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miR-362-3p 的表达及其靶基因与胆囊癌恶性特征的关系
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（中南大学湘雅三医院  普通外科，湖南 长沙 410006）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 miR-362-3p 在胆囊癌中的表达及功能。

方法：用 qRT-PCR 检测手术切除的 44 例胆囊癌患者手术标本中 miR-362-3p 的表达，并分析其表达与

胆囊癌临床病理特征及预后的关系。miR-362-3p 模拟物转染胆囊癌细胞后，分别用 MTT 法、细胞划痕

试验及 Transwell 侵袭试验观察细胞增殖、迁移及侵袭的改变。通过生物信息学方法及双荧光素酶报告

基因试验分析 miR-362-3p 的靶基因，并采用补救试验验证。

结果：miR-362-3p 在胆囊癌组织的表达明显低于相应癌旁组织（P<0.05）。miR-362-3p 的低表达与肿

瘤 TNM 分期、淋巴结转移及远处转移明显有关（均 P<0.05）。低表达 miR-362-3p 患者总体生存率较

高表达 miR-362-3p 患者明显降低（P<0.05）。转染 miR-362-3p 模拟物后，胆囊癌细胞的增殖，迁移

及侵袭能力明显减弱（均 P<0.05）。Nemo 样激酶（NLK）被确定为 miR-362-3p 的潜在靶基因，转染

NLK 过表达载体后，miR-362-3p 模拟物对胆囊癌细胞的上述作用被明显逆转（均 P<0.05）。

结论：miR-362-3p 在胆囊癌中表达下调，下调的 miR-362-3p 减少了对靶基因 NLK 的抑制，从而促进

了胆囊癌细胞的增殖、迁移和侵袭。
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Relations of miR-362-3p expression and its target gene with 
malignant profiles of gallbladder cancer
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Abstract Objective: To detect the expression of miR-362-3p in gallbladder cancer and its functions.

Methods: The expressions of miR-362-3p in the surgical specimens from 44 gallbladder cancer patients were 

determined by qRT-PCR, and the relations of miR-362-3p expression with clinicopathological characteristics and 

prognosis of the patients were analyzed. In gallbladder cancer cells aft er transfection with miR-362-3p mimics, 

the changes in proliferation, migration and invasion were examined by MTT  colorimetry, wound healing assay, 

and Transwell assay respectively. Th e target gene of miR-362-3p was analyzed by bioinformatics analysis and dual 

luciferase reporter gene assay, and then was verifi ed through recovery tests.

Results: Th e expression of miR-362-3p was signifi cantly decreased in gallbladder cancer tissue compared with 
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胆囊癌（gal lb ladder  cancer）是胆道系统最

常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 以 恶 性 程 度 高 ， 侵 袭 力 强 ， 转

移 快 ， 预 后 差 为 主 要 临 床 特 征 [ 1 ]。 手 术 切 除 仍 是

目 前 胆 囊 癌 治 疗 的 首 要 方 案 ， 但 大 多 数 患 者 术 后

肿瘤复发率高，预后较差 [2]。据报道 [3]，胆囊癌中

位生存期低于1年 ，5年生存率低于15% 。为此，

进 一 步 阐 明 胆 囊 癌 发 生 发 展 的 分 子 机 制 ， 并 寻 找

新 的 分 子 标 志 物 对 胆 囊 癌 的 防 治 具 有 重 要 意 义 。

微 小 R N A （ m i c r o R N A ， m i R N A ） 是 一 类 长 度 由

19~24个核苷酸组成的单链非编码 RNA[4]。miRNA

可通过与靶基因信使RNA（mRNA）3'-非编码区

（ U T R ） 碱 基 特 异 性 互 补 配 对 而 抑 制 其 翻 译 ， 从

而在转录后水平发挥对靶基因的直接调控作用[5]。

研究[6]表明，miRNA与细胞生长、分化、凋亡及免

疫反应等过程密切相关。

近 年 来 研 究 [ 7 ]显 示 ， 一 些 m i R N A 的 异 常 表 达

与人体肿瘤发生发展密切相关。例如，miR-217和

miR-23a在胰腺癌中呈现异常表达，过表达miR-217

可抑制胰腺癌细胞增殖和侵袭 [8]；而上调miR -23a

则促进胰腺癌细胞迁移及侵袭 [9]。miR -125a -5p在

骨 肉 瘤 呈 现 低 表 达 ， 而 体 外 增 加 其 表 达 可 显 著 抑

制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭[10]。miR-106a和miR-

2 0 a 在 胶 质 瘤 中 呈 现 高 表 达 并 发 挥 促 癌 作 用 [ 1 1 ]。

miR -200c在膀胱癌中表达上调，并促进肿瘤细胞

的转移[12]。miR-362-3p定位于人基因组Xp11.23区

域 ， 其 在 多 种 人 类 肿 瘤 组 织 中 低 表 达 并 发 挥 抑 癌

作用，如乳腺癌 [13]、宫颈癌 [14]及肾癌 [15]等。目前

关于miR -362 -3p在胆囊癌中的功能及分子机制尚

不 明 确 。 本 研 拟 采 用 实 时 荧 光 定 量 P C R 试 验 分 析

miR -362 -3p在胆囊癌中的表达特征，通过细胞功

能 试 验 明 确 其 对 胆 囊 癌 细 胞 增 殖 、 迁 移 及 侵 袭 的

影响，并探讨及可能的分子机制。

1　材料与方法

1.1  临床标本  

收 集 本 院 肝 胆 外 科 2 0 0 9 年 3 月 — 2 0 1 1 年 9 月

手 术 切 除 的 4 4 例 胆 囊 癌 组 织 及 相 应 癌 旁 组 织 标

本（距离肿瘤边缘2 cm外）。所有患者术前均未

接 受 肿 瘤 放 疗 和 化 疗 ， 标 本 收 集 后 立 即 放 置 于 液

氮 保 存 备 用 。 所 有 标 本 均 经 本 院 病 理 科 进 行 病 理

确 诊 ， 临 床 病 理 分 期 采 用 美 国 癌 症 联 合 委 员 会 的 

第7版肿瘤淋巴结转移（TNM）分期。患者术后随

访72个月，总体生存时间定义为手术到死亡或手

术到最后观察时间。本研究已获得该院医学伦理委

员会批准，并得到患者和/或其直系家属知情同意。

1.2  相关试剂  

胆囊癌细胞系G-415和SGC-996购自中科院上

海细胞库。DMEM培养基、胎牛血清（FBS）及双

抗购自美国Gibco公司。RNA提取试剂盒、引物、

转染试剂盒及实时荧光定量PCR试剂盒均购自美国

赛默飞世尔公司。miR -362 -3p模拟物和模拟物阴

性 对 照 购 ， N L K 过 表 达 载 体 和 阴 性 对 照 载 体 均 购

自 苏 州 赛 业 生 物 科 技 有 限 公 司 。 M T T 和 二 甲 亚 砜

（DMSO）购自美国Sigma公司。

1.3  RNA 抽提、逆转录反应及 qRT-PCR 检测  

参照TRIzo l说明书提取组织RNA，并进行逆

转录及实时荧光定量PCR试验。逆转录反应条件：

tumor adjacent tissue (P<0.05). The decreased miR-362-3p expression was significantly associated with tumor 

TNM stage, lymph node metastasis and distant metastasis (all P<0.05). The overall survival rate in patients 

with low miR-362-3p expression was significantly lower than that in patients with high miR-362-3p expression 

(P<0.05). The abilities of proliferation, migration and invasion were significantly reduced in gallbladder cancer 

cells after transfection with miR-362-3p mimics (all P<0.05). Nemo like kinase (NLK) was found potentially to 

be the target gene of miR-362-3p. After transfection with NLK overexpression vectors, the above effects exerted 

by miR-362-3p mimics in gallbladder cancer cells were significantly reversed (all P<0.05).

Conclusion: The expression of miR-362-3p is down-regulated in gallbladder cancer, and the down-regulated 

miR-362-3p expression may reduce the inhibition on its target gene NLK, and thereby promote the proliferation, 

migration and invasion of gallbladder cancer cells.

Key words	 Gallbladder Neoplasms; MicroRNAs; Protein Kinases; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.8
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16 ℃ 30 min，42 ℃ 30 min，72 ℃ 10 min，-20 ℃

保存。实时荧光定量PCR反应条件为：98 ℃ 10 min，

随后98 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，72℃ 30 s，共40个

循环。人miR-362-3p上游引物：5'-AAC ACA CCT 

ATT CAA GGA TTC A-3'，下游引物：通用引物；

以人U6核内小RNA（U6）为内参，U6上游引物：

5'-CTC GCT TCG GCA GCA CA-3'，下游引物：

5'-ACG CTT CAC GAA TTT GCG T-3'。待PCR反

应结束后，采用2 -ΔΔC t 法计算胆囊癌组织及细胞

系中miR-362-3p的相对表达情况[16]。

1.4  MTT 法  

取对数期生长的G-415和SGC-996细胞，并于

96孔细胞培养板中进行铺板，使每孔细胞数约为

8×10 3个/孔。将细胞放置培养箱中过夜，待每孔

细胞融合度达80%左右时转染miR -362 -3p模拟物

和 模 拟 物 阴 性 对 照 。 随 后 ， 每 孔 细 胞 中 连 续 4  d

加 入 1 5  μ L  M T T / d （ 5  m g / m L ） ， 放 置 培 养 箱 孵

育4 h并去掉上清，每孔细胞中加入150 μL DMSO

溶解结晶，置于常温摇床缓慢摇晃20 min，最后

采用测酶标仪测定各孔在450 nm波长时的吸光度

（OD值）。

1.5  细胞划痕试验  

取 对 数 期 生 长 的 G - 4 1 5 和 S G C - 9 9 6 细 胞 ， 并

于6孔细胞培养板中进行铺板，使每孔细胞数约为

4×10 5个/孔。将细胞放置培养箱中过夜，待每孔

细胞融合度达80%左右时转染miR -362 -3p模拟物

和模拟物阴性对照。采用无血清DMEM培养基继续

培养细胞6 h，用枪头在每孔细胞中均匀划出4条水

平横线，并以37 ℃ PBS洗涤各孔细胞，去除多余

杂质及悬浮细胞。随后，采用含FBS的DMEM培养

基继续培养细胞，每隔6 h进行拍照，观察和测定

各孔细胞划痕宽度。

1.6  Transwell 侵袭试验  

取转染后的G -415和SGC -996细胞，并于BD 

Matr ige l基质胶/基质膜包被的Transwel l小室的上

室中进行铺板，使每孔细胞数约为2×10 4个/孔，

随后加入200 μL无血清DMEM培养基；下室加入

500 μL DMEM含FBS的DMEM培养基，放置培养

箱中培养24 h。随后，擦掉上室中未侵袭的细胞，

采 用 多 聚 甲 醛 固 定 下 室 细 胞 ， 并 以 吉 姆 萨 染 液 染

色 ， 最 后 放 置 显 微 镜 下 观 察 每 个 视 野 中 侵 袭 的 细

胞个数。

1.7  双荧光素酶报告基因试验  

取转染后的G-415和SGC-996细胞，并于24孔

细 胞 培 养 板 中 进 行 铺 板 ， 使 每 孔 细 胞 数 约 为 2 ×

104个/孔。将细胞放置培养箱中过夜，待每孔细胞

融合度达80%左右时转染miR -362 -3p模拟物或模

拟 物 阴 性 对 照 和 野 生 型 或 突 变 型 报 告 基 因 载 体 ，

并 放 置 培 养 箱 培 养 4 8  h 。 随 后 ， 以 P B S 清 洗 各 孔

细 胞 3 次 ， 每 孔 加 入 1 0 0  μ L 细 胞 裂 解 液 ， 置 于 常

温摇床缓慢摇晃30 min并收集上清液，最后采用

Modulus™单管型多功能检测仪测量各孔海肾和萤

火虫荧光值。

1.8  统计学处理  

采用SPSS 20.0统计软件进行统计学分析。每

组试验至少重复3次，计量资料采用均数±标准差

（x± s）表示。采用配对 t检验比较胆囊癌和癌旁

组织中miR-362-3p表达水平，以四格表χ2检验或

Fisher确切概率法分析miR-362-3p表达水平与胆囊

癌患者临床病理特征的关系，以生存分析Kaplan -

Meier法讨论miR-362-3p表达水平与胆囊癌患者预

后的关系，其余统计分析采用Student's t或单因素

方差分析。P<0.05视为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-362-3p 在胆囊癌和癌旁组织的表达特征 

q R T - P C R 检 测 结 果 显 示 ， m i R - 3 6 2 - 3 p 在 胆

囊 癌 组 织 和 相 应 癌 旁  组 织 的 相 对 表 达 量 分 别 为

0.47±0.21和1.36±0.45。统计分析发现，miR -

3 6 2 - 3 p 在 胆 囊 癌 组 织 的 表 达 量 明 显 低 于 癌 旁 组

织，差异有统计学意义（P<0.05）（图1）。
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图 1　miR-362-3p 在胆囊癌和癌旁组织的表达特征 
Figure 1　The expression characteristics of miR-362-3p in 

gallbladder cancer tissues and corresponding adjacent 
tissues
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2.2  miR-362-3p 的表达与胆囊癌患者临床病理

特征之间的关系  

以miR -362 -3p表达量平均值（1.36）为界，

将 4 4 例 胆 囊 癌 患 者 分 为 低 表 达 m i R - 3 6 2 - 3 p 组 及

高 表 达 m i R - 3 6 2 - 3 p 组 ， 其 中 低 表 达 m i R - 3 6 2 - 3 p

组 有 2 5 例 患 者 ， 高 表 达 m i R - 3 6 2 - 3 p 组 有 1 9 例 患

者。低表达miR -362 -3p与胆囊癌TNM分期、淋巴

结转移及远处转移明显有关（均P<0 .05），而与

患 者 年 龄 、 性 别 、 肿 瘤 大 小 及 胆 囊 结 石 无 关 （ 均

P>0.05）（表1）。

表 1　miR-362-3p 表达与胆囊癌患者临床病理特征之间的

关系 [n（%）]
Table 1　The relations of miR-362-3p ex pression with 

clinicopathologic features of patients with gallbladder 
cancer [n (%)]

因素 n 低表达（n=25） 高表达（n=19） P
年龄（岁）
　＜ 55 30 17（56.7） 13（43.3）

0.98
　≥ 55 14 8（57.1） 6（42.9）
性别
　女 20 12（60.0） 8（40.0）

0.70
　男 24 13（54.2） 11（45.8）
肿瘤大小（cm）
　＜ 3 18 9（50.0） 9（50.0）

0.45
　≥ 3 26 16（61.5） 10（38.5）
TNM 分期
　I~II 11 1（9.1） 10（90.9）

0.00
　III~IV 33 24（72.7） 9（27.3）
淋巴结转移
　否 15 5（33.3） 10（66.7）

0.02
　是 29 20（69.0） 9（31.0）
远处转移
　否 32 15（46.9） 17（53.1）

0.03
　是 12 10（83.3） 2（16.7）
胆囊结石
　否 27 14（51.9） 13（48.1）

0.40
　是 17 11（64.7） 6（35.3）

2.3  miR-362-3p 表达与胆囊癌患者预后的关系  

K a p l a n - M e i e r 生 存 曲 线 显 示 ， 低 表 达 m i R -

3 6 2 - 3 p 组 胆 囊 癌 患 者 总 体 生 存 率 较 高 表 达 m i R -

362-3p组患者明显降低（P<0.05）（图2）。
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图 2　不同 miR-362-3p 表达状态与胆囊癌患者的生存曲线
Figure 2　Th e survival curves of gallbladder cancer patients with 

diff erent miR-362-3p expression statuses

P<0.05

2.4  过表达 miR-362-3p 对胆囊癌细胞增殖的影响   

G -415细胞转染miR -362 -3p模拟物和模拟物

阴性对照后，细胞中miR -362 -3p的相对表达量分

别为10.20±3.16和1.0±0.17；SGC-996细胞转染

miR -362 -3p模拟物和模拟物阴性对照后，细胞中

m i R - 3 6 2 - 3 p 的 相 对 表 达 量 分 别 为 1 3 . 0 6 ± 2 . 9 7 和

1.0±0.20。统计分析显示，体外转染miR-362-3p

模 拟 物 可 明 显 提 高   G - 4 1 5 和 S G C - 9 9 6 细 胞 中 m i R -

3 6 2 - 3 p 的 表 达 水 平 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）（图3A）。噻唑蓝比色法显示，体外过

表达miR-362-3p可明显抑制G-415和SGC-996细胞

增殖（均P<0.05）（图3B）。

2.5  过表达 miR-362-3p 对胆囊癌细胞迁移的影响  

胆 囊 癌 细 胞 迁 移 2 4  h ， G - 4 1 5 细 胞 转 染 m i R -

3 6 2 - 3 p 模 拟 物 和 模 拟 物 阴 性 对 照 后 细 胞 迁 移 距

离 分 别 为 9 6 . 4 ± 2 6 . 7 和 5 7 8 . 3 ± 7 5 . 2  µ m ； S G C -

9 9 6 细 胞 转 染 m i R - 3 6 2 - 3 p 模 拟 物 和 模 拟 物 阴 性 对

照 后 细 胞 迁 移  距 离 分 别 为 （ 3 9 1 . 8 ± 5  1 . 4 ） µ m 和

（ 7 0 4 . 7 ± 9 5 . 9 ） µ m 。 统 计 学 分 析 显 示 ， 过 表 达

miR-362-3p可明显抑制G-415和SGC-996细胞迁移

（P<0.05）（图4）。
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图 3　过表达 miR-362-3p 对胆囊癌细胞增殖的影响　　A：miR-362-3p 相对表达量检测；B：细胞增殖曲线
Figure 3　Effect of miR-362-3p overexpression on proliferation of gallbladder carcinoma cells　　A: Determination of relative miR-362-3p 

expression levels; B: The cell proliferation curves
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图 4　过表达 miR-362-3p 抑制胆囊癌细胞迁移的影响　　A：G-415 细胞；B：SGC-996 细胞
Figure 4　Effect of miR-362-3p overexpression on migration of gallbladder carcinoma cells　　A: G-415 cells; B: SGC-996 cells
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2.7  miR-362-3p 的靶基因分析结果  

采用Targe tScanHuman  7 .2数据库预测miR -

362-3p可能的靶基因，结果发现Nemo样激酶（nemo 

l ike kinase，NLK）mRNA 3'-非编码区（UTR）

与 m i R - 3 6 2 - 3 p 存 在 互 补 结 合 位 点 （ 图 6 A ） 。 

双荧光素酶报告基因试验发现，miR -362 -3p可直

接与NLK mRNA 3'-UTR预测位点结合，并降低海

肾/萤火虫荧光比值；当人为将上述结合位点突变

后，miR -362 -3p结合能力消失，相对荧光比值恢

复正常（图6B）。

2.8  miR-362-3p 模拟物与 NLK 过表达载体共转

染对胆囊癌细胞的增殖、迁移和侵袭的影响

与 共 转 染 m i R - 3 6 2 - 3 p 模 拟 物 和 阴 性 对 照 载

体 相 比 ， 同 时 转 染 m i R - 3 6 2 - 3 p 模 拟 物 和 N L K 过

表 达 载 体 可 明 显 促 进 细 胞 增 殖 、 迁 移 及 侵 袭 （ 均

P<0.05）（图7）。

2.6  过表达 miR-362-3p 对胆囊癌细胞侵袭的影响  

Transwell侵袭试验如图5所示，G-415细胞转染

miR-362-3p模拟物和模拟物阴性对照后细胞侵袭数

分别为（101.1±30.9）个和（261.3±47.8）个；

SGC -996细胞转染miR -362 -3p模拟物和模拟物阴

性 对 照 后 细 胞 侵 袭 数 分 别 为 （ 7 3 . 5 ± 2 2 . 8 ） 个 和

（ 2 2 9 . 6 ± 5 4 . 2 ） 个 。 统 计 学 分 析 显 示 ， 过 表 达

miR-362-3p可明显抑制G-415和SGC-996细胞侵袭

（P<0.05）（图5）。
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Figure 5　Effect of miR-362-3p overexpression on invasion of gallbladder carcinoma cells　　A: G-415 cells; B: SGC-996 cells
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3　讨　论

胆 囊 癌 是 一 种 高 致 命 性 疾 病 ， 临 床 预 后 较

差 。 目 前 关 于 胆 囊 癌 发 生 发 展 的 机 分 子 制 尚 未 完

全 阐 明 ， 因 此 针 对 该 肿 瘤 机 制 的 研 究 显 得 尤 为 重

要。近年来研究发现，一些miRNA的表达与胆囊

癌 临 床 病 理 特 征 及 预 后 密 切 相 关 ， 并 参 与 调 控 肿

瘤生长及转移[17]。例如，胆囊癌组织中miR-146b-
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Figure 7　Effect of co-transfection of miR-362-3p mimics and NLK overexpression vectors on gallbladder carcinoma cells　　A–B: Cell 

proliferation; C: Cell migration; D: Cell invasion
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Figure 6　Analysis of target gene for miR-362-3p　　A: The schematic diagram of NLK mRNA 3’-UTR binding site for miR-362-3p;  
B: Analysis of the directly regulatory effect of miR-362-3p on NLK by dual luciferase reporter gene assay
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5p表达下调，其下调水平与肿瘤大小与生长有显著

相关性，过表达miR-146b-5p可抑制肿瘤生长[18]。

低表达的miR -30a -5p与胆囊癌患者无病生存率和

总体生存率呈负相关，体外抑制miR -30a -5p可增

加胆囊癌细胞生长及转移 [19]。miR -29c -5p在胆囊

癌 中 表 达 明 显 下 调 ， 并 与 患 者 的 淋 巴 结 转 移 、 整

体生存率和无病生存率相关，过表达miR -29c -5p

可显著抑制细胞 增殖和转移并增加凋亡 [ 20]。与邻

近正常组织相比，胆囊癌组织中miR-133a-3p的表

达明显减少，过表达miR-133a-3p显著抑制胆囊癌

细胞的增殖、迁移和侵袭能力[21]。

前面研究 [13-15]报道，miR -362 -3p在多种人类

肿 瘤 组 织 中 低 表 达 并 发 挥 抑 癌 作 用 ， 如 乳 腺 癌 、

宫颈癌及肾癌等。目前关于miR -362 -3p在胆囊癌

中 的 表 达 及 功 能 尚 不 明 确 。 本 研 究 采 用 实 时 荧 光

定量PCR试验发现，miR -362 -3p在胆囊癌组织的

表达量显著低于癌旁组织，该结果与miR -362 -3p

在 乳 腺 癌 、 宫 颈 癌 及 肾 癌 中 表 达 一 致 。 进 一 步 分

析发现，低表达miR -362 -3p与胆囊癌TNM分期、

淋 巴 结 转 移 及 远 处 转 移 密 切 相 关 ， 低 表 达 m i R -

362 -3p组患者总体生存率较高表达miR -362 -3p组

患者显著降低，因为推测miR -362 -3p在胆囊癌中

亦 发 挥 抑 癌 作 用 。 为 证 实 上 述 科 学 假 说 ， 随 后 采

用噻唑蓝比色法、细胞划痕试验及Transwel l侵袭

试验观察过表达miR-362-3p对G-415和SGC-996细

胞 增 殖 、 迁 移 及 侵 袭 行 为 的 影 响 。 结 果 发 现 ， 体

外过表达miR -362 -3p可显著抑制胆囊癌细胞的增

殖，迁移及侵袭，上述结果表明miR -362 -3p在胆

囊癌中发挥抑癌功能。

研究表明，miRNA通过碱基互补配对方式与

靶基因的3'非翻译区（UTR）结合，进而调控靶基

因的表达。为进一步阐明miR -362 -3p调控胆囊癌

发展发展的分子机制，笔者采用TargetScanHuman 

7 . 2 数 据 库 预 测 其 靶 基 因 ， 发 现 m i R - 3 6 2 - 3 p 可 与

N L K  m R N A  3 ' - U T R 互 补 结 合 ， 提 示 N L K 可 能 为

m i R - 3 6 2 - 3 p 靶 基 因 。 N L K 是 一 种 促 生 线 虫 样 激

酶，亦是Wnt/β-catenin 信号通路一种经典中介，

其在癌细胞生长及转移中起重要作用 [ 22]。已有文

献报道，NLK在肿瘤中作为一些miRNA的靶基因

发挥重要调控作用，包括miR-221[23]、miR-101[24]

和miR-92b[25]等。本研究采用双荧光素酶报告基因

试验进一步验证miR -362 -3p对NLK的直接调控作

用，结果发现，miR -362 -3p可直接与NLK mRNA 

3 ' - U T R 预 测 位 点 直 接 结 合 ， 并 降 低 海 肾 / 萤 火 虫

荧光比值；当人为将上述结合位点突变后，miR -

362 -3p结合能力消失，相对荧光比值恢复正常。

更 为 重 要 的 是 ， 采 用 功 能 补 救 试 验 发 现 ， 过 表 达

NLK可部分逆转miR -362 -3p对胆囊癌细胞增殖，

迁移及侵袭的抑制作用。上述结果充分证明miR -

362 -3p通过下调NLK抑制胆囊癌细胞的增殖、迁

移和侵袭。

总 之 ， 本 研 究 发 现 m i R - 3 6 2 - 3 p 在 胆 囊 癌 中

表 达 下 调 ， 并 与 临 床 病 理 特 征 及 预 后 有 关 。 过 表

达miR -362 -3p通过下调NLK抑制胆囊癌细胞的增

殖、迁移和侵袭，提示miR-362-3p/NLK通路可能

作为胆囊癌新的分子治疗靶点。
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