
肺癌是世界上最常见的癌症之一，对人类健康

造成严重危害［1］。肺癌最常见的亚型是非小细胞肺

癌（non⁃small cell lung cancer，NSCLC），约占全部肺

癌的 85％。由于缺乏对特定生物标志物的早期筛

查和诊断，而且早期肺癌临床症状不明显，所以肺

癌一经诊断大多已处于晚期阶段。肺癌患者的5年

生存率仍低于 10％［2］。因此，努力寻找新的生物标

记物并探索其生物学功能，为肺癌患者提供准确的

早期诊断和个体化治疗方案尤为重要。

miRNA是近年来发现的19~22个核苷酸的非编

码单链RNA。大量研究表明miRNA参与多种疾病

的发生发展过程，尤其是miRNA在肿瘤细胞增殖、

凋亡、迁移和侵袭等生物学过程中发挥着促癌或抑

癌作用［3-4］。近年来，诸多研究已证实：许多miRNA
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如miR⁃126［5-6］、miR⁃16⁃1［7］可通过调控其靶基因参

与肿瘤的发生发展。miR⁃939通过下调APC2促进

卵巢癌细胞的增殖能力［8］。然而，miR⁃939在NSCLC
中的功能及其作用机制罕有报道。

本文主要研究了miR⁃939在NSCLC组织及细胞

系中的表达情况，进一步评估其对细胞侵袭能力及

EMT的影响，不仅有助于NSCLC的临床诊疗，同时

也为开发新型抗肺癌基因药物提供了有效的干预

靶点和理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

肺癌细胞系H1299、SPCA1、A549、H358及人肺

正常细胞系 16HBE（上海中国科学院）；TRIzol试剂

盒，NanoDrop 300分光光度计，SuperScript Ⅱ第 1链
cDNA 合成试剂盒，miRNA TaqMan 测定（Thermo
Fisher公司，美国）；miR⁃939抑制剂（inhibitor）和抑

制剂阴性对照（inhibitor negative control，inhibitor
NC）的寡核苷酸由 RiboBio（广州 RiboBio公司）合

成；24孔板及 8 mm孔径的小室（Millipore公司，德

国）；小鼠单克隆E⁃钙黏着蛋白（E⁃cadherin），波形

蛋白（Vimentin，1∶1 000稀释），抗 GAPDH的抗体

（1∶1 000 稀释）（Santa Cruz公司，美国）。

NSCLC标本及癌旁组织来源于在南京医科大

学第一附属医院手术患者，标本取下后在液氮中直

接冷冻并储存于-80 ℃直至进一步分析。本研究所

有操作及人体实验均符合并得到伦理委员会的批

准；所有在本研究中接受实验的患者都签署了同意

书；所有临床手术均按照南京医科大学第一附属医

院伦理委员会标准及规范进行。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

所有细胞系在37 ℃、5％CO2条件下保存在培养

基（DMEM）或含10％FBS的RPMI⁃1640中。

1.2.2 实时定量RT⁃PCR
用TRIzol试剂盒从细胞系或临床样品中提取总

RNA，RNA 质量通过 NanoDrop 300 分光光度计确

认。使用 SuperScript Ⅱ第 1链 cDNA合成试剂盒进

行逆转录。使用miRNA TaqMan测定，对ABI Prism
7900检测系统进行miR⁃939的RT⁃PCR。GAPDH作

为内参。

1.2.3 瞬时转染

miR⁃939抑制剂（inhibitor）和抑制剂阴性对照

（inhibitor negative control，inhibitor NC）的寡核苷酸

由 RiboBio 合成。用 Lipofectamine2000 将 inhibitor
和 inhibitor NC转染至H1299和SPCA1细胞系。

1.2.4 侵袭实验

使用24孔板及8 mm孔径的小室进行细胞侵袭

实验。将转染的H1299或SPCA1细胞（1×105个/孔）

铺在含有 1％FBS的培养基中的上室中。下室中充

满含有 10％FBS的培养基。24 h后，将迁移到下室

的细胞用70％乙醇固定并用苏木精染色。

1.2.5 Western blot检测

提取细胞中的蛋白并通过 10％SDS分离，用牛

奶（5％无脂）封闭，然后加入小鼠单克隆E⁃钙黏着

蛋白（E⁃cadherin）、波形蛋白（Vimentin，1∶1 000稀

释）、抗GAPDH的抗体（1∶1 000 稀释，Santa Cruz公
司，美国）。使用Bio⁃Rad Laboratories（Richmond公

司，美国）进行分析。GAPDH作为内参。

1.3 统计学方法

统计分析通过 STATA软件（版本 11.0）进行。t

检验用于分析体外研究中的统计学差异。通过卡

方检验分析NSCLC患者临床因素的统计学差异。

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NSCLC组织中miR⁃939的表达增加

本研究收集了NSCLC患者的临床标本（癌/癌
旁组织），通过qRT⁃PCR检测并比较miR⁃939在癌组

织与相邻癌旁组织中的表达水平。结果显示：与癌

旁组织相比较，miR⁃939在癌组织中的表达显著升

高（图1A）。此外，结合NSCLC患者的临床特征（表

1），研究发现miR⁃939的差异表达与患者年龄、性

别、吸烟史无关，但与肿瘤分期、淋巴结转移密切相

关。由此可推测miR⁃939可能作为癌基因，促进

NSCLC发展。

2.2 NSCLC细胞系中miR⁃939表达明显增加

通 过 qRT ⁃ PCR 方 法 检 测 NSCLC 细 胞 系

（H1299、SPCA1、A549、H358）和正常肺上皮细胞系

（16HBE）中miR⁃939的表达水平。分析结果显示，

NSCLC细胞系（H1299、SPCA1、A549、H358）中miR⁃
939的表达水平明显高于 16HBE，其结果支持临床

分析结果（图 1B）。基于miR⁃939在细胞系中差异

表达，本研究挑选了H1299和SPCA1细胞系用于后

续的细胞实验。

2.3 miR⁃939下调抑制NSCLC细胞的侵袭能力

分析发现miR⁃939的差异表达与淋巴结转移有

关，为在体外探索miR⁃939对NSCLC细胞侵袭转移
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方面的调控机制，本研究将miR⁃939抑制剂（inhibi⁃
tor）和抑制剂对照组（inhibitor NC）分别转染细胞

系。qRT⁃PCR方法验证其转染效率，结果显示：与

对照组 inhibitor NC相比较，在转染miR⁃939 inhibitor
的细胞中miR⁃939表达显著减少（图2）。

通过Transwell侵袭实验检测miR⁃939对NSCLC
细胞侵袭能力的影响，结果显示：与 inhibitor NC相

比，inhibitor组侵入下室的细胞明显减少（图 3），表

明miR⁃939下调抑制NSCLC细胞的侵袭能力。

2.4 下调miR⁃939可抑制EMT过程

EMT是指在特定生理或病理条件下，上皮细胞

向间质细胞发生转化的现象。发生EMT的细胞更

容易迁移和侵袭，EMT在多种恶性肿瘤侵袭转移中

的作用已成为相关领域的研究热点。在此，本研究

也进一步探索了miR⁃939对EMT过程的影响，通过

Western blot实验发现：下调miR⁃939后 E⁃cadherin
表达水平升高，Vimentin表达水平降低（图4）。该结

果表明下调miR⁃939可抑制EMT过程。

3 讨 论

许多研究已经表明miRNA可作为促癌基因或
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表达水平，GAPDH作为内参，两组比较，*P＜0.05；B：通过qRT⁃PCR
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图1 miR⁃939在NSCLC组织及细胞系中表达升高

Figure 1 miR ⁃ 939 was increased in NSCLC tissues and
cell lines

表1 miR⁃939与NSCLC患者临床特征之间的关系

Table 1 The relationship betweenmiR⁃939 and clinical fea⁃
tures in patients with non ⁃ small cell lung cancer

临床特征

总数

年龄（岁）

≤ 60
> 60

性别

男

女

吸烟史

有

无

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

淋巴结转移

有

无

总数

50
0
21
29
0
27
23
0
26
24
0
28
22
0
18
32

高

25

08
17

11
14

16
09

10
15

13
12

低

25

13
12

16
09

10
15

18
07

05
20

P值

0.152

0.156

0.089

0.023

0.018
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染H1299（A）和SPCA1（B）后miR⁃939的表达水平。GAPDH作为内

参，两组比较，*P＜0.05。
图2 转染miR⁃939 inhibitor可使miR⁃939表达水平降低

Figure 2 miR⁃939 was down⁃regulation via transfecting
with miR⁃939 inhibitor
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图3 下调miR⁃939可抑制细胞的侵袭能力

Figure 3 Down⁃regulation of miR⁃939 could inhibit cell invasive ability

抑癌基因参与不同肿瘤的发生发展过程，如miRNA⁃
221在肾细胞癌中的表达增加，并通过控制 TIMP2
促进细胞增殖、迁移和侵袭［9］。在胃癌中，miR⁃29a
通过调控回旋同源物可抑制细胞迁移和侵袭［10］。

通过靶向调控 TIAM1，低表达miR⁃329能够影响胃

癌侵袭和生长［11］。另外，许多特殊的miRNA已被证

实是多发性恶性肿瘤患者早期诊断和预后的生物

标志物。miR⁃197的下调可以预测食管癌患者的不

良预后［12］，miR⁃126和miR⁃200c参与NSCLC患者的

预后［13］。本研究发现：miR⁃939在NSCLC癌组织中

的表达显著高于癌旁组织，进一步结合患者临床资

料分析发现，miR⁃939在NSCLC中的差异表达与肿

瘤分期和淋巴结转移密切相关，这表明miR⁃939在
NSCLC中可作为促癌基因参与肿瘤发展，尤其是肿

瘤的侵袭转移过程。同时，本研究通过qRT⁃PCR检

测发现NSCLC细胞系（H1299、SPCA1、A549、H358）
中miR⁃939的表达水平明显高于 16HBE，其结果支

持临床分析结果。随后，通过miR⁃939抑制剂成功

将H1299和 SPCA1细胞系中miR⁃939的表达量下

调。并通过体外细胞实验初步研究了miR⁃939在细

胞侵袭方面的功能作用，在H1299和SPCA1细胞系

中，沉默miR⁃939可抑制细胞的侵袭能力。由此说

明，miR⁃939作为促癌基因可能参与了肿瘤细胞的

侵袭转移过程。

采用Western blot实验检测EMT相关标志物E⁃cadherin和Vimentin的表达水平。GAPDH作为内参，两组比较，*P＜0.05。
图4 下调miR⁃939可抑制EMT过程

Figure 4 Down⁃regulation of miR⁃939 could suppress EMT
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肿瘤的侵袭转移是导致患者预后不良的主要

因素之一，EMT已被证实在肿瘤的侵袭转移过程中

扮演着重要角色。EMT过程在胚胎发育、慢性炎

症、组织重建、癌症转移和多种纤维化疾病中发挥

了重要作用，其主要特征有细胞黏附分子（如E⁃cad⁃
herin）表达的减少、细胞角蛋白细胞骨架转化为波

形蛋白（Vimentin）为主的细胞骨架及形态上具有间

充质细胞的特征等。通过EMT过程，上皮细胞失去

了细胞极性，失去与基底膜的连接等上皮表型，获

得了较高的迁移与侵袭、抗凋亡和降解细胞外基质

的能力等间质表型［14-17］。本研究通过Western blot
实验发现：在H1299和 SPCA1细胞系中，下调miR⁃
939后E⁃cadherin表达水平升高，Vimentin表达水平

降低。该结果表明：下调miR⁃939可抑制 EMT过

程。进而说明，miR⁃939通过调控EMT参与肿瘤的

侵袭转移过程。至于其具体机制仍尚不明确，因为

肿瘤的发生发展过程，尤其是肿瘤的侵袭转移这一

重要过程，不是某一个基因或者某两个因子所决定

的，而是由多个因素多个网络共同作用的复杂过程，

因此，miR⁃939是如何参与NSCLC发生发展过程仍

需要更深入更大规模的实验进一步研究与验证。

综上所述，miR⁃939作为一种新的促癌基因，可

调控NSCLC细胞的侵袭能力及EMT过程，其不仅有

助于NSCLC的临床诊疗，同时也为开发新型抗肺癌

基因药物提供了有效的干预靶点和理论依据。
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