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【摘要】 目的 探究黑色素瘤中微小 RNA-210 (miR-210)的表达情况及干扰人黑色素瘤细胞 A375 中

miR-210的表达对细胞转移能力及金属基质蛋白酶(MMP)表达的影响。方法 收集西安交通大学第一附属医院

病理科2016年3月1日至2017年5月31日的37例皮肤恶性黑色素瘤组织，17例交界痣组织及30例正常皮肤组织，

荧光定量链式聚合酶反应(qPCR)检测组织中miR-210的表达情况。体外培养A375细胞，慢病毒转染空白载体及

小干扰RNA(siRNA)介导的干扰miR-210载体于A375细胞中，分别作为对照组及干扰组细胞，qPCR检测两组细

胞miR-210、MMP-2及MMP-9 mRNA表达水平，Western blot实验检测两组细胞MMP-2、MMP-9蛋白表达水平，

Transwell侵袭实验检测两组细胞侵袭能力，Transwell迁移实验检测两组细胞迁移能力。结果 与交界痣及正常皮

肤组织相比，黑色素瘤组织miR-210表达显著增高[(0.165±0.060) vs (0.076±0.033)及(0.048±0.046)]，差异均具有统

计学意义 (P<0.05)；与对照组细胞相比，干扰组细胞 miR-210 [(0.153±0.037) vs (0.372±0.041)]、MMP-2 mRNA

[(0.175±0.053) vs (0.424±0.038)]及MMP-9 mRNA [(0.323±0.068) vs ( 0.610±0.102)]表达水平显著下调，差异均具有

统计学意义(P<0.05)；与对照组细胞相比，干扰组细胞MMP-2 [(0.114±0.016) vs (0.356±0.047)]及MMP-9 [(0.263±

0.030) vs (0.571±0.084)]蛋白表达水平显著下调，差异均具有统计学意义(P<0.05)；与对照组细胞相比，干扰组细胞侵袭

细胞数显著减少[(36.9±8.7)个vs (72.3±10.5)个]，干扰组细胞迁移细胞数也显著减少[(45.3±9.4)个vs (78.3±12.6) 个]，差

异均具有统计学意义(P<0.05)。结论 恶性黑色素瘤中miR-210存在高表达，体外干扰A375细胞miR-210的表达

可介导MMP分子表达下调，进而抑制细胞转移能力，是潜在的分子靶向治疗位点。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression level of miR-210 in melanoma tissues and the effect of in-

terfering the expression of mircoRNA-210 (miR-210) on the ability of cell metastasis and the expression of metal ma-

trix protease (MMP) in human melanoma cell line A375. Methods A total of 37 cases of malignant melanoma of the

skin, including 17 cases of junctional nevus and 30 cases of normal skin tissues, were collected from Department of Der-

matology and Sexually Transmitted Diseases of the First Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong University from March 1,

2016 to May 31, 2017. Fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to detect the expression of

miR-210 in each tissue. A375 cells were cultured and transfected with empty lentivirus vector and miR-210 lentivirus

small interference RNA vector, respectively, as the control group and interference group. qPCR was used to detect the ex-

pression of miR-210, MMP-2 and MMP-9 mRNA in two groups of cells. Western blot assay was used to detect the ex-

pressions of MMP-2 and MMP-9 protein in two groups of cells. Transwell invasion assay was used to detect the abili-

ty of cell invasion, and Transwell migration assay was applied to detect the ability of cell migration. Results Com-

pared with junctional nevus and normal skin tissue, the expression of miR-210 in melanoma tissue was significantly in-

creased, (0.165±0.060) vs (0.076±0.033) and (0.048±0.046), and the difference was statistically significant (P<0.05).

Compared with the control group, the expression of miR-210 (0.153±0.037) vs (0.372±0.041), MMP-2 (0.175±0.053)

vs (0.424 ± 0.038) and MMP-9 (0.323 ± 0.068) vs (0.610 ± 0.102) mRNA in interference group were significantly de-

creased, and the differences were statistically significant (P<0.05). Compared with the control group, the expressions

of MMP-2 (0.114±0.016) vs (0.356±0.047) and MMP-9 (0.263±0.030) vs (0.571±0.084) protein in interference group

were significantly decreased, and the difference was statistically significant (P<0.05). Compared with the control

group, the number of cell invasion in interference group was significantly decreased (36.9±8.7) vs (72.3±10.5), and the

number of cell migration was significantly decreased (45.3±9.4) vs (78.3±12.6), and the differences were statistically

significant (P<0.05). Conclusion High expression of miR-210 is found in malignant melanoma. The interference of

miR-210 in A375 cells in vitro can down-regulate the expression of MMP and inhibit cell metastasis, which is a potential

molecular targeted therapeutic site.
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黑色素瘤在皮肤肿瘤中恶性程度最高，其侵袭转移

能力强，易发生远处转移[1]，因此明确黑色素瘤细胞侵袭

转移的机制对黑色素瘤早期诊断及靶向治疗具有重要

意义。微小核糖核酸(microRNA，miRNA)是大小为21~

25 nt的内源性非编码RNA分子，其可调控真核细胞基

因表达，影响细胞的生长及分化 [2]。microRNA-210

(miR-210)是机体内重要的缺氧调控因子，可通过调

节缺氧诱导因子 -1α (hypoxia inducible factor-1α，

Hif-1α)，参与细胞的缺氧适应[3]。而缺氧微环境是实

体肿瘤的重要特征[4]，miR-210也被发现参与非小细胞

肺癌、乳腺癌及胃癌等多种恶性肿瘤的发生发展 [5]。

但目前尚未开展 miR-210 与黑色素瘤的相关工作。

本研究通过体外实验的手段，干扰人黑色素瘤细胞

A375中miR-210的表达，检测其对细胞转移能力及金

属 基 质 蛋 白 酶 2/9 (metal matrix protease-2/-9，

MMP-2/-9)的影响，为明确miR-210在黑色素瘤中的

生物学作用及黑色素瘤临床诊治工作提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 临床组织标本 收集西安交通大学第一附

属医院病理科 2016 年 3 月 1 日至 2017 年 5 月 31 日的

37例皮肤恶性黑色素瘤组织，患者男性15例，女性22

例；年龄 33~75岁，平均(53.9±10.9)岁；淋巴结转移 11

例，无淋巴结转移 26例；浸润深度：Ⅰ级(表皮及附属

器)9 例；Ⅱ~Ⅲ级(真皮乳头层) 13 例，Ⅳ级(真皮网状

层) 10例，Ⅴ级(皮下组织) 5例。患者术前均未行任何

形式的抗肿瘤治疗。收集同期 17例交界痣组织及 30

例整形外科收集的正常皮肤组织作为对照，交界痣患

者中男性 7 例，女性 10 例；年龄 38~67 岁，平均(47.2±

11.6)岁。正常皮肤组织人群中男性13例，女性17例；

年龄 24~68 岁，平均(46.9±12.4)岁。三组人群均未合

并其他严重皮肤及器质性疾病，且性别及年龄比较差

异均无统计学意义(P>0.05)，具有可比性。

1.2 实验细胞 人黑色素瘤细胞A375及人胚肾

细胞HEK293来自美国模式菌种收集中心。

1.3 实验试剂及主要材料 DMEM高糖培养液、

RPMI-1640培养液及胎牛血清(美国Gibco公司)，胰蛋白

酶(美国Sigma公司)；Lipofectamine 2000脂质体(美国

Thermo Scientific公司)、阳离子聚合物Sofast (厦门太阳

马生物工程公司)、病毒包装载体pLP-gag/pol、pLP-Rev

和pLP-VSVG (美国Addgene公司)、嘌呤霉素Puromycin

(美国Sigma公司)、空白载体及小干扰RNA (siRNA)介导

的干扰miR-210载体(上海吉凯基因公司)；RNA提取试

剂盒(RNAiso Reagent)、逆转录试剂盒、SYBR Green核酸

荧光染料(日本TaKaRa公司)；ECL发光液(美国Invitrogen

公司)、抗体(美国Cell Signaling Technology公司)：MMP-2

(#D8N9Y)、MMP-9 (#D6O3H)、GAPDH (#14C10)；Matri-

gel基质胶(美国Corning公司)。

1.4 实验仪器 超净工作台(美国Thermo Scien-

tific 公司)，CO2培养箱(上海智城公司)，CX31 光学显

微镜(日本 Olympus 公司)，3-16 KL 冷冻离心机(德国

Sigma公司)，Nanodrop2000c超微量分光光度计(美国

Thermo Scientific公司)，Mastercycler nexus X2 PCR仪

(德国 Eppendorf 公司)，ABI 7500 qPCR 仪 (美国 Ap-

plied Biosystems公司)，电泳仪、小型垂直电泳槽、转印

槽及ChemiDoc凝胶成像分析仪(美国Bio-Rad)。

1.5 细胞培养及慢病毒转染干扰 miR-210 的表

达 A375 细胞使用 RPMI-1640 培养液+10%胎牛血

清，HEK293细胞使用DMEM高糖培养液+10%胎牛血

清，均在 37℃，5%CO2环境下培养。慢病毒转染：将

HEK293细胞分为两组，均加入10 μL脂质体及转染病

毒包装载体(1 μg pLP-gag/pol、0.3 μg pLP-Rev和0.7 μg

pLP-VSVG)，分别转染2 μg空白载体及 siRNA介导的

干扰miR-210载体，无血清处理细胞6 h，常规培养细胞

48 h后收集细胞上清液，0.45 μm滤器过滤后得到两组病

毒悬液。将病毒悬液与RPMI-1640培养液+10%胎牛血

清1:2混合培养细胞3 d，同时加入1 μg/mL Sofast，嘌呤

霉素筛选细胞6 d以上，得到对照组(转入空白载体)及

干扰组(转入干扰miR-210载体)细胞。

1.6 qPCR 检测组织 miR-210 及细胞 miR-210、

MMP-2 及 MMP-9 mRNA 的表达水平 取 30 mg 左

右待测组织或2×105个待测细胞，RNAiso Reagent抽提

总RNA，逆转录试剂盒行总RNA逆转录，得到 cDNA

稀释至 500 μL，分别将 miR-210、MMP-2、MMP-9、

内参基因 GAPDH 引物及 cDNA、SYBR Green 核酸

荧光染料按体系混合，行 qPCR 检测，2-△△CT 法计算

miR-210、MMP-2 及 MMP-9 的相对表达水平。引

物情况如下：miR-210 正向：5’-GGAGATCTGAC-

CAGGTCATTT-3’，反向：5’-GGGAATTCGATATGAC

CACA-3’；MMP-2 正向：5’-ATCCCCCAACCTTTAC

CA-3’，反向：5’-TCAGAACCGACCCTACAA-3’；

MMP-9 正向：5’-GCGGAGATTGGGAACCAGCTGT

A-3’，反向：5’-GACGCGCCTGTGTACACCCACA-3’；

GAPDH正向：5’-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3’，

反向：5’- AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3’。

1.7 Western blot检测细胞MMP-2及MMP-9蛋

白表达水平 收集1×106以上个待测细胞，200 μL Ripa

裂解液+1 μg蛋白酶抑制剂重悬细胞并冰上裂解1 h，

BCA法检测蛋白浓度，取 50 μg蛋白进行 10%聚丙烯

酰胺凝胶电泳，湿转至 PVDF 膜，脱脂牛奶封闭 2 h，

1:1 000 MMP-2、MMP-9及GAPDH抗体室温孵育2 h，

1:2 000 二抗室温孵育 1 h，ECL 发光液孵育 30 s，

ChemiDoc发光系统进行曝光显影，扫描条带灰度值，

将MMP-2及MMP-9灰度值与内参基因GAPDH灰度

值的比值作为蛋白相对表达量。
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1.8 Transwell侵袭及迁移实验检测细胞转移能

力 取 50 μg Matrigel 基质胶与 300 μL 无血清 RP-

MI-1640培养液混合均匀，平均加入两支Transwell上

小室，37℃孵育6 h，制备两组待测细胞的细胞悬液，以

无血清RPMI-1640培养液重悬，细胞计数后每组取1×

105个细胞加入铺好胶的Transwell小室作为Transwell

侵袭实验模型，另取 1×105个细胞加入未铺胶的Tran-

swell 小室作为 Transwell 迁移实验模型，下小室加入

500 μL RPMI-1640 培养液+10%胎牛血清，37℃，5%

CO2培养 24 h后，5%戊二醇固定，棉球擦去上室面细

胞，0.1%结晶紫染色 10 min，显微镜下观察中间和四

周5个视野，求平均细胞数及标准差。

1.9 统计学方法 应用SPSS18.0软件进行统计

学分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，两组间比

较采用两独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用SNK-q法，以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 临床组织标本miR-210的表达情况比较 皮

肤恶性黑色素瘤组织中 miR-210 的相对表达水平为

(0.165±0.060)，显著高于正常皮肤组织的(0.048±0.046)

及交界痣的(0.076±0.033)，差异具有统计学意义(F=

8.617，P<0.05)，见图1。

2.2 两 组 细 胞 miR-210、MMP-2 及 MMP-9

mRNA 的表达水平比较 干扰组细胞 miR-210 相对

表达量为 (0.153±0.037)，显著低于对照组细胞的

(0.372 ± 0.041)，差异具有统计学意义 (t=7.004，P<

0.05)；干扰组细胞 MMP-2 mRNA 相对表达量为

(0.175±0.053)，显著低于对照组细胞的(0.424±0.038)，

差异具有统计学意义(t=6.613，P<0.05)；干扰组细胞

MMP-9 mRNA 相对表达量为(0.323±0.068)，显著低

于对照组细胞的(0.610±0.102)，差异具有统计学意义

(t=4.055，P<0.05)。

2.3 两组细胞侵袭及迁移能力比较 干扰组细

胞侵袭细胞数为(36.9±8.7)个，显著低于对照组细胞的

(72.3±10.5)个，差异具有统计学意义(t=4.855，P<0.05)；

干扰组细胞迁移细胞数为(45.3±9.4)个，显著低于对照

组细胞的 (78.3 ± 12.6)个，差异具有统计学意义 (t=
3.637，P<0.05)，见图2。

图1 临床组织标本miR-210的表达情况及比较

图2 两组细胞侵袭及迁移能力的比较(100×)

2.4 两组细胞MMP-2及MMP-9蛋白的表达水

平比较 干扰组细胞 MMP-2 蛋白相对表达量为

(0.114±0.016)，显著低于对照组细胞的(0.356±0.047)，

差异具有统计学意义(t=8.302，P<0.05)；干扰组细胞

MMP-9蛋白相对表达量为(0.263±0.030)，显著低于对

照组细胞的(0.571±0.084)，差异具有统计学意义(t=
5.981，P<0.05)。

3 讨 论

miR-210基因位于染色体11p15.5上，在机体缺氧

状态下表达上调，其可促进血管内皮细胞生长因子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)及受体酪氨

酸激酶配体EpfrinA3的表达，促进人脐静脉内皮细胞

分化毛细血管结构及迁移能力，并抑制干细胞分化

及Fas信号通路介导的细胞凋亡，维持间充质干细胞

的生存能力，同时参与促进缺氧状态下线粒体的糖

酵解 [6-7]。缺氧是实体肿瘤特征性的微环境，肿瘤组

织在快速生长过程中往往伴随局部组织的缺氧状

态，多种缺氧因子参与肿瘤细胞增殖、转移、血管生

成及能量代谢[8]，miR-210作为重要的缺氧调控因子，

也被发现在多种恶性肿瘤中表达异常，并参与肿瘤细

胞的恶性转化及恶性行为：① miR-210被发现在胃癌

组织中高表达，且其表达与患者预后不良显著正相
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关，miR-210在体外可促进细胞侵袭及迁移能力，但

机制尚不完全明确[9]；②乳腺癌患者血清及肿瘤组织

miR-210 均表达上调，且其表达与患者淋巴结转移

及不良预后相关 [10-11]，miR-210 还可在体外介导乳腺

癌细胞 BT474 曲妥珠单抗敏感性降低，影响人类表

皮生长因子受体 -2 (human epidermal growth factor

receptor-2，Her-2)靶向治疗疗效 [11]；③ miR-210 是影

响结直肠癌患者预后的独立危险因素，其表达与患者

肿瘤大小、淋巴结转移均显著相关，体外实验显示上

调结直肠癌细胞 miR-210 的表达后细胞转移能力显

著增强，其机制与上调细胞液泡膜蛋白 1 (vacuole

membrane protein 1，VMP1)的表达有关 [12]；④非小细

胞肺癌中 miR-210 的高表达同样预示着患者的不良

预后[13]，同时miR-210参与促进非小细胞肺癌的放疗

抵抗 [14]；⑤ miR-210 还可通过调控食管癌细胞周期，

促进细胞增殖能力，并通过介导食管癌干细胞特性

的维持，导致细胞放疗抵抗的发生 [15-16]；⑥ miR-210

对脑胶质瘤患者的预后也具有重要的预测作用，可作

为潜在的血清及组织的诊断标志物[17-18]，下调脑胶质

瘤细胞 miR-210 的表达后可抑制其干细胞特性及放

疗抵抗能力[19]。目前针对miR-210与黑色素瘤的相关

研究仍为空白，本研究通过 qPCR等实验技术明确了

miR-210在黑色素瘤中的表达特征及其对细胞侵袭迁

移能力的影响，并对可能的相关机制进行了探究。

本研究结果显示，恶性黑色素瘤组织中miR-210

的表达水平显著高于交界痣及正常皮肤组织，提示

miR-210可能在恶性黑色素瘤发生发展中发挥一定促

进作用，通过慢病毒转染干扰 miR-210 载体，外源性

下调了人黑色素瘤细胞 A375 中 miR-210 的表达，

Transwell侵袭及迁移实验结果显示，miR-210干扰后

细胞侵袭及迁移能力显著下调，提示miR-210对A375

细胞转移的促进作用。MMP 是一类蛋白水解酶，其

主要功能为降解细胞外基质，可介导肿瘤的浸润与转

移，MMP-2及MMP-9作为重要的MMP成员，在多种

恶性肿瘤中表达上调，并促进肿瘤细胞的体内外转移

能力[20]。本研究发现干扰miR-210表达后，A375细胞

MMP-2 及 MMP-9 表 达 水 平 均 显 著 下 调 ，表 明

miR-210 可通过介导 MMP-2 及 MMP-9 的表达促进

恶性黑色素瘤细胞转移。笔者将在接下来的实验中

对 miR-210 调节 MMP-2 及 MMP-9 的具体机制进行

进一步探究，并寻找可能的相互作用分子，为miR-210

的黑色素瘤诊断试剂盒及靶向药物的开发提供实验

依据。
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