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肺腺癌组织微ＲＮＡ表达谱及在ＣＤ１３３＋肺癌细胞中的表达研究


胡欣春，徐建军，喻东亮，彭金华，魏益平△

（南昌大学第二附属医院心胸外科，江西南昌３３０００６）

　　摘　要：目的　探讨肺癌组织中微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的表达谱以及在ＣＤ１３３＋ Ａ５４９中的表达。方法　取肺腺癌患者的肺癌组

织标本和癌旁组织标本，进行 ｍｉＲＮＡ 表达芯片分析。利用流式细胞术（ＦＣＭ）分选并培养 ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞２周，检测

ＣＤ１３３＋、ＣＤ４４＋表达分析并应用实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ８９２ｂ和ｍｉＲＮＡ４６８６在ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞中的表达情况。结

果　肺癌组织中有２７个ｍｉＲＮＡ表达较癌旁组织中的表达上调（犘＜０．０５），６个 ｍｉＲＮＡ的表达较癌旁组织中的表达下调（犘＜

０．０５）。ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞ＣＤ１３３＋、ＣＤ４４＋双阳性表达率为７５．０％。ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞中 ｍｉＲＮＡ８９２ｂ和 ｍｉＲＮＡ４６８６的表

达显著高于Ａ５４９细胞（犘＜０．０１）。结论　肺腺癌组织中 ｍｉＲＮＡ存在异常表达谱，ｍｉＲＮＡ８９２ｂ和 ｍｉＲＮＡ４６８６可能在维持

ＣＤ１３３＋肺癌细胞生物学特性中发挥着一定的作用。
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　　肺癌发生率日趋增高，其中非小细胞肺癌占到８０％以上。

目前７０％以上肺癌患者被诊断明确时已无法切除肿瘤，只能

以放、化疗为主。由于多次治疗后的肿瘤对放、化疗耐受能力

提高以及肿瘤的复发，最终导致治疗失败。有研究表明肿瘤

放、化疗耐受能力提高的根源在肿瘤干细胞［１］，而目前尚无有

效杀灭干细胞的药物。故亟待对肿瘤干细胞进行深入的研究，

探明其相关机制，为肿瘤防治提供新的策略。

微ＲＮＡ（ｍｉｒｃｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）一类是存在于细胞质中的

非编码蛋白ＲＮＡ，其通过对靶向ｍＲＮＡ的翻译抑制或ｍＲＮＡ

清除达到对基因表达的调控作用［２］。生物信息学研究表明单

个ｍｉＲＮＡ可绑定数百个靶 ｍＲＮＡ，因此，其在多种生物进程

中发挥着非常重要的作用［３］。国外研究表明，ｍｉＲＮＡ与肿瘤

的发生、发展有着非常密切的关系［４］。本研究旨在通过对肺癌

组织与癌旁组织的比较，探讨 ｍｉＲＮＡ在肺腺癌中的异常表达

谱以及ｍｉＲＮＡ在肿瘤干细胞中的表达。

１　材料与方法

１．１　材料　ＤＭＥＭ培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清购

自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＥＧＦ），碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ，ｂＦＧＦ）和ｏｐｔｉＭｅｍ 购自 Ｇｉｂｃｏｌ公司；Ｂ２７、胰岛素购自

Ｓｉｇｍａ公司；ＡＰＣ标记抗人ＣＤ１３３／１（ＡＣ１３３）抗体购自 Ｍｉｌｔｅ

ｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司；ＦＩＴＣ标记抗人ＣＤ４４抗体购自ＢＤ公司；ＴＲ

Ｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｒｏｇｅｎ公司；肿瘤干细胞培养基（ＳｅｒｕｍＦｒｅｅＭｅ

ｄｉｕｍ，ＳＦＭ）：ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋胰岛素（４Ｕ／Ｌ）＋ Ｂ２７（１ｘ）＋

ＥＧＦ（２０μｇ／Ｌ）＋ｂＦＧＦ（２０μｇ／Ｌ）。总ＲＮＡ提取试剂盒、逆

转录试剂盒以及ＰＣＲ试剂盒均购自东洋纺公司，ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ

ＡｒｒａｙＰｏｗｅｒＬａｂｅｌｉｎｇｋｉｔ购自Ｅｘｉｑｏｎ公司，Ｈａｉｒｐｉｎｉｔ
ＴＭｍｉＲ

ＮＡｓ定量ＰＣＲ试剂盒购自吉玛公司。

１．２　方法

１．２．１　采集标本　收集本院因肺癌进行手术治疗患者的肿瘤

组织和癌旁组织标本５对，肿瘤组织经病理检测均为腺癌，编号

分别为：５５７０１９ＣＡ 和５５７０１９ＣＡＢ、５５４５２８ＣＡ 和５５４５２８ＣＡＢ、

５５７３８２ＣＡ和５５７３８２ＣＡＢ、５５６１３０ＣＡ和５５６１３０ＣＡＢ、５５６６３８ＣＡ

和５５６６３８ＣＡＢ（ＣＡ：肺癌组织；ＣＡＢ：癌旁组织）。
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表１　　ＣＤ１３３、ＣＤ４４和ＧＡＰＤＨ的引物序列（５′→３′）

基因 正向引物 反向引物 扩增片段（ｂｐ）

ＣＤ１３３ ＴＧＧＣＴＴＴＧＧＣＣＡＴＡＴＴＴＴＴＣ ＣＣＧＡＴＧＴＡＣＴＧＣＡＴＧＴＧＧＴＣ １９９

ＣＤ４４ ＣＴＧＴＧＣＴＡＴＣＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＴＣＴＧ ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＲＣＧ ２００

ＧＡＰＤＨ ＧＡＡＡＧＣＣＴＧＣＣＧＧＴＧＡＣＴＡＡ ＴＧＧＡＡＴＴＴＧＣＣＡＴＧＧＧＴＧＧＡ ２７４

表２　　ｍｉＲＮＡ８９２ｂ、ｍｉＲＮＡ４６８６和Ｕ６的引物序列（５′→３′）

基因 正向引物 反向引物 扩增片段（ｂｐ）

ｈｓａｍｉＲＮＡ８９２ｂ ＣＴＣＴＣＡＣＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧＧ ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ ７４

ｈｓａｍｉＲＮＡ４６８６ ＣＴＣＴＣＡＣＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧＧ ＴＡＴ ＧＣＴＴＧＴＴＣＴＣＧＴＣＴＣＴＧＴＧＴＣ ７６

Ｕ６ ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡ ＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ ７０

１．２．２　ｍｉＲＮＡ的检测　将一定量的组织标本加入４ｍＬ离

心管中，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ后使用组织匀浆器将组织充分匀浆

后，按照总 ＲＮＡ 提取说明书进行操作，提取总 ＲＮＡ。按照

ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ ＡｒｒａｙＰｏｗｅｒＬａｂｅｌｉｎｇｋｉｔ操作说明完成对

ｍｉＲＮＡ的标记并在芯片上杂交，使用 ＡｘｏｎＧｅｎｅＰｉｘ４０００Ｂ

ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓｃａｎｎｅｒ对其芯片进行扫描。芯片图像的原始荧光

强度数据由ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ６．０软件完成分析，通过原始值减去

背景值来做修正，并用中值做标准化，分别计算出１０个样本中

ｍｉＲＮＡ的标准值及两两之间标准值的比值。用 ＶｏｌｃａｎｏＰｌｏｔ

ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ挑选差异表达的 ｍｉＲＮＡ，用 ＭＥＶ软件对差异表达

ｍｉＲＮＡ进行聚类分析
［５］。

１．２．３　肺癌及癌旁组织ＣＤ１３３ｍＲＮＡ及ＣＤ４４ｍＲＮＡ检测

　合成ＣＤ１３３、ＣＤ４４和内参 ＧＡＰＤＨ 的引物，见表１。按照

ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ试剂盒说明书提取组织总ＲＮＡ。取３μｇ

总ＲＮＡ按照逆转录试剂盒说明书以３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ

将总ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。使用通用ＰＣＲ试剂盒对目的基

因进行扩增后，进行琼脂糖电泳，ＣＣＤ照相后使用ＩＰＰ软件进

行半定量分析。

１．２．４　非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９的培养　Ａ５４９细胞培养于

含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基中，细胞置于３７℃、５％

ＣＯ２ 饱和湿度下的培养箱中传代培养，取对数生长期的细胞进

行实验。

１．２．５　流式细胞术（ＦＣＭ）对ＣＤ１３３＋、ＣＤ４４＋细胞的分选以

及表达检测　收集１０
７ 个细胞后用含有２％胎牛血清的ＰＢＳ

（ｂｕｆｆｅｒ）重悬，３００×ｇ离心１０ｍｉｎ后弃去上清液，加入８０μＬ

ｂｕｆｆｅｒ后，加入１０μＬＣＤ１３３／１（ＡＣ１３３）抗体和２０μＬＣＤ４４抗

体，充分混匀后置于４℃避光孵育１５～２０ｍｉｎ。加入１ｍＬ

ｂｕｆｆｅｒ后３００×ｇ离心１０ｍｉｎ后弃去上清液，加入２００μＬｂｕｆｆ

ｅｒ重悬细胞后，上机分选或检测。

１．２．６　ＣＤ１３３
＋ Ａ５４９细胞的培养　将分选后的 ＣＤ１３３

＋、

ＣＤ４４＋的Ａ５４９细胞加入适量的ＳＦＭ，置于３７℃、５％ＣＯ２ 饱

和湿度下的培养箱中培养。２周后ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞状态

良好。

１．２．７　ｍｉＲＮＡ８９２ｂ和 ｍｉＲＮＡ４６８６的检测　合成 ｍｉＲＮＡ

８９２ｂ、ｍｉＲＮＡ４６８６和 Ｕ６的引物，见表２。按照 ＴＲＩｚｏｌ提取

总ＲＮＡ试剂盒说明书提取细胞的总 ＲＮＡ。逆转录条件为

２５℃３０ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，８５℃１０ｍｉｎ。ｃＤＮＡ采用ＳＹＢＲ

ＳｅｃｌｅｃｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ系统进行实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ

８９２ｂ和ｍｉＲＮＡ４６８６的表达，以Ｕ６作为内参。每个待测基因

设４个复孔。数据通过Ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｗａｒｅ１．３系统

进行处理，按照公式ＲＱ＝２△△ＣＴ计算各组间的倍数关系。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０对数据进行分析，ｍｉＲＮＡ

芯片实验结果按照Ｒａｔｉｏ＞２．０倍或Ｒａｔｉｏ＜０．５倍为标准。其

他实验至少重复３次，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肺癌与癌旁组织ｍｉＲＮＡ表达比较　对肺癌组织及癌旁

组织的 ｍｉＲＮＡ 表达进行分析后发现，肺癌组织中有２７个

ｍｉＲＮＡ表达较癌旁组织中的表达上调２倍以上（犘＜０．０５），

肺癌组织中有６个 ｍｉＲＮＡ的表达较癌旁组织中的表达下调

（犘＜０．０５），见表３、４。

表３　　肺癌较癌旁组织中表达上调的２７个ｍｉＲＮＡ

项目 肺癌组织 癌旁组织 上调倍数 犘

ｈｓａｍｉＲＮＡ１０５５ｐ ０．０５８ ０．０２６ ２．２３１ ０．０３６

ｈｓａｍｉＲＮＡ８９２ｂ ０．４３１ ０．１９４ ２．２２２ ０．０３６

ｅｂｖｍｉＲＮＡＢＡＲＴ４５ｐ ０．１６１ ０．０４２ ３．８３３ ０．０３５

ｈｓａｍｉＲＮＡ４６９９３ｐ ０．２１９ ０．０９３ ２．３５５ ０．０４２

ｋｓｈｖｍｉＲＮＡＫ１２３３ｐ ０．１２５ ０．０４９ ２．５５１ ０．０３３

ｈｓａｍｉＲＮＡ２６ａ２３ｐ ０．１６７ ０．０３５ ４．７７１ ０．０３８

ｈｓａｍｉＲＮＡ４４４９ ０．１２３ ０．０４０ ３．０７５ ０．０３４

ｈｓａｍｉＲＮＡ１２７５ ０．９９６ ０．４２４ ２．３４９ ０．０３１

ｈｓａｍｉＲＮＡ１９７６ １．０９３ ０．５４５ ２．００５ ０．０４９

ｈｓａｍｉＲＮＡ３６５５ ０．４４３ ０．２１２ ２．０９０ ０．０００

ｈｓａｍｉＲＮＡ３６１５ ０．３０６ ０．１３１ ２．３３６ ０．０３０

ｈｓａｍｉＲＮＡ４６８６ ０．１６４ ０．０７１ ２．３１０ ０．０３４

ＨｃｍｖｍｉＲＮＡＵＳ２５２３ｐ ０．１５５ ０．０４７ ３．２９８ ０．０１８

ｈｓａｍｉＲＮＡ４５０ａ３ｐ ０．１９４ ０．０８２ ２．３６６ ０．０１３

ｈｓａｍｉＲＮＡ４７３２５ｐ ０．１３１ ０．０５１ ２．５６９ ０．０３３

ｈｓｖ１ｍｉＲＮＡＨ１４３ｐ ０．１９２ ０．０７５ ２．５６０ ０．０２８

ｈｓａｍｉＲＮＡ５５８２５ｐ ０．２７９ ０．１１７ ２．３８５ ０．０１０

ｈｓａｍｉＲＮＡ４６４８ ０．１６８ ０．０６５ ２．５８５ ０．０２６

ｈｓａｍｉＲＮＡ１２９６ ０．０９１ ０．０３０ ３．０３３ ０．０３０

ｈｓａｍｉＲＮＡ６２２ ０．１２４ ０．０３７ ３．３５１ ０．０３１

ｈｓａｍｉＲＮＡ４８００５ｐ ０．３４１ ０．１２２ ２．７９５ ０．０３０

ｈｓａｍｉＲＮＡ６１８ ０．４３２ ０．１９５ ２．２１５ ０．００９

ｅｂｖｍｉＲＮＡＢＡＲＴ１３５ｐ ０．４８１ ０．１９１ ２．５１８ ０．０２６

ｈｓａｍｉＲＮＡ７６０ ０．１８５ ０．０６７ ２．７６１ ０．００４

ｈｓｖ２ｍｉＲＮＡＨ１１５ｐ ０．０８２ ０．０３２ ２．５６３ ０．００４

ｈｓａｍｉＲＮＡ４６７３ ０．１５０ ０．０５１ ２．９４１ ０．００３

ｈｓａｍｉＲＮＡ４６６１３ｐ ０．０９２ ０．０４６ ２．０００ ０．０４０
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表４　　肺癌较癌旁组织表达下调的６个ｍｉＲＮＡ

项目 肺癌组织 癌旁组织 下调倍数 犘

ｈｓａｍｉＲＮＡ５００２３ｐ １．４３５ ３．２１７ ０．４４６ ０．０３５

ｈｓａｍｉＲＮＡ４５１１ １．０４０ ２．１８４ ０．４７６ ０．０４４

ｈｓａｍｉＲＮＡ４７９９３ｐ １．２７８ ４．３１４ ０．２９６ ０．０３９

ｈｓａｍｉＲＮＡ５６９９ ２．９０２ ７．４７８ ０．３８８ ０．０２４

ｈｓａｍｉＲＮＡ２２１５ｐ ２．２５６ ４．７２９ ０．４７７ ０．０３６

ｈｓａｍｉＲＮＡ１３２１ １．７９８ ３．７６８ ０．４７７ ０．０４２

２．２　肺癌组织及癌旁组织中ＣＤ１３３ｍＲＮＡ、ＣＤ４４ｍＲＮＡ的

表达　对各对肺癌组织和癌旁组织中ＣＤ１３３ｍＲＮＡ和ＣＤ４４

ｍＲＮＡ的检测发现，样品５５４５２８ＣＡ、５５７３８２ＣＡ、５５６１３０ＣＡ呈

高表达，见图１。

　　１：５５７０１９ＣＡ；２：５５７０１９ＣＡＢ；３：５５４５２８ＣＡ；４：５５４５２８ＣＡＢ；５：

５５７３８２ＣＡ；６：５５７３８２ＣＡＢ；７：５５６１３０ＣＡ；８：５５６１３０ＣＡＢ；９：５５６６３８ＣＡ；

１０：５５６６３８ＣＡＢ。

图１　　各个样本中ＣＤ１３３、ＣＤ４４的表达情况

２．３　ＣＤ１３３
＋Ａ５４９细胞的ＣＤ１３３＋、ＣＤ４４＋双阳性表达率　

ＦＣＭ检测分选后培养２周的ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞中ＣＤ１３３＋、

ＣＤ４４＋双阳性细胞占总细胞数的７５．００％。Ａ５４９细胞中

ＣＤ１３３＋、ＣＤ４４＋双阳性细胞约占总数的０．５８％，见图２。

　　Ａ：Ａ５４９细胞；Ｂ：ＣＤ１３３＋Ａ５４９细胞。

图２　　细胞ＣＤ１３３
＋ＣＤ４４＋阳性率检测

　　１：ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞；２：Ａ５４９细胞；ａ：犘＜０．０１，与 Ａ５４９细胞

比较。

图３　　 ｍｉＲＮＡ８９２ｂ和ｍｉＲＮＡ４６８６的表达情况

２．４　ｍｉＲＮＡ８９２ｂ和ｍｉＲＮＡ４６８６在ＣＤ１３３
＋Ａ５４９细胞中的

表达　ｍｉＲＮＡ８９２ｂ的表达在ＣＤ１３３
＋ Ａ５４９细胞中为 Ａ５４９

细胞中的（４．２０±０．５８）倍（犘＜０．０１）；ｍｉＲＮＡ４６８６的表达在

ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞中为Ａ５４９细胞中的（７．３１±０．５２）倍（犘＜

０．０１），见图３。

３　讨　　论

本实验研究发现，ｍｉＲＮＡ８９２ｂ、ｍｉＲＮＡ４６８６等２７个

ｍｉＲＮＡ在肺癌组织中呈高表达，６个 ｍｉＲＮＡｓ在肺癌组织中

较癌旁组织低表达。在对肺癌组织 ＣＤ１３３ｍＲＮＡ 和 ＣＤ４４

ｍＲＮＡ表达的检测中，５５４５２８ＣＡ、５５７３８２ＣＡ、５５６１３０ＣＡ癌组

织样本ＣＤ１３３ｍＲＮＡ和ＣＤ４４ｍＲＮＡ的表达均显著高于癌旁

组织。在进一步研究中分选并培养表达ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞，

并对 ｍｉＲＮＡ８９２ｂ、ｍｉＲＮＡ４６８６的表达进行验证，发现两者

在ＣＤ１３３＋ Ａ５４９细胞中的表达显著高于Ａ５４９细胞。

目前认为ｍｉＲＮＡ的主要功能是逆转细胞发育、增殖、凋

亡、分化，促进肿瘤的发生和发展［６］。在肿瘤中，ｍｉＲＮＡ既发

挥着肿瘤促进作用，也发挥着肿瘤抑制作用。Ｃａｐｏｄａｎｎｏ等
［７］

研究发现Ｌｅｔ７ｇ的低表达与肺癌的淋巴结转移有一定的关

系，而ｍｉＲＮＡ２１的过表达与 Ｋｒａｓ的突变关系密切。Ｔａｋａ

ｈａｓｈｉ等
［８］发现 ｍｉＲＮＡ１０７、ｍｉＲＮＡ１８５和Ｌｅｔ７ａ在肺癌组

织和肿瘤细胞中呈低表达，而过表达的 ｍｉＲＮＡ１０７和 ｍｉＲ

ＮＡ１８５通过将细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期从而有效地抑制 Ａ５４９

和 Ｈ１２９９细胞的增殖。本研究发现肺癌组织中多个 ｍｉＲＮＡ

较癌旁组织显著上调及下调，说明上述 ｍｉＲＮＡ表达的异常在

肺癌的发生、发展中发挥着一定的作用。本研究发现 ｍｉＲＮＡ

６２２在肺癌组织中是显著上调的，但其他研究认为ｍｉＲＮＡ６２２

通过抑制Ｋｒａｓ等靶点发挥抑癌作用，其原因尚不清楚，需进

一步研究。同样Ｌｅｔ７主要通过抑制Ｒａｓ、ｃＭｙｃ等靶点发挥

抑癌作用［９１０］。有研究表明，４０％的肺部肿瘤和６０％的肺癌细

胞系低表达Ｌｅｔ７
［１１］，但本研究中Ｌｅｔ７多种亚型在肿瘤组织

和癌旁组织中表达差异无统计学意义，原因尚不清楚。

最新的研究发现，ｍｉＲＮＡ在调节肿瘤干细胞的增殖、自我

更新等方面同样发挥着重要的作用［１２］。ｍｉＲＮＡ１３０ｂ通过靶

点 ＴＰ５３ＩＮＰ１从而促进肝癌干细胞的增殖和自我更新
［１３］。

ｍｉＲＮＡ３４ａ通过直接抑制ＣＤ４４而达到抑制前列腺癌侵袭的

作用［１４］。Ｌｅｔ７的过表达可抑制乳腺癌干细胞的增殖、微球体

的形成、减少未分化状态细胞的数量以及肿瘤的形成和侵

袭［１５］。本研究发现 ｍｉＲＮＡ８９２ｂ、ｍｉＲＮＡ４６８６在 ＣＤ１３３＋

Ａ５４９细胞中高表达，提示其可能在维持肿瘤干细胞细胞生物

学特性中发挥着一定的作用，但发挥何种作用以及机制尚需进

一步的研究。
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ＧＤＦ５的生物学功能及其相关疾病的基因治疗奠定坚实的

基础。
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