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　　[摘要]　目的:检测 microRNA-107(miR-107)和钙通道蛋白基因CACNA2D1 在喉癌组织中的表达,探讨

miR-107与CACNA2D1的靶向关系,分析 miR-107对喉癌细胞的增殖、侵袭及克隆形成能力的影响。方法:收集

40例喉癌及癌旁正常组织标本,运用qRT-PCR检测 miR-107和CACNA2D1 的表达,使用免疫印迹实验检测2
种组织中钙通道蛋白α2δ1的表达;使用双荧光素酶报告基因检测 miR-107对CACNA2D1的调节作用;在人喉癌

细胞 TU212及 TU686中过表达或敲减 miR-107,检测喉癌细胞增殖、克隆形成及侵袭能力的变化。结果:miR-
107在喉癌组织中的表达显著低于癌旁正常组织,而CACNA2D1 的表达则正好相反,差异有统计学意义(P<
0.05);喉癌组织中的α2δ1表达明显高于癌旁正常组织(P<0.05);双荧光素酶报告基因实验证实,miR-107通过

与CACNA2D1基因 mRNA的3’-UTR端2个位点(202-209,902-908)靶向结合,从而抑制CACNA2D1的表达及

其生物学作用;细胞实验显示,过表达 miR-107后喉癌细胞增殖、克隆形成及侵袭能力明显下降(P<0.05),而敲

减 miR-107后细胞增殖、克隆形成和侵袭能力明显增强(P<0.05)。结论:miR-107通过靶向调节CACNA2D1
从而抑制喉癌细胞的增殖、克隆形成及侵袭能力。
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Abstract　Objective:TodetecttheexpressionofmicroRNA-107(miR-107)andthecalciumchannelprotein
geneCACNA2D1inlaryngealcancertissues,toinvestigatethetargetingrelationshipbetweenmiR-107andCAC-
NA2D1,andtoanalyzetheeffectsofmiR-107ontheproliferation,invasionandcolonyformingabilityoflarynge-
alcancercells.Method:Laryngealcancertissuesandnormaladjacenttissuesamplesfrom40patientswithlaryn-
gealcancerwerecollected,andqRT-PCRwasusedtodetecttheexpressionofmiR-107andCACNA2D1;Western
Blotassaytodetecttheexpressionofα2δ1intheabovetwotissues;thedual-luciferasereportergenewasusedto
detecttheregulatoryeffectofmiR-107onCACNA2D1;afteroverexpressionorknockdownofmiR-107inhuman
laryngealcancercellsTU212andTU686,changesintheproliferation,cloneformation,andinvasionabilityofla-
ryngealcancercellsweredetected.Result:TheexpressionofmiR-107inlaryngealcancertissueswassignificantly
lowerthanthatinadjacentnormaltissues,whiletheexpressionofCACNA2D1wasjusttheopposite,thediffer-
encewasstatisticallysignificant(P<0.05);theexpressionofα2δ1inlaryngealcancertissuesissignificantly
higherthaninnormaltissues(P<0.05);dual-luciferasereporterexperimentsconfirmedthatmiR-107bindstothe
3'-UTR (202-209,902-908)oftheCACNA2D1mRNA,therebyinhibitingtheexpressionofCACNA2D1andits
biologicaleffects;cellexperimentsshowedthattheproliferation,invasion,andcloneformationoflaryngealcancer
cellsweresignificantlyreducedaftermiR-107overexpression(P<0.05),andthecellproliferation,cloneforma-
tion,andinvasionweresignificantlyenhancedaftermiR-107wasknockeddown(P<0.05).Conclusion:miR-107
inhibitstheproliferation,cloneformation,andinvasionoflaryngealcancercellsbytargetingCACNA2D1.
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　　在我国头颈恶性肿瘤中,喉鳞状细胞癌(laryn-
gealsquamouscellcarcinoma,LSCC)的发病率仅

次于鼻咽癌〔1〕,其主要治疗方式包括手术和放化

疗。虽然随着新技术的应用,患者的生存率有所提

高,但手术和放化疗的并发症严重影响了患者的生

存质量。精准的分子靶向治疗是挽救恶性肿瘤患

者生命并提高生存质量最有效的方式之一〔2〕,因
此,我们希望找到能够在LSCC治疗中发挥关键作

用的分子。研究证实,微小RNA(microRNA)通过

与靶基因 mRNA 的3’端非翻译区(3’-UTR)结

合,对 mRNA进行切断或者抑制靶基因的转录后

翻译,从而发挥生物学作用。microRNA(miRNA)
在恶性肿瘤的起病、进展、转移等过程中发挥着重

要作用,并且有望成为肿瘤诊断和治疗的潜在靶

点。我们之前的研究发现〔3〕,电压门控式钙通道蛋

白α2δ1 具有成为喉癌肿瘤干细胞(cancerstem
cell,CSC)标志物的潜质,α2δ1具有促进喉癌细胞

成球、侵袭、体内成瘤等作用。而通过生物信息学

分析发现,miRNA-107(miR-107)具有与α2δ1编

码基因CACNA2D1 的 mRNA3’-UTR 潜在结合

的位点,并且 miR-107在多数恶性肿瘤中发挥着抑

癌作用,但 miR-107与CACNA2D1 在 LSCC中的

相互作用关系目前研究甚少。因此,我们希望通过

实验,检测 miR-107和CACNA2D1 在 LSCC组织

中的表达情况,同时通过细胞实验分析它们之间是

否存在靶向调节作用。
1　资料与方法

1.1　临床资料

收集2014-01-2017-08在北京友谊医院行喉

癌手术的40例患者的组织标本,每位患者均同时

取喉癌组织和癌旁正常组织(距肿瘤边缘至少

2cm)。所有标本均在离体后2min内放入液氮保

存,所有癌组织经病理学检查证实为 LSCC,癌旁

正常组织未见癌细胞。患者均为男性,年龄48~
74岁,平均61.1岁。均为第1次手术,术前未行放

疗、化疗等辅助治疗。病理证实颈淋巴结转移者

14例,无淋巴结转移26例;低分化6例,中高分化

34例;Ⅰ~Ⅱ期10例,Ⅲ~Ⅳ期30例;声门型27
例,声门上型+声门下型13例。本研究通过了北

京友谊医院伦理委员会的批准。
1.2　材料

人喉癌细胞株 TU212和 TU686购自上海慧

颖生物科技有限公司;胎牛血清、DMEM 培养液、
Opti-MEM 培养液、双抗、0.25%胰蛋白酶、OPTI-
MEM 购自 Gibco;LipofectamineTM2000、Trizol购

自美国Invitrogen;MTT 购自美国 Sigma公司;
SYBRGreenMasterMix、HiScriptReverseTran-
scriptase(RNaseH)购自南京诺唯赞公司;miR-
107模拟物 (agomiR-107)、miR-107 抑 制 剂 (an-
tagomiR-107)以 及 相 应 阴 性 对 照 (agomiR-107
NC,antagomiR-107NC)由上海吉玛公司合成;Tr-
answell购自 BDBiosciences;CACNA2D1 单克隆

抗体和微量移液器购自 ThermoFisher公司;倒置

显微镜购自日本 Olympus公司;TaqPlusDNA
Polymerase、DL2000DNA Marker、dNTP购自天

根公司;双荧光素酶检测试剂盒(#RG027)购自碧

云天生物技术有限公司;miR-107和CACNA2D1
特异性引物、内参 U6和GAPDH 引物由北京天一

辉远公司合成,引物序列见表1。

表1　各基因引物

基因 正向 反向

Has-miR-107 5’-TGCGCAGCAGCATTGTACAGGGC-3’ 5’-CCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3’

U6 5’-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3’ 5’-AAATATGGAACGCTTCACGA-3’

CACNA2D1 5’-GCATTGGAAGCGGAGAAAGT-3’ 5’-GGAATATGGACTGCTGCGTG-3’

GAPDH 5’-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3’ 5’-CAAAGGTGGAGGAGTGGGT-3’

1.3　方法

1.3.1　细胞培养　将 TU212和 TU686细胞从液

氮中取出,快速放入37℃水浴锅中,把解冻后的细

胞转移到含有5mL培养液的离心管中,离心收集

细胞,室温1200r/min离心3min,弃上清;用完全

培养液(DMEM+10%FBS+1%双抗)悬浮细胞,
接种到培养皿中,吹打混匀,37℃5%CO2 饱和湿度

条件下培养。取对数期生长良好的细胞用于实验。
1.3.2　实时荧光定量RT-PCR(qRT-PCR)　使用

Trizol法分别提取收集喉癌组织及癌旁正常组织

中的总 RNA,对 A260/A280在1.8~2.0之间的

RNA标本进行逆转录,利用 HiScript逆转录试剂

盒将总 RNA 逆转录出 miR-107/CACNA2D1 和

U6/GAPDH(作内参)的cDNA,反应条件:25℃
5min,50℃15min,85℃ 5min,4℃ 10min。然

后使用SYBRGreenMasterMix试剂盒按照说明

书进行qRT-PCR,反应系统(共20μL)包括以下物

质:SYBR Green MasterMix(10μL),正向引物

(0.4μL,10μmol/L),反向引物(0.4μL,10μmol/
L),cDNA(4μL,稀释比例1：10),50xROX参考
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染料2(0.4μL)和蒸馏去离子水(4.8μL)。反应

条件:50℃ 2 min,95℃ 10 min;95℃ 30s,60℃
30s,40cycles。所有实验重复3次。运用2-△△Ct

分析相应基因的相对表达水平,重复3次。
1.3.3　蛋白免疫印迹　用放射免疫沉淀缓冲液提

取喉癌及正常组织中的总蛋白。以 GADPH 为内

参,按说明书使用BCA 蛋白质测定试剂盒测定蛋

白质浓度,根据 OD值利用回归方程计算出样品蛋

白浓度。在变性条件下,通过12%十二烷基硫酸

钠(SDS)聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质样品

(40μg/孔),并使用湿转移法转移到聚偏二氟乙烯

(PVDF)膜 上。转 膜 条 件 为:GAPDH-200 mA
90min,CACNA2D1-200mA,120min后300mA
30min 。将 PVDF 膜 浸 入 含 有 5% 脱 脂 奶 的

TBST中,在室温下封闭2h,然后与CACNA2D1
单克隆抗体(1：500)一起孵育,兔抗GAPDH(1：
1000)抗体在4℃过夜。用 TBST将PVDF膜清洗

5~6次,每次5min。然后清洗印迹,并与 HRP标

记的山羊抗小鼠二抗(1：50000)孵育2h。用

TBST洗涤后,将 ECL底物溶液与稳定的过氧化

物酶溶液以1：1的比例混合,然后将其添加到

PVDF膜中。使用 UVP图像分析系统检测免疫反

应带,使用BandScan5.0软件估计目标蛋白α2δ1的

表达水平。
1.3.4　细胞转染　将处于对数生长期的 TU212
和 TU686细胞按每孔5×105 个细胞均匀地接种

到6孔板中,培养至70%密度。转染前2h换成无

血清培养液。转染分组分为agomiR NC 组,ag-
omiR-107 组,antagomiR NC 组,antagomiR-107
组,同时设置空白对照组。转染组均按下面的方法

准备:用100μL无血清opti-MEM 稀释10μL小

片段,取 5 μL 的 LipofectamineTM2000 稀 释 在

100μLopti-MEM 中,混 合 LipofectamineTM2000
和小片段混合物稀释液(总体积为200μL),混匀

静置20min;每个培养孔加 转 染 复 合 物 混 合 液

200μL,混匀后于37℃、5%CO2 培养箱中培养,4h
后吸出混合液换入正常培养液,继续培养24h。
1.3.5　预测靶点及双荧光素酶报告基因实验　使

用 TargetScan,PicTar和 miRDB在线软件预测,
发现 miR-107与CACNA2D1 的3’-UTR 保守区

域具有2个潜在的结合位点(202-209,902-908)。
为了构建萤光素酶报道载体,扩增了覆盖目标基因

CACNA2D1 上假定的 hsa-miR-107 结合位点的

3’-UTR 片 段。引 物 序 列 如 下:正 向:5’-GGT-
TCTTTTCCAACGCTATT-3’;反 向:5’-GACT-
CATTTAGATCCTCACAC-3’。通过 DNA 测序

验证所 有 构 建 体。萤 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 在

TU686细胞系中进行。转染前1天,将细胞以2×
105 个细胞/孔的密度接种到12孔板中,然后接种

pYr-MirTarget-homoCACNA2D13’-UTR(202-
209,2μg)和 pYr-MirTarget-homoCACNA2D1
3’-UTR(902-908,2μg)与agomiR-107(0.1nmol/
L),agomiR NC(0.1 nmol/L),antagomiR-107
(0.1nmol/L)或antagomiR NC(0.1nmol/L)共
转染。转染48h后,使用双荧光素酶检测试剂盒

测量相对荧光素酶活性。还同时构建了2个与

CACNA2D13’-UTR中的2个种子区域有关的突

变载体,第1个载体是pYr-MirTarget-homoCAC-
NA2D13’-UTR202-209mut,第2个载体是pYr-
MirTarget-homo CACNA2D1 3’-UTR 902-
908mut。转染和萤光素酶测定程序与上述类似,
重复3次。
1.3.6　细胞增殖实验(MTT)　转染后,将细胞分

为空白对照组,agomiRNC组,agomiR-107组,an-
tagomiRNC组和antagomiR-107组。将转染的细

胞以5×103 个细胞接种到96孔板中,每组有3个

重复孔。向每个孔中加入10μL MTT[3-(4,5-二

甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐],37℃孵育

4h,吸出培养液,并将细胞与150μLDMSO 孵育

10min。使用酶标仪在490nm 处测量吸光度,重
复3次。
1.3.7　细胞克隆形成实验　稀释经转染后的细胞

悬液,并将每组以250个细胞/孔的细胞密度接种

在6孔板中,每组3个重复孔,孵育2周。当观察

到有宏观克隆形成时,进行结晶紫染色30min。用

显微镜拍摄并计数菌落数。
1.3.8　细胞侵袭实验　取上述转染后的 TU212
及 TU686细胞,稀释细胞浓度至2×105/ml。在

24孔板中加入800μL10% FBSDMEM 培养液

(含双抗),在transwell小室上室底部中央垂直加

入100μL终浓度为1mg/mL的 Matrigel,37℃温

育4~5h使其干成胶状,待 Matrigel干成胶状后,
在transwell上室分别接入200μL各组细胞悬液,
37℃、5% CO2 培养箱培养48h;取出transwell用

PBS清洗,用70%冰乙醇溶液固定细胞 1h;用

0.5%结晶紫染液染色,室温中放置20min,PBS
清洗,用干净的棉球将上室一侧的未侵袭的细胞擦

干净,显微镜下观察拍照计数。
1.4　统计学处理

采用 GraphPadPrism6和SPSS19.0软件进

行统计学分析。使用ImageJ软件对蛋白免疫印

迹(WesternBlot,WB)条带、增殖及侵袭能力的结

果进行分析。所有计量资料数据均进行正态分布

检验和方差齐性检验,符合正态分布的数据采用

■x±s表示,两组间样本均数的比较采用Student'st
检验,多 组 间 计 量 资 料 的 比 较 采 用 One-Way
ANOVA检验,符合非正态分布的变量表示为中位

数 ± 四 分 位 数。 正 态 分 布 采 用 Kolmogorov-
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Smirnov(KS)方法检测。对于符合正态分布且方

差齐的数据,不满足方差齐性的数据采用 Welch’s
ANOVA检验。通过独立t检验分析两组间数据

的统计学差异,采用析因分析多组间差异及组内差

异的比较。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　qRT-PCR检测结果

通过图1可以看出,与癌旁正常组织相比,喉
癌组织中的CACNA2D1 相对表达水平明显升高,
而 miR-107相对表达水平明显降低,两者相比差异

有统计学意义(P<0.05)。

1a:同癌旁正常组织相比,CACNA2D1 在喉癌组织中

的表达明显升高;1b:同癌旁正常组织相比,miR-107
在喉癌组织中的表达明显降低;与癌旁正常组织比

较,1)P<0.05。
图1　CACNA2D1和 miR-107在2种组织中的相对表

达水平比较

2.2　WB检测结果

通过 WB相对定量检测可以看出,在喉癌组织

中α2δ1蛋白的相对表达水平较癌旁正常组织明显

增高(图2),差异有统计学意义(P<0.05)。

A1、A2、A3、A4:分别代表1、2、3、4号患者的癌旁正常

组织;C1、C2、C3、C4:分别代表1、2、3、4号患者的喉癌

组织;与癌旁正常组织比较,1)P<0.05。
图2　WB检测LSCC患者喉癌组织与癌旁正常组织

中α2δ1蛋白相对表达情况

2.3　miR-107的转染率

使用agomiRNC,agomiR-107,antagomiRNC
或antagomiR-107分别转染 TU212和 TU686细

胞后,qRT-PCR 检 测 显 示,agomiR-107 组 中 的

miR-107显著增加,而antagomiR-107组中的 miR-
107相对表达水平则显著下降(图3),与空白对照

组相比差异有统计学意义(P<0.05)。证实细胞

转染是成功的,这为下一步细胞学实验奠定了良好

的基础。

经过转染后,TU212(3a)和 TU686(3b)细胞系的agomiR-107组中的 miR-107相对表达水平显著增加,而antagomiR-
107组中的 miR-107相对表达水平则显著下降;与空白对照组比较,1)P<0.05。

图3　qRT-PCR检测结果
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2.4　双荧光素酶报告基因检测结果

通过软件预测在CACNA2D1的3’-UTR保守

区域中有2个潜在的 miR-107结合位点(位点 A:
202-209,位点 B:902-908),将包含CACNA2D1 野

生型或突变型3’-UTR的报告基因表达载体克隆

到荧光素酶基因的下游(图4a,c),进行双荧光素酶

报告基因检测。在位点 A(图4b),agomiR-107使

荧光素酶活性降低了55.6%(P<0.05),在位点B
(图 4d),agomiR-107 使 荧 光 素 酶 活 性 降 低 了

80.6%(P<0.05),agomiR-107在 A 点的抑制作

用弱于在 B点;此外,antagomiR-107在2个结合

位点均增强了萤光素酶活性(均P<0.05)。结果

表明,miR-107可以直接靶向抑制CACNA2D1。

4a、4c:CACNA2D1mRNA3’-UTR的野生型和突变型与 miR-107的结合位点(位点 A:202-209,位点B:902-908);4b、4
d:miR-107在位点 A和位点B的异位表达抑制了CACNA2D13’-UTR控制的荧光素酶活性;与空白对照组比较,1)P<
0.05。

图4　双荧光素酶报告基因检测

2.5　miR-107抑制了喉癌细胞的增殖率

MTT实验证实,将agomiR-107,antagomiR-
107和相应的阴性对照转染到2个细胞系后,2个

细胞系的增殖率受到显著影响。与空白对照组相

比,agomiR-107组的 TU212细胞增殖率降低了

30.1%(P<0.05),而antagomiR-107组的 TU212
细胞增殖率提高了130.3%(P<0.05),见图5a。
TU686细胞实验结果类似,agomiR-107组的增殖

率降低了38.4%(P<0.05),而antagomiR-107组

的增殖率提高了138.9%(P<0.05),见图5b。结

果表明,miR-107显著抑制了LSCC细胞的增殖。
2.6　miR-107抑制喉癌细胞克隆形成能力

TU212和 TU686细胞克隆形成实验结果表

明,2个 LSCC细胞系中agomiR-107组的克隆数

显著 低 于 空 白 对 照 组 (P <0.05),并 且 在 an-
tagomiR-107组中形成的克隆数高于空白对照组

(P<0.05),见 图 6。说 明 miR-107 可 以 抑 制

LSCC细胞中克隆的形成。
2.7　miR-107抑制喉癌细胞的侵袭

细胞侵袭实验结果证实,转染 agomiR-107、
antagomiR-107和相应的阴性对照后,与对应的空

白对照组比较,agomiR-107组 TU212和 TU686
细胞的侵袭细胞数明显减少(P<0.05),而an-
tagomiR-107 组 的 侵 袭 细 胞 数 明 显 增 加 (P <
0.05),见图7。结果表明 miR-107能够显著抑制

LSCC细胞的侵袭。
3　讨论

在恶性肿瘤的治疗探索中,除了常规的手术和
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放化疗之外,目前已有多种分子靶向治疗的药物面

世并且取得了良好的效果,但这些靶向药物针对

LSCC的治疗效果尚不理想,问题的关键在于尚未

找到一个确切的靶点。CSC学说已经被学者所公

认〔4〕,它是指肿瘤中的一小群特殊的细胞,通过自

我更新和无限增殖维持肿瘤细胞群的生命力,因
此,精确找到 CSC并且对其进行有针对性的攻击

是肿瘤精准治疗的核心内容。有学者证实电压门

控钙通道亚基α2δ1蛋白具有成为肝癌〔5〕、胃癌〔6〕、
肺癌〔7〕等肿瘤的 CSC标志物的潜质,α2δ1+细胞

在肿瘤的分化、自我更新、药物抵抗、放射耐受、成
瘤等方面明显强于α2δ1-细胞,我们之前的研究也

证实了α2δ1在LSCC中具有类似的作用〔3〕。本课

题我们首先进行了组织学实验,WB证实了α2δ1
在喉癌组织中明显高表达(P<0.05),提示α2δ1
很可能在喉癌的发病、进展等方面发挥相关作用。
α2δ1通过控制肿瘤细胞的自发性钙震荡,从而实

现自我更新、致瘤性以及存活〔8〕。从理论上推测,
找到抑制或消灭α2δ1+细胞的分子,即有可能更彻

底地清除肿瘤,从而对肿瘤治疗提供极大的帮助。

5a、5b:2种细胞经转染后,培养48h,agomiR-107组与空白对照组比较,增殖率显著降低;antagomiR-107组与空白对照

组比较,增殖率显著增加;与空白对照组比较,1)P<0.05。
图5　miR-107抑制LSCC细胞的增殖率

TU212(6a)和 TU686(6b)细胞集落形成的照片以及各组细胞克隆数量比较的直方图,miR-107能抑制 LSCC细胞克隆

形成;与空白对照组比较,1)P<0.05。
图6　2种LSCC细胞的克隆形成实验结果
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　　miRNAs是一类内源性的短链非编码 RNA
家族,是由19~24个核苷酸组成的内源非编码单

链小 RNA,miRNA 通过与靶基因 mRNA 的3’-
UTRs的不完全碱基配对形成RNA诱导沉默复合

体对 mRNA稳定性或者翻译起负调节作用,调节

体内约1/3的基因。miRNAs表达水平与原发肿

瘤的侵袭范围、病理分型、分化程度、淋巴结转移、
外科治疗和放化疗的治疗效果及术后生存时间均

密切相关〔9〕。miRNA也被证明是充满前景的生物

标志物和合适的治疗靶点。本研究想证实 miRNA
家族是否能够抑制α2δ1的编码基因CACNA2D1
从而发挥抑制肿瘤细胞恶性特质的作用。

TU212(7a)和TU686(7b)细胞的agomiR-107组侵袭细胞数较空白对照组明显降低,而antagomiR-107组的侵袭细胞数

显著增加;与空白对照组比较,1)P<0.05。
图7　5组喉癌细胞间侵袭能力比较

　　我们首先通过多个在线数据库(TargetScan,
PicTar和 miRDB)进行预测,发现CACNA2D1 的

mRNA3’-UTR有2个位点可能与 miR-107结合,
故初步决定将 miR-107确定为我们的研究对象。
在神经胶质瘤〔10〕、肺癌〔11〕、肝癌〔12〕等恶性肿瘤的

研究中发现,miR-107扮演着“抑癌者”的角色,其
在肿瘤组织中低表达,过表达 miR-107可使肿瘤细

胞的迁移、侵袭、增殖、耐药等特性受到抑制;但在

胃癌〔13〕、胰腺癌〔14〕等恶性肿瘤中,miR-107却是作

为一种“促癌基因”而存在。因此 miR-107是通过

调控不同的基因从而发挥“促癌”或者“抑癌”的作

用。我们通过喉癌组织 qPCR 发现,miR-107 与

CACNA2D1表达呈负相关,提示 miR-107有可能

直接抑制CACNA2D1基因从而发挥作用。
我们紧接着进行了双荧光素酶报告基因实验,

试图证实 miR-107与CACNA2D1 存在结合位点,
结果也证实了我们的预测,并且,miR-107与CAC-
NA2D1的3’-UTR 的2个潜在结合点(202-209,
902-908)均能够结合,并抑制了CACNA2D1 的转

录后翻译。本研究结果显示,在902-908这个结合

位点结合后荧光素酶活性降低了80.6%,较202-

209这个位点的抑制作用更强。由此我们推测,既
然在我们前期的研究中已经证实了α2δ1具有促进

肿瘤 细 胞 恶 性 特 质 的 作 用〔3〕,那 么 miR-107 与

α2δ1蛋白的编码基因CACNA2D1 结合后,是否能

够起到抑制肿瘤细胞增殖、克隆形成或者侵袭能力

的作用?
为了证实 miR-107在LSCC中发挥抑癌作用,

我们进行了几项典型的细胞学实验。使用了2种

LSCC细胞系,其中 TU212的恶性程度较 TU686
高。在 MTT 细胞增殖实验中发现,antagomiR-
107组的细胞增殖率明显高于空白对照组,而ag-
omiR-107组则明显低于白空对照组,说明 miR-
107确实能够明显抑制 LSCC的增殖。与之类似

的是,在进一步实验中也显示,miR-107能显著抑

制LSCC细胞的克隆形成和侵袭,表明 miR-107在

LSCC细胞中发挥抑癌的作用,这与其他恶性肿瘤

的结果是一致的〔10-12〕。结合双荧光素酶报告基因

的结 果 可 以 看 出,miR-107 通 过 直 接 靶 向 调 节

CACNA2D1基因从而抑制 LSCC细胞的增殖、克
隆形成及侵袭能力。

本研究证实了在喉癌组织中 miR-107与CAC-
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NA2D1基因的表达存在负相关性,并且,miR-107
作为上游基因,能直接靶向调控CACNA2D1,同时

抑制LSCC细胞的恶性特质。但我们尚未进行裸

鼠体内成瘤实验,还没有在动物模型体内证实

miR-107能在体内抑制LSCC的发生和进展,故需

继续设计更多的实验去进一步验证以上结果。总

之,miR-107 具有成为抑 制 LSCC 的 分 子 之 一,
CACNA2D1有可能成为未来研究LSCC发病及治

疗的一个靶点。
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