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敲低AURKA下调PLK1表达抑制葡萄

膜黑色素瘤C918细胞增殖和转移

赵芃芃1,朱仁龙2,吴焕2,张严心1,张信哲1,秦梅1

(1.蚌埠医科大学第一附属医院眼科,安徽 蚌埠 233004;
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摘 要:目的 探讨极光激酶A(AURKA)对葡萄膜黑色素瘤(UVM)C918细胞增殖、转移的影响及其分子机制。方法

 使用GEPIA数据库分析AURKA表达与 UVM 病人生存期的关系;使用Lipofectamine3000将阴性对照的小干扰

RNA和AURKA的小干扰RNA转染到C918细胞中构建AURKA敲低的细胞模型;RT-qPCR和 WesternBlot实验分

别检测AURKA的 mRNA和蛋白表达水平;CCK-8和克隆形成实验检测细胞增殖能力;Transwell实验检测细胞侵袭、

迁移能力;WesternBlot实验检测 AURKA和PLK1的蛋白表达水平;GEPIA数据库分析 AURKA和PLK1表达在

UVM标本中的相关性。结果 与AURKA低表达的 UVM 患者相比,AURKA高表达的患者生存期显著降低(P <

0.01);与NC组相比,敲低组AURKA的 mRNA和蛋白水平明显降低(P<0.001);相比于 NC组细胞,敲低 AURKA
显著抑制C918细胞的增殖、转移能力(P<0.001),且PLK1表达水平明显减少。在 UVM 标本中,AURKA和PLK1
的表达显著正相关(P<0.001)。结论 敲低AURKA的表达可以抑制C918细胞的增殖、转移能力,其机制可能与抑

制PLK1基因转录有关,提示AURKA激活PLK1转录促进细胞增殖和转移可能是UVM恶性进展的重要机制之一。
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KnockdownofAURKAdownregulatestheexpressionofPLK1andinhibits
theproliferationandmetastasisofuvealmelanomaC918cells

ZHAOPengpeng1,ZHURenlong2,WUHuan2,ZHANGYanxin1,ZHANGXinzhe1,QINMei1

(1.DepartmentofOphthalmology,TheFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedical
University,Bengbu233004,Anhui,China;2.SchoolofMentalHealth,

BengbuMedicalUniversity,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectsofaurorakinaseA (AURKA)ontheproliferationand
metastasisofuvealmelanoma(UVM)C918cellsandtheirunderlyingmolecularmechanisms. Methods The
relationshipbetweenAURKAexpressionandsurvivalperiodofUVMpatientswasanalyzedusingGEPIAdata-
base.C918cellsweretransfectedwithnegativecontrolsmallinterferingRNA (siRNA)andAURKA-specific
siRNAusingLipofectamine3000toestablishanAURKAknockdowncellmodel.RT-qPCRandWesternBlot
experimentswereconductedtodetectthemRNAandproteinexpressionlevelsofAURKA,respectively.CCK-

—358—

第46卷 第6期          右江民族医学院学报           Vol.46No.6
2024年12月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Dec.2024

基金项目:蚌埠医科大学重点支持和培育学科领域专项(2023bypy014);蚌埠医科大学自然科学重点项目(2021byzd140);国家

级大学生创新创业训练计划项目(202410367007)

  第一作者:赵芃芃,主治医师,研究方向:眼底病的基础与临床,E-mail:zpp919857971@126.com
  通讯作者:秦梅,主任医师,硕士研究生导师,研究方向:玻璃体视网膜疾病,E-mail:bbmcqm@163.com



8andcolonyformationassayswereusedtoevaluatethecellproliferationcapacity.Transwellassayswerecar-
riedouttoexaminethecellinvasionandmigrationabilities.TheproteinexpressionlevelsofAURKAand
PLK1weredetectedbyWesternBlot.ThecorrelationbetweenAURKAandPLK1expressioninUVMspeci-
menswasanalyzedbyGEPIAdatabase. Results PatientswithhighAURKAexpressionexhibitedsignifi-
cantlyshortersurvivalcomparedtothosewithlowAURKAexpressioninUVM (P<0.01).ThemRNAand
proteinlevelsofAURKAweresignificantlyreducedintheknockdowngroupcomparedtothenegativecontrol
(NC)group(P<0.001).KnockdownofAURKAsignificantlyinhibitedtheproliferationandmetastasisabili-
tiesofC918cellscomparedtotheNCgroup(P<0.001),accompaniedbyasignificantdecreaseintheexpres-
sionlevelofPLK1.AsignificantpositivecorrelationwasobservedbetweenAURKAandPLK1expressionin
UVMspecimens(P<0.001). Conclusion KnockdownofAURKAexpressioninhibitstheproliferationand
metastasisabilitiesofC918cells,potentiallythroughtheinhibitionofPLK1genetranscription.Thissuggests
thatAURKAactivationofPLK1transcriptiontopromotecellproliferationandmetastasismaybeoneofthe
importantmechanismsunderlyingthemalignantprogressionofUVM.
  Keywords: AURKA;PLK1;genetranscription;uvealmelanoma

  葡萄膜黑色素瘤(uvealmelanoma,UVM)是一种

起源于眼部葡萄膜黑色素细胞的恶性肿瘤,约90%的

病例发生在脉络膜,仅6%的病例累及睫状体,4%的

病例发生在虹膜[1]。UVM是成人眼内最常见的恶性

肿瘤,易转移和复发且目前尚无有效的治疗方法用于

阻止 UVM 的 转 移 复 发[1-2]。因 而,迫 切 需 要 阐 明

UVM恶性进展的分子机制,以期为 UVM 的临床治

疗提供新的思路和方法。极光激酶A(AURKA)作为

极光激酶家族的一员,在有丝分裂过程中发挥重要作

用并且还与多种肿瘤的发生发展密切相关。先前研究

发现AURKA在多种癌症中高表达且与病人的不良

预后相关[3],本研究将探讨AURKA对C918细胞增

殖、转移的作用和分子机制。

1 材料与方法

1.1 主 要 试 剂  Lipofectamine3000 转 染 试 剂

(L3000075),Trizol溶液(15596018CN)和BCA蛋白

定量试剂盒(23225)购于ThermoFisher公司;siRNA
由 苏 州 吉 玛 基 因 股 份 有 限 公 司 合 成;胎 牛 血 清

(FSP500)购买于苏州依科赛生物科 技 有 限 公 司;

Western和IP蛋白裂解液(P0013),1%青链霉素双抗

溶液(C0222)和细胞培养级DMSO(ST2335)购于上

海碧云天生物技术有限公司;CCK-8溶液(A311-01),

RNA逆转录试剂盒(R433-01)和SYBRGreenMix试

剂盒(Q111-02)购自南京诺唯赞生物科技有限公司;

AURKA(EM1706-71)和 HSP70抗体(SA0379)购于

杭州华安生物技术有限公司;PLK1抗体(ab189139)
购自abcam 公司;Transwell小室(3422)和基质胶

(354262)购于美国Corning公司。

1.2 GEPIA数据库使用方法 GEPIA数据库包含

了来自癌症基因组图谱(TheCancerGenomeAtlas,

TCGA)和基因型-组织表达(Genotype-TissueEx-

pression,GTEx)数据的9736个癌症样本和8587个

正常组织样本的转录组测序数据。该数据库可以分析

癌症和正常样本中的差异基因表达,还可进行癌症亚

型、患者生存期和基因表达相关性等分析。生存期分

析条件设置:①Gene:AURKA;②Methods:Overall
survival;③GroupCutoff:Median;④DatasetsSelec-
tion:UVM。基因表达相关性分析条件设置:①Gene
A:AURKA,GeneB:PLK1;②CorrelationCoeffi-
cient:Pearson;③UsedExpressionDatasets:UVM
Tumor。

1.3 细胞培养 人葡萄膜黑色素瘤C918细胞购于

江苏凯基生物技术股份有限公司,C918细胞培养在含

有10%胎牛血清和1%青链霉素双抗的 RPMI-1640
培养基中,置于5% CO2 和37℃细胞培养箱中常规

培养。

1.4 siRNA转染 选取对数生长期的C918细胞,按
每孔细胞数为1.5×104 个接种于6孔板,摇匀细胞并

置于细胞培养箱中培养,待细胞生长到50%~60%的

密度时,使用Lipofectamine3000将阴性对照(NC)序
列和 AURKAsiRNA(siRNA-1,siRNA-2)转 染 到

C918细胞中,具体步骤根据说明书操作,转染48h后

收集细胞用于后续实验。

1.5 RT-qPCR实验 分别收集转染NC序列和AU-
RKAsiRNA的C918细胞于1.5mL无菌无酶EP管

中并使用PBS溶液清洗1次;每管加入1mLTrizol
溶液,吹打至不见丝状物,使用三氯甲烷和异丙醇提取

总RNA;使用逆转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA,
逆转录程序为:50 ℃,15min;85 ℃,2min。根据

SYBRGreenMix试剂盒配制qPCR反应体系,使用

荧光定量PCR仪进行扩增,扩增程序为:预变性95
℃,5min;扩增反应95℃,10s;60℃,30s,循环40
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次。以GAPDH 作为内参,采用2-ΔΔCt计算目的基因

表达量。实验重复3次。

1.6 WesternBlot实验 收集各组细胞于1.5mL
EP管中,根据细胞数量加入适当体积的裂解液,冰上

裂解30min;12000r/min,4℃离心15min;吸取上

清至新的1.5mLEP管,BCA 法 进 行 蛋 白 定 量。

SDS-PAGE电泳,半干转进行转膜,5%脱脂牛奶室温

封闭1h;一抗4℃过夜孵育;TBST缓冲液洗膜3次,
随后对应二抗室温孵育1h;TBST缓冲液洗膜3次,

ECL发光液显影,暗室曝光。使用ImageJ软件对蛋

白条带进行灰度分析,计算蛋白相对表达量。实验重

复3次。

1.7 CCK-8实验 选取转染后生长状态良好的C918
细胞,胰酶消化制成细胞悬液,按1.5×103 个/孔的密

度接种于96孔板中。在0h、24h、48h、72h时每孔

分别加入10μLCCK-8溶液,37℃培养箱避光孵育1
h,随后使用酶标仪检测450nm处的吸光度值。实验

重复3次。

1.8 Transwell实验 迁移实验:选取转染siRNA的

C918细胞,消化、计数并用无血清培养基制成细胞悬

液;在Transwell上室加入3×104 个细胞,下室加入

700μL含有10%胎牛血清的培养基,置于细胞培养箱

中培养24h。取出Transwell小室,4%多聚甲醛室温

固定30min,0.1%结晶紫染色20min,去离子水洗涤

干净并使用显微镜进行拍照、计数。侵袭实验:需提前

在Transwell小室中加入100μL稀释的基质胶溶液,
并置于细胞培养箱中静置1h使其凝固,其余步骤同

迁移实验。实验重复3次。

1.9 统计学方法 使用GraphpadPrism10.0软件

进行统计分析和作图,所有计量数据均以(췍x±s)表示,
组间差异比较采用t检验。P<0.05认为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 AURKA表达与 UVM 患者生存期呈负相关 
利用GEPIA数据库分析AURKA的表达与UVM患

者生存期的关系,结果如图1所示:相比于低表达

AURKA的患者(n=39),高表达AURKA的 UVM
患者(n=39)生存时间明显缩短(P<0.01)。

图1 AURKA表达水平与UVM患者生存期的关系

2.2 C918细胞中转染 AURKAsiRNA后验证敲低

效果 在葡萄膜黑色素瘤C918细胞中转染AURKA
siRNA后使用 RT-qPCR和 WesternBlot实验检测

AURKA的敲低效果。RT-qPCR结果表明:相比于阴

性对照 NC组,敲低组(AURKAsiR-1和 AURKA
siR-2)的AURKA mRNA表达水平显著减少(P <
0.001),见图2A。WesternBlot结果显示:与 NC组

相比,敲低组 AURKA的蛋白表达水平明显降低(P
<0.001),见图2B、图2C。

注:与NC组比较,***P<0.001。

图2 C918细胞中AURKAsiRNA转染效果验证
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2.3 敲低AURKA表达抑制C918细胞增殖 CCK-
8实验显示,与NC组细胞相比,AURKA敲低组细胞

生长速度显著下降(P<0.001),见图3A。克隆形成

实验表明:相比于NC组,AURKA敲低组的细胞克隆

数目明显减少,见图3B。

注:与NC组比较,***P<0.001。

图3 敲低AURKA对C918细胞增殖的影响

2.4 敲低AURKA抑制C918细胞的迁移、侵袭能力

 Transwell实验结果表明:相比于 NC组细胞,敲低

AURKA表达可以显著降低C918细胞的迁移和侵袭

能力,见图4。

2.5 C918细胞中敲低AURKA抑制PLK1的表达 
为进一步探明 AURKA调控C918细胞增殖、转移的

分子机制,WesternBlot实验结果表明:相比于 NC
组,敲低AURKA明显降低PLK1的表达,见图5。

2.6 AURKA和PLK1的表达在 UVM 临床标本中

正相关 利用GEPIA数据库分析UVM 组织中AU-
RKA的表达与PLK1表达的相关性,结果如图6所

示:AURKA的表达与PLK1的表达呈正相关,相关性

系数R=0.74(P<0.001)。

图4 下调AURKA表达对C918细胞迁移、侵袭的影响

注:与NC组比较,***P<0.001。

图5 敲低AURKA对PLK1表达的影响
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图6 UVM临床标本中AURKA
和PLK1表达的相关性分析

3 讨论

核小体作为染色质的基本组成单位,由147个

DNA碱基对环绕在核心组蛋白H2A、H2B、H3和 H4
组成的八聚体上[4]。尽管核小体是最稳定的DNA-蛋
白质复合物之一,但染色质的结构依然会被各种表观

遗传调控因子高度动态地调控[5]。近些年,大量研究

已经证实表观调控因子的异常表达或突变与肿瘤发生

发展具有密切关系[6-9]。因此,深入探究表观调控因子

在UVM 转录失调中的作用,将有助于了解 UVM 的

发病机制,并为其临床诊断和治疗提供新的思路。
哺乳动物基因组中含有3个极光激酶基因(编码

AURKA、AURKB和AURKC),它们拥有相似的结构

且均有一段高度保守的催化结构域,在细胞有丝分裂、
中心体成熟和分离、双极纺锤体组装以及染色体的凝

集和分离等重要的生物学事件中发挥调节作用[3]。由

于它们在细胞中表达位置不同,使得在具体的有丝分

裂调控上存在一定差异。AURKA定位于中心体,主
要参与中心体的分离和成熟以及纺锤体两极的建立,
对有丝分裂过程中染色体分离和细胞分裂至关重

要[10-12];AURKB主要定位于染色体的着丝点上,在染

色体浓缩、姐妹染色单体配对、纺锤体节点检查等过程

中发挥关键作用[13-14];而有关 AURKC的报道较少,
发现其在精子形成过程中发挥作用[15]。

研究表明 AURKA可以磷酸化转录因子 Twist
蛋白,从而促进Twist介导的上皮间质转化以及胰腺

癌的化疗耐药[16]。AURKA能够磷酸化多聚糖结合

蛋白SDCBP,从而促进食管癌的增殖[17]。AURKA
还可以催化组蛋白H3的第十位丝氨酸发生磷酸化修

饰(H3S10ph),进而激活基因转录[18]。本研究证实高

表达AURKA的UVM病人生存期显著缩短;且敲低

AURKA能够抑制C918细胞的增殖和转移。此外,

还证实在C918细胞中AURKA能够调控PLK1的转

录,这些结果初步表明AURKA可以促进 UVM 的恶

性发展。但AURKA介导的组蛋白 H3S10ph修饰是

否参与这一调控过程仍需在未来的研究中深入探究。
PLK1属于高度保守的丝/苏氨酸蛋白激酶,能够

参与细胞周期、DNA损伤修复、自噬、细胞凋亡和上皮

间质转化等生物学过程[19]。研究表明PLK1的表达

水平通常与肿瘤病人较差的预后具有相关性,因此

PLK1常被用作肿瘤患者的预后分子标志物[20]。更为

重要的是,本课题组之前的研究已经证实敲低PLK1
能够抑制 C918细胞的增殖和细胞周期阻滞,表明

PLK1在UVM的发生发展中具有重要作用[21]。
本研究通过生信分析发现在 AURKA 与PLK1

的表达正相关,然而由于缺乏足够数量的 UVM 临床

标本,尚未检测AURKA和PLK1在 UVM 组织中的

表达情况和相关性。因此,在后续研究中将继续收集

UVM临床标本检测它们的表达情况并进行相关性分

析。
综上所述,本研究证实 AURKA的表达与 UVM

生存时间呈负相关,且敲低 AURKA能够抑制C918
细胞 的 增 殖 和 转 移,其 机 制 可 能 与 AURKA 调 控

PLK1转录有关。
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