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  摘 要:目的 探讨微小RNA(miRNA)-630在鼻咽癌中的表达情况及与鼻咽癌患者预后的相关性。方法

从NCBI-GEO网站中下载了GSE70970、GSE43329和GSE12452共3个独立的鼻咽癌芯片数据,使用Graph-
pad

 

prism
 

7对 miRNA-630的表达差异进行统计分析;对 miRNA-630的表达进行了受试者工作特征曲线

(ROC)和Kaplan-Meier生存曲线分析。采用SPSS22.0对 miRNA-630表达量、肿瘤病理(T)和淋巴结转移

(N)指标建立了单因素和多因素COX风险比例模型。采用 RT-qPCR检测鼻咽癌组织和正常组织标本中

miRNA-630的表达情况。培养CEN2细胞,分为3组,分别仅加入磷酸盐缓冲液(对照组)、转染空载(空载组)
和miRNA-630(miRNA-630组),采用 MTT法测定细胞生长情况。最后,预测并验证miRNA-630在鼻咽癌中

致癌的机制。结果 miRNA-630在鼻咽癌组织中的表达量明显高于正常组织(P<0.05)。转染 miRNA-630
载体48、72、96

 

h后,miRNA-630组细胞水平明显高于对照组和空载组(P<0.05)。miRNA-630组的CNE2
细胞中TP53INP2基因和蛋白表达水平明显低于对照组和空载组(P<0.05)。结论 miRNA-630在鼻咽癌中

高表达,与不良预后相关,miRNA-630的高表达可促进鼻咽癌细胞的增殖,可作为鼻咽癌预后的独立预测因

子;其作用机制可能与靶向抑制TP53INP2有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

microRNA
 

(miRNA)-630
 

and
 

its
 

correlation
 

with
 

prognosis
 

in
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

(NPC).Methods 
 

GSE70970,GSE43329
 

and
 

GSE12452
 

three
 

inde-
pendent

 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

chip
 

data
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

NCBI-GEO
 

website,and
 

the
 

expres-
sion

 

difference
 

of
 

miRNA-630
 

was
 

statistically
 

analyzed
 

using
 

Graphpad
 

prism
 

7.The
 

difference
 

between
 

the
 

groups
 

was
 

analyzed
 

by
 

t
 

test,the
 

expression
 

of
 

miRNA-630
 

was
 

analyzed
 

by
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(ROC)
 

and
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve.A
 

single-factor
 

and
 

multi-factor
 

COX
 

risk
 

scale
 

model
 

was
 

es-
tablished

 

using
 

SPSS22.0
 

for
 

miRNA-630
 

expression,tumor
 

pathology
 

(T)
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(N)
 

indicators.In
 

addition,nasopharyngeal
 

carcinoma
 

tissues
 

and
 

normal
 

tissue
 

samples
 

were
 

collected,and
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

miRNA-630
 

was
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.CEN2
 

cells
 

were
 

cultured,and
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

groups.Cells
 

in
 

three
 

groups
 

were
 

added
 

phosphate
 

buffer
 

(control
 

group),blank
 

load
 

transfection
 

(blank
 

load
 

group)
 

and
 

miRNA-630
 

(miRNA-630
 

group),respectively.MTT
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

cell
 

growth.Finally,the
 

mechanism
 

of
 

miRNA-630
 

up-regulation
 

in
 

NPC
 

was
 

predicted.Results The
 

expression
 

of
 

miRNA-630
 

in
 

NPC
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

normal
 

tissues
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

miRNA-630
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

48,72
 

and
 

96
 

h
 

after
 

transfection.And
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

TP53INP2
 

in
 

CNE2
 

cells
 

of
 

miRNA-630
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

and
 

blank
 

load
 

group.Conclusion Overexpression
 

of
 

miRNA-630
 

in
 

NPC
 

is
 

associated
 

with
 

poor
 

prognosis
 

and
 

could
 

be
 

served
 

as
 

an
 

independent
 

prognostic
 

factor.The
 

possible
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

with
 

inhibition
 

with
 

TP53INP2.
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  鼻咽癌是一种独特的上皮恶性肿瘤,也是一种常

见的头颈部恶性肿瘤,起源于咽部黏膜间隙的上部,
从软腭上表面延伸至颅底,多数病例伴有EB病毒潜

伏感染,中国南方和东南亚部分地区鼻咽癌的发病率

高于西方国家[1-2]。鼻咽癌的TNM 分期与治疗效果

和预后密切相关,早期易于治疗,晚期预后较差,因此

研究鼻咽癌早期生物标记物和特征,对于鼻咽癌的治

疗具有重要意义[3]。
微小RNA(miRNA)是参与基因转录后调控的短

链(19~25个核苷酸)非编码RNA,其存在于动物、植
物和病毒等各种有机体中,在胚胎发生、细胞分化和

增殖、细胞凋亡等多种生物过程中起着关键作用。
miRNA异常在头颈部和口腔癌的发生中具有重要作

用,尤其是早期肿瘤中 miRNA的异常表达对诊断和

作为靶点进行治疗具有重要意义[3]。本研究探讨了

miRNA-630在鼻咽癌中的表达情况,以及对鼻咽癌

细胞增殖的影响。同时,对 miRNA-630表达量在鼻

咽癌发生和生存中的预测作用进行了分析,并探索相

关机制,为鼻咽癌的诊断和治疗提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本课题组从基因表达数据库(NCBI-
GEO,https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中下

载了GSE70970、GSE43329和GSE12452共3个独立

的鼻咽癌芯片数据[4-5],在GSE70970中有246个鼻咽

癌标本和17个正常组织标本。鼻咽癌标本中含有总

生存时间、疾病特异生存时间、肿瘤病理(T)和淋巴转

移(N)数据;GSE43329中有31个鼻咽癌标本和19
个正常组织标本;GSE12452中有31个鼻咽癌标本和

10个正常组织标本。同时,选取孝感市中心医院耳鼻

喉科鼻咽癌患者标本和正常组织标本各5例。
1.2 方法

1.2.1 RT-qPCR检测miRNA-630的表达 采用加

A法来进行miRNA第一链cDNA的反转录:先用E.
coliPoly(A)Polymerase在 miRNA

 

3’末端加多聚 A
尾Poly(A),再使用 Oligo(dT)-Universal

 

Tag通用

反转录引物进行反转录反应,最终生成 miRNA对应

的cDNA 第 一 链。RT-qPCR 反 应 体 系 为20
 

μL。
miRNA-630引物:上游,5'-AGU

 

AUU
 

CUG
 

UAC
 

CAG
 

GGA
 

AGG
 

U-3';下 游,5'-CUU
 

CCC
 

UGG
 

UAC
 

AGA
 

AUA
 

CUU
 

U-3'。内参 U6引物:上游,
5'-CTC

 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA-3';下游,5'-AAC
 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT-3'。RT-qPCR系统

为 AppliedBiosystems􀆿7300,数 据 采 用 Step
 

One
 

Softwarev2.3分析。
1.2.2 miRNA靶基因分析 miRNA靶基因的预测

使用 mirwalk数据库(http://www.umm.uni-hei-
delberg.de/apps/zmf/mirwalk/)进行分析,该数据库

包括了12个预测平台:miRWalk,MicroT4,miRan-
da,miRBridge,miRDB,miRMap,miRNAMap,PIC-

TAR2,PITA,RNA22,RNAhybrid和Targetscan,在
其中6个或者以上数量的平台出现的靶基因将视作

miRNA-630潜在的靶基因。
1.2.3 分子细胞学实验 miRNA-630过表达质粒

引物:上游引物序列为5'-CGG
 

GAT
 

CCC
 

GTA
 

AAT
 

CAC
 

TTT
 

TCC
 

TCT
 

TCA
 

AAG-3',下游引物序列为

5'-CCC
 

TCG
 

AGG
 

GAC
 

TGC
 

AAA
 

TTA
 

CTT
 

GGG
 

TAC-3'。通过BamHI和 XholI将目的片段连接到

pHAGE-Puro空载体上。
1.3 统计学处理 采用R软件对差异基因进行了统

计分析。对于 miRNA,鼻咽癌肿瘤组织表达量对数

值与正常组织表达量对数值的比值大于2且 P<
0.05视为显著上调基因;鼻咽癌肿瘤组织表达量对数

值与正常组织表达量对数值差值小于-1且P<0.05
视为显著下调基因。采用Graphpad

 

prism
 

7对 miR-
NA-630的表达水平进行了分析,计量资料采用x±s
表示,组间比较采用t检验;同时采用受试者工作特

征曲线(ROC曲线)和 Kaplan-Meier生存曲线分析

miRNA。采用SPSS22.0对 miRNA-630表达量、T
和N指标建立了单因素和多因素COX风险比例模

型。以P<0.05为差异有统计学意义。韦恩图使用

Venny
 

2.1(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/ven-
ny/index.html)进行分析制作。
2 结  果

2.1 GSE70970和GSE43329鼻咽癌芯片中 miRNA
水平的比较 对NCBI-GEO的GSE70970和GSE43329
两个独立的鼻咽癌芯片进行表达水平的分析,分别鉴定

出82个和18个在鼻咽癌中显著上调的miRNA,重叠

后发现有4种 miRNA(hsa-miRNA-1290、hsa-miR-
NA-185、hsa-miRNA-93和hsa-miRNA-630)在两个

芯片数 据 中 同 时 显 著 上 调。同 时,本 研 究 对4种

miRNA的表达量进行分析,发现hsa-miRNA-630在

鼻咽癌肿瘤标本中的表达量高于另外3种 miRNA,
差异有统计学意义(P<0.05),见图1A和1B。

图1  在GEO数据库中对显著上调 miRNA的筛选

2.2 鼻咽癌芯片中 miRNA水平分析及对鼻咽癌的

诊断价值 本研究通过GEO数据库中GSE70970和

GSE43329两个独立的鼻咽癌芯片数据分析 miRNA-
630的表达情况,发现 miRNA-630在鼻咽癌组织中

的表达量明显高于正常组织,差异均有统计学意义

(P<0.001、P=0.016
 

5),见图2。采用ROC曲线评
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价 miRNA-630 诊 断 鼻 咽 癌 的 灵 敏 度 和 特 异 度,
GSE70970和 GSE43329两个芯片数据的结果显示

miRNA-630对鼻咽癌的诊断具有一定价值,曲线下面

积(AUC)分别为0.879和0.777(P<0.001)。

图2  GEO数据库中检测 miRNA-630在鼻咽癌组织和

正常组织中的表达

2.3 组织标本中 miRNA-630表达量分析 为了验

证miRNA-630在鼻咽癌中的表达情况,本研究使用

RT-qPCR检测了正常组织和鼻咽癌组织中 miRNA-
630的表达,结果显示,鼻咽癌组织中 miRNA-630的

表达明显上调,差异有统计学意义(P<0.05),见图

3A。为研究 miRNA-630的高表达是否对鼻咽癌细

胞的生长有影响,本研究仅加入磷酸盐缓冲液(对照

组)、转染空载(空载组)和 miRNA-630(miRNA-630
组)到鼻咽癌细胞CEN2中,MTT法测定其增殖情

况。结果显示,miRNA-630组的鼻咽癌细胞过表达,
见图3B。分别在24、48、72、96

 

h测定其在570
 

nm时

的光密度(OD)值,结果显示,过表达 miRNA-630后,
鼻咽癌细胞增殖能力明显增强,见图3C。

图3  miRNA-630在鼻咽癌组织和正常组织中的表达及对鼻咽癌细胞增殖的影响

表1  miRNA-640、T、N预测鼻咽癌患者总生存时间和疾病特异生存时间的COX回归分析

指标 影响因素
单因素COX回归分析

P HR 95%CI

多因素COX回归分析

P HR 95%CI

总生存时间 miRNA-630
高表达

低表达
0.001 2.274 1.415~3.652 0.001 2.263 1.408~3.638

T
T3+T4
T1+T2

0.036 1.662 1.035~2.670 0.054 1.594 0.992~2.562

N
N1+N2+N3

N0
0.055 1.985 0.984~4.002 0.070 1.917 0.949~3.875

疾病特异生存时间 miRNA-630
高表达

低表达
0.003 1.906 1.242~2.924 0.003 1.909 1.244~2.932

T
T3+T4
T1+T2

0.010 1.748 1.141~2.679 0.026 1.627 1.061~2.495

N
N1+N2+N3

N0
0.031 2.006 1.064~3.780 0.036 1.973 1.044~3.729

  注:T1为肿瘤局限于鼻咽;T2为肿瘤侵犯鼻腔、口咽和咽旁间隙;T3为肿瘤侵犯颅底和翼内肌;T4为肿瘤侵犯颅神经、鼻窦/翼外肌及以外的

咀嚼肌间隙和颅内;N0为没有区域淋巴结受累;N1为只有附近的少数淋巴结受到累及;N2为介于N1和N3的状况之间;N3为远处的和(或)更多

的淋巴结受到累及

2.4 miRNA-630对鼻咽癌患者预后情况的预测价

值分析 利用 GSE70970中的临床数据对 miRNA-
630的 生 存 预 测 进 行 分 析。ROC 曲 线 分 析 显 示,
miRNA-630的表达对总生存率(AUC=0.659

 

3,P<
0.000

 

1)和疾病特异生存率(AUC=0.607
 

1,P=
0.005

 

5)均具有一定预测价值。此外,miRNA-630的

高表达与较差的总生存率和疾病特异生存率显著相关,
总生存率的风险比(HR)为2.256(P=0.005),疾病特

异性生存率的HR 为1.930(P=0.002)。GSE70970中

的临床数据显示,T(HR:1.580,P=0.054
 

2)和 N
(HR:1.977,P=0.050

 

8)两个指标对总生存率的预后

无预测价值,对疾病特异生存率预后的预测价值(HR:
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1.710,P=0.012
 

3)低于miRNA-630(HR:2.20,P=
0.015

 

8)。同时,单因素和多因素COX风险比例模

型对miRNA-630是否可以作为鼻咽癌患者生存及预

后的预测指标进行了分析,结果显示,无论是对总生

存时间还是疾病特异生存时间的预测,miRNA-630
高表达的 HR 均高于T和N,见表1。
2.5 鼻咽癌中 miRNA-630作用机制研究 为了预

测miRNA-630在鼻咽癌中致癌的机制,本研究对

miRNA-630的靶基因情况进行了分析,结果显示,有
15个靶基因在鼻咽癌组织中显著下调,其中最显著的

是TP53INP2,并且同时在6个平台(miRWalk、Mi-
crot4、miRMap、miRNAMap、PITA、RNAhybrid、
Targetscan)中被预测为 miRNA-630的靶基因。同

时,在GSE12452中对TP53INP的表达进行分析,结
果显示,GSE12452在鼻咽癌组织中显著下调(P<
0.05),并且低表达可以预测鼻咽癌的发生(AUC=
0.993

 

5,P<0.000
 

1),见图5A。为了验证TP53INP2
在鼻咽癌中的表达情况,本研究采用 Western-blot检测

了正常组织和鼻咽癌组织中TP53INP2的表达,结果显

示,鼻咽癌组织中 TP53INP2的表达明显下调,见图

5B。同时,miRNA-630组的CNE2细胞中 TP53INP2
的表达水平明显低于对照组和空载组,见图5C。

图5  鼻咽癌中TP53INP2水平比较及 Western-blot分析

3 讨  论

miRNA是一类长度很短、序列高度保守的单链

非编码RNA,主要通过作用于mRNA
 

的3'端非编码

区来调控靶基因表达。miRNA在多种癌症表达呈阳

性,部分研究发现,miRNA-630在多种癌症中异常表

达,如结直肠癌、非小细胞肺癌、乳腺癌、肝癌和胰腺

癌等[6-10]。且 miRNA-630在胃癌患者中过度表达,
并且与不良预后有关,可作为胃癌患者预后的预测因

素[11];miRNA-630还能通过结合 KLF6来促进上皮

性卵巢癌的增殖和侵袭[12];miRNA-630在肾细胞癌

中也表现为上调并与不良预后有关[13-14]。说明 miR-
NA-630可能在癌症发生发展中具有重要作用,可能

具有一定的诊断和预后价值。而有关 miRNA-630在

鼻咽癌中的作用机制研究较少。
本研究利用两个独立的鼻咽癌芯片数据分析

miRNA-630在鼻咽癌中的表达情况,发现 miRNA-
630在鼻咽癌组织中的表达明显高于其正常组织

(P<0.05);同时,本研究对收集到的鼻咽癌组织和正

常组织标本进行RT-qPCR实验,发现miRNA-630在

鼻咽癌组织中明显升高,与芯片数据分析的结果一

致。MTT法检测结果显示,miRNA-630的高表达显

著促进鼻咽癌细胞的生长。
此外,本研究对 miRNA-630表达量与鼻咽癌患

者生存的关系进行了分析。结果显示,miRNA-630
的表达量对鼻咽癌患者的总生存时间及疾病特异生

存时间均有一定的诊断价值,miRNA-630表达水平

增加,预示较差的总生存率和疾病特异生存率。以上

结果说明,miRNA-630对鼻咽癌患者的生存及预后

有一定的预测作用,为了研究这种作用是否独立,本
研究对miRNA-630表达量、T和N进行了综合分析。
T和N是癌症预后诊断的重要因子,且有研究显示,
N与早期的鼻咽癌的发生密切相关[3]。本研究结果

显示,在预测总生存率和疾病特异生存率时,miRNA-
630高表达的HR均高于T和N,T和N对于鼻咽癌

生存情况的预测价值均低于 miRNA-630,说明 miR-
NA-630在鼻咽癌患者临床预后中的价值较高,miR-
NA-630高表达的鼻咽癌患者可能具有更高的死亡风

险和复发风险。此外,本研究结果显示,miRNA-630
直接 靶 向 调 控 TP53INP2,并 且 在 鼻 咽 癌 组 织 中

TP53INP2显著下调。Western-blot也显示,过表达

miRNA-630后显著抑制TP53INP2的表达。有研究

报道显示,TP53INP2在黑色素瘤中过表达会显著抑

制肿瘤细胞的生长和侵袭[15],因此 miRNA-630在鼻

咽癌中可能通过直接靶向抑制TP53INP2来促进肿

瘤发展。
综上所述,本研究通过生物信息学分析和实验验

证,miRNA-630在鼻咽癌组织中高表达,并且其表达量

可以有效预测鼻咽癌的发生。miRNA-630的高表达与

不良预后显著相关,其表达量可以有效预测鼻咽癌患者

的生存情况,可以作为鼻咽癌一个独立的预后因子和生

物标记物,为鼻咽癌的治疗提供了新的靶点和策略。
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