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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０８Ｅ０２００９８ ·基础研究·
ｍｉＲ１００５ｐ通过靶向ＦＧＦＲ３抑制非小细胞肺癌细胞迁移、侵袭和糖酵解
李晓君１，江　 娟２，冯红刚３，冯　 丽３，江　 明３ 　 （１．襄阳市第一人民医院／湖北医药学院附属医院健康体检科，湖北襄阳
４４１００２；２．襄阳市中心医院／湖北文理学院附属医院心胸外科，湖北襄阳４４１００２；３．武汉科技大学附属医院肿瘤科，湖北武汉
４３００６４）

［摘　 要］　 目的　 探究ｍｉＲ１００５ｐ对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞迁移、侵袭和糖酵解的影响及作用机制。方法　 收集
ＮＳＣＬＣ患者手术切除的癌组织和癌旁组织６０对，ＲＴｑＰＣＲ检测组织和细胞中ｍｉＲ１００５ｐ的表达，利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００将
ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｐｃＮＣ、ｐｃＦＧＦＲ３质粒分别或联合转染入Ｈ１６５０细胞，划痕实验检测细胞迁移，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭，相应试剂盒检测细胞葡萄糖摄取、乳酸生成和ＡＴＰ含量，Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ糖酵解应激测试试剂盒和Ｓｅａ
ｈｏｒｓｅ ＸＦ细胞线粒体应激测试试剂盒检测细胞外酸化率（ＥＣＡＲ）和细胞耗氧率（ＯＣＲ），双荧光素酶实验检测靶向关系，蛋白印迹法
检测ＦＧＦＲ３蛋白表达水平。结果　 ｍｉＲ１００５ｐ表达与ＮＳＣＬＣ患者的性别、年龄和病理类型无关（Ｐ ＞ ０． ０５），而与吸烟史、肿瘤大
小、ＴＮＭ分期、淋巴结转移和分化程度有关（Ｐ ＜ ０． ０５）。ｍｉＲ１００５ｐ在ＮＳＣＬＣ组织和细胞中低表达。与对照组相比，ｍｉＲ１００５ｐ
ｍｉｍｉｃ组划痕闭合率显著较低，侵袭细胞数目显著较少，葡萄糖摄取量、乳酸产生量、ＡＴＰ含量及ＥＣＡＲ显著较低，ＯＣＲ显著较高
（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组划痕闭合率显著较高，侵袭细胞数目显著较多，葡萄糖摄取量、乳酸产生量、ＡＴＰ含量及ＥＣＡＲ显
著较高，ＯＣＲ显著较低（Ｐ ＜ ０． ０１）。ｍｉＲ１００５ｐ靶向下调ＦＧＦＲ３。共转染ｐｃＦＧＦＲ３可逆转ｍｉＲ１００５ｐ过表达对ＮＳＣＬＣ细胞迁
移、侵袭和糖酵解的抑制作用（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论　 ｍｉＲ１００５ｐ通过靶向ＦＧＦＲ３抑制ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖酵解。
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ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０１），ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｒａｔｃｈ ｃｌｏｓｕｒｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ，ｌａｃｔａｔｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＥＣＡＲ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ＯＣＲ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０１）． ｍｉＲ１００５ｐ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＦＧＦＲ３． Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＦＧＦＲ３ ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ１００５ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０． ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ１００５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＦＧＦＲ３．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ１００５ｐ；ＦＧＦＲ３；ｎｏｎｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ

９６３局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（５）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



　 　 肺癌是世界上常见的致命性恶性肿瘤之一。每年
新发病例超过２０万，死亡率非常高［１］。大多数肺癌是
非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ），其
特征是发展迅速、转移风险高以及对治疗的抵抗力
强［２］。尽管临床在外科切除、化学疗法和放射疗法方
面已经取得了持续的进展，但晚期ＮＳＣＬＣ患者的５年
生存率仅为５％ ～２０％，这与高复发和高转移有关［３］。
癌细胞的常见代谢特征是有氧糖酵解，即使在富氧条
件下，癌细胞也倾向于通过糖酵解而不是氧化磷酸化
来消耗更多的葡萄糖以产生乳酸，这种现象会很大程
度上加速肿瘤生长［４］。因此，肿瘤糖酵解被认为是癌
症治疗的潜在靶标。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是内源的非
编码ＲＮＡ，大约有２２个核苷酸。ｍｉＲＮＡ通过与ｍＲＮＡ
的３’非翻译区（３’ＵＴＲ）结合来调节基因表达，从而
抑制ｍＲＮＡ切割的翻译或诱导。ｍｉＲＮＡ参与细胞分
化、细胞周期、细胞凋亡和炎症反应［５］。已有研究表
明，ｍｉＲ１００５ｐ在多种癌症细胞中异常表达，在口腔
鳞状细胞癌［６］、前列腺癌［７］等肿瘤中具有促进癌细胞
增殖的作用，在胃癌［８］、脊索瘤［９］等肿瘤中具有抑制
癌细胞增殖的作用。低ｍｉＲ１００可能是ＮＳＣＬＣ患者
的不良预后因素，其通过转录后调节ＰＬＫ１的表达抑
制ＮＳＣＬＣ的生长［１０］，但是ｍｉＲ１００５ｐ对ＮＳＣＬＣ细胞
迁移、侵袭和糖酵解的影响尚不清楚，因此，本研究主
要探究ｍｉＲ１００５ｐ对ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖酵
解的影响及作用机制。
１　 材料与方法
１． １　 材料
１． １． １ 　 主要试剂及仪器　 　 ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１００５ｐ
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｐｃＮＣ、ｐｃＦＧＦＲ３质粒和
实验所用各种引物由北京奥科生物科技有限公司设计
并合成，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００转染试剂购自上海少辛生
物科技有限公司（批号：１１６６８０１９），ＲＰＭＩ１６４０培养
基购自上海慧颖生物科技有限公司（批号：
Ｃ１１８７５５００ＢＴ），胎牛血清购自北京百奥莱博科技有限
公司（批号：ＱＳ０７１），青霉素和链霉素双抗溶液购自北
京沃比森科技有限公司（批号：Ｃ０１６０６１１），ｍｉＲｃｕｔｅ
ｍｉＲＮＡ分离试剂盒和ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ第一链ｃＤＮＡ合
成试剂盒购自北京天根生物科技有限公司（批号：
ＤＰ５０１、ＫＲ２０１），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰＣＲ试剂盒购自嘉兴蓝
诺盛生物科技有限公司（批号：ＲＴ０４１１０３），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室购自北京明阳科华生物科技有限公司（批号：
２５４４８０），葡萄糖摄取比色测定试剂盒和乳酸测定试
剂盒Ⅱ购自广州伟伯生物科技有限公司（批号：
３０９１３３６、３１０４２３３），ＡＴＰ比色测定试剂盒购自武汉艾

美捷科技有限公司（批号：Ｋ３５４１００），ＢＣＡ试剂盒购
自西安浩特生物科技有限公司（批号：ＷＢ０２７），Ｓｅａ
ｈｏｒｓｅ ＸＦ糖酵解应激测试试剂盒和Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ细胞
线粒体应激测试试剂盒购自美国Ｓｅａｈｏｒｓｅ公司（批号：
１０３３２５１００、１０３２７５１００），辣根过氧化物酶标记的山
羊抗兔二抗、ＦＧＦＲ３兔来源的单克隆抗体购自上海艾
博抗生物科技有限公司（批号：ａｂ３６１５１、ａｂ１８０９０６），双
荧光素酶报告基因检测试剂盒购自北京威格斯生物技
术有限公司（批号：Ｔ００２），ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ ＨＤ２凝胶成像系
统购自美国Ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ公司，Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ９６分析仪
购自美国Ｓｅａｈｏｒｓｅ公司，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒｂｒａｎｄ数码生物显
微镜购自上海睿安生物科技有限公司。
１． １． ２　 组织样品　 　 收集襄阳市第一人民医院２０１６年
１月至２０１８年１２月经病理确诊的ＮＳＣＬＣ患者手术切
除的癌组织和癌旁组织６０对，其中男４７例，女１３例，
年龄３ ～ ７８岁，中位年龄为５７岁。患者手术前均未接
受放疗、化疗及其他辅助治疗。本研究经我院医学伦理
学委员会批准，所有研究对象均签署知情同意书。
１． １． ３　 细胞及培养　 　 正常肺上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ和
ＮＳＣＬＣ细胞系（Ｈ１７０３、Ａ５４９、Ｈ１２９９、Ｌ７８、ＰＧＣＬ３、
Ｈ１６５０）均购自上海素冉生物科技有限公司。在３７℃、
５％ＣＯ ２条件下，所有细胞于含１０％胎牛血清、１００ Ｕ／ ｍＬ
的青霉素和链霉素双抗溶液的ＲＰＭＩ１６４０培养基中
培养。
１． ２　 方法
１． ２． １ 　 ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ１００５ｐ的表达　 　 采用
ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ分离试剂盒从研磨的ＮＳＣＬＣ组织或
培养的正常肺上皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ和ＮＳＣＬＣ细胞系
（Ｈ１７０３、Ａ５４９、Ｈ１２９９、Ｌ７８、ＰＧＣＬ３、Ｈ１６５０）中提取总
ＲＮＡ，并通过ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ第一链ｃＤＮＡ合成试剂
盒将靶ｍｉＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，通
过ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒进行ＲＴｑＰＣＲ，并在
ＣＦＸ９６系统测定ｍｉＲＮＡ的表达水平。ｍｉＲ１００５ｐ的
循环条件为：９６ ℃、１０ ｓ，５５ ℃、１０ ｓ，７２ ℃、９０ ｓ，３５个循
环，用Ｕ６标准化，使用２ － ΔΔｃ ｔ方法计算。ｍｉＲ１００５ｐ上
游引物：５’ＡＴＣＡＴＴＡＡＡＣＣＣＧＴＡＧＡＴＣＣＧＡＡ３’；下游
引物：５’ＡＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＡＣＡＣＴＣＴＣＴＣ３’。Ｕ６上
游引物：５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’；Ｕ６ 下游引
物：５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３’。
１． ２． ２　 细胞转染　 　 取对数期ＮＳＣＬＣ Ｈ１６５０细胞接
种于１２孔板（１ × １０６ ／孔），达到８５％融合时，根据
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书将ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１００５ｐ
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｐｃＮＣ、ｐｃＦＧＦＲ３质粒分
别或联合转染入Ｈ１６５０细胞，分为：对照组、ｍｉＲＮＣ
组、ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ 组、ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组、
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ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃＮＣ组、ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ
ＦＧＦＲ３组。
１． ２． ３　 划痕实验检测细胞迁移　 　 将按１． ２． ２项转染
后的ＮＳＣＬＣ Ｈ１６５０细胞接种于１２孔板（１ × １０６ ／孔），
铺满单层后，用小号枪头垂直在孔中间划痕，然后用
ＰＢＳ清洗２次。在ＣＯ２体积分数为５％、３７ ℃恒温的培
养箱中培养２４ ｈ后，使用Ｉｍａｇｅ Ｊ评估细胞迁移能力。
于划痕０ ｈ和２４ ｈ拍摄图像，划痕闭合率＝（０ ｈ时的划
痕面积－２４ ｈ时的划痕面积）／ ０ ｈ的划痕面积×１００％。
１． ２． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭　 　 在基底胶包
埋的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室接种按１． ２． ２项下转染后的
ＮＳＣＬＣ Ｈ１６５０悬浮液和不含血清的培养基，并在Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室下室加入含血清的培养基，培养２４ ｈ后，取
出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，侵袭细胞用４％多聚甲醛固定，
０． ５％结晶紫染色３０ ｍｉｎ，并在显微镜下观察分析。
１． ２． ５ 　 细胞葡萄糖摄取、乳酸生成和ＡＴＰ含量检测
　 　 分别按照葡萄糖摄取比色测定试剂盒、乳酸测定
试剂盒Ⅱ和ＡＴＰ比色测定试剂盒说明书检测细胞葡
萄糖摄取、乳酸生成和ＡＴＰ含量。对于葡萄糖摄取比
色法，将细胞以每孔１ ５００个的密度接种于９６孔板
中。通过用含２％ ＢＳＡ的１００ ｍＬ ＫＲＰＨ缓冲液预孵
育４０ ｍｉｎ，使细胞处于葡萄糖饥饿状态，随后加入
１０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２ＤＧ孵育细胞２０ ｍｉｎ。对于乳酸和
ＡＴＰ测定，收集１ × １０６细胞于１００ ｍＬ相应试剂盒提供
的检测缓冲液中匀浆，离心样品，测定可溶性组分含量。
１． ２． ６ 　 细胞外酸化率（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ，
ＥＣＡＲ）和细胞耗氧率（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ
ｒａｔｅ，ＯＣＲ）检测　 　 根据试剂盒说明书，使用Ｓｅａｈｏｒｓｅ
ＸＦ ９６细胞外通量分析仪确定细胞ＥＣＡＲ和ＯＣＲ。以
１ × １０ ４ ／ Ｌ将细胞接种到Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ ９６细胞培养微
孔板中。在进行基线测量后，对于ＥＣＡＲ，在指定的时
间点依次将葡萄糖、氧化磷酸化抑制剂寡霉素和糖酵
解抑制剂２ＤＧ分别注入每个孔中；对于ＯＣＲ，依次注
射寡霉素、可逆性氧化磷酸化抑制剂对三氟甲氧羰基
氰化物苯腙（ｐｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ ｃｙａｎｉｄｅ ｐｈｅｎｙｌ
ｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＦＣＣＰ）和线粒体复合物Ⅰ抑制剂鱼藤酮加
线粒体复合物Ⅲ抑制剂抗霉素Ａ（Ｒｏｔｅ ／ ＡＡ）。数据通
过Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ９６ Ｗａｖｅ 软件进行评估。ＯＣＲ 以
ｐｍｏｌｓ ／ ｍｉｎ显示，ＥＣＡＲ以ｍｐＨ ／ ｍｉｎ显示。
１． ２． ７　 双荧光素酶实验检测靶向关系　 　 收集生长至
对数期的Ｈ１６５０细胞，接种于２４孔板中，培养２４ ｈ。然
后将１ ｍｇ ＰＧＬ３ ＦＧＦＲ３ＷＴ（ＦＧＦＲ３野生型）或ＰＧＬ３
ＦＧＦＲ３ＭＵＴ（ＦＧＦＲ３突变型）以及ｍｉＲＮＣ或ｍｉＲ１００
５ｐ ｍｉｍｉｃ和ＰＲＬＣＭＶ质粒共转染入Ｈ１６５０细胞，分为
ｍｉＲＮＣ组、ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ组、ｐｃＮＣ组、ｐｃＦＧＦＲ３

组。转染４８ ｈ后，裂解Ｈ１６５０细胞１５ ｍｉｎ，采用双荧光
素酶检测系统测量荧光素酶的相对活性。
１． ２． ８　 蛋白印迹法检测ＦＧＦＲ３蛋白表达水平　 　 收
集按１． ２． ２项转染后的ＮＳＣＬＣ Ｈ１６５０细胞，用ＲＩＰＡ
裂解液提取总蛋白，然后用ＢＣＡ试剂盒定量蛋白的浓
度。将蛋白样品用ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，再用半干转膜
仪转移到聚偏二氟乙烯膜，室温下于脱脂牛奶中封闭
蛋白２ ｈ。随后加入对应的兔来源的单克隆一抗
（ＦＧＦＲ３ １∶ ８００、ＧＡＰＤＨ １∶ １ ０００），４ ℃封闭过夜。然
后，加入对应辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔单克隆
二抗（１∶ ２ ０００）室温封闭１ ｈ，最后滴电化学反应液曝
光。以ＧＡＰＤＨ为内参，使用软件ＩｍａｇｅＰｒｏ ｐｌｕｓ ６． ０
分析蛋白条带灰度，蛋白相对表达量＝目标蛋白吸光
度值／内参蛋白ＧＡＰＤＨ吸光度值。
１． ３　 统计学方法

数据采用ＳＰＳＳ １９． ０进行统计学分析，计量数据
经ｓｈａｐｉｒｏｗｉｌｋ检验符合呈正态分布，以均数±标准差
（ｘ ± ｓ）表示，多组比较进行单因素方差分析，两两比较
使用ＳＮＫ检验；计数资料以率（％）表示，采用χ２ 检
验。校验标准ａ ＝ ０． ０５（双侧），Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统
计学意义。
２　 结果
２． １　 ＮＳＣＬＣ ｍｉＲ１００５ｐ表达与临床病理特征的关系

在ＮＳＣＬＣ中，ｍｉＲ１００５ｐ表达与性别、年龄和病
理类型无关（Ｐ ＞ ０． ０５），而与吸烟史、肿瘤大小、ＴＮＭ
分期、淋巴结转移和分化程度有关（Ｐ ＜ ０． ０５），见表１。
表１　 ＮＳＣＬＣ患者的ｍｉＲ１００５ｐ表达水平与临床病理特征的

关系［例（％）］
病理特征 ｍｉＲ１００５ｐ

低表达 高表达 χ２ Ｐ

性别 男 ３８（８０． ５） ９（１９． ５） ０． １８６ ０． ６６７
女 １１（８４． ６） ２（１５． ４）

年龄 ＜ ６０岁 １７（８５． ０） ３（１５． ０） ０． ０１３ ０． ９７５

≥６０岁 ３２（８０． ０） ８（２０． ０）
吸烟史 无 ０９（８１． ８） ２（１８． ２） ４． １２５ ０． ０３６

有 ４０（８１． ６） ０９（１８． ４）
肿瘤大小 ＜ ３ ｃｍ ２１（７７． ８） ６（２２． ２） ５． ７２４ ０． ０１５

≥３ ｃｍ ２８（８４． ８） ５（１５． ２）
ＴＮＭ分期 Ⅰ ～Ⅱ ３１（７９． ５） ８（２０． ５） ８． ６４３ ０． ００４

Ⅲ １８（８５． ７） ３（１４． ３）
淋巴结转移 无 ２８（８０． ０） ７（２０． ０） １０． ２６６ ０． ００１

有 ２１（８４． ０） ４（１６． ０）
分化程度 高、中 １９（８２． ６） ４（１７． ４） ６． ２２８ ０． ０１２

低 ３０（８１． １） ７（１８． ９）
病理类型 鳞状癌 ２１（８０． ８） ５（１９． ２） ０． １９６ ０． ９０５

腺癌 ２２（８４． ６） ４（１５． ４）
其他 ０６（７５． ０） ２（２５． ０）
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２． ２　 ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ在ＮＳＣＬＣ组织和细胞中低表达
与癌旁组织相比，ＮＳＣＬＣ 组织中ｍｉＲ１００５ｐ

ｍＲＮＡ表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１），见图１ａ；与正常肺上
皮细胞ＢＥＡＳ２Ｂ相比，ＮＳＣＬＣ细胞系Ｈ１７０３、Ａ５４９、
Ｈ１２９９、Ｌ７８、ＰＧＣＬ３、Ｈ１６５０中ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ表达显
著下调（Ｐ ＜０． ０１），见图１ｂ，选取Ｈ１６５０细胞做后续实
验。与对照组相比，ｍｉＲＮＣ组Ｈ１６５０细胞中ｍｉＲ
１００５ｐ ｍＲＮＡ表达无明显变化，ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ组
Ｈ１６５０ 细胞中ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ 表达显著上调
（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组Ｈ１６５０ 细胞中
ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１），表明转

染成功，见图１ｃ。
２． ３　 ｍｉＲ１００５ｐ抑制ＮＳＣＬＣ细胞迁移和侵袭

与对照组相比，ｍｉＲＮＣ组划痕闭合率和侵袭细胞
数目无明显变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ组划痕
闭合率显著较低（Ｐ ＜ ０． ０１），侵袭细胞数目显著较少
（Ｐ ＜０． ０１），ｍｉＲ１００５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组划痕闭合率显著较高
（Ｐ ＜０． ０１），侵袭细胞数目显著较多（Ｐ ＜０． ０１），见图２。
２． ４　 ｍｉＲ１００５ｐ抑制ＮＳＣＬＣ细胞糖酵解

与对照组相比，ｍｉＲＮＣ组Ｈ１６５０细胞中葡萄糖摄
取量、乳酸产生量、ＡＴＰ含量、ＥＣＡＲ、ＯＣＲ均无明显变化
（Ｐ ＞０． ０５），ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ组Ｈ１６５０细胞中葡萄糖

ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＮＳＣＬＣ组织中ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ的表达；ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＮＳＣＬＣ细胞中ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ的表达；ｃ：ＲＴｑＰＣＲ
检测转染后ＮＳＣＬＣ中ｍｉＲ１００５ｐ ｍＲＮＡ的表达　 △：与癌旁组织相比，Ｐ ＜ ０． ０１；＃：与ＢＥＡＳ２Ｂ相比，Ｐ ＜ ０． ０１；：与对照组相比，
Ｐ ＜ ０． ０１

图１　 ｍｉＲ１００５ｐ在ＮＳＣＬＣ组织和细胞中的表达水平

ａ：划痕实验检测细胞迁移（× １００）；ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭（结晶紫× ２００）；：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
图２　 ｍｉＲ１００５ｐ对ＮＳＣＬＣ细胞迁移和侵袭的影响
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摄取量、乳酸产生量、ＡＴＰ含量及ＥＣＡＲ显著较低
（Ｐ ＜ ０． ０１），ＯＣＲ显著较高（Ｐ ＜ ０． ０１），ｍｉＲ１００５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组Ｈ１６５０细胞中葡萄糖摄取量、乳酸产生量、

ＡＴＰ含量及ＥＣＡＲ显著较高（Ｐ ＜ ０． ０１），ＯＣＲ显著较
低（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３。

ａ：葡萄糖摄取比色测定试剂盒检测葡萄糖摄取；ｂ：乳酸测定试剂盒Ⅱ检测乳酸生成；ｃ：ＡＴＰ比色测定试剂盒检测ＡＴＰ含量；ｄ：Ｓｅａ
ｈｏｒｓｅ ＸＦ糖酵解应激测试试剂盒检测ＥＣＡＲ；ｅ：Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ细胞线粒体应激测试试剂盒检测ＯＣＲ　 ：与对照组相比，Ｐ ＜ ０． ０１

图３　 ｍｉＲ１００５ｐ对ＮＳＣＬＣ细胞糖酵解的影响
２． ５　 ｍｉＲ１００５ｐ靶向下调ＦＧＦＲ３

通过Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 软件预测发现，ｍｉＲ１００５ｐ 与
ＦＧＦＲ３具有靶向关系，在３’ＵＴＲ区存在结合位点
（图４ａ）；通过双荧光素酶发现，ｍｉＲ１００５ｐ与ＦＧＦＲ３
ＷＴ共转染显著降低了荧光素酶活性（Ｐ ＜ ０． ０１），见
图４ｂ。与ｍｉＲＮＣ组相比，ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ组ＦＧＦＲ３
蛋白表达水平显著下调（Ｐ ＜０． ０１），说明ｍｉＲ１００５ｐ靶
向下调ＦＧＦＲ３；与ｐｃＮＣ组相比，ｐｃＦＧＦＲ３组ＦＧＦＲ３

蛋白表达显著上调（Ｐ ＜０． ０１），表明转染成功，见图４ｃ。
２． ６　 ｍｉＲ１００５ｐ通过靶向ＦＧＦＲ３对ＮＳＣＬＣ细胞迁

移、侵袭和糖酵解起抑制作用
与ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃＮＣ组比较，ｍｉＲ１００５ｐ

ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃＦＧＦＲ３组Ｈ１６５０细胞划痕闭合率较高，侵
袭细胞数目较多，葡萄糖摄取量、乳酸产生量、ＡＴＰ含
量及ＥＣＡＲ显著较高，ＯＣＲ显著较低，差异均具有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１），见图５。

ａ：Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件预测ｍｉＲ１００５ｐ与ＦＧＦＲ３结合靶点；ｂ：双荧光素酶实验验证ｍｉＲ１００５ｐ与ＦＧＦＲ３靶向关系；ｃ：蛋白印迹法检测
ＦＧＦＲ３蛋白表达水平　 ：与ｍｉＲＮＣ组相比，Ｐ ＜ ０． ０１；＃：与ｐｃＮＣ组相比，Ｐ ＜ ０． ０１

图４　 ｍｉＲ１００５ｐ与ＦＧＦＲ３的靶向关系
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ａ：划痕实验检测细胞迁移（× １００）；ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭（结晶紫× ２００）；ｃ：葡萄糖摄取比色测定试剂盒检测葡萄糖摄取；
ｄ：乳酸测定试剂盒Ⅱ检测乳酸生成；ｅ：ＡＴＰ比色测定试剂盒检测ＡＴＰ含量；ｆ：Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ糖酵解应激测试试剂盒检测ＥＣＡＲ；
ｇ：Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ细胞线粒体应激测试试剂盒检测ＯＣＲ　 ：与ｍｉＲ１００５ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃＮＣ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１

图５　 ｍｉＲ１００５ｐ通过靶向ＦＧＦＲ３对ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖酵解起抑制作用

３　 讨论
ＮＳＣＬＣ病情发展迅速、转移风险高、病死率高，是

恶性程度较高的肿瘤之一。现有治疗手段无法控制
ＮＳＣＬＣ导致的低生存率和高病死率，因此医学研究者
将目光转向了生物治疗［１０］。本研究主要探究ｍｉＲ
１００５ｐ对ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖酵解的影响及作
用机制。

ｍｉＲＮＡ的失调是癌症的发病机制之一，某些ｍｉＲＮＡ
在人类癌症的诊断和治疗中具有重要作用。本研究结
果表明，ｍｉＲ１００５ｐ表达与ＮＳＣＬＣ患者的性别、年龄
和病理类型无关，而与吸烟史、肿瘤大小、ＴＮＭ分期、
淋巴结转移和分化成程度有关，ｍｉＲ１００５ｐ在ＮＳＣＬＣ
组织和细胞中低表达，说明ｍｉＲ１００５ｐ与ＮＳＣＬＣ的
发展密切相关，这与已有研究结果ＮＳＣＬＣ组织中
ｍｉＲ１００相对低表达与患者的不良预后相关一致［１１］。

ＮＳＣＬＣ的高复发率和高病死率与该细胞具有较强转
移能力密切相关，而肿瘤细胞的侵袭能力和迁移能力
反映了癌症的转移能力。因此，寻找能够抑制ＮＳＣＬＣ
侵袭和迁移的新型分子或治疗靶标具有重要意义。本
研究表明，ｍｉＲ１００５ｐ过表达抑制ＮＳＣＬＣ细胞迁移和
侵袭，ｍｉＲ１００５ｐ低表达促进ＮＳＣＬＣ细胞迁移和侵
袭，这与ｍｉＲ１００通过靶向ＩＧＦ１Ｒ抑制鼻咽癌的迁移
和侵袭［１２］、ｍｉＲ１００通过靶向ＦＺＤ８抑制乳腺癌细胞
的迁移和侵袭［１３］等结果相符。

癌细胞经常表现出高速率的有氧糖酵解，即Ｗａｒ
ｂｕｒｇ效应。癌细胞葡萄糖代谢的发生率高于正常细
胞［１４］。从氧化磷酸化到有氧糖酵解的代谢重编程是
癌症进展中的常见事件［１５］。尽管就每个葡萄糖的
ＡＴＰ数量而言，糖酵解不如氧化磷酸化提供的能量有
效，但其为合成代谢提供了多种糖酵解中间体，满足了
快速增长的癌细胞对构件的需求［１６］。此外，糖酵解的
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增加会导致肿瘤微环境中葡萄糖的缺乏和乳酸的积
累，从而抑制淋巴细胞浸润并降低抗免疫疗法效
果［１７］。靶向代谢途径已被证明是控制肿瘤生长和增
强抗癌疗效的有效途径［１８］。已有研究表明，ＨＩＦ１Ａ通
过ｍｉＲ１００５ｐ激活ｌｎｃＲＮＡ ＲＡＥＴ１Ｋ的转录调控低氧
诱导的肝癌细胞糖酵解［１９］。同样，本研究也显示，ｍｉＲ
１００５ｐ过表达抑制ＮＳＣＬＣ细胞糖酵解，ｍｉＲ１００５ｐ低
表达促进ＮＳＣＬＣ细胞糖酵解。

ｍｉＲＮＡ通过与靶基因的３’Ｕ端结合，诱导基因或
蛋白降解，在转录后抑制基因表达。已有研究表明，过
表达ｍｉＲ１００通过ＦＧＦＲ３抑制骨肉瘤的生长［２０］，
ｍｉＲ１００在人类胶质母细胞瘤中通过ＦＧＦＲ３抑制细
胞增殖、迁移和化学敏感性［２１］。同理，本研究结果表
明，ｍｉＲ１００５ｐ可靶向下调ＦＧＦＲ３。ＦＧＦＲ由１个细
胞配体结构域组成，该结构域由３个免疫球蛋白样结
构域，１个跨膜螺旋结构域和１个具有酪氨酸激酶活
性的细胞内结构域组成［２２］。ＦＧＦＲ３在多种肿瘤细胞
的增殖、侵袭、迁移和转移中起着至关重要的作用，具
有成为肿瘤治疗靶标的潜力。ｓｉＲＮＡ沉默ＦＧＦＲ３可
抑制ＮＳＣＬＣ Ａ５４９细胞的侵袭［２３］。ＦＧＦＲ３对内皮糖
酵解的调节是成年血管生长和发育的关键过程［２４］。
同样，本研究表明，ｍｉＲ１００５ｐ过表达靶向下调ＦＧ
ＦＲ３表达抑制ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖酵解。

综上所述，ｍｉＲ１００５ｐ过表达靶向下调ＦＧＦＲ３表
达抑制ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖酵解，这说明ｍｉＲ
１００５ｐ和ＦＧＦＲ３可能为ＮＳＣＬＣ的潜在治疗靶点。本
研究仅是ｍｉＲ１００５ｐ对ＮＳＣＬＣ细胞迁移、侵袭和糖
酵解作用机制的初步探讨，更为深入的分子通路机制
有待进一步研究。
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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． １２Ｅ０２００５６ ·基础研究·
踝关节周围皮神经应用解剖学研究及意义
王洪宾１，李凤娟２，刘　 帅１，张海东１，张春菊１，孙丰刚１，顿爱社３ 　 （１．山东第一医科大学／山东省医学科学院基础医学院，
山东济南２５００００；２．山东力明科技职业学院公共教学部，山东泰安２７１０００；３．山东第一医科大学／山东省医学科学院口腔医学院，
山东泰安２７１０１６）

［摘　 要］　 目的　 研究隐神经、腓浅神经、腓肠神经在踝关节周围的走行位置、毗邻关系，为临床踝关节周围皮神经阻滞麻醉
提供解剖学依据。方法　 采用局部解剖学实验教学用尸体标本１５例，观察隐神经、腓浅神经、腓肠神经在踝关节周围的位置及毗
邻关系，测量神经压扁径，在内外踝尖连线上测量神经至内外踝尖或跟腱边缘的距离。结果　 隐神经在内外踝最高点的连线上，位
于大隐静脉外侧，压扁径（０． ３４２ ± ０． １４）ｃｍ，距内踝尖（１． ８５７ ± ０． １７）ｃｍ，距外踝尖（６． ８３８ ± ０． ３２）ｃｍ；腓浅神经在内外踝最高点的
连线上，压扁径（０． ２６４ ± ０． １３）ｃｍ，距内踝尖（５． ３３４ ± ０． ３３）ｃｍ，距外踝尖（４． ４２４ ± ０． ４６）ｃｍ；腓肠神经在踝关节周围，位于外踝沟
处、小隐静脉外侧，压扁径（０． ２５０ ± ０． １２）ｃｍ，距跟腱边缘（２． ７４５ ± ０． ２１）ｃｍ，距外踝尖（２． ６６０ ± ０． １６）ｃｍ。结论　 依据隐神经、腓浅
神经、腓肠神经在踝关节周围至内外踝尖或跟腱边缘的距离、压扁径、毗邻结构关系，可提高皮神经阻滞麻醉的精准度，减少对其他
组织的损伤，具有一定的临床参考意义。
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