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miR-122靶向调节 DUSP4表达对口腔鳞癌

细胞增殖的作用研究

陈吉俊，石宇远，马诞骅，高红燕，王梁

【摘要】目的 探究 miR-122靶向调节双特异性磷酸酶 4（DUSP4）表达对口腔鳞癌（OSCC）细胞增殖的作用

研究。方法 向 OSCC（CAL27）细胞分别转染 miR-122 mimic（miR-122mimic组）和 miR-NC（NC组），另设

空白对照组（Control组）。MTT法检测细胞活力；Western blot检测 DUSP4的蛋白含量；双荧光素酶活性检

测实验检测miR-122对DUSP4基因表达水平的影响，并采用MTT法检测DUSP4对 CAL27细胞活力的影

响。结果 转染 72 h后，miR-122mimic组细胞活力低于 NC组（ ＜ 0.05），NC组与 Control组细胞活力差

异无统计学意义（ ＞ 0.05）；miR-122 mimic组细胞内 DUSP4蛋白水平低于 NC组（ ＜ 0.05），Control组

与 NC 组差异无统计学意义（ ＞ 0.05）；双荧光素酶活性实验检测表明，miR-122能够抑制 DUSP4基因表

达（ ＜ 0.05）。MTT显示转染 DUSP4过表达质粒能够部分消除 miR-122mimic对 CAL27细胞活力的抑制

作用，且能提高CAL27细胞的活力水平。结论 miR-122靶向抑制DUSP4表达，进而抑制CAL27细胞活力。
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Effect of miR-122 targeting regulation of DUSP4 on proliferation of oral squamous cell carcinoma cells

【Abstract】Objective To investigate the effect of miR-122 targeting regulation of dual-specificity phosphatase 4
(DUSP4) on proliferation of oral squamous cell carcinoma cells (OSCC). Methods OSCC (CAL27) cells were

transfected withmiR-122mimic (miR-122mimic group), miR-NC (miR-NC group), respectively, and a control group

was set up. Cell viability was detected byMTT assay. The expression of DUSP4 protein was detected byWestern blot.

Dual luciferase activity assay was uesd to detect the effect of miR-122 on DUSP4 gene expression. MTT assay was

uesd to detect the effect of DUSP4 on CAL27 cell viability.Results Seventy-two hours after transfected, the cell vi-

ability of miR-122 mimic group was lower than that of NC group ( ＜ 0.05), and there was no significant difference

between NC group and control group ( ＞ 0.05). The expression of DUSP4 protein in miR-122 mimic group was

lower than that of NC group ( ＜ 0.05), and there was no significant difference between NC group and control group
( ＞ 0.05). The dual luciferase activity assay showd that miR-122 could inhibit the expression of DUSP4 genes (

＜ 0.05). MTT assay showed that transfection of DUSP4 overexpression plasmid could partially eliminate the inhibi-

tory effect of miR-122 mimic on CAL27 cell viability, and improve the viability of CAL27 cells. Conclusions
miR-122 inhibits the viability of CAL27 cells by targeted inhibition of DUSP4 expression.
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口腔鳞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）

发病率占口腔恶性肿瘤的 90%，占所有新发癌症病

例的 4%～ 7%[1]。据统计晚期 OSCC患者生存率仅

27%[2]。未能早诊治、局部淋巴结转移及原发灶复发

是OSCC患者预后差及 5年生存率低的主要原因[3-4]。

积极探寻OSCC发生发展过程中的调节因子，对OSCC

的早期诊断及治疗靶点的开发具有重要意义 [5-6]。

miR-122是miRNA家族成员之一，其作为抑癌小分
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子RNA，在多种组织来源的恶性肿瘤发生发展中发

挥调节作用，包括肝癌、肺癌、乳腺癌及胰腺癌等[7]。

研究发现OSCC组织中miR-122表达水平显著低于

正常组织[8-9]。近年来研究报道 miR-122通过调节双

特异性磷酸酶 4（dual- specificity phosphatase 4，
DUSP4）水平，进而参与肿瘤、心肌缺血再灌注损伤

等疾病的发生与发展[10-13]。目前关于 DUSP4是否参

与 miR-122调控 OSCC增殖水平的研究较少。本研

究旨在探讨miR-122调控OSCC细胞增殖水平的作

用机制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 细胞与试剂 人舌鳞癌细胞（CAL27）购自武汉

普诺赛生命科技有限公司；DMEM培养基、青霉素-

链霉素（双抗）购自美国 Gibco公司；二抗购自碧云

天生物科技有限公司；miR-122 mimic、pcDNA-

DUSP4、miR-NC购自上海生工生物公司；Lipofecta-

mine3000购自美国 Invitrogen公司；RT-PCR试剂盒

购自 Takara公司；-actin抗体、DUSP4单抗购于德

国Merck公司；BCA试剂盒购自赛默飞世尔科技（中

国）有限公司。

1.2 细胞培养 将处于对数生长期的CAL27细胞，

用胰酶消化，加入含 10%胎牛血清、1%双抗的

DMEM培养基，按照 5×105/孔的细胞密度接种于培

养皿，于 37℃、含 5%CO2的培养箱中培养。

1.3 细胞转染 将处于对数生长期的 CAL27细胞

接种于培养皿，当细胞融合度为 60%左右时进行转

染操作，按照Lipofectamine 2000转染试剂说明书进

行。将细胞随机分为 miR-122 mimic 组（转染

miR-122mimic）、NC组（转染miR-NC）及Control组

（空白对照组，不添加转染试剂）。miR-122mimic和

miR-NC转染终浓度为 50 nmol/L，pcDNA-DUSP4

质粒转染浓度为 40 nmol/L，转染 6 h后，各组换为含

10%胎牛血清的 DMEM培养基继续培养。

1.4 提取细胞 RNA和反转录聚合酶链式反应（RT-

PCR） 分别提取各组细胞总RNA，根据逆转录试剂

盒，将 RNA逆转录成 cDNA；反应条件：42℃ 180 s，
60℃ 900 s，85℃ 300 s。以反转录合成 cDNA为模

板进行PCR，反应体系中：cDNA 2 l，正反向引物各

1 l，SYBR Premix Ex TaqⅡ（2 ×）10 l，ddH2O补足

体系至 20 l；反应条件：95℃ 120 s，60℃ 5 s，95℃

10 s（40个循环）。将反应产物进行电泳显影，使用

Image J进行灰度分析，引物见表 1。
1.5 细胞活力检测 将 2×103 个转染或未转染的

CAL27细胞接种于 96孔板中，37℃、5%CO2培养。

分别于接种后 12、24、48 、72 h加入 MTT 试剂孵育

4 h，去除细胞培养液上清，每孔加入 150 l二甲基

亚砜，混匀，酶标仪检测 490 nm处的吸光度（OD）。

每组设置 3个平行孔，重复 3次取平均值。

1.6 DUSP4检测 采用 Western blot 法检测 DUSP4

的含量。弃培养基，PBS润洗 3次，加入RIPA裂解液，

裂解细胞；离心后，通过BCA试剂盒进行蛋白含量测

定；经蛋白变性、电泳、电转、洗膜。将膜置于 4 ℃分

别加 DUSP4、-actin一抗孵育 12 h，二抗在室温孵

育 1 h，显影。以 -actin为内参，采用 Image J进行

灰度分析，计算目的蛋白的相对表达量。

1.7 双荧光素酶活性检测 构建 DUSP4野生型荧

光素酶报告基因质粒（DUSP4-WT）和 DUSP4突变

型荧光素酶报告基因质粒（DUSP4-MUT）。将

DUSP4-WT和DUSP4-MUT分别与miR -NC或miR

-122mimic共转染于 CAL27细胞，转染后继续培养

48 h，多功能酶标仪检测各组荧光值。

1.8 统计方法 采用SPSS 22.0统计软件进行处理，

计量数据以均数±标准差表示，两组比较采用 检验，

多组比较采用单因素方差分析。 ＜ 0.05表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组细胞 miR-122表达情况 miR-122 mimic

组细胞内 miR-122水平高于 NC 组（ =8.54， ＜

0.05），而Control组与NC组miR-122水平差异无统

计学意义（ =0.97， ＞ 0.05），见封三图 1。
2.2 各组细胞活力情况 转染 72 h后，miR-122mi-

mic组细胞活力低于 NC组（ =7.77， ＜ 0.05），NC

组与Control组细胞活力差异无统计学意义（ =1.24，

引物名称 引物序列（5’→3’）

miR-122 上游引物：ATGTTCAGCTTTGTGGACCTC
下游引物：TCCCTCGACTCCTACATC

-actin 上游引物：AGCTGAGCAAGATTCAGACCCTCA

上游引物：CTGCAGCTTGCCATCTTGGCTGAT

注：RT-PCR为实时定量聚合酶链式反应

表 1 RT-PCR引物序列
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＞ 0.05），见封三图 2。

2.3 各组 DUSP4 蛋白水平情况 miR-122 mimic

组细胞内DUSP4蛋白水平显著低于NC组（ =4.94，

＜ 0.05），Control 组与 NC 组差异无统计学意义

（ =0.33， ＞ 0.05），见图 1。
2.4 miR-122对DUSP4的调控作用 DUSP4-WT+

miR-122mimic组的荧光素酶活性显著低于DUSP4-

WT+NC 组（ =3.89， ＜ 0.05），DUSP4-MUT+

miR-122mimic组与DUSP4-MUT+NC组荧光素酶活

性差异无统计学意义（ =0.03， ＞ 0.05），见图 2。

2.5 DUSP4对CAL27细胞活力的影响 转染 72 h

后，pcDNA-DUSP4组细胞活力高于NC组（ =2.96，

＜ 0.05），miR-122 mimic+pcDNA-DUSP4组细胞活

力高于miR-122mimic组（ =3.09，＜ 0.05），见图 3。

3 讨论

miR-122基因定位于染色体 18q21.31 [14]。近年

来研究发现 miR-122在乳腺癌、肺癌、膀胱癌、白血

病、肝癌、结直肠癌、卵巢癌及食管癌等恶性癌组织

中均出现异常表达 [15-16]。部分研究发现 miR-122作

为肿瘤抑制因子，可增加肿瘤细胞对化疗药物的敏

感性 [17-18]。Kong等[19]研究发现 lncRNA HULC可通

过海绵吸附miR-122促进骨肉瘤细胞的增殖、迁移、

侵袭。Hu等 [11]研究发现 miR-122可抑制甲状腺乳

头状癌的发生。在胃癌的研究中发现 miR-122可抑

制 BCG-823细胞的迁移和侵袭[10]。另一项肝癌动物

实验发现，使用病毒载体或脂质体纳米颗粒传递

miR-122 可有效抑制肝肿瘤 [20]。然而 miR-122 在

OSCC中的作用及调控机制尚未明确。

本研究通过在CAL27细胞中转染miR-122mi-

mic，提高细胞中 miR-122水平，检测 miR-122对细

胞活力的影响。MTT 实验结果显示转染 miR-122

mimic 后能够显著降低 CAL27细胞活力，这表明

miR-122在OSCC中发挥抑制肿瘤细胞活力的作用。

部分研究发现 DUSP4在不同肿瘤中发挥促肿

瘤作用 [21-23]。Xu等 [24]指出 DUSP4可以直接去泛素

化并稳定 Smad4蛋白，从而进一步促进结直肠癌细

胞的增殖和转移。Ma等[25]研究发现长链非编码RNA

AFAP1-AS1通过海绵化miR-204-3p和上调DUSP4

促进甲状腺癌进展。Gröschl 等[26]研究表明 DUSP4

的表达与结直肠癌不稳定性相关，并可诱导癌细胞

增殖。本研究发现转染 miR-122 mimic后，CAL27

细胞中DUSP4蛋白水平显著降低，荧光素酶活性检

测实验显示过表达 miR-122能够降低 DUSP4基因

表达水平。这表明在 CAL27细胞中 miR-122能够

抑制 DUSP4基因表达。本研究在转染 miR-122mi-

mic的基础上同时转染DUSP4过表达质粒，MTT结

果显示转染 DUSP4 过表达质粒能够部分消除

miR-122 mimic对 CAL27细胞活力的抑制作用，且

单独转染DUSP4过表达质粒能够提高CAL27细胞

活力水平。这表明DUSP4介导miR-122抑制CAL27

细胞增殖作用。

注：与 NC组比较，a ＜ 0.05
图 2 双荧光素酶活性检测 miR-122对 DUSP4基因

表达水平的影响
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图 3 DUSP4对 CAL27细胞活力的影响
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综上所述，初步研究发现DUSP4介导miR-122

抑制 CAL27细胞增殖作用。在后续实验中，将通过

干扰 miR-122 表达等手段进一步研究 miR-122 对

OSCC细胞侵袭能力、细胞周期等方面的影响，为

miR-122在 OSCC诊疗中的应用提供理论基础。
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