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ＭｉＲ４８３３Ｐ下调 ＲＩＯＫ３蛋白表达促进
神经母细胞瘤的增殖和迁移

李　晓　鹿洪亭　董　?　郝希伟　赵　静　刘　铭

【摘要】　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ—４８３—３Ｐ（ｍｉＲ—４８３—３Ｐ）对神经母细胞瘤细胞的增殖、侵袭及迁移
能力的影响，预测并验证ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的靶基因及其对靶基因的影响。 方法　ｍｉＲＮＡ微阵列芯片结
果发现ｍｉＲ—４８３—３Ｐ在神经母细胞瘤中表达上调，差异倍数显著，并居于差异表达 ｍｉＲＮＡ的首位。利
用阳离子脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将化学合成的ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的阴性
对照序列分别瞬时转染入人神经母细胞瘤ＳＨ—ＳＹ—５Ｙ细胞株中，ＲＴ—ｑＰＣＲ技术检测各组中ｍｉＲ—４８３—
３Ｐ的表达水平，ＣＣＫ—８法检测各组癌细胞的增殖情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测各组癌细胞的体外侵袭
和迁移能力。利用生物信息学软件预测ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的靶基因并用荧光素酶报告基因检测实验、Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ实验加以验证。 结果　与癌旁正常组织相比，ｍｉＲ—４８３—３Ｐ在神经母细胞瘤中高表达（Ｐ＜
００１）；与阴性对照组相比，癌细胞转染 ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，ｍｉＲ—４８３—３Ｐ表达显著下调（Ｐ＜
００１），细胞的增殖情况和体外迁移能力均降低（Ｐ＜００５）。生物信息学软件预测出ＲＩＯＫ３是ｍｉＲ—４８３
—３Ｐ的靶基因之一，当细胞转染了ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后荧光酶活性升高（Ｐ＜００１）。与阴性对照组
相比，当细胞转染了 ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后在蛋白质水平 ＲＩＯＫ３表达升高（Ｐ＜００１）。 结论　
ＲＩＯＫ３是ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的靶基因之一，ｍｉＲ—４８３—３Ｐ能下调ＲＩＯＫ３的表达并显著促进神经母细胞瘤细胞
的增殖和体外迁移。
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ｔｉｖｉｔｙｗｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｈｅｎｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ—
４８３—３ＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌＲＩＯＫ３ｗｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１） ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＲＩＯＫ３ｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆｍｉＲ—４８３—３Ｐ，ａｌｓｏｍｉＲ—４８３—３ＰｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩＯＫ３ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌ

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】Ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ；ｍｉＲ—４８３—３Ｐ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

　　神经母细胞瘤（Ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ；ＮＢ）是小儿最常
见的恶性肿瘤，恶性程度高，易早期转移，死亡率高。

因此，寻找与神经母细胞瘤发生发展相关的分子标

志物，探索肿瘤发生的分子机制，在其治疗和预后中

起着关键作用。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一种由 １８～
２５个个核苷酸构成的内源性非编码小分子单链
ＲＮＡ，在转录后水平调控基因表达。近年来，研究发
现ｍｉＲＮＡ参与许多生理过程的调节，包括细胞增
殖、分化、和细胞凋亡，与肿瘤的发生发展密切相关。

本课题组前期ｍｉＲＮＡ微阵列芯片筛查出５４个可能
与ＮＢ侵袭转移相关的ｍｉＲＮＡ，其中有３５个表达上
调，１９个表达下调。其中 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ表达上调明
显，差异显著，并居于差异表达 ｍｉＲＮＡ的首位。而
且已有研究证明 ｍｉＲ—４８３与胰腺癌、胃癌关系密
切，并与肿瘤的恶性程度有一定的相关性。本实验

旨在通过ＲＴ—ＰＣＲ验证ｍｉＲ—４８３—３Ｐ在神经母细胞
瘤中高表达，并研究 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ调控的靶基因及
对神经母细胞瘤生物学行为的影响，以期为神经母

细胞瘤的治疗提供新的靶点及理论基础。

材料与方法

一、材料

９对神经母细胞瘤和癌旁正常组织由我院病理
科提供，并已经病理科医生作出病理诊断，所有标本

均通过了青大附院伦理委员会的审核，并取得了患

儿家长的同意；人神经母细胞瘤细胞体外细胞株

（ＳＨ—ＳＹ５Ｙ）由本课题组建立并长期保留；胎牛血
清；ＤＭＥＭ培养基；ＰＢＳ缓冲液；胰蛋白酶；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（购买于美国的 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的阴性
对照序列购买于广州市锐博生物科技有限公司；Ｔｒ
ｉｚｏｌ裂解液；ＲＴ—ＰＣＲ试剂盒购于北京天根生化科技
有限公司；ＣＣＫ—８试剂盒（购于日本同仁化学研究
所）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，流式细胞术试剂盒，含有 ｍｉＲ—

４８３—３Ｐ结合位点的ＲＩＯＫ３的３’ＵＴＲ（野生型；ｐｍｉｒ
ＧＬＯ—ＲＩＯＫ３ＷＴ）和含有突变位点的３’ＵＴＲ（突变
型；ｐｍｉｒＧＬＯ—ＲＩＯＫ３ＭＵＴ）载体由上海桑尼生物技

术公司完成。

二、方法

（一）细胞培养

冻存的 ＳＨ—ＳＹ５Ｙ人神经母细胞瘤细胞株复苏
后，用含１０％胎牛血清及１００μ／ｍＬ青霉素／链霉素
的ＤＭＥＭ培养基，在３７℃，５％ ＣＯ２，饱和湿度的培
养箱内培养。每３６ｈ更换一次培养液，融合度达到
９０％左右（２～３ｄ）进行传代，传代后第二天换液。
取培养过程中对数生长期的细胞冻存６～８管，后续
实验备用。

（二）基因转染

取对数生长期的细胞，转染前一天，用胰蛋白酶

消化贴壁生长的细胞，调整细胞悬液的浓度以每孔

１×１０６个细胞接种于 ６孔培养板，置 ３７℃，５％
ＣＯ２，饱和湿度的培养箱内培养。待细胞融合度达
到４０％左右时，弃原培养基，按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ
２０００的说明书进行转染，转染６ｈ后更换为含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基继续培养。

（三）总ＲＮＡ的提取及实时荧光定量 ＰＣＲ测
定转染效果

分别于转染后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂
的说明书提取总的ＲＮＡ。ＲＮＡ提取完毕后，用蛋白
核酸测定仪测定 ＲＮＡ的浓度及纯度，保证 ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０在１８—２２之间。可放于－８０℃冰箱保存。

对于ｍｉＲＮＡ的逆转录聚合酶链反应，内参照选
择ｓｎＲＮＡＵ６，用特异的ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的ＰＣＲ上游引
物。实时定量ＰＣＲ反应遵循以下条件，反应第一步
（逆转录为ｃＤＮＡ）：①ｍｉＲＮＡ３’末端进行 Ｐｌｏｙ（Ａ）
处理，３７℃ ６０ｍｉｎ；②Ｐｌｏｙ（Ａ）修饰的 ｍｉＲＮＡ进行
逆转录反应３７℃ ６０ｍｉｎ。反应第二步（ＰＣＲ扩增
阶段）：９４℃２ｍｉｎ，９４℃２０ｓ，６０℃３４ｓ；然后重复
４０个循环。

（四）ＣＣＫ—８检测肿瘤细胞的增殖情况
转染前一天铺板，将贴壁生长的神经母细胞瘤

细胞消化离心后重悬，调整细胞密度为５×１０５／Ｌ，
以每孔１００μＬ的量接种到９６孔培养板，每组设置
５个复孔。过夜培养后进行 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ转染，６ｈ
后换成１００μＬ含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基继
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续培养。分别于０ｈ、４８ｈ、７２ｈ加入１０μＬ的ＣＣＫ—

８试剂，于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中孵育
２ｈ后在酶联免疫检测仪下测定４５０ｎｍ处的ＯＤ值。

（五）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测肿瘤细胞的侵袭和迁移能
力

转染前一天以每孔５×１０４细胞的量，将细胞种
在２４孔培养板中，第二日当细胞融合度达到４０％
左右时，按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００的说明书进行
基因转染。转染后 ６ｈ换成含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基继续培养，１天后，将各组细胞消化成
细胞悬液，调整细胞密度为 ３×１０５个／ｍＬ，取 １００
μＬ细胞悬液加到ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，小室内的细胞是
重悬在无血清的培养基中，将小室置于２４孔培养板
中，向２４孔板中加入 ５００μＬ含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基。在３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养
２４ｈ。吸去ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室内的液体，并用棉签擦去
上室底部表面的细胞，用９５％的乙醇固定１０ｍｉｎ，１
×ＰＢＳ清洗，然后用０１％的结晶紫染色１５ｍｉｎ，染
色后用１×ＰＢＳ冲洗，在倒置显微镜下对发生侵袭
和迁移的细胞计数（每个培养孔选择上下左右中５
个视野拍照计数，取每个视野的平均细胞数）。每

组设置两个平行复孔。

（六）荧光素酶报告基因检测实验

第一天将细胞种在 ２４孔培养板中（５×１０４／
孔），第二天当细胞密度达 ４０％时，参照 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书进行转染，分别将ｐｍｉｒＧＬＯ
—ＲＩＯＫ３ＷＴ或ｐｍｉｒＧＬＯ—ＲＩＯＫ３ＭＵＴ与ｍｉＲ—４８３—３Ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染 ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞，报告基因质粒为
２００ｎｇ／孔，核酸浓度为１５０ｎｍｏｌ／Ｌ。转染４８ｈ后，
进行细胞裂解，Ｐｒｏｍｅｇａ荧光测定仪测定荧光素酶
活性。

（七）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ对细胞
ＲＩＯＫ３表达的影响

细胞培养于６孔板，转染方法同前，于转染后
４８ｈ加入ＲＩＰＡ裂解液，提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋
白浓度，最后将１００ｕｇ总蛋白上样，ＳＤＳ—ＰＡＧＥ凝胶
电泳，转膜，封闭，加入一抗兔抗人的多克隆抗体，

４℃过夜，加入二抗羊抗兔的单克隆抗体，室温孵育
１ｈ，ＥＣＬ显影，定影，凝胶成像系统拍照分析。

三、统计学处理

计量数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组数据
之间的比较采用非参数秩和检验，Ｐ＜００５表示差异
有统计学意义，Ｐ＜００１表示差异有显著的统计学意
义，所有分析均由ＳＰＳＳ１７０统计学软件完成。

结　果

一、神经母细胞瘤与癌旁正常组织中ｍｉＲ—４８３
—３Ｐ的差异表达

实时荧光定量ＰＣＲ结果显示：神经母细胞瘤中
ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的含量明显高于癌旁正常组织（Ｐ＜
００１）如下图１。

图１　癌旁正常组织相比ｍｉＲ—４８３—３Ｐ在神经母细胞瘤
中表达水平升高

二、基因转染后ｍｉＲ—４８３—３Ｐ表达的变化
将ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒＮＣ转染入细胞后，在转染后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ提
取总ＲＮＡ，使用ＲＴ—ＰＣＲ检测ｍｉＲ—４８３—３Ｐ相对表
达水平。结果显示：与对照组相比转染ｍｉＲ—４８３—３Ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈｍｉＲ—４８３—３Ｐ水平逐渐下
降；在４８ｈ时下降幅度最大，抑制效果尤为明显，如
图２。

图２　脂质体转染后ｍｉＲ—４８３—３Ｐ表达水平下降
Ｐ＜０．０５Ｐ＜０．０１

三、ｍｉＲ—４８３—３Ｐ对神经母细胞瘤细胞增殖的
影响

ＣＣＫ—８实验结果显示：与对照组相比，转染ｍｉＲ
—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组在０ｈ和２４ｈ４５０ｎｍ处的 ＯＤ
值无明显差异，４８ｈ和７２ｈ４５０ｎｍ处 ＯＤ值明显下
降（Ｐ＜００５）。这表明 ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ会抑
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制神经母细胞瘤细胞的增殖，如图３。

图３　转染了ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞的增
殖能力降低Ｐ＜０．０５

四、ｍｉＲ—４８３—３Ｐ对神经母细胞瘤细胞侵袭迁
移能力的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验显示：转染 ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组穿过 Ｍａｔｒｉｇｅｌ膜的细胞数为（２５３±３２）
而对照组穿过Ｍａｔｒｉｇｅｌ膜的细胞数为（３５４±４２）。
与对照组相比下降了（２８５％），Ｐ＜００５，有统计学
意义。这表明ｍｉＲ—４８３—３Ｐ会促进神经母细胞瘤细
胞的迁移。

五、ｍｉＲ—４８３—３Ｐ靶向调控ＲＩＯＫ３的表达
利用 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ和 ｍｉＲａｎｄａ数据库查找得到，

ＲＩＯＫ３的３′ＵＴＲ含有 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的结合位点，因
此将ＲＩＯＫ３作为本研究的候选靶基因。荧光素酶
报告基因检测结果显示：ｐｍｉｒＧＬＯ—ＲＩＯＫ３ＷＴ与
ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染细胞后荧光素酶活性
较ｐｍｉｒＧＬＯ—ＲＩＯＫ３ＭＵＴ与ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共
转染显著升高（Ｐ＜００１），如图４。

图４　ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可增强ＲＩＯＫ３荧光素酶的活性
Ｐ＜０．０１

六、ｍｉＲ—４８３—３Ｐ对蛋白表达的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：下调 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ

后，细胞中ＲＩＯＫ３表达水平升高，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），如图５。

图５　ｍｉＲ—４８３—３Ｐ下调ＲＩＯＫ３蛋白的表达

讨　论

神经母细胞瘤（ＮｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａＮＢ）是儿童常见
的一种交感神经系统的恶性胚源性肿瘤，是儿童和

婴儿最常见的实体瘤之一，其发病率 Ｉ／１０万，恶性
程度高，容易早期转移，死亡率高；因此阐明肿瘤的

转移分子机制及寻找新的治疗方法显得尤为重要。

微小核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）近年来因其与肿瘤密切相
关而成为研究热点，它是一种由１８－２５个核苷酸构
成的内源性的非编码小分子单链 ＲＮＡ，在转录后水
平调控基因表达。ｍｉＲＮＡ特异性的通过碱基互补
配对的方式部分或完全结合目标 ｍＲＮＡ的３’非翻
译区从而抑制 ｍＲＮＡ翻译或降解靶 ｍＲＮＡ［１］。近
年研究发现 ｍｉＲＮＡ在肿瘤的发生、发展过程中可
通过调控细胞代谢发挥作用，如细胞增殖、迁移、分

化、凋亡和血管生成等［２－３］。ｍｉＲＮＡ既可作为癌基
因又可作为抑癌基因，参与人类肿瘤形成的多条信

号通路［４］。因此，特定ｍｉＲＮＡ功能的研究为肿瘤诊
断和治疗提供了新的方向［５］。近年来，大量研究发

现ｍｉＲＮＡ参与多种肿瘤的的发生和发展［６－７］，但参

与神经母细胞瘤侵袭和转移的报道很少。而影响神

经母细胞瘤预后的主要因素就是神经母细胞瘤的侵

袭、转移情况［８］，因此研究与神经母细胞瘤侵袭及

转移密切相关的特定ｍｉＲＮＡ具有重要意义。
本课题组前期将 ｍｉＲＮＡ微阵列芯片分析技术

应用于ＮＢ转移机制研究中，筛选出ＮＢ转移瘤的异
常ｍｉＲＮＡ表达谱，发现ｍｉＲ—４８３—３ｐ、ｍｉＲ—９９ｂ、ｍｉＲ
—１４５、ｍｉＲ—６０２、ｍｉＲ—２６ｂ、ｍｉＲ—１２５ａ—３ｐ、ｌｅｔ—７ｆ的表
达在ＮＢ转移瘤和ＮＢ原发瘤中有显著的差异，这些
ｍｉＲＮＡ可能在 ＮＢ的侵袭和转移中发挥着重要作
用［９］。目前为止已做了部分相关研究，其中对ｍｉＲ—

７，ｍｉＲ—３３８，ｍｉＲ—３３８—３Ｐ，ｍｉＲ—９２，ｍｉＲ—９２ｂ，ｍｉＲ—

３４ａ，ｍｉＲ—１５ａ等作了相关研究，我们发现，当改变肿
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瘤细胞中ｍｉＲＮＡｓ的表达水平时，细胞的增殖、侵袭
迁移能力会发生改变［１０－１３］。影响肿瘤细胞生物学

行为的机制与ｍｉＲＮＡｓ的水平变化所导致的下游调
控的靶ｍＲＮＡｓ翻译后水平的变化有关，这些靶ｍＲ
ＮＡ所翻译出来的蛋白通常是一些细胞因子、信号
蛋白；当细胞的信号通路发生改变时，肿瘤发生。已

有研究证明ｍｉＲ—４８３与胰腺癌、胃癌关系密切，并
与恶性程度有一定的相关性，ｍｉＲ—４８３—３ｐ在胰腺癌
中起促癌作用，ＤＰＣ４／ＳＭＡＤ４是与胰腺癌密切相关
的抑癌基因，是 ＴＧＦ—β和 ＢＭＰ信号通路下游共同
的关键蛋白。ｍｉＲ—４８３—３ｐ通过靶向抑制 ｍＲＮＡ转
录后翻译，ＤＰＣ４／ＳＭＡＤ４水平下降，从而阻止了
ＴＧＦ—β和ＢＭＰ信号通路的下续传递，这些信号通
路与细胞的生长、分化、凋亡等功能相关，从而促进

肿瘤的发生［１４］。也有文献报道ｍｉＲ—４８３位于 ＩＧＦ２
（胰岛素样生长因子２）基因的第７号内含子中，与
宿主基因 ＩＧＦ２共表达。ｍｉＲ—４８３在结直肠癌中表
达水平明显高于癌旁组织，并ＩＧＦ２基因表达水平在
结直肠癌患者中呈倍数增高，两者有望成为结直肠

癌诊断的分子标记物［１５］。ＤＣＬ１（肝癌缺失基因１）
是一种重要的抑癌基因，目前发现其还在肝癌、肺

癌、前列腺癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中表达水平降

低或缺失；ｍｉＲ—４８３—３Ｐ通过靶向抑制ＤＣＬ１转录后
翻译促进结直肠癌的发生、发展［１６］。综上，ｍｉＲ—４８３
—３Ｐ在多种肿瘤细胞中表达水平升高，这与前期基
因芯片的结果相同，故在神经母细胞瘤中对 ｍｉＲ—

４８３—３Ｐ的研究显得尤为重要。
通过生物信息学技术发现 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ与

ＲＩＯＫ３关系密切。蛋白激酶是负责催化磷酸基团
向丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸的转移，在细胞内信号传

导过程中发挥重要作用，在对体内各种生理活动调

控中扮演重要角色。ＲＩＯＫ３为非典型激酶 ＲＩＯ家
族的成员之一，ＲＩＯＫ３含有一个 ＲＩＯ结构域，，但是
其结构与其他 ＲＩＯ家族成员有较大差别。有研究
证明，人类蛋白激酶ＲＩＯＫ３是一种很重要的信号分
子，能够抑制细胞增殖并促进凋亡［１７］。ＲＩＯＫ３定位
于细胞质中，与 ＲＩＯＫ３相互作用的蛋白有：ＣＡＳＰ１０
（ｃａｓｐａｓｅ—１０），ＢＩＭ（Ｂｃｌ—２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｍｅｄｉａｔｏｒ），
ＰＡＫ２（ｐ２１—ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２）和 ＣＤＣ４２（ｃｅｌｌｄｉｖｉ
ｓｉｏｎｃｙｃｌｅ４２），而这些与之作用的蛋白与细胞的凋
亡、侵袭转移活性密切相关。ＲＩＯＫ３作为一个
ＮＦκＢ通路的成员可以抑制 ＴＮＦα诱导的 ＮＦκＢ的
活化。ＲＩＯＫ３与 ＣＡＳＰ１０相互作用后可抑制 ＮＦκＢ
通路的激活；ＲＩＯＫ３能够在蛋白水平上降低 ＰＡＫ２

的表达，在 ＰＡＫ２的酶解激活途径中发挥重要作
用［１８］。通过对 ＲＩＯＫ３的功能研究，发现了 ＲＩＯＫ３
在ＮＦκＢ信号传导过程中的作用，推测 ＲＩＯＫ３与肿
瘤细胞发生和肿瘤细胞迁移关系密切［１９］。

本研究先通过逆转录聚合酶链式反应来验证

ｍｉＲ—４８３—３Ｐ在神经母细胞瘤及癌旁正常组织的差
异表达，证实 ｍｉＲ—４８３—３Ｐ在神经母细胞瘤中高表
达。进一步利用脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将化学合
成的ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ瞬时转染入高表达ｍｉＲ—

４８３—３Ｐ的 ＳＨ—ＳＹ５Ｙ神经母细胞瘤细胞系中，以此
干预ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的表达，结果显示ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ使得ＳＨ—ＳＹ５Ｙ神经母细胞瘤细胞系中ｍｉＲ—

４８３—３Ｐ的表达水平下降，并且 ＣＣＫ—８实验结果显
示：转染ｍｉＲ—４８３—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后神经母细胞瘤的增
殖能力显著下降，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示：转染ｍｉＲ—４８３
—３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后神经母细胞瘤的侵袭迁移能力显著
下降，下一步我们利用多种生物信息学软件预测

ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的靶基因，发现 ＲＩＯＫ３的３′ＵＴＲ含有
ｍｉＲ—４８３—３Ｐ的潜在结合位点，因此将 ＲＩＯＫ３作为
本研究得候选靶基因，并加以验证，确定 ＲＩＯＫ３是
ｍｉＲ—４８３—３Ｐ调控的靶蛋白。本研究创新点在于通
过ｍｉＲ—４８３—３Ｐ对下游靶基因ＲＩＯＫ３转录后翻译的
影响，来研究神经母细胞瘤的增殖侵袭迁移等生物

学行为的变化；并将 ｍｉＲＮＡ与信号通路联系在一
起，为今后ｍｉＲＮＡ参与神经母细胞瘤发生发展的分
子机制研究及介导神经母细胞瘤的靶向生物治疗提

供理论基础。
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