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摘要 目的：通过动物实验，具体探讨微小 RNA（miR-10a）通过含 F-框WD重复域蛋白 7（FBXW7）-E盒锌指结合蛋白 2（ZEB2）

轴调控非小细胞肺癌的肿瘤化疗耐药作用。方法：非小细胞肺癌模型小鼠（n=42）随机平分为三组 -模型组、miR-10a组与环磷酰

胺组，模型组给予生理盐水 0.2 mL腹腔注射，环磷酰胺组给予环磷酰胺 20 mg/kg腹腔注射，miR-10a组给 hsa-miR-10a mimics

15 mg/kg联合环磷酰胺 20 mg/kg腹腔注射，1次 /d，持续给药 14 d。结果：miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 7 d与第 14 d的肿瘤体

积低于模型组，miR-10a组低于环磷酰胺组（P<0.05）。miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的瘤体质量低于模型组，抑

瘤率高于模型组，miR-10a组与环磷酰胺组对比差异也有统计学意义（P<0.05）。miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的

肿瘤细胞凋亡指数高于模型组，miR-10a组高于环磷酰胺组（P<0.05）。miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的血清

FBXW7、ZEB2 含量低于模型组，miR-10a 组低于环磷酰胺组（P<0.05）。miR-10a 组与环磷酰胺组治疗第 14 d 与第 28 d 的

FBXW7、ZEB2 mRNA与蛋白相对表达水平低于模型组，miR-10a组低于环磷酰胺组（P<0.05）。结论：过表达 miR-10a能抑制非小

细胞肺癌小鼠的 FBXW7-ZEB2轴的激活，抑制血清 FBXW7、ZEB2的表达，从而促进肿瘤细胞凋亡，改善肿瘤化疗耐药性，促进

缩小肿瘤体积。
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The Animal Experiment Study of miR-10a Regulating the Chemotherapy
Resistance of Non-small Cell Lung Cancer through the FBXW7-ZEB2 Axis*

Through animal experiments, To specifically explore the passage of microRNA (miRNA, miR)-10a through

F-Box and WD40 domain protein 7 (FBXW7) and E-box zinc finger binding protein 2 (ZEB2) axis regulates the tumor chemotherapy

resistance of non-small cell lung cancer hrough animal experiments. Non-small cell lung cancer model mice (n=42) were

randomly equally divided into three groups-model group, miR-10a group and cyclophosphamide group. The model group were given

intraperitoneal injection of normal saline 0.2 mL, and the cyclophosphamide group were given cyclophosphamide 20 mg/kg

intraperitoneally at 20 mg/kg, the miR-10a group were given hsa-miR-10a mimics 15 mg/kg combined with cyclophosphamide 20 mg/kg

intraperitoneally, once daily for 14 d. The tumor volume of the miR-10a group and the cyclophosphamide group were lower on

the 7th and 14th day of treatment than the model group, and the miR-10a group were lower than that of the cyclophosphamide group

(P<0.05). The tumor mass of miR-10a group and cyclophosphamide group on the 14th and 28th day of treatment were lower than that of
the model group, and the tumor inhibition rate were higher than that of the model group, the difference compared between the miR-10a

group and cyclophosphamide group were also statistically significant (P<0.05). The apoptosis index of tumor cells in the miR-10a group
and the cyclophosphamide group were higher on the 14th and 28th day of treatment than the model group, and the miR-10a group were
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higher than the cyclophosphamide group (P<0.05). The levels of serum FBXW7 and ZEB2 in the miR-10a group and the

cyclophosphamide group were lower on the 14th and 28th day of treatment than the model group, and the miR-10a group were lower

than the cyclophosphamide group(P<0.05). The relative expression levels of FBXW7 and ZEB2 mRNA and protein in the miR-10a group

and the cyclophosphamide group were lower than the model group on the 14th and 28th day of treatment, and the miR-10a group were

lower than the cyclophosphamide group (P<0.05). Overexpression of miR-10a can inhibit the activation of FBXW7-ZEB2

axis in mice with non-small cell lung cancer, and inhibit the expression of serum FBXW7 and ZEB2, thereby promoting tumor cell

apoptosis, improving tumor chemotherapy resistance, and promoting tumor volume reduction.

MiR-10a; Non-small cell lung cancer; Mice; F-box WD repeat domain protein 7; E-box zinc finger binding protein 2;

Chemotherapy resistance; Apoptosis

前言

肺癌为主要的恶性肿瘤之一，其中 85.0%以上为非小细胞

肺癌，且病死率一直居高不下[1]。由于多数非小细胞肺癌患者的

早期症状不明显，很多患者由于症状明显进行就诊时已确诊为

中晚期非小细胞肺癌，往往错过最佳手术时机[2,3]。放化疗为中

晚期非小细胞肺癌的主要治疗方法，其中化疗占有重要地位，

可以有效缩小肿块，减少与消除潜在的微小转移，杀灭看不见

的转移细胞，可以延长患者的无进展生存期[4,5]。但是由于各种

因素的影响，肿瘤化疗耐药患者越来越多，也使得患者的复发

率越来越多[6,7]。微小 RNA是一类广泛存在于真核生物体内、长

度大约为 18-25nt的非编码小单链 RNA分子，可调节细胞增

殖、细胞凋亡、病毒防御、脂肪代谢等多个生物学过程[8,9]。

miR-10a普遍被认为是一种肿瘤抑制因子，可能和恶性肿瘤化

疗耐药性的产生有关[10]。肺癌肿瘤化疗耐药的产生机制非常的

复杂，其中含 F-框WD重复域蛋白 7（F-Box and WD40 domain

protein 7，FBXW7）-E盒锌指结合蛋白 2（E-box zinc finger bind-

ing protein 2，ZEB2）轴属于 F-box家族，其表达情况在肺癌的

发生、发展、转移中发挥了了重要作用 [11,12]。特别是

FBXW7-ZEB2轴相关基因的突变、错配、扩增、转置、DNA异常

甲基化导致可一系列的遗传及表观遗传上的改变，从而诱发耐

药的产生[13,14]。本文通过动物实验分析，具体探讨了 miR-10a通

过 FBXW7-ZEB2轴调控非小细胞肺癌的肿瘤化疗耐药作用，

希望为非小细胞肺化疗耐药预测和治疗提供新的参考依据。现

总结报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究材料

C57BL/6小鼠 Lewis肺癌体外传代细胞株购自上海弘顺

生物科技有限公司，采用 10%小牛血清联合 DMEM培养基在

5.0%二氧化碳、37.0℃条件下培养。

清洁级雄性 C57BL/6小鼠(n=48)购自北京维通利华实验

动物有限公司（批号 18383891），严格按照动物伦理要求进行

饲养，动物实验过程都得到了动物伦理委员会的批准。

hsa-miR-10a mimics购自上海吉玛公司，青链霉素混合液

购自国药集团，注射用环磷酰胺粉针剂（0.2 g/支，国药准字

H32020857）购自江苏恒瑞医药股份有限公司出碘化嘧啶、胰

酶等购自美国 Sigma公司，酶联免疫血清学检测试剂盒购自杭

州吴天生物技术有限公司，抗 FBXW7抗体、抗 ZEB2抗体购自

美国 BD公司，Trizol试剂、TakaRa逆转录试剂盒等核酸检测

相关试剂购自南京凯基生物科技发展有限公司。

1.2 模型建立

所有小鼠都给予建立 Lewis非小细胞肺癌小鼠模型，生理

盐水调整 Lewis肺癌体外传代细胞株浓度至 1× 107个 /mL，筛

选出能在培养基上稳定生长传代的耐药细胞。取对数生长期细

胞，以 0.2 mL/只接种于小鼠右腋皮下。自小鼠接种 Lewis肺癌

细胞完成后计算时间，随后每天测定小鼠腋下肿瘤直径，在第

14 d时小鼠肿瘤直径≧1 cm3判定为建模成功。

1.3 小鼠分组与治疗

将非小细胞肺癌模型小鼠（n=42）随机平分为三组 -模型

组、miR-10a组与环磷酰胺组，模型组给予生理盐水 0.2 mL腹

腔注射，环磷酰胺组给予环磷酰胺 20 mg/kg 腹腔注射，

miR-10a 组给 hsa-miR-10a mimics15 mg/kg 联合环磷酰胺 20

mg/kg腹腔注射，1次 /d，持续给药 14 d。

1.4 观察指标

（1）所有小鼠在治疗第 7 d与第 14 d测定采用游标卡尺测

定与计算肿瘤体积。（2）在治疗第 14 d与第 28 d各组分别处死

7只小鼠，无菌剥离瘤体并称重，测定与记录瘤体质量与抑瘤

率。（3）无菌剥离瘤体，匀浆后制成肿瘤细胞悬液，调整细胞密

度为 1× 106/mL，加入 10 滋g/mL的凋亡检测试剂后，采用流式
细胞仪测定与计算肿瘤细胞凋亡指数。（4）取处死大鼠的心脏

血液 0.5 mL左右，4℃下 3000 r/min离心 5 min，取上层血清，

采用酶联免疫法检测血清 FBXW7、ZEB2含量。（5）将瘤体组织

剪碎后，加入液氮研磨粉碎，分为两部分。第一部分加入 Trizol

混匀后，提取 RNA后，采用 qRT-PCR检测 FBXW7、ZEB2 mR-

NA相对表达水平。另一部分加入蛋白裂解液后在冰上裂解

10 min，12000 rpm离心 10 min，取上清液定量蛋白浓度，于恒

温金属浴 100 ℃变性 5 min，上样 20 滋g 蛋白进行 10 %

SDS-PAGE电泳，转膜后封闭 1 h，洗涤，孵育一抗 4℃过夜，洗

涤，孵育二抗室温 1 h，洗涤后进行快速显影，计算 FBXW7、

ZEB2蛋白相对表达水平

1.5 统计方法

本研究的计数数据与计量数据分别以%、均数± 标准差表

示，统计软件为 SPSS22.00，统计对比方法为卡方分析、t检验，

检验水准为琢=0.05。

2 结果
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2.1 肿瘤体积对比

治疗第 7 d与第 14 d，miR-10a组与环磷酰胺组的肿瘤体

积低于模型组，miR-10a组低于环磷酰胺组（P<0.05）。见表 1。

Note: Compared with the model group, aP<0.05; compared with the cyclophosphamide group, bP<0.05.

表 1 三组治疗不同时间点的肿瘤体积对比(cm3)

Table 1 Tumour volume comparison of the three groups at different time points of treatment(cm3)

Groups n 7 d 14 d

The miR-10a group 7 1.78± 0.14ab 1.67± 0.26ab

Cyclophosphamide group 7 2.09± 0.18a 2.34± 0.18a

Model group 7 2.46± 0.13 3.01± 0.24

F 8.855 11.032

P <0.001 <0.001

2.2 瘤体质量与抑瘤率对比

miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的瘤体质

量低于模型组（P<0.05），抑瘤率高于模型组，miR-10a组与环磷
酰胺组对比差异也有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

Note: Compared with the model group, aP<0.05; compared with the cyclophosphamide group, bP<0.05.

表 2 三组治疗不同时间点的瘤体质量与抑瘤率对比

Table 2 Comparison of tumor mass and tumor suppression rate at different time points

Groups n
Tumor body mass(g) Tumor suppressor rate(%)

14 d 28 d 14 d 28 d

The miR-10a group 7 0.46± 0.08ab 0.52± 0.10ab 76.82± 5.19ab 84.98± 6.66ab

Cyclophosphamide group 7 0.72± 0.11a 0.87± 0.15a 34.92± 3.33a 42.91± 5.92a

Model group 7 1.08± 0.14 1.32± 0.13 1.09± 0.13 1.24± 0.22

F 12.922 14.963 134.294 156.888

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.3 肿瘤细胞凋亡指数对比

miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的肿瘤细

胞凋亡指数高于模型组，miR-10a组高于环磷酰胺组（P<0.05）。
见表 3。

Note: Compared with the model group, aP<0.05; compared with the cyclophosphamide group, bP<0.05.

表 3 三组治疗不同时间点的肿瘤细胞凋亡指数对比(%)

Table 3 Comparison of tumor cell apoptosis index of the three groups at different time points of treatment(%)

Groups n 14 d 28 d

The miR-10a group 7 12.94± 2.14ab 20.19± 1.48ab

Cyclophosphamide group 7 5.10± 0.44a 8.91± 0.32a

Model group 7 3.09± 0.13 3.09± 0.15

F 23.184 28.828

P <0.001 <0.001

2.4 血清 FBXW7、ZEB2含量对比

miR-10a 组与环磷酰胺组治疗第 14 d 与第 28 d 的血清

FBXW7、ZEB2 含量低于模型组，miR-10a 组低于环磷酰胺组

（P<0.05）。见表 4。

2.5 FBXW7、ZEB2 mRNA与蛋白相对表达水平对比

miR-10a 组与环磷酰胺组治疗第 14 d 与第 28 d 的

FBXW7、ZEB2 mRNA 与蛋白相对表达水平低于模型组，

miR-10a组低于环磷酰胺组（P<0.05）。见表 5。

3 讨论

非小细胞肺癌是发病率最高的恶性肿瘤之一，且发病年龄

越来越趋向年轻化[15]。化疗为中晚期非小细胞肺癌的主要治疗

方法，能够使部分原来无法根治的肿瘤达到根治的目的，但是

也有一些患者存在肿瘤化疗耐药，从而严重影响非小细胞肺癌

治疗的进程和效果[16]。目前以环磷酰胺为基础的化疗方案是非

小细胞肺癌的一线化疗方案，但在治疗过程也可发生耐药现
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Note: Compared with the model group, aP<0.05; compared with the cyclophosphamide group, bP<0.05.

表 4 三组治疗不同时间点的血清 FBXW7、ZEB2含量对比(pg/mL)

Table 4 Comparison of serum FBXW7 and ZEB2 content at different time points of treatment (pg/mL)

Note: Compared with the model group, aP<0.05; compared with the cyclophosphamide group, bP<0.05.

象，从而影响患者的预后。并且很多非小细胞肺癌早期症状不

明显，也具有易发生远处转移与复发、预后不佳等特点，为此寻

找更合适的治疗方法具有重要意义[17,18]。

Groups n
FBXW7 ZEB2

14 d 28 d 14 d 28 d

The miR-10a group 7 2.19± 0.19ab 4.18± 0.29ab 1.39± 0.09ab 2.76± 0.33ab

Cyclophosphamide group 7 7.02± 0.32a 8.73± 1.37a 5.20± 0.44a 56.18± 0.47a

Model group 7 15.29± 1.30 18.22± 2.40 9.87± 0.33 11.37± 1.42

F 45.014 36.925 55.035 51.046

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表 5 三组治疗不同时间点的 FBXW7、ZEB2 mRNA与蛋白相对表达水平对比

Table 5 Comparison of relative expression levels of FBXW7 and ZEB2 mRNA and protein at different time points

Groups n
FBXW7 mRNA ZEB2 mRNA FBXW7 protein ZEB2 protein

14 d 28 d 14 d 28 d 14 d 28 d 14 d 28 d

The miR-10a

group
7 0.67± 0.13ab 0.89± 0.12ab 1.45± 0.18ab 1.56± 0.25ab 1.22± 0.09ab 1.56± 0.12ab 2.10± 0.23ab 2.68± 0.13ab

Cyclophos-

phamide group
7 2.31± 0.13a 2.45± 0.14a 3.19± 0.22a 3.43± 0.18a 2.87± 0.18a 3.18± 0.20a 2.98± 0.11a 3.29± 0.62a

Model group 7 2.41± 0.03 2.49± 0.33 4.19± 0.18 4.76± 0.28 3.33± 0.45 3.87± 0.27 4.66± 0.28 5.33± 0.26

F 12.013 11.777 27.483 28.572 16.873 18.333 13.049 12.764

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

miRNA在细胞增殖与凋亡、个体发育等生理活动中起重

要调控作用，也与恶性肿瘤的发生发展、迁移浸润以及肿瘤化

疗耐药密切相关。不过 miRNA对靶基因的调节不是简单的对

应关系关系，而是一种错综复杂的网络关系[19]。miR-10a为一种

肿瘤抑制因子，可抑制肿瘤细胞增殖，也使得肿瘤的迁移和侵

袭性降低[20]。本研究显示 miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 7 d

与第 14 d的肿瘤体积低于模型组，miR-10a组低于环磷酰胺组

（P<0.05）；miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的瘤

体质量低于模型组，抑瘤率高于模型组（P<0.05），miR-10a组与
环磷酰胺组对比差异也有统计学意义（P<0.05），结合上述
Liu Q[19]和 Yang J[20]等研究分析可知：miR-10a可显著抑制非小

细胞肺癌肿瘤化疗耐药性，从而提高化疗效果，并促进缩小肿

瘤体积。

肿瘤化疗耐药的发生原因为化疗药物比如环磷酰胺在杀

死肿瘤细胞时，也能诱导促肿瘤生长旁分泌激活，增加促肿瘤

生长因子分泌，诱导肿瘤细胞对环磷酰胺的抵制，从而引发新

的致瘤作用[21,22]。凋亡是细胞的一种程序性的正常死亡过程，是

目前抗肿瘤基因治疗的重要方面[16]。miRNAs在转录后水平调

控基因表达，从而参与非小细胞的发生与发展。本研究显示

miR-10a组与环磷酰胺组治疗第 14 d与第 28 d的肿瘤细胞凋

亡指数高于模型组，miR-10a组高于环磷酰胺组（P<0.05），表明

miR-10a过表达可显著促进非小细胞肺癌小鼠的肿瘤细胞凋

亡。目前有研究显示[23,24]：miR-10a能较好地抑制肿瘤细胞生长、

增殖，对肿瘤细胞具有免疫作用，可诱导肿瘤细胞凋亡。并且

miR-10a可抑制肿瘤细胞 NF-资B的活化，继而细胞凋亡增加，
与本研究结果一致。

miRNAs在细胞耐药的过程中发挥了重要的作用，其可通

过靶向与耐药相关的基因参与调控肿瘤细胞对化疗药物的敏

感性[25]。有学者研究显示 miR-10a的表达水平在恶性肿瘤顺铂

耐药细胞株中较非耐药细胞株发生明显下调，其高表达能抑制

恶性肿瘤细胞的增殖，同时能增加恶性肿瘤细胞对化疗药物的

敏感性[26]。有研究显示 miRNAs可通过调节 BXW7-ZEB2轴的

激活来抑制消化道恶性肿瘤细胞的生长、侵袭与迁移，还可抑

制炎性因子的表达，并且同时能够减轻化疗抵抗[29]。本研究显

示 miR-10a 组与环磷酰胺组治疗第 14 d 与第 28 d 的血清

FBXW7、ZEB2含量低于模型组，miR-10a 组低于环磷酰胺组

（P<0.05）；miR-10a 组与环磷酰胺组治疗第 14 d 与第 28 d 的

FBXW7、ZEB2 mRNA 与蛋白相对表达水平低于模型组，

miR-10a 组低于环磷酰胺组（P<0.05），结合 Lo Sardo F[27,28]和

Quintavalle C[27,28]等研究可知：FBXW7-ZEB2 轴属于泛素连接

酶的信号轴，在腹部肿瘤、脑部肿瘤等组织中的表达显著升高，

FBXW7、ZEB2也是恶性肿瘤化疗耐药产生的关键蛋白，其表
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达增可导致肿瘤的耐药性增加，因此本研究结果表明：miR-10a

能抑制非小细胞肺癌小鼠的 FBXW7-ZEB2轴的激活，与上述

研究结论一致。另外，当前也有研究显示 miR-10a的过表达能

破坏肿瘤细胞 DNA的 DNA合成，可调节肿瘤细胞的迁移、增

殖、分化、凋亡等[30]。本研究也存在一定的不足，没有进行体外

细胞学增殖与侵袭分析，也没有设置空白对照组，将在后续研

究中深入探讨。

总之，过表达 miR-10a 能抑制非小细胞肺癌小鼠的

FBXW7-ZEB2轴的激活，抑制血清 FBXW7、ZEB2的表达，从而

促进肿瘤细胞凋亡，改善肿瘤化疗耐药性，促进缩小肿瘤体积。
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