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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐ（ｍｉＲ３０ｅ５ｐ）是否可通过下调泛素特异性蛋白酶２２（ＵＳＰ２２）抑制非小细

胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）的发生和发展。方法　采用ｑＰＣＲ、蛋白质印迹法和免疫组织化学染色法检测ｍｉＲ３０ｅ５ｐ、ＵＳＰ２２在

ＮＳＣＬＣ组织和癌旁组织中的表达。ＮＳＣＬＣ细胞株Ｈ４６０转染ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物或ｍｉＲ３０ｅ５ｐ抑制物后，利用ｑＰＣＲ

和蛋白质印迹法检测细胞中ｍｉＲ３０ｅ５ｐ、ＵＳＰ２２的表达。构建犝犛犘２２突变载体，采用荧光素酶报告基因检测ｍｉＲ３０ｅ

５ｐ在犝犛犘２２基因中的结合位点。采用ＭＴＴ法检测转染后Ｈ４６０细胞的增殖情况，并采用异种移植法检测裸鼠体内肿

瘤生长情况。流式细胞术检测转染后Ｈ４６０细胞的周期阻滞和凋亡情况。结果　ＭｉＲ３０ｅ５ｐ、ＵＳＰ２２在肿瘤组织中

的表达均高于癌旁组织（犘均＜０．０１）。在 Ｈ４６０细胞中过表达ｍｉＲ３０ｅ５ｐ后ＵＳＰ２２ｍＲＮＡ和蛋白的表达均下调

（犘均＜０．０１），而抑制ｍｉＲ３０ｅ５ｐ表达后ＵＳＰ２２ｍＲＮＡ和蛋白的表达均上调（犘均＜０．０１）。ＮＳＣＬＣ组织中ｍｉＲ３０ｅ

５ｐ与ＵＳＰ２２的表达呈负相关（犘＜０．０１）。ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可通过结合在３′ＵＴＲ的特异序列负调控ＵＳＰ２２的表达。过表

达ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可抑制Ｈ４６０细胞的增殖、诱导细胞周期阻滞和凋亡，并抑制裸鼠体内肿瘤的生长（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；

而抑制ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的表达可促进Ｈ４６０细胞的增殖、抑制细胞周期阻滞和凋亡（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论　ＭｉＲ

３０ｅ５ｐ可以下调ＵＳＰ２２的表达，从而抑制ＮＳＣＬＣ的发生和发展，提示其可作为ＮＳＣＬＣ患者的潜在治疗靶点。

［关键词］　肺肿瘤；非小细胞肺癌；ｍｉＲ３０ｅ５ｐ；泛素特异性蛋白酶２２；癌基因；肿瘤抑制基因
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ｔｉｓｓｕｅｓ（ｂｏｔｈ犘＜０．０１）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３０ｅ５ｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＵＳＰ２２ｍＲＮＡ
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第１１期．徐高俊，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐ通过下调泛素特异性蛋白酶２２抑制非小细胞肺癌的发生和发展

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；ｗｈｉｌｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉＲ３０ｅ５ｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ（犘＜０．０５，犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＭｉＲ３０ｅ

５ｐｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＳＰ２２，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＳＣＬＣ，

ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒＮＳＣＬＣ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐ；ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ２２；

ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ；ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１１）：１４１０１４１７］

　　肺癌是全球范围内发病率及死亡率最高的恶性

肿瘤之一，其中８０％～８５％为非小细胞肺癌

（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）
［１２］。近年来，

虽然肺癌的诊断和治疗方法不断改进，但肺癌患者

的长期存活率并无明显提高。目前已公认肺癌的发

生、发展与多种因素相关，但其具体机制还未完全阐

明。因此，寻找新的与肺癌密切相关的基因，对于肺

癌的诊断与治疗具有重要的意义。

微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类长度为

１８～２５ｎｔ的非编码小单链ＲＮＡ，参与调控转录后

基因表达［３］。ＭｉＲＮＡ与多种肿瘤相关
［４］，并且在肿

瘤的发生、诊断、治疗和预后中起着重要作用。

ＭｉＲ３０ｅ５ｐ为肿瘤抑制基因，其靶基因主要是致癌

基因［５８］，且其在ＮＳＣＬＣ中的表达下调
［９１１］，表明其

可能在ＮＳＣＬＣ中发挥着重要作用。泛素特异性蛋

白酶２２（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ２２，ＵＳＰ２２）是近

年来发现的泛素水解酶家族的一个新成员，参与肿

瘤细胞周期相关基因的调控，并与肿瘤细胞增殖密

切相关［１２１３］。ＵＳＰ２２可促进肿瘤的形成并在不同

的肿瘤中表达上调［１４１９］。我们前期工作已经证实

ＵＳＰ２２在ＮＳＣＬＣ的发展中具有关键作用
［２０］。通

过在线ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（狑狑狑．狋犪狉犵犲狋狊犮犪狀．狅狉犵）预测发

现，犝犛犘２２是ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的靶基因之一。基于此，

本研究通过使用ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物或ｍｉＲ３０ｅ５ｐ

抑制物转染 Ｈ４６０细胞来过表达或抑制 ｍｉＲ３０ｅ

５ｐ，验证 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ 与 ＵＳＰ２２ 的关系及其在

ＮＳＣＬＣ发生、发展中的作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂与仪器　收集２０１４年１月至２０１６

年７月在上海交通大学医学院附属新华医院就诊的

２３例ＮＳＣＬＣ患者的肿瘤组织和癌旁组织（距离肿

瘤边缘＞２ｃｍ）。所有患者均获知情同意，研究经上

海交通大学医学院附属新华医院医学伦理委员会批

准。将组织样本一部分置于－８０℃冰箱中保存，用

于ｍＲＮＡ和蛋白测定；另一部分用４％多聚甲醛溶

液固定，石蜡包埋，制作切片，用于ＨＥ染色和免疫

组化分析。ＴＲＩｚｏｌ试剂、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），反转录试剂盒、双荧光素酶系统、

荧光素酶报告基因ｐｍｉｒＧｌｏ载体、甘氨酸（美国

Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司 ），焦 碳 酸 乙 二 酯 （ｄｉｅｔｈｙ

ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）、ＨＥＰＥＳ缓冲液、ＲＮａｓｅＡ

（美国 Ｓｉｇｍａ公司），ＲＩＰＡ 细胞裂解液 （美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＢＣＡ蛋白质定量试剂盒（上海碧云

天生物技术有限公司）。抗 ＵＳＰ２２抗体（美国

ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司）；抗ＰＣＮＡ一抗、抗ＳＩＲＴ１

一抗、ＨＲＰ山羊抗兔ＩｇＧ二抗（英国Ａｂｃａｍ公司）；

ＫＯＤｐｌｕｓ定点突变试剂盒（日本Ｔｏｙｏｂｏ公司）；异

硫氰酸荧光素（ｆｌｕｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ试剂盒（美国Ｒｏｃｈｅ公司）。Ｈ４６０细胞

株、ＨＥＫ２９３Ｔ细胞株购自中国科学院上海细胞库。

胎牛血清、０．２５％胰酶、ＲＰＭＩ１６４０培养液均购自美

国Ｇｉｂｃｏ公司，ｐＷＰＸＬ慢病毒载体及其包装系统购

自美国 Ａｄｄｇｅｎｅ公司。６８０Ｔ型酶联免疫检测仪

（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；３１１１型ＣＯ２ 细胞培养箱（美

国ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪

（美国ＢＤ公司）；ＧＨＰ９０５０型细胞培养箱（上海一

恒科学仪器有限公司）。

１．２　免疫组织化学染色检测组织中ＵＳＰ２２蛋白的

表达　 取ＮＳＣＬＣ组织与癌旁组织切片，按照即用型

ＳＰ免疫组织化学超敏试剂盒说明书，将切片依次经

组织脱蜡、水化、ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ、滴加阻断剂、抗原修

复、非免疫血清封闭、标记一抗和二抗、ＤＡＢ显色、蒸

馏水浸泡等处理。苏木精复染２ｍｉｎ，１％盐酸乙醇分

化、脱水、透明，后使用ＥＣＬ试剂盒封片和成像。

１．３　细胞培养与转染　ＮＳＣＬＣ细胞株Ｈ４６０接种

于含１０％胎牛血清、１００ＩＵ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ

链霉素（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，

置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度环境下培养。当细胞

达到约８０％融合时使用０．２５％胰蛋白酶溶液（美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）消化、传代。取对数期生长细胞，用胰

酶消化细胞并计数，以２×１０３／孔的密度铺于９６孔

板，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。用１００μＬ不含

血清的培养液漂洗２次，再加入新的不含血清和抗生

·１１４１·
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素的培养液。使用２５μＬ无血清培养液稀释ｍｉＲ

３０ｅ５ｐ模拟物、ｍｉＲ３０ｅ５ｐ抑制物（广州锐博生物科

技公 司）或ｓｉＲＮＡ／ｐＣＭＶＵＳＰ２２ 存 储 液，制 成

Ａ液；另使用２５μＬ无血清培养液稀释０．５μＬ

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂，制成Ｂ液，轻轻混合Ａ、Ｂ液

（体积比１∶１），后转染细胞，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中

培养４８ｈ后，收集细胞。

１．４　ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ、犝犛犘２２ｍＲＮＡ 的

表达　根据美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ＭＭＬＶ操作说明书

合成引物。引物序列：ｍｉＲ３０ｅ５ｐ正向５′ＧＧＣＧＴＧ

ＴＡＡＡＣＡＴＣＣＴＴＧＡＣＴＧ３′，反向５′ＧＴＧＣＡＧ

ＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′；犝６正向５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡ

ＧＣＡＣＡ３′，反向５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

ＧＴ３′；犝犛犘２２正向５′ＧＧＡＣＡＡＣＴＧＧＡＡＧＣＡ

ＧＡＡＣＣ３′，反向５′ＴＧＡＡＡＣＡＧＣＣＧＡＡＧＡＡＧＡ

ＣＡ３′；β犪犮狋犻狀正向５′ＧＡＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴ

ＴＴ３′，反向５′ＡＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＴＡＧＣＡ

３′。利用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组织和细胞的总ＲＮＡ，反

转录为ｃＤＮＡ后行ｑＰＣＲ。ｑＰＣＲ反应条件为：９５℃

１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃１５ｓ，循环４０次。

使用２－ΔΔＣｔ法计算ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．５　蛋白质印迹法检测ＵＳＰ２２蛋白的表达　使用

ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取Ｈ４６０细胞总蛋白。按ＢＣＡ

试剂盒说明书测定蛋白浓度。取总蛋白行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分离并转移到ＰＶＤＦ膜上，室温下浸入５％

非脂肪乳封闭１ｈ。４℃条件下分别使用抗ＵＳＰ２２

一抗（１∶２００）、抗ＳＩＲＴ１一抗（１∶５００）、抗ｐ５３一

抗（１∶１０００）、抗磷酸化ＳＴＡＴ３一抗（１∶１０００）孵育

过夜。加入辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶１０００）室

温孵育２ｈ，运用ＥＣＬ法观察蛋白条带。

１．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖能力　取对数生长期细

胞，以２×１０３／孔的密度接种到９６孔板。于培养后

２４、４８、７２、９６、１２０ｈ时加入０．５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液

２０μＬ，３７℃孵育４ｈ。加１５０μＬＤＭＳＯ终止反应，

在酶联免疫检测仪上检测５７０ｎｍ处各孔的光密度

（犇）值。重复实验３次。

１．７　流式细胞术检测细胞周期与凋亡　细胞凋亡

分析：转染细胞４８ｈ后，用胰蛋白酶处理细胞，并使用

结合缓冲液再悬浮细胞使细胞密度为１×１０６／ｍＬ。

用１００μＬ的标记溶液［（含ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ和碘

化乙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）的孵育缓冲液，终浓

度均为１μｇ／ｍＬ］重悬细胞，室温下避光孵育１０～

１５ｍｉｎ，上流式细胞仪检测凋亡细胞比例。所有实

验均重复３次。细胞周期分析：转染细胞４８ｈ后常

规胰酶消化，固定在７０％乙醇中，ＰＢＳ洗１次，然后

加入１５０μＬＲＮａｓｅＡ（２５０～５００μｇ／ｍＬＰＢＳ稀释）

重悬细胞，３７℃消化３０ｍｉｎ。加入１５０μＬＰＩ工作

液，４℃避光染色３０ｍｉｎ。上流式细胞仪测定ＰＩ染

色情况，用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件计算细胞周期各时相细

胞的百分比。

１．８　荧光素酶报告分析验证ｍｉＲ３０ｅ５ｐ在犝犛犘２２

的结合位点　提取细胞总ＲＮＡ，按反转录试剂盒操

作说明反转录成ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板行ＰＣＲ

扩增，具体条件为：９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

４５ｓ，共２５个循环。将纯化后的ＰＣＲ产物行犛犪犮Ⅰ

与犡犺狅Ⅰ双酶切后连接入ｐｍｉｒＧｌｏ载体并转化大

肠杆菌ＤＨ５α，挑取单克隆并用犛犪犮Ⅰ与犡犺狅Ⅰ行

双酶切鉴定。获取酶切鉴定正确的克隆序列，得重

组质粒ＵＳＰ２２ＷＴ。取上述序列与ｍｉＲ３０ｅ５ｐ中

的结合位点按ＫＯＤｐｌｕｓ定点突变试剂盒说明书进

行点突变并人工合成之后连接入ｐｍｉｒＧｌｏ载体，得

重组载体ＵＳＰ２２ＭＵＴ。将构建好的靶分子真核表

达载体ＵＳＰ２２ＷＴ、ＵＳＰ２２ＭＵＴ与ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模

拟物或ｍｉＲ３０ｅ５ｐ抑制物共转染Ｈ４６０细胞，每孔

分别转染重组质粒１００ｎｇ、ｍｉＲＮＡ１μＬ和脂质体

１μＬ，分别以转染相应的对照序列为对照（ＮＣ）。转

染４８ｈ后吸出培养液并用ＰＢＳ洗涤２次，３７℃用

５０μＬ细胞裂解缓冲液裂解细胞２０ｍｉｎ；收集裂解后

的细胞样品，１００００×犵离心１０ｍｉｎ。使用ＴＤ２０／２０

荧光照度计检测不同报告基因间的相对活性。

１．９　裸鼠移植瘤实验　将ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物及其

对照序列亚克隆到慢病毒表达载体，与ｐｓＰＡＸ２、

ＰＭＤ２Ｇ共转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，包装生产慢病毒，

然后再以后者感染Ｈ４６０细胞。取雄性ＢＡＬＢ／ｃ裸

鼠１２只，４～６周龄，购自中国科学院上海药物研究

所［生产许可证号ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６，使用许可

证号ＳＹＸＫ（沪）２０１５００２７］。将裸鼠随机分为两组

（狀＝６），消毒皮肤，无菌条件下在双侧下肢髋关节上

方皮下分别注射ｍｉＲ３０ｅ５ｐ过表达或对照空白载

体转染的Ｈ４６０细胞悬液（２．５×１０６／０．２ｍＬ）。恒

温、通风、无菌条件下饲养，观察皮下肿瘤生长情况，

３周后颈椎脱臼处死裸鼠取瘤测量体积。所有动物

维护和实验程序均按照上海交通大学实验动物伦理

委员会批准的实验动物健康指南实施。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件行数据分

析。实验数据以珔狓±狊表示，两组间比较采用狋检验。

相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　ＮＳＣＬＣ 组织中 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ和 ＵＳＰ２２的
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第１１期．徐高俊，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐ通过下调泛素特异性蛋白酶２２抑制非小细胞肺癌的发生和发展

表达　ｑＰＣＲ检测结果（图１Ａ、１Ｂ）显示，ｍｉＲ３０ｅ５ｐ

在肿瘤组织中的表达低于癌旁组织（犘＜０．０１），而

ＵＳＰ２２在肿瘤组织中的表达高于癌旁组织（犘＜

０．０１）。蛋白质印迹结果（图１Ｃ）显示，ＵＳＰ２２在肿

瘤组织中高表达。进一步免疫组化法结果（图１Ｄ）

显示增殖细胞核抗原、ＵＳＰ２２和ＳＩＲＴ１在ＮＳＣＬＣ

组织中均呈现高表达。

图１　犖犛犆犔犆组织中犿犻犚３０犲５狆和犝犛犘２２的表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犿犻犚３０犲５狆犪狀犱犝犛犘２２犻狀犖犛犆犔犆狋犻狊狊狌犲狊

Ａ，Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉＲ３０ｅ５ｐ（Ａ）ａｎｄ犝犛犘２２ｍＲＮＡ（Ｂ）ｉｎ２３ｐａｉｒｓｏｆＮＳＣＬＣａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｂｙｑＰＣＲ；Ｃ：

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＳＰ２２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ４ｐａｉｒｓｏｆＮＳＣＬＣａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；Ｄ：ＮＳＣＬＣａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒ

ｔｉｓｓｕｅｓｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ （ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄＰＣＮＡ，ＵＳＰ２２，ａｎｄＳＩＲＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ．ｍｉＲ：

ＭｉｃｒｏＲＮＡ；ＮＳＣＬＣ：Ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ＵＳＰ２２：Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ２２；ＰＣＮＡ：Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ；ＳＩＲＴ１：

Ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ｄ）．犘＜０．０１

２．２　Ｈ４６０细胞中ｍｉＲ３０ｅ５ｐｍＲＮＡ的表达　与

ＮＣ相比，转染ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物后Ｈ４６０细胞中

ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的表达上调（犘＜０．０１），而转染 ｍｉＲ

３０ｅ５ｐ抑制物后细胞中 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的表达下调

（犘＜０．０１，图２）。

图２　转染犿犻犚３０犲５狆模拟物和抑制物对犎４６０细胞中

犿犻犚３０犲５狆表达的影响

犉犻犵２　犕犻犚３０犲５狆犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎４６０犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺

犿犻犚３０犲５狆犿犻犿犻犮（犿犻犚犿）狅狉犿犻犚３０犲５狆犻狀犺犻犫犻狋狅狉（犿犻犚犻）

ＮＣｍ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ；ＮＣｉ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．

ｍｉＲ：ＭｉｃｒｏＲＮＡ．犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

２．３　ＭｉＲ３０ｅ５ｐ 与 ＵＳＰ２２ 的相关性及靶标

关系　与ＮＣ 相比，转染 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ 模拟物后

ＵＳＰ２２ｍＲＮＡ（犘＜０．０１）和蛋白（０．５２±０．０３ｖｓ

１．００±０．１０，犘＜０．０１）的表达均下调，而转染ｍｉＲ

３０ｅ５ｐ抑制物后ＵＳＰ２２ｍＲＮＡ（犘＜０．０１）和蛋白

（２．５５±０．１９ｖｓ０．９８±０．０８，犘＜０．０１）的表达均上

调（图 ３Ａ、３Ｂ）。相关性分析显示 ＵＳＰ２２ 与

ｍｉＲ３０ｅ５ｐ呈负相关（犘＜０．０１，图３Ｃ）。且在线

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ显示 ＵＧＵＵＵＡＣ为 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的结

合序列（图３Ｄ）。荧光素酶基因报告分析结果（图

３Ｅ、３Ｆ）显示，在转染 ＵＳＰ２２ＭＵＴ 荧光素酶的

Ｈ４６０细胞中，共转染 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物或 ｍｉＲ

３０ｅ５ｐ抑制物的细胞荧光素酶活性与相应ＮＣ相比

差异均无统计学意义；而在转染ＵＳＰ２２ＷＴ荧光素

酶的Ｈ４６０细胞中，共转染ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物的细

胞荧光素酶活性相比ＮＣ下降（犘＜０．０１），而共转染

ｍｉＲ３０ｅ５ｐ抑制物的细胞荧光素酶活性较ＮＣ升高

（犘＜０．０１）。
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图３　犕犻犚３０犲５狆与犝犛犘２２的相关性及靶标关系

犉犻犵３　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犱狋犪狉犵犲狋狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犿犻犚３０犲５狆犪狀犱犝犛犘２２

Ａ，Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＵＳＰ２２ｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）ｉｎＨ４６０ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＭｉＲ３０ｅ５ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏＵＳＰ２２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＮＳＣＬＣｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ：ＰｕｔａｔｉｖｅｍｉＲ３０ｅ５ｐｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎ３′ＵＴＲｏｆ犝犛犘２２；Ｅ，Ｆ：ＲｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＨ４６０ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｗｉｌｄｔｙｐｅ（ＷＴ）ｏｒｍｕｔａｎｔ（ＭＵＴ）ＵＳＰ２２３′ＵＴＲｒｅｐｏｒｔｅｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈｍｉＲ３０ｅ５ｐｍｉｍｉｃ（ｍｉＲｍ），ｍｉＲ３０ｅ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

（ｍｉＲｉ），ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓ（ＮＣｓ）．ｍｉＲ：ＭｉｃｒｏＲＮＡ．犘＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．４　ＭｉＲ３０ｅ５ｐ抑制Ｈ４６０细胞增殖和裸鼠体内

肿瘤的生长　转染７２ｈ后，ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物组

Ｈ４６０细胞的增殖能力较对照组下降，而ｍｉＲ３０ｅ

５ｐ抑制物组Ｈ４６０细胞的增殖能力增加（犘＜０．０１，

图４Ａ、４Ｂ）。裸鼠成瘤实验结果（图４Ｃ、４Ｄ）显示，接

种ｍｉＲ３０ｅ５ｐ过表达 Ｈ４６０细胞的小鼠肿瘤体积

和肿瘤质量均减少（犘＜０．０１、犘＜０．０５）。

２．５　ＭｉＲ３０ｅ５ｐ诱导Ｈ４６０细胞周期阻滞、促进细

胞凋亡　对ＮＣ相比，转染 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物后

Ｇ０／Ｇ１期Ｈ４６０细胞数目增加，Ｓ期细胞数目减少

（犘＜０．０５）；而转染ｍｉＲ３０ｅ５ｐ抑制物后Ｇ０／Ｇ１期

Ｈ４６０细胞数目减少，Ｓ期细胞数目升高（犘＜０．０５，

图５Ａ）。此外，转染ｍｉＲ３０ｅ５ｐ模拟物增加Ｈ４６０

细胞的凋亡率，而转染ｍｉＲ３０ｅ５ｐ抑制物可减少细

胞凋亡（犘＜０．０５，图５Ｂ）。

３　讨　论

ＭｉＲ３０ｅ５ｐ是一种肿瘤抑制基因，在ＮＳＣＬＣ

组织中表达下调，研究发现在多发性骨髓瘤中ｍｉＲ

３０ｅ５ｐ靶向作用 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ／ＢＣＬ９通路发挥肿

瘤抑制功能［５］。然而，它是通过何种机制抑制

ＮＳＣＬＣ的发生和发展仍未明确。本研究发现，在

ＮＳＣＬＣ组织中 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ表达下调，由此推测

ｍｉＲ３０ｅ５ｐ与ＮＳＣＬＣ的发生、发展具有相关性。
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书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第１１期．徐高俊，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐ通过下调泛素特异性蛋白酶２２抑制非小细胞肺癌的发生和发展

图４　犕犻犮狉狅犚犖犃３０犲５狆对犎４６０细胞增殖能力和裸鼠肿瘤生长情况的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犮狉狅犚犖犃３０犲５狆狅狀犎４６０犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犻狀狏犻狋狉狅犪狀犱狋狌犿狅狉犵狉狅狑狋犺犻狀狀狌犱犲犿犻犮犲犻狀狏犻狏狅

Ａ，Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐｍｉｍｉｃ（ｍｉＲｍ，Ａ）ｏｒｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ｅ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｍｉＲｉ，Ｂ）ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨ４６０ｃｅｌｌｓ犻狀狏犻狋狉狅ｂｙ

ＭＴＴａｓｓａｙ（狀＝３）；Ｃ，Ｄ：Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ（Ｃ）ａｎｄｍａｓｓ（Ｄ）ｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｂｙｘｅｎｏｇｒａｆｔａｓｓａｙ（狀＝６）．ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５，

犘＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．珔狓±狊

图５　犕犻犚３０犲５狆对犎４６０细胞周期及凋亡的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚３０犲５狆狅狀犎４６０犮犲犾犾狊犮狔犮犾犲犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

Ａ：ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ３０ｅ５ｐｍｉｍｉｃ（ｍｉＲｍ）ａｎｄｍｉＲ３０ｅ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｍｉＲｉ）ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎＨ４６０ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲｍａｎｄｍｉＲｉｏｎ

ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ｍｉＲ：ＭｉｃｒｏＲＮＡ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊
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　　犝犛犘２２是近年来发现的泛素水解酶家族的一

个新成员，定位于人１７号染色体上，由１４个外显子

组成，其ｃＤＮＡ包含一个长为１５７８ｂｐ的开放阅读

框，可编码５２５个氨基酸，包括半胱氨酸、天冬氨酸、

组氨酸和天冬氨酸／天冬酰胺以及泛素水解酶家族

去泛素化酶的高度保守区域等。研究表明，ＵＳＰ２２

参与肿瘤细胞周期相关基因的调控，并与肿瘤细胞

增殖密切相关；此外，ＵＳＰ２２在肿瘤组织中高表达

是预后不良的指标［５］。ＵＳＰ２２可促进肿瘤的形成

并在不同肿瘤中表达上调，有研究结果显示在大肠

癌组织中ＵＳＰ２２可通过Ｂｍｉ１和ｐＡｋｔ通路诱导

细胞周期的进展［２１］，其也被证明可通过调控上皮间

质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）

标志物的表达促进ＥＭＴ
［１６１８］。然而，犝犛犘２２基因

在ＮＳＣＬＣ发展中是否具有关键作用及其具体分子

机制如何，目前尚不清楚，而ｍｉＲ３０ｅ５ｐ是否通过

调控 ＵＳＰ２２激活下游通路的机制，继而影响

ＮＳＣＬＣ的发生、发展，目前也未见研究报道，因此揭

示ｍｉＲ３０ｅ５ｐ与ＵＳＰ２２的关系以及其在ＮＳＣＬＣ

发生、发展中的具体机制，对于ＮＳＣＬＣ的治疗有着

重要意义。

本研究结果证明在 ＮＳＣＬＣ组织中 ＵＳＰ２２

ｍＲＮＡ及蛋白均呈高表达，而 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ则呈相

反表达，且两者呈负相关，表明ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可能通

过下调 ＵＳＰ２２影响 ＮＳＣＬＣ 发生、发展。在线

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ生物信息学算法结果显示，ＵＧＵＵＵＡＣ

是ｍｉＲ３０ｅ５ｐ在犝犛犘２２上的特定结合序列，同时

荧光素酶报告分析方法结果也证实了ＮＳＣＬＣ中

ｍｉＲ３０ｅ５ｐ通过与犝犛犘２２３′ＵＴＲ特异序列结合下

调其表达。

细胞的异常增殖和凋亡以及细胞失控在肿瘤的

发生、发展中起着重要作用。本研究发现过表达

ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可抑制ＮＳＣＬＣ细胞株Ｈ４６０的增殖能

力；流式细胞术检测结果也发现，过表达ｍｉＲ３０ｅ５ｐ

使Ｇ０／Ｇ１期Ｈ４６０细胞数目增加，Ｓ期细胞数目减

少，且细胞凋亡率增加，表明 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可诱导

ＮＳＣＬＣ细胞的细胞周期阻滞、促进细胞凋亡。以上

发现从分子水平证明 ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可通过下调

ＵＳＰ２２抑制ＮＳＣＬＣ细胞的生长、阻碍细胞周期的

进程、促进细胞凋亡，从而抑制ＮＳＣＬＣ的发生和

发展。

此外，本研究通过裸鼠成瘤实验证明在裸鼠体

内过表达ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可以抑制肿瘤生长，进一步验

证了ｍｉＲ３０ｅ５ｐ的抗肿瘤作用，但其在体内是否是

通过下调 ＵＳＰ２２来发挥作用，尚需进一步实验

证实。

综上所述，ｍｉＲ３０ｅ５ｐ可抑制ＵＳＰ２２蛋白的表

达，从而抑制ＮＳＣＬＣ的发生和发展，上调ｍｉＲ３０ｅ

５ｐ可能是ＮＳＣＬＣ治疗的新方法。下一步研究中我

们将探究ｍｉＲ３０ｅ５ｐ调控ＵＳＰ２２影响ＮＳＣＬＣ发

生和发展的可能通路。
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