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MiR-210在黑素瘤细胞铁死亡中的作用和机制研究 *
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摘要 目的：探讨 miR-210在黑素瘤细胞铁死亡中的作用及其可能调控机制。方法：通过 qRT-PCR实验检测 0.5 滋M铁死亡诱导
剂 RSL3刺激前后黑素瘤细胞系 A2058和 451Lu中 miR-210的表达水平变化情况；在 0.5 滋M铁死亡诱导剂 RSL3刺激的同时，

给予 antagomiR-210处理抑制黑素瘤细胞系 A2058和 451Lu中 miR-210的表达后，通过 CCK8法检测细胞存活水平，通过流式

细胞术检测细胞内 lipid ROS水平；在此基础上，通过生物信息学分析、qRT-PCR实验、免疫印迹实验和萤光素酶报告实验明确

miR-210对靶分子 TFRC的调控作用；在 0.5 滋M铁死亡诱导剂 RSL3刺激的条件下，给予 antagomiR-210处理抑制 miR-210的表

达，同时使用 siRNA沉默 TFRC的表达水平，通过 CCK8法检测细胞存活水平。结果：1）在 0.5 滋M RSL3刺激后，黑素瘤细胞系

A2058和 451Lu中 miR-210的表达水平显著升高；2）在 0.5 滋M RSL3刺激后，抑制 miR-210的表达可加剧黑素瘤细胞系 A2058

和 451Lu的死亡，同时显著增加细胞内 lipid ROS水平；3）miR-210可直接结合 TFRC mRNA的 3'UTR区域，过表达 miR-210可

以显著抑制 TFRC的转录和蛋白表达；4）在 0.5 滋M RSL3刺激的条件下，沉默 TFRC的表达可以显著逆转抑制 miR-210对黑素

瘤细胞系 A2058和 451Lu铁死亡的促进作用。结论：miR-210是黑素瘤细胞铁死亡的重要抑制因子，且是通过靶向调控 TFRC实

现的。
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The Investigation on the Role of MiR-210 in Ferroptosis and the Underlying
Mechanism in Melanoma*

To investigate the role and possible underlying mechanism of miR-210 in the regulation of ferroptosis in

melanoma. qRT-PCR assay was used to detect the level of miR-210 in A2058 and 451Lu melanoma cell lines before and after

the stimulation with 0.5 滋M ferroptosis inducer RSL3. After the stimulation with 0.5 滋M ferroptosis inducer RSL3, antagomiR-210 was

used to obtain the knockdown of miR-210 level in A2058 and 451Lu melanoma cell lines, and cell survival was detected by CCK8 assay,

as well as lipid ROS detected by flow cytometry analysis. On this basis, bioinformatics analysis, qRT-PCR assay, immunoblotting assay

and luciferase report assay were used to clarify the regulatory mechanism of TFRC by miR-210. After the stimulation with 0.5 滋M fer-

roptosis inducer RSL3, siRNA transfection was used to obtain the knockdown of TFRC expression in A2058 and 451Lu melanoma cells

with the pre-treatment with antagomiR-210 that could suppress miR-210 level, and cell survival was then detected by CCK8 assay.

1) MiR-210 was increased significantly in both A2058 and 451Lu melanoma cell lines after the stimulation with 0.5 滋M ferroptosis in-

ducer RSL3. 2) Under the stimulation with 0.5 滋M ferroptosis inducer RSL3, the knockdown of miR-210 could significantly attenuate

cell survival of A2058 and 451Lu melanoma cell lines, with the level of intracellular lipid ROS profoundly increased. 3) MiR-210 could

directly bind to the 3'UTR region of TFRC mRNA. The overexpression of miR-210 could significantly suppress the expression of TFRC

at both mRNA and protein levels in both A2058 and 451Lu melanoma cell lines. 4) The knockdown of TFRC could reverse the effect of

silencing miR-210 on ferroptosis in both A2058 and 451Lu melanoma cell lines. MiR-210 is a crucial suppressor of ferrop-

tosis in melanoma. MiR-210 inhibited melanoma cell ferroptosis via the suppression of its novel target TFRC.
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前言

黑素瘤是黑素细胞恶性转化所致的皮肤肿瘤，致死率高 [1]。

近年来，针对 BRAF等突变基因的靶向药物和针对 CTLA-4、

PD-1/PD-L1等免疫检查点的药物已成为治疗的重要选择[2]，但

分别存在获得性耐药和治疗反应率低的问题[3]。因此，非常有必

要进一步探索用于治疗黑素瘤的新药物新方法。

细胞铁死亡是以铁过载和脂质活性氧异常堆积为主要特

点的一种新的细胞死亡方式[4,5]。众多研究证实，诱导细胞铁死

亡有望成为治疗包括黑素瘤在内的多种肿瘤的新方法[6-8]。细胞

铁死亡发生的过程受到众多分子的精确调控 [9]，其中 microR-

NA的调控作用受到越来越多的关注。Luo和 Zhang等报道发

现 miR-137和 miR-9分别通过靶向 SLC1A5和 GOT抑制细胞

内脂质过氧化物堆积和铁死亡[10,11]，提示 microRNA在黑素瘤

铁死亡中的重要作用。MiR-210是一个与缺氧、能量应激、细胞

损伤紧密关联的 microRNA[12-14]，广泛参与多种肿瘤的发生发展

过程 [15,16]。然而，miR-210是否参与调控黑素瘤铁死亡尚不清

楚，其机制也亟待阐明。

1 材料和方法

1.1 主要细胞、试剂和仪器

1.1.1 黑素瘤细胞系 人黑素瘤细胞系 A2058和 451Lu购于

美国 ATCC细胞库，我室常规液氮冻存保种。

1.1.2 实验试剂 委托上海吉玛制药技术有限公司合成 antag-

omiR-210、miR-210 mimic 和 si-TRFC，以及相应的 antago-

miR-NC、miR-NC mimic和 si-NC，种属均为人。AntagomiR-210

序列为：UCAGCCGCUGUCACACGCACAG。miR-210 mimic

序列为：sense CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA，anti-sense

AGCCGCUGUCACACGCACAGUU。 Si-TRFC 序 列 为 ：

5'-AACTTCAAGGTTTCTGCCAGC-3'。 RSL3、ferrostatin-1 购

自美国 Selleck 公司；C11 BODIPY 581/591 购自美国 GlpBio

生物科技公司；CCK8试剂购自上海七海复泰生物科技有限公

司；双萤光素酶报告基因检测系统试剂盒购自美国 Promega公

司。胎牛血清购自美国 Gibco生命科技公司；细胞转染试剂

Lipo3000购自美国 Invitrogen公司；DMEM/F12培养基、RPMI

培养基均购自美国 Hyclone公司。TFRC和 GAPDH抗体购自

美国 proteintech公司（TFRC抗体货号 10084-2-AP；GAPDH抗

体货号 60004-1-Ig）。

1.1.3 实验仪器 免疫印迹蛋白电泳仪、免疫印迹蛋白转膜仪

（湿型）、免疫印迹凝胶成像系统均购自美国 Bio-Rad公司；荧

光定量 PCR检测系统购自美国 Bio-Rad公司；Cytomics FC500

数字化流式细胞分析仪购自美国 Beckmen公司。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养 A2058 细胞系使用含 10% 胎牛血清的

DMEM/F12培养基，451Lu细胞系使用含 10%胎牛血清的 RP-

MI培养基。

1.2.2 药物处理 RSL3工作液（浓度 0. 5 滋M）使用 RSL3 储

存液（浓度 1 mM）5 滋L和 10 mL培养基进行混合配置。Ferro-

statin-1工作液（浓度 10 滋M）使用 Ferrostatin-1储存液（浓度 10

mM）10 滋L和 10 mL培养基进行混合配置。

1.2.3 RNA提取和 qRT-PCR实验 使用Trizol试剂（Invitrogen）

分离总 RNA 并将其逆转录为单链 cDNA。 在此基础上，

qRT-PCR实验依据日本 Takara公司 SYBR誖 Premix Ex TaqTM

II试剂盒说明书进行操作。分析所获得的扩增和熔融曲线以确

保 PCR产物的特异性，使用 2-△ △ CT方法将阈值循环值用于计算

转录水平的倍数变化，且均以 actin基因的转录水平进行标准化。

1.2.4 Western blot实验 胰蛋白酶常规消化细胞后离心，弃

去上清后加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液于冰上裂解

10 min，之后在 4℃ 12000 rpm的条件下离心 15 min 后，所得

上清即获得细胞内总蛋白。蛋白用 BCA法进行浓度检测，随后

加入上样缓冲液于沸水中煮 5min，待自然冷却后用加样器加

入凝胶中进行电泳。蛋白在凝胶中经过电泳充分分离后转印至

PVDF膜，之后将 PVDF膜用 5%的脱脂牛奶封闭 1 h，置于用

5%脱脂牛奶稀释好的一抗中在 4℃进行孵育过夜。PBST洗膜

三次，每次 10 min，二抗常温下孵育 2 h，结束后用 PBST 洗 3

次，每次 10 min，最后滴加 ECL发光液对结果进行检测。

1.2.5 SiRNA和 miRNA mimic转染 取状态良好的对数期细

胞，以 2.5× 105个 /孔均匀铺 6孔板，常规培养，镜下观察发现

70%融合时可进行转染，配置转染体系：六孔板每孔转染体系

为 500 滋L无血清培养基，分为两个 EP管配置，每管 250 滋L。
向第一管中滴加 5 滋L Lipo3000，小心吹匀；向第二管内滴加

5 滋L SiRNA或者 50 滋L miRNA mimic，小心吹匀，室温静置

5 min后，再将 2管中液体轻柔混合，室温静置 5 min，向六孔板

中小心滴加混匀的转染体系，置于 CO2孵箱中 37℃继续常规

培养。

1.2.6 CCK8法检测细胞活力 将接受过相应处理的细胞以

5× 103个 /孔接种到 96孔板中，在培养 24小时后，给予每孔

加入 10 滋L的 CCK8检测试剂，在 37℃敷箱中孵育 2小时后

通过 Bio-Rad全自动酶标仪检测 450 nm处吸光度以获得细胞

活力数值。

1.2.7 生物信息学分析预测 miR-210靶点 使用多种靶基因

预测软件，包括 miRanda（http://www.mocrorna.org），TargetScan

（http://www.targetscan.org）和 PICTAR5（http://pictar.mdc-berlin.

de/）来预测 miR-210的潜在靶基因。

1.2.8 流式细胞术检测细胞内 lipid ROS 将六孔板中的培养

基替换为 2 mL含有 5 滋L BODIPY-C11的培养基后于 37℃培

养箱中孵育 20分钟。常规胰酶消化收集细胞于 15 mL离心管，

PBS洗涤两次后重悬于 500 滋L PBS中，其后通过流式细胞仪

进行检测。

1.2.9 萤光素酶报告实验 黑素瘤细胞在经过相应质粒转染

48小时后，萤光素酶报告实验按照美国 Promega公司的双萤

光素酶报告基因检测系统（Dual-Luciferase Reporter Assay Sys-

tem）试剂盒说明进行[18]。

1.3 统计方法

采用 SPSS 14.0软件进行统计分析，实验均需独立重复至

少 3次，定量资料以均数± 标准差(x± s)表示，各组均数比较
采用独立样本 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 RSL3刺激促进黑素瘤细胞中 miR-210表达水平升高
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我们分别给予 2株黑素瘤细胞系 A2058和 451Lu 0.5 滋M
铁死亡诱导剂 RSL3处理，同时给予铁死亡特异性阻断剂 fer-

rostatin-1明确 RSL3诱导铁死亡的效果，通过 qRT-PCR实验

检测 RSL3处理前后 miR-210表达水平变化情况。结果显示，

RSL3处理后，A2058和 451Lu的细胞活力受到明显抑制，而铁

死亡特异性抑制剂 ferrostatin-1 共处理可显著逆转该效应

（***P＜0.001），说明 RSL3可以有效诱导黑素瘤细胞铁死亡

（见图 1A）。进一步发现，RSL3刺激后，A2058和 451Lu细胞中

miR-210的表达水平显著升高（***P＜0.001）（见图 1B）。

图 1 铁死亡诱导剂 RSL3刺激后黑素瘤细胞中 miR-210的表达水平（***P＜0.001）

Fig.1 The expression level of miR-210 in melanoma cells after the stimulation with ferroptosis inducer RSL3（***P＜0.001）

2.2 抑制miR-210表达加剧RSL3刺激诱导的黑素瘤细胞铁死亡

为了进一步研究 miR-210在黑素瘤细胞铁死亡中的调控

作用，在 RSL3刺激的同时，给予 antagomiR-210处理，通过

CCK8法检测细胞存活水平、通过流式细胞术检测细胞内 lipid

ROS 水平，结果显示，与 RSL3+antagomiR-NC 组相比，

RSL3+antagomiR-210组细胞活力进一步降低，lipid ROS水平

进一步升高（***P＜0.001）（见图 2A-B）。该部分结果表明

miR-210 是黑素瘤细胞铁死亡的内源性保护分子，抑制

miR-210 的表达可以增加黑素瘤细胞对铁死亡诱导剂的敏

感性。

图 2 抑制 miR-210表达后促进 RSL3刺激下黑素瘤细胞铁死亡和细胞内 lipid ROS水平升高（***P＜0.001）

Fig.2 Inhibition of miR-210 level promoted ferroptosis of melanoma cells and increased intracellular lipid ROS under RSL3 stimulation（***P＜0.001）

2.3 miR-210靶向抑制转铁蛋白受体 TFRC

为了探讨 miR-210调控黑素瘤细胞铁死亡的具体机制，通

过 miRanda, PICTAR5, Targetscan 等网站进行生物信息学分

析，发现转铁蛋白受体 TFRC mRNA 的 3'UTR 区域存在

miR-210的结合序列（图 3A），提示 TFRC 可能是 miR-210 的

潜在靶基因。既往报道显示，TFRC表达水平升高可以促进肿

瘤细胞铁死亡的发生[19]，因此我们推测 miR-210可能通过靶向

调控 TFRC抑制黑素瘤细胞铁死亡。给予黑素瘤细胞 miR-NC

mimic或者 miR-210 mimic处理，通过 qRT-PCR检测 miR-210

的表达水平，通过 qRT-PCR和免疫印迹实验检测 TFRC的表

达水平，结果显示，与 miR-NC mimic组相比，miR-210 mimic

组 miR-210的水平显著升高，TFRC的 mRNA和蛋白表达水平

显著降低（***P<0.001）（见图 3B-D）。在前期生信分析提示

TFRC的 mRNA 3'UTR区域可以与 miR-210直接结合的基础

上，我们构建了 TFRC的 mRNA 3'UTR区域突变（TFRC MUT）

的萤光素酶报告质粒和含有 TFRC正常 mRNA 3'UTR序列的

萤光素酶报告质粒（TFRC WT）（见图 3A）。通过萤光素酶报告

实验发现，与 miR-NC 组相比，miR-210 mimic 可以显著抑制

TFRC WT的萤光素酶活性，而对于 TFRC MUT的萤光素酶活

性则无明显抑制作用（见图 3E）。该部分结果表明，miR-210可

以直接靶向 TFRC的 mRNA抑制其蛋白表达。
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2.4 沉默 TFRC可以显著逆转抑制 miR-210 对黑素瘤细胞铁

死亡的促进作用

为了明确 miR-210是否通过靶向 TFRC在黑素瘤铁死亡

中发挥调控作用，在 RSL3刺激下，在给予 A2058和 451Lu细

胞 antagomiR-210处理的同时，转染 si-NC或者 si-TFRC以沉

默 TFRC的表达水平，通过免疫印迹实验检测 TFRC的表达水

平证实其干涉效果（见图 4A），通过 CCK8法检测细胞存活水

平，结果显示，antagomiR-210处理可以加剧 RSL3刺激导致的

黑素瘤细胞死亡，而同时沉默 TFRC可以部分逆转在 RSL3刺

激下抑制 miR-210 对黑素瘤细胞铁死亡的促进作用（见图

4B）。

3 讨论

细胞铁死亡是以铁过载和脂质过氧化物过度堆积为主要

特点的细胞死亡方式。越来越多的研究证实通过特定药物或者

刺激诱导细胞发生铁死亡是治疗肿瘤的有效途径。临床常用药

物柳氮磺吡啶、索拉菲尼等可以通过抑制游离胱氨酸摄取和谷

胱甘肽合成诱导肿瘤细胞铁死亡的发生[20]；PD-1单抗治疗可通

过激活浸润 CD8+T细胞促进 IFN-酌分泌诱导肿瘤细胞脂质过
氧化物堆积和铁死亡[7]；此外，放疗可以通过抑制胱氨酸谷氨酸

转运受体的表达水平加剧免疫疗法诱导的肿瘤细胞铁死亡[8]。

值得注意的是，基于诱导铁死亡的原理开发出的多种纳米颗粒

在小鼠模型中具有确切的治疗肿瘤的效果，并且显示出和传统

化疗药物联合治疗的优势，具有非常广阔的应用前景[21]。因此，

进一步探讨黑素瘤细胞铁死亡的分子调控机制并据此寻找特

异性诱导铁死亡治疗黑素瘤的新靶点具有重要意义。

MiRNAs是一类长度约 21~25个核苷酸的内源性非编码

小 RNA分子，其表达异常可通过影响细胞铁死亡参与多种疾

病的发生发展。Xiao等发现，在创伤性脑损伤过程中，miR-

212-5p的表达水平显著下降，通过解除对于 Ptgs2表达的抑制

作用，促进了神经元铁死亡的发生和创伤性脑损伤的发展[22]；

Ding等通过转录组测序的方法发现，在肾脏缺血再灌注损伤

中，miR-182-5p和 miR-378a-3p的表达水平异常升高，通过抑

制 GPX4和 SLC7A11的表达，加剧了肾脏的损伤和疾病的进

展[23]。此外，miR-424-5p可通过靶向调控 ACSL4介导铁死亡抵

抗从而在卵巢癌中发挥抑癌功能 [24]。在黑素瘤中，miR-137和

miR-9分别可以通过靶向 SLC1A5和 GOT1影响细胞铁死亡

的发生[11,12]，提示特异性调控铁死亡相关 miRNAs作为黑素瘤

治疗靶点的潜在价值，然而是否存在其他 miRNAs参与调控黑

素瘤细胞铁死亡尚不清楚。既往的报道显示，在缺氧、葡萄糖饥

饿、病毒感染等应激条件下，miR-210的表达水平可以被显著

诱导[12-14]，与之对应，我们发现铁死亡诱导剂同样可以显著促进

图 3 miR-210直接靶向 TFRC抑制其蛋白表达（**P＜0.01，***P<0.001）
Fig. 3 miR-210 directly targeted TFRC to suppress its protein level (**P＜0.01，***P<0.001)
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图 4 沉默 TFRC可以部分回复抑制 miR-210对黑素瘤细胞铁死亡的促进作用（**P＜0.01，***P＜0.001）

Fig.4 The knockdown of TFRC can partially reverse the effect of miR-210 inhibition on ferroptosis in melanoma（**P＜0.01，***P＜0.001）

miR-210的表达，进一步提示其是应激压力敏感的 microRNA。

在此基础上，我们首次证实 miR-210是铁死亡发生过程中的促

生存分子，丰富和完善了铁死亡的 microRNA调控网络。值得

注意的是，在骨肉瘤、口腔癌和胰腺癌中 miR-210分别通过激

活细胞自噬、Akt和 NF-资B信号发挥促癌作用[25-27]；而在喉癌和

胶质瘤中，miR-210则可以抑制肿瘤细胞的侵袭和迁移[28,29]，提

示 miR-210在不同肿瘤中的作用具有异质性。我们的研究发现

在黑素瘤中 miR-210通过靶向 TRFC抑制铁死亡，支持其在应

激条件下作为促癌因子的重要作用。因此，在使用铁死亡诱导

剂的同时联合抑制 miR-210的表达水平有望成为治疗黑素瘤

的全新策略。

TFRC基因编码的转铁蛋白受体是转铁蛋白 -铁复合物摄

入细胞所必须，对于维持细胞内铁离子的含量具有重要作用。

最新研究表明，TFRC的表达水平升高可以通过诱发细胞内铁

离子超载促进铁死亡的发生，参与心肌缺血 /再灌注损伤、脑

缺血损伤和肿瘤等疾病的发展[30-32]，且可作为铁死亡的特异性

标志物[32]。然而，TFRC在黑素瘤细胞铁死亡中的作用及其上游

调控机制尚不清楚。既往报道显示，microRNA 调控是影响

TFRC 表达水平的重要模式，miR-214、miR-107、miR-148、

miR-320均是可以与 TFRC mRNA直接结合并抑制其表达的

microRNAs[33-36]。我们的研究以 microRNA为切入点，首次发现

TFRC是 miR-210的直接靶分子，通过萤光素酶报告实验证实

miR-210可以直接与 TFRC mRNA的 3'UTR区域直接结合，进

一步明确了 miR-210可以通过靶向 TFRC抑制黑素瘤细胞铁

死亡的重要功能，拓展了 TFRC的 microRNA分子调控网络，

而 miR-214、miR107等 TFRC相关 microRNA是否同样可以参

与调控细胞铁死亡仍待进一步研究。此外，miRNA往往可以靶

向调控多个下游基因，同时影响细胞的多个生物学活动。我们

的结果显示，抑制 miR-210表达可以显著加剧铁死亡诱导过程

中脂质过氧化物的产生，提示其不仅通过 TFRC调控细胞的铁

离子代谢，还可能参与调控细胞的氧化应激反应。在对子宫内

膜异位细胞的研究中发现，miR-210通过靶向 BARD1影响氧

化应激下的 DNA损伤和细胞周期进展，提示 miR-210是氧化

应激反应的关键调控分子 [37]。因此，非常值得进一步探究

miR-210在黑素瘤细胞铁死亡发生过程中对氧化还原稳态的

影响。

综上所述，我们的研究发现，miR-210在黑素瘤细胞铁死

亡发生时表达水平显著升高，而抑制 miR-210表达可通过解除

对于其靶分子 TFRC的抑制作用加剧黑素瘤细胞铁死亡。因

此，联合抑制 miR-210有望成为通过诱导铁死亡治疗黑素瘤的

全新联合治疗策略。
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