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　　[摘要]　目的:研究 miR-340-5p对喉癌 Hep2细胞增殖的影响并探究其内在分子机制,为喉癌的诊断和治

疗筛选潜在的生物标志物及靶点。方法:利用qRT-PCR对喉癌患者癌组织、癌旁组织、喉癌细胞株 Hep2和正常

支气管 HBE细胞株中 miR-340-5p表达进行定量分析;通过构建双荧光素酶报告载体验证STAT3是否为 miR-
340-5p潜在靶基因;利用脂质体转染 miR-340-5pmimics/inhibitor于 Hep2细胞中并通过qRT-PCR进行验证;
分别利用CCK-8法、AnnexinV/PI法对转染后的细胞进行细胞增殖、凋亡分析;利用 WesternBlot检测转染后

STAT3及 Wnt/β-catenin通路相关蛋白表达量。结果:qRT-PCR结果表明喉癌组织及 Hep2细胞中 miR-340-5p
水平显著低于癌旁组织及 HBE细胞,且过表达或抑制 miR-340-5p后其表达量分别显著提高或降低;荧光素酶活

性表明 miR-340-5p直接与靶基因STAT33’-UTR相互作用,负调控其表达;细胞增殖、凋亡分析表明上调 miR-
340-5p可显著抑制 Hep2细胞体外增殖并诱导其凋亡,反之亦然;WesternBlot结果表明过表达 miR-340-5p后

Hep2细胞内STAT3及β-catenin、c-Myc、TCF-4、CyclinD1和 ROCK1蛋白水平较对照组显著降低,反之亦然。
结论:miR-340-5p在喉癌组织及 Hep2细胞中异常低表达,其通过靶向STAT3基因负调控 Wnt/β-catenin信号通

路抑制喉癌病程,因此可作为喉癌诊断、治疗潜在生物学靶标。
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Abstract　Objective:TostudytheeffectofmiR-340-5pontheproliferationoflaryngealcancerHep2cellsand
exploreitsintrinsicmolecularmechanism,soastoscreenpotentialbiomarkersandtargetsforthediagnosisand
treatmentoflaryngealcancer.Method:TheexpressionofmiR-340-5pinlaryngealcancertissues,paracancerous
tissues,laryngealcancercelllinesHep2andnormalbronchialHBEcelllineswasquantitativelyanalyzedbyqRT-
PCR;ThedoubleluciferasereportervectorwasconstructedtoverifywhetherSTAT3wasapotentialtargetgene
ofmicroRNA-340-5p;ThemiR-340-5pmimics/inhibitorwastransfectedintoHep2cellsbyliposomeandverified
byqRT-PCR;TheCCK-8methodandAnnexinV/PImethodwereusedtoanalyzetheproliferationandapoptosis
oftransfectedcells;andWesternBlotwasusedtodetecttheexpressionofSTAT3andWnt/β-cateninpathway-re-
latedproteinsaftertransfection.Result:TheresultsofqRT-PCRshowedthatthelevelofmiR-340-5pinlaryngeal
cancertissuesandHep2cellswassignificantlylowerthanthatinadjacenttissuesandHBEcells,andtheexpres-
sionofmiR-340-5pwassignificantlyincreasedordecreasedafteroverexpressionorinhibition;Luciferaseactivity
showedthatmiR-340-5pdirectlyinteractedwithtargetgeneSTAT33'-UTRandnegativelyregulateditsexpres-
sion;Cellproliferationandapoptosisanalysisshowedthatup-regulationofmicroRNA-340-5pcouldsignificantly
inhibittheproliferationandinduceapoptosisofHep2cellsinvitro,andviceversa;WesternBlotresultsshowed
thatthelevelsofSTAT3andβ-catenin,c-Myc,TCF-4,CyclinD1andROCK1inHep2cellsweresignificantly
lowerthanthoseinthecontrolgroupafterover-expressionofmiR-340-5p,andviceversa.Conclusion:Theex-
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pressionofmiR-340-5pisabnormallylowinlaryngealcancertissuesandHep2cells.Itcanbeusedasapotential
biologicaltargetfordiagnosisandtreatmentoflaryngealcancerbytargetingSTAT3genetonegativelyregulate
Wnt/β-cateninsignalingpathway.

Keywords　miR-340-5p;laryngealneoplasms;Hep2cells;cellproliferation;STAT3

　　喉癌是目前较为常见的发生在头颈部的恶性

肿瘤,其中喉鳞状细胞癌是最为典型的类型之

一〔1〕。根据喉癌的原发部位不同,可将其分为声门

上型喉癌、声门型喉癌和声门下型喉癌〔2〕。近几年

来,环境污染、不健康的生活方式等因素,导致喉癌

的发病率和死亡率逐年递增〔3〕。目前喉癌的治疗

方式有手术和保守治疗(包括放疗、诱导化疗和靶

向治疗等)2种常用方法〔4〕,因此深入研究喉鳞状

细胞癌变分子机制将为改良抗癌疗法提供新视角。
小RNA(miRNAs)分子是一种长约22nt的非

编码RNA,研究表明其通过与靶基因3'-UTR互补

配对从而在转录后水平上调控靶 mRNA 表达〔5〕。
研究发现 miRNAs可以作为原癌基因或抑癌基因

调节肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡等过程,从
而达到抑制肿瘤细胞增生和再次病变的作用〔6〕。
miR-340-5p在多种癌细胞中异常表达,表明其在

多种癌症中发挥作用,但其促癌或抑癌效应似乎取

决于癌症种类,如 miR-340-5p在 B型肝炎病毒相

关的肝癌中可抑制癌细胞增殖和迁移〔7〕,但在甲状

腺癌中表达上调并促进其病程发展〔8〕,其往往通过

与靶基因作用调控信号通路活性从而调控多种癌

基因的表达。研究表明喉鳞状细胞癌病理与多种

miRNAs相关〔9〕,但 miR-340-5p在喉癌发生发展

中的作用笔者尚未见报道。
本研究旨在探究 miR-340-5p表达与喉癌病理

的关系,以及其如何通过与靶基因相互作用调控

Wnt/β-catenin信号通路进而影响 Hep2细胞增殖

及凋亡,从而为筛选喉癌潜在的诊断和治疗生物靶

标提供理论依据。
1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　研究样本　40例喉癌组织标本均来自于

2013-01-2018-01在新疆维吾尔自治区人民医院

住院接受治疗的喉癌患者,均采用外科治疗,患者

此前未接受放疗和化疗等任何治疗方式,喉癌样本

均经过3名组织病理学家验证。男女性患者分别

为22例和18例。所有标本切除后,取部分肿瘤组

织,迅速放入液氮,再转入—80℃冰箱保存备用。
所有采集过程及后续研究均得到知情者同意以及

医学伦理委员会批准(审批号:20130214-016),且
为患者签署保密协议。
1.1.2　主要试剂　喉鳞状细胞癌细胞株 Hep2和

正常支气管细胞株 HBE(中科院上海生命科学研

究院生物化学与细胞生物研究所);DMEM 培养

液、胎 牛 血 清 (Gibco,美 国);TRIzolReagent、
PrimeScript® RTreagentKitwithgDNAEraser、

SYBR®PremixExTaqTMII(宝生物,大连);pMIR-
REPORT 荧 光 素 酶 报 告 载 体 (AppliedBiosys-
tems,美国);双荧光素酶分析试剂盒(Promega,
Madison,美国);QuickChangeLightingMutagen-
esisKit(Stratagene,美国);miR-340-5p mimics/
inhibitor及阴性对照的合成(吉玛公司,上海);Li-
pofectamine3000(Invitrogen,美国);CCK-8(Do-
jindo,日本);AnnexinV-FITC细胞凋亡分析试剂

盒(eBioscience,美国);兔/鼠抗人STAT3、β-cate-
nin、c-Myc、TCF-4、CyclinD1、ROCK1和β-actin单

克隆抗体、HRP抗兔/鼠IgG二抗(CST,美国);引
物(上海生工生物工程有限公司)等。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养及转染　将 Hep2和 HBE细胞

株用DMEM 培养液(10%FBS+1%青链双抗),于
37℃、5%CO2 培养箱中培养,转染前1d将生长于

对数期的 Hep2细胞接种于96孔板中并保持细胞

密度为1×105 个/孔,待细胞汇合度达到40%~
50%时,用 Lipofectamine3000 转 染 试 剂 将 20
nmol/LNCmimics和 miR-340-5pmimics或者20
nmol/LNCinhibitor和 miR-340-5pinhibitor转染

入 Hep2 细 胞 中,同 时 设 置 对 照 组 (加 入 等 量

DMEM 培养液和脂质体试剂混合液),转染48h
后,收集细胞用于后续实验。
1.2.2　qRT-PCR　利用 TRIzol试剂提取组织或

细胞总 RNA,利用PrimeScript® RTreagentKit
withgDNAEraser试剂盒进行cDNA 合成,反应

条件为37℃孵育15min后85℃加热5s并于4℃
保存,利用SYBR®PremixExTaqTMII进行qRT-
PCR反应,反应条件为95℃ 30s、95℃ 5s、60℃
30s(40循环)后溶解曲线步骤,应用CFX-96Real-
TimePCRDetectionSystem(伯乐,美国)进行检

测,扩增结束后收集数据并用比较循环阈值法处

理,miR-340-5p 的 引 物 为 Bulge-LoopTM miRNA
RT-PCR引物,以 U6snRNA 为 miRNA 定量内

参,β-actin为 mRNA内参,引物序列见表1。
1.2.3　荧光素酶报告基因分析　扩增STAT3的

3'-UTR,此区域有潜在的 miR-340-5p结合位点,将
扩增产物胶回收后连接至 XhoI和 MluI双酶切的

pMIR-REPORT 荧光素酶报告载体形成 pMIR-
REPORT-WT并测序鉴定;随后将测序正确后的

重组质粒用点突变试剂盒进行STAT3的3’-UTR
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定点突变形成pMIR-REPORT-MUT,质粒构建引

物序列见表 1。将 miR-340-5p mimics或其 NC
mimics 和 pMIR-REPORT-WT 或 pMIR-RE-
PORT-MUT分别共转染至 Hep2细胞内,48h或

72h后收集细胞,参照双荧光素酶分析试剂盒进行

荧光素酶活性分析,以海肾荧光素酶为内对照。

表1　qRT-PCR及质粒构建引物序列

Primer Sequence(5'-3')

STAT3-qF GGCCCAATGGAATCAGCTACAG
STAT3-qR GAAGAAACTGCTTGATTCTTCG
ACTB-F AGTCCTGTGGCATCCACGAAA
ACTB-R GTCATACTCCTGCTTGCTGA

STAT3-3'
UTR-F

ATCCGCTCGAGATGGCCCAATGGAATC

STAT3-3'
UTR-R

CGACGCGTGAGGTCAACTCCATGTCAAAG

1.2.4　细胞增殖分析　取各组转染48h后的细

胞以每孔2×103 个细胞接种于含有 DMEM 和

10% FBS培养液的96孔板中培养,每隔1d加入

10μL的CCK-8试剂于37℃黑暗条件下孵育3h,
以450nm 为波长测定各孔吸光值,细胞活性以起

始点进行标准化并以百分数表示。
1.2.5　细胞凋亡分析　参照细胞凋亡分析试剂

盒,对转染48h后的细胞进行 AnnexinV-FITC/
PI双染色,于流式细胞仪(BDBiosciences,美国)中
分析早晚期细胞凋亡率。
1.2.6　WesternBlot分析　收集转染72h后的

细胞并用 RIPA 裂解提取总蛋白并定量,取等量

60μg蛋白于SDS-PAG分离并电转印于PVDF膜

上,随后于含有5%脱脂牛奶的 TBST中室温封闭

1h 后 用 STAT3、β-catenin、c-Myc、TCF-4、Cy-
clinD1、ROCK1和β-actin一抗(1∶1000)4℃孵育

过夜,第2天用 TBST 洗膜3次并用 HRP 二抗

(1∶5000)室温孵育2h,TBST洗净后用 ECL检

测系统(ThermoFisherScientific,Waltham,MA,
USA)显影条带,并于ImageJ软件(NationalInsti-
tutesofHealth,Bethesda,MD,USA)计算条带灰

度值,目的蛋白/β-actin灰度值为蛋白水平。
1.3　统计学分析

利用SPSS17.0软件进行统计学分析,所有实

验均重复3次且数据以■x±s表示,2组间比较利

用双尾t 值检验,多组间进行单因素方差分析,
P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　miR-340-5p在喉癌组织及细胞中的表达情况

通过qRT-PCR 检测喉癌患者癌组织及癌旁

组织,Hep2及 HBE细胞中 miR-340-5p表达水平。
结果如图1a、b所示:与正常癌旁组织相比,miR-
340-5p在喉癌患者 癌 组 织 中 异 常 显 著 低 表 达;
Hep2细胞中 miR-340-5p表达水平显著低于 HBE
细胞。

为进一步探究 miR-340-5p与喉癌病理机制的

关系,我们分别在 Hep2细胞中转染 miR-340-5p
mimics与inhibitor及 其 阴 性 对 照 并 通 过 qRT-
PCR定量 miR-340-5p表达,结果如图1c所示:过
表达 miR-340-5p后其水平较NCmimics组显著升

高,而抑制 miR-340-5p后其水平较 NCinhibitor
组显著降低。

1a:喉癌患者癌组织和癌旁正常组织中 miR-340-5p水平;1b:Hep2细胞和 HBE细胞中 miR-340-5p水平;1c:转染

mimics/inhibitor后的 miR-340-5p水平。
图1　miR-340-5p在喉癌组织、Hep2细胞及转染 mimics/inhibitor后的表达水平变化

2.2　miR-340-5p与其潜在靶基因STAT3的调控

关系

通过 TargetScan预测STAT3是 miR-340-5p
的潜在靶基因并采用 qRT-PCR 和 WesternBlot

检测过表达和抑制 miR-340-5p后 Hep2细胞内

STAT3mRNA 和蛋白水平。过表达 miR-340-5p
后STAT3mRNA和蛋白表达量较 NCmimics显

著降低,而抑制 miR-340-5p表达后 STAT3mR-
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NA和蛋白水平相比于 NCinhibitor显著升高,见
图2a~c。

此外,为验证 miR-340-5p直接与STAT3的3
'-UTR结合并调控其表达,构建双荧光素酶报告载

体并与 mimics或其 NCmimics共转染至 Hep2细

胞中分析萤火虫荧光素酶的相对活性,结果见图

2d,与 NC mimics相比,过表达 miR-340-5p可显

著降低荧光素酶活性,而对 STAT33'-UTR 进行

定点突变后(图2e),这种抑制效应明显减弱,且较

NCmimics无变化。双荧光素酶报告分析结果表

明:miR-340-5p可与其靶基因STAT3的3’-UTR
互补配对而负调控其表达。

2.3　miR-340-5p对 Hep2细胞体外增殖的影响

通过 CCK-8 法分析 miR-340-5p mimics/in-
hibitor转染 Hep2细胞后,细胞的增殖情况,过表

达 miR-340-5p与NCmimics相比细胞增殖显著受

到抑制,而抑制 miR-340-5p表达相比于 NCinhib-
itor可显著促进细胞增殖。见图3。
2.4　miR-340-5p对喉癌癌细胞凋亡的影响

通过 AnnexinV/PI双染色法检测 miR-340-5p
mimics/inhibitor转染48h后 Hep2细胞的凋亡情

况,过表达 miR-340-5p后 Hep2早晚期凋亡率显著

高于NCmimics,而抑制 miR-340-5p表达相比于NC
inhibitor早晚期凋亡率显著降低,见图4。

图2　miR-340-5p调控其靶基因STAT3表达情况　2a:过表达和抑制 miR-340-5p后STAT3mRNA水平;2b:过表达

和抑制 miR-340-5p后STAT3蛋白表达水平;2c:过表达和抑制 miR-340-5p后STAT3相对蛋白表达水平;2d:转染不

同报告载体和 mimics后荧光素酶相对活性;2e:双荧光素酶报告载体构建示意图;　图3　过表达和抑制 miR-340-5p
对Hep2细胞增殖的影响　3a:过表达 miR-340-5p后 Hep2细胞增殖情况;3b:抑制 miR-340-5p后 Hep2细胞增殖情

况。与 NCmimics组比较,1)P<0.05;与 NCinhibitor组比较,2)P<0.05。
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2.5　miR-340-5p调控喉癌病理分子机制

通过 WesternBlot检测 miR-340-5pmimics/
inhibitor转染后 Hep2细胞中 Wnt/β-catenin相关

蛋白水平,结果如图5所示:过表达 miR-340-5p与

NC mimics 相 比 β-catenin、c-Myc、TCF-4、Cy-

clinD1和 ROCK1蛋白表达均显著降低,而抑制

miR-340-5p 表 达 较 NCinhibitor,β-catenin、c-
Myc、TCF-4、CyclinD1和ROCK1蛋白水平则显著

升高。

图4　过表达和抑制 miR-340-5p对Hep2细胞凋亡的影响　4a:过表达 miR-340-5p后 Hep2细胞凋亡情况;4b:抑制

miR-340-5p后 Hep2细胞凋亡情况;与 NCmimics组比较,1)P<0.01;与 NCinhibitor组比较,2)P<0.01;　图5　过

表达和抑制 miR-340-5p对 Wnt/β-catenin通路相关蛋白水平的影响　5a:过表达 miR-340-5p后 Wnt/β-catenin通路相

关蛋白水平变化;5b:抑制 miR-340-5p表达后 Wnt/β-catenin通路相关蛋白水平变化。与 NC mimics组比较,1)P<
0.01;与 NCinhibitor组比较,2)P<0.01。

3　讨论

喉癌尤其是恶性喉鳞状细胞癌是人类头颈部

最常见的肿瘤,其对放疗和化疗低敏,且预后不佳,
发病率和死亡率极高,发病机制十分复杂,涉及到

多种因素〔10〕。实际治疗中对喉癌发生、发展分子

机制进行深入研究,寻找喉癌有效治疗靶点对于喉

癌诊断、治疗及预后具有重要意义。
miRNAs与人类多种肿瘤的形成和发展密切

关联,是一种新型调控分子,既可作为原癌基因又

可作为抑癌基因,往往通过与靶基因结合从而实现

对癌细胞的调控〔11〕。研究表明 miR-206可抑制喉

癌细胞增殖〔12〕,miR-29a-3p在喉癌患者体内表达

降低,并且与肿瘤分期以及淋巴结的转移有关〔13〕。
miR-340-5p也是在人体内正常细胞普遍存在的小

RNA分子,其在多种肿瘤组织中异常低表达并参

与癌症进程〔14〕,研究发现 miR-340-5p的过表达可

显著降低 Bai3与 DMD 蛋白表达量〔15〕。STAT3
是一种癌基因并在多种癌组织中高表达,其过表达

与喉癌临床分期密切相关且可能是喉癌发生进展

的主要决定因素〔16〕,研究证实多种 miRNAs可与
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STAT33'-UTR靶向结合并通过调控信号通路影

响癌细胞活性〔17〕,其中 Wnt/β-catenin通路是细胞

信号转导过程中重要的通路,β-catenin胞质积累并

进入核内激活下游靶基因表达从而在细胞增殖、分
化及肿瘤形成中起关键作用。

本研究发现 miR-340-5p在喉癌患者组织和细

胞中异常低表达,因此 miR-340-5p的低表达可能

与喉癌致病密切相关。通过在 Hep2细胞中上调

和下调 miR-340-5p并分析其对 Hep2细胞体外增

殖、凋亡的影响,发现过表达 miR-340-5p可显著抑

制 Hep2细胞体外增殖并诱导其发生凋亡,因此其

在喉癌病理中是一种肿瘤抑制基因;通过验证

STAT3是否为 miR-340-5p 潜 在 靶 基 因 并 检 测

Wnt/β-catenin通路相关蛋白水平,发现 miR-340-
5p直接与STAT33’-UTR相互作用且上调 miR-
340-5p水平可显著降低 Hep2细胞内β-catenin、c-
Myc、TCF-4、CyclinD1和 ROCK1蛋白表达,这表

明 miR-340-5p可通过与靶基因STAT3结合从而

靶向调控 Wnt/β-catenin通路活性进而抑制 Hep2
细胞体外增殖并促进其凋亡。

综上所述,miR-340-5p在喉癌 Hep2细胞中异

常低表达,其通过靶向 STAT3基因调控 Wnt/β-
catenin通路活性从而对喉癌细胞具有抑制效应,
因此可作为以后喉癌临床诊断、治疗潜在的生物学

靶标。
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