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微小RNA-380-5p在宫颈癌组织及细胞中的表达及其通过下调RHOA抑制C33A
细胞的增殖和迁移

韩炜珍，姜鹍，杨长群，颜琳，谭照平，熊国平（华中科技大学 同济医学院附属武汉中心医院 妇产科，湖北 武

汉 430014）

[摘 要] 目的：检测微小RNA-380-5p（miR-380-5p）在人宫颈癌组织和细胞系中的表达，探讨其抑制宫颈癌C33A细胞增殖和

迁移的作用机制。方法：收集2016年12月至2017年7月同济医学院附属武汉中心医院妇产科手术切除的16例宫颈癌患者癌组

织和对应的癌旁组织标本，以及宫颈癌细胞系HCC94、C33A、Hela、SiHa和人子宫颈上皮永生化细胞H8，用 qPCR法检测miR-

380-5p在癌及癌旁组织、4种宫颈癌细胞及H8细胞中的表达。用脂质体转染技术将miR-380-5p mimic（实验组）和miR-NC（阴性

对照组）瞬时转染C33A细胞，用qPCR法检测转染后细胞中miR-380-5p表达，CCK-8法和Transwell小室法分别检测转染细胞的

增殖和迁移能力。用生物信息学软件TargetScan预测miR-380-5p的下游基因，用双荧光素酶报告基因实验验证miR-380-5p对下

游基因Ras同源基因家族成员A（Ras homolog gene family member A，RHOA）的结合作用，qPCR法和Western blotting检测miR-

380-5p下游基因RHOA的表达。结果：宫颈癌组织中miR-380-5p表达水平明显低于癌旁组织（P<0.01），宫颈癌细胞系中miR-

380-5p表达水平均明显低于H8细胞（P<0.05），以C33A细胞中的表达水平最低（P<0.01）。与阴性对照组比较，转染miR-380-5p

mimic能显著抑制C33A细胞的增殖（P<0.05）和迁移能力（P<0.01），且下调RHOA、ROCK1、ROCK2、CDK2和N-cadherin蛋白的表

达（均P<0.01）。生物信息学软件预测RHOA可能为miR-380-5p的调控基因，双荧光素酶报告基因实验结果显示miR-380-5p可与

RHOA 3’-非编码区（UTR）特异性结合，miR-380-5p可明显下调RHOA基因的表达（P<0.01）。结论：miR-380-5p在宫颈癌组织

及细胞系中低表达，过表达miR-380-5p可能通过下调RHOA及其下游蛋白的表达抑制宫颈癌C33A细胞的增殖和迁移。
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Expression of microRNA-380-5p in cervical cancer tissues and cell lines and its
inhibition on proliferation and migration of C33A cells by down-regulating RHOA

HAN Weizhen, JIANG Kun, YANG Changqun, YAN Lin, TAN Zhaoping, XIONG Guoping (Department of Obstetrics and Gynecology,

the Central Hospital of Wuhan Affiliated to Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan

430014, Hubei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of microRNA-380-5p (miR-380-5p) in cervical cancer tissues and cell lines, and

to explore the mechanism of miR-380-5p inhibiting the proliferation and migration of cervical cancer cells. Methods: 16 pairs of cervi-

cal cancerous tissues and corresponding para-cancerous tissues were collected from the Department of Obstetrics and Gynecology, the

Affiliated Wuhan Central Hospital of Tongji Medical College from December 2016 to July 2017; in addition, cervical cancer cell lines

(HCC94, C33A, Hela, SiHa) and human cervical epithelial immortalized H8 cells were also collected for this study. The expression of

miR-380-5p in above mentioned tissues and cell lines was detected by Real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR). miR-

380-5p mimic (experimental group) and miR-NC (negative control group) were transiently transfected into C33A cells by lipofection,

and qPCR was used to detect the expression of miR-380-5p in the transfected cells. Cell proliferation and migration were evaluated by

cell counting kit (CCK-8) and Transwell assay. Bioinformatics software TargetScan predicted the downstream genes of miR-380-5p,

and dual luciferase reporter assay was used to verify the binding of miR-380-5p to the downstream gene RHOA (Ras homolog gene

family member A). qPCR and Western blotting were used to detect the expression of miR-380-5p downstream gene-RHOA. Results:

The expression level of miR-380-5p in cervical cancer tissues and cell lines was significantly lower than that in para-cancerous tissues

and normal cervical epithelial H8 cells (P<0.01); and the expression in C33A cells was the lowest (P<0.01). Compared with the nega-

tive control group, the miR-380-5p mimic transfection singnificantly inhibited the proliferation (P<0.05) and migration ability of C33A
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cells (P<0.01), and down-regulated protein expressions of RHOA, ROCK1, ROCK2, CDK2 and N-cadherin (all P<0.01). Bioinformat-

ics software predicted that RHOA may be a downstream gene of miR-380-5p, and dual luciferase reporter assay proved the specific

binding of miR-380-5p to the 3'UTR of RHOA (P<0.01). miR-380-5p could significantly down-regulate RHOA gene expression (P<

0.01). Conclusion: miR-380-5p is low-expressed in cervical cancer cell lines. Over-expression of miR-380-5p may inhibit the prolifera-

tion and migration of cervical cancer C33A cells by down-regulating the expression of RHOA gene and its downstream proteins.

[Key words] microRNA-380-5p; cervical cancer; RHOA; proliferation; migration

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(1):85-89. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.01.014]

宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤，其转移是其致

死的主要原因之一，早期发现并及时治疗是治疗宫

颈癌的关键[1]。研究敏感的标志物用于早期宫颈癌

诊断，是防治宫颈癌的重要研究方向[2]。微小核糖核

酸（microRNA，miRNA）是一类长度约为 19~25个核

苷酸的RNA，不具有编码蛋白的功能，可在转录后调

控靶基因的表达[3]。miRNA参与细胞增殖、分化、凋

亡等各种生物学行为的调控，在肿瘤的发生发展中

起到重要作用[4]。近年来，miRNA在宫颈癌中的研究

备受关注[5]。但是miR-380-5p的研究报道较少，特别

是对在宫颈癌细胞的作用研究尚未见报道。本研究

通过检测宫颈癌患者癌组织和宫颈癌细胞系中miR-

380-5p的表达水平，旨在探讨miR-380-5p在宫颈癌

中的调控作用及其对宫颈癌细胞增殖和迁移的作用

机制。

1 资料与方法

1.1 组织标本来源

16例宫颈癌组织和对应的癌旁组织（距肿瘤外

缘2 cm）标本来自2016年12月至2017年7月华中科

技大学同济医学院附属武汉中心医院妇产科手术切

除治疗的患者。患者术前均未行任何放化疗，标本

均经 2名以上病理学医师确诊。所有标本采集前均

告知患者并签署知情同意书，研究方案经所在医院

伦理委员会批准。

1.2 细胞系及主要试剂

人宫颈癌细胞系HCC94、C33A、HeLa和SiHa及

人子宫颈上皮永生化细胞H8购自中国医学科学院基

础医学研究所。DMEM/F12 培养基、RPMI 1640培

养基和胎牛血清购自美国Gibco公司，RNA提取试剂

盒和 qPCR 试剂盒购自日本 TaKaRa 公司，miR-380-

5p mimic、miR -NC、RHOA ⁃ 3’UTR 野生型质粒

（RHOA-wt）和 RHOA⁃3’UTR 突变型质粒（RHOA-

mut）购自广州市锐博生物科技有限公司，脂质体转

染试剂 LipofectamineTM 3000 购自美国 Invitrogen 公

司，PCR引物购自上海生工生物工程有限公司，CCK-

8试剂盒和二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量试剂盒购自

上海长嘉公司，Transwell 小室购自美国 Corning 公

司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国 Pro-

mega公司，一抗α-Tubulin、RHOA、ROCK1、ROCK2、

CDK2、N-cadherin和辣根过氧化物酶（HRP）标记的

二抗均购自美国 Abcam 公司，增强型化学发光

（ECL）检测试剂盒购自北京中杉金桥生物技术公司。

1.3 细胞培养、分组及转染

在 37 °C、5%CO2、饱和湿度的培养箱中，用含

10% 胎牛血清的 DMEM / F12 培养基常规培养

HCC94、HeLa和SiHa细胞，用含10%胎牛血清的RP-

MI 1640培养基常规培养C33A和H8细胞。将处于

对数生长期的细胞于转染前 1 d接种于 6孔板，保证

转让时细胞汇合度达到 50%以上。将C33A细胞随

机分为实验组、阴性对照组，实验组转染miR-380-5p

mimic，阴性对照组转染miR-NC。转染操作严格按

照LipofectamineTM3000试剂盒说明书进行。

1.4 qPCR法检测宫颈癌组织及细胞系中miR-380-

5p和下游基因mRNA表达

采用TRIzol 法提取细胞总 RNA ，使用 RNA 逆

转录试剂盒逆转录 RNA 为 cDNA，用 qPCR 试剂

盒说明书进行 qPCR 反应。PCR引物序列：miR-380-

5p F 为 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，R 为 5’-

CAGTGCGTGTCGTGGAGT- 3’；U6 F 为 5’- CTC-

GCTTCGGCAGCACA-3’，R 为 5’-AACGCTTCAC-

GAATTTGCGT-3’；GAPDH F 为 5’-CTGGGCTA-

CACTGAGCACC - 3’，R 为 5’- AAGTGGTCGTT-

GAGGGCAATG - 3’；RHOA F 为 5’- AGCCTGTG-

GAAAGACATGCTT-3’，R 为 5’-TCAAACACTGT-

GGGCACATAC-3’。每个样本设 4 个复孔。反应条

件 ：94 ℃ 10 min，95 ℃ 6 s、62 ℃ 20 s、72 ℃ 20 s，

共 40 个循环。结果采用 2⁃△△Ct 法计算，分别以U6 和

GAPDH 为内参，分析 miR-380-5p 和 RHOA mRNA

表达量。实验重复 4 次。

1.5 CCK-8法检测miR-380-5p对C33A细胞增殖的

影响

收集转染 24 h的细胞，重悬计数，以 3×103个/孔

接种于96孔板，在每个时间点每孔加入10 μl CCK-8

溶液，连续培养3 h，酶标仪上机检测每孔波长在450

nm处的光密度（D）值，分别于接种后1、2、3、4、5 d进

行检测。以时间（t）为横轴，D值为纵轴，绘制细胞增

殖曲线。每组设4个复孔，实验重复4次。
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1.6 Transwell小室法检测miR-380-5p对C33A细胞

迁移的影响

收集转染48 h后的细胞，无血清培养基重悬，取

200 μl密度为 1.0×105个/ml的细胞加入Transwell上

室，下室加入 600 μl含血清的培养基连续培养 24 h，

多聚甲醛固定 20 min，0.1%结晶紫染色 20 min后流

水漂洗，倒置显微镜下计数穿膜细胞数取平均值。

实验重复4次。

1.7 生物信息学预测、双荧光素酶报告基因实验检

测miR-380-5p的下游靶基因

利用生物信息学软件 TargetScan 预测 miR-380-

5p的下游基因为RHOA，预测的结合位点见图1。构

建野生型及突变型 RHOA 3’UTR的报告基因质粒，

将野生型和突变型质粒转染入细胞，同时共转染

miR-380-5p mimic或miR-NC。48 h后收集细胞，通

过双荧光素酶检测试剂盒说明书检测各组萤火虫荧

光素酶和海肾荧光素酶的活性。相对荧光素酶活性

=萤火虫荧光强度/海肾荧光强度。

图1 生物信息学软件预测miR-380-5p与

RHOA mRNA的结合位点

Fig.1 Bioinformatics software predicts the binding

site of miR-380-5p to RHOA mRNA

1.8 Western blotting检测宫颈癌细胞中相关蛋白的

表达

收集转染48 h后的细胞，加入细胞裂解液裂解，裂

解提取总蛋白，BCA法检测蛋白浓度。每组取50 μg蛋

白，经SDS-PAGE、转膜、5%脱脂牛奶室温封闭1 h，磷

酸盐吐温缓冲液洗3次，加入一抗（α-Tubulin、RHOA 、

ROCK1 、ROCK2 、CDK2 、N-cadherin ，按 1∶1 000稀

释），4 ℃孵育过夜。磷酸盐吐温缓冲液洗3次，加入二

抗（1∶10 000），室温孵育2 h，增强型化学发光试剂（ECL）

显影，观察、分析蛋白条带的灰度值。

1.9 统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件和Graphpad 5.0软件对

数据进行统计分析和作图。计量资料以 x̄±s表示，组

间比较采用 t检验。以P<0.05或P<0.01表示差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-380-5p在宫颈癌组织和细胞系中的低表达

qPCR检测结果（图 2）显示，宫颈癌组织中miR-

380-5p 的表达明显低于癌旁组织 [（2.06±0.18）vs

（4.04 ± 0.22），t=7.01，P<0.01]；在宫颈癌 HCC94、

C33A、Hela和SiHa细胞中miR-380-5p表达水平均显

著低于H8细胞（均P<0.05）。以在C33A细胞中的表

达水平最低（P<0.01），因此后续实验选用 C33A

细胞。

*P<0.05，**P<0.01 vs H8 cells

图2 宫颈癌细胞株和宫颈上皮永生化细胞

H8中miR-380-5p的表达

Fig.2 Expression of miR-380-5p in cervical cancer cell lines

and cervical epithelial immortalized H8 cells

2.2 转染miR-380-5p后C33A细胞中miR-380-5p高

表达

qPCR检测结果显示，转染miR-380-5p mimic后，

C33A细胞miR-380-5p表达水平显著高于阴性对照

组[（14.89±1.14）vs（1.06±0.19），t=11.93，P<0.01）]。

2.3 转染miR-380-5p后提高C33A细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图3）显示，转染miR-380-5p

mimic后第4天和第5天时，C33A细胞的增殖能力显

著高于阴性对照组（P<0.05）。结果说明，高表达

miR-380-5p提高C33A细胞的增殖能力。

*P<0.05，**P<0.01 vs Ctrl group

图3 miR-380-5p对C33A细胞增殖的影响

Fig.3 Effect of miR-380-5p on proliferation of C33A cells

2.4 转染miR-380-5p后抑制C33A细胞的迁移能力

Transwell小室法检测结果（图4）显示，转染miR-

380-5p mimic后，C33A细胞的穿膜细胞数显著低于

阴性对照组[（78.75±15.65）vs（196.70±17.94）个，t=
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4.95，P<0.01]。结果表明，miR-380-5p 抑制 C33A 细

胞的迁移能力。

图4 miR-380-5p对C33A细胞迁移能力的影响（（×100））

Fig.4 Effect of miR-380-5p on migration of C33A cells（（×100））

2.5 miR-380-5p可直接结合RHOA基因

双荧光素酶报告基因检测实验结果（图5）显示，

miR-380-5p mimic可明显抑制野生型RHOA 3’UTR

质粒（RHOA-wt）转染细胞的荧光素酶活性(P<0.01)，

而对突变型RHOA 3’UTR质粒（RHOA-mut）转染细

胞的荧光素酶活性并无影响(P>0.05)。结果证实，

miR-380-5p可直接结合RHOA基因。

2.6 转染miR-380-5p后C33A细胞中RHOA mRNA

低表达

qPCR 结果显示，转染 miR-380-5p mimic 后，

C33A细胞RHOA mRNA表达水平显著低于阴性对

照组[（0.32±0.06）vs（1.04±0.16），t=4.30，P<0.01]。

**P<0.01 vs miR-NC+RHOA-wt group

图 5 荧光素酶报告基因验证C33A细胞中miR-380-5p

与RHOA 3’’UTR的靶向结合

Fig.5 Luciferase reporter gene assay was used to

verify the targeted binding of miR-380-5p and 3' UTR of

RHOA in C33A cells

2.7 转染miR-380-5p后C33A细胞中RHOA、ROCK1、

ROCK2、CDK2和N-cadherin低表达

Western blotting检测结果（图 6）显示，转染miR-

380-5p mimic 后 ，C33A 细 胞 中 RHOA、ROCK1、

ROCK2、CDK2和N-cadherin表达水平均显著低于阴

性对照组（均P<0.01）。

**P<0.01 vs Ctrl group

图6 miR-380-5p转染后C33A细胞RHOA、、ROCK1、、ROCK2、、CDK2和N-cadherin低表达

Fig.6 Decreased expressions of RHOA，，ROCK1，，ROCK2，，CDK2 and N-cadherin in C33A cells after transfection of miR-380-5p

3 讨 论

miRNA是一类内源性小分子RNA，通过与靶基

因mRNA的3'非翻译区互补结合，促进靶基因mRNA

的降解或者抑制其翻译，影响基因的转录和翻译[6]。

miRNA与人类多种疾病特别是肿瘤的发生发展密切

相关，其在肿瘤的诊断和治疗中发挥重要的作用[7]。

miRNA是近年来宫颈癌防治研究的重要方向，已发

现宫颈癌中众多异常表达的 miRNA[8]。miR-211、

miR-125、miR-204、miR-187等[9-12]在宫颈癌中的癌基
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因或抑癌基因作用已被证实。miR-380-5p的研究报

道很少，在多种疾病包括肿瘤的发生发展中的功能

成为新的关注点。

本研究结果发现，宫颈癌组织中miR-380-5p的

表达水平明显低于癌旁组织，提示miR-380-5p在宫

颈癌中可能具有抑癌基因作用。转染 miR-380-5p

minic后，观察miR-380-5p对宫颈癌C33A细胞增殖

和迁移能力的影响结果显示：miR-380-5p对C33A细

胞的增殖和迁移具有抑制作用。通过对预测 miR-

380-5p靶基因进行验证，提示RHOA是miR-380-5p

调控宫颈癌 C33A 细胞增殖和迁移的可能途径。

RHOA是一种小分子G蛋白，通过促进下游RHO激

酶（ROCK）蛋白的表达，参与调控细胞的肌动蛋白骨

架[13-14]。ROCK包括ROCK1和ROCK2两种异构体，

被RHOA激活后，可促进细胞的增殖和迁移等多种

生物学活动[13]。RHOA在多种恶性肿瘤中的表达增

加，在肿瘤细胞的转移过程中发挥重要作用，其可能

成为肿瘤潜在的分子治疗靶点[15-16]。在宫颈癌的研

究中，过表达RHOA可促进宫颈癌细胞的增殖和迁

移[17-18]，RHOA可能作为新的治疗靶点。本研究结果

证明，RHOA是miR-380-5p的靶基因，miR-380-5p通

过下调RHOA表达从而发挥抑制宫颈癌细胞增殖和

迁移的作用。

综上所述，miR-380-5p在宫颈癌的发生发展过程

中起着抑癌基因的作用，该作用可能是通过下调靶基

因RHOA表达从而抑制宫颈癌细胞的增殖和迁移。miR-

380-5p可能成为潜在的宫颈癌早期诊断分子标志物，为

miRNA的临床应用提供了重要的实验基础。
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