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miR-3195对人喉癌Hep-2细胞增殖的抑制作用及其机制
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[摘 要] 目的：探讨miR-3195对喉癌Hep2细胞增殖的影响及其分子机制。方法：选取2008年1月至2012年8月期间在南华

大学教学医院郴州市第一人民医院耳鼻喉科收治的29例喉癌患者的喉癌组织及其相应的癌旁组织标本，采用qPCR检测miR-3195

在喉癌和癌旁组织中的表达；构建miR-3195在喉癌Hep-2细胞中稳定高表达的细胞株，采用MTT法观察miR-3195稳定高表达组

和对照组的增殖情况；建立裸鼠移植瘤模型，观察miR-3195稳定高表达的人喉癌细胞株Hep-2在裸鼠体内增殖的情况。利用生

物信息学预测 miR-3195 的靶基因，构建 TBX1 3'UTR 的荧光素酶载体，双荧光素酶检测系统检测其荧光素酶活性；Western

blotting检测稳定高表达miR-3195组和对照组细胞株的TBX1蛋白表达水平。结果：miR-3195在喉癌组织中的表达明显低于癌

旁组织（P<0.01）；miR-3195上调可抑制Hep-2细胞的增殖（P<0.01），且可明显抑制裸鼠移植瘤瘤体的生长（P<0.05）；双荧光素酶

报告基因检测结果表明miR-3195可能与TBX1靶向结合（P<0.05），同时Western blotting法验证了miR-3195能够抑制TBX1蛋白

的表达（P<0.05）。结论：miR-3195对Hep2细胞有明显的增殖抑制作用，其分子机制可能与负性调控TBX1的表达有关。
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Inhibitory effect of miR-3195 on the proliferation of human laryngeal carcinoma
Hep-2 cells and its mechanism
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the Second Affiliated Hospital of the University of South China, Hengyang 421001, Hunan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of miR-3195 on the proliferation of laryngeal carcinoma Hep-2 cells and its molecular

mechanism. Methods: From January 2008 to August 2012, the laryngeal cancer tissues and their corresponding paracancerous tissues

from 29 patients with laryngeal cancer who were admitted to the Department of Otorhinolaryngology, Chenzhou First People's Hospital

Affiliated to teaching hospital of University of South China were selected for this study. qPCR was used to detect the expression of

miR-3195 in laryngeal carcinoma and the paracancerous tissues; Hep-2 cell line with stable and high expression of miR-3195 was

constructed. The proliferation of miR-3195 over-expressed Hep-2 cells and the control cells was observed by MTT method. A nude

mouse xenograft model was established to observe the proliferation of miR-3195 overexpressed Hep-2 cells in nude mice.

Bioinformatics tools were used to predict the target gene of miR-3195; the luciferase vector of TBX1 3'UTR was constructed, and its

luciferase activity was examined with dual luciferase detection system; Western blotting was used to detect the TBX1 protein

expression in miR-3195 over-expressed cells and control cells. Results: The expression of miR-3195 in laryngeal carcinoma tissues

was significantly lower than that in paracancerous tissues (P<0.01); miR-3195 up-regulation could inhibit the proliferation of Hep-2

cells (P<0.01) and significantly inhibit the growth of transplanted tumors in nude mice (P<0.05); The results of the Dual luciferase

reporter gene assay indicated that miR-3195 might targetedly bind to TBX1 (P<0.05), and Western blotting proved that miR-3195 could

inhibit the expression of TBX1 protein (P<0.05). Conclusion: miR-3195 has a significant inhibitory effect on the proliferation of Hep-2

cells, and its molecular mechanism may be related to the negative regulation of TBX1 expression.
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喉癌是第二大常见的呼吸道恶性肿瘤，其中喉

鳞状细胞癌占喉癌的 85%~95%[1]。近 20年来，尽管

喉癌的治疗取得了很大进展，但大多数晚期喉癌患

者并未取得理想的疗效[2]。因此，深入而详细地了解

喉癌发生和发展的内在分子机制是迫切需要的。

MicroRNAs（miRNAs）是经典的内源性非编码

RNA，通常通过与靶基因3’UTR的特异性结合，在转

录后机制的不同生理和病理过程中发挥关键调节作

用[3]。研究表明，miRNAs在肿瘤的发生和发展中起

着至关重要的作用。miRNAs通过调节他们各自的

靶基因来发挥癌基因或肿瘤抑制因子的作用，而这

些靶基因在不同类型的癌症中通常是不受调控

的[4-5]。有研究报道，miRNAs在喉癌中起到肿瘤抑制

因子[6-10]或促癌因子[11-13]的作用。课题组前期采用

Exqion LNATMmiRNA 芯片检测 4 对喉癌及癌旁组

织中miRNA的表达，发现2倍以上差异表达的miRNAs

有 miR-21-5p、miR-3651、miR-222-3p、miR-1246、

miR-181d、miR-193b-3p 等 22 个 上 调 的 miRNAs

（Foldchange>2，P<0.05）和 miR-99a-5p、miR-195-5p、

miR-3195、miR-101-3p、miR-126-3p 等 20 个下调的

miRNAs（Foldchange<0.5，P<0.05）。在此基础上，课

题组进一步用 qPCR 检测 29 对喉癌组织和相应

的癌旁组织中 5 个 miRNA 的表达水平，发现其中

miR-3195的表达显著降低，推测其可能与喉癌的发

生发展有关。本研究旨在探讨miR-3195和喉癌的关

系，寻找调控miR-3195的靶基因，探索miR-3195对

靶基因的调控作用，为后续的喉癌基因治疗奠定实

验基础。

1 资料与方法

1.1 临床资料

采集 2008年 1月至 2012年 8月期间在南华大学

教学医院郴州市第一人民医院耳鼻喉科收治的29例

喉癌患者手术切除癌组织及其相应离癌灶边缘5 cm

以上的癌旁组织，其中男性 18 例、女性 11 例；年龄

49~76岁，平均年龄（60±2）岁。所有患者手术前均未

进行抗肿瘤治疗，并于术后经病理首次确诊为喉癌

低分化鳞癌。根据UICC分级标准对患者进行TNM

分期，其中Ⅰ期3例，Ⅱ期5例，Ⅲ期10例，Ⅳ期11例。

所有标本及临床资料的收集均经南华大学郴州市第

一人民医院医学伦理委员会批准，征得患者或家属

同意并签署知请同意书。

1.2 细胞株、动物和主要试剂

人喉癌鳞状细胞癌Hep2细胞由湖南大学化学生

物传感与计量学国家重点实验室的何春梅老师惠

赠，人肾上皮HEK 293T细胞由上海市肿瘤研究所惠

赠。雄性、体质量（18～20）g、6周龄的SPF级BALB/c

裸鼠 18只（动物合格证号：BJVRL-MR-20160405）购

自北京维通利华有限公司，饲养于南华大学实验动

物中心 SPF环境（动物中心饲养合格证书号：SYXK

湘2015-0001）。

胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公

司 ，RPMI 1640 培养基购自美国 HyClone 公司 ，

TRIzolol®Reagent 试 剂 购 自 美 国 Invitrogen Life

Technologies 公司，SYBR Premix EX TaqTM 试剂盒

及 PrimeScriptTMRT Reagents Kit逆转录试剂盒均购

自日本TaKaRa公司，双荧光素酶报告基因试剂盒购

自美国Promega公司，BCA试剂盒购自美国Pierce公

司，TBX1和β-actin抗体购自英国Abcam公司，qPCR

引物（内参SnRNA U6及miR-3195）购自广州锐博生

物技术有限公司。

1.3 细胞培养和慢病毒载体构建

将人喉癌鳞状细胞癌 Hep-2 细胞和人肾上皮

HEK 293T细胞分别置于含有10%胎牛血清和1%双

抗的培养基中，在 37 ℃ 5%CO2培养箱中常规培养。

当细胞汇合至培养瓶的 80%～90%时用 5%的胰蛋

白酶消化细胞进行传代，取对数生长期的细胞用于

后续实验。

构建慢病毒包装载体pshRNA-miR3195，上游序列

为 5'-GATCCGCAGCCGCCGCGCCGGGCCCGGGTT

GGCCGCTGACCCCCGCGGGGCCCCCGGCGGCC

GGGGCGGGGGCGGGGGCTGCCCCGGTTTTTG-3',

下游序列为5'-AATTCAAAAACCGGGGCAGCCCCCG

CCCCCGCCCCGGCCGCCGGGGGCCCCGCGGGGG

TCAGCGGCCAACCCGGGCCCGGCGCGGCGGCT

GCG-3'，加入BamHⅠ/EcoRⅠ酶切位点，克隆至pshRNA-

miR慢病毒载体中测序，包装慢病毒，稳定转染Hep2细

胞，筛选出过表达miR-3195的Hep-2人喉癌细胞株。

将细胞分为3组：miR-3195过表达Hep-2组（miR-3195

up/Hep-2）、空载体Hep-2组（NC/Hep-2）和Hep-2组。以

qPCR法检测转染效果。

1.4 qPCR法检测喉癌及癌旁组织和Hep-2细胞中

miR-3195的表达

提取喉癌及癌旁组织和上述 3组Hep-2细胞总

RNA后，测定总RNA的浓度，用逆转录试剂盒将总

RNA 逆 转 录 为 cDNA, 参 照 TaKaRa 公 司 SYBR

Premix EX TaqTM试剂盒说明书配置反应体系。反

应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，40个循环；

95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。实验结果以2-∆∆Ct法

计算miR-3195的相对表达量。

1.5 建立裸鼠移植瘤模型

将 18 只裸鼠随机分为 3 组：miR-3195 过表达

Hep-2组，空载体Hep-2组和Hep-2组，每组 6只。选

择对数生长期的 miR-3195 过表达 Hep-2、空载体

Hep-2 和 Hep-2 细胞，调整细胞密度为 2×106个/ml。

取 0.2 ml的细胞悬液，接种于裸鼠左大腿背侧皮下。

接种后观察裸鼠一般情况及成瘤情况，肉眼可见移

植瘤出现后，每3 d用游标卡尺测量移植瘤的长（a）短

（b）径并计算移植瘤的体积（V）=1/2ab2。当移植瘤体

积达到100 mm3左右时（接种后20 d左右），采用颈椎

脱位法处死裸鼠，完全剥离肿瘤，用电子秤称量移植

瘤的瘤体质量。各组取部分移植瘤组织用10%甲醛

固定，其余部分在-80 ℃超低温冰箱保存。将固定好

的 3组肿瘤组织脱水、石蜡包埋、切片，H-E染色，然

后在10倍的光镜下观察组织学变化。

1.6 MTT法检测各组Hep2细胞的增殖能力

将miR-3195过表达Hep-2组、空载体Hep-2组和

Hep-2组 3组细胞以 5×103个/孔接种到 96孔板中，设

5个平行孔，于37 ℃、5%CO2恒湿培养箱中培养。分

别于接种后 24、48、72、96、120 h每孔加入 20 μl MTT

液（注意避光），继续孵育4 h后，弃掉孔内的混合液，

每孔加入 150 μl DMSO，振荡 10 min后上酶标仪检

测 490 nm波长处的光密度（D）值，并绘制细胞生长

曲线。

1.7 双荧光素酶报告质粒的构建及检测

利用 miRNA 靶基因预测软件 miRanda、miRDB

预测可能受 miR-3195 3' UTR 调控的特异性靶基因

（网址为miRDB：http://www.mirdb.org/）。

双荧光素酶报告基因检测miR-3195与TXB1之

间的靶向关系，通过PCR技术将软件预测的TXB1基

因3' UTR序列中与miR-3195的结合位点前后所需的序

列从Hep-2细胞中扩增出来，插入荧光素酶报告载体

pcDNA3.1-Luci，获得重组载体pcDNA3.1-Luci/TXB1

3' UTR。上游引物：5'-CGGAATTCAGGTACTCAG

GTTTCAGAGCCC-3'，下游引物：5'-GCTCTAGATG

ACAGGGACCAGAGAATTTT-3'，引入EcoRⅠ、XbaⅠ

双酶切位点。将重组TXB1基因 3' UTR荧光素酶报

告基因质粒和miRNA mimics共转染293T细胞，按照

双荧光素酶报告基因试剂盒操作方法测定荧光素酶

活性。

1.8 Western blotting法检测各组Hep-2细胞TBX1蛋

白的表达

各组细胞用预冷的PBS缓冲液洗涤2次，然后加

入预冷的蛋白裂解液提取蛋白。用BCA试剂盒测定

上清液中蛋白质浓度。样品孔内分别加入 20 μg各

组样品，用SDS-PAGE分离，转至PVDF膜，封闭液封

闭15 min，相应一抗4 ℃孵育过夜，洗膜3次，相应二

抗（鼠抗 IgG）在室温下摇床孵育 1.5 h，洗膜 3次，显

影剂显影。

1.9 统计学处理

上述相关实验均进行3次重复。采用SPSS 19.0

统计学软件进行分析，正态分布的计量数据以 x̄±s表

示，两组均数间比较采用 t检验，多组间均数比较先

行方差齐性检验后再行单因素方差分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-3195在喉癌组织中低表达

qPCR检测结果（图 1）显示，29例患者喉癌组织

中 miR-3195 的表达水平显著低于相应的癌旁组织

[（1.821±1.145）vs（4.031±3.654），P<0.01]。

**P<0.01 vs Paracancerous tissues

图1 miR-3195在喉癌组织中低表达

Fig.1 miR-3195 was low expressed in laryngeal

carcinoma tissues

2.2 pshRNA-miR3195/Hep-2转染后Hep-2细胞中的

miR-3195表达显著升高

构建慢病毒包装载体 pshRNA-miR3195，并稳

定转染喉癌细胞系 Hep-2 后 ，用 qPCR 法检测

miR-3195 up/Hep-2组、NC/Hep-2组和Hep-2组 3组细

胞中miR-3195 的表达水平（图2），miR-3195 up/Hep-2

组细胞中的 miR-3195 的表达明显升高（P<0.01）。

2.3 miR-3195稳定高表达后显著抑制喉癌Hep-2细

胞的增殖

MTT法检测结果（图3）显示，miR-3195 up/Hep-2

组、NC/Hep-2 组和 Hep-2 组 3 组细胞培养 5 d后，

miR-3195 up/Hep-2组细胞在每个时间点的增殖均

明显低于 NC/Hep-2 组和 Hep-2 组（P<0.01），说明

miR-3195 的高表达可显著抑制喉癌 Hep-2 细胞的

增殖。

2.4 过表达miR-3195显著抑制裸鼠移植瘤的生长

建立了裸鼠皮下移植瘤模型，成瘤率为 100%。
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Hep-2组，空载体Hep-2组和Hep-2组，每组 6只。选

择对数生长期的 miR-3195 过表达 Hep-2、空载体

Hep-2 和 Hep-2 细胞，调整细胞密度为 2×106个/ml。

取 0.2 ml的细胞悬液，接种于裸鼠左大腿背侧皮下。

接种后观察裸鼠一般情况及成瘤情况，肉眼可见移

植瘤出现后，每3 d用游标卡尺测量移植瘤的长（a）短

（b）径并计算移植瘤的体积（V）=1/2ab2。当移植瘤体

积达到100 mm3左右时（接种后20 d左右），采用颈椎

脱位法处死裸鼠，完全剥离肿瘤，用电子秤称量移植

瘤的瘤体质量。各组取部分移植瘤组织用10%甲醛

固定，其余部分在-80 ℃超低温冰箱保存。将固定好

的 3组肿瘤组织脱水、石蜡包埋、切片，H-E染色，然

后在10倍的光镜下观察组织学变化。

1.6 MTT法检测各组Hep2细胞的增殖能力

将miR-3195过表达Hep-2组、空载体Hep-2组和

Hep-2组 3组细胞以 5×103个/孔接种到 96孔板中，设

5个平行孔，于37 ℃、5%CO2恒湿培养箱中培养。分

别于接种后 24、48、72、96、120 h每孔加入 20 μl MTT

液（注意避光），继续孵育4 h后，弃掉孔内的混合液，

每孔加入 150 μl DMSO，振荡 10 min后上酶标仪检

测 490 nm波长处的光密度（D）值，并绘制细胞生长

曲线。

1.7 双荧光素酶报告质粒的构建及检测

利用 miRNA 靶基因预测软件 miRanda、miRDB

预测可能受 miR-3195 3' UTR 调控的特异性靶基因

（网址为miRDB：http://www.mirdb.org/）。

双荧光素酶报告基因检测miR-3195与TXB1之

间的靶向关系，通过PCR技术将软件预测的TXB1基

因3' UTR序列中与miR-3195的结合位点前后所需的序

列从Hep-2细胞中扩增出来，插入荧光素酶报告载体

pcDNA3.1-Luci，获得重组载体pcDNA3.1-Luci/TXB1

3' UTR。上游引物：5'-CGGAATTCAGGTACTCAG

GTTTCAGAGCCC-3'，下游引物：5'-GCTCTAGATG

ACAGGGACCAGAGAATTTT-3'，引入EcoRⅠ、XbaⅠ

双酶切位点。将重组TXB1基因 3' UTR荧光素酶报

告基因质粒和miRNA mimics共转染293T细胞，按照

双荧光素酶报告基因试剂盒操作方法测定荧光素酶

活性。

1.8 Western blotting法检测各组Hep-2细胞TBX1蛋

白的表达

各组细胞用预冷的PBS缓冲液洗涤2次，然后加

入预冷的蛋白裂解液提取蛋白。用BCA试剂盒测定

上清液中蛋白质浓度。样品孔内分别加入 20 μg各

组样品，用SDS-PAGE分离，转至PVDF膜，封闭液封

闭15 min，相应一抗4 ℃孵育过夜，洗膜3次，相应二

抗（鼠抗 IgG）在室温下摇床孵育 1.5 h，洗膜 3次，显

影剂显影。

1.9 统计学处理

上述相关实验均进行3次重复。采用SPSS 19.0

统计学软件进行分析，正态分布的计量数据以 x̄±s表

示，两组均数间比较采用 t检验，多组间均数比较先

行方差齐性检验后再行单因素方差分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-3195在喉癌组织中低表达

qPCR检测结果（图 1）显示，29例患者喉癌组织

中 miR-3195 的表达水平显著低于相应的癌旁组织

[（1.821±1.145）vs（4.031±3.654），P<0.01]。

**P<0.01 vs Paracancerous tissues

图1 miR-3195在喉癌组织中低表达

Fig.1 miR-3195 was low expressed in laryngeal

carcinoma tissues

2.2 pshRNA-miR3195/Hep-2转染后Hep-2细胞中的

miR-3195表达显著升高

构建慢病毒包装载体 pshRNA-miR3195，并稳

定转染喉癌细胞系 Hep-2 后 ，用 qPCR 法检测

miR-3195 up/Hep-2组、NC/Hep-2组和Hep-2组 3组细

胞中miR-3195 的表达水平（图2），miR-3195 up/Hep-2

组细胞中的 miR-3195 的表达明显升高（P<0.01）。

2.3 miR-3195稳定高表达后显著抑制喉癌Hep-2细

胞的增殖

MTT法检测结果（图3）显示，miR-3195 up/Hep-2

组、NC/Hep-2 组和 Hep-2 组 3 组细胞培养 5 d后，

miR-3195 up/Hep-2组细胞在每个时间点的增殖均

明显低于 NC/Hep-2 组和 Hep-2 组（P<0.01），说明

miR-3195 的高表达可显著抑制喉癌 Hep-2 细胞的

增殖。

2.4 过表达miR-3195显著抑制裸鼠移植瘤的生长

建立了裸鼠皮下移植瘤模型，成瘤率为 100%。
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测量结果显示，NC/Hep-2组和Hep-2组肿瘤组织持

续生长，体积明显增大，而miR-3195 up/Hep-2组肿瘤

生长缓慢、肿瘤体积均明显小于NC/Hep-2组和Hep-2

组：第 21 天为（12.713±6.203）vs（124.057±55.97）、

（87.468±19.65）mm3，P<0.05；第24天为（37.268±15.94）

vs（252.708±126）、（164.742±32.30）mm3,P<0.05；第 27

天为（84.858±30.81）vs（526.242±291.0）、（270.69±

51.85）mm3，P＜0.05。详见移植瘤生长曲线（图4A）。

**P<0.01 vs Hep-2 group

图2 miR-3195 过表达Hep-2组细胞中的miR-3195表达升高

Fig.2 The expression of miR-3195 in the miR-3195 up/Hep-2

group was increased

接种后第30天，采用颈椎脱位法处死裸鼠，剥离

肿瘤，移植瘤边界清晰，表面凹凸不平，多个结节融合，表

面均无破裂（图4B）。用电子秤称瘤体质量，结果（图

3C）显示，miR-3195up/Hep-2组的平均瘤体质量明显

低于 NC/Hep-2 组和 Hep-2 组 [（0.1433±0.0409）vs

（0.4550±0.01692）、（0.3517±0.0806）g，均P<0.05]。同

时测量各组移植瘤的最终体积，结果（图 4D）显示，

miR-3195up/HEP-2组肿瘤的平均体积显著低于NC/

Hep-2 组和 Hep-2 组 [（186.125±59.2）vs（779.775±

440.2）、（398.148±71.47）mm³，均P<0.05]。

**P<0.01 vs Hep-2 group

图3 过表达miR-3195显著抑制喉癌Hep-2细胞的增殖

Fig. 3 Over-expression of miR-3195 significantly inhibited

the proliferation of laryngeal cancer Hep-2 cells

*P<0.05 vs Hep-2 or NC/Hep-2 group

A and D: Statistics of xenografts’volume in nude mice; B: The images ofxenografts in nude mice; C: Statistics of xenografts’mass in

nude mice; a: Hep-2 group; b: NC/Hep-2 group; c: miR-3195 up/Hep-2 group

图4 过表达miR-3195显著抑制裸鼠移植瘤的生长

Fig.4 Over-expression of miR-3195 significantly inhibited the growth of xenografts in nude mice

·· 1375



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(12)

2.5 miR-3195靶向结合TXB1的3'UTR

利用 miRNA 靶基因预测软件 miRanda、miRDB

对miR-3195可能调控的特异性靶基因进行预测，结

果（图 5A）显示，TBX1基因可能为miR-3195调控的

靶基因。通过构建TBX1基因 3'UTR与miR-3195结

合位点的荧光素酶报告载体，实验验证miR-3195与

TXB1基因的靶向关系。双荧光素酶报告基因检测

结果（图5B）显示，与miR-NC组相比，miR-3195组的

荧光酶活性值明显降低（P＜0.05），结果表明，miR-

3195与TBX1基因的3'UTR存在碱基序列互补作用，

从而下调荧光素酶的活性。

*P<0.05 vs miR-NC group

A: Bioinformatics analysis demonstrated a complementary

relationship between miR-3195 and TXB1 gene; B: Luciferase

experiments verified the targeted relationship between Mir-3195

and TXB1 gene

图5 双荧光素酶报告基因检测荧光素酶活性

Fig. 5 The luciferase activity was detected by Dual-

luciferase reporter gene assay

2.6 过表达 miR-3195 显著抑制 Hep2 细胞中 TBX1

蛋白的表达

Western blotting法检测喉癌Hep-2、NC/Hep-2和

miR-3195 up/Hep-2细胞组中TBX1蛋白的表达，结果（图

6）显示，miR-3195up/Hep-2组的平均灰度值明显小于

Hep-2和NC/Hep-2[（0.602±0.088）vs（1.018±0.079）、

（0.887±0.085），P<0.05]，表明 miR-3195 up/Hep-2 组

TBX1蛋白表达明显减少，结果提示，过表达miR-3195

可显著抑制Hep-2细胞中TBX1蛋白的表达。

3 讨 论

喉癌是一种侵袭性恶性肿瘤，在所有头颈部癌

症中发病率位居第二[14]，喉癌给全世界人民带来了巨

大的经济压力和极高的健康风险。尽管喉癌的诊断

和治疗取得了很大进展，但远期预后仍然较差[15]。为

了探讨miR-3195在喉癌中的表达，本课题组用qPCR

检测 29对喉癌组织和相应的癌旁组织中miR-3195

的表达水平，结果表明，miR-3195在喉癌组织中表达

下调。有文献[16]报道，非小细胞肺癌患者血清中

miR-3195的表达明显下调，且miR-3195高表达的患

者OS明显延长。同时有研究[17]报道，发现相较于正

常组织，年轻患者前列腺癌中miR-3195的表达显著

下调。本课题组研究也发现在喉癌中miR-3195表达

下调。为了探索miR-3195在喉癌发生发展中的作用

及其可能的机制，课题组构建了miR-3195稳定高表

达的细胞株，开展了体外（MTT实验）和体内（裸鼠移

植瘤）实验，结果发现miR-3195过表达的细胞株相较

于对照组与空白组生长缓慢，移植瘤也相对较小。

结果说明，miR-3195过表达后能够抑制喉癌细胞生

长，miR-3195在喉癌中具有抑癌作用。

*P<0.05 vs Hep-2 group

A: Western blotting detection; B: Statistics of relative

expression of TBX1

图6 过表达miR-3195显著抑制Hep-2细胞TBX1蛋白的表达

Fig. 6 Over-expression of miR-3195 significantly inhibited

the expression of TBX1 protein in Hep-2 cells

为了进一步研究 miR-3195 在喉癌中的作用机

制，用生物信息学分析和荧光素酶实验发现TBX1基

因为miR-3195调控的靶基因。TBX1是转录因子T-

box家族的成员，其特征被称为是T-box的保守DNA

结合域[18]。在最近研究[19]中发现，TBX1水平失调与

甲状旁腺肿瘤模型相关。沉默细胞内的TBX1可以

诱导细胞周期阻滞于G0/G1期，TBX1可能通过细胞

周期调控来调节细胞生长[18]。本研究荧光素酶实验

提示TBX1受miR-3195的调控，Western blotting法检

测过表达 miR-3195 可显著降低喉癌 Hep-2 细胞中

TBX1蛋白的表达，结果提示，miR-3195可以靶向调

控TBX1并抑制其表达。

综上所述，miR-3195在喉癌中低表达，并可能通

过靶向TBX1抑制喉癌Hep-2细胞的增殖，本研究为
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理解喉癌发生和发展的分子机制提供了新的见解，

miR-3195可能成为喉癌新的预后标志物和潜在的治

疗靶点。
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