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miR-155靶向 PTEN-PI3KAKT通路促进鼻咽癌细胞增殖并抑制其凋亡
的实验研究 *
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摘要 目的：研究 miR-155靶向 PTEN-PI3KAKT通路促进鼻咽癌细胞增殖并抑制其凋亡的作用机制。方法：选取 105只成年健康

SD雄性大鼠作为研究对象，将其以随机抽签法等分成观察组、对照组、试验组，每组 35只。所有大鼠通过诱癌剂二甲硝基哌嗪腋

部皮下注射以及促癌剂佛波醇酯皮下注射进行鼻咽癌大鼠模型的建立。观察组大鼠予以 miR-155抑制剂干预，试验组予以 PI3K

抑制剂干预，对照组不予以任何干预。以实时荧光定量 PCR法检测 miR-155相对表达量，采用免疫组化法检测 PTEN、PI3K、

P-AKT表达情况，通过Western blot法检测 Bcl-2、Bax、Ezrin蛋白表达水平。比较三组大鼠上述相关指标水平，并作相关性分析。

结果：试验组、观察组、对照组大鼠的 miR-155相对表达量分别为（34.88± 1.32）、（29.72± 1.23）、（35.01± 1.34），观察组显著低于

试验组和对照组，差异明显（F=23.105，P=0.000）。试验组、观察组、对照组大鼠 PTEN表达率逐渐升高，而 PI3K、P-AKT表达率逐

渐降低（均 P＜0.05）。经 Pearson相关性分析可得：鼻咽癌大鼠 miR-155相对表达量与 PTEN表达率呈正相关关系，而与 PI3K、

P-AKT表达率呈负相关关系（均 P＜0.05）。试验组、观察组、对照组 Bcl-2、Ezrin蛋白表达水平呈逐渐升高趋势，而 Bax蛋白表达

水平呈逐渐减低趋势，且经单因素方差分析发现：各组间对比差异显著（均 P＜0.05）。结论：miR-155可能是通过靶向作用于

PTEN-PI3KAKT信号通路，继而发挥促进鼻咽癌细胞增殖以及抑制鼻咽癌细胞凋亡的作用。临床工作中可能将其作为鼻咽癌治

疗的新靶点。
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miR-155 Targeting the Pten-pi3kakt Pathway Promotes the Proliferation of
Nasopharyngeal Carcinoma Cells and Inhibits Their Apoptosis*

To investigate and analyze the mechanism of miR-155 targeting pten-pi3kakt pathway to promote the

proliferation and inhibit the apoptosis of nasopharyngeal carcinoma cells. 105 healthy adult SD male rats were selected as

research objects, and they were divided into observation group and control group and experimental group by random draw method, with

35 rats in each group. The rat model of nasopharyngeal carcinoma was established by subcutaneous injection of cancer inducer

dimethylenitropiperazine in the axils and progenitor phopol. The observation group was given mir-155 inhibitor intervention, the

experimental group was given PI3K inhibitor intervention, and the control group was not given any intervention. The relative expressions

of mir-155 were detected by real-time fluorescence quantitative PCR, the expressions of PTEN, PI3K and p-akt were detected by

immunohistochemistry, and the expression levels of bcl-2, Bax and Ezrin were detected by Western blot. The three groups of rats were

compared and the correlation was analyzed. The relative expression levels of mir-155 in the experimental group, the observation

group and the control group were (34.88± 1.32), (29.72± 1.23) and (35.01± 1.34), respectively, which were significantly lower in the

observation group than in the experimental group and the control group (F=23.105, P=0.000). The expression rate of PTEN in

experimental group, observation group and control group increased gradually, while the expression rate of PI3K and p-akt decreased

gradually (all P<0.05). Pearson correlation analysis showed that the relative expression level of miR-155 in nasopharyngeal carcinoma
rats was positively correlated with the expression rate of PTEN, but negatively correlated with the expression rate of PI3K and p-akt (all

P<0.05). The expression levels of bcl-2 and Ezrin in the experimental group, the observation group and the control group showed a trend
of gradual increase, while the expression levels of Bax protein showed a trend of gradual decrease. Moreover, one-way anova showed
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that there were significant differences among the groups (all P<0.05). MiR-155 may play a role in promoting the

proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells and inhibiting the apoptosis of nasopharyngeal carcinoma cells by targeting the

pten-pi3kakt signaling pathway. It may be a new target in the treatment of nasopharyngeal carcinoma.

Nasopharyngeal carcinoma; Cell proliferation; Apoptosis; MiR-155; PTEN - PI3KAKT pathways

前言

鼻咽癌主要是指发生于鼻咽腔顶部以及侧壁的一类恶性

肿瘤，患者主要临床表现囊括鼻塞、耳闷堵感、头痛以及听力下

降等，对患者的日常生活质量造成了极大的影响[1]。相关研究数

据显示，鼻咽癌属于我国高发恶性肿瘤之一，且发病率在所有

耳鼻咽喉恶性肿瘤中位居首位，5年生存率低于 50%，已成为

严重威胁人类生命健康安全的恶性肿瘤之一[2]。迄今为止，临床

上针对鼻咽癌患者的治疗主要以放疗、化疗为主。然而，上述治

疗方式效果并不理想，寻找一种更加安全有效的治疗方式已成

为临床医务人员亟待解决的问题之一。miRNA是最早在真核

生物中所发现的一类内源性非编码小 RNA分子，主要组成部

分为 21～25个核苷酸，已被证实在生物体的物质代谢、细胞分

化、细胞凋亡、细胞周期等一系列生命活动的调节过程中起着

至关重要的作用[3]。目前，临床上已发现多个 miRNAs发挥着原

癌基因或抑癌基因的作用，囊括 miR-145、miR-372、miR-143以

及 miR-21等，上述 miRNAs可通过调控下游靶基因的转录以

及翻译，继而参与肿瘤的发生、发展过程[4]。miR-155是近年来

新发现的一种 miRNAs，关于其在鼻咽癌发生、发展过程中的

具体作用机制尚无相关研究进行报道，具有较高的研究价值。

PI3K/AKT信号通路广泛存在细胞中，可通过调节蛋白质合成、

细胞能力代谢以及细胞周期等多种途径发挥各项生理功能，参

与了细胞的增殖、生长以及分化过程[5]。张力蛋白同源缺失的染

色体（PTEN）基因则可通过对 PI3K/AKT信号通路进行负调

控，进一步介导细胞增殖以及细胞凋亡过程。目前，临床上已有

不少研究报道证实 [6]，PTEN 基因的失活可能有效降低对

PI3K/AKT信号通路的抑制作用，进一步促进了细胞的癌变。鉴

于此，本文通过研究 miR-155靶向 PTEN-PI3KAKT通路促进

鼻咽癌细胞增殖并抑制其凋亡的作用机制并予以科学的分析，

目的在于明确 miR-155异常表达在鼻咽癌发生、发展过程中的

具体作用机制，继而为鼻咽癌的治疗提供新的靶点与思路，现

作以下报道。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 69只成年健康 SD雄性大鼠作为研究对象，所有大

鼠均为 8周龄，体重 180～220 g，平均体重（200± 20）g。大鼠均

购自北京精诚义合科技有限公司，动物许可证号：SYXK（京）

2015-0111。以随机抽签法将所有大鼠等分成观察组、对照组、

试验组，每组 23只。已得到医院伦理委员会批准。

1.2 研究方法

（1）鼻咽癌大鼠模型建立：所有大鼠均进行 10 h禁食、禁

饮处理，随后予以诱癌剂二甲硝基哌嗪腋部皮下注射，使用剂

量为 1.5 mg/kg，1次 /3 d，连续注射 28次。同时，予以促癌剂佛

波醇酯皮下注射，使用剂量为 100 mg/kg。每周称重 1次，并适

当调整诱癌剂与促癌剂用量。（2）干预方式:观察组大鼠予以

miR-155抑制剂干预，试验组予以 PI3K抑制剂干预，对照组不

予以任何干预。（3）miR-155表达水平检测：采用 Trizol法提取

总 RNA，取 1 滋g的 RNA采用 Takara反转录试剂盒完成逆转

录反应，并合成 cDNA。反应产物严格遵从 Takara 公司的

SYBR Green实时荧光定量 PCR试剂盒说明书相关标准，于荧

光定量仪上完成 PCR扩增。其中引物序列如下：miR-155上游

引物为 5'-GTTGGAGACGACGCAAGAT-3'，下游引物为5'-GT-

GCAGGGTCCGAGGT-3'。U6上游引物为 5'-CTCGCTTCGGC-

AGCACA-3'，下 游引物 为 5'-AACGCTTCACGAATTTGC-

GT-3'。反应条件如下：预变性 95℃ 30 s，95℃变性 5 s，60℃退

火 34 s，循环 37次。以 U6作为 miR-155的内参。将目的基因拷

贝数和内参拷贝数的比值作为目的基因的相对表达量。RNA

提取试剂盒、反转录试剂盒、PCR试剂盒均购自大连 Takara公

司。（4）采用免疫组织化学法检测两组大鼠鼻咽组织 PTEN、

PI3K、P-AKT表达情况：所有标本均采用 4%的中性甲醛予以

固定，行石蜡包埋，作 4 滋m厚度的连续切片。其中相关单克隆
抗体均购自 Cell Signaling公司，相关试剂盒以及 DAB显色液

均购自福州迈新生物技术开发有限公司。具体操作务必以试剂

盒说明书进行，并以 PBS代替一抗作为阴性对照组。（5）以

Western blot法检测 Bcl-2、Bax、Ezrin蛋白表达水平：取对数生

长期的骨肉瘤细胞，以每孔 106个接种在 6孔板。培养过夜后

按照上述（1）的方法完成分组干预，每组设 3个复孔。干预 24 h

后以 PBS重复漂洗 3次，以 0.25%胰酶消化采集细胞。滴加

200 滋L的组织裂解液，放置在冰上裂解 30 min，于 4℃条件下，

以 12000 r/min离心 15 min，获取上清液。调节蛋白浓度并进行

热变形，取总量一致的蛋白质实施 10%的 SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳。电泳结束后转移蛋白到硝酸纤维素膜上，以 5%脱脂奶

粉进行 2h的封闭处理，加入合适的稀释在 5%脱脂奶粉中的一

抗，4℃富裕过夜。采用 TBST重复 3次漂洗，15 min/次，随后

加入 HRP标记的二抗，于室温下孵育 2 h后采用 TBST重复 3

次漂洗，15 min/次。于暗室内以 ECL发光液进行发光，压片后

曝光盒曝光。图片照相，并借助 Qantity One分析软件完成灰度

值的分析，并以 GAPDH作为内参，将目的蛋白以及内参蛋白

灰度值比值作为目的蛋白的相对表达量。

1.3 结果判定

PTEN阳性信号主要定位于细胞核内，PI3K阳性信号主要

定位于细胞质内，P-AKT阳性信号主要定位于细胞核内。随机

选取每例切片的 5个高倍视野，以阳性细胞占比作为评价标

准，即：阳性细胞占比＜10%即为 0分，阳性细胞在 11%～50%

之间即为 1分，阳性细胞在 51%～75%之间即为 2分，阳性细

胞≥ 75%即为 3分。0分为阴性，1～3分为阳性。

1.4 观察指标
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比较两组大鼠 miR-155 相对表达量，PTEN、PI3K、P-AKT

表达情况，Bcl-2、Bax、Ezrin蛋白表达水平。

1.5 统计学方法

数据分析主要是借助 SPSS20.0软件完成，且以[n(%)]进行

计数数据的表示，实施 x2检验。以（x± s）进行计量数据的表示，
实施 t检验。鼻咽癌大鼠 miR-155相对表达量与 PTEN、PI3K、

P-AKT表达率的关系予以 Pearson相关性分析。以 P＜0.05说

明差异明显。

2 结果

2.1 各组大鼠 miR-155相对表达量对比

试验组、观察组、对照组大鼠的 miR-155相对表达量分别

为（34.88± 1.32）、（29.72± 1.23）、（35.01± 1.34），观察组显著低

于试验组和对照组，差异明显（F=23.105，P=0.000），见图 1。

图 1 大鼠 miR-155相对表达量

Fig.1 Relative expression miR-155 of rats

注：与对照组相比，*P＜0.05；与观察组相比，#P＜0.05。

Note: compared with control group, *P＜0.05; compared with observation group, #P＜0.05.

表 1 三组大鼠 PTEN、PI3K、P-AKT表达情况对比（例，%）

Table 1 Comparison of PTEN, PI3K, P-AKT expression in three groups(n,%)

Groups N PTEN PI3K P-AKT

Observation group 35 13（37.14）* 31（88.57）* 27（77.14）*

Control group 35 24（68.57） 20（57.14） 16（45.71）

Experimental group 35 7（20.00）#* 34（97.14）#* 32（91.43）#*

x2 - 8.034 7.471 7.006

P - 0.000 0.001 0.002

图 2 大鼠 PTEN、PI3K、P-AKT表达情况

Fig.2 PTEN, PI3K, P-AKT expression condition in rats

2.2 三组大鼠 PTEN、PI3K、P-AKT表达情况对比

试验组、观察组、对照组大鼠 PTEN表达率逐渐升高，而

PI3K、P-AKT表达率逐渐降低（均 P＜0.05）。见表 1、图 2。

2.3 鼻咽癌大鼠 miR-155 相对表达量与 PTEN、PI3K、P-AKT

表达率相关性分析

经 Pearson相关性分析可得：鼻咽癌大鼠 miR-155相对表

达量与 PTEN表达率呈正相关关系，而与 PI3K、P-AKT表达率

呈负相关关系（均 P＜0.05）。见表 2。

2.4 三组 Bcl-2、Bax、Ezrin蛋白表达水平对比

试验组、观察组、对照组 Bcl-2、Ezrin蛋白表达水平呈逐渐

升高趋势，而 Bax蛋白表达水平呈逐渐减低趋势，且经单因素

方差分析发现：各组间对比差异显著（均 P＜0.05）。见表 3。
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注：与对照组相比，*P＜0.05；与观察组相比，#P＜0.05。

Note:compared with control group, *P＜0.05; compared with observation group, #P＜0.05.

3 讨论

鼻咽癌多发于中年人群，随着近年来人们生活方式的不断

改变以及生活环境的逐渐恶化，该病的发生率正呈逐年升高趋

势，且有年轻化趋势[7,8]。我国的广东、湖南、福建以及广西等地

区为鼻咽癌高发区，且鼻咽癌的恶性程度普遍较高，部分患者

早期即可出现颈部淋巴结转移，预后不良[9,10]。目前，不少研究

报道证实，鼻咽癌的发病可能与遗传易感性、EB病毒感染存在

密切相关。而随着近年来相关研究的不断深入，越来越多的学

者发现 miRNAs可能和鼻咽癌存在密切相关 [11,12]。其中 miR-

NAs主要是指一类广泛存在于动植物体内的非编码小 RNA，

可能参与了基因转录后水平的调控过程，通过和其目标 mRNA

分子的 3，端非编码区域互补匹配降解靶 mRNA或抑制其翻

译。另有研究报道显示[13,14]，miRNAs在多种类型肿瘤中均存在

异常表达，且在肿瘤的发展过程中扮演着重要角色。miR-155

属于 miRNAs家族重要成员之一，国内外已有不少研究报道证

实[15,16]，miR-155过表达于喉癌、肺癌、结肠癌等多种肿瘤中，且

在上述肿瘤的发生中发挥着重要作用。然而，miR-155于鼻咽

癌的发生、发展过程中的作用机制尚未完全明确。

本文结果表明，观察组大鼠 miR-155相对表达量低于试验

组与对照组大鼠，差异明显（P＜0.05）。其中刘美媛等人通过研

究发现[17]：鼻咽癌患者存在明显的 miR-155过低表达，其具有

促进鼻咽癌细胞增殖的能力，可能参与了鼻咽癌的发生、发展

过程。两项研究高度一致，说明了 miR-155的过低表达可能通

过某种作用介导鼻咽癌的发生、发展。分析原因，我们认为

miR-155与血管内皮生长因子相关通路存在一定相关性，而后

者可通过与其受体相结合，从而促进病毒原癌基因的活化，进

一步在 miR-155的催化下激活 PI3K，而 PI3K又可影响其下游

重要分子靶点 AKT，PI3K可能通过和 AKT的 PH区结合激活

AKT及其下游磷脂酰肌醇依赖的蛋白激酶，从而引起 AKT的

Thr308以及 Ser473位点磷酸化。最终促使 AKT自细胞膜转移

至细胞间质，并激活其下游靶点，进一步发挥促细胞生存的功

能。与此同时，miR-155主要定位于人染色体 21q21上，由 B细

胞整合族基因所编码，可能通过调节肿瘤细胞的生长，细胞凋

亡以及细胞周期等途径促进肿瘤的进展[18,19]。此外，试验组、观

察组、对照组大鼠 PTEN表达率逐渐升高，而 PI3K、P-AKT表

达率逐渐降低（均 P＜0.05）。（均 P＜0.05）。这提示了 PTEN、

PI3K、P-AKT的异常表达可能参与了鼻咽癌的发生、发展过

程，并在其中起着至关重要的作用。究其原因，我们认为 PTEN

位于人染色体杂合体缺失高发区 10q23.3上，亦是目前临床上

所发现的第一个存在磷酸酶活性的抑癌基因，其在正常细胞中

可对磷脂酰肌醇激酶 PI3K产生拮抗作用，促使其作用的底物

去磷酸化，继而降低细胞内的 PIP2以及 PIP3含量，从而通过

PI3K/AKT信号通路起到抑癌作用。PI3K可能被多种细胞因子

锁激活，并通过质膜上产生的第二信使，诱导蛋白激酶 B的活

化，继而参与细胞增殖、分化、生长以及迁移的过程中[20,21]。AKT

亦可称之为丝氨酸苏氨酸激酶，活化后可形成 p-AKT，继而通

过磷酸化激活下游多种酶、转录因子，进一步发挥抗凋亡的作

用[22-24]。由此，可推测 PTEN-PI3KAKT通路可能在鼻咽癌的发

生、进展过程中扮演者和至关重要的角色。另外，经 Pearson相

关性分析可得：鼻咽癌大鼠 miR-155相对表达量与 PTEN表达

率呈正相关关系，而与 PI3K、P-AKT表达率呈负相关关系（均

P＜0.05）。这提示了 miR-155的过低表达可能引起 PTEN表达

的下降，同时提高 PI3K、P-AKT表达，即 miR-155可能靶向作

用于 PTEN-PI3KAKT通路，进一步发挥促进鼻咽癌细胞增殖

并抑制其凋亡的作用。因此，miR-155可能成为诊断鼻咽癌的

新型肿瘤标志物以及治疗鼻咽癌的新基因靶点[25-27]。试验组、观

察组、对照组 Bcl-2、Ezrin蛋白表达水平呈逐渐升高趋势，而

Bax蛋白表达水平呈逐渐减低趋势，且经单因素方差分析发

现：各组间对比差异显著（均 P＜0.05）。其中 Bcl-2与 Ezrin均

表 2 鼻咽癌大鼠 miR-155相对表达量与 PTEN、PI3K、P-AKT表达率相关性分析

Table 2 Correlation between miR-155 relative expression and PTEN, PI3K, P-AKT expression in rats with nasopharyngeal carcinoma

Related index
miR-155 relative expression

r P

PTEN 0.612 0.000

PI3K 0.571 0.001

P-AKT 0.554 0.006

表 3 三组 Bcl-2、Bax、Ezrin蛋白表达水平对比（例，x± s）
Table 3 Comparison of Bcl-2, Bax, Ezrin protein expression level in three groups(n, x± s)

Groups N Bcl-2 Bax Ezrin

Observation group 35 0.43± 0.03* 0.10± 0.02* 0.35± 0.02

Control group 35 0.81± 0.05 0.05± 0.01 0.70± 0.04

Experimental group 35 0.16± 0.01*# 0.19± 0.04*# 0.18± 0.02

F 52.401 62.115 72.942

P 0.000 0.000 0.000
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为促癌基因蛋白，而 Bax 是抑癌基因蛋白之一。这提示了

miR-155可能通过调控 Bcl-2、Bax、Ezrin蛋白表达，继而在鼻

咽癌的发生、发展过程中起着至关重要的作用[28-30]。

综 上 所 述 ，miR-155 可 能 是 通 过 靶 向 作 用 于

PTEN-PI3KAKT信号通路，从而发挥促进鼻咽癌细胞增殖以及

抑制鼻咽癌细胞凋亡的作用。临床工作中可能将其作为鼻咽癌

早期诊断、临床治疗以及预后评估的新靶点。
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