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【摘要】　目的　观察ｍｉＲ３７３在视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）细胞中的表达及其对 ＲＢＹ７９细胞侵袭及迁移能力的影
响和相关机制。方法　采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｍｉＲ３７３在 ＲＢ细胞系 ＲＢＹ７９、ＳＯＲＢ５０和人正常视网膜血管
内皮细胞系ＡＣＢＲＩ１８１中的表达水平，并应用脂质体转染法将ｍｉＲ３７３抑制物（ｍｉＲ３７３抑制物组）和阴性对照（ＮＣ组）分别转
染至Ｙ７９细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测Ｙ７９细胞侵袭和迁移能力的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｙ７９细胞中上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关标志物ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达变化。结果　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＲＢ细胞
系Ｙ７９、ＳＯＲＢ５０中ｍｉＲ３７３的相对表达量分别为６．２１±０．３４、５．４０±０．３８，明显高于人正常视网膜血管内皮细胞系ＡＣＢＲＩ１８１
中ｍｉＲ３７３的相对表达量（１．０２±０．０４）（均为Ｐ＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，ｍｉＲ３７３抑制物组迁移细胞数（７４±１３）个，明显
低于ＮＣ组（１８０±１７）个（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ３７３抑制物组侵袭细胞数（５１±９）个明显低于 ＮＣ组（１１３±１４）个（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｍｉＲ３７３抑制物组ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达（０．４０±０．０８）明显高于 ＮＣ组（０．２０±０．０６）（Ｐ＜０．０５），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
蛋白的表达（０．１７±０．０６）也明显低于ＮＣ组（０．５１±０．１０）（Ｐ＜０．０５），ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达（０．１２±０．０６）也明显低于ＮＣ组
（０．３３±０．０８）（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ３７３在ＲＢ细胞中表达异常增高，降低ｍｉＲ３７３的表达能够通过调控ＥＭＴ抑制 ＲＢＹ７９
细胞的侵袭和迁移能力，为ＲＢ的靶向治疗提供了新的潜在靶点。
【关键词】　视网膜母细胞瘤；ｍｉＲ３７３；侵袭；迁移；上皮间质转化
【中图分类号】　Ｒ７７４
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　　视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）是儿童最
常见、危害最大的眼内恶性肿瘤，恶性程度高，严重

危害患儿视力并威胁患儿的生命［１］，并且其发病率

逐年上升［２］。随着分子生物学的发展，分子靶向治

疗已成为有较好前景的新的肿瘤治疗模式。目前

ＲＢ发病及进展机制不明，尚缺乏有效的分子靶向治
疗靶点。ｍｉＲＮＡ是一类非编码小分子 ＲＮＡ，在机体
各种生物学调节过程中发挥着重要的作用，近年来

发现 ｍｉＲＮＡ表达异常与恶性肿瘤密切相关［３４］。

ｍｉＲ３７３属于ｍｉＲＮＡ家族重要成员之一，研究表明
ｍｉＲ３７３在多种恶性肿瘤中表达异常，影响肿瘤细胞
的侵袭及迁移能力［５７］，但目前 ｍｉＲ３７３在 ＲＢ中的
相关研究甚少。Ｙａｎｇ等［８］和 Ｚｈａｏ等［９］研究发现，

ｍｉＲ３７３在ＲＢ组织中表达水平明显增高，推测ｍｉＲ
３７３与ＲＢ的发生发展有关，但其具体的作用机制尚
不清楚。本研究利用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ３７３在 ＲＢ
细胞系中的表达情况，并探讨其对ＲＢ细胞侵袭及迁
移能力的影响和可能的分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　ｍｉＲ３７３抑制物（ｍｉＲ３７３ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ）及阴性对照（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）均购自上海吉玛制药
公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂及ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ逆转录试剂盒和 ｑＲＴＰＣＲ试剂
盒购自大连宝生生物工程公司，ｍｉＲ３７３及 Ｕ６引物
由广东锐博生物公司设计合成，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自
美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，基质胶购自美国 ＢＤ公司，一抗
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ和 ＧＡＰＤＨ均购自
美国ＣＳＴ公司，二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　细胞培养和转染　人 ＲＢ细胞系 Ｙ７９、ＳＯ
ＲＢ５０和人正常视网膜血管内皮细胞系 ＡＣＢＲＩ１８１
均购自美国 ＡＴＣＣ菌种保藏中心，Ｙ７９和 ＳＯＲＢ５０
细胞在ＲＰＭＩ１６４０培养基（含体积分数１０％胎牛血
清）中培养，人正常视网膜血管内皮细胞系 ＡＣＢＲＩ
１８１在ＭＣＤＢ１３１培养基（含体积分数１０％胎牛血
清）中培养。取生长状态良好的 Ｙ７９细胞，接种于６
孔细胞培养板，培养２４ｈ后进行细胞转染操作，操作
严格按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书操作将 ｍｉＲ
３７３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ转染至 Ｙ７９细胞，转染
后６ｈ更换新鲜培养液。转染后细胞分为 ｍｉＲ３７３
抑制物组和ＮＣ组，细胞转染后２４ｈ采用 ｑＲＴＰＣＲ
检测转染效率，进行后续细胞实验。

１．３　ｑＲＴＰＣＲ实验　严格按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书
提取Ｙ７９细胞总ＲＮＡ，利用紫外分光光度计和甲醛
琼脂糖变性对提取的总 ＲＮＡ进行纯度和含量鉴定。
各组取１μｇ总ＲＮＡ，严格按逆转录试剂盒说明书提
供的方法合成ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板，取 ＰＣＲ引物
按照 ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书配置反应体系，应用
ＡＢＩ７５００实时荧光定量 ＰＣＲ仪进行 ＰＣＲ反应。
ｍｉＲ３７３上游引物：５’ＧＡＣＧＧＣＴＣＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＧ

ＧＧＣＴＧＴＡＴＧＣＡＣ３’，下游引物：５’ＧＣＣＡＧＡＡＧＣＴ
ＴＣＣＴＧＣＣＣＴＧＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡＧＧ３’，反应条件：９５℃
３０ｓ；９５℃５ｓ、６０℃２０ｓ，共４０个循环，反应结束后
记录ＰＣＲ仪扩增曲线显示的 Ｃｔ值，以 Ｕ６作为内参
基因，ｍｉＲ３７３相对表达量采用２－△△Ｃｔ法计算，实验
重复３次。
１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭和迁移实验　将基质胶均匀涂
抹Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，将其放置过夜成膜。第２天
取 ２００μＬ含有 １００×１０３个 Ｙ７９细胞的无血清
ＤＭＥＭ培养基加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，小室的下
室加入５００μＬ含体积分数１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基，于３７℃、含体积分数 ５％ＣＯ２培养箱培养
２４ｈ后取出小室，棉签轻轻擦弃小室上室的细胞，４０
ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液清洗２遍，
染色３０ｍｉｎ后再用ＰＢＳ缓冲液清洗２遍，室温风干，
光学显微镜下观察，并随机取５个高倍视野计算细
胞数。迁移实验时Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室面不给予基质
胶包被，余操作同侵袭实验。实验重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　应用 ＲＩＰＡ细胞裂解液裂
解细胞抽提Ｙ７９细胞总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓度。
每个样本取 ２０μｇ总蛋白上样，１００ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离，湿转法电转移至 ＰＶＤＦ膜，５０ｇ·Ｌ－１脱
脂奶粉封闭２ｈ，缓冲液洗涤３遍，加入一抗 ＥＣａｄ
ｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ，４℃孵育过夜，缓冲液洗涤
３遍，加入二抗，室温孵育２ｈ后增强发光法（ＥＣＬ）
显影。应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析条带灰度值，目的
蛋白相对表达量＝目的蛋白条带灰度值／ＧＡＰＤＨ条
带灰度值，实验重复３次。
１．６　统计学方法　本研究采用ＳＰＳＳ２０．０进行数据
分析，计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验
或单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３７３在 ＲＢ细胞中的表达　ｑＲＴＰＣＲ结
果显示，ＲＢ细胞系 Ｙ７９、ＳＯＲＢ５０和人正常视网膜
血管内皮细胞系ＡＣＢＲＩ１８１中ｍｉＲ３７３的相对表达
量分别为６．２１±０．３４、５．４０±０．３８、１．０２±０．０４。与
细胞系ＡＣＢＲＩ１８１相比，细胞系 Ｙ７９和 ＳＯＲＢ５０中
ｍｉＲ３７３的表达水平明显上调（均为Ｐ＜０．０１）。
２．２　转染 ｍｉＲ３７３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对 Ｙ７９细胞中 ｍｉＲ
３７３表达的影响　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ３７３抑制
物组和ＮＣ组Ｙ７９细胞中 ｍｉＲ３７３的相对表达量分
别为０．２２±０．０９、１．０１±０．０３。ｍｉＲ３７３抑制物组
明显低于 ＮＣ组细胞（Ｐ＜０．０１），证明 ｍｉＲ３７３ｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ转染成功，转染效率高。
２．３　下调Ｙ７９细胞中 ｍｉＲ３７３的表达对细胞的侵
袭和迁移能力的影响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验结
果如图１所示，ｍｉＲ３７３抑制物组和 ＮＣ组迁移细胞
数分别为（７４±１３）个、（１８０±１７）个，ｍｉＲ３７３抑制
物组明显少于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ３７３抑制物组
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和ＮＣ组侵袭细胞数分别为（５１±９）个、（１１３±１４）
个，ｍｉＲ３７３抑制物组明显少于 ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。

结果提示下调Ｙ７９细胞ｍｉＲ３７３的表达能够抑制细
胞的迁移和侵袭能力。

图１　下调Ｙ７９细胞中ｍｉＲ３７３的表达对细胞的侵袭和迁移影响。Ａ：ＮＣ组迁移实验；Ｂ：ｍｉＲ３７３抑制物组迁移实验；Ｃ：ＮＣ组侵袭实验；Ｄ：
ｍｉＲ３７３抑制物组侵袭实验

２．４　ｍｉＲ３７３调控 ＥＭＴ相关 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ和ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果如
图２所示，ｍｉＲ３７３抑制物组与 ＮＣ组 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋
白的相对表达量分别为０．４０±０．０８、０．２０±０．０６；与
ＮＣ组比较，ｍｉＲ３７３抑制物组 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表
达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ３７３抑制物组与
ＮＣ组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的相对表达量分别为 ０．１７±
００６、０．５１±０．１０，ｍｉＲ３７３抑制物组与 ＮＣ组 Ｎ
Ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的相对表达量分别为 ０．１２±０．０６、
０３３±０．０８。与ＮＣ组比较，ｍｉＲ３７３抑制物组Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ和ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达水平均明显降低（均
为Ｐ＜０．０５）。

图２　２组中ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达

３　讨论

ＲＢ是目前最常见的眼内恶性肿瘤，在中国每年
约１０００例新发病例，传统治疗模式常采用眼球摘除
术、放疗及化疗等，严重影响患者视力和生存质量。

近年来基因靶向治疗的发展为 ＲＢ的治疗提供了新
的方向。目前研究已证实许多ｍｉＲＮＡ在ＲＢ的发生
发展中发挥着重要的作用，参与调控癌细胞的迁移、

侵袭、增殖、凋亡、细胞周期等肿瘤生物学行为。

Ｚｈａｏ等［１０］报道ｍｉＲ３２０在ＲＢ组织和细胞系中表达
明显下调，上调ＲＢ细胞中ｍｉＲ３２０的表达可以抑制
细胞的增殖、侵袭和迁移能力。Ｇｕｉ等［１１］发现 ｍｉＲ
２１在ＲＢ组织中表达明显上调，抑制 ｍｉＲ２１的表达

可以通过ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制癌细胞的增殖、
侵袭及迁移，促进其凋亡。Ｓｕｎ等［１２］研究证实 ｍｉＲ
１４５在ＲＢ组织和细胞系中表达降低，ｍｉＲ１４５能够
通过下调 ＡＤＡＭ１９抑制 ＲＢ细胞的增殖和侵袭。
ｍｉＲ３７３定位于染色体１９ｑ１３．４２，与 ｍｉＲ３７１ａ、ｍｉＲ
３７１ｂ、ｍｉＲ３７２同属于 ｍｉＲ３７１－３７３族［１３］。近期研

究发现 ｍｉＲ３７３在多种肿瘤细胞中均出现表达异
常，与恶性肿瘤发生发展关系密切。ｍｉＲ３７３在胃
癌［５］、纤维肉瘤［１４］、精原细胞癌［１５］、膀胱癌［１６］中表

达升高，起着癌基因的作用。但 ｍｉＲ３７３在肝门胆
管癌［７］、结肠癌［１６］、胶质瘤［１７］、非小细胞肺癌［１８］等

肿瘤中表达降低，起着抑癌基因的作用，因此可见

ｍｉＲ３７３在恶性肿瘤中的作用机制复杂，既有异常高
表达，又有异常低表达。目前有关ｍｉＲ３７３在ＲＢ中
的研究甚少，并且作用机制尚不明确。本研究通过

ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ３７３在 ＲＢ细胞系 Ｙ７９、ＳＯＲＢ５０
和人正常视网膜血管内皮细胞系ＡＣＢＲＩ１８１中的表
达水平，发现ｍｉＲ３７３在ＲＢ细胞系表达水平明显增
高，提示ｍｉＲ３７３在ＲＢ的发生发展中可能起着癌基
因的作用。

侵袭与转移是恶性肿瘤的基本生物学特征，研

究发现ｍｉＲ３７３可以通过影响肿瘤细胞的侵袭及迁
移参与肿瘤的发生发展［１９］。为了观察 ｍｉＲ３７３对
ＲＢ细胞侵袭和迁移能力的影响，本研究中我们通过
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭和迁移实验发现，下调 Ｙ７９细胞中
ｍｉＲ３７３的表达能够明显减少穿膜细胞的数量，证实
抑制ｍｉＲ３７３的表达能够明显抑制 Ｙ７９细胞的侵袭
和迁移能力。ＥＭＴ在肿瘤的侵袭和迁移中激活是上
皮细胞获得间质细胞特性的过程，也是肿瘤细胞获

得侵袭性的关键分子事件，在恶性肿瘤的侵袭和迁

移中发挥着重要作用［２０］。较多的研究已表明 ｍｉＲ
３７３可以通过调控ＥＭＴ影响恶性肿瘤的迁移及侵袭
能力。ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白是ＥＭＴ过程中的上皮性标志
蛋白，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白是 ＥＭＴ过程中间
质性标志蛋白，其异常表达被认为是 ＥＭＴ的分子标
志［２１］。Ｃｈｅｎ等［２２］研究发现 ｍｉＲ３７３能够通过靶向
调控ＴＸＮＩＰ基因的表达诱导乳腺癌细胞ＥＭＴ发生，
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白下降，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白水
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平上升，促进癌细胞的侵袭和迁移能力。舌鳞状细

胞癌［２３］、非小细胞肺癌［２４］、胰腺癌［２５］中也发现ｍｉＲ
３７３可以诱导癌细胞 ＥＭＴ的发生，从而促进癌细胞
的侵袭和迁移能力。但目前 ｍｉＲ３７３是否能够通过
诱导ＥＭＴ影响ＲＢ的侵袭及迁移能力尚未见相关报
道。本研究中我们发现下调Ｙ７９细胞中ｍｉＲ３７３的
表达，伴随着肿瘤细胞侵袭和迁移能力的下降，细胞

中ＥＣａｄｈｅｒｉｎ的表达明显上升，同时 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｎ
Ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达明显下降，证实抑制ｍｉＲ３７３能
够通过调控ＥＭＴ降低Ｙ７９细胞的侵袭和迁移能力。

综述所述，ｍｉＲ３７３在 ＲＢ细胞中表达明显增
高，下调ＲＢ细胞中ｍｉＲ３７３的表达水平可以通过调
控ＥＭＴ抑制癌细胞的侵袭和迁移能力，ｍｉＲ３７３可
能成为ＲＢ基因治疗的新的潜在分子靶点。
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