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ｍｉＲ９２ａ靶向ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制非小细胞肺癌细胞的自噬

胡爱妮１，王豫萍１，路毅斌２，杨　梅２，崔丽丽２，王　剑３　　５５０００４贵阳，贵州医科大学医学检验学院临床微生物
学及免疫学教研室１；５５０００４贵阳，贵州中医药大学第二附属医院检验科２；５５０００４贵阳，贵州省人民医院病理科３

　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ９２ａ对非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）细胞自噬的影
响及其可能的作用机制。方法　收集２０１６年１月至２０１８年１２月贵州中医药大学第二附属医院收治
的５３例ＮＳＣＬＣ患者的癌组织和癌旁肺组织标本，ＲＴＰＣＲ和免疫组化检测癌组织及癌旁组织内 ｍｉＲ
９２ａ、ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ和 ＬＣ３Ⅱ表达。将 ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ（类似物）、ｍｉＲ９２ａＮＣ（抑制剂对照）和
ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（抑制物）分别转染至Ａ５４９细胞，４８ｈ后吖啶橙染色检测细胞自噬，双荧光素酶报告实
验验证ｍｉＲ９２ａ与ＰＴＥＮ的靶向关系，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各转染组细胞内ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ和ＬＣ３Ⅱ
的蛋白表达。结果　与癌旁肺组织比较，肺癌组织中 ｍｉＲ９２ａｍＲＮＡ的表达显著升高（Ｐ＜０．００１），
ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ阳性细胞率也显著升高（Ｐ＜０．００１），ＰＴＥＮ、ＬＣ３Ⅱ阳性细胞率显著降低（Ｐ＜０．００１）。
ｍｉＲ９２ａ、ＰＴＥＮ和ＬＣ３Ⅱ在不同性别、年龄中的表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），在存在淋巴结转移、
ＴＮＭⅢ～Ⅳ期及分化程度较低的病灶中，ｍｉＲ９２ａ高表达者显著多于无淋巴结转移、ＴＮＭⅠ～Ⅱ期及分
化程度较高的病灶（Ｐ＜０．０１）；在存在淋巴结转移、ＴＮＭⅢ～Ⅳ期及分化程度较低的病灶中，ＰＴＥＮ和
ＬＣ３Ⅱ高表达者显著低于无淋巴结转移、ＴＮＭⅠ～Ⅱ期及分化程度较高的病灶（Ｐ＜０．０１）。ｍｉＲ９２ａ
ｍｉｍｉｃｓ组细胞啶橙染色荧光最弱，ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组最强。３组中ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ组ｐＡｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ蛋
白表达最高（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ最弱（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ｐＡｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ蛋白表达最弱（Ｐ＜
０．０５），ＬＣ３Ⅱ最强（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ９２ａ在非小细胞肺癌中通过靶向抑制 ＰＴＥＮ表达，刺激
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活性，从而抑制细胞的自噬。
　　［关键词］　 非小细胞肺癌；ｍｉＲ９２ａ；ＰＴＥＮ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路；自噬
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３３６；Ｒ７３４．２ ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　王豫萍，Ｅｍａｉｌ：ｗｙｐ２３５６＠１６３．ｃｏｍ

ＭｉＲ９２ａｔａｒｇｅｔｓＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙｔｏｉｎｈｉｂｉｔａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ＨＵＡｉｎｉ１，ＷＡＮＧ Ｙｕｐｉｎｇ１，ＬＵ Ｙｉｂｉｎ２，ＹＡＮＧ Ｍｅｉ２，ＣＵＩＬｉｌｉ２，ＷＡＮＧ Ｊｉａｎ３　 　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ，Ｇｕｉｚｈｏｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，５５０００４；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ，ＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，５５０００４；３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｚｈｏｕＰｅｏｐｌｅ’ｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｇｕｉｙａｎｇ，ＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，５５０００４

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ９２ａｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（ＮＳＣＬＣ）ａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｐａｉｒｅｄＮＳＣＬＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ
ｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ５３ＮＳＣＬＣｐａｔｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｉｎｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅｆｒｏｍＪａｎｕａｒｙ２０１６ｔｏＤｅｃｅｍｂｅｒ２０１８．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ９２ａａｎｄ
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　　肺癌是常见的恶性肿瘤之一，以非小细胞肺癌
（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）发病率最高，占据
肺癌发病率的８０％以上［１］。目前，ＮＳＣＬＣ的临床治疗
主要以手术切除、化疗、放疗为主，但预后不理想。自

噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ），即Ⅱ型程序性死亡，是一种新的细胞
程序性死亡方式，对维持细胞内环境的稳定有重要作

用［２－３］。ｍｉＲＮＡ是一类内源性表达的非编码 ＲＮＡ，能
通过与靶基因相互作用调节基因表达，参与肿瘤细胞

的生物学进程［４－５］。ｍｉＲ９２ａ是 ｍｉＲＮＡ家族重要成
员，对多种肿瘤细胞的生物学行为有调控作用［６－７］。

研究证实［８］ｍｉＲ９２ａ对 ＮＳＣＬＣ细胞的顺铂耐药性有
调控作用，但其对ＮＳＣＬＣ细胞自噬过程是否有影响尚
不清楚。因此，本研究探讨ｍｉＲ９２ａ对ＮＳＣＬＣ细胞自
噬过程的影响及其可能的作用机制，以期待为肺癌的

临床治疗和诊断提供新的靶点。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　选取２０１６年１月至２０１８年１２月贵州中医药大学
第二附属医院就诊并进行手术治疗的ＮＳＣＬＣ患者５３例，
术中取切除的新鲜肺癌组织标本和距癌组织５ｃｍ以
上距离的手术远端切缘的正常肺上皮组织，患者均经

组织病理学确诊为ＮＳＣＬＣ并首次进行切除手术，术前
未经放疗、化疗等辅助治疗。纳入研究的患者基线资

料：年龄（６４．１±８．３）岁，其中≥６０岁２３例（４３．４％），

＜６０岁３０例（５６．６％）；男性４６例（８６．８％），女性７例
（１３．２％）。按照国际抗癌联盟（ｕｎｉｏｎｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｃａｎｃｅｒｃｏｎｔｒｏｌ，ＵＩＣＣ）与美国癌症联合会（Ａｍｅｒｉｃａｎ
ｊｏｉｎｔｃｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎｃａｎｃｅｒ，ＡＪＣＣ）２０１７年联合发布的第
８版ＴＮＭ分期标准分期：Ⅰ～Ⅱ期：１８例（３４．０％），
Ⅲ～Ⅳ期３５例（６６．０％）；组织分化程度：低分化１６例
（３０．２％），中高分化３７例（６９．８％）；有淋巴结转移者
２２例（４１．５％），无淋巴结转移者 ３１例（５８．５％）。将
所取病理组织一部分用１０％中性福尔马林固定，另一
部分于－８０℃冰箱内保存。研究进行前患者均自愿签
署知情同意书。本研究于２０１５年 １２月 ２１日通过贵
州中医药大学第二附属医院医学伦理委员会批准。

１．２　实验试剂和器材
　　人源性非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞系购自中国科学
院上海细胞库；ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉＲ
９２ａＮＣ及ｍｉＲ９２ａ引物序列由广州锐博生物公司合
成；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；ＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；兔抗人ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、ＰＴＥＮ、ＬＣ３Ⅱ一抗购自上
海艾博抗贸易有限公司，鼠抗人βａｃｔｉｎ购自碧云天生
物技术有限公司；兔抗ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、ＬＣ３Ⅱ一
抗购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．３　细胞复苏与转染
　　将冻存的Ａ５４９细胞解冻、复苏，接种于含１０％胎
牛血清和１％双抗的１６４０培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２
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环境的恒温培养箱中，待其贴壁。取对数生长期细胞，

胰蛋白酶消化细胞，制备单细胞悬液，调整细胞密度为

２×１０５个／ｍＬ，接种于６孔板，继续培养２４ｈ，待细胞汇
合度 达 到 ７０％ 左 右 时，按 照 说 明 书 要 求，用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ｍｉＲ９２ａ 类 似 物 （ｍｉＲ９２ａ
ｍｉｍｉｃ）、ｍｉＲ９２ａ抑制物（ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和阴性对
照（ｍｉＲ９２ａｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｉＲ９２ａＮＣ）转染至 Ａ５４９
细胞，ＯｐｔｉＭＥＭ培养液替换常规培养液，转染８ｈ后
换为常规培养液。

１．４　吖啶橙染色
　　收集各组转染后细胞，按 ５×１０４个／ｍＬ接种于
２４孔板，每孔 １ｍＬ，培养箱中孵育 ４８ｈ，用终浓度为
１ｍｇ／Ｌ的吖啶橙溶液避光染色１５ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤染
色后的细胞，置于倒置荧光显微镜下观察并拍照。每

组设置５个复孔，取平均值。
１．５　免疫组织化学染色检测病理组织内相关蛋白表达
　　将病理组织石蜡切片用 ０．３％ Ｈ２Ｏ２处理标本
３０ｍｉｎ，枸橼酸钠缓冲液中加热２０ｍｉｎ以修复抗原，加
入一抗 ｐＰＩ３Ｋ（１∶２００）、ｐＡｋｔ（１∶２００）、ＬＣ３Ⅱ
（１∶２００）、ＰＴＥＮ（１∶２００），４℃孵育过夜，加入二抗
３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染，１％盐酸乙
醇分化、脱水、封固，每批实验设立空白对照，ＰＢＳ代替
一抗作为阴性对照。标本染色后由经验丰富的病理科

医师进行评分，采用双盲法在每张切片上随机选取

５个视野，计算阳性细胞数与总细胞数的比值。实验
重复３次。用双盲法在每张切片上随机选取 ５个视
野，每个视野内计数１００个细胞，根据细胞染色强度评
分，无阳性着色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为２分，
棕褐色为３分，评分０～２为低表达，＞２为高表达。
１．６　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ９２ａ表达
　　取冻存的癌组织和癌旁组织于液氮预冷的研钵中
研磨成粉末，加 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ，按说明书中所示步骤提
取总ＲＮＡ，行逆转录反应。取２μＬＲＮＡ进行ＰＣＲ扩
增：内参 βａｃｔｉｎ引物序列：正义链：５′ＣＧＴＡＧＧＧ
ＣＴＡＧＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴ３′，反 义 链：５′ＴＧＴＴＧＣＴＡＧＣＣ
ＡＴＡＧＣＡＡＣＡ３′，ｍｉＲ９２ａ引 物 序 列：正 义 链：５′
ＴＡＧＣＧＧＣＴＡＧＧＣＴＡＧＧＣＴＡＣ３′，反义链：５′ＴＧＣＣＡＴ
ＧＣＣＧＴＴＡＧＣＴＴＡＧＣ３′，扩增条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，
１个循环；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃总延伸６ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ
扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，紫外线投射仪下观察

电泳条带，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０分析目的基因和参比基
因的条带灰度值比值。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内相关蛋白表达
　　将各组细胞转染 ４８ｈ后，ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋

白，将蛋白样品加入ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶加样孔进行电泳，
使蛋白转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶室温封闭２ｈ，ＴＢＳＴ
温和洗膜３ｍｉｎ后加入相对应的一抗，４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗涤 １０ｍｉｎ×３次，加入二抗，室温下孵育 １ｈ，
ＴＢＳＴ洗涤１０ｍｉｎ×３次，加入配制好的ＥＣＬ发光液，避
光孵育５ｍｉｎ，化学发光凝胶成像仪中采集图片信息，
图片用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件进行灰度分析。每个
实验结果独立重复３次。
１．８　靶基因预测及双荧光素酶报告基因分析
　　利用 ｍｉＲａｎｄａ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测了 ｍｉＲ９２ａ
的潜在靶基因，其中ＰＴＥＮ在ｍｉＲ９２ａ的３′ＵＴＲ上有结
合位点。将对数期细胞以２×１０５／孔的密度接种于２４孔
板，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００将荧光素酶报告载体
（ＰＴＥＮ３＇ＵＴＲＷＴ或 ＰＴＥＮ３＇ＵＴＲＭＴ）与 ｍｉＲ９２ａ
ｍｉｍｉｃｓ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ＮＣ共转染细胞，以Ｒｅｎｉｌｌａ荧光素酶质
粒（１００ｎｇ／孔）为对照，与载体共转染。转染２４ｈ后，用
双荧光素酶报告分析系统（Ｐｒｏｍｅｇａ）检测荧光素酶活性。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析；计数资料以
例（％）表示，采用χ２检验，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组
计量资料间的比较用单因素方差分析检验，组内两两

比较用ＬＳＤｔ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　病理组织内ｍｉＲ９２ａ的表达
　　癌组织内ｍｉＲ９２ａ的ｍＲＮＡ相对表达量为（０．８９±
０．０７），癌旁肺组织内 ｍｉＲ９２ａ的 ｍＲＮＡ相对表达量为
（０．２５±０．０１），显著低于ＮＳＣＬＣ病理组织（Ｐ＜０．００１）。
２．２　病理组织内ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ和ＬＣ３Ⅱ蛋白表达
　　癌组织内 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ阳性细胞率显著高于癌
旁肺组织（Ｐ＜０．００１），ＰＴＥＮ、ＬＣ３Ⅱ阳性细胞率显著
低于癌旁肺组织（图１、２）。
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图１　免疫组化检测ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ和ＬＣ３Ⅱ在
癌组织和癌旁组织中的表达
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图２　免疫组化检测ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ和ＬＣ３Ⅱ在癌组织和癌旁组织中的表达　（×４００）

２．３　ｍｉＲ９２ａ、ＰＴＥＮ和 ＬＣ３Ⅱ与患者人口学基本信
息及ＮＳＣＬＣ临床病理特征相关性

　　以癌组织内 ｍｉＲ９２ａ的平均表达量 ０．８９为截点
将癌组织分为 ｍｉＲ９２ａ高表达组和 ｍｉＲ９２ａ低表达
组，结果显示，ｍｉＲ９２ａ在不同性别、年龄中的表达差
异无统计学意义，而在存在淋巴结转移、ＴＮＭⅢ～Ⅳ
期及分化程度较低的病灶中，ｍｉＲ９２ａ高表达者显著
多于无淋巴结转移、ＴＮＭⅠ～Ⅱ期及分化程度较高的
病灶。ＰＴＥＮ和 ＬＣ３Ⅱ在不同性别、年龄中的表达差
异无统计学意义，在存在淋巴结转移、ＴＮＭⅢ～Ⅳ期

及分化程度较低的病灶中，ＰＴＥＮ、ＬＣ３Ⅱ高表达者显
著少于无淋巴结转移、ＴＮＭⅠ～Ⅱ期及分化程度较高
的病灶。见表１。
２．４　各转染组细胞内自噬溶酶体的表达
　　吖啶橙染色使细胞中的酸性自噬泡发出红色荧
光。结果显示，转染 ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ的细胞内有荧光
微弱，有少量酸性自噬泡的存在，ｍｉＲ９２ａＮＣ组细胞
内荧光强度强于 ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ，而转染 ｍｉＲ９２ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的细胞内荧光强度最强。见图３。

表１　 ｍｉＲ９２ａ、ＰＴＥＮ和ＬＣ３Ⅱ与人口学基本信息及ＮＳＣＬＣ临床病理相关性

ｍｉＲ９２ａ ＰＴＥＮ ＬＣ３Ⅱ
参数 例数（ｎ） χ２ Ｐ χ２ Ｐ χ２ Ｐ

高表达 低表达 高表达 低表达 高表达 低表达

性别

　男 ４６ ３１ １５
０．０５７ ０．９６０

８ ３８
１．９３１ ０．２４３

１０ ３６
０．２１９ ０．９７３

　女 ７ ５ ２ ０ ７ １ ６

年龄

　＜６０岁 ３０ ２０ １０
０．０１０ １．０２３

３ ２７
０．７２８ ０．４１５

８ ２２
０．１４２ ０．６２２

　≥６０岁 ２３ １６ ７ ５ １８ ３ ２０

淋巴结转移

　有 ２２ ９ １３
８．３０１ ０．００２

０ ２２
１２．３０１ ０．０００

１０ １２
６．３２０ ０．００５

　无 ３１ ２７ ４ ８ ２３ １ ３０

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ期 １８ ４ １４
１０．９６４ ０．０００

８ １０
１４．３９ｌ ０．０００

９ ９
１１．０３２ ０．０００

　Ⅲ～Ⅳ期 ３５ ３２ ３ ０ ３５ ２ ３３

分化程度

　低分化 １６ １６ ０
６．９３５ ０．０００

６ １０
７．４０３ ０．０００

７ ９
９．１１３ ０．０００

　中高分化 ３７ ２０ １７ ２ ３５ ４ ３３
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图３　吖啶橙染色检测在Ａ５４９细胞中分别共转染ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ（Ａ）、ｍｉＲ９２ａＮＣ（Ｂ）、
ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｃ）后细胞的自噬　（×４００）

２．５　ｍｉＲ９２ａ靶基因预测
　　预测发现 ｍｉＲ９２ａ与 ＰＴＥＮ在 ３＇ＵＴＲ区可能具
有靶向调节关系，ＰＴＥＮ为 ｍｉＲ９２ａ的一个潜在作用
靶点。双荧光素酶报告系统结果显示，ｍｉＲ９２ａ能与
ＰＴＥＮ基因３＇ＵＴＲ结合，并抑制荧光素的表达，而在转
染突变载体的细胞内没有观察到明显的荧光素酶活性

改变，表明ＰＴＥＮ是ｍｉＲ９２ａ的直接靶向蛋白。转染了
ｍｉＲ９２ａ类似物的细胞内ＰＴＥＮ的表达显著低于转染空
白质粒组细胞（Ｐ＜０．０５），而转染 ｍｉＲ９２ａ抑制剂的细
胞内ＰＴＥＮ的表达显著高于其他两组（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．６　各转染组细胞内 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、和 ＬＣ３Ⅱ的蛋

白表达

　　ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ组细胞内ｐＡｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ蛋白表达
显著高于其他两组（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ蛋白表达显著弱

于其他两组（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞内
ｐＡｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ蛋白表达显著弱于其他两组（Ｐ＜０．０５），
ＬＣ３Ⅱ蛋白表达显著高于其他两组（Ｐ＜０．０５，图５）。

３　讨论

　　ｍｉＲ９２ａ属于 ｍｉＩＲ１７９２ａ家族成员，作为癌基因
或抑癌基因在多种恶性肿瘤的发生、发展中发挥作用。

ＷＡＮＧ等［６］报道 ｍｉＲ９２ａ在肝癌中发挥原癌基因的
作用；ＣＨＥＮ等［７］证实 ｍｉＲ９２ａ在食管鳞癌中呈高表
达。本研究发现，ｍｉＲ９２ａ在癌组织内的表达显著高
于正常肺组织，且在ＴＮＭ分期较高、存在淋巴结转移、
低分化的病理组织内呈现异常高表达，这一结果与

ＺＨＵ等［９］的研究结果是一致的，提示 ｍｉＲ９２ａ在
ＮＳＣＬＣ中可能作为癌基因发挥作用。
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Ａ：ｍｉＲａｎｄａ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测ｍｉＲ９２ａ的潜在靶基因；Ｃ：双荧光素酶报告基因实验检测在 Ａ５４９细胞中分
别共转染 ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ９２ａＮＣ、ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ＰＴＥＮ３＇ＵＴＲＷＴ及分别共转染 ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ、
ｍｉＲ９２ａＮＣ、ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ＰＴＥＮ３＇ＵＴＲＭＴ后荧光素酶活性；Ｂ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果与半定量分析　
１：ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ组；２：ｍｉＲ９２ａＮＣ组；３：ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ组相比；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ｍｉＲ９２ａＮＣ组相比

图４　ｍｉＲ９２ａ靶基因预测和双荧光素酶报告基因实验检测及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

５０３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１３）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　１：ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ组；２：ｍｉＲ９２ａＮＣ组；３：ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲ９２ａＮＣ组相比

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在Ａ５４９细胞中分别共转染ｍｉＲ９２ａｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ９２ａＮＣ、ｍｉＲ９２ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后
ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ和ＬＣ３Ⅱ的蛋白表达

　　细胞自噬是细胞非选择性的降解，在肿瘤形成初
期，自噬能阻止影响正常细胞的各种退行性过程，抑制

肿瘤的发展［１０－１１］。ＺＨＯＵ等［１２］证实 ｍｉＲ９２ａ通过
ＦＢＸＷ７调控胶质瘤细胞的自噬，但对 ＮＳＣＬＣ细胞的
自噬是否有调控作用尚未可知。ＬＣ３Ⅱ（Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ／１Ｂｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３）蛋白位于自噬小
体细胞质表面，是自噬小体形成的标志，也是自噬研究

中常用的标志物［１３］。本研究发现，癌组织内 ＬＣ３Ⅱ
表达低于正常组织，其在 ＴＮＭ分期较高、存在淋巴结
转移、低分化的病理组织内呈现异常低表达，提示在

ＮＳＣＬＣ的发展过程中自噬小体生成减少，自噬活性降
低，推动了癌症的进展。这与孙雨晴等［１４］的研究结果

基本一致。同时，体外实验证实，在ｍｉＲ９２ａ高表达的
细胞内，自噬溶酶体数量很少，ＬＣ３Ⅱ蛋白表达很弱，
抑制ｍｉＲ９２ａ表达后，自噬溶酶体大量生成，ＬＣ３Ⅱ蛋
白表达显著增加，以上实验结果提示，ｍｉＲ９２ａ可能是
通过抑制肺癌细胞的自噬活性而发挥癌基因的作用。

　　为了进一步探讨ｍｉＲ９２ａ抑制肺癌细胞的自噬活
性的可能的作用机制，本研究检测了其与第１０号染色
体缺失的磷酸酶和张力蛋白同源基因（ＰＴＥＮ）是否存
在靶向关系。ＰＴＥＮ是一种重要的抑癌基因，能通过
负向调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活性而对肿瘤细胞的增
殖、凋亡、自噬等生物学活性产生影响。ＺＨＡＯ等［１５］

报道吉非替尼能通过阻断该通路活性而诱导肺癌细胞

的自噬和凋亡，从而起到抑制肿瘤的作用，另有研究证

实［１６－１７］，阻断该通路能促进肿瘤细胞自噬，而激活该

通路能抑制肿瘤细胞的自噬。赵靓等［１８］研究发现，

ｍｉＲ９２ａ能靶向ＰＴＥＮ／Ａｋｔ信号通路对鼻咽癌细胞的
增殖与凋亡产生影响，王秀等［１９］报道 ｍｉＲ９２ａ可能通

过抑制直肠癌细胞ＰＴＥＮ的表达发挥促进结直肠癌血
管新生，从而影响结肠癌患者的预后，本研究发现，

ｍｉＲ９２ａ在ＮＳＣＬＣ细胞中，能靶向抑制ＰＴＥＮ的表达，
继而上调ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路活性，引发其下游活化蛋白表
达的增加。

　　综上，ｍｉＲ９２ａ在 ＮＳＣＬＣ中发挥癌基因的作用，
可能与抑制ＮＳＣＬＣ细胞的自噬有关，而这种抑制作用
可能是通过靶向 ＰＴＥＮ，从而激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
的活性而实现的。
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２０１９，３８（１）：２０２．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３０４６０１９１２１２１．

［１１］ ＭＡＩＴＩ Ｐ， ＰＥＲＵＺＺＡＲＯ Ｓ， ＫＯＬＬＩ Ｎ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０ｉｎｄｕｃｅｓａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆＴＢＩ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，
２０１９，２３（８）：５２１１－５２２４．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊｃｍｍ．１４３９６．

［１２］ ＺＨＯＵＣＹ，ＳＨＥＮＬＦ，ＭＡＯＬ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ９２ａｉｓ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＢＸＷ７［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ，２０１５，４５８（１）：６３－６９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．
２０１５．０１．０６６．

［１３］ＲＵＮＷＡＬＧ，ＳＴＡＭＡＴＡＫＯＵＥ，ＳＩＤＤＩＱＩＦＨ，ｅｔａｌ．
ＬＣ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｒｅｐｒｏｍｉｎｅｎｔｉｎａｕｔｏｐｈａｇｙｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１９，９（１）：１０１４７．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓ４１５９８０１９４６６５７ｚ．

［１４］孙雨晴，程朋朋，於海洋，等．自噬相关蛋白及基因在

非小细胞肺癌中的表达及其意义［Ｊ］．中国呼吸与危重
监护杂志，２０１９，１８（５）：４４７－４５１．ＤＯＩ：１０．７５０７／１６７１
６２０５．２０１８１１０３８．
ＳＵＮＹＱ，ＣＨＥＮＧＰＰ，ＹＵＨＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｇｅｎｅｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎ
ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，
２０１９，１８（５）：４４７－４５１．ＤＯＩ：１０．７５０７／１６７１６２０５．
２０１８１１０３８．

［１５］ＺＨＡＯＺＱ，ＹＵＺＹ，ＬＩＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂｉｎｄｕｃｅｓｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｂｌｏｃｋａｄｅｏｆｔｈｅ
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１６，１２（１）：
６３－６８．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｌ．２０１６．４６０６．

［１６］ ＤＡＴＴＡ Ｋ，ＳＵＭＡＮ Ｓ，ＦＯＲＮＡＣＥＡ ＪＪｒ．Ｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ａｃｔｉｖａｔｅｄｍＴＯＲｖｉａ
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｐａｔｈｗａｙｉｎｍｏｕｓｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１４，５７：１６７－
１７６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｃｅｌ．２０１４．１０．０２２．

［１７］ＷＡＮＧＣ，ＺＨＡＮＧＸ，ＴＥＮＧＺＰ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｃｕｒｃｕｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＡＰＰ／ＰＳ１ｄｏｕｂｌｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１４，７４０：３１２－３２０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｊｐｈａｒ．
２０１４．０６．０５１．

［１８］赵靓，吴堂兵，夏春军，等．微小 ＲＮＡ９２ａ靶向 ＰＴＥＮ／
Ａｋｔ信号通路对鼻咽癌细胞增殖与凋亡的影响［Ｊ］．临
床肿瘤学杂志，２０１７，２２（８）：６７３－６７７．ＤＯＩ：ＣＮＫＩ：
ＳＵＮ：ＬＣＺＬ．０．２０１７０８００２．
ＺＨＡＯＬ，ＷＵＴＢ，ＸＩＡＣＪ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ９２ａ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＴＥＮ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＣｌｉｎ
Ｏｎｃｏｌ，２０１７，２２（８）：６７３－６７７．ＤＯＩ：ＣＮＫＩ：ＳＵＮ：ＬＣＺＬ．
０．２０１７０８００２．

［１９］王秀，杜冀晖，黄虞，等．ｍｉＲ９２ａ在结直肠癌中的表达
及其对肿瘤血管生成的作用［Ｊ］．中国肿瘤临床，２０１６，
４３（６）：２２３－２２７．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００８１７９．２０１６．
０６．０１２．
ＷＡＮＧＸ，ＤＵＪＨ，ＨＵＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ
９２ａｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｕｍｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１６，４３（６）：２２３－２２７．ＤＯＩ：
１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－８１７９．２０１６．０６．０１２．

（收稿：２０１９１２２０；修回：２０２００３２６）

（编辑　王　红）
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