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Abstract Objective To sequence the WD ATP7B gene，analyze the relationship of the mutations and WD，find
in Chinese WD patients the ATP7B gene complicated mutation meaning． Method Geting genomic DNA from clini-
cally diagnosed 84 cases of WD patients and 20 cases of the health people，amplifying all exons 5'end → + 3' end
of ATP7B gene by PCＲ． PCＲ products and mutations were analyzed by DNA direct sequencing and analyzing the
clinical meaning and the relationship with the mutations． Ｒesults We found in the 84 cases the ATP7B gene muta-
tion rate was 82. 14% and found some complicated mutations that were rarely reported in China and had relatioship
with WD． Conclusion ATP7B gene mutations have the heterogenecity and the mutation checking can find related
ATP7B gene mutation carried WD patients．
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microＲNA-21 对肺癌 A549 细胞增殖和 Smad7 表达的影响
李 斌，潘跃银，杜瀛瀛

摘要 目的 探讨微小 ＲNA-21 ( miＲ-21) 对肺癌 A549 细胞

中 Smad7 表达的调控和对肺癌 A549 细胞增殖的影响。方

法 常规培养肺癌细胞系 A549，经脂质体转染 miＲ-21 模拟

物和抑制物及阴性对照片段 48 h 后，采用 Western blot、qＲT-
PCＲ 法检测 Smad7 基因及蛋白的表达 水 平，MTT 法 检 测

A549 细胞增殖情况。结果 转染 miＲ-21 模拟物后 Smad7

的 mＲNA 和蛋白表达量降低( P ＜ 0. 05) ，而转染 miＲ-21 抑

制物后 Smad7 的 mＲNA 和蛋白表达量升高( P ＜ 0. 05) ; MTT

结果显示转染 miＲ-21 模拟物后细胞的增殖能力明显增强

( P ＜ 0. 05) ，而转染 miＲ-21 抑制物后细胞增殖能力明显减

弱( P ＜ 0. 05 ) 。结论 通过下调 miＲ-21 可提高 Smad7 的

mＲNA 和蛋白表达，进而抑制 A549 细胞的增殖。
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肺癌是威胁人类健康最常见的恶性肿瘤之一，

恶性 死 亡 率 逐 年 上 升［1］。微 小 ＲNA ( microＲNA，

miＲ) 是近年来发现的一类长约 19 ～ 22 个核苷酸的

非编码单链小分子 ＲNA，其能与靶序列 mＲNA 的

3’非翻译区结合，时序性调控基因表达，在肿瘤细

胞增殖、分化和凋亡中发挥重要的调控作用［2］。文

献［3］报道，miＲ-21 在肺癌细胞中高表达，但作用机制

尚不清楚。研究［4］证实，miＲ-21 通过作用于 Smad7
调控肺成纤维细胞的活化增殖。Smad7 是转化生长

因子-β1 /Smad 信号通路负调控因子，抑制细胞活化

增殖［5］。miＲ-21 是否靶向调控 Smad7 表达，影响肺

癌 A549 细胞增殖目前尚不十分清楚。该研究旨在探

讨 miＲ-21 对肺癌中 Smad7 表达的调控和 A549 细胞

增殖的影响，以期为研究 miＲ-21 在肺癌中的作用以

及肺癌基因治疗新靶标开发提供前期实验基础。

1 材料与方法

1． 1 药品与试剂 一抗 Smad7 购自美国 Cell signal
公司; β-actin 购自武汉博士德生物工程有限公司;

辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG、辣根酶标记山羊抗兔

IgG 购自美国 Santa Cruz 公司; miＲ-21 模拟物和抑

制物、EzOmics miＲNA qPCＲ Detection Primer 试剂

·6671· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2015 Dec; 50( 12)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2015.12.013



盒、EzOmics One-Step qPCＲ 试剂盒购自美国 Biomic
公司; LipofectamineTM 2000 Ｒeagent、TＲIzol Ｒeagent
购自美国 Invitrogen 公 司; ＲT-PCＲ 试 剂 盒、SYBＲ-
Green qPCＲ Master Mix 购自立陶宛 MBI Fermentas
公司; 引物合成均由上海生工生物工程有限公司提

供。
1． 2 细胞培养 人非小细胞肺癌 A549 细胞株购

自中科院上海细胞库。在含 100 ml /L 胎牛血清、
100 U /ml 青霉素、100 μg /ml 链霉素及 2 mmol /L 谷

氨酰胺的 ＲPMI1640 细胞培养基中，于 37 ℃、5%
CO2 全湿度培养。当细胞贴壁达 80% ～ 90% 时，按

5 × 105 /ml 的细胞密度接种于 6 孔板中。
1． 3 瞬时转染 取对数生长期 A549 细胞进行转

染实验。转染前 1 d，将 A549 细胞计数后，接种于

24 孔板，用无血清不含抗生素的 ＲPMI1640 培养液

稀释待转染。成熟 miＲ-21 抑制物、模拟物和其阴性

对照由美国 Biomic 生物技术公司设计并合成。引

物序 列 如 下: miＲ-21 模 拟 物 正 义 链 ( sense ) : 5'-
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3'，反 义 链 ( anti-
sense ) : 5'-AACAUCAGUCUGAUAAGCUAUU-3'，
miＲ-21 抑 制 物 序 列 ( sequences ) : 5'-UCAACAU-
CAGUCUGAUAAGCUA-3'。将 miＲ-21 抑制物、模拟

物和阴性对照与脂质体 LipofectamineTM 2000 Ｒea-
gent 混匀，室温静置 20 min 后，加入相应各孔细胞

中，于 37 ℃、5% CO2 保温箱孵育 4 ～ 6 h，更换含血

清 ＲPMI1640，24 h 和 48 h 后提取转染后细胞的总

ＲNA 和总蛋白。
1． 4 MTT 比色法检测细胞增殖 设计分组: 转染

miＲ-21 抑制物组、转染 miＲ-21 模拟物和阴性对照

组。将处于对数生长期的各实验组 A549 细胞胰蛋

白酶消化后，用完全培养基重悬形成细胞悬液。用

血球计数板进行细胞计数。铺板细胞密度为 1 500
个 /孔铺于 96 孔板中，每组 5 个复孔，每孔 100 μl，
共 5 张 96 孔板，连续监测 5 d，铺板过程中要确保每

孔加入细胞数一致。置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培

养。从铺板后第 2 天开始，培养终止前 4 h，每孔加

入 10 μl MTT( 5 g /L) ，无需换液，4 h 后，吸弃培养

液，每孔加入 100 μl DMSO 终止反应，振荡器震荡 5
～ 10 min 使结晶充分溶解，酶标仪 490 nm 处测定吸

光度( absorbance，A) 值。
1． 5 细胞蛋白质提取 取转染后细胞，加入蛋白裂

解液 400 μl，按 1 ml 裂解液加 10 μl PMSF 原则加入

PMSF，混匀，在摇床上冰浴 30 min。裂解完后，然后

转移裂解液至离心管中，4 ℃、12 000 r /min 离心 15
min，取上清液分装转移至新的离心管中。
1． 6 细胞 ＲNA 提取 取转染后细胞，加入 Trizol 1
ml 后充分混匀; 加入氯仿 0． 2 ml，充分混匀，室温下

孵育 10 min，4 ℃、12 000 r /min 离心 15 min，取上清

液至 EP 管; 加入等体积异丙醇，－ 20 ℃ 助沉 30
min，4 ℃、12 000 r /min 离心 10 min，弃上清液; 75%
乙醇( 含 DEPC 水) 洗涤沉淀 1 次，4 ℃、12 000 r /
min 离心 5 min，弃乙醇层; 真空干燥 5 ～ 10 min，加

DEPC 水振荡溶解 ＲNA 沉淀，－ 80 ℃保存备用。
1． 7 Western blot 法检测 Smad7 的表达 将提取

的细胞蛋白定量，然后通过 SDS-PAGE 电泳分离，

PVDF 转膜后封闭 3 h，加入 Smad7 和 β-actin 一抗孵

育过夜，然后加 Smad7 和 β-actin 二抗孵育 1 h 后，化

学发光法显示蛋白条带，胶片显影、定影。成像结果

采用 Quantity One V 4． 6 软件分析，测定主带的灰度

值以计算 Smad7 蛋白表达水平，结果重复 3 次。
1． 8 qＲT-PCＲ 法检测 Smad7 的表达 采用 TＲ-
Izol 法提取各组细胞总 ＲNA。反转录成 cDNA 并进

行荧光定量 PCＲ。选用 β-actin 为内参基因。每个

反应设 3 个复管，反应结束后，荧光定量 PCＲ 仪自

动分析各管的循环阈值( threshold cvcle，Ct) 。采用

2 － ΔCt法计算各组组织中目的基因的相对表达量，采

用 2 － ΔΔCt法计算实验组目的基因表达相对于对照组

表达的倍数。各组 ΔCt 值: Ct 目的基因 － Ct 内参基

因，ΔΔCt = ΔCt 实验组 － ΔCt 对照组。引物序列:

Smad7 上游引物: 5'-GAGGATGGAACTTTGGGTCTC-
3'，下游引物: 5'-TCATTTCCTTGATTAGGGTGGT-3';
β-actin 上游引物: 5'-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-
3'，下 游 引 物: 5'-CAAACATGATCTGGGTCATCT-
TCTC-3'。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 软件进行分析，

数据均以 珋x ± s 表示，组间比较采用方差分析。

2 结果

2． 1 瞬时转染 miＲ-21 抑制物和模拟物后 miＲ-21
表达变化 瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21 抑制物和

模拟物 48 h 后，miＲ-21 抑制物组 miＲ-21 表达明显

低于阴性对照组，差异有统计学意义( F = 28. 13，P
＜ 0. 05) ; miＲ-21 模拟物组 miＲ-21 表达明显高于阴

性对 照 组，差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 20. 85，P ＜
0. 05) 。见图 1。
2． 2 瞬时转染 miＲ-21 抑制物和模拟物对 Smad7
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mＲNA 表达的影响 瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21
抑制物和模拟物 48 h 后，miＲ-21 抑制物组 Smad7
mＲNA 表达明显高于阴性对照组，差异有统计学意

义( F = 30. 06，P ＜ 0. 05 ) ; miＲ-21 模拟物组 Smad7
mＲNA 表达明显低于阴性对照组，差异有统计学意

义( F = 29. 35，P ＜ 0. 05) 。见图 2。

图 1 qＲT-PCＲ 法检测瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21 抑制物

和模拟物后 miＲ-21 表达变化

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 2 qＲT-PCＲ 法检测瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21

抑制物和模拟物后 Smad7 表达变化

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 瞬时转染 miＲ-21 抑制物和模拟物对 Smad7
蛋白表达的影响 瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21 抑

制物和模拟物 48 h 后，miＲ-21 抑制物组 Smad7 蛋

白表达明显高于阴性对照组，差异有统计学意义( F
= 22. 35，P ＜ 0. 05 ) ; miＲ-21 模拟物组 Smad7 蛋白

表达明显低于阴性对照组，差异有统计学意义( F =
20. 89，P ＜ 0. 05) 。见图 3。
2． 4 MTT 实验结果显示 瞬时转染 A549 细胞

miＲ-21 抑制物和模拟物 48 h 后，miＲ-21 抑制物组

细胞增殖活性明显低于阴性对照组，差异有统计学

意义 ( F = 18. 68，P ＜ 0. 05) ; miＲ-21 模拟物组细胞

增殖活性明显高于阴性对照组，差异有统计学意义

( F = 17. 54，P ＜ 0. 05) 。见图 4。

图 3 Western blot 法检测瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21

抑制物和模拟物后 Smad7 表达变化

1: 阴性对照组; 2: miＲ-21 抑制物组; 3: miＲ-21 模拟物组; 与阴性

对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 4 MTT 法检测瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21 抑制物和

模拟物 24 h 和 48 h 后细胞增殖活性变化

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

研究［6］证实 miＲ 具有调节包括细胞分化、增

殖、凋亡或坏死以及发育等多种生物生命活动过程

的作用。研究［7］显示，多种 miＲ 在肺癌组织中存在

异常表达，与肺癌发生发展密切相关。miＲ 不但可

以作为肿瘤的早期诊断指标，还可以作为肿瘤治疗

的潜在靶点。文献［8］报道已证实，miＲ-21 在肺癌中

高表达，但具体机制尚不十分清楚。
文献［9］报道，Smad7 在耐顺铂肺癌 A549 细胞

株中表达降低。此外，生物信息学提示，Smad7 是
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miＲ-21 潜在作用靶基因［10］。本研究将 miＲ-21 模拟

物和抑制物转染 A549 细胞，通过 qＲT-PCＲ 法分析

显示，转染后 miＲ-21 模拟物细胞中 miＲ-21 的表达

明显增加; 转染后 miＲ-21 抑制物细胞中 miＲ-21 的

表达明显降低; 瞬时转染 A549 细胞 miＲ-21 抑制物

和模拟物后，miＲ-21 抑制物组 Smad7 mＲNA 和蛋白

表达明显高于阴性对照组; miＲ-21 模拟物组 Smad7
mＲNA 和蛋白表达明显低于阴性对照组。

通过 MTT 实验显示转染 miＲ-21 模拟物的细胞

较转染阴性对照组的细胞 A490 nm值明显增加，同时，

转染 miＲ-21 抑制物的细胞较转染阴性对照组的细

胞 A490 nm值明显降低，提示 miＲ-21 模拟物促进 A549
细胞的增殖，而 miＲ-21 抑制物抑制 A549 细胞的增

殖。以上结果提示 miＲ-21 抑制物抑制 A549 细胞

的增殖可能是通过促进 Smad7 表达引起的; 而 miＲ-
21 模拟物促进 A549 细胞的增殖可能是通过减少

Smad7 表达引起的。
综上所述，miＲ-21 通过对肺癌细胞中 Smad7 表

达的靶向调控，进而影响肺癌 A549 细胞活化增殖，

提示 miＲ-21 是肺癌 A549 细胞活化增殖的潜在的靶

向分子，可以为干预和预防肺癌提供新思路。
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Influence of miＲ-21 control Smad7 expression and
lung cancer A549 cell line proliferation

Li Bin，Pan Yueyin，Du Yingying
( Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore miＲ-21 regulation of Smad7 in lung cancer A549 cell line as well as its impact
on the proliferation of lung cancer A549 cell line． Methods miＲ-21 mimic and inhibitors in lung cancer A549 cell
line were transfected by using Lipofectamine 2000 Ｒeagent． After 48 h，Western blot and qＲT-PCＲ were applied to
assess the expression of protein and mＲNA of Smad7． MTT assay was used to determine the proliferation influence
of the transfected lung cancer A549 cell line． Ｒesults Western blot and qＲT-PCＲ showed that A549 cell trans-
fected miＲ-21 mimic exhibited down-regulated Smad7 protein and mＲNA expression，and A549 cell transfected
miＲ-21 inhibitor exhibited up-regulated Smad7 protein and mＲNA expression． The A549 cell proliferation activity
decreased significantly after transfected miＲ-21 inhibitors． Conclusion miＲ-21 inhibitors can increase Smad7 pro-
tein and mＲNA expression，and suppress the proliferation activity of lung cancer A549 cell significantly．
Key words lung cancer; microＲNA-21; Smad7; proliferation
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