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[摘 要] 目的：探讨miR-21靶向程序性细胞死亡因子 4（programmed cell death factor 4，PDCD4）对非小细胞肺癌（non-small

cell lung cancer，NSCLC）A549细胞增殖和迁移的影响及其作用机制。方法：采用脂质体转染技术分别将miR-21 mimics、miR-21

inhibitors、miR-NC质粒转染到对数生长期的A549细胞，转染48 h后在荧光显微镜下观察转染效率，用qPCR法检测A549细胞中

miR-21、PDCD4 mRNA的表达水平。用双荧光素酶报告基因验证miR-21与PDCD4的靶向关系，用MTT法检测细胞的增殖能

力，用Transwell小室法检测细胞的迁移能力，用 ELISA 法检测各组细胞培养液中TNF-α水平，用WB法检测细胞中PDCD4、

NF-κB p65、p-NF-κB p65蛋白的表达水平。结果：成功构建miR-21过表达和沉默的A549细胞系。双荧光素酶报告基因实验证

实miR-21靶向抑制 PDCD4 表达。过表达 miR-21 可明显抑制A549细胞中PDCD4 mRNA表达（P<0.01），促进细胞的增殖

与迁移能力（P<0.05 或 P<0.01），提高 TNF-α分泌水平（P<0.01），下调 PDCD4 蛋白的表达（P<0.01），上调 p-NF-κB p65 蛋

白的表达（P<0.05）。沉默miR-21对细胞的影响则与过表达miR-21的作用相反。结论：过表达miR-21可促进A549细胞增殖和

迁移能力，该作用可能与其靶向抑制PDCD4、激活NF-κB/TNF-α通路有关。
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miR-21 regulates the proliferation and migration of non-small cell lung cancer
A549 cells by targeting PDCD4 gene
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[Abstract] Objective: To explore the effects of miR-21 targeting PDCD4 (programmed cell death factor 4) on proliferation and migration

of non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells and the possible mechanism. Methods: The miR-21 mimics, miR-21 inhibitors and

miR-NC plasmids were transfected into A549 cells in logarithmic growth phase by liposome transfection technology. Forty-eight hours after

transfection, the transfection efficiency was observed under a fluorescence microscope, and the mRNA expression levels of miR-21 and

PDCD4 in A549 cells were detected by qPCR. Dual luciferase reporter gene experiment was used to detect the targeting relationship between

miR-21 and PDCD4, MTT method was used to detect cell proliferation, Transwell chamber method was used to detect cell migration ability,

and ELISA was used to detect the content of TNF-α in each group of cell culture fluids. WB was used to detect the protein expression levels

of PDCD4, NF-κB p65 and p-NF-κB p65 in cells. Results: The A549 cell line with miR-21 over-expression or knockdown was successfully

constructed. Dual luciferase reporter gene assay confirmed that miR-21 targetedly inhibited PDCD4 expression. Over-expression of miR-21

could significantly inhibit the mRNA expression of PDCD4 in A549 cells (P<0.01), promote cell proliferation and migration (P<0.05

or P<0.01), increase the secretion level of TNF-α (P<0.01), down-regulate the expression of PDCD4 protein (P<0.01), and up-regulate

p-NF-κB p65 protein level (P<0.05). The effect of silencing miR-21 on cells was opposite to the effect of miR-21 over-expression.

Conclusion: Over-expression of miR-21 can promote the proliferation and migration ability of A549 cells, which may be related to its targeted

inhibition of PDCD4 and activating the NF-κB/TNF-α pathway.

[Key words] programmed cell death factor 4 (PDCD4); microRNA-21 (miR-21); non-small cell lung cancer (NSCLC); A549 cell;

proliferation; migration
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肺癌是临床最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

不断上升，全球每年死于肺癌的患者超过 100万例，

是多数国家恶性肿瘤病死的首要原因[1]。非小细胞

肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）约占肺癌发

病数的 80%左右[2]。随着手术、放疗、化疗等多种治

疗手段的不断发展，肺癌在临床治疗上取得了长足

进步，但预后极差，5年生存率仅为 10%~15%[3]。因

此，探讨肺癌发生发展相关的分子机制，对于防治具

有十分重要的意义。研究[4]显示，miR-21与肿瘤关系密

切，参与调控多种肿瘤的发生发展及转移过程。程序

性细胞死亡因子 4（programmed cell death factor 4，

PDCD4）是一种抑癌基因，在人体多种组织中广泛表

达，对肿瘤的发生发展起重要作用[5]。miR-21 通过

PDCD4调控肿瘤细胞的增殖、侵袭及迁移能力[6]，但

其在NSCLC中作用机制的研究报道较少。本研究通

过观察miR-21对人NSCLC细胞A549增殖、迁移的

影响及其对 PDCD4 的调控作用，探讨其作用机

制，旨在为临床 NSCLC 的诊断与治疗提供参考

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人NSCLC细胞A549购自美国ATCC公司。RPMI

1640培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）购自美

国Gibco公司，miR-21模拟物（mimics）、miR-21抑制剂

（inhibitors）、miR-阴性对照（miR-NC）质粒由上海吉玛

制药技术有限公司设计，LipofectamineTM 2000试剂盒

购自美国 Invitrogen公司，MTT试剂盒购自美国Sigma

公司，Transwell小室购自美国Corning公司，肿瘤坏死

因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）ELISA试剂盒购

自武汉博士德生物工程有限公司，兔抗人PDCD4、核转

录因子κB（nuclear transcription factor κB，NF-κB）p65、

磷酸化(p-)NF-κB p65一抗、辣根过氧化物酶（horseradish

peroxidase，HRP）标记的山羊抗兔二抗均购自美国Abeam

公司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国Promega

公司。

1.2 细胞培养、分组与转染

将A549细胞复苏后转入含 10% FBS、100 U/ml

青霉素、100 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养基中，于

37 ℃、5% CO2培养箱内培养，每 2~3 d传代一次，取

对数生长期细胞用于实验。

将A549细胞随机分为空白对照组、阴性对照组、

过表达组和沉默组。转染前 1 d将A549细胞接种于

6孔板（2×105个/孔），置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养，待细胞贴壁良好，汇合度达70%时进行转染。按

照LipofectamineTM 2000转染试剂说明书的方法分别

将miR-21 mimics、miR-21 inhibitors、miR-NC转染至

A549细胞中，空白对照组不转染。培养48 h后，于荧

光显微镜下（×100）观察转染效率。随机选取 20

个视野进行计数、计算转染效率（转染效率=发

出绿色荧光细胞数 /细胞总数×100%）。

1.3 qPCR法检测A549细胞中miR-21及PDCD4 mRNA

的表达水平

收集各组转染细胞，按照TRIzol试剂盒说明书

的方法提取细胞总RNA，测定RNA的浓度和纯度，

并将总RNA逆转录成 cDNA，进行qPCR扩增。每组

设置5个复孔。反应体系20 μl：cDNA模板2 μl、上下

游引物各1 μl、2×SYBR Green qPCR Master Mix 10 μl、

双蒸水 6 μl。反应条件：预变性 94 ℃ 5 min；变性

94 ℃ 30 s，退火50 ℃ 30 s，70 ℃延伸60 s，共40个循

环。反应结束后确认熔解曲线，分析Ct值。引物序

列由上海吉玛公司设计合成（表1）。miR-21以U6为

内参，PDCD4 以 β-actin 为内参，按照 2-△△CT 法计算

miR-21和PDCD4 miRNA的相对表达量。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

Gene

miR-21

U6

PDCD4

β-actin

Sequence

F:5′-ATTAGCACTAGTAGCCTAGGA-3′

R:5′-ACGTCCCACAATTGCCGGATC-3′

F:5′-AGGCATCTACCGCAGCTAA-3′

R:5′-CGCATTAGCATGCCATAGA-3′

F:5′-ATCAATCGACGGATGACATC-3′

R:5′-CATGGATGCTAGCTACGATA-3′

F:5′-ACCGTATTAGCTAGCTACAGTA-3′

R:5′-ACTCGATCGAGATACGTAGCAA-3′

1.4 双荧光素酶报告基因验证miR-21与PDCD4的靶

向关系

根据生物信息学TargetScan、miRwalk软件预测

miR-21 与 PDCD4 之间的结合位点。将 PDCD4-

3′UTR插入荧光素酶报告基因载体 pMIR-REPORT，

构建野生型重组质粒pMIR-PDCD4 WT；将位点突变

的 PDCD4-3’UTR插入 pMIR-REPORT，构建突变型

重组质粒 pMIR-PDCD4 MUT。将 miR-NC/miR-21

mimics 与 pMIR-PDCD4-MT/pMIR-PDCD4-MUT 质

粒利用 LipofectamineTM 2000 转染试剂共转染 A549

细胞，培养48 h后检测荧光素酶活性，相对荧光素酶

活性以萤火虫荧光素酶/海肾荧光素酶表示。

1.5 MTT法检测A549细胞的增殖能力

转染48 h后收集各组细胞，用RPMI 1640培养基

悬浮细胞，以 1.0×105 个 /孔接种于 96 孔板，每组设
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置 5个复孔。分别培养 24、48 h，在每个时间点结束

前 4 h，每孔加入 20 μl MTT溶液，继续培养 4 h后吸

去上清，每孔加入 150 μl DMSO，充分震荡 10 min溶

解结晶，用酶标仪检测 450 nm波长处各孔的光密度

（D）值，绘制细胞生长曲线图。

1.6 Transwell小室法检测A549细胞的迁移能力

收集各组转染细胞，以不含FBS的RPMI 1640培

养基悬浮细胞，按 4×104个/孔接种于Transwell上室，

下室加入500 μl含10% FBS的RPMI 1640培养基，每

组设3 个复孔。置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养

24 h，取出小室，擦去上室未迁移的细胞，每孔加入1 ml

4%多聚甲醛溶液固定30 min，后用0.1%结晶紫染色

20 min，于光学显微镜下（×400）随机选取 10个视野

进行观察、计数迁移细胞数，并拍照。

1.7 ELISA法检测A549细胞培养液中TNF-α水平

收集各组转染细胞培养液，采用ELISA法检测

培养液中TNF-α水平。绘制标准曲线，根据标准曲

线计算培养液中TNF-α浓度。

1.8 WB法检测A549细胞中 PDCD4、NF-κB p65和

p-NF-κB p65蛋白的表达水平

提取各组细胞总蛋白，应用BCA试剂盒测定蛋

白浓度，取 50 μg 蛋白样品，进行 SDS-PAGE、转膜，

TBST 洗膜 3 次（10 min/次）后，5% 脱脂奶粉孵育

1 h。加入 PDCD4 、NF- κB p65 、p-NF- κB p65 一

抗（1︰1 000），内参β-actin一抗（1︰1 000），4 ℃摇床孵

育过夜。TBST洗膜3次，加入HRP标记的山羊抗兔

二抗（1︰4 000），室温下摇床孵育 2 h，TBST洗膜 3次

后，加入ECL化学发光剂，暗室曝光、显影。用ImageJ

图像软件分析PDCD4、NF-κB p65、p-NF-κB p65蛋白

条带的灰度值。

1.9 统计学处理

qPCR法、MTT法、Transwell小室法、ELISA法和

WB等实验均重复 3次。用SPSS 24.0统计学软件分

析所有实验数据。正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，

两组间比较采用 SNK-q检验，多组间比较采用单因

素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 成功构建miR-21过表达和沉默的A549细胞

转染 48 h后，在荧光显微镜下均可以观察到

各组 A549 细胞中绿色荧光表达（图 1）。miR-NC、

miR-21-mimics和miR-21-inhibitors各组细胞的转染

效率分别为 88.46%、89.53% 和 86.25%。结果表明，

成功构建miR-21过表达和沉默的A549细胞，可用于

后续实验。

图1 A549细胞转染后的明场及荧光图（×100）

Fig.1 The bright filed and fluorescence pictures of A549 cells after transfection (×100)

2.2 过表达或沉默miR-21对A549细胞中miR-21、

PDCD4 mRNA表达的影响

qPCR法检测结果（图2）显示，与Ctrl组和miR-NC

组比较，miR-21 mimics组A549细胞中 miR-21 mRNA

表达水平显著升高（均P<0.01），PDCD4 mRNA 表达

水平显著降低（均P<0.01）；miR-21 inhibitors 组细胞中

miR-21 mRNA 表达显著降低（均 P<0.01），PDCD4

mRNA 表达显著升高（均P<0.01）。结果表明，过表达

miR-21下调PDCD4 mRNA表达，沉默miR-21 表达上

调PDCD4 mRNA表达，miR-21参与调控PDCD4表达。
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**P<0.01 vs Ctrl or miR-NC group;
△△P<0.01 vs miR-21 mimics group

图2 过表达或沉默miR-21对A549细胞中miR-21和

PDCD4 mRNA表达的影响

Fig.2 Effect of over-expression or silence of miR-21 on

the expression of miR-21 and PDCD4 mRNA in A549 cells

2.3 miR-21靶向调控PDCD4

生物信息学TargetScan、miRwalk软件预测结果

（图 3A）显示，miR-21 与 PDCD4 有直接作用的可能

性，存在连续的结合位点。

双荧光素酶报告基因实验结果（图 3B）显

示，miR-21-mimics 转染 A549 细胞后，显著抑制了

同时转染 pMIR-PDCD4 WT质粒细胞的荧光素酶活

性（P<0.01），而对同时转染pMIR-PDCD4 MUT质粒细

胞的荧光素酶活性无影响（P>0.05）。结果表明，

miR-21靶向调控PDCD4表达。

2.4 过表达或沉默miR-21可提高或降低A549细胞

的增殖能力

MTT实验结果（图 4）显示，与miR-NC组比较，

miR-21 mimics组A549细胞24、48 h增殖活力显著升

高（均P<0.05），miR-21 inhibitors组细胞增殖活力显

著降低（均P<0.01）。结果表明，过表达miR-21表达

提高 A549 细胞的增殖能力，沉默 miR-21 表达降低

A549细胞的增殖能力。

2.5 过表达或沉默miR-21可增强或减弱A549细胞

的迁移能力

Tranwell小室法检测结果（图5）显示，与Ctrl组和

miR-NC组比较，miR-21 mimics 组的迁移细胞数显著

增多[（92.20±10.25）vs（66.10±7.02）、（63.40±7.41）个，

均P<0.01]；miR-21 inhibitors 组迁移细胞数显著减

少[（35.80±4.06）vs（66.10±7.02）、（63.40±7.41）个，

均P<0.01]。结果表明，过表达miR-21增强A549细胞

的迁移能力，沉默miR-21表达可降低A549细胞的迁移

能力。

**P<0.01 vs miR-NC group

A: miR-21 and PDCD4 have continuous binding sites;

B: Relative luciferase activity in A549 cells

图3 miR-21靶向调控PDCD4的表达

Fig.3 miR-21 targetedly regulated the expression of PDCD4

*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl or miR-NC group;
△△P<0.01 vs miR-21 mimics group

图4 过表达或沉默miR-21对A549细胞增殖的影响

Fig.4 Effect of over-expression or silence of miR-21

on proliferation of A549 cells

图5 过表达或沉默miR-21对A549细胞迁移的影响（结晶紫染色，×400）

Fig. 5 Effect of over-expression or silence of miR-21 on the migration of A549 cells (crystal violet staining, ×400)
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2.6 过表达或沉默miR-21可提高或降低A549细胞

培养液中TNF-α水平

ELISA法检测结果显示，与Ctrl组和miR-NC组

比较，miR-21 mimics组A549细胞培养液中TNF-α水

平显著升高 [（65.49±4.12）vs（28.02±3.03）、（27.15±

3.65）pg/ml，均P<0.01]，miR-21 inhibitors组TNF-α水

平显著降低 [（16.02±2.86）vs（28.02±3.03）、（27.15±

3.65）pg/ml，均 P<0.01]。结果表明，过表达 miR-21

可提高 A549细胞的TNF-α分泌水平，沉默miR-21表达

可降低TNF-α水平。

2.7 过表达或沉默miR-21后A549细胞中 PDCD4、

NF-κB p65、p-NF-κB p65蛋白表达的变化

WB法检测结果（图6）显示，与Ctrl组和miR-NC组

比较，miR-21 mimics 组 A549 细胞中 PDCD4蛋白的

表达水平显著降低（均P<0.01），p-NF-κB p65蛋白的

表达水平显著升高（均P<0.05）；miR-21 inhibitors组PDCD4

蛋白的表达水平显著升高（均P<0.01），p-NF-κB p65

蛋白的表达水平显著降低（均P<0.01）。结果表明，过

表达miR-21靶向下调PDCD4蛋白的表达，激活NF-κB

p65/TNF-α通路，促进A549细胞增殖和迁移。

*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl or miR-NC group; △△P<0.05 vs miR-21 mimics group

图6 过表达或沉默miR-21对A549细胞中PDCD4、NF-κB p65、p-NF-κB p65蛋白表达的影响

Fig.6 Effect of over-expression or silence of miR-21 on the protein expressions of PDCD4,

NF-κB p65 and p-NF-κB p65 in A549 cells

3 讨 论

NSCLC发病时早期症状不明显，70%~80%患者

确诊时已属疾病中晚期，失去根治性治疗的机会[7]。

NSCLC临床治疗以手术为主，配合放疗、化疗等手段

辅助治疗，仅常规化疗可以改善患者的临床症状，但

无法获得长期疗效，严重影响患者的身体健康和生

活质量。NSCLC发生发展过程涉及多个基因及多条

信号通路的改变，通过寻找与之相关的基因，探索其

恶性生物学行为影响的分子机制，有利于揭示

NSCLC的发病机制，对于NSCLC的防治具有重要的

意义。miR-21是一种原癌基因，参与肿瘤细胞增殖、

侵袭和迁移过程。研究[8-9]证明，miR-21在胰腺癌、大

肠癌等多种肿瘤细胞中异常表达。PDCD4是一种细

胞凋亡相关基因，通过抑制蛋白转录和翻译过程，调

控肿瘤细胞程序性死亡，抑制肿瘤细胞增殖[10]。

miR-21可通过调控PDCD4表达，进而影响肿瘤进展

与转移。NSCLC患者肿瘤组织中miR-21表达较癌

旁组织明显上调，PDCD4表达明显下调，两者呈负相

关，且 miR-21 高表达患者生存期明显缩短，与

NSCLC 转移和侵袭密切相关[11]。探讨 NSCLC 中

miR-21调控PDCD4的分子机制，有助于为临床治疗

NSCLC提供新的靶点和依据。

失控性和无限性是肿瘤细胞增殖的显著特点，

肿瘤细胞通过各种途径进行无限增殖，从而侵袭机

体其他器官，造成全身转移，最终导致患者死亡。

miR-21在前列腺癌组织中异常高表达，参与肿瘤细

胞的增殖和侵袭，沉默miR-21表达可以显著抑制肿

瘤细胞的侵袭能力[12]。miR-21在体外培养的口腔鳞

癌SCC-15细胞中高表达，促进肿瘤细胞增殖[13]。本研

究miR-21过表达组A549细胞增殖活力显著升高，细

胞迁移能力显著升高；沉默组细胞增殖活力显著降

低，细胞迁移能力显著降低。实验结果提示，过表达

miR-21 可以促进 A549 细胞增殖，提高细胞迁移能

力；沉默 miR-21 表达可以抑制 A549 细胞的增殖能

力，降低细胞的迁移能力。

研究[14-15]显示，PDCD4在多种肿瘤组织中表达下

调或缺失，有望成为肿瘤基因治疗的新靶点。本研

究双荧光素酶报告基因实验结果显示，miR-21 与

PDCD4存在靶向结合位点，提示miR-21对A549细

胞增殖与迁移的影响可能是通过调控PDCD4表达而

发挥作用的。CHANG等[16]研究表明，在口腔鳞癌细

胞中 miR-21 与 PDCD4 表达呈负相关，通过调控

miR-21/PDCD4/AP-1负反馈信号通路可以促进肿瘤
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细胞的增殖；食管癌组织中miR-21与PDCD4表达也

呈显著负相关，miR-21表达上调和PDCD4表达下调

与Ⅱ期食管癌的侵袭性进展和不良预后有关。本研

究结果与在其他肿瘤中的研究结果一致，miR-21与

PDCD4表达呈负相关，过表达miR-21促进A549细

胞增殖，并提高其迁移能力，可能是通过靶向抑制

PDCD4表达发挥调控作用。

NF-κB具有广泛的生物学功能，是调控免疫应答

和炎性反应的中心枢纽，并参与肿瘤细胞的分化、增

殖、凋亡过程，多种肿瘤的发生发展、浸润、转移及治

疗、预后均与NF-κB通路密切相关[18-19]。各种因素刺

激后，NF-κB 进入细胞核结合靶基因，磷酸化活化

NF-κB p65，促进TNF-α等的表达，TNF-α表达增加又

可以反过来激活NF-κB，进一步放大和延续信号通路

之间的级联反应，形成一个复杂的调节环路[20]。过表

达PDCD4通过阻断NF-κB/TNF-α信号通路，抑制肿

瘤细胞增殖、侵袭和迁移[21]。LI 等[22]研究显示，

PDCD4通过抑制自噬和阻断NF-κB信号通路抑制子

宫内膜细胞增殖、迁移和侵袭。MAO等[23]研究表明，

miR-21可激活NF-κB信号通路，抑制 PDCD4表达，

促进人黑色素瘤A375细胞增殖、迁移并抑制其凋亡。

本研究结果显示，miR-21过表达组TNF-α水平明显

升高，PDCD4表达降低，p-NF-κB p65表达升高，提示

NF-κB通路被激活，过表达miR-21可能通过靶向抑

制PDCD4而激活NF-κB/TNF-α信号通路，进而促进

A549细胞增殖和迁移。

综上所述，过表达miR-21可促进NSCLC细胞系

A549 增殖和迁移，沉默 miR-21 表达可显著抑制

A549细胞增殖和迁移，其机制可能是通过靶向调控

PDCD4，从而调控NF-κB/TNF-α信号通路，影响细胞

增殖和迁移，此结果为临床诊治NSCLC提供了理论

依据。
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