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microRNA-320d通过PBX3抑制子宫内膜癌JEC细胞
上皮-间质转化功能
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摘 要：【目的】研究microRNA-320d（miR-320d）对子宫内膜癌 JEC细胞上皮-间质转化功能的影响及其相关机制。【方

法】 JEC子宫内膜癌细胞株分别转染miR-320d mimics和 negative control mimic，分别作为M320d、NCM组，并设立未转染对

照 control组，采用RT-PCR法检测各组细胞miR-320d含量。Transwell实验检测 3组细胞迁移能力和侵袭能力。Western-
blot法检测 3组细胞α-Catenin和 PBX3表达水平，及 PBX3过表达对miR-320d抑制EMT的拮抗作用。双荧光素酶实验检测

miR-320d与 PBX3的关系。【结果】M320d组miR-320d 的表达水平为 control组的（808.25 ± 15.58）倍（P＜0.05）。M320d组迁

移细胞数量 29.56 ± 0.59低于 control组的 94.48 ± 1.02（P＜0.05）。M320d组侵袭细胞数量 7.33 ± 0.84低于 control组的 86.28
± 3.51（P＜0.05）。M320d组细胞α-Catenin、E-cadherin蛋白表达量（0.365 ± 0.017、0.261 ± 0.008）高于对照组（0.114 ± 0.010、
0.151 ± 0.021），Vimentin蛋白表达量（0.105 ± 0.009）低于对照组（0.211 ± 0.025），PBX3蛋白表达量（0.181 ± 0.002）低于对

照组（0.311 ± 0.007）。PBX3过表达M320d组子宫内膜癌细胞中α-Catenin、E-cadherin蛋白表达量（0.139 ± 0.019、0.143 ±
0.007）低于对照组（0.399 ± 0.034、0.261 ± 0.017），Vimentin 蛋白表达量（0.234 ± 0.008）高于对照组（0.105 ± 0.009），差异

均有统计学意义（P＜0.05）。双荧光素酶检验结果显示 PBX3为miR-320d的下游靶基因。【结论】miR-320d可能通过降低

下游靶基因PBX3水平影响EMT相关蛋白表达，抑制子宫内膜癌 JEC细胞的上皮-间质转化功能。
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Carcinoma JEC Cells by PBX3
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Abstract：【Objective】To investigate the inhibitory effect and mechanism of the microRNA-320d（miR-320d）on epithelial
mesenchymal transition in endometrial carcinoma JEC cells. 【Methods】JEC endometrial carcinoma cell lines were transfected with
miR-320d mimics or negative control mimic，respectively，as M320d or NCM group. Control group was established with untreated
JEC endometrial carcinoma cells. miR-320d content in each group was detected by RT-PCR method. Transwell assay was used to
detect the migration and invasion ability of the 3 groups. Western-blot assay was used to detect the expressions of α-Catenin，E-cad⁃
herin，Vimentin and PBX3 protein in 3 groups. Antagonistic effect of PBX3 overexpression on miR-320d inhibition of EMT was detect⁃
ed by western blot assay. The relationship between miR-320d and PBX3 was detected by dual luciferase assay.【Results】The expres⁃
sion level of miR-320d in M320d group was significantly up-regulated，and the expression level of miR-320d was 808.25 ± 15.58
times higher than that of control group（P < 0.05）. The number of migrating cells in M320d group was 29.56 ± 0.59，which was signif⁃
icantly lower than that of control group at 94.48 ± 1.02（P < 0.05）. The number of invasive cells in M320d group was 7.33±0.84，
which was significantly lower than that of group control 86.28 ± 3.51（P < 0.05）. Compared with control group，the expression of
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子宫内膜癌（endometrial carcinoma，EC）是死

亡率最高的生殖系统恶性肿瘤之一，其发病与

子宫内膜上皮内瘤变、雌激素过多等因素密切相

关［1］。既往报道EC多发生于围绝经期妇女，但近

年来，EC的发病人群有明显的低龄化趋势，且其

发病率明显上升。目前常用的激素治疗、手术治

疗等手段的总体效果不能令人满意，尤其针对发

生转移和扩散者的效果更差，所以迫切需要开发

可以高效抑制子宫内膜癌侵袭转移的新型治疗手

段，以改善子宫内膜癌的总体疗效［2］。新近研究

发现，microRNA（miR）-320与卵巢癌等多种恶性

肿瘤的发生发展关系密切，可能通过多种分子生

物途径发挥抑癌作用［3］，并可能通过影响前 B细

胞白血病同源盒基因 3（PBX3，pre-B-cell leuke⁃
mia homeobox 3）的表达实现治疗效果，有望成为

包括子宫内膜癌在内的多种恶性肿瘤的治疗手

段。目前对miR-320d靶向干预子宫内膜癌后，对

子宫内膜癌细胞上皮-间质转化和侵袭转移的影

响及其机制尚不明确。本研究采用miR-320d模

拟物转染人子宫内膜癌细胞系 JEC 细胞，观察

其对子宫内膜癌细胞上皮-间质转化过程的影

响，进而研究其对 EMT相关功能蛋白（Vimentin，
E-cadherin，α-Catenin）及 PBX3 蛋白表达水平的

影响，并进一步明确其分子生物学机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

1640 培养基，胎牛血清购自美国 GIBCO 公

司，胰酶、PBS 液、Trizol 液、脂质体 2000（Lipo⁃
fectamineTM 2000）购自美国 Invitrogen 公司。Tran⁃
swell小室购自美国NUNC公司。Real-time PCR逆转

录-聚合链酶反应试剂盒购自日本 TaKaRa公司。

兔抗人 PBX3抗体、兔抗人Vimentin，E-cadherin，

α-连环素（α-Catenin）抗体、兔抗人β微管蛋白

（β-tubulin）抗体购自美国Abcam公司。子宫内膜

癌细胞株 JEC购自ATCC。miR-320d模拟物mim⁃
ics及其阴性对照 negative control mimic、miR-320d
及内参照RNU6的 PCR引物、双荧光素酶检验试

剂盒、野生型的 WT-PBX3 PsicheckTM-2 载体及

3′UTR 定点突变后的 MT-PBX3 PsicheckTM-2 载

体、3′UTR定点突变的PBX3过表达质粒载体购自

购自上海生工生物有限公司。

1.2 方 法

1.2.1 microRNA 转染和 miR-320d 含量 RT-PCR
检测 复苏培养 JEC子宫内膜癌细胞株。以含有

100 mL/L胎牛血清的 1640培养基常规培养。按

照转染试剂 LipofectamineTM 2000 试剂说明书，在

细胞融合度达 50%时以 miRNA mimics 终浓度为

52 nmol/L 分别转染 miR-320d mimics 和 negative
control mimic，分别作为M320d、NCM组转染 72 h，
并设立未转染对照 control组。Trizol法提取各组

总细胞RNA，逆转录合成 cDNA。以RNU6 作为内

参照，进行 RT-PCR检测。PCR反应条件按照课

题组既往报道方法进行，所得数据用 2-ΔΔCt分析法

进行分析计算。

1.2.2 Transwell实验检测细胞迁移能力 分组转

染后，各组细胞分别取对数期 1 × 105个细胞 150
μL 无血清培养基重悬后加入 Transwell 小室上

室。Transwell 下室加入 500 μL含血清完全培养

基。细胞培养箱 37 ℃常规培养 48 h，弃去上室培

养液，取下上室底膜，清除未穿膜上室细胞，甲醇

固定穿膜细胞 15 min，PBS冲洗 3遍。1%结晶紫

染色 20 min，PBS冲洗 3遍。取下上室底膜，光镜

下观察并计数穿过小孔细胞。

1.2.3 Transwell 法检测细胞侵袭能力 将Matri⁃
gel胶稀释后，每个Transwell小室加入 50 μL，37 ℃
孵育 3h凝固。同前 Transwell实验方法，将分组转

α-Catenin and E-cadherin protein was significantly increased，the expression of Vimentin protein was significantly decreased，and
the expression of PBX3 protein was significantly decreased. After PBX3 overexpression，the expression of α-Catenin and E-cadherin
protein were significantly decreased，the expression of Vimentin protein were significantly increased. Dual luciferase assay showed
that PBX3 is a downstream target gene of miR-320d（P < 0.05）.【Conclusion】miR-320d may inhibit the expression of EMT related
protein through the downstream target gene PBX3 and inhibit the epithelial mesenchymal transition function of endometrial carcinoma
JEC cells.

Key words：endometrial carcinoma；MicroRNA-320d；epithelial mesenchymal transition
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（5）：651-657］
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n = 3.
1）P＜0.05 vs control

1）

图 1 3组 JEC细胞miR-320d水平的比较

Fig.1 Comparison of miR-320d levels in 3 groups of
JEC cells

染后的细胞重悬于无血清培养基后，接种入 Tran⁃
swell小室上室，下室加入 500 μL完全培养基。常

规培养 48 h后取出小室。擦除未过膜细胞后甲醇

固定，1%结晶紫染色，显微镜下拍照，光镜下观察

并计数穿过小孔细胞。

1.2.4 Western-blot 法检测细胞 EMT 相关蛋白表

达的变化 子宫内膜癌细胞分组转染后 48 h，按
照既往报道方法收集细胞，提取总蛋白，进行

Western-blot 检测，分析α-Catenin，Vimentin，E-
cadherin和内参β-tubulin蛋白的表达［4］。

1.2.5 miR-320d 靶基因预测 运用生物信息学

方法，在 miRBase 数据库中搜索人源 hsa-miR-
320d基因的序列，进而分析miR-320d序列的特征

并预测其靶基因。

1.2.6 Western-blot法检测细胞 PBX3蛋白表达的

变化 子宫内膜癌细胞分组转染后 48 h，按照

1.2.4方法收集细胞，提取总蛋白，进行Western-
blot检测，分析 PBX3蛋白和内参β-tubulin蛋白的

表达。

1.2.7 双荧光素酶实验检测miR-320d与 PBX3的

关系 采用野生型的 PBX3 PsicheckTM-2载体及

定点突变后的 PBX3 PsicheckTM-2 载体，分别

和 miRNA-320d mimics一起通过脂质体共转染，

转染 48 h后，按照既往报道方法，行双荧光素酶

检验［4］。

1.2.8 PBX3过表达对miR-320d抑制EMT的拮抗

作用 采用构建的 PBX3过表达质粒转染M320d
组细胞系，并通过Western blot法检测 PBX3过表

达后M320d组 JEC细胞中PBX3、α-Catenin和内参

β-tubulin蛋白的表达情况。

1.3 统计学方法

采用 SPSS13.0 软件进行分析。实验数据用

均数±标准差（x ± s）表示，多组间比较用单因素方

差分析（ANOVA），两组之间比较采用 LSD- t 检
验。设定P＜0.05时为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miRNA对JEC细胞MiR-320d水平的影响

miR-320d mimics转染 JEC 细胞 24 h后，RT-
PCR 法检测各组细胞中 miR-320d 的表达水平。

以 control组的表达水平设为标准对照进行比较，

M320d组miR-320d的表达水平为（808.25 ± 15.58）

倍，差异具有统计学意义（F = 32.56，P = 0.00，图1）。
NCM 组的 miR-320d 表达水平 1.02 ± 0.03 与 con⁃
trol组的差异没有统计学意义（P = 0.06；图 1）。

2.2 miR-320d对JEC细胞迁移能力的影响

Transwell实验发现，经过 48h培养，观察染色

阳性的穿膜细胞数量。发现M320d组迁移细胞数

量 29.56 ± 0.59明显低于 control组的 99.48 ± 1.02，
差异具有统计学意义（F = 9.79，P = 0.01），而NCM
组的细胞数量 107.11 ± 4.56与 control组之间的差

异无统计学意义（P = 0.07；图 2）。

2.3 miR-320d对JEC细胞侵袭能力的影响

Transwell实验发现，经过 48 h培养，观察受到

染色的穿膜细胞数量。发现M320d组侵袭细胞数

量 7.33 ± 0.84明显低于 control组的 86.28 ± 3.51，
差异具有统计学意义（F = 13.46，P = 0.02），而NCM
组的细胞数量 85.51 ± 1.07与 control组之间的差

异无统计学意义（P = 0.06；图 3）。

2.4 miR-320d对 JEC细胞EMT相关功能蛋白

表达的影响

Western Blot 实验显示，与 control 组相比，

M320d 组α-Catenin、E-cadherin 蛋白表达量明显

升高，差异具有统计学意义（F = 18.20、9.13、8.23，
P = 0.00、0.01、0.02），而 NCM组与对照组之间的

蛋白表达无明显差异（P = 0.07、0.08、0.06；图 4）。

Western Blot 实验显示，与 Control 组相比，M320d
组Vimentin蛋白表达量明显降低，差异具有统计

学意义（F = 11.61，P = 0.02），而NCM组与对照组

之间的蛋白表达无明显差异（P = 0.07；图 4）。

王晶，等. microRNA-320d通过PBX3抑制子宫内膜癌 JEC细胞上皮-间质转化功能 653



中山大学学报（医学科学版） 第38卷

120
100
80
60
40
20
0

Control NCM M320d

1）

Mig
rati

on
cel

lnu
mb

er
n = 3. 1）P < 0.05 vs control

Control NCM

M320d

图 2 miR-320d对 JEC细胞迁移能力的影响（× 400）
Fig.2 Effect of miR-320d on migration ability of JEC cells（× 400）

图 3 miR-320d对 JEC细胞侵袭能力的影响（× 400）
Fig.3 Effect of on invasion ability of JEC cells by miR-320d（× 400）
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2.5 miR-320d对JEC细胞PBX3蛋白表达的影响

miRBASE 生物信息学预测结果表明，miR-
320d与PBX3的 3′UTR区部分互补。PBX3可能是

miR-320d 的靶基因（图 5）。进一步的 Western
Blot实验显示，与 control组相比，M320d组PBX3蛋
白表达量明显降低，而 NCM 组与对照组之间的

PBX3蛋白表达无明显差异。PBX3蛋白表达量的

Western blot结果与miR-320d的 PCR结果表现出

负向相关关系（F=7.76，P=0.03；图 6）。这说明

miR-320d抑制PBX3蛋白表达的效果显著。

2.6 PBX3过表达对miR-320d抑制子宫内膜癌

细胞EMT的拮抗效果

Western Blot 实验发现，采用 3’UTR 突变的

PBX3质粒转染M320d组细胞，伴随 PBX3表达量

的升高，M320d 组子宫内膜癌细胞中α-Catenin、
E-cadherin蛋白表达量明显降低，Vimentin蛋白表

达量明显升高，差异具有统计学意义（t = 10.38、
14.68、8.75；P = 0.01、0.01、0.02；图 4，7）。

2.7 miR-320d与PBX3相互作用关系的双荧光

素酶实验检测

双荧光素酶检验结果显示miR-320d能明显

n = 3，1）P＜0.05 vs control
图 4 miR-320d对 JEC细胞EMT相关功能蛋白表达的

影响

Fig.4 The effect of miR-320d on the expression of EMT
functional proteins in JEC cells
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图 5 miR-320d靶基因生物信息学预测结果

Fig.5 Bioinformatics prediction results of miR-320d
target genes

n = 3，1）P＜0.05 vs control
图 6 miR-320d对 JEC细胞PBX3蛋白表达的影响

Fig.6 The infection of miR-320d on the expression of
PBX3 protein in JEC cells
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n = 3，1）P < 0.05 vs control
图 7 PBX3过表达拮抗miR-320d对 JEC细胞EMT相关

功能蛋白表达的影响

Fig.7 The effect of miR-320d on the expression of EMT
functional proteins in JEC cells with or without PBX3
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抑制野生型 WT-PBX3 PsicheckTM-2 载体的荧光

强度，差异具有统计学意义（F = 10.18，P = 0.02；
图 8），而无法抑制 3′UTR 定点突变后 MT-PBX3
PsicheckTM-2 载体的荧光强度（P = 0.07），说明

PBX3为miR-320d的下游靶基因。

3 讨 论

子宫内膜癌是子发生于宫内膜上皮的恶性

肿瘤，是女性生殖道三大恶性肿瘤之一。目前，随

着妇女生活方式的逐渐改变和外源性雌激素应用

的逐渐推广，子宫内膜癌的发病率呈现逐年增高

趋势并出现年轻化趋势，其已取代宫颈癌成为发

达国家女性生殖道最常见的恶性肿瘤。由于子宫

内膜癌侵袭能力较强，转移发生率较高等临床特

征，虽然目前激素治疗、手术治疗、放化疗等治疗

手段长足进步，但患者的总体生存仍不能令人满

意［5］。近年来，随着肿瘤学、遗传学的不断发展和

人类基因组研究的不断深入，分子靶向治疗逐渐

成为子宫内膜癌等恶性肿瘤提高疗效的希望。子

宫内膜癌的发生涉及到细胞中多种癌基因和抑癌

基因的变化，有望通过选取合适的分子靶向治疗

靶点，实现对关键的细胞功能蛋白的靶向调控，进

而对细胞内相应的功能进行控制，对子宫内膜癌

细胞进行高效杀伤［6］。microRNA 是分子靶向治

疗研究中的热点，其主要作用机制是与靶蛋白的

mRNA 的非编码区（3′-UTR）形成互补配对后使

mRNA降解组织进一步的蛋白表达［7］。

miR-320家族编码基因较少发生变异，有研

究表明其与宫颈癌、卵巢癌等多种女性生殖系统

恶性肿瘤的发生发展和侵袭转移相关［3，8］。然而，

目前miR-320在子宫内膜癌中的确切致癌效果及

其起效机制尚未阐明。本研究采用miR-320d模

拟物mimics成功实现了对子宫内膜癌 JEC细胞的

转染（图 1），进而检测到对迁移能力和侵袭能力

的确切抑制（图 2、3），说明miR-320d对子宫内膜

癌 JEC细胞具有侵袭迁移能力的确切抑制效果。

为明确miR-320d抑制子宫内膜癌侵袭迁移能力

的效果是否是由于对上皮-间质转化（epithelial-
to-mesenchymal transitions，EMT）的影响而产生

的，我们考察了 EMT相关功能蛋白α-Catenin，E-
cadherin 和 Vimentin 的 蛋 白 表 达 量 ，发 现 α-
Catenin，E-cadherin 表达水平明显升高，Vimentin
表达水平明显降低（图 4）。该研究结果说明了

miR-320d在迁移能力和侵袭能力的抑制过程中，

具有对EMT过程的抑制效果，其对抗迁移侵袭的

能力可能是通过对 EMT过程的抑制实现的。以

上研究结果高度提示miR-320d在子宫内膜癌治

疗及预后评估中具有潜在的应用价值。

目前国际上的类似研究发现，miR-320家族

在结肠癌中可能的的靶蛋白为 FOXM1［9］，在口腔

癌中的靶蛋白可能为 neuropilin 1［10］，但是 miR-
320d 在子宫内膜癌中作用的靶蛋白仍不明确。

对目的micro RNA进行生物信息学分析，能够迅

速预测出可能的靶基因作用位点［11］。但是micro
RNA靶基因预测具有一定的不确定性，所以由生

物信息学软件预测的靶基因，必须需要进行生物

学实验方法进行严格验证，以进一步明确其生物

学功能［12］。本研究的生物信息学预测结果提示，

PBX3可能为miR-320d的潜在靶基因，且其热稳

定型和基因保守性较高（图 5）。本研究进而发

现，miR-320d过表达后，PBX3蛋白的表达量明显

下降（图 6），说明两者的表达量具有一定的相关

性。大量相关的研究证实，PBX3可能在胃癌、结

肠癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤中作为miR-144、
let7等多种microRNA的靶点发挥抗肿瘤作用［13-15］。

因此，如果能够通过生物学实验证实 PBX3 与

miR-320d在子宫内膜癌中的直接调节关系，将有

助深入了解miR-320d在子宫内膜癌细胞的侵袭

转移以及子宫内膜癌的发生、发展机制。

然而，PBX3是否是miR-320d的直接下游靶

n = 3，1）P < 0.05 vs control
图 8 PBX3的荧光素酶活性比较

Fig.8 The relative luciferase activity of PBX3
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基因，还需要进一步的实验证明。本研究的结果

显示，采用 3′-UTR突变的 PBX3过表达质粒转染

高表达miR-320d过表达 JEC细胞后，伴随 PBX3
表达量的升高，细胞中α-Catenin和 E-cadherin蛋

白表达量明显降低表，Vimentin表达水平明显升

高（图 7），说明PBX3过表达可以实现对miR-320d
抑制 EMT的拮抗作用。我们进而通过双荧光素

酶检验结果对两者的直接相关关系进行探索，发

现miR-320d只能抑制野生型WT-PBX3 Psicheck⁃
TM-2载体的荧光强度，而无法抑制 3′UTR定点突

变后的MT-PBX3 PsicheckTM-2载体的荧光强度

（图 8），说明 PBX3 为 miR-320d 的下游靶基因。

近年来，有学者对 PBX3 抑制恶性肿瘤 EMT 过

程的可能机制进行了深入研究，发现 PBX3表达

量的变化可能通过对 AKT信号通路活性的调控

实现对 EMT 相关蛋白及恶性肿瘤侵袭转移的

影响［13，16］。

综上所述，miR-320d可能通过降低下游靶基

因 PBX3水平影响 EMT相关蛋白表达，进而抑制

子宫内膜癌 JEC细胞的上皮-间质转化功能，有可

能成为子宫内膜癌基因治疗的良好靶点。
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