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miR-183调控 Wnt/β-catenin信号通路促进非小

细胞肺癌特性肿瘤干细胞及上皮间质转化

赵论,张浩然,石默晗

(蚌埠医学院第一附属医院,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 研究 miR-183在非小细胞肺癌中的表达情况及影响非小细胞肺癌的作用机制。方法 收集10例新鲜非

小细胞肺癌及癌旁正常组织,实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测两组 miR-183表达差异。同时,qRT-PCR检测 miR-

183在非小细胞肺癌细胞系中的表达情况。通过转染技术,抑制 miR-183表达。通过Transwell小室实验检测对非小细

胞肺癌细胞侵袭、迁移的影响。通过 WesternBlot探索 miR-183对非小细胞肺癌的作用机制。结果 miR-183在非小

细胞肺癌组织及癌细胞系中相比于正常组织或上皮细胞表达水平显著上升。Transwell小室实验结果显示,抑制 miR-
183表达后,非小细胞肺癌细胞侵袭、迁移能力受到抑制。WesternBlot实验结果显示,在抑制 miR-183表达后,上皮间

质转化标志物蛋白N-cadherin、Vimentin、肿瘤干细胞标志物CD133、CD44表达显著下降。对 Wnt/β-catenin信号通路关

键蛋白检测,发现下调 miR-183表达后,WNT1、p-β-catenin蛋白水平明显下降。结论 miR-183在非小细胞肺癌中高表

达,并且可能通过 Wnt/β-catenin信号通路调控非小细胞肺癌上皮间质转化和肿瘤干细胞。
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miR-183regulatesWnt/β-cateninsignalingpathwaytopromotetumorstemcelland
epithelialmesenchymaltransformationinnon-smallcelllungcancer

ZhaoLun,ZhangHaoran,ShiMohan

(TheFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionofmiR-183innon-smallcelllungcanceranditsun-
derlyingmechanismininfluencingthedisease. Methods Tenfreshnon-smallcelllungcancertissuesandad-
jacentnormaltissueswerecollected.ThedifferentialexpressionofmiR-183betweentwogroupswasdeter-
minedusingquantitativereal-timefluorescencePCR(qRT-PCR).TheexpressionofmiR-183innon-smallcell
lungcancercelllineswasalsoevaluatedbyqRT-PCR.TheexpressionofmiR-183wasinhibitedthroughtrans-
fectiontechniques.Theimpactontheinvasionandmigrationofnon-smallcelllungcancercellswasassessedu-
singTranswellassays.Furthermore,theroleofmiR-183innon-smallcelllungcancerwasexploredthrough
WesternBlotanalysis. Results TheexpressionlevelsofmiR-183weresignificantlyelevatedinnon-smallcell
lungcancertissuesandcancercelllinescomparedtonormaltissuesorepithelialcells.InhibitionofmiR-183ex-
pressionresultedinthesuppressionofinvasionandmigrationabilityofnon-smallcelllungcancercells,asob-
servedintheTranswellassay.WesternBlotanalysisdemonstratedasignificantdecreaseintheexpressionof
epithelialmesenchymaltransformationmarkerproteins(N-cadherin,Vimentin)andtumorstemcellmarkers
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(CD133,CD44)followingtheinhibitionofmiR-183expression.Additionally,thedown-regulationofmiR-183
expressionledtoasignificantdecreaseinthelevelsofkeyproteinsintheWnt/β-cateninsignalingpathway,in-
cludingWNT1andp-β-catenin. Conclusion miR-183ishighlyexpressedinnon-smallcelllungcancerand
mayplayaregulatoryroleinepithelialmesenchymaltransitionandtumorstemcellsthroughtheWnt/β-catenin
signalingpathway.
  Keywords: miR-183;cancer,non-smallcelllung;Wnt/β-cateninsignalingpathway;tumorstemcells;

epithelialmesenchymaltransition

  肺癌已被公认为最常见的人类癌症类型,也是全

球癌症相关死亡率的主要原因[1]。统计分析表明[2-4],
非小细胞肺癌(non-smallcelllungcancer,NSCLC)占
所有肺癌病例的80%左右,其中包括鳞状细胞癌、腺
鳞癌 细胞癌、腺癌和大细胞癌。然而,尽管在化疗、手
术切除、放疗、分子靶向治疗和免疫治疗等临床诊断和

治疗方面取得了很大进展,但 NSCLC患者的预后仍

然极差[5]。因此,阐明NSCLC的分子机制并确定新的

潜在治疗靶点对于改善 NSCLC 患者的预后至关重

要。miRNAs是由19~25个核苷酸组成的内源性非

编码 RNA,其特异性结合信使 RNA(mRNA)导致靶

基因 mRNA的降解或抑制蛋白质翻译,并在转录后

水平调节基因表达[6]。miR-183与多种人类实体瘤的

发生、发展、侵袭、转移和耐药有关,如 miR-183在乳

腺癌中表达下降可能有助于上皮间质转化促进乳腺癌

的转移[7]。miR-183作为喉癌中的致癌分子,可通过

靶向下调 TMSB4Y 表达水平来促进上皮间质转化

(EMT)导 致 喉 癌 侵 袭、迁 移[8]。然 而,miR-183在

NSCLC中的调控机制尚不清楚。本研究通过分析

miR-183在 NSCLC的表达差异,并且通过基础实验

探究miR-183影响NSCLC的作用机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象 收集蚌埠医学院第一附属医院2019
年1月至2020年12月外科手术的10例患者信息,及
其手术切除癌组织及癌旁正常组织(距离癌切缘≥3
cm)后,立即放入-80℃冰箱保存,直至提取 mRNA。
所有病人均有明确的诊断,且术前均未接受过任何治

疗。所有患者均签署知情同意书,并由蚌医一附院伦

理委员会批准。

1.2 细胞培养及其主要试剂 NSCLC细胞(H1299、

H1975和A549)和正常肺上皮细胞(BEAS-2B)购自

中国科学院上海细胞库。使用10%胎牛血清的1640
培养基(赛默飞世尔科技有限公司)培养,培养基包含

10%胎牛血清(赛默飞世尔科技有限公司)+1%青链

霉素,细胞在37℃间隔、含5%CO2 的培养箱中培养。

miR-183抑制剂(miR-183inhibitors)和模拟物 miR
(mockmiRNA)购自上海吉凯基因医学科技股份有限

公司。一 抗 (N-cadherin、Vimentin、CD133、CD44、

WNT1、p-β-catenin、GAPDH)均购买于艾博抗生物有

限公司,二抗购于武汉三鹰生物科技有限公司,West-
ernblot试剂盒及BCA蛋白浓度测量试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司,Transwell小室及六孔

板购自于无锡耐思生命科技有限公司。

1.3 细胞转染 取对数生长期细胞,于转染前24h
将细胞以3.0×104 个/孔接种于6孔板;转染时按照

脂质 体 LipofectamineTM2000 转 染 试 剂 说 明 书,

A549细胞转染 miR-183抑制剂和模拟物 miR,记作

miR-183inhibitors及 mockmiRNA。转染时加入相

应试剂并混合均匀,将细胞培养基换为无血清培养基,

5%CO2、37℃条件培养箱培养6h后更换新鲜培养

基,然后进行后续实验。序列:miR-183inhibitors:5′-
TATGGCACTGGTAGAATTCACT-3′;mock miR-
NA:5′-CAGUACUUUUGUGUAGUACAA-3′。

1.4 总RNA提取及实时荧光定量PCR检测 将细

胞或癌组织,按照Lipofectamine2000说明书进行转染

操作,转染后48h,用Trizol法提取细胞总RNA。将

提取的总RNA按RNA反转录试剂盒(Reverse-aid-
first-strang-cDNA合成试剂盒)说明反转录 RNA为

cDNA,合成的cDNA 使用 TBGreenTMPrimixEx
TaqTM试剂盒通过PCR仪进行扩增检测,以 U6为

内参检测 miR-183表达。最终Ct值采用2-ΔΔCt方法

分析。实时荧光定量PCR采用两步PCR扩增标准程

序:步骤1:预变性(95℃,30s);步骤2:PCR反应

(95℃5s,60℃30s),共40个循环。所有试验均重

复3次。引 物 序 列:miR-183 前 引 物:5′-CGCGG-
TATGGCACTGGTAGA-3′;miR-183 后 引 物:5′-
AGTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3′;U6 前 引 物:

5′-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3′;U6 后引物:

5′-TTCACGAATTTGCGTGTCATC-3′。

1.5 Transwell小室细胞侵袭、迁移能力检测 将

Materigel胶与无血清DMEM 培养基按1∶8的比例

稀释,每孔加入60μL的 Materigel胶均匀覆盖Tran-
swell小室底部(迁移检测时不加入 Materigel胶),培
养60min使之呈半凝固态。分别取对数生长期的细

胞,每组设3个复孔,消化离心后,用无血清培养基重

悬计数。于37℃、5%CO2 饱和湿度下培养48h;取
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出小室;PBS清洗2次,4%多聚甲醛固定15min,用
结晶紫染液室温下染色10min;PBS漂去多余染料,
在200×视野下观察透膜细胞数。计数并求平均值。

1.6 WesternBlot实验 收集细胞,用RIPA裂解液

(上海碧云天生物技术有限公司)提取总蛋白裂解物,
用于 WesternBlot。使用BCA蛋白检测试剂盒(上海

碧云天生物技术有限公司)测定蛋白浓度。待定量后,
将等量配置好的蛋白质(40μg)加载到凝胶上,在

10%凝 胶 上 电 泳 分 离,然 后 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

(PVDF)膜上。用TBST洗膜5分钟/次,共3次,用

5%脱脂乳溶液封闭PVDF膜封闭1h,然后与一抗抗

体 (1∶1000)的一抗孵化,4℃孵育过夜。第2天用

TBST溶液清洗膜3次,再与二抗在37℃下孵育1h。

1.7 统计学方法 所有实验至少重复3次。实验数

据均以(췍x±s)表示,通过t检验分析分组变量的差异。
多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较则采

用LSD-t检验。所有统计分析均采用SPSS20.0进

行,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-183在NSCLC患者中高表达 通过qRT-
PCR检测发现,在10例NSCLC患者手术癌组织及相

对应的癌旁组织中,miR-183的表达水平相较于癌旁

组织显著升高,且两者差异具有统计学意义(P <
0.05),见图1。

图1 miR-183在NSCLC患者中表达情况

2.2 miR-183在 NSCLC细胞系中高表达 qRT-
PCR检测发现,与BEAS-2B相比,在 NSCLC细胞系

H1299、H1975和A549的 miR-183表达明显增加,差
异有统计学意义,见图2。由于A549细胞中 miR-183
表达升高最显著,因此选择 miR-183细胞进行后续研

究。

2.3 miR-183转染效率检测 转染后24h后的

A549细胞通过qRT-PCR 检测发现,相较于 mock
miRNA组,miR-183inhibitors组中的 miR-183表达

水平显著下降,差异有统计学意义,见图3。

注:*P<0.05。

图2 miR-183在NSCLC细胞系中表达情况

注:*P<0.05。

图3 miR-183转染效率

2.4 减少miR-183表达抑制A549细胞迁移、侵袭 
迁移Transwell实验结果显示,与 mockmiRNA组相

比,miR-183inhibitors组中的细胞数目显著减少,差
异有统计学意义。侵袭Transwell实验结果显示,与
mockmiRNA组相比,miR-183inhibitors组中的细胞

数目显著减少,差异有统计学意义,见图4。
2.5 减少 miR-183表达抑制上皮间质转化 通过

WesternBlot结果显示,与 mockmiRNA 组 比 较,
miR-183inhibitors组中上皮间质转化蛋白N-cadher-
in、Vimentin水平明显下降差异具有统计学意义,见
图5。
2.6 减少 miR-183表达抑制肿瘤干细胞标志物表达

 通过 WesternBlot结果显示,与mockmiRNA组比

较,miR-183inhibitors组 中 的 肿 瘤 干 细 胞 标 志 物

CD133、CD44蛋白水平明显下降,差异具有统计学意

义,见图6。
2.7 减少 miR-183表达抑制 Wnt/β-catenin信号通

路 通过 WesternBlot结果显示,与mockmiRNA组

比较,miR-183inhibitors组中 Wnt/β-catenin信号通

路 WNT1、p-β-catenin蛋白水平明显下降差异具有统

计学意义,见图7。
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注:*P<0.05。

图4 A549细胞迁移、侵袭检测

注:*P<0.05。

图5 检测上皮间质标志物的结果

注:*P<0.05。

图6 检测肿瘤干细胞标志物的结果

注:*P<0.05。

图7 检测 Wnt/β-catenin信号通路的结果
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3 讨论

肺癌 占 全 球 所 有 癌 症 相 关 死 亡 的 最 高 比 例

(25%),死亡率>15%[9]。在所有肺癌病例中,>85%
为NSCLC,其死亡率很高[10-11]。目前,NSCLC最有效

的根治方法是手术切除;然而,手术治疗仅成功应用

于少数患者,因为 NSCLC往往被诊断为晚期[12]。因

此,早期诊断预测生物标志物和预后生物标志物的治

疗应用,对于提高NSCLC患者的生存率至关重要。

MiR-183是位于人类染色体7q31-34位点的 mi-
croRNA-183-96-182簇的成员[13]。近年来,许多研究

表明 miR-183在多种肿瘤中异常表达,并参与肿瘤的

发生发展[14-16]。近期研究表明[17],miR-183参与了

EMT的许多方面,包括细胞凋亡、组织修复、细胞外基

质重塑和肿瘤转移。miR-183通过调节ZEB1抑制

EMT,MiR-183的过度表达导致细胞从间充质细胞转

变为上皮细胞。转移相关1(MTA1)蛋白是所有实体

瘤中EMT和转移进展的主要诱导因子。在乳腺癌、
肾癌、前列腺癌和睾丸癌组织中,MTA1蛋白和RNA
的表达与miR-183的表达趋势相反。SUNXY等[18]

发现,在骨肉瘤组织和 MG63细胞中,miR-183通过靶

向 MTA1抑制EMT和凋亡,这些发现提示 miR-183
在恶性肿瘤的进程及演变中影响EMT来发挥重要作

用。本研究中,首先通过qRT-PCR检测发现,miR-
183在 NSCLC患者癌组织表达显著高于癌旁组织。
同时,收集3株 NSCLC细胞系和1株肺黏膜上皮细

胞,qRT-PCR检测显示,miR-183在NSCLC细胞系中

表达显著高于正常上皮细胞。这些结果提示,miR-183
在NSCLC中高表达,可能是其致癌因素。为了进一

步研究 miR-183对 NSCLC细胞的影响,通过转染技

术抑制 miR-183表达。通过 Transwell小室实验发

现,抑制miR-183表达后,NSCLC细胞A549侵袭、迁
移能力受到抑制。

最近的癌症研究表明,EMT是肿瘤转移的早期事

件,它对早期肿瘤转变为侵袭性恶性肿瘤至关重要。
此外,大 量 研 究 表 明 Wnt/β-catenin 信 号 通 路 在

NSCLCEMT相关的侵袭转移中起着至关重要的作

用。如LINC01089通过抑制 Wnt/β-catenin-EMT通

路和通过海绵 miR-27a抑制 NSCLC的上皮-间质转

化,介导SFRP1表达上调[19]。并且 Wnt/β-catenin通

路在肿瘤起源干细胞的维持中扮演重要角色,研究表

明,下调 Wnt/β-catenin通路可抑制CSCs和EMT,阻
断肿瘤的侵袭和转移。miR-140-3p通过抑制 Wnt/β-
catenin信号通路来减弱顺铂耐药性并降低NSCLC细

胞中的干细胞样特性[20]。为了研究 miR-183影响

NSCLC机制,本课题组通过 WesternBlot实验探索

miR-183影响NSCLC细胞系的作用机制。本课题组

研究结果显示,在抑制miR-183表达后,上皮间质转化

标志物蛋白表达显著下降。同时抑制 miR-183表达

后,肿瘤干细胞标志物CD133、CD44蛋白水平明显下

降。这些结果提示miR-183可能影响NSCLC上皮间

质转化及肿瘤干细胞。为进一步探究其机制,利用

WesternBlot检测EMT相关的信号通路 Wnt/β-cate-
nin,WesternBlot实 验 结 果 显 示,抑 制 miR-183,

Wnt/β-catenin信号通路 WNT1、p-β-catenin蛋白水平

显著下降。这些结果提示,miR-183可能通过 Wnt/β-
catenin信号通路调控NSCLC上皮间质转化和肿瘤干

细胞。
综上所述,本研究主要发现 miR-183在 NSCLC

癌中表达明显升高,可能通过 Wnt/β-catenin信号通路

调控NSCLC上皮间质转化和肿瘤干细胞。本研究得

出miR-183可能是 NSCLC检测及治疗的新靶点,并
且其通过 Wnt/β-catenin信号通路调控 NSCLC上皮

间质转化和肿瘤干细胞,为今后 NSCLC发展机制及

预后判断提供新思路。
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