
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Nov. 2021, Vol. 28, No. 11

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.11.003

[基金项目] 河北省医学科学研究重点课题资助项目（No. 20210082）。Project supported by the Key Projects of Medical Scientific Research Project

of Hebei Province (No. 20210082)

[作者简介] 方艳惠（1981—），女，硕士，主治医师，主要从事妇科肿瘤发生发展机制以及治疗相关研究，E-mail：fangyanhui81@163.com

[通信作者] 方艳惠（FANG Yanhui，corresponding author），E-mail：fangyanhui81@163.com

miRNA-496通过mTOR影响宫颈癌HeLa细胞的恶性生物学行为及裸

鼠移植瘤的生长

方艳惠 1，马彩娟 2，张纯丽 1，翟嘉威 1，朱巧英 1，刘茵 1（1. 河北医科大学第四医院 妇科，河北 石家庄 050011；

2. 晋州同济医院 妇科，河北 石家庄 052260）

[摘 要] 目的：探讨miR-496是否通过靶向mTOR影响宫颈癌HeLa细胞的周期、增殖、迁移、侵袭以及裸鼠移植瘤的生长。

方法：选取2020年12月至2021年12月期间于河北医科大学第四医院接受手术的74例宫颈癌患者的肿瘤标本和癌旁组织标本，

qPCR、WB法和免疫荧光法检测宫颈癌组织中 miR-496 和 mTOR 在 mRNA 和蛋白水平的表达。利用TargetScan数据库预测

miR-496的靶基因并用双荧光素酶报告基因实验进行验证。将HeLa细胞按转染物不同分为对照组、miR-496 mimic组和miR-

496 mimic+pMIR-mTOR组，CCK-8法、流式细胞术和Transwell实验分别检测miR-496和mTOR对HeLa细胞增殖、周期、迁移和

侵袭的影响。将对照组、miR-496 mimic组HeLa细胞接种至BALB/c裸鼠皮下构建宫颈癌裸鼠移植瘤模型，21 d后处死小鼠，剥

离小鼠肿瘤组织并称取瘤质量，免疫荧光法和WB法检测miR-496过表达对移植瘤组织中mTOR和Ki67表达的影响。结果：在
宫颈癌组织中，miR-496呈低表达，而mTOR mRNA和蛋白呈高表达。miR-496能够靶向结合mTOR mRNA的3’-UTR。与对照

组和miR-496 mimic+pMIR-mTOR组相比，miR-496 mimic组HeLa细胞的miR-496水平和S期细胞比例均显著升高，而增殖水平、

迁移和侵袭细胞数均显著降低（均P<0.01）。成功构建宫颈癌裸鼠移植瘤模型，接种21 d后，miR-496 mimic组移植瘤质量、移植

瘤组织中mTOR和Ki67的表达水平均显著低于对照组（均P<0.01）。结论：miR-496在宫颈癌组织中呈低表达，miR-496过表达

可通过靶向调控mTOR抑制HeLa细胞的恶性生物学行为和裸鼠移植瘤的生长。
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miRNA-496 influences the malignant biological behaviors of cervical cancer HeLa
cells and the growth of transplanted tumors in nude mice through mTOR

FANG Yanhui1, MA Caijuan2, ZHANG Chunli1, ZHAI Jawei1, ZHU Qiaoying1, LIU Yin1 (1. Department of Gynecology, the Fourth

Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China; 2. Department of Gynecology, Jinzhou Tongji Hospital,

Shijiazhuang 052260, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To explore whether miR-496 affects the cycle, proliferation, migration, and invasion of cervical cancer HeLa

cells and the growth of transplanted tumors in nude mice by targeting mTOR. Methods: The tumor specimens and para-cancerous

tissue specimens of 74 patients with cervical cancer who underwent surgery at the Fourth Hospital of Hebei Medical University from

December 2020 to December 2021 were selected. qPCR, WB, and immunofluorescence methods were used to detect the expression of

miR-496 and mTOR at mRNA and protein levels in cervical cancer tissues. The TargetScan database was used to predict the target

genes of miR-496, and the Dual-luciferase reporter gene experiment was further adopted to verify the targeting relationship. According

to different transfectants, HeLa cells were divided into the control group, miR-496 mimic group, and miR-496 mimic+pMIR-mTOR

group. CCK-8 assay, Flow cytometry, and Transwell experiment were used to detect the effects of miR-496 and mTOR on the

proliferation, cell cycle, migration, and invasion of HeLa cells. The HeLa cells of the control group and miR-496 mimic group were

inoculated subcutaneously into BALB/c nude mice to construct a transplanted tumor model of cervical cancer. After 21 d, the mice were

sacrificed, and the tumor tissues of the mice were stripped and the tumor mass was weighed. Immunofluorescence and WB methods

were used to detect the effect of miR-496 overexpression on the expression of mTOR and Ki67 in transplanted tumor tissues. Results:

In cervical cancer tissues, miR-496 was lowly expressed, while mTOR was highly expressed at both mRNA and protein levels. miR-
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496 could bind to the 3'-UTR sequence of mTOR mRNA. Compared with the control group and the miR-496 mimic+pMIR-mTOR

group, the miR-496 level and S-phase cell ratio of HeLa cells in the miR-496 mimic group were significantly increased, while the

proliferation level, the numbers of migrated cells and invaded cells were significantly reduced (all P<0.01). Nude mice transplanted

tumor model of cervical cancer was successfully constructed. After 21 d of inoculation, the mass of transplanted tumors and the

expression of mTOR and Ki67 in the transplanted tumor tissues in the miR-496 mimic group were significantly lower than those in

the control group (all P<0.01). Conclusion: miR-496 is lowly expressed in cervical cancer tissues. Overexpression of miR-496 can

inhibit the malignant biological behaviors of HeLa cells and the growth of transplanted tumors in nude mice through targeted regulation

of mTOR.

[Key words] miR-496; cervical cancer; mammalian target of rapamycin (mTOR); HeLa cell; proliferation; migration; invasion
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宫颈癌是世界范围内女性常见癌症[1-2]。近年

来，随着早期筛查、手术、化疗等技术手段和治疗方

法的发展，一定程度上降低了宫颈癌患者的病死率，

但肿瘤复发和转移仍是影响整体预后的主要原

因[3-4]。因此，充分了解宫颈癌发生发展的分子机制

对于开发宫颈癌的新治疗策略是必要的。mTOR主

要定位在细胞质和细胞膜、线粒体膜、高尔基体膜等

膜结构，其在多种肿瘤中表达失调[5-6]。在宫颈癌中，

mTOR信号通路被异常激活[7]。本课题组前期利用

TargetScan数据库（http://www.targetscan.org/）筛选发

现，mTOR是miR-496的潜在靶基因。miRNA是一类

重要的转录调节因子，许多证据[8-10]表明miRNA的表

达异常与宫颈癌病理进程相关，但miR-496在宫颈癌

中的作用机制尚鲜有报道。本研究将分析宫颈癌组

织中miR-496的表达水平并通过体外细胞实验观察

miR-496对宫颈癌细胞恶性生物学行为的影响，进一

步探讨其与mTOR的相互关系，以期揭示miR-496在

宫颈癌中的作用及其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 临床标本、细胞系及主要试剂

本研究所用临床样本选自2020年12月至2021年

12月期间于河北医科大学第四医院接受手术的74例宫

颈癌患者的肿瘤标本和癌旁组织标本，所有患者均为

女性，平均年龄（50.16±14.31）岁。采用国际妇产科联

盟（FIGO）的分期标准对患者进行临床分期：Ⅰ期17例、

Ⅱ期16例、Ⅲa期12例、Ⅲb期14例、Ⅳ期15例。排除

标准：妊娠及哺乳期者，服用性激素者，此次入院前已

行放、化疗或应用免疫抑制剂及经常全身使用激素者，

2周内全身使用抗生素者，身体其余部位有感染性或系

统性重大疾病者。患者均签署的知情同意书，研究方

案获得本院伦理委员会审查、批准。

人宫颈癌HeLa细胞购自中国科学院上海细胞

库，RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司，胎牛血

清（FBS）购自美国 Gemini 公司，RNA 提取试剂

TRIzol、逆转录试剂盒以及转染试剂LipofectamineTM

2000 均购自美国 Thermo 公司 ，Transwell 小室、

matrigel胶均购自美国Corning公司，qPCR试剂盒购

自赛默飞世尔科技（中国）有限公司，流式细胞仪购

自美国BD公司，研究所用抗体均购自Abcam公司，

mTOR 过表达质粒 pMIR-mTOR 由本课题组构建，

miR-496 模拟物（mimic）及其阴性对照（miR-NC）由

上海吉玛制药技术有限公司合成。

1.2 细胞培养和转染

HeLa细胞用含 10%胎牛血清、100 U/ml青霉素

和 100 μg/ml 链霉素的 RPMI 1640 培养基于含有

5%CO2、温度为 37 ℃的培养箱中常规培养。转染前

24 h 将细胞接种于 6 孔板，随机分为对照组（miR-

NC）、miR-496 mimic 组 和 miR-496 mimic+pMIR-

mTOR组，随后按照转染试剂说明书向HeLa细胞中

分别转染miR-NC、miR-496 mimic或共转染miR-496

mimic和pMIR-mTOR。

1.3 qPCR 检测 miR-496 和 mTOR 在宫颈癌组织和

细胞中的表达

使用TRIzol试剂从宫颈癌组织、癌旁组织和各

组细胞中提取总RNA，按照两步法qPCR试剂盒说明

书进行 PCR 扩增，引物序列见表 1。反应条件为

94 ℃预变性30 s，随后94 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s，共40个

循环。采用 2–△△CT法计算目的基因的相对表达量

（miR-496 的 表 达 以 U6 为 内 参 ，mTOR 表 达 以

GAPDH为内参），每个样本重复3次。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

Target

mTOR

GAPDH

miR-496

U6

Primer sequence

F: 5'-GCTAGGTGCATTGACATACAACA-3'

R: 5'-AGTGCTAGTTCACAGATAATGGC-3'

F:5'-TGTGGGCATCAATGGATTTGG-3'

R: 5'-ACACCATGTATTCCGGGTCAAT-3'

F: 5'-CGCTGAGTATTACATGGCCAATCTC-3'
R: 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAA

TTCAGTTGAGGAGTACCG-3'
F: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

R: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'
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1.4 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-496 与

mTOR mRNA的靶向关系

通过 TargetScan 数据库（http://www. targetscan.

org/）预测发现，miR-496在mTOR的 3’-UTR上存在

潜在结合位点，构建携带野生型mTOR 3’-UTR序列

的质粒 pMIR-mTOR-WT 和携带突变型 mTOR 3’-

UTR 序列的质粒 pMIR-mTOR-MUT，随后将 pMIR-

mTOR-WT 或 pMIR-mTOR-MUT 与 miR-496 模拟物

或miR-NC共转染HeLa细胞，48 h后按照荧光素酶

报告基因系统说明书对细胞样品进行检测，计算海

肾荧光素酶与萤火虫荧光素酶的比值，以此代表细

胞内荧光素酶的活性水平。

1.5 WB法检测mTOR蛋白在宫颈癌组织和细胞中

的表达

抽提宫颈癌组织、癌旁组织和各组细胞的总蛋

白，测定蛋白浓度，蛋白经 12% SDS-PAGE分离后转

至PVDF膜，将膜用 5% 脱脂奶粉在 37 ℃下封闭，

洗去封闭液，加入一抗 mTOR 单克隆抗体（1∶500

稀释），洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的二抗

（1∶1 000稀释），洗膜后加入ECL液，于暗室中发光、

显影、定影，观察蛋白条带，采用 Image J软件进行蛋

白表达的半定量分析。

1.6 免疫荧光法检测mTOR在宫颈癌组织中的表达

将组织切片脱蜡、水化，微波加热法修复抗原

（94 ℃，10~15 min），加入 5% 的正常羊血清封闭，

37 ℃放置 60 min，弃去血清，滴加 1∶500比例稀释的

mTOR抗体，4 ℃过夜，弃去未结合的一抗，PBS冲洗

3次，滴加荧光素标记的二抗，37 ℃避光处理60 min，

洗膜，4 ℃避光保存。荧光显微镜下观察并拍照。

1.7 CCK-8法检测miR-496对HeLa细胞增殖的影响

将对数生长期的 HeLa 细胞接种于 96 孔板，每

孔 200 µl细胞悬液，按 1.2节所述步骤转染 72 h后向

每孔中加入 10 µl CCK-8溶液，于 37 ℃培养箱中放

置1 h，用酶标仪测定每孔在450 nm波长处的光密度

（D）值，以D值代表细胞增殖水平。

1.8 流式细胞术检测miR-496对HeLa细胞周期的影响

将转染成功的各组细胞收集至10 cm培养皿中，

70%乙醇固定，4 ℃过夜，细胞经消化、离心、重悬后

加PI溶液染色，37 ℃孵育15 min，流式细胞仪测定细

胞周期，用FACSuiteTM软件分析数据。

1.9 Transwell 实验检测 miR-496 对 HeLa 细胞迁移

和侵袭能力的影响

迁移实验：收集各组转染后细胞，调整细胞密度

至 1×106个/ml，取 200 μl细胞悬液接种于上室，在下

室加入600 μl含10% FBS的培养基，培养24 h后取出

小室，用棉签轻拭去小室滤膜上层的细胞，将滤膜置

于 95% 乙醇中固定 5 min，0.5% 结晶紫染色液染色

10 min，PBS漂洗去除未结合细胞的染色液，在显微

镜下观察滤膜下层细胞并计数。

侵袭实验：预先将matrigel胶于 4 ℃条件下静置

过夜，次日取 matrigel 胶对 Transwell 小室进行预包

被，其余步骤与迁移实验相同。

1.10 构建HeLa细胞裸鼠移植瘤模型

选取BALB/c裸鼠12只（6~8周龄，体重20~22 g），

随机分为对照组（6 只）和 miR-496 mimic 组（6 只）。

向HeLa细胞转染miR-NC或miR-496 mimic后注射

到裸鼠的右后肢腋部皮下，每只裸鼠接种细胞数为

5×107个，接种21 d后处死小鼠，剥离小鼠肿瘤组织并

称重。

1.11 统计学处理

采用SPSS 22.0软件进行分析，符合正态分布的计

量数据用 x̄±s 表示，2组数据间的比较采用t检验，3组

或3组以上的比较采用One-way ANOVA，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-496在宫颈癌组织中呈低表达及其过表达

对HeLa细胞裸鼠移植瘤生长的影响

qPCR检测结果显示，miR-496在宫颈癌组织中

的表达显著低于癌旁组织（P<0.01，图 1A）；miR-496

mimic转染HeLa细胞后，细胞中miR-496的表达水平

较对照组明显升高（P<0.01，图 1B），说明miR-496过

表达的 HeLa 细胞构建成功。将 miR-496 过表达的

HeLa细胞接种于裸鼠皮下构建宫颈癌裸鼠移植瘤模

型，接种21 d后，miR-496 mimic组裸鼠中移植瘤质量

明显低于对照组（P<0.01，图1C）。

2.2 miR-496靶向调控mTOR表达

采用TargetScan数据库筛选miR-496的潜在靶基

因，结果（图2）显示，mTOR的3’-UTR上具有潜在的结

合位点，可与miR-496形成互补结合。双荧光素酶报告

基因实验结果（图3A）显示，与miR-NC+pMIR-mTOR-

WT共转染组相比，miR-496 mimic+pMIR-mTOR-WT共

转染组HeLa细胞中荧光素酶活性明显降低（P<0.01）；

与miR-NC+pMIR-mTOR-MUT共转染组相比，miR-496

mimic+pMIR-mTOR-MUT共转染组HeLa细胞中荧光

素酶活性无明显变化（P>0.05）。qPCR和WB法检测结

果（图3B、C）显示，相比miR-NC组，miR-496 mimic组

HeLa细胞中mTOR的蛋白和mRNA表达均明显降低

（均P<0.01）。

2.3 mTOR在宫颈癌组织中呈高表达

qPCR 检测结果（图 4A）显示，相比癌旁组织，

宫颈癌组织中 mTOR mRNA 表达水平明显升高
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（P<0.01）。免疫荧光法检测结果（图 4B）显示，癌组

织中mTOR阳性信号增强（绿色荧光区域）；WB法检

测结果（图 4C）也显示，mTOR蛋白在宫颈癌组织中

的相对表达量明显升高（P<0.01）。

**P<0.01 vs miR-NC group

A: The expression of miR-496 in cervical cancer tissues was significantly lower than that in para-cancerous tissues (detected by

qPCR); B: The expression level of miR-496 in HeLa cells was significantly increased after transfection of miR-496 mimic (detected

by qPCR); C: Overexpression of miR-496 inhibited the growth of transplanted tumors in nude mice

图1 miR-496在宫颈癌组织中的表达及其过表达对HeLa细胞裸鼠移植瘤生长的影响

Fig.1 Expression of miR-496 in cervical cancer tissues and the effect of miR-496 overexpression

on the growth of HeLa cell transplanted tumors in nude mice

图2 miR-496在mTOR的3’-UTR上具有潜在的结合位点（TargetScan数据库预测）

Fig.2 miR-496 has a potential binding site on the 3 '-UTR of mTOR (predicted by TargetScan database)

**P<0.01 vs miR-NC group

A: The targeting relationship between miR-496 and mTOR gene was verified by Dual luciferase reporter gene experiment;

B: Overexpression of miR-496 inhibited the mRNA expression of mTOR in HeLa cells (detected by qPCR);

C: Overexpression of miR-496 inhibited the protein expression of mTOR in HeLa cells (detected by WB assay)

图3 miR-496对mTOR的靶向调控

Fig.3 Targeted regulation of miR-496 on mTOR

2.4 过表达miR-496和mTOR对HeLa细胞增殖、周

期、迁移和侵袭的影响

CCK-8法检测结果显示，miR-496 mimic组HeLa

细胞的增殖水平显著低于对照组和miR-496 mimic+
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pMIR-mTOR 组（1.37±0.12 vs 2.45±0.21、3.16±0.29，

均 P<0.01）。流式细胞术检测结果显示，miR-496

mimic 组 S 期细胞比例显著低于对照组和 miR-496

mimic+pMIR-mTOR 组 [（11.7±1.13）% vs （14.9±

1.38）%、（19.85±1.93）%，均 P<0.01]。Transwell 实验

检测结果（图 5）显示，miR-496组中迁移和侵袭细胞

数均明显低于对照组和 miR-496 mimic+pMIR-

mTOR组（均P<0.01）。

**P<0.01 vs Para-cancerous tissue group

A: The mRNA expression of mTOR in cervical cancer tissues and para-cancerous tissues was detected by qPCR; B: Positive mTOR

signal in cervical cancer tissues was detected by immunofluorescence (Green fluorescence), Scale bar= 20 μm; C: The protein

expression of mTOR was detected by WB assay

图4 mTOR mRNA（A）和蛋白（B、C）在宫颈癌组织中均呈高表达

Fig.4 mTOR was highly expressed in cervical cancer tissues at both mRNA (A) and protein (B, C) levels

图5 miR-496和mTOR对HeLa细胞迁移和侵袭的影响（标尺长度为25 μm）

Fig.5 Effects of miR-496 and mTOR on migration and invasion of HeLa cells (Scale bar=25 μm)

2.5 miR-496过表达抑制移植瘤组织中Ki67的增殖

及mTOR的表达

免疫荧光法检测结果（图 6A）显示，miR-496

mimic 组移植瘤组织中 mTOR（红色荧光区域）和

Ki67（绿色荧光区域）阳性信号明显低于对照组。

WB法检测结果（图 6B）显示，miR-496 mimic组移植

瘤组织中mTOR的表达较对照组显著降低（P<0.01）。

3 讨 论

越来越多的研究[11-13]显示，miRNA能通过靶基因

调控宫颈癌细胞的生物学行为，在宫颈癌的发病中

发挥重要作用。如miRNA-155在宫颈癌患者外周血
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和宫颈癌组织中异常高表达，过表达miRNA-155可

抑制靶基因细胞因子信号转导抑制子 1（suppressor

of cytokine signaling 1，SOCS1）的表达，诱导 Th17/

Treg 失衡，从而参与宫颈癌的发生和发展[14]；miR-

1284 在宫颈癌组织和细胞中表达下调，并且 miR-

1284水平较低的患者总生存率较低[15]。以往研究发

现，miR-496过表达可明显抑制非小细胞肺癌细胞的

增殖[16]；在肺腺癌中敲低miR-496表达可以促进肿瘤

细胞的增殖[17]。然而miR-496在宫颈癌中的作用尚

不清楚。本研究发现 miR-496 在宫颈癌组织中呈

低表达，进一步构建宫颈癌裸鼠移植瘤模型，发现

miR-496过表达细胞裸鼠移植瘤重量明显低于对照

组，表明过表达miR-496抑制了裸鼠移植瘤的生长。

**P<0.01 vs miR-NC group

A: The levels of mTOR and Ki67 in transplanted tumor tissues in the miR-496 group were significantly reduced (detected by

immunofluorescence, Scale bar=20 μm); B: Overexpression of miR-496 inhibited the expression of mTOR in transplanted tumor tissues

(detected by WB assay)

图6 miR-496过表达抑制移植瘤组织中Ki67及mTOR表达

Fig.6 Overexpression of miR-496 inhibited the Ki67 and mTOR expression in transplanted tumor tissues

miRNA主要通过与靶mRNA分子的 3’-UTR互

补结合从而发挥调控作用[18-19]，因此，研究miRNA的

首要关键是寻找其靶基因。有研究[20]发现，miR-496

可能通过调控mTOR参与人类寿命的调节。本研究

利用TargetScan数据库预测发现，miR-496在mTOR

的 3’-UTR 上具有潜在的结合位点，表明 mTOR 是

miR-496的潜在靶基因，进一步通过双荧光素酶报告

基因实验验证了这一设想。同时本研究发现，在

HeLa细胞中过表达miR-496能下调mTOR的mRNA

和蛋白的表达，表明miR-496的确能与mTOR的 3’-

UTR 特异性结合并抑制其表达。作为 PI3K-Akt-

mTOR通路的下游基因，mTOR在宫颈癌组织、细胞

中过表达，进而影响肿瘤形成[21-22]。本研究发现，

mTOR在宫颈癌组织中的表达水平明显高于癌旁组

织，表明其与宫颈癌发生发展有关。体外实验分析

miR-496与mTOR对宫颈癌细胞生物学行为的影响

发现，miR-496过表达抑制HeLa细胞的增殖、迁移和

侵袭，诱导S期阻滞，但在细胞中同时过表达mTOR

则能逆转上述影响，表明 miR-496 是通过靶向调控

mTOR从而抑制宫颈癌细胞的生物学行为。在裸鼠

移植瘤模型中，miR-496过表达也能下调mTOR的表

达水平，并抑制细胞的增殖及肿瘤生长，进一步验证

了miR-496在宫颈癌中的抗肿瘤功能。

综上所述，本研究实验结果表明miR-496在宫颈

癌组织中呈低表达，并且miR-496过表达能通过靶向

调控mTOR抑制宫颈癌HeLa细胞的增殖、迁移和侵

袭，使细胞周期阻滞于S期，抑制HeLa细胞裸鼠移植

瘤的生长。
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