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miR - 148a调控 DNMT1 对子宫内膜癌增殖和凋亡的影响
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  摘要:目的 探讨微小 RNA -148a (miR - 148a)调控 DNMT1 对子宫内膜癌增殖和凋亡的影响。 方法 采

用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT - PCR)检测子宫内膜正常组织和癌组织中 miR - 148a 的表达,分析 miR -
148a与临床指标的相关性。 通过脂质体 Lipofectamine 2000 介导 miR - 148a mimics转染至子宫内膜癌细胞 HEC
- 1B中,qRT - PCR检测转染效率,MTT和流式细胞仪检测细胞增殖凋亡情况。 Transwell 和 Western blot 检测细

胞迁移侵袭能力。 通过在线软件 Target Scan 确定 DNMT1 和 miR - 148a 结合的靶位点,荧光素酶报告基因验证

DNMT1 和 miR - 148a的靶向关系。 结果 miR - 148a在子宫内膜癌组织和细胞中低表达;过表达 miR - 148a抑
制 HEC - 1B细胞增殖、迁移侵袭,促进细胞凋亡;DNMT1 是 miR - 148a 的靶基因;miR - 148a 抑制小鼠体内肿瘤

生长和 DNMT1 基因表达。 结论 miR - 148a调控 DNMT1 抑制子宫内膜癌细胞增殖、迁移侵袭,促进凋亡。
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  Abstract: Objective To investigate the effect of miR - 148a targeting DNMT1 on the proliferation and apoptosis of
endometrial carcinoma. Methods The expression of miroRNA - 148a (miR - 148a) in normal and cancerous endome-
trial tissues was detected by quantitative real time polymerase chain reaction (qRT - PCR) and the correlation between
miR - 148a and clinical indicators was analyzed. Endometrial cancer cells HEC - 1B were transfected with miR - 148a
mimics in vitro by Lipofectamine 2000. The transfection efficiency was detected by qRT - PCR and proliferative activity
and apoptotic percentage of cells were measured by MTT and flow cytometry. Transwell and Western blot were used to de-
tect the ability of cell migration and invasion. Target sites of DNMT1 and miR - 148a were determined by online software
Target Scan, and the targeting relationship between DNMT1 and mir - 148a was verified by luciferase reporter gene. Re-
sults Compared with normal tissues,the expression of miR - 148a in endometrial carcinoma tissues was significantly de-
creased. Overexpression of miR - 148a inhibited the proliferation, suppressed cell migration and invasion ability, and
promoted cell apoptosis of HEC - 1B cells. DNMT1 is the target gene of miR - 148a. miR - 148a inhibited tumor growth
and DNMT1 gene expression in mice. Conclusions miR - 148a regulates DNMT1 to inhibit the cell proliferation, mi-
gration and invasion ability promotes the percentage of cell apoptosis.
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  子宫内膜癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,近
年来,其发病率呈上升趋势,且呈年轻化趋势[1]。
2016 年,新诊断子宫内膜癌病例为 120 万例。 此

外,与 2005 年相比,预计 2025 年子宫内膜癌发病率

可能增加 50% ~ 100% [2]。 因此,探讨子宫内膜癌

的发生发展机制,可为子宫内膜癌的诊断和治疗提

供新的思路。 微小 RNAs(miRNAs)是一类非编码

RNA,在子宫内膜癌等多种肿瘤的病理过程中发挥
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着重要作用[3]。 已有文献证明,miRNA -200a (miR
- 200a)和 miR - 200b 促进子宫内膜癌细胞增

殖[4]。 miR - 148a 作为癌基因发挥作用,诱导胃癌

细胞增殖和侵袭[5]。 许多研究表明,miRNA 通过下

调靶基因的 mRNA水平来调控基因表达,或者通过

靶向 3' - UTR 的结合位点进行转录后抑制[6]。 过

晓强等[5]研究得出,miR - 148a通过靶向 DNMT1 抑

制胃癌细胞增殖,提高胃癌细胞凋亡率。 然而,尽管

miR -148a在多种癌症中的作用已被研究,但 miR
-148a在调节子宫内膜癌增殖和凋亡中的潜在机

制尚未完全阐明。 因此,本研究的目的是通过 DN-
MT1 探讨 miR - 148a 与子宫内膜癌细胞增殖和凋

亡的关系,并进一步探讨子宫内膜癌的发病机制。

1 材料与方法

1. 1 实验材料 入选病例为 2017 年—2018 年经沭

阳县中医院妇产科切除且经病理证实的子宫内膜癌

患者 40例,年龄 30 ~65岁,平均年龄(50. 95 ± 6. 98)
岁,所有患者手术前均未进行放疗或化疗。 肿瘤的分

期是根据国际妇产科联合会(FIGO)分期系统标准确

定。 另外选取同期因其他原因进行手术并通过病理

切片证实的正常组织 20 例,其他原因包括肌瘤或子

宫内膜异位症,患者年龄为 30 ~ 60 岁,平均年龄

(52. 4 ± 7. 2)岁。 本研究通过沭阳县中医院医学伦

理委员会的监督审查,且获得了批准同意,同时每位

研究对象均签署了知情同意书。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 细胞培养  子宫内膜癌细胞系 KLE、RL95
- 2、Ishikawa、AN3CA、HEC - 1B 与 HEK293T 细胞

购自 ATCC (美国)。 细胞均用含 10%胎牛血清的

DMEM培养液(HyClone 公司),HEK - 293T 细胞用

含 10%胎牛血清的 H - DMEM 培养液(HyClone 公
司),在 37℃、5% CO2的恒温培养箱(MCO - 15AC,
日本 SANYO公司)中进行常规培养,每 2 d 换液 1
次,待细胞生长至 90%融合度,按照 1: 3 比例传代。
1. 2. 2 细胞转染及分组 取对数生长期 HEC - 1B
细胞,按 6 × 105个 /孔接种于 6 孔板中,37℃、5%
CO2培养箱内过夜培养,直到 60%的细胞融合。 分

别将 miR -148a mimics、mimics - NC(上海吉玛制药

技术有限公司)于 DMEM 培养液中,转染细胞分为

3 组:Mock 组、mimics - NC 组、miR - 148a mimics
组,每组 3 个样本。 常规培养 4 h 后更换为新

DMEM培养液,继续培养,收集细胞进行后续试验。
1. 2. 3  实时荧光定量聚合酶链反应检测 miR -

148a的表达  TRIzol 试剂( Invitrogen 公司)法提取

各组细胞总 RNA。 取 5 μl 总 RNA 样品,用无 RNA
酶超纯水稀释 20 倍,紫外分光光度计测定 RNA 的

浓度及 260 nm 和 280 nm 处的光密度(D)值,D260 /
D280比值在 1. 9 ~ 2. 0 之间者,说明纯度较高,能够

满足后续实验需要。 在 PCR 扩增仪进行逆转录合

成 cDNA模版,用 ABI7500 定量 PCR 仪进行实时荧

光定量聚合酶链反应(qRT - PCR)实验,反应条件

为 95℃预变性 10 min,95℃变性 10 s,60℃退火 20
s,72℃延伸 34 s,40 个循环。 得到的 Ct 值采用

2 - △△Ct法进行分析,公式如下:△△Ct = [Ct(目的基

因) - Ct(内参基因)]实验组 - [Ct(目的基因) - Ct
(内参基因)]对照组。 U6 为 miR - 148a 内参基因;
磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为 DNMT1 内参基因。
Ct为反应的实时荧光强度达到设定的阈值时所经

过的扩增循环数,此时扩增呈对数期增长。 实验重

复 3 次。
1. 2. 4 Western blot 检测检测细胞迁移侵袭能力 将

裂解好的蛋白样品,采用 BCA试剂盒(ThermoFisher公
司)进行蛋白浓度的测定。 取 20 μg蛋白样品加入 5 ×
上样缓冲液,水中煮沸 10 min,进行 SDS - PAGE蛋白

电泳。 电泳结束后,用湿转电转移法将蛋白质转移到

聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,用 5% 脱脂牛奶 - TBST 封

闭,室温摇床振荡 2 h。 封闭结束后,以洗膜液漂洗

PVDF膜,分别加入兔抗人 GAPDH(1: 1 000,ab9485,
Abcam 公司)、DNMT1(1 : 1 000, ab19905, Abcam 公

司),4℃过夜摇床振荡孵育,TBST洗3次,每次10 min,
加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG(1: 10 000,
Sigma公司),室温振荡孵育 1 h,TBST 洗 3 次,每次

10 min。 进行化学发光显色,曝光、显影、定影,数据

分析。 内参为 GAPDH。
1. 2. 5 MTT比色法实验 将转染后的各组细胞制

成单细胞悬液,接种于 96 孔板中,每孔接种 6 × 103

个细胞,每孔体积 200 μl,重复 6 孔。 37℃,5% CO2
培养箱培养 24 ~ 72 h,每孔加 MTT 液(5 g / L,Sigma
公司)20 μl;继续培养箱孵育 4 h,终止培养,弃去培

养液。 每孔再加入 DMSO,剂量为 150 μl,轻匀摇动

10 min,促进结晶溶解。 测定 0、24、48、72 h 各孔 D
值;将 D值设置为纵坐标,将间隔时间设置为横坐

标后绘制 MTT曲线图。 实验重复 3 次。
1. 2. 6 流式细胞仪检测细胞凋亡 取转染后 48 h
的各组细胞,1 000 r / min 离心 5 min,收集细胞,用
PBS洗涤细胞 2 次,离心收集(1 ~ 5) × 105个细胞;
先加入 500 μl的结合缓冲液悬浮细胞,再加入 5 μl
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Annexin V - FITC,混匀,最后加入 5 μl 碘化丙啶

(PI),混匀,在室温、避光条件下反应 5 ~ 15 min。
流式细胞仪(BD Bioscience公司)检测,分析细胞凋

亡比例。
1. 2. 7 Transwell 实验检测细胞迁移侵袭能力 取

转染后培养 48 h 的细胞制备细胞悬液,接种 Tran-
swell小室上室。 在 Transwell 小室接种细胞前 1 d,
在小室底部膜的上室面铺基质胶,按照 Transwell 小
室说明,将侵袭小室下室加入含 10% 胎牛血清

(FBS)的 DMEM培养基,将侵袭小室上室加入各组

细胞悬液 (迁移不加基质胶)。 将侵袭小室置于

37℃、5% CO2培养箱培养 48 h,显微镜下观察侵袭

小室下室,待少量细胞穿出后终止实验。 用棉签擦

去基质胶和上室内细胞,4%多聚甲醛固定,0. 25%
考马斯亮蓝染色。 倒置显微镜下(Olympus Ckx53)
进行观察拍照,任取 5 个视野进行细胞计数,以其平

均值表示侵袭细胞数,进行统计学分析。
1. 2. 8 双荧光素酶报告基因实验 通过在线预测

软件 Target Scan确定 DNMT1 和 miR - 148a 结合的

靶位点,合成 DNMT1 和 miR - 148a 结合位点的突

变序列和野生序列。 将 DNMT1 - Mut 和 DNMT1 -
Wt序列片段克隆并与 PsiCHECK - 2 载体(Promega
公司)结合,miR - 148a mimics、miR - 148a 阴性对

照物(上海吉玛制药技术有限公司)分别共转染

HEK -293T细胞,转染 48 h 后,使用双荧光素酶试

剂盒(Promega 公司)检测各组细胞的荧光活性强

度。
1. 2. 9 裸鼠成瘤实验 动物实验程序均按照美国

国立卫生研究院出版的《实验动物护理和使用指

南》进行。 雄性裸鼠(BALB / c, 4 周龄)购自中国科

学院上海实验动物中心。 将小鼠随机分成 2 组,每
组 5 只小鼠取对数生长期的 mimics - NC 组、miR -
148a mimics组的子宫内膜癌细胞 HEC -1B(1 × 107

个 /裸鼠),0. 2 ml 注射到裸鼠的左侧腋下皮内,注
射后每 7 d用游标卡尺测移植瘤最长径(L)和最短

径(W),计算肿瘤体积:V = L × W2 / 2,绘制肿瘤生长

曲线。 4 周实验结束,完整剥离肿瘤,测量重量。
1. 3 统计学处理 用 SPSS 17. 0 和 GraphPad Prism
5. 01 统计软件分析数据,所有计量资料以 -x ± s 表
示,2 组间的比较采用 t 检验,多组间比较采用 one
- way ANOVA 单因素方差分析,两两比较采用

Tukey多重对比检验。 P < 0. 05 为差异有统计学意

义。

2 结 果

2. 1 miR - 148a 在子宫内膜癌组织和正常组织中

的表达 qRT - PCR检测子宫内膜癌组织及正常组

织中 miR - 148a 的表达,结果显示,子宫内膜癌组

织 miR - 148a 表达量显著低于正常组织 ( P <
0. 01)。 见表 1。
表 1 miR - 148a在子宫内膜癌组织和正常组织中的表达

组别 n miR - 148a相对表达量

子宫内膜癌组织 40 0. 60 ± 0. 25a

正常组织   20 1. 0 ± 0. 37

  与正常组织比较:aP < 0. 01

2. 2 miR -148a表达量与临床病理特征之间的关系

 结果显示,FIGOⅢ/Ⅳ期的 miR - 148a 表达量显著

低于Ⅰ/Ⅱ期,且 miR - 148a 表达量与癌组织浸润深度

有明显的相关性。 说明 miR - 148a 在子宫内膜癌组

织中低表达且与临床指标密切相关。 见表 2。

表 2 miR - 148a表达量与临床病理特征之间的关系

临床病理特征 n
miR - 148a
相对表达量

P 值

FIGO分期 < 0. 01

 Ⅰ / Ⅱ 25 0. 70 ± 0. 23

 Ⅲ / Ⅳ 15 0. 44 ± 0. 20

浸润深度 < 0. 01

 < 1 / 2 18 0. 73 ± 0. 27

 ≥1 / 2 22 0. 49 ± 0. 19

2. 3 miR - 148a 抑制子宫内膜癌细胞增殖  在子

宫内膜癌细胞系中,HEC -1B 细胞中 miR - 148a 表
达量最低(P < 0. 05)(图 1A),因此选为后续的研究

对象。 转染 miR -148a至 HEC - 1B 细胞中,miR -
148a mimics组 miR -148a的表达量显著高于 Mock
组和 mimics - NC 组(P < 0. 05) (图 1B),说明转染

成功。 检测 miR - 148a 对子宫内膜癌细胞增殖的

影响,MTT结果表明(图 1C),miR - 148a mimics 组
D495值显著低于 Mock 组和 mimics - NC 组 ( P <
0. 05),Mock 组与 mimics - NC 组差异不显著(P >
0. 05)。 流式细胞仪检测凋亡情况,结果显示(图
1D、E),与 Mock 组和 mimics - NC 组相比,miR -
148a mimics组凋亡率显著增加(P < 0. 05),这说明
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miR -148a抑制子宫内膜癌细胞增殖,促进凋亡。

  A. qRT - PCR检测子宫内膜癌细胞系中 miR - 148a 的相对表达量;B.转染效率检测;C. MTT 检测

各组细胞增殖情况;D、E.流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。 与 KLE组比较:#P < 0. 05;与 Mock 组和

mimics - NC组比较:*P < 0. 05
图 1 miR - 148a对子宫内膜癌细胞增殖凋亡的影响

2. 4 miR - 148a 抑制子宫内膜癌细胞迁移侵袭  
采用 Transwell实验检测子宫内膜癌细胞系 HEC -
1B的迁移侵袭能力,结果显示,miR - 148a mimics
组细胞迁移、侵袭细胞数目显著低于 Mock 组和

mimics - NC组(P < 0. 05,图 2A、B)。 采用 Western
blot检测上皮钙黏素(E - cadherin),神经钙黏素(N

- cadherin)和波形蛋白(Vimentin)表达,与 Mock 组

和 mimics - NC 组比较,miR - 148a mimics 组 E -
cadherin升高, N - cadherin 和 Vimentin 表达降低,
差异有统计学意义(P < 0. 05,图 2C、D)说明 miR -
148a抑制子宫内膜癌细胞的迁移侵袭能力。

  A. Transwell迁移实验;B. Transwell 侵袭实验;C、D. Western blot 检测 E - cadherin、N
- cadherin和 Vimentin表达。 与 Mock和 mimics - NC组比较:*P < 0. 05

图 2 miR - 148a对子宫内膜癌细胞迁移侵袭的影响
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2. 5 miR - 148a调控 DNMT1 基因表达 子宫内膜

癌组织 DNMT1 高表达,miR - 148a 与 DNMT1 表达

水平呈负相关(图 3A、B)。 通过 Targetscan 在线预

测 miR - 148a 与 DNMT1 的靶向关系,结果显示,
miR - 148a 与 DNMT1 的结合位点为 3’ - UTR 区

(图 3C)。 荧光素酶报告基因检测显示(图 3D),
miR - 148a与 DNMT1 野生型重组载体转染组荧光

素酶活性显著降低(P < 0. 05)。 为了明确 miR -
148a是否逆转 DNMT1 的水平,我们检测了各组的

DNMT1 mRNA和蛋白水平表达情况(图 3E、F、G),
结果表明,miR - 148a mimics组 DNMT1 mRNA和蛋

白水平显著低于 mimics - NC 组(P < 0. 05),miR -
148a inhibitor组 DNMT1 mRNA 和蛋白水平显著高

于 inhibitor - NC组(P < 0. 05)。

  A. qRT - PCR检测子宫内膜癌(EC)组织 DNMT1表达;B.相关性分析;C. Targetscan预测 miR - 148a
与 DNMT1结合的靶位点;D.双荧光素酶报告基因活性检测;E、F、G. qRT - PCR、Western blot 检测各组

DNMT1 mRNA和蛋白表达情况。 与 inhibitor - NC组比较:#P <0. 05;与 mimics - NC组比较:*P <0. 05
图 3 miR - 148a调控 DNMT1 基因表达

2. 6 miR -148a抑制裸鼠移植瘤生长 为深入了解

miR -148a在子宫内膜癌发生、发展的作用,我们采

用体内实验进一步检测子宫内膜癌细胞对肿瘤生长

的影响,结果显示,miR - 148a 组肿瘤重量和体积明

显小于 mimics - NC组(P <0. 05)(图 4A、B、C),同时

qRT - PCR和Western blot检测肿瘤中 DNMT1表达,
结果显示,miR - 148a mimics 组 DNMT1 相对表达量

显著低于 mimics - NC组(P <0. 05)(图 4D、E、F)。

  A、B、C. miR - 148a对子宫内膜癌细胞 HEC - 1B裸鼠移植瘤生长体积、肿瘤的影响;D. qRT - PCR 检

测肿瘤中 DNMT1 mRNA 的表达;E、F. Western blot 检测肿瘤中 DNMT1 蛋白表达。 与 mimics - NC 组比

较:*P < 0. 05
图 4 miR - 148a抑制裸鼠移植瘤生长
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3 讨 论

子宫内膜癌对女性群体是一个巨大的潜在威

胁,子宫内膜癌的死亡率在过去 20 年中也不断上

升[7]。 因此,研究子宫内膜癌发展过程中的关键致

癌基因和抑癌因子,寻找有效治疗的方法势在必行。
miR - 148a是 miR -148 / 152 家族成员之一,参与细

胞增殖、凋亡肿瘤细胞的增殖迁移。 已有文献报道,
miR - 148a在胃癌、膀胱癌、喉癌、结直肠癌、食管癌

和胰腺癌等多种癌症中都存在异常表达下调[8 - 12]。
DNMT1 在肿瘤抑制基因的表观遗传沉默中起着关

键作用。 多项研究表明 DNMT1 是 miR - 148a 介导

肿瘤进展的靶基因。 Wu 等[10]报道,由于 LncRNA
H19 在喉癌中表达上调,H19 的下调可通过上调

miR -148a - 3p 的表达以及随后 DNMT1 水平的下

调抑制细胞的侵袭、迁移和增殖。 Lombard 等[13]也

进行了 miR - 148a 与 DNMT1 在膀胱癌中的关系的

研究。 但是目前还没有关于 miR - 148a 与 DNMT1
在子宫内膜癌中的关系的研究。

本研究发现 miR - 148a 在子宫内膜癌组织和

细胞中均呈现低表达。 此外,我们通过对 miR -
148a 表达及其临床病理因素的分析,发现 miR -
148a在子宫内膜癌进展过程中可能存在负相关关

系。 同时 DNMT1 mRNA和蛋白表达水平高于正常

组织,这也提示到 miR - 148a 调控 DNMT1 可能参

与子宫内膜癌的发生发展。 为了进一步研究 miR -
148a调控 DNMT1 在子宫内膜癌的作用机制,我们

分别进行了体外和体内实验,结果表明,miR - 148a
抑制子宫内膜癌细胞增殖及迁移侵袭,同样也抑制

小鼠体内肿瘤的生长。 因此,miR - 148a 可以作为

子宫内膜癌诊断和治疗的新研究靶点。
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