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微小RNA-504 对非小细胞肺癌细胞增殖及凋亡的作用

高昕1，杨智1，于海波1，才陆贤1，王知勇1，刘洪汐1，王利斌1，刘博2

(1. 东北国际医院胸外科，沈阳 110623；2. 沈阳军区总医院胸外科，沈阳 110016)

[摘　要]	 目的：探讨微小RNA-504(microRNA-504，miR-504)对非小细胞肺癌(non-small cel l  lung cancer，

N S C L C ) 细 胞 增 殖 及 凋 亡 的 影 响 及 其 机 制 。方法：以 定 量 P C R 检 测 3 种 N S C L C 细 胞 株 A 5 4 9 ，

H1299，HCC827及对照人支气管上皮细胞株BE A S -2B中miR-504的表达。选取miR-504变化最明

显的细胞株(HCC827)用于后续实验。用Lipofectamine RNAiMAX分别将miR-504类似物(miR-504 

mimic)、miR-504抑制物(miR-504 inhibitor)及非靶向miRNA对照(miR-control)转染至HCC827细胞

中。以CCK-8试剂盒检测上述3组细胞增殖情况。用Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒检测3组细胞凋

亡情况。以Western印迹法检测3组细胞P53表达。结果：与对照组BEAS-2B细胞相比，miR-504在

3种NSCLC细胞株中表达水平均显著增加，其中以HCC827细胞增加幅度最大。与miR-control组

相比，过表达miR-504(miR-504 mimic)后HCC827细胞增殖加快、凋亡减少，而抑制miR-504表达

(miR-504 inhibitor)后HCC827增殖减慢、凋亡增加。Western印迹检测结果显示：与miR-control组相

比，P53在miR-504 mimic组表达水平降低，而在miR-504 inhibitor组表达水平增加。结论：miR-504

具有促进NSCLC细胞增殖、抑制凋亡的作用，其机制可能与下调P53表达有关。
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Effect of microRNA-504 on proliferation and apoptosis of 
non-small cell lung cancer cells
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Abstract Objective: To investigate the effect and possible mechanism of microRNA-504 (miR-504) in proliferation and 

apoptosis of non-small cell lung cancer (NSCLC) cells. Methods: Expression of miR-504 in three NSCLC cell 

lines (A549, H1299 and HCC827) and control human bronchial epithelial cell line BEAS-2B were determined 

by real-time PCR. The cell line (HCC827) with the most significant change of miR-504 expression was used 

in the following study. Then HCC827 cells were transfected with miR-504 mimic, miR-504 inhibitor and non-

targeting miR-control by using Lipofectamine RNAiMAX. Cell proliferation of the three above-mentioned groups 
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肺癌是一种严重威胁人类生命的重大疾病，

其 病 死 率 为 癌 症 相 关 死 亡 之 首 。 非 小 细 胞 肺 癌

(non-small cancer lung cancer，NSCLC)是肺癌的主

要类型之一，约占所有肺癌的 8 0 % 。尽管近年来

NSCLC的治疗手段有一定进展，但其5年生存率仍

较低[1]。因此，亟需阐明NSCLC发生发展的分子机

制，从而为其临床诊断及治疗提供有效靶点。微

小RNA(microRNA，miRNA)是一种内源性的长度

为约22个核苷酸的非编码RNA。近年研究[2]发现：

miR NA可作为癌基因或抑癌基因对恶性肿瘤发挥

调控作用。miR-504是新发现的一种miRNA，与胶

质母细胞瘤[3]、鼻咽癌[4]等恶性肿瘤密切相关。但

miR-504在NSCLC中的作用尚不明确。因此，本研

究拟利用NSCLC细胞株，在体外观察miR-504对其

增殖及凋亡的影响，并初步探讨其可能机制。

1  材料与方法

1.1  材料

人NSCLC细胞株A 5 4 9，H 1 2 9 9，H CC 8 2 7及

正常人支气管上皮细胞株B E A S - 2 B购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。人miR-504模拟

物(miR-504 mimic)、抑制物(miR-504 inhibitor)、

miR NA非靶向对照(miR- control)及红色荧光标志

寡核苷酸对照(Alexa Fluor Red Fluorescent Oligo )
购自美国Thermo公司。Lipofectamine RNAiMAX购

自美国Invitrogen公司。胎牛血清(fetal calf serum，

FCS)购自杭州四季青公司。F-12K培养基、RPMI-
1640培养基、丙酮酸钠、谷胺酰胺购自美国Gibco
公 司 。 支 气 管 上 皮 细 胞 生 长 培 养 基 B E G M 购 自

美国LONZ A/Clonet ic s公司。miR NA提取试剂盒

miRNeasy Mini试剂盒、反转录试剂盒miScript II RT
试剂盒、实时定量PCR试剂盒miScript SYBR Green 

PCR试剂盒购自美国Qiagen公司。实时定量PCR引

物由大连Takara公司合成。CCK-8试剂盒购自上海

碧云天公司。Annex in V-FITC/PI细胞凋亡检测试

剂盒购自美国BD公司。小鼠抗人P53抗体及兔抗人
β-tubulin抗体购自美国Abcam公司。辣根过氧化物

酶标记的驴抗小鼠及驴抗兔二抗购自美国Jackson公

司。增强型化学发光试剂盒购自美国GE公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

人NSCLC细胞株A 5 4 9，H 1 2 9 9，H CC 8 2 7及

正常人支气管上皮细胞株B E A S - 2 B分别在如下培

养基中培养(均添加终浓度为100 U/mL的青霉素及 
1 0 0  m g / m L 的链霉素 ) 。 A 5 4 9 细胞培养于含 1 0 % 
FBS的F-12K培养基。H1299和HCC827细胞培养于

含10% FBS，1%谷胺酰胺和1 mmol/L丙酮酸钠的

RPMI-1640培养基。BEAS-2B细胞培养于支气管上

皮细胞生长培养基BEGM。在37 ℃、含5% CO 2的

培养箱中培养细胞，待细胞达到80%~90%融合时

用0.25%胰酶消化传代。

1.2.2  细胞转染

将细胞传代至6孔板中，当生长至60%~80%融

合时可进行转染。采用Lipofectamine RNAiMAX试

剂盒，按照说明书所述方法，将miR-504 mimic，

miR-504 inhibitor，miR-control及Alexa Fluor Red 
Fluorescent Oligo(用于确定转染效率)各30 pmol，
分别与9  μ L  R N A i M A X转染试剂混合，制备复合

物。于室温放置5 min。将复合物加入到细胞中，

转染48 h。每组设置复孔2个。转染48 h后，更换

正常培养基，进行后续分析。

1.2.3  实时荧光定量 PCR 检测 miR-504 表达

采用 m i R N A 提取试剂盒 m i R Ne a s y  M i n i 试剂

盒，用QI A zol裂解液裂解各组细胞，按说明书方

was detected by CCK-8 kit. Cell apoptosis of the three groups was measured by Annexin V-FITC/PI apoptosis 

detection kit. Expression of P53 of the three groups was determined by Western blot. Results: Compared with 

BEAS-2B control cells, expression of miR-504 was significantly increased in all three NSCLC cell lines. HCC827 

cells were used in the following study due to its most significant increase of miR-504. Compared with miR-control 

group, over-expression of miR-504 (miR-504 mimic) resulted in accelerated proliferation and decreased apoptosis 

of HCC827 cells. While down-regulation of miR-504 (miR-504 inhibitor) led to retarded proliferation and 

increased apoptosis. In addition, expression of P53 was decreased in miR-504 mimic group but increased in miR-

504 inhibitor group. Conclusion: miR-504 could promote proliferation and inhibit apoptosis of NSCLC cells, 

which was possibly mediated by down-regulating P53 expression.

Keywords microRNA-504; non-small cell lung cancer; proliferation; apoptosis
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法提取总R NA(包括miR NA)。分光光度计测定总

R N A浓度。取1  μ g总R N A为模板，采用反转录试

剂盒miScript II  RT Kit进行反转录，获得cDNA。

采 用 含 有 通 用 反 向 引 物 的 实 时 定 量 P C R 试 剂 盒

miScript SYBR Green PCR Kit，在7300型定量PCR
仪 ( 美国 A B I 公司 ) 上进行反应并检测。反应条件

为：先95 ℃孵育15 min，后进行40个循环的扩增

(95 ℃变性15 s，55 ℃退火30 s， 70 ℃延伸34 s)。

将 U 6 基 因 作 为 内 参 。 m i R - 5 0 4 正 向 引 物 序 列 ：

5'-AGACCCUGGUCUGCACUCUAUC-3'；反向引物

序列：包含于试剂盒的通用引物。U6正向引物序

列：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'；反向引物序

列：5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。miR-504
表达水平用公式2−△△Ct计算(以U6为内参，并将正常

对照BEAS-2B细胞的表达定为1)。每组设2个复孔，

实验重复3次。

1.2.4  CCK-8 方法测定细胞增殖

HCC827细胞在转染miR-504 mimic，miR-504 
inhibitor及miR-control 48 h后，用胰酶消化制成细

胞悬液。计数2 000个细胞，重悬于100 μL培养基

中，接种于96孔板中。分别在12，24，48及72 h
时，向待测孔中加入10 μL CCK-8溶液。在培养箱

中培养4 h。用酶标仪在450 nm处，测量各孔培养

液的OD值。每组设2个复孔，实验重复3次。

1.2.5  流式细胞术检测细胞凋亡

HCC827细胞在转染miR-504 mimic，miR-504 
inhi b itor及miR- control  48 h后，更换正常培养基

继续培养72 h。将3组细胞用胰酶消化，以冷的磷

酸盐缓冲液洗涤，离心后弃上清。将细胞悬液重

悬于Annex in V-FITC/PI凋亡检测试剂盒中配备的

A n n e x i n 结合缓冲液中，计数细胞并调整浓度至

1×106/mL。向100 μL细胞悬液中加入5 μL FITC标

记的Annexin V和1 μL 100 μg/mL的PI，于室温孵育

15 min。孵育后补加400 μL缓冲液，立即用流式细

胞仪FACSCalibur(美国BD公司)检测细胞凋亡。

1.2.6  Western 印迹检测 P53 表达

HCC827细胞在转染miR-504 mimic，miR-504 
inhi b itor及miR- control  48 h后，以冷的磷酸盐缓

冲液冲洗。用细胞刮刀收集细胞，重悬于含蛋白

酶抑制剂的RIPA缓冲液中，置于冰上裂解细胞。

低温4 ℃离心机12 000 r/min离心20 min。用BCA
法测定蛋白浓度。各组取等量20 μg蛋白上样，行

SDS/PAGE。用湿转法将蛋白转印至P VDF膜上。

用 含 5 % 脱 脂 奶 粉 的 T B S -T 缓 冲 液 室 温 摇 晃 封 闭 
1 h。P53及β-tubulin一抗(均为1:1 000稀释)4 ℃孵

育过夜，TBS -T洗3遍后，用辣根过氧化物酶标记

的相应二抗(均为1:20 000稀释)室温摇晃孵育1 h。

用化学发光试剂盒在 X 线胶片上显影。扫描图像

后，用Quantity-One软件(美国BD公司)对条带进行

灰度分析并定量。

1.3  统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行分析。计量资料

以均数±标准差(x±s)表示。两组间均数比较采用

Student’s t检验，多组间均数比较采用单因素方差

分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  miR-504 在 NSCLC 细胞株中的表达水平

实时定量P CR结果显示：与正常肺支气管上

皮细胞BE A S -2B相比，miR-504在3种NSCLC细胞

株A549，H1299及HCC827中的表达水平均显著升

高，其中HCC827细胞miR-504表达水平最高。故

选取HCC827细胞用于后续研究(图1)。

2.2  细胞转染及定量 PCR 验证 miR-504 表达

采 用 L i p o f e c t a m i n e  R N A i M A X 将 m i R - 5 0 4 
m i m i c ， m i R - 5 0 4  i n h i b i t o r ， m i R - c o n t r o l 转 染

HCC827细胞，以红色荧光标记的Alexa Fluor Red 
F l u o r e s c e n t  O l i g o 作为转染效率对照。转染 4 8  h
后 ， 荧 光 显 微 镜 下 可 见 ， 转 染 A l e x a  F l u o r  R e d 
Fluorescent Oligo对照后，表达红色荧光的细胞占

相差显微镜同一视野下全部细胞的80%~90%，表

明转染效率高(图2)。
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图1 定量PCR检测miR -504在人NSCLC细胞株(A549，

H1299，HCC827)及支气管上皮细胞株(BEAS-2B)中的表达

Fi g u r e  1  E x p r e s s i o n  o f  m i R - 5 0 4  w a s  d e te r m i n e d  b y 

quantitative PCR in human NSCLC cell lines (A549, H1299 

and HCC827) and bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) 



临床与病理杂志, 2018, 38(2)    http://lcbl.amegroups.com242

进一步用定量PCR检测各组miR-504表达，结

果发现：与对照组miR-control相比，HCC827细胞转

染miR-504 mimic后miR-504表达水平明显升高，差

异有统计学意义(P<0.001)，而转染miR-504 inhibitor
后 m i R - 5 0 4 表达水平明显降低 ( P < 0 . 0 0 1 ，图 3 ) 。 
表明在HCC827细胞中成功实现了miR-504过表达

(miR-504 mimic)及表达抑制(miR-504 inhibitor)。

2.3  各组细胞增殖能力

采用CCK-8细胞增殖试剂盒测定各组细胞增殖

情况，结果显示：miR-504 mimic组在24，48及72 h 

时，其450 nm处的吸光度值与对照组miR-control相
比，均明显增加(P<0.05)；而miR-504 inhibitor组
D(450 nm)在24，48及72 h时，较对照组均显著降

低(P<0.05，图4)。表明miR-504具有促进HCC827
细胞增殖的作用。

2.4  各组细胞凋亡情况

采用Annex in V-FITC/PI双染试剂盒，用流式

细胞术检测各组细胞凋亡情况。检测结果以双色

散点图呈现，位于右下象限A nnex in  V-FITC(+)/
P I ( − ) 的 细 胞 代 表 早 期 凋 亡 细 胞 ， 位 于 右 上 象 限

Annex in V-FITC(+)/PI(+)的细胞代表晚期凋亡细

胞，两个象限之和代表全部凋亡细胞(图5)。结果发

Phase contrast Fluorescence

图2 HCC827细胞转染Alexa Fluor Red Fluorescent Oligo 48 h后评价转染效率(×200)

Figure 2 Assessing the transfection efficiency after HCC827 cells were transfected with Alexa Fluor Red Fluorescent Oligo for 48 h (×200)
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图3 定量PCR检测HCC827细胞转染miR-504 mimic，miR-

504 inhibitor及miR-control后miR-504表达

Fi g u r e  3  E x p r e s s i o n  o f  m i R - 5 0 4  w a s  d e te r m i n e d  b y 

quantitative PCR in HCC827 cells transfected with miR-504 

mimic, miR-504 inhibitor and miR-control

图4 CCK-8试剂盒测定转染miR -504 mimic，miR -504 

inhibitor及miR-control的HCC827细胞的增殖

Figure 4 Cell proliferation was determined by CCK-8 kit in 

HCC827 cells transfected with miR-504 mimic, miR-504 

inhibitor and miR-control
与miR-control组相比，*P<0.05。

Compared with the miR-control group, *P<0.05.
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现：与对照组miR-control[(10.66±0.81)%]相比，

miR-504 mimic组凋亡显著减少[(5.57±0.63)%]，差

异有统计学意义(P<0.01)；而miR-504 inhibitor组

凋亡显著增加[(24.54±1.30)%]，差异有统计学意

义(P<0.001)。表明miR-504具有抑制HCC827细胞

凋亡的作用。

2.5  各组细胞 P53 蛋白表达水平

采用We ster n印迹法检测各组细胞p 5 3蛋白表

达水平。结果显示：与对照组miR-control相比，

miR-504 mimic组P53蛋白表达水平显著降低，而

m i R - 5 0 4  i n h i b i t o r 组 P 5 3 蛋白表达水平显著增加 
(P<0.001，图6)。
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图5 流式细胞术测定转染miR-504 mimic，miR-504 inhibitor及miR-control的HCC827细胞的凋亡

Figure 5 Cell apoptosis was determined by flow cytometry in HCC827 cells transfected with miR-504 mimic, miR-504 inhibitor and 
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图6 Western印迹检测转染miR-504 mimic，miR-504 inhibitor及miR-control的HCC827细胞中P53表达

Figure 6 Expression of P53 protein was determined by Western blot in HCC827 cells transfected with miR-504 mimic, miR-504 

inhibitor and miR-control
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3  讨论

尽管临床上对NSCLC的诊断、化学治疗及靶

向治疗技术不断更新，但目前NSCLC的5年生存率

仍较低 [1]。对NSCLC发病机制认识的不足，是导

致临床缺少干预靶点的主要原因。MiRNA作为新

发现的一类具有转录后基因调控功能的非编码RNA
分子，在恶性肿瘤的发生发展中发挥重要作用。

已有研究 [5-8]发现：多种miRNA，如 let-7 [5]，miR-
1 3 8 [ 6 ]，m i R - 2 2 1 [ 7 ]，m i R - 2 1 [ 8 ]等具有抑制或促进

NSCLC发生发展的作用，并可能作为早期诊断、

靶向治疗及疗效判断的靶点或标志物。miR-504被

发现与胶质母细胞瘤 [3]、胃癌 [9]、鼻咽癌 [4]等多种

癌症相关，但其在NSCLC中的作用尚未明确。本

研究发现，miR-504在多种NSCLC细胞株中表达上

调；过表达m i R - 5 0 4可促进NS CL C细胞增殖、抑

制其凋亡，降低m i R - 5 0 4表达可抑制NS CL C细胞

增殖、促进其凋亡，猜测miR-504可能通过负性调

控P53蛋白表达发挥作用。本研究结果表明：miR-
504对NSCLC细胞的存活具有促进作用，因此可能

在NSCLC发生发展中发挥重要作用。

本研究首先在3种不同NSCLC细胞株(A549，

H 1 2 9 9 及 H C C 8 2 7 ) 中 ， 检 测 m i R - 5 0 4 的 表 达 。

上 述 3 种 细 胞 虽 均 属 N S C L C 细 胞 株 ， 但 均 携 带

不 同 的 基 因 异 常 ： A 5 4 9 细 胞 株 K - R a s 基 因 存 在 
突变 [ 1 0 ]， H 1 2 9 9 细胞株 p 5 3 基因存在部分缺失突

变 [11]，HCC827细胞表皮生长因子受体(epithel ia l 
grow th factor receptor，EGFR)基因的酪氨酸激酶

区域存在突变 [ 1 2 ]。上述 3 种细胞代表临床上不同

的 N S C L C 类 型 。 结 果 发 现 m i R - 5 0 4 在 上 述 3 种 细

胞 中 的 表 达 水 平 较 对 照 组 均 明 显 升 高 ， 提 示 ： 
1 ) m i R - 5 0 4升高可能参与NSCLC的发病；2 ) m i R -
504对于区分不同类型NSCLC意义可能不大。由于

在HCC827细胞中miR-504升高最明显，故选择该

细胞进行后续实验。

既往研究 [13-18]发现：miR-504在不同恶性肿瘤

中可发挥完全相反的作用。一方面，miR504可发

挥致癌基因作用。例如，miR-504过表达可诱导口

腔鳞状细胞癌发生侵袭及淋巴转移[13]；miR-504表

达上调与胰腺导管腺癌患者预后差显著相关 [14]； 
m i R - 5 0 4 与 鼻 咽 癌 患 者 的 放 疗 抵 抗 相 关 [ 4 ] ； 
m i R - 5 0 4 在 头 颈 鳞 状 细 胞 癌 组 织 中 表 达 显 著 增 
加 [15]。另一方面，miR504可发挥抑癌基因作用。

例 如 ， m i R 5 0 4 对 脑 胶 质 瘤 具 有 抑 制 作 用 [ 1 6 - 1 7 ]；

miR-504在下咽鳞状细胞癌中表达降低，过表达则

可抑制癌细胞增殖[18]。本研究发现：在HCC827细

胞中过表达miR-504(miR-504 mimic)可促进细胞增

殖、抑制凋亡，而下调miR-504表达可抑制细胞增

殖、促进凋亡。因此，miR-504在NSCLC中发挥致

癌作用。

由于其结构特点，m i R N A可与多个基因的3 '
非翻译区(3'  untranslated region，3'  U TR)直接结

合，从而调控这些下游基因的表达 [19]。研究 [20]发

现：m i R - 5 0 4可上调多巴胺D 1受体(d o pam i n e  D 1 
receptor，DRD1)表达，并与患者对尼古丁的依赖

性相关。m i R - 5 0 4可下调叉头框蛋白P 1 (f o r k h ead 
box protein P1，FOXP1)的表达，参与脑胶质细胞

瘤和口腔鳞状细胞癌的发生 [ 3 , 1 3 ]。此外，多个研 
究[9,21]发现：miR-504可与p53基因3' UTR上的两个

部位直接结合，下调p53基因表达，参与胃癌 [9]及

结肠癌 [ 2 1 ]等的发生发展。 p 5 3 基因是目前发现的

最重要的一种抑癌基因之一， p 5 3 表达降低或活

性下降可引起细胞增殖、凋亡及DNA修复异常，

从而引起肿瘤的发生并加速其进展 [22]。本研究发

现：过表达miR-504抑制p53基因表达，而低表达

miR-504则可促进p53基因表达。因此，miR-504在

NSCLC细胞中对p53基因具有负性调控作用，这与

既往研究结论一致。

本 研 究 尚 有 许 多 不 足 之 处 ： 1 ) 未 从 在 体 水

平，对人NSCLC肿瘤组织进行miR-504的检测，验

证体外细胞学结果；2)未对miR-504的其他下游分

子(如FOXP1)进行检测。此外，仍有多个问题值得

深入探讨，如miR-504在NSCLC细胞中表达增加的

上游调控机制；miR-504是否可作为NSCLC治疗靶

点、早期诊断标志物及预后预测因子等，均有待

在将来的研究中阐明。

综上所述，本研究发现miR-504在NSCLC细胞

株中高表达，且可能通过下调p53基因促进NSCLC
细胞株的存活。本研究结果可能为NSCLC的防治

提供实验依据及新的干预靶点。
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