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miR-370和EGFR在肺癌中的表达及其临床意义

Expression of miR-370 and EGFR in lung cancer and its clinical significance

刘馨，兰敏，陈晓群，黄尤光，李佳，王熙才（昆明医科大学第三附属医院 肿瘤研究所，云南 昆明 650118）

[摘 要] 目的:探讨miR-370和EGFR在肺癌组织中的表达及其与患者临床病理特征的关系。方法: 收集45例肺癌及对应的

正常肺组织标本，采用qPCR检测miR-370和EGFR mRNA的表达，用双荧光素酶检测系统检测共转染野生型及突变型EGFR 3’

UTR质粒和miR-370 mimics后的荧光强度。分析miR-370和EGFR的相关性及其与肺癌患者临床病理特征的相关性。结果:

miR-370在肺癌组织中的中位(P25,P75)表达水平显著低于正常肺组织[0.153（0.119，3.068）vs 0.875（0.026，6.145），P<0.05]，EGFR

在肺癌组织中的表达水平显著高于正常肺组织[2.974（1.728，2.975）vs 2.081（0.897，4.873），P<0.05]，两者水平呈负相关(r=–

0.361，P<0.01)。双荧光素酶检测显示EGFR 3’UTR可与miR-370 结合。miR-370表达与肺癌患者的年龄、性别、地域、肿瘤分期、

肿瘤大小和淋巴结转移等无相关性(P<0.05)。结论: 在肺癌组织中miR-370低表达、EGFR高表达，两者的表达水平呈负相关，

miR-370表达水平与患者肿瘤分期、病理类型等临床病理特征无相关性。
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肺癌是目前我国发病率和病死率最高的恶性肿

瘤之一[1]，5年生存率仅有18%左右[2]。表皮生长因子

受体(epidermal growth factor receptor，EGFR)是一种

受体酪氨酸激酶，酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine kinase

inhibitor，TKI)治疗对伴有EGFR突变的晚期肺癌患

者有部分疗效，但大部分患者在服药1年左右将不可

避免的出现获得性耐药的问题。因此，研发新的治

疗方法成为当前亟需解决的问题。miR-370位于人

类14号染色体长臂[3]，成熟的miR-370长度为21个核

苷酸[4]。有研究发现，miR-370可作用于多种靶基因

参与肿瘤的演变过程，包括肝癌[5]、胃癌[6]、卵巢癌[7]

等，而其在肺癌中的表达水平及其作用机制目前尚

无定论[8-9]。本研究通过网站预测发现EGFR可能是

miR-370 的潜在靶点，收集肺癌患者新鲜肺组织标

本，采用实时荧光定量PCR（qPCR）检测肺癌组织中

miR-370和EGFR的相对表达水平，同时以双荧光素

酶检测系统检测miR-370是否能结合EGFR 3’UTR，

旨在探讨miR-370和EGFR在肺癌组织及正常肺组

织中的表达差异、两者的相关性以及miR-370与患者

临床病理特征的关系。

1 资料与方法

1.1 标本来源

收集 2015年 5月至 2015年 12月在昆明医科大

学第三附属医院胸外科行手术的 45例肺癌组织标

本，在 15 min内完成取材，分别取癌组织（在肿瘤中

心取材，避免坏死部分）和正常组织（在离肿瘤边缘

最远端取材）标本，置于RNA later 溶液中保存于-

80 ℃。所有患者术前均未行任何抗肿瘤治疗。

1.2 细胞株及主要试剂

293T细胞购自上海吉玛公司。RNA later 购自

Ambion公司，总RNA提取试剂盒及 cDNA合成试剂

盒购自大连宝生物公司，miR-370引物及检测试剂盒

购自上海吉玛制药技术有限公司，TransStart Top

Green qPCR SuperMix购自北京全式金生物技术有限

公司，双荧光素酶报告系统购自美国Promega公司。

质粒构建：合成 EGFR 3’-UTR 野生型（EGFR

wt）、突变型（EGFR mut）片段（吉玛公司），Hsa-miR-

370-3P inhibitor片段作为阳性参照，将以上片段通过酶

切位点Sac I/Xho I克隆入pmiRGLO萤火虫荧光素酶表

达载体得到 pmiRG-EGFR-UTR-wt，pmiRG-EGFR-

UTR-mut 和pmiRG-miR-370-inhibitor-PC 3个质粒。
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1.3 网站预测EGFR是否是miR-370的靶基因

进入 FINDTAR3 网站（http://bio.sz.tsinghua.edu.

cn/），在 microRNA 数据库中限定人源“Homo sapi-

ens”，microRNA限定为“hsa-miR-370-3p”，在基因搜

索栏中限定基因为“EGFR”，基因序列号为“NM_

005228”，进行搜索后得到相应结果。

1.4 双荧光素酶实验检测miR-370与EGFR的结合

运用双荧光素酶实验体系检测miR-370与EGFR

是否有结合，将 1×105个 293T细胞种于 24孔板，24 h

后，以LipofectamineTM 2000介导250 ng质粒（pmiRG-

EGFR-UTR-wt，pmiRG-EGFR-UTR-mut或者pmiRG-

miR-370-inhibitor-PC）与20 nmol/L miR-370 mimic或

miR-NC进行共转染，转染 48 h后，用双荧光素酶报

告系统检测细胞的荧光素酶活性。

1.5 qPCR检测肺癌组织中miR-370和EGFR表达水平

按TaKaRa总RNA提取试剂盒说明书提取组织

总RNA，用核酸蛋白检测仪检测总RNA的浓度和纯

度，凝胶电泳检测RNA完整性。miR-370 cDNA合成

按照吉玛技术有限公司cDNA合成说明书操作，反应

条件：25℃ 30 min，42℃ 30 min，85℃ 5 min。EGFR

cDNA参照 TaKaRa公司 cDNA合成说明书操作，反

应条件：25℃ 5 min，42℃ 30 min，85℃ 5 min。miR-

370 PCR扩增按照吉玛制药技术有限公司说明书操

作，miR-370上游引物为 5'-TAGCCTGCTGGGGTGG

AA-3'，下游为5'-TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT-

3'；U6上游引物为 5'-ATTGGAACGATACAGAGAA-

GATT-3'，下游为5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'。

反应条件：95℃ 3 min；95℃ 12 s；62℃ 40 s，共 30个

循环。EGFR PCR扩增按照北京全式金生物科技有

限公司说明书操作，EGFR 上游引物为 5'-GCCTC-

CAGAGGATGTTCAATAA-3'，下游为 5'-TGAGGGC

AATGAGGACATAAC-3'；RPS13上游引物为5'-GTT-

GCTGTTCGAAAGCATCTTG-3'，下游为5'-AATATC-

GAGCCAAACGGTGAA-3'。反应条件：94℃ 30 s；

94℃ 5 s；60℃ 30 s，共 40 个循环。以 2-△△Ct值表示

miR-370与EGFR相对表达水平。实验重复3次。

1.6 统计学处理

用SPSS 17.0软件包进行统计学分析，统计描述

以中位数（P25，P75）表示，组间差异性比较用Wilcox-

on 配对符号秩检验进行统计分析，相关性分析用

Spearman方法。以 P<0.05或 P<0.01表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 EGFR（NM_005228）可能是miR-370的潜在靶基因

通过 http://bio.sz.tsinghua.edu.cn/网站预测发现，

miR-370与EGFR之间有多个结合位点，提示EGFR

（NM_005228）可能是miR-370一个潜在的靶基因。

双荧光素酶检测结果显示，相较于 miR-NC 而

言，miR-370 mimics与阳性参照 pmiRG- miR-370-in-

hibitor-PC共转明显抑制了的荧光强度(P<0.01)，与

野生型 EGFR 3’UTR质粒 pmiRG-EGFR-UTR-wt共

转出现了类似的荧光减弱 (P<0.01)，而与突变型

pmiRG-EGFR-UTR-mut共转荧光强度未出现明显变

化。以上结果提示，miR-370 可以结合 EGFR 的 3’

UTR。

2.2 miR-370在肺癌组织中低表达

qPCR检测结果（图1）显示，miR370在肺癌组织

和正常肺组织中的表达均为非正态分布，其中位数

（P25，P75）分 别 为 0.153（0.119，3.068）和 0.875

（0.026，6.145）。经Wilcoxon符号秩检验进行统计学

分析结果显示，miR-370在癌组织中的表达水平显著

低于正常肺组织（Z=-2.286，P<0.05）。

图1 miR-370在肺癌组织和正常肺组织中的表达

2.3 EGFR在肺癌组织中高表达

qPCR检测结果（图2）显示，EGFR在肺癌组织和

正常肺组织中的表达也呈非正态分布，其中位数

（P25，P75）分 别 为 2.974（1.728，2.975）和 2.081

（0.897，4.873）。经Wilcoxon配对符号秩和检验统计

分析结果显示，EGFR在肺癌组织中的表达水平显著

高于正常肺组织（Z=-3.087，P<0.05）。

图2 EGFR在肺癌组织和正常肺组织中的表达
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2.4 miR-370和EGFR在肺癌组织中表达呈负相关

miR-370和EGFR在肺癌组织和正常肺组织中的

表达均为非正态分布的定量资料，用Spearman进行

两个基因的相关性分析结果（图3）提示，在肺癌组织

中miR-370的表达水平与EGFR呈负相关(r=-0.361，

P<0.01)。

图 3 MiR-370与EGFR表达呈负相关

2.5 miR-370的表达平与患者临床病理参数无相关性

肺癌组织中miR-370的表达水平与患者各临床

病理特征进行相关性分析结果（表 1）显示，miR-370

的表达水平与患者的年龄、性别、地域、肿瘤分期、肿

瘤大小和淋巴结转移等临床病理参数无相关性（均P

>0.05）。

3 讨 论

miRNA是一类单链内源性的非编码RNA，某个

特定的miRNA可调节多个靶基因，而某个特定的靶

基因可以受到多个miRNA的调控。有研究[10-12]发现，

miRNA的表达水平与恶性肿瘤的侵袭和转移相关。

miR-370在肝癌细胞株及胃肠道间质瘤等肿瘤中表

达下调[13-14]，而在转移性前列腺癌及黑色素瘤组织中

则表达增高[15-16]。关于miR-370在肺癌中的表达也有

不同的结论，Chen等[8]发现miR-370在非小细胞肺癌

（non small cell lung cancer，NSCLC）组织及细胞系中

表达显著下调；而Nadal等[17]则认为miR-370在肺癌

组织中高表达。本研究用 qPCR检测了 45例肺癌患

者癌组织和正常组织中miR-370的表达水平，发现

miR-370在癌组织中低表达（P<0.05），与Chen等[8]的

研究结果一致。

表1 肺癌组织中miR-370的表达水平与临床病理参数的关系

临床特征

年龄（t/a）

≤50

50~60

＞60

性别

男

女

病理类型

腺癌

鳞癌

其他

肿瘤分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

肿瘤大小（l/cm）

≤3

3~5

＞5

淋巴结转移

无

有

例数

11

18

16

24

21

35

8

2

21

10

14

17

19

9

25

20

miR-370相对表达

中位数（P25，P75）

0.042（0.005，0.747）

0.108（0.012，1.850）

1.605（0.048，8.312）

0.583（0.007，3.752）

0.067（0.021，2.064）

0.067（0.014，3.585）

0.929（0.006，2.470）

4.338（0.005，8.671）

0.153（0.013，8.126）

0.181（0.006，1.379）

0.297（0.034，1.070）

0.067（0.013，1.636）

0.869（0.014，3.585）

0.747（0.004，8.126）

0.153（0.0119，5.073）

0.181（0.015，1.474）

r

0.076

0.021

0.001

-0.080

0.067

-0.045

0.267

P

0.893

0.995

0.603

0.661

0.770
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有研究[18-20]发现，NSCLC 患者中 80% 以上伴有

EGFR过表达，60%以上伴有EGFR基因拷贝数的增

加，提示 EGFR 表达水平上调可能是 EGFR 影响

NSCLC复发转移的理论基础。通过网站预测，笔者

发现EGFR可能是miR-370的靶基因。El-Daly等[21]

研究发现，上调 miR-134 和 miR-370 的表达抑制了

EGFR 和 PIK3CA 的表达。本研究结果表明，EGFR

在肺癌组织中的表达水平明显高于正常肺组织（P<

0.05），与目前大多数研究[22]结果一致。为探讨miR-

370和EGFR在肺癌中的相关性，Spearman分析结果

提示肺癌组织中 miR - 370 与 EGFR 呈负相关（P<

0.05），且双荧光素酶实验证实miR-370可以结合EG-

FR 3’UTR（P<0.01），上述研究结果进一步提示EG-

FR可能是miR-370潜在的靶基因。miR-370表达与

患者的年龄、性别、地域、肿瘤大小、肿瘤分期和淋巴

结转移等无相关性（P>0.05）。

综上所述，肺癌组织中miR-370呈低表达，其与

EGFR的表达呈负相关，在肺癌中EGFR可能是miR-

370一个潜在的靶基因，研究结果为开发肺癌治疗新

靶点提供了实验依据。
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