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　 　 【摘要】 　 目的　 观察法尼醇受体(ＦＸＲ)在非小细胞肺癌(ＮＳＣＬＣ)组织和细胞系中的表达水平ꎬ探讨了 ＦＸＲ
在 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭中的作用是否与调控 ｍｉＲ￣２１ 水平相关ꎮ 方法　 在 ２０１０ 年至 ２０１２ 年间ꎬ取本院手术切

除的 ８０ 例 ＮＳＣＬＣ 组织及配对的正常组织ꎮ 通过免疫组化或 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＮＳＣＬＣ 组织和细胞系中 ＦＸＲ 表达ꎮ
以 ＮＳＣＬＣ 细胞 Ａ５４９ 为研究对象ꎬ通过 ＣＣＫ￣８ 法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法评估不同浓度的 ＧＷ３９６５(１~ ５ μｍｏｌ /
Ｌ)对细胞活力、侵袭和 ｍｉＲ￣２１ 水平影响ꎮ 通过转染技术来过表达或敲低 ｍｉＲ￣２１ 表达ꎬ并评估其对细胞活力、侵袭

的影响ꎮ 采用双荧光素酶报告分析 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 之间的关系ꎮ 结果 　 与邻近的非肿瘤正常组织相比ꎬＦＸＲ 在

ＮＳＣＬＣ 组织中的表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析显示 ＦＸＲ 低表达预示 ＮＳＣＬＣ 患者预后较差( χ２ ＝
４􀆰 ４９６ꎬＰ＝ ０􀆰 ０３３)ꎮ ＦＸＲ 高、低表达的 ＮＳＣＬＣ 在临床分期、肿瘤大小、Ｔ 分期和淋巴结转移(Ｎ 分期)上有显著性差

异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＧＷ３９６５ 以剂量依赖方式促进了 Ａ５４９ 细胞中 ＦＸＲ 蛋白表达ꎬ抑制了细胞的增殖和侵袭ꎬ并降低了

ｍｉＲ￣２１ 表达ꎮ ｍｉＲ￣２１ 过表达显著逆转了 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１ 沉默显

著增强 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 双荧光素酶报告证实 ＦＸＲ 通过靶向 ｍｉＲ￣２１ 来抑制

ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭ꎮ Ｓｐｅａｒｍａｎ 分析显示ꎬＮＳＣＬＣ 标本中 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 的表达呈强负相关(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣
Ｍｅｉｅｒ 分析显示ꎬ“ＦＸＲ 低表达”和“ｍｉＲ￣２１ 高表达”共存模式预测了 ＮＳＣＬＣ 患者最差的预后(χ２ ＝ ８􀆰 ２０１ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００４)ꎮ
结论　 ＦＸＲ 通过下调ｍｉＲ￣２１ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长ꎬ提示调控 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２１ 可能是治疗 ＮＳＣＬＣ 的潜在策略ꎮ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＦＸＲ) ｉｎ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ (ＮＳＣＬＣ) ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＦＸＲ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ
ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｒｏｍ ２０１０ ｔｏ ２０１２ꎬ ８０ ｃａｓｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｍａｔｃｈｅｄ ｎｏｒｍａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ｉｎ ｔｈｅ ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ



ｏｒ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＷ３９６５ (１ ~ ５ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ￣８ꎬ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. ＭｉＲ￣２１ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｒ ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ<０􀆰 ００１). Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａ ｗｏｒｓｅ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｆｏｒ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ (χ２ ＝ ４􀆰 ４９６ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０３３). Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅꎬ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅꎬ Ｔ
ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ (Ｎ ｓｔａｇｅ) ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｉｇｈ￣ ａｎｄ ｌｏｗ￣ＦＸＲ ｔｕｍｏｒｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). ＧＷ３９６５ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＦＸＲ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｉＲ￣
２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＸＲ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ
ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＸＲ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１. Ｓｐｅａｒｍａｎ’ ｓ ｔｅｓｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ (Ｐ<０􀆰 ００１). Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ａ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ
“ＦＸＲ ｌｏｗ” ａｎｄ “ｍｉＲ￣２１ ｈｉｇｈ” ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｅ ｗｏｒｓｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ (χ２ ＝ ８􀆰 ２０１ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００４). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１ꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２１ ｍａｙ ｂｅ ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＮＳＣＬＣ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＦＸＲꎻ ｍｉＲ￣２１ꎻ ＮＳＣＬＣꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｉｎｖａｓｉｏｎ

　 　 非小细胞肺癌 ( ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎬ
ＮＳＣＬＣ)是肺癌的主要类型ꎬ死亡率高[１]ꎮ 目前ꎬ
ＮＳＣＬＣ 根治性切除术后 ５ 年的总生存率仍低于

１５％[２]ꎮ 因此ꎬ有必要探索 ＮＳＣＬＣ 的分子机制ꎬ寻
找新 的 治 疗 靶 点ꎮ 法 尼 醇 受 体 ( Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＦＸＲ)是核受体超家族的成员ꎬ能对管腔胆

汁酸水平进行严格调控[３]ꎮ 由于大约 ７０％的胆汁

酸被人体重新吸收ꎬＦＸＲ 可以在血浆中达到微摩尔

浓度ꎬ这可能是许多其他组织中表达 ＦＸＲ 的基

础[４]ꎮ 先前的研究显示ꎬ与癌周非肿瘤组织相比ꎬ
人类结直肠癌组织中的 ＦＸＲ 表达较低ꎬ并且 ＦＸＲ
低表达与不良预后之间存在关联[５]ꎮ 最近的研究

报告了 ＦＸＲ 可作为肿瘤抑制因子ꎬ在体内、体外激

活可抑制多种细胞生长[４－５]ꎮ 然而ꎬ其潜在机制并

不完全清楚ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲＮＡｓ)是一种单链非

编码 ＲＮＡ 分子ꎬ其通过调节癌基因或抑癌基因在抑

制或促进肿瘤生长中发挥关键作用[６]ꎮ 研究发现ꎬ
ｍｉＲ￣２１ 在几种恶性肿瘤中加速癌症进展ꎬ包括胃癌

和结直肠癌[７]ꎮ 此外ꎬｍｉＲ￣２１ 在肺癌中被观察到上

调ꎬ并与肺癌侵袭能力增加有关[８]ꎮ 先前的研究发

现ꎬＦＸＲ 激动剂可以通过抑制 ｍｉＲ￣２１ 改善非酒精性

脂肪性肝炎小鼠的脂肪变性、炎症、氧化应激和胆固

醇积累[９]ꎮ 然而ꎬ关于 ＦＸＲ 激动剂能否通过下调

ｍｉＲ￣２１ 水平抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖及侵袭能力尚不清

楚ꎮ 因此ꎬ本研究旨在观察 ＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 组织和细

胞系中的表达水平ꎬ探讨 ＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和

侵袭中的作用是否与调控 ｍｉＲ￣２１ 水平相关ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验组织与细胞系

　 　 在 ２０１０ 年至 ２０１２ 年间ꎬ取本院手术切除的 ８０
例 ＮＳＣＬＣ 组织及配对的正常组织ꎮ 所用患者经病

理证实为 ＮＳＣＬＣꎮ 术前无局部或全身治疗ꎮ 所有

组织样本在液氮中新鲜冷冻ꎬ然后转移到－８０℃保

存ꎬ直到使用ꎮ 所有患者至少持续随访 ６０ 个月ꎬ并
收集相关临床病理特征和生存统计数据ꎮ

人 ＮＳＣＬＣ 系(Ａ５４９、ＮＣＩ￣Ｈ１２９９、Ｈ４６０)和正常

细胞系(１６ＨＢＥ)购自美国 ＡＴＣＣꎮ 细胞培养在含

１０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基中(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 抗人 ＦＸＲ 的初级抗体购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司ꎻＴＲＩｐｕｒｅ 试剂、Ｓｕｐｅｒ Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶、２×Ｐｏｗｅｒ
Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购自北京 ＢｉｏＴｅｋｅ 公司ꎻＳＹＢＲ
ｇｒｅｅｎ、ＲＩＰＡ 缓冲液购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻＧＷ３９６５
(ＦＸＲ 激 动 剂 ) 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司 ( 批 号:
ＮＰ１５２４)ꎬ细胞计数试剂盒￣８ 购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公

司ꎻＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ ＰＶＤＦ 膜、
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 一抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ双荧光素酶

报告系统购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻｍｉＲ￣２１ 过表达物

或对照质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｍｉＲ￣２１ 抑制剂或阴性对
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照 ｓｉＲＮＡ 均购自上海吉玛制药技术有限公司ꎮ
ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ９６ 荧光定量分析仪购自韩国 Ｂｉｏｎｅｅｒ

公司ꎻＢＸ５１ 显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 肿瘤组织中 ＦＸＲ 表达的免疫组化分析

　 　 手术标本(ＮＳＣＬＣ 组织及配对的正常组织)用
１０％福尔马林固定ꎬ石蜡包埋ꎮ 将载玻片与抗人

ＦＸＲ 的初级抗体在 ４℃下孵育过夜ꎬ后在 ２５℃下与

二级抗体孵育 １ ｈꎮ 根据染色强度和阳性细胞百分

率对每个切片进行评分ꎮ 染色强度评分如下:０(阴
性)、１(弱染色)、２(中度染色)、３(强染色)ꎮ 阳性

细胞百分率评分如下: ０ ( ０％)、１ ( ０％ ~ １０％)、 ２
(１０％~５０％)、３(５０％~８０％)、４(>８０％)ꎮ ＩＨＣ 评分

通过强度和百分率相乘得到ꎮ 取 ＦＸＲ 组织评分中

位数作为低表达和高表达判断:<６ꎬ低表达ꎻ≥６ꎬ高
表达ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

　 　 使用 ＴＲＩｐｕｒｅ 试剂从组织或培养的细胞中提取

总 ＲＮＡꎮ 使用 Ｓｕｐｅｒ Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶将总 ＲＮＡ 逆

转录为 ｃＤＮＡꎮ 使用 ２×Ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 和

ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 在 ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ ９６ 荧光定量分析仪上进

行 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎮ 使用 Ｕ６
小核 ＲＮＡ ( Ｕ６ ｓｎＲＮＡ) 作为内源性对照ꎮ 依据

ＮＣＢＩ 上登录的靶基因序列并通过 ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 引物

设计软件设计特异性引物序列如下:ｍｉＲ￣２１ꎬ正向

５’￣ＧＣＧＧＣＡＧＧＧＧＧＡＡＡＧＴＴＣＴＡ￣３’ꎬ反向 ５’￣ＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ￣３’ꎻＵ６ꎬ正向 ５’￣ＴＧＧＡＧＴ
ＴＧＡＴＣＣＴＡＧＴＣＴＧＧ￣３’ꎬ反向 ５’￣ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧ
ＡＧＧＴＡＴＴＣ￣３’ꎮ 经过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 后ꎬ使用 ２－△△ＣＴ 方

法计算目的基因的表达变化ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＣＫ￣８ 法

　 　 将 Ａ５４９ 细胞(５×１０３)接种到 ９６ 孔板中ꎬ分为:
对照组和不同浓度的 ＧＷ３９６５ 处理组ꎮ 不同浓度的

ＧＷ３９６５ 组加入不同浓度的 ＧＷ３９６５(１~５ μｍｏｌ / Ｌ)
或对照组加入相同体积的二甲基亚砜处理 ４８ ｈꎮ 然

后ꎬ使用细胞计数试剂盒￣８ 检测细胞增殖情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞侵袭试验

　 　 使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 方法进行细胞侵袭分析ꎮ 将

１􀆰 ３􀆰 ３ 项下经不同分组处理的 Ａ５４９ 细胞以每孔 ４×
１０５ 的密度接种到 ２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中ꎬ并在上室

中加入 ２００ μＬ 无 ＦＢＳ 的培养基ꎮ 使用５００ μＬ含

３０％胎牛血清培养基填充底部孔ꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ用
７０％乙醇处理和 ０􀆰 ５％结晶紫染色ꎮ 在 ＢＸ５１ 显微

镜下量化侵袭细胞的数量ꎮ 随机选择五个区域ꎬ并
在每个区域中统计细胞数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

　 　 用 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解细胞提取总蛋白ꎮ 通过

ＢＣＡ 试剂盒评估蛋白质含量ꎮ 采用 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 将膜用 ５％脱脂

牛奶封闭 １ ｈꎬ然后在 ４℃下用以下一抗封闭过夜:
ＦＸＲ(１ ∶１０００)和 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶１０００)ꎮ 将 ＰＶＤＦ 膜与

二抗在室温下孵育 １ ｈꎮ 使用蛋白质印迹检测化学

发光试剂盒观察目标条带ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞转染

　 　 取 Ａ５４９ 细胞ꎬ以每孔 ５×１０４ 个细胞接种于 ２４
孔板ꎮ 然后用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂ꎬ分别将

ｍｉＲ￣２１ 过表达物( ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ꎬ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)或对

照质 粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ ( ｐｃＤＮＡ ) 和 ｍｉＲ￣２１ 抑 制 剂

(ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ꎬ１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)或阴性对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｉ￣ＮＣ)
转染入细胞ꎮ 转染 ２４ ｈ 后ꎬ收集细胞并分为 ８ 组:
ｐｃＤＮＡ＋ＤＭＳＯ 组、ｐｃＤＮＡ＋ＧＷ３９６５ 组、ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣
２１＋ＤＭＳＯ 组、 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ ＋ＧＷ３９６５ 组、 ｓｉ￣ＮＣ ＋
ＤＭＳＯ 组、ｓｉ￣ＮＣ＋ＧＷ３９６５ 组、ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ 组、
ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ ＋ ＧＷ３９６５ 组ꎮ 将 细 胞 用 ５ μｍｏｌ / Ｌ
ＧＷ３９６５ 或 ＤＭＳＯ 处理 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈꎬ收集细胞

进行 ＣＣＫ￣８ 法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 双荧光素酶报告分析

　 　 合成含有 ｍｉＲ￣２１ 靶点的 ＦＸＲ 野生型(ＷＴ)或
突变型(ＭＵＴ)ꎬ然后克隆到 ｐｍｉｒ￣ＧＬＯ 载体中ꎮ 将

１􀆰 ５ μｇ ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＷＴ 或 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＭＵＴ 分

别与 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 和 /或 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ 共转染 Ａ５４９
细胞ꎬ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ用双荧光素酶报告系统测定荧

光素酶活性ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ 软件 １７􀆰 ０ 进行统计分析ꎮ 结果表示

为平均数 ±标准差 ( 􀭰ｘ ± ｓ)ꎮ 使用 ｔ 检验或 Ｍａｎｎ￣
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验评估组之间的差异ꎮ 使用卡方检验、
Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ 精确检验和 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 方法(对数秩检

验)进行相关分析和生存数据分析ꎮ ＮＳＣＬＣ 组织中

ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 表达之间相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关

分析ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＸＲ 低表达与 ＮＳＣＬＣ 患者预后不良相关

　 　 ＦＸＲ 蛋白位于细胞膜上(图 １Ａ)ꎮ 与邻近的非

肿瘤正常组织相比ꎬＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 组织中的表达显
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著降低(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ图 １Ｂ)ꎮ ８０ 例患者中ꎬ有 ２７ 例

ＦＸＲ 高表达ꎬ５３ 例 ＦＸＲ 低表达ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析

显示 ＦＸＲ 低表达预示 ＮＳＣＬＣ 患者预后较差( χ２ ＝
４􀆰 ４９６ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０３３ꎬ图 １Ｃ)ꎬ提示 ＦＸＲ 可能作为一种

致癌因子参与 ＮＳＣＬＣ 的发生和发展ꎮ 研究进一步

分析了 ＦＸＲ 的表达与 ＮＳＣＬＣ 患者临床病理特征的

相关性ꎮ 结果显示ꎬＦＸＲ 高、低表达的 ＮＳＣＬＣ 在临

床分期、肿瘤大小、Ｔ 分期和淋巴结转移(Ｎ 分期)上
有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 ＦＸＲ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭

　 　 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测了 ３ 种 ＮＳＣＬＣ 细胞

系中的 ＦＸＲ 蛋白ꎬ发现 ＦＸＲ 在 Ａ５４９ 细胞中的表达

最低(图 ２Ａ)ꎬ因此ꎬ研究选择 Ａ５４９ 细胞用于以下

实验ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示ꎬＧＷ３９６５ 以剂量依赖方式

促进了 Ａ５４９ 细胞中 ＦＸＲ 的表达(图 ２Ｂ)ꎮ 功能实

验表明ꎬＧＷ３９６５ 以剂量依赖方式显著抑制了 Ａ５４９

细胞的增殖和侵袭(图 ２Ｃ、Ｄ)ꎮ 所有这些结果表明

ＦＸＲ 受体对细胞增殖和侵袭具有很强的抑制作用ꎮ
２􀆰 ３　 ＦＸＲ 的激活通过下调 ｍｉＲ￣２１ 抑制 ＮＳＣＬＣ
细胞增殖和侵袭

　 　 使用 ＰＣＲ 方法检测了 ３ 种 ＮＳＣＬＣ 细胞系中的

ｍｉＲ￣２１ꎬ发现 ｍｉＲ￣２１ 在 Ａ５４９ 细胞中的表达最高

(图 ３Ａ)ꎮ 利用 ＧＷ３９６５ 激活 ＦＸＲ 可剂量依赖性地

降低 ｍｉＲ￣２１(图 ３Ｂ)ꎮ 功能实验表明ꎬｍｉＲ￣２１ 过表

达显著逆转了 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑

制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１ 沉默显著增强 ＦＸＲ
对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)
(图 ３Ｃ ~ Ｈ)ꎮ 为了证实 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 之间的关

系ꎬ研究进行了双重荧光素酶报告基因检测ꎮ 图 ４Ａ
显示了分别包含预测的 ｍｉＲ￣２１ 野生型和突变体结

合位点的 ＦＸＲ ｍＲＮＡ 的 ３’￣ＵＴＲ(ＦＸＲ ３’￣ＵＴＲ ＷＴ
和 ＦＸＲ ３’￣ＵＴＲ ＭＵＴ)(带突变的碱基标有下划线)ꎮ

注:Ａ:ＦＸＲ 高表达和低表达的代表性 ＩＨＣ 染色图像ꎻＢ:８０ 例患者 ＮＳＣＬＣ 组织中 ＦＸＲ 的染色评分与配对相邻组织的比较ꎻＣ:Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ

生存分析比较 ＦＸＲ 高表达和低表达 ５ 年生存率ꎮ 与邻近组织相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 ＦＸＲ 低表达与 ＮＳＣＬＣ 患者预后不良相关

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｙｐｉｃａｌ ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂꎬ Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ＦＸＲ ｉｎ ８０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＮＳＣＬＣ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ
ｏｆ ｐａｉｒｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｃꎬ Ｋａｐｌａｎ Ｍｅｉｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ５￣ｙｅａｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＸＲ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ＦＸＲ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 １　 根据 ＮＳＣＬＣ 中 ＦＸＲ 蛋白表达的临床病理特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＦＸＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ

组别
性别 Ｇｅｎｄｅｒ 年龄(岁) Ａｇｅ 分期 Ｓｔａｇｅ 大小(ｃｍ) Ｓｉｚｅ Ｔ分期 Ｔ ｓｔａｇｅ Ｎ 分期 Ｎ ｓｔａｇｅ Ｍ分期Ｍ ｓｔａｇｅ

男 Ｍａｌｅ 女 Ｆｅｍａｌｅ ≤６０ >６０ Ⅰ－Ⅱａ Ⅱｂ－Ⅳ ≥３ <３ Ｔ１ Ｔ２－Ｔ４ Ｎ０ Ｎ１－Ｎ３ Ｍ０ Ｍ１

ＦＸＲ 低表达
ＦＸＲ ｌｏｗ
(ｎ＝５３)

４１(７０.７) １２(５４.５) ２２(６２.９) ３１(６８.９) １８(５０.０) ３５(７９.５) ４１(７５.９) １２(４６.２) ６(４０.０) ４７(７２.３) ２０(５１.３) ３３(８０.５) ５２(６５.８) １(１００)

ＦＸＲ 高表达
ＦＸＲ ｈｉｇｈ
(ｎ＝２７)

１７(２９.３) １０(４５.５) １３(３７.１) １４(３１.１) １８(５０.０) ９(２０.５) １３(２４.１) １４(５３.８) ９(６０.０) １８(２７.７) １９(４８.７) ８(１９.５) ２７(３４.２) ０

统计值
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｖａｌｕｅ

１.８５９ ０.３２０ ７.７３０ ６.９５７ ５.６８９ ７.６２５ －

Ｐ值
Ｐ ｖａｌｕｅ ０.１７３ ０.５７１ ０.００５ ０.００８ ０.０１７ ０.００６ ０.５３８

６４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



在 ＦＸＲ ３’ＵＴＲ ＷＴ 组中ꎬ与阴性对照转染细胞相

比ꎬｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 显著抑制 ＦＸＲ ３’ＵＴＲ ＷＴ 的荧

光素酶活性(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ 可显著减轻该抑

制作用(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 ４Ｂ)ꎮ 这些结果表明ꎬＦＸＲ 通

过靶向 ｍｉＲ￣２１ 来抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭ꎮ

注:Ａ:ＦＸＲ 蛋白在不同类型 ＮＳＣＬＣ 细胞系中的表达ꎻＢ:不同浓度 ＧＷ３９６５ 对 Ａ５４９ 细胞中 ＦＸＲ 表达的影响ꎻＣ:ＣＣＫ￣８ 法

检测不同浓度 ＧＷ３９６５ 处理对 Ａ５４９ 细胞增殖的影响ꎻＤ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测不同浓度 ＧＷ３９６５ 处理对 Ａ５４９ 细胞侵袭的影

响ꎮ 与 ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌ 相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ２　 ＦＸＲ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞体外增殖

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｂꎬ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＷ３９６５ ｏｎ
ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｃꎬ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ. Ｄꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＷ３９６５ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<

０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

２􀆰 ４　 ＦＸＲ 过表达与 ＮＳＣＬＣ 中 ｍｉＲ￣２１ 呈反相关

　 　 研究进一步利用 ｑＲＦＰＣＲ 分析了 ｍｉＲ￣２１ 在同

一标本中的表达ꎬ以阐明 ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２１ 在 ＮＳＣＬＣ
中的关系ꎮ 结果显示ꎬＮＳＣＬＣ 组织中 ｍｉＲ￣２１ 的水

平显著高于邻近组织 (Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ图 ５)ꎮ 将 ８０ 例

ＮＳＣＬＣ 组织分为两组:ｍｉＲ￣２１ 高表达组(高于 ｍｉＲ￣
２１ 表达中位数ꎬｎ＝ ４０)和低表达组(低于 ｍｉＲ￣２１ 表

达中位数ꎬｎ ＝ ４０)ꎮ Ｓｐｅａｒｍａｎ 分析显示ꎬＮＳＣＬＣ 标

本中 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 的表达呈强负相关(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ
表 ２)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析显示ꎬ“ ＦＸＲ 低表达” 和

“ｍｉＲ￣２１”高表达共存模式预测了 ＮＳＣＬＣ 患者最差

的预后(χ２ ＝ ８􀆰 ２０１ꎬＰ＝ ０􀆰 ００４ꎬ图 ６)ꎮ

３　 讨论

　 　 ＮＳＣＬＣ 约占肺癌的 ８５％ꎬ预后差ꎬ５ 年总生存率

低[１]ꎮ 因此ꎬ迫切需要提高 ＮＳＣＬＣ 的早期诊断水

平ꎮ ＦＸＲ 是核受体超家族的成员ꎬ在胆汁酸、胆固

醇、脂质和葡萄糖代谢中起着关键作用[１０]ꎮ 最近ꎬ
人们发现 ＦＸＲ 的功能超出了新陈代谢ꎬ包括炎症和

致癌作用[１１]ꎻ如 Ｈｏｔｔａ 等[５]发现 ＦＸＲ 在体外和体内

对包括结直肠癌在内的多种癌症具有重要的抗癌

作用ꎻＡｌａｓｍａｅｌ 等[４]发现 ＦＸＲ 的激活会导致四种不

同表型乳腺癌细胞系的细胞死亡:ＭＣＦ￣１０Ａ (正

常)、ＭＣＦ￣７(受体阳性)、ＭＤＡ￣ＭＢ￣２３１ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ￣
４６８(三重阴性)ꎮ 本研究发现 ＦＸＲ 在多个 ＮＳＣＬＣ
细胞系中的表达低于 １６ＨＢＥ 正常细胞ꎬ在 ＮＳＣＬＣ
组织中的表达较邻近组织下调ꎬ并且 ＦＸＲ 低表达与

ＮＳＣＬＣ 临床分期、肿瘤大小、Ｔ 分期和淋巴结转移

(Ｎ 分期)显著相关ꎮ 先前研究报道ꎬＦＸＲ 激动剂
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注:Ａ:ｍｉＲ￣２１ 在不同类型 ＮＳＣＬＣ 细胞系中的表达ꎻ与 １６ＨＢＥ 相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻＢ:不同浓度 ＧＷ３９６５ 对 Ａ５４９ 细胞中 ｍｉＲ￣２１ 表达的影响ꎻ与
ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌ 相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻＣ:转染对照质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １(ｐｃＤＮＡ)或 ｍｉＲ￣２１ 表达质粒(ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１)２４ ｈ 后ꎬ用 ＤＭＳＯ 或 ５
μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５ 处理 Ａ５４９ 细胞的存活率ꎻＤ:转染 ｍｉＲ￣２１ ｓｉＲＮＡ(ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１)或阴性对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｉ￣ＮＣ)２４ ｈ 后ꎬ用 ＤＭＳＯ 或 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５
处理 Ａ５４９ 细胞的存活率ꎻＥ~Ｆ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 转染对 ＧＷ３９６５ 处理的 Ａ５４９ 细胞侵袭影响ꎻＧ~ Ｈ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１
转染对 ＧＷ３９６５ 处理的 Ａ５４９ 细胞侵袭影响ꎮ 与 ｐｃＤＮＡ＋ＤＭＳＯ 组或 ｓｉ￣ＮＣ＋ＤＭＳＯ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ 组或 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１＋
ＤＭＳＯ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 ＦＸＲ 通过下调 ｍｉＲ￣２１ 抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的增殖和侵袭
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ １６ＨＢＥꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｂꎬ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＷ３９６５
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５ ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃꎬ Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｏｒ ５
μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５ ａｆｔｅｒ ２４ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ (ｐｃＤＮＡ) ｏｒ ｍｉＲ￣２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ (ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１). Ｄꎬ Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｏｒ ５ μｍｏｌ / Ｌ ＧＷ３９６５ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１ ｓｉＲＮＡ (ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１) ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ (ｓｉ￣ＮＣ). Ｅ~
Ｆꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５. Ｇ~Ｈꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＷ３９６５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ ＋ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｓｉ￣ＮＣ＋
ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ ＋ ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＦＸＲ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１

注:Ａ:ｍｉＲ￣２１ 在 ＦＸＲ 的 ＷＴ ３’ＵＴＲ 和 ＭＵＴ ３’ＵＴＲ 中的预测结合位点(突变碱基被划线)ꎻＢ:在 ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ 和 ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ 联合存在下ꎬ将

荧光素酶报告质粒 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＷＴ 或 ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＭＵＴ 转染 Ａ５４９ 细胞 ２４ ｈꎬ然后测定荧光素酶活性ꎮ 与 ＮＣ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与

ｐＤＮＡ＋ｍｉＲ￣２１ 相比ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ４　 ＦＸＲ 直接与 ｍｉＲ￣２１ 相互作用

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ ｔｈｅ ＷＴ ３’ ＵＴＲ ａｎｄ ＭＵＴ ３’ ＵＴＲ ｏｆ ＦＸＲ (ｍｕｔａｔｅｄ ｂａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ) . Ｂꎬ Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ｍｉＲ￣２１ ａｎｄ ｓｉ￣ｍｉＲ￣２１ꎬ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＷＴ ｏｒ ｐｍｉｒＧＬＯ￣ＦＸＲ￣ＭＵＴ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐＤＮＡ＋ｍｉＲ￣２１ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＦＸＲ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２１

８４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



　 　 　

注:与邻近组织相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 ８０ 例患者 ＮＳＣＬＣ 组织中 ｍｉＲ￣２１ 表达与

配对相邻组织的比较

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ８０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐａｉｒｅｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

表 ２　 ＮＳＣＬＣ 中 ＦＸＲ 与 ｍｉＲ￣２１ 表达的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２１

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ

ＮＳＣＬＣ 组织
ＮＳＣＬＣ ｔｉｓｓｕｅ

ｍｉＲ￣２１
低表达
Ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

高表达
Ｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

合计
Ｔｏｔａｌ ｒ Ｐ

ＦＸＲ 高表达 ＦＸＲ ｈｉｇｈ １１ １６ ２７
ＦＸＲ 低表达 ＦＸＲ ｌｏｗ ２９ ２４ ５３

合计 Ｔｏｔａｌ ４０ ４０ ８０
－０􀆰 ４５４ <０􀆰 ００１

图 ６　 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析显示 ＦＸＲ 低表达和 ｍｉＲ￣２１
高表达患者的预后最差

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｋａｐｌａｎ Ｍｅｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｌｏｗ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｍｉＲ￣２１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｈａｄ ｔｈｅ ｗｏｒｓｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

ＧＷ３９６５ 治疗通过激活不同荷瘤小鼠 ＭＤＳＣｓ 表面

的 ＡｐｏＥ￣ＬＲＰ８ 受体引起 ＭＤＳＣｓ 凋亡ꎬ从而降低

ＭＤＳＣｓ 对 Ｔ 细胞的抑制作用ꎬ发挥抗肿瘤作用[１２]ꎮ
本研究功能分析表明ꎬ利用 ＧＷ３９６５ 上调 ＮＳＣＬＣ 细

胞中 ＦＸＲ 的表达抑制了 Ａ５４９ 细胞的增殖和侵袭ꎬ
提示 ＦＸＲ 可能参与了 ＮＳＣＬＣ 的发生发展ꎬ并可作

为治疗 ＮＳＣＬＣ 的一种新的临床分子标记物ꎮ
接下来ꎬ本研究试图揭示 ＦＸＲ 在 ＮＳＣＬＣ 发生

发展中的调控机制ꎮ 大量研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 在癌症

发展中起着关键作用[２]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为小的非编码

ＲＮＡꎬ可以通过靶向 ｍＲＮＡｓ 来调节基因的表达[１３]ꎮ
因此ꎬｍｉＲＮＡｓ 通过参与多种与癌症相关的生物学

过程ꎬ如细胞增殖和凋亡ꎬ被证明是肿瘤的癌基因

和抑制因子[１４]ꎮ 先前在 ＮＳＣＬＣ 的 ｍｉＲＮＡ 研究表

明ꎬｍｉＲＮＡ 具有独特的致癌作用ꎬ如 ｍｉＲＮＡ￣６１５￣３ｐ
通过抑制 ＩＧＦ２ 抑制 ＮＳＣＬＣ 的肿瘤生长和转移[１５]ꎻ
ｍｉＲ￣１２９ 通过靶向 ＳＯＸ４ 抑制 Ａ５４９ 细胞的迁移和

侵袭[１６]ꎮ 最近ꎬＦＸＲ 被报道通过与 ３’ＵＴＲ 结合来

调节 ｍｉＲ￣２１ 的表达[９]ꎮ ｍｉＲ￣２１在调节癌细胞行为

和恶性肿瘤中起着重要作用ꎬ并且还可以促进肝癌

细胞生长ꎬ诱导胶质母细胞瘤细胞抗凋亡特性[１７]ꎮ
此外ꎬｍｉＲ￣２１ 在 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长、侵袭和凋亡中

起重要作用[２]ꎮ 为了解释 ＦＸＲ 的异常表达ꎬ预测

ｍｉＲ￣２１ 可能是 ＦＸＲ 的候选调控因子ꎮ 结果表明ꎬ
ｍｉＲ￣２１ 在人 ＮＳＣＬＣ 中过度表达ꎬ而利用 ＧＷ３９６５
激活 ＦＸＲ 可降低 ｍｉＲ￣２１ꎬ并且 ｍｉＲ￣２１ 过表达逆转

了 ＦＸＲ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞生长和侵袭的抑制作用ꎮ 进

一步通过荧光素酶报告显示 ｍｉＲ￣２１ 与 ＦＸＲ 的 ３’
ＵＴＲ 结合位点相结合ꎬ证实了本研究发现ꎮ 以上证

据表明ꎬｍｉＲ￣２１ 是一种致癌的 ｍｉＲＮＡꎬＦＸＲ 通过靶

向 ｍｉＲ￣２１ 来抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和侵袭ꎮ 本研究

还发现 ＮＳＣＬＣ 标本中 ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２１ 的表达呈强

负相关ꎬ并且“ＦＸＲ 低表达”和“ｍｉＲ￣２１ 高表达”共

存模式预测了 ＮＳＣＬＣ 患者最差的预后ꎮ 基于这些

研究结果ꎬＦＸＲ 激动剂 ＧＷ３９６５ 在 ｍｉＲ￣２１ 过度表达

的 ＮＳＣＬＣ 患者中具有潜在的临床应用价值ꎬ以减轻

ｍｉＲ￣２１ 的有害影响ꎮ 需要进一步的临床前和临床

研究证实这一观点ꎮ
综上所述ꎬ本研究揭示了 ＦＸＲ 通过下调 ｍｉＲ￣２１

抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长ꎬ提示调控 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２１ 可

能是治疗 ＮＳＣＬＣ 的潜在策略ꎮ 本研究为 ＦＸＲ 参与

ＮＳＣＬＣ 的发生发展提供了一个新的视角ꎮ

９４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９
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