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摘要 目的：研究基于Wnt/茁-catenin信号通路探讨微小 RNA（miR）-613对宫颈癌 SiHa细胞增殖、迁移与侵袭的影响。方法：体外

培养宫颈癌 SiHa细胞和正常宫颈上皮细胞 H8，检测细胞中 miR-613表达。根据转染 miR-613 mimic浓度不同，将 SiHa细胞分为

0 滋mol/L组，100 滋mol/L和 200 滋mol/L组。MTT法检测细胞增殖情况，划痕实验检测细胞迁移能力，Transwell实验检测细胞侵

袭能力。蛋白免疫印迹法检测 miR-613表达对 Wnt/茁-catenin信号通路蛋白 茁-catenin、Vimentin、E-cadherin和 MMP9表达的影

响。结果：宫颈癌 SiHa细胞中 miR-613表达水平均显著低于正常宫颈上皮细胞 H8，差异有统计学意义(P<0.05)。转染 miR-613

mimic后，100 滋mol/L、200 滋mol/L组 SiHa细胞中 miR-613表达水平显著上调，并且具有浓度依赖性(P<0.05)。与 0 滋mol/L组相
比，100 滋mol/L、200 滋mol/L组的 SiHa细胞增殖，迁移，侵袭能力均明显下降，并且具有浓度依赖性(P<0.05)。免疫印迹结果，与 0

滋mol/L组相比，100 滋mol/L、200 滋mol/L各浓度组的 SiHa细胞Wnt/茁-catenin信号通路蛋白 茁-catenin、Vimentin和MMP9表达显

著下调，E-cadherin表达显著上调，并且具有浓度依赖性(P<0.05)。结论：miR-613能通过抑制Wnt/茁-catenin信号通路抑制人宫颈
癌细胞系 SiHa细胞的增殖，迁移和侵袭。
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Investigate the Effects of miR-613 on the Proliferation, Migration
and Invasion of Cervical Cancer SiHa Cells Based on Wnt/茁-catenin

Signaling Pathway*

To study the effect of microRNA (miR)-613 on the proliferation, migration and invasion of cervical cancer

SiHa cells based on the Wnt/茁-catenin signaling pathway. Cervical cancer SiHa cells and normal cervical epithelial cells H8

were cultured in vitro, and the expression of miR-613 in the cells was detected. According to the different concentrations of transfected

miR-613 mimic, SiHa cells were divided into 0 滋mol/L group, 100 滋mol/L and 200 滋mol/L group. Cell proliferation was detected by

MTT assay, cell migration ability was detected by scratch assay, and cell invasion ability was detected by Transwell assay. Western blot-

ting was used to detect the effects of miR-613 expression on the expression of Wnt/茁-catenin signaling pathway proteins 茁-catenin, Vi-
mentin, E-cadherin and MMP9. The expression level of miR-613 in human cervical cancer cells SiHa was significantly lower

than that in normal cervical epithelial cells H8, and the difference was statistically significant (P<0.05). After transfection of miR-613
mimic, the expression levels of miR-613 of SiHa cells in the 100 滋mol/L and 200 滋mol/L concentration groups were significantly

up-regulated, and it was concentration-dependent(P<0.05). Compared with the 0 滋mol/L group, the SiHa cells in the 100 滋mol/L and 200
滋mol/L concentration groups had significantly lower proliferation, migration and invasion abilities, and it was concentration-dependent

(P<0.05). Western blot results showed that compared with the 0 滋mol/L group, the expressions of Wnt/茁-catenin signaling pathway pro-
teins 茁-catenin, Vimentin and MMP9 were significantly down-regulated, and the expression of E-cadherin was significantly up-regulated

in SiHa cells in the 100 滋mol/L and 200 滋mol/L concentration groups, and they were concentration-dependent (P<0.05).
miR-613 can inhibit the proliferation, migration and invasion of human cervical cancer cell line SiHa cells by inhibiting the
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前言

宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，全世界每年新发病例约

57万例，死亡例数 30万例[1]。目前宫颈癌的治疗方式主要包括

手术及放化疗等，特别是靶向药物和免疫检查点抑制剂的临床

应用，取得良好的临床治疗疗效及预后[2]。但仍有部分宫颈癌患

者存在着治疗抵抗或不敏感的现象[3]。深入研究宫颈癌的发病

机制，对宫颈癌的诊断和治疗意义重大。微小 RNA（microR-

NA，miR）是长度为 18～23个核苷酸的 RNA分子，与人类个

体发育、免疫及肿瘤等多种疾病的发生发展密切相关 [4]。

miR-613是一种具有肿瘤抑制功能的微小 RNA。研究发现，在

胃癌及乳腺癌等恶性肿瘤中 miR-613表达存在异常下调的现

象，导致其下游靶基因 6-磷酸果糖 -2-激酶的表达升高，促进

肿瘤细胞代谢，导致恶性肿瘤的进展[5,6]。本研究通过在人宫颈

癌 SiHa细胞中转染 miR-613，观察 miR-613表达对 SiHa细胞

增殖、迁移及侵袭能力的影响及作用的潜在机制，为寻找宫颈

癌潜在治疗靶点提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要仪器、试剂及材料

SiHa细胞和 H8细胞购自中科院上海细胞库。DMEM培

养基、10%胎牛血清购自美国 Gibico公司。兔单克隆 茁-catenin
抗体(货号 8840)、兔单克隆 Vimentin抗体(货号 5741)、兔抗人

MMP9 抗体 (货号 13667)、兔单克隆 E-cadherin 抗体 (货号

14472)、兔抗人 茁-actin抗体(货号 3700)购自美国 CST公司。蛋

白Marker、Trizol试剂、OptiMEM培养基、ECL发光试剂、RIPA

细胞裂解液购自北京索莱宝科技公司。MTT细胞增殖检测试

剂盒购自美国 Promega公司。实时荧光定量 PCR试剂及反转

录试剂购自日本 TaKaRa公司。Transwell小室购自美国 Corn-

ing公司。基质胶购自美国 BD公司。引物、miR-613 mimic由深

圳华大基因股份有限公司设计合成。转染试剂 Lipofectamine

3000购自美国 Invitrogen公司。Narodrop2000分光光度计购自

美国赛默飞公司。ABI7500荧光定量 PCR仪器购自美国赛默

飞公司。BX53M显微镜购自日本奥林巴斯株式会社。

1.2 细胞培养传代和 miR-613 mimic转染

细胞培养：SiHa 细胞和 H8 细胞置入含 10%胎牛血清的

DMEM培养基培养。培养条件为湿度 95%、温度 37℃、5%CO2。

传代：细胞融合度达 80～90%，且处于对数生长期的细胞进行

传代，以 1：4比例进行传代。SiHa细胞 miR-613 mimic转染：将

1× 106个 SiHa细胞接种于 6板孔，细胞融合度达 50%～60%

时，将不同浓度（0、100和 200 滋mol/L）的 miR-613 mimic 及脂

质体 Lipofectamine 3000加入培养基，充分混合均匀，室温静置

15 min，加入 6板孔中摇匀后，细胞培养箱孵育 6h后换液，培

养 48 h用于后续实验。

1.3 实时荧光定量 PCR法检测 miR-613表达

采用 Trizol法提取 SiHa细胞和 H8细胞中总 RNA，Naro-

drop2000测定 RNA浓度和纯度，OD260/OD280值 =1.8～2.1。取

500 mg的 RNA，进行反转录合成 cDNA。使用 ABI7500荧光定

量 PCR仪测定 miR-613和 U6的表达。miR-613 上游引物为

5'-GGGCTTTATTGGTTGATTTC-3'，下游引物为 5'-GGAA-

GAACACCATGTGAGA-3'；U6 上 游 引 物 为 5'-CATG-

TACGTTGCTATCCAGGC-3'，下游引物为 5'-CTCCTTAATGT-

CACGCACGAT-3'。总体系 10 滋L，cDNA模板 1 滋L，上下游引
物各 1 滋L，Master Mix 10 滋L，ddH2O 7滋L。反应条件：95℃预变
性 2 min，95℃ 变性 30 s，75℃退火 10 s，60℃延伸 15 s，共 40

个循环。用 2-△ △ CT法表述结果。

1.4 MTT法检测 miR-613对 SiHa细胞增殖的影响

根据转染 miR-613浓度不同分为 0 滋mol/L组、100 滋mol/L
组、200 滋mol/L组三个组。0.25%胰酶消化各组 SiHa细胞，调整

细胞浓度为 1× 104/mL，在 96孔板中每孔各加入 100 滋L悬液，
同时设三个复孔，待细胞贴壁后在 24 h、48 h及 72 h向各组细

胞加入 20 滋L 的 MTT 试剂，4 h 后应用酶标仪检测各孔

OD450值。

1.5 划痕实验检测 miR-613对 SiHa细胞迁移能力的影响

6孔板中待 SiHa细胞生长融合度达 80%，处于对数生长

期，用 200 滋L枪头比着灭菌直尺垂直划线，然后用 PBS磷酸

盐缓冲液洗涤细胞三次，将漂浮细胞洗掉，加无血清 DMEM培

养液，培养 24 h后，显微镜下拍摄划痕宽度照片，每孔取 3个

视野，测量划痕宽度并取平均值。

1.6 Transwell实验检测 miR-613对 SiHa细胞侵袭能力的影响

将基质胶用无血清 DMEM培养基以 1：8的比例稀释，将

稀释液 50 滋L加入 Transwell小室上室，静置 30 min 后，向下

室加 750 滋L含 20%胎牛血清的 DMEM培养基，同时上室中加

200 滋L密度 1× 105/mL的各组 SiHa细胞悬液。细胞培养箱中

培养 24 h后，甲醇固定，PBS洗涤三次后，0.3%结晶紫染色

15 min，PBS洗涤三次后，棉球擦去上表面细胞，镜下观察下室

面细胞。每孔随机取 3个视野，计数细胞并取平均值。

1.7 免疫印迹法检测 miR-613 对 Wnt/茁-catenin 信号通路蛋白
茁-catenin、Vimentin、E-cadherin和MMP9表达的影响

用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA裂解液裂解各组细胞。通过

BCA方法对总蛋白进行定量。将等量的蛋白质(30 滋g)上样，然
后进行 SDS-PAGE电泳，恒压 80V，然后将蛋白转移到 PVDF

膜上，5%脱脂奶粉封闭 2 h，将膜与一抗在 4℃下孵育过夜，

茁-catenin 抗体 (稀释比 1：1000)、Vimentin 抗体 (稀释比 1：

2000)、MMP9抗体(稀释比 1：2000)、E-cadherin抗体(稀释比 1：

1000)、茁-actin抗体(稀释比 1：3000)。用 PBST洗涤三次后，将

膜与二抗在室温下孵育 1 小时，并通过化学发光检测系统

（Bio-Rad）曝光。用 Image J软件进行灰度分析并计算目的蛋白

的相对于内参 茁-actin的表达水平。
1.8 统计学方法

用 SPSS 21.0软件进行分析数据。经 Shapiro-Wilktest正态

性检验符合正态性分布的计量数据均以均数± 标准差表示，两
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组间比较用 t检验，三组间比较采用单因素方差分析及 SNK-Q

检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SiHa细胞和 H8细胞中 miR-613表达比较

实时荧光定量 PCR结果表明，相对于正常宫颈上皮细胞

H8，宫颈癌 SiHa细胞 miR-613表达水平显著较低(1.74± 0.35

vs 0.62± 0.14)，差异具有统计学意义（t=6.644,P=0.000）。
2.2 转染后 SiHa细胞中 miR-613的表达

在 SiHa细胞中转染不同浓度 miR-613 mimic 48 h 后，细

胞内 miR-613表达明显增加（P<0.05），且随着 miR-613转染浓

度增加，miR-613的相对表达水平明显增高（P<0.05）。见图 1。

2.3 转染 miR-613后对 SiHa细胞增殖的影响

与 0 滋mol/L组相比，100 滋mol/L、200 滋mol/L组的 SiHa细

胞增殖能力均显著减弱，差异具有统计学意义（P<0.05）；并

且miR-613对 SiHa细胞增殖能力的抑制具有浓度依赖性，见

表 1。

图 1 转染后 SiHa细胞中 miR-613的表达

Fig.1 Expression of miR-613 in SiHa cells after transfection

Note: compared with 0 滋mol/L group, aP<0.05.
Compared with 100 滋mol/L group, bP<0.05.

Note: compared with 0 滋mol/L group, *P<0.05. Compared with 100 滋mol/L group, #P<0.05.

图 2 转染 miR-613后对 SiHa细胞迁移能力的影响

Fig.2 The effect of transfection of miR-613 on the migration ability of SiHa cells

表 1 转染不同浓度 miR-613后在不同时间点对 SiHa细胞增殖的影响（x± s，OD450）

Table 1 The effect of different concentrations on the proliferation of SiHa cells in different time after transfection of miR-613 (x± s, OD450)

Groups 24 h 48 h 72 h

0 滋mol/L 0.64± 0.13 1.35± 0.37 1.96± 0.41

100 滋mol/L 0.47± 0.11* 0.89± 0.28* 1.23± 0.38*

200 滋mol/L 0.36± 0.09*# 0.53± 0.27*# 0.75± 0.35*#

F 8.051 8.792 13.201

P 0.006 0.004 0.001

2.4 转染 miR-613后对 SiHa细胞迁移能力的影响

划痕实验结果，转染 miR-613 后 24 h，0 滋mol/L 组、
100滋mol/L、200滋mol/L组 SiHa细胞划痕宽度分别为（5.02±

1.05）mm、（12.27 ± 2.36）mm、（17.30 ± 2.67）mm。相比于 0

滋mol/L组，100 滋mol/L、200 滋mol/L组 SiHa细胞迁移能力明显

减弱，差异具有统计学意义(F=45.821，P=0.000)。见图 2。
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2.5 转染 miR-613后对 SiHa细胞侵袭能力的影响

Transwell实验结果，转染 miR-613后 24 h，0 滋mol/L组、
100 滋mol/L、200 滋mol/L组跨膜细胞数分别为（115.10± 21.44）

个、（66.22± 17.69）个、（33.14± 11.24）个。相比于 0 滋mol/L组，
100 滋mol/L、200滋mol/L组 SiHa细胞侵袭能力明显减弱，差异

具有统计学意义(F=28.371，P=0.000)。见图 3。

图 3 转染 miR-613后对 SiHa细胞侵袭能力的影响

Fig.3 Effect of transfection of miR-613 on the invasive ability of SiHa cells

Note: compared with 0 滋mol/L group, *P<0.05. Compared with 100 滋mol/L group, #P<0.05.

图 4 miR-631转染 SiHa细胞后对茁-catenin、Vimentin、E-cadherin和
MMP9蛋白表达的影响

Fig.4 The effect of miR-631 on the protein expression of 茁-catenin,
Vimentin, E-cadherin and MMP9 after transfection of SiHa cells

2.6 miR-613转染 SiHa细胞对Wnt/茁-catenin信号通路蛋白表
达的影响

免疫印迹法检测转染不同浓度 miR-613（0、100、200

滋mol/L） 至 SiHa 细胞后 茁-catenin、Vimentin、E-cadherin 和

MMP9表达，结果相比于 0 滋mol/L组，转染 100、200 滋mol/L
miR-613后 SiHa细胞 茁-catenin、Vimentin 和 MMP9表达显著

下调，E-cadherin 表达显著上调，差异具有统计学意义（P<0.
05）。见表 2，图4。

表 2 miR-613转染 SiHa细胞后对Wnt/茁-catenin信号通路蛋白表达影响
Table 2 Effects of miR-613 on Wnt/茁-catenin signaling pathway protein expression after transfection of SiHa cells

Groups 茁-catenin Vimentin E-cadherin MMP9

0 滋mol/L 1.22± 0.21 1.33± 0.27 0.87± 0.15 1.15± 0.23

100 滋mol/L 0.74± 0.15* 0.85± 0.15* 1.46± 0.32* 0.84± 0.12*

200 滋mol/L 0.36± 0.13*# 0.41± 0.10*# 1.91± 0.44*# 0.66± 0.13*#

F 33.371 30.132 12.812 10.941

P 0.000 0.000 0.007 0.002

3 讨论

宫颈癌是世界范围内女性第三常见的恶性肿瘤，发展中国

家较为常见。宫颈癌起源于子宫颈内膜上皮细胞中，癌前病变

的起始处多位于宫颈管内外的转化区[7]。宫颈癌晚期患者多已

经发生转移，手术难以彻底切除病灶，且目前尚无有效的化疗

药物治疗，患者远期生存预后较差[8-10]。故深入研究宫颈癌发生

发展的机制，寻找新的诊断治疗靶点，提高患者的远期预后，是

目前的研究重点。微小 RNA是细胞内无蛋白编码功能的，具有

较高保守度的 RNA分子，参与包括发育、衰老、凋亡及代谢等

生理病理过程[11-13]。大量研究表明，微小 RNA在乳腺癌[14]、肝细

胞肝癌[15]及非小细胞肺癌[16]等恶性肿瘤中均发挥重要的肿瘤促

进或抑制作用，其通过调控下游癌基因或抑癌基因的表达，影

响肿瘤的发生发展。

miR-613是新发现的具有肿瘤抑制功能的微小 RNA，在胃

癌 [5]、卵巢癌 [17]等恶性肿瘤中表达降低，激活下游癌基因如

6-磷酸果糖 -2-激酶，促进肿瘤的侵袭和转移。目前宫颈癌中

miR-613表达及机制研究报道较少。本研究发现，在人宫颈癌

细胞 SiHa miR-613的表达明显低于正常宫颈上皮细胞 H8，提

示宫颈癌中 miR-613表达下调。目前其表达下调的机制尚不清

楚。研究发现，miR-613 的表达受上游长链非编码 RNA

LINC00152的表达调控，肿瘤中 LINC00152能作为分子海绵，

结合并抑制 miR-613的表达，进而促进肿瘤进展 [18]。为研究

SiHa细胞中 miR-613的生物学功能，本研究利用脂质体转染
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法向 SiHa 细胞转染 miR-631 mimic 以过表达 miR-631 后，结

果 miR-631能够抑制 SiHa细胞的增殖能力，且其抑制能力具

有浓度依赖性。既往研究发现，miR-631能够通过负向调节磷

脂酰肌醇 3激酶 /AKT信号通路，抑制肿瘤细胞的增殖相关基

因的表达[19]。亦有学者发现，miR-631通过靶向抑制鞘氨醇激酶

1的表达，抑制肿瘤细胞的恶性增殖，进而抑制肿瘤的恶性进

展[20]。本研究中，过表达 miR-613后可显著抑制 SiHa细胞的迁

移和侵袭能力，且具有浓度依赖性。既往研究亦证实，miR-613

能够通过结合癌基因 c-met的启动子区域，促进 c-met的转录，

c-met蛋白表达增加促进肿瘤细胞上皮间质转化，促进肿瘤细

胞的迁移和侵袭能力[21]。此外，有研究发现，肿瘤中 miR-613的

表达降低能促进基质金属蛋白酶 9的表达，进而促进肿瘤细胞

与细胞外基质的解离，导致肿瘤的迁移和侵袭能力增强[22]。

肿瘤的浸润和远处转移是恶性肿瘤的基本特征[23-25]。研究

表明，肿瘤细胞迁移和侵袭能力的增强与Wnt/茁-catenin信号
通路的激活密切相关 [26]。因此，miR-631 可能是通过调控

Wnt/茁-catenin信号通路，发挥抑制 SiHa细胞迁移和侵袭的作

用。为验证该假说，本研究利用免疫印迹法检测 miR-631过表

达后 Wnt/茁-catenin 信号通路蛋白 茁-catenin、Vimentin、E-cad-
herin和 MMP9变化情况，结果过表达 miR-613后 SiHa细胞

茁-catenin、Vimentin 和 MMP9 表达显著下调，E-cadherin 表达

显著上调。结果提示 miR-613 过表达能够抑制 SiHa 细胞

Wnt/茁-catenin信号通路的激活。Vimentin又称波形蛋白，是细

胞间质性标志物[27]，E-cadherin是上皮性标志物[28]，茁-catenin是
参与调控上皮间质转化的重要上游因子[29]。本研究中，在过表

达 miR-613后 Vimentin表达下调，而 E-cadherin表达上调，提

示肿瘤细胞发生间质 -上皮转化，导致肿瘤细胞的迁移和侵袭

能力减弱。既往有学者发现，miR-631的表达下调能够导致其

靶蛋白转凝胶蛋白 2表达上调，转凝胶蛋白 2诱导肿瘤细胞发

生上皮间质转化，导致间质性标志物如 Vimentin、N-钙黏素表

达升高，而 E-cadherin表达降低，促进肿瘤的迁移和侵袭[30]。有

学者在临床研究中发现，肿瘤中 miR-613的低表达与肿瘤患者

较高的临床分期及肿瘤转移等临床病理特征相关，是肿瘤患者

不良生存预后重要肿瘤标志物[6]。因此，miR-451a在胰腺癌中

的具体作用机制及临床诊断和治疗意义有待深入研究。

综上所述，miR-613可通过抑制Wnt/茁-catenin信号通路的
激活，抑制宫颈癌 SiHa细胞的增殖、迁移和侵袭能力。但本研

究尚存在不足之处，一方面，本研究未进行体内研究，miR-631

对宫颈癌的抑癌功能尚需进一步研究。另一方面，miR-631对

Wnt/茁-catenin信号通路的具体作用靶点尚不清楚，值得深入
探索。
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