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摘要：目的 研究缺氧对肺腺癌 A549细胞中 microRNA（miRNA）表达谱的影响，分析靶基因参与的生物

学功能和通路。方法 基于 miRNA芯片技术和生物信息学分析方法，分析缺氧条件和正常氧条件下培养的

A549细胞中差异表达的 miRNA，并预测该 miRNA的靶基因，分析靶基因参与的生物学功能和通路。结果

本研究共筛选出 14个差异表达 miRNA，包括 9个在缺氧细胞中上调 miRNA和 5个下调miRNA。上调和下调

miRNA的靶基因都参与 DNA转录、核染色质修饰等功能，并且都参与Wnt信号、转化生长因子 -β信号和

丝裂原活化蛋白激酶信号通路。结论 缺氧的肺腺癌 A549细胞中 miRNA表达谱发生显著改变，一些差异表

达 miRNA对某些基因具有调控作用。
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MicroRNA gene chip analysis of human lung adenocarcinoma
A549 cells in anoxic microenvironment鄢
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Abstract: Objective To analyze the effect of hypoxia on miRNA expression in lung adenocarcinoma
A549 cells. Methods Based on miRNA chip technology and bioinformatic analysis methods, differential ex原
pression of miRNAs between hypoxia-treated A549 cells and normoxia-treated A549 cells were identified, and
their target genes were predicted. Besides, biological functions and pathways of target genes were analyzed.
Results In total, 14 differentially-expressed miRNAs were screened, including 9 upregulated miRNAs and 5
downregulated miRNAs in the hypoxia-treated A549 cells. Target genes of both upregulated and downregulated
miRNAs were enriched in GO terms, such as DNA transcription, chromatin modification, as well as a set of
pathways, such as Wnt signaling, TGF-beta signaling and MAPK signaling. Conclusions In the hypoxic A549
cells, miRNA expressions have significantly changed. A series of differentially-expressed miRNAs regulate cer原
tain genes.
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肺癌是世界人口中最常见的恶性肿瘤之一，位

居肿瘤死亡率之首，尽管其发生的蛋白和基因组图谱

已经部分阐明，但是其发病率仍逐年升高，缺乏有

效的早期诊断和治疗手段是主要原因。MicroRNAs

（miRNA）是近年来生命科学领域的一个研究热点[1-2]，

其广泛存在于真核生物体中，是一类高度保守、长度

很短的非编码调控单链小分子 RNA，约 18～24个碱

基，通过抑制 mRNA的翻译和降解靶 mRNA来调控

生物体中基因的表达，在肿瘤发生、发展过程中起至

关重要的作用。miRNA具有组织特异性，与肺组织

相关的包括 Let-7、Let-34、Let-21、Let-143、Let-145、

Let-31、Let-146等 40余种，其在肺癌组织表达中降

低或升高，以癌基因或抑癌基因样作用调解转录后

翻译，促进或抑制肿瘤发生、发展。

有研究表明，缺氧可以引起肺癌中一些基因和

miRNA表达水平的变化[3-4]。尽管人们对肺癌细胞缺

氧引起的分子生物学变化已经有一定的了解，但是

其中的分子机制错综复杂，还有很多可能发生重大

变化的基因、miRNA和相关的生物学通路等还未被

发现。因此，还需进一步的深入研究，而目前还没有

关于缺氧对肺癌细胞中 miRNA表达谱影响的报道。

本研究利用缺氧培养箱对肺腺癌细胞系 A549

进行缺氧处理，采用 miRNA芯片技术分析缺氧处理

的 A549细胞和正常氧状态下的 A549 细胞中差异

表达的 miRNA，并利用公共数据库预测差异表达

miRNA的靶基因，分析靶基因所参与的生物学功能

和通路。

1 材料与方法

1.1 细胞系

本研究选取人肺腺癌 A549 细胞为研究材料，

该细胞系购自于中国科学院上海细胞库。

1.2 细胞培养

肺癌 A549细胞系冷冻存于液氮中，取出后置于

37℃电热恒温水浴箱中快速解冻复苏。1 000 r/min

离心 10 min，弃上清液，更换新鲜的培养基。细胞在

含有胎牛血清的培养基中培养，正常条件下的培养条

件为 37℃、5%二氧化碳 CO2；缺氧条件则使用缺氧

细胞培养箱，培养条件为 37℃、5%CO2、1%氧气 O2。

选择缺氧状态下（1%O2）和正常条件下培养 8 h的

A549细胞用于 miRNA芯片分析。

1.3 芯片数据分析

将上述培养好的两组 A549细胞交给哈尔滨欣

科瑞经贸有限公司做 miRNA芯片分析。

1.4 差异表达 miRNA的筛选

基于倍数法筛选两组样本的差异表达 miRNA。

计算两组间芯片 miRNA表达值的差异倍数，将满足

差异倍数 >2的 miRNA识别为差异表达的 miRNA。

1.5 预测差异表达 miRNA的靶基因

利用数据库 Target Scan，预测得到差异表达

miRNA调控的所有靶基因。该数据库是目前利用理

论方法预测 miRNA靶基因较为理想的数据库。

1.6 统计学方法

分别使用基因本体（gene ontology，GO）数据库

和京都基因与基因组百科全书（kyoto encyclopedia of

genes and genomes，KEGG）通路数据库，对差异表

达 miRNA调控的靶基因进行 GO功能和 KEGG 通

路富集分析，利用 Fisher精确检验和多重比较检验

计算每个功能的显著性水平（ 值），并用 Benjamini-

Hochberg 法 [5]校正 值， <0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 差异表达 miRNA的统计分析

根据筛选标准，本研究共筛选 14个在缺氧 A549

细胞和正常 A549细胞之间差异表达的 miRNA。其

中，9个在缺氧组中上调的miRNA（如 hsa-miR-301b、

hsa-miR-769-5p等）和 5个下调的 miRNA（如 hsa-

miR-622、hsa-miR-181a-3p等）（见表 1）。hsa-miR-

301b上调的差异倍数最大，hsa-miR-622下调的差

异倍数最大。

2.2 差异表达 miRNA的靶基因分析

为研究差异表达的 miRNA在缺氧条件下对哪

些基因产生调控作用，本研究利用 Target Scan数据

库来预测差异表达 miRNA的靶基因。共有 4个上调

的miRNA（hsa-mir-301b、hsa-mir-148b-3p、hsa-mir-

769-5p和 hsa-mir-1180）和 2个下调的 miRNA（hsa-

mir-622和 hsa-mir-202-3p）预测到靶基因，靶基因

数目总共 3 259个，例如，上调表达的 hsa-miR-301b

调控的靶基因包括 2、 5 、 3和

等；hsa-mir-148b-3p 调控 、 10 等基因；

hsa-miR-769-5p调控 1 、 1、 3等

基因；hsa-mir-1180调控 5 、 2等基因。而

下调表达的 hsa-mir-622 调控 3 1、 2 等基

因；hsa-mir-202-3p 调控 2 、 5 等基因。

见表 2。
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表 1 在缺氧 A549细胞中差异表达的 miRNA

分类 人 microRNA名称 倍数变化

上调 miRNAs hsa-miR-301b 5.520 343

hsa-miR-148b-3p 4.894 202

hsa-miR-30d-3p 4.533 417

hsa-miR-769-5p 4.265 323

hsa-miR-190a 4.106 842

hsa-miR-1180 4.027 596

hsa-miR-19b-1-5p 3.745 773

hsa-miR-596 3.717 442

hsa-miR-10b-3p 3.554 867

下调 miRNAs hsa-miR-202-3p -3.746 923

hsa-miR-1255b-5p -3.992 389

hsa-miR-424-3p -4.042 714

hsa-miR-181a-3p -4.174 865

hsa-miR-622 -5.794 464

表 2 差异表达 miRNA调控的靶基因

分类 人 microRNA名称 目标基因

上调miRNAs hsa-miR-301b 2， 1， 3， ， 5 …

hsa-miR-148b-3p ， 10 ， ， 5， 1…

hsa-miR-769-5p 1 ， 2， 1， 1， 3…

hsa-miR-1180 5 ， 2， 4， ， 2…

下调miRNAs hsa-miR-622 3 1， 2， 1， 1， 5…

hsa-miR-202-3p 2 ， 5， 2 4， 28 ， 30…

注：由于每个 miRNA调控的靶基因数目比较多，表中只列出其中 5个靶基因
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2.3 差异表达 miRNA靶基因的生物学功能分析

为进一步研究差异表达 miRNA所涉及的生物

学功能，本研究对预测到的 miRNA靶基因进行 GO

功能和 KEGG 通路富集分析，间接揭示差异表达

miRNA所参与的生物学功能。

在上调 miRNA靶基因富集的 GO功能中，DNA

转录、多细胞有机体发育、离子转运、核染色质修饰、

代谢过程和细胞周期等功能被富集到。其中 DNA转

录、多细胞有机体发育、离子转运、核染色质修饰与

代谢过程功能也被下调 miRNA 靶基因富集到，另

外，下调 miRNA靶基因还富集在血液凝固等 GO功

能上。见表 3。

在上调 miRNA和下调 miRNA靶基因富集的显

著通路中，有很多通路是一样的，比如 Wnt信号通

路、转化生长因子 -β（transforming growth factor-

β，TGF-β）信号通路、丝裂原活化蛋白激酶（mito-

gen activated protein kinases，MAPK）信号通路、黏

着斑等。见表 4。

表 3 miRNA靶基因富集到的排名前 10的 GO功能 （按 值由小到大）

分类 GO ID GO名称 调整后 值 基因计数 基因

上调 miRNAs
目标基因 GO：0006351 DNA转录 6.22E-66 6 ， 1， 3 1， 217， ， 1

GO：0007275 多细胞有机体发育 2.36E-50 180 2， 10 ， 3， ， 43…

GO：0006811 离子转运 1.68E-33 70 4， 8， 7 ， 3， 24 4…

GO：0016568 核染色质修饰 1.23E-31 56 1， 420 1， 1 ， 7， 12…

GO：0007399 神经系统发育 6.69E-25 92 3， 43， 3， ， 1 …

GO：0008152 代谢过程 3.97E-24 29 14， 1， 1， 1， 14…

GO：0010467 基因表达 6.47E-20 1

GO：0007049 细胞周期 5.98E-18 86 2 ， 5， 2 ， 1， 2…

GO：0006412 翻译 6.00E-14 7 1， ， 1， 25， 2…

GO：0006508 蛋白水解 1.56E-12 39 5， 4， ， 1， 1

下调 miRNAs
目标基因 GO：0006351 DNA转录 5.84E-35 1 3 1

GO：0006811 离子转运 2.19E-22 44 4 1， 1 ， 2， 5 1， 2

GO：0007275 多细胞有机体发育 5.21E-21 88 3， 2 ， 1， 1， 4…

GO：0016568 核染色质修饰 4.05E-13 28 7 3， 2， 5， 1， 3…
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表 4 miRNA靶基因富集到的排名前 10的 KEGG通路 （按 值由小到大）

分类 通路 ID 通路名称 调整后 值 基因计数 基因

上调 miRNAs
目标基因 4310 Wnt信号通路 2.60E-14 47 3， 2， 1， 1， 10 …

4144 内噬作用 9.39E-13 53 2， 1， 2， 3， 2…

4350 TGF-β信号通路 6.16E-11 30 2， ， ， 2， 1 …

4010 MAPK信号通路 7.26E-11 59 1， ， 2， ， 3 5…

4916 黑素合成 2.96E-10 32 2， 3 2， 10 ， , 6…

4510 黏着斑 6.59E-10 47 6， 1 9， ， …

4810 细胞骨架肌动蛋白的调节 1.46E-09 48 4， 1， ， 2, 7…

4360 轴突导向 2.49E-09 35 6， 5， 5 ， 5 ， 4…

4722 神经营养因子信号通路 6.18E-09 34 ， 2 3， 1， 3 5, 3 1…

4910 胰岛素信号通路 1.56E-08 35 2， ， ， 1， 3 1…

下调 miRNAs
目标基因 4010 MAPK信号通路 6.97E-12 43 2 3， 6， 3 1， 2 ， …

4722 神经营养因子信号通路 6.28E-09 25 1， 3， 6， ， …

4360 轴突导向 3.77E-08 24 3， 1， ， 5， 2…

4115 p53信号通路 5.46E-07 16 3， 1, 1, 6, …

4310 Wnt信号通路 5.71E-07 24 1， 6， 3， 5， 2 …

4510 黏着斑 2.54E-06 27 1， 4 1， 1， ， 3 1…

5220 慢性髓细胞性白血病 1.91E-04 13 11， 6， 2 1， 1， 1…

4512 ECM-受体相互作用 2.16E-04 14 COL4A2， 1， 4 1， 3 1， 6 3…

4920 脂肪细胞因子信号通路 4.56E-04 12 1 ， 1， ， ， 2…

4350 TGF-β信号通路 6.70E-04 13 2 1 ， 1， 1 ， 2 ， 2 …

续表 3

分类 GO ID GO名称 调整后 值 基因计数 基因

下调 miRNAs
目标基因

GO：0007399 神经系统发育 2.48E-08 42 11， 2 ， 1 ， 2， 1…

GO：0006417 翻译调节 7.58E-07 16 2 3， 2， 2 4， 2， 1…

GO：0006412 翻译 9.56E-07 3 25， 5A， 2 3

GO：0007596 血液凝固 9.93E-07 1 3

GO：0006333 染色体组装或分解 1.91E-06 6 ， 8， 9， 5， 7， 4

GO：0008152 代谢过程 2.13E-06 12 1， 2， 1， 30， 14…

3 讨论

在肿瘤中，细胞快速增殖，但新生血管的生成速

度相对较慢，来不及为实体瘤内部和肿瘤周围细胞

供应血氧，所以这些细胞就会产生缺氧状态。有研究

表明，几乎所有的实体瘤中都存在缺氧细胞[6]。缺氧

对于肿瘤的发展具有十分重要的意义[7]。①缺氧会

直接导致细胞凋亡或者坏死；②缺氧会激活与细胞

代谢和蛋白质合成等相关基因的转录，从而减缓增

殖速度，增加无氧糖酵解，使细胞能适应缺氧环境，

抑制细胞的凋亡；③缺氧可以刺激肺癌细胞中血管

内皮细胞生长因子和碱性成纤维细胞生长因子的表

达，促进移植瘤中新血管的生成，提高肿瘤的生长能

力；④缺氧还会刺激缺氧诱导因子 -1α（hypoxia in-

ducible factor-1α，HIF-1α）的表达，激活转录调节

因子核转录因子 -κB（nuclear transcription fac-

tor-κB，NF-κB）通路[8]。

本研究利用 miRNA芯片技术和生物信息学方

法，分析缺氧对肺腺癌 A549细胞中 miRNA表达谱

的影响，并预测差异表达 miRNA的靶基因，分析靶

基因所参与的生物学功能和通路。

本研究共筛选出 14个在缺氧 A549细胞和正常

A549细胞之间差异表达的 miRNA，包括 9个在缺氧
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组中上调的 miRNA和 5个下调的 miRNA。在上调

表达的 miRNA 中，hsa-miR-769-5p 调控 1

和 2等基因。 1 基因编码 / 家

族蛋白，该蛋白具有解旋酶和腺苷三磷酸酶活性。本

研究发现， 1 被富集到染色质修饰功能上。有

研究报道， 1 可以通过改变核染色质结构来

调控某些基因的转录[9]。有研究报道称，SWI/SNF家

族蛋白可以结合到缺氧诱导因子 HIF-1α 的启动

子上，通过 HIF-1α的表达来调控细胞缺氧应答[10]。

目前，还没有研究报道 1 基因与缺氧肺癌的

关系。笔者推测， 1 可能是通过其染色质修饰

功能来调节某些与缺氧相关基因的转录和表达，从

而对肺腺癌细胞的缺氧应答产生影响。

2基因编码的蛋白是信号传感器和转录

调节器，调节多个信号通路。在本研究中， 2被

富集在Wnt信号通路和 TGF-β信号通路上。已有很

多文献报道，Wnt信号与缺氧之间的关系，例如，Wnt

信号通路中的β- 连环蛋白可以与缺氧诱导因子

HIF-1α相互作用，增强细胞对缺氧的适应能力[11]。

HIF-1α可以通过抑制β-连环蛋白的活性来阻碍

Wnt信号通路，该机制可能与缺氧诱导的肿瘤细胞

生长抑制有关[12]。上述研究表明，Wnt信号通路在细

胞缺氧应答过程中具有非常重要的作用。另外，目前

也有很多关于缺氧与 TGF-β 信号关系的研究报

道，例如缺氧（1%O2）可以诱导 TGF-β1 的表达和

2磷酸化，激活肝星状细胞的活性[13]。TGF-β

信号通路还可以调节缺氧诱导的新生小鼠肺血管重

建过程[14]。上述研究结果显示，TGF-β信号通路与缺

氧关系密切。缺氧会诱导 SMAD2蛋白的磷酸化，这

是细胞缺氧应答过程中一个十分重要的机制 [15-16]。

但目前还没有文献报道 hsa-miR-769-5p与缺氧的

关系。笔者推测，hsa-miR-769-5p 可能通过调节

1 和 2等基因的表达，间接调控Wnt信

号通路和 TGF-β信号通路，从而在肺腺癌细胞的缺

氧应答中发挥重要功能。

本研究发现，在上调 miRNA和下调 miRNA靶基

因富集的 GO功能和 KEGG通路中，有些功能和通路

是一样的，例如在 GO功能富集结果中，DNA转录、

多细胞有机体发育、离子转运、核染色质修饰与代谢

过程等功能均被上调 miRNA和下调 miRNA的靶基

因富集到。该研究结果表明，在肺腺癌细胞的缺氧

应答中，该功能可能受上调 miRNA和下调 miRNA的

共同调控。在 KEGG通路富集结果中，Wnt信号通

路、TGF-β信号通路、MAPK 信号通路和黏着斑等

通路均被上调 miRNA和下调 miRNA的靶基因富集

到。心肌缺氧导致细胞内 pH降低，促进 P38 MAPK

的磷酸化，从而激活该信号通路，而抑制该通路则会

使心肌细胞免于缺氧导致的细胞凋亡[17]。还有研究

报道，缺氧可以激活 MAPK信号通路[18]。另外，缺氧

也会激活黏着斑激酶的活性和亚细胞迁移，促进黏

着斑蛋白的磷酸化[19]。

综上所述，本研究利用 miRNA芯片技术和相关

生物信息学分析手段，在经缺氧处理的人肺腺癌

A549细胞中筛选出 14个差异表达的 miRNA，包括

9个上调 miRNA和 5个下调 miRNA。而且差异表达

的 miRNA 及其靶基因可能在肺腺癌 A549 细胞的

缺氧反应中具有十分重要的功能。另外，靶基因参与

的一些生物学功能以及一些通路功能可能在肺腺

癌细胞的缺氧反应中发挥重要作用。该 miRNA和靶

基因的表达水平变化，以及对肺腺癌细胞的一些功

能影响还需后续实验进一步验证。本研究结果为深

入探索缺氧对肺癌细胞在分子层面的影响提供理

论基础和实验依据，也为临床治疗肺癌提供一些潜

在药物靶点。
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