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  摘 要:目的 探讨miR-6768-5p在肺癌组织中的表达及通过靶向调控羧肽酶A4(CPA4)对肺癌细胞增

殖及侵袭的影响。方法 使用TCGA数据库分析肺癌组织和癌旁组织中 miR-6768-5p的表达,使用实时定量

PCR(qPCR)检测人肺癌细胞系(HCC1588、H1650、H1299、A549、HCC827)和正常肺泡上皮细胞(HPAEpiC细

胞)中miR-6768-5p的表达。分别转染NC
 

mimics、miR-6768-5p
 

mimics至肺癌细胞,分别作为NC组和 miR-
6768-5p组。使用 MTS实验、Matrigel侵袭实验分别检测各组细胞增殖和侵袭能力。使用RNAhybrid软件和

双荧光素酶报告基因实验验证miR-6768-5p和CPA4的假定结合位点。qPCR检测各组细胞中CPA4
 

mRNA
的表达。通过 Western

 

blot分析各组细胞中AKT/c-MYC信号通路蛋白的表达情况。结果 与癌旁组织比

较,miR-6768-5p相对表达水平在肺癌组织中明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与 HPAEpiC细胞比

较,miR-6768-5p相对表达水平在肺癌细胞系中明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与NC组比较,miR-
6768-5p组细胞增殖率明显降低(P<0.05)。NC组和 miR-6768-5p组侵袭细胞数分别为(131.30±12.55)个

和(37.45±7.77)个,miR-6768-5p组侵袭细胞数明显低于NC组(P<0.05)。miR-6768-5p组 H1299细胞内

CPA4
 

mRNA相对表达水平明显低于 NC组(t=4.93,P<0.05)。与 NC组比较,miR-6768-5p组 AKT/c-
MYC信号通路蛋白p-AKT、p-mTORC1、XIAP、MDM2、c-MYC蛋白表达明显降低。结论 肺癌组织中 miR-
6768-5p表达降低,miR-6768-5p可能通过靶向CPA4,抑制AKT/c-MYC信号通路激活,降低肺癌H1299细胞

的增殖和侵袭能力。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

miR-6768-5p
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells
 

through
 

targeted
 

regulation
 

of
 

carboxypeptidase
 

A4
 

(CPA4).Methods The
 

expression
 

of
 

miR-6768-5p
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

u-
sing

 

the
 

TCGA
 

database.Quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-6768-
5p

 

in
 

human
 

lung
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(HCC1588,H1650,H1299,A549,HCC827)
 

and
 

normal
 

alveolar
 

epithelial
 

cells
 

(HPAEpiC
 

cells).Lung
 

cancer
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

NC
 

mimics
 

and
 

miR-6768-5p
 

mimics,respec-
tively,and

 

divided
 

into
 

NC
 

group
 

and
 

miR-6768-5p
 

group.The
 

MTS
 

assay
 

and
 

Matrigel
 

invasion
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

each
 

group,respectively.The
 

putative
 

binding
 

sites
 

of
 

miR-6768-5p
 

and
 

CPA4
 

were
 

verified
 

using
 

RNAhybrid
 

software
 

and
 

dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

experi-
ment.The

 

expression
 

of
 

CPA4
 

mRNA
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR.The
 

expression
 

of
 

AKT/
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c-MYC
 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

in
 

the
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

was
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.Results Com-
pared

 

with
 

the
 

adjacent
 

tissues,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-6768-5p
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissues
 

was
 

signifi-
cantly

 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

HPAEpiC
 

cells,

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-6768-5p
 

was
 

significantly
 

decreased
 

in
 

lung
 

cancer
 

cell
 

lines,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

of
 

miR-
6768-5p

 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

number
 

of
 

invasive
 

cells
 

in
 

NC
 

group
 

and
 

miR-
6768-5p

 

group
 

was
 

(131.30±12.55)
 

and
 

(37.45±7.77),respectively,and
 

the
 

number
 

of
 

invasive
 

cells
 

in
 

miR-6768-5p
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

CPA4
 

mRNA
 

in
 

H1299
 

cells
 

of
 

miR-6768-5p
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

NC
 

group
 

(t=4.93,
P<0.05).Compared

 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

expressions
 

of
 

AKT/c-myC
 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

p-AKT,

p-mTORC1,XIAP,MDM2
 

and
 

C-myC
 

proteins
 

in
 

miR-6768-5p
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased.
Conclusion The

 

expression
 

of
 

miR-6768-5p
 

is
 

decreased
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissues,and
 

miR-6768-5p
 

may
 

inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

AKT/c-MYC
 

signaling
 

pathway
 

by
 

targeting
 

CPA4,and
 

reduce
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

lung
 

cancer
 

H1299
 

cells.
Key
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  肺癌是一种由多个基因异常表达诱发的肺部恶

性肿瘤,肺癌细胞具有较强的增殖活力和侵袭特

性[1]。肺癌患者的预后往往较差,患者5年生存率较

低[2-3]。因此,在基因水平上探究新的分子治疗靶点

是肺癌防治研究的重点。微小RNA(miRNA)是一类

小非编码RNA,能够降解靶基因转录本或者干扰靶

基因mRNA的翻译,从而负调控靶基因在细胞中的

表达[4]。越来越多的miRNA被证明在喉癌、胆管癌、
胸腺瘤等肿瘤组织中表达上调或下调,是调节肿瘤细

胞分化、增 殖、死 亡 等 生 物 学 行 为 的 重 要 遗 传 分

子[5-7]。miR-6768-5p是 miRNA 家族的一员,由23
个核苷酸组成,仅有研究表明 miR-6768-5p能够影响

胎盘滋养层细胞的转移相关[8]。miR-6768-5p在肿瘤

细胞中的功能和确切调控机制并不明确。本研究分

析了miR-6768-5p在肺癌组织和肺癌细胞系中的表

达,观察 miR-6768-5p对肺癌细胞增殖和侵袭的作

用,探讨其对靶基因的调控作用,以期为肺癌治疗提

供有效的靶点。

1 材料与方法

1.1 标本来源 肺癌细胞系(HCC1588、H1650、

H1299、A549、HCC827)和正常肺泡上皮细胞(HPA-
EpiC细胞)购自复旦大学细胞培养中心;Matrigel基

质胶、NC
 

mimics、miR-6768-5p
 

mimics购 自 美 国

Promega公司;RPMI-1640培养基和DMEM 培养基

购自美国Abcam 公司;CPA4野生型载体、CPA4突

变型载体购自山东致圣生物科技有限公司;胎牛血

清、MTS检测试剂盒购自美国Cell
 

Signaling
 

Tech-
nology公司;实时定量PCR(qPCR)试剂盒及其引物

购自上海碧云天生物科技有限公司;Transwell小室

购自南京诺唯赞生物科技有限公司;一抗p-AKT、p-
mTORC1、XIAP、α-tubulin、MDM2、c-MYC购自美

国Sigma公司;双荧光素酶报告基因实验试剂盒、

TurboFect转 染 试 剂 购 自 美 国 Thermo
 

Scientific
公司。

1.2 生物信息学技术 使用TCGA数据库在线分析

miR-6768-5p在肺癌组织和癌旁组织中的表达情况,
肺癌患者男109例,女47例,年龄为45~87岁。使

用RNAhybrid软件预测 miR-6768-5p和CPA4的假

定结合位点。

1.3 细胞培养和转染 使用含12%胎牛血清的RP-
MI

 

1640培养基培养人肺癌细胞 HCC1588、H1650、

H1299、HCC827,使 用 含 12% 胎 牛 血 清 的 高 糖

DMEM 培 养 基 培 养 A549 和 HPAEpiC 细 胞,在
37

 

℃、5%CO2 环境下培养。对肝癌H1299细胞进行

转染,按照说明书采用 TurboFect转染试剂将 NC
 

mimics、miR-6768-5p
 

mimics转染 H1299细胞,分为

NC组和miR-6768-5p组。

1.4 qPCR分析 miR-6768-5p和 CPA4
 

mRNA 表

达 采用Trizol试剂裂解提取相应细胞总RNA,按
照说明书使用反转录试剂盒生成cDNA。采用甘油

醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)基因或 U6为内参基因,
使用qPCR试剂盒对 miR-6768-5p和CPA4

 

mRNA
表达进行检测。反应条件:94

 

℃预变性8
 

min,94
 

℃
变性40

 

s,59
 

℃退火26
 

s,73
 

℃延伸16
 

s,共38个循

环。miR-6768-5p和 CPA4
 

mRNA 相 对 表 达 量 以

2-ΔΔCt 值表示。引物序列如下,miR-6768-5p上游引

物:5'-ACACTCCAGCTGGGCACACAGGAAAAGC
 

GGGGC-3',下游引物5'-CTCAACTGGTGTCGTG-
GAGTCGGCAATTCAGTTGAGCAGGGCCCCG-3';

GAPDH 上 游 引 物:5'-CGGAGTCAACGGATTTG
 

GTCGTAT-3',下 游 引 物 5'-AGCCTTCTCCATG-
GTGGTGAAGAC-3';

 

U6上 游 引 物:5'-CTCGCT-
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TCGGCAGCACA-3',下 游 引 物 5'-AACGCTTCA
 

CGAATTTGCGT-3';CPA4上游引物:5'-AGGTG-
GATACTGTTCATTGGGG-3',下 游 引 物 5'-TTG

 

CTGATCTCGTCTCCATTTC-3'。

1.5 MTS实验检测细胞的增殖能力 NC组和

miR-6768-5p组细胞采用胰蛋白酶消化、重悬后接种

在96孔板,每组设4个复孔,细胞密度为4
 

000个/
孔,细胞培养12、24、36、48、60

 

h,根据 MTS试剂盒说

明书,每孔加40
 

μL的 MTS试剂,培养箱内反应3.5
 

h,采用酶联免疫检测仪对每孔的吸光度值进行检测,
激发波长为570

 

nm,吸光度值代表细胞增殖率。

1.6 Matrigel侵袭实验检测H1299细胞侵袭能力 
用不含血清的培养基稀释 Matrigel基质胶,均匀加在

Transwell上室底部,待胶凝固。NC组和 miR-6768-
5p组细胞采用胰蛋白酶消化、重悬后接种在小室上

层,小室下层添加720
 

μL含15%胎牛血清的培养基

作为诱导,常规培养23
 

h。取Transwell滤膜并擦除

表面细胞,2%多聚甲醛溶液固定,0.7%结晶紫染色。
倒置显微镜下随机选7个视野拍照、记录统计。

1.7 双 荧 光 素 酶 报 告 实 验 检 测 miR-6768-5p对

CPA4的 靶 向 性  用 TurboFect转 染 试 剂 将 NC
 

mimics、miR-6768-5p
 

mimics分别与CPA4野生型载

体、CPA4突变型载体共转染 H1299细胞,转染49
 

h
后,按照说明书使用双荧光素酶报告基因检测系统裂

解各组H1299细胞,检测分析萤火虫荧光素酶活性和

海肾荧光素酶活性。

1.8 Western
 

blot检测两组 H1299细胞 AKT/c-
MYC信号通路蛋白表达 收集 NC组和 miR-6768-
5p组细胞样本,通过蛋白提取试剂盒提取蛋白,制备

变性蛋白样品,进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳,转膜至聚偏二氟乙烯膜。在含有7%牛血清白

蛋白的封闭液中封闭1.5
 

h,加入不同浓度一抗,8
 

℃
孵育9.0

 

h。加入TBST缓冲液洗膜2次,加入适宜

浓度二抗,孵育2.5
 

h,在Smart
 

View凝胶成像系统

中拍照分析。

1.9 统计学处理 通过GraphPad
 

Prism
 

6.0软件分

析数据并作图,计量资料以x±s表示,两样本比较采

用t检验,两个以上样本比较采用单因素方差分析。

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 miR-6768-5p在肺癌组织和肺癌细胞系中的表

达 TCGA数据库在线分析表明,与癌旁组织比较,

miR-6768-5p相对表达水平在肺癌组织中明显降低,
差异有统计学意义(P<0.05)。见图1。与 HPAEp-
iC细胞比较,miR-6768-5p相对表达水平在肺癌细胞

系中明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。见

图2。

  注:与癌旁组织比较,aP<0.05。

图1  肺癌组织、癌旁组织中 miR-6768-5p相对表达

水平比较

  注:与 HPAEpiC细胞比较,aP<0.05。

图2  HPAEpiC细胞和肺癌细胞系中 miR-6768-5p相对

表达水平比较

2.2 H1299细胞的转染效率 NC组和 miR-6768-
5p组 细 胞 中 miR-6768-5p 相 对 表 达 水 平 分 别 为

1.06±0.25和12.27±1.89,miR-6768-5p组 miR-
6768-5p相对表达水平较 NC组明显升高,差异有统

计学意义(t=5.89,P<0.05)。

2.3 miR-6768-5p对 H1299细胞增殖的影响 与

NC组比较,miR-6768-5p组 H1299细胞增殖率在

24、36、48、60
 

h明显降低(t=2.97、3.59、3.13、5.42,

P<0.05)。见图3。

  注:与NC组比较,aP<0.05。

图3  miR-6768-5p对 H1299细胞增殖的影响

2.4 miR-6768-5p对 H1299细胞侵袭的影响 NC
组和 miR-6768-5p组侵袭细胞数分别为(109.80±
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14.71)个和(60.42±4.35)个,与 NC组比较,miR-
6768-5p组侵袭细胞数明显减少(t=3.22,P<0.05)。

见图4。

图4  NC组和 miR-6768-5p组侵袭细胞数比较(×100)

2.5 miR-6768-5p对CPA4
 

mRNA的靶向性 使用

RNAhybrid软件预测 miR-6768-5p与CPA4的假定

结合位点。见图5。双荧光素酶报告实验结果表明,
转染miR-6768-5p

 

mimics后,与NC
 

mimics比较,转
染CPA4野生型载体的 H1299细胞中荧光素酶活性

降低(t=8.50,P<0.05),而 miR-6768-5p在CPA4
突变型载体中的作用消失(t=0.46,P>0.05)。见

图6。

图5  miR-6768-5p与CPA4的假定结合位点

  注:与NC
 

mimics比较,aP<0.05。

图6  miR-6768-5p对CPA4
 

mRNA的靶向性

2.6 miR-6768-5p对 CPA4
 

mRNA 表达的影响 
miR-6768-5p组和 NC组 H1299细胞内CPA4

 

mR-
NA相对表达水平分别为(5.64±0.92)和(1.04±
0.14),miR-6768-5p组 H1299细胞内CPA4

 

mRNA
相对表达水平明显低于NC组(t=4.93,P<0.05)。
2.7 miR-6768-5p对 H1299细胞 AKT/c-MYC信

号通路蛋白表达的影响 与 NC组比较,miR-6768-
5p组 H1299细胞中 AKT/c-MYC信号通路蛋白p-
AKT、p-mTORC1、XIAP、MDM2、c-MYC表达明显

降低。见图7。

图7  miR-6768-5p对 H1299细胞AKT/c-MYC信号

通路蛋白表达的影响

3 讨  论

  肺癌是肺部最常见的恶性肿瘤,其高度的增殖性

和侵袭性造成肺癌的临床治疗困难,肺癌患者病死率

较高[9-10]。miRNA广泛表达于人体组织细胞中,参与

细胞的增殖、肌动蛋白骨架的形成[11]。据研究报道,
很多 miRNA与肺癌的发生、发展有关,与肿瘤级别、
血管重建、耐药性等具有相关性[12]。WANG等[13]报

道,肺癌患者血清外泌体中 miR-141表达上调,外泌

体
 

miR-141不仅能够促进肺癌细胞系 A549的迁移

和侵袭,而且能够加速肺癌细胞的增殖和血管生成。

MOHAMMADI等[14]报 道,肺 癌 组 织 低 水 平 表 达

miR-330预示患者预后不良,恢复肺癌细胞中 miR-
330

 

的表达能够降低肺癌细胞活力、增加凋亡细胞比

例、导 致 G2/M 细 胞 周 期 停 滞,并 抑 制 细 胞 迁 移。

miR-6768-5p由 miR-6768剪切而成,其基因定位在

16号染色体。有研究报道,miR-6768-5p在胎儿生长

受限胎盘中表达明显上调,能够促进细胞的迁移和侵

袭[8]。miR-6768-5p在 肺 癌 中 的 表 达 和 作 用 尚 不

清楚。
本研究采用TCGA数据库分析肺癌组织中 miR-

6768-5p的表达情况,与癌旁组织比较,miR-6768-5p
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相对表达水平在肺癌组织中明显降低,差异有统计学

意义(P<0.05);与 HPAEpiC细胞比较,miR-6768-
5p相对表达水平在肺癌细胞系中明显降低,差异有统

计学意义(P<0.05),提示 miR-6768-5p在肺癌中可

能具有抑癌作用。本研究结果显示,过表达 miR-
6768-5p能够抑制肺癌 H1299细胞的增殖和侵袭,

miR-6768-5p可能是肺癌的重要治疗靶点。miRNA
通过竞争性结合靶基因 mRNA,在转录后水平发挥

RNA沉默效应[15-16]。miRNA以不完全碱基配对的

方式与靶基因 mRNA 结合,负向调控基因的表达,

miRNA和靶基因 mRNA之间的作用对细胞的生长

非常重要[17-19]。本研究通过RNAhybrid软件和双荧

光素 酶 报 告 基 因 系 统 检 测 证 实,miR-6768-5p 和

CPA4
 

mRNA 存 在 不 完 全 配 对 的 结 合 位 点,提 示

CPA4可能是miR-6768-5p的潜在靶基因。CPA4蛋

白属于羧肽酶家族成员,其编码基因定位在人染色体

7q32,能够水解其他蛋白或多肽[20]。CPA4在多种肿

瘤中表达显著升高,与肿瘤的恶性程度及患者生存期

直接相关,能够调节肿瘤细胞的增殖、上皮间充质转

化和干细胞特征[21-23]。另一项研究表明,CPA4蛋白

在肺癌组织中高表达,表达越高的肺癌患者临床分期

越高,且生存时间越短;沉默CPA4基因表达可在体

外和体内抑制肺癌细胞的生长[24]。本研究结果发现,
过表达 miR-6768-5p能够显著抑制CPA4基因的表

达,提示 miR-6768-5p可能通过抑制CPA4来调控肺

癌H1299细胞的增殖和侵袭。AKT/c-MYC信号通

路在肺癌组织中过度激活,在肺癌的增殖和侵袭过程

中发挥关键作用,与肺癌的发生和发展显著相关[25]。
研究报道,CPA4通过激活 AKT/c-MYC信号通路,
促进肺癌细胞的生长和恶性进展[24]。本研究发现,过
表达 miR-6768-5p后,肺癌 H1299细胞中 AKT/c-
MYC信号通路蛋白表达水平显著降低。

综上所述,miR-6768-5p在肺癌组织中低表达,其
可能通过靶向CPA4干扰 AKT/c-MYC信号通路的

激活,从而抑制肺癌H1299细胞的增殖和侵袭。
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