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下调miR-21表达抑制鼻咽癌CNE2 
细胞增殖和侵袭

周克兵　谷刚　曹昕

南华大学附属南华医院急诊科，湖南 衡阳 421002 

　　［摘要］　背景与目的：miR-21在人类多种肿瘤中异常高表达。本研究探讨干扰miR-21表达对鼻咽癌

CNE2细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法：使用脂质体将miR-21 inhibitor转染CNE2细胞，以无关序列 

(NC inhibitor)作为阴性对照。采用qRT-PCR技术验证miR-21 inhibitor转染的CNE2细胞中miR-21的表达

水平；通过MTS法、细胞划痕、Transwell侵袭实验观察下调miR-21表达对CNE2细胞增殖、迁移和侵袭的影

响。结果：转染miR-21 inhibitor的CNE2细胞中miR-21的表达明显下调，并且呈浓度依赖性。表明转染miR-

21 inhibitor能有效抑制CNE2细胞中miR-21的表达。转染miR-21 inhibitor的CNE2细胞与对照细胞相比，

增殖速度明显减慢，差异有统计学意义(P<0.05)。细胞划痕实验显示，下调miR-21表达抑制CNE2细胞迁移

(P<0.05)。Transwell侵袭实验结果显示，下调miR-21表达抑制CNE2细胞侵袭(P<0.05)。结论：miR-21能促进

鼻咽癌细胞增殖、迁移和侵袭，其可能在鼻咽癌的发生、发展中发挥重要作用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: miR-21 is ovexpressed in various types of human cancers. This 
study was designed to investigate the effect of miR-21 knockdown on cell proliferation, migration and invasion 
of nasopharyngeal carcinoma (NPC) cell line CNE2. Methods: CNE2 was transfected with miR-21 inhibitor by 
LipofectamineTM2000. Meanwhile CNE2 was transfected with NC inhibitor as negative control. qRT-PCR was used 
to detect the miR-21 expression in these cells. The effects of miR-21 downregulation on cell proliferation, migration 
and invasion were evaluated by MTS, wound-healing Transwell and invasion assays. Results: miR-21 expression 
was remarkably downregulated in miR-21 inhibitor-transfected cells in concentration-dependent manner, indicating 
transfection with miR-21 inhibitor can effectively reduce expression level of miR-21 in CNE2 cells. Transfection of 
miR-21 inhibitor into CNE2 cells led to a significant decrease in cell proliferation rate compared with control cells 
(P<0.05). miR-21 downregulation results in reduction of cell migration(P<0.05). Moreover, the cell invasion by 
Transwell invasion assay was reduced in miR-21-downregulated cells relative to control cells. Conclusion: miR-21 can 
promote cell proliferation, migration and invasion of NPC cells. And it maybe plays an important role in tumorigenesis 
and development of NPC. 
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　　miRNA是由长约19~24个核苷酸组成的非

编码小分子RNA，它通过降解靶mRNA或抑制

靶mRNA的翻译来调节靶基因表达。MiRNAs
参与生命过程中一系列的重要进程，包括生长

发育、细胞增殖、分化、细胞运动、新陈代谢 

等［1］。研究发现，人类多种肿瘤中存在miRNA
基因异常或表达异常［2］。miRNA通过癌基因和

抑癌基因参与细胞增殖、凋亡和分化的调控，在

肿瘤的发生、发展过程中发挥着重要的生物学功 

能［3-5］。研究表明，miR-21在乳腺癌、肺癌、
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胃癌、胰腺癌等组织和细胞中呈高表达［6-9］，

其可能作为癌microRNA促进肿瘤的发生发 

展［10-11］。相对于对照鼻咽黏膜组织，miR-21
在鼻咽癌组织中表达显著上调，并且与鼻咽癌

临床进展及转移呈正相关［12］。本研究通过在

鼻咽癌CNE2细胞中转染miR-21 inhibitor，探讨

miR-21下调对鼻咽癌细胞增殖、侵袭、迁移的

影响，从而初步揭示miR-21在鼻咽癌中的生物

学功能。

1　材料和方法

1.1　主要材料 

　　LipofectamineTM2000转染试剂购自美国

Invitrogen公司。qRT-PCR miRNA 检测试剂

盒购自上海吉玛生物公司。miRNA inhibitor
为Ambion公司产品。miR-21 inhibitor序列为

5’-UCAACAUCAGUCUGAUAAGCUA-3’，NC 
inhibitor序列为5’-CAGUACUUUUGUGUAGUA 
CAA-3’。RPMI-1640培养基购自Hyclone公司、

胎牛血清购自杭州四季青公司。MTS细胞增殖

和毒性检测试剂盒购自美国Promega公司。铺

有基质胶的Transwell侵袭小室(8.0 μm孔径)购自

BD Biosciences公司。

1.2　细胞培养　

　　鼻咽癌细胞株CNE2为典型低分化鳞癌细

胞，由本实验室保存，培养于含10％小牛血清

的RPMI-1640，在95%湿度、CO2体积分数为

5%、37 ℃条件下培养。

1.3　细胞转染　

　 　 转 染 前 1 d 将 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 ，

待 贴 壁 细 胞 融 合 度 达 4 0 % ~ 6 0 % 时 ， 根 据 

LipofectamineTM2000说明书用无血清培养基进行

转染。转染后6 h换新鲜完全培养基，继续扩大

培养以用于后续实验。

1.4　qRT-PCR检测

　　逆转录按上海吉玛生物公司转录miRNA
逆转录试剂盒进行，反应体系：总RNA 70 ℃
预变性10 min，10×Buffer 2 μL，10 mmol/L 
MgCl2 4 μL，dNTP 2 μL，Ribonuclease Inhibitor  
0 . 5  μ L ， A M V 逆 转 录 酶 ( 2 0  U ) 0 . 6  μ L ，

Oligo(dT)15 Primer 1 μL，总RNA 1 μg，无酶水

至20 μL。反应条件：42 ℃ 1 h，95 ℃ 5 min， 

4 ℃ 10 min。

　　PCR反应体系(SYBR Premix Ex TaqTM  
20 μL体系)：SYBR Premix Ex TaqTM 10 μL，

特异性引物(10 μmol/L) 0.4 μL，连通Primer 
(10 μmol/L)  0 .4  μL，cDNA模板2 μL，蒸

馏 水 加 至 2 0  μ L 。 采 用 B i o - R a d  I Q 5 实 时

定 量 P C R 仪 进 行 P C R 反 应 ， 反 应 条 件 ：

95 ℃  30 s；95 ℃延伸5 s，共40个循环，

60 ℃退火30 s。miR-21特异性引物序列为

5’-TAGCTTATCAGACTGATGTT-3’。
1.5　MTS法检测细胞增殖活性

　　MTS是一种四唑盐化合物，是一种常用的

细胞存活和生长的检测方法［13］。其检测原理

是活细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶能够代谢还原

MTS，生成紫色可溶于细胞培养液的甲瓒，可

通过酶标仪测定甲瓒的吸光度值来确定活细胞

的相对数量。

　　miR-21 inhibitor转染CNE2细胞24 h后，将

细胞接种于96孔板中，每组设6个复孔，放置 

37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培养。

在未接种细胞的孔中加入RPMI-1640培养基中

作为调零孔。接种后24、48、72和96 h各检测1
次。检测时每孔加20 μL MTS检测试剂，37 ℃
温育2 h，用酶标仪测定570 nm波长吸光度值

(A570)，并绘制生长曲线观察miR-21下调对鼻咽

癌细胞CNE2增殖的影响。实验重复3次。 

1.6　细胞划痕实验

　　miR-21 inhibitor转染CNE2细胞24 h后，

将细胞接种24孔板中，待细胞融合度达到90%

时，用10 μL移液枪枪头，以载玻片作依靠在每

孔中心轴进行划痕并拍照(0 h)，37 ℃、CO2体

积分数为5%培养箱中继续培养24 h并拍照，测

量划痕愈合程度。实验重复3次。

1.7　Transwell侵袭实验

　　铺有基质胶的Transwell侵袭实验可用于观

察细胞侵袭性［14］。miR-21 inhibitor转染CNE2
细胞24 h后，消化细胞，用无血清培养基洗涤2
次，再用无血清培养基重悬细胞，细胞计数，

调整细胞数为1×105/mL。在Transwell下室加入 

800 μL含15%FCS的培养基。在Transwell上室
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加入250 μL细胞悬液，37 ℃培养48 h。取出

Transwell，擦掉靠上室侧膜的细胞，PBS洗

涤，将Transwell用4%甲醛溶液固定10 min，结

晶紫染色，显微镜下观察、照相，随机选取5个

高倍视野(×200)进行细胞计数，并计算平均值。

实验重复3次。

1.8　统计学处理

　　采用统计软件SPSS 13.0进行统计学分析。

结果数据以x±s表示，两组间比较采用t检验；3
组或3组以上比较采用One-way ANOVA检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　转染miR-21 inhibitor有效抑制CNE2细胞

中miR-21表达

　 　 首 先 ， 运 用 q RT- P C R 方 法 分 析 鼻 咽 癌

CNE2细胞与正常鼻咽上皮细胞NP69细胞中

miR-21表达情况，结果发现CNE2细胞中miR-
21表达明显高于NP69细胞，约为NP69的5.3倍 

(图1)。然后分别用NC inh ib i to r及miR-21 
inhibitor(终浓度为10、20、40 μmol/L)转染

CNE2细胞，48 h后抽提细胞总RNA，运用qRT-
PCR验证miR-21 inhibitor转染的细胞中miR-

2 1 的 表 达 。 结 果 表 明 ， 转 染 不 同 浓 度 m i R -

21 inhibitor的CNE2细胞中，miR-21的表达明

显下调，并且呈浓度依赖性(图2)。表明miR-
21 inhibitor能有效抑制CNE2细胞中miR-21的 

表达。

图 1　qRT-PCR检测CNE2和NP69细胞中miR-21表达水平 

Fig. 1    Analysis of miR-21 expression in CNE2 and NP69 cells by 

qRT-PCR

 **P<0.01, compared with NP69.

2.2　miR-21下调后CNE2细胞增殖速度减慢

　 　 M T S 法 检 测 结 果 发 现 ， 转 染 不 同 浓 度

miR-21  inh ib i to r 的CNE2细胞从第48小时

起 增 殖 速 度 明 显 减 慢 。 统 计 分 析 各 组 在

96 h时的细胞增殖情况发现，转染10、20、

40 μmol/L的miR-21 inhibi tor组A 570分别为

1.18±0.09、0.98±0.09、0.71±0.06，与对照细

胞组(1.51±0.12)相比，差异均有统计学意义

(P<0.05)，并且呈现明显的浓度依赖性(图3)。

这表明下调miR-21表达抑制鼻咽癌细胞CNE2 
增殖。

图 3　下调miR-21对CNE2细胞增殖的影响 

Fig. 3     Effect of miR-21 downregulation in CNE2 cells on cell 

proliferation

 *: P<0.05, **: P<0.01, compared with NC inhibitor.

2.3　miR-21表达下调抑制CNE2细胞迁移

　　细胞划痕实验显示划痕后24 h，转染miR-
21 inhibitor(20 μmol/L)的CNE2细胞划痕愈合率

明显低于对照组细胞(P<0.05，图4)，表明下调

miR-21表达明显抑制CNE2细胞的迁移。

图 2　qRT-PCR验证miR-21 inhibitor转染细胞后miR-21表达

水平

Fig. 2    Analysis of miR-21 expression in CNE2 cells transfected 

with miR-21 inhibitor by qRT-PCR

 *: P <0.01, ** P <0.01.
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图 5　miR-21表达下调对CNE2细胞侵袭的影响

Fig. 5    Effect of miR-21 downregulation in CNE2 cells on cell invasion

 *: P<0.05.

图 4　miR-21表达下调对CNE2细胞迁移的影响

Fig. 4    Effect of miR-21 downregulation in CNE2 cells on cell migration

 *: P<0.05.

2.4　下调miR-21表达抑制CNE2细胞侵袭

　　本研究利用铺有基质胶的Transwell小室观

察miR-21下调对细胞侵袭的影响。结果显示，

转染miR-21 inhibitor(20 μmol/L)的CNE2细胞较

对照细胞侵袭力明显降低，差异有统计学意义

(P<0.05，图5)。

3　讨　　论

　　miRNA是一类广泛存在于动植物体内的

非编码小RNA，主要参与基因转录后水平调

控，通过与其目标mRNA分子的3'端非编码区域

(3'-untranslated region，3'UTR)互补匹配降解靶

mRNA或抑制其翻译。miRNA作为一类新型基

因调控剂，与肿瘤的发生、发展密切相关。越

来越多的研究显示，在人类肿瘤中存在miRNA
表达的失调，miRNA通过癌基因和抑癌基因参

与细胞增殖、凋亡和分化的调控，在肿瘤的发

生、发展过程中发挥着重要的生物学功能。

　　miR-21是最早发现的哺乳动物microRNAs
之一，成熟miR-21在不同物种之间高度保守。

研究表明，miR-21在肺癌、前列腺癌、结肠

癌、胃癌、肝癌等多种恶性肿瘤中过表达。

Toiyama［15］等报道，外周血miR-21可能是结直

肠癌的诊断和预后标志物。邓敏等［12］报道，

miR-21在鼻咽癌组织中异常高表达，其表达

与鼻咽癌临床进展及转移呈正相关，Kaplan-
Meier生存曲线分析发现，鼻咽癌患者miR-21表

达越高，预后越差。这些结果提示，miR-21在

鼻咽癌的发生、发展中起着重要作用。本研究

将miR-21 inhibitor转染至鼻咽癌CNE2细胞中，

观察miR-21下调对细胞增殖、迁移侵袭的影

响。结果发现，转染不同浓度miR-21 inhibitor
的CNE2细胞从第48小时起增殖速度明显减

慢。细胞划痕及Transwell侵袭实验结果显示， 
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miR-21表达下调抑制CNE2细胞迁移、侵袭性。

这些结果表明，miR-21能促进鼻咽癌细胞增

殖和侵袭，很可能作为癌基因参与鼻咽癌的发

生、发展。文献报道miR-21作为癌miRNA能

够通过调控靶基因如PTEN、CCL20、FAS，促

进肺癌、胃癌、结肠、肾癌等肿瘤细胞增殖、

生长、侵袭［7, 9-11］。本研究结果与文献报道的

一致，miR-21将有可能成为治疗鼻咽癌的潜在 

靶点。
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