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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨小 RNA-30(miR-30)在胆囊癌(GBC)上皮间充质转化(EMT)进程中的作用

和潜在机制。 方法　 qRT-PCR 用于检测胆囊上皮细胞和癌细胞系 miR-30 相对表达水平;过表达 miR-30 后采用

MTT、平板克隆实验用于检测细胞增殖能力;细胞划痕实验和 Transwell 小室试验分别评估细胞迁移和侵袭能力;
Western

 

blot 用于评估细胞 EMT 相关蛋白(E-cadherin、N-cadherin 和 Vimentin)和 EMT 相关转录因子( Snail、Slug 和

Zeb2)的表达水平。 拯救实验用于探索 miR-30 与 Zeb2 的靶向调控关系。 结果　 miR-30 在 2 个代表性 GBC 细胞系

(GBC-SD 和 NOZ)中明显下调(P<0. 05)。 过表达 miR-30 会抑制 GBC-SD 细胞增殖、克隆形成、细胞迁移、细胞侵

袭和 EMT 过程(P<0. 05),而过表达 Zeb2 可以逆转 miR-30 导致的 EMT 抑制作用(P<0. 05)。 结论　 miR-30 通过

靶向 Zeb2 减弱 GBC 细胞的 EMT 进展,表明 miR-30 是一种肿瘤抑制因子,可作为 GBC 的新型潜在分子治疗靶点。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

explore
 

the
 

role
 

and
 

potential
 

mechanism
 

of
 

miR-30
 

in
 

EMT
 

of
 

gallbladder
 

cancer
 

( GBC ).
 

Methods 　 qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-30
 

in
 

gallbladder
 

epithelial
 

cells
 

and
 

cancer
 

cell
 

lines.
 

After
 

overexpression
 

of
 

miR-30,
 

MTT
 

and
 

colony
 

formation
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

cell
 

proliferation.
 

Wound
 

healing
 

and
 

Transwell
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

cell
 

migratory
 

and
 

invasive
 

abilities,
 

respectively.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

EMT-related
 

proteins
 

( E-cadherin,
 

N-
cadherin

 

and
 

Vimentin)
 

and
 

EMT-related
 

transcription
 

factors
 

(Snail,
 

Slug
 

and
 

Zeb2).
 

A
 

rescue
 

experiment
 

was
 

carried
 

to
 

explore
 

the
 

regulatory
 

relationship
 

between
 

miR-30
 

and
 

Zeb2.
 

Results 　 miR-30
 

was
 

significantly
 

downregulated
 

in
 

two
 

representative
 

GBC
 

cell
 

lines
 

( GBC-SD
 

and
 

NOZ)
 

( P < 0. 05).
 

Overexpression
 

of
 

miR-30
 

inhibited
 

GBC-SD
 

cell
 

proliferation,
 

colony
 

formation,
 

migration,
 

invasion
 

and
 

EMT
 

(P < 0. 05).
 

Overexpression
 

of
 

Zeb2
 

reverses
 

the
 

EMT
 

inhibitory
 

effect
 

caused
 

by
 

miR-30
 

(P<0. 05).
 

Conclusions 　 miR-30
 

attenuates
 

EMT
 

of
 

GBC
 

cells
 

by
 

targeting
 

Zeb2,
 

which
 

indicates
 

that
 

miR-30
 

is
 

a
 

tumor
 

suppressor
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

novel
 

therapeutic
 

target
 

for
 

GBC.
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　 　 胆囊癌( gallbladder
 

carcinoma,GBC) 是胆管疾

病中最常见和最具侵袭性的恶性肿瘤,该病的全球

发病率每年增加[1] ,患者的 5 年生存率<5%[2] 。 尽

管诊断和治疗的技术有所进步,但 GBC 的临床结果

并没有显著改善,因为早期转移和延误的诊断[3] 。
手术切除是目前唯一有效的治疗方法,因为缺乏能

够减轻或预防 GBC 转移的治疗方案[4] 。 因此,阐明

介导 GBC 发生和进展的分子机制具有重要的意义。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类长度约为

18~ 25 个核苷酸的小型非编码 RNA 分子[5] 。 作为

基因表达的内源性抑制因子,miRNA 可以直接与特

定目标信使 RNA ( mRNA ) 的 3 ’ 非翻译区 ( 3 ’
untranslated

 

regions,3’-UTR)结合,以诱导 mRNA 降

解或抑制蛋白质翻译[6] 。 因此,这些小分子可以作

为肿瘤启动子或抑制子[7] 。 在这些 miRNA 中,位于

染色体区域 6q13 的 miR-30 已被报道在几种人类癌

症中失调[8-11] 。 然而,miR-30 在 GBC 中的具体角

色和潜在作用机制仍然未知。
因此,在本研究中,我们探索了 miR-30 在 GBC

细胞系中的肿瘤抑制作用和其对上皮间充质转化

(epithelial-mesenchymal
 

transition, EMT) 进展的影

响。 我们发现 miR-30 可能是通过调控 E 盒结合锌

指蛋白 2( zinc
 

finger
 

E-box
 

binding
 

protein
 

2,Zeb2)
介导 EMT 进程的的关键因子。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人 GBC 细胞系 GBC-SD 和 NOZ 购自中国科学

院上海生命科学研究院;正常人胆囊上皮细胞系

HGBEC 购自美国 ATCC 细胞库。 GBC-SD 和 NOZ
细胞系在高糖 DMEM 培养基中培养,HGBEC 细胞

系在 RPMI
 

1640 中培养。 培养基均补充 10%胎牛

血清,细胞系均在 37℃ 和 5%
 

CO2 的湿润环境下

培养。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 高糖 DMEM 培养基(美国 Gibco 公司);RPMI
 

1640 培养基(美国 HyClone 公司);胎牛血清(美国

Gibco 公司); TRIzol 试剂 (美国 Invitrogen 公司);
miR-X

 

miRNA
 

First-Strand
 

Synthesis 逆转录试剂盒、
miR-X

 

miRNA
 

qRT-PCR
 

SYBR 试 剂 盒 ( 美 国

Clontech
 

Laboratories 公司);pCMV 表达载体(上海

龙钱生物科技有限公司);Lipofectamine
 

2000(美国

Invitrogen 公司);MTT 试剂盒(日本 Dojindo 公司)

8
 

μm 小室、Matrigel 胶(美国 BD
 

Biosciences 公司);
结晶紫(美国 Sigma 公司);RIPA 蛋白提取试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司);一抗[兔抗 E-钙
黏蛋白( E-cadherin)、N-钙黏蛋白( N-cadherin)、波
形蛋白(Vimentin)、β-肌动蛋白(β-actin)和 HRP 偶

联的二抗(美国 Cell
 

Signaling
 

Technology 公司)。 酶

标仪( 美国 Bio-Rad 公司);化学发光系统 ( 美国

Millipore 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 RNA 寡核苷酸、质粒构建及细胞转染和

分组

　 　 合成 miRNA 模拟物(miR-mimic)以及阴性对照

物(miR-NC)购自上海百奥生物技术有限公司。 将

全长 Zeb2
 

cDNA(GenBank
 

ID 号:NM_9839)克隆到

pCMV 表达载体( Zeb2)中,空载质粒( Vector)用作

阴性对照。 GBC-SD 细胞接种在 6 孔板中并使用

Lipofectamine
 

2000 进行转染。 根据转染物不同,将
细胞分为空白组、miR-30 阴性对照组和 miR-30 转

染组,空白组细胞不给予任何处理,正常培养;miR-
30 阴性对照组和 miR-30 转染组分别转染 miR-30

 

NC 和 miR-30
 

mimic。 另将细胞分为 miR-30 阴性对

照组、miR-30 转染组、miR-30 转染+Zeb2 阴性对照

组和 miR-30 转染+Zeb2 转染组,分别转染 miR-30
 

NC、miR-30
 

mimic、miR-30
 

mimic+共表达质粒 Zeb2
 

Vector 和 miR-30
 

mimic+共表达质粒 Zeb2 至 GBC-
SD 细胞。 miRNA 的序列用 Primer

 

Premier4. 0 软件

设计,如下所示:miRNA-NC
 

F:
 

5’-TCTGAGGCTAA
 

CCACGGTCTGTA-3’和 R:
 

5’-CTGATTAAGTGTCAT
 

ACTCATAC; miR-30
 

mimic
 

F:
 

5 ’-TGTAAACATCC
 

TACACTCTCAGC-3’ 和 R:
 

5’-CTCGCTTCGGCAGC
 

ACACCGACT-3’。 质粒转染:在每个 6 孔板中加入

2
 

μg 质粒,持续 48
 

h,然后用 G418(200
 

μg / mL)处

理细胞。
1. 3. 2　 qRT-PCR
　 　 用 TRIzol 试剂从培养的正常人胆囊上皮细胞

系 HGBEC 及 GBC-SD 和 NOZ 细胞系以及空白组、
miR-30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞中提取总

RNA,并使用 miR-X
 

miRNA
 

First-Strand
 

Synthesis
 

Kit
逆转录为 cDNA。 随后使用 miR-X

 

miRNA
 

qRT-PCR
 

SYBR 试剂盒通过聚合酶链式反应扩增并测量目的

RNA 表达。 核内小 RNAU6 作为内参。 相对 RNA
表达水平用 2-△△CT 方法定量。 本文所用引物用

Primer
 

Premier
 

4. 0 软件设计,序列如下所示:miR-

07 中国比较医学杂志 2022 年 9 月第 32 卷第 9 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

September
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

9



30
 

F:
 

5’-CAGCTGCAAACATCCGACTG-3’和 R:
 

5’-
GCGACTGTAAACATCCTCGAC-3’;U6

 

F:
 

5’-CCCTT
 

CGGGGACATCCGATA-3’ 和 R:
 

5’-TTTGTGCGTGT
 

CATCCTTGC-3’。
1. 3. 3　 MTT
　 　 根据制造商的说明,通过 MTT 试剂盒评估 miR-
30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞增殖,并通过

酶标仪在 450
 

nm 波长下检测吸光度。
1. 3. 4　 平板克隆试验

　 　 miR-30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞接种

在 6 孔板中,培养 14
 

d。 用 4%多聚甲醛固定细胞并

用 0. 1%结晶紫染色,计算每个细胞系的克隆总数。
1. 3. 5　 细胞迁移

　 　 将 miR-30 阴性对照组和 miR-30 转染组细胞接

种在无血清培养基中的 6 孔板中并生长至 90%密

度,用无菌 200
 

μL 移液器尖端在培养皿正中线处垂

直划痕。 在划痕伤口放置后 0 h 和 48
 

h 测量划痕面

积,计算迁移率。

注:1:人胆囊上皮细胞 HGBEC;2:人胆囊癌细胞 GBC-SD;3:人胆囊癌细胞 NOZ。 a:空白组;b:miR-30 阴性对照组;c:miR-30 转染组。

与人胆囊上皮细胞 HGBEC 相比,
 ∗P<0. 05;与 miR-30 阴性对照组相比,

 #P<0. 05。

图 1　 miR-30 在正常和胆囊癌细胞中的表达水平差异

Note.
 

1,
 

Gallbladder
 

epithelial
 

cells
 

HGBEC.
 

2,
 

Human
 

gallbladder
 

cancer
 

cells
 

GBC-SD.
 

3,
 

Human
 

gallbladder
 

cancer
 

cells
 

NOZ.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group.
 

c,
 

miR-30
 

transfection
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

human
 

gallbladder
 

epithelial
 

cell
 

HGBEC,
 ∗P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

1　 Difference
 

in
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-30
 

between
 

normal
 

and
 

gallbladder
 

cancer
 

cells

1. 3. 6　 细胞侵袭

　 　 使用 24 孔板中的 8
 

μm 小室过滤器进行细胞

迁移和侵袭测定。 miR-30 阴性对照组和 miR-30 转

染组 ( 每毫升 3 × 104 个) 细胞接种在上室, 用

Matrigel 胶包被。 细胞在 200
 

μL 无血清培养基中培

养。 将 500
 

μL 补充有 10%
 

FBS 的培养基加入下

室。 细胞培养 24
 

h,然后将迁移到下部隔室并粘附

膜上的细胞用甲醇固定并用结晶紫染色。 对细胞

进行拍照,对每个孔中随机选择的 3 个视野中的细

胞进行计数。

1. 3. 7　 Western
 

blot
　 　 RIPA 蛋白提取试剂盒用于提取 miR-30 阴性对

照组、miR-30 转染组、miR-30 转染+Zeb2 阴性对照

组和 miR-30 转染+Zeb2 转染组细胞内总蛋白。 等

量的细胞蛋白用 SDS-PAGE 电泳分离, 转移到

PVDF 膜 上, 用 适 当 的 一 抗 ( 兔 抗 E-cadherin、
N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug、Zeb2 和 β-actin)和

HRP 偶联的二抗孵育。 化学发光系统用于印迹

显影。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示,用
SPSS

 

19. 0 软件进行分析。 两组之间平均表达水平

的差异通过独立样本 t 检验进行评估。 P<0. 05 认

为具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 miR-30 在正常和胆囊癌细胞中的表达水平

差异

　 　 我们验证了 miR-30 在正常胆囊上皮细胞和胆

囊癌细胞的表达水平,以确定 miR-30 在胆囊癌细胞

中的角色,结果显示同正常胆囊细胞上皮细胞相

比,两种胆囊癌细胞 GBC-SD 和 NOZ 中 miR-30 表

达水平明显下调,具有统计学差异(P < 0. 05) (图

1A)。 为了观察 miR-30 对 GBC-SD 细胞生物学功能

的改变,我们通过转染 miR-30
 

mimic 或其阴性对照

miRNA 探索其对细胞增殖的影响。 如图 1B 所示,
同转染 miR-30 阴性对照组细胞相比,转染 miR-30

 

mimic( miR-30 转染组)细胞 miR-30 表达水平显著
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上调(P<0. 05)。 而空白组和阴性对照组之间没有

显著的统计学差异(P>0. 05)。
2. 2　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

增殖

　 　 通过 MTT 试验检测细胞增殖能力的改变。 如

图 2 所示,同 miR-30 阴性对照组细胞相比,miR-30
转染组细胞增殖能力明显抑制(P<0. 05)。
2. 3　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

克隆形成

通过平板克隆试验检测细胞增殖数目的改

变。 如图 3 所示,同 miR-30 阴性对照组的细胞数

目相比,miR-30 转染组细胞增殖数目明显减少(P
<0. 05) 。

2. 4　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

迁移能力

通过划痕试验检测细胞迁移能力改变。 如图 4
所示,同 miR-30 阴性对照组细胞相比,miR-30 转染

组细胞迁移率明显降低(P<0. 05)。
2. 5　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

侵袭能力

　 　 通过 TransWell 小室试验检测细胞迁移能力改

变。 如图 5 所示,同 miR-30 阴性对照组细胞相比,
miR-30 转染组细胞侵袭明显减少(P<0. 05)。
2. 6　 过表达 miR-30 可以明显抑制 GBC-SD 细胞

EMT 进程

　 　 为 了研究miR-30是否参与了GBC-SD细胞的

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞增殖的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

GBC-SD
 

cells

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 4　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞迁移能力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

migratory
 

ability
 

of
 

GBC-SD
 

cells

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 3　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞克隆数目的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

colony
 

number
 

of
 

GBC-SD
 

cell

注:与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 5　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞侵袭能力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

invasive
 

ability
 

of
 

GBC-SD
 

cells
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EMT 进程,我们评估了细胞被 miR-30 或 miR-NC 处

理后的 EMT 标志物蛋白( E-cadherin、N-cadherin 和

Vimentin)的表达水平,图 6 结果显示,同 miR-30 阴

性对照组细胞相比, E-cadherin 表达水平在转染

miR-30
 

mimic 细胞中显著升高, 而 N-cadherin 和

Vimentin 表达水平显著下降(P<0. 05),EMT 相关转

录因子 ( Snail、 Slug 和 Zeb2) 蛋白水平下调 ( P <
0. 05)。

2. 7　 过表达 Zeb2 可以逆转 miR-30 导致的 EMT
抑制作用

为验证 E-cadherin 能被 EMT 相关的转录因子

Zeb2 靶向结合,进行了拯救试验。 共表达质粒 Zeb2
+miR-30 或其阴性对照物 Vector+miR-30 分别转染

GBC-SD 细胞,结果显示 Zeb2 可以明显逆转 miR-30
所引起的 EMT 相关蛋白( E-cadherin、N-cadherin 和

Vimentin)的表达水平(P<0. 05)(图 7)。

注:a:miR-30 阴性对照组;b:miR-30 转染组。 与 miR-30 阴性对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 6　 miR-30 和 miR-NC 对 GBC-SD 细胞 EMT 的影响

Note.
 

a,
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group.
 

b,
 

miR-30
 

transfection
 

group.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

6　 Effects
 

of
 

miR-30
 

and
 

miR-NC
 

on
 

the
 

EMT
 

of
 

GBC-SD
 

cells

注:a:miR-30 阴性对照组;b:miR-30 转染组;c:miR-30 转染+Zeb2 阴性对照组;d:miR-30 转染+Zeb2 转染组。 与 miR-30 阴性对照组相比,
 

∗P<0. 05;与 miR-30 转染+Zeb2 阴性对照组比较,
 #P<0. 05。

图 7　 过表达 Zeb2 对 miR-30 引起 GBC-SD 细胞 EMT 的逆转作用

Note.
 

a,
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group.
 

b,
 

miR-30
 

transfection
 

group.
 

c,
 

miR-30
 

transfection+Zeb2
 

negative
 

control
 

group.
 

d,
 

miR-30
 

transfection+

Zeb2
 

transfection
 

group.
 

Compared
 

with
 

miR-30
 

negative
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

miR-30
 

transfection+Zeb2
 

negative
 

control
 

group,
 

#P<0. 05.

Figure
 

7　 The
 

reversal
 

effect
 

of
 

overexpression
 

of
 

Zeb2
 

on
 

the
 

EMT
 

of
 

GBC-SD
 

cells
 

caused
 

by
 

miR-30
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3　 讨论

　 　 证据表明 miRNAs 在多种癌症中失调[12] ,并作

为肿瘤抑制因子或启动子发挥作用[13] 。 研究揭示

了 GBC[14]中的许多 miRNA 特征,但 miRNA 在 GBC
中的发病机制中的确切作用仍不清楚。 我们选择

miR-30 作为本研究的目标分子,表明了 miR-30 在

GBC 的发生和发展中起着重要作用。 我们发现与

正常胆囊上皮细胞相比,GBC 细胞中 miR-30 的表

达显著下调。 miR-30 家族的成员包括 miR-30b、
miR-30c、miR-30d 和 miR-30e。 作为一组肿瘤抑制

因子,miR-30 家族在许多人类癌症中被下调,包括

结直肠癌[15] 、肺癌[16] 、甲状腺癌[17] 和胃癌[18] 。 我

们证明 miR-30 显著抑制 GBC 细胞增殖、迁移和

侵袭。
EMT 是一种生物学过程,通过该过程,上皮细

胞失去极性和粘附能力,并获得间充质细胞的迁移

和侵袭特性[19] 。 EMT 在调节许多人类癌症的肿瘤

侵袭和转移中起关键作用[20-21] 。 miRNA 是 EMT 的

关键的调节因子[22] ,通过参与 EMT 相关信号通路

并与 EMT 相关转录因子相互作用。 例如,miR-30
通过直接靶向因子( Snail、Slug 和 Zeb2) 3’ UTR 抑

制 EMT 的进展[23] 。 Snail 是 EMT 的中心调节剂,已
观察到它在所有 EMT 过程中发挥作用,并与侵入行

为相关[24] 。 Snail 通过直接调节上皮和间充质基因

转录激活 EMT。 Snail 通过其羧基末端锌指结构域

与 E-cadherin 启动子区域上的 E-box
 

DNA 序列结合

抑制 E-cadherin 表达[25] 。 Slug 是 Snail 超家族的另

一个成员,在 EMT 进展中的作用与 Snail 类似,通过

抑制 E-cadherin 表达和增强 Vimentin 和纤连蛋白表

达行使功能[24] 。 Slug 受 MMP-19 正向调控可与

Slug 启动子区域结合,随后激活的 Slug 可增加受体

酪氨酸激酶 Axl 的表达,以通过正反馈环路维持

Slug 表达并稳定 GBC 细胞中的 EMT[26] 。 Zeb2 是一

种可驱动 EMT 的转录因子,其表达通常在 Snail 表
达激活之后[27] 。 Zeb2 在 GBC 侵袭位点高表达并通

过抑制 E-cadherin 和 T-cadherin 表达并在转录水平

增加 N-cadherin 和 Vimentin 表达提高侵袭潜力[28] 。
在本研究中,我们发现用 miR-30

 

mimic 处理改变了

EMT 相关蛋白的表达,包括 E-cadherin、N-cadherin
和 Vimentin。 并阻止了 EMT 转录因子的 Snail、Slug
和 Zeb2 的上调。 另外,过表达 miR-30 可以明显逆

转 GBC-SD 细胞 EMT 进程。

我们在体外实验中证明了 miR-30 在 GBC 细胞

增殖和迁移和侵袭中的关键作用,可能是通过靶向

EMT 相关转录因子 Zeb2。 我们的研究结果提供了

对 GBC
 

EMT 进展机制的新见解,表明 miR-30 可能

作为抑制 GBC 的新靶点。
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