组与阴性对照组突变型 Y>LCY87 细胞荧光素酶
活性比较"差异无统计学意义 )/j$ 8̂:9"Lj$ ?̂\9 *
)表 7*'

Position2215�2221ofMITF3′UTR 5′

hsa�miR�34a 3′

UGUUAGUUUUCCUUAGCUGAUUU

UCCCGUCAUAUGAACGACUAAC

Position2215�2221ofMITF3′UTR 5′

hsa�miR�34a 3′

UGUUAGUUUUCCUUAGCUGAUUU

UCCCGUCAUAUGAACGACUAAC

图 :61-AB<>* 靶基因预测结果!')QB79(的靶基因为 ,MNK!')QB
79(#微小 Q[;B79(

表 <6各组野生型和突变型 F@C!F;< 细胞
荧光素酶活性比较)1)*&KLM*

组别 样本量
不同类型 Y>LCY87 细胞荧光素酶活性

野生型 突变型

阴性对照组 7 # $̂$l$ $̂: # $̂$l$ #̂7
')QB79(转染组 7 $ %̂"l$ $̂% # $̂7l$ #̂8
/值 " %̂$" $ 8̂:9
L值 $ $̂$" $ ?̂\9

!注#与阴性对照组比较"(Lk$ $̂")独立样本 /检验*!Y>LC#小眼畸形

相关转录因子(')QB79(#微小 Q[;B79(

;0:0>6各组细胞中 Y>LC表达比较!正常对照组和
阴性对照组细胞中 Y>LC蛋白表达条带强于 ')QB79(
转染组)图 8*' 阴性对照组&正常对照组和 ')QB79(
转染组细胞中 Y>LC'Q[;及其蛋白相对表达量总体
比较"差异均有统计学意义 )Kj97 8̂%?"Lj$ $̂$$(
Kj8$ $̂\%"Lj$ $̂$8*"其中 ')QB79(转染组细胞中
Y>LC'Q[;和蛋白相对表达量较阴性对照组和正常对
照组降低"差异均有统计学意义)均 Lk$ $̂"*)表 9*'

MITF

GAPDH

1 2 3

MITF

GAPDH

1 2 3

图 ;63)%'),&52"'法检测各组细胞
中 F@C!蛋白表达!正常对照组和阴
性对照组细胞中 Y>LC蛋白表达条带
强于 ')QB79(转染组!##正常对照组
!8#阴性对照组!7#')QB79(转染组
!Y>LC#小眼畸形相关转录因子(
V;U<h#甘油醛B7B磷酸脱氢酶

表 >61-AB<>* 转染与否各组细胞中 F@C!1AJ4和
蛋白相对表达量比较)1)*&KLM*

组别 样本量 Y>LC'Q[; Y>LC蛋白

正常对照组 7 # $̂$l$ $̂?( $ %̂7l$ $̂\(

阴性对照组 7 $ :̂:l$ #̂#( $ %̂8l$ $̂"(

')QB79(转染组 7 $ 9̂"l$ $̂% $ 7̂%l$ $̂9
K值 97 8̂%? 8$ $̂\%
L值 $ $̂$$ $ $̂$8

!注#与 ')QB79(转染组比较"(Lk$ $̂" )单因素方差分析"TR<B/检验*

!')QB79(#微小 Q[;B79((Y>LC#小眼畸形相关转录因子

;0;6Y>LC转染与否 Y87 细胞生物学行为评估
')QB79(aY>LC转染组细胞中 Y>LC蛋白表达条

带较 ')QB79(aZ46G-J转染组明显增强 )图 7*' ')QB
79(aY>LC转染组较 ')QB79(aZ46G-J转染组细胞中
Y>LC'Q[;及其蛋白相对表达量&侵袭细胞数目和迁
移细胞数目明显增多"细胞增生值明显增大"差异均有
统计 学 意 义 ) /j## :̂%:" Lj$ $̂$$( /j#$ $̂9%"
Lj$ $̂$#(/j" 7̂\%"Lj$ $̂$%(/j7 :̂$7"Lj$ $̂#\(
/j9 7̂89"Lj$ $̂#8*)表 "*'

!:87!中华实验眼科杂志 8$#: 年 " 月第 7? 卷第 " 期!PF)+ X&,E =EFGF(*'-*"Y(28$#:"Z-*07?"[-0"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



MITF

GAPDH

1 2

MITF

GAPDH

1 2
图 <63)%'),&52"'法检测 F@C!转染与
否细胞中 F@C!蛋白表达! ')QB79(a
Y>LC转染组细胞中 Y>LC蛋白表达条带
较 ')QB79(aZ46G-J转染组明显增强!
#2')QB79(aZ46G-J组!82')QB79(aY>LC
组! Y>LC2 小 眼 畸 形 相 关 转 录 因 子(
V;U<h2甘油醛B7B磷酸脱氢酶

表 H6各组细胞 F@C!1AJ4及其蛋白相对表达量&细胞
增生值&侵袭细胞数目和迁移细胞数目比较)1)*&KLM*

组别
样本

量

Y>LC'Q[;
相对表达量

Y>LC蛋白
相对表达量

细胞增生值

)J"?$*
侵袭细胞

数目)个*
迁移细胞

数目)个*

')QB79(aZ46G-J组 7 # $̂$l$ $̂? $ 7̂:l$ $̂9 $ 8̂%l$ $̂7 #\ "̂7l# 9̂? 8? %̂9l8 9̂"
')QB79(aY>LC组 7 # :̂%l$ #̂8 $ %̂\l$ $̂7 $ 7̂"l$ $̂8 8: 9̂\l7 8̂$ 9# \̂?l" \̂8
/值 ## :̂%: #$ $̂9% 9 7̂89 " 7̂\% 7 :̂$7
L值 $ $̂$$ $ $̂$# $ $̂#8 $ $̂$% $ $̂#\

!注2Y>LC2小眼畸形相关转录因子(')QB79(2微小 Q[;B79()独立样本
/检验*

<6讨论

葡萄膜黑色素瘤是一种常见的眼内肿瘤"其可以
发生于葡萄膜的任何部位"多数会生长压迫周围眼内
组织"引起视力下降&视物变形&疼痛等 +\, ' 葡萄膜黑
色素瘤恶性程度极高"发现时常已存在较为隐匿的微
转移灶"探究葡萄膜黑色素瘤的转移机制具有重要
意义

+:, '
')Q[;是一含有 #\ _89 个核苷酸高度保守的单

链 Q[;"其能够通过识别靶基因 7p非翻译区调控靶基
因的表达"')Q[;可以在转录水平调节靶基因蛋白合
成

+#$, ' 目前的研究显示"')Q[;具有多种生物学功
能"其可以调控人体内近 :$]的基因"在干细胞分化&
细胞运动&细胞生长&能量代谢等方面发挥调节作
用

+##, ' 目前"已发现多种 ')Q[;与人类肿瘤的发生
有关"')QB79(是其中研究较早的')Q[;' ')QB79(编
码基因定位于 # 号染色体短臂上"')QB79(编码基因
缺失或其启动子甲基化后诱导 ')QB79(表达水平下
降"从而发挥抗细胞侵袭&迁移等作用"抑制肿瘤生
长

+#8W#9, ' 研究显示"')QB79(在消化系统&生殖系统&
神经系统肿瘤等中表达下调"并且具有抑制结肠癌&卵
巢癌等多种肿瘤细胞转移的作用

+#"W#?, ' 前期研究表
明"')QB79(在葡萄膜黑色素瘤组织和细胞中的表达
水平下调"其在葡萄膜黑色素瘤中可能发挥抑癌基因
的作用

+#\, ' 本研究表明"')QB79(转染后的葡萄膜黑
色素瘤细胞的增生能力降低"细胞侵袭和迁移能力下
降"')QB79(具有抑制葡萄膜黑色素瘤的作用'

,MNK基因是一种与小眼畸形&虹膜色素减退等有
关的转录调控因子"其编码的蛋白质属于 Y26转录因

子蛋白家族"其含有螺旋W环W螺旋结构"能够特异性
地形成同源或者异源二聚体"参与调控细胞的生长等
生理学过程

+#:, ' 研究发现"Y>LC与黑色素瘤细胞的
增生和浸润有关"Y>LC高表达意味着细胞具有较强的
增生和浸润能力"Y>LC在黑色素瘤转移灶中的表达水
平明显升高

+8$W8#, ' 本研究结果显示"')QB79(的靶基
因为 ,MNK"并且 ')QB79(具有负调控 Y>LC的作用"
Y>LC过表达可以减轻 ')QB79(对葡萄膜黑色素瘤细
胞增生&侵袭&迁移的抑制作用"')QB79(可以通过负
调控 Y>LC来抑制葡萄膜黑色素瘤细胞的增生&侵袭
和迁移'

综上所述"')QB79(具有抑制葡萄膜黑色素瘤细胞
恶性表型的作用"其作用机制与抑制靶基因 ,MNK的表
达有关"为探讨葡萄膜黑色素瘤发病的分子机制奠定了
基础' 本研究仅在 # 株葡萄膜黑色素瘤细胞中进行了
体外实验"后续会在体内和多株细胞中进行验证'
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