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下调miR-205-5p增强鼻咽癌细胞HNE1/DDP

对顺铂诱导凋亡的敏感性

赵伟曼, 董智勇, 时宗芬, 鲁星月, 刘 浩, 张 配*

(蚌埠医学院药学院, 安徽 蚌埠 233030)

摘要: 探讨下调miR-205-5p增强鼻咽癌耐药细胞HNE1/DDP对顺铂诱导凋亡的敏感性及其可能机制。qRT-PCR

检测HNE1、HNE1/DDP细胞中miR-205-5p的表达差异及HNE1/DDP细胞转染miR-205-5p抑制剂后miR-205-5p的

变化; MTT法检测顺铂 (DDP) 和miR-205-5p抑制剂对HNE1/DDP或HNE1细胞的增殖抑制作用; PI单染流式技术

检测细胞凋亡情况; DAPI染色观察细胞核的形态; Western blot检测Bax、Bak、Mcl-1、Bcl-2蛋白的表达水平。结果显

示, 相比于HNE1细胞, HNE1/DDP高表达miR-205-5p, 转染miR-205-5p抑制剂后其表达明显下降。下调miR-205-5p

可显著提高 HNE1/DDP细胞对顺铂的敏感性 (P<0.05)。PI单染结果显示, 转染 miR-205-5p抑制剂可增强 HNE1/

DDP细胞对顺铂的诱导凋亡作用。miR-205-5p抑制剂联合DDP (8 μmol·L-1) 作用HNE1/DDP细胞 24 h的凋亡率为

(28.93 ± 2.50) %, 相比单用miR-205-5p抑制剂 (9.83 ± 1.31) %或DDP的凋亡率 (10.83 ± 1.70) %显著升高 (P<0.05)。

联合作用组细胞表现为细胞核明显皱缩浓集呈碎片状。miR-205-5p抑制剂与DDP合用能上调Bax的表达和下调

Bcl-2的表达。提示下调miR-205-5p可增强HNE1/DDP细胞对DDP的敏感性, 其作用机制可能是促凋亡蛋白Bax

的升高和抗凋亡蛋白Bcl-2的下降。
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Down-regulation of miR-205-5p sensitizes HNE1/DDP to cisplatin

induced apoptosis in vitro

ZHAO Wei-man, DONG Zhi-yong, SHI Zong-fen, LU Xing-yue, LIU Hao, ZHANG Pei*

(School of Pharmacy, Bengbu Medical College, Bengbu 233030, China)

Abstract: This study aims to investigate the effect of down-regulation of miR-205-5p by transfection of

miR-205-5p inhibitor on the sensitivity of HNE1/DDP cells to cisplatin (DDP) induced apoptosis and explore the

underlying mechanism. qRT-PCR was used to detect the expression of miR-205-5p in HNE1 or HNE1/DDP cells.

The expression level of miR-205-5p was analyzed after transfecting HNE1/DDP cells with miR-205-5p inhibitor.

MTT assay was used to evaluate the inhibitory effect of DDP alone or in combination with miR-205-5p inhibitor

on the proliferation of HNE1/DDP or HNE1 cells. Apoptosis of cells treated with miR-205-5p inhibitor alone or in

combination with DDP (8 μmol·L-1) was assessed using flow cytometry with PI staining, with the nucleus was

counterstained with DAPI staining. The expression of Bax, Bak, Mcl-1, or Bcl-2 was analyzed by Western blot.

HNE1/DDP cells showed a high level of expression of miR-205-5p, and the expression of miR-205-5p was signifi‐

cantly decreased by transfection of miR-205-5p inhibitor. Down-regulation of miR-205-5p significantly increased

the sensitivity of HNE1/DDP cells to DDP (P<0.05). Transfection of miR-205-5p inhibitor enhanced the sensitivity
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of HNE1/DDP cells to DDP induced apoptosis. Treatment of HNE1/DDP cells with miR-205-5p inhibitor

combined with DDP (8 μmol·L-1) for 24 h resulted in an apoptotic rate of 28.93% ± 2.50%, significantly higher

than that treated with miR-205-5p inhibitor (9.83% ± 1.31%) or DDP alone (10.83% ± 1.70%) (P<0.05). DAPI

staining showed that HNE1/DDP cell nucleus became significantly condensed and fragmented in miR-205-5p

inhibitor combined with DDP group. The combined group up-regulated the expression of Bax and down-regulated

the expression of Bcl-2 in HNE1/DDP cells. Therefore, down-regulation of miR-205-5p can enhance the sensitivity

of HNE1/DDP cells to cisplatin induced apoptosis, and the mechanism may involve up-regulation of Bax and

down-regulation of Bcl-2 expression.
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鼻咽癌 (NPC) 是耳鼻喉科常见的头颈部恶性肿

瘤, 多发病于中国南方、东南亚和北非等地区。生活环

境、家族遗传和一些病毒的慢性感染等多种因素共同

作用导致鼻咽癌的发病原因较为复杂[1,2]。目前临床

上鼻咽癌的首选治疗方法是放疗。然而, 由于易发生

局部或远处转移, 放疗的优势仅限于原位癌的早期阶

段。目前放疗和顺铂辅助化疗已成为鼻咽癌的标准治

疗方法[3]。但化疗中顺铂会诱导耐药, 容易引起肿瘤

的复发和转移, 所以鼻咽癌患者的总体预后仍然较差。

因此, 了解鼻咽癌转移及耐药的分子机制, 有助于寻找

新的治疗药物, 提高临床治疗效果, 改善患者的预后。

微小 RNA (microRNAs, miRNAs) 是一类存在于

生物体内的高度保守的非编码内源性小RNA分子, 长

度通常在 18～25 bp之间, 通过与目标mRNA的 3'非编

码区域结合, 调节其转录后表达水平。近年来, miRNA

在肿瘤发生发展和耐药中的作用得到了深入的研究[4,5],

miRNA表达水平的改变可通过调节目的基因的转录,

影响靶蛋白表达水平, 并最终影响肿瘤细胞对药物的

敏感性。分析耐药肿瘤细胞中miRNA表达的差异, 对

阐明耐药机制及逆转化疗耐药具有重要意义[6,7]。课题

组前期利用 miRNA 芯片 (miRNA microarray) 研究顺

铂耐药 (HNE1/DDP) 和顺铂敏感 (HNE1) 的鼻咽癌细

胞中 miRNA 差异性 , 发现 miR-205-5p 在耐顺铂的鼻

咽癌细胞中显著高表达。目前虽已有关于miRNA在

鼻咽癌中的作用研究报道[8], 但未有 miR-205-5p与顺

铂耐药性的相关研究。

因此 , 本研究拟采用 miRNA 转染技术通过转染

miR-205-5p 抑制剂下调鼻咽癌细胞 HNE1/DDP 中

miR-205-5p的表达, 探究其对顺铂诱导凋亡敏感性的

作用及可能的机制, 为提高鼻咽癌的治愈率寻求新的

思路。

材料与方法

主要试剂 二甲基亚砜 (DMSO)、碘化丙啶 (PI),

Sigma公司; RPMI 1640培养基、胰蛋白酶, 美国Gibco

公司; 顺铂 (DDP), 齐鲁制药有限公司; 胎牛血清 (FBS),

杭州四季青公司 ; Trizol 试剂、LipofectamineTM 2000,

Invitrogen公司; 兔抗人 Bax、Bak、Mcl-1、Bcl-2抗体和

鼠抗人 β-actin抗体, Santa Cruz公司; miR-205-5p抑制

剂, 上海吉玛制药技术有限公司。

细胞株和细胞培养 人鼻咽癌细胞HNE1、HNE1/

DDP细胞株购自中南大学湘雅医学院, 由蚌埠医学院

药理实验室保存, 培养于RPMI 1640培养基中 (含 10%

胎牛血清、青霉素 100 u·mL-1、链霉素 100 u·mL-1),

HNE1/DDP 细胞培养基需另外含 4 µmol·L-1 DDP, 所

有细胞置37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中[9]。

miRNA 转染 将生长良好的 HNE1/DDP细胞按

照每孔 3×105细胞接种于 6孔板, 培养过夜, 采用脂质

体 LipofectamineTM 2000 作为转染试剂 , 选择 miRNA

与 LipofectamineTM 2000 的最佳比例按照说明书进行

转染, 培养箱中继续培养 4～6 h后, 更换新鲜含血清的

培养基。所使用的基因从上海吉玛公司购买, 基因的序

列 (5'→3'): miRNA inhibitor negative control (inhibitor

NC): CAGUACUUUUGUGUAGUACAA; miR-205-5p

inhibitor: CAGACUCCGGUGGAAUGAAGGA。转染

24 h后收集细胞进行后续实验。给药组在转染 24 h后

加8 μmol·L-1 DDP处理细胞。

qRT-PCR检测miR-205-5p表达 依据miRNeasy®

Mini Kit (德国 Qiagen 公司) 使用说明书提取细胞总

miRNA, NanoVueTM Plus光度仪检测RNA浓度和纯度,

A260/A280比值需在 1.9～2.1 之间。利用 miScriptRT Kit

(Qiagen 公司) 逆转录 RNA, 选择 U6 作为内参 , 引物

(Qiagen 公司) 序列 (5'→3') 如下: miR-205-5p: F: CTT

GTCCTTCATTCCACCGGA, R: TGCCGCCTGAACT

TCACTCC; U6: F: CTCGCTTCGGCAGCACATA, R:

AACGCTTCACGAATTTGCGT。依据 miScript SYBR

Green PCR Kit (Qiagen公司) 说明书在ABI StepOneTM

Real-Time PCR 仪进行 q-PCR, 每组设 3 个复孔 , 计算

复孔的Ct平均值, 按照 2
-ΔΔCt相对定量计算公式得到相

对定量结果。
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MTT 法检测细胞存活率 取生长良好的 HNE1

细胞和 miR-205-5p 抑制剂转染前后的 HNE1/DDP 细

胞按照每孔 7×103细胞 , 种于 96 孔细胞培养板中 , 培

养 24 h后, 将原培养液更换为含 DDP的培养液, DDP

的浓度为 2、4、8、16、32 μmol · L-1, 另设空白组和只

加培养液的阴性对照 (不含细胞), 每组 5个复孔。加

药培养 24 h后, 每孔加入 15 µL MTT 溶液 (以 PBS 配

成 5 g·L-1) 培养 4 h, 弃去 96 孔板中培养液 , 每孔加

150 μL DMSO, 37 ℃环境中放置 30 min, 酶标仪测定

490 nm 处每孔吸光度值 (A)。计算细胞存活率, 实验

重复3次。

PI单染检测细胞凋亡 将生长良好的HNE1/DDP

和HNE1细胞以每孔 1×105的细胞量种于 6孔培养板,

分为 DDP 组 (8 μmol·L-1)、转染组 (转染 miR-205-5p

抑制剂) 及联合作用组 (转染 miR-205-5p 抑制剂 +

8 μmol·L-1 DDP)。待 HNE1/DDP 细胞生长汇合至

80%左右转染, 联合作用组是先转染miR-205-5p抑制

剂 , 24 h 后更换为含 8 μmol · L-1顺铂的培养液 , 培养

24 h后收集各组细胞, 4 ℃冰箱保存的冷 PBS洗 3遍,

离心后舍去上清液并转移至离心管中。加入 70% 冰

乙醇固定, 4 ℃冰箱保存过夜, 舍去上清, PBS洗 2遍,

加入配制的PI染色液染色4 h, 流式细胞仪检测分析细

胞凋亡率。

DAPI 染色检测细胞核变化 细胞分组同 PI 实

验。给药培养 24 h舍去培养液, 冰冷PBS洗涤 2遍, 每

孔加入 4%多聚甲醛 1 mL固定细胞 10 min, PBS洗涤

3 次 , 每孔加入 800 μL DAPI 染色液避光反应 20 min,

荧光显微镜观察细胞核形态学变化。

Western blot检测凋亡蛋白表达 消化收集各组

HNE1/DDP细胞, 加适量的蛋白裂解液转移至 1.5 mL

离心管 , 冰上裂解半小时 , 低温离心 (12 000 r·min-1,

30 min), 提取蛋白, 用BCA试剂盒 (碧云天) 测定蛋白

浓度, 并将各组蛋白稀释配平至等浓度。经过12% SDS-

PAGE 电泳 (70 V, 30 min; 120 V, 90 min), 转膜 (50 V,

150 min); 5%脱脂牛奶封闭 2 h, 一抗室温孵育 2 h, 洗

膜后二抗孵育 2 h; ECL试剂盒暗处显影; Bio-Rad凝胶

成像系统获取图像。

统计学方法 使用 SPSS 13.0统计软件对数据进

行分析, 所有实验数据以均数±标准差表示, Dunnette-t

双侧检验进行组间比较, P<0.05认为有统计学差异。

结果

1 细胞中miR-205-5p表达分析

利用 qRT-PCR 检测 HNE1 和 HNE1/DDP 细胞中

miR-205-5p的表达, 与敏感株细胞HNE1相比, 耐药株

细胞 HNE1/DDP 中 miR-205-5p 的相对表达量明显升

高 (图 1A, P<0.05)。提示 miR-205-5p 可能在耐 DDP

鼻咽癌细胞中发挥了一定作用。在高表达miR-205-5p

的 HNE1/DDP 细胞中 , 转染 miR-205-5p 抑制剂 , 转染

24 h收集细胞, 采用 qRT-PCR检测细胞中miR-205-5p

的相对表达量, 结果表明, 与对照组相比, HNE1/DDP

细胞转染 miR-205-5p 抑制剂后 miR-205-5p 表达量明

显降低 (图 1B, P<0.05), 表明转染成功, miR-205-5p抑

制剂可以抑制miR-205-5p的表达。

2 下调miR-205-5p 增加 HNE1/DDP 细胞对 DDP 的

敏感性

使用不同浓度的DDP (2、4、8、16、32 μmol·L-1) 处

理 HNE1 和转染前后的 HNE1/DDP 细胞。MTT 结果

显示, 与敏感株细胞HNE1相比, HNE1/DDP表现出明

显的耐药性 (图 2A); 随着浓度的增加, 与DDP单独处

理相比, miR-205-5p联合DDP明显增加耐药株细胞对

DDP 的敏感性 (图 2B, P<0.05)。提示鼻咽癌细胞对

DDP的耐药性与miR-205-5p表达有关, 下调miR-205-

5p可部分逆转鼻咽癌细胞对DDP的耐药。

Figure 1 Expression analysis of miR-205-5p in cells by qRT-PCR. A: HNE1 and HNE1/DDP cells; B: HNE1/DDP cells transfected with

miR-205-5p inhibitor. n = 3,
-
x ± s. &P<0.05 vs HNE1 cells; *P<0.05 vs inhibitor NC. DDP: Cisplatin; NC: Negative control
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3 下调 miR-205-5p 对 HNE1/DDP 细胞中 DDP 诱导

凋亡的影响

PI染色后流式细胞技术检测凋亡情况, 如图 3所

示 , DDP 作用于 HNE1/DDP 细胞的凋亡率明显低于

HNE1, 进一步证明 HNE1/DDP细胞对 DDP的耐药性

(P<0.05)。miR-205-5p抑制剂和DDP (8 μmol·L-1) 单独

作用于HNE1/DDP细胞的凋亡率分别为 (9.83 ± 1.31) %、

(10.83 ± 1.70) %, 与对照组 (未转染抑制剂未加药)相

比有统计学差异 (P<0.05)。miR-205-5p 抑制剂联合

DDP (8 μmol·L-1) 组细胞凋亡率为 (28.93 ± 2.50) %,

与对照组和单独处理组相比都有统计学差异 (P<0.05),

且高于单独处理组之和, 提示DDP与下调miR-205-5p

Figure 2 Effects of DDP on cells viability. A: HNE1/DDP and HNE1 cells; B: HNE1/DDP cells before or after transfection with miR-205-

5p inhibitor. n = 3,
-
x ± s. &P<0.05 vs HNE1 cells; #P<0.05 vs DDP alone

Figure 3 The effect of down-regulation of miR-205-5p on DDP-induced cell apoptosis. A: Effect of DDP on apoptosis of HNE1 and

HNE1/DDP cells; B: Effects of miR-205-5p inhibitor, DDP, either alone or in combination, on apoptosis of HNE1/DDP cells. n = 3,
-
x ± s.

&P<0.05 compared to DDP in HNE1 cells; *P<0.05 vs control; #P<0.05 vs DDP or miR-205-5p inhibitor treatment alone
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具有协同诱导凋亡作用。

4 下调 miR-205-5p 对 HNE1/DDP 细胞核形态的

影响

DAPI染色后可用荧光显微镜观察细胞核的变化。

图 4结果显示: 下调miR-205-5p联合DDP (8 μmol·L-1)

作用于HNE1/DDP细胞 24 h, 细胞核皱缩浓集, 呈现亮

蓝色荧光, 细胞核呈分叶、碎片状, 且明显多于对照组

和单独处理组。

5 下调miR-205-5p对细胞凋亡蛋白表达的影响

DDP、转染 miR-205-5p 抑制剂、二者联合作用于

HNE1/DDP 后 , 蛋白印迹检测 Bax、Bak、Mcl-1、Bcl-2

蛋白的表达。结果表明, 与对照组和单独处理组相比,

miR-205-5p抑制剂联合 DDP (8 μmol·L-1) 能够明显上

调促凋亡蛋白Bax的表达, 并下调抗凋亡蛋白Bcl-2的

表达 (P<0.05), 而促凋亡蛋白Bak和抗凋亡蛋白Mcl-1

的表达无显著变化 (图 5), 提示下调 miR-205-5p 对

HNE1/DDP细胞中DDP诱导凋亡作用可能与上调Bax

和下调Bcl-2有关。

讨论

对于大多数癌症患者, 化疗是一个非常重要的治

疗手段, 但是化疗过程中引起的肿瘤复发、转移及耐药

限制了它的发展。尽管过去的 50年, 人们对肿瘤耐药

的分子机制进行了深入的研究, 但是产生耐药的分子

机制是复杂的, 很多还是未知的。化疗治疗肿瘤失败

的一个主要原因是由于治疗过程中肿瘤细胞产生肿瘤

多药耐药。所以, 研究鼻咽癌细胞耐药机制对鼻咽癌

的治疗有着重要的意义。本研究选择鼻咽癌对顺铂耐

药细胞 (HNE1/DDP细胞) 作为主要研究对象, 探究鼻

咽癌的耐药机制, 最终提高鼻咽癌的治愈率。

近年来, 越来越多的研究发现miRNA可作为癌基

因或抑癌基因在肿瘤的发生、发展及耐药中发挥消极

或积极的作用[10,11]。miRNA作为非编码小分子 RNA,

主要通过碱基配对与相应的靶mRNA的 3'非编码区结

合, 调控靶基因, 从而影响细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁

移[12,13]。此外, miRNA在包括癌症在内的许多疾病中

异常表达[14]。本课题组前期基因芯片研究发现, 顺铂

Figure 4 Effects of miR-205-5p inhibitor and DDP (8 μmol · L-1 for 24 h), either alone or in combination, on HNE1/DDP or HNE1 cell

nuclei by DAPI staining (×200)

Figure 5 Western blot analysis to determine the protein abundance of Bax, Bak, Mcl-1 and Bcl-2 in HNE1/DDP cells treated with DDP,

miR-205-5p inhibitor individually or in combination. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs control; #P<0.05 vs DDP or miR-205-5p inhibitor treatment

alone
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耐药的NPC细胞中miR-205-5p特异性高表达。因此,

课题组猜测 miR-205-5p 可能参与顺铂耐药鼻咽癌的

调控。近来的研究表明, miR-205与多种肿瘤具有密

切关系[15,16]。miR-205-5p 可以通过抑制靶基因 Bcl-2

的表达 , 抑制人皮肤鳞癌细胞的增殖 , 诱导凋亡[17]。

miR-205-5p通过作用于靶点ZEB 1抑制前列腺癌的细

胞迁移和侵袭[18]。

qRT-PCR 结果进一步证实 , 与 HNE1 细胞相比 ,

HNE1/DDP 中 miR-205-5p 相对表达显著升高。通过

转染miR-205-5p抑制剂调控miR-205-5p的表达水平,

qRT-PCR 结果显示转染后 , HNE1/DDP 细胞中 miR-

205-5p表达量降低。MTT结果显示, miR-205-5p抑制

剂联合DDP组细胞存活率明显降低, 下调miR-205-5p

逆转鼻咽癌细胞对DDP的耐药。

细胞凋亡是涉及一系列基因激活、表达及调控

等活动的主动适应环境的死亡过程。大多数的抗肿瘤

药物也是通过诱导凋亡发挥抗肿瘤作用。细胞凋亡时

形态会发生显著改变, 表现为细胞体积缩小、核质浓

缩、核膜核仁破碎和凋亡小体形成。本研究通过流式

单染和 DAPI 染色检测 HNE1/DDP 的凋亡情况 , 结果

发现下调 miR-205-5p 可增强鼻咽癌细胞 HNE1/DDP

对DDP诱导凋亡的作用。下调miR-205-5p联合DDP作

用 HNE1/DDP 细胞, 细胞核凝缩呈亮蓝色荧光, 核分

叶和碎裂明显增加。

Bcl-2 家族调控细胞凋亡 , 它包括促凋亡蛋白

Bak、Bax和抗凋亡蛋白Mcl-1、Bcl-2[19], 当细胞受到外

部刺激后, 可促进线粒体膜通透性增加[20]。促凋亡蛋

白 Bak 和 Bax 主要通过调控细胞色素 C、凋亡诱导因

子 (AIF) 发挥作用[21,22]。Mcl-1和Bcl-2可以保护线粒

体膜的完整性, Bcl-2还能够增强线粒体膜电位, 抑制

线粒体钙离子的释放, 阻止内切酶活化, 最终抑制肿瘤

细胞凋亡[23,24]。本研究发现, 转染 miR-205-5p抑制剂

联合 DDP 可以使 HNE1/DDP 细胞促凋亡蛋白 Bax 的

表达显著升高, 抗凋亡蛋白Bcl-2的表达显著降低。提

示下调 miR-205-5p 增强 HNE1/DDP 对顺铂诱导凋亡

的敏感性, 可能是通过升高Bax的表达和降低Bcl-2的

表达实现。

综上所述, 本研究证明了下调miR-205-5p可增强

鼻咽癌耐药细胞 (HNE1/DDP) 对 DDP 诱导凋亡的

敏感性, 其作用机制可能与促凋亡蛋白Bax的升高和

抗凋亡蛋白 Bcl-2 的下降有关 , 但 miR-205-5p 调节凋

亡蛋白表达的具体通路有待于进一步研究。该研究结

果可以为提高鼻咽癌临床治疗效果提供新的思路和

策略。
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