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摘要：目的　研究阿美替尼通过调控微小核糖核酸 －２２（ｍｉＲ－２２）靶向泛素结
合酶Ｅ２Ｏ（ＵＢＥ２Ｏ）对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞的增殖、侵袭、上皮间质转化
和干性的影响。方法　将人肺腺癌细胞系 ＮＣＩ－Ｈ１９７５随机分为对照组（无任
何处理正常培养）、中剂量组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼处理）、抑制药阴性对照（转
染ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋ｍｉＲ－２２抑制药阴性对照处理）、
ｍｉＲ－２２抑制药（ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋ｍｉＲ－２２抑制
药处理）、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋短发卡阴性对照（ｓｈ－ＮＣ）组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替
尼＋ｍｉＲ－２２抑制药 ＋短发卡阴性对照处理）、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋短发卡
ＵＢＥ２Ｏ（ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ）组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋ｍｉＲ－２２抑制药 ＋短发卡
ＵＢＥ２Ｏ处理）。用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测 ｍｉＲ－２２表
达，用蛋白质印迹法检测八聚体结合转录因子４（ＯＣＴ４）、性别决定区域 Ｙ盒基
因２（ＳＯＸ２）和Ｎａｎｏｇ同源框的表达水平，用５－乙炔基 －２′－脱氧尿嘧啶核苷
（ＥｄＵ）实验检测细胞增殖率，用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力。结果　对照
组和中剂量组的ｍｉＲ－２２相对表达水平分别为１００±０１６和２０７±０３４；对照
组、中剂量组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组和ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的ＯＣＴ４蛋白相对表达水平
分别为１００±０１６、０６３±００９、０６７±００８和０９４±０１２，ＳＯＸ２蛋白相对表
达水平分别为１００±０１４、０４８±００６、０５４±００７和０８１±０１１，Ｎａｎｏｇ蛋白
相对表达水平分别为１００±０１８、０４５±００８、０５２±０１１和０８９±０１５。对
照组、中剂量组、ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ
组和ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ组的细胞增殖率分别为（８７２９±１０７３）％、
（４１６５±７８２）％、（４８４７±６５４）％、（７９３１±１０２６）％、（８４５０±１１９８）％和
（３６８２±６７９）％，细胞侵袭数目分别为（１５６９２±２４８１）、（７２５３±９０６）、
（６４４１±１０７５）、（１４３２７±２６１９）、（１３７５８±２１４６）和（７５２３±１１９４）个。
对照组的上述指标与中剂量组，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的上述指标与 ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组，ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ组的上述指标与 ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ
组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　阿美替尼能抑
制非小细胞肺癌ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞的增殖和侵袭，可能是通过调控 ｍｉＲ－２２靶
向ＵＢＥ２Ｏ实现的。
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ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ＋ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ），ａｎｄｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＵＢＥ２Ｏ（ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ）
ｇｒｏｕｐ（４μｍｏｌ·Ｌ－１ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ＋ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ＋ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＵＢＥ２Ｏ）ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ－２２ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｃｔａｍｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４（ＯＣＴ４），ＳＲＹ－Ｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２（ＳＯＸ２），
ａｎｄＮａｎｏｇ；ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅ５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（ＥｄＵ）ａｓｓａｙ；ａｎｄ
ＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ－２２ｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１６，２０７±０３４ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯＣＴ４ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ａｎｄｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１６，０６３±００９，
０６７±００８ａｎｄ０９４±０１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＳＯＸ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１００±０１４，０４８±００６，０５４±００７
ａｎｄ０８１±０１１；ａｎｄＮａｎｏｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１００±０１８，０４５±００８，０５２±０１１ａｎｄ０８９±０１５Ｔｈｅ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，
ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，ａｎｄｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（８７２９±１０７３）％，
（４１６５±７８２）％，（４８４７±６５４）％，（７９３１±１０２６）％，（８４５０±１１９８）％ ａｎｄ（３６８２±６７９）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｉｎｖａｄｉｎｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅ（１５６９２±２４８１），（７２５３±９０６），（６４４１±１０７５），（１４３２７±２６１９），
（１３７５８±２１４６）ａｎｄ（７５２３±１１９４），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｓ，ａｓｗｅｌｌａｓｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣａｎｄｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂｃａｎｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＮＳＣＬＣＮＣＩ－Ｈ１９７５ｃｅｌｌｓ，ｌｉｋｅｌｙｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ－２２ｔｏｔａｒｇｅｔＵＢＥ２Ｏ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２２；ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｏ；ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｓｔｅｍｎｅｓｓｍａｒｋｅｒｓ

　　原发性肺癌被认为是我国最常见的恶性肿瘤，其
中非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌ－ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）占８０％～８５％，是肺癌中最常见的一类［１］。阿

美替尼（Ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ）是我国获批上市的第３代表皮生
长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）酪氨
酸激酶抑制药［２］。微小核糖核酸－２２（ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２２，
ｍｉＲ－２２）位于第１７号染色体上，作为肿瘤抑制因子或
致癌基因在不同肿瘤中出现表达差异，参与肿瘤增殖、

转移等进程［３］。泛素结合酶Ｅ２Ｏ（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅＥ２Ｏ，ＵＢＥ２Ｏ）是一种Ｅ２泛素偶联酶，可以直接
介导许多底物的泛素化，其高表达与胃癌、肺癌、乳腺癌

和前列腺癌患者的低生存率有关［４］。本研究旨在通过

ｍｉＲ－２２靶向ＵＢＥ２Ｏ探讨阿美替尼对ＮＳＣＬＣ细胞的增
殖、侵袭、上皮间质转化和干性的影响。

材料与方法

１　材料
细胞株　人肺腺癌细胞系 ＮＣＩ－Ｈ１９７５，购自上

海联祖生物科技有限公司；人胚胎肾细胞系 ＨＥＫ
２９３Ｔ，购自武汉普诺赛生物科技有限公司。

药品与试剂　阿美替尼片，规格：每片５５ｍｇ，批
号：ＹＢＨ００７５２０２０，批准文号：国药准字 Ｈ２０２００００４，
江苏豪森药业集团有限公司生产。ｍｉＲ－２２模拟物
（ｍｉＲ－２２ｍｉｍｉｃ）、模拟物阴性对照（ｍｉｍｉｃｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣｍｉｍｉｃ）、ｍｉＲ－２２抑制药（ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ）、抑制药阴性对照（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ）核糖核酸干扰序列、５－乙炔基 －２′－脱氧尿
嘧啶核苷（５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）试剂
盒，均由广州锐博生物科技有限公司提供；引物，由上

海碧云天生物技术有限公司合成；八聚体结合转录因

子４（ｏｃｔａｍｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＯＣＴ４）抗
体、性别决定区域 Ｙ盒基因２（ＳＲＹ－ｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ２，ＳＯＸ２）抗体、Ｎａｎｏｇ同源框抗体、Ｅ－钙黏蛋白
（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体，均为
英国Ａｂｃａｍ公司提供；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，北京索莱宝科技有
限公司生产；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
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ｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），北京兰杰柯科技公司生产；二喹啉
甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白测定试剂盒，北京
伊塔生物科技有限公司生产；４′，６－二脒基－２－苯基
吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色
试剂盒，江苏凯基生物技术股份有限公司生产。

仪器　Ｃ－１０００荧光定量聚合酶链反应仪、
０４３ＢＲ５００９５电泳仪、ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ凝胶成像系统，
均为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＡＭＲ－１００酶标仪，杭
州奥盛仪器有限公司产品；ＩＸ５３荧光显微镜，日本
Ｎｉｋｏｎ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养

ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ－
１６４０培养基培养；ＨＥＫ２９３Ｔ细胞用含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基培养。所有细胞均在３７℃、５％ ＣＯ２
条件下培养，每１～２ｄ换液。
２２　细胞分组与处置方法

对数生长的 ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞随机分为对照组
（无任何处理正常培养组）、低剂量组（２μｍｏｌ·Ｌ－１阿
美替尼处理）、中剂量组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼处
理）、高剂量组（８μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼处理）、ＮＣｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼＋ｍｉＲ－２２抑制药阴
性对照处理）、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美
替尼＋ｍｉＲ－２２抑制药处理）、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋短
发卡阴性对照（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｈ－ＮＣ）
组（４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋ｍｉＲ－２２抑制药 ＋短发
卡阴性对照处理）、ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋短发卡ＵＢＥ２Ｏ
（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＵＢＥ２Ｏ，ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ）组（４μｍｏｌ·Ｌ－１

阿美替尼＋ｍｉＲ－２２抑制药＋短发卡ＵＢＥ２Ｏ处理）。
２３　ＣＣＫ－８实验检测的细胞活力［５］

ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞调整细胞悬液浓度至 ２×１０５

ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，每孔１００μＬ接种于９６孔板，置于３７℃、
５％ ＣＯ２恒温培养箱中。药物处理 ２４ｈ后，加入
ＣＣＫ－８溶液１０μＬ避光孵育２ｈ，测定４５０ｎｍ处光密
度值以检测细胞活力。

２４　实时荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－
ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测
ｍｉＲ－２２、ＵＢＥ２ＯｍＲＮＡ表达情况［６］

Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ浓度并用逆
转录试剂盒进行逆转录合成ｃＤＮＡ。以逆转录所得
的 ｃＤＮＡ为模板配制反应体系进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ检
测。以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、Ｕ６为内参，通过
２－ΔΔＣｔ方法计算 ｍｉＲ－２２、ＵＢＥ２ＯｍＲＮＡ相对表达

水平。

２５　免疫荧光检测上皮间质转化相关蛋白的表达
情况［７］

细胞用４％多聚甲醛溶液固定１５ｍｉｎ，用磷酸缓
冲盐溶液洗３次，１％牛血清白蛋白封闭１ｈ，加入一
抗在４℃下孵育过夜。次日用磷酸缓冲盐溶液洗
３次，滴加ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５６８标记二抗和ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７
标记二抗室温避光孵育１ｈ，磷酸缓冲盐溶液洗３次，
用ＤＡＰＩ核染１０ｍｉｎ。最后用抗荧光猝灭剂封片，荧
光显微镜下观察、采集图像。

２６　蛋白质印迹法检测蛋白表达［８］

提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白测定试剂盒检测
蛋白浓度后按照参考文献［８］方法进行蛋白质印迹。
用ＩｍａｇｅＪ软件对各样本灰度值进行分析。
２７　双荧光素酶活性检测验证 ｍｉＲ－２２和 ＵＢＥ２Ｏ
的靶向关系［５］

通 过 ｓｔａｒＢａｓｅ （ｈｔｔｐｓ：／／ｒｎａｓｙｓｕｃｏｍ／ｅｎｃｏｒｉ／
ｉｎｄｅｘｐｈｐ）查找ｍｉＲ－２２与ＵＢＥ２Ｏ靶基因结合位点，
根据结合位点分别构建 ＵＢＥ２Ｏ突变型质粒（ＵＢＥ２Ｏ
ｍｕｔａｎｔｐｌａｓｍｉｄ，ＵＢＥ２Ｏ－ＭＵＴ）和ＵＢＥ２Ｏ野生型质粒
（ＵＢＥ２Ｏｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｄ，ＵＢＥ２Ｏ－ＷＴ）荧光素酶
载体。取对数生长的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞随机分为４组，
用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将ＵＢＥ２Ｏ－ＭＵＴ和ＵＢＥ２Ｏ－
ＷＴ载体分别与ＮＣｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ－２２ｍｉｍｉｃｓ共转染至
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞３７℃、５％ ＣＯ２条件
下培养４８ｈ后通过双荧光素酶检测试剂盒测定荧光
素酶活性。

２８　ＥｄＵ实验检测细胞增殖率［６］

细胞中加入 ＥｄＵ工作液于 ３７℃培养箱孵育
２ｈ后弃液，用磷酸缓冲盐溶液洗涤 ３次，多聚甲
醛固定３０ｍｉｎ后用 ２ｍｇ·ｍＬ－１甘氨酸溶液脱色
５ｍｉｎ，０５％ Ｔｒｉｔｏｎ透膜 １０ｍｉｎ，清洗后加染色液
染色 ３０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ复染后于荧光显微镜下观察并
计算阳性比例。

２９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估细胞侵袭能力［６］

制备细胞悬液并调整密度为１×１０６ｃｅｌｌ·ｍＬ－１。
取Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，上室加入细胞悬液１００μＬ，下室加
入完全培养基 ６００μＬ。３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养
２４ｈ后多聚甲醛固定，结晶紫染色３０ｍｉｎ，显微镜下
观察。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用独立样本 ｔ检验，多组间比较
用单因素方差分析。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

结　　果

１　阿美替尼对非小细胞肺腺癌细胞系 ＮＣＩ－Ｈ１９７５
细胞活力的影响

对照组细胞正常培养，低、中、高剂量组分别用

２、４、８μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼处理，ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组用
４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋ｍｉＲ－２２抑制药阴性对照处
理，ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组用４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋
ｍｉＲ－２２抑制药处理，ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ组
用４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼＋ｍｉＲ－２２抑制药＋ｓｈ－ＮＣ
处理，ｍｉＲ －２２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ 组 用
４μｍｏｌ·Ｌ－１阿美替尼 ＋ｍｉＲ－２２抑制药 ＋ｓｈ－
ＵＢＥ２Ｏ处理。

对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组的细胞

活力分别为（１００００±２８４）％、（７６３５±８２７）％、
（５４９０±５８３）％和（３１６７±４９５）％。低剂量组、中
剂量组和高剂量组细胞的活力较对照组均显著下降

（均Ｐ＜０００１），ＩＣ５０值为４１８５μｍｏｌ·Ｌ
－１，后续实验

选用中剂量组给药浓度进行处理。

２　阿美替尼对ｍｉＲ－２２在ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞中表达
的影响

对照组和中剂量组的 ｍｉＲ－２２相对表达水平分
别为１００±０１６和２０７±０３４，中剂量组与对照组
相比较，细胞中 ｍｉＲ－２２的相对表达水平显著上升
（Ｐ＜０００１）。
３　阿美替尼通过ｍｉＲ－２２对ＮＣＩ－Ｈ１９７５细胞上皮
间质转化和干性的影响

免疫荧光检测结果显示：与对照组（Ｅ－
ｃａｄｈｅｒｉｎ：１００±０１７，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ：１００±０１５）相比
较，中剂量组细胞 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达（３１４±０５９）
显著升高，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达（０１８±００３）显著降
低；与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ：３３６±０６１；
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ：０２９±００４）相比，ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组
细胞中 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达（１１７±０１６）显著降低，
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 表 达 （０９３±０１４）显 著 升 高 （均
Ｐ＜００５）。

中剂量组与对照组相比较，细胞干性标志物

ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和 Ｎａｎｏｇ的蛋白相对表达水平均显著降
低（均Ｐ＜０００１）；ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与 ＮＣｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ组相比，细胞中干性标志物 ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和 Ｎａｎｏｇ
蛋白相对表达水平均显著升高（均 Ｐ＜０００１），
见表１。

表１　蛋白质印迹法检测各组细胞中干性标志物蛋白相对表
达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｓｔｅｍｎｅｓｓｍａｒｋｅｒｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＯＣＴ４ ＳＯＸ２ Ｎａｎｏｇ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１６ １００±０１４ １００±０１８

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅ ８ ０６３±００９ ０４８±００６ ０４５±００８

ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ８ ０６７±００８ ０５４±００７ ０５２±０１１

ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ８ ０９４±０１２＃＃＃ ０８１±０１１＃＃＃ ０８９±０１５＃＃＃

ＯＣＴ４：Ｏｃｔａｍｅｒ－ｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４；ＳＯＸ２：ＳＲＹ－ｂｏｘｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：４μｍｏｌ·Ｌ－１ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ；ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：

４μｍｏｌ·Ｌ－１ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ＋ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ｍｉＲ－

２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：４μｍｏｌ·Ｌ－１ａｌｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ＋ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

４　ｍｉＲ－２２和 ＵＢＥ２Ｏ的靶向关系及敲低效果的
验证

通过ｓｔａｒＢａｓｅ生信数据库对ｍｉＲ－２２的靶基因进
行预测和分析，发现 ＵＢＥ２Ｏ是 ｍｉＲ－２２的潜在靶标
（图１）。ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ｍｉＲ－２２过表达效率结果显
示：ｍｉＲ－２２ｍｉｍｉｃ组（３４６±０６８）与 ＮＣｍｉｍｉｃ组
（１００±０１５）相比，ｍｉＲ－２２的表达显著上升
（Ｐ＜０００１）。双荧光素酶活性检测结果显示：ＵＢＥ２Ｏ－
ＷＴ组中ｍｉＲ－２２ｍｉｍｉｃ的荧光活性（１４５±０１１）显
著低于 ＮＣｍｉｍｉｃ（２９２±０１８）（Ｐ＜０００１），ＵＢＥ２Ｏ－
ＭＵＴ组中 ｍｉＲ－２２ｍｉｍｉｃ（２７１±０１９）和 ＮＣｍｉｍｉｃ
（２８３±０１７）无显著性差异（Ｐ＞００５）。ｑＲＴ－ＰＣＲ
检测 ｍｉＲ－２２对 ＵＢＥ２ＯｍＲＮＡ影响结果显示：
ｍｉＲ－２２ｍｉｍｉｃ组（０６３±０１５）与 ＮＣｍｉｍｉｃ组
（１００±０１９）相比，ＵＢＥ２ＯｍＲＮＡ相对表达水平显
著下降（Ｐ＜０００１）。

图１　Ｓｔａｒｂａｓｅ预测ｍｉＲ－２２和泛素结合酶Ｅ２Ｏ（ＵＢＥ２Ｏ）的靶
向关系及结合位点关系图

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｓｔａｒｂａｓｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄ
ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ－２２ａｎｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ
Ｅ２Ｏ（ＵＢＥ２Ｏ）

５　阿美替尼通过 ｍｉＲ－２２靶向 ＵＢＥ２Ｏ对 ＮＣＩ－
Ｈ１９７５细胞增殖、侵袭的影响

ＥｄＵ和 Ｔｒｏｍｓｗｅｌｌ实验检测结果显示：中剂量组
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　　表２　５－乙炔基－２′－脱氧尿嘧啶核苷（ＥｄＵ）和Ｔｒｏｍｓｗｅｌｌ实
验检测各组细胞增殖率和侵袭数目（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　５－ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（ＥｄＵ）ａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８７２９±１０７３ １５６９２±２４８１

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅ ４１６５±７８２ ７２５３±９０６

ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ４８４７±６５４ ６４４１±１０７５

ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ７９３１±１０２６＃＃＃ １４３２７±２６１９＃＃＃

ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ ８４５０±１１９８ １３７５８±２１４６

ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ ３６８２±６７９△△△ ７５２３±１１９４△△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉＲ－２２

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

与对照组相比较，细胞增殖率和侵袭能力均显著降

低；ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，细胞
增殖率显著升高；ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＵＢＥ２Ｏ组
与ｍｉＲ－２２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｈ－ＮＣ组相比较，细胞增殖率
和侵袭能力均显著降低（均Ｐ＜０００１），见表２。

讨　　论

阿美替尼可能通过抑制肿瘤细胞上皮间质转化

及基质金属蛋白酶的表达来抑制 ＰＣ－９和 Ｈ１９７５细
胞增殖、迁移、侵袭［９－１０］。阿美替尼与第１代ＥＧＦＲ－
酪氨酸激酶抑制药相比，在一、二线治疗均显示出更

好的临床疗效与安全性，已成为 ＥＧＦＲ突变型晚期
ＮＳＣＬＣ患者一、二线治疗的新选择。ｍｉＲ－２２不仅在
细胞衰老、细胞增殖、血管形成以及上皮间质细胞转

化等生物学过程中发挥重要作用，还可以通过其水平

变化介导肿瘤发生。马方旭等［１１］研究证实，非小细

胞肺癌患者ｍｉＲ－２２表达水平异常下降，其用于预测
患者放化疗敏感性价值优异，可作为潜在评估患者放

化疗疗效的分子标志物。叶广彬等［１２］研究证实，血

清ｍｉＲ－２２水平与ＮＳＣＬＣ患者的转移密切相关。本
研究中ｍｉＲ－２２在ＮＳＣＬＣ细胞中下调。中剂量组与
对照组相比，ｍｉＲ－２２的表达水平、荧光强度显著升
高，说明阿美替尼可上调 ｍｉＲ－２２水平。贺倩等［１３］

研究证实，抑制 ＵＢＥ２Ｏ的表达可使 Ａ５４９细胞的
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平升高，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水
平降低。而本研究也显示，阿美替尼可通过上调

ｍｉＲ－２２进而提高Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达，降低Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和
ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、Ｎａｎｏｇ表达，且 ｍｉＲ－２２与 ＵＢＥ２Ｏ具有
靶向关系。

本研究提示，阿美替尼对 ＮＳＣＬＣ细胞增殖、侵袭
的抑制作用，可能是通过 ｍｉＲ－２２下调 ＵＢＥ２Ｏ进而
提高Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达，降低 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白及干
性标志物表达从而实现的。
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