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  [摘要] 目的 探究miR-519d-3p与甲基化CpG结合蛋白2(MECP2)的作用关系及其对口腔鳞状细胞癌

(OSCC)的影 响。方法 逆 转 录PCR(RT-PCR)筛 选 最 适 细 胞 进 行 后 续 实 验。分 组 转 染 miR-519d-3p或

MECP2重组表达载体,双荧光素酶报告基因实验检测靶向作用关系,CCK8检测细胞增殖倍数,流式细胞术检

测细胞周期阻 滞 及 细 胞 凋 亡,划 痕 愈 合 法 检 测 细 胞 迁 移,Transwell法 检 测 细 胞 侵 袭,Western
 

blot检 测

MECP2、E-钙粘蛋白(E-cadherin)、基质金属蛋白酶2(MMP-2)、周期蛋白D1(Cyclin
 

D1)、活化型半胱天冬酶3
(cl-CASP3)和分泌性卷曲相关蛋白4(SFRP4)蛋白水平,MSP法检测SFRP4甲基化水平。结果 与癌旁组织

比较,在OSCC组织标本中 miR-519d-3p表达水平降低,MECP2基因表达水平升高,miR-519d-3p和 MECP2
存在靶向作用关系(P<0.05)。与mimics

 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组OSCC细胞增殖倍数降低,细胞

周期阻滞,细胞凋亡率升高,细胞迁移和侵袭能力降低,MECP2、MMP-2、Cyclin
 

D1蛋白水平降低,E-cadherin、

cl-CASP3、SFRP4蛋白水平升高,SFRP4基因去甲基化;MECP2蛋白水平提高可扭转 miR-519-3p
 

mimics引

起的上述各指标的变化。结论 miR-519d-3p可靶向作用于 MECP2,抑制OSCC细胞的增殖、迁移与侵袭。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

miR-519d-3p
 

and
 

methylated
 

CpG
 

binding
 

protein
 

2
 

(MECP2)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC).Methods The
 

expression
 

of
 

miR-
519d-3p

 

or
 

MECP2
 

gene
 

in
 

clinical
 

samples
 

and
 

OSCC
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-
PCR),and

 

the
 

optimal
 

cells
 

were
 

screened
 

for
 

subsequent
 

experiments.OSCC
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

miR-
519d-3p

 

or
 

MECP2
 

recombinant
 

expression
 

vector
 

according
 

to
 

the
 

groups,dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

targeting
 

relationship,cell
 

proliferation
 

was
 

measured
 

by
 

CCK8,cell
 

cycle
 

arrest
 

and
 

ap-
optosis

 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,cell
 

migration
 

was
 

observed
 

by
 

wound
 

healing
 

method,cell
 

invasion
 

was
 

observed
 

by
 

Transwell
 

assay,protein
 

levels
 

of
 

MECP2,E-cadherin,matrix
 

metalloproteinase-2
 

(MMP-2),

cyclin
 

D1,cleaved
 

caspase-3
 

(cl-CASP3),secreted
 

frizzled-related
 

protein
 

4
 

(SFRP4)
 

were
 

determined
 

by
 

Western
 

blot,SFRP4
 

methylation
 

was
 

detected
 

by
 

MSP.Results Compared
 

with
 

paracancerous
 

tissue,the
 

ex-

pression
 

of
 

miR-519d-3p
 

in
 

cancer
 

tissue
 

reduced,the
 

gene
 

expression
 

of
 

MECP2
 

elevated,there
 

was
 

targeting
  

relationship
 

between
 

miR-519d-3p
 

and
 

MECP2
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

mimics
 

NC
 

group,the
 

proliferation
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of
 

OSCC
 

cells
 

decreased,cell
 

cycle
 

arrested,apoptotic
 

rate
 

increased,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

became
 

weak-
en,protein

 

levels
 

of
 

MECP2,MMP-2
 

and
 

Cyclin
 

D1
 

decreased,protein
 

levels
 

of
 

E-cadherin,cl-CASP3
 

and
 

SFRP4
 

increased,SFRP4
 

gene
 

was
 

demethylated;while
 

the
 

increasing
 

level
 

of
 

MECP2
 

could
 

reverse
 

the
 

chan-

ges
 

in
 

above
 

indicators
 

caused
 

by
 

miR-519-3p
 

mimics.Conclusion miR-519d-3p
 

could
 

target
 

MECP2,to
 

inhib-
it

 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

OSCC
 

cells.
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  口腔和颈部的癌症是世界第六大癌,口腔鳞状细

胞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,OSCC)是其中最

主要的类型,每年约有20万的新病例被诊断出来,尽

管包括手术、放疗和化疗在内的诸多疗法已经取得了

很大的进步,过去30年中 OSCC患者的5年生存率

依然不超过50%,原位的局部复发和颈部淋巴结转移

是导致 OSCC治疗失败的主要原因[1-3]。迄今对于

OSCC的病理机制依然有很多尚不清楚的地方,因此

阐明OSCC发生、发展的分子机制对于改善OSCC的

治疗具有十分重要的意义。

MicroRNA(miRNA)是一类内源性非编码小分

子RNA物质,可通过与mRNA的3'非翻译区碱基配

对,从转录后水平对基因进行负调控,抑制基因的翻

译或造成 mRNA降解。miRNA的异常表达与各种

癌症有着密切的关系[4-6],miR-519d-3p在许多文献报

道中都被认为是一种肿瘤抑制基因,在OSCC中同样

发挥着抑癌的作用[7-9]。然而对 miR-519d-3p在OS-

CC中的作用机制研究还有很多空缺之处。甲基化

CpG 结 合 蛋 白 2(methyl-CpG-binding
 

protein
 

2,

MECP2)是甲基化结合蛋白家族的成员,其异常表达

与包括 OSCC在内的多种癌症的发生都有密切联

系[10]。通过生物信息学数据库预测发现 miR-519d-

3p可能 与 MECP2存 在 靶 向 相 互 作 用,因 此 推 测

miR-519d-3p对OSCC的作用可能与对 MECP2的调

控有关。本研究在前人研究的基础上,通过培养OS-

CC细胞,并转染miR-519d-3p和MECP2重组表达载

体,进一步研究了miR-519d-3p在OSCC中可能的作

用机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

人口腔角质细胞株 HOK 和人 OSCC 细胞株

Tca-8113、Cal-27、SCC-25、HN30购自中国科学院上

海细胞库;DMEM 细胞培养基、胎牛血清购自美国

Gibco公司;Lipofectamine
 

2000转染试剂购自美国

Invitrogen公司;Trizol试剂、RIPA试剂、BCA蛋白

定量试剂盒、CCK8试剂购自北京索莱宝生物科技有

限公司;逆转录试剂盒SYBR
 

Premix
 

EX
 

Taq
 

Ⅱ购自

日本 Takara公司;双荧光素酶报告系统购自美国

Promega公司;细胞周期及细胞凋亡检测试剂盒购自

上海翊圣生物科技有限公司;基因组DNA提取试剂

盒购自上海碧云天生物技术研究所;MECP2、E-钙粘

蛋白(E-cadherin)、基质金属蛋白酶-2(MMP-2)、周期

蛋白D1(Cyclin
 

D1)、活化型半胱天冬酶(cl-CASP3)、

分泌性卷曲相关蛋白4(SFRP4)、GAPDH 抗体购自

美国CST公司;DNA甲基化试剂盒购自美国Zymo
 

Research公司;miR-519d-3p
 

mimics、mimics
 

NC及

重组载体由上海吉玛制药技术有限公司合成;所用引

物由上海生工生物工程有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 临床标本获取

从本院头颈肿瘤外科获取2010年1月至2016
年12月30例患者的人鳞状细胞癌和癌旁组织标本,

其中男17例,女13例,年龄29~73岁,所有病例术

前未采用其他治疗。

1.2.2 细胞培养

人口腔角质细胞株 HOK 和人 OSCC 细胞株

Tca-8113、Cal-27、SCC-25、HN30于37
 

℃
 

5%
 

CO2
的环境下在10%胎牛血清、100

 

U/mL青霉素、100
 

mg/mL链霉素的DMEM细胞培养基中进行培养。

1.2.3 细胞分组处理

将OSCC细胞分为SCC-25组、mimics
 

NC组、miR-

519d-3p
 

mimics组及miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组,

SCC-25组为空白对照,mimics
 

NC组为阴性对照,按

照Lipofectamine
 

2000提供的操作说明,miR-519d-3p
 

mimics转染miR-519d-3p
 

mimics组细胞,miR-519d-

3p和pCMV2-GV146-MECP2重组载体共转染 miR-

519d-3p+MECP2组细胞,转染24
 

h后,收集细胞用

于后续实验。

1.2.4 逆转录PCR(RT-PCR)检测基因表达

Trizol试剂提取各组细胞的总RNA,通过逆转录
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试剂盒逆转录合成cDNA,根据SYBR
 

Premix
 

EX
 

Taq
 

Ⅱ试剂盒提供的操作说明进行PCR扩增,扩增

条件具体设置为:95
 

℃预变性2
 

min;95
 

℃变性5
 

s,

60
 

℃退火10
 

s,进行40个循环;所用的引物序列为

miR-519d-3p:上 游5'-TGC
 

GGC
 

AAA
 

GTG
 

CCT
 

CCC
 

TTT
 

AG-3';下 游 5'-CCA
 

GTG
 

CAG
 

GGT
 

CCG
 

AGG
 

T-3';MECP2:上游5'-GCC
 

GAG
 

AGC
 

TAT
 

GGA
 

CAG
 

CA-3';下 游 5'-CCA
 

ACC
 

TCA
 

GAC
 

AGG
 

TTT
 

CCA
 

G-3'。2-ΔΔCt 法计算基因表达

水平。

1.2.5 Western
 

blot检测蛋白表达

RIPA试剂提取各组细胞总蛋白,BCA试剂盒定

量,进行10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶(SDS-

PAGE)电泳,结束后将SDS-PAGE通过半干转膜法

转移蛋白条带至聚偏氟乙烯(PVDF)膜,在室温条件

下使用5%脱脂牛奶对PVDF膜进行封闭处理,2
 

h
后弃去残液,使用一抗4

 

℃孵育过夜,第2天使用

TBST缓冲液对PVDF膜进行清洗,使用二抗孵育2
 

h后,滴加电化学发光(ECL)显色液显影,置于凝胶成

像仪扫描灰度值进行相对定量。

1.2.6 双荧光素酶报告基因检测靶向作用关系

通过生物信息学数据库 Targetscan预测 miR-

519d-3p和 MECP2的靶向作用位点,根据预测的位

点构建包含靶向区域的 MECP2
 

3'-UTR的pGL3
 

lu-

ciferase
 

promoter野生型和突变型载体,将野生型或

突变型载体与miR-519d-3p
 

mimics或 mimics
 

NC共

转染HEK293T细胞,24
 

h后通过双荧光素酶报告基

因检测系统检测荧光素酶活性。

1.2.7 CCK8检测细胞增殖

按1.2.3的方法处理细胞后,在常规条件下继续

进行培养,每24小时使用CCK8试剂检测细胞450
 

nm吸光度值,持续72
 

h。具体方法为:细胞接种于

96孔板,加入10
 

μL
 

CCK8试剂处理4
 

h,酶标仪检测

450
 

nm吸光度值,通过预先制作的标准曲线,得到每

个时间点细胞的增殖倍数。

1.2.8 流式细胞术检测细胞周期分布

70%预冷酒精固定细胞,4
 

℃条件下过夜,磷酸盐

缓冲液(PBS)洗涤细胞并重悬,加入2.5
 

μL的10
 

mg/mL核糖核酸酶A,室温避光静置1
 

h,加入50
 

μL
 

0.1
 

mg/mL碘化丙啶(PI)染液于4
 

℃避光染色30
 

min,流式细胞仪检测细胞周期分布。

1.2.9 流式细胞术检测细胞凋亡

195
 

μL
 

膜联蛋白V(Annexin
 

V)-异硫氰基荧光

素(FITC)结 合液重悬细胞,加入5
 

μL
 

Annexin
 

V-

FITC试剂轻轻混匀,室温避光静置10
 

min,离心弃上

清液,190
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC结合液重悬细胞,避光

加入10
 

μL
 

PI染液混匀,流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.2.10 划痕愈合法检测细胞迁移

细胞接种于6孔板培养,当细胞铺满孔底80%的

空间时,中枪头垂直于水平面对细胞进行划痕处理,

PBS清洗后在无血清培养基中继续培养24
 

h后通过

光学显微镜观察划痕愈合情况,划痕愈合率
 

=
 

(实验

组0
 

h划痕宽度-实验组24
 

h划痕宽度)/(mimics
 

NC组0
 

h划痕宽度-mimics
 

NC组24
 

h划痕宽

度)×100%。

1.2.11 Transwell法检测细胞侵袭

50
 

μL基质胶加入Transwell小室中,于37
 

℃待

其完全凝固,上室加入无血清培养基,下室加入完全

培养基,将细胞接种于上室无血清培养基中,常规条

件培养48
 

h后取出,清洗未通过膜的细胞,4%多聚甲

醛固定过膜的细胞,1%结晶紫染色并通过光学显微

镜观察,每个小室取6个视野计数,以均数来评价细

胞的侵袭能力。

1.2.12 MSP法检测基因甲基化水平

收集对数生长期细胞,DNA抽提试剂盒提取细

胞总DNA,重亚硫酸盐修饰纯化DNA,分别合成目

的基因的甲基化引物和非甲基化引物,对修饰纯化的

DNA进行PCR扩增,PCR扩增条件具体设置为:95
 

℃预变性10
 

min;94
 

℃变性30
 

s,非甲基化引物62
 

℃
退火30

 

s,甲基化引物64
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸40
 

s,反应进行40个循环后继续72
 

℃延伸10
 

min。甲

基化SFRP4引物序列为:上游5'-CGA
 

GGG
 

GGA
 

GTT
 

CGC
 

GT-3';下 游 5'-CGC
 

GAA
 

ATC
 

CGA
 

CCG
 

CGA
 

A-3';非甲基化SFRP4引物序列为:上游

5'-GTT
 

GAG
 

GGG
 

GAG
 

TTT
 

GTG
 

T-3';下游5'-

AAA
 

CCA
 

CAA
 

AAT
 

CCA
 

ACC
 

ACA
 

AAA
 

C-3';

通过2%琼脂糖凝胶电泳观察甲基化水平。

1.3 统计学处理

采用SPSS
 

19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,两组比较采用t检验,多组间比较采用单

因素方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 OSCC临床标本中 miR-519d-3p和 MECP2的

表达

与OSCC癌旁组织比较,癌组织中 miR-519d-3p
表达水平明显降低,MECP2表达水平明显升高,差异
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有统计学意义(P<0.05),见图1。

  A:RT-PCR检测 miR-519d-3p表达;B:RT-PCR检测 MECP2基

因表达;a:P<0.05。

图1  RT-PCR检测OSCC临床标本中 miR-519d-3p和

MECP2基因表达

2.2 miR-519-3p抑制 MECP2蛋白表达

与人口腔角质细胞株 HOK比较,OSCC细胞株

中miR-519d-3p表达水平均表现出明显的下调,差异

有统计学意义(P<0.05)。选用了miR-519d-3p表达

下调最明显的SCC-25进行后续实验,与未经处理的

细胞比较,mimics
 

NC转染的细胞 miR-519d-3p表达

水平 无 变 化,但 miR-519d-3p
 

mimics转 染 的 细 胞

miR-519d-3p表达水平明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05)。与 mimics
 

NC 组 比 较,miR-519d-3p
 

mimics组细胞中 MECP2蛋白水平明显降低,差异有

统计学意义(P<0.05);与 miR-519d-3p
 

mimics组比

较,miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组细胞中 MECP2
蛋白水平明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见
图2。

2.3 miR-519d-3p靶向作用于 MECP2
生物信息学数据库 Targetscan预测 miR-519d-

3p和 MECP2可能存在的靶向作用位点,与 MECP2
 

WT+mimics
 

NC比较,MECP2
 

WT+miR-519d-3p
 

mimics的荧光素酶活性明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。MECP2
 

MUT+miR-519d-3p
 

mimics
与MECP2

 

MUT+mimics
 

NC比较,差异无统计学意

义(P>0.05),见图3。

  A:RT-PCR检测miR-519d-3p在正常口腔胶质细胞和 OSCC细胞中的表达;B:RT-PCR检测 miR-519-3p
 

mimics转染效果;C:SCC-25组中

MECP2蛋白 Western
 

blot检测;D:SCC-25细胞中 MECP2蛋白相对表达水平柱状图;a:P<0.05,与 HOK组比较;b:P<0.05,与SCC-25组或

mimics
 

NC组比较;c:P<0.05,与miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图2  miR-519d-3p和 MECP2表达检测

2.4 miR-519d-3p抑制OSCC细胞增殖

与 mimics
 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组

OSCC细胞的72
 

h增殖倍数明显降低,差异有统计学

意义(P<0.05);与 miR-519d-3p
 

mimics组比较,

miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组OSCC细胞的72
 

h
增殖倍数明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见
图4。

2.5 miR-519d-3p阻滞OSCC细胞周期

与 mimics
 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组

OSCC细胞的G1/G0 期百分率明显升高,同时S期和

G2/M期百分率明显降低,差异有统计学意义(P<
0.05);与 miR-519d-3p

 

mimics组比较,miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组 OSCC细胞 G1/G0 期百分率明

显降低,同时S期百分率明显升高,差异有统计学意
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义(P<0.05),见图5。

  a:P<0.05,与mimics
 

NC组比较。

图3  双荧光素酶报告基因实验检测 miR-519d-3p和

MECP2靶向作用关系

  a:P<0.05,与 mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与 miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图4  CCK8检测OSCC细胞72
 

h细胞增殖倍数变化

2.6 miR-519d-3p诱导OSCC细胞凋亡

与 mimics
 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组

OSCC细胞凋亡率明显升高,差异有统计学意义(P<

0.05);与 miR-519d-3p
 

mimics组比较,miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组 OSCC细胞凋亡率明显降低,差
异有统计学意义(P<0.05),见图6。

2.7 miR-519d-3p抑制OSCC细胞迁移

与mimics
 

NC比较,miR-519d-3p
 

mimics组OS-
CC细胞划痕愈合百分率明显降低,差异有统计学意

义(P<0.05);与 miR-519d-3p
 

mimics组比较,miR-
519d-3p

 

mimics+MECP2组OSCC细胞划痕愈合率

明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图7。

2.8 miR-519d-3p抑制OSCC细胞侵袭

与 mimics
 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组

OSCC细胞侵袭数目明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05);与 miR-519d-3p
 

mimics组比较,miR-
519d-3p

 

mimics+MECP2组OSCC侵袭细胞数目明

显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图8。

2.9 miR-519d-3p对增殖、凋亡及转移分子标志物的

调控作用

与 mimics
 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组

OSCC细胞中E-cadherin、cl-CASP3蛋白水平明显升

高,MMP-2、Cyclin
 

D1蛋白水平明显降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与 miR-519d-3p
 

mimics组比

较,miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组中 OSCC细胞

中E-cadherin、cl-CASP3蛋白水平明显降低,MMP-
2、Cyclin

 

D1蛋白水平明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05),见图9。

  a:P<0.05,与mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图5  流式细胞术检测OSCC细胞周期分布情况
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  a:P<0.05,与mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图6  流式细胞术检测OSCC细胞凋亡率

  a:P<0.05,与mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图7  划痕愈合法检测OSCC细胞迁移能力

  a:P<0.05,与mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图8  Transwell法检测OSCC细胞侵袭能力
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  A:Western
 

blot检测结果;B:蛋白相对表达水平柱状图;a:P<

0.05,与mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与miR-519d-3p
 

mimics组比较。

图9  Western
 

blot检测OSCC细胞内增殖、凋亡及

转移分子标志物蛋白表达情况

  A:MSP检测OSCC细胞中SFRP4基因甲基化;B:OSCC细胞中

SFRP4蛋白 Western
 

blot检测结果;C:OSCC细胞中SFRP4蛋白相对

表达水平柱状图;a:P<0.05,与 mimics
 

NC组比较;b:P<0.05,与

miR-519d-3p组比较。

图10  MSP和 Western
 

blot检测SFRP4在OSCC细胞中

甲基化及蛋白表达情况

2.10 miR-519d-3p抑制SFRP4基因甲基化

在mimics
 

NC组 OSCC细胞当中,SFRP4基因

处于高甲基化状态;而在miR-519d-3p
 

mimics组细胞

当中,SFRP4基因处于去甲基化状态;miR-519d-3p
 

mimics+MECP2组细胞中SFRP4基因处于一部分

甲基化的状态。与 mimics
 

NC组比较,miR-519d-3p
 

mimics组OSCC细胞中SFRP4蛋白水平明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05);与 miR-519d-3p

 

mim-
ics组比较,miR-519d-3p

 

mimics+MECP2组细胞中

SFRP4蛋白水平明显降低,差异有统计学意义(P<
0.05),见图10。

3 讨  论

DNA甲基化是一种重要的表观遗传特性,具有

调控基因转录、保持基因组稳定性的作用,当这一功

能发生异常改变时,会直接影响到基因转录,在癌症

的发生、发展过程中具有重要的影响[11-12]。MECP2
可通过其甲基化结合结构域 MBD与DNA的单甲基

化CpG岛结合,从转录水平上抑制基因的表达[13]。
有研究报道了 MECP2敲除可抑制下游 Wnt信号通

路的激活,从而抑制 OSCC的增殖[14]。miR-519d-3p
已被报道是一种OSCC肿瘤抑制基因,本研究还基于

生物信息学数据库的预测,推测 miR-519d-3p可能通

过靶向作用于 MECP2发挥 OSCC抑制作用。此外,
本研究检测了OSCC临床及细胞株标本中miR-519d-
3p和 MECP2的基因表达水平变化,发现相较于癌旁

组织及 正 常 组 织 细 胞,OSCC 组 织 和 细 胞 中 miR-
519d-3p表达均受到抑制,而 OSCC组织中 MECP2
基因表达明显升高,进一步研究发现 OSCC细胞中

miR-519d-3p表达水平升高可明显抑制 MECP2的蛋

白表达水平,提示 miR-519d-3p与 MECP2可能存在

相互作用关系。通过双荧光素酶报告基因检测,证实

miR-519d-3p与 MECP2存在靶向作用关系。
越来越多的证据表明 miRNA在 OSCC细胞增

殖、凋亡、迁移和侵袭等生物学特性中扮演着重要作

用[15-16]。miR-519d-3p在多种癌症中均发现具有抑制

细胞增殖、侵袭和迁移的能力[8,17],然而JIN等[9]对

miR-519d-3p在 OSCC 中 作 用 的 研 究 却 并 未 发 现

miR-519d-3p对OSCC细胞增殖的调控能力。本研

究发现miR-519d-3p可明显抑制OSCC细胞的增殖、
迁移和侵袭的能力,同时引起G1/G0 期细胞周期阻滞

及细胞凋亡率升高,而提高 MECP2表达可部分恢复

细胞增殖、迁移和侵袭能力,并缓解细胞周期阻滞及

细胞凋亡水平。与既往研究的差异可能与选用了不

同的OSCC细胞有关。本研究进一步检测了细胞转
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移标志物E-cadherin和MMP-2,细胞增殖标志物Cy-
clin

 

D1及细胞凋亡标志物cl-CASP3的表达,发现

miR-519d-3p可明显提高E-cadherin和cl-CASP3蛋

白水平,降低 MMP-2和Cyclin
 

D1蛋白水平。E-cad-
herin是细胞维持上皮表型必不可少的成员之一,在

E-cadherin表达受到抑制时,会导致β-连环蛋白(β-
cantenin)在细胞质中的积累并最终引起 Wnt通路的

激活而促进肿瘤细胞增殖和转移[18],MMP-2参与降

解肿瘤细胞周围的细胞质基质成分,对肿瘤细胞的侵

袭有着重要作用,既往研究表明 miR-519d-3p同样可

靶向抑制 MMP-2表达发挥肿瘤抑制作用[19-20]。Cyc-
lin

 

D1为G1/S特异性的周期蛋白,具有促进细胞周

期从G1 期进入S期的作用[21]。cl-CASP3是凋亡过

程中蛋白分子降解的主要执行因子,其表达水平反映

了细胞凋亡的发生情况[22]。结合以上实验结果表明,

miR-519d-3p对 MECP2作用可抑制OSCC细胞的增

殖、迁移及侵袭。
还有研究表明,MECP2参与了对 Wnt通路抑制

因子 SFRP 蛋 白 的 调 控,在 类 风 湿 性 关 节 炎 中,

MECP2可通过抑制 miR-152表达,解除 miR-152对

DNA甲基转移酶1(DNA
 

methyltransferase
 

1,DN-
MT1)的 沉 默,DNMT1 可 通 过 甲 基 化 SFRP4 和

SFRP1,解除了SFRP蛋白对 Wnt信号通路的抑制作

用[23]。PANNONE等[24]研究表明,SFRP4在 OSCC
细胞中发生了甲基化,而SFRP1并未发生这一变化,
预示着SFRP4的甲基化失活与 OSCC有着密切联

系。本研究发现在OSCC细胞中SFRP4发生了启动

子甲基化,而 miR-519d-3p处理可诱导SFRP4去甲

基化,提高 MECP2表达可部分扭转 miR-519d-3p的

作用。同时miR-519d-3p明显提高了SFRP4的蛋白

表达,提高 MECP2表达可部分扭转 miR-519d-3p对

SFRP4蛋白表达的促进作用。上述结果表明,miR-
519d-3p通过靶向沉默 MECP2,诱导SFRP4启动子

去甲基化,从而提高SFRP4的蛋白表达。
综上所述,miR-519d-3p可通过靶向沉默 MECP2,

诱导SFRP4启动子去甲基化并提高其蛋白水平,进而

抑制OSCC细胞的增殖、迁移与侵袭,并促进细胞凋亡。
本研究为OSCC的靶向治疗提供了新的参考,然而研

究还存在一些不足之处,后期计划进一步探究 miR-
519d-3p对 MECP2下游的蛋白及通路的调控,并通

过动物实验验证miR-519d-3p的作用机制。
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