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MicroRNA-133b抑制人横纹肌肉瘤细胞增殖

与迁移的研究
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摘要　　该研究首先通过Real-time RT-PCR检测发现, microRNA-133b在人横纹肌肉瘤细胞

RD和A204中的表达量比正常肌肉组织中的表达量明显降低, 再通过阳离子脂质体介导的方法将

microRNA-133b转染入横纹肌肉瘤细胞RD和A204细胞中, 并应用MTS法、Transwell法研究发现, 
microRNA-133b可明显抑制RD和A204细胞的增殖与迁移; 采用Western blot法检测转染后细胞内

与增殖、迁移及细胞周期相关的蛋白表达, 发现microRNA-133b能下调RD和A204细胞中的LIM 
and SH3 protein 1(LASP1)、c-MET、p-MET、p-AKT、p-ERK1/2、p-Rb的表达水平, 并降低RD和

A204细胞中细胞周期蛋白CDK4和CDK6表达量。该研究表明, microRNA-133b是通过下调LASP1、
c-MET和p-MET的表达水平, 影响c-MET下游信号分子p-AKT、p-ERK1/2的表达水平, 同时还下调

细胞周期相关蛋白如CDK4、CDK6、p-Rb等的表达, 从而影响RD和A204细胞的增殖与迁移。
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软组织恶性肿瘤是常见的小儿恶性疾病, 其中

0~14岁儿童中50%的软组织恶性肿瘤是横纹肌肉瘤

(rhabdomyosarcoma, RMS)。横纹肌肉瘤的恶性程度

较高, 生长迅速, 易转移[1]。

MicroRNA(miRNA)是一类长约22个核苷酸的

内源性非编码单链RNA分子[2], 其功能是与靶基因

mRNA的3’非翻译区(3’UTRs)通过互补性结合, 从而

反向调控靶基因的表达[3]。通过对基因组上miRNA
的位点分析和一系列研究表明, miRNA与癌症的发

生具有密切联系, 50%以上已知miRNA位于肿瘤相

关的基因脆性位点, miRNA既可以作为抑癌基因也

可作为癌基因[4]。起抑癌基因作用的miRNA表达下

降或者缺失, 将导致肿瘤形成。具有癌基因功能的

miRNA的过表达也将导致肿瘤发生。MicroRNA-133b 
(miR-133b)是一种在肌肉组织中高表达的miRNA, 
在某些类型的肿瘤中呈现差异表达。例如, 与正常

结肠和胃组织相比, 结肠癌和胃癌组织中miR-133b
的表达量较低[5]。Chen等[6]发现miR-1与miR-133位
于染色体的同一个位点并同时转录, 却通过不同的

靶基因调控骨骼肌细胞的增殖与分化。本实验室前

期研究发现, miR-1/206在人的正常肌肉组织中高表

达, 在人横纹肌肉瘤组织和人横纹肌肉瘤细胞系RD
中低表达, 并阐明了miR-1/206在横纹肌肉瘤的形成

过程中相关的调节机制[7], 但同为miR-1家族的miR-
133b在横纹肌肉瘤中的相关调控机制尚不明确。

本研究首先通过Real-time RT-PCR检测miR-133b
在人横纹肌肉瘤细胞与正常肌肉组织中的表达量, 
再通过阳离子脂质体介导的方法将miR-133b转染

入横纹肌肉瘤细胞使其恢复表达, 并应用MTS法、

Transwell法研究miR-133b对横纹肌肉瘤细胞增殖与

迁移能力的影响; 采用Western blot法检测转染后细

胞内与增殖、迁移及细胞周期相关蛋白表达量的改

变, 进而阐明miR-133b在横纹肌肉瘤发生、发展中

的相关调节机制, 为横纹肌肉瘤的临床诊断和治疗

提供了新的理论依据。

1   材料与方法
1.1  实验对象

人横纹肌肉瘤细胞系RD购于美国ATCC(Ma-
nassas, VA), 人横纹肌肉瘤细胞系A204购于中科院

上海生命科学院生物化学与细胞生物学研究所。
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1.2  实验试剂与仪器

DMEM(Dulbecco modified Ealge’s medium)培
养基、胎牛血清FBS、0.05% Trypsin-EDTA、Lipo-
fectamineTM RNAi MAX Reagent均购于Invitrogen公
司, miR-133b和随机序列RNA Oligo(阴性对照, NC)
均购于Ambion公司, MTS细胞增殖分析试剂购于

Promega公司, Transwell 8 μm孔径购于Corning Co-
star公司, 7500型荧光实时定量PCR仪、Real-time 
RT-PCR所用试剂和探针均购于美国ABI公司, 蛋白

抗体购于Cell Signaling Technolgy公司, 硝酸纤维素

膜购于GE公司, SpectraMax M5酶标仪购于Molecu-
lar Devices公司。

1.3  实验方法

1.3.1　细胞培养        人横纹肌肉瘤细胞RD和A204
均采用含10%胎牛血清(FBS)的DMEM培养液, 置
37 ºC、5% CO2培养箱中培养, 细胞接近融合时用胰

蛋白酶消化传代, 同时接种细胞进行实验。

1.3.2　转染        将对数生长期的RD和A204细胞接

种于多孔培养板, 根据LipofectamineTM RNAi MAX 
转染说明书, 配制转染液: 将miRNA和Lipofectamine
混合到无血清、无双抗的DMEM培养液中, 混匀, 室
温放置15 min后, 每孔转染50 nmol/L的miR-133b, 置
37 ºC、5% CO2培养箱中孵育培养。阴性对照(NC)
是以相同方法将随机序列RNA转染入细胞。

1.3.3　细胞增殖实验        将对数生长期的RD和

A204细胞接种到96孔板中, 每个实验组有6个复孔, 
24 h后按上述方法转染miR-133b或阴性对照(NC), 转
染72 h后将细胞培养液换成无血清培养液100 μL/孔, 
加入20 μL MTS混合液(PMS:MTS=1:20), 37 ºC孵育

2 h后, 用酶标仪在490 nm波长下读取光密度值(D)。
细胞生长抑制率=(对照组D值-实验组D值)/对照组D
值×100%。

1.3.4　细胞迁移能力检测        将对数生长期的RD
和A204细胞接种到24孔板中, 24 h后按上述方法转

染miR-133b或阴性对照(NC), 转染后24 h胰酶消化

细胞, 接种4×105细胞置于Transwell(8 μm孔径)的上

层小室, 继续培养24 h。取出上层小室, 经4%甲醛固

定后, 去除滤膜上层细胞, 用苏木精染色, 于光镜下

观察滤膜下表面细胞数。随机选择200倍视野5个, 
计算平均每一视野中的细胞数, 以穿膜细胞的数目

来表示肿瘤细胞的迁移能力。

1.3.5　Real-time RT-PCR        Trizol试剂法分别提取

正常肌肉组织、RD、A204细胞的总RNA后, 用琼

脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测RNA的完整

性。根据ABI公司特殊设计的引物合成cDNA, 再以

FAM标记的探针检测miRNA的表达水平, 以U6为内

参。Real-time反应体系为20 μL, 扩增条件为: 50 ºC
预热2 min; 95 ºC预变性10 min; 95 ºC变性15 s, 60 ºC
退火延伸60 s, 体系反应40个循环。

1.3.6　靶基因预测        通过Target Scan Human 6.0 
(http://www.targetscan.org/)和miRbase(http://mirbase.
org/index.shtml)生物信息学软件来预测miR-133b可
能作用的靶基因。

1.3.7　Western blot检测细胞内相关蛋白的表达情况 
将对数生长期的RD和A204细胞接种到6孔板中, 24 h
后细胞约30%融合时, 转染miR-133b或阴性对照NC, 
转染48 h后, 用RIPA裂解液提取各实验组细胞的总

蛋白, 蛋白溶液与上样缓冲液混合后进行10% SDS-
PAGE电泳, 将电泳分离后的蛋白转移至硝酸纤维素

膜上, 用5%脱脂奶粉-PBST封闭液室温封闭3 h, 用
1:800稀释的一抗混合液4 ºC孵育过夜, 用1:2 000稀
释的HRP标记的二抗混合液室温孵育2 h, 最后在暗

室进行化学发光和显影。

1.3.8　统计方法        所有数据均采用SPSS 10.0统
计软件处理。实验数据以均值±标准误(means±SEM)
表示, 两两比较采用t检验, 以P<0.05作为统计学显

著差异的标准。

2   结果
2.1  Real-time RT-PCR检测人横纹肌肉瘤细胞中

miR-133b的表达水平

经Real-time RT-PCR检测, 得出人正常肌肉组

织(muscle)、RD、A204中miR-133b的相对表达量(图
1)。RD细胞中miR-133b的表达量与正常肌肉组织

相比明显降低, 在A204细胞中几乎检测不到miR-133b
的表达, 分析结果有显著的统计学差异(P<0.01)。
2.2  MTS法检测转染miR-133b后RD与A204细胞

增殖情况

与阴性对照(NC)相比, 转染miR-133b后, RD、

A204细胞的增殖能力受到明显抑制(图2A和图2B)。
MTS法检测转染miR-133b或阴性对照(NC)1~5天的

D值, 得出miR-133b能抑制RD、A204细胞的增殖能

力, 从第3天起出现统计学差异, 且第5天的抑制率

(RD: 60%; A204: 34%)最明显。
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2.3  Transwell法检测转染miR-133b后RD与A204
细胞的迁移情况

通过脂质体转染技术将阴性对照(NC)或miR-
133b转染到RD和A204细胞中, 24 h后通过Transwell

法检测细胞迁移能力, 结果如图3。24 h穿膜细胞

数目, 对照组和实验组分别为(RD: 332±16、115±6; 

A204: 585±29、72±4)。与对照组相比, 转染miR-

133b后, RD穿膜细胞数减少65%(P<0.05), A204细胞

迁移数减少87%(P<0.01)。结果表明, miR-133b能明

显抑制RD和A204细胞的迁移能力。

2.4  靶基因预测结果

用TargetScan软件进行miR-133b靶基因的预测

分析, 在Human lasp1的3’UTR区域, miR-133b有4个

可能的靶位点(图4A)。用miRbase软件靶基因预测

分析发现在Human met的3’UTR区域, miR-133b有1

个可能的靶位点(图4B)。因此, lasp1和c-met是miR-

133b可能的靶基因。

2.5  Western blot检测转染miR-133b后RD、A204

细胞相关蛋白的表达

通过脂质体转染技术将阴性对照(NC)或miR-

133b转染到RD、A204细胞中, 48 h后收集细胞提取

蛋白, 用Western blot检测LASP1、c-MET和p-MET

的表达水平, 以及c-MET下游信号分子p-AKT和p-

ERK1/2的表达水平; 同时检测与细胞周期密切相关

的蛋白p-Rb、CDK4、CDK6的表达水平。与阴性

对照相比, 转染miR-133b后, 在RD和A204细胞中: 

LASP1、c-MET、p-MET、p-AKT、p-ERK1/2的表达

水平降低, p-Rb的表达水平也有明显降低, 细胞周期

蛋白CDK4和CDK6的表达量也下调(图5)。

*P<0.01.
图1　Real-time RT-PCR检测miR-133b在肌肉组织、RD和

A204细胞中的表达量

Fig.1　Real-time RT-PCR analysis shows the expression of 
miR-133b in muscle, RD and A204 cells

1~5 d代表转染阴性对照(NC)或miR-133b后24, 48, 72, 96, 120 h。
1~5 d represent 24, 48, 72, 96, 120 h after lipofectamine transfection of 
NC or miR-133b.
图2　MTS方法检测miR-133b对RD、A204细胞增殖能力的

影响

Fig.2　MTS cell proliferation assay shows miR-133b  
affected the proliferation of RD and A204 cells

*P<0.05.
图3　Transwell法检测miR-133b对RD、A204细胞迁移能力

的影响

Fig.3　Transwell analysis shows transfection of miR-133b 
affected the migration of RD cells and A204 cells
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3   讨论
横纹肌肉瘤是儿童肿瘤中除白血病以外的最

常见恶性肿瘤, 其恶性程度较高、生长迅速、易转移。

现行的治疗手段是以手术为主, 结合化疗, 若不及时

治疗, 预后极差。miRNA是目前发现最大的一类基

因表达调控因子, 它在个体发育、细胞增殖、分化

和凋亡、血管形成发育、神经系统发育和个体行为

表现等过程中发挥着重要的作用[8-12]。许多研究发

现, 肿瘤细胞和正常组织细胞的miRNA表达谱有明

显差异, 这表明miRNA与肿瘤的发生、发展过程有

着密切的联系。与正常组织相比, 在结肠癌和胃癌

组织中miR-133b的表达量明显降低[5], 并且Chen等[6]

发现miR-1与miR-133位于染色体的同一个位点、同

时转录, 并通过不同的靶基因调控骨骼肌细胞的增

殖与分化。而miR-1在横纹肌肉瘤的形成过程发挥

了重要的调节作用[7], miR-133很可能与横纹肌肉瘤

的形成有着密切联系。

本研究发现, 与正常肌肉组织相比, RD和A204

细胞中的miR-133b的表达量显著降低, 且miR-133b

能够显著抑制RD和A204细胞的增殖和迁移。因此, 

GAPDH为内参。

GAPDH was used as a loading control.
图5　Western blot检测转染miR-133b后细胞增殖、迁移及

周期相关蛋白的表达量

Fig.5　Western blot analysis shows transfection of miR-133b 
the expression of a few proteins about cell proliferation, 

migration and cycle in RD cells and A204 cells

图中蓝色片段代表Human mRNA 3’UTR片段; 红色小片段代表miR-133b与之匹配的结合位点。图中已列出miR-133b与mRNA 3’UTR匹配的具

体位点和核苷酸序列。

Specific locations of the binding sites were marked with red color and mRNA 3’UTR with blue color. Alignment between the predicted miR-133b target 
sites and miR-133b is shown. The conserved “seed” sequence for miR-133b: mRNA pairing is also indicated.

图4　生物信息学方法预测miR-133b的靶基因

Fig.4　Bioinformatics predicted miR-133b target
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miR-133b可能在横纹肌肉瘤的发生、发展过程中发

挥重要的功能。

通过靶基因预测分析表明, lasp1和c-met是miR-
133b可能的靶基因。LASP1编码的蛋白是一种由

261个氨基酸组成的、参与细胞增殖与迁移过程的

特殊的黏着斑蛋白。它在乳腺癌、卵巢癌、肝癌

等中表达上调, 并证实其与肿瘤细胞的增殖与转移

有密切联系[13-16]。Grunewald等[14]发现, 在卵巢癌中

LASP1是通过改变斑联蛋白(ZYXIN)的定位来影响

细胞的增殖与迁移过程的。本研究的Western blot结
果表明, 转染miR-133b至RD和A204细胞能使胞内

LASP1的表达水平下调, 这可能是使RD和A204细胞

增殖与迁移受到抑制的原因之一。

c-MET是一种由c-met原癌基因编码的产物, 为
肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)受
体, 参与细胞信息传导、细胞骨架重排的调控, 是
细胞增殖、分化和运动的重要因素[17-18]。研究表

明, c-MET在横纹肌肉瘤细胞的增殖与迁移过程中

发挥重要作用[19-20], 与正常肌肉组织相比, 横纹肌

肉瘤组织中c-MET的表达量较高[7]。Hou等[21]发现, 
c-MET小分子抑制剂SU11274通过抑制横纹肌肉瘤

中c-MET的磷酸化水平, 可抑制横纹肌肉瘤细胞的

增殖与迁移。Hu等[22]通过靶基因预测和荧光素酶

分析结果表明, c-met是miR-133b发挥负调控作用

的靶基因之一。我们之前的研究表明, miR-34a与
miR-1/206亦可作用于靶基因c-met而起到肿瘤抑制

因子的作用[23]。本研究的Western blot结果也表明, 
转染miR-133b至RD和A204细胞能使胞内c-MET和
p-MET的表达水平明显下调。

为了进一步研究miR-133b在横纹肌肉瘤中的

调控机制, 我们检测了c-MET下游信号分子AKT和
ERK1/2的表达情况。AKT是促进细胞生存和维持

细胞正常功能的关键信号分子, 并且构成细胞对外

应激反应过程中促进细胞生长、抑制细胞凋亡和维

持细胞重要功能的信号传递链。ERK1/2活化能促

进某些基因的转录与表达, 与细胞的增殖和分化密

切相关。本研究发现, 转染miR-133b后RD和A204
细胞中p-AKT和p-ERK1/2的表达水平均有下调。该

结果表明miR-133b通过下调c-MET和p-MET的表

达水平, 从而影响c-MET下游信号分子p-AKT和p-
ERK1/2的表达水平, 最终影响RD和A204细胞的增

殖和迁移。

同时我们检测了一些重要细胞周期蛋白, 如
CDK4、CDK6、p-Rb等。CDK4在G0/G1的转换中发

挥功能, CDK6在G0/G1和G1/S的转换中发挥功能, Rb
蛋白在细胞周期中最为关键的两个调控点G1/S和
G2/M起到一种“闸门”的作用、不论cyclin、CDK、

CKI, 还是其他相关因子对细胞周期的作用都是通

过Rb来实现的并最终决定着细胞周期的进程。本

研究发现, 转染了miR-133b后RD和A204细胞中的

CDK4、CDK6和p-Rb发生显著下调, 说明miR-133b
应该是通过调控CDK4、CDK6等细胞周期相关蛋白, 
这些蛋白再通过p-Rb对细胞周期进行调控, 从而影

响细胞周期进程的。

综上所述, miR-133b调控RD和A204细胞的增

殖与迁移可能的分子机制是: 通过下调LASP1的表

达水平, 同时还通过下调c-MET和p-MET的表达水平, 
从而影响c-MET下游信号分子p-AKT和p-ERK1/2的
表达水平, 最终影响RD和A204细胞的增殖与迁移。

MiR-133b还通过调控细胞周期相关蛋白如CDK4、
CDK6、p-Rb等的表达, 从而抑制了细胞增殖的进程。

阐明miR-133b在抑制横纹肌肉瘤细胞的增殖和迁移

过程中的作用机制, 将为横纹肌肉瘤的临床诊断和

治疗提供新的思路。
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The Mechanism of MicroRNA-133b-mediated Inhibition of Human
Rhabdomyosarcoma Cell Proliferation and Migration

Wang Lihua1#*, Chen Tongke2#, Yao Shasha1, Chen Xiaoyan1, Wang Jiao1

(1School of Ophthalmology and Optometry, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325027, China; 
2Laboratory Animal Center, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325000, China)

Abstract        The Real-time RT-PCR assay showed microRNA-133b was highly expressed in human muscle 
tissues but downregulated in rhabdomyosarcoma cell line RD and A204. MicroRNA-133b was transfected into RD 
and A204 cells by lipofectamine. The proliferation of RD and A204 cells was examined by MTS cell proliferation 
assay and the migration of RD and A204 cells was examined by Transwell migration assay. The results showed 
that microRNA-133b can inhibit the proliferation and migration of RD and A204 cells. The expression level of cell 
proliferation, migration and cell cycle related proteins was determined by Western blot. MicroRNA-133b down-
regulated the expression of LASP1, c-MET, phosphorylated-MET, phosphorylated-AKT, phosphorylated-ERK1/2, 
phosphorylated-Rb, CDK4 and CDK6 in RD and A204 cells. These results indicate that microRNA-133b inhibits 
proliferation and migration of rhabdomyosarcoma cells through down-regulation of LASP1, c-MET, phosphorylat-
ed-MET, phosphorylated-AKT, phosphorylated-ERK1/2, phosphorylated-Rb, CDK4 and CDK6.

Key words        microRNA-133b; rhabdomyosarcoma; proliferation; migration; cell cycle

Received: January 4, 2012    Accepted: March 5, 2012
This work was supported by the Natural Science Foundation of Zhejiang Province (No.Y2080853) and Innovation Fund of the Affiliated Eye 

Hospital of Wenzhou Medical College (No.YNCX201102)
#These authors contributed equally to this work
*Corresponding author. Tel: 86-577-88067930, E-mail: wlh0369@yahoo.com.cn


