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miR-1271-5p在肾细胞癌组织和细胞中的表达及其对A-498细胞增殖及

凋亡的影响
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湖北 武汉 430014；b.附属梨园医院 耳鼻喉科，湖北 武汉 430077）

[摘 要] 目的: 探讨miR-1271-5p在肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）组织和细胞系中的表达及其对RCC细胞株A-498增

殖及凋亡的影响。方法：用实时荧光定量PCR（qPCR）检测手术切除并经病理确诊为RCC组织和癌旁组织，以及RCC细胞系

ACHN、A498、HK-2、786-O、CaKi-1和人胚肾细胞株HEK293中miR-1271-5p的表达水平。用miR-1271-5p（实验组）和miR-NC

（对照组）分别转染A-498细胞。通过生物信息学预测鸟嘌呤交换因子DOCK1为miR-1271-5p可能的靶基因，构建DOCK1基因

的 3’UTR 野生型及突变体序列双荧光素酶报告基因载体并进行荧光素酶活性检测，qPCR检测两组细胞中DOCK1 mRNA表达

水平，Western blotting检测两组细胞中DOCK1、p-ERK、p-AKT、Bcl-2 和Bax蛋白的表达情况，MTS法、集落形成实验和流式细胞

术检测A-489细胞增殖、集落形成数目和凋亡情况。结果：RCC组织和细胞系中miR-1271-5p表达水平显著低于癌旁组织和人

胚肾HEK293细胞（均P<0.01）。双荧光素酶报告基因系统结果显示DOCK1是miR-1271-5p的靶基因(P<0.01)。与miR-NC组细

胞相比，miR-1271-5p组A-498 细胞中DOCK1 mRNA的表达水平显著下降(P<0.01)；DOCK1、p-ERK、p-AKT、Bcl-2蛋白表达水平

显著下调(P<0.05)，Bax蛋白明显上调(P<0.05)；A-498细胞增殖活力显著降低(P<0.01)；集落形成数显著减少(P<0.05)；细胞凋亡

率显著增高(P<0.01)。结论：RCC组织和细胞系中miR-1271-5p表达下调，通过干扰DOCK1基因表达能明显抑制A-489细胞的

增殖及诱导其凋亡，miR-1271-5p可能成为未来RCC治疗的分子靶标。
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Expression of miR-1271-5p in renal cell carcinoma and its effect on proliferation
and apoptosis of A-498 cells

WANG Yonga, GUO Yongliana, CHEN Lina, LI Guohaoa, YING Chengchenga, CHENG Weib (a. Department of Urol-

ogy, the Central Hospital of Wuhan, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wu-

han 430014, Hubei，China；b. Department of Otolaryngology, Liyuan Hospital Affiliated to Tongji Medical College,

Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430077, Hubei，China)

[Abstract] Objective:: To investigate the expression of miR-1271-5p in renal cell carcinoma（RCC）tissues and cell lines and its effect

on the proliferation and apoptosis of RCC A-498 cell line. Methods:: Pathologically confirmed RCC tissues and para-cancerous tissues

were collected. Real-time fluorescent quantitative PCR（qPCR）was used to analyze the expression of miR-1271-5p in collected RCC

tissues and RCC cell lines (ACHN, A498, HK-2, 786-O, CaKi-1) as well as human embryonic kidney cell line HEK293. miR-1271-5p

(experiment group) and miR-NC (control group) were transfected into A-498 cells, respectively. Bioinformatics predicts that DOCK1 is

a possible target gene for miR-1271-5p. Double luciferase reporter gene vector of DOCK1 gene 3 'UTR (both wild and mutant type)

were constructed and the luciferase activity was detected. The expression of DOCK1 mRNA was detected by qPCR. Western blotting

was used to analyze the protein expressions of DOCK1, p-ERK, p-AKT, Bcl-2 and Bax in two groups of cells. MTS assay and colony

formation assay were performed to detect cell viability and proliferation. Cell apoptosis was analyzed by flow cytometry. Results：：

Compared with para-cancerous tissue and human embryonic kidney cells, the expression of miR-1271-5p was significantly decreased in
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RCC tissues and cell lines (P<0.01). Double luciferase reporter gene system showed that DOCK1 is a target gene of miR-1271-5p (P<

0.01). Compared with miR-NC transfected cells, the expression of DOCK1 mRNA in A-498 cells transfected with miR-1271-5p was

significantly decreased (P<0.01); the protein expressions of DOCK1, p-ERK, p-AKT and Bcl-2 were significantly down-regulated（P<

0.05）while the expression of Bax protein was significantly up-regulated (P<0.05); The viability and colony formation of A-498 cells

was significantly decreased (all P<0.01), while apoptosis was significantly increased (P<0.01). Conclusion:: miR-1271-5p was down-

regulated in RCC tissues and cell lines. miR-1271-5p significantly inhibited the proliferation and induced apoptosis of RCC A-489 cell

by interfering with the expression of DOCK1 gene. This provides a theoretical basis for miR-1271-5p as a promise molecular target in

RCC treatment.

[Key words] renal cell carcinoma; miR-1271-5p; DOCK1 gene; proliferation; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(1): 40-44 DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.01.007]

肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）约占成人

恶性肿瘤的 3%，占肾肿瘤的 90%~95%，其发病率逐

年上升[1]。RCC对放化疗均不敏感，部分或根治性肾

切除术是早期RCC的主要治疗方式[2]。然而，仍有众

多患者的预后并不理想，因此新型分子靶向治疗手

段已经逐渐成为未来RCC治疗的方向。微小RNA

（miRNA）是一类高度保守的非编码单链 RNA，对

RCC及多种肿瘤的生物学功能均起着关键的调控作

用[3]。miR-1271-5p是一种在多种肿瘤（如卵巢癌、胃

癌、口腔鳞状细胞癌、胰腺癌等）中明显低表达并具

有显著抑癌作用的miRNA，可成为潜在的分子治疗

靶点[4-7]，但其在RCC的作用尚未见报道。本课题利

用实时荧光定量PCR（qPCR）法检测miR-1271-5p在

RCC 组织及细胞系中的表达水平，通过转染 miR-

1271-5p 来验证 miR-1271-5p 的下游靶基因及其对

RCC细胞增殖及凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 标本来源、细胞系和主要试剂

采用 2016年 7月至 2017年 4月期间华中科技大

学同济医学院附属武汉市中心医院泌尿外科手术切

除并经病理确诊为RCC的8例癌组织及癌旁组织标

本，标本采集后立即置于液氮中保存。所有患者术

前均未接受过放化疗，临床样本的获取均经伦理学

委员会同意，患者均签署知情同意书。

人胚肾细胞系HEK293和人RCC细胞系ACHN、

A498、HK-2、786-O及CaKi-1购于中国科学院生物化学

与细胞生物学研究所。DMEM培养基和胎牛血清（FBS）

购于美国Gibco公司，miR-1271-5p和miR-NC购于广州

锐博生物科技有限公司，Opti-MEM 培养基、Lipo-

fectamineTM2000转染试剂和pMIR-Report Luciferase载

体购于美国 Invitrogen公司，双荧光素酶报告基因检测

试剂盒购于美国Promega公司，一抗β-Actin、DOCK1、

p-ERK、p-AKT、Bcl-2和Bax蛋白购于美国Cell Signaling

Technology公司，辣根过氧化物酶（horseradish perox-

idase，HRP）标记的二抗购于美国Affinity公司，qPCR试

剂盒购于日本TaKaRa公司，MTS试剂盒购于美国Sigma

公司，Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒购于武

汉博士德生物工程有限公司。PCR引物由上海生工生

物工程有限公司合成。

1.2 细胞培养及转染

实验用细胞在37℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱

中培养，使用含 10%FBS的DMEM培养基培养人胚

肾细胞和人RCC细胞。参照LipofectamineTM 2000转

染试剂说明书进行转染实验，以对数生长期的细胞

为转染对象，分为实验组（转染miR-1271-5p）和对照

组（转染miR-NC）。具体操作如下：将miRNA溶解于

Opti - MEM 培养基中孵育 5 min，同时另取 Lipo-

fectamineTM 2000 加入 Opti - MEM 培养基中孵育 5

min，混合后室温静置 15 min。将混合物加入各组细

胞中，24 h后更换新鲜培养基。

1.3 生物信息学预测miR-1271-5p可能的靶基因

利用 microRNA. org 靶基因预测网站（http://

www.microrna.org/microrna/home.do）进行分析，检索

词为miR-1271-5p，检索DOCK1是否为miR-1271-5p

的靶基因。

1.4 双荧光素酶报告质粒的构建及检测

将DOCK1基因 3’UTR野生型及其突变体序列

分别连入双荧光素酶报告基因载体，构建重组质粒

pMIR-Report-DOCK1-3’UTR 野生型和突变体。以

对数生长期、细胞汇合度为50%的细胞为转染对象，

将重组质粒分别与miR-1271-5p、miR-NC共同转染

A-498细胞，实验分为 4组：DOCK1-3’UTR mt+miR-

1271-5p、DOCK1 - 3’UTR wt + miR - NC、DOCK1 - 3’

UTR mt+miR-NC 和 DOCK1-3’UTR wt+miR-1271-

5p。培养48 h后，吸去培养基，按照双荧光素酶检测

试剂盒说明书，检测各组萤火虫荧光素酶和海肾荧

光素酶活性，计算各组相对发光比率，根据比值比较

两组细胞报告基因的激活程度。

1.5 qPCR 检测 RCC 组织及细胞中 miR-1271-5p 和

DOCK1 mRNA的表达

提取RCC组织或细胞中总RNA，逆转录为cDNA。
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使用qPCR试剂盒及相应引物通过PCR仪进行扩增检

测。引物序列：DOCK1 上游为 5' - ACCGAGGTTA-

CACGTTACGAA-3'，下游为 5'-TCGGAGTGTCGTG-

GTGACTT - 3'；GAPDH 上 游 为 5' - TCCCATCAC-

CATCTTCCA-3'，下游为5'-CATCACGCCACAGTTTCC-

3'。反应条件：95 oC 10 s，60 oC 30 s，72 oC 10 s，共40个

循环。以U6为内参检测miR-1271-5p的相对表达量，

以GAPDH为内参检测DOCK1 mRNA的相对表达量，

以2-ΔΔCt值表示DOCK1 mRNA相对表达水平。实验重

复4次。

1.6 Western blotting 检测转染 miR-1271-5p 后细胞

DOCK1及相关蛋白的表达

转染 48 h 后，胰酶消化收集细胞，提取总蛋

白。每个样品蛋白以 30 μg 上样量加至 SDS -

PAGE 2 h，转膜至PVDF 膜后，封闭液室温下封闭1

h，一抗（1∶1 000）4℃下孵育过夜，二抗（1∶5 000）室

温下孵育1 h，ECL显影液曝光显影，检测DOCK1、p-

ERK、p-AKT、Bcl-2和Bax蛋白表达水平，使用 Image

J软件分析条带灰度值。实验重复4次。

1.7 MTS法检测转染miR-1271-5p后A-498细胞的

增殖活力

接种两组细胞于96孔板中（3×103个/孔），每组设

4个复孔，分别于接种后第 1、2、3、4天进行检测。在

各个时相点，取出待检测的 96孔培养板，弃上清；在

避光条件下，每孔加入110 μl MTS液，培养箱内培养

2 h 后，酶标仪检测每孔在 490 nm 波长处的光密度

（D）值。实验重复4次。

1.8 集落形成实验检测转染 miR-1271-5p 后 A-498

细胞的集落形成数

两组细胞转染48 h后，胰酶消化收集细胞，重悬

制备单细胞悬液，按 1×103个细胞/孔接种于 6孔板，

每组设 4 个复孔，连续培养 10 d。用 1 ml 甲醇固定

10 min，后 0.1%结晶紫溶液固定 20 min，流水冲洗，

取集落均匀的4个视野统计集落数。实验重复4次。

1.9 Annexin V-FITC/PI检测转染miR-1271-5p后A-

498细胞的凋亡率

两组细胞转染 48 h后，细胞常规消化离心，PBS

溶液洗 2次，加入 500 μl结合缓冲液重悬细胞，分别

加入Annexin V-FITC和PI染液各5 μl，充分混匀后避

光染色20 min，流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验重

复4次。

1.10 统计学处理

采用 SPSS19.0统计软件进行数据分析，所有计

量数据均以 x̄±s表示，组间差异比较采用 t检验。以P

<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-1271-5p在RCC组织和细胞中低表达

qPCR检测结果显示，RCC组织中miR-1271-5表

达水平显著低于癌旁组织（t=3.90，P<0.01；图 1A）；

RCC细胞系ACHN、A498、HK-2，786-O和CaKi-1中

miR-1271-5表达水平显著低于人胚肾HEK293细胞

（t=7.71，12.15，3.08，6.39，3.34，均P<0.05；图 1B），其

中A498细胞中miR-1271-5p下降的最为明显（因此，

后续实验选用该细胞）。

△△P<0.01 vs Para-cancer tissue；*P<0.01，**P<0.01 vs HEK293 cell

图1 肾细胞癌组织（（A））和细胞系（（B））中miR-1271-5p的表达

Fig. 1 Expression of miR-1271-5p in RCC tissue（（A））and cell lines（（B））

2.2 转染miR-1271-5p后A498细胞高表达miR-1271-5p

qPCR检测结果显示，转染后组A498细胞中miR-

1271 - 5 表达水平显著高于 miR-NC 组（1 300.03 ±

433.27 vs 1.02 ± 0.22，t=6.00，P<0.01）。

2.3 DOCK1是miR-1271-5p的靶基因

经 microRNA.org 靶基因预测网站分析（图 2）表

明，DOCK1是miR-1271-5p的靶基因。

双荧光素酶报告基因法检测结果（图3）显示，转
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染48 h后，DOCK1-3’UTR wt + miR-1271-5p组细

胞的荧光素酶活性明显低于DOCK1-3’UTR mt+miR-

1271-5p组（P<0.01）；DOCK1-3’UTR wt+miR-NC细胞

荧光素酶活性与DOCK1-3’UTR wt + miR-NC荧光素

酶活性比较，差异无统计学意义(P>0.05)。结果也表明，

DOCK1为miR-1271-5p的靶基因。

mirSVR score: -1.1276；PhastCons score: 0.5611

图2 miR-1271-5p作用结合的碱基序列位于

DOCK1 mRNA3’’UTR

Fig.2 The binding sequence of miR-1271-5p locates

at DOCK1 mRNA3'UTR

**P<0.01 vs DOCK1-3’UTR mt+miR-1271-5p

1：DOCK1-3’UTR mt + miR-1271-5p；2：DOCK1-3’UTR wt +

miR-NC；3：DOCK1-3’UTR mt + miR-NC；4：DOCK1-3’UTR

wt + miR-1271-5p

图3 双荧光素酶验证DOCK1是miR-1271-5p靶基因

Fig. 3 DOCK1 was the target gene of miR-1271-5p proved by

double luciferase validation

2.4 miR-1271-5p转染后A-498细胞DOCK1 mRNA

低表达

qPCR检测结果显示，转染miR-1271-5p后，miR-

1271-5p 组 A498 细胞 DOCK1 mRNA 表达水平明显

低于miR-NC组细胞（0.50±0.15 vs 1.00±0.10，t=5.58，

P<0.01）。

2.5 转染miR-1271-5p后A498细胞DOCK1、p-ERK、

p-AKT、Bcl-2和Bax蛋白的表达

Western blotting检测结果（图4）显示，与miR-NC

组比较，miR-1271-5p组A498细胞DOCK1蛋白表达

水平明显下调（t =4.21，P<0.05）；DOCK1蛋白下游靶

蛋白 p-ERK和 p-AKT表达水平也明显下调（t =4.62，

2.58；均P<0.05）；细胞凋亡相关蛋白Bcl-2表达下调

（t =5.39，P<0.01），Bax蛋白表达明显上调（t =2.89，P

<0.05）。

图 4 转染miR-1271-5p后A-498细胞DOCK1蛋白及其相关

蛋白的表达

Fig. 4 Expressions of DOCK1 protein and related proteins

in A-498 cells after transfection with miR-1271-5p

2.6 转染miR-1271-5p后A-498细胞的增殖活性降低

MTS 法检测结果（图 5）显示，转染第 5 天起，

miR-1271-5p 组 A-498 细胞的增殖活性显著低于

miR-NC 组细胞（0.79±0.10 vs 1.28±0.09，t=7.49，P<

0.01）。

**P<0.01 vs miR-NC group

图5 转染miR-1271-5p后A-498细胞的增殖活性变化

Fig. 5 Chages of proliferation ability of A-498 cell line after

transfection with miR-1271-5p

2.7 转染miR-1271-5p后A-498细胞的集落形成数

减少

集落形成实验结果表明，转染miR-1271-5p后，

miR-1271-5p组A-498细胞的减少集落形成数显著低

于miR-NC组细胞[（68.5±14.43）vs（141.55±37.50）个,

t=3.64，P<0.05]。

2.8 转染miR-1271-5p后A-498细胞的凋亡率增高

流式细胞术检测结果显示，miR-1271-5p 组 A-

498细胞的凋亡率显著高于miR-NC组细胞[（12.74±
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2.98）% vs（2.76±0.99）%，t=6.36，P<0.01]。

3 讨 论

miRNA通过RNA干扰效应可特异性干扰癌基因

的表达，抑制肿瘤细胞的增殖和转移，诱导肿瘤细胞分

化和凋亡，在肿瘤治疗方面具有广阔的应用前景[8]。miR-

1271-5p是miR-1271的成熟剪辑体之一，参与调控多种

肿瘤细胞的生物学行为。miR-1271-5p在卵巢癌、胃癌、

肝癌、口腔鳞状细胞癌、胰腺癌、子宫内膜癌和前列腺

癌等多种肿瘤中表达下调，其低水平表达与部分肿瘤

的不良预后相关，可抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，

发挥抑癌作用[4-7,9-11]。然而，miR-1271-5p在某些肿瘤中

表现为促癌作用，可增强非小细胞肺癌细胞的增殖能

力和侵袭性[12]。截至目前，尚未见miR-1271-5p在RCC

中的作用研究报道。

本研究发现，RCC组织中的miR-1271-5p表达水

平明显低于癌旁组织，提示miR-1271-5p对RCC的发

生发展可能具有抑制作用。通过生物信息学分析及

双荧光素酶报告基因检测，验证 DOCK1 是 miR -

1271-5p的靶基因。DOCK1基因属于DOCK家族蛋

白，整合素通路组分之一，DOCK1可通过活化ERK、

AKT等下游蛋白，促进细胞增殖与抑制细胞凋亡[13]。

本研究中将miR-1271-5p转染至RCC细胞株A-498，

其 DOCK1 mRNA 和蛋白的表达水平均明显下降；

DOCK1 下游蛋白 p - ERK、p-AKT 表达明显下调。

Bax和Bcl-2蛋白是目前研究较多的凋亡相关蛋白，

可以通过线粒体通路诱导细胞凋亡[14]。Bax高表达，

则促进细胞凋亡；Bcl-2高表达，则抑制细胞凋亡[15]。

本研究结果显示，miR-1271-5p组细胞Bax表达明显

上调，Bcl-2表达明显下调，提示细胞凋亡增加。细胞

功能实验进一步表明miR-1271-5p可显著抑制RCC

细胞增殖，促进细胞凋亡。

综上所述，RCC 组织中 miR-1271-5p 表达明显

降低，miR-1271-5p可通过干扰DOCK1基因的表达，

显著抑制RCC细胞增殖，诱导细胞凋亡，miR-1271-

5p可能成为RCC治疗的新潜在靶标。
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