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【摘要】目的:探究微小RNA-139-3p(miR-139-3p)靶向分泌型磷蛋白1(SPP1)对肺癌 A549细胞顺铂(DDP)耐药的影

响及其作用机制。方法:选取肺癌A549细胞构建DDP耐药细胞模型并进行耐药性鉴定,随后将具有耐药性的 A549/DDP
细胞分为空白对照组、阴性对照组、miR-139-3p过表达组、SPP1过表达组及SPP1敲低组。RT-qPCR检测细胞中的 miR-139-

3p和SPP1表达量;Western
 

blot检测SPP1、磷酸化蛋白激酶B(p-AKT)、蛋白激酶B(AKT)等蛋白表达水平;CCK-8法检测

细胞增殖率及DDP耐药性;双荧光素酶报告基因实验验证 miR-139-3p与SPP1的靶基因结合。结果:A549/DDP细胞的

IC50 值高于A549细胞(P<0.05),耐药指数(IR)值为3.877。RT-qPCR结果显示,与阴性对照组相比,miR-139-3p过表达组

miR-139-3p的表达量升高(P<0.05);与 miR-139-3p过表达组相比,SPP1过表达组中SPP1表达量升高,SPP1敲低组中

SPP1的表达量降低(P<0.05);与 miR-139-3p对照序列处理组相比,SPP1过表达质粒转染组的SPP1蛋白水平呈现上调

(P<0.05);而SPP1敲低组的蛋白表达较 miR-139-3p过表达组出现下降(P<0.05)。CCK-8法检测结果显示,与阴性对照

组相比,miR-139-3p过表达组细胞的增殖抑制率升高(P<0.05),IC50 值降低(P<0.05);与 miR-139-3p过表达组相比,SPP1
过表达组细胞的增殖抑制率降低(P<0.05),IC50 值升高(P<0.05)。与 miR-139-3p空白对照比较,野生型SPP1

 

3'UTR荧

光素酶报告质粒与 miR-139-3p模拟物结合的荧光素酶活性下降(P<0.05),突变型SPP1
 

3'UTR荧光素酶报告质粒与 miR-

139-3p模拟物结合的荧光素酶活性无统计学差异(P>0.05);与阴性对照组比较,miR-139-3p过表达组p-AKT的蛋白表达

水平降低(P<0.05);与 miR-139-3p过表达组和SPP1敲低组比较,SPP1过表达组中p-AKT的蛋白表达水平升高(P<
0.05)。结论:肺癌A549细胞过表达 miR-139-3p或敲低SPP1可抑制A549/DDP细胞的增殖,增强其对DDP的敏感性,机

制可能与AKT信号通路相关。
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【Abstract】Objective:To
 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

miR-139-3p
 

targeting
 

secreted
 

phosphoprotein
 

1
 

(SPP1)
 

on
 

cis-diamminedichloroplatinum
 

(DDP)
 

in
 

A549
 

lung
 

cancer
 

cells.Methods:A
 

cisplatin
 

(DDP)-resistant
 

A549/DDP
 

cell
 

model
 

was
 

established
 

via
 

gradient
 

concentration
 

induction,validated
 

by
 

resistance
 

index
 

(IR=3.877)
 

and
 

IC50 determination.The
 

re-
sistant

 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

groups:blank
 

control,negative
 

control,miR-139-3p
 

mimic,SPP1
 

overexpression,and
 

SPP1
 

knockdown.Multi-platform
 

analyses
 

were
 

performed,including
 

qPCR
 

(miR-139-3p
 

and
 

SPP1
 

expression),Western
 

blot
 

(SPP1,p-AKT,and
 

total
 

AKT
 

protein
 

levels),CCK-8
 

(proliferation
 

and
 

drug
 

sensitivity),flow
 

cytometry
 

(apoptosis),and
 

du-

al-luciferase
 

reporter
 

assays
 

(miR-139-3p/SPP1
 

interaction).Results:The
 

cisplatin-resistant
 

A549/DDP
 

cells
 

exhibited
 

a
 

signifi-

cantly
 

higher
 

IC50 value
 

compared
 

to
 

parental
 

A549
 

cells
 

(P<0.05),with
 

a
 

resistance
 

index
 

(IR)
 

of
 

3.877.Quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

analysis
 

revealed
 

that
 

miR-139-3p
 

expression
 

was
 

markedly
 

upregulated
 

in
 

the
 

miR-139-3p
 

mimic
 

group
 

versus
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

(P<0.05).Relative
 

to
 

the
 

miR-139-3p
 

mimic
 

group,SPP1
 

mRNA
 

levels
 

were
 

significantly
 

elevated
 

in
 

the
 

SPP1-overex-

pression
 

group
 

and
 

reduced
 

in
 

the
 

SPP1-knockdown
 

group
 

(P<0.05).Western
 

blotting
 

confirmed
 

corresponding
 

changes
 

in
 

SPP1
 

pro-
tein

 

expression
 

across
 

these
 

groups
 

(P<0.05).CCK-8
 

assays
 

demonstrated
 

that
 

miR-139-3p
 

overexpression
 

enhanced
 

the
 

proliferation
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inhibition
 

rate
 

and
 

reduced
 

the
 

IC50 value
 

compared
 

to
 

the
 

negative
 

control
 

(P<0.05),whereas
 

SPP1
 

overexpression
 

reversed
 

these
 

effects,lowering
 

the
 

inhibition
 

rate
 

and
 

increasing
 

IC50 (P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

miR-139-3p
 

blank
 

control,the
 

luciferase
 

activity
 

of
 

the
 

wild-type
 

SPP13
 

'UTR
 

luciferase
 

reporter
 

plasmid
 

binding
 

to
 

miR-139-3p
 

analog
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

luciferase
 

activity
 

of
 

the
 

mutant
 

SPP13'
 

UTR
 

luciferase
 

reporter
 

plasmid
 

binding
 

to
 

miR-139-3p
 

analog
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group,the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

p-AKT
 

in
 

miR-139-3p
 

control
 

group
 

was
 

signifi-
cantly

 

decreased
 

(P<0.05),compared
 

with
 

the
 

miR-139-3p
 

control
 

group
 

and
 

SPP1
 

knockdown
 

group,the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

p-AKT
 

in
 

SPP1
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion:Overexpression
 

of
 

miR-139-3p
 

or
 

knockdown
 

of
 

SPP1
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

A549/DDP
 

cells,enhance
 

their
 

sensitivity
 

to
 

cisplatin,and
 

the
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

AKT
 

signaling
 

pathway.
【Key

 

words】Micro
 

RNA-139-3p;Secretory
 

phosphoprotein
 

1;Lung
 

cancer;Drug
 

resistance;Cell
 

proliferation

  肺癌是全球范围内发病率和死亡率最高的恶性

肿瘤之一,严重威胁着人类的健康[1]。顺铂(cis-di-
amminedichloroplatinum,DDP)作为一种常用的化

疗药物,在肺癌的治疗中发挥着重要作用[2]。但肺

癌细胞对DDP产生耐药性是导致化疗失败和患者

预后不良的主要原因之一[3]。微小RNA(microR-
NA,miRNA)是一类长度约为22个核苷酸的非编

码RNA,通过与靶mRNA的互补配对结合,抑制其

翻译或促进其降解,从而调控基因的表达[4]。微小

RNA-139-3p(miR-139-3p)在多种肿瘤中发挥着重

要的生物学功能,但其在肺癌DDP耐药性的作用尚

未完全明确[5]。分泌型磷蛋白1(secreted
 

phospho-
protein

 

1,SPP1)是一种分泌型磷酸化糖蛋白,参与

肿瘤的发生、发展、侵袭和转移等过程。已有研究表

明,SPP1与肿瘤细胞的耐药性密切相关[6]。本研究

旨在探讨miR-139-3p靶向SPP1对肺癌A549细胞

DDP耐药的影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人肺癌细胞株A549购自中国科

学院上海细胞库,使用含10%胎牛血清、100
 

U/mL
青霉素和100

 

μg/mL链霉素的 RPMI
 

1640培养

基,放置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中进行培养。

1.1.2 试剂和仪器 RPMI-1640培养基(默克,
 

R8758-500ML)、胎 牛 血 清 (默 克,F8687)、Lipo-
fectamine

 

6000(碧云天,C0526-0.5mL)、DDP(默
克,15663-27-1)、RT-qPCR试剂盒(艾科瑞生物科

技有限公司,AG11701)、4%多聚甲醛(北京索莱宝,

P1110)、细胞凋亡检测试剂:Annexin
 

V-FITC/PI
凋亡检测试剂盒(上海翌圣生物,40302ES50)、蛋白

Marker(碧云天,P0068)、CCK-8细胞增殖检测试剂

盒 (碧 云 天,C0037)、BCA 试 剂 盒 (碧 云 天,

P0012S)、0.9%无菌生理盐水(上海碧云天生物科

技有限公司,ST341-500ml)。细胞培养箱(罗氏Co-
bas

 

C701)、WB电泳仪(Bio-RAD)、RT-qPCR 仪

(罗氏 LightCycler􀆿
 

96)、倒置显微镜(Olympus,

IX73)、酶标仪(MD,Synergy
 

LX)、离心机(Leica,
产 品 型 号:EG1150H)、电 泳 仪 (Leica,型 号:

RM2235)、流式细胞仪(Nanodrop
 

2000)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将A549和A549/DDP细胞培

养于10%
 

FBS的RPMI-1640培养基中,于37
 

℃、

5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养,每2~3
 

d视情况更

换1次培养基,待细胞融合度达到80%~90%时进

行传代。

1.2.2 细胞转染 采用Lipofectamine
 

6000转染

试剂,按照说明书进行操作。将细胞接种于24孔板

中,待细胞融合度达到50%~60%时进行转染。转

染后6~8
 

h更换为新鲜培养基,继续培养。

1.2.3 耐药性细胞诱导 采用浓度梯度递增法:初
始浓度为0.5

 

μmol/L
 

DDP,培养 A549细胞,每
2~3

 

d视情况更换1次培养基,存活细胞逐步提高

DDP 浓 度 (1
 

μmol/L、2
 

μmol/L、4
 

μmol/L、8
 

μmol/L),持续2~3个月,直至细胞可在8
 

μmol/L
 

DDP中稳定增殖。耐药细胞命名为A549/DDP,亲
本细胞命名为A549。

1.2.4 耐药性鉴定 接种A549和A549/DDP细

胞(5×103/孔)于96孔板,分别加入0、1、2、4、8、

16、32
 

μmol/L
 

DDP,培养48
 

h后加入CCK-8孵育

4
 

h,DMSO溶解后测 OD490
 

nm。计算IC50(半数

抑制浓度),耐药指数(RI)=IC50(A549/DDP)/IC50
(A549),RI>3视为耐药成功。

1.2.5 A549/DDP细胞分组及处理 (1)空白对照

组:常规培养,不进行转染;(2)阴性对照组(NC
组):转染 miR-139-3p空白载体;(3)miR-139-3p过

表达组:单独转染 miR-139-3p
 

mimic;(4)SPP1过

表达组:转染 miR-139-3p+pcDNA3.1-SPP1;(5)

SPP1敲低组:转染miR-139-3p+si-SPP1。

1.2.6 RT-qPCR检测 miR-139-3p和SPP1
 

mR-
NA表达水平 (1)RNA提取:转染48

 

h后,收集

细胞,按照RNA提取试剂盒说明书提取总RNA。
(2)反转录:将提取的RNA反转录为cDNA,按照

反转录试剂盒说明书进行操作。(3)RT-qPCR:以
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cDNA为模板,使用SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix
进行 RT-qPCR反应。以 U6为 miR-139-3p的内

参,GAPDH为SPP1
 

mRNA的内参。根据2-△△Ct

法计算 miR-139-3p和SPP1
 

mRNA 的相对表达

量。见表1。

表1 引物序列

基因 引物序列

U6

 正向 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

 反向 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

miR-139-3p

 正向 5'-CGGGTGTGTGTGAGATGTTA-3'

 反向 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

SPP1

 正向 5'-CCTGCTGTTCTTTGAGTGTG-3'

 反向 5'-GTTGGTTGAGTGGATGTTGG-3'

GAPDH

 正向 5'-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3'

 反向 5'-AGTCCTTCCACGATACCAAAGT-3'

1.2.7 Western
 

blot检测蛋白表达情况 收集并

提取各组细胞的总蛋白,用BCA法测定蛋白浓度。
取等量蛋白进行SDS-PAGE电泳,转膜,封闭,分别

加入抗SPP1、抗磷酸化蛋白激酶B(anti-phospho-
akt,p-AKT)、抗蛋白激酶B(anti-protein

 

kinase
 

b,

AKT)和抗GAPDH 的一抗,4
 

℃孵育过夜,TBST
洗膜后加入二抗,在室温下孵育1

 

h。用ECL化学

发光试剂显色,凝胶成像系统拍照并分析蛋白表达

水平。

1.2.8 CCK-8法检测细胞增殖及DDP耐药性 
(1)细 胞 接 种:将 亲 本 细 胞(A549)与 耐 药 细 胞

(A549/DDP)分别接种于96孔板(密度:3×103~1
×104

 

cells/well)培养24
 

h。(2)设置空白孔(仅培

养基)、对照组(无药物)及实验组(梯度DDP浓度

0、2、4、8、16、32
 

μmol/L),继 续 培 养48
 

h。(3)

CCK-8检测:每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,继续培

养1~4
 

h,使用酶标仪在450
 

nm波长处测定吸光

度值,计算细胞增殖抑制率和半数抑制浓度(IC50)。

1.2.9 双荧光素酶报告基因实验 (1)载体构建:
构建野生型SPP1

 

3'UTR荧光素酶报告载体(WT-
SPP1

 

3'UTR)和突变型SPP1
 

3'UTR荧光素酶报

告载体(MUT-SPP1
 

3'UTR)。(2)共转染:将A549
细胞接种于24孔板中,待细胞融合度达到50%~
60%时,将 WT-SPP1

 

3'UTR 或 MUT-SPP1
 

3'
UTR与 miR-139-3p

 

mimic或 NC 共 转 染 细 胞。
(3)荧光素酶活性检测:转染48

 

h后,按照试剂盒说

明书检测荧光素酶活性,以Renilla荧光素酶活性为

内参,计算Firefly荧光素酶相对活性。

1.3 统计学分析

采用SPSS
 

25.0软件对数据进行处理与分析。
计量资料符合正态分布且方差齐性,以(x-±s)表
示,多组间比较使用单因素方差分析,进一步两两比

较采用 LSD-t 检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 DDP耐药细胞模型的鉴定结果

CCK-8法检测结果显示,A549细胞对DDP的

RI值为(2.13±0.25)μg/mL,A549/DDP细胞对

DDP的IC50 值为(8.26±0.87)μg/mL,A549/DDP
细胞的IC50 值明显高于 A549细胞(P<0.05),表
明成功构建了DDP耐药细胞模型。耐药指数(RI)

=IC50(A549/DDP)/IC50(A549)=3.877。见图1。

图 1 DDP 耐药细胞模型的鉴定
A. A549 细胞活性；B. A549/DDP 细胞活性。

A

B

细
胞

生
存

能
力
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80

60

40

20

0
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IC50=（8.26±0.87）滋g/mL

IgC滋g/mL

IgC滋g/mL

100

50

0

细
胞

生
存

能
力

1.0 1.5 2.0 2.5

1.0 1.5 2.0 2.5

2.2 miR-139-3p和SPP1在 A549细胞和 A549/

DDP细胞中的表达情况比较

RT-qPCR结果显示,与 A549细胞相比[miR-
139-3p(1.00±0.05);SPP1(1.00±0.04)],A549/

DDP细胞中miR-139-3p的表达量(0.45±0.03)下
降(P<0.05),SPP1的表达量升高(2.87±0.15)
(P<0.05)。见图2。

2.3 转染效果验证

RT-qPCR结果显示,与阴性对照组相比,miR-
139-3p对照组miR-139-3p的表达量明显升高(P<
0.05);与miR-139-3p对照组相比,SPP1过表达组
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和SPP1敲低组中 miR-139-3p的表达量差异无统

计学意义(P>0.05),SPP1过表达组中SPP1表达

量升高(P<0.05),SPP1敲低组中SPP1的表达量

降低(P<0.05)。见表2。Western
 

blot结果显示,
与miR-139-3p对照组相比,SPP1过表达质粒转染

组的SPP1蛋白水平明显下降(P<0.05);而SPP1
敲低组的蛋白表达则较 miR-139-3p对照组出现明

显上升(P<0.05),与SPP1敲低组相比,SPP1过

表达质粒转染组的SPP1蛋白水平明显下降(P<
0.05)。见图3。

图 2 A549 细胞和 A549/DDP 细胞 miR鄄
139鄄3p 和 SPP1 表达的情况

①P<0.05。

m
R
N
A

相
对

表
达

量

miR鄄139鄄3p SPP1

A549/DDP
A549

①

①

 表2 各组细胞 miR-139-3p和SPP1
 

mRNA表达情况比

较(x-±s)

组别 miR-139-3p SPP1

空白对照组 1.00±0.03 1.00±0.05

阴性对照组 1.00±0.12 1.00±0.04

miR-139-3p过表达组 1.87±0.15①  1.05±0.05

SPP1过表达组  1.84±0.05  2.95±0.24②

SPP1敲低组  1.82±0.04  0.48±0.03②

  ①P<0.05,与阴性对照组比较;②P<0.05,与 miR-139-3p过

表达组比较。

图 3 各组细胞 SPP1 蛋白表达情况
A. 空白对照组；B. 阴性对照组；C. miR鄄139鄄3p 过表

达组；D SPP1 敲低组；E. SPP1 过表达组。 ①P<0.05。
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①

2.4 miR-139-3p靶向SPP1对A549/DDP细胞增

殖及DDP耐药性的影响

CCK-8法检测结果显示,与阴性对照组比较

[增 殖 抑 制 率(25.31±2.12);IC50 值(8.26±
0.87)],miR-139-3p过表达组细胞的增殖抑制率升

高(45.61±3.26)(P<0.05),IC50 值降低(4.12±
0.35)(P<0.05);与 miR-139-3p过表达组相比,

SPP1过表达组细胞的增殖抑制率降低(9.36±
0.96)(P<0.05),IC50 值升高(15.35±3.68)(P<
0.05)。见图4。

图 4 CCK鄄8 检测细胞增殖及耐药性情况

A. 细胞增殖抑制率；B. 各组细胞耐药性比较。 ①P<0.05。
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2.5 miR-139-3p与SPP1的靶向关系验证

与miR-139-3p空白对照比较(1.00±0.05),野
生型SPP1

 

3'UTR荧光素酶报告质粒与 miR-139-
3p模拟物结合的荧光素酶活性下降(0.45±0.03)
(P<0.05),突变型SPP1

 

3'UTR荧光素酶报告质

粒与miR-139-3p模拟物结合的荧光素酶活性(0.98
±0.06)差异无统计学意义(P>0.05)。见图5。

图 5 双荧光素酶活性检测

①P<0.05。
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2.6 miR-139-3p靶向SPP1对 AKT信号通路的

影响

Western
 

blot结 果 显 示,miR-139-3p过 表 达

组、SPP1敲低组及SPP1过表达组AKT表达量比

较,差异无统计学意义(P>0.05);与阴性对照组比

较,miR-139-3p过表达组p-AKT的蛋白表达水平

降低(P<0.05);与 miR-139-3p过表达组和SPP1
敲低组比较,SPP1过表达组中p-AKT的蛋白表达

水平升高(P<0.05)。见图6。
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图 6 各组细胞 AKT 信号通路蛋白电泳图
A. 空白对照组；B. 阴性对照组；C. miR鄄139鄄3p 过表达组；

D. SPP1 敲低组；E. SPP1 过表达组。 nsP>0.05；①P<0.05。

①
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AKT p鄄AKT
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3 讨论

肺癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤,

DDP是肺癌化疗的常用药物之一[7]。然而,肺癌细

胞对DDP产生耐药性是导致化疗失败的主要原因

之一。因此,寻找有效的逆转耐药的靶点具有重要

的临床意义。miR-139-3p在多种生物学过程中发

挥重要调控作用,miR-139-3p能够靶向多种与肿瘤

发生、侵袭及耐药性相关的基因,如SPP1、ZEB1、

MMP2、ABCC1等。通过调控这些 基 因 的 表 达,

miR-139-3p参与了肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭以

及耐药性等过程[8]。SPP1是一种分泌型磷酸化糖

蛋白,参与细胞黏附、迁移、免疫调节等过程[9]。在

肿瘤中,SPP1表达上调,与肿瘤的侵袭、转移及耐

药性密切相关[10]。人肺癌腺癌细胞系,是研究肺癌

发生发展、治疗及耐药机制的常用细胞模型[11]。

DDP是肺癌治疗的一线化疗药物,但肿瘤细胞容易

产生耐药性,导致治疗效果不佳[12]。因此在肺癌的

治疗中如何解决DDP耐药性的问题成为了关键。
本研 究 结 果 显 示,miR-139-3p在 肺 癌 A549

 

DDP耐药细胞中的表达降低(P<0.05),而SPP1
的表达升高(P<0.05),表明在DDP耐药性中miR-
139-3p和SPP1是关键影响因素[13]。RT-qPCR结果

显示,与 A549细胞比较,A549/DDP细胞中 miR-
139-3p的表达量降低(P<0.05),SPP1的表达量升

高(P<0.05),表明在DDP发挥耐药性的过程中,
细胞通过 miR-139-3p下调和SPP1上调来产生耐

药性。通过双荧光素酶报告基因实验证实,miR-
139-3p可靶向结合SPP1的3'UTR,抑制SPP1的

表达,表明miR-139-3p通过其种子序列与SPP1的

3'UTR互补配对,直接识别并结合,从而介导对

SPP1的负调控[14]。过表达 miR-139-3p通过抑制

SPP1,可能削弱 SPP1介导的耐药信号通路(如

PI3K/AKT通路),从 而 恢 复 A549/DDP细 胞 对

DDP的 敏 感 性[15]。过 表 达 miR-139-3p 或 敲 低

SPP1可抑制 A549/DDP细胞的增殖,增强其对

DDP的敏感性,促进细胞凋亡[15];而过表达SPP1
则可促进 A549/DDP细胞的增殖,降低其对 DDP
的敏感性,抑制细胞凋亡[16]。以上结果表明,miR-
139-3p靶向SPP1可调节肺癌A549细胞对DDP的

耐药性。AKT信号通路是细胞内重要的信号传导

通路之一,参与细胞的增殖、存活、凋亡等过程[17]。
已有研究[18]表明,AKT信号通路的激活与肿瘤细

胞的耐药性密切相关。本研究结果显示,过表达

miR-139-3p或敲低SPP1可降低p-AKT的蛋白表

达水平,而过表达SPP1则可升高p-AKT的蛋白表

达水 平,提 示 miR-139-3p 靶 向 SPP1 调 节 肺 癌

A549细胞DDP耐药性的机制可能与AKT信号通

路相关[19]。过表达 miR-139-3p或敲低SPP1可抑

制A549/DDP细胞的增殖,增强其对DDP的敏感

性,促进细胞凋亡,其机制可能与AKT信号通路相

关[8]。因此,miR-139-3p和 SPP1有 望 成 为 肺 癌

DDP耐药性治疗的新靶点。
综上,肺癌A549细胞过表达 miR-139-3p或敲

低SPP1可抑制A549/DDP细胞的增殖,增强其对

DDP的敏感性,机制可能与AKT信号通路相关。
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