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MiRNA-206 通过抑制CDK9 表达对鼻咽癌CNE2 细胞的	

生长及转移的影响

王晓辉，沙树奎，闫嘉俊，姚明月

(南阳市中医院耳鼻咽喉头颈外科，河南 南阳 473003)

[摘　要]	 目的：探讨miRNA-206对人鼻咽癌CNE2细胞的增殖和转移能力的影响，并分析细胞周期蛋白依赖

性激酶9(cyclin-dependent kinase 9，CDK9)在其中的作用。方法：采用实时荧光定量PCR(real-time 

quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR)法检测miR-206在鼻咽上皮NP69细胞和人鼻咽癌

CNE2细胞中的表达水平后，将miR-206模拟物或对照物分别导入CNE2细胞。通过CCK-8试验、

Annexin V-FITC/PI染色、克隆形成试验、Transwell细胞迁移试验和Transwell细胞侵袭试验分别评

价miR-206过表达对CNE2细胞活力、凋亡、克隆形成、迁移和侵袭的影响。最后采用蛋白质印迹

法检测CDK9在NP69细胞和CNE2细胞中的表达。进一步检测过表达CDK9对miR-206过表达CNE2

细胞的迁移和侵袭的影响。结果：MiR-206在CNE2细胞系中低表达。MiR-206过表达降低CNE2细

胞的活性、克隆形成、迁移、侵袭并诱导细胞凋亡。CNE2细胞中CDK9呈现高表达。过表达miR-

206显著抑制CNE2细胞中CDK9表达水平；而CDK9过表达能逆转miR-206过表达对CNE2细胞侵袭

与迁移的抑制作用。结论：MiRNA-206对CNE2细胞的生长和转移起抑制作用，可通过抑制CDK9

表达来介导。
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Effect of miRNA-206 on the growth and metastasis of 
nasopharyngeal carcinoma CNE2 cells by inhibiting 

expression of CDK9

WANG Xiaohui, SHA Shukui, YAN Jiajun, YAO Mingyue
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Abstract Objective: To investigate the effect of miR-206 on proliferation and metastasis of human nasopharyngeal 

carcinoma CNE2 cells, and to analyze the role of cyclin-dependent kinase 9 (CDK9). Methods: Expression 

levels of miR-206 in nasopharyngeal epithelial NP69 cells and human nasopharyngeal carcinoma CNE2 cells 

were detected by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The mimic and control of miR-

206 were introduced into CNE2 cells, respectively. CCK-8 assay, Annexin V-FITC/PIstaining, clone formation 

assay, transwell migration assay and transwell invasion assay were used to evaluate the effect of miR-206 over-
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鼻咽癌是我国南方和东南亚地区最常见的头颈

部肿瘤，同时也是这些地区最严重的公共卫生问题

之一[1]。目前，放射治疗(简称“放疗”)是鼻咽癌

的首选治疗方法，尽管放化疗已被证明能提高生

存，鼻咽癌5年局部控制率虽已达到80%~90%，但

仍有1 5 % ~ 3 0 %的患者会发生远处转移 [ 2 ]。因此，

阐明鼻咽癌转移的机制对于改善预后和治疗效果

具有重要意义。微小RNA(microRNAs，miRNA)通

过与靶mRNA的特异性结合参与基因表达的转录后

调控，会导致翻译抑制或mRNA降解[3]。MiRNA在

不同种类的肿瘤中充当肿瘤抑制基因或癌基因的功

能，调控多种癌细胞的增殖、侵袭、迁移和凋亡[4]。

MiR-206参与多种疾病的发生发展，包括肺病[5]、心

力衰竭 [6]、阿尔茨海默病 [7]及各种癌症 [8]。在透明

细胞肾细胞癌、胃癌和横纹肌肉瘤中，miR-206通

常表达下调 [9-10]，在肿瘤的发生发展中起负向调节

细胞周期和抑癌作用。然而miR-206在鼻咽癌发生

发展中的作用机制尚不清楚。细胞周期蛋白依赖

性激酶9(cyclin-dependent kinase 9，CDK9)是正转

录延长因子b(P-TEFb)的激酶，在细胞周期调控和

细胞凋亡中起重要作用[11]。CDK9与许多转录因子

(transcr iption factor，TF)相互作用，并调节抗凋

亡蛋白的表达以维持癌细胞的存活[12]。CDK9在大

多数恶性肿瘤中表达失调，并在鼻咽癌中其表达

上调 [13]。抑制CDK9活性可导致短寿命抗凋亡蛋白

迅速下调，抑制细胞增殖，诱导癌细胞凋亡。因此

推测抑制CDK9可能有利于鼻咽癌的治疗。本研究

旨在探索miR-206对鼻咽癌细胞的生长与转移的影

响，并分析CDK9与miR-206之间的关系。

1  材料与方法

1.1  材料

人鼻咽癌细胞系CNE2及鼻咽上皮细胞系NP69

购自上海素冉生物公司；胎牛血清、R PM I- 1 6 4 0
培养基、表皮生长因子、脂质体2000试剂和辣根

过氧化物酶购自美国 I n v i t r o g e n 公司； T R I z o l 试
剂盒、R NA反转录试剂盒和A nnex in/PI染色试剂

盒购自美国A ppliedBio公司；PrimeScir pt  RT试剂

盒、SYBR预混Ex Taq购自北京Takara公司；CDK9
和 Tu b l i n 蛋 白 一 抗 购 自 美 国 S a n t a  C r u z 公 司 ；

P VDF膜、BCA蛋白测定试剂盒、化学发光(ECL)
试剂盒购自美国Mi l l i p o re公司；CCK- 8检测试剂

盒购自广州赖德生物公司；跨孔室购自美国康宁

公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

C N E 2 细 胞 系 在 添 加 1 0 % 胎 牛 血 清 的 R P M I -
1 6 4 0 中培养， N P 6 9 为永生化的人鼻咽上皮细胞

系，在KSFM培养基中培养，该培养基中添加表皮

生长因子。所有细胞系在37 ℃，5%CO 2加湿室中

培养。

1.2.2  RNA 提取与实时荧光定量 PCR
使 用 T R I z o l 试 剂 盒 从 细 胞 系 中 分 离 出 包 括

m i R N A 的 总 R N A 。 分 别 使 用 R N A 反 转 录 试 剂

盒 和 P r i m e S c i r p t  R T 试 剂 盒 进 行 反 转 录 。 使 用

S Y B R 预混 E x  Ta q 在 A B I  7 5 0 0 实时 P C R 系统 ( L i f e 
Technologies，美国)上进行实时荧光定量PCR(real-
t ime quantitat ive poly merase chain react ion，RT-
q P C R ) 。 以 U 6 作 为 内 参 对 照 。 用 2 −∆∆C t 法 计 算

miRNA的相对表达水平。

1.2.3  MiRNA 和慢病毒转染

MiR-206模拟物(miR-206 mimic)和阴性对照

(miR-206-NC)均来源于上海GenePharma公司。根据

制造商的说明，使用脂质体2000试剂(Invitrogen，

美 国 ) 进 行 辅 助 m i R - 2 0 6  m i m i c 转 染 4 8  h 。 
C D K 9 过表达及对照慢病毒购自上海吉凯生物公

expression on cell viability, apoptosis, colony formation, migration and invasion in CNE2 cells, respectively. 

Finally, Expression levels of CDK9 in CNE2 cells and NP69 cells were detected by Western blot. The effect over-

expression of CDK9 on migration and invasion in over-expression of miR-206 of CNE2 cells was further detected. 

Results: MiR-206 was lower expression in CNE2 cells. Over-expression of miR-206 decreased cell viability, 

colony formation, migration and invasion and induced apoptosis in CNE2 cells. CDK9 was higher expression in 

CNE2 cells. Over-expression of miR-206 inhibited Expression of CDK9 in CNE2 cells. However, over-expression 

of CDK9 could reverse the inhibitory effect of over-expression of miR-206 on the invasion and migration of CNE2 

cells. Conclusion: MiRNA-206 inhibits the growth and metastasis in CNE2 cells, which may be mediated though 

inhibiting Expression of CDK9.

Keywords miRNA-206; cyclin-dependent kinase 9; nasopharyngeal carcinoma; proliferation; metastasis
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司，转染48 h。转染的细胞后进行实验。

1.2.4  细胞增殖试验

使用CCK- 8检测试剂盒检测细胞活性。Mi R -
2 0 6 模拟物或 N C 转染 C N E 2 细胞 4 8  h 后，收集细

胞 ， 以 每 孔 1 × 1 0 3 个 细 胞 的 密 度 接 种 到 9 6 孔 板

中。根据说明书，连续4 d测定细胞生长速率。实

验结束后，将CCK-8溶液加入各孔中，于37 ℃下

孵育1 . 5  h，用微板阅读器(B i o -R a d)测量4 9 0  n m
的光密度。

1.2.5  细胞凋亡分析

用 m i R - 2 0 6 模拟物或 N C 转染 C N E 2 细胞 4 8  h
后，收集细胞，在 P B S 中洗涤，然后在室温下与

500 μL结合缓冲液、5 μL FITC结合蛋白V和5 μL
碘化丙啶(P I )孵育1 5  m i n。流式细胞仪检测细胞

凋亡率。

1.2.6  集落形成试验

用 m i R - 2 0 6 模拟物或 N C 转染 C N E 2 细胞 4 8  h
后，将细胞接种于6孔板(500个细胞/孔)中。每4 d
更换1次培养基。2周后，用PBS冲洗，甲醇固定，

0.5%结晶紫染色。在倒置显微镜(Olympus，日本)
下计数菌落数(>50个细胞)。

1.2.7  迁移和入侵试验

采用孔径为8 μm的Transwell跨孔室进行细胞迁

移和侵袭检测。用miR-206模拟物或NC转染CNE2细

胞48 h后，收集细胞，然后将无血清DMEM培养基

制备的细胞悬液(5×104个细胞)置于上腔，上腔预先

包被Matrigel(用于侵袭试验)或不包被Matrigel(用于

迁移试验)。将含有10%FBS的培养基作为诱导剂添

加到下腔室。细胞在37 ℃下孵育24 h，然后用棉签

取出上腔室剩余的细胞。下腔室表面侵袭或迁移

的细胞用100%甲醇固定，0.5%结晶紫染色。在倒

置显微镜下，从每个腔室中随机选取5个区域，观

察并计数侵袭和迁移的细胞数目。

1.2.8  蛋白质印迹法

用R I PA缓冲液裂解转染的细胞。用BCA蛋白

测 定 试 剂 盒 测 定 蛋 白 浓 度 。 通 过 1 2 % S D S - PA G E
将等量的蛋白质( 4 0  μ g )分离，然后转移到P V D F
膜上。用5%脱脂牛奶在4 ℃下隔夜封闭，然后与

CDK9和Tublin蛋白一抗在4 ℃下孵育，与相应的

辣根过氧化物酶(HRP)孵育。用ECL试剂盒进行化

学发光显影，用Tublin蛋白作为内参，使用Image J
软件对蛋白条带灰度值进行扫描。

1.3  统计学处理

采 用 S P S S  1 8 . 0 统 计 学 软 件 进 行 数 据 分 析 ，

数据以均数±标准差( x ± s )表示。采用双尾非配对  

t 检 验 分 析 两 组 间 差 异 的 统 计 学 意 义 。 所 有 实

验 至 少 独 立 进 行 3 次 。 P < 0 . 0 5 为 差 异 有 统 计 学  
意义。

2  结果

2.1  MiR-206 在 CNE2 细胞中低表达

与NP69细胞相比，CNE2细胞中miR-206表达

显著降低(P<0.01，图1A)。为进一步探讨miR-206
在鼻咽癌中的生物学作用，将 m i R - 2 0 6 模拟物或

对照物分别转染CNE2细胞，RT-qPCR结果显示：

miR-206模拟物转染组的CNE2细胞的miR-206表达

较NC转染组增加了3倍以上(图1B)。

图1 MiR-206在CNE2细胞中的表达

Figure 1 Expression of miR-206 in CNE2 cells

(A)miR-206在鼻咽上皮细胞系(NP69)和人鼻咽癌细胞系

(CNE2)中的表达水平。**P<0.01 vs NP69 cells；(B)CNE2细

胞转染miR-206 mimic后，miR-206的表达水平。***P<0.001 

vs NC group。

(A) Expression of miR-206 in nasopharyngeal epithelial cell line 

(NP69) and human nasopharyngeal carcinoma cell line (CNE2). 

**P<0.01 vs NP69 cells; (B) Expression level of miR-206 in CNE2 

cells after transfected with miR-206 mimic. ***P<0.001 vs NC 

group.
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2.2  MiR-206 过表达降低 CNE2 细胞的活性并诱

导凋亡

C C K - 8 检 测 结 果 显 示 ： 与 N C 转 染 组 相 比 ，

m i R - 2 0 6 模 拟 物 转 染 组 的 C N E 2 细 胞 在 1 ~ 4  d 的
D ( 4 9 0  n m)值均显著降低( P < 0 . 0 1，图2 A )，说明

miR-206过表达抑制CNE2细胞的活性。流式细胞

仪检测显示：miR-206的高表达显著提高CNE2细

胞的凋亡百分率(P<0.01；图2B，2C)。

2.3  MiR-206 过表达降低 CNE2 细胞的生长能力

细胞集落形成结果显示： m i R - 2 0 6 模拟物转

染组的CN E 2细胞的集落数较N C转染组明显减少

(P<0.01，图3)，提示细胞生长能力下降。

2.4  MiR-206过表达降低 CNE2细胞的迁移和侵袭能力

Transwell试验结果显示：与NC转染组比较，

m i R - 2 0 6 模 拟 物 转 染 组 的 C N E 2 细 胞 的 侵 袭 细 胞

数(P <0.001；图4A，4B)和迁移细胞数(P <0.01； 
图4C，4D)均明显降低，说明miR-206过表达减弱

CNE2细胞侵袭和迁移。

2.5  MiR-206 过 表 达 降 低 CNE2 细 胞 CDK9 的 
表达

与 N P 6 9 细 胞 相 比 ， C N E 2 细 胞 中 C D K 9
表 达 显 著 增 加 ( P < 0 . 0 1 ； 图 5 A ， 5 B ) ； m i R -
2 0 6 过 表 达 显 著 抑 制 了 C N E 2 细 胞 中 C D K 9 蛋

白 质 表 达 水 平 ( P < 0 . 0 1 ； 图 5 C ， 5 D ) 。 与 m i R -
2 0 6  m i m i c 转 染 组 比 较 ， 过 表 达 C D K 9 促 进

m i R - 2 0 6 过 表 达 的 C N E 2 细 胞 侵 袭 数 明 显 增 加

( P < 0 . 0 0 1 ； 图 5 E ， 5 F ) 和 细 胞 迁 移 数 也 明 显

增 加 ( P < 0 . 0 1 ； 图 5 G ， 5 H ) 。 提 示 C D K 9 过 表

达 逆 转 m i R - 2 0 6 过 表 达 对 C N E 2 细 胞 侵 袭 迁 移

抑 制 作 用 ， 进 一 步 说 明 C D K 9 参 与 m i R - 2 0 6 对

C N E 2 细 胞 生 长 与 转 移 的 调 控 。
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图2 miR-206过表达抑制CNE2细胞的活性并诱导凋亡

Figure 2 Over-expression of miR-206 inhibits cell viability and induces apoptosis in CNE2 cells

(A)过表达miR-206后CNE2细胞的活性水平；(B)流式细胞术检测CNE2细胞过表达miR-206后的凋亡情况；(C)流式细胞术的

统计结果。**P<0.001，***P<0.001 vs NC组。

(A) Cell viability level of CNE2 cells after over-expression of miR-206; (B) Flow cytometry was used to detect apoptosis of CNE2 cells after 

over-expression of miR-206; (C) Statistical results of flow cytometry. **P<0.001, ***P<0.001 vs NC group.
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图4 miR-206过表达抑制CNE2细胞的迁移和侵袭能力

Figure 4 Over-expression of miRNA-206 inhibits the migration and invasion in CNE2 cells

(A)过表达miR-206后CNE2细胞侵袭实验结果(×200)；(B)细胞侵袭实验结果统计结果；(C)过表达miR-206后CNE2细胞细

胞迁移实验结果(×200)；(D)细胞迁移实验结果统计结果。**P<0.01，***P<0.001 vs NC组。

(A) Invasion of CNE2 cells after over-expression of miRNA-206 (×200); (B) Statistical results of cell invasion experiment; (C) Migration 

of CNE2 cells after over-expression of miRNA-206 (×200). (D) Statistical results of cell migration experiment. **P<0.01, ***P<0.001 vs 

NC group.

图3 MiR-206过表达抑制CNE2细胞的生长能力

Figure 3 Over-expression of miR-206 inhibits growing ability of CNE2 cells

(A)过表达miR-206后CNE2细胞的集落形成实验结果(×200)；(B)集落形成实验统计结果。**P<0.01 vs NC组。

(A) Results of colony formation of CNE2 cells after over-expression of miR-206 (×200); (B) Statistical results of colony formation 

experiment. **P<0.01 vs NC group.
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图5 CDK9在CNE2细胞系中的表达

Figure 5 Expression of CDK9 in CNE2 cells
(A)CDK9在NP69细胞和CNE2细胞中的表达水平；(B)CDK9在NP69细胞和CNE2细胞中的表达水平的统计结果；(C)CDK9
在CNE2细胞细胞过表达miR-206后的表达水平；(D)CDK9在CNE2细胞细胞过表达miR-206后的表达水平的统计结果；(E)过
表达CDK9后miR-206模拟物转染的CNE2细胞侵袭实验结果(×200)；(F)细胞侵袭实验的统计结果；(G)过表达CDK9后miR-
206模拟物转染的CNE2细胞迁移实验结果(×200)；(H) 细胞迁移实验结果统计结果。**P<0.01，***P<0.01 vs NP69 cells or NC 
group or control。
(A) Expressions of CDK9 in NP69 cells and CNE2 cells; (B) Statistical results of expressions of CDK9 in NP69 cells and CNE2 cells; (C) 
Expression level of CDK9 in CNE2 cells after over-expression of miRNA-206; (D) Statistical results of expression level of CDK9 in CNE2 
cells after over-expression of miRNA-206; (E) Invasion of miR-206 mimic-transfected CNE2 cells after over-expression of CDK9 (×200); 
(F) Statistical results of cell invasion experiment; (G) Migration of miR-206 mimic-transfected CNE2 cells after over-expression of CDK9 
(×200); (H) Statistical results of cell migration experiment. **P<0.01, ***P<0.01 vs NP69 cells or NC group or control.
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3  讨论

由于鼻咽癌的高转移水平、高复发风险和不

良预后，75%~90%的鼻咽癌患者在疾病达到晚期

时才被诊断 [ 1 ]。在过去的十年中，已有数以千计

的miRNA被发现，与鼻咽癌相关的miRNA为早期

检测、诊断和分期以及预后和治疗结果预测提供

可利用的工具，引起临床关注。研究 [14]显示：在

头颈部癌症谱中，miR NA的表达发生改变。在鼻

咽癌中，肿瘤抑制因子miRNA呈低表达 [15]，包括

m i R N A - 2 9 c，m i R N A - 9， l e t- 7家族，m i R N A - 2 0 0
家族，致癌性miRNA的高表达 [16]，以及例如miR-
1 8 a / b ， m i R - 1 4 1 ， m i R - 1 5 5 ， m i R - 2 1 4 等。然而

miR-206在鼻咽癌中的作用尚不明确。本研究发现

miR-206在鼻咽癌CNE2细胞低表达，高表达miR-
206能抑制CNE2细胞生长与转移。

MiRNA通过促进靶mRNA的降解或抑制靶mRNA
的翻译来转录调节基因表达。MiRNA的异常表达与

人类癌症的发生密切相关。既往研究[17-19]表明：miR-
206通过直接靶向如MUC1，CDK9和G6PD等多种

基因抑制多种癌细胞增殖。CDK9是CDC2家族的成

员，具有促进细胞增殖的作用，对癌症发生有重要

贡献[17]。CDK9是重要的转录调控因子，已成为癌症

治疗研究中一个新的明星靶点[13]。CDK9能促进多种

肿瘤包括鼻咽癌的发生发展[20]。在本研究中，miR-
206显著下调鼻咽癌细胞中的CDK9，导致细胞生长

抑制、凋亡增加和转移减弱。而Georgantas等[21]研

究表明：miR-206对黑色素瘤中CDK9的表达无显著

影响，提示miR-206在不同肿瘤中选择性调节CDK9
的表达。本研究发现miR-206可作为CDK9抑制剂在

鼻咽癌中的发挥作用，明确了miR-206是鼻咽癌细胞

CDK9的调控因子，提示miR-206/CDK9通路在鼻咽

癌抑制中的潜在靶点作用。

综上，miR-206在鼻咽癌细胞中显著下调，并

与CDK9水平呈负相关。miR-206通过阻断CDK9下

游相关通路，从诱导鼻咽癌细胞凋亡、抑制鼻咽

癌细胞增殖、降低鼻咽癌细胞的侵袭迁移能力等

方面发挥抑癌作用。靶向miR-206/CDK9通路可能

是治疗鼻咽癌的新途径。笔者团队未来将继续寻

找miR-206的靶基因及其下游分子机制。
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