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摘要 目的 研究 miＲ-223-3p 对肺鳞癌细胞顺铂( CDDP)

敏感性的影响。方法 通过分别升高或降低( miＲ-223-3p

mimics、NC-mimics、miＲ-223-3p inhibitor、NC-inhibitor) 肺鳞癌
NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞内 miＲ-223-3p 的含量后，qＲT-

PCＲ检测细胞内 miＲ-223-3p 基因表达水平; CCK-8 法检测

细胞半数抑制浓度( IC50) ; 流式细胞仪检测细胞加入 CDDP

药物刺激后凋亡率的改变( 分别设计四组不同的处理: miＲ-

223-3p mimics + CDDP、NC-mimics、miＲ-223-3p inhibitor + CD-

DP、NC-inhibitor) ; Transwell实验检测 SK-MES-1 细胞迁移能

力的变化;Western blot 法检测 SK-MES-1 细胞中 Bax、ZEB1

和 E-cadherin的变化。结果 CCK-8 实验结果表明，miＲ-

223-3p mimics组的 IC50 低于对照组的 IC50，miＲ-223-3p in-

hibitor组的 IC50 高于对照组的 IC50; 流式细胞术凋亡检测

结果显示，miＲ-223-3p mimics + CDDP( 80 μmol /L) 组细胞凋

亡率增加，而 miＲ-223-3p inhibitor + CDDP( 80 μmol /L) 组细

胞凋亡率减少;Western blot证实，同时分别升高或降低肺鳞

癌细胞内的 miＲ-223-3p含量后，ZEB1 蛋白相应的降低和升

高，且 Bax、E-cadherin蛋白相应的升高和降低。结论 miＲ-

223-3p作为抑癌基因影响肺鳞癌细胞对 CDDP的敏感性，可

作为治疗肺鳞癌 CDDP耐药的重要分子靶标。
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在中国，非小细胞肺癌 ( non small cell lung
cancer，NSCLC) 大约占肺癌病例的 85%［1］，是肺癌
的主要形式，经各种临床手段治疗的肺鳞癌患者的

5 年生存率仍然很低，其中肺鳞癌主要以顺铂( cis-
platin、CDDP) 化疗为主，容易产生耐药性［2］。miＲ-
NAs已知可以调控多种基因的表达，进而影响肿瘤
细胞对化疗药物的敏感性［3］。研究［4］显示，miＲNA

既可以作为癌基因，也可以作为抑癌基因，并且在大

多数恶性肿瘤中都表达异常。前期通过构建肺鳞癌
患者来源的移植瘤( patient derived tumor xenograft，
PDTX) 模型筛选出在肺鳞癌组织中下调的 miＲ-223-
3p［5］，为鉴定 miＲ-223-3p在肺鳞癌 CDDP 耐药中的
调控作用，采用瞬时转染分别上调和下调 miＲ-223-
3p的表达，研究 miＲ-223-3p影响肺鳞癌 CDDP耐药
性的分子机制，以期探究肺鳞癌诊断和治疗的新型

标志物。

1 材料与方法

1． 1 材料 肺鳞癌 SK-MES-1 和 NCI-H520 细胞株
( 上海生命科学研究院) ; DMEM 高糖培养基( 加拿
大，Wisent) ; ＲPMI 1640 培养基( 北京全式金生物，
Transgen Biotech) ; 胎牛血清( 澳洲，Gibco) ; 非编码
ＲNA引物、miＲ-223-3p inhibitor、mimics 及其阴性对
照( NC) 组( 合肥通用生物、上海吉玛公司合成) ;
qＲT-PCＲ检测试剂盒( 南京诺唯赞、日本 Takara 公
司) ; CCK-8 检测试剂盒( 日本同仁公司) ; CDDP( 上
海 Sigma公司) ; 细胞凋亡检测( 南京诺唯赞公司) ;
细胞总蛋白提取试剂( 南京贝博公司) ; ZEB1、E-
Cadherin和 Bax抗体( 武汉 Proteintech公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 在 37 ℃、5% CO2 的培养环境

下，用 DMEM高糖培养基培养 SK-MES-1 细胞，ＲP-
MI 1640 培养基培养 NCI-H520 细胞。待培养皿内
细胞密度达 90%时进行传代，通常按照 1 ∶ 3 或 1
∶ 2 进行细胞传代。
1． 2． 2 细胞瞬时转染 按照 Lipofectamine 2000 转
染试剂说明进行实验步骤，将 miＲ-223-3p mimics、
NC-mimics、miＲ-223-3p inhibitor和 NC-inhibitor分别
转染于 SK-MES-1 和 NCI-H520 细胞中。
1． 2． 3 qＲT-PCＲ检测 miＲ-223-3p表达 细胞作相
应处理后，利用 TＲIzol 提取各组细胞 ＲNA，运用
Takara 逆转录和 qＲT-PCＲ 试剂盒检测 miＲ-223-3p
表达，以 U48 作为内参，以 2 － ΔΔCT计算 miＲ-223-3p
相对表达量。
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1． 2． 4 CCK-8 法检测细胞对 CDDP 药物敏感性变
化 将 miＲ-223-3p mimics、NC-mimics、miＲ-223-3p
inhibitor 和 NC-inhibitor转染 SK-MES-1 和 NCI-H520
细胞，分别于转染 24 h 细胞贴壁后更换培养基，分
别向培养基加入 0、1、2、4、8、16、32 μmol /L 的 7 个
不同浓度梯度 CDDP，平行设置 5 个复孔。自动酶
标仪测定双波长450 630nm 处的吸光度( A) 值，最
终由 Graphpad软件计算出细胞半数抑制浓度( half
inhibition concentration，IC50 ) 。
1． 2． 5 细胞凋亡检测 miＲ-223-3p mimics、NC-
mimics、miＲ-223-3p inhibitor 和 NC-inhibitor 分别转
染 SK-MES-1 和 NCI-H520 细胞，转染 24 h 后，分别
在培养基中加入终浓度为 80 μmol /L的 CDDP，12 h
后收集细胞，采用 Annexin V FITC /PI 双染法，计算
细胞凋亡率，细胞凋亡率 = ( 早期细胞凋亡数 + 晚
期细胞凋亡数) / 总细胞数 × 100%。
1． 2． 6 肺鳞癌 SK-MES-1 细胞株( 具有迁移能力)
的 Transwell迁移实验 待测细胞培养至融合度达
90%左右，0. 25%胰酶消化液消化细胞，用无血清培
养基重悬细胞并将细胞浓度调整为 2 × 105 /ml。在
24 孔板底部和上部分别加入 600 μl 含 10%血清的
培养基和 100 μl 细胞悬液，继续在温箱孵育，每隔
一段时间镜下观察，如 24、48、72 h，用直尺测量细胞
愈合度。
1． 2． 7 Western blot 检测转染后 SK-MES-1 细胞
BCL2 同源的水溶性相关蛋白( Bax) 、E 盒结合锌指
蛋白 1( ZEB1) 和 E-钙黏蛋白( E-cadherin) 的表达变
化 将 miＲ-223-3p mimics、NC-mimics、miＲ-223-3p
inhibitor 和 NC-inhibitor 转染 SK-MES-1 细胞，作用
72 h 后提取总蛋白，离心收集蛋白上清液，BCA 法
进行浓度测定，蛋白煮沸变性后可放 － 80 ℃保存。
以 25 μg 的蛋白量上样并进行聚丙烯酰胺凝胶电
泳，聚偏二氟乙烯膜上电转 90 min后室温封闭 2 h，
再 分 别 加 入 ZEB1 ( 1 ∶ 1 000 ) 、E-cadherin
( 1 ∶ 1 000) 、Bax( 1 ∶ 1 000) 和 β-actin( 1 ∶ 6 000) 抗
体，4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 4 次，每次 8 min。加
入羊抗兔 /羊抗鼠二抗( 武汉 Proteintech 公司，1 ∶
6 000稀释) ，以 β-actin 作为内参，分析蛋白表达水
平。
1． 3 统计学处理 以上实验均重复至少 3 次以上，
所得数据用表示，2 个独立样本之间均值的比较，采
用的统计推断方法为 t检验，样本统计量 t值大小用

SPSS 19. 0 统计软件进行统计分析，P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。

2 结果

2． 1 基因干扰与过表达效率验证 通过 qＲT-PCＲ
定量检测 miＲ-223-3p的表达量，差异有统计学意义
( miＲ-223-3p mimics 组 t = － 31. 00，P ＜ 0. 05; miＲ-
223-3p inhibitor组 t = 15. 000，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 NCI-H520 转染后 miＲ-223-3p的基因表达量

A: NC-mimics; B: miＲ-223-3p mimics; C: NC-inhibitor; D: miＲ-

223-3p inhibitor; 与 NC-mimics 比较: ＊＊P ＜ 0. 05; 与 NC-inhibitor 比

较: ##P ＜ 0. 05

2． 2 升高 miＲ-223-3p 表达增加 SK-MES-1 和
NCI-H520 肺鳞癌细胞的 CDDP 敏感性 将 miＲ-
223-3p mimics、NC-mimics、miＲ-223-3p inhibitor 和
NC-inhibitor转染 SK-MES-1 和 NCI-H520 细胞株，分
别升高和降低细胞内 miＲ-223-3p 的表达水平，结果
显示升高细胞内 miＲ-223-3p 的表达可以增加肺鳞
癌细胞对 CDDP药物的敏感性，差异有统计学意义
( SK-MES-1 miＲ-223-3p mimics 组 t = 99. 000，P ＜
0. 01; miＲ-223-3p inhibitor 组 t = － 111. 000，P ＜
0. 01; NCI-H520 miＲ-223-3p mimics 组 t = 50. 000，P
＜ 0. 05; miＲ-223-3p inhibitor 组 t = － 33. 000，P ＜
0. 05) 。见表 1、图 2。

表 1 肺鳞癌细胞对不同浓度 CDDP敏感性

的影响( μmol /L，珋x ± s，n = 4)

组别 SK-MES-1 NCI-H520
NC-mimics 9． 3 ± 1． 5 12． 3 ± 1． 5
miＲ-223-3p mimics 6． 8 ± 2． 1 4． 6 ± 1． 1
NC-inhibitor 9． 0 ± 1． 2 13． 0 ± 1． 2
miＲ-223-3p inhibitor 14． 6 ± 1． 4 14． 6 ± 1． 4

2． 3 干扰 miＲ-223-3p 后 CDDP 诱导肺鳞癌细胞
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凋亡率减少 将 miＲ-223-3p mimics、NC-mimics、
miＲ-223-3p inhibitor 和 NC-inhibitor 分别转染 SK-
MES-1 和 NCI-H520 细胞株，在相同剂量 CDDP药物
( 80 μmol /L) 的诱导下，作用 12 h，流式细胞术检测
细胞凋亡，miＲ-223-3p mimics + CDDP 组细胞凋亡

增加，而 miＲ-223-3p inhibitor + CDDP组细胞凋亡减
少。见图 3。
2． 4 下调肺鳞癌 SK-MES-1 细胞中miＲ-223-3p表
达，细胞的迁移能力增加 分别将 miＲ-223-3p mim-
ics、NC-mimics、miＲ-223-3p inhibitor和 NC-inhibitor

图 2 不同细胞株转染后细胞生存率的比较

A: SK-MES-1; B: NCI-H520; 与 NC-mimics比较: ＊＊＊P ＜ 0. 01，＊＊P ＜ 0. 05; 与 NC-inhibitor比较: ###P ＜ 0. 01，##P ＜ 0. 05

图 3 不同细胞株转染后分别加入相同剂量的 CDDP，流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化

A: SK-MES-1; B: NCI-H520; a: NC-mimics; b: miＲ-223-3p mimics; c: NC-inhibitor; d: miＲ-223-3p inhibitor; 与 NC-mimics比较: ＊＊＊P ＜ 0. 01; 与

NC-inhibitor比较: ▼▼P ＜ 0. 05
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转染 SK-MES-1 细胞后，Transwell 实验结果显示，
miＲ-223-3p mimics 组和 NC mimics 组比较，镜下可
见细胞迁移能力减弱，细胞愈合宽度 miＲ-223-3p
mimics组高于 NC mimics 组; 同样，miＲ-223-3p in-
hibitor组和 NC inhibitor组相比较，细胞迁移能力增
强，细胞愈合宽度 miＲ-223-3p inhibitor 组低于 NC
inhibitor组，结果表明下调 miＲ-223-3p 的表达可以
增强肺鳞癌细胞的迁移能力。见图 4。差异有统计
学意义( miＲ-223-3p mimics t = － 13. 000，P ＜ 0. 05;
miＲ-223-3p inhibitor t = 29. 000，P ＜ 0. 05) 。
2． 5 肺鳞癌 SK-MES-1 细胞株过表达 miＲ-223-3p
促进上皮细胞 －间充质转化( epithelial-mesenchy-
mal transition，EMT ) Western blot 结果显示，
miＲ-223-3p mimics组相对于 NC-mimics 组，表现为
抑癌作用，ZEB1 蛋白表达量降低( t = 18． 333，P ＜
0. 05) ，E-cadherin 和 Bax 蛋白表达量增加 ( t =
－ 39. 000，P ＜ 0. 05; t = － 29. 000，P ＜ 0. 05 ) ; 而
miＲ-223-3p inhibitor 和 NC-inhibitor 组相比较，表现
为促进肿瘤细胞增殖迁移，ZEB1 蛋白表达量增加( t
= － 99. 000，P ＜ 0. 01) ，E-cadherin 和 Bax 蛋白表达

量减少( t = 21. 500，P ＜ 0. 05; t = 69. 000，P ＜ 0. 01) 。
见图 5。说明下调 miＲ-223-3p的表达可以促进肺鳞
癌细胞的迁移能力，可能通过促进上皮间质转化，进

而诱导肺鳞癌细胞耐药的产生。

3 讨论

肺癌是世界病死癌症中最常见的癌症之一［6］。
随着我国工业化发展造成的环境污染加重，肺癌患

病率不断上升。肺癌中约 85%为 NSCLC，目前肺鳞
癌最主要的治疗手段包括使用铂类药物进行化疗，

然而肺鳞癌天然耐药，具体的耐药机制尚不清

楚［7］。近年来，大量文献［8 － 10］报道，化疗药物 CD-
DP、卡铂等耐药都与 EMT息息相关，EMT可促进肿
瘤细胞的侵袭以及转移，目前已经成为肿瘤侵袭转

移以及癌症耐药相关分子机制研究领域的热点［11］。
在 EMT过程中，最主要的生物标记分子 E-cadherin
表达会减少，另外还涉及其他分子标记物的表达变

化，如波形蛋白、神经钙粘素、β －联蛋白及 ZEB1 蛋
白等［11］。通过 EMT，上皮细胞失去了与基底膜的连
接，从而获得了更高的侵袭迁移能力［12］。随着不断

图 4 SK-MES-1 细胞转染 72 h后细胞

愈合宽度的变化 × 40

与 NC-mimics比较: ★★P ＜ 0. 05; 与 NC-inhibi-

tor比较: ▲▲P ＜ 0. 05
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图 5 Western blot法检测 SK-MES-1 细胞中 ZEB1、

BAX和 E-cadherin蛋白的表达

a: NC-mimics; b: miＲ-223-3p mimics; c: NC-inhibitor; d: miＲ-223-

3p inhibitor; 与 NC-inhibitor 比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 NC-mimics 比较:
▼▼P ＜ 0. 01

兴起的新型检测技术，包括高通量测序、miＲNA 基
因芯片检测等，研究［13］发现 miＲNAs 的差异表达水
平会直接或间接的影响肿瘤分子耐药。在慢粒急变
细胞系中发现阿霉素耐药株比其亲本细胞株抑制肿

瘤细胞增长需要更高的阿霉素浓度，通过基因芯片

技术检测两者的 miＲNA 差异表达水平发现耐药株
与亲本株相比，其中的 miＲ-221 表达上调，而 let-7f、
miＲ-424 则显著下调，提示这些差异表达的 miＲNA
可能影响白血病治疗中的阿霉素耐药机制研究。也
有研究［14］报道食道鳞状上皮细胞癌中 miＲ-27a 显
著下调，耐药株与亲本株相比 PgP蛋白表达也下调，
从而说明食道癌中差异表达的 miＲ-27a 通过影响
PgP蛋白的表达来促进肿瘤耐药。Pan et al［15］发现
乳腺癌细胞中差异表达的 miＲ-328 通过作用于靶蛋
白 ABCG2 的 3'-UTＲs，抑制 ABGG2 的表达来提高
肿瘤细胞的化疗敏感性。但是，目前相关的 miＲ-
NAs的分子研究还未成熟，依然在探索阶段，亟需进
一步了解 miＲNAs的功能为临床诊治肺鳞癌患者提
供更有效的信息。
为了研究 miＲ-223-3p 对肺鳞癌细胞 CDDP 敏

感性的影响，课题前期通过构建 PDTX模型，基因芯
片分析成瘤组和未成瘤组的肿瘤组织，筛选出差异

明显、争议较大且对肿瘤的发生发展有重要影响的
miＲ-223-3p。为进一步探究 miＲ-223-3p 在肺鳞癌
细胞 CDDP耐药中的作用，通过分别升高或降低肺
鳞癌 NCI-H520 和 SK-MES-1 细胞内 miＲ-223-3p 的
含量后，CCK-8 实验证实了升高细胞内 miＲ-223-3p
的表达可以增加肺鳞癌细胞对 CDDP 药物的敏感
性。在相同剂量 CDDP 药物的诱导下，流式细胞术
结果表明这种耐药性与化疗药物诱导的凋亡相关，

上调 miＲ-223-3p的表达可以导致肺鳞癌细胞凋亡
比率增加。此外，Western blot 结果显示 EMT 相关
蛋白 ZEB1 表达下降，E-cadherin 表达显著增高，表
明 miＲ-223-3p 可能通过诱导 EMT 形成，进而影响
肺鳞癌细胞 CDDP 耐药性。然而，具体的分子机制
尚有待进一步深入探索研究。
综上所述，通过构建 PDTX 模型、基因芯片技

术，在肺鳞癌成瘤与未成瘤组织中筛选出肺鳞癌

CDDP耐药相关的差异表达的 miＲ-223-3p，为下一
步研究其在肺鳞癌耐药中的机制奠定了基础。肺鳞
癌组织中低表达 miＲ －223 － 3p通过诱导 EMT形成
进而促进 CDDP耐药性，其有望成为肺鳞癌靶向治
疗的新的分子标志物。
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The role of miＲ-223-3p on drug resistance to cisplatin
in lung squamous cell carcinoma

Feng Kunli，Luo Peng，Wang Baolong
( Dept of Clinical Laboratory，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effect of miＲ-223-3p on cisplatin sensitivity of lung squamous cell carci-
noma． Methods After increasing or decreasing ( miＲ-223-3p mimics，NC-mimics，miＲ-223-3p inhibitor，NC-in-
hibitor) the content of miＲ-223-3p in lung squamous carcinoma NCI-H520 and SK-MES-1 cells，the changes of
miＲ-223-3p in cells were detected by qＲT-PCＲ，half inhibitory concentration ( IC50) was detected by CCK-8 as-
say，apoptosis was detected by flow cytometry ( four different treatments were designed: miＲ-223-3p mimics + CD-
DP，NC-mimics，miＲ-223-3p inhibitor + CDDP，NC-inhibitor) ，the migration ability of SK-MES-1 cells was de-
tected by Transwell assay，the proteins of Bax，ZEB1 and E-cadherin in SK-MES-1 cells were detected by Western
blot． Ｒesults The results of CCK-8 experiment showed that the IC50 of the miＲ-223-3p mimics group was lower
than that of the control group，and the IC50 of the miＲ-223-3p group was higher than that of the control group．
Flow cytometry apoptosis detection results showed that the apoptosis rate of miＲ-223-3p mimics + cisplatin ( CD-
DP) group increased，while the apoptosis rate of miＲ-223-3p inhibitor + cisplatin ( CDDP ) group decreased．
Western blot confirmed that ZEB1 protein，Bax and E-cadherin protein increased and decreased respectively after
the content of miＲ-223-3p in lung squamous cell carcinoma was increased or decreased． Conclusion miＲ-223-3p
affects the sensitivity of lung squamous cell carcinoma cells to cisplatin as an anticancer gene，and it can be an im-
portant molecular target for the treatment of cisplatin resistance in lung squamous cell carcinoma．
Key words miＲ-223-3p; lung squamous carcinoma; cisplatin; drug resistance
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