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[摘 要] 目的：探讨miR-520a-3p通过靶向卷曲受体8(FZD8)调控非小细胞肺癌（NSCLC）A549/TAX细胞对紫杉醇（TAX）的

敏感性。方法：选用NSCLC A549细胞、TAX抗性细胞株A549/TAX及人肺上皮细胞HLF-α，用qPCR检测A549和A549/TAX细

胞中miR-520a-3p的表达水平。依据转染质粒的不同分为对照组、miR-520a-3p mimics组、si-FZD8组和 si-FZD8+miR-520a-3p in-

hibitor组，用6 μmol/L的TAX处理各组A549/TAX细胞后，用CCK-8检测A549/TAX细胞的增殖能力，用Annexin V-FITC/PI染色

流式细胞术检测A549/TAX细胞的凋亡水平，用WB检测A549/TAX细胞中FZD8的表达水平。双荧光素酶报告基因系统检测

miR-520a-3p与FZD8的靶向关系。结果：miR-520a-3p在A549/TAX细胞中低表达（P<0.01），且TAX能够上调A549/TAX细胞中

miR-520a-3p的表达水平（P<0.01）。6 μmol/L TAX处理后，过表达miR-520a-3p可显著抑制A549/TAX细胞的增殖并促进其凋亡

（均P<0.01）。双荧光素酶报告基因证明miR-520a-3p可靶向下调FZD8的表达水平（P<0.01）。si-FZD8可显著抑制A549/TAX细

胞增殖、促进细胞凋亡，从而增强细胞对TAX的敏感性；同时敲降miR-520a-3p和FZD8可逆转敲降FZD8对A549/TAX细胞TAX

敏感性的增强作用（P<0.01）。结论：miR-520a-3p可通过靶向下调FZD8表达水平增强A549/TAX细胞TAX敏感性。
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miR-520a-3p enhances the paclitaxel sensitivity of non-small cell lung cancer
A549/TAX cells by targeting FZD8

YU Xia, LI Xiaopingb, QIAN Xuejiaoa, LIU Jiangboa, ZHENG Honga (a. Department of Respiratory, b. Department of Thoracic Surgery,

the First Central Hospital of Tianjin City, Tianjin 300092, China)

[Abstract] Objective: To investigate the influence of miR-520a-3p on paclitaxel (TAX) sensitivity of non-small cell lung cancer

(NSCLC) A549/TAX cells via regulating frizzled class receptor 8 (FZD8). Methods: NSCLC A549 cells, TAX-resistant cell line A549/

TAX and human lung epithelial HLF-α cells were selected. The expression level of miR-520a-3p in A549 and A549/TAX cells was de-

tected by qPCR. According to different transfection plasmids, the experimental cells were divided into control group, miR-520a-3p

mimics group, si-FZ8 group and si-FZD8+miR-520a-3p inhibitor group. After being treated with 6 μmol/L paclitaxel, the proliferation

of A549/TAX cells was determined by CCK-8 assay. Flow cytometry with Annexin V-FLTC/PI staining was used to detect the apoptosis

level of A549/TAX cells. The expression of FZD8 in A549/TAX cells was detected by WB. The targeting relationship between miR-

520a-3p and FZD8 was verified by the dual-luciferase reporter gene system. Results: miR-520a-3p was poorly expressed in TAX-resis-

tant A549/TAX cells (P<0.01), and TAX up-regulated the expression of miR-520a-3p in A549/TAX cells (P<0.01). After the treatment

with 6 μmol/L TAX, over-expression of miR-520a-3p significantly inhibited the proliferation of A549/TAX cells and promoted apopto-

sis (all P<0.01). Dual luciferase reporter gene assay showed that miR-520a-3p targetedly down-regulated the expression of FZD8 (P<

0.01). si-FZD8 could significantly inhibit the proliferation and promote cell apoptosis of A549 / TAX cells, thereby enhanc-

ing the TAX sensitivity of cells. At the same time, simultaneous knockdown of miR-520a-3p and FZD8 could reverse the enhance-

ment of FZD8 knockdown on TAX sensitivity of A549/TAX cells (P<0.01). Conclusion: miR-520a-3p enhances the TAX sensitivity of

A549/TAX cells by down-regulating the expression of FZD8.
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肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，也是导

致癌症相关死亡的主要原因之一[1]。研究[2]证实，近

85% 的肺癌病例属于非小细胞肺癌（non-small cell

lung cancer，NSCLC）。以紫杉醇（paclitaxel，TAX）为

主的组合化疗被认为是NSCLC患者的标准疗法[3]。

但由于NSCLC患者在TAX化疗后往往产生耐药性，

最终导致肿瘤复发和不良预后。因此，探讨NSCLC

对TAX的敏感机制有助于NSCLC的治疗。大量研

究[4-6]表明，miRNA通过靶向下游蛋白调控肿瘤对药

物的敏感机制。miR-520a-3p能够增强骨肉瘤对右美

托嘧啶的敏感性，抑制MG63细胞增殖和迁移并促进

凋亡[7]；miR-520a-3p在NSCLC细胞中低表达，且可

抑制 NSCLC 发展进程[8]。卷曲受体 8（frizzled class

receptor 8, FZD8)是Wnt配体卷曲受体家族之一，在

三阴性乳腺癌耐性过程中发挥重要作用，且FZD8作

为肺癌临床诊断靶点在肺癌组织和细胞中高表达[9]。

目前尚未见miR-520a-3p靶向 FZD8调控NSCLC细

胞TAX敏感性的文献报道。本研究通过检测TAX抗

性细胞A549/TAX中miR-520a-3p和FZD8表达水平

及其对A549/TAX细胞增殖和凋亡的影响，旨在探讨

miR-520a-3p和FZD8对A549/TAX细胞TAX敏感性

影响的机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人肺上皮细胞HLF-α、NSCLC A549细胞及TAX

抗性细胞株A549/TAX均购于BNCC细胞库。

TRIzol试剂盒、RIPA裂解液及BCA蛋白测定试剂

盒购于上海贝博生物公司，一步法逆转录试剂盒和SYBR

Green Real-time PCR Master Mix试剂盒购于TaKaRa公

司，LipofectamineTM 2000转染试剂盒购于Promaga公司，

FZD8一抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗、

CCK-8试剂盒购于美国Invitrogen公司，Annexin-V-FITC/

PI凋亡检测试剂盒购于美国Millipor公司，双荧光素酶

报告基因检测系统试剂盒购于美国Fementas公司，qPCR

引物由上海生工公司合成。

1.2 细胞培养、转染及分组

用 LipofectamineTM 2000 进行细胞转染。将

A549/TAX细胞接种至 6孔板中，恒温细胞培养箱培

养，待细胞汇合度达到 60%~70%时进行转染。根据

转染说明书将 miR-520a-3p mimics、miR-520a-3p in-

hibitor 及 si-FZD8 与 LipofectamineTM 2000 试剂混合

均匀混合后转染A549/TAX细胞，继续培养48 h。实

验分为对照组、miR-520a-3p mimics组、si-FZD8组和

si-FZD8+miR-520a-3p inhibitor 组，后用 6 μmol/L 的

TAX 处理 A549/TAX 细胞 72 h 后用于后续实验；此

外，分别用 0.01、0.1、1、10和 100 μmol/L的TAX处理

A549/TAX细胞后，用qPCR方法检测miR-520a-3p的

表达水平。

1.3 qPCR检测A549和A549/TAX细胞中miR-520a-

3p的表达水平

用TRIzol试剂盒提取细胞中的总RNA，在提取

过程中注意避免RNA降解和污染。NanoDrop检测

RNA 浓度及纯度。用一步法逆转录试剂盒将全部

RNA 逆转录合成 cDNA，以 U6 为内参，进行 qPCR。

扩增程序为 95 ℃预变性10 min，95℃变性 15 s，60 ℃

退火 35 s，72 ℃延伸 10 s，共 50 个循环。引物序列：

miR-520a - 3p F为 5' - ACACTCCAGCTGGGAAAGT-

GCTTCCC-3'，R 为 5' -CTCAACTGGTGTCGTGGA-

3'；U6 F为 5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-

3'，R为 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'。用

2-∆∆Ct法计算目的基因的相对表达量。

1.4 CCK-8检测A549和A549/TAX细胞的增殖能力

分别收集对数生长期A549和A549/TAX细胞，

调整细胞密度为5×104个/ml，按100 μl/孔细胞悬液接

种于 96孔板中，每组设置 3个复孔，37 ℃、5% CO2、

饱和湿度培养箱培养，以培养 4~6 h时细胞贴壁为 0

h，分别在培养 0、24、48、72和 96 h时向每孔加入 15

μl CCK-8溶液，继续培养 2 h后，在酶标仪波长 450

nm处测定光密度（D）值。

1.5 Annexin V-FITC/PI染色流式细胞术检测A549/

TAX细胞的凋亡水平

收集各组待测细胞，PBS洗涤 2遍后，加入 1 ml

0.25%胰酶消化细胞后，用结合缓冲液调整细胞密度

为1×106个/ml。加入5 μl Annexin V-FITC染色液，混

合均匀后室温避光孵育 10 min，再加入 5 μl PI染色

液，混合均匀后室温避光孵育 5 min，然后在 1 h内上

流式细胞仪检测细胞的凋亡水平。

1.6 双荧光素酶报告基因验证miR-520a-3p与FZD8

的靶向关系

用StarBase数据库（http://starbase.sysu.edu.cn）预

测 FZD8与miR-520a-3p的结合位点，设计包含该结

合位点的序列，qPCR扩增。将扩增序列导入到双荧

光素酶报告基因载体pmirGLO中，构建FZD8野生型

质粒（pmirGLO-FZD8-Wt）；利用基因突变技术突变

FZD8和miR-520a-3p的结合位点，构建FZD8突变型

质粒（pmirGLO-FZD8-Mut）。分别将pmirGLO-FZD8-

Wt和pmirGLO-FZD8-Mut 与 miR-520a-3p mimics 共

转染 293T细胞，培养 48 h后用双荧光素酶报告基因

检测试剂盒检测各组细胞的荧光素酶活性。

1.7 WB检测A549/TAX细胞中FZD8蛋白的表达水平

收集各组A549/TAX细胞，PBS缓冲液洗涤后，
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分别加入RIPA细胞裂解液裂解细胞，提取总蛋白，进

行 SDS-PAGE、转移至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉封闭

1.5 h，加入 FZD8一抗（1∶1 500），4 ℃过夜孵育。次

日，TBST洗涤 3次后，加入HRP标记的羊抗兔二抗

（1∶3 000），室温孵育2 h，TBST洗涤3次后，加入ECL

化学发光液进行曝光，后在凝胶成像系统显影，用

Image J分析软件对蛋白条带的灰度进行分析。

1.8 统计学处理

1.3~1.7实验均重复3次。用SPSS20统计学软件

对实验数据进行统计分析。计量数据以 x̄±s 表示，两

组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差进

行检测，以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 miR-520a-3p在A549/TAX细胞中呈低表达

qPCR检测结果（图 1A）显示，A549细胞中miR-

520a-3p的表达水平明显低于HLF-α细胞（t=7.625，P

<0.01），且在A549/TAX细胞中的表达水平显著低于

A549细胞（t=7.030，P<0.01）。用不同浓度TAX处理

后，A549/TAX细胞中miR-520a-3p的表达水平显著

上调，且呈剂量依赖性（F=29.430，P<0.01；图 1B）。

结果表明，miR-520a-3p的低表达可能与NSCLC细胞

对TAX敏感性降低有关。

**P<0.01

A: The expression of miR-520a-3p in each cells; B: Effect of

TAX on the expression of miR-520a-3p in A549/TAX cells

图1 不同剂量TAX对A549/TAX细胞中

miR-520a-3p表达的影响

Fig.1 Effects of different doses of TAX on the expression of

miR-520a-3p in A549/TAX cells

2.2 TAX降低A549和A549/TAX细胞的增殖能力

CCK-8实验结果（图2）显示，不同浓度TAX处理

后，随着药物浓度的增加，A549和A549/TAX细胞增

殖率均逐渐降低（t=9.073，均 P<0.05）。结果表明，

TAX显著抑制A549/TAX细胞的增殖能力。

2.3 过表达 miR-520a-3p 增强 A549/TAX 细胞 TAX

敏感性

转染 miR-520a-3p mimics 同时用 TAX 处理后，

与TAX处理组及对照组比较，（1）A549/TAX细胞中

miR-520a-3p的表达水平显著升高（F=27.950，P<0.05

或P<0.01；图 3A）；（2）A549/TAX细胞的增殖活力显

著下降（F=58.760，P<0.01；图 3B）；（3）A549/TAX细

胞凋亡率显著升高（F=61.510，均P<0.01；图3C）。结

果表明，过表达miR-520a-3p增强A549/TAX细胞对

TAX的敏感性。

**P<0.05

图2 不同剂量TAX对A549/TAX细胞增殖的影响

Fig. 2 Effects of different doses of TAX on proliferation of

A549/TAX cells

2.4 miR-520a-3p靶向下调FZD8表达水平

StarBase生物信息网站和双荧光素酶报告基因

检测系统验证 miR-520a-3p 和 FZD8 之间的靶向关

系，FZD8 3'-UTR区域上存在miR-520a-3p的结合位

点（图 4A）。过表达miR-520a-3p显著降低FZD8-Wt

质粒的荧光素酶活性（t=7.956，P<0.01），但对 FZD8-

Mut 质粒荧光素酶活性无影响（t=0.737，P>0.05）。

WB检测结果（图 4B）显示，过表达miR-520a-3p后，

A549/TAX细胞中FZD8的表达水平显著低于对照组

（t=5.701，P<0.01）。结果表明，miR-520a-3p靶向下调

FZD8的表达水平。

2.5 miR-520a-3p通过下调FZD8增强A549/TAX细

胞TAX敏感性

WB检测结果（图5A）显示，敲降FZD8后，A549/

TAX 细胞中 FZD8 的表达水平显著低于对照组（t=

8.755，P<0.01），而同时敲降 FZD8和miR-520a-3p逆

转了仅敲降FZD8对FZD8 表达的抑制作用（t=6.838，

P<0.01）。

CCK-8 结果（图 5B）显示，敲降 FZD8 后，A549/

TAX 细胞增殖活力显著低于对照组（t=6.652，P<

0.01）。

Annexin V-FITC/PI 染色流式细胞术检测结果

（图 5C）显示，与对照组相比，敲降 FZD8 显著促进

A549/TAX 细胞凋亡（t=7.424，P<0.01）。同时敲降

FZD8 和 miR-520a-3p 则能够逆转仅敲降 FZD8 对
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A549/TAX 细胞增殖能力的抑制作用（t=8.738，P<

0.01）、对凋亡的促进作用（t=4.972，P<0.0.1）。结果

表明，miR-520a-3p可通过下调FZD8增强A549/TAX

细胞TAX敏感性。

*P<0.05,**P<0.01

A: qPCR was used to detect the expression of miR-520a-3p; B: CCK-8 assay was carried out to detect the proliferation of

A549/TAX cells; C: Annexin C-FITC/PI was used to measure the apoptosis of A549/TAX cells

图3 过表达miR-520a-3p增强A549/TAX细胞TAX敏感性

Fig.3 Over-expression of miR-520a-3p enhanced the TAX sensitivity of A549/TAX cells

**P<0.01

A: Dual-luciferase reporter gene was carried out to verify the relationship between miR-520a-3p and FZD8;

B: WB was used to detect the expression of FZD8 protein

图4 miR-520a-3p靶向下调FZD8的表达水平

Fig.4 miR-520a-3p targetedly down-regulated the expression of FZD8 protein
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**P<0.01

A: WB was used to detect the expression of FZD8; B: CCK-8 assay was used to evaluate the proliferation of A549/TAX cells;

C: Annexin V-FITC/PI was performed to detect the apoptosis of A549/TAX cells

1: Ctrl group; 2: si-FZD8 group; 3: si-FZD8+miR-520a-3p inhibitor group

图5 miR-520a-3p通过下调FZD8增强A549/TAX细胞对TAX的敏感性

Fig.5 miR-520a-3p enhanced the TAX sensitivity of A549/TAX cells via down-regulating FZD8

3 讨 论

近年来，大量研究[10-12]揭示 miRNA 在肿瘤化疗

敏感性中发挥重要调控作用。miR-451靶向调控下

游靶基因的表达水平，增强多柔比星抗性乳腺癌细

胞的敏感性[13]。在缺失p53的前列腺癌细胞中，miR-

34a表达下调，且转染miR-34a mimics可显著抑制前

列腺癌细胞增殖、诱导细胞凋亡，增强前列腺癌细胞

对喜树碱的敏感性[14]。miR-30a-5p在NSCLC细胞中

低表达，过表达miR-30a-5p可通过诱导NSCLC细胞

凋亡增强NSCLC细胞TAX敏感性[15]。miR-520a-3p

在骨肉瘤细胞中低表达，且其能够通过抑制MG63细

胞增殖和迁移增强骨肉瘤对右美托嘧啶的敏感性[7]。

但尚未见miR-520a-3p在NSCLC细胞TAX敏感性的

文献报道。本研究发现，TAX 可显著抑制 A549 和

A549/TAX细胞增殖，且A549/TAX细胞增殖活力显

著高于A594细胞；此外，miR-520a-3p在TAX耐药的

A549/TAX细胞中的表达水平显著低于A549细胞，

TAX能够上调A549/TAX细胞中miR-520a-3p的表达

水平，且呈剂量依赖性；同时，本研究发现，过表达

miR-520a-3p可显著抑制A549/TAX细胞增殖，并促

进凋亡，即过表达 miR-520a-3p 可显著增强 A549/

TAX细胞TAX敏感性。结果说明，TAX可能通过上

调A549/TAX细胞中miR-520a-3p的表达水平，进而

对A549/TAX细胞产生杀伤力。

miRNA可通过靶向其下游靶基因调控肿瘤化疗

敏感性[16, 17]。miR-214靶向FOXM1抑制宫颈癌细胞

迁移和侵袭，促进其药物敏感性[18]。miR-128通过靶

向下调 MUC1-C 和 BMI-1 增强肺癌细胞 TAX 敏感

性[19]。FZD8是Wnt配体卷曲受体家族之一，可通过

介导 Wnt 信号通路在肿瘤化疗耐药中发挥重要作

用[20]。研究[9]证实，FZD8在肺癌组织和细胞系中高

表达，敲降 FZD8 显著抑制 NSCLC 细胞的增殖。

FAD8 是 miR-520a-3p 的下游靶基因，过表达 miR-

520a-3p 可显著抑制 FZD8 的表达；同时，本研究发

现，敲降FZD8可显著抑制A549/TAX细胞增殖、促进

凋亡；而同时敲降miR-520a-3p和FZD8则能够逆转

仅敲降FZD8对A549/TAX细胞的作用。结果表明，

miR-520a-3p可通过靶向下调FZD8的表达水平增强

A549/TAX细胞TAX敏感性。

综上所述，miR-520a-3p在 TAX耐药A549/TAX

细胞中低表达，过表达miR-520a-3p可通过靶向下调

FZD8的表达水平而抑制A549/TAX细胞增殖、促进

细胞凋亡，进而增强A549/TAX细胞TAX敏感性。
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