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摘要 目的 探究基因干扰 miＲ-105 对非小细胞肺癌细胞
的干细胞样特性、恶性增殖和侵袭的影响。方法 ＲT-PCＲ

检测 33 例肺癌患者肺组织及癌旁组织中 miＲ-105 表达水
平。转染 miＲ-105 inhibitor至 A549 细胞，将细胞随机分为 3

组( Control、inhibitor-NC、miＲ-105 inhibitor 组) 进行后续实
验。ＲT-PCＲ检测 miＲ-105 表达水平; 成球实验检测细胞成
球率、成球直径; Weslern blot 检测 SOX2、OCT4 蛋白表达水
平; 流式分选检测 CD133 +细胞数; 克隆形成实验检测细胞

增殖; Transwell检测细胞侵袭; Weslern blot 检测 VEGF 蛋白
表达水平。结果 癌旁组织中 miＲ-105 表达水平低于癌组
织。与 Control 组相比较，miＲ-105 inhibitor 组 miＲ-105 表达
水平降低( P ＜ 0. 05 ) ，细胞成球率、成球直径降低( P ＜
0. 05) ，SOX2、OCT4 蛋白水平降低( P ＜ 0. 05 ) ，CD133 +细胞

数降低( P ＜ 0. 05) ，克隆形成率降低( P ＜ 0. 05) ，侵袭细胞数
降低( P ＜ 0. 05 ) ，VEGF 蛋白水平降低( P ＜ 0. 05 ) 。结论
基因干扰 miＲ-105 可抑制非小细胞肺癌细胞的干细胞样特
性、恶性增殖和侵袭。
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肺癌的发病率是目前所有癌症类型中最高的，

其中 85%是非小细胞肺癌［1］。超过 50%的肺癌患
者在确诊 1 年后死亡［2］。肺癌晚期患者往往由于癌
细胞从原发部位转移至远处器官导致预后不良和治

疗失败。当前，化学疗法、放射疗法和靶向疗法是比
较有效的肺癌治疗方法，但由于化疗药物耐药性，化

学疗法的应用受到限制［3］，因此进一步探究预防肺

癌发生发展的可能靶点非常必要。
微小 ＲNA 是一大类内源性微小非编码 ＲNA，

长度为 21 ～ 22 个核苷酸，可调节约 30%的人类基

因表达［4］。越来越多的证据表明，微小 ＲNA可以作
为癌基因和抑癌基因参与肿瘤的发展。microＲNA-
105( miＲ-105) 与肝癌、结肠癌和卵巢癌的发生发展
有着密切关系［5］。已有研究［6］表明 miＲ-105 通过
上调 Mcl-1 促进非小肺癌细胞的上皮 －间质转化。
能靶向负调控 KIFC1 抑制非小细胞肺癌细胞增殖、
迁移和侵袭能力［7］。但 miＲ-105 对非小细胞肺癌的
具体作用机制仍不清楚。该文旨在探究基因干扰
miＲ-105 对非小细胞肺癌细胞的干细胞样特性、恶
性增殖和侵袭的影响，为靶向治疗非小细胞肺癌提

供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 实验试剂 Dulbeccos modified Eagles medium
( DMEM) 培养基( 货号: 12100-046 ) 、青链霉素( 货
号: 15140-122) 、胎牛血清( 货号: 26400-036 ) 、胰蛋
白酶( 货号: 15050-057) 和 F12 培养基( 货号: 21700-
075) 购自美国 Gibco公司; LipoＲNAiTM转染试剂( 货
号: C0535 ) 、BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( 货号:
P0012) 购自上海碧云天生物技术研究所; Transwell
( 货号: 3374) 购自美国 Corning 公司; Anti SOX2 ( 货
号; ab97959) 、OCT4 ( 货号: ab18976 ) 、VEGF ( 货号;
ab2350) 、β-actin( 货号: ab8227) 购自英国 Abcam 公
司。
1． 2 细胞培养 33 例肺癌及癌旁组织来源于河南
科技大学第一附属医院，所有涉及研究的标本取材

均预先征得患者及家属知情同意，并经过医院伦理

委员会批准，ＲT-PCＲ 检测肺癌组织和癌旁组织中
miＲ-105 表达水平。人非小细胞肺癌细胞 A549 来
源于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库，将

细胞培养于 DMEM培养基中，添加 10%胎牛血清和
1%青链霉素，置于 37 ℃含 5% CO2 的培养箱中培

养，每 24 h更换新鲜培养基，1 ∶ 2 传代。选用对数
生长期细胞为实验用细胞。
1． 3 ＲT-PCＲ 用 TＲIzol法从 A549 细胞中提取总
ＲNA，用 Nanodrop分光光度计测定吸光度值( A260 /
A280) ，按试剂盒说明书进行 cDNA 合成和 PCＲ 的
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扩增，反应条件为: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性
30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，扩增 35 个循
环; 72 ℃延长 10 min。存储在 4 ℃条件下。反应产
物用 2%琼脂糖凝胶电泳分离。
1． 4 细胞处理及分组 取对数生长期的 A549 细
胞 1 × 105 个 /孔接种于 6 孔板，细胞密度达 60%时，
按 LipoＲNAiTM转染试剂说明书的方法将 inhibitor-
NC、miＲ-105 inhibitor转染至 A549 细胞，细胞分为:
Control组、inhibitor-NC组和 miＲ-105 inhibitor组。
1． 5 成球实验 将各组细胞经流式细胞仪计数后
铺至超低黏附 96 孔板。每孔 100 μl F12 成球培养
基，含 10 个活细胞，各铺 10 个复孔。静置培养 14 d
后倒置显微镜下观察成球率及成球直径。成球率 =
每孔细胞球数目总和 /每孔加入的细胞数 × 100%。
1． 6 流式分选检测 CD133 取对数生长期的 A549
细胞，0. 01% PBS 清洗 2 次后用 0. 25%胰酶消化，
培养液终止，1 000 r /min离心 10 min，弃去上清液，
调整细胞密度为 5 × 106 个 /ml。分别加入抗 CD133
抗体，用流式细胞仪进行检测。
1． 7 克隆形成实验 在培养皿中培养细胞至大约
30%汇合度，继续培养 4 d，吹散为单个细胞，用 6 孔
板培养，每孔约 500 个细胞，培养 14 d，弃掉培养基，
用乙醇固定 30 min，接着用 0. 5%结晶紫染色，用去
离子水漂洗晾干，进行拍照观察。
1． 8 Transwell 实验 取 300 μl 无血清培养基，4
℃下加入 60 μl Matrigel，混匀，平均加入小室，置于
37 ℃培养箱中孵育 5 h，将 100 μl 细胞用无血清培
养基清洗 3 次，配成细胞悬液加入 Transwell 小室，
下室中加入 600 μl含有 20%胎牛血清的培养基，置
于 37 ℃培养箱中孵育 24 h，取出 Transwell 用 PBS
洗 2 次，5%戊二醛固定，0. 1%结晶紫染色 0. 5 h 后
于荧光显微镜下观测。
1． 9 Western blot 实验 收集各组细胞在冰上溶
解 25 min。以 12 000 r /min 离心 10 min，加入含蛋
白酶抑制剂的细胞裂解液进行总蛋白提取，用 BCA
试剂盒测定蛋白质含量。提取等量的蛋白质样品
( 20 mg) ，在 100 ℃条件下变性 5 min。使用 SDS-
PAGE凝胶电泳法分离并转移至 PVDF 膜，在 4 ℃
条件下加入相应一抗并孵育过夜，清洗，然后在 4 ℃
下加入辣根过氧化物酶标记的二抗，孵育 2 h，最后
加入发光液，曝光处理。ImageJ软件统计灰度值。
1． 10 统计学处理 应用 SPSS 19. 0 软件对实验数
据进行统计学分析。数据以 珋x ± s 表示，各组间比较
采用方差分析法。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同组织miＲ-105 的表达水平 收集 33 例肺
癌病人肺癌组织样本，通过 ＲT-PCＲ 检测肺癌组织
和癌旁组织中 miＲ-105 表达水平，结果如图 1A 所
示，癌旁组织中 miＲ-105 表达水平低于癌组织; 通过
ＲT-PCＲ检测各组细胞 miＲ-105 表达水平，结果如
图 1B 所示，与 Control 组相比较，miＲ-105 inhibitor
组 miＲ-105 表达水平降低( F = 476. 8，P ＜ 0. 05) 。

图 1 不同组织 miＲ-105 表达水平
A: 肺癌组织和癌旁组织中 miＲ-105 表达水平; B: miＲ-105 表达

水平直方图; 1: Control 组; 2: inhibitor 组; 3: miＲ-105 inhibitor 组; 与

Control组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞成球率、成球
直径影响 通过成球实验检测各组细胞成球率、成
球直径，结果如图 2 所示，与 Control组相比较，miＲ-
105 inhibitor 组细胞成球率、成球直径降低( F =
40. 08、14. 50，P ＜ 0. 05) 。
2． 3 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞 SOX2、
OCT4 蛋白表达水平的影响 通过 Western blot 检
测各组细胞 SOX2、OCT4 蛋白表达水平，结果见图
3，与 Control 组比较，miＲ-105 inhibitor 组 SOX2、
OCT4 蛋白水平降低( F = 54. 61、55. 21，P ＜ 0. 05) 。
2． 4 基因干扰miＲ-105 对 A549 细胞 CD133 +细胞

数的影响 通过流式分选检测各组细胞 CD133 +细

胞数，见图 4，与 Control组比较，miＲ-105 inhibitor 组
CD133 +细胞数降低( F = 47. 07，P ＜ 0. 05) 。
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图 2 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞成球率、成球直径的影响
A: 细胞成球实验 × 200; B: 细胞成球率直方图; C: 细胞成球直

径直方图; 1: Control组; 2: inhibitor组; 3: miＲ-105 inhibitor组; 与 Con-

trol组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞增殖的影响
通过克隆形成实验检测各组细胞增殖情况，见图

5，与 Control 组相比较，miＲ-105 inhibitor 组克隆形
成率降低( F = 54. 41，P ＜ 0. 05) 。
2． 6 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞侵袭和

图 3 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞 SOX2、OCT4 蛋白

表达水平的影响

A: SOX2、OCT4 蛋白表达; B: SOX2、OCT4 蛋白表达直方图; 1:

Control组; 2: inhibitor 组; 3: miＲ-105 inhibitor 组; 与 Control 组比较:
* P ＜ 0. 05

图 4 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞 CD133 +细胞数的影响

A: 流式分选检测 CD133 + 细胞数; B: CD133 + 细胞数直方图; 1: Control 组; 2: inhibitor 组; 3: miＲ-105 inhibitor 组; 与 Control 组比较:
* P ＜ 0. 05

图 5 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞增殖的影响

A: 克隆形成实验 × 200; B: 细胞克隆形成率直方图; 1: Control组; 2: inhibitor组; 3: miＲ-105 inhibitor组; 与 Control组比较: * P ＜ 0. 05
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VEGF蛋白表达水平的影响 通过 Transwell 检测
各组细胞侵袭，见图 6A，与 Control 组相比较，miＲ-
105 inhibitor 组侵袭细胞数降低( F = 11. 34，P ＜
0. 05) ; 通过 Western blot 检测各组细胞 VEGF 蛋白
表达水平，见图 6B，与 Control组相比较，miＲ-105 in-
hibitor 组 VEGF 蛋白水平降低 ( F = 18. 48，P ＜
0. 05) 。

图 6 基因干扰 miＲ-105 对 A549 细胞侵袭

和 VEGF蛋白表达水平的影响

A: Transwell检测细胞侵袭 × 200; B: VEGF 蛋白表达; 1: Control

组; 2: inhibitor 组; 3: miＲ-105 inhibitor 组; 与 Control 组比较: * P ＜

0. 05

3 讨论

肺癌是全世界公认的高度侵袭性肿瘤，在中国

肺癌的发病率和死亡率极高。随着科技的进步，早
期诊断、手术治疗和靶向治疗已取得了巨大进展，但
肺癌患者的预后仍然很差，其 5 年生存率仅为
15%［8］。新的肿瘤标记物和治疗靶点是未来肺癌
诊断治疗的方向。研究［9］表明 microＲNA 在肺癌的
病理进程中起重要作用，microＲNA可用于肺癌的早
期诊断及治疗。

肿瘤干细胞是存在于肿瘤组织中具有自我更新

能力的细胞，其可分化成为不同家族的肿瘤细胞构

成整个肿瘤。肿瘤细胞获得干细胞表型后具有较强
的成球能力，并分化成其他类型的肿瘤细胞，肿瘤干

细胞表型的获得是恶性肿瘤重要的生物学特性，也

是肿瘤复发的重要因素之一。研究表明肺癌的发生
发展、复发、转移、抗辐射以及耐药性等恶性表型特
征都与肺癌干细胞相关［10］。SOX2 与 OCT4 作为癌
症干细胞标志物，在维持干细胞多能性方面起着重

要作用，其参与肿瘤细胞的增殖、分化、侵袭、转移、
耐药、复发等过程［11］。CD133 是肿瘤干细胞标志
物，在肺癌干细胞的分离、纯化中具有重要作用，与
肺癌细胞耐药、预后及靶向治疗密切相关［12］。夏凡
等［13］研究提示 miＲ145 通过下调 OCT4 表达抑制
A549 细胞干细胞特性。本研究表明基因干扰
miＲ-105具有降低 A549 细胞成球率、成球直径和
CD133 +细胞数，下调 A549 细胞 SOX2、OCT4 蛋白
表达水平的作用，提示基因干扰 miＲ-105 表达可抑
制 A549 干细胞样特性。
肺癌细胞的增殖、侵袭是影响肺癌预后及病情

转归的重要生物学行为。抑制肺癌细胞增殖和侵袭
是治疗肺癌的重要方式。肺癌细胞的增殖、侵袭受
到细胞内多种基因的调控。血管生成是肿瘤发展的
特征，VEGF在肿瘤发生发展过程中起着重要作用，
通过刺激肺血管内皮细胞分化增殖和迁移、提高血
管通透性、浸润淋巴管等促进肺癌的进展和转移。
谢易 等［14］研究表明 miＲ-105 在骨关节炎中通过负
向调控 FUT4 影响骨关节炎软骨细胞的增殖和凋
亡。Liu et al［15］研究提示 miＲ-105 上调通过直接靶
向 SOX9 的 mＲNA 并抑制下游 TCF4、c-MYC、
Cyclin D1和 AXIN2 蛋白表达来抑制增殖和侵袭并
诱导胶质瘤细胞凋亡。该研究表明基因干扰 miＲ-
105 具有抑制 A549 细胞增殖、侵袭和下调 VEGF 蛋
白表达水平的作用。
综上所述，该研究表明基因干扰 miＲ-105 对

A549 细胞干样特性、增殖和侵袭的影响: 降低成球
率、成球直径和 CD133 + 细胞数，下调 A549 细胞
SOX2、OCT4 蛋白表达水平，抑制 A549 细胞增殖、侵
袭和下调 VEGF蛋白表达水平。该文为非小细胞肺
癌的靶向治疗提供了一定的实验依据。
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Gene interference miＲ-105 inhibits the stem cell-like characteristics，
malignant proliferation and invasion of non-small cell lung cancer cells

Li Jiyuan1，Ma Xin2，Zhang Canbin1，et al
( 1Dept of Chest Surgery，2Dept of Ｒheumatology，

The First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology，Luoyang 471000)

Abstract Objective To investigate the effects of gene interference with miＲ-105 on stem cell-like characteris-
tics，malignant proliferation and invasion of non-small cell lung cancer cells． Methods ＲT-PCＲ was used to de-
tect the expression level of miＲ-105 in lung tissues and adjacent tissues of 33 patients with lung cancer． After trans-
fection of miＲ-105 inhibitor into A549 cells，the cells were randomly divided into three groups: Control group，in-
hibitor-NC group and miＲ-105 inhibitor group for follow-up experiments． The expression level of miＲ-105 was de-
tected by ＲT-PCＲ． The pellet formation rate and pellet formation diameter were measured by pellet formation exper-
iment． Western blot was used to detect the expression levels of SOX2 and OCT4 proteins． The number of CD133
positive cells was determined by flow separation． Cell proliferation was detected by clone formation assay． Transwell
was used to detect cell invasion; Western blot was used to detect VEGF protein expression level． Ｒesults The re-
sults showed that the expression level of miＲ-105 in paracancer tissues was lower than that in cancer tissues． Com-
pared with the Control group，miＲ-105 inhibitor group of miＲ-105 expression level decreased( P ＜ 0. 05) ，the cells
into a ball rate，into a ball diameter decreased ( P ＜ 0. 05 ) ，SOX2，OCT4 protein levels ( P ＜ 0. 05 ) and CD133
positive cells were lower( P ＜ 0. 05) ，clone formation rate was lower ( P ＜ 0. 05 ) ，invasive cells were lower ( P ＜
0. 05) ，VEGF protein levels were lower( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Gene interference with miＲ-105 can well inhibit
stem cell-like characteristics，malignant proliferation and invasion of non-small cell lung cancer cells．
Key words non-small cell lung cancer; microＲNA-105; stem cell like characteristics; invasion
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