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[摘 要] 目的：探讨miR-17-5p通过调控乳腺癌转移抑制基因 1相似基因（breast cancer metastasis suppressor 1 like，BRMS1-

like或BRMS1L）表达调控鼻咽癌细胞增殖和侵袭的分子机制。方法：收集2014年1月至2017年12月间平煤神马医疗集团总医

院收治的40例鼻咽癌患者切除的鼻咽癌组织及其相应的癌旁组织标本，以及鼻咽癌细胞系CNE 2、HONE 1、C666-1和鼻咽部永

生化上皮细胞株NP69，采用 qPCR检测miR-17-5p在癌组织和癌细胞系中的表达水平。通过StarBase数据库预测BRMS1L与

miR-17-5p的靶向关系，采用双荧光素酶报告基因实验进行验证。WB检测转染miR-17-5p模拟物和抑制物对CNE2细胞中

BRMS1L表达的影响；CCK-8、Transwell和流式细胞术检测miR-17-5p/BRMS1L分子轴对CNE2细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡的影

响。结果：miR-17-5p在鼻咽癌组织和鼻咽癌细胞系中呈高表达（P<0.05或P<0.01），下调miR-17-5p显著抑制CNE2细胞增殖、

侵袭、迁移但促进细胞凋亡（P<0.05或P<0.01）。miR-17-5p靶向作用于BRMS1L并下调其表达水平。过表达BRMS1L可显著抑

制CNE2细胞增殖、侵袭、迁移而促进细胞凋亡（均P<0.01）；而同时过表达miR-17-5p和BRMS1L可逆转上述作用（均P<0.01）。

结论：miR-17-5p通过靶向下调BRMS1L的表达，进而促进CNE2细胞增殖、侵袭和迁移而抑制细胞凋亡。
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miR-17-5p regulates proliferation, invasion, migration and apoptosis of nasopha-
ryngeal carcinoma CNE2 cells by down-regulating BRMS1L expression
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[Abstract] Objective: To explore the molecular mechanism of miR-17-5p regulating the proliferation and invasion of nasopharyngeal

carcinoma cells by regulating the expression of breast cancer metastasis suppressor 1 like (BRMS1-like or BRMS1L) gene. Methods: A

total of 40 cases of nasopharyngeal carcinoma tissues and corresponding paracancerous tissues resected from nasopharyngeal carcinoma

patients, who were admitted to the General Hospital of Pingdingshan Shenma Medical Group during January 2014 to December 2017, were

included in this study; in addition, nasopharyngeal carcinoma cell lines CNE 2, HONE 1, C666-1 and nasopharyngeal immortalized epithelial

cell line NP69 were also collected for this study. The expression of miR-17-5p in nasopharyngeal carcinoma tissues and cell lines was detected

by qPCR. The targeted relationship between BRMS1L and miR-17-5p was predicted by the StarBase and verified by the Dual luciferase

reporter gene assay. Effects of transfection of miR-17-5p mimics and inhibitors on the expression of BRMS1L in CNE2 cells were detected

by WB assay. CCK-8, Transwell and Flow cytometry were used to detect the effects of miR-17-5p/BRMS1L axis on the proliferation,

migration, invasion and apoptosis of CNE 2 cells. Results: miR-17-5p was highly expressed in nasopharyngeal carcinoma tissues and cell

lines (P<0.05 or P<0.01). Knockdown of miR-17-5p significantly inhibited proliferation, invasion and migration of CNE2 cells but promoted

apoptosis (P<0.05 or P<0.01); miR-17-5p targeted BRMS1Land down-regulated its expression. Over-expression of BRMS1L significantly

inhibited the proliferation, invasion and migration of CNE2 cells but promoted apoptosis (all P<0.01); while simultaneous over-expression

of miR-17-5p and BRMS1L reversed the above effects (all P<0.01). Conclusion: miR-17-5p promoted proliferation, invasion, migration

and inhibited apoptosis of CNE 2 cells by down-regulating the expression of BRMS1L.
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鼻咽癌是一种发生于鼻咽部的鳞状上皮细胞

癌，是头颈部肿瘤中最为常见的恶性肿瘤之一，目

前，鼻咽癌的治疗手段主要依靠放射治疗结合药物

化疗为主[1]，但肿瘤细胞的高增殖性、高侵袭性仍然

是导致鼻咽癌患者复发甚至患者死亡的主要原因[2]，

因此，深入探讨鼻咽癌增殖、侵袭等恶性生物学行为

的分子机制对鼻咽癌患者的预后及临床治疗具有重

要意义。miR-17-5p作为一类促癌因子在鼻咽癌中

高表达并促进肿瘤细胞增殖、侵袭，介导癌症的发

展[3]。乳腺癌转移抑制基因 1 相似基因 BRMS1L

（breast cancer metastasis suppressor 1 like，BRMS1 -

like或BRMS1L）在卵巢癌[4]、神经质瘤[5]、乳腺癌[6]等

多种恶性肿瘤中发挥抑癌基因的作用 ，但对

BRMS1L在鼻咽癌中的作用还知之甚少，为此，本研

究的主要目的是探究miR-17-5p和BRMS1L对鼻咽

癌细胞的增殖、侵袭的影响，为今后鼻咽癌的诊断和

治疗提供新的研究靶点。

1 材料与方法

1.1 临床样本收集

收集 2014年 1月至 2017年 12月平煤神马医疗

集团总医院病理科活检取得并经病理证实的鼻咽癌

组织以及癌旁正常鼻咽组织各 40例，所有患者术前

均未经放、化疗，标本均为术后立即取材，于液氮中

保存备用。纳入标准：（1）经医院鼻咽镜检验、MRI、

病理组织学检查结果确诊为确认鼻咽癌；（2）所有患

者术前均未经过放疗、化疗等治疗手段。排除标准：

（1）不同意样本采集患者；（2）不能耐受手术以及合

并有免疫系统疾病的患者；（3）治疗前经过放疗、化

疗等治疗手段的患者。所有入组研究患者研究开始

前均签署知情同意书，试验方案获得本院伦理委员

会审查批准。

1.2 细胞系和主要试剂

人鼻咽癌细胞系 CNE2（编号：BNCC341794）、

HONE1（编 号 ：BNCC338405）、C666 - 1（编 号 ：

BNCC337872）和鼻咽部永生化上皮细胞株NP69（编

号：BNCC338439）均购买于北纳创联生物科技有限

公司，DMEM和胎牛血清购自美国Biological Indus-

tries公司，青霉素和链霉素均购自北京雷根生物技术

有限公司，miR-17-5p和BRMS1L的敲降/过表达载体

以及引物（U6、miR-17-5p）均购自GenePharma公司，

CCK-8试剂盒购自美国Sigma公司，Transwell小室购

自美国 Corning 公司，LipofectamineTM 2000、RNA 提

取试剂盒和SYBR GREEN试剂盒均购自北京天根生

化科技公司，pmirGLO luciferase Target Expression

Vector 及 Dual-Luciferase Reporter Assay Kit 购买于

Promega 公司，免疫印迹一抗（Anti-BRMS1L anti-

body (货号：ab107171)）和二抗均购自Abcam公司。

1.3 人鼻咽癌细胞和鼻咽部永生化上皮细胞培养和

转染

将人鼻咽癌细胞 CNE 2、HONE 1、C666-1 和鼻

咽部永生化上皮细胞株NP69置于含10%胎牛血清、

青霉素 100 U/ml和链霉素 100 μg/ml的DMEM培养

液中，在 37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养。取对数

生长期细胞进行实验。按照LipofectamineTM 2000试

剂盒说明书分别转染：miR-17-5p inhibitor、miR-17-

5p mimics、pcDNA-BRMS1L、miR - 17 - 5p mimics +

pcDNA-BRMS1L。每个实验组设 3个复孔，并设置

NC对照。转染 48 h后置于荧光显微镜下观察细胞

的转染效果，再通过qPCR或WB检测表达量验证。

1.4 qPCR检测鼻咽癌组织和细胞中miR-17-5p的表

达水平

按照RNA提取试剂盒提取鼻咽癌组织和细胞总

RNA，NanoDrop检测RNA的浓度及纯度，取 500 ng

总 RNA 为模板逆转录，逆转录制备 cDNA，根据

SYBR GREEN试剂盒说明书操作，以U6作为内参对

照，进行qPCR扩增检测。引物序列如下：miR-17-5p

正向引物为 5’-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3’、

反向引物为 5’-CAGAGCAGGGTCCGAGGTA-3’；

U6，正向引物为 5’-CTTCGGCAGCACATATACTA-

AAAT - 3’、反 向 引 物 为 5’- AATATGGAAC-

GCTTCACGA-3’；建立终体积为20 μl的PCR反应体

系：10 μl SYBR Green Mix、0.5 μl PCR Forward Prim-

er、0.5μl PCR Reverse Primer、2 μl cDNA 溶液、7 μl

H2O，PCR热循环参数为 95℃ ℃预变性 5 min，94 ℃

变性30 s，60℃退火30 s，72℃延伸5 min进行35个循

环。检测结果采用2-ΔΔCt法计算目标物相对表达量。

1.5 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 验 证 miR-17-5p 与

BRMS1L的靶向关系

扩增BRMS1L基因3’UTR片段，将miR-17-5p与

BRMS1L结合部位的序列（WT）及其突变体序列（MUT）

插入到萤火虫荧光素酶基因下游构建表达载体。将miR-

17-5p mimics与pmirGLO-BRMS1L-Wt/Mut重组质粒，

以及对照组miR-17-5p scramble与BRMS1L的野生型

或突变型重组质粒与LipofectamineTM 2000脂质体混合

后转染HEK 293T细胞，转染48 h后，根据双荧光素酶
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报告基因检测试剂盒说明检测荧光素酶活性。

1.6 WB 检测 miR-17-5p 对 CNE2 细胞 BRMS1L 蛋

白表达水平的影响

收集转染 72 h后的CNE2细胞，使用RIPA细胞

裂解液提取各组细胞总蛋白，采用BCA法检测蛋白

浓度及纯度；取20 μg总蛋白加1×上样缓冲液煮沸变

性，SDS-PAGE分离蛋白后，将蛋白全部转移到 0.22

µm PVDF膜上。5%脱脂奶粉封闭 1 h，再向其中加

入按一定比例稀释的一抗（BRMS1L，1∶1 000；GAP-

DH，1∶1 000），4 ℃下过夜培养。洗膜缓冲液冲洗蛋

白 3次，每次5 min，随后加入山羊抗兔二抗（1∶5 000），

37 ℃孵育 1 h，洗膜 3次后用ECL化学发光液显色，

凝胶成像器进行蛋白成像，拍照记录，并用 Image J软

件对蛋白条带灰度进行半定量分析。

1.7 CCK-8 法检测 miR-17-5p 对 CNE2 细胞增殖活

力的影响

将经过转染处理后处于对数生长期的的CNE2

细胞接种于 96孔板，每孔含细胞 1×104个，每孔加入

培养基 100 μl。于待检测前 1 h 向每孔加入 10 μl

CCK-8溶液。然后使用酶标仪进行检测450 nm波长

处的光密度（D）值，以D值代表细胞增殖活力。每组

进行3次重复实验。

1.8 流式细胞术检测miR-17-5p对CNE2细胞凋亡

的影响

将经过转染处理后处于对数生长期的的CNE2

细胞，PBS清洗两次。均匀地将细胞与5 μl Annexin-

V-FITC以及 500 μl预冷的 1×结合缓冲液混合，孵育

15 min（注意避光），上机前5 min加入2.5 μl PI染色，

流式细胞仪检测CNE2细胞的凋亡情况。

1.9 Transwell 实验检测 miR-17-5p 对 CNE2 细胞迁

移和侵袭能力的影响

将转染后的对照组和实验组CNE2细胞用胰酶

消化处理后，接种于Transwell小室24孔板内，上室加

100 μl（细胞密度为1×105个/ml）细胞悬液。在侵袭实

验中将Matrigel基质胶加入Transwell小室上室的聚

碳酸酯滤膜上，迁移实验则不需要预铺Matrigel。之

后下室加200 μl含10%胎牛血清的培养基，37℃、5%

CO2培养箱中培养48 h后，取出小室，棉签擦去微孔

膜上室的细胞，PBS小心冲洗小室上下面2遍，4%的

多聚甲醛固定下室细胞 15 min，结晶紫染色 15 min，

PBS冲洗小室，干燥后置于200倍的倒置显微镜下观

察，计数穿膜细胞。

1.10 统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计分析，采用Graph-

Pad Prism 7.0软件对实验数据进行绘图所有实验独

立重复 3次。两组间比较采用 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-17-5p在鼻咽癌组织及细胞系中高表达

qPCR 检测结果显示，miR-17-5p 在鼻咽癌组织

中的表达显著高于癌旁组织（P<0.01，图 1A）；miR-

17-5p在人鼻咽癌细胞系中的表达均显著高于NP69

细胞（均P<0.05，图 1B），其中CNE2细胞中miR-17-

5p的表达水平最高，因此选择该细胞进行后续实验。

**P<0.01 vs Adjacent tissue; △P<0.05, △△P<0.01 vs NP69 cell; ▲▲ P<0.01 vs CNE 2 cell

A: Expression of miR-17-5p in nasopharyngeal carcinoma tissues was detected by qPCR; B: Expression of

miR-17-5p in nasopharyngeal carcinoma cell lines was measured by qPCR

图1 miR-17-5p在鼻咽癌组织和癌细胞系中高表达

Fig.1 miR-17-5p was up-regulated in nasopharyngeal carcinoma tissues and cancer cell lines

2.2 下调miR-17-5p可抑制CNE2细胞增殖、迁移、

侵袭并诱导细胞凋亡

qPCR 结果（图 2A）显示，与对照组相比，转染

miR-17-5p inhibitor 显著抑制 CNE2 细胞 miR-17-5p

表达（P<0.01）。CCK-8 实验结果（图 2B）显示，在

CNE2细胞中下调miR-17-5p后，细胞增殖活力显著
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低于对照组（P<0.01）。Transwell 实验结果显示，下

调 miR-17-5p 的 CNE2 细胞迁移（图 2C）和侵袭（图

2D）能力显著低于对照组（P<0.05）。流式细胞术检

测结果（图 2E）显示，与对照组相比，下调miR-17-5p

可显著提高CNE2细胞凋亡水平（P<0.01）。

**P<0.01 vs NC group

A: The expression of miR-17-5p was detected by qPCR; B: The proliferation of CNE2 cells was measured by CCK-8;

C-D: The migration and invasion of CNE2 cells were tested by Transwell assay (×200); E: The cell apoptosis of CNE2

cells was verified by Flow cytometry

图2 下调miR-17-5p可抑制CNE2细胞增殖、迁移、侵袭并诱导细胞凋亡

Fig.2 miR-17-5p knockdown inhibited proliferation, migration and invasion of CNE 2 cells and induced apoptosis

2.3 miR-17-5p靶向下调BRMS1L表达

通过 StarBase 数据库（http://starbase. sysu. edu.

cn/）进行预测，结果（图 3A）得知，BRMS1L 是 miR-

17-5p潜在靶基因。双荧光素酶报告基因实验检测结

果（图3B）表明，过表达miR-17-5p显著抑制BRMS1L

野生型质粒荧光强度（P<0.01），而BRMS1L突变型

质粒过表达miR-17-5p后荧光强度与对照组无显著

差异。同时，WB检测结果（图 3C）表明，在CNE2细

胞中过表达miR-17-5p显著抑制BRMS1L的表达（P<

0.01）。

2.4 miR-17-5p通过下调BRMS1L促进CNE2细胞增

殖、迁移侵袭并抑制细胞凋亡

WB检测结果（图4A）显示，与对照组相比，转染

pcDNA-BRMS1L显著增加CNE2细胞BRMS1L的表

达；同时转染miR-17-5p mimics和 pcDNA-BRMS1L

组CNE2细胞中BRMS1L的表达水平与对照组无显
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著差异（P<0.01）。CCK-8实验结果（图 4B）显示，与

对照组相比，过表达BRMS1L显著抑制CNE2细胞增

殖活力（P<0.01）。Transwell实验结果（图4C和D）显

示，过表达BRMS1L与对照组相比，CNE2细胞的迁

移和侵袭能力降低，而同时过表达 miR-17-5p 和

BRMS1L 则与对照组差异无统计学意义（P<0.01）。

流式细胞术检测结果（图4E）显示，与对照组相比，过

表达BRMS1L显著促进CNE2细胞凋亡，而同时过表

达miR-17-5p和BRMS1L与对照组相比无显著差异

（P<0.01）。

**P<0.01 vs NC group

A: The binding site between miR-17-5p and BRMS1L was verified by StarBase; B: The luciferase activity was detected by Dual

luciferase reporter gene assay; C: The expression of BRMS1L was verified by WB

图3 BRMS1L是miR-17-5p的靶基因

Fig.3 BRMS1L was a target gene of miR-17-5p

3 讨 论

随着对非编码RNA研究的不断深入，微小RNA

在肿瘤中的调控机制已受到越来越多研究人员的重

视，miRNA通过调控靶基因发挥抑癌或促癌的作用

已成为在分子生物学基础上研究肿瘤发生发展的一

大热点[7-8]。miR-17-5p在多种人类恶性肿瘤中具有

促癌作用，如 miR-17-5p 在乳腺癌中高表达，敲降

miR-17-5p能抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭能力[9] ；

过表达miR-17-5p可促进甲状腺癌[10]、口腔癌[11]以及

鼻咽癌[3]等多种头颈部肿瘤的发展。以上研究证实，

miR-17-5p可作为促癌基因调控肿瘤的发展。本研

究通过组织和细胞实验也发现，miR-17-5p在鼻咽癌

组织和细胞系中高表达，敲降miR-17-5p能显著抑制

鼻咽癌 CNE2 细胞的增殖、迁移侵袭并诱导细胞凋

亡，但miR-17-5p调控鼻咽癌的具体机制还需进一步

探究。

miRNA是通过促进或抑制下游靶基因的转录翻

译进而发挥调控作用[12-13]。miR-17-5p通过靶向下调

TGF-β的表达进一步促进宫颈癌细胞增殖和转移[14]。

本研究通过 Starbase 生物信息学软件预测发现

BRMS1L可能是miR-17-5p的靶基因，并通过WB证

实 miR - 17 - 5p 靶 向 负 调 控 BRMS1L 的 表 达 。

BRMS1L作为BRMS1（乳腺癌转移抑制基因 1）的同

源基因，可通过增强组蛋白脱乙酰化酶复合物的脱

乙酰化作用，招募mSin3A-HDAC复合物，调控肿瘤

生长转基因启动子[15-16]，进而抑制肺癌、乳腺癌等多

种肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移；同时，BRMS1L在体

内能通过调控维持Wnt信号通路相关靶基因的转录

抑制状态[17]，并参与基因转录、蛋白翻译等生物过程

调节细胞生长，进而作为抑癌基因在肺癌[18]、乳腺

癌[19]以及多种头颈部肿瘤[20]的发生发展中发挥作用，

但目前BRMS1L在鼻咽癌中的具体作用并不清楚。

本研究发现 BRMS1L 在鼻咽癌中低表达，过表达

BRMS1L能抑制CNE2细胞增殖、侵袭、迁移并促进

细胞凋亡，当同时过表达miR-17-5p和BRMS1L时能

逆转此现象。

由此，本研究证实 miR-17-5p 通过靶向下调

BRMS1L的表达促进鼻咽癌CNE2细胞恶性生物学

行为，为今后鼻咽癌诊治相关研究提供新的实验依

据和生物学靶标，但BRMS1L是否能通过调控下游

信号通路（如Wnt/β-catenin），或者与其他蛋白相互作

用（mSin3A-HDAC复合物）进而介导CNE 2的恶性

生物学行为还有待更深一步探究。
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**P<0.01 vs NC (1) group

A: The expression of BRMS1L was detected by WB; B: The proliferation of CNE 2 cells was measured by CCK-8; C-D: The invasion

and migration of CNE 2 cells were verified by Transwell assay (×200); E: The apoptosis of CNE 2 cells was verified by Flow cytometry

1: NC group; 2: pcDNA-BRMS1L group; 3：miR-17-5p mimics+pcDNA-BRMS1L group

图4 miR-17-5p通过下调BRMS1L促进CNE2细胞增殖、迁移、侵袭并抑制细胞凋亡

Fig.4 miR-17-5p promoted the proliferation, migration and invasion of CNE 2 cell and inhibited apoptosis

by down-regulating BRMS1L
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