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MicroRNA-204 在非小细胞肺癌患者组织中的 
表达及对癌细胞增殖和凋亡的影响
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摘要 ：目的    观察 microRNA-204（miR-204）在非小细胞肺癌（NSCLC）患者体内的表达水平及对

癌细胞增殖的影响，探讨 miR-204 在非小细胞肺癌中的临床意义及可能分子机制。方法  实时荧光定量聚

合酶链反应（qRT-PCR）检测 miR-204 在肺癌及癌旁组织中的表达情况 ；用化学合成的 miR-204 模拟物

和抑制物转染人非小细胞肺癌 A-549 肺癌细胞，CCK-8 法检测细胞增殖的情况，流式检测细胞凋亡情况，

qRT-PCR、Western blot 法分别检测 Bcl-2 的 mRNA 和蛋白表达。结果  miR-204 在肺癌组织中表达水平

与对应癌旁组织比较，差异有统计学意义（P <0.05），肺癌组织低于癌旁组织 ；肺癌组织中 miR-204 低表达

与分期、肿瘤大小、肿瘤淋巴结转移相关（P <0.05）；miR-204 可抑制 A-549 细胞的增殖，促进细胞凋亡，

并下调 Bcl-2 的 mRNA 与蛋白表达水平。结论  miR-204 在非小细胞肺癌组织中表达下调并与肺癌恶性临

床病理特征有关，miR-204 可能通过调节 Bcl-2 的表达从而影响非小细胞肺癌细胞的增殖及凋亡。
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miRNA-204 expression in non-small cell lung cancer tissue and its 
effect on cancer cell proliferation and apoptosis
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Abstract: Objective  To observe the expression of miRNA-204 in the lung tissue of non-small cell lung 
cancer (NSCLC) patients and its effect on lung cancer cell proliferation and apoptosis.  Methods  qRT-PCR was 
used to detect the expression of miRNA-204 in the lung cancer and peri-cancerous tissues. After A-549 cells were 
interfered with miRNA-204 mimics, the cell proliferation was observed using CCK-8, cell apoptosis was observed 
by flow cytometry, and the mRNA and protein levels of Bcl-2 were detected by qRT-PCR and Western blot 
respectively.  Results  The expression of miRNA-204 in the NSCLC tissues was significantly lower than that in the 
peri-cancerous tissues (P < 0.05). And the low-expression of miRNA-204 in the NSCLC tissues was associated with 
tumor size and lymph node metastasis (P < 0.05). After interference of miRNA-204 mimics in the A-549 cells, the 
cell proliferation was reduced and the cell apoptosis was increased, and the mRNA and protein levels of Bcl-2 were 
decreased (P < 0.05).  Conclusions  The expression of miRNA-204 in the NSCLC tissues is decreased and related to 
the malignant clinicopathological features of lung cancer. miRNA-204 may affect the proliferation and apoptosis of 
non-small cell lung cancer cells by regulating Bcl-2 expression.
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非 小 细 胞 肺 癌（non-small-cell lung cancer，

NSCLC）是癌症死亡的主要原因之一 [1]。由于早期诊

断率低，只有大约 20% 的病例能够在早期进行有效的

手术切除 [2]。此外，非小细胞肺癌复发率高，约 50%

的患者手术后会发生远处复发。因此，寻找特异性和

敏感性均较高的肿瘤标志物，并与多种筛查方法相结

合有望提高对非小细胞肺癌的早期诊断。微小 RNA

（microRNA）在肿瘤组织中性质稳定、功能广泛 [3]。

研究发现，microRNA-204（miR-204）在子宫内膜样

腺癌 [4]、鼻咽癌 [5] 等肿瘤组织中表达降低，并与临床

病理特征及预后相关 ；且上调肿瘤细胞中 miR-204，

可以抑制细胞增殖及促进肿瘤细胞凋亡、抑制迁移、

增加对化疗药物的敏感性。在胆管癌的研究中发现，

将 miR-204 模拟物导入胆管癌细胞系后能够负向调

控 Bcl-2 的表达，且能够促进化疗药物氟尿嘧啶激发

的细胞凋亡 [6]。但 miR-204 在非小细胞肺癌中的作用

尚不十分明确。本研究通过对 NSCLC 患者病变组织

中 miR-204 的表达进行检测，以便了解 miR-204 在非

小细胞肺癌中的临床意义，并对 miR-204 影响癌细胞

增殖和凋亡的机制进行初步探究。

1    资料与方法

1.1    临床资料

选择海南省第三人民医院收治的 NSCLC 患者 60

例，其中 , 男性 34 例，女性 26 例 ；年龄 42 ～ 77 岁、

平均（56.4±7.9）岁。分别取其肺癌组织及对应的癌

旁组织，手术切除标本立即放入液氮中保存，随后转

入 -80℃冰箱保存备用。同时收集患者临床病理特征

资料。所有病例术前均尚未接受化疗或放疗。所有样

本均经研究对象同意，并签署知情同意书。

1.2    主要试剂

人非小细胞肺癌 A-549 细胞株购自上海中国科

学院细胞库，F12K 培养基、胎牛血清、双抗购自美

国 Gibco 公司，CCK-8 细胞增殖检测试剂盒、细胞凋

亡检测试剂盒购自南京凯基生物技术公司，RNA 提

取试剂盒购自美国 Omega 公司，逆转录试剂盒、DNA 

Marker、SYBR 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）试剂盒

等均购自大连宝生物工程有限公司。miR-204 模拟物、

miR-204 抑制物及 miR-204 和内参 U6 的引物由上海

英骏生物技术有限公司设计合成，兔抗人 Bcl-2 抗体

购自美国 Cell Signaling Technology 公司，HRP 标记的

羊抗兔二抗、兔抗人 b-actin 购自北京博奥森生物技

术有限公司，脂质体 2000 购自美国 Invitrogen 公司，

BCA 试剂盒购自广州碧云天有限公司。

1.3    细胞转染及细胞增殖实验

非小细胞肺癌 A-549 细胞株培养在 37℃、5%

二氧化碳 CO2 饱和湿度细胞培养箱中，细胞培养液为

F12K 培养基（含有 10% 胎牛血清、100 u/ml 青霉素

和 100 u/ml 链霉素）。转染分为 4 组 ：对照组、阴性

对照组、miR-204 模拟物组、miR-204 抑制物组。按

说明书将各组转染物与脂质体 2000 混合静止后转染

A-549 细胞。另取各组转染 48 h 后的细胞以 100μl/

孔（约含 1×104 个细胞）接种于 96 孔板中，每组

设 6 个平行孔，细胞培养箱培养 24、48 和 72 h 后，

各孔加入 10μl CCK-8 溶液，继续孵育 4 h，酶标仪

（CliniBiog 酶标仪）在 450 nm 波长测定各孔吸光度（OD

值），以 OD 值代表细胞相对增殖水平。实验重复 3 次。

1.4    细胞凋亡情况检测

4 组细胞转染后培养 48 h，分别取 1×105 个细胞，

1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入 500μl 结合液重

悬细胞。随后加入 5μl Annexin V-FITC 混匀后，加

入 5μl Propidium Iodide，混匀，室温避光孵育 15 min。

采用流式细胞仪（BD FACSCzlibur）检测细胞凋亡情

况，计算凋亡率。实验重复 3 次。

1.5    肺癌组织和细胞中总 RNA 提取及 qRT-PCR
检测

冻存肺癌组织及其对应癌旁组织各取约 100 mg× 

6 份、4 组转染后的 A-549 细胞各收集约 1×107 个

细胞，分别加入 1 ml Trizol，用总 RNA 试剂盒提取总

RNA，经紫外分光光度计对提取的总 RNA 检测纯度

及定量。将总 RNA 按照逆转录试剂盒说明书逆转录

成 cDNA ；取 cDNA 采用 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪

进行 qRT-PCR 检测。qRT-PCR 反应条件 ：95℃预变

性 30 s ；95℃ 5 s，60℃ 1 min，共 40 个循环。引物序

列见表 1。采用 2-ΔΔCt 方法表示相对表达量。

1.6    Western blot 检测

各组转染细胞培养 48 h，胰酶消化收集各组的细

胞，蛋白裂解液处理并制备蛋白样品。BCA 试剂盒检

测蛋白浓度，根据蛋白定量结果调整每孔上样量，将

蛋白样品在 10% SDS-PAGE 胶中进行电泳（Bio-Rad 

SDS-PAGE 电泳仪），电泳结束后用湿转法将蛋白转到

PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉室温震荡封闭 2 h，TBS-T

洗膜后分别加入 Bcl-2（1 ︰ 1 000 稀释）、β-actin（1 ︰
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300 稀释）一抗，4℃冰箱孵育过夜。TBS-T 洗膜后，

加入二抗（1 ︰ 5 000 稀释）室温孵育 1 h，加发光液

进行化学发光显影，凝胶成像仪（JS-300 凝胶图像分

析仪）拍照。

1.7    统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析。计量资料均

符合正态分布，以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间的比较采用单因素方差分析，两两组间比较为

HSD-q 检验，多时点的比较采用重复测量设计的方差

分析，不同组织的 mRNA 表达水平的比较为配对 t 检

验，miR-204 相对表达与肺癌患者临床病理参数的关

系采用 χ2 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    不同组织中 miR-204 的 mRNA 表达水平及
其与各临床特征参数的关系

与对应癌旁组织比较，肺癌组织中 miR-204 的

mRNA 表达水平降低，差异有统计学意义（P <0.05）

（见表 2）。人为界定肺癌组织中 miR-204 的 mRNA 相

对表达量 <2.41 为低表达，≥ 2.41 为高表达。再按基

线指标或临床病理特征的不同水平进行比较，结果显

示，肺癌组织中 miR-204 低表达与分期、淋巴结转移

及肿瘤大小相关（P <0.05）（见表 3）。

2.2    miR-204 对 A-549 细胞增殖和凋亡的影响

miR-204 对人 A-549 细胞增殖和凋亡影响资料

的比较 ，采用重复测量设计的方差分析，结果 ：①

不同时间点间的细胞增殖相对量差异有统计学意义

（F =416.149，P =0.000）。② 4 组细胞增殖相对量的整

体比较差异有统计学意义（F =136.071，P =0.000）。

③ 4 组的细胞增殖相对量的变化趋势差异有统计学意

义（F =35.666，P =0.000）。见表 4。

表 1    qRT-PCR 的引物序列

基因 引物序列
引物长度 / 

bp
产物长度 / 

bp

miR-204

  正向 AACCUGAUCCCGUCUGAGAUUG 21
78

  反向 CCGGAUCAAGAUUAGUUCGGUU 21

Bcl-2

  正向 TTCTTTGAGTTCGGTGGGGTC 21
304

  反向 TGCATATTTGTTTGGGGCAGG 21

U6

  正向 CTCGCTTCGGCAGCACA 17
94

  反向 AACGCTTCACGAATTT 16
表 2    肺癌组织及其对应癌旁组织中 miR-204 的 

mRNA 表达水平  （n =6，x±s）

组别 mRNA（2-ΔΔCt） t 值 P 值

肺癌组织 2.41±0.91
9.361 0.000

癌旁组织 5.62±1.08

表 3    miR-204 相对表达与肺癌患者临床病理参数的关系

基线或 
病理参数

mRNA
χ2 值 P 值

低表达（n =35） 高表达（n =25）

年龄

  <55 岁 15 12
0.156 0.693

  ≥ 55 岁 20 13

性别

  男 17 16
1.403 0.236

  女 18 9

分期

  Ⅰ、Ⅱ 11 15
4.848 0.028

  Ⅲ、Ⅳ 24 10

淋巴结转移

  无 13 17
5.554 0.018

  有 22 8

肿瘤大小

  <3 cm 11 16
6.251 0.012

  ≥ 3 cm 24 9

表 4    miR-204 对人 A-549 细胞增殖和凋亡的影响比较  （n =6，x±s）

组别 相对量
细胞增殖

凋亡率 /%
24 h 48 h 72 h

对照组 2.31±0.03 0.92±0.02 1.05±0.11 1.32±0.12t 14.71±1.10

阴性对照组 2.20±0.05 0.82±0.03 0.94±0.05 1.25±0.05 17.28±0.90

抑制物组 1.01±0.03 0.87±0.03 1.38±0.11 1.52±0.04 12.08±0.70

模拟物组 4.03±0.08 0.62±0.02 0.69±0.02 0.80±0.02 21.90±1.20
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表 5    miR-204 对 A-549 细胞 Bcl-2 表达水平的 

影响  （n =6，x±s）

组别 Bcl-2 水平 F 值 P 值

对照组 0.98±0.07

255.042 0.000
阴性对照组 0.92±0.04

抑制物组 1.40±0.08

模拟物组 0.48±0.02

图 2    miR-204 对 A-549 细胞凋亡的影响
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图 1    miR-204 对 A-549 细胞增殖和凋亡的影响
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经 qRT-PCR 检 测 A-549 细 胞 转 染 miR-204 效

果。与阴性对照组相比，miR-204 模拟物组的 A-549

细胞增殖水平降低，差异有统计学意义（P <0.05），而

miR-204 抑制物组细胞增殖水平则略有增高。miR-

204 模拟物组细胞凋亡率较阴性对照组升高，而 miR-

204 抑制物组细胞凋亡率降低，差异有统计学意义

（P <0.05）。 此 结 果 提 示 miR-204 表 达 水 平 可 能 与

A-549 细胞增殖及凋亡密切相关。miR-204 对 A-549

细胞增值和凋亡影响见图 1、2。

2.3    miR-204 对 A-549 细胞 Bcl-2 表达的影响

为了进一步探讨 miR-204 影响 A-549 细胞增殖

及凋亡的机制，本研究检测了转染 miR-204 模拟物后

A-549 细胞中 Bcl-2 的表达水平。结果发现，与阴性

对照组相比，转染 miR-204 模拟物的 A-549 细胞中

Bcl-2 的 mRNA 和蛋白水平均降低，而转染 miR-204

3    讨论

尽管非小细胞肺癌的发病机制在蛋白及基因水

平得到深入认识，手术、放化疗等为主的综合治疗有

了长足的发展，但非小细胞肺癌的早期诊断和预后并

没有明显进展。miRNAs 是一类高度保守的非编码单

链小分子 RNA，在细胞生物学中发挥重要作用。最近，

研究证明 NSCLC 中 miRNAs 的表达与其预后有关 [7-8]，

研究发现在有淋巴结转移的 NSCLC 患者中，肿瘤细

胞高表达 miRNA-21 提示预后较好。在非小细胞肺癌

组织中有多种 miRNAs 表达上调或下调，可作为非小

细胞肺癌的癌基因或抑癌基因，在非小细胞肺癌分化、

浸润及转移过程中发挥重要的作用 [9]。

近年来，研究表明 miR-204 可能成为一种新的致

癌基因或抑癌基因 [10-11]。在前列腺癌中，miR-204 发

挥癌基因的作用，miR-204 的高表达能导致前列腺衍

图 3    各组转染细胞中 Bcl-2 蛋白表达水平

Bcl-2

β-actin

对照组       阴性对照组       抑制物组          模拟物组

抑制物的细胞中 Bcl-2 的 mRNA 和蛋白水平则增加，

差异有统计学意义（P <0.05），提示了 miR-204 可能

是通过调节 Bcl-2 的表达水平来影响癌细胞的增殖及

凋亡。见表 5、图 3。
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生上皮因子（prostate-derived epithelial factor，PDEF）

的丢失从而促使前列腺癌发生 [12]。而在头颈部鳞状上

皮细胞癌细胞株中过表达的 miR-204，通过抑制肿瘤

相关靶基因的表达，并在体外抑制肿瘤的黏附、迁移

和侵袭，减少了实验性肺转移的程度，发挥抑癌基因

的作用 [13]。本研究发现，非小细胞肺癌组织中 miR-

204 相对表达量低于癌旁组织，并且在细胞增殖实验

中，转染 miR-204 模拟物的 A-549 细胞增殖水平受到

抑制，而转染 miR-204 抑制物细胞增殖水平则略有增

高。实验结果提示 miR-204 可能作为一种抑癌基因

通过抑制癌细胞的增殖来参与非小细胞肺癌的发生、

发展。

Bcl-2 是细胞凋亡调控因子，作为一种原癌基

因能广泛抑制细胞凋亡，从而有利于肿瘤细胞的生

长 [14-16]。CHEN 等 [6] 将 miR-204 模拟物导入胆管癌细

胞系中，发现外源性 miR-204 具有负向调控 Bcl-2 的

作用，且有利于化疗药物氟尿嘧啶激发的细胞凋亡。

在本研究细胞增殖实验中，转染 miR-204 模拟物的细

胞增殖水平受到抑制，而转染 miR-204 抑制物细胞增

殖水平则略有增高。流式检测转染后细胞凋亡情况，

发现模拟物组细胞凋亡率较阴性对照组升高，而抑制

物组细胞凋亡率降低。为进一步探讨 miR-204 影响

肺癌细胞增殖及凋亡的可能机制，本研究检测了转染

miR-204 肺癌细胞中 Bcl-2 的表达情况，结果表明，

高表达 miR-204 后，肺癌细胞中 Bcl-2 的 mRNA 和蛋

白表达水平均降低，抑制 miR-204 后细胞中 Bcl-2 的

表达水平则升高，提示 miR-204 影响肺癌细胞增殖及

凋亡的作用可能通过调控 Bcl-2 的表达而发挥效应。

综上所述，miR-204 在非小细胞肺癌的发生与发

展过程中可能发挥类似抑癌基因的作用，这种作用可

能是通过调节靶基因 Bcl-2 影响细胞增殖及凋亡而实

现的。
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