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miR-21对小细胞肺癌进展的调控作用及机制研究*
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  摘 要:目的 探讨 miR-21在小细胞肺癌(SCLC)进程中的作用及可能的分子机制。方法 以SCLC细

胞株H69AR为实验细胞株,构建对照组、miR-21过表达组和 miR-21低表达组模型,分别采用CCK-8实验、
Transwell实验和流式细胞术观测 miR-21对SCLC细胞增殖活性、迁移侵袭能力和细胞凋亡的影响;采用

Taqman实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)检测miR-21对SCLC细胞长散在核元件1((LINE-1)基因甲基化

的影响。结果 对照组、miR-21低表达组及 miR-21过表达组不同时间点 H69AR细胞的增殖率为24
 

h<
48

 

h<72
 

h,且两两比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。48
 

h后与对照组[(18.6±3.2)%]比较,miR-21过

表达组H69AR细胞凋亡率[(5.7±0.6)%]明显降低(P<0.05),而 miR-21低表达组 H69AR细胞凋亡率

[(34.9±4.6)%]明显升高(P<0.05)。与对照组比较,miR-21过表达组 H69AR细胞的迁移和侵袭细胞数目

显著增多(P<0.05),miR-21低表达组H69AR细胞的迁移和侵袭细胞数目显著减少(P<0.05);与miR-21过

表达组比较,miR-21低表达组迁移和侵袭细胞数目显著降低(P<0.05)。与对照组[(1.86±0.23)%]比较,
miR-21低表达组H69AR细胞LINE-1基因的甲基化率[(2.32±0.64)%]明显升高(P<0.05),miR-21过表

达组H69AR细胞LINE-1基因的甲基化率[(1.09±0.09)%]明显降低(P<0.05)。结论 miR-21具有癌基

因的生物学属性,其可能通过抑制LINE-1基因甲基化修饰促进SCLC的恶性进程。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

miR-21
 

in
 

the
 

progression
 

of
 

small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(SCLC)
 

and
 

its
 

possible
 

molecular
 

mechanism.Methods Small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

H69AR
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

experi-
mental

 

cell
 

line,and
 

the
 

control
 

group,miR-21
 

overexpression
 

group
 

and
 

miR-21
 

low
 

expression
 

group
 

were
 

constructed
 

as
 

models.The
 

effects
 

of
 

miR-21
 

on
 

the
 

proliferative
 

activity,migratory
 

and
 

invasive
 

ability,and
 

apoptosis
 

of
 

SCLC
 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

CCK-8
 

assay,Transwell
 

assay
 

and
 

flow
 

cytometry,respectively;the
 

effect
 

of
 

miR-21
 

on
 

the
 

methylation
 

of
 

long
 

isolated
 

nuclear
 

element
 

1
 

((LINE-1)
 

gene
 

in
 

SCLC
 

cells
 

was
 

de-
tected

 

by
 

TaqMan
 

real-time
 

PCR.Results The
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

of
 

control
 

group,miR-21
 

low
 

expression
 

group
 

and
 

miR-21
 

overexpression
 

group
 

was
 

24
 

h<48
 

h<72
 

h,and
 

the
 

comparison
 

between
 

any
 

two
 

points
 

in
 

time
 

showed
 

statistically
 

significant
 

differences(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

[(18.6±
3.2)%]

 

after
 

48
 

h,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

H69AR
 

cells
 

in
 

the
 

miR-21
 

overexpression
 

group
 

[(5.7±0.6)%]
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

H69AR
 

cells
 

in
 

the
 

miR-21
 

low
 

expression
 

group
 

[(34.9±4.6)%]
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

number
 

of
 

migration
 

and
 

number
 

of
 

invasion
 

of
 

H69AR
 

cells
 

in
 

the
 

miR-21
 

overexpression
 

group
 

were
 

significantly
 

in-
creased

 

(P<0.05),and
 

the
 

number
 

of
 

migration
 

and
 

number
 

of
 

invasion
 

of
 

H69AR
 

cells
 

in
 

the
 

miR-21
 

low
 

expression
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

miR-21
 

overexpression
 

group,
 

the
 

number
 

of
 

migration
 

and
 

number
 

of
 

invasion
 

in
 

the
 

miR-21
 

low
 

expression
 

group
 

significantly
 

decreased
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(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

[(1.86±0.23)%],the
 

methylation
 

rate
 

of
 

LINE-1
 

gene
 

in
 

H69AR
 

cells
 

in
 

the
 

miR-21
 

low
 

expression
 

group
 

[(2.32±0.64)%]
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),
while

 

the
 

methylation
 

rate
 

of
 

LINE-1
 

gene
 

in
 

H69AR
 

cells
 

in
 

the
 

miR-21
 

overexpression
 

group
 

[(1.09±0.
09)%]

 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion miR-21
 

has
 

the
 

biological
 

attribute
 

of
 

oncogene,
which

 

may
 

promote
 

the
 

malignant
 

process
 

of
 

SCLC
 

by
 

inhibiting
 

the
 

methylation
 

modification
 

of
 

LINE-1
 

gene.
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  小细胞肺癌(SCLC)约占肺癌的15%,由于生物

学恶性程度较高,是肺癌预后较差的亚型[1]。miR-21
是研究较为深入的一类非编码RNA,在多种恶性肿

瘤中呈高表达,如乳腺癌、胃癌、肝癌、结肠癌等,与肿

瘤细胞的增殖、侵袭、迁移、化疗耐药等恶性生物学行

为密切相关[2-3]。研究显示,miR-21可够通过调控

PTEN、PDCD4、RECK等多个关键靶基因表达,促进

肺癌的恶性进程,但具体的分子机制目前尚不清

楚[4]。DNA甲基化是较重要的一种表观遗传学修饰

方式,其在细胞周期调控和细胞分化调控等诸多生命

活动中发挥重要作用,成为遗传学、肿瘤学研究的热

点[5]。长散在核元件1(LINE-1)是人类基因组中最

丰富的一类非编码重复序列,近年来,LINE-1在肿瘤

发生、发展过程中的效应作用逐渐被揭示。研究发

现,包括肺癌在内的多种恶性肿瘤细胞中LINE-1序

列普遍表现出异常甲基化的状态[6-7]。这种异常甲基

化能够调控LINE-1的转录和转座子活性,进而影响

下游靶基因的表达,最终导致肿瘤的发生和发展[8]。
本研究课题组前期预实验结果显示,miR-21可影响

SCLC细胞LINE-1基因的甲基化修饰。基于miR-21
在肺癌恶性进程中的研究现状和课题组前期工作基

础,本研究以 miR-21在SCLC中的效应作用为研究

切入点,对其参与SCLC恶性进程可能的分子生物学

机制进行初步研究,旨在为靶向抗SCLC治疗探寻药

物作用新靶点。
1 材料与方法

1.1 细胞培养 人源性SCLC细胞株 H69AR购自

美国模式培养物集存库,将其置于含10%胎牛血清的

RPMI
 

1640培养基(含1%青-链霉素)中,在37
 

℃、
5%

 

CO2 恒温细胞培养箱中进行培养,隔天换液,待
细胞融合度达80%时,采用0.25%胰蛋白酶消化传

代,磷酸盐缓冲液洗涤后重悬细胞,调整浓度为1×
106/mL进行下一步分组实验。
1.2 主要试剂 RPMI

 

1640培养基购自美国Gibco
公司,miR-21过表达和低表达序列(分别为ATTGT-
GCGCATGTG和CGCGTGCGACAAA)由上海生工

细胞 实 验 中 心 设 计 并 合 成,脂 质 体 Lipofectamine
 

2000转染试剂购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司,
TRIzol

 

RNA
 

提取试剂购自美国Invitrogen公司,反

转录 和 聚 合 酶 链 反 应(PCR)扩 增 试 剂 购 自 日 本

TaKaRa公司,miR-21和β-actin引物购自上海芯超

生物科技有限公司,CCK8试剂盒和凋亡试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司,Transwell小室购自

美国Corning公司,核酸抽提试剂盒购自北京天根生

化科技有限公司,探针引物购自上海闪晶生物科技有

限公司。
1.3 方法

1.3.1 miR-21过表达和低表达 H69AR细胞模型构

建及分组 本实验设野生 H69AR细胞组(对照组)、
miR-21过表达组和 miR-21低表达组,每组设置6个

复孔,结果取平均值。对照组不做干预,正常培养;
miR-21过表达组和 miR-21低表达组分别根据转染

试剂盒提示说明书步骤完成转染,并采用实时荧光定

量PCR检测miR-21转染效率。引物序列见表1。反

应程序为94
 

℃预变性5
 

min,94
 

℃
 

45
 

s、60
 

℃
 

45
 

s、
72

 

℃
 

45
 

s,共循环40次;72
 

℃延伸10
 

min,最后采用

2-ΔΔCt法计算miR-21相对表达水平。
表1  引物序列

基因名称 方向
引物序列

(5'—3')
大小

(bp)

β-actin 正向 TTGTGCGCACGCTGTCGTGCG 123

反向 ATGTGCGTGCACGCTGAT

miR-21 正向 AATTGTGCGCGTGTGACAC 89

反向 CGCTGTGCACACGCGTGCGTA

1.3.2 CCK-8实验检测细胞增殖率 3组细胞连续

培养24、48、72h后,根据CCK8
 

试剂盒说明书于96
孔板中接种细胞悬液,细胞呈贴壁生长后每孔加入

CCK8溶液,反应4
 

h后于酶标仪上检测450
 

nm波长

处的吸光度,并计算细胞增殖率。
1.3.3 流式细胞技术检测细胞凋亡情况 3组细胞

培养48
 

h后,根据Annexin
 

V/7ADD凋亡试剂盒提

示说明书依次加入反应液,快速置于流式细胞分析仪

中检测细胞凋亡情况。
1.3.4 Transwell实验检测细胞侵袭和迁移能力 在

Transwell小室上层内接种对应处理后的细胞(侵袭

实验需提前使用基质胶对Transwell小室内膜进行包

被),Transwell上室中加入无血清培养基,下室中加
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入20%血清浓度的培养基,随后置于培养箱中,48
 

h
后进行染色、观察。实验以3个随机视野中小室外层

膜上黏附的细胞作为统计量,计算迁移和侵袭的细胞

数。
1.3.5 Taqman实时荧光定量PCR检测LINE-1基

因甲基化 按DNA提取、亚硫酸盐处理、DNA甲基

化修饰和 MethyLight法检测步骤进行操作。探针5'
端标记荧光报告分子R(6FAM),3'端标记荧光淬灭

分子Q(BHQ1),并磷酸化防止延伸。在96孔板上进

行
 

Taqman
 

PCR
 

反应,反应体系为 Master
 

Mix
 

8.00
 

μL、LINE-1基因正向引物、反向引物各2.75
 

μL、
6FAM标记探针(125

 

nmol/L)5.50
 

μL、重亚硫酸盐

处理DNA
 

1.00
 

μL,调节总体积为25.00
 

μL。反应

程序为预变性95
 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

15
 

s进行50个循

环,最后60
 

℃
 

1
 

min退火和延伸。LINE-1基因的甲

基化 程 度 = 样 品 (LINE-1/Alu-C4)/甲 基 化 标 准

(LINE-1/Alu-C4)×100%。LINE-1基因引物序列

见表2。详细方案参考张小丹等[9]的相关研究方法。
表2  LINE-1基因引物和探针序列

名称 方向
引物序列

(5'—3')
大小

(bp)

Alu-C4 正向
GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTG

TAATTTTAGTA
256

反向
5ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCT

AACCTCA

探针 CCTACCTTAACCTCCC 78

LINE-1 正向 AATTGTGCGCGTGTGACAC
 

102

反向 CGCTGTGCACACGCGTGCGTA

探针 TCGAATATTGCGTTTTCGGATCGGTTT 114

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理和分析。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,进一步两两比

较采用LSD-t检验;2组单指标多时点数据采用重复

测量方差分析,若存在交互效应,则进一步行单独效

应分析,通过单因素重复测量方差分析组内效应,通
过多变量方差分析组间效应。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 3组细胞不同时间点 H69AR细胞增殖率比

较 重复测量方差分析结果显示,3组 H69AR细胞

增殖率存在时间、组间和交互效应(F时间=134.022、
P时间<0.001,F组间=47.200、P组间 <0.001,F交互=
6.470、P交互<0.05)。单因素重复测量方差分析结果

显示,对照组、miR-21低表达组及 miR-21过表达组

不同时间点 H69AR 细胞增殖率为24
 

h<48
 

h<
72

 

h,且两两比较,差异均有统计学意义(P<0.05);
多变量方差分析结果显示,miR-21过表达组和 miR-
21低表达组48

 

h及72
 

h
 

H69AR细胞增殖率比较,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.2 48

 

h后3组 H69AR细胞凋亡率比较 48
 

h
后,对照组 H69AR细胞凋亡率为(18.6±3.2)%,
miR-21过表达组为(5.7±0.6)%,miR-21低表达组

为(34.9±4.6)%,48
 

h后3组H69AR细胞凋亡率比

较,差异有统计学意义(F=16.639,P<0.001)。与

对照组比较,48
 

h后 miR-21过表达组 H69AR细胞

凋亡率明显降低(P<0.05),而 miR-21低表达组

H69AR细胞凋亡率明显升高(P<0.05);与 miR-21
过表达组比较,48

 

h后 miR-21低表达组 H69AR细

胞凋亡率明显升高(P<0.05)。
2.3 48

 

h后3组侵袭和迁移细胞数目比较 与对照

组比较,48
 

h后 miR-21过表达组 H69AR细胞的迁

移和侵袭细胞数目显著增多(P<0.05),miR-21低表

达组H69AR细胞的迁移和侵袭细胞数目显著减少

(P<0.05);48
 

h后与miR-21过表达组比较,miR-21
低表达组H69AR细胞迁移和侵袭细胞数目显著减少

(P<0.05)。见表4。

表3  3组细胞不同时间点 H69AR细胞增殖率比较(x±s,%)

组别 n 24
 

h 48
 

h 72
 

h F P

对照组 6 50.2±4.5 76.9±6.9a 84.9±7.2ab 10.343 <0.001

miR-21过表达组 6 53.2±4.7 97.8±10.2a 108.9±12.3ab 12.004 <0.001

miR-21低表达组 6 41.3±3.3c 54.3±4.6ac 56.9±4.7abc 6.934 <0.001

F 1.834 6.035 11.242

P 0.065 <0.001 <0.001

  注:与同组24
 

h比较,aP<0.05;与同组48
 

h比较,bP<0.05;与miR-21过表达组同一时间点比较,cP<0.05。

2.4 3组H69AR细胞LINE-1基因的甲基化率比较

 对照组 H69AR细胞 LINE-1基因的甲基化率为

(1.86±0.23)%,miR-21过表达 组 为(1.09±0.
09)%,miR-21低 表 达 组 为(2.32±0.64)%,3组

H69AR细胞LINE-1基因的甲基化率比较,差异有统

计学意义(F=9.635,P<0.001)。与对照组比较,
miR-21低表达组 H69AR细胞LINE-1基因的甲基

化率明显升高(P<0.05),miR-21过表达组 H69AR
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细胞LINE-1基因的甲基化率明显降低(P<0.05);
与miR-21过表达组比较,miR-21低表达组 H69AR
细胞LINE-1基因甲基化率明显升高(P<0.05)。见

图1。
表4  48

 

h后3组侵袭和迁移细胞数目比较(x±s,个)

组别 n 侵袭细胞 迁移细胞

对照组 6 23.5±3.7 86.5±9.8

miR-21过表达组 6 42.6±6.5# 109.8±13.4#

miR-21低表达组 6 15.4±4.6#* 48.9±5.6#*

F 13.425 19.987

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,#P<0.05;与 miR-21过表达组比较,*P<
0.05。

图1  3组 H69AR细胞LINE-1基因甲基化情况

3 讨  论

SCLC主要起源于神经内分泌细胞,具有高度侵

袭性和较强的转移能力,确诊时往往处于中晚期,失
去手术机会[10]。即使接受化疗和放疗等综合治疗,5
年总 生 存 率 也 仅5%~10%,远 低 于 其 他 类 型 肺

癌[11]。因此,深入探讨SCLC的发病机制,寻找新的

治疗靶点对改善患者生存预后具有重要意义。
本研究结果显示,miR-21过表达处理后肿瘤细

胞的增殖率、侵袭和迁移数目明显增多,而凋亡率降

低;相反miR-21低表达处理后细胞增殖率、侵袭和迁

移数目明显减 少,而 凋 亡 率 升 高,提 示 miR-21在

SCLC的发生中具有促癌作用,具有癌基因的生物学

属性。程万里等[12]的研究指出,miR-21可作为新型

标志物辅助非SCLC(NSCLC)的临床诊断,与肿瘤的

临床病理特征密切相关。王应霞等[13]的研究同样证

明miR-21高表达与NSCLC的恶性程度及表皮生长

因子受体的表达密切相关。miR-21通过调控多个下

游靶基因,如PTEN、PDCD4、RECK等参与调控肺癌

细胞的增殖、凋亡、侵袭、转移等关键生物学过程。因

此,miR-21在肺癌发生、发展中发挥重要作用,是1
个潜在的新型肺癌治疗靶点。但是,关于SCLC中

miR-21表达的研究报道较少,因此,本研究结果有一

定的创新性和临床价值。
本研究结果还发现,miR-21过表达后,H69AR

细胞LINE-1基因的甲基化修饰显著减弱;而敲低

miR-21后,H69AR细胞LINE-1基因的甲基化修饰

则显著增强,提示 miR-21可能通过影响SCLC细胞

LINE-1基因的甲基化修饰,进而影响SCLC细胞增

殖、侵袭和迁移情况等恶性生物学行为。基因的甲基

化修饰通常发生在CpG富集区,即CpG岛。大多数

CpG岛保持低甲基化状态,有利于基因的正常转录。
但在部分肿瘤细胞中往往出现CpG岛的异常甲基化

修饰,进而诱导肿瘤相关阻遏基因的转录沉默,从而

促进肿瘤的发生和发展[14]。研究发现,肺癌组织中

LINE-1基因甲基化率通常较低,这种异常低甲基化

不仅影响了LINE-1自身的生物学功能,也可能通过

级联效应调控其他相关癌基因的表达,从 而 促 进

SCLC的发生和发展[15-16]。刘玉玲等[17]研究显示,
miRNA-103/MTHFR轴通过抑制肝细胞癌中LINE-
1基因的甲基化率,进而影响肝癌的发生。异常的

DNA甲基化(某些基因的高甲基化和反转录转座子

的低甲基化)被认为是恶性细胞转化的驱动力之

一[18]。在癌症患者血液循环DNA中检测到表观遗

传变化可作为癌症的诊断标志物。PONOMARYO-
VA等[19]研究比较了肺癌患者治疗前与健康受试者、
支气管炎和慢性阻塞性肺疾病患者血液循环DNA中

LINE-1基因甲基化率,结果显示肺癌患者LINE-1基

因甲基化率显著降低,提示LINE-1基因甲基化程度

的定量分析对于区分肺癌和慢性炎症性肺部疾病有

一定的参考价值。
LINE-1基因甲基化率的分子诊断方法具有较高

的灵敏度和特异度,可作为诊断肺癌的潜在生物标志

物。这种无创性的分子诊断方法有望为早期肺癌的

筛查和诊断提供新方案。不同肺癌亚型及不同分期

的LINE-1基因甲基化率也存在一定差异。这为临床

上鉴别诊断SCLC、评估预后提供了新的分子标志物。
此外,LINE-1基因甲基化率的动态变化也可能反映

肺癌治疗反应和复发风险[20]。因此,将LINE-1基因

甲基化状态纳入肺癌的分子分期和预后评估体系,有
助于为患者提供更加精准的个体化治疗方案。

本研究明确了 miR-21与LINE-1基因的甲基化

修饰的关系,但由于实验条件所限,本研究仅对 miR-
21参与SCLC恶性演变进程相关分子机制的初步探

究,未对LINE-1基因甲基化相关促癌信号通路作进

一步的拓展研究。因此,后续研究尚需在研究的深度

和层次方面作进一步拓展。
综上所述,miR-21具有癌基因的生物学属性,其

可能通过抑制LINE-1基因甲基化修饰促进SCLC的

恶性进程,可为靶向抗SCLC治疗探索药物作用新靶

点提供借鉴和参考。
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