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【摘要】  目的　探究微小RNA-342-3p/Mg2+Mn2+依赖的蛋白磷酸酶1E（miR-342-3p/PPM1E）轴对肾透明细胞癌（clear

cell renal cell carcinoma, ccRCC）细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 方法　搜索基因芯片GSE12105、GSE23085、

GSE66271及GSE66270，分析miR-342-3p、PPM1E与ccRCC临床恶性表型的关系。miR-342-3p inhibitor转染ACHN、769-

P细胞，检测miR-342-3p对细胞增殖、迁移和侵袭的影响；构建稳定高表达miR-342-3p的ACHN细胞系，并观察其在

Balb/c裸鼠体内的成瘤情况；双萤光素酶报告基因验证miR-342-3p与PPM1E的靶向关系，同时转染miR-342-3p mimic、

pcDNA-PPM1E质粒，观察PPM1E是否可逆转miR-342-3p过表达对细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 结果　miR-342-3p在

ccRCC中表达上调，且在不同T分期、G分期、预后患者中存在差异表达（P<0.05）；miR-342-3p高表达组总生存期明显低于

miR-342-3p低表达组（P<0.05）。与miR-NC组相比较，inhibitor组miR-342-3p水平显著下调，细胞增殖能力、迁移细胞数和

侵袭细胞数显著降低（P<0.05）；与miR-NC组相比较，miR-342-3p组肿瘤组织体积及质量、miR-342-3p水平均明显升高，

PPM1E mRNA水平明显降低（P<0.05）。PPM1E在ccRCC中表达下调，在不同M分期、N分期、G分期及复发情况患者中存

在差异表达（P<0.05）。miR-342-3p可靶向抑制PPM1E表达，与miR-NC组相比较，miR-342-3p组细胞增殖能力、迁移细胞数

和侵袭细胞数明显升高（P<0.05），而PPM1E可逆转miR-342-3p mimic对ccRCC细胞的促进作用（P<0.05）。 结论　miR-

342-3p可靶向抑制PPM1E表达，从而促进ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭。
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miR-342-3p Promotes the Proliferation, Migration, and Invasion of Clear Cell Renal Cell Carcinoma Cells by
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【Abstract】   Objective　To  explore  the  effects  of  microRNA-342-3p/Mg2+Mn2+-dependent  protein  phosphatase
1E  (miR-342-3p/PPM1E)  on  the  proliferation,  migration,  and  invasion  of  clear  cell  renal  cell  carcinoma  (ccRCC)  cells.
Methods　The gene chips GSE12105, GSE23085, GSE66271, and GSE66270 were searched, and the relationship between
miR-342-3p,  PPM1E,  and  the  clinical  malignant  phenotypes  of  ccRCC  was  analyzed.  ACHN  and  769-P  cells  were
transfected  with  miR-342-3p  inhibitor.  The  effects  of  miR-342-3p  on  cell  proliferation,  migration,  and  invasion  were
examined. ACHN cell line with stable and high expression of miR-342-3p was constructed, and the tumorigenicity of the
cell line in BALB/c nude mice was observed. The targeted relationship between miR-342-3p and PPM1E was verified by
dual-luciferase reporter gene assay.  The cells  were transfected with miR-342-3p mimic and pcDNA-PPM1E plasmids to
observe  whether  PPM1E  could  reverse  the  effects  of  miR-342-3p  overexpression  on  the  proliferation,  migration,  and
invasion  of  the  cells. Results　 The  expression  of  miR-342-3p  was  upregulated  in  ccRCC,  and  there  were  significant
differences among patients  with tumors of  different  T stages  and G stages  and those with different  prognoses  (P<0.05).
The  overall  survival  in  the  miR-342-3p high-expression group was  significantly  shorter  than that  in  the  low-expression
group (P<0.05). Compared with those in the miR-NC group, the miR-342-3p level was significantly downregulated in the
inhibitor group, and the cell proliferation ability and the numbers of migrating and invading cells were also significantly
decreased (P<0.05). Compared with the miR-NC group, miR-342-3p group had significantly increased volume and mass
of  tumor  tissues  and  miR-342-3p  level,  but  significantly  decreased  level  of PPM1E mRNA  (P<0.05).  The  expression  of
PPM1E was downregulated in ccRCC, and there were significant differences among patients with tumors of different M
stages, N stages, and G stages, and different recurrence statuses (P<0.05). The miR-342-3p could inhibit the expression of
PPM1E  in  a  targeted  way.  Compared  with  the  miR-NC  group,  the  miR-342-3p  group  had  significantly  increased  cell
proliferation ability and increased numbers of migrating and invading cells (P<0.05). However, PPM1E could reverse the
promotion  effect  of  miR-342-3p  mimic  on  ccRCC  cells  (P<0.05). Conclusion　 The  miR-342-3p  can  inhibit  PPM1E
expression in a targeted way, and thus promotes the proliferation, migration, and invasion of ccRCC cells.

【Key words】　　Clear cell renal cell carcinoma　　miR-342-3p　　Mg2+Mn2+-dependent protein phosphatase
1E　　Proliferation　　Migration　　Invasion  
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肾癌是常见的泌尿系恶性肿瘤，其中70%～75%的病

理类型均为肾透明细胞癌（clear cell renal cell carcinoma,

ccRCC）[1]。目前，对于局限性ccRCC术后尚无标准辅助治

疗方案，而对于转移性ccRCC尚无标准治疗方案 [2 ]。因

此，加强ccRCC的基础研究，寻求新型治疗手段尤为重

要。微小RNA（microRNAs, miRNAs）在恶性肿瘤中发挥

重要的调控作用，且根据靶基因的表达作为促癌因子或

抑癌因子[3]。据报道，miR-342-3p在卵巢癌、肝癌等恶性

肿瘤中发挥促癌/抑癌作用[4-5]。但miR-342-3p在ccRCC中

的作用和机制尚不明确。蛋白磷酸酶可通过催化底物蛋

白的去磷酸化反应，参与生物体内多种信号转导途径。

Mg2+Mn2+依赖的蛋白磷酸酶1E（protein phosphatase 1E,

PPM1E）为蛋白磷酸酶成员之一。研究显示，PPM1E的表

达与胃癌细胞增殖、乳腺癌临床恶性表型相关[6-7]。本研

究通过starBase预测PPM1E mRNA的3'-UTR与miR-342-

3p存在潜在结合位点，探究miR-342-3p是否通过直接靶

向PPM1E 3'-UTR影响ccRCC细胞增殖、迁移与侵袭过

程，以期为临床ccRCC的诊治提供指导。 

1     材料与方法
 

1.1    细胞与实验动物

人ccRCC细胞ACHN细胞、769-P细胞（上海通派生物

科技有限公司）；10只5～6周龄雄性Balb/c裸鼠，体质量

16～20 g，动物生产许可证号：SCXK（京）2019-0041；本研

究由新乡医学院第一附属医院动物伦理委员会批准，批

准号（2022）伦药会审字（50）号。 

1.2    试剂

miR-342-3p mimic、miR-342-3p inhibitor、miR-NC、

pcDNA PPM1E质粒（上海联迈生物工程有限公司，中

国）；miR-342-3p引物、PPM1E引物（上海生工生物工程股

份有限公司，中国）；脂质体2000试剂盒、RPMI-1 640培养

基、胎牛血清（Thermo Fisher Scientific，美国）；细胞计数

试剂盒（CCK-8）、双萤光素酶报告基因检测试剂盒（上海

碧云天生物技术有限公司，中国）；基质胶、转移小室（BD

Biosciences，美国）；PrimeScript RT reagent kit（大连宝生

物工程有限公司，中国）；PPM1E抗体、β-ac t in抗体

（Abcam，美国）。 

1.3    方法 

1.3.1    数据提取及分析

于GEO网站搜索基因芯片GSE12105、GSE23085、

GSE66271及GSE66270，用GEO 2R识别ccRCC组织和正常

肾组织之间的差异表达基因，下载TCGA_ccRCC数据和

临床信息，分析miR-342-3p、PPM1E与ccRCC临床恶性表

型的关系。分析TCGA_ccRCC矩阵中，与无远处转移

（M0）组患者相比，有远处转移（M1）组患者中表达下调的

基因。 

1.3.2    细胞培养与转染

将ACHN、769-P细胞用含有10%胎牛血清的RPMI-1 640

培养基培养，置于37℃、体积分数5%CO 2温箱，利用

0.25%胰酶进行传代培养，采用脂质体2000试剂盒，分别

以miR-342-3p inhibitor及其阴性对照物（miR-NC）、

pcDNA-PPM1E质粒转染细胞，转染48 h后收集细胞，检

测miR-342-3p、PPM1E表达。转染miR-342-3p质粒及其

对照miR-NC，用G418筛选出稳定过表达miR-342-3p的

ACHN和769-P细胞系。 

1.3.3      实时荧光定量PCR检测miR-342-3p、PPM1E

mRNA水平

收集各组细胞，采用Trizol试剂提取总RNA，逆转录

合成cDNA，再通过PrimeScript RT reagent kit进行

mRNA水平检测，分别以U6和GAPDH为内参，采用

2−ΔΔCt法计算miR-342-3p、PPM1E mRNA水平。miR-342-

3p上游引物为：5'-GGGTCTCACACAGAAATCGC-3'，下

游引物为：5'-CAGTGCGTCTCGTGGAGT-3'；PPM1E上游

引物为：5'-GGAGTAGATGCTGCTATTTATG-3'，下游引

物为：5'-TAGCTCTGGAAACCGCACA-3'；U6上游引物

为：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，下游引物为：5'-

AACGCTTTGGTATCGTGGAAGG-3'；GAPDH上游引物

为：5'-ACAACTTTGGTATCTGTGGAGG-3'，下游引物

为：5'-GCGATCACGCCACAGTTTC-3'。 

1.3.4    细胞增殖实验

将各组细胞以5×103细胞/孔接种于96孔板，分别培养

24、48、72、96、120 h，加入CCK-8试剂后，继续孵育

4 h，酶标仪于450 nm波长处检测各孔吸光密度值（optical

density，OD），以OD值表示细胞增殖能力。 

1.3.5    Transwell小室实验

将Transwell小室放入24孔板，侵袭能力检测需要预

先用基质胶包被转移小室上室，迁移能力检测不需要包

被基质胶；将各组细胞以1×105/mL接种于小室上室，下室

添加含有10%胎牛血清的培养基，培养48 h，取出小室用

体积分数95%乙醇固定细胞，并用质量浓度0.1%结晶紫

染色，光镜下拍照并计数。 

1.3.6    移植瘤模型的建立

取稳定过表达miR-342-3p及其对照组ACHN细胞，

调整细胞密度为1×107/mL，取0.2 mL细胞悬液接种于

Balb/c裸鼠背部皮下，每组5只，观察肿瘤生长情况，待瘤

体形成时，测量其长径、短径，计算肿瘤体积，绘制肿瘤生长

曲线。观察结束时（14 d）安乐死裸鼠，剖取肿瘤组织，称
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质量、测量体积，实时荧光定量PCR检测miR-342-3p水平。 

1.3.7    双萤光素酶报告基因检测

通过starBase预测miR-342-3p在PPM1E mRNA的3'-

UTR处存在结合位点，合成含有与miR-342-3p结合的野

生型（WT）或突变型（MT）的PPM1E 3'-UTR序列，并克隆

至pGL-3萤光素酶报告基因载体上，将萤光素酶报告基因

载体与miR-342-3p mimic、miR-NC共转染ACHN细胞，

48 h后收集各组细胞，通过双萤光素酶报告基因检测试

剂盒检测萤光素酶活性。 

1.3.8    蛋白印迹检测PPM1E蛋白表达

收集各组细胞，采用RIPA试剂分离总蛋白，检测蛋

白浓度，各组取50 μg蛋白经10% SDS-PAGE凝胶电泳，然

后将蛋白转移至PVDF膜，浸于5%脱脂牛奶中封闭2 h后，

分别添加1∶1 000稀释的一抗PPM1E、β-actin，置于4 ℃

振荡孵育过夜，次日加入1∶5  000稀释的HRP标记的二

抗，37 ℃振荡孵育1 h，最后添加ECL发光试剂检测蛋白质

表达，结果表示为PPM1E与β-actin灰度值比值。 

1.4    统计学方法

x̄± s

采用软件SPSS17.0进行统计学分析，定量数据以

表示，所有实验均重复3次。两组均数间比较采用

t检验，多组均数比较采用单因素方差分析，进一步两两

比较采用LSD检验， P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    miR-342-3p与ccRCC临床恶性表型的关系

见图1。下载GSE12105和GSE23085数据矩阵，维恩

图展示数据矩阵中差异miRNA个数和关系，GSE12105有

46个差异miRNA，GSE23085有81个差异miRNA，其中
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图 1  miR-342-3p与ccRCC临床恶性表型的关系

Fig 1  Relationship between miR-342-3p and the clinical malignant phenotypes of ccRCC

A, miRNAs analysis of the differences between GSE12105 and GSE23085 data matrices; B, comparison of the miR-342-3p levels in ccRCC tissues (Tumor group,

n=261) and normal para-carcinoma tissues (Adj group, n=71); C, comparison of the miR-342-3p levels in patients with tumors of Adj (n=71), stage I (n=132) and stages

Ⅱ-Ⅳ (n=121); D, comparison of the miR-342-3p levels in patients with tumors of Adj (n=71), stage T1 (n=136) and stages T2-4 (n=119); E, comparison of the miR-342-3p

levels in patients with tumors of grades G1-2 (n=109), grades G3-4 (n=143); F, comparison of the miR-342-3p levels in patients with good prognosis (n=69) and bad

prognosis (n=33); G, comparison of the overall survival in patients with low level (n=170) and high level (n=85) of miR-342-3p; H, diagnostic efficiency of miR-342-3p for

ccRCC.
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m i R - 3 4 2 - 3 p和m i R - 1 5 a - 5 p表达上调（图1 A）。下载

TCGA_ccRCC数据和临床信息，分析miR-342-3p和miR-

15a-5p与ccRCC恶性临床表型关系。结果发现miR-15a-

5 p与c c R C C G分期无明显相关性，而m i R - 3 4 2 - 3 p在

ccRCC组织和癌旁正常组织、不同T分期、G分级、预后

患者中存在差异表达（P<0.05，图1B～1F）。miR-342-

3p表达水平影响ccRCC患者的生存状态，miR-342-3p高表

达组总生存期明显低于miR-342-3p低表达组（P<0.05，

图1G）。ROC曲线分析显示，miR-342-3p诊断ccRCC的曲

线下面积为0.887（95%置信区间为0.848～0.919，图1H ）。
 

2.2    miR-342-3p低表达对ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭

的影响

转染A C H N、7 6 9 - P细胞后，与m i R - N C组比较，

inhibitor组miR-342-3p水平显著下调，细胞增殖能力、迁

移细胞数和侵袭细胞数显著降低（P<0.05，图2）。
 

2.3    miR-342-3p过表达对ccRCC移植瘤模型成瘤的影响

见图3。与miR-NC组比较，miR-342-3p组可明显促

进肿瘤生长（图3A）。观察14 d处死裸鼠，与miR-NC组相
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图 2  miR-342-3p低表达对ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Fig 2  Effects of the low-expression miR-342-3p on the proliferation, migration, and invasion of ccRCC cells

A, The level of miR-342-3p detected by RT-qPCR; B and C, effects of the low-expression miR-342-3p on the proliferation of ccRCC cells; D, effects of the low-

expression miR-342-3p on the migration of ccRCC cells; E, effects of the low expression miR-342-3p on the invasion of ccRCC cells. n=3, * P<0.05, at Day 5.
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图 3  miR-342-3p过表达对ccRCC移植瘤模型成瘤的影响

Fig 3  Effects of miR-342-3p overexpression on tumor formation in the ccRCC xenograft model

A, Tumor growth curve; B, tumor volume on day 14; C, tumor mass on day 14; D, the relative expression level of miR-342-3p detected by RT-qPCR on day 14. n=9.
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比较，miR-342-3p组肿瘤组织体积及质量明显增加（P<0.05，

图3B～3C），肿瘤组织中miR-342-3p表达水平明显增加，

PPM1E mRNA表达水平明显降低（P<0.05，图3D）。
 

2.4    miR-342-3p与PPM1E的靶向关系

下载GSE66271、GSE66270数据集分析下调基因，再

与TCGA中与转移相关的基因数据矩阵及starBase预测

miR-342-3p的靶基因进行交集分析，结果显示有7个交集

基因，分别是PPM1E、ADRB1、ERBB4、FXYD3、GRHL2、

NRK、PCP4。进一步分析这7个基因与ccRCC恶性临床表

型的关系（图4A）。其中，PPM1E在ccRCC组织和癌旁正

常组织、不同M分期、N分期、G分期及复发情况患者中

存在差异表达（P<0.05，图4B～4F）。故选择PPM1E进一

步验证其与miR-342-3p靶向关系，图4G为二者结合位点

信息，其与miR-NC组比较，共转染PPM1E-WT-3'-UTR萤
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图 4  miR-342-3p与PPM1E靶向关系

Fig 4  Targeted relationship between miR-342-3p and PPM1E

A, Intersection analysis of GSE66271, GSE66270, and TCGA was conducted with gene data matrixes related to metastasis and starBase (sRNA target Base) to predict

miR-342-3p target genes. B, PPM1E expression in tumor group (n=532) and Adj group (n=72). C, Comparison of PPM1E expression in patients with tumors of M0 stage

(n=415) and M1 stage (n=106). D, Comparison of PPM1E expression in patients with tumors of N0 stage (n=237) and N1 stage (n=287). E, Comparison of PPM1E

expression in patients with tumors of grades G1-2 (n=239) and grades G3-4 (n=281). F, Comparison of PPM1E expression in patients of no-recurrence statuse (n=303) and

recurrence statuse (n=124). G, Possible binding sites between miR-342-3p and PPM1E mRNA at 3'-UTR site; H, targeted relationship between miR-342-3p and PPM1E

verified by dual luciferase reporter genes (n=3). I-J, Effects of miR-342-3p low expression/overexpression on PPM1E mRNA (n=3). K-L, Effects of miR-342-3p low

expression/overexpression on PPM1E protein.
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光素酶报告基因载体与miR-342-3p mimic的细胞萤光素

酶活性显著降低（P<0.05，图4H）。PPM1E mRNA的表达

量，无论在ACHN细胞中还是在769-P细胞中，均是miR-

NC组低于 inhibitor组，差异有统计学意义（P  <0.05，

图4I）。图4K，miR-NC组和miR-342-3p组的PPM1E蛋白

相对表达量， ACHN细胞中分别为0.94±0.12、0.29±0.03，

769-P细胞中分别为1.02±0.13、0.31±0.06。miR-NC组

PPM1E蛋白相对表达量均高于miR-342-3p组，差异有统

计学意义（P<0.05）。 图4L，miR-NC组和inhibitor组的

P P M 1 E 蛋白相对表达量 ，  A C H N 细胞中分别为

0.97±0.08、1.76±0.28， 769-P细胞中分别为1.04±0.05、

1.75±0.12。miR-NC组的PPM1E蛋白相对表达量均低于

inhibitor组，差异有统计学意义（P<0.05）。 

2.5    miR-342-3p过表达靶向PPM1E对ccRCC细胞增殖、

迁移和侵袭的影响

见图5。图5A，miR-NC组、miR-342-3p组和miR-342-

3p+PPM1E组PPM1E蛋白相对表达量，在ACHN细胞中，

分别为0.98±0.16、0.42±0.07和0.91±0.12，在769-P细胞中，

分别为0.99±0.05、0.57±0.04和0.95±0.27。与miR-NC组相

比较，miR-342-3p组PPM1E蛋白表达降低，细胞增殖能

力、迁移细胞数和侵袭细胞数明显升高（P<0.05）；与

miR-342-3p组相比较，miR-342-3p+PPM1E组PPM1E蛋白

表达升高，细胞增殖能力、迁移细胞数和侵袭细胞数明显

降低（P<0.05）。
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图 5  miR-342-3p过表达靶向PPM1E对ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Fig 5  Effects of miR-342-3p overexpression on the proliferation, migration, and invasion of ccRCC cells by targeting PPM1E

A, The expression of PPM1E protein detected by Western blot; B and C, the effects of miR-342-3p overexpression on the proliferation of ccRCC cells by targeting

PPM1E; D, the effects of miR-342-3p overexpression on the migration of ccRCC cells by targeting PPM1E; E, the effects of miR-342-3p overexpression on the invasion of

ccRCC cells by targeting PPM1E. n=3.* P<0.05.
 
 

3     讨论

miRNAs几乎在所有肿瘤细胞中均存在异常表达，这

种失调表达可能参与肿瘤的发生发展，基于miRNAs的靶

向治疗已成为各类恶性肿瘤研究的热点[8-9]。研究显示，

miR-342-3p在多种癌症中表达下调，如肺癌 [ 1 0 ]、宫颈
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癌[11]、甲状腺癌[12]等，但在肝癌中发现了miR-342-3p表达

上调[13]，提示miR-342-3p在恶性肿瘤中具有双重作用。本

研究通过分析GSE12105和GSE23085数据矩阵差异基因

信息，发现2个在上述G E O数据中共同上调表达的

miRNA，结合TCGA_ccRCC数据和临床信息，表明miR-

342-3p可能与患者T分期、G分期、预后情况密切相关，生

存分析显示，miR-342-3p高表达患者总生存时间更短，且

miR-342-3p可作为区分ccRCC的诊断标志物，这与张霞军

等[14]研究基本一致。但miR-342-3p在ccRCC中的具体作

用机制尚不清楚。

研究发现，miR-342-3p可靶向下游基因，影响肿瘤细

胞恶性行为。CUI等[15]发现miR-342-3p下调可预测鼻咽

癌患者的不良预后，还可靶向抑制FOXQ1表达，抑制鼻咽

癌的生长和侵袭。WANG等[16]检测发现，miR-342-3p在

口腔鳞状细胞癌细胞系和临床标本中表达下调，通过靶

向LASP1发挥抑癌作用。本研究构建稳定低表达miR-

342-3p的人ccRCC细胞ACHN、769-P，发现miR-342-3p低

表达可抑制ccRCC细胞体外的增殖、迁移和侵袭活性，

Balb/c裸鼠体内接种miR-342-3p过表达的ACHN细胞后，

可明显促进肿瘤的生长。上述结果表明，miR-342-3p在

ccRCC中作为促癌因子，可促进ccRCC细胞增殖、迁移和

侵袭能力。

研究发现，m i R N A s主要通过靶向结合靶基因

mRNA的3'-UTR端，抑制其表达来发挥生物学功能[17-18]。

本研究通过下载GSE66271、GSE66270数据集分析下调基

因 ，再与 T C G A 中与转移相关的基因数据矩阵及

starBase预测miR-342-3p的靶基因进行交集分析，结果显

示存在7个交集基因。进一步分析与T C G A数据集

ccRCC恶性临床表型相关基因，结果显示，PPM1E在

ccRCC组织中表达下调，且在不同M分期、N分期、G分期

及复发情况患者中存在差异表达，故选择PPM1E进一步

验证其与miR-342-3p靶向关系。后续双萤光素酶报告基

因检测、实时荧光定量PCR和蛋白印迹实验证明，miR-

342-3p过表达可降低PPM1E表达。另外，PPM1E可逆转

miR-342-3p过表达对ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭的促

进作用，表明miR-342-3p过表达促进ccRCC细胞增殖、迁

移和侵袭，可能是通过负向调节P P M 1 E来实现的。

PPM1E属于蛋白磷酸酯酶，蛋白激酶和蛋白磷酸酯酶是

催化可逆性蛋白磷酸化和去磷酸化的关键酶系，对蛋白

活性状态的修饰有重要调控作用[19]，但有关蛋白磷酸酯

酶方面的研究仍存在不足，PPM1E在肿瘤细胞中的调控

作用可能与AMPK活性有关[20]，但其在ccRCC中的具体作

用途径仍有待深入分析。

综上所述，miR-342-3p过表达可靶向抑制PPM1E表

达，从而促进ccRCC细胞增殖、迁移和侵袭。本研究为

ccRCC进展的分子机制提供了新思路，进一步表明miR-

342-3p可能作为ccRCC新型的生物标记物和治疗靶点。
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