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miR-125a-5p通过靶向APAF1增强非小细胞肺癌细胞吉非替尼耐药性
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[摘 要] 目的：探讨miR-125a-5p在诱导非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）细胞吉非替尼（gefitinib，Gef）耐药

中的作用及其机制。方法：选用人NSCLC 耐药细胞株 A549/GR 和 NSCLC细胞株A549，将miR-125a-5p mimic、miR-125a-5p

inhibitor、pcDNA3.1-APAF1、空载体pcDNA3.1转染至A549/GR细胞。用qPCR检测细胞中miR-125a-5p的表达水平，用MTT法、

Transwell小室法和流式细胞术检测Gef对细胞增殖、迁移和凋亡的影响。用双荧光素酶报告基因实验验证miR-125a-5p与细胞

凋亡蛋白酶活化因子1（apoptotic peptidase activating factor 1，APAF1）的靶向关系，用Western blotting检测A549/GR细胞中APAF1蛋白水

平，用比色法测定细胞中 caspase-3 及 caspase-9 表达水平。结果：A549/GR 细胞中miR-125a-5p表达水平显著高于A549细

胞（P<0.01）。敲降miR-125a-5p显著增强Gef对A549/GR细胞增殖、迁移的抑制作用（均P<0.05），并促进细胞凋亡（P<0.01）。双

荧光素酶报告基因实验证实miR-125a-5p靶向APAF1，并负调控其表达。进一步实验显示，miR-125a-5p通过靶向下调APAF1缓

解Gef对A549/G细胞增殖、迁移的抑制作用及凋亡的促进作用（均P<0.05），减弱Gef引起的凋亡相关蛋白caspase-3及caspase-9表达的上调

（均P<0.05）。结论：miR-125a-5p促进NSCLC细胞Gef耐药，其机制是通过靶向APAF1而促进细胞的增殖、迁移并抑制凋亡。
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miR-125a-5p promotes the resistance to gefitinib in non-small cell lung carcinoma
cells by targeting APAF1

LI Yanminga, HAO Yanbinga, YANG Jileib, LI Chuanguic, CHEN Wanshenga, SUN Zhongzhed, RONG Yua (a. Thoracic Surgery; b. Geriatrics;

c. CT Scan Room; d. Pathology Department, the First Affiliated Hospital of Hebei North University, Zhangjiakou 075000, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the role of miR-125a-5p in inducing the gefitinib (Gef)-resistance of non-small cell lung carcinoma

(NSCLC) cells and its possible mechanism. Methods: Human NSCLC drug-resistant cell line A549/GR and NSCLC cell line

A549 were chosen for this study. miR-125a-5p mimic, miR-125a-5p inhibitor, pcDNA3.1-APAF1 and empty vector pcDNA3.1

were transfected into A549/GR cells. The expression level of miR-125a-5p in cell lines was detected by qPCR. MTT, Transwell and

Flow cytometry were used to detect the effects of Gef on proliferation, migration and apoptosis of cell lines, respectively. The targeting

relationship between miR-125a-5p and APAF1 (apoptotic peptidase activating factor 1) was verified by Dual-luciferase reporter gene

system. In addition, the expression of APAF1 protein in A549/GR cells was detected by Western blotting. The expression levels of

caspase-3 and caspase-9 were assessed by colorimetry. Results: Expression level of miR-125a-5p was upregulated significantly in Gef-

resistant A549/GR cells (P<0.01). And the influences of Gef on A549/GR cells were enhanced by knockdown of miR-125a-5p, including

inhibiting cell proliferation and migration (all P<0.05) and inducing apoptosis (P<0.01). Dual luciferase reporter gene assay confirmed

that miR-125a-5p targeted APAF1 and negatively regulated its expression. Furthermore, by targetedly downregulating APAF1,

miR-125a-5p alleviated the inhibition of proliferation and migration (all P<0.05) and promotion of apoptosis (P<0.05) of A549/GR

cells caused by Gef, and attenuated Gef-induced upregulation of apoptosis-related proteins caspase-3 and caspase-9 (all P<0.05).

Conclusion: miR-125a-5p promotes Gef-resistance of A549/GR cells, and the underlying mechanisms are promotion of proliferation,

migration and inhibition of apoptosis of non-small cell lung cancer cells by targeting APAF1.

[Key words] gefitinib (Gef); non-small cell lung cancer (NSCLC); A549/GR cell; acquired drug-resistance; miR-125a-5p; apoptotic

peptidase activating factor 1(APAF1); proliferation; migration; apoptosis
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肺癌为病死率最高的恶性肿瘤，中国是肺癌高

发国家，其发病率及病死率呈逐年上升趋势，其中非

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

超过 85%[1]。吉非替尼（gefitinib，Gef）属于表皮生长

因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）酪

氨酸激酶抑制剂，广泛用于NSCLC的靶向治疗。虽

然Gef治疗初期疗效显著，但在用药 6~12个月后多

出现继发性耐药[2-3]，导致治疗效果不理想，是NSCLC

患者预后不良的重要因素。微小 RNA（microRNA,

miRNA）作为基因表达的转录调控因子，在肺癌的发

生[4]和多药耐受[5]中起关键作用。例如，miR-124a通

过靶向 USP14 增强 NSCLC 细胞对 Gef 的敏感性[6]；

miR-125a-5p通过促进NSCLC细胞的上皮间质转化

促进其厄洛替尼耐药[7]。细胞凋亡蛋白酶活化因子1

（apoptotic peptidase activating factor 1，APAF1）是细

胞色素C依赖性凋亡信号通路中的核心促凋亡因子

之一，在多种肿瘤中表达显著下调，提示其为一抑癌

基因。生物信息学分析结果表明，APAF1 是 miR-

125a-5p的潜在靶标，但目前关于miR-125a-5p通过靶

向APAF1途径，对于NSCLC细胞Gef耐药性的影响

报道甚少。本研究通过观察miR-125a-5p在NSCLC

细胞Gef耐药中的作用，初步确定其作用靶标，阐明

其分子机制，为克服NSCLC治疗中Gef耐药性提供

新的思路和实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人NSCLC吉非替尼耐药细胞株A549/GR（货号：

XB-4151）及 Gef 敏感 NSCLC 细胞株 A549（货号：

XB-0298）购于上海奥陆生物科技有限公司。

10%胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 μg/ml 链霉

素和RPMI 1640培养液购自HyClone公司，Gef购自

AstraZeneca公司，逆转录试剂盒购自TaKaRa公司，

LipofectamineTM 2000购自Gibco公司，TRIzol和胰蛋

白酶购自美国 Invitrogen公司，双荧光素酶报告基因

试剂盒和报告基因载体均购自Applied Biosyetems公

司，Platinum SYBR SuperMix 试剂购自 Promega 公

司，BCA 蛋白提取试剂盒和 SDS-PAGE 凝胶快速

制备试剂盒均购自 Bio-Rad 公司，RIPA裂解液购

自Beyotime公司，Annexin-V-FITC/PI凋亡检测试剂

盒购自 eBioscience公司，Transwell小室购自Corning

公司，APAF1、β-actin 蛋白一抗及辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的 APAF1 二抗、

ECL显色剂、活化 caspase-9比色法检测试剂盒和活

化 caspase-3 比色法检测试剂盒购自 Abcam 公司，

miR-125a-5p mimic、miR-125a-5p inhibitor、pcDNA3.1-

APAF1均由上海吉玛公司提供。

1.2 细胞培养、转染及分组

A549 细胞及 A549/GR 细胞均采用含 10% 胎牛

血清、100 U/ml 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的 RPMI

1640培养液在37 ℃、5%CO2培养箱中常规培养。用

胰酶消化对数生长期A549/GR细胞，RPMI 1640培养

基调整密度为 1×105 个 /ml。将细胞接种至 6 孔板

（2 ml细胞悬液/孔），置于 37 ℃、5%CO2培养箱培养

24 h。分为以下4组：空载体组、miR-125a-5p inhibitor

组 、pcDNA3.1-APAF1 组 、pcDNA3.1-APAF1+miR-

125a-5p mimic 组，按 LipofectamineTM 2000 转染说

明 将 miR-125a-5p mimic、miR-125a-5p inhibitor、

pcDNA3.1-APAF1、空载体pcDNA3.1转染至A549/GR

细胞中。

1.3 qPCR检测A549/GR细胞中miR-125a-5p的表达

水平

收集待测转染前后细胞，应用TRIzol一步法试

剂盒提取细胞总 RNA，取 1 μg 总 RNA 逆转录制备

cDNA。取 2 μl逆转录产物进行 PCR检测。PCR引

物序列：miR-125a-5p F 为 5'-CGGGCTCACAAGT‐

CAGGCTC-3'，R 为 5'-CAGCCACAAAAGAGCACA

AT-3'；U6 F为5'-CAGGGGCCATGCTAAATCTTC-3'，

R 为 5'-CTTCGGCAGCACATATACTAAAT-3'。 PCR

反应体系为 20 μl，其中含 2 μl 逆转录产物、10 μl

SYBR Green Mix、6 μl dH2O、上下游引物（10 μmol/L）

各 0.5 μl。PCR热循环参数：95 ℃ 5 min，94 ℃变性

30 s，60 ℃退火 30 s；共 45个循环。以U6为内参，采

用2-ΔΔCt法计算miR-125a-5p的相对表达水平。

1.4 MTT法检测A549/GR细胞的增殖能力

调整各组细胞密度至1×105个/ml接种于96孔板

（100 μl细胞悬浮液/孔）中，每组细胞设置 3个复孔，

于37 ℃、5% CO2饱和湿度培养箱中培养。待细胞贴

壁后，加入不同浓度的Gef（以RPMI 1640培养液溶

解至浓度为 10-3、10-2、10-1、1、2、4、6、8 μmol/ml，对照

组加等量培养液），分别于贴壁 0、24、48、72、96 h取

样，加入20 μl MTT（5 mg/ml），培养箱内孵育4 h。离

心，弃去上清液，每孔加入200 μl培养液，摇床上充分

摇匀至结晶完全溶解。最后，在酶标仪上测量波长

在 530 nm 处的光密度（D）值，计算增殖率=100%×

(DN h-D0 h)/D0 h。

1.5 Transwell小室法检测A549/GR细胞的迁移能力

取对数生长期待测细胞，胰蛋白酶消化，无

血清培养基悬浮并调整细胞密度至 1×105个/ml，于

Transwell上室每孔接种 200 μ l 细胞液，下室加入

600 μl含 10%血清的RPMI 1640培养液，每组设 3个

复孔。37 ℃、5%CO2培养箱中培养 24 h后，取出小
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室，用 2.5% 戊二醛固定 15 min，并以 0.5% Triton

X-100处理3 min，苏木精中染色15 min。将培养小室倒

置，显微镜下（×40）观察、拍照，统计迁移细胞数。

1.6 Annexin V-FITC/PI染色流式细胞术检测A549/GR

细胞的凋亡水平

取对数生长期待测细胞接种于 6 孔板，每孔

1×105个细胞，预冷的PBS洗涤细胞 3次，再与 500 μl

预冷的结合缓冲液及5 μl 膜联蛋白V-FITC于暗房室

温下孵育温育 15 min。上机检测 5 min前加入 2.5 μl

PI进行染色，最后经流式细胞仪检测并分析细胞凋

亡水平。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证miR-125a-5p的

靶基因

全 cDNA 扩增 APAF1 的 3'UTR（miR-125a-5p 结

合靶点），克隆至 pMIR-Report荧光素酶载体中得到

野生型质粒APAF1 WT-luc。再将APAF1上结合序列

突变，克隆至相同荧光素酶载体中得到突变型质粒

APAF1 MUT-luc。将APAF1 WT-luc、APAF1 MUT-luc、

miR-125a-5p mimic以及相应阴性对照转染至细胞，

37 ℃、5%CO2饱和湿度培养箱中孵育48 h后，收集细

胞使用裂解缓冲液裂解细胞，按照荧光素酶报告基

因系统说明书指导对细胞样品进行检测，实验结

果所得数据为海肾荧光素酶与萤火虫荧光素酶的

比值。

1.8 Western blotting（WB）检 测 A549/GR 细 胞

APAF1的表达水平

收集转染 48 h后的A549/GR细胞，经RIPA裂解

后BCA试剂盒检测蛋白浓度。每组取等量蛋白上

样，进行 SDS-PAGE、转至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶

封闭 2 h。切取所需蛋白条带，加入 APAF1一抗

（1∶1 000）于4 ℃过夜，PBS冲洗多余一抗，加入HRP

标记的APAF1二抗（1∶2 000），室温下摇床孵育 1 h，

回收二抗。加入TBST洗涤，使用ECL进行显色。使

用Bio-Rad成像系统采集图像，以 β-actin为内参，进

行定量分析。

1.9 比色法测定A549/GR细胞中caspase-3和caspase-9

的表达水平

取待测细胞重悬，将 3×106 细胞加入 50 μl预冷

细胞裂解缓冲液，冰上孵育10 min。4 ℃下10 000×g

离心 1 min。取上清液按试剂盒操作说明分别加入

caspase-3 和 caspase-9 底物 DEVD- ρ -nitroanilide 和

LEHD-ρ-nitroanilide，37 ℃下孵育 2 h，于酶标仪波长

405 nm处测定D值。

1.10 统计学处理

1.3~1.9实验均重复3次。采用SPSS20.0统计软

件对实验数据进行统计分析，GraphPad Prism 7对实

验数据进行相关图片的绘制。正态分布的计量数据

以 x̄±s 表示，两组间均数比较采用 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析。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-125a-5p在Gef耐药细胞A549/GR中高表达

qPCR检测结果（图1A）显示，与A549细胞比较，

A549/GR细胞中miR-125a-5p水平显著上调（t=9.18，

P<0.01）。同时，MTT检测结果（图 1B）显示，在递增

浓度的Gef作用下，A549/GR细胞增殖率均显著高于

A549细胞（cB=10-1μmol/L：t=3.67，P<0.05；cB=1 μmol/L：

t=6.12 ，P<0.01 ；cB=2 μmol/L ：t=9.03 ，P<0.01 ；cB=

4 μmol/L ：t=7.34 ，P<0.01 ；cB=6 μmol/L ：t=6.27，

P<0.01；cB=8 μmol/L：t=7.66，P<0.01），且A549/GR细

胞的半数抑制剂量（IC50=2.682 μmol/L）高于A549细

胞（IC50=0.037 μmol/L）。结果表明，miR-125a-5p 高

表达可能与NSCLC细胞Gef耐药性有关。

*P<0.05, **P<0.01 vs A549 group

A: The expression level of miR-125a-5p in cells was measured by qPCR;

B: The proliferation of A549 and A549/GR cells was measured by MTT assay

图1 A549/GR和A549细胞中miR-125a-5p水平及细胞的增殖率

Fig.1 Expression level of miR-125a-5p and proliferation rates in A549 and A549/GR cells
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2.2 敲降miR-125a-5p上调A549/GR细胞Gef敏感性

qPCR检测结果（图 2A）显示，与空载体（NC）组

比较，miR-125a-5p inhibitor组A549/GR细胞中miR-

125a-5p表达水平显著下降（t=8.11，P<0.01）。MTT、

Transwell和Annexin V-FITC/PI染色流式细胞术检测

结果（图 2B~D）显示，与比空白对照（Ctrl）组比较，

2.5 μmol/L Gef显著抑制A549/GR细胞的增殖（48 h:

t=3.23，P<0.05；72 h: t=5.51，P<0.01；96 h: t=8.75，

P<0.01）和迁移（t=3.33，P<0.05），并诱导其凋亡（t=

4.87，P<0.01）。此外，与Ge组比较，Gef处理同时敲

降 miR-125a-5p 组细胞增殖（48 h: t=4.39，P<0.05；

72 h: t=8.13，P<0.01；96 h: t=7.21，P<0.01）和迁移

数（t=3.27，P<0.05）均显著下调，而凋亡水平（t=6.27，

P<0.01）显著上调。上述结果表明，敲降miR-125a-5p

通过抑制细胞增殖和迁移并诱导细胞凋亡，提高

A549/GR细胞的Gef敏感性。

▽▽P<0.01 vs NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs Control group; △P<0.05, △△P<0.01 vs Gef group

A: The expression level of miR-125a-5p in A549/GR was measured by qPCR; B: The proliferation of A549/GR

cells was measured by MTT assay; C: The migration of A549/GR cells was measured by Transwell assay (×40);

D: The cell apoptosis of A549/GR cells was measured by Flow cytometry

图2 敲降miR-125a-5p对A549/GR细胞miR-125a-5p表达、增殖、迁移和凋亡的影响

Fig.2 Effects of miR-125a-5p knockdown on miR-125a-5p expression, proliferation, migration and apoptosis of A549/GR cells

2.3 miR-125a-5p靶向负调控APAF1表达

生物信息学数据库StarBase V3.0预测APAF1是

miR-125a-5p的候选靶基因，其结合序列见图3A。双

荧光素酶报告基因实验结果（图 3B）显示，过表达

miR-125a-5p 显著降低野生型报告基因 APAF1WT-

luc荧光素酶活性（t=6.10，P<0.01），而对突变型载

体 APAF1MUT-luc荧光素酶活性无显著影响（t=1.07，

P>0.05）。随后，WB实验结果（图3C）显示，与对照组

比较，过表达 miR-125a-5p 致使 A549/GR 细胞中

APAF1表达水平明显下调（t=5.20，P<0.01）。上述结

果表明，miR-125a-5p靶向APAF1并负调控其表达。

2.4 敲降 miR-125a-5p 通过上调 APAF1 增加 A549/

GR细胞Gef敏感性

WB 实验结果（图 4A）显示，转染 pcAPAF1 后，

A549/GR细胞中 APAF1 蛋白水平显著高于对照组

（t=5.05，P<0.01），而同时转染 pcAPAF1和miR-125a-

5p mimic后细胞APAF1蛋白水平与对照组比较差异

无统计学意义。MTT、Transwell和Annexin V-FITC/

PI染色流式细胞术检测结果（图4B~D）显示，仅过表

达APAF1明显上调2.5 μmol/L Gef对A549/GR细胞增

殖（48 h: t=4.66，P<0.05；72 h: t=7.60，P<0.05；96 h: t=

7.48，P<0.05）和迁移（t=4.33，P<0.05）的抑制作用，并
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促进细胞凋亡（t=7.79，P<0.01）。而同浓度Gef对同

时过表达 miR-125a-5p和APAF1组细胞的增殖（48 h:

t=1.69，P>0.05；72 h: t=2.09，P>0.05；96 h: t=1.80，

P>0.05）、迁移（t=0.47，P>0.05）和凋亡（t=0.66，P>0.05）

的影响与对照组比较差异无统计学意义。比色法检

测结果（图 4E）显示，仅过表达 APAF1 显著增加

caspase-3（t=9.19，P<0.01）和caspase-9（t=18.32，P<0.01）

蛋白的活性；而同时过表达 APAF1 和 miR-125a-

5p 组细胞中 caspase-3（t=3.25，P>0.05）和 caspase-9

（t=3.56，P>0.05）蛋白活性均与对照组比较差异无统

计学意义。结果表明，敲降miR-125a-5p通过靶向上

调APAF1表达，抑制A549/GR细胞增殖和迁移，并且

增加 caspase-3和 caspase-9蛋白活性，促进细胞凋亡，

从而增加A549/GR细胞Gef敏感性。

**P<0.01 vs NC group

A: The binding site of miR-125a-5p and APAF1 was verified by microRNA database; B: The luciferase activity was

detected by dual luciferase reporter gene assay; C: The expression of APAF1 was measured by WB assay

图3 miR-125a-5p靶向下调APAF1

Fig.3 miR-125a-5p targeted and downregulated APAF1

3 讨 论

NSCLC由于潜伏期长，确诊时多为中晚期，无法

接受手术治疗，放、化疗是多数NSCLC患者治疗的重

要手段，但不良反应多且严重，治疗效果仍不理想。

分子靶向药物对于NSCLC治疗具有高效且毒副作用

小的优势[8]。Gef 属于 EGFR-酪氨酸激酶抑制剂

（EGFR-tyrosine kinase inhibitor，EGFR-TKI），是目前

常用于治疗NSCLC的分子靶向药物。但由于原发性

的耐药，患者本身药物敏感性的差异导致疗效与预

期有出入，且长期基于Gef治疗的患者也多对药物产

生继发性的多药耐受[9]。目前，药物耐受成为EGFR-

TKI治疗的瓶颈，也是影响NSCLC患者治疗效果的

重要因素。

miRNA在许多肿瘤中存在表达水平或加工异常

以及突变现象，影响了靶基因蛋白水平，参与多种肿

瘤的耐药形成[10-11]，并且可影响肿瘤细胞对Gef敏感

性[12]。已有研究表明，miR-125a-5p与多种人类肿瘤

的耐受过程相关，例如，miR-125a-5p表达失调与黑色

素瘤细胞对厄洛替尼耐药[13]，以及肺癌细胞放射耐

受[14]及顺铂耐受[15]过程相关。同时miR-125a及miR-

125b还通过直接调控EGFR家族成员，增加乳腺癌细

胞对Gef和拉帕替尼的敏感性[16]。本研究通过观察

A549/GR细胞在Gef作用下，其miR-125a-5p表达对

细胞增殖、迁移和凋亡行为的影响，探讨了miR-125a-

5p对NSCLC Gef敏感性的调控作用，并确定APAF1

为miR-125a-5p促进Gef耐药的靶分子之一。

APAF1作为凋亡激活剂主要参与线粒体凋亡途

径的信号转导，在三磷酸腺嘌呤脱氧核苷酸（dATP）

和ATP的联合作用下，APAF1被细胞色素C所激活，

活化后的APAF1进一步激活 caspase-9和 caspase-3，

从而启动凋亡级联，发起细胞凋亡[17]。APAF1是确切

的抑癌基因[18]，在多种恶性肿瘤中表达异常。诱导凋

亡是肿瘤治疗中一个非常重要的目标，细胞凋亡是

发生在多细胞生物中的一种程序性死亡的过程，受

到多基因的精确调控，在整个生命周期中处于稳定

状态。因此，凋亡受阻和肿瘤的进展有着密切的关

系，是肿瘤耐药的重要原因[19]。例如，APAF1受miR-

484负调控与A549细胞的恶性生物学行为相关[20]；

miR-300通过下调APFA1表达促进NSCLC对于辐射

耐受[14]；ZHU等[21]研究发现，敲降PRRX1下调APAF1

表达，可能通过抑制 caspase-3通路促进A549细胞的
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抗凋亡能力和顺铂耐药。本研究结果也表明，miR-125a-

5p/APAF1 分子轴对 caspase-3 和 caspase-9 活化具有

调控作用，进一步揭示了NSCLC细胞抑制凋亡小体

的生成，从而显著减轻Gef的杀伤效应的分子机制。

*P<0.05, **P<0.01 vs Gef group;△△P<0.01 vs Gef+miR-125a-5p group

A: The expression of APAF1 in A549/GR cells was detected by WB assay; B: The proliferation of A549/GR cells was measured by

MTT assay; C: The migration of A549/GR cells was measured by Transwell assay (×40); D: The cell apoptosis of A549/GR cells was

measured by Flow cytometry; E: The activities of caspase-3 and caspase-9 were assessed by colorimetry

图4 敲降miR-125a-5p通过靶向上调APAF1对A549/GR细胞APAF1，caspase-3 and caspase-9表达和增殖、克隆形成及凋亡的影响

Fig.4 Effects of miR-125a-5p knockdown on the expressions of APAF1, caspase-3 and caspase-9, and the proliferation,

clone formation and apoptosis of A549/GR cells by targetedly up-regulating APAF1

综上所述，miR-125a-5p通过抑制APAF1依赖的

细胞凋亡途径，促进NSCLC细胞增殖和迁移，并抑制

细胞凋亡，从而诱导Gef耐药性产生。而敲降miR-

125a-5p能够有效缓解NSCLC细胞的Gef耐受。
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