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MicroRNA-122介导Mex3a表达抑制膀胱癌
细胞恶性生物学行为的机制研究*

付慧锋， 李卓， 刘健， 蒋颖
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摘要 ： 目的　探究miR-122介导Mex3a表达抑制膀胱癌细胞增殖、迁移，促进细胞凋亡的发生机制。方法　

通过实时荧光定量聚合酶链反应检测miR-122和Mex3a在正常人膀胱上皮细胞SVHUC-1和人膀胱癌细胞系T24

和HT1376中的表达。构建过表达miR-122和低表达Mex3a的T24细胞，并通过CCK-8法、细胞划痕实验和流式

细胞术评估miR-122和Mex3a对膀胱癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响。双萤光素酶实验验证miR-122和Mex3a的

靶向关系。在过表达miR-122的细胞中进一步过表达Mex3a，检测细胞增殖、迁移、凋亡和PI3K/Akt信号通路的变

化。结果　SVHUC-1细胞miR-122相对表达量较T24、HT1376细胞高（P <0.05），Mex3a mRNA相对表达量较

T24、HT1376细胞低（P <0.05）。miR-122 mimic组miR-122相对表达量较mimic NC组高（P <0.05）。mimic 

NC组与miR-122 mimic组在0、24、48、72 h的T24细胞吸光度值比较，经重复测量设计的方差分析，结果：①不同时

间点的细胞吸光度值有差异（P <0.05）；②mimic NC组与miR-122 mimic组的细胞吸光度值有差异（P <0.05），

miR-122 mimic组细胞增殖能力较mimic NC组被抑制；③mimic NC组与miR-122 mimic组细胞吸光度值变化趋

势有差异（P <0.05）。mimic NC 组划痕愈合率较 miR-122 mimic 组高（P <0.05）。mimic NC 组细胞凋亡率较

miR-122 mimic 组低（P <0.05）。mimic NC 组 WT-Mex3a 相对表达量较 miR-122 mimic 组高（P <0.05）。

mimic NC组Mex3a mRNA相对表达量较miR-122 mimic组高（P <0.05）。si-NC组Mex3a mRNA相对表达量

较si-Mex3a组高（P <0.05）。si-NC组p-PI3K、p-Akt蛋白较si-Mex3a组高（P <0.05）。si-NC组与si-Mex3a组

在0、24、48和72 h的T24细胞吸光度值比较，经重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间点间的细胞吸光度值有

差异（P <0.05）；②si-NC组与si-Mex3a组细胞吸光度值有差异（P <0.05）；③si-NC组与si-Mex3a组细胞吸光度

值变化趋势有差异（P <0.05）。si-NC组划痕愈合率较si-Mex3a组高（P <0.05）。si-NC组细胞凋亡率较si-Mex3a

组低（P <0.05）。miR-122 mimic+ oe-Mex3a组Mex3a mRNA相对表达量较miR-122 mimic+ oe-N组高（P <

0.05）。miR-122 mimic+ oe-NC组p-PI3K、p-AKT蛋白相对表达量较miR-122 mimic+ oe-Mex3a组低（P <

0.05）。miR-122 mimic+ oe-NC组与miR-122 mimic+ oe-Mex3a组在0、24、48、72 h的T24细胞吸光度值比较，

经重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间点的细胞吸光度值有差异（P <0.05）；②miR-122 mimic+ oe-NC

组与miR-122 mimic+ oe-Mex3a组细胞吸光度值有差异（P <0.05），miR-122 mimic+ oe-Mex3a组较miR-122 

mimic+ oe-NC组细胞增殖能力增强；③miR-122 mimic+ oe-NC组与miR-122 mimic+oe-Mex3a组细胞吸光

度值变化趋势有差异（P <0.05）。miR-122 mimic+ oe-NC 组划痕愈合率较miR-122 mimic+ oe-Mex3a组低

（P <0.05）。miR-122 mimic+ oe-NC 组细胞凋亡率较 miR-122 mimic+ oe-Mex3a 组高（P <0.05）。结论　

miR-122可能通过抑制Mex3a的表达，抑制PI3K/Akt信号通路，从而抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移，并促进凋亡。
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regulating the expression of Mex3a*

Fu Hui-feng, Li Zhuo, Liu Jian, Jiang Ying

(Department of Urology, Hunan Provincial People's Hospital, Changsha, Hunan 410005, China)

Abstract:  Objective To investigate the mechanism whereby microRNA-122 (miR-122) inhibited the 

proliferation and migration yet promoted the apoptosis of bladder cancer cells via mediating the expression of 

Mex3a.  Methods The qRT-PCR was applied to detect the expressions of miR-122 and Mex3a in normal human 

bladder epithelial cell line SVHUC-1 and human bladder cancer cell lines T24 and HT1376. T24 cell lines 

overexpressing miR-122 and downregulating Mex3a were constructed, and the effects of miR-122 and Mex3a 

expressions on the proliferation, migration and apoptosis of bladder cancer cells were assessed by CCK-8 assay, 

scratch assay and flow cytometry, respectively. The regulatory relationship between miR-122 and Mex3a was 

detected by luciferase reporter assay. Besides, Mex3a was further overexpressed in cells overexpressing miR-122 to 

verify the roles of miR-122 and Mex3a in cell proliferation, migration, and apoptosis as well as the regulation of the 

PI3K/Akt signaling pathway.  Results The relative expression of miR-122 in SVHUC-1 cells was higher than that in 

T24 and HT1376 cells (P < 0.05), while the relative expression of Mex3a mRNA in SVHUC-1 cells was lower than 

that in T24 and HT1376 cells (P < 0.05). The relative expression of miR-122 in the miR-122 mimic group was 

higher than that in the mimic NC group (P < 0.05). The optical density of T24 cells in the mimic NC group and the 

miR-122 mimic group at 0, 24 h, 48 h and 72 h were compared via repeated measures ANOVA, which revealed that 

they were different among the time points (P < 0.05) and between the groups (P < 0.05). Specifically, the 

proliferation of cells in the miR-122 mimic group was inhibited relative to that in the mimic NC group. Besides, the 

change trend of the optical density of T24 cells was different between the mimic NC group and the miR-122 mimic 

group (P < 0.05). As suggested by the scratch assay, the wound healing rate in the mimic NC group was higher than 

that in the miR-122 mimic group (P < 0.05). The apoptosis rate in the mimic NC group was lower than that in the 

miR-122 mimic group (P < 0.05). The relative expression of WT-Mex3a in the mimic NC group was higher than that 

in the miR-122 mimic group (P < 0.05), and the relative expression of Mex3a mRNA in the mimic NC group was 

also higher than that in the miR-122 mimic group (P < 0.05). The relative expression of Mex3a mRNA in the si-NC 

group was higher than that in the si-Mex3a group (P < 0.05). The protein expressions of p-PI3K and p-Akt in the si-

NC group were higher than those in the si-Mex3a group (P < 0.05). The optical density of T24 cells in the si-NC 

group and the si-Mex3a group at 0, 24 h, 48 h and 72 h were compared via repeated measures ANOVA, which 

revealed that they were different among the time points (P < 0.05) and between the groups (P < 0.05), and that the 

change trend of the optical density of T24 cells was different between the two groups (P < 0.05). The wound healing 

rate in the si-NC group was higher than that in the si-Mex3a group (P < 0.05), while the apoptosis rate in the si-NC 

group was lower than that in the si-Mex3a group (P < 0.05). The relative expression of Mex3a mRNA in the miR-

122 mimic+ oe-Mex3a group was higher than that in the miR-122 mimic+ oe-NC group (P < 0.05). The protein 

expressions of p-PI3K and p-Akt in the miR-122 mimic+ oe-NC group were lower than those in the miR-122 

mimic+ oe-Mex3a group (P < 0.05). The optical density of T24 cells in the miR-122 mimic+ oe-NC group and the 

miR-122 mimic+ oe-Mex3a group at 0, 24 h, 48 h and 72 h were compared via repeated measures ANOVA, which 

revealed that they were different among the time points (P < 0.05) and between the groups (P < 0.05). Specifically, 

the proliferation capability of cells in the miR-122 mimic+ oe-Mex3a group was higher than that in the miR-122 

mimic+ oe-NC group (P < 0.05). In addition, the change trend of the optical density of T24 cells was different 

between the miR-122 mimic+ oe-NC group and the miR-122 mimic+ oe-Mex3a group (P < 0.05). The wound 

healing rate in the miR-122 mimic+ oe-NC group was lower than that in the miR-122 mimic+ oe-Mex3a group (P < 

0.05), while the apoptosis rate in the miR-122 mimic+ oe-NC group was higher than that in the miR-122 mimic+ oe-

Mex3a group (P < 0.05).  Conclusions MiR-122 inhibits the PI3K/Akt signaling pathway by suppressing the 

expression of Mex3a, thus restraining the proliferation and metastasis of bladder cancer cells while promoting their 

apoptosis.

Keywords:  bladder cancer; miR-122; Mex3a; PI3K/Akt signaling pathway
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第 12 期 付慧锋， 等： MicroRNA-122 介导 Mex3a 表达抑制膀胱癌细胞恶性生物学行为的机制研究

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，也是全

球最普遍的恶性肿瘤之一[1]。膀胱癌的发病率和病

死率排我国在泌尿系统肿瘤的第 1 位[2]。膀胱癌按

肿 瘤 浸 润 深 度 可 分 为 非 肌 层 浸 润 性 肿 瘤（70%～

80%）和肌层浸润性肿瘤（20%～30%）[3]。肌层浸润

性 膀 胱 癌 患 者 肿 瘤 细 胞 迁 移 更 频 繁 ，预 后 较 差[4]。

手术切除和化疗是治疗膀胱癌的主要方法。然而

当癌症发展到晚期，表现为远处迁移、耐药严重，预

后较差[5]。由于缺乏诊断和特异性治疗方法，大多

数患者一经发现就被诊断为膀胱癌晚期[6]。面对这

些紧迫的挑战，探索新的肿瘤标志物，确定膀胱癌

的有效治疗靶点，有助于开发更有效的抗癌疗法。

MicroRNA（miRNA）是一类由 19～24 个核苷酸

组成的非编码核糖核酸，可结合靶基因的 3'-非翻译

区，转录后抑制特定 mRNA 翻译并降低其稳定性，达

到调控基因表达的目的[7]。越来越多的证据表明，

miRNAs 在膀胱癌中异常表达，其在肿瘤的发生、发

展和迁移中起着重要作用[8]。miR-129-5p 可以通过

抑 制 TGF- β2/Smad3 通 路 ，抑 制 上 皮 间 质 转 化

（epithelial-mesenchymal transition, EMT）来 降 低 膀 胱

癌进展[9]。有研究表明，miR-122 可以通过靶向宫颈

癌 中 的 RAD21 凝 聚 素 复 合 物 组 分（RAD21 cohesin 

complex component, RAD21）来抑制癌细胞的恶性生

长，并促进其凋亡[10]。研究发现，外泌体 miR-122-

5p 通过下调 G 蛋白偶联受体激酶相互作用蛋白 1

（G-protein-coupled receptor kinase interacting protein-

1, GIT1）阻碍胃癌细胞体外增殖迁移和体内肿瘤生

长[11]。并且 miR-122 可作为肿瘤抑制因子并下调血

管 内 皮 生 长 因 子 C 表 达 ，抑 制 膀 胱 癌 生 长 和 血 管

生成[12]。

笔 者 通 过 StarBase 生 物 信 息 学 网 站 分 析 发 现

miR-122 与 Mex3a 存在结合位点。Mex3 家族有 4 个

同源蛋白（Mex3a、Mex3b、Mex3c 和 Mex3d）[13]。有研

究报道 Mex3a 在肺癌[14]、胃癌[15]和肝癌[16]等癌症中起

关键作用。研究发现，靶向 Mex3a 的 siRNA 可以显

著抑制膀胱癌细胞增殖并促进其凋亡[17]。PI3K/Akt

信号通路在细胞增殖、分化和适应中至关重要[18]。

研究发现，Mex3a 可以通过激活 PI3K/Akt 通路促进

肺腺癌的迁移、侵袭[14]。在膀胱癌中 PI3K/Akt 通路

的激活促进癌症的进展[10]。然而 MiR-122 是否通过

抑制 Mex3a 的表达，从而抑制 PI3K/Akt 信号通路，起

到抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移及促进其凋亡的作

用尚未报道。

1 材料与方法

1.1　细胞株、主要试剂及仪器

人胚胎肾细胞 HEK-293T（货号：YS002C）、正常

人膀胱上皮细胞系 SVHUC-1（货号：YS250C）、膀胱

癌 细 胞 系 T24（货 号 ：YS2406C）、HT1376（货 号 ：

YS904C）均购自上海雅吉生物科技有限公司，胎牛

血清（fetal bovine serum, FBS）（货号：164210）、MEM

培养基（货号：PM150411B）购自武汉普诺赛生命科

技有限公司，miR-122 mimic、si-Mex3a、oe-Mex3a 及

其 对 照 试 剂 均 购 自 上 海 吉 玛 制 药 技 术 有 限 公 司 ，

Eagle 培养基（货号：D5796）购自美国 Sigma-Aldrich

公 司 ，Lipofectamine 2000TM 转 染 试 剂 盒（货 号 ：

11668030）、TRIzol 试剂（货号：15596026）、细胞凋亡

检 测 试 剂 盒（货 号 ：331200）均 购 自 美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司，PrimeScript™RT 试剂盒（货号：

RR047A）、SYBR®Premix Ex Tap™Ⅱ试 剂 盒（货 号 ：

DRR820A）购自日本 TaKaRa Bio 株式会社，RIPA 裂

解液（货号：P0013B）、CCK-8 试剂盒（货号：C0037）

均购自上海碧云天生物技术有限公司，p-PI3K（货

号：17366S）、PI3K（货号：4257S）均购自美国 CST 公

司，兔抗 p-Akt（货号：ab38449）、Akt（货号：ab8805）、

GAPDH（货 号 ：ab181602）、山 羊 抗 兔 二 抗（货 号 ：

ab205718）、ECL Western Blotting 底物试剂盒（货号：

ab65623）、双萤光素酶报告基因检测试剂盒（货号：

ab287865）均购自美国 Abcam 公司。

二氧化碳培养箱购自深圳市瑞沃德生命科技

有 限 公 司 ，实 时 荧 光 定 量 PCR 仪 购 自 美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公 司 ，半 干 转 印 槽 转 膜 仪 购 自 美 国

BIO-RAD 公司，酶标仪购自美国 Biotek 公司，IX51 倒

置显微镜购自日本 Olympus 株式会社，流式细胞分

析仪购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司，高

速冷冻型微量台式离心机购自大龙兴创实验仪器

（北京）有限公司。

1.2　细胞培养

人胚胎肾细胞HEK-293T、正常人膀胱上皮细胞系

SVHUC-1在含有10% FBS和1%青霉素-链霉素溶液的

MEM 培养基中培养；膀胱癌细胞系T24和HT1376 在含

有 10% FBS，100 u/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的
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Dulbecco改良的Eagle培养基中培养。细胞置于37 ℃、

5% 二氧化碳（CO2）的条件下湿润培养。

1.3　细胞转染

细 胞 转 染 mimic NC、miR-122 mimic、si-NC 或

si-Mex3a，并 作 为 mimic NC 组（对 照 模 拟 基 因）、

miR-122 mimic 组（miR-122 模拟基因）、si-NC 组（对

照 抑 制）和 si-Mex3a 组（Mex3a 抑 制）；将 miR-122 

mimic 与 oe-NC（对照过表达）或 oe-Mex3a（Mex3a 过

表达）共同转染，将细胞分为 miR-122 mimic + oe-NC

组和 miR-122 mimic + oe-Mex3a 组。转染前将细胞

接种到 6 孔板中，并在 37 ℃、5% CO2 条件下孵育。

第 2 天将所需质粒与 Lipofectamine 2000 混合后转染

到细胞中，转染后置于培养基中继续培养 48 h，收集

细 胞 。 采 用 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应

（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-

PCR）检测转染效率。

1.4　qRT-PCR 检测 miR-122、Mex3a mRNA 的

表达

采 用 TRIzol 试 剂 从 细 胞 中 分 离 总 RNA。 使 用

PrimeScript™ RT 试剂盒逆转录成 cDNA。采用实时

荧光定量 PCR 仪，使用 SYBR ® Premix Ex Tap TMⅡ试

剂盒，运用 Applied Biosystems 7500HT 系统进行 qRT-

PCR，miRNA 的 相 对 表 达 以 U6 为 内 参 ，mRNA 以

GAPDH 为内参。miR-122 正向引物：5'-GGAGTGTG

ACAATGGTG-3'，反向引物：5'-GAACATGTCTGCGTA

TCTC-3'，长度均为 80 bp；Mex3a 正向引物：5'-CAGC

AGCAACACCACGGAGTG-3'，反向引物：5'-CGGTGTC

TTGATGTAGGTGTTGG-3'，长度均为 232 bp；U6 正向

引 物 ：5'-GAACGCCTCATGATTTGCAGG-3'，反 向 引

物：5'-AGAAGACTGAAACAGCACAGAGA-3'，长度均

为 103 bp；GAPDH 正向引物：5'-CATCACTGCCACCCA

GAAGACTG-3'，反向引物：5'-ATGCCAGTGAGCTTCC

CGTTCAG-3'，长 度 均 为 175 bp。 并 通 过 2-ΔΔCt 法 计

算 miR-122、Mex3a mRNA 相对表达量。每个反应重

复 3 次取均值。

1.5　Western blotting检测蛋白表达

使用 RIPA 裂解缓冲液在冰上提取蛋白，使用增

强的 BCA 蛋白浓度测定试剂盒来确定每种裂解物

中 的 总 蛋 白 浓 度 。 将 等 量 的 蛋 白 质 上 样 到 10% 

SDS- 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 上 ，通 过 电 泳 分 离 并 迁 移 到

PVDF 膜上。将膜在室温下于 5% 脱脂牛奶中封闭 2 h，

并在 4 ℃下与一抗 p-PI3K（1∶1 000）、PI3K（1∶1 000）、

p-Akt（1∶1 000）和 Akt（1∶500）孵 育 过 夜 ，以

GAPDH（1∶10 000）作为对照。随后将膜用山羊抗兔

辣根过氧化物酶偶联的二抗（1∶2 000）进行探测。

使用 ECL Western blotting 底物试剂盒检查蛋白条带，

显影、分析。

1.6　CCK-8法检测细胞活力

以 2×103 个/孔的密度接种将转染处理的对数生

长期的细胞到 96 孔板中培养，在 0、24、48 和 72 h 后分

别每孔加入 10 μL CCK-8 溶液。在 37 ℃、5% CO2 条

件下孵育 2 h，使用酶标仪测量 450 nm 波长处的吸

光度值。

1.7　细胞划痕实验检测细胞迁移能力

将转染后的细胞接种到 6 孔板上。当细胞融合

度达到 90% 时，用 200 μL 枪头在板中笔直地划痕，

磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffered saline, PBS）清洗

培 养 基 和 漂 浮 细 胞 ，用 新 鲜 培 养 基 代 替 。 细 胞 在

37 ℃、5% CO2 条件下培养。继续培养 24 h 后观察空

白处的间隙变化，使用倒置显微镜观察细胞间的空

白处并进行拍照，计算划痕迁移率。

1.8　流式细胞术分析细胞凋亡

使用 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒通

过流式细胞分析仪分析细胞凋亡情况。收集 5×105

个细胞并用冷 PBS 洗涤 2 次，重悬于 400 μL Annexin 

V-异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate, FITC）

结合缓冲液中。后用 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL 碘

化丙啶（propidium iodide, PI）对细胞进行染色，室温

避光孵育 15 min。流式细胞分析仪检测 FITC 和 PI

荧光值，分析细胞凋亡情况。

1.9　双萤光素酶报告实验

根据生物信息学软件 Starbase 预测结果，设计

miR-122 和 Mex3a 结合位点的野生序列和突变序列。

将野生序列和突变序列片段克隆并与 pmirGLO 载体

结 合 ，分 别 命 名 为 WT-Mex3a 和 MUT-Mex3a。 将

WT-Mex3a 或 MUT-Mex3a 和 mimic NC 和 miR-122 

mimic 一起转染至 HEK-293T 细胞中。转染 48 h 后

使用双萤光素酶报告基因试剂盒进行萤光素酶活

性检测。

1.10　统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验、方差分
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析或重复测量设计的方差分析，进一步两两比较用

LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　 SVHUC-1、T24 和 HT1376 细 胞 miR-122、

Mex3a相对表达量比较

SVHUC-1、T24 和 HT1376 细 胞 miR-122、Mex3a 

mRNA 相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05），SVHUC-1 细 胞 miR-122 相 对 表 达 量 较 T24、

HT1376 细 胞 高 ，Mex3a mRNA 相 对 表 达 量 较 T24、

HT1376 细 胞 低（P <0.05）。 由 于 miR-122、Mex3a 

mRNA 在 T24 细胞中差异表达最明显，因此笔者选

择 T24 细胞系进行后续实验。见表 1。

2.2　过表达miR-122抑制膀胱癌细胞的恶性生长

2.2.1 　 mimic NC 组与 miR-122 mimic 组 miR-122

相对表达量比较 　mimic NC 组与 miR-122 mimic 组

miR-122 相 对 表 达 量 分 别 为（1.00±0.11）、（2.62±

0.21），经 t 检验，差异有统计学意义（t =21.841，P =

0.000），miR-122 mimic 组较 mimic NC 组高。

2.2.2 　 mimic NC组与miR-122 mimic组不同时间点

细胞增殖能力比较 　mimic NC 组 与 miR-122 mimic

组在 0、24、48、72 h 的 T24 细胞吸光度值比较，经重

复测量设计的方差分析，结果：①不同时间点的细

胞 吸 光 度 值 有 差 异（F =35.652，P =0.000）；②mimic 

NC 组 与 miR-122 mimic 组 的 细 胞 吸 光 度 值 有 差 异

（F =154.703，P =0.000），miR-122 mimic 组细胞增殖

能 力 较 mimic NC 组 被 抑 制 ；③mimic NC 组 与 miR-

122 mimic 组 细 胞 吸 光 度 值 变 化 趋 势 有 差 异（F =

6.659，P =0.004）。见表 2。

2.2.3 　 mimic NC组与miR-122 mimic组细胞迁移能

力比较 　mimic NC 组与 miR-122 mimic 组划痕愈合

率分别为（75.6±6.4）%、（34.8±3.1）%，经 t 检验，差

异有统计学意义（t =9.894，P =0.000），mimic NC 组较

miR-122 mimic 组高。见图 1。

2.2.4 　 mimic NC组与miR-122 mimic组细胞凋亡率

比较 　mimic NC 组与 miR-122 mimic 组细胞凋亡率

分别为（9.55±1.35）%、（20.93±1.94）%，经 t 检验，差

异有统计学意义（t =8.340，P =0.001），mimic NC 组较

miR-122 mimic 组低。见图 2。

2.3　miR-122靶向调控Mex3a的表达

2.3.1 　 Mex3a 突变位点的设计 　通 过 在 线 预 测 软

件 Starbase（https://starbase. sysu. edu. cn/，获 取 时 间 ：

2022 年 12 月 28 日）确 定 了 miR-122 和 Mex3a 结 合

的 靶 位 点 ，并 且 设 计 了 WT-Mex3a 和 MUT-Mex3a。

见 图 3 。

2.3.2 　 双萤光素酶报告实验结果 　两组 WT-Mex3a

表 1　各细胞miR-122、Mex3a mRNA相对表达量比较 

（x±s）

细胞

SVHUC-1

T24

HT1376

F 值

P 值

miR-122 mRNA

1.00±0.06

0.35±0.03

0.43±0.05

56.792

0.000

Mex3a mRNA

1.00±0.09

2.38±0.17

2.21±0.14

124.546

0.000

表 2　mimic NC组与miR-122 mimic组不同时间点

细胞吸光度值比较 （x±s）

组别

mimic NC 组

miR-122 mimic 组

0 h

0.41±0.04

0.39±0.03

24 h

0.63±0.06

0.51±0.05

48 h

0.98±0.1

0.76±0.06

72 h

1.52±0.14

1.11±0.09

mimic NC 组                 miR-122 mimic 组

0 h

24 h

100 μm

图1　mimic NC组与miR-122 mimic组细胞划痕实验图
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0.32% 2.42%
105
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100  101   102  103   104   105

7.08%90.18%

Annexin V-FITC Annexin V-FITC

mimic NC 组                               miR-122 mimic 组

图2　mimic NC组与miR-122 mimic组流式细胞图
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相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <0.05），

mimic NC 组 较 miR-122 mimic 组 高 。 两 组 MUT-

Mex3a 相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意 义（P >

0.05）。见表 3。

2.3.3 　 mimic NC组与miR-122 mimic组Mex3a相对

表达量比较 　mimic NC 组与 miR-122 mimic 组 Mex3a

相对表达量分别为（1.00±0.08）、（0.45±0.05），经 t

检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义（t =10.102，P =0.004），

mimic NC 组较 miR-122 mimic 组高。

2.4　敲低Mex3a 抑制PI3K/Akt 信号通路从而抑制

膀胱癌细胞的恶性生长

2.4.1 　 si-NC组与si-Mex3a组Mex3a mRNA相对表

达量比较 　si-NC 组与 si-Mex3a 组 Mex3a mRNA 相对

表达量分别为（1.00±0.08）、（0.38±0.04），经 t 检验，

差异有统计学意义（t =12.014，P =0.003），si-NC 组较

si-Mex3a 组高。

2.4.2 　 si-NC组与si-Mex3a组PI3K、Akt蛋白的磷酸

化水平比较 　si-NC 组与 si-Mex3a 组 p-PI3K 蛋白相

对表达量分别为（0.46±0.04）、（0.25±0.05），经 t 检

验，差异有统计学意义（t =4.706，P =0.001），si-NC 组

较 si-Mex3a 组高；si-NC 组与 si-Mex3a 组 p-Akt 蛋白

相对表达量分别为（0.55±0.04）、（0.30±0.05），经 t

检验，差异有统计学意义（t =5.602，P =0.000），si-NC

组较 si-Mex3a 组高。见图 4。

2.4.3 　 si-NC 组与 si-Mex3a 组不同时间点细胞增殖

能力比较 　si-NC 组与 si-Mex3a 组在 0、24、48、72 h

的 T24 细胞吸光度值比较，经重复测量设计的方差

分析，结果：①不同时间点的细胞吸光度值有差异

（F =25.452，P =0.000）；②si-NC 组与 si-Mex3a 组细胞

吸光度值有差异（F =124.007，P =0.000）；③si-NC 组

与 si-Mex3a 组 细 胞 吸 光 度 值 变 化 趋 势 有 差 异（F =

7.589，P =0.002）。见表 4。

2.4.4 　 si-NC 组与 si-Mex3a 组细胞迁移能力比较 　

si-NC 组 与 si-Mex3a 组 划 痕 愈 合 率 分 别 为（73.2±

7.1）%、（36.4±3.8）%，经 t 检验，差异有统计学意义（t =

7.932，P =0.001），si-NC组较si-Mex3a组高。见图5。

2.4.5 　 si-NC 组与 si-Mex3a 组细胞凋亡率的比较 　

si-NC 组 与 si-Mex3a 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为（10.22±

1.13）%、（22.16±2.07）%，经 t 检验，差异有统计学意

义（t =8.769，P =0.001），si-NC 组 较 si-Mex3a 组 低 。

见图 6。

图3　生物信息学预测miR-122和Mex3a的靶向调控位点

表 3　两组WT-Mex3a、MUT-Mex3a相对表达量比较 

（x±s）

组别

mimic NC 组

miR-122 mimic 组

t 值

P 值

WT-Mex3a

1.00±0.11

0.43±0.05

12.676

0.000

MUT-Mex3a

1.00±0.07

0.96±0.08

0.609

0.806

85 kD

85 kD

56 kD

56 kD

36 kD

p-PI3K

PI3K

p-AKT

AKT

GAPDH

si-NC组    si-Mex3a组

图4　各组细胞PI3K、Akt蛋白条带图

表 4　si-NC组与si-Mex3a组不同时间点吸光度值比较 

（x±s）

组别

si-NC 组

si-Mex3a 组

0 h

0.38±0.03

0.40±0.04

24 h

0.61±0.06

0.53±0.05

48 h

0.93±0.08

0.72±0.07

72 h

1.46±0.15

1.05±0.11

0 h

24 h

100 μm

si-NC 组                          si-Mex3a 组

图5　si-NC组与si-Mex3a组流式细胞图
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2.5　过表达 Mex3a 抑制 miR-122 mimic 对膀胱癌

细胞恶性生长的抑制作用

2.5.1 　 miR-122 mimic+ oe-NC 组 与 miR-122 

mimic + oe-Mex3a 组 中 Mex3a mRNA 相 对 表 达 量

比较 　miR-122 mimic + oe-NC 组与 miR-122 mimic + 

oe-Mex3a 组 中 Mex3a mRNA 相 对 表 达 量 分 别 为

（1.00±0.11）、（1.86±0.16），经 t 检验，差异有统计学

意义（t =7.672，P =0.002），miR-122 mimic + oe-Mex3a

组较 miR-122 mimic + oe-N 组高。

2.5.2 　 miR-122 mimic + oe-NC 组 与 miR-122 

mimic+oe-Mex3a 组 PI3K 和 Akt 蛋白的磷酸化水平

比较 　miR-122 mimic + oe-NC 组与 miR-122 mimic+

oe-Mex3a 组 p-PI3K 蛋白相对表达量分别为（0.22±

0.03）、（0.39±0.04），经 t 检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（t =3.673，P =0.008），miR-122 mimic + oe-NC 组 较

miR-122 mimic + oe-Mex3a 组 低 ；miR-122 mimic + 

oe-NC 组 与 miR-122 mimic + oe-Mex3a 组 p-AKT 蛋

白相对表达量分别为（0.28±0.03）、（0.48±0.05），经

t 检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义（t =4.322，P =0.002），

miR-122 mimic + oe-NC 组 较 miR-122 mimic + oe-

Mex3a 组低。见图 7。

2.5.3 　 miR-122 mimic+oe-NC 组 与 miR-122 

mimic+ oe-Mex3a 组不同时间点细胞增殖能力比较 　

miR-122 mimic + oe-NC 组 与 miR-122 mimic + oe-

Mex3a 组在 0、24、48 和 72 h 的 T24 细胞吸光度值比

较，经重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间

点间的细胞吸光度值有差异（F =19.672，P =0.000）；

②miR-122 mimic + oe-NC 组与 miR-122 mimic + oe-

Mex3a 组 细 胞 吸 光 度 值 有 差 异（F =117.905，P =

0.000），miR-122 mimic + oe-Mex3a 组 较 miR-122 

mimic + oe-NC 组 细 胞 增 殖 能 力 增 强 ；③miR-122 

mimic + oe-NC 组与 miR-122 mimic + oe-Mex3a 组细

胞吸光度值变化趋势有差异（F =4.124，P =0.024）。

见表 5。

2.5.4 　 miR-122 mimic + oe-NC 组 与 miR-122 

mimic + oe-Mex3a 组细胞迁移能力比较 　miR-122 

mimic + oe-NC 组与 miR-122 mimic + oe-Mex3a 组划

痕 愈 合 率 分 别 为（33.1±2.8）% 、（56.3±5.9）% ，经 t

检验，差异有统计学意义（t =6.186，P =0.004），miR-

122 mimic + oe-NC 组 较 miR-122 mimic + oe-Mex3a

组低。见图 8。

2.5.5 　 miR-122 mimic+ oe-NC 组 与 miR-122 

mimic+ oe-Mex3a 组细胞凋亡率的比较 　miR-122 

mimic+ oe-NC 组与 miR-122 mimic+ oe-Mex3a 组细胞

凋亡率分别为（19.76±2.24）%、（14.35±1.63）%，经 t

检验，差异有统计学意义（t =3.382，P =0.0277），miR-

122 mimic+ oe-NC 组较 miR-122 mimic+ oe-Mex3a 组

高。见图 9。
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图6　si-NC组与si-Mex3a组流式细胞图
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1：miR-122 mimic+ oe-NC 组； 2：miR-122 mimic+oe-Mex3a 组。

图7　miR-122 mimic + oe-NC组与miR-122 mimic + 

oe-Mex3a组蛋白条带图

表 5　miR-122 mimic+oe-NC组与miR-122 mimic + oe-Mex3a组不同时间点细胞吸光度值比较 （x±s）

组别

miR-122 mimic + oe-NC 组

miR-122 mimic + oe-Mex3a 组

0 h

0.37±0.04

0.39±0.04

24 h

0.49±0.04

0.56±0.05

48 h

0.71±0.07

0.89±0.09

72 h

1.05±0.11

1.38±0.15
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3 讨论

膀胱癌作为世界上最常见的异质性和恶性癌

症之一，每年新增约 40 万例[1]。65 岁以上的老年人

通常更容易患膀胱癌，男性膀胱癌发病率约为女

性 的 4 倍[19]。 大 多 数 膀 胱 癌 患 者 有 膀 胱 移 行 细 胞

癌，其次是膀胱鳞状细胞癌和膀胱腺癌[20]。事实

上，内在因素和外在因素都与这种多因素人类癌

症类型的发病机制有关[21]。具体而言，职业和环境

暴露于致癌物 （如吸烟） 是膀胱癌最常见的致病

因素，占 30%～50%[22]。然而对膀胱癌在分子水平

上的致病性了解不足限制了其临床治疗的进展。

越来越多的证据表明，miRNAs 在各种疾病的

发 病 、 发 展 和 恢 复 中 起 着 关 键 作 用 ， 包 括 癌 症 、

糖尿病、中枢神经系统疾病和脑血管疾病[23]，并参

与基因的转录调节[24]。有研究表明，miRNAs 在细

胞 生 长 和 增 殖 等 生 物 过 程 中 发 挥 作 用 ， 许 多

miRNAs 有可能成为治疗癌症和代谢性疾病的治疗

靶点[25-26]。有研究证实，miR-3065-3p 通过靶向细

胞因子受体样因子 1 促进结直肠癌的干性和迁移

性[27]。此外有研究表明，miR-143-3p 和 miR-495-

3p 共同靶向细胞周期蛋白依赖激酶 1，从而抑制宫

颈癌的发生、发展[28]。本研究结果发现，膀胱癌中

miR-122 低表达，过表达 miR-122 可以明显抑制膀

胱癌细胞的增殖和迁移，促进细胞凋亡。

为 识 别 miR-122 的 下 游 靶 标 ， 笔 者 通 过

StarBase 生物信息学网站分析发现 miR-122 与 Mex3a

存 在 结 合 位 点 。 Mex3a 属 于 人 类 Mex3 基 因 家 族 ，

Mex3 基 因 包 含 2 个 异 质 核 糖 核 蛋 白 K 同 源 （KH）

结构域 （命名为 KH1 和 KH2），这 2 个氨基酸的保

守区域通过 KH 结构域结合 RNA[13]。目前，有研究

表明，Mex3a 在 mRNA 的转录后过程和基因表达中

起关键作用[13]。Mex3a 基因表达可能与恶性肿瘤的

发展和进展密切相关。有研究发现敲除 Mex3a 可抑

制人胃癌细胞的生长和迁移，但具体的生物学机

制不清楚[15]。有研究发现，Mex3a 在肠道分化、极

性和干性特征中起着至关重要的作用，这可能通

过抑制 CDX2 引起癌变[30]。研究发现，Mex3a 可以

通过抑制 Akt 信号通路和 EMT 参与宫颈癌的抗肿瘤

活性[31]。通过双萤光素酶实验证实 miR-122 靶向结

合 Mex3a，过表达 miR-122 后 Mex3a 的表达水平明

显 降 低 ， 证 明 miR-122 可 以 负 向 调 控 Mex3a 的 表

达。敲低 Mex3a 通过抑制 PI3K/Akt 信号通路而抑制

膀 胱 癌 细 胞 的 恶 性 生 长 。 此 外 ， 本 研 究 还 发 现 ，

进一步过表达 Mex3a，可以部分逆转 miR-122 mimic

对膀胱癌细胞恶性生长的抑制作用。

综 上 所 述 ， miR-122 通 过 抑 制 Mex3a 的 表 达 ，

抑制 PI3K/Akt 信号通路，从而抑制膀胱癌细胞的增

殖、迁移，促进其凋亡。这些结果表明 miR-122 参

与膀胱癌的进展，也可以作为膀胱癌的预后生物

标志物，为膀胱癌提供了一个新的潜在治疗靶点。
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