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  [摘 要] 目的 探讨miR-451及靶基因PSMB8在非小细胞肺癌中的表达及其与相关细胞周期蛋白的

相关性,为非小细胞肺癌的治疗提供新的靶点。方法 选取2020年1月至2022年12月该院胸外科行肺癌根

治术的6例肺癌患者组织标本,将其按癌组织和癌旁组织进行分组,各6份。比较2组miR-451、蛋白酶体β亚

单位8(PSMB8)、细胞周期蛋白D1(Cyclin
 

D1)、Cyclin
 

E1、细胞周期素依赖激酶4(CDK4)、CDK2蛋白相对表

达水平,分析miR-451与相关细胞周期蛋白的相关性。结果 肺癌组织组 miR-451的CT值高于癌旁组织组,
差异有统计学意义(P<0.05)。肺癌组织组miR-451的2-ΔΔCT 值为0.53,癌旁组织组 miR-451相对表达量是

肺癌组织组的1.87倍。肺癌组织组PSMB8相对表达水平为(1.55±0.23),明显高于癌旁组织组的(0.98±
0.15),差异有统计学意义(P<0.05)。肺癌组织组Cyclin

 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK2蛋白相对表达水平明显

高于癌旁组织组,差异有统计学意义(P<0.05)。miR-451相对表达水平与Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、
CDK2蛋白相对表达水平呈负相关(r=-0.93、-0.89、-0.86、-0.84,P<0.05)。结论 肺癌组织中 miR-
451低表达,可减少对靶基因PSMB8表达的抑制作用,进而干扰细胞周期相关蛋白的表达,影响细胞增殖和凋

亡,从而间接调控肺癌的发生发展。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

miR-451
 

and
 

target
 

gene
 

PSMB8
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

related
 

cell
 

cycle
 

proteins,so
 

as
 

to
 

provide
 

new
 

targets
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer.Methods The
 

tissue
 

specimens
 

from
 

six
 

lung
 

cancer
 

patients
 

who
 

underwent
 

radical
 

lung
 

cancer
 

surgery
 

in
 

the
 

thoracic
 

surgery
 

department
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

selected,and
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

based
 

on
 

cancer
 

tissue
 

and
 

adjacent
 

tissue,with
 

six
 

samples
 

in
 

each
 

group.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-451,proteasome
 

subunit
 

beta
 

8(PSMB8),Cyclin
 

D1,Cyclin
 

E1,cyclin
 

dependent
 

kinase
 

4(CDK4),and
 

CDK2
 

proteins
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared,and
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-451
 

and
 

related
 

cyclin
 

proteins
 

was
 

analyzed.Results The
 

CT
 

value
 

of
 

miR-451
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

adjacent
 

tissue
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statisti-
cally

 

significant(P<0.05).The
 

2-ΔΔCT
 

value
 

of
 

miR-451
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

group
 

was
 

0.53,and
 

the
 

rel-
ative

 

expression
 

level
 

of
 

miR-451
 

in
 

the
 

adjacent
 

tissue
 

group
 

was
 

1.87
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

group.The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

PSMB8
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

group
 

was(1.55±0.23),

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

adjacent
 

tissue
 

group(0.98±0.15),and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D1,Cyclin
 

E1,CDK4,and
 

CDK2
 

proteins
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

adjacent
 

tissue
 

group,with
 

statistical
 

sig-
nificance(P<0.05).The

 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-451
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

relative
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D1,Cyclin
 

E1,CDK4,and
 

CDK2
 

proteins(r=-0.93,-0.89,-0.86,-0.84,P<
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0.05).Conclusion Low
 

expression
 

of
 

miR-451
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

can
 

reduce
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

target
 

gene
 

PSMB8,thereby
 

interfering
 

with
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle
 

related
 

proteins,affecting
 

cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis,and
 

indirectly
 

regulating
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer.
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  肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一,已成为我

国城市人口恶性肿瘤死亡原因的第1位[1]。非小细

胞肺癌约占所有肺癌的80%,约75%的患者发现时

已处于中晚期,其5年生存率很低[2-4]。虽然,大量针

对非小细胞肺癌的靶向药及免疫抑制剂被批准应用

于临床,但很多患者在使用过程出现耐药现象。近年

来,随着对非编码RNA研究的深入,miRNA在机体

中所构建的调控网络及其对靶基因的调控机制被逐

渐探明,但其在肿瘤发病中的作用有待进一步验证。
因此,探讨miRNA在非小细胞肺癌发病机制中的作

用,寻求新的治疗靶点成为研究者关注的热点。本研

究以miR-451为研究靶点,通过分析miR-451在癌组

织和癌旁组织中的相对表达量,探讨其对靶基因

PSMB8表达抑制作用的强弱,并以细胞周期相关蛋

白的表达水平评价其对细胞增殖和凋亡的影响,为进

一步揭示miRNA在非小细胞肺癌发生发展中的作用

奠定基础。
1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 一般资料 选取2020年1月至2022年12月

本院胸外科行肺癌根治术的6例肺癌患者组织标本,
将其按癌组织和癌旁组织进行分组,各6份。患者年

龄45~68岁,均为原发性肺癌,未出现多种肿瘤并发

现象。本研究经医院医学伦理委员会审核批准。
1.1.2 主要试剂与仪器 7500型实时定量PCR仪

购自美国 ABI公司,Trizol、逆转录试剂盒购自美国

Invitrogen公司,聚偏氟乙烯电转膜购自美国 Milli-
pore公司,琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒购自美国

OMEGA公司,丙烯酰胺购自美国 Amresco公司,
UVP-GDS8000凝胶成像系统购自美国 UVP公司,
电泳仪购自美国Bio-Rad公司,移液器购自德国Ep-
pendorf公司,聚合酶链反应(PCR)扩增仪购自日本

Thermo公司,实时荧光定量PCR(RT-PCR)试剂盒

购自日本TaKaRa公司,免疫印迹法(Western
 

blot)
实验仪购自上海天能科技有限公司,曝光用显影粉/
定影粉购自天津市鑫洋医疗器械有限公司,生物安全

柜购自江苏苏净安泰公司。
1.2 方法

1.2.1 RT-PCR检测 检测肺癌组织及癌旁组织

miR-451、蛋白酶体β亚单位8(PSMB8)的相对表达

水平。采用Trizol法提取总RNA,在逆转录反应体

系下进行逆转录,体系条件设定如下:16
 

℃
 

10
 

min,

37
 

℃
 

30
 

min,65
 

℃
 

15
 

min,4
 

℃左右保存。将 miR-
451反转录为第一链cDNA,再以其为模板,在PCR
扩增仪中进行扩增,条件设置如下:引物10

 

pmoL/L;
95

 

℃变性10
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,40个循

环。选定U6为内参,以目的基因与内参基因之间相

对表达水平作为目的基因表达量,并采用2-ΔΔCt 方法

计算相对表达量。
1.2.2 Western

 

blot检测 取出待测标本组织,在低

温条件下充分碾磨后按常规方法提取总蛋白。每管

加入10%的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)蛋白上样缓冲液,充分混匀后沸水浴加

热3~5
 

min,使目的蛋白变性。目的蛋白冷却到室温

后,上样至SDS-PAGE胶加样孔内。经聚丙烯酰胺

凝胶电泳处理后,转移至聚偏二氟乙烯膜上,放置到

预先准备好的 Western洗涤液中,漂洗1~2
 

min,以
洗去膜上的转膜液。滴管吸尽洗涤液,加入 Western
封闭液,在摇床上缓慢摇动,室温封闭60

 

min。吸尽

封闭液,立即加入稀释好的一抗,4
 

℃缓慢摇动孵育过

夜。结合一抗过夜后,用缓冲液清洗3次,每次5
 

min,加入二抗室温孵育2
 

h,用缓冲液清洗3次,每次

5
 

min,加入增强化学发光显色剂,压片曝光、显影。
选取稳定表达于癌旁组织和肺癌组织中的β-Actin蛋

白作为内参,以目标蛋白和内参蛋白条带灰度值的比

值作为目标蛋白表达的相对含量,经蛋白灰度分析软

件Quantity
 

one扫描,计算细胞周期蛋白D1(Cyclin
 

D1)、Cyclin
 

E1、细胞周期素依赖激酶4(CDK4)、
CDK2蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理 RNA及蛋白质相对表达量原始

数据统一录入SPSS20.1软件。计量资料以x±s表

示,组间比较采用配对样本t检验,miR-451与细胞周

期蛋白表达量的相关性采用Pearson相关性分析。
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 2组miR-451基因扩增结果比较 肺癌组织组

miR-451的CT值高于癌旁组织组,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表1。肺 癌 组 织 组 miR-451的

2-ΔΔCt值为0.53,癌旁组织组 miR-451相对表达量是

肺癌组织组的1.87倍。肺癌组织组PSMB8相对表

达水平为(1.55±0.23),明显高于癌旁组织组的

(0.98±0.15),差异有统计学意义(P<0.05)。见

图1。
2.2 2组Cyclin

 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK2蛋白相
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对表达水平比较 肺癌组织组Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1、

CDK4、CDK2蛋白相对表达水平明显高于癌旁组织

组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表1  2组 miR-451基因扩增结果比较(x±s)

组别 n
CT值

miR-451 内参
ΔCT ΔΔCT

癌旁组织组 6 27.82±0.19 21.33±0.17 6.49±0.18 0.00±0.18

肺癌组织组 6 29.56±0.18 22.15±0.14 7.41±0.16 0.92±0.17

t - -46.44 -23.21 -22.40 -13.13

P - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:-表示无此项。

图1  2组PSMB8表达情况

表2  2组Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK2蛋白相对

   表达水平比较(x±s)

组别 n Cyclin
 

D1 Cyclin
 

E1 CDK4 CDK2

癌旁组织组 6 0.41±0.03 0.22±0.03 0.35±0.16 0.24±0.11

肺癌组织组 6 1.56±0.41 1.73±0.42 2.12±0.22 1.85±0.72

t - -7.38 -9.27 -58.96 -6.50

P - 0.001 <0.001 <0.001 0.001

  注:-表示无此项。

2.3 相关性分析 miR-451相对表达水平与Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK2蛋白相对表达水平呈负

相关(r=-0.93、-0.89、-0.86、-0.84,P<0.05)。
3 讨  论

  肺癌是发病率和死亡率最高的恶性肿瘤,已位列

恶性肿瘤致死原因第1位,其中非小细胞肺癌发病率

为80%~85%[5]。非小细胞肺癌癌细胞裂变速度慢,
扩散转移相较于小细胞肺癌晚,且早期非小细胞肺癌

一般无明显临床症状,但发病确诊时多为中晚期,患
者预后较差[6]。因此,对非小细胞肺癌发病机制进行

研究,寻找新的靶点具有重大意义。

miRNA是一类由内源基因编码的长度约为22
个核苷酸的非编码单链RNA分子,其不直接参与基

因的 表 达。目 前,研 究 者 共 鉴 定 超 过 1
 

000 种

miRNA。在对大量真核细胞miRNA分析中,研究者

发现在不同组织或同一组织不同发育阶段,miRNA
的水平具有明显差异性。该特征与其他参与靶基因

调控的生物大分子表达具有一致的特性。因此,研究

者推测其在细胞内具有多种重要的调节作用。随着

对miRNA研究的深入,其在生物体内成熟过程逐渐

被认知。从原始pri-miRNA到 miRNA前体即pre-
miRNA,最终在Dicer酶酶切后形成具有发夹结构的

成熟miRNA。每个成熟 miRNA参与1个或多个靶

基因调控,同时不同 miRNA也可共同靶向调控同一

基因,从而在机体中构建完善的 miRNA调控网络。
miRNA完成对靶基因的调控主要通过2种机制实

现:一是通过与 mRNA互补结合,诱导 mRNA被切

割,破坏靶基因的稳定性;二是与 mRNA 不完全结

合,在不破坏 mRNA前提下抑制蛋白质表达。大量

基础研究结果证实,miRNA通过与 mRNA结合,影
响靶向基因的稳定性或抑制靶向基因的蛋白翻译表

达,从 而 间 接 参 与 细 胞 代 谢、增 殖、分 化、凋 亡 等

过程[7-8]。
ALTUVIA等[9]在2005年于人脑垂体RNA中

提取miR-451,其位于染色体17q11.2。近年来,研究

者发现miR-451的生成不依赖Dicer切割,而与 Ar-
gonaute催化酶活性密切关联[10]。这种特殊生成途

径在生物发育过程中必然发挥重要作用。大量研究

发现,miR-451在胶质瘤[11]、胃肠肿瘤[12-13]、肺癌[14-15]

等肿瘤组织中呈低表达。体外实验上调 miR-451表

达可显著抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭。因此,有理由

相信,miR-451在非小细胞肺癌中的异常表达,可能

通过影响细胞周期相关蛋白的表达,进而逃逸细胞周

期的限制,最终导致细胞恶性增殖,诱发肿瘤形成。
本研究以miR-451为导向,探讨其对肺癌细胞中Cyc-
lin

 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK2蛋白的影响,为更好

地了解肺癌发病机制提供了参考和依据。本研究结

果显示,癌旁组织中 miR-451表达量是肺癌组织的

1.87倍,而肺癌组织中PSMB8表达量显著增加。肺

癌组织中Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1、CDK4、CDK2蛋白相

对表达水平明显高于癌旁组织。高表达的细胞周期

调控因子Cyclin
 

D1能和CDK4形成复合物,进而使

Rb蛋白磷酸化,释放E2F转录因子1,驱动肿瘤细胞

从G1 期进入S期。同样,肺癌细胞中Cyclin
 

E1高表

达,通过激活CDK2并与之形成复合物,促进细胞通

过细胞周期G1/S期限制点。Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1的

过度表达可引起细胞增殖失控,从而造成细胞异常增

殖,最终诱发正常细胞癌变[16-17]。癌旁组织中 miR-
451可通过与PSMB8互补结合,破坏PSMB8稳定性

而降低PSMB8表达水平。肺癌组织中miR-451低表

达,导致对靶基因表达的抑制作用减弱,以及PSMB8
表达水平显著增加,进而间接影响细胞周期相关蛋白

的表达,干扰细胞增殖与凋亡。miR-451、PSMB8与

细胞周期相关蛋白表达的关联性在本研究的相关性

分析中得到了进一步验证。
综上所述,miR-451可能通过调控PSMB8的表
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达进而调控细胞周期调控因子Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1
表达,从而促进肿瘤细胞通过细胞周期G1/S期限制

点,诱导非小细胞肺癌的发生发展。为进一步证实上

述调控机制,本课题组拟在体外培养非小细胞肺癌细

胞株NCI-H1975细胞,通过上调和下调 miR-451表

达,检测细胞周期蛋白表达量及 NCI-H1975细胞凋

亡和迁移情况,进而在细胞层面探讨 miR-451对非小

细胞肺癌细胞形态和功能的影响。
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