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摘要： 目的 研究微小RNA⁃129⁃5p在喉鳞状细胞癌中的表达及对细胞增殖、侵袭的影响。方法 采用实时定量实时荧光定

量PCR仪（RT⁃qPCR）检测喉鳞状细胞癌、癌旁组织及喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞中miR⁃129⁃5p表达水平，转染miR⁃129⁃5p 模拟

物（mimics）喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞设为mimics组，转染miR⁃129⁃5p mimics 空白对照组（NC）喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞设为

mimics⁃NC组，将未转染喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞设为NC组。采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法、平板克隆试验检测各组喉鳞状

细胞癌Hep⁃2细胞增殖情况；采用Transwell各组喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞侵袭情况；采用蛋白质印迹法试验检测各组喉鳞状

细胞癌Hep⁃2细胞增殖、侵袭相关蛋白表达水平。结果 与癌旁组织（1.03±0.14）比较，喉鳞状细胞癌组织中miR⁃129⁃5p
（0.48±0.08）表达水平显著降低（P＜0.05）。同一时间和不同时间NC组、mimic⁃NC组miR⁃129⁃5p表达水平、喉鳞状细胞癌Hep⁃2
细胞增殖抑制率、平板克隆形成率、侵袭细胞数、一抗鼠源原癌基因（c⁃Myc）、细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）、基质金属蛋白酶2
（MMP⁃2）、基质金属蛋白酶 9（MMP⁃9）蛋白水平比较差异无统计学意义（P＞0.05）。同一时间与NC组、mimics⁃NC组比较，

mimics组miR⁃129⁃5p表达水平、喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖抑制显著增加（P＜0.05），与24 h比较，48 h mimics组miR⁃129⁃5p
表达水平、喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖抑制显著增加（P＜0.05）。平板克隆形成率为（98.96±10.60）%、（97.57±10.82）%、

（46.91±9.03）%、侵袭细胞数为（235.62±36.18）、（227.31±35.90）、（94.38±19.86）个、c⁃Myc（3.92±0.71）、（3.89±0.60）、（2.18±
0.46）、Cyclin D1（1.54±0.27）、（1.52±0.30）、（0.39±0.08）、MMP⁃2（1.12±0.28）、（1.11±0.25）、（0.36±0.07）、MMP⁃9（1.03±0.14）、

（0.98±0.13）、（0.29±0.05）蛋白水平均显著降低（均P＜0.05）。结论 miR⁃129⁃5p在喉鳞状细胞癌组织中低表达，上调miR⁃129⁃5p
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可抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖及侵袭。

关键词： 喉肿瘤； 转染； microRNA⁃129⁃5p； 细胞周期蛋白D1； 人喉表皮样癌细胞（Hep⁃2细胞）； 基质金属蛋白酶

类； 增殖； 侵袭
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Abstract： Objective To study the expression of miR⁃129⁃5p in laryngeal squamous cell carcinoma and its effects on cell prolif⁃
eration and invasion.Methods Real⁃time quantitative PCR（RT⁃qPCR）was used to detect the expression of miR⁃129⁃5p in laryn⁃
geal squamous cell carcinoma，para⁃cancerous tissues and Hep⁃2 cells of laryngeal squamous cell carcinoma.MiR⁃129⁃5p mimics
transfected laryngeal squamous cell carcinoma Hep⁃2 cells were assigned to mimics group，Hep⁃2 cells of laryngeal squamous cell
carcinoma transfected with miR⁃129⁃5p mimics⁃NC blank control group were set as mimics⁃NC group，and the untransfected laryn⁃
geal squamous cell carcinoma Hep⁃2 cells were assigned to NC group.The proliferation of laryngeal squamous cell carcinoma Hep⁃2
cells was detected by MTT assay and plate cloning test，the invasion of Hep⁃2 cells in each group of laryngeal squamous cell carci⁃
noma was studied by Transwell，Western blot（WB）was used to detect the expressions of proliferation and invasion⁃related pro⁃
teins in Hep⁃2 cells of laryngeal squamous cell carcinoma.Results Compared with the para⁃cancerous tissues（1.03±0.14），the ex⁃
pression level of miR⁃129⁃5p（0.48±0.08）in laryngeal squamous cell carcinoma was significantly lower（P＜0.05）.There were no
significant differences in the expression of miR⁃129⁃5p，the inhibition rate of proliferation of laryngeal squamous cell carcinoma Hep
⁃2 cells，the rate of plate cloning，the number of invasive cells，c⁃Myc，Cyclin D1，matrix metalloproteinase 2（MMP⁃2）and matrix
metalloproteinase 9（MMP⁃9）protein levels between NC group and mimic⁃NC group at the same time and at different time（P＞
0.05）.At the same time，compared with NC group and mimics⁃NC group，the expression of miR⁃129⁃5p and the proliferation inhibi⁃
tion of laryngeal squamous cell carcinoma Hep⁃2 cells in mimics group increased significantly（P＜0.05）.Compared with 24h，the
expression of miR⁃129⁃5p and the proliferation inhibition of laryngeal squamous cell carcinoma Hep⁃2 cells in 48h mimics group in⁃
creased significantly（P＜0.05）. Plate cloning rate（98.96 ± 10.60），（97.57 ± 10.82），（46.91 ± 9.03）%，number of invasive cells
（235.62±36.18），（227.31±35.90），（94.38±19.86）individual，c⁃Myc（3.92±0.71），（3.89±0.60），（2.18±0.46），Cyclin D1（1.54±
0.27），（1.52±0.30），（0.39±0.08），MMP⁃2（1.12±0.28），（1.11±0.25），（0.36±0.07）and MMP⁃9（1.03±0.14），（0.98±0.13），（0.29±
0.05）protein levels were significantly decreased（P＜0.05）.Conclusions The expression of miR⁃129⁃5p is low in laryngeal squa⁃
mous cell carcinoma tissues.Up⁃regulation of miR⁃129⁃5p can inhibit the proliferation and invasion of laryngeal squamous cell carci⁃
noma Hep⁃2 cells.
Key words：Laryngeal neoplasms； Transfection； MicroRNA⁃ 129 ⁃ 5p； Cyclin D1； Human epithelial type 2（HEp ⁃ 2）；

Matrix metalloproteinases； Proliferation; Invasion

喉癌是一种临床常见头颈部恶性肿瘤，其中约

85%～90%为喉鳞状细胞癌，在耳鼻喉咽喉科肿瘤

中排第 3位，且近来发病率呈上升趋势［1］。虽然手

术、放化疗等治疗方式对提高病人 5年生存率已有

很大突破，但手术致残、放化疗出现的严重不良反

应等限制其应用，导致此种疾病仍严重威胁人类健

康［2］。研究报道，空气污染、病毒感染、饮酒、吸烟、

抑癌基因失活及原癌基因激活等因素是导致喉鳞

状细胞癌发生的危险因素，但迄今为止，喉鳞状细

胞癌的病因及发病机制尚未完全阐明［3］。微小RNA

（microRNA，miRNA）是一类非编码小RNA，长度约

18～25个核苷酸［4］，在细胞增殖、凋亡、能量代谢等

过程及肿瘤发生发展中发挥重要作用［5］。近来研究

报道，微小RNA⁃129⁃5p（microRNA⁃129⁃5p，miR⁃129
⁃5p）下调与肺癌、脑胶质瘤、乳腺癌等多种癌症发

生、发展及癌细胞增殖分化有关［6⁃8］，但关于miR⁃129
⁃5p在喉鳞状细胞癌中的作用鲜有研究。故本研究

拟通过检测喉鳞状细胞癌组织中miR⁃129⁃5p表达

水平，探究miR⁃129⁃5p对喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞

增殖、侵袭的影响，以期为喉鳞状细胞癌的治疗提
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供一定理论参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取郑州大学附属洛阳中心医院

2015年1月至2019年2月收治的喉鳞状细胞癌病人

58例，癌变组织切除手术中采集喉鳞状细胞癌及距

离喉鳞状细胞癌组织大于 1 cm处癌旁正常喉粘膜

上皮组织标本，置于液氮中保存备用。所有病人术

前均未接受放化疗及生物治疗，且均经病理证实。

研究对象或其近亲属签署知情同意书，本研究所用

方法符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》，且经郑州

大学附属洛阳中心医院伦理委员会审核批准后实

施（伦理批号20150327）。
1.2 细胞、主要仪器及试剂 喉鳞状细胞癌Hep⁃2
细胞株（批号 JKCS0277，美国ATCC）购自上海晶抗

生物工程有限公司；总RNA提取试剂（Trizol）、二甲

基亚砜（DMSO）、蛋白抽提及二喹啉甲酸（BCA）蛋

白定量试剂盒均购自上海碧云天有限公司，批号分

别 为 R0016、ST038、P0028、P0010S；PrimeScript ™
RT reagent Kit（TaKaRa）、microRNA 定 量（qRT ⁃
PCR）试剂盒（TaKaRa）均购自大连宝生物科技有限

公司，批号分别为RR037A、638315；DMEM/F⁃12培

养基、胎牛血清均购自美国 Gibco 公司，批号分别

为 12634010、10099141；miR⁃129⁃5p mimics、miR⁃
129⁃5p mimics NC 购自上海吉玛生物科技有限公

司 ；Lipofectamine ™ 2000 转 染 试 剂 盒（批 号 ：

11668027，美国，Thermo公司）；噻唑蓝（MTT）、一抗

鼠源原癌基因（c⁃Myc）、细胞周期蛋白 D1（Cyclin
D1）、基质金属蛋白酶 2（matrix metalloprotein2，
MMP⁃2）、基质金属蛋白酶 9（matrix metalloprotein9，
MMP⁃9）、β⁃肌动蛋白（β⁃actin）抗体、二抗羊抗鼠

IgG均购自美国 Invitrogen，批号分别为V13154、13⁃
2500、33 ⁃ 3500、MA5 ⁃ 14186、MA5 ⁃ 14228、MA5 ⁃
15739、B⁃2752。紫外分光光度计、二氧化碳培养箱

均购自美国 Thermo 公司；RT⁃qPCR7500 仪、MOD⁃
EL550型酶标仪均购自美国 Bio⁃Rad公司；Ⅸ73倒

置荧光显微镜购自日本Olympus公司。

1.3 方法

1.3.1 RT⁃qPCR检测喉鳞状细胞癌组织及Hep⁃2细

胞中miR⁃129⁃5p水平 Trizol提取喉鳞状细胞癌、

癌旁组织及Hep⁃2细胞中总RNA，紫外分光光度计

检测总 RNA 浓度及纯度。反转录制备互补 DNA
（cDNA）。实时荧光定量PCR仪（RT⁃qPCR）检测样

品中 miR ⁃ 129 ⁃ 5p 水平。反应体系（20 µL）：TB
Green Premix Ex TaqTM Ⅱ（Tli RNaseH Plus）（2×）10
µL，ROX Reference Dye or Dye Ⅱ（50×）0.4 µL，

cDNA（50 ng/µL）2 µL，上下游引物（10 µM）各 0.8
µL，ddH2O 6.0 µL。反应条件设置为：95 ℃，30 s；
95 ℃，5 s；60 ℃，34 s，40个循环。以U6为内参，采

用2⁃∆∆CT法计算miR⁃129⁃5p的相对表达水平。

表1 实时荧光定量聚合酶链反应引物序列

基因

miR⁃129⁃5p

U6

引物序列

正向引物：5’⁃CGGCGGTTTTTTGCGGTGGGCT⁃3’
反向引物：5’⁃CAACCTGGAGGACTCCATGCTG⁃3’
正向引物：5’⁃GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT⁃3’
反向引物：5’⁃CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT⁃3’

注：miR⁃129⁃5p为微小RNA⁃129⁃5p，U6为内参。

1.3.2 细胞培养及转染 细胞培养：Hep⁃2细胞复

苏后接种于DMEM/F⁃12培养基［含有10%胎牛血清

（FBS）、1%青链霉素］，置于37 ℃ 5%二氧化碳培养

箱培养。

细胞转染：（1）转染前 1 d（细胞汇合至 30%～

50%）更换不含抗生素培养基，（2）用无血清 opti⁃
MEM培养基50 mL分别稀释1.25 mL微小RNA⁃129⁃5p
模拟物（miR⁃125⁃5p mimics），2.5 mL miR⁃125⁃5p模

拟物⁃空白对照组（mimics⁃NC），轻轻混匀，室温静置

5 min；（3）用无血清 opti⁃MEM 培养基 50 mL 稀释

1 mL转染试剂脂质体（Lipofectamine）2000，室温静

置5 min；（4）将“（2）”与“（3）”分别轻轻混匀，室温静

置20 min；（5）将miR⁃125⁃5p mimics/NC转染试剂混

合液分别逐滴加入培养板中，轻轻混匀。分别设转

染miR⁃125⁃5p mimics 为mimics组，转染miR⁃125⁃5p
mimics NC为mimics⁃NC组，另设无任何转染的Hep⁃2
细胞为空白对照组（NC），每组 6个重复。（6）培养

4～6 h后，更换新鲜生长培养基，置于37 ℃ 5%二氧

化碳培养箱分别培养24 h、48 h、72 h。
1.3.3 四甲基偶氮唑蓝（MTT）法检测喉鳞状细胞癌

Hep⁃2细胞增殖 取对数期生长的Hep⁃2细胞，以约

5.0×104 个/孔的浓度接种于 96 孔板，添加培养液

200 微升/孔。分别转染miR⁃129⁃5p mimics/NC培养

24 h、48 h、72 h，另设阴性对照组，转染步骤及分组

同1.3.2。培养结束后用MTT试剂盒检测mimics组、

mimics⁃NC组、NC组各孔细胞增殖情况。细胞增殖

抑制率＝（1-实验组OD/NC组OD）×100%。

1.3.4 平板克隆试验检测喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞

克隆能力 取对数期Hep⁃2细胞，胰酶消化后以200
个/孔接种于 6孔板，细胞贴壁后，更换培养基并转

染miR⁃129⁃5p mimics/NC处理 48 h，设置阴性对照

组，按照 1.3.2项下进行转染和分组，每组设置 6个

复孔。于培养箱中继续培养 14 d，待肉眼可见克隆

集落时停止培养。甲醛固定，瑞士染液染色，显微
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镜下观察，以单个克隆中细胞数＞50 作为克隆计

数，实验重复 3次，取平均值。平板克隆形成率＝

（平均克隆数/每孔加入单细胞数）×100%。

1.3.5 Transwell试验检测喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞

侵袭能力 本研究参照相关文献方法，在Transwell
板上进行操作［6⁃9］。倒置显微镜观察穿过膜的细胞

数，每张膜随机取5个视野，计算每个视野穿过膜微

孔的细胞数，取平均值。

1.3.6 喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖及侵袭相关蛋

白检测 收集转染后各组培养 48 h喉鳞状细胞癌

Hep⁃2细胞，提取细胞总蛋白。二喹啉甲酸（BCA）
测量蛋白浓度后取等量蛋白质样品（60 微克/孔）

上样，十二烷基硫酸钠 ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS⁃PAGE）凝胶电泳。湿转法将蛋白转至NC膜，

5％脱脂奶粉封闭，加一抗细胞周期蛋白D1（Cyclin
D1）抗体 1∶500；c⁃Myc抗体 1∶500；基质金属蛋白酶

2（MMP⁃2）抗体 1∶500；基质金属蛋白酶 9（MMP⁃9）
抗体 1∶1 000；β肌动蛋白（β⁃actin）抗体 1∶500；4 ℃
孵育过夜，洗去一抗，加入辣根过氧化物酶（HRP）标
记的二抗 IgG（1∶5 000）室温孵育 1 h，洗去二抗，化

学发光试剂（ECL）显色，以β⁃actin为内参，计算目的

蛋白的相对表达量。

1.4 统计学方法 本研究数据采用SPSS 20.0进行

统计，计量资料以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间有差异进一步行帮弗朗尼（Bonfer⁃
roni post hoc）t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃129⁃5p在喉鳞状细胞癌及癌旁组织中的

表达水平比较 与癌旁组织（1.03±0.14）比较，喉鳞

状细胞癌组织中miR⁃129⁃5p（0.48±0.08）表达水平

显著降低（t＝25.977，P＜0.001）。
2.2 上调miR⁃129⁃5p抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细
胞增殖 与 NC 组、mimics⁃NC 组比较，mimics 组

miR⁃129⁃5p表达水平、Hep⁃2细胞增殖抑制率均显

著增加（P＜0.05）。与24 h比较，mimics组48 h miR⁃
129⁃5p表达水平、喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖抑

制率显著增加（P＜0.05）。与 48 h 比较，mimics 组
72 h miR⁃129⁃5p表达水平、喉鳞状细胞癌Hep⁃2细

胞增殖抑制率增加，但差异无统计学意义（P＞0.05）。
不同转染时间，NC组、mimics⁃NC组miR⁃129⁃5p表

达水平、喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖抑制率比较

差异无统计学意义（P＞0.05）。提示 48 h转染效果

最好，可用于下游试验。详见表2。
2.3 上调miR⁃129⁃5p抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细
胞克隆形成 NC组（98.96±10.60）%、mimics⁃NC组

（97.57±10.82）%平板克隆形成率比较，差异无统计

学意义（t＝0.334，P＝0.970）。与NC组、mimics⁃NC
组比较，mimics组（46.91±9.03）%喉鳞状细胞癌Hep⁃
2细胞平板克隆形成率显著降低（t＝12.523、12.188，
均P＜0.001）。详见图1。

表2 上调miR⁃129⁃5p抑制喉鳞状细胞癌

Hep⁃2细胞增殖/x̄ ± s
组别

NC
24 h
48 h
72 h

mimics⁃NC
24 h
48 h
72 h

mimics
24 h
48 h
72 h

时间F，P值

组间F，P值

交互F，P值

复孔数

6

6

6

miR⁃129⁃5p

1.08±0.13
1.09±0.14
1.07±0.14

1.01±0.15
1.03±0.16
1.02±0.15

3.17±0.62
4.22±0.79
4.24±0.77

249.759，＜0.001
4.013，0.025
3.850，0.009

增殖抑制率/%

0.02±0.01
0.03±0.02
0.04±0.02

0.04±0.02
0.05±0.02
0.07±0.03

23.68±3.64
50.98±6.13
52.74±6.44

1 052.993，＜0.001
51.905，＜0.001
51.705，＜0.001

1              2                                3

注：1—空白对照组；2—miR⁃125⁃5p模拟物⁃空白对照组；3—
miR⁃125⁃5p模拟物。

图1 miR⁃129⁃5p对喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞克隆能力的影响

（每组选取了两张平板克隆）

2.4 上调miR⁃129⁃5p抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细
胞侵袭 与 NC 组（235.62±36.18）、mimics ⁃NC 组

（227.31±35.90）侵袭细胞数比较，差异无统计学意义

（t＝0.645，P＝0.893）。与NC组、mimics⁃NC组比较，

mimics组喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞侵袭细胞数显著

减少（t＝10.955、10.310，均P＜0.001）。详见图2。
2.5 上调 miR⁃129⁃5p抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细
胞增殖相关 c⁃Myc、Cyclin D1蛋白表达 NC 组、
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A B C

图2 显微镜下侵袭喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞数量（200×）：A为空白

对照组；B为miR⁃125⁃5p模拟物⁃空白对照组；C为miR⁃125⁃5p模拟物

mimics⁃NC组 c⁃Myc、Cyclin D1蛋白表达水平比较，

差异无统计学意义（P＞0.05）。与NC组、mimics⁃NC
组比较，mimics组喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞 c⁃Myc、
Cyclin D1表达水平显著降低（P＜0.05）。详见表3、
图3。

表3 喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖相关c⁃Myc、
Cyclin D1蛋白表达水平/x̄ ± s

组别

NC组

mimics⁃NC组

mimics组
F值

P值

复孔数

6
6
6

c⁃Myc/β⁃actin
3.92±0.71
3.89±0.60

2.18±0.46①②

16.601
＜0.001

Cyclin D1/β⁃actin
1.54±0.27
1.52±0.30

0.39±0.08①②

46.069
＜0.001

注：c⁃Myc为一抗鼠源原癌基因；β⁃actin为β⁃肌动蛋白；Cyclin
D1为细胞周期蛋白D1；NC为空白对照组；mimics⁃NC为miR⁃125⁃5p
模拟物⁃空白对照组；mimics为miR⁃125⁃5p模拟物。

①NC 组与 mimics 组比较，t＝7.118、11.858，均 P＜0.001。
②mimics⁃NC组与mimics组比较，t＝6.995、11.652，均P＜0.001。

4

3

2

1

5 6

注：1—β肌动蛋白；2—细胞周期蛋白D1；3—一抗鼠源原癌基

因；4—为空白对照组；5—miR⁃125⁃5p模拟物⁃空白对照组；6—miR⁃
125⁃5p模拟物。

图3 WB检测喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖相关c⁃Myc、
Cyclin D1蛋白表达

2.6 下调miR⁃129⁃5p抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细
胞侵袭相关MMP⁃2、MMP⁃9蛋白表达 NC 组、

mimics⁃NC组MMP⁃2、MMP⁃9蛋白表达水平比较差

异无统计学意义（P＞0.05）。与 NC 组、mimics⁃NC
组比较，mimics组Hep⁃2细胞MMP⁃2、MMP⁃9蛋白表

达水平显著降低（P＜0.05）。详见表4、图4。
3 讨论

随着近来高通量测序及芯片技术的发展，人们

对miRNA的功能研究不断深入，越来越多研究发

现，miRNA异常表达与包括喉癌在内的多种恶性肿

表4 喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞侵袭相关MMP⁃2、
MMP⁃9蛋白表达水平/x̄ ± s

组别

NC组

mimics⁃NC组

mimics组
F值

P值

复孔数

6
6
6

MMP⁃2/β⁃actin
1.12±0.28
1.11±0.25
0.36±0.07①②

23.461
＜0.001

MMP⁃9/β⁃actin
1.03±0.14
0.98±0.13
0.29±0.05①②

78.938
＜0.001

注：NC为空白对照组，mimics⁃NC为miR⁃125⁃5p模拟物⁃空白对

照组，mimics 为 miR⁃125⁃5p 模拟物，MMP⁃2 为基质金属蛋白酶 2，
β⁃actin为β⁃肌动蛋白，MMP⁃9为基质金属蛋白酶9。

①NC 组 与 mimics 组 比 较 t＝7.118、11.858，均 P＜0.001。
②mimics⁃NC组与mimics组比较 t＝6.995、11.652，均P＜0.001。

3

4 5 6

2

1

注：1—β肌动蛋白；2—基质金属蛋白酶9；3—基质金属蛋白酶

2；4—为空白对照组；5—miR⁃125⁃5p模拟物⁃空白对照组；6—miR⁃
125⁃5p模拟物。

图4 WB检测喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞侵袭相关MMP⁃2、
MMP⁃9蛋白表达

瘤发生发展密切相关［10⁃11］。miRNA在喉癌中上调表

达，可发挥促癌基因作用，miRNA下调表达，则发挥

抑癌基因作用。范钰等［2］研究报道，miR⁃21在喉癌

组织中上调表达，下调miR⁃21可抑制喉鳞状细胞癌

Hep⁃2细胞增殖及侵袭。侯素平等［12］研究报道，miR
⁃1264在喉鳞状细胞癌组织中下调表达，上调miR⁃
1264可抑制喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞增殖、迁移及

侵袭能力。Cheng等［6］研究报道，miR⁃129⁃5p在肺癌

组织中显著下调，miR⁃129⁃5p可通过靶向抑制血管

内皮生长因子（VEFG）抑制肺癌H1299细胞、SPS⁃
A1细胞增殖迁移和侵袭能力。Han，Wang［13］研究报

道，miR⁃129⁃5p在骨肉瘤及细胞系中显著下调，miR
⁃129⁃5p可通过直接靶向抑制Rho⁃相关蛋白激酶 1
（ROCK1）基因抑制骨肉瘤细胞增殖、迁移和侵袭。

本研究结果发现，miR⁃129⁃5p在喉鳞状细胞癌组织

中表达水平显著低于癌旁组织，提示miR⁃129⁃5p下

调可能与喉鳞状细胞癌发生有关。

为进一步验证miR⁃129⁃5p与喉鳞状细胞癌的

关系，本研究以喉鳞状细胞癌Hep⁃2细胞为模型，采

用脂质体转染miR⁃129⁃5p mimics、MTT、平板克隆、

侵袭等体外细胞试验探讨miR⁃129⁃5p多喉鳞状细
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胞癌Hep⁃2细胞生物学行为的影响，结果发现，与

NC组及mimics⁃NC组比较，转染miR⁃129⁃5p mimics
48h 使miR⁃129⁃5p显著上调 4倍以上，且对喉鳞状

细胞癌Hep⁃2细胞增殖抑制率达 50%以上，提示转

染miR⁃129⁃5p mimics 48 h转染效率及抑制效率最

佳，可用于下游试验。

侵袭和转移是恶性肿瘤的重要生物学特征，侵

袭和转移能力也是癌细胞区别与正常细胞的最基

本特征，是导致恶性肿瘤复发病情恶化，最终死亡

的病理基础［14⁃15］。研究发现，过表达miR⁃129⁃5p与

骨癌细胞、骨肉瘤细胞、乳腺癌细胞等多种肿瘤细

胞增殖、迁移及侵袭能力有关［8，13⁃14］。本研究结果发

现，与NC组、mimics⁃NC组比较，mimics组喉鳞状细

胞癌Hep⁃2细胞平板克隆形成率及侵袭细胞数目显

著降低，提示过表达miR⁃129⁃5p可抑制喉鳞状细胞

癌Hep⁃2细胞增殖、侵袭能力。原癌基因 c⁃Myc和
G1/S特异性周期蛋白Cyclin D1在肿瘤细胞中的高

表达，可加速肿瘤细胞增殖及恶化程度［16⁃17］。MMP
家族蛋白成员MMP⁃2、MMP⁃9，可破坏肿瘤细胞侵

袭的组织学屏障，促进其侵袭、转移［18⁃19］。本研究结

果显示，与NC组、mimics⁃NC组比较，mimics组喉鳞

状细胞癌 Hep⁃2 细胞中 c ⁃Myc、Cyclin D1 蛋白及

MMP⁃2、MMP⁃9蛋白表达显著降低，进一步验证miR⁃
129⁃5p可影响喉鳞状细胞癌细胞增殖及侵袭，提示

miR⁃129⁃5p可能在喉鳞状细胞癌中发挥类似抑癌

基因作用。

综上所述，miR⁃129⁃5p 在喉鳞状细胞癌组织

中低表达，上调 miR⁃129⁃5p 可抑制喉鳞状细胞癌

Hep⁃2细胞增殖、侵袭能力。但关于miR⁃129⁃5p的

靶向调控基因及影响喉鳞状细胞癌miR⁃129⁃5p增

殖、侵袭的靶向调控基因及可能相关通路尚不清

楚，后期需进一步深入研究。
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