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【摘要】目的：研究microRNA-126(miR-126)对非小细胞肺癌（NSCLC）细胞迁移和侵袭能力的影响。方法：利用脂质体介导法将构建好的miR-126过表达质粒转染至NSCLC细胞株A549细胞（A549/ miR-126组），并设空质粒转染组（A549/mock组）和空白对照组（A549组）。利用RT-PCR技术检测三组细胞中miR-126及EGFL7
蛋白表达水平，采用细胞划痕实验观察细胞迁移能力，Transwell小室法分析三组细胞侵袭能力的差异。结果：RT-PCR检测发现，与另两组细胞相比，A549/ miR-126组细胞中EGFL7水平较高，差异有统计学意义（P＜0.01）；细胞划痕实验发现，与另两组相比，A549/ miR-126组细胞迁移距离较小，抑制率较高，差异有统计学意义（P＜0.05）；Transwell小室实验发现，A549/miR-126组 24h侵袭细胞数分别为(28.6±2.322)，36h侵袭细胞数为(29.2±3.7683)个，A549/mock组为(49.8±3.7014)个，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：miR-126可上调EGFL7的表达，抑制A549细胞的迁移和侵袭能力。
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miR-126 may inhibit A549 cell migration and invasiveness by targeted EGFL7
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[Abstract] Objective: To study the impact of miR-126 on A549 cell migration and invasiveness. Methods: Constructing miR-126 over expression plasmid and transfecting it into A549 cells by liposomes, that is A549/ miR-126 group, and set an other control group(A549 group) and an empty vector transfected group(A549/mock group). Detecting EGFL7 levels in three groups by RT-PCR, observing cell migration changes by cell scratch test, and analyzing the invasiveness ability of three groups by Transwell chamber method. Results: EGFL7 of A549/ miR-126 group significantly reduced relatively to the control groups by RT-PCR; In the cell scratch test, compared with the control group, cell migration distance of A549/ miR-126 group reduced relatively; For the Transwell chamber experiment, number of invasive A549/miR-126 cells after 24h and 36h is respectively (28.6 ± 2.322) and (29.2 ± 3.7683), while A549/mock group was (49.8-+3.7014), which was significantly reduced, the differences show statistically significant. Conclusion: miR-126 can upregulate EGFL7 expression and might inhibit the migration and invasion of A549 cells.
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最新统计资料显示，在欧美发达国家和我国城市中，肺癌已位居男性恶性肿瘤发病率、死亡率的首位，女性恶性肿瘤发病率的第二位、死亡率首位。目前肺癌的发病率正呈不断上升的趋势，其中NSCLC约占全部肺癌的80%以上。
microRNA(miRNA)是长度为18-24 nt的单链、非编码核苷酸分子，miRNA突变和异常表达与各种人体肿瘤的发生、发展关系密切，miRNA可作为癌基因或抑癌基因而起作用。EGFL7
作为类表皮生长因子，最初发现其在血管内皮中高表达。miR-126位于EGFL7基因3′-UTR的内含子6和7内
。我们的前期研究通过构建一种靶向于EGFL7的miR-126过表达质粒并将其转染A549细胞，利用分子生物学实验和细胞增殖相关体内外实验证实了miR-126可上调EGFL7在mRNA和蛋白水平的表达，并且miR-126过表达可抑制A549细胞的体外增殖和体内成瘤能力，从而提示EGFL7可能是一种抑癌基因[1]。
延续以往研究，本实验将通过分析miR-126过表达质粒转染前后A549细胞迁移和侵袭能力的变化，拟探讨miR-126与NSCLC
细胞迁移及侵袭能力的关系，进一步丰富肺癌靶向治疗方面的研究。

1 材料与方法
1.1 细胞与材料 
pLEGFP-N1-miR-126表达质粒购自美国Invitrogen公司；DMEM培养基和新生牛血清购自GIBCO公司；脂质体Lipofectamine2000购自Invitrogen公司；兔抗人EGFL7抗体购自北京奥维亚生物技术有限公司；羊抗兔二抗购自Boster公司；鼠源的ß-actin和GAPDH抗体购自Boster公司；RNA提取试剂Trizol购自Invitrogen公司；反转录试剂Reverse Transcriptase M-MLV购自Takara公司；DNA凝胶回收试剂购自TIANGEN公司；qRT-PCR试剂购自TIANGEN公司；引物合成来源于Invitrogen公司。
本实验采用的A549细胞株购自于美国ATCC（全球生物资源中心
），来源于58岁男性白人的肺癌组织。细胞培养液为DMEM加10%新生牛血清配成，培养条件为5%CO2、37℃细胞培养箱。
1.2 方法
1.2.1 基因转染
将合成的pLEGFP-N1-miR-126质粒转染至培养中的A549细胞，同时设立空白对照组A549组（未转染质粒）和空质粒对照组A549/ mock（转染了空质粒pLEGFP-N1-mock）。
1.2.2 RT-PCR法检测EGFL7 mRNA表达
采用Sybrgreen染料法，以GAPDH为内参基因，对于EGFL7在三组细胞的表达量进行检测。于转染后48h用Trizol法提取细胞总RNA。紫外分光光度计检测RNA纯度和浓度。取上述RNA进行逆转录和qRT-PCR。用于扩增EGFL7基因上游引物为5'-GCCAGTCAGATGTGGATGAA-3’。下游引物为
5'-CCCAACACTGGCACCAGTAA-3’。预期扩增片段长93 bp；用于扩增内参照GAPDH基因的上游引物为5'-AGCCTCAAGATCATCAGC-3’，下游引物为5’-
GAGTCCTTCCACGATACC-3’。预期扩增片段长96bp。按照试剂说明书配好反应体系，上机进行RT-PCR扩增和检测。产物以2-△△Ct值作为分析依据。
1.2.3 细胞划痕实验检测EGFL7对细胞迁移能力的影响
     先在六孔板背后画直线做标记，取对数生长期的三组细胞接种于六孔板，常规培养细胞至80%～90%融合时，弃去培养基，PBS清洗细胞一次后，以100µL移液器枪头在培养孔的中央沿纵轴方向划一直线（宽1.2mm，长50mm），以无菌PBS液轻柔漂洗细胞两次，以去除刮起的漂浮细胞，分别向每孔中加入含不同浓度（0.5～4.0）µmol/L的EGFL7，用无血清培养基补足至1mL，对照组分别加1mL无血清培养基，常规培养24和48h后分别于倒置显微镜下观察划痕处的细胞生长情况并拍照。每组检测五个视野，每组三个复孔，实验重复三次。测量迁移距离并计算抑制率=（1-实验组/对照组）×100%。
1.2.4 Transwell小室检测EGFL7对细胞侵袭能力的影响
将Transwell小室放入二十四孔细胞培养板中，另将含有25.6 g Matrigel的50 µL RPMI-1640培养基加到上层小室的微孔滤膜上(直径为8 µm)，37℃放置2 h使其形成凝胶状。各组细胞用无血清的RPMI-1640培养液洗涤后，用吸管吹打悬浮、计数、离心。按1×106/mL将细胞重悬于含0.1% 牛血清清蛋白的RPMI-1640培养液中，取100 µL细胞悬液加到小室的基底膜上，小室下层加800µL含0.1%牛血清清蛋白的RPMI-1640培养液，37℃、5 %CO2培养20 h。取出小室，吸弃小室内的培养液，并用棉签仔细拭出小室内的细胞和人工基底膜，进行Diff-Quik染色。显微镜下观察侵袭移动到多孔滤膜外侧面上的细胞数，随机计数5个视野内的细胞数，计算平均值。

1.3 统计学处理 
实验重复三次，数据以Mean±SD表示，由SPSS l5.0统计软件处理。采用两样本t检验得出P值，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结 果

2.1 RT-PCR检测结果
 
转染48 h后，A549/miR-126组的EGFL7 mRNA水平与两对照组相比较高，差异有统计学意义(P<0.05)，见图1。
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图1 RT-PCR检测三组细胞内EGFL7表达情况

2.2 细胞划痕实验检测A549细胞迁移能力 

与两对照组相比， A549/miR-126组24h和48h细胞迁移距离和抑制率与蛋白浓度呈正相关变化（详见表1），差异均有统计学意义，详见表1、图2、图3。

表1 miR-126靶向不同浓度EGFL7对A549细胞迁移距离和抑制率影响
	组别、蛋白浓度（µmol/L）
	24h迁移距离（µm）、

迁移率（%）
	48小时迁移距离（µm）、

迁移率（%）

	A549组
	2.0
	4.0

	A549/mock组
	1.8（10%）
	3.5（12.5%）

	A549/miR-126组
	0.5
	1.2（40%）
	2.0（50%）

	
	1.0
	0.5（75%）
	1.1（72.5%）

	
	2.0
	0.3（85%）
	0.7（82.5%）

	
	4.0
	0.2（90%）
	0.5（87.5%）
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图2 miR-126靶向不同浓度EGFL7对A549细胞迁移的影响
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图3 三组细胞划痕实验结果图（A：对数期A549细胞；B：A549/mock细胞24h；C：A549/miR-126细胞24h；D：A549/miR-126细胞48h。光镜，200×）
2.3 Transwell小室法分析三组细胞侵袭能力
 
将三组细胞分别加入含Matrigel的Transwell上室培养24 h和36h后用Diff-Quik染色后于镜下观察并计数随机5个视野(200×)内细胞数，发现A549/miR-126组 24h侵袭细胞数分别为(28.6±2.322)个，36h侵袭细胞数为(29.2±3.7683)个，而A549/mock组24h侵袭细胞数为(49.8±3.7014)个，A549/miR-126组侵袭细胞数明显减少，差异有统计学意义(P＜0.05)，见表2。

表2 各组肺癌细胞侵袭细胞数比较（n）

	分组
	上
	下
	左
	右
	中
	均数
	标准差

	A549/miR-126(24h)
	30
	28
	31
	25
	29
	28.6
	2.3022

	A549/miR-126(36h)
	35
	25
	29
	27
	30
	29.2
	3.7683

	A549/mock(24h)
	50
	48
	51
	55
	45
	49.8
	3.7014


3 讨论

EGFL7是新近发现的一个类表皮生长因子，虽然最初认为它仅在内皮细胞中表达，但最近的一些研究发现它与许多肿瘤的进展有关，如肝细胞肝癌[2]、前列腺癌[3]、胶质瘤[4]、结肠癌[5]等，它在肿瘤的发生、转移机制中发挥重要作用。但是目前为止，与肺癌转移机制的相关研究并不多见。

miRNA是近来研究的热点，并且因其在肿瘤发生和进展中的异常表达被称为肿瘤抑制基因或癌基因[6]。如miR-126被发现与乳腺癌、白血病以及宫颈癌相关[6-8]，并因此被定义为转移抑制miRNA；而lin-4和let-7已被证实能够调控几种哺乳动物细胞株的增殖并与许多肿瘤相关[9-10]。

我们前期研究发现，miR-126表达增加能引起EGFL7在mRNA和蛋白表达水平的明显升高，也就是说，miR-126对其靶基因EGFL7具有正向调控作用。这与miRNA调节靶向基因表达的原理不尽相符，通常是miRNA抑制其靶蛋白的翻译或促进mRNA降解，为何miR-126和EGFL7二者之间为正向的调控关系呢？我们查阅文献后发现，根据Diaz等[5]人2008年的研究报道，miR-126和EGFL7之间其实不存在直接关联性，也就是miR-126引起EGFL7的表达升高可能是通过某种中间分子来间接实现的，如miR-126引起EGFL7的一种负向调节因子的表达降低，而后者的降低促进了EGFL7的表达，二者之间到底是通过怎样一种机制来完成这种调节作用的也将是我们下一步的研究内容。
近年来，随着对肺癌发生的分子机制研究的不断深入，分子靶向治疗成为研究的热点。比如非小细胞肺癌的靶向药物“吉非替尼”已为临床上肿瘤科所常用。为改善肺癌术后患者的生存质量，针对肺癌高度的侵袭转移特性，开发抑制肺癌侵袭转移的新型靶向药物是当务之急。通过抑制肺癌的侵袭转移，是肿瘤局限于局部肺组织，再配合手术彻底切除局部肿瘤瘤体组织，可能是根治肺癌值得探索的一条新途径。本研究表明，经过转染miR-126至A549细胞中，A549细胞中EGFL7的表达升高，并且抑制了细胞的迁移能力和侵袭性能，故A549细胞的侵袭和迁移力与miR-126密切负相关。而且已有研究证明，miR-126和miR-335在大部分原发性乳腺癌组织中表达缺失，二者任一miRNA的表达缺失均与患者远期生存期发生转移的机率密切相关，因此，miR-126和miR-335被确认为人乳腺癌转移抑制性miRNAs[6]。根据我们的研究结果，miR-126可抑制非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，所以笔者推测miR-126可能成为非小细胞肺癌治疗的新靶标。
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本文作者希望说明miR-126通过对其靶基因EGFL7正向调控作用而抑制非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，但这不符合miR负调控靶基因的原理，“某种中间分子”也未发现，因而文章的结论缺乏证据支撑；而相应的电泳照片（基因和蛋白表达）未见提供，描述所述现象的证据亦不充分。建议退稿。
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