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miR-26 靶向MTHFR通过 JAK/STAT 通路调控	

肺癌细胞增殖与侵袭

关耀武

(驻马店市中心医院胸外科，河南 驻马店 463000)

[摘　要]	 目的：探讨miR-26靶向亚甲基四氢叶酸还原酶(methylenetetrahydrofolate reductase，MTHFR)通过

JAK/STAT信号通路调控肺癌细胞增殖与侵袭的机制。方法：以免疫组织化学检测法检测MTHFR

在肺癌组织与正常肺组织中的表达；以PCR法检测miR-26在肺癌组织中的表达；使用双荧光素酶

报告基因系统检测miR-26对MTHFR转录活性的影响；以肿瘤细胞成球实验检测miR-26的表达对肺

癌细胞H1650增殖能力的影响；以Transwell侵袭实验检测miR-26的表达对肺癌H1650细胞侵袭能力

的影响；以CM-H2DCFDA细胞荧光染色法检测肺癌细胞内活性氧(reactive oxygen species，ROS)水

平；以Western印迹检测过表达miR-26后JAK/STAT信号通路的蛋白表达水平。结果：与正常肺组

织相比，在肺癌组织中MTHFR表达较高，miR-26表达明显降低。双荧光素酶报告基因系统检测结

果显示：miR-26可直接调控MTHFR的转录活性；过表达miR-26后，肺癌细胞H1650的增殖与侵袭

能力明显降低；过表达miR-26后，肺癌细胞内ROS水平降低；过表达miR-26后，MTHFR的表达水

平下调，p-JAK与p-STAT蛋白表达下调。结论：miR-26靶向MTHFR可通过JAK/STAT通路调控肺癌

细胞的增殖与侵袭能力。
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MiR-26 targeting MTHFR regulates the invasion and 
proliferation of lung cancer by JAK/STAT signaling pathway 

GUAN Yaowu

(Department of Thoracic Surgery, Central Hospital of Zhumadian, Zhumadian Henan 463000, China)

Abstract Objective: To investigate the effect of miR-26 targeting methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) by JAK/

STAT signaling pathway on invasion and proliferation of lung cancer. Methods: The expression of MTHFR in 

lung cancer tissues was detected by immunohistochemistry. The expression of miR-26 in lung cancer cell line was 

detected by PCR. The effect of miR-26 on the expression of MTHFR was examined by the dual luciferase gene 

system. Effect of miR-26 on the proliferation ability of H1650 were detected by tumor in ball assays. Transwell 
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肺癌是呼吸系统发病率最高且最常见的原发

性肿瘤之一，国内发病率约为0.26‰，大约占所有

呼吸系统肿瘤的68% [1-2]。目前主要的治疗方法是

手术或手术加放疗，部分化疗效果不佳。然而，

即便患者接受手术治疗，其术后生存期也相对有

限。由于在手术过程中无法完全切除肺部肿瘤，

肺癌的术后复发率也相对较高，且复发后患者的

平均生存期将缩短至3~6个月 [3]。随着对肺癌发病

相关基因与分子机制的认识不断深入，寻求调控

肺癌的分子已经成为肺癌治疗与预后改善新的研

究方向。

MiR-26位于人体3号染色体，全长21核苷酸，

在多种组织中广泛表达，其表达不存在针对特异

性 [ 4 ]。有研究 [ 5 ]报道：m i R - 2 6 在胃癌、鼻咽癌、

乳 腺 癌 及 肝 癌 中 均 存 在 表 达 降 低 的 情 况 。 目 前 
miR-26在肺癌中的作用机制尚未明确，有报道[5]称

miR-26可通过调控下游的靶向基因来抑制肺癌细

胞的增殖与扩散。因此，本研究考虑到miR-26与

肿瘤相关性非常高，miR-26或可作为肺癌治疗的

分子靶点，拟通过研究肺癌细胞与肺癌组织标本

中miR-26的表达水平，进一步探讨肺癌进程的干

预机制与临床治疗的可行度。

M T H F R 基 因 编 码 的 亚 甲 基 四 氢 叶 酸 还 原 酶

(methylenetetrahydrofolate  reductase，MTHFR)在

叶酸代谢过程中的起关键作用，它将5,10-亚甲基

四氢叶酸(5,10-MTH F)转变成5-甲基四氢叶酸(5-
MTHF)，参与蛋氨酸循环与各种基因DNA的甲基

化[6]。研究[7]表明：MTHFR的活性可影响5-氟尿嘧

啶( 5 -F U )的抗肿瘤作用。同时也有研究 [ 8 ]报道：

MTHFR在体内叶酸代谢过程中起关键作用，其作

为叶酸依赖性酶，在叶酸代谢甚至是结直肠癌的

发生发展过程中可起到一定的调节作用。MTHFR 

6 7 7 T T基因还可增加肺癌的发病风险，但许多研

究[9-10]报道其差异无统计学意义。因此，MTHFR基

因是否与肺癌相关，以及能否作为肺癌新的分子

标志物，是当下热门的研究方向。

J A K / S TAT 信号通路在细胞生长、分化、免

疫功能及造血等多种生理过程中起重要作用 [11]。

在正常细胞中，STAT介导的基因调节短暂且受到

严密调控。近年来，越来越多的研究 [ 1 2 - 1 3 ]发现：

JAK/STAT信号通路在多种肿瘤组织中异常激活。

Ca l v i s i等 [ 1 2 ]发现：在肝癌组织中 J A K- 3与STAT- 3
被 持 续 性 激 活 。 C l e v e n g e r 等 [ 1 3 ]发 现 ： 乳 腺 癌 敏

感基因能够与 J A K / S TAT 信号通路中的重要成员 
( JAK-1，JAK-2和STAT-3)发生相互作用并调节其

表达，说明该通路与乳腺癌的进展相关。本研究

以肺癌H 1 6 5 0细胞作为研究对象，通过转染m i R -
26-mimic下调MTHFR的蛋白表达，观察肺癌细胞

生物学行为及 J A K / S TAT 信号通路蛋白水平的变

化，探讨miR-26通过MTHFR调控肺癌细胞的生物

学行为及其相关机制。

1  材料与方法

1.1  材料

人肺癌细胞株H 1 6 5 0购自武汉大学中国典型

培养物保藏中心。细胞培养条件：含 1 0 % 胎牛血

清的 R P M I  1 6 4 0 ， 3 7  ℃， 5 %  C O 2条件下培养。

胎牛血清、 R P M I  1 6 4 0 培养基均购自美国 G i b c o
公 司 。 M T H F R 兔 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 A b c a m 公

司(ab55530)。Transwel l小室购自美国Mill ipore公

司。Mat r igel购自美国B D公司。m i R - 2 6 -m i m i c转

染试剂盒购自上海吉凯制药技术有限公司。miR-
26 qPCR引物及RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、

invasion assay was used to detect the ability of invasion in the lung cancer cell line H1650 after overexpression of 

miR-26. Detection of reactive oxygen species in lung cancer cells by CM-H2DCFDA fluorescent staining cells. 

Western blot was used to detect the protein expression of JAK/STAT signal pathway after overexpression of miR-

26. Results: The expression of miR-26 in lung cancer tissues was significantly lower than that in normal lung 

tissues. The dual luciferase reporter gene system showed that miR-26 could directly regulate the transcriptional 

activity of MTHFR after expression of miR-26, the proliferation and invasion ability of lung cancer cell H1650 

were significantly decreased, and the reactive oxygen level in lung cancer cells decreased. After expression of miR-

26, the expression level of MTHFR was down-regulated, and p-JAK and p-STAT protein were down-regulated. 

Conclusion: miR-26 targeted MTHFR can regulate the proliferation and invasion of lung cancer cells by the JAK/

STAT pathway.

Keywords reactive oxygen; miR-26; MTHFR; JAK/STAT
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PCR试剂盒均购自广州复能基因有限公司。

1.2 方法

1.2.1  免疫组织化学

常规石蜡包埋，组织切片厚5 μm，HE染色后可

在镜下观察到的典型肺癌组织者为入选标本。免疫

组织化学步骤按免疫组织化学S-P试剂盒(北京博奥

森生物技术有限公司)说明书操作：载玻片脱蜡、

水化，然后在枸橼酸盐缓冲液(pH 6.0；美国Sigma
公司)中运用微波炉抗原修复20 min，自然冷却至

室温。PBS洗3次，每次3 min，3% H 2O 2室温孵育 
1 5  m i n ， P B S 洗 3 次 ， 每 次 3  m i n ， 5 % 羊 血 清

(ab7475，美国Abcam公司)37 ℃水浴30 min，兔抗

人MTHFR多克隆抗体(1:100)，37 ℃水浴2 h，PBS
洗3次，每次3  m i n，辣根过氧化物酶标记羊抗兔

IgG(1:500，北京博奥森生物技术有限公司)，PBS洗

3次，每次3 min，辣根酶标记链酶卵白素工作液(北

京博奥森生物技术有限公司)37 ℃水浴30 min，PBS
洗3次，每次3 min，二氨基联苯胺(DAB)显色。阴

性对照用PBS代替一抗。

1.2.2  qPCR 检测 miR-26 的表达

用 Tr o z e l ( G I B C O 公 司 ) 抽 提 组 织 总 R N A ，

反 转 录 ， P C R 扩 增 m i R - 2 6 ， 使 用 U 6 作 为 对 照 。

反 应 条 件 ： 预 变 性 9 5  ℃  1 0  m i n ， 9 5  ℃  1 0  s ，

6 0  ℃  2 0  s ， 7 2  ℃  1 0  s ， 重 复 4 0 个 循 环 。 阴 性

对 照 以 无 R N A 酶 的 水 代 替 c D N A 模 板 ， 每 例 样

品 及 对 照 均 设 3 个 平 行 复 孔 ， 取 平 均 值 。 反 应

结 束 后 ， 由 G r a p h P a d  P r i s m 软 件 自 动 得 出 荧 光

反 应 曲 线 及 每 个 标 本 反 应 体 系 的 扩 增 效 率 及 C t
值 ， 实 验 不 同 时 间 重 复 3 次 。 m i R - 2 6 的 引 物 序

列 ： 3 ' - G C G G TA G C G AT G C G TA G C G G A - 5 '，

5'-CGTAGGGGCGAGGGCTGAGC-3'。

1.2.3  双荧光素酶实验

从人基因组DNA扩增miR-26启动子序列，随

后 插 入 萤 光 素 酶 报 道 载 体 p G L 3 增 强 子 并 指 定 为

pGL3-miR-26，使用报道质粒miR-26或对照载体共

转染到293T细胞中，培养24 h后，将293T细胞在

裂解缓冲液中裂解，并通过荧光素酶测定系统测

量野生型MTHFR-3'U TR与突变型MTHFR-3'U TR

荧光素酶活性的变化，将其归一化至裂解物蛋白

质浓度并计算其相对值，实验过程重复3次。

1.2.4  细胞增殖实验

使用细胞计数试剂盒-8(cell count kit-8，CCK-8)
评估细胞增殖能力。将5×10 3个肺癌H1650细胞使

用缓冲液处理后培育24 h，将10 μL的CCK-8溶液加

入到各孔中，将细胞在培养箱中孵育2 h(37 ℃，

5 %  CO 2)。使用微板读数器在4 5 0  n m处测量吸光

度，参考波长为570 nm。根据HepG3的吸光度值绘

制细胞增殖曲线。实验重复3次。

1.2.5  肿瘤细胞成球实验

肿 瘤 细 胞 具 有 自 我 更 新 与 无 限 增 殖 能 力 ， 
其 增 殖 能 力 可 用 细 胞 球 的 体 积 大 小 来 反 映 。 肺

癌 中 含 有 大 量 干 细 胞 ， 根 据 干 细 胞 可 在 无 血

清 培 养 基 中 正 常 生 长 的 特 性 ， 常 规 培 养 肺 癌

H 1 6 5 0 细 胞 ， 经 胰 酶 消 化 后 ， 1  0 0 0  r / m i n 离 心  
3  min，弃去上清液。加入5 mL无菌PBS溶液，轻

轻吹散洗涤细胞沉淀并再次离心。反复洗涤3次后

加入培养基，制备成单细胞悬液。测定干细胞浓

度并调整为1 000 个/mL，将单细胞悬液均匀地种

植在无菌6孔板内，进行肿瘤成球培养，将其分为

miR-26-mimic实验组与NC对照组。每3 d更换1次

培养基，14 d后观察肿瘤成球情况。

1.2.6  Transwell 侵袭实验检测肺癌细胞迁移能力

所有试剂及器材均于冰上预冷，将Trans wel l
小室置于24孔板内，在Trans wel l小室内膜均匀涂

抹Matrigel胶50 μL(0.2 μg/μL)，37 ℃孵育15 min，

使胶凝固；消化、离心、计数细胞后，按照2 . 5× 
10 4 个/mL用无血清培养基稀释细胞，制成细胞悬

液；按照每孔200 μL，将细胞悬液加入Transwell上
室，同时在Transwell下室加入10%FBS+培养基600 
μL，放入37 ℃孵箱培养；甲醛固定，结晶紫染色

1 0  m i n，然后用棉签轻轻擦拭内膜上的细胞。显

微镜下计数4个高倍视野(×40)下穿过滤膜的细胞

数。实验重复3次。

1.2.7  细胞活性氧 (ROS) 检测

细 胞 在 氯 甲 基 二 乙 酸 中 3 7  ℃ 孵 化 1  h ， 浓

度为1 0  μ m o l / m L， 1  h后，通过免疫荧光测定线

粒体活性氧(rea c t i v e  o x y ge n  s p e c i e s，R O S)的水

平。细胞 R O S 用 C M - H 2 D C F D A 试剂测定。实验

重复3次。

1.2.8  Western 印迹检测 JAK/STAT 信号通路相关

蛋白

根据细胞量加入适量R IPA细胞裂解液，提取

miR-26-mimic组与NC组胞质蛋白和核蛋白，BCA
法测定蛋白浓度，加入缓冲液后变性蛋白。配制

10% SDS-PAGE，每孔加入30 μg蛋白样品，经SDS-
PAGE(80 V恒压25 min，120 V恒压至溴酚蓝溢出胶

底为止)。使用湿转法电转至P VDF膜，5%脱脂奶

粉封闭2 h，1:1 000 TBST稀释一抗，4 ℃过夜；加

入羊抗兔二抗1:2 000稀释，室温孵育2 h；ECL发

光。实验重复3次。
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1.3  统计学处理

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析，所有计

量数据用均数±标准差(x±s)表示，两组间均数比较

采用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  miR-26 与 MTHFR 在肺癌组织中的表达情况

4 0例肺癌及癌旁正常肺组织免疫组织化学结

果显示：MTHFR定位在细胞质中，细胞核中含量

较少。MTHFR在肺癌组织中呈强阳性表达，在正

常肺组织中呈弱阳性表达；正常组织中miR-26的

表达水平显著高于肺癌组织，差异均具有统计学

意义(P<0.05，图1)。

2.2  MTHFR 是 miR-26 的直接靶点

通过生物信息学网站监测 m i R - 2 6 与 M T H F R
相 似 的 结 合 位 点 ， 运 用 H 1 6 5 0 细 胞 转 染 m i R - 2 6 -
mimic。结果显示：与对照组相比，转染miR-26-
mimic s后，MTH FR表达降低，这提示MTH FR是

miR-26的直接靶点，miR-26可调控MTHFR的直接表

达情况(图2)。

2.3  转染 miR-26-mimic 后肺癌细胞 H1650 的增

殖能力变化

细 胞 成 球 实 验 ( 图 3 A ) 显 示 ： 与 N C 对 照 组 相

比，miR-26-mimic实验组的肿瘤细胞球体积明显减

小[(48.87±5.36) μm3 vs (215.68±16.36) μm3]，差异

有统计学意义(P<0.05)，表明过表达miR-26后，肺

癌H1650细胞的成球能力受到抑制，故miR-26可抑

制肺癌H1650细胞的增殖能力。CCK-8细胞增殖实

验(图3B)显示：过表达miR-26-mimic后，H1650细

胞的增殖能力受到明显抑制，与上述肿瘤成球实

验结果趋势一致。

2.4  转染 miR-26-mimic 后肺癌细胞 H1650 侵袭

能力的变化

细胞侵袭穿过Matrigel基质胶的能力可反映细

胞的侵袭能力。Trans wel l实验结果表明：过表达

miR-26后，肺癌细胞H1650通过Matrigel基质胶的细

胞数量分别为(45.54±6.76)个与(50.65±4.63)个，明

显少于感染阴性的H1650细胞(310.90±21.86)个，差

异有统计学意义(P<0.05，图4)，表明过表达miR-
26可抑制肺癌H1650细胞的侵袭能力。

2.5  转染 miR-26-mimic 后细胞 ROS 水平

细胞内R O S水平可影响细胞的增殖及代谢水

平。siRNA转染H1650后使用CM-H2DCFDA试剂检

测过表达miR-26的肺癌H1650细胞内的ROS水平，

结果显示：过表达miR-26后CM-H2DCFDA细胞内

ROS水平降低[(19.8±2.28)% vs (77.5±3.93)%]，差异

有统计学意义(P<0.05)。荧光强度变弱证实过表达

miR-26可降低细胞内的ROS水平(图5)，表明过表

达miR-26可抑制细胞的过度增殖与代谢。

图1 免疫组织化学法检测MTHFR(A)和miR-26(B)在肺癌组

织与正常肺癌旁组织中的表达情况(DAB，×40)

Figure 1 Expression of MTHFR (A) and miR-26 (B) in lung cancer 

detected using immunohistochemical staining (DAB, ×40)

图2 MTHFR为miR-26的直接靶点

Figure 2 MTHFR is the direct target of miR-26
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2.6  转染 miR-26-mimic 后 JAK/STAT 信号通路蛋

白表达情况

W e s t e r n 印 迹 实 验 结 果 ( 图 6 ) 显 示 ： 过 表

达 m i R - 2 6 后 J A K / S TA T 信 号 通 路 中 的 p - J A K 与

p - STAT 蛋白表达水平与 N C 对照组相比明显降低

[(18.52±1.62)% vs (82.29±2.93)%；(22.94±1.34)% 
vs (79.49±2.02)%；P<0.05]，磷酸化的JAK和STAT
蛋白水平变化明显，非磷酸化的JA K和STAT蛋白

水平无明显变化。表明过表达miR-26后肺癌H1650
细胞生物学行为的改变可能是通过JAK/STAT信号

通路调控的。

图3 肿瘤细胞成球实验检测miR-26对肺癌细胞H1650增殖

能力的影响

Figure 3 Effect of miR-26 on the proliferation ability of lung cell 

detected by tumor into ball assays

(A)肿瘤细胞成球实验检测miR-26对肺癌细胞增殖能力的

影响(Crystal violet，×40)；(B)CCK-8细胞增殖实验检测

miR-26对肺癌细胞增殖能力的影响。

(A) The tumor cells were spheroidized to test the effect of miR-26 

on the proliferation of lung cancer cells (Crystal violet, ×40). (B) 

CCK-8 cell proliferation assay to detect the impact of miR-26 on 

the proliferation of lung cancer cells.
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图4 Transwell侵袭实验检测miR-26过表达对肺癌细胞侵袭

能力的影响(Crystal violet，×40)

Figure 4 Effect of overexpression miR-26 on the invasion ability 

of lung cells detected by Transwell matrigel invasion assays 

(Crystal violet, ×40)
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图5 过表达miR-26抑制肺癌H1650细胞内ROS水平(IFC，

×40)

Figure 5 Overexpression of miR-26 inhibits the level of ROS in 

H1650 cells in lung cancer (IFC, ×40)
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图6 Western印迹示过表达miR-26抑制JAK/STAT信号通路

蛋白的表达

Figure 6 Western blot showing overexpression of miR-26 

inhibits the protein expression of JAK/STAT signal pathway
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3  讨论

m i R N A s 与 靶 基 因 的 相 互 作 用 是 目 前 肿 瘤 领

域的研究热点之一，因miR NA分子质量较小，在

肿瘤基因组中与其互相识别的靶基因有很多，本

研究选择 M T H F R 基因是因为此基因在肺癌的研

究 [ 1 4 ]中尚未被明确报道。通过研究肺癌组织标本

及癌旁组织中miR-26和MTHFR的表达情况，本研

究发现两者间可能存在一定负性调控的可能。通

常miRNA s通过与靶向基因3'U TR端转录相结合，

进而参与调控靶基因的降解或合成 [15]。本研究采

用TargetScan生物学软件分析miR-26与MTHFR的关 
系 [16]，可见miR-26与MTHFR的3'U TR之间的碱基

呈完全互补，并发现M T H F R的3 'U T R中存在4个

碱基突变位点，为研究设定对照提供了十分理想

的参照物。本研究结果显示：转染miR-26a可显著

抑制MTHFR-3'UTR基因质粒的双荧光素酶活性，

而 对 M T H F R 的 3 'U T R 突 变 序 列 基 因 质 粒 的 性 质

改变并不明显。而转染miR-26-mimic可显著下调

MTHFR-3'UTR基因质粒的双荧光素酶活性。这些

研究结果表明：miR-26可直接作用于MTHFR。曾

有研究 [17-18]报道：在肝癌和乳腺癌中，MTHFR也

具有类似的负调控关系，但没有肺癌细胞相关的

研究报道。JAK/STAT信号通路在人类很多恶性肿

瘤中被激活，包括乳腺癌、肺癌、卵巢癌、胰腺

癌及子宫内膜癌等，因此本研究探讨miR-26调控

肺癌H1650细胞是否与JAK/STAT信号通路相关。

本研究发现过表达miR -2 6后的肺癌细胞基本

无法形成完整的细胞球，形成细胞球的能力远弱

于未作处理的对照组细胞，这些结果提示：肺癌

细胞的增殖能力受到miR-26基因调控，且该基因

起关键作用。通过细胞内RO S水平与细胞侵袭实

验，分别验证miR-26对肺癌细胞生物学行为的影

响，结果表明：miR-26的过表达状态可抑制肿瘤

细胞的增殖与侵袭。相关研究 [19]证明MTHFR蛋白

可通过多种途径参与肿瘤的进展。MTHFR可能与

M A P K受体结合，激活多种信号通路 [20]。研究 [21]

发现：MTHFR在人乳腺癌中发挥重要作用，可维

持乳腺癌中的关键蛋白活性，说明 M T H F R 在肿

瘤发生发展过程中的作用至关重要。在肺癌细胞

中，下调 M T H F R 的表达可有效减少肺癌细胞增

殖与侵袭的数量，通过细胞增殖与侵袭实验 [22]发

现：MTHFR在细胞生长的过程中有一定抑制增殖

的作用。Bueno等 [23]研究证明：MTHFR的缺失可

减弱线粒体启动效应，诱导细胞加速凋亡，增加

对细胞毒性药物的敏感性。因此， M T H F R 作为

一个促癌因子，在肺癌发展过程中，可通过调控

线粒体启动效应，加速细胞增殖进程，干扰JAK/
S TAT 信 号 通 路 激 活 ， 进 而 促 进 肿 瘤 细 胞 的 过 度

增殖侵袭 [24]。

综上所述，本研究结果表明：miR-26在肺癌

细胞株H1650中可靶向下调MTHFR的表达，并通

过JAK/STAT信号通路抑制肺癌细胞的增殖与侵袭

迁移。进一步研究结果显示：miR-26可能通过调

控JAK/STAT信号通路蛋白的表达，从而调控肺癌

细胞增殖侵袭迁移，提示miR-26与MTHFR可能参

与了肺癌的进展过程，或将成为预测肺癌发展、

治疗效果及预后的生物标志物。本研究后续将继

续深入研究miR-26与MTHFR在体内对肺癌的作用

机制，以期为临床应用新的生物学标志物提供理

论基础。
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