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let-7i-5p 在肺癌A549 耐吉西他滨增殖中的作用
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摘　要：目的　 研究miRNA let-7i-5p 在非小细胞肺癌细胞A549 耐吉西他滨增殖中作用。方法　 在耐吉西他滨的

A549 细胞（A549/G+）中过表达let-7i-5p，在吉西他滨敏感的A549 细胞（A549/G-）中抑制let-7i-5p 表达，分别用CCK-8、克

隆形成、流式细胞术、Western-blot 检测细胞生长、凋亡、蛋白表达。结果　过表达let-7i-5p 抑制A549/G+ 细胞增殖、增加S
期细胞比例、上调细胞周期相关蛋白CDK6 和P21 表达（P<0.01 或 0.05）；而抑制let-7i-5p 表达起相反作用。结论　提高

let-7i-5p 表达可降低A549/G+ 细胞对吉西他滨的耐药性，并使A549/G+ 细胞阻滞在S 期发挥抑制细胞增殖的作用。
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Effect of let-7i-5p on gemcitabine resistance in non-small cell lung cancer A549 cells
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Abstract: Objective　To study the role of microRNA let-7i-5p in gemcitabine resistant non-small cell lung cancer 
A549 cells. Methods　let-7i-5p was overexpressed in gemcitabine resistant A549 cells (A549/G+ ) and downexpressed in 
gemcitabine sensitive A549 cells (A549/G-). Cell growth, apoptosis and protein expression were determined by CCK-8, clone 
formation, flow cytometry, and Western blot. Results　Overexpression of let-7i-5p in A549/G+ cells suppressed proliferation, 
increased S phase, and upregulated cell cycle-associated proteins CDK6 and P21 (P<0.01 or 0.05). However, the effect of let-7i-
5p downexpression was opposite in A549/G- cells. Conclusion  Overexpression of let-7i-5p can reduce gemcitabine resistance 
and inhibit proliferation via S phase blockade in A549/G+ cells.
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肺癌已经成为全球癌症相关死亡的主要原因[1]，其

中 80%~85% 为非小细胞肺癌（NSCLC）[2]。目前，放

疗和化疗仍是治疗NSCLC 的主要手段。吉西他滨作

为最重要的胞嘧啶核苷衍生抗肿瘤药，一方面作用于

DNA 合成期（synthesis，S）；另一方面阻断细胞由G1
期到S 期进展，干扰DNA 的自我复制，促进细胞凋亡[3]。
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外泌体作为一类直径 30~150 nm 双层膜包裹的囊泡[4]，

可携带母本细胞遗传物质到受体细胞进行信息传递，

在肿瘤细胞发生、侵袭、转移及耐药方面发挥重要作

用 [5]。微小RNA（miRNAs）是一类具有调控功能的非

编码RNA，可调节mRNA 的表达，改变靶蛋白的表达水

平[6]。肿瘤细胞的耐药也与miRNAs 的表达异常有关[7]。
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miRNA 在肿瘤增殖、侵袭和耐药方面有重要作用，是

肿瘤治疗的相关靶点 [8]。有研究显示，miRNA 一方面

可以参与肿瘤细胞的耐药过程，另一方面还可以干扰

上下游信号通路逆转肿瘤耐药 [9]。本课题组前期构建

了对吉西他滨耐药的人类肺腺癌细胞株（A549/G+），分

别提取了A549 敏感株（A549/G-）和耐药株（A549/G+）

的外泌体，进行miRNAs 芯片检测和表达差异分析，发

现let-7i-5p 是两株细胞中表达差异最大的miRNA；同

时，生物信息学预测提示let-7i-5 发挥作用可能与细胞

周期蛋白依赖性激酶 6（CDK6）有关 [10]。本文旨在研

究 let-7i-5p 在A549/G+ 细胞耐受吉西他滨中所起的作

用及机制，为阐明肺癌耐药机制提供新的实验依据。

1　材料和方法

1.1　材料

非小细胞肺癌吉西他滨敏感株A549/G- 为本课题

组保存；非小细胞肺癌耐吉西他滨耐药株A549/G+ 为

本课题组诱导后保存。A549/G+ 细胞复苏后，常规消

化并传代。let-7i-5p 及内参基因U6 为上海生工生物公

司设计合成。let-7i-5p  RT 引物：5′-GTCGTATCCAG
TGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACA
ACAGC- 3′；上游引物：5′- CGCGCGTGAGGTAGTA 
GTTTGT-3′；下游引物：5′-AGTGCAGGGTCCGAGG 
TATT-3′。U6 RT 引物：5′-GTCGTATCCAGTGCAGG 
GTCCGAGGTATTCGCACTGGATCGACAAAAGC-3′； 
上游引物：5′-AGAGAAGATTAGCATGGCCCCTG- 3′；

下游引物：5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3′。

1.2　方法

1.2.1　 实验分组　 实验细胞分为 NC 组（转染 let-7i-
5p mimics NC） 和 let-7i-5p mimics 组（转染 let-7i-5p 
mimics）；let-7i-5p NC 组（转染 inhibitor NC）和let-7i-
5p inhibitor 组（转染let-7i-5p inhibitor）。

1.2.2　细胞增殖能力试验　各组细胞在含有不同浓度

吉西他滨的培养基中培养至对数生长期后分别进行

如下实验：首先用CCK-8（cell counting kit-8）进行细

胞毒实验，在 450 nm 波长处进行单波长测定各组细

胞溶液吸光度，存活率(%)=（A 实验组-A 空白组）/（A 对照组- 

A 空白组）×100%，计算IC50 值；其次，进行细胞克隆形

成实验，通过细胞计数计算细胞克隆形成率；使用细

胞周期检测试剂盒（凯基生物科技公司）检测细胞周

期的变化。在此实验的基础上，提取NC 组和let-7i-5p 
mimics 组细胞总RNA，交由广州锐博生物科技有限公

司进行mRNA 测序，比较两组中差异表达的基因，预

测let-7i-5p 发挥作用的可能通路。

1.2.3　免疫印迹实验　转染let-7i-5p mimics 后，采用

RIPA 法进行总蛋白提取，然后进行蛋白质定量测定，

再经 SDS-PAGE 胶进行电泳分离；随后在 250 mA，

120 min 将蛋白转移至PVDF 膜上，室温封闭 90 min，

然后进行一抗孵育 [CDK6 抗体（1∶1 000）、P21 抗

体（1∶2 000）、抗体 CyclinA（1∶1 000）、CDK2 抗体 
（1∶1 000）均购自美国CST 科技有限公司]。随后与

辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶1 000）室温孵育 1 h，

最后加ECL 底物发光液进行曝光检测。同时设计 let-
7i-5p NC 组和 let-7i-5p inhibitor 组，重复以上实验操

作，观察实验结果并统计数据。

1.2.4　 抑制 P21 表达　 在对 A549/G+ 消化培养 24 h
后，实验组同时转染let-7i-5p mimics 和siRNA-P21，对

照组转染let-7i-5p mimics 和P21-NC，利用RT-qPCR 技

术检测两组细胞中P21 的表达情况。同时为确定let-7i-
5p 与P21 的关系，明确let-7i-5p 在S 期到G2 期的作用，

在共同转染let-7i-5p 的条件下，设置一组抑制P21 的表

达作为实验组（let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组），另一

组作对照（let-7i-5p mimics-NC 组），比较在过表达 let-
7i-5p 的前提下，抑制P21 的表达，let-7i-5p mimics-P21 
siRNA 组与let-7i-5p mimics-NC 组细胞增殖能力以及

细胞周期和细胞周期相关蛋白的变化。

1.3　统计学处理

实验数据通过采用 3 次独立重复实验得出，结果

用SPSS 17.0 统计软件进行分析，多样本均数比较采用

单因素方差分析，两样本均数比较采用 t 检验，P<0.05
表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　let-7i-5p 使A549 细胞对药物的耐受性降低

同一浓度下let-7i-5p mimics 组的细胞存活率低于

NC 组（图 1A），IC50 值明显低于NC 组（34 μmol/L vs. 
3 330 μmol/L）。转染 let-7i-5p 后的细胞可降低A549/
G+ 细胞群体依赖性和增殖能力（图 1B、C）。let-7i-5p 
mimics 组的凋亡率高于NC 组（P<0.05，图 1D、E）。

同一药物浓度下，let-7i-5p inhibitor 组的细胞抑制率

低于对照组let-7i-5p NC 组（P<0.05，图 2）。

2.2　mRNA 测序显示 let-7i-5p 发挥作用与细胞周期

有关

与NC 组相比，转染let-7i-5p mimics 后，表达升高

的基因有 347 个，下调的基因有 333 个；同时，KEGG
信号通路预测在细胞水平上，let-7i-5p 发挥作用与细
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况；E：不同药物浓度下let-7i-5p mimics 组和NC 组细胞凋亡能力比较；let-7i-5p mimics 组与NC 组比较：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图 1　不同浓度吉西他滨对let-7i-5p mimics 组和NC 组的作用比较
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图 2　不同浓度吉西他滨对let-7i-5p inhibitor 组和let-7i-5p NC 组作用的比较
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胞周期通路有极大的相关性（图 3A）。差异表达的基

因结果显示，与NC 组相比，let-7i-5p mimics 组CDK6
的表达升高（图 3B）。

2.3　let-7i-5p 促进细胞周期从G1 期向S 期转变

与对照组相比，A549/G+ 细胞在转染 let-7i-5p 
mimics 后细胞周期 G1 期细胞比例下降，S 期细胞比

例升高（图 4A、B、C）；另一方面，与let-7i-5p NC 组相

比，let-7i-5p inhibitor 组G1 期细胞占比轻度升高，S 期

占比下降，G2-M 期细胞占比升高（P<0.05，图 4D、E、

F）。表明提高let-7i-5p 表达水平可促进A549/G+ 细胞

周期从G1 期到S 期的进展，阻碍S 期到G2-M 的转变。

2.4　let-7i-5p 促进CDK6 和P21 的表达

let-7i-5p mimics 组的 CDK6 和 P21 蛋白表达水

平明显高于 NC 组（图 5A、B）；let-7i-5p mimics 组

的 CyclinA 和 CDK2 蛋白表达水平明显低于 NC 组

（图 5C、D），差异均有统计学意义（P<0.05 或 0.01，图

5E）。在抑制 let-7i-5p 表达后，A549/G- 细胞Western-
blot 结果显示let-7i-5p inhibitor 组中CDK6 和P21 表达

低于NC 组，CyclinA 和CDK2 表达高于NC 组（P<0.05
或 0.01，图 5F、G）。

2.5　抑制P21 表达可抑制let-7i-5p mimics 对细胞株的

致敏性

经过不同浓度梯度的吉西他滨处理后测得的 let-
7i-5p mimics-P21 siRNA 组和 let-7i-5p mimics-NC 组

的抑制率见图 6。在浓度较低时，吉西他滨对两组的

抑制率差异有统计学意义（P<0.05，图 6A）。let-7i-5p 
mimics-P21 siRNA 组的 IC50 值高于 let-7i-5p mimics-NC
组 [35 μmol/L（14~102 μmol/L）vs 117 μmol/L（39~1 032 
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图 4　let-7i-5p 对细胞周期变化的影响
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蛋白的相对表达情况灰度分析；let-7i-5p mimics 组与NC 组比较，let-7i-5p inhibitor 组与let-7i-5p NC 组比较：*P<0.05，**P<0.01
图 5　细胞相关周期蛋白在各组的表达情况

80

60

40

20

0

10
00

.0
50

0.0
10

0.050
.0

25
.0

10
.07.55.02.51.0

抑
制

率
/%

吉西他滨浓度/（μmol/L）

let-7i-5p mimics-NC
let-7i-5p mimics-P21 siRNA

A

B
let-7i-5p mimics-NC

let-7i-5p mimics-P21 siRNA
0.001 mmol/L 0.01 mmol/L 0.1 mmol/L 1 mmol/L

C

0.001 0.01 0.1 1

let-7i-5p mimics-NC

let-7i-5p mimics-P21 siRNA
100

80

60

40

20

0

吉西他滨浓度/（μmol/L）

克
隆

数

D
let-7i-5p 

mimics-NC

0.001 mmol/L 0.01 mmol/L 0.1 mmol/L 1 mmol/L

E

0.001 0.01 0.1 1

let-7i-5p mimics-NC
let-7i-5p mimics-P21 siRNA100

80

60

40

20

0

吉西他滨浓度/（μmol/L）

凋
亡

率
/%

let-7i-5p 
mimics-P21 siRNA

A：不同药物浓度下 let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组和 let-7i-5p mimics-NC 组细胞抑制率的比较；B：不同药物浓度下 let-7i-5p 
mimics-P21 siRNA 组和 let-7i-5p mimics-NC 组细胞克隆增殖情况；C：不同药物浓度下 let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组和 let-7i-5p 
mimics-NC 组细胞增殖能力比较；D：不同药物浓度下let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组和let-7i-5p mimics-NC 组细胞凋亡情况；E：不

同药物浓度下let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组和let-7i-5p mimics-NC 组细胞凋亡能力比较；let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组与let-7i-5p 
mimics-NC 组比较：*P<0.05，***P<0.01

图 6　不同浓度吉西他滨对let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组和let-7i-5p mimics-NC 组的作用
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μmol/L），P<0.05]。 吉西他滨 0.001 mmol/L 时， 两组

克隆数差异无统计学意义（P>0.05）； 吉西他滨 0.01 
mmol/L 时，let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组克隆数为 
let-7i-5p mimics-NC 组的 138.1%；吉西他滨 0.1 mmol/L 
时，let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组克隆数约为 let-7i-5p 
mimics-NC 组的 142.6%（P<0.05，图 6B、C）。流式细胞

凋亡实验显示，在药物浓度为 0.001、0.01 和 0.1 mmol/
L 条件下，let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组的细胞凋亡率

比let-7i-5p mimics-NC 组低（P<0.05，图 6D、E）。提示转

染P21 siRNA 可以使经let-7i-5p mimics 处理后变敏感的

A549/G+ 细胞重新产生耐药。

2.6　 抑制P21 的表达后促进了细胞从S 期到G2-M 期

转变

流式细胞术结果显示 let-7i-5p mimics-P21 siRNA
组中 S 期所占的比例少于 let-7i-5p mimics-NC 组，

G2-M 期的比例多于let-7i-5p mimics-NC 组（P<0.05，图

7A、B、C）。Western-blot 结果表明 let-7i-5p mimics 在

转染P21 后细胞相关周期蛋白的表达有差异（图 7D），

let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组中CDK2 和CyclinA 的表

达高于let-7i-5p mimics-NC 组（P<0.05），P21 的表达低

于let-7i-5p mimics-NC 组（P<0.01），CDK6 的表达两组

比较差异无统计学意义（P>0.05）。见图 7E。
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图 7　let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组和let-7i-5p mimics-NC 组细胞周期及其细胞周期蛋白表达水平比较

3　讨论

化疗是治疗肺癌最常用手段之一，耐药是制约其

疗效的主要障碍。虽然吉西他滨作为第 3 代化疗药物

有比传统化疗药物具有更好的疗效，但研究表明，由于

肿瘤细胞快速的耐药反应，吉西他滨在治疗肺癌时的

总有效率仅约 20%[11]。

let-7i-5p 作为 let 家族的一员，与肿瘤的发生、发

展有密切联系 [12]。 研究表明，let-7i-5p 对肿瘤细胞

的发生、发展起抑制作用。2018 年，Chhabra[13] 发现

let-7i-5p 通过抑制表皮生长因子 / 磷脂酰肌醇-3-羟
激酶 /SOX2 信号通路抑制宫颈癌肿瘤细胞的发生。

Takamizawa 等 [14] 也报道了 let-7i 表达降低的非小细

胞肺癌患者中，其手术后生存期明显缩短。本文通过

CCK-8 细胞毒实验、克隆形成实验及流式细胞术等实

验表明 let-7i-5p 可以降低肺腺癌细胞 A549 对吉西他

滨的耐药性，使A549/G+ 细胞对吉西他滨变得敏感。

本文从过表达 let-7i-5p 和抑制 let-7i-5p 表达得出的结

果都可说明这一点。

本研究对 let-7i-5p mimics 组和 NC 组进行的

mRNA 测序和 KEGG 通路分析表明，let-7i-5p 促进

A549 细胞发生耐药与细胞周期有关。同时，两组间由

于let-7i-5p 表达水平改变引起的CDK6 的变化可能是

细胞周期发生改变的原因。细胞周期的改变又会影响

细胞增殖及细胞对吉西他滨的耐受性。这为完善肺癌

细胞A549 耐吉西他滨机制提供了启示。

CDK6 是一种细胞周期蛋白依赖性激酶，具有促

进G1 期向S 期进展，缩短DNA 复制周期，促进细胞的

增殖的作用[15]。目前，在肺癌、乳腺癌、头颈癌中均发

现了CDK6 的高表达[16-17]。Shen 等[18] 研究证实，let-7
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可以通过调控CDK6 的磷酸化作用，促进细胞从G1 期

向S 期过渡，从而加快细胞周期过程。流式细胞周期

实验和 Western-blot 结果表明过表达 let-7i-5p 可提高

CDK6 的表达，CDK6 促进了细胞周期从G1 期到S 期

进展。那么既然 let-7i-5p 促进G1 期向S 期进展，为何

let-7i-5p mimics 组的细胞在耐吉西他滨增殖作用中的

能力下降了呢？从细胞周期结果可以发现，与对照组

相比，let-7i-5p mimics 组细胞S 期比例明显升高，而调

控S 期至G2/M 期的Cyclin A（细胞周期蛋白A）是细胞

周期中的正性调控因子，在G1 晚期开始合成，含量在

S 期逐渐增加，于G2/M 期达到高峰[19-20]。有研究证实，

CyclinA 在非小细胞肺癌 [21]、乳腺癌 [22] 等多种肿瘤中

高表达。而CDK2 作为细胞周期蛋白依赖性激酶家族

（CDKs）的重要成员，激活后与Cyclin A 共同作用，形

成CyclinA-CDK2 复合物，对S 期和G2/M 期过渡具有

重要作用，促进了DNA 复制的进行[23]。有研究表明，

抑制CyclinA-CDK2 复合物的表达，可有效阻止肿瘤细

胞的增殖[24]。结合外泌体芯片miRNA 差异表达分析，

用差异表达最大的 5 种 miRNAs 进行生物信息学预

测其下游基因，结果发现P21/CDKN1A 基因具有很大

的指向性。P21 属于抑癌基因产物，是细胞周期的负

调控蛋白 [25]，可与相应的Cyclin-CDK 复合物结合，使

CDK 失去蛋白激酶活性，阻止细胞周期的进行 [26-27]。 
目 前 已 知 P21 可 以 结 合 作 用 的 底 物 有 CyclinA- 
CDK2[28]、CyclinD-CDK4[29]、CyclinE-CDK2[30] 等。

鉴于此，结合本实验结果，我们认为let-7i-5p 可能

是通过P21 影响CyclinA-CDK2 复合物的表达，间接影

响细胞的周期，进而影响肿瘤细胞的增殖。为了验证

上述推测，在A549/G+ 细胞中过表达let-7i-5p 后，我们

发现P21 在 let-7i-5p mimics 组中是高表达的，随后又

检测了CDK2 及CyclinA 的表达情况，结果显示，let-
7i-5p mimics 组中 CyclinA 及 CDK2 的表达量均低于

NC 组（P<0.05），由此可见，let-7i-5p mimics 组中低表

达的CyclinA 和CDK2 阻滞了细胞周期从S 期到G2-M
期的转化，使细胞复制周期停滞在S 期，影响细胞的

增殖。这与我们之前细胞的增殖行为的改变及流式细

胞周期检测的结果都是一致的。随后，在A549/G- 细

胞中抑制let-7i-5p 的表达从反方面论证了let-7i-5p 对

CDK6、P21 的促进作用。

另一方面，在转染 let-7i-5p mimics 的基础上，对

let-7i-5p mimics-P21 siRNA 组的 P21 进行抑制表达，

与 let-7i-5p mimics-NC 组相比，let-7i-5p mimics-P21 
siRNA 组中CCK-8 增殖能力增强，平板克隆形成能力

升高，细胞凋亡率降低，原本在转染let-7i-5p mimics 后

对药物敏感的A549/G+ 细胞对吉西他滨的作用又表现

出抵抗性。说明P21 表达水平的降低，一定程度上促

进了细胞的增殖与耐药。

细胞周期结果表明在抑制P21 表达后，细胞S 期比

例降低，G2-M 期比例明显升高，说明降低P21 的表达

促进了细胞由S 期向G2-M 期的进程。同时，Western-
blot 实验结果提示降低P21 表达后，CDK2 和CyclinA
的表达水平升高；而他们表达水平升高会促进细胞周

期从S 期到G2-M 期的进程，促进了细胞的DNA 复制，

增强了细胞的增殖能力，也促进了细胞对吉西他滨的

抵抗性。而Zhu 等[31] 曾在研究肺癌细胞耐吉非替尼的

机理中证实了P53/P21 凋亡通路的激活，可以诱导细胞

周期阻滞在G2 期/M 期，从而增强肺癌细胞对吉非替尼

的敏感性。Li 等 [32] 在对乳腺癌细胞增殖的研究中也

发现P21 的高表达可以诱导G2/M 期的阻滞，从而有效

抑制肿瘤细胞的增殖。2021 年，黄渊锋等[33] 研究发现

细胞周期的负调控因子P21 可以阻滞细胞G2/M 期，从

而增强非小细胞肺癌对吉非替尼的敏感性。综上，在

A549/G+ 细胞中let-7i-5p 可以提高吉西他滨敏感性，一

定程度上解释了 let-7i-5p 可以降低A549/G+ 细胞对吉

西他滨耐受性的原因。let-7i-5p 高表达引起 CDK6 的

表达升高，促进了细胞周期从G1 期到S 期的进展；同

时，也促进P21 表达水平升高，P21 又抑制了CyclinA-
CDK2 复合物的表达，间接地引起了S 期到G2-M 期的

进展受阻，细胞周期停滞在S 期，引起细胞DNA 复制减

慢，造成A549/G+ 在吉西他滨的作用下增殖能力的减

弱，降低了A549/G+ 细胞对吉西他滨的耐受性。

总之，本实验初步证实了 let-7i-5p 表达水平可能

通过影响细胞周期改变对A549/G+ 细胞对吉西他滨的

耐药性，为肺癌耐吉西他滨机制的深入研究提供了实

验依据。
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