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肺癌组织中ｍｉＲＮＡ４４９ａ的表达及其临床意义


林剑勇１，邓益斌２△，罗艳红２，陆小婵２，黄永秩２（右江民族医学院附属医院：１．呼吸内科；

２．医学检验科，广西百色　５３３０００）

　　【摘要】　目的　探讨ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌细胞中的表达及其临床应用价值。方法　收集右江民族医学院附属

医院２０１１年１月１日至２０１３年６月３０日收治的５８例肺癌患者作为研究对象，采用逆转录荧光定量聚合酶链反应

检测ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌组织和癌旁正常组织中的表达量，分析ｍｉＲＮＡ４４９ａ与临床病理特征的关系，并采用荧光

电子显微镜观察ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物对体外培养肺癌细胞株９５Ｄ细胞凋亡的影响。结果　鳞癌组和腺癌组 ｍｉＲ

ＮＡ４４９ａ平均表达量均明显低于癌旁正常对照组（狋＝６．７１２，犘＜０．０５；狋＝４．５７２，犘＜０．０５），其相对表达量与瘤体大

小（犝＝７８．４１２，犘＝０．０１２）有关，与患者年龄（犝＝９２０．０００，犘＝０．６１５）、性别（犝＝８００．０００，犘＝０．２１５）、病理类型

（χ
２＝４．２２１，犘＝０．１５５）和临床分期（犝＝７５４．０００，犘＝０．００９）无关。与阴性对照组比较，ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物可明

显促进肺癌细胞的凋亡，且呈剂量依赖性。结论　ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌组织中呈低表达，可诱导肺癌细胞凋亡，发

挥抑癌基因的作用，可能成为肺癌早期诊断与治疗的新分子靶标。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｍｉＲＮＡ４４９ａ；　ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ；　ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是近年来新发现的一种内源性、非编

码单链小分子ＲＮＡ，长度约为２０～２５个核苷酸，其主要功能

是与靶基因ｍＲＮＡ的非编码区或编码区不完全互补结合，促

使靶基因ｍＲＮＡ降解或抑制转录后蛋白翻译过程，并在细胞

的生长、增殖、凋亡和分化方面扮演着重要角色［１２］。ｍｉＲＮＡ

４４９ａ是５号染色体上ｍｉＲＮＡ４４９的编码产物之一，在结直肠

癌、肝癌和卵巢癌等癌症中均发现有表达且发挥一定生物学功

能［３］。而ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌中的表达及其生物学功能尚不

清楚，因此，本研究拟采用逆转录荧光定量聚合酶链反应

（ＰＣＲ）技术分别检测肺癌组织及远端正常组织中 ｍｉＲＮＡ

４４９ａ的表达差异，并观察其模拟物对人肺癌细胞株９５Ｄ细胞

凋亡的影响，探讨其生物学功能。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１月至２０１３年６月在本院就诊

并经手术病理诊断确诊的肺癌患者手术切除新鲜标本５８例，

其中男４０例，女１８例；鳞癌２２例，腺癌３６例；年龄大于或等

于５０岁４２例，年龄小于５０岁１６例；瘤体大于或等于５ｃｍ３８

例，瘤体小于５ｃｍ２０例，取肺癌组织及远端对照正常组织（距

癌组织大于５ｃｍ）。所有肺癌患者术前均未做放疗、化疗及其

他针对肿瘤的治疗。标本留取前已经医院伦理委员会批准，并

由患者签署知情同意书。全部标本手术后３０ｍｉｎ内保存于液

氮中。人肺癌细胞株９５Ｄ细胞用１０％胎牛血清（含氨基酸和
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葡萄糖）的培养基于３７℃、５％ＣＯ２ 湿化培养箱中培养。

１．２　仪器与试剂　Ｔｉｚｏｌ试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ
ＴＭ２０００等购自

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自上海

生工生物工程股份有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测

试剂盒购自南京凯基生物技术有限公司；引物及 ｍｉＲＮＡ４４９ａ

模拟物的设计与合成由上海生工生物工程股份有限公司完成；

荧光电子显微镜为尼康（Ｎｉｋｏ）公司产品；ＰＣＲ扩增仪为美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　总ＲＮＡ提取　从液氮中取组织约５００ｍｇ，采用Ｔｉｚｏｌ

试剂提取总ＲＮＡ，利用紫外分光光度计检测提取 ＲＮＡ浓度

和纯度，当犃２６０／犃２８０比值为１．８～２．１认为提取的ＲＮＡ纯度

合格，并采用１％琼脂糖凝胶电泳法鉴定ＲＮＡ的完整性。当

２８Ｓ／１８Ｓ亮度比值大于２．０认为提取的ＲＮＡ完整性良好。

１．３．２　ｍｉＲＮＡ４４９ａ定量检测　采用逆转录荧光定量ＰＣＲ

技术，以Ｕ６为内参。（１）内参Ｕ６引物设计：Ｕ６逆转录引物为

５′ＧＴＣＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ

ＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣ３′，上

游引物为５′ＧＧＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣ３′，下游引物

为５′ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′。（２）总 ＲＮＡ逆转

录为ｃＤＮＡ：利用逆转录引物，把总ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，其

反应体系为１０×逆转录缓冲液１．５μＬ，１００ｎｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ

０．１５μＬ，逆转录酶１．０μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂０．１９μＬ，逆转录引

物３．０μＬ，总ＲＮＡ５．０μＬ，加焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水至１５

μＬ，轻轻混匀后，１６℃３０ｍｉｎ；４２℃６０ｍｉｎ；８５℃５ｍｉｎ；４℃

保存。（３）荧光定量ＰＣＲ检测：反应体系为２×ＰＣＲ缓冲液１０

μＬ，２０×ｍｉＲＮＡ４４９ａ特定引物和荧光探针１μＬ，逆转录产物

１μＬ，加ＤＥＰＣ水至２０μＬ，置 ＡＢＩ７５００荧光ＰＣＲ仪上按照

９５℃５ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃４５ｓ反应４０个循环，采集数据

分析结果。

１．３．３　ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物抑制细胞增殖分析　采用Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００分别将不同浓度的 ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物及阴性

对照转染体外培养的人肺癌细胞株９５Ｄ细胞进行分析，荧光电

子显微镜下观察细胞凋亡情况。脂质体转染严格按试剂说明书

操作。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０对数据进行统计分析。试

验资料中的计量资料均做正态性检验。符合正态分布的资料，

多组间比较行单因素方差分析及狋检验；若不符合正态分布，

两组各指标间的比较采用两独立样本非参数 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝

检验，多组间比较行ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ分析。检验水准α＝０．０５，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＮＡ纯度与ｍｉＲＮＡ４４９ａ的表达　ＲＮＡ经紫外分光光

度计检测，犃２６０／犃２８０比值为２．０６，犃２６０／犃２３０比值为２．２１，说明

总ＲＮＡ纯度较高，无蛋白及ＤＮＡ污染。图１显示，２８Ｓ、１８Ｓ

条带清晰，２８Ｓ／１８Ｓ亮度比值大于２．０，说明提取的总ＲＮＡ完

整性好，无明显降解。癌旁正常对照组、鳞癌组、腺癌组 ｍｉＲ

ＮＡ４４９ａ平均表达量分别为（２．７４±１．５５）、（１．４８±１．６３）和

（１．５２±１．５４），３组整体差异有统计学意义（犉＝５６．８１，犘＜

０．０５）。鳞癌组和腺癌组与癌旁正常对照组相比较均发现，

ｍｉＲＮＡ４４９ａ表达量显著性降低（狋＝６．７１２，犘＜０．０１；狋＝

４．５７２，犘＜０．０１）；鳞癌组 ｍｉＲＮＡ４４９ａ表达量与腺癌组相比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　ｍｉＲＮＡ４４９ａ表达与临床病理特征关系　见表１。将５８

例肺癌患者按照临床病理特征因素（年龄、性别、病例类型、临

床分期和瘤体大小）进行分类，进一步分析 ｍｉＲＮＡ４４９ａ相对

表达量与肺癌患者临床特征的关系，表１显示，ｍｉＲＮＡ４４９ａ

表达与瘤体大小有关（犘＜０．０５），与其他临床病理特征无相关

性（犘＞０．０５）。

图１　总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳图

表１　５８例肺癌患者ｍｉＲＮＡ４４９ａ表达与临床

　　　病理特征关系（狓±狊）

临床特征 狀
ｍｉＲＮＡ４４９ａ

相对表达量
犝 犘

年龄（岁） ＜５０ １６ １．８８±０．７８ ９２０．０００ ０．６１５

≥５０ ４２ １．８３±０．９１

性别 男 ４０ １．９１±０．９３ ８００．０００ ０．２１５

女 １８ １．８５±０．８２

病理类型 鳞癌 ２２ ２．０１±０．８８ ４．２２１ ０．１５５

腺癌 ３６ １．７５±０．８１

临床分期 Ⅰ～Ⅱ ２１ １．５５±０．８２ ７５４．０００ ０．０９１

Ⅲ～Ⅳ ３７ １．８９±０．７８

瘤体（ｃｍ） ＜５ ２０ １．２３±０．７３ ７８．４１２ ０．０１２

≥５ ３８ ０．６２±０．５９

　　注：ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验；其余 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验。

２．３　ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物对细胞凋亡的影响　转染４８ｈ后，

采用 ＭＴＴ比色法测定各组犃 值，阴性对照组、１０ｍｇ／ｍＬ组

和２０ｍｇ／ｍＬ组犃值分别为（１．３５±１．０２）、（０．７１±０．５４）和

（０．４５±０．３８），３组整体差异有统计学意义（犉＝５７．３３，犘＜

０．０５）。图２显示，１０ｍｇ／ｍＬ组和２０ｍｇ／ｍＬ组细胞凋亡数

（染成红色）显著高于阴性对照组。

　　注：ａ为阴性对照组；ｂ为脂质体对照组；ｃ为１０ｍｇ／ｍＬ模拟物

组；ｄ为２０ｍｇ／ｍＬ模拟物组。

图２　荧光电子显微镜下，ｍｉＲＮＡ４４９ａ诱导肺癌细胞株

９５Ｄ细胞凋亡情况（化学发光法，２００×）

３　讨　　论

肺癌是一种多基因疾病，其发生、发展是多因素参与、多种

相关基因失活共同作用的结果，是高发病率和高病死率的癌症

·５１３·检验医学与临床２０１５年２月第１２卷第３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．３



之一，也是预后较差的癌症之一。ｍｉＲＮＡ是一类长约２０～２３

ｎｔ的可调控基因表达的高度保守非编码小ＲＮＡ，在肿瘤发生、

发展和转移中起促进或抑制的作用。有资料表明，ｍｉＲＮＡ

１４５
［４］、ｍｉＲＮＡ３４ａ

［５］、ｍｉＲＮＡ２１２
［６］、ｍｉＲＮＡ１８２

［７］等ｍｉＲＮＡ

可通过增加凋亡蛋白的表达，诱导肿瘤细胞凋亡，从而阻遏肿

瘤细胞生长。此外还发现肺癌患者血清中 ｍｉＲＮＡ２１的表达

显著高于良性肺部疾病患者及健康体检者［８］。因此认为，

ｍｉＲＮＡ可能成为肿瘤基因诊断与治疗研究的潜在靶标，是目

前肿瘤领域的研究新热点。

本研究结果显示，ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌组织中的表达明显

比正常对照组低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），而且与肿瘤

大小有关（犘＜０．０５），与年龄、性别无关，提示 ｍｉＲＮＡ４４９ａ参

与了肺癌的发生、发展过程，可能是一项潜在的抑癌因子，但其

表达机制仍不清楚，可能与表观遗传学（如甲基化等）的调控有

关。为了验证ｍｉＲＮＡ４４９ａ对肿瘤细胞增殖和凋亡的作用机

制，本研究设计合成 ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物，并以阳离子脂质体

介导体外转染肺癌细胞株９５Ｄ细胞。荧光电子显微镜下观察

发现，与阴性对照组比较，ｍｉＲＮＡ４４９ａ模拟物能够明显诱导

肺癌细胞凋亡，且随着ｍｉＲＮＡ４４９ａ浓度增高肿瘤细胞的凋亡

呈上升趋势，说明ｍｉＲＮＡ４４９ａ通过诱导肺癌细胞凋亡来发挥

抑癌基因的作用，但诱导或阻断哪些凋亡蛋白的表达，从而上

调或下调哪些通路的信号，还有待进一步研究。

尽管本研究结果初步证实 ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌细胞中有

抑癌基因作用，但体外试验细胞微环境毕竟与体内不同，有可

能因为细胞表观遗传学的改变影响试验结果的准确性，因此，

有待进一步在动物试验中加以验证。

总之，ｍｉＲＮＡ４４９ａ在肺癌发生、发展过程中通过诱导细

胞凋亡发挥抑癌基因的作用，可能成为肺癌早期诊断与治疗的

新分子靶标。
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感染性疾病的病程而言，滞后明显，影响到临床的诊断和治疗。

由此可见，新技术、新方法的普及和开发更灵敏、更特异，

便于临床实验室开展的侵袭性真菌感染的快速诊断方法，也是

当前应对该疾病不断发展的重要途径。
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