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miR-552通过PTEN/AKT信号通路促进非小细胞
肺癌A549细胞的恶性生物学行为
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摘要：目的 探讨miR-552通过调控PTEN/AKT信号通路促进人非小细胞肺癌A549细胞的恶性生物学行为

及其相关机制。方法 通过 qRT-PCR 检测人肺癌组织样本和人非小细胞肺癌 A549 细胞系中 miR-552、PTEN

mRNA 的表达情况；通过 Western blotting 检测 PTEN、AKT、p-AKT 蛋白的表达情况；通过 CCK-8检测 miR-552

表达对A549细胞增殖能力的影响；通过Transwell小室检测miR-552表达对A549细胞迁移和侵袭能力的影响；通

过流式细胞术检测miR-552表达对A549细胞凋亡能力的影响。结果 miR-552在肺癌组织和A549细胞中的表

达显著上调。过表达miR-552可显著促进A549细胞的增殖、迁移和侵袭，并抑制细胞凋亡，而抑制其表达则结果

相反。与癌旁组织相比，肺癌组织中PTEN表达显著下调。过表达miR-552可下调PTEN蛋白表达，上调p-AKT

蛋白表达，对AKT蛋白无影响，而抑制其表达则结果相反。结论 miR-552可能通过PTEN/AKT信号通路促进人

非小细胞肺癌A549细胞的恶性生物学行为。
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miR-552 promotes malignant biological behavior of human non-small
cell lung cancer A549 cells via the PTEN/AKT signaling pathway
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Abstract: Objective To investigate the effects of miR-552 expression on the malignant biological behavior of human
non-small cell lung cancer A549 cells by PTEN/AKT signaling pathway. Methods The expression of miR-552 and PTEN
mRNA in human lung cancer tissues and non-small cell lung cancer A549 cells was detected by qRT-PCR. The expres⁃
sions of relative proteins (PTEN, AKT, p-AKT) were detected by Western blotting. The proliferation of A549 cells was deter⁃
mined by CCK-8 assay, and the migration and invasion were detected by Transwell assay. The apoptosis of A549 cells was
analyzed via flow cytometry. Results The expression of miR-552 was dramatically up-regulated in tumor tissues and A549
cells. The over-expressed miR-552 significantly promoted the proliferation, migration and invasion of A549 cells, and in⁃
hibited the apoptosis of A549 cells, while the inhibited expression of miR-552 showed opposite effects on A549 cells. Com⁃
pared with the paracancerous normal tissues, the expression of miR-552 was dramatically down-regulated in the lung can⁃
cer tissues. In addition, the over-expression of miR-552 decreased the expression of PTEN, and increased the expression
of p-AKT protein without affecting AKT protein, whereas the inhibited expression of miR-552 showed the opposite effects.
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Conclusion miR-552 may promote the malignant biological behavior of human non-small cell lung cancer A549 cells by
regulating the PTEN/AKT signaling pathway.
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前言

肺癌是一种常见恶性肿瘤，发病率和死亡率均

较高［1-2］，其中非小细胞肺癌占 80%左右［3］。由于非

小细胞肺癌发病机制复杂，且缺乏典型的早期症

状，患者往往错过最佳治疗机会，最终导致预后效

果差［4］。因此，探索非小细胞肺癌发生发展的分子

机制和筛选新的治疗靶点具有重要的临床意义。

microRNA（miRNA）是一种分布广泛的内源性

非编码小RNA（约 22个核苷酸），其特点是可通过结

合 mRNA的 3′UTR端发挥负调控基因表达的作

用［5-6］。现已证实，miRNA与肿瘤的发生发展，如细

胞增殖、迁移、侵袭和凋亡等，具有紧密联系［7-9］。近

年来相关研究表明，miR-552在结肠癌［10］、肝细胞

癌［11］、骨肉瘤［12］中均呈高表达。目前，miR-552在
肺癌发生发展中的报道相对较少。本研究通过

miR-552 mimics/inhibitor促进/抑制miR-552表达的

实验，探讨miR-552的表达对人非小细胞肺癌A549
细胞恶性生物学行为的影响及其相关调控机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂 人正常肺上皮细胞系 BEAS-2B
及人非小细胞肺癌细胞系 A549、GLC-82、NCL-
H460购自北京协和医院细胞库；细胞培养基RPMI-
1640（PM150110）购自上海雅吉生物科技有限公司；

细胞培养基DMEM（51335C）、胎牛血清（F8687）、胰

蛋白酶（T4049）均购自 Sigma公司；BEBM培养基

（CC-3171）购自重庆市华雅干细胞技术有限公司；

Lipofectamine 2000脂质体转染试剂盒（11668019）
购自 Invitrogen公司；Annexin V-FITC细胞凋亡检测

试剂盒（KGA108-1）购自江苏凯基生物技术股份有

限公司；逆转录试剂盒（RR037A）、荧光定量 PCR检

测试剂盒（DRR096A）购自宝生物工程（大连）有限

公司；miR-552 mimics、miR-552 inhibitor及其对照

由苏州吉玛基因股份有限公司设计并合成。CCK-8
试剂盒（C0037）购自上海碧云天生物技术有限公

司；PTEN抗体（AP686，兔单抗）、p-AKT（AA329，兔
多抗）、AKT（AA326，兔多抗）、GAPDH（AG019，小鼠

单抗）、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG（A0208）、

辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG（A0216）等抗

体购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.2 临床样本 选取在上海交通大学医学院附属

新华医院崇明分院接受手术治疗的肺癌患者 40例，

获得患者知情同意后，收集肺癌组织样本以及邻近

正常组织样本。组织离体后在液氮中快速冷冻，使

用前解冻。本研究已获得上海交通大学医学院附

属新华医院医学伦理委员会的批准。

1.3 细胞培养与转染 将人非小细胞肺癌细胞系

A549、GLC-82和人正常肺上皮细胞系 BEAS-2B在

含 10% FBS、双抗的DMEM-F12培养基中于 37 ℃、

5% CO2条件下培养，人非小细胞肺癌细胞系NCL-
H460在含 10% FBS、双抗的细胞培养基RPMI-1640
中培养，每 3天换液一次。待细胞生长至 80%左右，

用 0.25%胰酶消化，传代，取生长状态良好的细胞进

行后续实验。

将生长状态良好的A549细胞接种至 6孔板，每

孔约 2×105个细胞。使用 5 μL转染效率稳定的 Li⁃
pofectamine 2000脂质体转染试剂分别将 100 pmol
的miR-552 mimics、miR-552 inhibitor及其对照转染

至A549细胞，在 37 ℃、5% CO2、饱和湿度条件下培

养72 h。
1.4 荧光定量PCR检测 根据TRIzol Reagent使用

说明书提取肺癌组织、正常肺上皮细胞和非小细胞

肺癌细胞中的总RNA，并按照逆转录试剂盒说明书

将 RNA逆转录为 cDNA。按照说明书配制 qRT-
PCR反应体系，反应条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃ 5
s、60 ℃ 20 s，共 40个循环。以 U6为内参，采用

2-△△Ct法计算miR-552的相对表达量。

1.5 细胞增殖检测 转染 miR-552 mimics、miR-
552 inhibitor 72 h后，取对数生长期A549细胞铺至

96孔板中，在 37 ℃、5% CO2、饱和湿度条件下培养，

每孔加入 10 μL CCK-8试剂，并设置空白对照组。

轻轻混匀，37 ℃避光孵育 1 h。使用酶标仪测定 450
nm波长处的吸光度值，以吸光度值表示细胞增殖水

平，比较各组细胞的增殖情况。

1.6 细胞迁移与侵袭能力检测 细胞培养条件同

上。收集细胞，用无血清培养基重悬，取 100 μL细
胞悬液加入Transwell上室，下室加入 500 μL含 10%
血清的培养基，室温避光孵育 24 h后取出。1×PBS
清洗 2次，用棉签轻轻擦除上室内未发生迁移的细
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胞，4%多聚甲醛固定 15 min，1×PBS清洗 3次，0.1%
结晶紫染色 10 min，1×PBS清洗。随机选择 5个视

野，统计下室染色细胞数目。

将 50 μL预冻存的Matrigel胶原液在 4 ℃下融

化成液态，用 400 μL无血清培养基稀释并轻轻混

匀，取 50 μL稀释液加入 Transwell上室，室温孵育，

待其凝固后，加入 100 μL无血清培养基浸润凝胶，

吸弃多余培养基，后续步骤与迁移实验相同。

1.7 细胞凋亡检测 细胞培养条件同上。使用不

含EDTA的 0.25%胰酶消化A549细胞，并用无血清

培养基进行重悬，1000 r·min-1离心5 min，收集细胞，

加入 500 μL 1×Binding Buffer重悬细胞，再加入 5
μL Annexin V-FITC和 10 μL PI轻轻摇晃混匀，室温

避光孵育25 min，使用流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.8 Western blotting检测蛋白表达 冰上收集细

胞，使用细胞裂解液裂解细胞，提取总蛋白，并采用

BCA法进行蛋白定量。配制浓缩胶和分离胶，取 20
μg蛋白上样，采用 100 V电压进行电泳，然后湿转至

PDVF膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，1×PBST清洗 3次。

加入相应的一抗（1∶1000），4 ℃孵育过夜，1×PBST
清洗 3次，加入二抗（1︰5000）室温孵育 1 h，1×PBST
清洗后加入ECL显影液显影。

1.9 统计学分析 采用GraphPad Prism 8进行统计

学分析。实验数据用平均值±标准差表示，多组数

据之间的比较采用单因素方差分析（ANOVA），两组

数据之间的比较采用 t检验，以 P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 miR-552在肺癌组织和细胞中的表达 与癌

旁组织相比，肺癌组织中miR-552的表达显著上调

（P<0.05）（图 1A）。同时，miR-552在人非小细胞肺

癌细胞系中的表达水平显著高于人正常肺上皮细

胞系 BEAS-2B（P<0.05），且在 A549细胞中表达水

平最高（P<0.05）（图 1B），因此，本研究选择A549细
胞进行后续实验。

2.2 miR-552对A549细胞增殖能力的影响 与空

白对照组（NC组）相比，转染 miR-552 mimics后
A549细胞中miR-552的表达显著上调（P<0.05），而

NC minics组无明显差异（P>0.05）；miR-552 inhibitor
和NC inhibitor分别转染A549细胞 72 h后，miR-552
inhibitor组miR-552表达水平显著下降（P<0.05）（图

2A），提示 miR-552 在 A549 细胞中的转染效率

较高。

与 NC组相比，miR-552 mimics组细胞增殖能

力显著提高（P<0.05），而NC-mimics组无明显差异

（P>0.05）；miR-552 inhibitor和 NC inhibitor分别转

染A549细胞 72 h后，miR-552 inhibitor组细胞增殖

能力显著降低（P<0.05），而NC inhibitor组无明显差

异（P>0.05）（图2B）。

2.3 miR-552对A549细胞迁移、侵袭的影响 与

NC组相比，转染miR-552 mimics后，miR-552 mim⁃
ics组细胞染色数目显著增加（P<0.05），而NC mim⁃
ics组无明显差异（P>0.05）；miR-552 inhibitor和NC
inhibitor分别转染A549细胞 72 h后，miR-552 inhib⁃
itor组细胞染色数目显著减少（P<0.05），而NC inhib⁃
itor组无明显差异（P>0.05）（图 3A），说明下调miR-
552表达可抑制A549细胞的迁移。在相同实验条

件下检测miR-552对A549细胞侵袭能力的影响，亦

得到类似的结果，说明过表达miR-552可促进A549
细胞的侵袭（图3B）。

2.4 miR-552对A549细胞凋亡的影响 与 NC组

相比，转染 miR-552 mimics的 A549细胞凋亡率显

著降低（P<0.05），而 NC mimics组无明显差异（P>
0.05）；与 NC 组相比，转染 miR-552 inhibitor 后，

miR-552 inhibitor组细胞凋亡率显著升高（P<0.05），

而NC inhibitor组无明显差异（P>0.05）（图 4），说明

下调miR-552表达可促进A549细胞凋亡。

2.5 miR-552对PTEN/AKT信号通路相关蛋白的

影响 与癌旁组织相比，肺癌组织中 PTEN的表达

注:*P<0.05 vs. BEAS-2B细胞;***P<0.001 vs.癌旁组织或 BEAS-
2B细胞。

Note: *P<0.05 vs. BEAS-2B cells; ***P<0.001 vs. normal tissues or
BEAS-2B cells.

图1 miR-552在肺癌组织和细胞系中的差异性表达

Fig. 1 Differential expressions of miR-552 in lung cancer tissues and
cell lines
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水平显著降低（P<0.05）（图 5A、5B）。转染miR-552
mimics后，与 NC组相比，miR-552 mimics组 PTEN
蛋白表达水平显著降低（P<0.05），p-AKT蛋白表达

水平显著升高（P<0.05），AKT蛋白表达无明显变化

（P>0.05），而 NC mimics组相关蛋白表达水平无明

显差异（P>0.05）（图 5C）。转染 miR-552 inhibitor
后，与NC组相比，miR-552 inhibitor组 PTEN蛋白表

达水平显著升高（P<0.05），p-AKT蛋白表达水平显

著降低（P<0.05），而NC inhibitor组相关蛋白表达水

平无明显差异（P>0.05）（图5D）。

3 讨论

肺癌包括小细胞肺癌和非小细胞肺癌两种类

型，其中非小细胞肺癌是最主要的亚型。肺癌的发

注：（A）qRT-PCR检测转染效率；（B）CCK-8检测细胞增殖能力。**P<0.01、****P<0.0001 vs. NC组。

Note: (A) Transfection efficiency was measured by qRT-PCR after mimics/inhibitor treatment; (B) Cell proliferation was measured by CCK-8 assay
after mimics/inhibitor treatment. **P<0.01, ****P<0.0001 vs. NC group.

图2 miR-552对A549细胞增殖能力的影响

Fig. 2 Effects of miR-552 expression on the proliferation of A549 cells

注: (A) Transwell检测细胞迁移; (B) Transwell检测细胞侵袭。*P<0.05、**P<0.01 vs. NC组。

Note: (A) Cell migration was measured by Transwell; (B) Cell invasion was measured by Transwell. *P<0.05, **P<0.01 vs. NC group.
图3 miR-552的表达对A549细胞迁移、侵袭能力的影响

Fig. 3 Effects of miR-552 expression on the migration and invasion ability of A549 cells
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生给患者及其家庭和社会带来严重的负担，因此，

深入了解肺癌的发生发展对人类健康事业的发展

具有重要意义。

miRNA存在于真核生物中，是一类进化保守的

非编码小分子RNA，在调控基因表达过程中发挥着

重要作用，与所有恶性肿瘤的发生发展均具有密切

的联系［8］。目前研究发现，miR-552在结肠癌［10］、肝

细胞癌［11］、骨肉瘤［12］中表达上调。Wang等［13］研究

发现，在结直肠癌的发生、转移和耐药过程中，miR-
552抑制剂可下调miR-552表达，并通过靶向金属

蛋白酶 28（ADAM28）抑制细胞的增殖、迁移和克隆

形成能力。Ma等［11］研究表明，下调miR-552在肝细

胞癌中的表达可抑制细胞迁移和侵袭，并通过

RUNX3促进细胞凋亡。此外，有研究发现miR-552
在骨肉瘤中表达上调，并通过靶向抑制WIF1表达

使Wnt/β-catenin信号通路异常激活［12］。本研究结

果显示，与癌旁组织相比，人肺癌组织中miR-552
表达显著上调，并在人非小细胞肺癌细胞系中得到

了类似的结果。

miRNA在细胞增殖、凋亡、迁移等生物过程中

通过扮演抑癌基因或促癌基因的角色而发挥作

用［14］。Qu 等［15］研究发现，miR-552 可通过抑制

AJAP1的表达促进肝癌细胞的增殖、迁移和上皮-间
质转化。miR-552还可通过Wnt/β-catenin信号通

路直接靶向DACH1，从而促进结直肠癌细胞增殖和

迁移［16］。本研究结果显示，过表达miR-552可促进

图4 miR-552的表达对A549细胞凋亡的影响（**P<0. 01 vs. NC组）

Fig. 4 Effects of miR-552 expression on the apoptosis of A549 cells（**P<0. 01 vs. NC group）
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A549细胞的增殖、迁移和侵袭，并抑制其凋亡，而下

调其表达则得到相反的结果，提示miR-552的表达

可促进人非小细胞肺癌细胞的恶性生物学行为。

miR-552作为一种参与并促进肿瘤发生、发展

的miRNA，可靶向第 10号染色体同源丢失性磷酸酶

张力蛋白基因（phosphatase and tensin homolog delet⁃
ed on chromosome ten，PTEN）并调控其表达。PTEN
是近年来发现的抑癌基因，对细胞中多种信号通路

均有负向调控作用，与肺癌等多种肿瘤的发生发展

具有密切关系［17-18］。PTEN能够负向调控AKT信号

通路，使AKT失去活性，从而抑制肿瘤细胞的增殖

和迁移［19-20］。本研究进一步探讨了 miR-552通过

PTEN/AKT信号通路促进人非小细胞肺癌细胞恶性

生物学行为的具体机制，结果显示，转染miR-552
mimics后，细胞中 PTEN蛋白表达显著下调，p-AKT
蛋白表达显著上调；而转染miR-552 inhibitor后，细

胞 PTEN蛋白表达显著上调，p-AKT蛋白表达显著

下调，提示 miR-552可通过 PTEN调控 AKT信号

通路。

综上所述，miR-552可能通过抑制 PTEN蛋白

表达激活AKT信号通路，从而促进人非小细胞肺癌

的恶性生物学行为，为非小细胞肺癌的发生机制研

究提供了新的方向，也为非小细胞肺癌的治疗提供

了新的潜在靶点。
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