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miR-429
 

靶向FSTL1基因对非小细胞肺癌生物学功能的影响*
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(天津医科大学总医院呼吸内科,天津
 

300041)

  [摘要] 目的 探讨微RNA(miR)-429靶向卵泡抑素样蛋白1(FSTL1)基因对非小细胞肺癌生物学功能

的影响。方法 收集2020年1月至2021年6月于该院行根治性切除术的60例非小细胞肺癌患者肿瘤组织和

癌旁组织,实时荧光定量PCR检测miR-429的表达;按照组织miR-429表达水平依据中位数法进行分组,分为

miR-429高表达和miR-429低表达患者,分析其临床特征和预后情况。筛选 H1299细胞,分为对照组、miR-
429

 

NC组、miR-429
 

mimics组,又将pcDNA3.1-con和pcDNA-FSTL1分别转染至高表达 miR-429的 H1299
细胞,分别为miR-429

 

mimics+pcDNA3.1组和miR-429
 

mimics+pcDNA-FSTL1组。Transwell检测细胞侵

袭,细胞划痕实验检测细胞迁移,双荧光素酶报告实验检测 miR-429和FSTL1基因靶向关系。结果 非小细

胞肺癌组织中miR-429相对表达水平明显低于癌旁组织,非小细胞肺癌细胞系SPCA1、A549、H460、H1299中

miR-429相对表达水平明显低于正常肺支气管上皮细胞BESA-2B(P<0.05)。miR-429高表达和低表达患者

肿瘤大小、淋巴结转移、TNM 分期比较,差异有统计学意义(P<0.05),且 miR-429高表达患者生存率明显优

于低表达患者。miR-429
 

mimics组H1299细胞侵袭数量、愈合率明显低于对照组和 miR-429
 

NC组,miR-429
 

mimics+pcDNA-FSTL1组 H1299细 胞 侵 袭 数 量 和 愈 合 率 明 显 高 于 miR-429
 

mimics组 (P<0.05)。
结论 miR-429通过靶向FSTL1基因调控非小细胞肺癌的侵袭和迁移。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA
 

(miR)-429
 

targeting
 

follistatin-like
 

pro-
tein

 

1
 

(FSTL1)
 

gene
 

on
 

the
 

prognosis
 

and
 

biological
 

function
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC).
Methods A

 

total
 

of
 

60
 

cases
 

of
 

tumor
 

tissue
 

and
 

para-cancer
 

tissue
 

from
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

who
 

under-
went

 

radical
 

resection
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

June
 

2021
 

were
 

collected.The
 

expression
 

of
 

miR-
429

 

was
 

detected
 

by
 

quantitative
 

real-time
 

PCR.According
 

to
 

the
 

expression
 

of
 

miR-429,the
 

patients
 

were
 

di-
vided

 

into
 

high
 

expression
 

and
 

low
 

expression
 

by
 

median.The
 

clinical
 

characteristics
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

pa-
tients

 

were
 

analyzed.H1299
 

cells
 

were
 

screened
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

miR-429
 

NC
 

group
 

and
 

the
 

miR-429
 

mimics
 

group.PcDNA
 

3.1-con
 

and
 

pcDNA-FSTL1
 

were
 

transfected
 

into
 

H1299
 

cells
 

overex-
pressing

 

miR-429,which
 

were
 

miR-429
 

mimics
 

+pcDNA
 

3.1
 

group
 

and
 

miR-429
 

mimics
 

+pcDNA-FSTL1
 

group,respectively.Transwell
 

assay
 

detected
 

cell
 

invasion,cell
 

scratch
 

assay
 

detected
 

cell
 

migration,and
 

doub-
le

 

luciferase
 

reporting
 

assay
 

detected
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-429
 

and
 

FSTL1
 

gene.
Results The

 

relative
 

expression
 

of
 

miR-429
 

in
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

expression
 

of
 

miR-429
 

in
 

NSCLC
 

cell
 

lines
 

SPCA1,A549,H460
 

and
 

H1299
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

lung
 

bronchial
 

epithelial
 

cell
 

BESA-2B
 

(P<0.05).There
 

were
 

significant
 

differ-
ences

 

in
 

tumor
 

size,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

TNM
 

stage
 

between
 

miR-429
 

high
 

expression
 

and
 

low
 

expres-
sion

 

patients
 

(P<0.05),and
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

miR-429
 

high
 

expression
 

was
 

significantly
 

better
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

miR-429
 

low
 

expression.The
 

invasion
 

number
 

and
 

healing
 

ability
 

of
 

H1299
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cells
 

in
 

the
 

miR-429
 

mimics
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

miR-429
 

NC
 

group,while
 

the
 

invasion
 

number
 

and
 

healing
 

ability
 

of
 

H1299
 

cells
 

in
 

the
 

miR-429
 

mimics+pcDNA
 

FSTL1
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

miR-429
 

mimics
 

group
 

(P<0.05).Conclusion MiR-429
 

regulates
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

NSCLC
 

by
 

targeting
 

FSTL1
 

gene.
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words] miR-429;follistatin-like
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1;non-small
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lung
 

cancer;prognosis;invasion;migration

  肺癌中80%以上的患者为非小细胞肺癌,由于该

病的发病比较隐匿,早期无明显症状,绝大多数患者

诊断时已经处于中晚期[1]。虽然术前的新辅助放化

疗能够大大提高手术的切除率,但5年的生存率仍只

有65%~80%,尤其是对于临床分期Ⅲa以上的患

者[2],虽然在一定程度上改善了治疗效果,但疗效不

是很明显,可能与非小细胞肺癌生物学行为具有高度

的侵袭性和转移性相关[3]。非小细胞肺癌属于异质

性很强的恶性肿瘤,靶向治疗研究成果改善了非小细

胞肺癌的现状,但患者的生存率提高仍不明显,所以

充分研究非小细胞肺癌的侵袭转移机制,寻找诊断、
治疗和预后的相关分子标记物具有非常重要的意义。
现已发现超千种微RNA(microRNA,miRNA/miR)
与人类的各种疾病息息相关[4],其具有相对的稳定性

和基因表达调控特性,是未来生物标志物和潜在治疗

的靶点[5]。miRNA的表达水平变化与细胞的凋亡、
分化、增殖等生物学过程有关,推测miRNA可能成为

肿瘤启动子或抑制剂及肿瘤诊断和预后的分子标志

物[6]。因此,本研究将通过分析 miR-429与卵泡抑素

样蛋白l(follistatin-like
 

protein
 

1,FSTL1)基因的靶

向关系,确定其对非小细胞肺癌预后和生物学功能的

影响,为临床非小细胞肺癌的治疗及预后提供有价值

的参考,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2020年1月至2021年6月本院行根治性切

除术的60例非小细胞肺癌患者的肿瘤组织(病灶处

剪取直径3~4
 

mm的组织块)和癌旁组织(距离病灶

5
 

cm剪取相应的组织块)。收集的标本立即放入—80
 

℃的液态氮中保存。纳入标准:(1)患者未接受过放

疗、化疗;(2)经病理学诊断确诊为非小细胞肺癌患

者;(3)根据国际癌症联合会(UICC)第八版的术后病

理分期标准确定入组患者的病理结果。排除标准:
(1)患者有严重的基础性疾病;(2)合并其他恶性肿瘤

的患者。本研究经过医院伦理委员会批准并经过患

者知情确认。
1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR检测miR-429的表达

将组织标本在液态氮中研磨,采用Trizol试剂盒

提取组织和H1299细胞的总RNA,按照试剂盒的操

作说明进行操作。并采用微量核酸定量光谱仪测定

RNA的浓度和纯度。使用invitrogen逆转录试剂盒

superscriptⅢ进行逆转录操作。然后进行PCR扩增,
建立扩增体系20

 

μL,于 ABI
 

7900
 

qPCR仪上,按照

反应条件95
 

℃
 

2
 

min;94
 

℃
 

20
 

s,60
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,40个循环,引物序列为miR-429上游5'-
GAT

 

AUG
 

TAU
 

CUT
 

GCA
 

UUG
 

UTU-3',下游5'-
GAU

 

TAG
 

CAT
 

CUG
 

TUG
 

UCG-3';GAPDH作为

内参,引 物 序 列 为 上 游5'-GAT
 

AAG
 

CAU
 

CUT
 

GUG
 

TCG-3',下游5'-AUT
 

CTA
 

ATU
 

CTG
 

CUT
 

CAG
 

U-3',用相对定量2-ΔΔCT 计算组织和细胞中

miR-429表达水平,然后按照组织 miR-429表达依据

中位数法进行分组,分为 miR-429高表达和低表达,
分析患者的临床特征和预后情况。
1.2.2 细胞培养

采用10%胎牛血清培养基常规培养非小细胞肺

癌细胞系SPCA1、A549、H460、H1299和正常肺支气

管上皮细胞BESA-2B,在5%
 

CO2、37
 

℃的培养箱

中,使用0.25%胰蛋白酶消化细胞,进行传代培养。
1.2.3 细胞转染和分组

细胞转染参照LipofectamineTM2000试剂说明书

上的步骤进行,将 H1299细胞接种于6孔板中,当
H1299细胞融合度达到80%左右时,将 miR-NC、
miR-429

 

mimics采用LipofectamineTM2000分别进行

转染作为 miR-429
 

NC组、miR-429
 

mimics组,设置

对照组,对照组 H1299细胞不做任何处理。构建

pcDNA-FSTL1 的 表 达 载 体,应 用 Lipofectami-
neTM2000将pcDNA3.1-con和pcDNA-FSTL1分别

转染至高表达 miR-429的 H1299细胞中,作为 miR-
429

 

mimics+pcDNA3.1 组 和 miR-429
 

mimics+
pcDNA-FSTL1组。转染48

 

h后收集细胞,并进行后

续实验。
1.2.4 Transwell检测细胞侵袭

将Transwell上室中的8
 

μL
 

Matrigel采用血清

培养基进行稀释,然后放入小室,37
 

℃条件下孵育60
 

min,将500
 

μL的含10%
 

FBS的完全培养基加入Tr-
answell下室,将各组 H1299细胞以5×104 个/mL
接种于上室,孵育24

 

h,取出Transwell上室,4%的多

聚甲醛固定20
 

min,磷酸盐缓冲液(PBS)清洗,风干,
1%结晶紫染色30

 

min后,晾干,将聚碳酸酯膜放于

载玻片中,封片,置于倒置显微镜下对细胞进行拍照

计数。
1.2.5 细胞划痕实验检测细胞迁移

将各组H1299细胞以2×106 接种于6孔板中,
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待细胞融合,采用200
 

μL枪头在中央区域画一条横

线,更换培养基,去除划下的细胞,放入37
 

℃、5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养,0、48
 

h取样,拍照,计算迁

移率,迁移率=(初始划痕的宽度值-相应点的划痕

宽度值)/初始划痕宽度值×100%。
1.2.6 双荧光素酶报告实验

通过Targetscan网站(http://www.targetscan.
org/vert_71/)预测 miR-429在FSTL1

 

mRNA的3'-
UTR处的潜在结合位点。从基因组 DNA 中扩增

FSTL1的3'-UTR,并在FSTL1控制载体的终止密

码子下游克隆。该结构为野生型和突变型,使用位点

定向诱变试剂盒进行PCR扩增,将荧光素酶报告载

体与 miR-429
 

NC 和 miR-429
 

mimics 共 转 染 到

H1299细胞中,48
 

h后双荧光素酶分析。
1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间两两比较采用LSD-t检验,多组间比

较采用单因素方差分析;计数资料以频数或百分率表

示,比较采用χ2 检验;采用Kaplan-Meier法绘制生存

曲线,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-429在非小细胞肺癌组织和细胞中的表达

情况

非小细胞肺癌组织 miR-429相对表达水平明显

低于癌旁组织(P<0.05)。非小细胞肺癌细胞系SP-
CA1、A549、H460、H1299中 miR-429相对表达水平

明显低于正常肺支气管上皮细胞 BESA-2B(P<
0.05),其中 H1299细胞表达最低,所以后续采用

H1299细胞继续实验,见图1。

  A:miR-429在非小细胞肺癌组织和癌旁组织中的表达情况;B:

miR-429在不同非小细胞肺癌细胞系及正常肺支气管上皮细胞中的表

达情况;a:P<0.05,与癌旁组织比较;b:P<0.05,与BESA-2B比较。

图1  miR-429在非小细胞肺癌组织和细胞中的表达情况

2.2 miR-429表达与患者临床特征的相关性分析

miR-429高表达和低表达患者的肿瘤大小、淋巴

结转移、TNM 分期比较,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1。

表1  miR-429表达与患者临床特征的相关性

   分析[n=30,n(%)]

项目 n 高表达 低表达 χ2 P

年龄 0.924 0.336

 ≥60岁 24 13(43.33) 11(36.67)

 <60岁 36 17(56.67) 19(63.33)

性别 0.297 0.585

 男 45 22(73.33) 23(76.67)

 女 15 8(26.67) 7(23.33)

肿瘤大小 5.529 0.023

 ≥3
 

cm 42 19(63.33) 23(76.67)

 <3
 

cm 18 11(36.67) 7(23.33)

淋巴结转移 6.314 0.017

 N0 40 17(56.67) 23(76.67)

 N1/N2 20 13(43.33) 7(23.33)

远处转移 0.273 0.601

 M0 17 21(70.00) 22(73.33)

 M1 43 9(30.00) 8(26.67)

TNM分期 8.612 0.003

 Ⅰ+Ⅱ期 22 14(46.67) 8(26.67)

 Ⅲ+Ⅳ期 38 16(53.33) 22(73.33)

2.3 miR-429表达对非小细胞肺癌患者预后的影响

Kaplan-Meier和Log-rank检验结果显示,miR-
429高表达患者中位生存时间为49个月,miR-429低

表达患者为37个月,miR-429高表达患者的生存率

明显优 于 低 表 达 患 者(Log-rank
 

χ2=6.915,P=
0.019),见图2。

图2  miR-429表达与非小细胞肺癌患者总体生存相关性

2.4 miR-429对H1299细胞侵袭的影响

对照组和 miR-429
 

NC组 H1299细胞侵袭数量

比较,差异无统计学意义(P>0.05),miR-429
 

mimics
组H1299细胞侵袭数量明显低于对照组和 miR-429

 

NC组(P<0.05),见图3。
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2.5 miR-429对H1299细胞迁移的影响

对照组和 miR-429
 

NC组 H1299细胞的愈合能

力比 较,差 异 无 统 计 学 意 义(P>0.05),miR-429
 

mimics组H1299细胞的愈合能力明显低于对照组和

miR-429
 

NC组(P<0.05),见图4。

  A:细胞侵袭检测图(Transwell,200×);B:转染后穿膜细胞侵袭数量柱状图;a:P<0.05,与对照组和miR-429
 

NC组比较。

图3  各组细胞的侵袭能力

  A:细胞迁移检测图(50×);B:转染后细胞愈合率柱状图;a:P<0.05,与对照组和miR-429
 

NC组比较。

图4  各组细胞的迁移能力

2.6 miR-429靶向FSTL1关系

TargetScan网站发现了FSTL1的3'-UTR区域

具有miR-429的靶向结合位点,荧光素酶报告结果显

示,与 miR-429
 

NC组比较,miR-429
 

mimics组野生

型FSTL1报告基因的荧光素酶活性明显降低(P<
0.05),但突变型的荧光素酶活性并没有发生改变

(P>0.05),见图5。
2.7 miR-429靶向FSTL1对 H1299细胞侵袭和迁

移的影响

miR-429
 

mimics组H1299细胞侵袭数量和愈合

率明显低于对照组(P<0.05);miR-429
 

mimics组和

miR-429
 

mimics+pcDNA3.1组 H1299细胞侵袭数

量和愈合率比较,差异无统计学意义(P>0.05);
miR-429

 

mimics+pcDNA-FSTL1组 H1299细胞侵

袭数量和愈合率明显高于 miR-429
 

mimics组(P<
0.05),见图6。

  A:miR-429靶向FSTL1关系;B:双荧光素酶报告基因试验证实靶向关系;a:P<0.05,与miR-429
 

NC组比较。

图5  双荧光素酶报告基因验证 miR-429靶向FSTL1的生物信息学分析
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  A、B:细胞侵袭检测图(Transwell,200×)及定量分析;C、D:细胞迁移检测图(50×)及定量分析;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与

miR-429
 

mimics组比较。

图6  miR-429靶向FSTL1对各组 H1299细胞侵袭和迁移的影响

3 讨  论

  肺癌根据病理分为小细胞肺癌和非小细胞肺癌,
其中非小细胞肺癌是癌变所导致死亡的最主要原

因[7]。非小细胞肺癌的发病原因还尚不明确,多数研

究表明环境、吸烟、遗传因素、职业接触及慢性肺部感

染是发病的危险因素[8]。由于该病临床表现缺乏特

异性,一些患者确诊时已为晚期,失去了最佳治疗的

时间,虽然手术、放化疗、分子靶向治疗等多项治疗手

段已经取得了重大的突破,但非小细胞肺癌的5年总

生存率也仅为15%左右[9]。非小细胞肺癌的发生、发
展是多种基因参与的复杂的生物学过程,相关研究发

现,肿瘤基因、肿瘤生长因子、细胞的侵袭和迁移等在

非小细胞肺癌的治疗和预后起着重要的作用[10]。
miRNA对基因翻译有着非常大的影响,人类基

因中50%以上是由 miRNA 调控的[11]。另外每个

miRNA可以调节大量的靶基因,通过 miRNA靶基

因的调节形成一个相互作用复杂的网络,允许 miR-
NA调控细胞的全面活动,包括细胞的增殖、凋亡、细
胞周期、侵袭、迁移及血管的形成[12]。miRNA广泛

参与人类的各种疾病,包括肿瘤。在不同的肿瘤中,
miRNA已经被证明是早期诊断和预后的潜在标记

物。miR-429属于miR-200家族的成员之一,是具有

抑癌作用的 miRNA,该家族具有高度保守性及组织

特异性等生物学特征[13]。最新研究报道,miR-429在

几种肿瘤中的表达降低,发挥着抑癌作用,可以作为

早期检测和预后的分子标记物[14]。FSTL1基因定位

于3q13染色体,属于一种分泌性糖蛋白,由308个氨

基酸组成[15]。近年来,关于FSTL1基因的研究主要

集中在自身免疫性疾病、免疫调节、炎症和缺血后血

管重构,鉴于FSTL1基因在炎症中发挥着特殊的作

用[16],所以在肿瘤的发展中引起了研究者的兴趣。相

关研究发现,FSTL1基因在肿瘤发生、发展的过程中

发挥着双重调控的作用[17],但确切的机制尚不明确,
所以本研究探讨 miR-429对非小细胞肺癌预后和生

物学功能的影响及对FSTL1基因的调控机制,结果

发现 miR-429对非小细胞癌的早期诊断和预后起到

至关重要的作用。
本研究首先通过实时荧光定量PCR检测 miR-

429的表达,结果显示 miR-429在非小细胞肺癌组织

和细胞系中高表达,且 miR-429表达与肿瘤大小、淋
巴结转移、TNM分期具有一定的关系,且 miR-429高

表达患者的生存率明显优于低表达患者。为了验证

miR-429在非小细胞肺癌中的作用,采用 Transwell
和细胞划痕实验检测细胞侵袭和迁移,结果显示,高
表达miR-429可以抑制 H1299细胞的侵袭和迁移。
随后通过 Targetscan网站预测 miR-429在 FSTL1

 

mRNA的3'-UTR处的潜在结合位点,并通过双荧光

素 酶 报 告 实 验 证 明,miR-429
 

mimics 组 野 生 型
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FSTL1报告基因的荧光素酶活性明显降低。接着构

建pcDNA-FSTL1的表达载体,经pcDNA-FSTL1转

染到高表达 miR-429的 H1299细胞中,结果显示,
miR-429

 

mimics+pcDNA-FSTL1组中 H1299细胞

侵袭数量和愈合率高于 miR-429
 

mimics组。提示高

表达miR-429可以促进FSTL1的表达,从而起到抑

制细胞侵袭和迁移的作用。相关研究表明,高表达

miR-429可以诱导非小细胞肺癌 A549细胞株的增

殖、侵袭和转移,并靶向RASSF8、PTEN等基因调控

肿瘤的发生、发展[18],与本研究类似。
综上所述,本研究初步探讨了 miR-429在非小细

胞肺癌中的作用,验证了miR-429靶向FSTL1关系,
通过靶向FSTL1基因调控非小细胞肺癌细胞的侵袭

和迁移的作用,为非小细胞肺癌的分子靶向治疗提供

有价值的参考。
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