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miR-1204表达对非小细胞肺癌细胞增殖凋亡、上皮间质转化
和MAPKs信号通路的影响 *
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摘要 目的：探究微小 RNA-1204（miR-1204）表达对非小细胞肺癌细胞增殖凋亡、上皮间质转化（EMT）和丝裂原活化蛋白激酶

（MAPKs）信号通路的影响。方法：将人非小细胞肺癌细胞 A549随机分为 miR-1204组（转染 miR-1204mimic质粒）、NC组（转染

空载质粒）和对照组（仅加转染试剂）。采用四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测细胞增殖情况，采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，采

用实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）检测细胞 E-钙黏蛋白（E-cad）、N-钙黏蛋白（N-cad）和波形蛋白（Vim）mRNA的表达

水平。采用 RT-qPCR和蛋白免疫印迹（WB）法检测细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、JNK mRNA和蛋白的表达水平。结果：培

养 12、24、48 h，miR-1204组细胞增殖抑制率均高于对照组和 NC组同期（P＜0.05），对照组与 NC组同期的细胞增殖抑制率比较

差异无统计学意义（P＞0.05）。但三组细胞随着培养时间延长，细胞增殖抑制率均增加，两两时间点组内比较均有差异（P＜0.05）。

miR-1204组细胞凋亡率高于对照组和 NC组（P＜0.05）。miR-1204组 E-cad mRNA的表达水平高于对照组和 NC组（P＜0.05），

N-cad、Vim mRNA的表达水平低于对照组和 NC组（P＜0.05）。miR-1204组 p-P38、p-ERK、p-JNK mRNA和蛋白的表达水平均低

于对照组和 NC组（P＜0.05）。结论：上调 miR-1204的表达可以抑制非小细胞肺癌细胞的增殖，促进其凋亡，还可以抑制其 EMT，

该作用可能是通过抑制MAPKs信号通路实现的。
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Effects of miR-1204 Expression on Proliferation and Apoptosis, Epithelial
Mesenchymal Transition and MAPKs Signaling Pathway in Non-Small Cell

Lung Cancer Cells*

To investigate the effect of microRNA-1204 (miR-1204) expression on proliferation and apoptosis, epithe-

lial mesenchymal transition (EMT) and mitogen activated protein kinases (MAPKs) signaling pathway in non-small cell lung cancer

cells. Human non-small cell lung cancer A549 cells were randomly divided into miR-1204 group (transfected with

miR-1204mimic plasmid), NC group (transfected with empty plasmid) and control group (only with transfection reagent). Cell prolifera-

tion was detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Cell apoptosis was detected by flow cytometry, and the expression levels

of E-cadherin (E-cad), N-cadherin (N-cad) and vimentin (Vim) mRNA were detected by real-time fluorescent quantitative polymerase

chain reaction (RT-qPCR). The expression levels of p-P38, P38, p-ERK, ERK, p-JNK and JNK mRNA and protein were detected by

RT-qPCR and Western blot (WB). 12, 24, and 48 h after culture, the cell proliferation inhibition rate in the miR-1204 group was

higher than that in the control group and NC group at the same period (P<0.05). There was no significant difference in the cell prolifera-
tion inhibition rate between the control group and the NC group at the same period (P>0.05). However, with the prolongation of culture
time, the cell proliferation inhibition rate in the three groups increased, and there were differences between the two time points in the

groups (P<0.05). The cell apoptosis rate in the miR-1204 group was higher than that in the control group and NC group (P<0.05). The ex-
pression level of E-cad mRNA in the miR-1204 group was higher than that in the control group and NC group (P<0.05), the expression
levels of N-cad and Vim mRNA in the miR-1204 group were lower than those in the control group and NC group (P<0.05). The expres-
sion levels of p-P38, p-ERK and p-JNK mRNA and protein in the miR-1204 group were lower than those in control group and NC group

(P<0.05). Up regulating the expression of miR-1204 can inhibit the proliferation and promote the apoptosis of non-small cell

lung cancer cells, and also inhibit their EMT, this effect may be achieved by inhibiting MAPKs signaling pathway.
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前言

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率位居所

有癌症之首，其中超过 80%的肺癌都属于非小细胞肺癌，大部

分患者在发现时已处于中晚期[1,2]。尽管目前治疗技术已经取得

了一定进展，但治疗结果仍不理想，患者 5 年内生存率仍较

低[2]。靶向治疗是近年来的研究热点，越来越多的学者将非小细

胞肺癌的治疗重点转移到靶向治疗上来[3]。MicroRNAs（miR-

NAs）是一类高度保守的、内源性表达的小非编码 RNA，它们通

过与相应靶信使 RNA（mRNA）的 3'-非翻译区（3'-UTR）直接

相互作用以及通过 miRNA切割在转录后基因表达中发挥主要

作用[4]。多项研究表明[5,6]，miRNA是肿瘤的启动子或抑制子，在

某些癌症的转移中起关键作用，其中包括胃癌、乳腺癌、肝细胞

癌、胰腺癌等[7,8]。miR-1204是一种新的癌症相关 miRNA，在多

种癌症中表达异常[9,10]。Jiang等研究中显示[11]，高 miR-1204表

达与非小细胞肺癌淋巴结转移、TNM分期高度相关，且对裸鼠

成瘤及非小细胞肺癌细胞的增殖存在关系。丝裂原活化蛋白激

酶（MAPKs）信号通路在非小细胞肺癌的发生发展中具有重要

作用，并呈现异常激活状态[12]。上皮间质转化（EMT）是肿瘤发

生的重要过程，与肿瘤细胞的转移和入侵紧密相关。但目前为

止，关于 miR-1204表达对非小细胞肺癌细胞增殖凋亡、EMT

和MAPKs信号通路的影响等的研究鲜有报道，因此本研究将

人非小细胞肺癌 A549细胞中的 miR-1204进行过表达，探究

其对非小细胞肺癌细胞增殖、凋亡、EMT和MAPKs信号通路

的影响，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

人非小细胞肺癌 A549细胞购于武汉普诺赛生命科技有

限公司。10%胎牛血清购自广州赛业生物科技有限公司。链霉

素和青霉素标准品均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

二甲基亚砜购自北京伊诺凯科技有限公司。 Lipofec-

tamineTM2000转染试剂购于美国 Invitrogen公司。MTT Assay

Kit试剂盒（MTT）购于北京索莱宝科技有限公司。Trizol试剂

盒购自上海爱必信生物科技有限公司。Annexin V-FITC细胞凋

亡检测试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司。实时荧光定

量聚合酶链式反应（RT-qPCR）试剂盒（SYBR Green）购于上海

联迈生物工程有限公司。兔抗小鼠 p-P38、P38、p-ERK、ERK、

p-JNK、JNK一抗购自美国 Abcam公司。辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔二抗均购于爱必信（上海）生物科技有限公司。

CO2培养箱购于深圳市瑞沃德生命科技有限公司。BSF-58

荧光显微镜购于上海巴拓仪器有限公司。ST-360型生物酶标

仪购于上海科华生物工程股份有限公司。Cytek NL-CLC全光

谱流式细胞仪购于上海聚慕医疗器械有限公司。LF50倒置荧

光显微镜购于广州市莱特光电技术有限公司。BK-CW16 型

RT-qPCR仪购于山东博科科学仪器有限公司。Qubit4.0核酸定

量仪荧光计购于赛默飞世尔科技（中国）有限公司。Invitrogen

iBright成像系统购于美国赛默飞世尔科技有限公司。

1.2 细胞培养分组及转染

人非小细胞肺癌 A549细胞常规复苏后接种于与含 10%

胎牛血清、100 滋g/mL 链霉素和 100 U/mL 青霉素的 RP-

MI-1640培养基中，在 CO2培养箱（37℃、95%湿度、5%CO2）中

培养，隔天换液，待细胞生长至对数生长期时，随机分为

miR-1204 组、NC 组和对照组，每组设置 3 个复孔。以

miR-1204mimic质粒转染 miR-1204组细胞，空载质粒转染 NC

组细胞，对照组中加入等量转染试剂，操作过程严格按照转染

试剂盒进行。转染后继续培养 48h，并在 BSF-58荧光显微镜下

观察转染情况，细胞转染率 =视野中转染细胞数 /视野中全部

细胞数× 100%。

1.3 MTT法检测细胞增殖情况

取 1.2中各组稳点转染 A549细胞，分别接种于 96孔板

中，每孔 0.2 mL，细胞密度为 1× 105个 /孔，分别孵育 12 h、24 h、

48 h，每组设置 3个复孔。孵育结束后各孔中加入 5 g/L MTT

溶液 10 滋L，避光孵育 4 h，再加入二甲基亚砜 150 滋L，震荡混
匀，采用 ST-360型生物酶标仪检测各孔于 490nm处的光密度

值（OD），计算细胞增殖抑制率。细胞增殖抑制率 =（1-实验孔

OD值）/对照组 OD值× 100%。

1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡情况

取 1.2中各组稳点转染 A549细胞，采用 0.25%胰酶消化

后短暂离心，弃上清，用磷酸盐缓冲液（PBS）吹散细胞，分别取

各组细胞悬液 0.3 mL，加入 5 滋L Annexin V-FITC和碘化丙啶

（PI）溶液，轻摇混匀，静置 15 min，采用 Cytek NL-CLC全光谱

流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

1.5 RT-qPCR 检测细胞 E- 钙黏蛋白（E-cad）、N- 钙黏蛋白

（N-cad）和波形蛋白（Vim）mRNA的表达水平

取 1.2中各组稳点转染 A549细胞，采用 0.25%胰酶消化

后收集于 1.5 mL离心管中，用 Trizol 试剂盒提取细胞中总

mRNA，采用 Qubit4.0核酸定量仪荧光计检测提取出的 mRNA

浓度，用一步法 RT-qPCR试剂盒先进行逆转录，再以互补脱氧

核糖核酸（cDNA）为模板进行 qRT-PCR扩增，引物序列见表

1。反应条件如下：42℃ 30 min（1× ），94℃ 5 min（1× ），

95℃ 15 s+60℃ 1 min（35×）。以 GAPDH为内参基因，采用 2-△

△ Ct计算目的基因的相对表达量。

Target gene Upstream primer Downstream primer Fragment length（bp）

E-cad GCAGGCATTAGCAGGTAG TGACCTAGCATTGACA 458

N-cad TAGACATAGCATTGACA TTGACATTGCAACAG 362

Vim GCATAGACATAGACAAA TAGACACATAGCACA 481

GAPDH GCATAGCACACACGAATA GACATAGACATGCACA 225

表 1 目标基因引物序列

Table 1 Target gene primer sequence
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1.6 RT-qPCR 检测细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、JNK

mRNA的表达水平

取 1.2中各组稳点转染 A549细胞，采用 0.25%胰酶消化后

收集于 1.5mL离心管中，用 Trizol试剂盒提取细胞中总mRNA，

采用 Qubit4.0核酸定量仪荧光计检测提取出的 mRNA浓度，

用一步法 RT-qPCR试剂盒先进行逆转录，再以 cDNA为模板进

行 qRT-PCR扩增，引物序列见表 2。反应条件同 1.5，以GAPDH

为内参基因，采用 2-△ △ Ct计算目的基因的相对表达量。

表 2 目标基因引物序列

Table 2 Target gene primer sequence

Target gene Upstream primer Downstream primer Primer length（bp）

p-P38 TGACCAGTACATTGACA CATGCACCTAGCAGGAT 336

P38 TAGCCATGACCATGCACCA TAGCCATTAGCACATAGAA 336

p-ERK CCGATAGCCAGATGACA TTGCATGCCATAGCACA 425

ERK AACTAGCATAGCCACCA CGTTGCAGTAGCAAGA 425

p-JNK TGCAGCAGTTAGCACACG TAGCCCACATGACCAGA 631

JNK TGCAGTGACAGTAGACAA TAGACGATTAGACGTAGA 631

GAPDH GCATAGCACACACGAATA GACATAGACATGCACA 225

1.7 Western blot 检测细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、

JNK蛋白的表达水平

取 1.2 中各组稳点转染 A549 细胞，弃去培养液，采用

RIPA裂解液将细胞裂解以提取总蛋白。将提取好的蛋白进行

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，结束后将目的蛋白转移

至聚偏氟乙烯膜上，依次进行封闭、一抗孵育（1:500稀释）、二

抗孵育（1：2000稀释），最后使用 ELC化学发光试剂显色，用

Image J1.9.1软件分析，以 GAPDH为内参蛋白计算目的蛋白

的相对表达量。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件分析数据，GraphPad prism 绘制柱状

图，符合正态分布的计量资料均以均数± 标准差（x± s）表示，
多样本计量资料比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD-t检验；不同时间点测量资料比较采用重复测量方差分析，

两两比较采用 SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞转染情况

miR-1204转染 48 h后转染率逸80%，转染成功。见图 1。

图 1 转染荧光图片（× 200）

Fig.1 Transfection fluorescence picture（× 200）

2.2 各组细胞增殖抑制率的比较

培养 12、24、48 h，miR-1204 组细胞增殖抑制率均高于对

照组和 NC组同期（P＜0.05），对照组与 NC组同期的细胞增殖

抑制率比较差异无统计学意义（P＞0.05）。三组细胞随着培养

时间延长，细胞增殖抑制率均增加（P＜0.05）。见表 3。

2.3 各组细胞凋亡率的比较

对照组、NC组和 miR-1204组细胞凋亡率分别为（28.31±

3.52）%、（27.05± 3.17）%、（55.06± 4.11）%，差异有统计学意义

（F=57.271，P=0.000）；miR-1204 组细胞凋亡率高于对照组和
NC组（P＜0.05）。见图 2。

2.4 各组细胞 E-cad、N-cad、Vim mRNA的表达水平的比较

miR-1204 组 E-cad mRNA的表达水平高于对照组和 NC

组（P＜0.05），N-cad、Vim mRNA的表达水平低于对照组和 NC

组（P＜0.05）。对照组和 NC组中 E-cad、N-cad和 Vim mRNA
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Note: compared with control group, *P<0.05. Compared with NC group, #P<0.05.

Note: compared with control group, *P<0.05. Compared with NC group, #P<0.05.

的表达水平比较差异无统计学意义（P＞0.05）。见表 4。

Note: compared with control group, *P<0.05. Compared with NC group, #P<0.05. Compared with 12 h, @P<0.05. Compared with 24 h, &P<0.05.

图 2 各组细胞凋亡率的比较

Fig.2 Comparison of cell apoptosis rate of each group

表 3 各组细胞增殖抑制率的比较（x± s，%，n=3）
Table 3 Comparison of cell proliferation inhibition rate in each group(x± s, %, n=3)

Groups 12 h 24 h 48 h

NC group 15.33± 1.02 20.31± 1.61@ 25.14± 2.08@&

Control group 14.91± 1.13 19.88± 1.45@ 25.06± 1.97@&

miR-1204 group 20.31± 1.54*# 36.85± 2.42*#@ 58.36± 3.02*#@&

F F between groups=17.319, F time=191.526, F interaction=79.860

P P between groups=0.003, P time=0.000, P interaction=0.000

2.5 细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、JNK mRNA 的表达

水平的比较

对照组、NC组和 miR-1204组细胞 P38、ERK、JNK mRNA

的表达水平组间比较差异无统计学意义（P＞0.05）。miR-1204

组p-P38、p-ERK、p-JNK mRNA的表达水平低于对照组和 NC

组（P＜0.05）。对照组和 NC 组中细胞 p-P38、p-ERK、p-JNK

mRNA的表达水平比较差异无统计学意义（P＞0.05）。见表 5。

2.6 细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、JNK 蛋白的表达水

平的比较

对照组、NC组和 miR-1204组细胞 P38、ERK、JNK蛋白的

表达水平组间比较差异无统计学意义（P＞0.05）。miR-1204组

p-P38、p-ERK、p-JNK 蛋白的表达水平低于对照组和 NC 组

（P＜0.05）。对照组和 NC组中细胞 p-P38、p-ERK、p-JNK蛋白

的表达水平比较差异无统计学意义（P＞0.05）。见表 6、图 3。

表 4 各组细胞 E-cad、N-cad、Vim mRNA的表达水平的比较（x± s，n=3）
Table 4 Comparison of expression levels of E-cad, N-cad and Vim mRNA in cells of each group(x± s, n=3)

Groups E-cad mRNA N-cad mRNA Vim mRNA

NC group 0.18± 0.05 0.51± 0.04 0.64± 0.01

Control group 0.18± 0.04 0.50± 0.05 0.65± 0.02

miR-1204 group 0.46± 0.02*# 0.23± 0.02*# 0.27± 0.06*#

F 52.267 50.467 102.951

P 0.000 0.000 0.000

表 5 各组细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、JNK mRNA的表达水平的比较（x± s，n=3）
Table 5 Comparison of expression levels of p-P38, P38, p-ERK, ERK, p-JNK and JNK mRNA in cells of each group(x± s, n=3)

Groups P38 mRNA p-P38 mRNA ERK mRNA p-ERK mRNA JNK mRNA p-JNK mRNA

NC group 0.71± 0.11 0.73± 0.12 0.66± 0.07 0.63± 0.09 0.79± 0.14 0.75± 0.13

Control group 0.72± 0.10 0.72± 0.11 0.67± 0.12 0.65± 0.07 0.79± 0.15 0.76± 0.12

miR-1204 group 0.71± 0.09 0.31± 0.05*# 0.65± 0.10 0.25± 0.06*# 0.77± 0.13 0.27± 0.04*#

F 0.010 17.824 0.031 27.542 0.020 21.456

P 0.990 0.003 0.970 0.001 0.980 0.002
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Note: compared with control group, *P<0.05. Compared with NC group, #P<0.05.

3 讨论

非小细胞肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，具有高发病率和

死亡率的特点[13]。由于多数患者发现时已经处于中晚期，因此

化疗和放疗常作为临床主要治疗手段，但治疗效果往往欠佳[14,15]。

肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移是阻碍其疗效的主要原因。多项

研究表明，非编码区 miRNA的异常表达在癌症的发生和进展

中发挥着关键作用，其可以靶向作用于编码区基因的转录、翻

译过程，调节细胞的增殖与凋亡等多种生物学过程[16,17]。近年

来，一些 miRNA在肺癌的诊断、治疗和预后标志物的研究中获

得重要进展，miRNA已成为预测肺癌治疗药物反应性等精准

医学研究的热点[18]。MAPKs信号通路在非小细胞肺癌等多种

肿瘤细胞中呈现活化状态，在细胞内可由苏氨酸和酪氨酸激

活，一旦活化则由细胞浆进入细胞核，将细胞外信号传递至细

胞核内靶基因，参与细胞凋亡与增殖等细胞生物学过程。但目

前关于 miR-1204和 MAPKs信号通路在非小细胞肺癌中的关

系尚不明确，因此本文对其进行探究。

本研究结果显示，miR-1204组细胞增殖抑制率和细胞凋

亡率均高于对照组和 NC组，说明上调非小细胞肺癌细胞中

miR-1204可以抑制细胞增殖，促进细胞凋亡。miR-1204参与多

种复杂的生物学过程，在肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡、侵袭中

具有重要作用[19]。Qian等研究显示[20]，过表达 miR-1204可以促

进非小细胞肺癌细胞的凋亡，这与本研究结果一致，提示非小

细胞肺癌细胞中 miR-1204表达水平可以调控细胞增殖和细胞

凋亡。EMT与癌症的多种恶性行为有关，包括增殖、侵袭和转

移[21]。EMT过程会导致上皮细胞失去极性而获得较高的侵袭能

力，同时 EMT关键基因的转录、翻译过程受到非编码区 miR-

NAs调控，因此 miRNAs与肿瘤细胞的发生发展密切相关。本

研究结果显示，miR-1204组 E-cad mRNA的表达水平高于对

照组和 NC 组，N-cad、Vim mRNA 的表达水平低于对照组和

NC组，说明上调 miR-1204可以抑制非小细胞肺癌细胞发生

EMT。N-cad和 Vim是肿瘤细胞间充质转化的标志物，E-cad是

上皮间质转化的标志物，三者是从分子水平检测 EMT的常用

标志物[22,23]。在发生 EMT的肿瘤细胞中，N-cad和 Vim的表达

上调，E-cad的表达下降[24]。Peng等研究显示[25]，miR-1204在紫

杉醇抗性鼻咽癌细胞中低表达，高表达 miR-1204后癌细胞对

紫杉醇敏感性增加，证实 miR-1204过表达抑制了癌细胞恶性

行为学。因此，上调 miR-1204可以抑制非小细胞肺癌细胞发生

EMT。

本研究结果显示，miR-1204 组 p-P38、p-ERK、p-JNK mR-

NA和蛋白的表达水平低于对照组和 NC 组，提示上调

miR-1204会抑制非小细胞肺癌细胞MAPKs信号通路的活化。

肿瘤的发生和发展与细胞的信号传递密切相关，MAPKs信号

通路是细胞内重要的信号传导系统之一，参与细胞的增殖、凋

亡与侵袭[26,27]。MAPKs信号通路包含 3条信号通路，其中 ERK

信号通路是MAPKs的经典信号通路[28]，活化的 ERK可以进入

细胞核激活激酶与转录因子，有研究显示其在多种肿瘤细胞中

被激活，可以促进肿瘤细胞的增殖与侵袭 [29]。另两条是

JNK/SAPK信号通路和 P38-MAPK信号通路，已有研究显示这

两条信号通路与肺癌细胞的生长紧密相关[30]。多种细胞因子均可

激活 JNK，活化的 JNK可以与转录因子结合，促进细胞增殖[31]；

活化的 P38-MAPK可以调节下游凋亡基因转录，抑制细胞凋

亡的蛋白。过表达 miR-1204后，MAPKs的 3条信号通路中的

蛋白磷酸化均被抑制，其下游相关基因的转录和翻译过程被抑

制，非小细胞肺癌细胞恶性生物行为学减弱，进而抑制非小细

胞肺癌细胞增殖[32]。

综上所述，上调 miR-1204的表达可以通过抑制 MAPKs

信号通路发挥抑制非小细胞肺癌细胞增殖、促进其凋亡、抑制

其 EMT的作用。但 miR-1204能否通过其他信号通路调控非小

细胞肺癌增殖、凋亡及 EMT过程尚不明确，仍需开展更深一步

表 6 各组细胞 p-P38、P38、p-ERK、ERK、p-JNK、JNK蛋白的表达水平的比较（x± s，n=3）
Table 6 Comparison of expression levels of p-P38, P38, p-ERK, ERK, p-JNK and JNK proteins in cells of each group (x± s, n=3)

Groups P38 p-P38 ERK p-ERK JNK p-JNK

NC group 0.54± 0.08 0.52± 0.07 0.48± 0.07 0.25± 0.06 0.58± 0.09 0.52± 0.08

Control group 0.51± 0.06 0.53± 0.08 0.49± 0.05 0.26± 0.05 0.57± 0.08 0.50± 0.05

miR-1204 group 0.50± 0.07 0.21± 0.03*# 0.49± 0.06 0.09± 0.01*# 0.57± 0.08 0.20± 0.03*#

F 0.262 24.418 0.027 13.210 0.014 29.510

P 0.778 0.001 0.973 0.006 0.986 0.001

图 3 目标蛋白电泳图

Fig.3 Electropherogram of target protein

Note: A: NC group. B:control group. C: miR-1204 group.
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的研究探讨，为靶向治疗非小细胞肺癌提供实验依据。
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