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敲降miR-23b通过靶向PTEN增强肺癌A549细胞的放疗敏感性
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口 075000）

[摘 要] 目的：探讨miR-23b/PTEN分子轴对肺癌A549细胞放疗敏感性的影响及其作用机制。方法：选用人肺癌细胞系

NCI-H1650、NCI-H175、Calu-1、LTEP-A-2、MSTO-211H、A549及正常肺上皮细胞株BEAS-2B，用 qPCR检测肺癌细胞系中miR-

23b的表达水平。用双荧光素酶报告基因检测miR-23b和PTEN的靶向关系。用脂质体转染技术将miR-23b mimics、miR-23b in-

hibitor、pcDNA3.1-PTEN等不同质粒转染进A549细胞，用WB检测细胞中PTEN的表达水平，用CCK-8、Transwell和Annexin V-

FITC/PI染色流式细胞术分别检测miR-23b/PTEN分子轴对 60Co γ-射线处理的A549细胞增殖、侵袭和凋亡的影响。结果：miR-

23b在肺癌细胞系中高表达（P<0.05或P<0.01），尤其在A549细胞中表达水平最高（P<0.01）。敲降miR-23b可逆转3 Gy 60Co γ-射

线对A549细胞增殖和侵袭的抑制作用，并诱导细胞凋亡（P<0.05或P<0.01）。双荧光素酶报告基因结果显示，miR-23b可靶向负

调控PTEN（P<0.05）。敲降miR-23b能上调PTEN的表达水平，进而上调 3 Gy 60Co γ-射线对A549细胞凋亡的促进作用及抑制

A549细胞增殖和侵袭（P<0.05或P<0.01）。结论：敲降miR-23b可以增强肺癌A549细胞的放疗敏感性，其机制是 60Co γ-射线通

过下调miR-23b对PTEN表达的抑制，进而降低A549细胞增殖、侵袭能力并诱导细胞凋亡。
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The knockdown of miR-23b enhances radio-sensitivity of lung cancer A549 cell

via targeting PTEN

DONG Yuehua, YANGYanjun, WEI Yulei, GAO Yongshan, JIANG Weihua, WANG Guigang (Cardiothoracic Surgery, the First Affiliated

Hospital of Hebei North University, Zhangjiakou 075000, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of miR-23b/PTEN molecular axis on radio-sensitivity of lung cancer A549 cells and its

mechanism. Methods: Lung cancer cell lines NCI-H1650, NCI-H175, Calu-1, LT-P-A-2, MSTO-211H, A549 and human normal lung

epithelial cell line BEAS-2B were selected. The expression level of miR-23b in lung cancer cell lines was detected by qPCR. Dual-lucif-

erase reporter gene assay was used to verify the relationship between miR-23b and PTEN. Plasmids miR-23b mimics, miR-23b inhibi-

tor and pcDNA3.1-PTEN were transfected into A549 cells by lipofection; PTEN expression levels in cells was detected by WB. CCK-8,

Transwell and Annexin V-FITC/PI staining flow cytometry were used to detect the effect of miR-23b/PTEN axis on proliferation, inva-

sion and apoptosis of A549 cells treated with 60Co γ-ray. Results: miR-23b was upregulated in lung cancer cell lines with the highest ex-

pression in A549 cells (P<0.05 or P<0.01). Knockdown of miR-23b reversed the inhibitory effect of 3 Gy 60Co γ-rays on proliferation

and invasion of A549 cells, and induced apoptosis (P<0.05 or P<0.01). Dual-luciferase reporter gene assay results confirmed that miR-

23b could negatively regulate PTEN (P<0.05). Furthermore, knockdown of miR-23b up-regulated PTEN expression level, and furhter

enhanced the inhibitory effect of 3 Gy 60Co γ-ray on the proliferation and invasion of A549 cells as well as induced apoptosis of A549

cells (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: Knockdown of miR-23b can enhance the radio-sensitivity of A549 cells, the mechanism of

which is that 60Co γ-ray down-regulates the inhibitory effect of miR-23b on PTEN, thereby inhibiting the proliferation, invasion and in-

ducing apoptosis of A549 cells.
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肺癌是世界范围内严重威胁人类健康的恶性肿

瘤之一，占癌症死亡人数的 1/6以上[1]。放疗是目前

肺癌的主要治疗手段，由于肺癌细胞的放疗抵抗性，

致使肺癌患者的预后极差。研究[2]发现，微小RNA

（microRNA，miRNA）在非小细胞肺癌术后放疗敏感

性中起到关键性的作用。miR-23b在子宫内膜癌[3]、
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食管鳞状细胞癌[4]、胃癌[5]及淋巴瘤[6]等多种恶性肿瘤

中作为促癌基因，促进肿瘤的发生发展。miR-23b对

胰腺癌细胞的放疗抵抗性具有调控作用[7]。此外，

PTEN作为一种肿瘤抑制因子，调控多种肿瘤的发生

发展[8-9]，且 PTEN 对前列腺癌[10]、乳腺癌[11]、结直肠

癌[12]等多种肿瘤的放疗抵抗性具有调控作用。生物

信息学数据库TargetScan预测 PTEN很可能是miR-

23b的靶基因，鉴于目前尚未见miR-23b/PTEN分子

轴对肺癌细胞放疗敏感性的影响及其机制研究的报

道，因此本研究以 60Co γ-射线处理人肺癌A549细胞，

旨在探讨miR-23b/PTEN分子轴对肺癌A549细胞放

疗敏感性的影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人肺癌细胞系 NCI-H1650、NCI-H175、Calu-1、

LTEP-A-2、MSTO-211H、A549及正常肺上皮细胞株

BEAS-2B购自中科院上海细胞库。

miR-23b mimics、miR-23b inhibitor、pcDNA3.1-

PTEN购自山东维真生物科技有限公司，DMEM和胎

牛血清购自美国Biological Industries公司，青霉素和

链霉素、高纯总RNA快速提取试剂盒购自美国Ther-

mo Fisher Scientific 公司，LipofectamineTM 2000 和逆

转录试剂盒购自日本TaKaRa公司，全蛋白提取试剂

盒、细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒和 SDS-

PAGE凝胶快速制备试剂盒购自美国Bio-Rad公司，

CCK-8试剂盒购自日本同仁公司，Transwell小室购

自美国Corning Incorporated公司，Annexin-V-FITC/PI

凋亡检测试剂盒购自美国 eBioscience公司，双荧光

素酶报告基因试剂盒和报告基因载体购自 Promega

公司，PTEN一抗和辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊

抗兔二抗均购自Abcam公司。

1.2 细胞培养、转染及分组

将肺癌NCI-H1650、NCI-H175、Calu-1、LTEP-A-2、

MSTO-211H、A549细胞及BEAS-2B细胞置于含青霉素

100 U/ml、链霉素100 μg/ml、10%胎牛血清的DMEM培

养液中，于37 °C、5% CO2培养箱中培养24 h待用。

取对数生长期人肺癌A549细胞，用胰酶消化处

理并计数后，将密度调整为1×105个/ml的细胞悬液接

种到6孔板中（2 ml/孔），继续培养24 h后，依据Lipo-

fectamineTM 2000转染试剂说明书的方法分别将miR-

23b mimics、miR-23b inhibitor、pcDNA3.1-PTEN转染

到A549细胞。转染 48 h后，于荧光显微镜下观察细

胞的转染效果。

依据转染质粒的不同，实验分为NC组[（经0、2、4、

6和8 Gy 60Co γ 5个不同强度的辐射处理及未经转染处

理组）、miR-23b inhibitor组（经不同辐射强度及敲降miR-

23b处理组）、对照组（未经辐射及转染处理组）、pcD-

NA3.1-PTEN组（PTEN过表达组）、pcDNA3.1-PTEN+

miR-23b mimics组（PTEN及miR-23b过表达组）、Ctrl+

γ-ray 组（未经辐射及转染+3 Gy 60Co γ -ray 组）、

pcDNA3.1-PTEN+γ-ray组（PTEN过表达+3 Gy 60Co γ-

ray组）及pcDNA3.1-PTEN+miR-23b mimics+γ-ray组

（PTEN及miR-23b过表达+3 Gy 60Co γ-ray组）。

1.3 qPCR实验检测A549细胞中miR-23b的表达水平

采用TRIzol提取A549细胞中总RNA。根据逆

转录说明书，取 0.5 μg总RNA逆转录为 cDNA，随后

应用StepOnePlus™仪进行 qPCR反应。以U6作为内

参，反应体系为 20 μl，其中包括：10 μl SYBR® Premix

Ex Taq Ⅱ、0.8 μl PCR Forward Primer、0.8 μl PCR Re-

verse Primer、0.4 μl ROX Reference Dye、2 μl cDNA

溶液、6 μl dH2O，采用两步法进行反应。PCR引物由

PrimerPrenier5.0 软件设计，引物序列：miR-23b F 为

5' - AUCACAUUGCCAGGGAU - 3'，R 为 5' - TAATC

CCTGGCAATGTGA-3'；U6 F 为 5'-CTCGCTTCGGC

AGCACA-3'，R 为 5' - AACGCTT CACGAATTTGC-

GT-3'。反应条件：95 °C 30 s、95 °C 5 s、60 °C 30 s，共

40次循环。采用2-ΔΔCt法计算miR-23b的相对表达量。

1.4 WB实验检测A549细胞中PTEN的表达水平

用RIPA细胞裂解液处理A549细胞处理，用BCA

试剂盒检测蛋白浓度及纯度。制备SDS-PAGE凝胶，总

蛋白中加入SDS-PAGE缓冲液，沸水浴加热5 min，待冷

却到室温后，进行SDS-PAGE、转膜，5%脱脂奶粉中封

闭2 h后，加入PTEN一抗（1∶1 000），4 °C孵育过夜。次

日，TBST清洗后去除一抗，加入HRP标记的羊抗兔二

抗（1∶500）孵育1~2 h，洗膜后，用ECL化学发光液进行

显色，用凝胶成像系统进行蛋白成像，拍照记录。以

GAPDH作为内参，用Image J对蛋白条带灰度值进行定

量分析。

1.5 CCK-8实验检测A549细胞的增殖能力

在 96孔板中加入 100 μl培养基，之后每孔接种

10 μl密度为 1×102个/μl的A549细胞悬液，在 37 °C、

5% CO2 的培养箱中培养 24 h。每孔加入 10 μl 的

CCK-8溶液，37 °C、5% CO2的培养箱中培养 2 h后，

用酶标仪测定A549细胞培养 0、24、48、72和 96 h后

波长在450 nm处的光密度（D）值。

1.6 Transwell实验检测A549细胞的侵袭能力

将 50 mg/l Matrigel基质胶用无血清的培养基稀

释至 1∶8，后将稀释后的 Matrigel 基质胶铺于 Tran-

swell上小室，置于37 °C培养箱中干燥2 h。将200 μl

密度为 1×106个/ml的A549细胞悬液加入预先使用

Matrigel基质胶处理后的Transwell上小室内；下室内
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加入500 μl含FBS的培养基，培养24 h后，取出Tran-

swell小室，弃去培养液，用 PBS清洗 2遍，甲醛固定

30 min，将小室风干后，用 0.1%结晶紫染色 45 min，

PBS清洗后，用棉签轻轻擦掉上室水分。光学显微镜

下（×200）随机选择5个视野观察、计数穿膜细胞数。

1.7 Annexin-V-FITC/PI染色流式细胞术检测A549

细胞的凋亡

将处于对数生长期密度为1×106个/ml的A549细

胞悬液转移至10 ml EP管中，4 ℃、离心后弃上清，用

500 μl预冷的PBS洗涤细胞 2次。在EP管分别加入

5 μl Annexin V-FITC染色液，充分混合后，再加入5 μl

的PI染色液，混匀后室下避光染色20 min，上流式细

胞仪检测细胞的凋亡情况。

1.8 双荧光素酶报告基因验证miR-23b和 PTEN的

靶向关系

利用 TargetSacn 数据库预测 miR-23b 潜在的靶

向基因。将野生型及突变型PTEN 3'-UTR上下游各

200 bp区域构建至pGLO-basic载体中报告基因的下

游，然后分别与表达载体 pcDNA-EGFP-pre-miR-23b

和miR-NC共转染入至293T细胞中，培养12 h后，弃

去培养液，添加 0.5 ml含 10%胎牛血清的DMEM培

养液（不含抗生素），继续培养 36 h 后用 PBS 洗涤 3

次，弃尽洗液，每孔中加入200 μl细胞裂解液，轻微振

荡15 min，于4 °C条件下1 000×g离心5 min，吸出上

清液并加到空白不透明的96孔板中。在酶标仪上检

测萤火虫和海肾荧光值，以海肾荧光素酶作为内参，

计算相对荧光素酶活性。相对荧光素酶活性＝萤火

虫荧光素酶活性值/海肾荧光素酶活性值。

1.9 统计学处理

1.3~1.8实验均重复3次。用SPSS 20.0软件对实

验数据进行统计分析，用GraphPad Prism 7软件绘制

实验相关图片。计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采

用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析。以P<

0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-23b在肺癌细胞系中高表达

qPCR实验结果（图 1）显示，与BEAS-2B细胞比

较，肺癌 NCI-H1650、NCI-H175、Calu-1、LTEP-A-2、

MSTO-211H和A549细胞中miR-23b表达水平均显

著升高（P<0.05或P<0.01），其中以A549细胞中表达

水平最高（P<0.01），所以后续实验选用A549细胞。

2.2 敲降miR-23b可增强A549细胞的放疗敏感性

CCK-8实验结果（图 2A）显示，随着 60Co γ-射线

剂量的上调，A549细胞增殖能力显著受到抑制，且半

抑制剂浓度 IC50为3.49 Gy。

qPCR实验结果（图2B、C）显示，随着放疗剂量的递

增，A549细胞中miR-23b的表达水平显著下调（P<0.05）；

转染miR-23b inhibitor后，A549细胞中miR-23b的表达

水平显著低于对照组（P<0.01）。CCK-8及Transwell检

测结果（图2D、E）显示，A549细胞增殖及侵袭能力随着

辐射强度的增强显著下降，敲降miR-23b后细胞的增殖

及侵袭能力显著低于对照组（P<0.05）。流式细胞术检

测结果（图2F）显示，A549细胞凋亡率随着辐射强度的

增强显著增高，且敲降miR-23b的A549细胞凋亡水平

显著高于对照组（P<0.05）。

上述结果表明，敲降miR-23b抑制A549细胞增殖

和侵袭能力并促进细胞凋亡，增强A549细胞的放疗敏

感性。

*P<0.05, **P<0.01 vs BEAS-2B cells; ΔP<0.05,
ΔΔP<0.01 vs A549 cells

图1 miR-23b在肺癌细胞系中高表达

Fig.1 miR-23b was upregulated in lung cancer cell lines

2.3 miR-23b靶向调控PTEN

生物信息学TargetScan数据库分析结果（图 3A）

显示，miR-23b能结合PTEN的3'-UTR区域。双荧光

素酶报告基因实验结果（图3B）证实，过表达miR-22b

显著抑制了 PTEN-Wt荧光素酶活性（P<0.05），且对

PTEN-Mut荧光素酶活性无影响。WB结果（图 3C）

显示，与对照组比较，转染miR-23b mimics显著地抑

制了 PTEN 的表达水平（P<0.05）。结果表明，miR-

23b靶向PTEN并对PTEN起到负调控的作用。

2.4 miR-23b/PTEN分子轴对A549细胞放疗敏感性

的影响

WB实验结果（图4A）显示，与对照组比较，转染

pcDNA3.1-PTEN后，PTEN的表达水平显著升高（P<

0.05），而同时转染 miR - 23b mimics 和 pcDNA3.1-

PTEN后，PTEN的表达水平与对照组比较差异无统

计学意义（P>0.05）。CCK-8 和 Transwell 检测结果

（图 4B、C）显示，与Ctrl+γ-ray组较，过表达 PTEN增

强 3 Gy 60Co γ-射线对A549细胞增殖和侵袭能力的

抑制作用（P<0.05），而同时过表达miR-23b和PTEN，
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A549细胞的增殖和侵袭能力与Ctrl+γ-ray组比较差

异无统计学意义（均P>0.05）。Annexin V-FITC/PI染

色流式细胞术检测结果（图4D）显示，与Ctrl+γ-ray组

比较，过表达PTEN增强 3 Gy 60Co γ-射线对A549细

胞凋亡的促进作用（P<0.01），而同时转染 miR-23b

mimics和pcDNA3.1-PTEN后，A549细胞凋亡水平与

Ctrl+γ-ray组比较差异无统计学意义（P>0.05）。结果

表明，敲降miR-23b靶向负调控 PTEN的表达，抑制

A549细胞的增殖与侵袭并促进细胞凋亡，从而增强

A549细胞对 60Co γ-射线放疗的敏感性。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group, △△P<0.01 vs miR-NC group

A and D: The proliferation of A549 cells was detected by CCK-8 assay; B and C: The expression of miR-23b in A549 cells was detect-

ed by qPCR; E and G: The invasion of A549 cells was detected by Transwell assay (crystal violet staining, ×200); F and H: The apopto-

sis of A549 cells as detected by flow cytometry

图2 敲降miR-23b可以增强A549细胞的放疗敏感性

Fig.2 Knockdown of miR-23b enhanced radio-sensitivity of A549 cells

*P<0.05 vs miR-NC group

A: TargetScan database was used to predict the interaction between miR-23b and PTEN; B: Dual-luciferase reporter gene was

applied to detect the luciferase activity of 293T cells; C: WB was used to measure the expression of PTEN in A549 cells

图3 miR-23b靶向调控PTEN

Fig.3 miR-23b targeted by regulated PTEN
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*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl+γ-ray group; ΔP<0.05,ΔΔP<0.01 vs pcDNA3.1-PTEN+γ-ray group

A: The expression of PTEN was detected by WB; B: The expression of PTEN detected by qPCR; C: CCK-8 assay was

applied to evaluate proliferation of A549 cells; D: The invasion of A549 cells was detected by Transwell assay

(crystal violet staining, ×200); E: Flow cytometry was used to measure the apoptosis of A549 cells

图4 miR-23b/PTEN分子轴对A549细胞放疗敏感性的影响

Fig.4 Effect of miR-23b/PTEN axis on radio-sensitivity of A549 cells

3 讨 论

肺癌已成为中国发病率和病死率均最高的恶性

肿瘤，放疗是肺癌治疗的主要手段之一[13]。miRNA

是一类由20~24个核苷酸组成的非编码单链RNA分

子，它们在动植物中参与转录后基因表达调控[14]。研

究[15-17]发现，多种miRNA在肿瘤的发生发展中起重

要作用，影响肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移及凋亡，并

参与调控肿瘤细胞的放疗敏感性。通过miRNA差异

表达分析发现，miR-23b与乳腺癌预后较差及放疗敏

感性相关[18]；miR-23b在胰腺癌放疗抵抗细胞中高表

达，敲降miR-23b可上调ATG12的表达水平，从而促

进自噬、缓解胰腺癌细胞的放疗抵抗[19]。由此可知，

miR-23b作为促癌因子介导多种肿瘤的发生及发展。

本研究证实，敲降miR-23b可以抑制肺癌A549细胞

的增殖、侵袭并促进细胞凋亡，从而增强A549细胞的

放疗敏感性。但miR-23b调控肺癌的具体机制还需

进一步探讨。

近年来，越来越多的研究证实，miRNA是通过

调控其下游靶基因的转录进而发挥促癌或抑癌的作

用。本研究通过生物信息学预测发现PTEN是miR-

23b的下游靶基因。PTEN具有蛋白磷酸酶和脂质磷

酸酶活性，是第一个具有磷酸酶活性的抑癌因子[20]。

研究[21-22]发现，USP10通过上调PTEN的表达水平，从

而抑制肺癌细胞的增殖及侵袭；过表达PTEN能够逆

转miR-21对肺癌细胞增殖及侵袭的促进作用，此与

本研究中过表达PTEN抑制肺癌A549细胞的恶性生

物学行为的结果一致，且本研究进一步证实了过表

达 PTEN可以缓解肺癌A549细胞的放疗敏感性，但

是对于PTEN的下游通路还有待深入研究。大量研

究[23-25]证明，PTEN通过调控PI3K/Akt信号通路，从而

影响肺癌细胞的增殖、分化、侵袭和细胞内转运等生

物学行为。由此可见，在肺癌A549细胞中PI3K/Akt

很可能是PTEN的下游通路，且对于PTEN通过调控
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PI3K/Akt信号通路，进而介导A549细胞放疗敏感性

的分子机制将是课题组后续研究的重点。

综上所述，本研究探讨miR-23b/PTEN分子轴对

肺癌A549细胞放疗敏感性的影响及其分子机制。研

究发现，miR-23b在肺癌细胞系中高表达，且miR-23b

可靶向负调控PTEN的表达水平；敲降miR-23b可上

调PTEN的表达水平，从而抑制A549细胞的增殖、侵

袭并促进细胞凋亡，进而增强肺癌A549细胞的放疗

敏感性。但本研究对PTEN上游或下游相关通路研

究还不够充分，同时缺少相关动物实验加以证实，因

此后续实验将结合动物实验进一步探究miR-23b是

否通过介导相关信号调控PTEN的表达进而参与肺

癌的发展。
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