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叶酸抑制宫颈癌进展过程中 miR-642a-5p的表达
及其对肿瘤细胞的抑制作用研究 *
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摘要 目的：探讨叶酸抑制宫颈癌进展中过程中 miR-642a-5p的表达及其对肿瘤细胞的抑制作用。方法：选择宫颈癌细胞株 SiHa

进行传代培养，采用随机法分为 4组：低剂量组、中剂量组、高剂量组分别加入 1 滋g/mL、10 滋g/mL、100 滋g/mL的叶酸，而空白对
照组未加入叶酸处理。利用实时定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）检测 miR-642a-5p的表达；采用细胞增殖毒性试验（CCK-8法）、

细胞迁移实验（划痕实验）和细胞侵袭实验（Transwell法）分别测量宫颈癌 SiHa细胞的增殖活性、迁移和侵袭能力。结果：低、中、

高剂量组中叶酸显著抑制了宫颈癌 SiHa细胞中 miR-642a-5p的表达（P<0.05），而且随着叶酸浓度升高，其对 miR-642a-5p的抑制

作用逐渐增强。此外，低、中、高剂量组中叶酸对宫颈癌 SiHa细胞的增殖、迁移以及侵袭具有显著抑制作用（P<0.05），而且叶酸浓
度越高，其抑制作用越强。结论：叶酸可以抑制宫颈癌进展过程中 miR-642a-5p的表达，而且对宫颈癌 SiHa细胞的增殖、迁移和侵

袭具有一定的抑制作用。
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Folic Acid Inhibits the Expression of miR-642a-5p during the Progression of
Cervical Cancer and Its Inhibitory Effect on Tumor Cells*

To investigate the inhibitory effect of folic acid on the expression of miR-642a-5p and tumor cells in the

progression of cervical cancer. The cervical cancer cell line SiHa was selected for subculture and randomly divided into four

groups: low dose group, medium dose group and high dose group were added with 1 滋g/mL, 10 滋g/mL and 100 滋g/mL folic acid

respectively, while the blank control group was not treated with folic acid. The expression of miR-642a-5p was detected by real-time

quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR); The proliferation activity, migration and invasion ability of cervical cancer SiHa cells

were measured by cell proliferation toxicity test (CCK-8 method), cell migration test (scratch test) and cell invasion test (transwell

method). Folic acid in the low, medium and high dose groups significantly inhibited the expression of miR-642a-5p in cervical

cancer SiHa cells (P<0.05), and as the concentration of folic acid increased, its inhibitory effect on miR-642a-5p gradually increased. In
addition, folic acid in the low, medium and high dose groups had a significant inhibitory effect on the proliferation, migration and

invasion of cervical cancer SiHa cells (P<0.05), and the higher the concentration of folic acid, the stronger its inhibitory effect.

Folic acid can inhibit the expression of miR-642a-5p during the progression of cervical cancer, and it has a certain inhibitory

effect on the proliferation, migration and invasion of cervical cancer SiHa cells.
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前言

宫颈癌是全球第四大最常见的女性癌症，其主要致病因素

为人类乳头瘤病毒（HPV）持续感染[1-3]。虽然宫颈癌发病率和死

亡率很高，但是如果早期发现及治疗可以有效改善患者的预后

生活质量。叶酸作为一种必需的水溶性维生素 B，有研究认为

叶酸水平降低或不足与许多癌症的风险增加有关[4-6]。其中，人

体内血清叶酸水平过低与宫颈癌发生有一定关系[7，8]。因此，叶

酸缺乏将可能导致宫颈癌的发生。有研究表明微小 RNA

（miRNA）的异常表达是宫颈癌发展过程中的重要机制[9-11]，其

中 miR-642a-5p是目前发现与宫颈癌进展过程中密切相关的

miRNA之一[12]。但是，目前尚不清楚叶酸缺乏是否在由异常

miRNA表达引起的宫颈癌中起作用。因此，本研究利用不同浓

度的叶酸对宫颈癌 SiHa细胞进行处理，主要探讨叶酸抑制宫
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颈癌进展中过程中 miR-642a-5p的表达及其对肿瘤细胞的抑

制作用，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

叶酸购于北京斯利安药业有限公司。使用电子天平称

量1 g 叶酸，并溶解于 10 mL 的 RPMI 1640 培养基中制成

100 mg/mL的叶酸原液。人宫颈癌细胞株 SiHa购于中国上海

生命科学细胞研究所。主要试剂：RPMI 1640培养基和胎牛血

清、磷酸盐缓冲液（PBS）购于中国上海赛信通生物试剂有限公

司；实时定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）试剂盒和 TRIzol誖
试剂购于中国赛默飞世尔科技有限公司；Matrigel基质胶购于

中国碧云天生物技术有限公司；CCK-8试剂、Transwell购于中

国上海信裕生物科技有限公司。

1.2 细胞培养和叶酸处理

将人宫颈癌细胞株 SiHa细胞在接种于含 10％胎牛血清

的 RPMI 1640培养基中进行培养，环境条件为：37℃、5％CO2

的湿润空气，细胞一旦达到 90%合流就传代。将传代培养后的

SiHa细胞采用随机法分为 4组，包括低剂量组、中剂量组、高

剂量组和空白对照组。利用 RPMI 1640培养基将叶酸原液稀释

成不同浓度的叶酸，包括 1 滋g/mL、10 滋g/mL以及 100 滋g/mL。
在低、中、高剂量组中分别加入 1 滋g/mL、10 滋g/mL以及 100

滋g/mL的叶酸进行处理，而空白对照组未加入叶酸处理，继续
培养 72 h。

1.3 RT-qPCR
使用 TRIzolTM试剂分别从经过叶酸处理后的低剂量组、中

剂量组、高剂量组和空白对照组的 SiHa细胞中提取总 RNA，

然后使用 RT-qPCR试剂盒合成 cDNA并进行 PCR反应。其

中，采用 U6作为 miR-642a-5p和目标基因的内部参照。所用的

特异性引物均由中国上海信裕生物科技有限公司设计合成，具

体如下：miR-642a-5p（上游：GCGGTCCCTCTCCAAATGT,下

游 AGTGCAGGGTCCAGGTATT）；U6（上游：CTCGCTTCG-

GCAGGCACA,下游 AACGCTTCACGAATTTGCG）。所有反应

均在实时荧光定量 PCR仪（科瑞恩特科技有限公司，北京）上

使用进行，循环参数设定具体如下：初始变性 50℃/2分钟、

95℃/3分钟，变性 95℃/3分钟；退火 60℃/40秒；延伸 95℃/12

秒。共进行 40个循环。采用 2-△ △ Ct方法计算 miR-642a-5p的相

对表达量，反复实验三次取平均值为最终结果。

1.4 细胞增殖毒性试验（CCK-8法）

分别将经叶酸处理后的低、中、高剂量组以及空白对照组

中的对数期生长的 SiHa细胞接种于 96孔板中（细胞密度为

1.0伊105/mL），每组均设置 3个复孔（包括实验孔、对照孔、空白

孔），每组孔加入 100 滋L含 10％胎牛血清的 RPMI 1640培养

基，在条件为 37℃、5%CO2、95%湿度的培养箱中培养过夜。当

细胞融合度达到 35-50%时，每组实验孔加入 10 滋L CCK-8试
剂，轻微振动混合后，再置于相同条件下的培养箱中进行培养

24 h。采用酶标仪（科瑞恩特科技有限公司，北京）在 450 nM吸

光度处测量 SiHa细胞的增殖率。计算公式如下：增殖率（%）=

（实验孔光密度 -空白孔光密度）/（对照孔光密度 -空白孔光密

度）伊100%。反复实验三次取平均值为最终结果。

1.5 细胞迁移实验（划痕实验）

分别将低、中、高剂量组以及空白对照组中的 SiHa细胞接

种于 6孔板中（细胞密度为 1.0伊105/mL），在条件为 37℃、5%

CO2、95%湿度的培养箱中培养，使其长满超过 90%的视野。使

用 2 mm宽的塑料移液器吸头划出一条划痕，反复用 FBS清洗

3次。在低、中、高剂量组中分别加入 1 滋g/mL、10 滋g/mL以及
100 滋g/mL的叶酸进行处理，而空白对照组未加入叶酸处理；
每组均加入等量的含 10％胎牛血清的 RPMI 1640培养基一起

培养 24h。使用 LionheartTM FX自动活细胞成像仪（科瑞恩特科

技有限公司，北京）观察细胞迁移到透明切片的能力。迁移率的

计算公式如下：迁移率 =（0 h时的划痕距离）-(24 h时的刮擦距

离)/0 h时的刮擦距离。反复实验三次取平均值为最终结果。

1.6 细胞侵袭实验（Transwell法）

将孔径为 8 滋m的 Transwell小室插入涂有 Matrigel基质

胶的 24孔板中。分别将经叶酸处理后的低、中、高剂量组以及

空白对照组的 SiHa细胞添加到上室，每个下室均添加 500 滋L
含 30％FBS 的 RPMI 1640 培养基，在条件为 37℃、5%CO2、

95%湿度的培养箱中培养 24 h。培养结束后，用棉签小心地去

除膜上表面的非侵入性细胞。将膜取出后放入 4％甲醛的 24孔

板中进行固定 20分钟，并在室温下用 0.1％结晶紫进行染色 5

分钟。通过 LionheartTM FX自动活细胞成像仪（科瑞恩特科技有

限公司，北京）可视化膜下测量表面上的侵袭细胞数目。反复实

验三次取平均值为最终结果。

1.7 统计分析

采用 SPSS 21.0统计学软件进行分析，呈正态分布的计量

资料以（x依s）表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用方

差分析。以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞中 miR-642a-5p的相

对表达水平

经过不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后 miR-642a-5p

的相对表达水平总体上具有显著差异（P<0.05）；进一步两两比
较可知，与空白对照组相比，低、中、高剂量组 miR-642a-5p的

相对表达水平显著降低，且差异具有统计学意义（P<0.05）；与
低剂量组相比，中、高剂量组 miR-642a-5p的相对表达水平也

显著降低，且差异具有统计学意义（P<0.05）；而中剂量组与高
剂量组之间 miR-642a-5p的相对表达水平差异无统计学意义

（P>0.05）。如表 1，图 1所示。

2.2 不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的增殖和迁移能力

不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的增殖率、迁移率

总体上具有显著差异（P<0.05）；进一步两两比较可知，与空白
对照组相比，低、中、高剂量组的增殖率、迁移率显著降低，且差

异具有统计学意义（P<0.05）；与低剂量组相比，中、高剂量组的
增殖率、迁移率也显著降低，且差异具有统计学意义（P<0.05）；
而中剂量组与高剂量组之间 miR-642a-5p的相对表达水平差

异无统计学意义（P>0.05）。具体如表 2，图 2所示。

2.3 不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的侵袭能力

不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的侵袭数总体上具

有显著差异（P<0.05）；进一步两两比较可知，与空白对照组相
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图 1不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后 miR-642a-5p的相对表达

水平

Fig. 1 Relative expression level of miR-642a-5p in cervical cancer SiHa

cells treated with different concentrations of folic acid

Note:① ,② ,③ and④ represent blank control group, low dose group,

medium dose group and high dose group respectively

Note: aCompared with the blank control group, P<0.05; bCompared with the low dose group, P<0.05.

Groups Proliferation rate（%） Migration rate（%）

Blank control group 92.37依2.76 326.47依4.38

Low dose group 67.62依2.87a 318.36依3.45a

Medium dose group 62.49依3.41ab 273.42依5.73ab

High dose group 61.83依2.92ab 256.38依4.26ab

F value 17.342 39.472

P value 0.000 0.000

表 2不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的增殖率、迁移率（x依s）
Table 2 Proliferation rate and migration rate of cervical cancer SiHa cells treated with different concentrations of folic acid（x依s）

Note: aCompared with the blank control group, P<0.05; bCompared with the low dose group, P<0.05.

Groups miR-642a-5p

Blank control group 16.58依3.49

Low dose group 8.32依2.51a

Medium dose group 6.69依3.12ab

High dose group 6.51依2.93ab

F value 12.357

P value 0.000

表 1不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后miR-642a-5p的相对表达水平（x依s）
Table 1 Relative expression level of miR-642a-5p in cervical cancer SiHa cells treated with different concentrations of folic acid（x依s）

比，低、中、高剂量组的的侵袭数显著降低，且差异具有统计学

意义（P<0.05）；与低剂量组相比，中、高剂量组的侵袭数也显著
降低，且差异具有统计学意义（P<0.05）；而中剂量组与高剂量
组之间的侵袭数差异无统计学意义（P>0.05）。具体如表 3所示。

3 讨论

目前，全球大约有 80%以上的女性都曾感染过 HPV，而

HPV的持续感染将导致宫颈癌的发生[13-15]。由于叶酸主要参与

DNA的合成以及 DNA的甲基化，叶酸的缺乏将导致肿瘤抑癌

基因的高甲基化、表达沉默或减少[16，17]。有文献报道，宫颈癌的

发展与人类血清中叶酸水平降低密切相关[7，18-20]。此外 miRNA

参与了肿瘤组织的细胞增殖、迁移和侵袭 [21-23]，其中

miR-642a-5p 是目前发现与宫颈癌进展过程中密切相关的

miRNA之一[12]。因此，本研究利用不同浓度的叶酸对宫颈癌

SiHa 细胞进行处理，主要探讨叶酸抑制宫颈癌进展过程中

miR-642a-5p的表达及其对肿瘤细胞的抑制作用。

本研究结果显示，与空白对照组相比，低、中、高剂量组

miR-642a-5p的相对表达水平显著降低（P<0.05），说明叶酸抑
制了宫颈癌 SiHa细胞中 miR-642a-5p的表达；同时，与低剂量

组相比，中、高剂量组 miR-642a-5p的相对表达水平也显著降

低（P<0.05），说明中、高浓度叶酸抑制 miR-642a-5p表达具有剂

量依赖性。miR-642a-5p作为目前最新发现的肿瘤相关miRNA，

已被证实 miR-642a-5p在宫颈癌、结肠癌、肾细胞癌中异常表

达[12，24-26]，其中 miR-642a-5p在宫颈癌细胞中主要以表达上调为

主[12]。因此，叶酸抑制宫颈癌 SiHa细胞中 miR-642a-5p的表达，

将有可能抑制宫颈癌的进展。为了进一步证实叶酸是否对肿瘤

细胞的生物学行为也具有抑制作用，本研究进一步进行通过细

胞增殖毒性试验、迁移实验以及侵袭实验进行验证。结果显示，

与空白对照组相比，低、中、高剂量组宫颈癌 SiHa细胞的增殖

率、迁移率以及侵袭数均显著降低（P<0.05），而且随着叶酸浓
度的增加，宫颈癌 SiHa细胞增殖活性、迁移能力以及侵袭能力

减弱，说明叶酸不仅对宫颈癌 SiHa细胞增殖活性、迁移能力以

及侵袭能力具有显著抑制作用，而且具有剂量依赖性。与刘雅

淑等 [27]研究结果不一致的是，本研究中低剂量组叶酸浓度不
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Note: aCompared with the blank control group, P<0.05; bCompared with the low dose group, P<0.05.

图 3不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的侵袭数

Fig. 3 Invasion number of cervical cancer SiHa cells treated with different

concentrations of folic acid

Note:① ,② ,③ and④ represent blank control group, low dose group,

medium dose group and high dose group respectively.

表 3不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的侵袭数（x依s）
Table 3 Invasion number of cervical cancer SiHa cells treated with different concentrations of folic acid（x依s）

图 2不同浓度叶酸处理宫颈癌 SiHa细胞后的增殖率、迁移率

Fig. 2 Proliferation rate and migration rate of cervical cancer SiHa cells treated with different concentrations of folic acid

Note:① ,② ,③ and④ represent blank control group, low dose group, medium dose group and high dose group respectively.

Groups Invasion number

Blank control group 81.40依10.20

Low dose group 69.30依9.70a

Medium dose group 42.5依8.20ab

High dose group 32.90依8.60ab

F value 6.379

P value 0.000

同，但是叶酸对宫颈癌细胞的抑制作用一致。因此，高水平叶酸

对宫颈癌细胞的生物学行为有一定的抑制作用。本研究存在一

些局限性。首先，叶酸与 DNA甲基化有关，因此，叶酸可能通过

miR 甲基化改变 miR 表达而发挥其在宫颈癌发生中的作

用 [28-30]，需要今后进一步研究去验证叶酸、miR-642a-5p甲基化

和宫颈癌之间的关系。其次，本研究的数据也没有证明

miR-642a-5p介导基因的调控可能会影响宫颈癌进展过程。最

后，本研究并未在体内的宫颈癌进行叶酸验证实验。

综上所述，叶酸可以抑制宫颈癌进展过程中 miR-642a-5p

的表达，而且对于肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭具有一定的抑

制作用。
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