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论　著

[摘要]　目的　探讨微小R N A  2 0 3 - 3 p ( m i R - 2 0 3 )靶向调控枯灵素

2(CUL2)对人乳头瘤病毒16型(HPV16)阳性宫颈癌细胞生物学特性的影

响。方法　收集2018年9月－2019年9月于山西医科大学第二医院妇产科行

宫颈癌筛查，HPV检测为单一HPV16阳性，病理检查为宫颈鳞癌(SCC)的

样本及相应癌旁组织(对照组)各10份。采用实时定量反转录聚合酶链反应

(qRT-PCR)检测SCC与相应癌旁组织，以及人SCC细胞(SiHa)与人永生化表

皮细胞(HaCaT)中miR-203的表达。采用GO和KEGG富集法分析miR-203参

与的功能和通路，TargetScan网站及双荧光素酶报告基因实验验证miR-203

与CUL2的靶向调控作用。将miR-203模拟物或抑制剂转染至SiHa细胞，建

立过表达或低表达miR-203的细胞模型，采用qRT-PCR和Western blotting

检测CUL2  mR NA及蛋白的表达；采用CCK-8法、划痕实验、A nnex in 

Ⅴ-APC/PI双染色法评估SiHa细胞的增殖、迁移和凋亡能力。结果　qRT-

PCR检测分析结果显示，与相应癌旁组织和HaCaT细胞相比，miR-203在

SCC组织和SiHa细胞中的表达水平均明显降低(P<0.01)。GO和KEGG富集

结果显示，miR-203广泛参与泛素化过程并与恶性肿瘤参与的信号通路有

关。TargetScan与双荧光素酶报告基因实验表明，miR-203与CUL2存在靶向

调控关系(P<0.01)。qRT-PCR及Western blotting结果表明，过表达miR-203

时，CUL2 mRNA及蛋白表达水平均明显降低(P<0.05或P<0.01)，而低表达

miR-203则可上调CUL2 mRNA及蛋白的表达(P<0.01)。CCK-8、划痕实验

和Annexin Ⅴ-APC/PI双染结果显示，过表达miR-203可降低SiHa细胞的增

殖率和迁移率(P<0.01)，升高细胞凋亡率(P<0.05)；相反，低表达miR-203

可升高SiHa细胞的增殖率和迁移率(P<0.01)，降低细胞凋亡率(P<0.01)。 

结论　miR-203可能通过靶向CUL2抑制HPV16阳性宫颈癌细胞SiHa的生物

学特性，有望成为宫颈癌诊断和治疗的一个新的候选基因。

[关键词]　宫颈癌；微小RNA 203-3p；枯灵素2；人乳头瘤病毒16型
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[Abstract]　Objective　To explore the effect of hsa-microRNA-203-3p (miR-203) targeted-regulating Cullin2 (CUL2) on 

the biological characteristics of human papillomavirus 16 (HPV16) positive cervical cancer cells. Methods　A total of 10 patients 

underwent cervical cancer screening from September 2018 to September 2019 in the Department of Obstetrics and Gynecology, 

the Second Hospital of Shanxi Medical University. HPV genotyping was performed as single HPV16 positive, and pathological 

examination showed cervical squamous cell carcinoma (SCC). Ten corresponding paracancer normal tissue samples were collected 

as control group. Real-time quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) was performed to detect the expression of miR-203 

in cervical squamous cell carcinoma and corresponding adjacent tissues, cervical cancer cell line (SiHa) and human immortal 

keratinocyte line (HaCaT) cells. GO and KEGG enrichment were applied to analyze the functions and pathways miR-203 involved. 

The regulatory relationship between miR-203 and CUL2 were verified via TargetScan website and dual luciferase reporter assay. 

The miR-203 mimics or inhibitor were transfected into SiHa cells to establish cell models of high and low expression of miR-203, 

and the expressions of CUL2 mRNA and protein were detected by qRT-PCR and Western blotting. The proliferation, migration 

and apoptosis of SiHa cells were assessed by CCK-8, scratch assay and Annexin V-APC/PI double staining, respectively. Results　

Results of qRT-PCR indicated that, compared with the corresponding adjacent tissues and HaCaT cells, the relative expression level 

of miR-203 decreased obviously in both cervical SCC tissues and SiHa cells (P<0.01). The results of GO and KEGG enrichment 

methods showed that miR-203 was widely involved in the ubiquitination process and the signaling pathways involved in the 

malignancies. TargetScan website and dual-luciferase reporter assay showed that the targeting regulatory relationship existed between 

miR-203 and CUL2 (P<0.01). qRT-PCR and Western blotting indicated that overexpression of miR-203 reduced the expressions of 

CUL2 mRNA and protein (P<0.05 or P<0.01); While low expression of miR-203 up-regulated the expressions of CUL2 mRNA and 

protein (P<0.01). CCK-8, scratch experiments and Annexin V-APC/PI double staining method confirmed that overexpression of 

miR-203 decreased proliferation rate and migration rate of SiHa cells (P<0.01), and elevated cell apoptosis rate (P<0.05). In contrast, 

low expression of miR-203 increased the proliferation rate and migration rate of SiHa cells (P<0.01), and reduced the apoptosis rate 

(P<0.01). Conclusion　The miR-203 might suppress the biological characteristics of HPV16-positive cervical cancer cells SiHa by 

targeting CUL2, and it was expected to become a new candidate gene in diagnosis and treatment of cervical cancer.
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宫颈癌是全球女性常见的第四大癌症，据报

道，2020年全球新发宫颈癌病例约60.4万例，死亡

约34.2万例[1]。人乳头瘤病毒(human papillomavirus，
HPV)是宫颈癌的主要病原体，然而，近90%的HPV
感染可在3年内自行消除，约1 0 %可持续感染，

仅1%发展成宫颈癌[2-3]。鉴于HPV16型(HPV16)致
癌性最强且最为常见 [ 4 - 6 ]，阐明H P V 1 6阳性宫颈

癌发生的分子机制将有助于开发新的治疗策略。

微小RNA 203-3p(hsa-microRNA-203-3p，miR-203) 
是一种表皮特异性m i R N A，与肿瘤发生密切相

关。既往研究及本课题组前期研究发现，miR-203
在HPV感染致宫颈癌的过程中发挥了抑癌作用[7]。 
然而，关于miR-203参与宫颈癌发生的下游机制报

道较少，仍有待深入研究。生物信息学预测及双

荧光素酶报告基因实验显示，枯灵素2(Cul l in2，
CUL2)可能是miR-203的潜在靶基因，已被证实可调

节泛素化、降解蛋白酶体，并参与包括细胞周期、

基因转录和信号转导在内的各种细胞过程，在宫

颈癌等恶性肿瘤的发展和预后中起关键作用[8]。本

研究探讨了miR-203是否通过调控CUL2表达进而影

响HPV16阳性宫颈癌细胞的生物学行为，旨在阐明

miR-203在HPV16感染致宫颈癌中的作用机制，为

阻断宫颈癌的发生提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　临床样本、细胞系及主要试剂、仪器　收集

2018年9月－2019年9月山西医科大学第二医院妇

产科10对HPV16阳性的宫颈鳞癌(squamous cervical 
carcinoma，SCC)样本及相应癌旁组织，立即用液

氮冷冻，保存于– 8 0  ℃备用。本研究获山西医科

大学第二医院伦理委员会审批(2013-002)，所有患

者均知情同意。人胚肾上皮细胞(293T)、人永生

化表皮细胞(HaCaT)和人SCC细胞(SiHa)均购自中

国上海科学院细胞库。DMEM、胎牛血清(FBS)和
Opti-MEM购自美国Hyclone公司，总RNA提取、

FastStart Universal SYBR Green Master试剂盒和cDNA
合成试剂盒购自日本TaKaRa公司，双荧光素酶报告

基因检测试剂盒购自美国Promega公司，细胞凋亡

检测试剂盒购自中国南京Keygen公司，miR-203模
拟物(miR-203 mimics)及其阴性对照(miR-203 mimics 



解放军医学杂志　2022年10月28日　第47卷　第10期970

NC)、miR-203抑制剂(miR-203 inhibitor)及其阴性对

照(miR-203 inhibitor NC)均由中国上海吉玛制药技

术有限公司合成(表1)。CCK-8试剂盒购自中国上

海Dojindo实验室，脂质体3000转染试剂购自美国

Invitrogen公司，β-actin抗体(#4967)购自美国CST公

司，CUL2抗体(#sc-166506)购自美国Santa Cruz公
司。倒置荧光显微镜购自德国Leica公司，酶标仪购

自郑州安图生物工程股份有限公司，NovoCyte流式

细胞仪购自美国ACEA公司。

后，丢弃上清液，在黑暗环境中用PBS冲洗细胞。

随后向细胞中加入含有10% FBS的DMEM，于荧光

显微镜下拍摄图像以确认转染率。为构建过表达和

低表达miR-203的细胞模型，将不作任何处理及转

染后的SiHa细胞分为空白对照组、miR-203 mimics
组、miR-203 mimics NC组、miR-203 inhibitor组和

miR-203 inhibitor NC组。

1.3　生物信息学分析　应用基因本体论(GO)富集

法和京都基因与基因组百科全书(KEGG)富集法分

别观察miR-203参与的功能和通路。通过TargetScan
公共数据库对miR-203的靶mRNAs进行预测。

1.4　双荧光素酶报告基因实验　设计CUL2野生型

序列(CUL2 WT)与CUL2突变体序列(CUL2 MUT)，
将以上目的启动子片段分别与miR-203  mimic s和
mimics NC共同转染至293T细胞中。将293T细胞被

动裂解，加入荧光素酶反应缓冲液及相应底物，利

用双荧光素酶检测系统，在酶平板上检测荧光素酶

活性，计算相对荧光强度。

1.5　实时定量反转录聚合酶链反应(qRT-PCR)　用

Trizol试剂从宫颈标本或细胞系中提取总RNA，用

DNA合成试剂盒合成cDNA后进行qRT-PCR。将U6
和18S作为内参照，并用2–ΔΔCt法处理数据以计算相

对表达量。所用引物序列见表2。
1.6　CCK-8法检测SiHa细胞增殖率　将SiHa细胞接

表1　miR-203转染片段序列

Tab.1　miR-203 sequence for transfection experiment

基因 序列

miR-203 mimics
正义: 5'-GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG-3'

反义: 5'-AGUGGGUCCUAAACAUUUCACUU-3'

miR-203 mimics NC
正义: 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'

反义: 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'

miR-203 inhibitor 5'-CUAGUGGUCCUAAACAUUUCAC-3'

miR-203 inhibitor NC 5'-CAGUACUUUUGUGUAGUACAA-3'

1.2　细胞培养、细胞转染及分组　将SiHa和HaCaT
细胞在含有1%青(链)霉素和10% FBS的DME M中

培养。根据实验说明书，将带有 6 -羧基荧光素 
(6-FAM)标记的miR-203  mimics/inhibitor及其相应

的NC片段分别通过脂质体3000转染SiHa细胞。6 h

表2　qRT-PCR引物序列

Tab.2　Primer sequence of qRT-PCR

基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

miR-203 AACCTTGCTCGTGAAATGTTTAG TATGCTTGTTCTCGTCTCTGTGTC

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

CUL2 GGTTACAACATACCAAATGGCA TGCTGTCCTGAAGCTCTTTATA

18S GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT

种于96孔板中培养24 h，分别于转染后0、24、48 h
用PBS洗2次，加入100 μl DMEM作为新的培养液。

将CCK-8(10 μl)加入培养板各孔中，37 ℃培养2 h
后，用酶标仪测各孔在450 nm处的吸光度值。

1 . 7　划痕实验检测S i Ha细胞迁移率　将S i Ha细
胞接种于6孔平板中转染，待细胞孵育至近9 0 %
融合时，利用无菌吸管尖端在每个孔的板底部

垂直绘制划痕，P BS洗涤细胞2次，分别孵育0、
24、48 h，观察划痕迁移情况，并在显微镜下成

像。使用ImageJ软件分析划痕区域。细胞迁移率

(%)=[(0 h划痕面积－24 h或48 h划痕面积)/0 h划痕

面积]×100%。

1.8　Annexin Ⅴ-APC/PI双染法检测SiHa细胞凋亡

率　转染48 h后，用预冷的PBS冲洗SiHa细胞悬液2
次。每个细胞样品中加入200 μl结合缓冲液，后加

入10 μl Annexin V-APC和5 μl碘化丙啶(PI)进行双重

染色。避光孵育15 min后，流式细胞仪检测Annexin 
Ⅴ-APC阳性细胞所占比例，即细胞凋亡率。

1.9　Western blotting检测CUL2蛋白的相对表达水

平　从转染48 h后的SiHa细胞中提取总蛋白。用含

1%苯甲基磺酰氟的RIPA裂解液在冰上裂解细胞，

于4 ℃条件下12 000 r/min离心15 min后收集上清

液。蛋白质定量采用BCA法。以CUL2和β-actin抗
体为一抗行Western blotting分析。采用Image Lab软
件测量条带的相对灰度值。

1.10　统计学处理　采用SPSS 26.0、GraphPad Prism 
8.0 (GraphPad，La Jolla，CA，USA)软件包进行数

据处理和图表绘制。符合正态分布的计量资料以

x±s表示，两组间比较采用独立样本t检验；多组间

比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用
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LSD-t检验；偏态分布的计量资料以M(Q1，Q3)表
示，组间比较采用秩和检验。计数资料以例(%)表
示，组间比较采用χ2检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　miR-203在宫颈癌中的表达情况　qRT-PCR检

测结果显示，10例宫颈癌组织中的miR-203表达明

显低于相应的癌旁组织(0.27±0.05 vs. 1.00±0.10，
P<0.01)。此外，SiHa细胞miR-203的表达明显低于

HaCaT细胞(0.30±0.09 vs. 1.00±0.19，P<0.01)。
2.2　miR-203的功能、通路富集及与CUL2的靶向

调控关系　GO分析结果显示，miR-203广泛参与

了泛素化过程，如泛素依赖的SM A D蛋白分解代

谢、蛋白酶体介导的泛素依赖蛋白分解代谢和

泛素蛋白转移酶活性的正向调节等过程(图1A)。
KEGG分析结果显示，转化生长因子-β信号通路、

Wnt信号通路、焦点黏连信号通路等与恶性肿瘤

密切相关的信号通路是m i R - 2 0 3高度富集的通路 
(图1B)。TargetScan数据库表明，miR-203与CUL2在
198-204和176-182碱基上存在结合位点(图1C)。此

外，双荧光素酶报告基因检测结果显示，miR-203 
mimics与CUL2  W T转染后荧光素酶活性明显低于

mimics NC(0.78±0.02 vs. 1.00±0.03，P<0.01)，但

miR-203 mimics与CUL2 MUT转染后荧光素酶活性

与mimics NC比较差异无统计学意义(1.01±0.05 vs. 
1.00±0.04，P>0.05)(图1D)。
2.3　过表达和低表达miR-203对CUL2  mRNA及蛋

白的影响　qRT-PCR检测结果显示，与HaCaT细胞

相比，SiHa细胞中CUL2  mRNA的表达水平明显增

高(5.08±1.65 vs. 1.00±0.33，P<0.05，图2A)。普

通光学显微镜及倒置荧光显微镜观察到，SiHa细
胞经miR-203 mimics、miR-203 mimics NC、miR-203 
inhibitor和miR-203 inhibitor NC转染后，暗视野内

可见绿色荧光颗粒，6-FA M标记的阳性细胞转染

率达90%以上(图2B)。进一步进行qRT-PCR验证，

结果显示，miR-203 mimics组miR-203表达水平与

miR-203 mimics NC组比较明显升高(4.18±0.03 vs. 
0.97±0.01，P<0.01)，而miR-203 inhibitor组miR-203
表达水平与miR-203 inhibitor NC组比较明显降低

(0.25±0.05 vs. 0.97±0.04，P<0.05)；miR-203 mimics
组CUL2 mRNA的表达水平明显低于miR-203 mimics 
NC组(0.51±0.02 vs. 1.10±0.02，P<0.05)，而miR-203 
inhibitor组CUL2 mRNA的表达水平明显高于miR-203 
inhibitor NC组(3.93±0.05 vs. 1.10±0.02，P<0.01)
(图2C)。Western blotting检测结果显示，与miR-
203 mimics NC组比较，miR-203 mimics组CUL2

蛋白表达水平明显降低(0.32±0.01 vs. 0.70±0.01)
( P < 0 . 0 1 )；而与m i R - 2 0 3  i n h i b i to r  N C组比较，

miR-203 inhibitor组CUL2蛋白表达水平明显升高

(0.92±0.02 vs. 0.60±0.01，P<0.01)(图2D)。
2.4　过表达和低表达miR-203对SiHa细胞增殖、迁

移和凋亡的影响　CCK-8法检测结果显示，与miR-
203 mimics NC组比较，miR-203 mimics组SiHa细胞的

增殖率明显降低(24.72%±0.87% vs. 35.87%±1.72%，

P < 0 . 0 1 )；而与m i R - 2 0 3  i n h i b i t o r  N C组比较，

miR-203 inhi b i tor组Si Ha细胞的增殖率明显增高

(50.42%±0.70% vs. 36.69%±1.43%，P<0.01)(图3A)。
划痕实验结果显示，miR-203 mimics组SiHa细胞迁

移率较miR-203 mimics NC组明显降低(20.7%±0.76% 
v s .  4 5 . 1 2 % ± 0 . 2 3 % ， P < 0 . 0 1 ) ；而 m i R - 2 0 3 
inhibitor组SiHa细胞迁移率较miR-203 inhibitor NC
组明显升高(95.93%±0.31%  vs .  45.8%±0.24%，

P<0.01)(图3B)。Annex in Ⅴ -APC/PI双染法检测

结果显示，miR-203 mimics组SiHa细胞凋亡率较

miR-203 mimics NC组明显增高(14.83%±1.59% vs. 
10.69%±0.20%，P<0.05)；而miR-203 inhibitor组
SiHa细胞凋亡细胞率较miR-203 inhibitor NC组明

显降低(2.20%±0.40% vs. 10.87%±1.37%，P<0.01) 
(图3C)。

3　讨　　论

miR-203是由Lena等[9]发现的一种位于人类染色

体(14q32-33)不稳定区域的上皮性miRNA。miR-203
的表达在多种肿瘤组织(如前列腺癌、膀胱癌、卵巢

癌和非小细胞肺癌)中下调，可分别通过靶向调控

ERK、Akt2、bcl-w、Twist1和RGS17来抑制肿瘤细胞生

长，影响肿瘤细胞功能，进而发挥抑癌作用[10-15]。 
可见，14q32-33杂合性缺失不仅影响胚胎中表皮的

分化和保护性皮肤层的形成，而且可调节肿瘤生

长过程，促进恶性肿瘤的发生。此外，Wilting等[16] 

发现，m i R - 2 0 3基因异常可诱发H P V感染的宫颈

癌，当外源性主动导入miR-203时，宫颈癌细胞则

生长缓慢。本研究也发现，miR-203在HPV16阳性

宫颈癌组织和SiHa细胞中的表达水平明显低于相应

的癌旁组织和HaCaT细胞。这一初步发现与先前的

研究结果一致，提示miR-203可能为一种肿瘤抑制

miRNA，其异常表达在HPV16阳性宫颈癌的发生中

起着极其重要的作用。

已知m i R - 2 0 3基因序列相对保守，目前仅少

部分m i R - 2 0 3靶基因的生物学功能得到鉴定。如

miR-203可通过调节BIRC5和ZEB1的表达分别影响

UWB1.289和HeLa细胞[17-18]。此外，miR-203被证明

可靶向泛素化特异性多肽酶26(Usp26)，并影响食
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图1　miR-203的功能、通路富集及与CUL2的靶向关系

Fig.1　Function, pathway enrichment and targeting regulatory relationship with CUL2 of miR-203
A. GO富集分析；B. KEGG富集分析；C. miR-203与CUL2的结合位点；D. miR-203与CUL2的靶向关系；(1)P<0.01

管癌中SNAI的表达，进而影响肿瘤细胞功能 [19]。

然而，miR-203在宫颈癌中相应靶基因的具体调节

机制仍不十分清楚。本研究通过GO和KEGG富集分

析发现，miR-203广泛参与了泛素化修饰和恶性肿

瘤的发生过程；通过TargetScan数据库预测miR-203
的下游靶基因，初步将与泛素化过程密切相关的

CUL2基因作为研究靶点；然后采用双荧光素酶报

告基因实验证实miR-203与CUL2之间存在靶向调控

关系，明确了CUL2为miR-203的一个直接靶点。

CUL2是枯灵素家族泛素连接酶的重要部分，

广泛参与泛素化过程，可调节几乎所有的生命活

动，如细胞周期、增殖、凋亡、分化和转移等[20]。

Xu等[21]检测了137份宫颈组织样本中CUL2、HPV16 
E7 mRNA水平，发现CUL2、HPV16 E7的mRNA表

达水平与宫颈病变进展呈明显正相关，其机制可能

为HPV16感染后，E7癌蛋白可通过与CUL2结合形

成泛素连接酶复合体，导致成视网膜母细胞瘤蛋白

pRb的降解[22-23]。以上研究结果提示CUL2与HPV16
感染致宫颈癌的发生相关。本研究通过qRT-PCR检

测了HaCaT细胞和SiHa细胞中CUL2  mRNA的表达

后发现，SiHa细胞中CUL2  mRNA的表达水平高于

HaCaT细胞。随后选取SiHa细胞，利用功能获得或
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图2　过表达和低表达miR-203对CUL2 mRNA及蛋白表达的影响

Fig.2　Effect of overexpression and low expression of miR-203 on CUL2 mRNA and protein
　　A. qRT-PCR检测HaCaT和SiHa细胞中CUL2 mRNA的表达情况；B. 过表达和低表达miR-203的SiHa细胞普通光学显微镜及倒置荧光

显微镜成像结果；C. qRT-PCR检测过表达和低表达miR-203的SiHa细胞miR-203及CUL2 mRNA的相对表达水平；D. Western blotting检测

过表达和低表达miR-203的SiHa细胞CUL2蛋白的相对表达水平；(1)P<0.05，(2)P<0.01
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缺失的方法，构建过表达及低表达miR-203的细胞

模型，以观察差异表达miR-203对其下游CUL2的效

应及宫颈癌细胞生物学特性的变化，结果发现，

miR-203过表达可下调CUL2 mRNA及蛋白的表达水

平，抑制SiHa细胞的增殖、迁移，并促进其凋亡；

而miR-203低表达则可使CUL2 mRNA及蛋白的表达

水平升高，促进SiHa细胞的增殖及迁移，抑制其 
凋亡。

综上所述，本研究证实miR-203可直接负向调

节CUL2的表达，进而抑制HPV16阳性宫颈癌细胞

的增殖、迁移，并促进其凋亡，提示基于miR-203
的CUL2靶向沉默可能为HPV16感染致宫颈癌发生

的调控机制之一，对宫颈癌的早期诊断和晚期靶向

治疗具有一定的指导意义。但本研究仅在细胞水平

展开初步探讨，而miR-203在HPV16阳性宫颈癌中

的具体作用机制仍有待通过动物实验进一步验证。

未来有望将miR-203作为宫颈癌的一个潜在生物标

志物，为完善HPV16阳性宫颈癌的发病机制提供新

思路。
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