
and its mechanism． Methods Ｒegard lung adenocarcinoma cancer cell strains as the research object． The A549
cells were treated with different concentration of melatonin ( Mel) ． The proliferation of A549 cells was observed by
MTT assay． The change of cell morphology was observed by light microscope． The expression of MAPK related pro-
tein and OPN was analyzed by Western blot． Ｒesults Mel could inhibit the proliferation of A549 cells in a dose-
dependent and time-dependent manner． Compared with control group，A549 cells in the group treated with Mel be-
came lesser，more irregular，bigger intercellular gap，non-overlapping and monolayer． The Western blot analysis il-
lustrated that 2． 0mmol /L Mel could significantly decreased the expression of phosphorylation of JNK，p38 and OPN
in A549 cells ( P ＜ 0． 05) ，and the expression of phosphorylation of EＲK was increased ( P ＜ 0． 05 ) ，compared
with control group． Conclusion Mel can inhibit the proliferation of A549 cells in a dose-dependent and time-de-
pendent manner，which may be related to decrease the expression of OPN by regulating the phosphorylation level of
MAPK signal pathway．
Key words melatonin; human lung adenocarcinoma A549 cell; cell proliferation; signal transduction; osteopon-
tin

MicroＲNA-21 对胆管癌细胞侵袭与转移的影响
刘 振1，2，黄 强1，刘臣海1，林先盛1，谢 放1，2，朱成林1，2，任维华2

摘要 目的 探讨 microＲNA-21 对胆管癌 QBC939 细胞株

侵袭转移能力的作用。方法 构建合成无关序列、microＲ-
NA-21 mimics 和 microＲNA-21 inhibitor 并 转 染 至 胆 管 癌

QBC939 细胞中。实验设自然生长组 ( Cell) 、转染无关序列

组( Cell-NC) 、转染 microＲNA-21 mimics 组 ( Cell-21M) 及转

染 microＲNA-21 inhibitor 组 ( Cell-21I) 。运用实时定量 ＲT-
PCＲ 检测各组细胞 microＲNA-21 的表达; 通过黏附实验检测

各组细胞聚集能力的变化; 划痕实验、Transwell 迁移观察细

胞迁移能力变化，Transwell 侵袭实验观察细胞侵袭能力变

化。结果 与 Cell 组相比，microＲNA-21 在 Cell-NC 组表达

无明显差异，在 Cell-21M 组表达增加，在 Cell-21I 组表达降

低。黏附实验显示: 与 Cell 组相比，Cel-NC 组细胞聚集能力

无明显变化，Cell-21M 组细胞聚集能力增强，Cell-21I 组细胞

聚集能力减弱( P ＜ 0. 05) ; 划痕实验及 Transwell 迁移实验示

Cell-NC 组细胞迁移能力无明显变化，Cell-21M 组细胞迁移

能力增强，Cell-21I 细胞聚集能力减弱( P ＜ 0. 05 ) ; Transwell
侵袭实验示 Cell-NC 组细胞侵袭能力无明显变化，Cell-21M

组细 胞 侵 袭 能 力 增 强，Cell-21I 细 胞 侵 袭 能 力 减 弱 ( P ＜
0. 05) 。结论 microＲNA-21 可增强胆管癌 QBC939 细胞的
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侵袭与转移能力，提示 microＲNA-21 可能在胆管癌的侵袭转

移过程中发挥重要作用。
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胆管癌是起源于胆管上皮细胞的恶性肿瘤，其

临床症状表现较晚，缺乏特异的肿瘤标志分子，早期

诊断较为困难。目前，根治性切除虽然能使患者获

得最佳疗效，但大部分肿瘤在发现时已发生侵袭转

移，导致手术切除率较低，且手术复发率高，预后较

差，对于放、化疗不敏感［1］。因此，探讨胆管癌的发

病、侵袭转移机制，提高胆管癌的早期诊断对临床治

疗有着重要的意义。该课题组前期研究［2］结果显

示胆管癌组织中 microＲNA-21 的表达明显高于癌旁

组织，且与胆管癌侵袭转移密切相关。本研究通过

调控 microＲNA-21 在胆管癌 QBC939 细胞系中的表

达，进 一 步 探 讨 microＲNA-21 对 胆 管 癌 细 胞 株

QBC939 细胞侵袭能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料 人胆管癌 QBC939 细胞株由实验室自

行保存; DMEM-高糖培养基、胎牛血清、青链霉素、
PBS 购自 Hyclone 公司; Opti-MEM 培养基购自 Gib-
co 公司。microＲNA-21 mimics 由广州锐博生物科技
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有 限 公 司 提 供，序 列 为 8-UAGCUUAUCAGACU
GAUGUUGA-29，microＲNA-21 inhibitor 序列为其反

向互补序列。逆转录试剂盒、PCＲ 试剂盒及 Lipo-
fectamineTM ＲNAiMAX 购自 Invitrogen 公司; Transwell
小室购自美国 BD 公司; CCK-8 试剂盒由日本 Dojin-
do 同仁化学研究所提供。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养及实验分组 QBC939 细胞接种

于含 10%胎牛血清、100 U /ml 青霉素和 100 mg /L
链霉素的 DMEM 高糖培养基，在 5% CO2、饱和湿

度、37 ℃培养箱内常规传代培养。根据转染情况将

实验 分 为 自 然 生 长 组 ( Cell ) 、无 关 序 列 组 ( Cell-
NC) 、microＲNA-21 mimics 转染组( Cell-21M) 和 mi-
croＲNA-21 inhibitor 转 染 组 ( Cell-21I ) 。转 染 采 用

LipofectamineTM ＲNAiMAX 转 染 试 剂，转 染 无 关 序

列、microＲNA-21 mimics 和 inhibitor 浓度为 50 nmol /
L，转染方法参照说明书。
1． 2． 2 实时定量 ＲT-PCＲ 检测 转染后 36 h，收集

各组细胞，检测各组细胞中 microＲNA-21 的表达。
运用 TＲIzol 法提取总 ＲNA，以 U6 作为内参基因，

Primer 5． 0 分别设计引物，microＲNA-21 上游引物序

列为ACACTCCAGCTGGGTAGCTTATCAGACTGATG，

下游引物序列为 CTCAACTGGTGTCGTGGA，U6 上

游引物序列为 CTCGCTTCGGCAGCACA，下游引物

序列为 AACGCTTCACGAATTTGCGT。按照逆转录

及 PCＲ 试剂盒说明设置反应体系及参数，进行逆转

录合成 cDNA 和 PCＲ 扩增。内参片段 U6 94 bp，目

的片段 has-microＲNA-21 72 bp。所得数据经过内参

基因均一处理，通过 2 － ΔΔCt方式计算，目标基因表达

差异以倍数表示。
1． 2． 3 黏附实验 用 96 孔板每孔加入 30 mg /L 纤

连蛋白 50 μl，制成纤连蛋白包被待用。使用前用

3% 牛血清蛋白的 PBS 液化，20 μl 置于 37 ℃ 2 h 封

闭。每孔加入含 10% 胎牛血清 0. 5 × 106 /ml 细胞

200 μl，培养 1. 0 ～ 1. 5 h 后，用 PBS 洗 2 遍。加入

CCK-8 作显色反应，通过酶标仪检测溶液吸光度值，

每组设 6 个复孔。
1． 2． 4 划痕实验 用记号笔在 6 孔板背后均匀画

横线。按每孔 1 × 106 细胞接种于 6 孔板内，用丝裂

霉素处理 1 h 抑制细胞分裂。用枪头垂直于 6 孔板

背后横线划痕，用 PBS 洗细胞 3 次，加入无血清培

养基进行常规培养。分别于 0、6、24、48 h 时间点取

样，拍照。取 8 个视野尺寸进行数据统计。迁移率

= ( 1 － 其他时间点的距离 /0 h 的距离) × 100%。

1． 2． 5 Transwell 侵袭和迁移实验 转染 48 h 后，

消化细胞，每个 Transwell 小室铺 1 ∶ 8 Matrigel 80
μl，接种 1 × 105 个细胞，加含 100 μl 无血清 DMEM
培养基，下室加入完全培养基，孵育 24 h 后棉签擦

去上室的细胞，4% 多聚甲醛固定 15 min，结晶紫染

色 10 min，显微镜下取 5 个随即视野进行拍照计数。
Transwell 迁移实验不需要铺胶，孵育时间为 16 h。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件分析，

所得数据以 珋x ± s 表示，多组均数间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 Bonferroni 检验。

2 结果

2． 1 实时定量 ＲT-PCＲ 检测 microＲNA-21 在各

细胞组的表达 microＲNA-21 在 Cell、Cell-NC、Cell-
21M、Cell-21I 组的表达分别为 1. 00 ± 0. 02，0. 99 ±
0. 1，17. 57 ± 0. 18，0. 87 ± 0. 06。与 Cell 组比较，mi-
croＲNA-21 在 Cell-NC 组表达无明显差异，在 Cell-
21M 组表达明显增加，在 Cell-21I 组 microＲNA-21
表达降低。
2． 2 黏附实验观各组细胞聚集能力 通过酶标仪

显示 各 细 胞 组 溶 液 吸 光 度 值，Cell、Cell-NC、Cell-
21M、Cell-21I 组分别为 0. 76 ± 0. 04、0. 76 ± 0. 03、
0. 81 ± 0. 02、0. 69 ± 0. 02。与 Cell 组比较，Cell-21M
及 Cell-21I 组差异具有统计学意义( F = 8. 848，P ＜
0. 05) ，Cell-21M 组细胞聚集能力增加，而 Cell-21I
组细胞聚集能力减弱。
2． 3 划痕实验检测各组细胞迁移能力 定量分析

各组 细 胞 迁 移 率，Cell、Cell-NC、Cell-21M、Cell-21I
组在 0、6、24、48 h 细胞的迁移率变化见图 1。与

Cell 组相比，Cell-NC 组细胞迁移能力无明显差异，

Cell-21M 组细胞迁移能力增加( P ＜ 0. 05 ) ，而 Cell-
21I 迁移能力下降( P ＜ 0. 05) 。

图 1 划痕实验检测各组细胞迁移能力

与 Cell 组比较: * P ＜ 0. 05
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2． 4 Transwell 迁移检测各组细胞迁移能力 在显

微镜下观察，Cell、Cell-NC、Cell-21M、Cell-21I 组迁

移细胞 计 数 分 别 为 61. 88 ± 10. 09、61. 63 ± 7. 71、
76. 25 ± 9. 30、41. 00 ± 9. 61，与 Cell 组 比 较，Cell-
21M 及 Cell-21I 组 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( F =
19. 796，P ＜ 0. 05) ，Cell-21M 组细胞迁移能力增加，

而 Cell-21I 迁移能力下降。见图 2。

图 2 Transwell 迁移实验检测各组细胞迁移能力 × 200

A: Cell 组; B: Cell-NC 组; C: Cell-21M 组; D: Cell-21I 组

2． 5 Transwell 侵袭实验检测各组细胞侵袭能力

在显微镜下观察，Cell、Cell-NC、Cell-21M、Cell-21I
组侵袭细胞计数分别为 169. 17 ± 36. 03、161. 83 ±
23. 92、223. 67 ± 17. 57、117. 17 ± 16. 55。与 Cell 组

比较，Cell-21M 及 Cell-21I 组差异具有统计学意义

( F = 18. 661，P ＜ 0. 05 ) ，Cell-21M 组细胞侵袭能力

增加，而 Cell-21I 侵袭能力下降。见图 3。

图 3 Transwell 侵袭实验检测各组细胞侵袭能力 × 200

A: Cell 组; B: Cell-NC 组; C: Cell-21M 组; D: Cell-21I 组

3 讨论

MicroＲNAs 是一类非编码、高度保守的短小单

链 ＲNA，能够在转录后水平同靶基因 mＲNA 3'非编

码端( 3'-UTＲ) 结合，阻止靶基因 mＲNA 的翻译或者

诱导其降解，以此调控靶基因的表达进而影响生物

学进程［3］。研究［4 － 5］表明: microＲNAs 作为原癌基

因或者抑癌基因在肿瘤的发生发展中起到重要的作

用，且部分 microＲNAs 已被人们作为肿瘤靶向治疗

的靶点进行更深层的研究。其中，microＲNA-21 在

胃癌、结肠癌、肝癌、前列腺癌等多种实体肿瘤中均

处于高表达，并且能够促进多种肿瘤的侵袭与转

移［6 － 10］。但 microＲNA-21 在胆管癌中研究较少，结

合课题组前期在胆管癌组织中的研究结果，本研究

中在细胞学中进一步探讨了 microＲNA-21 对胆管癌

的侵 袭 转 移 的 影 响。实 验 中，通 过 向 胆 管 癌

QBC939 细胞转染 microＲNA-21mimics 和 inhibitor，
成功上调和下调了 microＲNA-21 的表达。然后运用

黏附试验、划痕实验和 Transwell 侵袭及迁移实验来

探讨 microＲNA-21 对胆管癌侵袭转移的影响。结果

表明: 上调 microＲNA-21 的表达后，QBC939 细胞的

聚集能力、侵袭与迁移能力均升高; 下调 microＲNA-
21 的表达后，QBC939 细胞的聚集能力、侵袭与迁移

能力均降低。说明 microＲNA-21 能够促进胆管癌的

侵袭转移，同在其他实体肿瘤中研究［6 － 10］ 结果一

致。
目前研究［11］认为: 肿瘤侵袭与转移是一个多步

骤的过程，首先肿瘤细胞之间黏附降低，依赖与周围

基质的黏附能力、细胞骨架的伸缩能力和对细胞外

基质的重构进行移动，然后突破基底膜，进入循环系

统，经免疫逃避，发生远处转移。通过实验笔者得

出，microＲNA-21 在胆管癌侵袭转移的多个环节中

都发挥作用，能够增强 QBC939 细胞对周围组织的

黏附能力、侵袭能力和向远处的迁移能力，故此 mi-
croＲNA-21 表达增高后，能够促进胆管癌 QBC939
细胞的侵袭转移，而 microＲNA-21 表达降低后，抑制

QBC939 细胞的侵袭转移。该实验虽然证实了 mi-
croＲNA-21 能够增强胆管癌细胞的聚集、侵袭与转

移能力，但细胞之间的黏附能力降低也是肿瘤侵袭

转移的重要环节，故此 microＲNA-21 对胆管癌细胞

之间的黏附有无影响需要进一步探讨。目前认为，

上皮间质转化 ( epithelial to mesenchymal transition，

EMT) 能够降低细胞之间的黏附［12］而增加细胞的移

动能力，因此探讨 microＲNA-21 能否影响胆管癌细
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胞 EMT 的发生需要进一步的实验论证。
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Effect of microＲNA-21 on invasion and metastasis of cholangiocarcinoma
Liu Zhen1，2，Huang Qiang1，Liu Chenhai1，et al

( 1Dept of General Surgery，2Key Laboratory of Hepatopancreatobiliary Surgery of Anhui Province，
The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To detect the effects of microＲNA-21 on invasion and metastasis of cholangiocarcinoma
QBC939 cells． Methods MicroＲNA-21 scamble，mimics and inhibitor were constructed and transfected into
QBC939 cells． The blank control gruop( Cell) ，negative control group( Cell-NC) ，micorＲNA-21 mimics group( Cell-
21M) and microＲNA-21 inhibitor group( Cell-21I) were designed in this study． The expression of microＲNA-21 was
examined by real-time ＲT-PCＲ． Then adhesion experiment was used to examin aggregation capability． Wound
healing experiment and transwell migration experiment were used to investigate the the migration capability． Tran-
swell invasion experiment was used to investigate the invasion capability of cells in each group． Ｒesults Compa-
ring with Cell，the expression of microＲNA-21 in Cell-21M was added and in Cell-21I was reduced． Adhesion ex-
periment showed that aggregation capability of cells in Cell-21M was increased and in Cell-21I decreased ( P ＜
0. 05) ． Wound healing experiment and transwell migration experiment showed that migration capability of cells in
Cell-21M was increased and in Cell-21I decreased ( P ＜ 0. 05) ． Transwell invasion experiment showed that invasion
capability of cells in Cell-21M was increased and in Cell-21I decreased ( P ＜ 0. 05) ． All the results had no differ-
ent significance in Cell-NC． Conclusion MicroＲNA-21 can promote the invasion and metastasis of cholangiocarci-
noma QBC939 cells，which suggest that microＲNA-21 may play a vital role in the process of invasion and metastasis
of cholangiocarcinoma．
Key words cholangiocarcinoma; microＲNA-21; metastasis; invasion
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