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miR-128-3p 在宫颈癌中的表达及其发病机制

张华东，张显峰，刘桂琴，闫晓歌

(平顶山市第五人民医院病理科，河南 平顶山 467000)

[摘　要]	 目的：研究miR-128-3p在宫颈癌(cervical carcinoma，CC)组织及癌旁组织中的表达差异，并进一步

探索其在CC发病中的机制。方法：收集于平顶山市第五人民医院就诊的CC患者癌组织标本，采

用荧光素酶报告基因检测HEK293细胞株中miR-128-3p与BMI1靶向关系，Western印迹法验证miR-

128-3p BMI1蛋白的表达水平，实时荧光定量PCR(real-time quantitation PCR，RT-qPCR)法检测

CC组织及癌旁组织中miR-128-3p及BMI1的相对表达含量，流式细胞术法检测miR-128-3p过表达后

HeLa细胞凋亡情况。结果：miR-128-3p靶向结合于BMI1的3'UTR区；miR-128-3p在CC中低表达，

BMI1在CC中高表达；miR-128-3p过表达下调BMI1表达，并促进HeLa细胞凋亡。结论：miR-128-

3p在CC患者中低表达，可能通过靶向BMI1发挥其生物学效应，并促进HeLa细胞凋亡。
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Abstract Objective: To investigate the differential expression of miR-128-3p in cervical carcinoma (CC) tissue and 

paracancerous tissue, and to explore its pathogenic role in CC. Methods: The specimens of CC patients were 

collected in the Fifth People’s Hospital of Pingdingshan. Luciferase reporter gene assay was used to explore 

targeting regulatory relations between miR-128-3p and BMI1 in HEK293. Western blot was employed to verify 

the expression of BMI1 protein, the potential target of miR-128-3p. Real-time quantitation PCR (RT-qPCR) 

was conducted to detect the relative expression of miR-128-3p and BMI1 in CC tissue and paracancerous tissue. 

Flow cytometry experiment was performed to detect apoptosis of HeLa cells after overexpression of miR-128-3p. 

Results: miR-128-3p targeted the 3'UTR region of BMI1. Low expression of miR-128-3p was found,while high 

expression of BMI1 found in CC. Overexpression of miR-128-3p down-regulated the expression of BMI1, and 

promoted the apoptosis of HeLa cells. Conclusion: MiR-128-3p is low expressed in CC patients and may bring 

biological effects by targeting BMI1. miR-128-3p promotes the apoptosis of HeLa cells.
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宫颈癌(cervical carcinoma，CC)是常见的妇科

恶性肿瘤之一，在我国女性恶性肿瘤发病率中居

第2位，仅次于乳腺癌，病死率约为2.86/10万[1]。

患者发病年龄多为4 0 ~6 0岁，但近年来CC的发病

年龄呈年轻化趋势[2]。

miRNA是一类长19~25 nt的非编码小RNA，通

过抑制翻译或降解mRNA转录本的方式，从转录及

转录后水平调控靶基因的表达[3]。miRNA参与调节

细胞的多种生物学功能，包括细胞增殖、分化、

凋亡、迁移、侵袭等，并在肿瘤的发生、发展中

起重要作用[4]。miRNA的差异表达可对多种肿瘤的

诊断及预后判断起提示作用，并可作为生物标志

物发挥作用。

随 着 研 究 的 进 展 ， m i R N A 在 C C 中 的 重 要 作

用也逐渐被认知。miRNA的异常表达对CC患者具

有辅助诊断、判断预后及指导治疗的作用，例如

miR-20a在CC患者中上调，通过靶向程序性细胞凋

亡蛋白6(programmed cell death 6，PDCD6)在CC细

胞中发挥促生长作用 [5]；miR-187通过靶向Bcl-2，

可诱导SiHa细胞凋亡[6]；miR-15b在CC患者中高表

达，并提示较差的预后 [6]；此外，miR-15a还可提

高CC患者对喜树碱的化疗敏感性 [7]。因此，本研

究旨在探索miR-128-3p在CC发病中的机制，以期

为CC的诊断及治疗提供新思路。

1  对象与方法

1.1  对象

收集于2015年5月至2017年9月在平顶山市第

五 人 民 医 院 就 诊 的 5 2 例 C C 患 者 作 为 研 究 对 象 ，

中 位 年 龄 4 2 岁 。 诊 断 依 据 参 考 《 宫 颈 癌 及 癌 前

病变规范化诊疗指南》 [ 8 ]，均活检取材经病理学

确 诊 。 根 据 2 0 0 9 年 国 际 妇 产 科 联 合 会 外 阴 癌 分

期标准(International Federation of Gynecology and 
Obstetrics，FIGO)[9]，患者均存在可测量病灶并进

行分期，包括I期4例，II期11例，III期34例，IV期 
3例。患者未经任何放射治疗(以下简称放疗)、化

学治疗(以下简称化疗)，合并其他恶性肿瘤患者除

外。所有新鲜组织在手术切除后立即取样，包括癌

组织及癌旁组织(离病灶大于5 cm)，然后立即于液

氮中冻存。本研究经平顶山市第五人民医院伦理委

员会审核批准，患者均签署知情同意书。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

HeLa细胞株及人胚肾细胞株HEK293购于上海

生命科学研究院细胞库，常规培养于DME M培养

基(含10%FBS，100 μg/mL链霉素及100 U/mL青霉

素)，在37 ℃，5%CO2及饱和湿度的条件下进行培

养，取对数期细胞进行后续实验。

1.2.2  荧光素酶报告基因检测

应用miR-128-3p模拟物及BMI1 3’U TR荧光素

酶载体对 H E K 2 9 3 细胞进行共转染。以阴性控制

(negative control，NC)及空载体为对照，转染24 h后

进行荧光素酶检测，参照美国Promega公司萤光素

酶检测系统。miR-128-3p模拟物由上海吉玛制药技

术有限公司合成，BMI1 3'UTR荧光素酶载体由广州

赛业生物科技有限公司构建。

1.2.3  实时荧光定量 PCR 检测

即 时 取 患 者 及 健 康 对 照 C C 组 织 样 本 于 液 氮

中保存。实验前采用超声震荡仪获得单个细胞悬

液，然后采用TRIzol-氯仿方法提取细胞总RNA，

最后采用O l i go  d T法进行反转录反应，以管家基

因U 6及G A P D H为内参，同时进行m i R - 1 2 8 - 3 p，

BMI1，U6及GAPDH的实时荧光定量PCR(real-time 
quantitative PCR，RT-qPCR)反应，反应设置3个复

孔，得出Ct均值，以正常人为对照，应用ΔΔCt相

对定量法分析miR-128-3p及BMI1表达水平的差异。
ΔΔCt=ΔCt实验组−ΔCt对照组，ΔCt=Ct目的基因−

Ct管家基因，2−ΔΔCt即为基因表达差异的倍数。

序列如下：BMI1-F序列为5'-CTGGTTGCCCA- 
TTGACAGC-3'；BMI1-R序列为5'-CAGAAAATGA- 
ATG C G A G C C A - 3 ' ； m i R - 1 2 8 - F 1 序列为 5 ' - G T T- 
G G CTCTG GTG C AG G GTCCG AG GTAT TCG C A - 
CCAG AG CCA ACA A AG AG AC -3'；miR-128-F2序

列为5'-CGGCGGTCACAGTGA ACCGGT-3'；miR-
128-R2序列为5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'；U6-F
序列为5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'；U6-R序列

为5'-AACGATTCACGAATTTGCGT-3'；GAPDH-F
序 列 为 5 ' -T G C A C C A C C A A C T G C T TA G C - 3 ' ；
G A P D H -R 序列为 5 ' - G G C ATG G A CTGTG GTC A - 
TGAG-3'。
1.2.4  Western 印迹检测

使用单去污裂解液提取HeL a细胞总蛋白，以

考马斯亮蓝法进行定量。将煮沸变性后蛋白进行

SDS -PAGE电泳，并低温转移到P VDF膜上。室温

封闭膜后与BMI1抗体(1:1 000)和GAPDH内参抗体

(1:5 000)进行一抗孵育过夜，相应的辣根过氧化物

酶标记二抗孵育(1:5 000)1 h。最后以ECL发光法

检测条带。

1.2.5  细胞凋亡检测

采用DOJINDO细胞凋亡试剂盒(Annexin V FITC 
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apoptosis detection kit)，于转染第48 h检测细胞凋

亡，依照标准操作规程孵育抗体，于Beckman FC500
上机检测，并以IgG同型抗体为对照优化实验条件。

1.3  统计学处理

应用SPSS 17.0统计软件进行数据分析。3次以

上重复计量资料以均数±标准差(x±s)表示。计量资

料均数比较采用独立样本t检验，计数资料比较采

用χ2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  miR-128-3p 靶向结合与 BMI1 的 3'-UTR 区

通过生物信息学方法(TargetScan，miRBase)预

测到miR-128-3p种子区靶向结合与BMI1的3'U TR
区，并构建BMI1 3'UTR区的野生型(wtBMI1)及突

变型载体(mutBMI1)，突变型载体于种子结合区特

异性删除4个碱基。在与H EK293细胞株中共转染

miR-128-3p模拟物及BMI1表达载体时发现：miR-
128-3p mimics可显著降低BMI1野生型载体荧光素

酶活性(P=0.013)，而不降低突变型表达载体荧光

素酶活性(P=0.237，图1)。

图1 miR-128靶向结合于BMI1的3'-UTR区

Figure 1 miR-128 targeted to 3'-UTR of BMI1

(A)miR-128靶向结合BMI1的3'-U TR区及突变型载体； 

(B)miR-128降低BMI1的3'-UTR荧光素酶活性。

(A) miR-128 targets to 3'-UTR of BMI1 and the mutant vector;  

(B) miR-128 reduced BMI1 3'-UTR luciferase activities.
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图2 miR-128-3p及BMI1在CC中的相对表达量

Figure 2 Relative expression of miR-128-3p and BMI1 in CC tissues

( A ) m i R - 1 2 8 - 3 p 在 CC 组织及癌旁组织的相对表达量； 

(B)BMI1在CC组织及癌旁组织的相对表达量；(C)miR-128-

3p在不同病理分型CC患者组织中的相对表达量；(D)miR-

128-3p在不同分期CC患者组织中的相对表达量。

(A) Relative expression of miR-128-3p in CC tissues and adjacent 

tissues; (B) Relative expression of BMI1 in CC tissues and adjacent 

tissues; (C) Relative expression of miR-128-3p in tissues of CC 

patients with different pathological types; (D) Relative expression 

of miR-128-3p in tissues of CC patients at different stages.

据临床分期及病理分型对CC患者进行统计发现：

miR-128-3p在早期及晚期CC患者和鳞癌及非鳞癌患

者之间的差异均无统计学意义(P>0.05)。
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2.2  miR-128-3p 和 BMI1 在 CC 中的表达

相对于癌旁组织，CC中miR-128-3p表达降低

(P=0.019)，而BMI1表达升高(P=0.037，图2)。根
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2.3  miR-128-3p 过表达下调 BMI1 表达

采用Western印迹法验证miR-128-3p是否负性

调节内源性BMI1蛋白的表达。重建miR-128-3p过

表达后，BMI1表达含量降低，并进行灰度值定量

分析，BMI1含量降低(43%±0.12)，差异有统计学

意义(P=0.029，图3)。

2.4  miR-128-3p 过表达促进 HeLa 细胞凋亡

在HeLa细胞株中，转染miR-128-3p后，HeLa
细胞凋亡率增加(117.00±0.283)%，差异有统计学

意义(P=0.005，图4)。

图 3 miR-128-3p 过表达后 BMI1 在 HeLa 细胞株中的内源性表达

Figure 3 Endogenous expression of BMI1 protein in HeLa after overexpression of miR-128-3p

(A)HeLa 细胞株中 BMI1 蛋白被 miR-128-3p 下调；(B)BMI1 及 GAPDH 灰度值分析。

(A) BMI1 protein was downregulated by miR-128-3p in HeLa cell line; (B) Analysis of BMI1 and GAPDH gray value.

图4 miR-128-3p促进HeLa细胞凋亡

Figure 4 miR-128-3p promoted apoptosis of HeLa cells

(A)转染NC后HeLa细胞凋亡；(B)转染miR-128-3p模拟物后HeLa细胞凋亡；(C)miR-128-3p过表达后HeLa细胞凋亡，检测时

间为转染后48 h。

(A) HeLa cells apoptosis after transfection of NC; (B) HeLa cell apoptosis after transfection of miR-128-3p mimics; (C) HeLa cell apoptosis 

after overexpression of miR-128-3p. The detection time was 48 h after transfection.

3  讨论

CC是一种严重威胁女性的生存与健康的恶性

肿瘤，其发病机制研究及临床诊疗虽已取得不错

的进展，但仍需更加深入的研究。近年来，一系

列针对miRNA的研究为明确CC发生、发展的机制

提供了新方向。Lee等[10]通过Taqman探针法，分析

了10例CC患者中miRNA的差异性表达，发现70种

miRNA存在显著上调，其中包括miR-199-s，miR-9，

miR199a*，miR-199a，miR-199b，miR-145，miR-133a，

miR-133b，miR-214及miR-127等；2种存在miRNA
显著下调，分别为miR-149及miR-203。随后有研

究 [11]发现miR-187在CC中低表达并预示患者预后

较差。

本研究结果显示：miR-128-3p在CC中存在显

著下调，提示miR-128-3p具有可作为检测CC的标
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志物的潜在可能性。miR-128-3p在肿瘤中的作用尚

存在争议，有研究[12]认为：miR-128-3p是一种新的

原癌基因，并通过靶向抑癌基因PH F6抑制T淋巴

细胞白血病的增殖。也有研究 [13]认为：miR-128-
3p作为抑癌基因在肝癌组织中低表达，通过靶向

PIK3R1抑制肝癌细胞的增殖，其低表达预示患者

预后较差。然而，miR-128-3p在CC中的作用目前

尚未有相关研究。miR NA具有时空特异性和组织

特异性，同一miR NA可以在发育的不同阶段和不

同的组织中发挥不同的调控作用 [14]。因此，研究

miR-128-3p在CC中的表达可辅助诊断CC，具有重

要意义。作为检测指标，最方便、最有效的来源

是外周血，但受限于标本收集，本研究目前并未

检测miR-128-3p在外周血中的表达，限制了本研究

应用的广泛性，但外周血和组织中miR NA的表达

通常具有显著相关性，笔者也将继续深入研究。

本研究首次发现miR-128-3p靶向BMI1，并通

过荧光素酶报告基因检测及WB检测验证。BMI1通

常被认为是一种原癌基因，通过调节肿瘤干细胞

的自我更新能力促进多种肿瘤的进展 [15-16]。BMI1
过表达会导致乳腺上皮细胞侵袭能力增加，并调

节其衰老和永生 [ 1 7 ]；同时也可辅助预测 C C 的转 
移[18]。此外，在HeLa细胞株中，敲除BMI1可上调

HOXC13，HOXA9及p16INK4a的表达，并导致细

胞周期阻滞 [19]。本研究通过过表达miR-128-3p，

发现BMI1表达显著增加，并导致HeLa细胞凋亡增

加，与上述研究结论一致。

综上所述，miR-128-3p在CC组织中低表达，

可作为CC诊断的潜在生物标志物，并可通过过表

达miR-128-3p下调原癌基因BMI1促进肿瘤细胞的

凋亡，提示miR-128-3p可作为CC患者潜在的治疗

靶点。
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