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miR-625通过负向调控Resistin的表达抑制非小细胞肺癌细胞的恶性生

物学行为及其机制

张建庆，章恒（新疆维吾尔自治区人民医院 放疗一科，新疆 乌鲁木齐 830001）

[摘 要] 目的：探究miR-625和Resistin对NSCLC细胞增殖、侵袭、迁移及裸鼠移植瘤生长的影响及其可能的机制。方法：
qPCR实验检测 80例NSCLC及癌旁组织（标本收集自 2018年 3月至 2019年 10月于新疆维吾尔自治区人民医院手术治疗的

NSCLC患者）和4种细胞系中miR-625与Resistin的表达，生物信息学预测两者的靶向关系并用双荧光素酶基因报告实验进行验

证；通过脂质体转染技术在NSCLC细胞中过表达或抑制miR-625及Resistin表达，实验分为miR-625 mimic组、miR-625 inhibitor

组、si-Resisitin组、miR-625 inhibitor+si-Resisitin组和NC组，利用CCK-8、Transwell及划痕实验检测miR-625与Resistin对NSCLC

细胞增殖、侵袭及迁移的影响，Western blotting实验检测两者对NSCLC细胞中EMT相关的PI3K/AKT/Snail通路蛋白表达的影

响，裸鼠成瘤实验观察两者对A549细胞移植瘤生长的影响。结果：miR-625在NSCLC组织和4种细胞系中呈低表达、Resistin

呈高表达（均P<0.01），两者表达水平呈负相关（r=-0.7183，P<0.01），且Resistin的表达与NSCLC分化程度、临床分期及淋巴结转

移相关。Resistin是miR-625的靶基因。在NSCLC细胞系A549和H226的增殖、侵袭、迁移能力及裸鼠移植瘤的生长方面，与

Blank组和NC组相比，miR-625 mimic组与 si-Resistin组能力均显著降低（均P<0.05），miR-625 inhibitor组显著提高（均P<0.05）；

miR-625 inhibitor+si-Resistin组显著低于miR-625 inhibitor组（均P<0.05）；NC组与miR-625 inhibitor+si-Resistin组之间无显著差

异（均P>0.05）；p-AKT、p-PI3K、Snail、Twist1、Vimentin等蛋白表达变化也有相同的趋势（均P<0.05），E-cadherin蛋白表达则发生

相反的改变（P<0.05）。结论：miR-625在NSCLC组织和细胞中均呈低表达，其能负向调控Resistin表达从而抑制NSCLC细胞的

增殖、侵袭和迁移及裸鼠移植瘤生长，其机制可能与PI3K/AKT/Snail信号通路有关。
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miR-625 inhibits the malignant biological behavior of non-small cell lung cancer
cells by negatively regulating Resistin expression and its mechanisms

ZHANG Jianqing, ZHANG Heng (The First Department of Radiotherapy, People's Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region,

Urumqi 830001, Xinjiang, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of miR-625 and Resistin on the proliferation, invasion and migration of NSCLC cells

as well as the growth of transplanted tumors in nude mice and their possible mechanisms. Methods: qPCR was used to detect the

expression of miR-625 and Resistin in 80 pairs of NSCLC and corresponding para-cancerous tissues (specimens collected from

NSCLC patients who were surgically treated in Xinjiang Uygur Autonomous Region People’s Hospital from March 2018 to October

2019) and four cell lines. Bioinformatics was adopted to predict the targeting relationship between miR-625 and Resistin, which was

then verified by Dual luciferase gene reporter experiment. Overexpression or inhibition of miR-625 and Resistin in NSCLC cells was

achieved with lipofection transfection technology, and the experimental cells were divided into miR-625 mimic group, miR-625

inhibitor group, si-Resisitin group, miR-625 inhibitor+si-Resisitin group and NC group. The effects of miR-625 and Resistin on

proliferation, invasion and migration of NSCLC cells were detected by CCK-8, Transwell and Scratch test, respectively. Western

blotting was used to detect the effects of miR-625 and Resistin on the expressions of PI3K/AKT/Snail pathway proteins related with

EMT in NSCLC cells. A549 cell transplanted tumor model was constructed in nude mice to observe the effect of miR-625 and Resistin

on the growth of xenografts. Results: Compared with para-cancerous tissues, miR-625 showed low expression while Resistin

showed high expression in NSCLC tissues and four cell lines (both P<0.01), and the two were negatively correlated (r=-0.7183,
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P<0.01). The expression of Resistin was related to the degree of NSCLC differentiation, clinical stage and lymph node metastasis. Re‐

sistin was a target gene of miR-625. Compared with the Blank group and NC group, the proliferation, invasion and migration of

NSCLC cell lines A549 and H226, as well as the growth of transplanted tumors in nude mice in the miR-625 mimic group and the si-Re‐

sistin group were significantly reduced (all P<0.05), while those indicators in the miR-625 inhibitor group were significantly improved

(all P<0.05); However, co-transfection of miR-625 inhibitor and si-Resistin significantly reversed the effect of miR-625 inhibitor on

above indicators (all P<0.05); And there was no significant difference between NC group and miR-625 inhibitor+si-Resistin group (all P

>0.05). The protein expressions of p-AKT, p-PI3K, Snail, Twist1 and Vimentin also showed the same trend (all P<0.05), while the ex‐

pression of E-cadherin protein changed in the opposite direction (P<0.05). Conclusion: miR-625 is lowly expressed in NSCLC tissues

and cell lines, which can negatively regulate Resistin expression to inhibit the proliferation, invasion and migration of NSCLC cells and

the growth of transplanted tumors in nude mice. The mechanism may be related to the PI3K/AKT/Snail signaling pathway.

[Key words] miR-625; Resistin; non-small cell lung cancer (NSCLC); A549 cell; H226 cell; proliferation; invasion; migration;

PI3K/AKT/Snail
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肺癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，其发病率与

病死率均居人类恶性肿瘤前列[1]。近85%的肺癌为非

小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC），其中又

可细分为腺癌、鳞癌、大细胞癌等类型[2]。NSCLC的恶

性化进程是一个多阶段的复杂过程，涉及到基因、蛋白

及多种病理学改变，积极探索这些因素有助于早期判

断肿瘤的发生并对其预后的改善有着重要的意义。微

小RNA（microRNA，miR)是一类能够与目标靶mRNA

的3’端非翻译区（UTR）以完全或不完全互补方式结合

并引起后者降解或抑制其翻译的内源性单链非编码小

RNA [3]。miR-625在肝癌[4]、乳腺癌[5]、胃癌[6]、结直肠癌[7]

等多种实体恶性肿瘤中存在异常表达。研究[9]发现，miR-

625在NSCLC患者血清中的表达明显低于良性肺病患

者与健康对照者，且与患者的临床分期相关，但未进一

步研究其相关作用机制，且miR-625在NSCLC组织中

表达的相关研究也鲜见报道，因此miR-625在NSCLC

的作用还有待进一步深入探索。Resistin是抵抗素样分

子（resistin-like molecule，RELM）家族中的一员,因其与

肺部炎症时分泌的一种细胞因子FIZZI具有同源性，故

又称为FIZZ3[10]。Resistin作为一个炎症调节因子参与

人类多种疾病的发生发展，如风湿性疾病、慢性肾病及

恶性肿瘤等[11-12]。在肺腺癌组织中Resistin的表达显著

升高，其可能通过TLR4/Src/EGFR/PI3K/NF-κB途径提

高癌细胞的转移能力[13]。为了研究miR-625和Resistin

是否对NSCLC的发生发展存在影响，本研究通过生物

信息学及细胞功能实验进行探究，旨在进一步阐明

NSCLC发生发展的分子机制，并为NSCLC的早期临床

诊断及靶向治疗提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 组织样本

收集 2018年 3月至 2019年 10年于新疆维吾尔

自治区人民医院行手术治疗并经病理学证实的80例

NSCLC患者的癌组织及配对癌旁组织（距肿瘤>5 cm）。

本研究获得本院伦理委员会审查批准，所有研究对

象均签署知情同意书。纳入患者术前均未接受任何

放、化疗及免疫调剂治疗，术中组织标本经病理诊断

证实。排除临床资料不完整及未获得患者及家属知

情同意者。术中获得标本立即在 4 ℃预冷的PBS溶

液冲洗数遍以除去血污后迅速置于液氮中冻存，以

供后续实验使用。

1.2 细胞系及主要试剂

人正常支气管上皮细胞系BEAS-2B及人NSCLC

细胞系A549、H322、GLC-82、H226均购自中国科学院

上海细胞库，用含有10%FBS的RPMI 1640培养基置于

37℃、5% CO2恒温培养箱中常规培养。RPMI 1640、含

EDTA的0.25%胰蛋白酶购自美国Hyclone公司，嘌呤

霉素购自美国Sigma公司，胎牛血清（FBS）、Opti-MEM

均购自英国Gbico公司，TRIzol、逆转录试剂盒均购自

美国Thermo 公司，SYBR Green Real-time PCR试剂盒

购自广州瑞博生物公司，转染试剂脂质体 Lipo‐

fectamine3000 购自美国Invitrogen公司，miR-625 mimic、

miR-625 inhibitor 及 si-Resistin、miR-625 inhibitor+si-

Resisitin慢病毒和阴性对照（negative control，NC）均购

自上海吉玛生物科技公司，小鼠抗Resisitin、上皮-钙黏

蛋白（E-cadherin）和波形蛋白（Vimentin）抗体和大鼠抗

p-AKT、p-PI3K、Snail、Twist1、β-actin抗体均购自美国

Abcam公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的兔抗小鼠、

兔抗大鼠 IgG抗体购自广州晶彩生物公司，Resistin野

生型（Wt）及突变型（Mut）的荧光素酶报告基因质粒、荧

光酶检测试剂盒均购自美国Promega公司，PCR引物由

上海生物工程有限公司合成，免疫组化EnVison二步法

试剂盒、二氮基联苯胺（DAB）显色试剂盒均购自北京

中杉金桥生物公司，BALB/c裸鼠购自新疆医科大学动

物实验中心[实验动物合格证号：SCXK（新）2019-0002]。

1.3 细胞转染与分组

取处于对数生长期的A549、H226细胞，用Opti-

MEM培养基调整细胞密度，以 2×105 个 /孔接种至
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6 孔板中培养过夜。参照转染试剂 Lipofectamine3000

说明书，将 100 nmol/L 的 miR-625 mimic、miR-625

inhibitor、NC 及 50 ng 的 si-Resisitin、miR-625 inhibi‐

tor+si-Resisitin质粒分别转染入A549、H226细胞内，

未经任何处理的细胞设为Blank组，按转染质粒的不同将

细胞分为miR-625 mimic组、miR-625 inhibitor组、NC

组、si-Resisitin组和miR-625 inhibitor+si-Resisitin 组。

转染 6 h 后将培养基更换为含 10%FBS的RPMI

1640完全培养基后继续进行培养，取转染 48 h后细

胞进行后续实验。

1.4 免疫组织化学法检测Resistin在NSCLC组织中

的表达

按照免疫组织化学染色试剂盒说明书进行操作，

NSCLC组织或癌旁组织经4%甲醛溶液固定15 min，梯

度酒精进行脱水，石蜡包埋，制成约 4 μm的石蜡切

片，采用EnVison二步法检测NSCLC及癌旁组织中

Resistin的表达。Resistin抗体稀释比例为 1∶500，其

余操作参照说明书进行。染色结果判定采用 Sini‐

crope改良法[14]。按肿瘤细胞染色强度进行评分：0分

为无色；1分为淡黄色；2分为棕黄色；3分为棕褐色。

按肿瘤细胞染色阳性百分比评分：阴性为 0分，≥1%

且<10%为 1分，≥10%且<50%为 2分，≥50%且<75%

为 3分，≥75%为 4分。最后取染色强度和阳性细胞

百分比的和决定最终染色结果：其中0～3分为阴性，

4分以上为阳性。所有标本均经 3 位高级职称的

病理医师通过双盲法独立评估。

1.5 qPCR 检测 miR-625 和 Resistin 在 NSCLC 组织

及细胞中的表达

按照 TRIzol 法提取 NSCLC 组织与癌旁组织及

BEAS-2B、A549、H322、GLC-82、H226及转染后的各组

A549、H226细胞中总RNA，分光光度计检测RNA纯度

与浓度。利用逆转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA。

根据SYBR Green Real-time PCR试剂盒说明书及预实

验确定的反应时间与温度进行qPCR，反应条件为：95 ℃

（30 s）预变性后，变性95 ºC（7 s）→退火60 ºC（30 s）→
72 ℃（15 s），共40个循环。qPCR的引物序列：miR-625-

F为5’-GGCTAGTTCACTCCTCTCCTCC-3’，miR-625-

R为 5 ’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3 ’；Resistin-F 为

5’-CCAGCCATCAGCCATGAGGGT-3’；Resistin-R为

5’-GGAGCCCTTTCTGAATCCGCA-3 ’；U6-F 为

5’-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3’，U6-R为

5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’；GAPDH-F

为5’-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3’，GAPDH-R为

5’-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3’。以U6/GAPDH

为内参，采用2-∆∆Ct方法计算目的基因表达量。

1.6 CCK-8实验检测miR-625和Resistin对NSCLC

细胞增殖的影响

取转染后的各组A549、H226细胞，进行消化后

调整细胞密度至 2×103 个/孔接种于 96 孔板中，于

37 ℃、5% CO2恒温培养箱中进行培养过夜后，分别

于 24、36、48 h向每孔加入 10 μl CCK-8，置于酶标仪

中检测570 nm波长处每孔的光密度（D）值，以D值代

表细胞增殖水平。每个时间点每组设置5个复孔，绘

制各组细胞的生长曲线。

1.7 Transwell 实 验 检 测 miR-625 和 Resistin 对

NSCLC细胞侵袭能力的影响

Martrigel 基质胶 4 ℃溶解后，采用不含 FBS 的

RPMI 1640培养基以1∶5进行稀释，取40 μl稀释后的

基质胶包被 Transwell 上室，于细胞培养箱中静置 4

h，待胶凝固后备用。常规消化转染后的各组A549、

H226细胞后，用不含FBS的RPMI 1640培养液进行

重悬，接种至含 200 μl 无血清培养基的 12 孔板的

Transwell上室中并调整密度至4×104个/孔，Transwell

下室加入600 μl含10%FBS的RPMI 1640培养液，每

组设3个复孔。培养48 h后取出上室，PBS冲洗2次，并用

湿棉签轻轻擦拭上室未穿出细胞，无水酒精固定

15 min，室温下晾干，0.1% 的结晶紫于室温下染色

30 min，PBS冲洗 2次后于倒置显微镜下观察穿出细

胞，每组随机选取5个视野进行计数。

1.8 细胞划痕实验检测 miR-625 和 Resistin 对

NSCLC细胞迁移能力的影响

预先在6 孔板每个孔的底部用笔划 2条间隔为

5 mm的横线，将转染后的各组A549、H226细胞分别

接种于 6孔板中，每孔加入 2 ml含 10%FBS的RPMI

1640培养液，并使每孔细胞达 2×105个，培养至细胞

80%左右汇合时使用 200 μl移液器枪头在细胞培养

面垂直划线，PBS 冲洗细胞 3 次以去除刮除掉的细

胞。再向每孔加入含 2%FBS的RPMI 1640培养液，

继续培养 24 h后倒置显微镜下拍摄，使用 Image J软

件测量细胞迁移距离。

1.9 双荧光素酶基因报告实验检测 miR-625 与

Resistin间的靶向关系

采用miRNA靶基因在线数据库TargetScan预测

显示miR-625与Resistin的 3’UTR区具有结合位点，

利用双荧光素酶基因报告实验进行验证。取处于对

数生长期的A549、H226细胞，调整细胞密度至2×104

个/孔，接种于 96 孔板中，培养过夜后，利用 Lipo‐

fectamine3000 将 100 ng 的 Resistin 野生型（Wt）或突

变型（Mut）荧光素酶报告基因质粒与 50 ng 的 miR-

625 mimic共转染入A549、H226细胞中。实验分为

Resistin Wt+miR-625 mimic 组 、Resistin Mut+miR-

625 mimic 组 、Resistin Wt+NC 对照组和 Resistin
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Mut+NC对照组，每组设 5个复孔。转染 48 h后，按

双荧光素酶检测试剂盒说明书操作，利用化学发光

仪检测各组细胞Resistin 3’UTR的荧光强度。

1.10 裸鼠皮下成瘤实验检测miR-625和Resistin对

A549细胞移植瘤生长的影响

取处于对数生长期的 A549 细胞接种至直径为

5 cm的细胞培养皿中，待细胞生长汇合至 80%时消

化细胞，调整细胞密度至2×105个/孔并接种于6孔板

中，加入 Opti-MEM 稀释的 miR-625 mimic、miR-625

inhibitor 及 NC、si-Resistin 及 miR-625 inhibitor+si-

Resisitin 的病毒液（MOI=50），培养 24 h 后更换为

10%FBS的RPMI 1640培养液。取感染后的A549细

胞，常规消化，用无血清RPMI 1640培养基重悬细胞

并将其调整至 4×107个/ml的细胞悬液。48只 4周龄

的BALB/c裸鼠随机分为 6组（每组 8只），取 200 μl

的细胞悬液分别接种于裸鼠的右上肢腋下，并将

裸鼠分为 miR-625 mimic 组、miR-625 inhibitor 组、

si-Resistin 组及 miR-625 inhibitor+si-Resisitin 组、NC

组，接种无特殊处理的A549细胞的裸鼠设为Blank

组。接种后每隔 2 d 测量并计算肿瘤体积（肿瘤体

积=肿瘤最短径 2×肿瘤最长径/2），接种2周后脱颈处

死荷瘤小鼠，称取移植瘤质量。本部分实验通过我

院动物伦理委员会审批。

1.11 WB实验检测miR-625和Resistin对NSCLC细

胞中PI3K/AKT/Snail通路相关蛋白表达的影响

取 NSCLC 及癌旁对照组织或转染后的各组

A549、H226细胞，4 ℃预冷的PBS洗涤组织或细胞 3

次后，加入RIPA细胞裂解液及蛋白酶抑制剂，提取组

织或细胞中总蛋白。BCA法进行蛋白定量，按照1∶4

向上清液中加入 5×蛋白上样缓冲液，并于沸水中加

热变性10 min。取30 μg的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-PAGE）进行蛋白分离，采用湿转法将分离

的蛋白转至PVDF膜上，5%的脱脂牛奶于室温下封闭

2 h后，分别加入Resistin（ 1∶500）、Vimentin（1∶300）、

E-cadherin（1∶500）、p-AKT（1∶500）、p-PI3K（1∶800）、

Snail（1∶800）、Twist1（1∶800）、β -actin（1∶1 000）

一抗 ，4 ℃摇床孵育过夜。 TBST 溶液清洗3次，

5 min/次，加入HRP标记的二抗（1∶5 000）室温孵育1 h，

以 TBST 溶液清洗 3 次、5 min/次。最后均匀滴加

ECL发光液后于凝胶成像仪进行曝光拍照。Image J

软件测定条带灰度值，以目标蛋白与内参 β-actin

的比值作为其相对含量。以上实验重复3次。

1.12 统计学处理

采用 SPSS 19.0和GraphPad Prism 5.0进行统计分

析，所有实验独立重复3次。正态分布的计量数据用 x̄±

s 表示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析（one-way ANOVA）的 Dunnett’s/

Bonferroni’s多重比较进行分析，利用Pearson’s卡方（χ2）

检验分析样本中Resistin的表达与临床病理特征的关系，

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 NSCLC组织和癌旁组织中miR-625与Resistin

的表达及相关性

qPCR检测80例NSCLC及癌旁组织中miR-625的

表达，结果显示，与癌旁组织相比，NSCLC组织中miR-

625呈低表达（P<0.01；图1A、B），Resistin mRNA呈高

表达（P<0.01；图1C），相关性分析显示，在80对NSCLC

与癌旁组织中，miR-625与Resistin mRNA的表达呈明

显负相关（r=–0.7183，P<0.01；图1D）。WB与免疫组

织化学法检测结果显示，Resistin 在 NSCLC 组织中的

表达显著高于癌旁组织（图1E、F）。统计学分析结果

（表1）提示，Resistin在NSCLC组织中的表达与NSCLC

细胞的分化程度、临床TNM分期及淋巴结转移相关，且

Resistin阳性表达率在NSCLC细胞分化程度高级别组

（中、高级）中高于低级别组（低级）、TNM分期晚期组（Ⅱ

期、Ⅲ期）高于早期组（Ⅰ期）、淋巴结转移组高于未发生

淋巴结转移组（均P<0.05）。

qPCR检测人支气管上皮细胞系BEAS-2B及非小

细胞肺癌细胞系A549、H322、GLC-82、H226中miR-625、

Resistin的表达，结果显示，与BEAS-2B细胞相比，miR-

625在A549、H322、GLC-82、H226中呈低表达，而Resistin

呈高表达（均P<0.01；图1G、H）。WB检测结果显示，与

BEAS-2B相比，Resistin蛋白在A549、H322、GLC-82、

H226中呈高表达（P<0.05；图1I）。选取在NSCLC细胞

系中miR-625表达水平最高的A549细胞和最低的H226

细胞进行后续实验。

2.2 Resistin与miR-625的靶向关系

TargetScan 在线数据库预测结果（图 2A）表明，

Resistin基因的 3’-UTR存在能与miR-625互补的区

域，这提示 Resistin 可能为 miR-625 的作用靶基因。

双荧光素酶基因报告实验结果（图 2B、C）显示，与

Resistin Wt+NC 对照组相比，Resistin Wt+miR-625

mimic组A549与H226细胞中荧光素酶活性受到明

显抑制（P<0.01），而 Resistin Wt+miR-625 mimic 组、

Resistin Wt+NC 对照组和 Resistin MUT+NC 对照组

之间细胞荧光素酶活性无显著差异。这表明Resistin

是miR-625的靶基因，后者可负向调控其表达。

2.3 miR-625负向调控Resistin表达影响NSCLC细

胞系的增殖、侵袭与迁移

2.3.1 miR-625 负向调控 Resistin 表达 qPCR 检测

结果（图 3）显示，与 Blank 和 NC 组相比，miR-625
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mimic组和 si-Resistin组细胞中miR-625的表达显著增

加（P<0.05），Resistin mRNA的表达明显降低（P<0.05）；

miR-625 inhibitor 组 miR-625表达显著降低（P<0.05），

Resistin mRNA表达显著升高（P<0.05）；NC组与Blank

组、miR-625 inhibitor+si-Resistin组细胞中miR-625与

Resistin mRNA表达水平无显著差异（P>0.05）。

**P<0.01 vs Para-cancer group; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs BEAS-2B cell group

A: Proportion of NSCLC and para-cancerous tissues with positive miR-625 expression (n=80); B, C: mRNA expression of miR-625

and Resistin in 80 pairs of NSCLC and para-cancerous tissues (n=80); D: Spearman correlation analysis of miR-625 and Resistin

mRNA expression levels; E: Immunoblot showing Resistin protein levels in NSCLC and para-cancerous tissues; F: Representative

immunohistochemistry (IHC) images showing in situ Resistin expression (black arrows) in NSCLC and para-cancerous tissues（×400）;

G: qPCR analysis of miR-625 expression in cell lines BEAS-2B, A549, H322, GLC-82, H226; H, I: mRNA and protein

expressions of Resistin in cell lines BEAS-2B, A549, H322, GLC-82, H226

图1 miR-625与Resistin在NSCLC组织及癌旁组织和细胞系中的表达

Fig.1 Expression of miR-625 and Resistin in NSCLC and para-cancerous tissues and cell lines

表1 80例NSCLC组织中Resistin表达与临床病理特征间的关系

Tab.1 Relationship between Resistin expression and clinicopathological features in 80 NSCLC patients

Clinical characteristics

Gender
Male
Female

Age
>60
≤60

Histological type
Adenocarcinoma
Squamous cell carcinoma

Differentiation
Low
Medium and high

Lymph node metastasis
Yes
No

TNM staging
Ⅰ
Ⅱ＋Ⅲ

N

43
37

39
41

46
34

14
66

58
22

19
61

Expression of Resistin
Positive (n)

27
25

26
26

28
24

4
48

46
6

4
48

Negative (n)

16
12

13
15

18
10

10
18

12
16

15
13

Positive rate (%)

62.8
37.2

66.7
63.4

60.9
70.6

28.6
52.7

79.3
27.3

21.1
78.7

χ2

2.172

0.986

2.194

10.112

11.267

11.185

P

0.175

0.271

0.085

0.003

0.001

0.001
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*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A: Schematic representation of Resisitin-3'UTR showed a putative miR-625 binding site; B, C: Dual luciferase reporter assay validated

that Resistin was the target gene of miR-625 in A549 and H226 cells

图2 miR-625靶向调控Resistin表达

Fig.2 miR-625 targeting regulation for Resistin expression

*P<0.05, **P<0.01 vs Blank or NC group; △△P<0.05 vs miR-625 inhibitor group

1: Blank; 2: NC; 3: miR-625 mimc; 4: miR-625 inhibitor; 5: si-Resistin; 6: miR-625 inhibitor+si-Resistin

图3 A549细胞(A)和H226细胞(B)中miR-625负向调控Resistin表达

Fig.3 miR-625 negatively regulated Resistin expression in A549 cells (A) and H226 cells (B)

2.3.2 miR-625 负向调控 Resistin 表达抑制 NSCLC

细胞的增殖 CCK-8 实验检测结果（图 4）显示，与

Blank组和NC组的A549与H226细胞相比，miR-625

mimic组与 si-Resistin组细胞的增殖能力均显著下降

（P<0.05），miR-625 inhibitor组细胞增殖能力显著提

高（P<0.05）；miR-625 inhibitor+si-Resistin 组细胞的

增殖能力显著低于miR-625 inhibitor组（P>0.05）；NC

组与Blank组、miR-625 inhibitor+si-Resistin组细胞增

殖水平之间无显著差异（P>0.05）。

*P<0.05 vs Blank or NC group, △P<0.05 vs miR-625 inhibitor group

图4 miR-625通过负向调控Resistin表达抑制NSCLC A549细胞(A)和H226细胞(B)的增殖

Fig.4 miR-625 inhibited the proliferation of NSCLC A549 (A) and H226 (B) cell lines by negatively regulating Resistin expression

2.3.3 miR-625 负向调控 Resistin 表达抑制 NSCLC

细胞的侵袭 Transwell细胞侵袭实验结果（图 5）显

示，与 Blank 组和 NC 组的 A549 与 H226 细胞相比，

miR-625 mimic组与 si-Resistin组细胞的穿膜细胞数

均显著减少（P<0.05），而miR-625 inhibitor组细胞穿

膜细胞数显著增加（P<0.05）；miR-625 inhibitor+
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si-Resistin 组细胞的穿膜细胞数显著低于 miR-625

inhibitor 组（P<0.05）；NC 组与 Blank 组，以及 miR-

625 inhibitor+si-Resistin组细胞的穿膜细胞数之间无

显著差异（P>0.05）。

*P<0.05 vs Blank or NC group, △P<0.05 vs miR-625 inhibitor group

A: Effects of miR-625 and Resistin on the invasion of A549 cells ; B: Effects of miR-625 and Resistin on the invasion of H226 cells

图5 miR-625通过负向调控Resistin表达抑制NSCLC细胞的侵袭（（×400））

Fig.5 miR-625 inhibited the invasion of NSCLC cells by negatively regulating Resistin expression (×400)

2.3.4 miR-625 负向调控 Resistin 表达抑制 NSCLC

细胞的迁移 划痕实验结果（图 6）显示，与Blank组

和 NC 组的 A549 与 H226 细胞相比，miR-625 mimic

组与 si-Resistin 组细胞的迁移距离均显著下降

（P<0.05），而miR-625 inhibitor细胞迁移距离显著升

高（P<0.05）；miR-625 inhibitor+si-Resistin 组细胞的

迁移距离显著低于miR-625 inhibitor组（P<0.05）；NC

组与Blank组、miR-625 inhibitor+si-Resistin组细胞的

迁移距离无显著差异（P>0.05）。

2.4 miR-625 和 Resistin 对 NSCLC 细胞中 PI3K/

AKT/Snail通路相关蛋白表达的影响

WB结果（图7）显示，与 Blank 和 NC 组相比 ，

miR-625 mimic 与 si-Resistin 组 细 胞 中 Resistin、

p-AKT、p-PI3K、Snail、Twist1、Vimentin的表达均显著

降低（P<0.05）而 E-cadherin 蛋白表达显著升高

（P<0.05），miR-625 inhibitor 组 Resistin 、p-AKT、p-

PI3K、Snail、Twist1、Vimentin 的表达均显著增加

（P<0.05），而 E-cadherin 表达显著降低（P<0.05）；与

miR-625 inhibitor 组 相 比 ，miR-625 inhibitor+si-

Resistin 组细胞中 Resistin、p-AKT、p-PI3K、Snail、

Twist1、Vimentin的 表 达 均 显 著 降 低（P<0.05），而

E-cadherin 表达显著升高（P<0.05）；NC 组与 Blank

组、miR-625 inhibitor+si-Resistin 组中各蛋白表达无

显著差异（P>0.05）。

2.5 miR-625 通 过 负 向 调 控 Resistin 蛋 白 抑 制

NSCLC细胞裸鼠移植瘤的生长

裸鼠成瘤实验结果（图 8A）显示，从第 4 天

起，miR-625 mimic 组及 si-Resistin 组移植瘤体积

即显 著 小 于 Blank 和 NC 组（P<0.05），miR-625

inhibitor组体积显著大于Blank组（P<0.05），miR-625

inhibitor+si-Resistin组体积显著小于miR-625 inhibitor

组（P<0.05），NC组与miR-625 inhibitor+si-Resistin组

移植瘤体积无显著差异（P>0.05）。2 周后称取移

植瘤质量 ，结果（图 8B）显示 ，miR-625 mimic组、

si-Resistin组瘤质量显著小于Blank组（P<0.05），miR-

625 inhibitor 组瘤质量显著大于 Blank 组（P<0.05），

miR-625 inhibitor+si-Resistin组瘤质量显著小于miR-

625 inhibitor组（P<0.05），NC组与Blank组、miR-625

inhibitor+si-Resistin 组瘤质量无显著差异（均 P>

0.05）。
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*P<0.05 vs Blank or NC group, △P<0.05 vs miR-625 inhibitor group

A: Effects of miR-625 and Resistin on the migration of A549 cells ; B: Effects of miR-625 and Resistin on the migration of H226 cells

图6 miR-625通过负向调控Resistin表达抑制NSCLC细胞的迁移（（×200））

Fig.6 miR-625 inhibited the migration of NSCLC cell lines by negatively regulating Resistin expression (×200)

3 讨 论

本研究发现，与癌旁组织相比，NSCLC 组织中

miR-625存在显著低表达，而 Resistin 明显高表达，

两者的表达水平在 NSCLC样本中存在负相关，且

Resistin 表达与 NSCLC 患者的肿瘤分化、临床分

期及淋巴结转移具有相关性。Resistin 是一种富

含半胱氨酸的分子量为125 000的分泌型蛋白，其主

要由巨噬细胞、树突状细胞及单核细胞合成[11]。既往

有学者研究[14]发现，NSCLC患者血清中Resitin的表

达水平显著升高，且与患者的体质量减轻密切相关；

GONG等[15]研究发现，在肺腺癌组织中Resistin表达

亦显著升高，Resitin可能通过与细胞膜表面的TLR4

受体相互作用，磷酸化胞内Src蛋白，后者通过PI3K/

Akt 途径激活 NF-κB 信号通路 ,从而上调 MMP2 及

Twist1蛋白表达，促进肿瘤细胞的侵袭及转移。为

进一步明确miR-625与Resistin的相互作用机制，本

研究利用生物信息学手段进行预测，结果表明 Re‐

sistin 基因的 3’-UTR 存在能与 miR-625 的互补区

域，并通过双荧光素酶基因报告实验结果证实

Resistin 是 miR-625 的靶基因，后者可负向调控其

表达。在体外实验中发现，与正常支气管上皮细

胞相比，miR-625在4种NSCLC细胞株中的表达显著

降低，而Resistin的表达明显增加。
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*P<0.05 vs Blank or NC group, △P<0.05 vs miR-625 inhibitor group

A: Expression levels of Resistin, p-AKT, p-PI3K, E-cadherin, Snail, Twist1, and Vimentin in A549 and H226 cells transfected

with miR-625 mimic/inhibitor and/or si-Resistin detected by Immunoblots; B: Data statistics

图7 miR-625和Resistin对NSCLC细胞中PI3K/AKT/Snail通路相关蛋白表达的影响

Fig.7 Effects of miR-625 and Resistin on the expression of PI3K/AKT/Snail pathway-related proteins in NSCLC cells

*P<0.05 vs Blank group,∆P<0.05 vs miR-625 inhibitor group

A: Time-dependent tumor volume curves in Blank control, negative controls (NC), miR-625 mimic, miR-625 inhibitor,

si-Resistin and miR-625 inhibitor + si-Resistin groups; B: Tumors mass in the above groups

图8 miR-625通过负向调控Resistin蛋白抑制A549细胞裸鼠移植瘤的生长

Fig.8 miR-625 inhibited the growth of A549 cell transplanted tumors in nude mice by

negatively regulating expression of Resistin

侵袭及转移是恶性肿瘤的重要的生物学特征，

而细胞增殖能力又是肿瘤细胞侵袭及转移的基础[16]。

本研究发现，上调miR-625或抑制Resistin的表达可

使NSCLC细胞的增殖、侵袭及浸润迁移能力明显下

降，而下调miR-625的表达可明显促进肿瘤细胞的增

殖、侵袭及浸润迁移能力。恶性肿瘤的侵袭转移机

制非常复杂，其涉及血管形成、细胞间黏附能力的改

变及上皮-间充质转化（epithelial-mesenchymal transi‐

tion，EMT）等多个过程[17-18]。而 EMT在肿瘤转移的

早期过程中发挥着关键作用。上皮细胞在EMT进程

中逐渐失去与基底膜的连接，并通过改变细胞形态、

破坏细胞间黏附力和增加细胞运动性来获得间充质

细胞特性。E-cadherin和Vimentin分别是EMT过程

中上皮和间质表型的标志蛋白。肿瘤细胞通过EMT

作用获得较高的迁移能力，这进一步增强了肿瘤的

侵袭与转移[18]。EMT是受AKT激酶调控的众多生物

学过程中的一种，TGF-β1可通过 PI3K/AKT与丝裂

原活化激酶/细胞外信号调节激酶 1/2途径诱导肺癌

细胞发生 EMT过程[19]。而活化的AKT激酶能够通

过上调间充质细胞特异性蛋白Snail/Twist并抑制上
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皮特异性蛋白如E-cadherin的表达来促进EMT的进

程。Snail/Twist蛋白也可以直接与E-cadherin的启动

子区域相结合抑制后者的表达,促进EMT的发生[20]。

本研究发现，上调miR-625或抑制Resistin的表达能

够显著抑制蛋白 p-AKT、p-PI3K、Snail、Twist1、vi‐

mentin表达并上调E-cadherin蛋白的表达，因此推测

miR-625/Resistin可通过调控PI3K/AKT/Snail通路相

关蛋白表达影响NSCLC细胞的EMT。裸鼠体内成

瘤实验同样表明上调miR-625或抑制Resistin的表达

能够显著削弱 A549 细胞移植瘤的生长，下调 miR-

625的表达可产生相反的结果。

综上，本研究发现miR-625在NSCLC组织和细

胞中呈低表达且能够负向调控Resistin的表达，从而

影响NSCLC细胞的侵袭及迁移能力及EMT，其可能

通过PI3K/AKT/Snail信号通路发挥上述作用。
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