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miR-204通过抑制 OGT的表达调控非小细胞肺癌细胞的增殖和迁移 *
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摘要目的：探究 miR-204和 O-连接 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶 (O link N-acetylglucosamine transferase，OGT) 对非小细胞肺癌

(Non-small cell lung cancer，NSCLC)细胞增殖和转移的影响，并深入分析其可能机制。方法：采用 Oncomine及 KM-Ploter数据库

分析 OGT在肺癌组织中的表达及与肺癌患者预后的关系；采用慢病毒转染人非小细胞肺癌 A549及永生化人肺支气管上皮细胞

BEAS-2B，分别构建 OGT稳定下调和过表达的细胞系，利用 CCK-8、平板克隆和裸鼠皮下成瘤实验检测细胞增殖的情况，划痕实

验、Transwell实验和裸鼠尾静脉注射肺转移模型检测细胞转移的情况。利用数据库分析可能参与 OGT调控的 microRNA，并用双

荧光素酶报告基因验证。利用 TCGA数据库分析 miR-204在肺癌中的表达情况，并在 30例肺癌组织及其对应癌旁组织中分析

miR-204与 OGT之间的相关性。结果：OGT在肺癌组织中呈高表达，且与患者的不良预后相关(HR=1.22，P < 0.01)；OGT的表达
上调肺癌细胞的增殖和转移；miR-204可以负向调控 OGT的表达，且 miR-204在肺癌组织中表达水平显著低于癌旁组织，在肺癌

组织中 miR-204的水平与 OGT的表达水平呈负相关(R2 = -0.4729，P < 0.01)。结论：在非小细胞肺癌中，miR-204的降低通过上调
OGT的表达促进肺癌的增殖和转移。
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miR-204 Regulates the Proliferation and Metastasis of NSCLC Via Inhibiting
OGT Expression*

To investigate the effects of miR-204 and O-GlcNAc transferase (OGT) on the proliferation and metastasis

of non-small cell lung cancer (NSCLC), and explore the possible mechanism. Oncomine and KM-Ploter databases were used to

analyze the expression of OGT in the lung cancer and their relationship with the prognosis of lung cancer patients. The OGT expression

in NSCLC cell line A549 or immortalized human lung bronchial epithelial cells BEAS-2B were stably down-regulated or up-regulated by

lentivirus transfection. CCK-8 and Cloning formation assays were used to detect the cell proliferation ability. Wound healing and

Transwell assays were used to detect the cell migration ability. Bioinformatics analysis were used to found the microRNAs that may be

involved in the OGT expression and to be verified by Dual luciferase reporter gene assay. The expression of miR-204 in lung cancer was

analyzed using TCGA database, and the correlation between miR-204 and OGT levels was analyzed in 30 lung cancer tissues and their

corresponding adjacent tissues. OGT was highly expressed and was associated with the poor prognosis of NSCLC(HR=1.22, P <
0.01). The high expression of OGT promoted the proliferation and metastasis of NSCLC cells; miR-204 negatively regulated the

expression of OGT, and the expression level of miR-204 was lower in lung cancer tissues. The level of miR-204 in lung cancer tissues

was negatively correlated with the expression level of OGT (R2 = -0.4729, P<0.01). OGT expression is regulated by miR-204

and promotes the proliferation and metastasis of lung cancer.

Non-small cell lung cancer; Proliferation; Metastasis; miR-204; OGT

前言

肺癌是呼吸系统的常见恶性肿瘤 [1-3]。非小细胞肺癌

(Non-small cell lung cancer，NSCLC)占所有肺癌病例的 85％以

上，发病率高达 80-90％[3]。尽管 NSCLC的治疗方法已经取得

了很大进展，但 5年生存率仅 15％。目前，与肺癌化疗相比，靶

向药物不仅提高了肺癌的生存率，而且大大减少了邻近正常组

织的病变和不良事件的发生率 [3，4]。随着分子生物学技术的发

*基金项目：国家自然科学基金项目(81372510)

作者简介：景鹏宇(1985-)，男，医学博士，主治医师，研究方向：肺癌的发生发展机制，电话：13080902721，E-mail：jingpengyu163@163.com

△ 通讯作者：王晓东，男，硕士，主治医师，研究方向：肺癌的临床靶向治疗，E-mail：wangxiaodongtyxx@163.com

(收稿日期：2019-06-12 接受日期：2019-06-30)

4220窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.22 NOV.2019

展，靶向药物治疗已成为近年来研究的热点之一[5]。有研究表

明，NSCLC是由遗传和环境因素之间的长期相互作用引起的，

失控的增殖，凋亡和分化都会导致肿瘤发生 [6]。因此，阐明

NSCLC发生的具体机制，对提高肺癌治疗的临床效果具有重

要意义。

在目的蛋白丝氨酸或苏氨酸残基的羟基氧原子上连接

N-乙酰葡萄糖胺(N-acetylglucosamine，GlcNAc)的作用称之为

O乙酰葡萄糖胺糖基化修饰(O-GlcNAcylation)。O-GlcNAcyla-

tion是一种诱导性和动态的翻译后修饰，其中乙酰葡萄糖胺

(N-acetyl-D-glucosamine，GlcNAc)与细胞核或细胞质中蛋白的

丝氨酸或苏氨酸残基相连。与磷酸化相似，O-GlcNAcylation可

以通过对多种蛋白质的修饰调节其功能，进而调节众多的细

胞生理过程，包括基因表达、信号传导和营养代谢等[7-10]。在哺

乳动物细胞中，细胞 O-GlcNAcylation修饰的稳态由 O-连接

N-乙酰氨基葡萄糖转移酶 (O-GlcNAc transferase，OGT)和

O-GlcNAc酶(O-GlcNAcase，OGA)调控[11，12]。OGT负责将底物

UDP-GlcNAc转移到靶蛋白丝氨酸或苏氨酸上，而 OGA负责

将其水解去除。O-GlcNAc稳态的破坏可能通过修饰肿瘤发生

发展中的几个关键分子来促进肿瘤的进展，例如 p53、c-Myc、

Snail等[13, 14]。O-GlcNAcylation在肺癌中的作用目前只有少数

研究提供了相关证据，而肺癌组织中 O-GlcNAc糖基化及 OGT

升高的原因仍不清楚，亟待进一步研究。

miRNAs是一类长度约为 22 个核苷酸组成的非编码单

链小 RNA分子，在细胞内主要参与基因的转录后调控过程，

扮演着转录负性调控因子的角色。miRNAs对靶基因 mRNA

的调控方式主要有两种：① 与靶基因 mRNA完全互补结合，

并通过切割靶基因 mRNA的方式促进 mRNA 降解；② 与靶

基因 mRNA不完全互补结合，不影响靶基因 mRNA的稳定

性，但可阻遏靶基因的翻译。miRNAs通常作为一类负性转录

调控因子，参与肿瘤细胞的增殖与生长、侵袭和转移、分化、凋

亡、代谢等过程的调控。miR-204与 OGT之间的相互关系及

二者在肺癌发生发展中的作用机制尚未完全阐明。本研究主

要探究 miR-204和 OGT 对 NSCLC 细胞增殖和转移的影响，

并深入分析其可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

细胞系来源于美国模式培养物集存库 (American type

culture collection, ATCC)和上海细胞库。按照说明使用含 10%

胎牛血清和 5%青霉素 +链霉素的 DMEM或 1640培养基。培

养条件为 37℃含 5%CO2恒温培养。

1.2 慢病毒包装及稳转细胞系构建

使用目的基因 OGT和包装载体共转染 293T细胞来产生

慢病毒。随后通过超速离心进行纯化。将 BEAS-2B和 A549

细胞接种在 10 mm 2 培养皿中并用慢病毒感染，分别构建

OGT 过表达 BEAS-2B 细胞 (BEAS-2B OE) 及其对照细胞

(BEAS-2B NC)，OGT 下调的 A549 细胞(A549 Sh)及其对照

细胞(A549 NC)。

1.3 Transwell实验

使用具有 8 滋m孔膜的 Transwell小室(Corning)测定细胞

迁移和侵袭。检测细胞侵袭时将膜的上表面覆盖 60 滋L基质胶
(1 mg/mL，Biosciences)。将细胞 (2× 10 4个细胞 /孔) 悬浮于

200 滋L无血清培养基中并加入上层小室。将含有 10% FBS的

800 滋L培养基加入下层小室。48小时后，固定并染色细胞，拭

去内室面细胞，随机观察并计数五个视野中聚碳酸酯膜下表面

上的结晶紫染色细胞。

1.4 平板克隆和 CCK-8实验

接种细胞至 6孔板中(1× 103细胞 /孔)常规培养 14天，将

所得细胞用 70％乙醇固定，用 5％结晶紫染色，拍照比较。将细

胞接种在 96孔板(1× 10 4细胞 /孔)中培养 24小时，向每个孔

中加入 10 滋L Cell Counting Kit-8溶液(Dojindo)，继续孵育 2h。

测量 450 nm吸光度，绘制增殖曲线。

1.5 RNA提取和 qRT-PCR

使用 TaKaRa MiniBEST 通用 RNA提取试剂盒(TaKaRa)

从样品中提取 RNA。按照说明采用逆转录试剂盒(TaKaRa)逆

转录获取 cDNA。使用 Bio-Rad CFX96 软件 (Bio-Rad，)和

SYBR Green Master Mix(Qiagen)的实时荧光定量 PCR 仪器进

行 mRNA水平的检测，以 茁-actin作为内参。
1.6 miRNA的提取及 qRT-PCR

使用 miRNeasy Mini 试剂盒 (Qiagen) 从样品中提取总

RNA。对于 miRNA 表达分析，使用 Mir-X TM miRNA

First-Strand Synthesis 试剂盒(TaKaRa)进行逆转录，定量实时

PCR的循环参数如下：95℃，30秒；然后进行 45个循环，95℃，

5秒和 60℃，30秒。然后进行熔解曲线分析，U6作为内参。

1.7 双荧光素酶报告基因实验

将 293T细胞接种至 24孔板，待细胞密度约 60%时使用转

染试剂 X-tremegene HP (Roche)分别转染 Firefly荧光素酶报告

基因质粒(0.1 滋g)、miR-204质粒(0.4 滋g)以及 Renilla荧光素酶

质粒(0.02 滋g)。48h后按照说明书使用双荧光素酶报告基因实

验系统(Dual-Luciferase Reporter Assay System，Promega)检测荧

光值。

1.8 动物实验

使用 6周龄 BALB/C裸鼠。对于体内增殖实验，将含有

2× 10 6个细胞的 100 滋L PBS溶液注射到小鼠背部的右侧以

建立皮下异种移植肿瘤模型，每组小鼠 6只。每周测量小鼠体

重和肿瘤大小，在 6周后深度麻醉并处死所有小鼠。 记录每

个肿瘤的最终体积和重量。使用以下公式计算肿瘤体积：肿瘤

体积(mm 3)= [长度(mm)× 宽度(mm)2]仔/ 6。对于肺癌细胞体
内转移实验，通过尾静脉注射含有 2× 10 6个 A549 细胞的

100 滋L PBS溶液，每组小鼠 6只。将小鼠在注射后 8周麻醉处

死，取出肺脏，并通过 H＆E染色进行肺转移灶的组织学评估。

所有动物程序均在伦理委员会的批准下按照 NIH动物操作指

南进行。

1.9 统计学分析

采用 Prism 5.01和 SPSS 18.0进行数据统计分析。计量资

料均以均数± 标准差表示，两组之间的比较采用 Student's t检

验，两个变量相关程度的统计采用 Pearson相关性分析。P <
0.05认为差异具有统计学意义。*代表 P < 0.05，**代表 P <
0.01，ns代表 P > 0.05。
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图 1 OGT在肺癌组织中呈高表达

Fig. 1 OGT was overexpressed in the lung cancer

注：a：利用 Oncomine数据库分析 OGT在肺癌中的表达；b：利用 Oncomine数据库分析 OGA在肺癌中的表达；c：利用 KM-Plotter数据库分析

OGT与肺癌患者全因死亡率之间的关系；d:利用 KM-Plotter数据库分析 OGA与肺癌患者全因死亡率之间的关系。

Note: a. OGT expression in lung cancer was analyzed by Oncomine database; b. OGA expression in lung cancer was analyzed by Oncomine database;

c. The relationship between OGT and mortality of lung cancer patients was analyzed by KM-Plotter database; d. The relationship between OGA and

mortality of lung cancer patients was analyzed by KM-Plotter database.

2结果

2.1 肺癌组织中 OGT的表达升高

首先，我们利用 Oncomine 数据库分析了 OGT 与 OGA

在肺癌组织中的表达情况，结果显示与正常肺组织相比，肺癌

组织中 OGT的表达升高 (图 1a)，而肺癌组织与正常肺组织

OGA的表达无显著差异(图 1b)。我们进一步采用 KM-Plotter

数据库分别评估 OGT和 OGA 的表达与 1926 例肺癌患者预

后的关系，结果显示过表达 OGT 的肺癌患者预后较差

(HR=1.22，P = 0.002)(图 1c)，而 OGA的表达与肺癌患者的预

后无显著相关性 (图 1d)。以上结果提示肺癌组织中 O-Glc-

NAcylation 糖基化表达升高可能是由于 OGT 的过表达导致

的，而不是 OGA的低表达。

2.2 OGT过表达促进肺癌细胞的增殖

为了进一步验证 OGT在肺癌进展中的作用，我们利用肺

癌细胞系进行了进一步的细胞学实验。采用慢病毒转染下调肺

癌 A549细胞中 OGT的表达，上调 BEAS-2B中 OGT的表达。

CCK8细胞增殖曲线表明下调 OGT表达的肺癌 A549细胞增

殖明显减缓 (图 2a)。相反，在正常的肺支气管上皮细胞

BEAS-2B中，过表达 OGT后细胞增殖速度增加(图 2b)。同样

地，平板克隆实验也证实了我们的结论，即 OGT过表达可以促

进肺癌细胞的增殖 (图 2c和 d)。为了进一步验证在体内 OGT

是否也可以调节肺肿瘤生长，我们采用下调 OGT的 A549细

胞及其对照细胞构建裸鼠皮下荷瘤实验(n = 6)。皮下注射后每

4天测量肿瘤，并在第 42天处死所有小鼠，取出皮下的肿瘤组

织。虽然 OGT下调组和对照组肿瘤发生率相似(5 / 5, 100％)，

但两组间肿瘤体积存在显著差异。OGT下调组肿瘤生长较慢，

最终肿瘤体积小于对照组(图 2e)。此外，与对照组相比，移植了

OGT下调 A549细胞的小鼠肿瘤重量显著降低(670.1 ± 137.5

mg vs. 323.9 ± 70.1 mg，P < 0.05)(图 2f)。

2.3 OGT过表达促进肺癌细胞的迁移和侵袭

为了进一步验证 OGT表达与肺癌细胞迁移侵袭的关系，

我们利用上述转染细胞进行了划痕试验和 Transwell实验。如

图 3a和 b所示，在 A549细胞中下调 OGT后，其迁移至划痕

中心的效率远低于对照组细胞；在正常的肺支气管上皮细胞

BEAS-2B中过表达 OGT后，细胞的迁移能力显著增强。此外，

Transwell实验结果显示在 A549细胞中下调 OGT的表达显著

减低细胞迁移及侵袭的能力(图 3c)，在正常的肺支气管上皮细

胞 BEAS-2B中过表达 OGT后，细胞迁移及侵袭能力显著增强

(图 3d)。鉴于 OGT在体外抑制细胞的迁移和侵袭，我们假设

OGT可以参与调控肺癌细胞的体内转移。为了测试这一推测，
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图 2 OGT过表达促进肺癌细胞的增殖和生长

Fig. 2 Overexpression of OGT promoted proliferation and growth of lung cancer cells

注：a：CCK8实验表明，下调 OGT显著降低 A549细胞的增殖速率；b：CCK8实验表明，过表达 OGT显著增加了 BEAS-2B细胞的增殖速率；c：平

板克隆实验表明，下调 OGT显著降低 A549细胞的克隆形成能力；d：平板克隆实验表明，过表达 OGT显著增加 BEAS-2B细胞的克隆形成能力；

e：通过裸鼠皮下荷瘤实验绘制肿瘤生长曲线表明，下调 OGT显著降低了肺癌细胞的体内成瘤速率；f：测量裸鼠皮下荷瘤实验瘤体重量表明，下

调 OGT显著降低了肺癌细胞的体内成瘤能力。

Note: a: CCK8 assays indicated that down-regulation of OGT significantly reduced the proliferation of A549 cells; b: CCK8 assays indicated that

up-regulation of OGT significantly increased the proliferation of BEAS-2B cells; c: Plate cloning assays indicated that down-regulation of OGT

significantly reduced the colony-formation ability of A549 cells; d: Plate cloning assays indicated that up-regulation of OGT significantly increased the

colony-formation ability of BEAS-2B cells; e: Tumor growth curves were plotted via subcutaneous xenograft experiments in nude mice. It showed that

down-regulation of OGT significantly reduced the tumorigenesis rate of lung cancer cells in vivo; f: Down-regulation of OGT significantly reduced the

tumorigenic ability of lung cancer cells in vivo.

我们构建了尾静脉注射肺转移模型。在细胞注射后 8周处死并

解剖小鼠肺组织。肺组织 H＆E染色结果显示，与注射对照组

细胞的小鼠中发现的肺转移结节数相比，注射 OGT下调细胞

的小鼠肺部结节较少，病变区域较小 (图 3e和 f)，表明下调

OGT降低了肺癌细胞的体内转移能力。

2.4 miR-204负向调控 OGT的表达

那么，是什么因素导致 OGT在肺癌组织中表达升高呢？最

近研究显示 miRNA通过其作为转录后调节者的作用在肿瘤进

展中发挥重要作用。我们推测 miRNA的转录后调控可能是导

致OGT在肺癌中表达升高的上游调节机制。为了探索这种可

能性，我们采用多个数据库(TargetScanS，miRanda，pictar和 PI-

TA)分析和预测可能潜在靶向 OGT的 miRNAs。4个数据库同

时预测到 miR-204 可能负性调控 OGT (图 4a)。miR-204 与

OGT 3'UTR区域的结合位点在多个物种中均较为保守(图 4b)，

这进一步提示 miR-204对 OGT具有潜在的调控作用。

接下来，我们在细胞中验证 miR-204能否负向调控 OGT。

qPCR结果显示转染 miR-204 mimic 的 A549细胞中 miR-204

上调，而 OGT mRNA 的水平相应地下调 (图 4c)；而转染

miR-204 inhibitor的 BEAS-2B细胞中 miR-204下调，OGT mR-

NA的水平相应地上调(图 4d)。进一步利用双荧光素酶报告基

因实验证实 miR-204可以与 OGT 3'UTR区域相结合，并负性

调节 OGT的表达(图 4e)。由此可见，OGT在肺癌细胞中的表达

失调可能是由 miR-204的表达紊乱引起的。

2.5 miR-204在肺癌中的低表达与 OGT的表达呈负相关

接下来，我们在肺癌组织及相应的正常肺组织中分析了

miR-204和 OGT之间的相互关系。首先，通过 TCGA数据库分

析发现 miR-204在肺癌组织中的表达较正常肺组织显著降低，

明确了在肺癌中 miR-204 表达失调 (图 5a)。紧接着，使用

qRT-PCR评估了 miR-204 和 OGT 在 30例 NSCLC 患者癌组

织和对应正常肺组织中的表达情况。实验结果显示 OGT在肺

癌组织中的表达显著高于正常肺组织 (P<0.01)(图 5b)。相反，

miR-204主要在正常组织中表达，而在肺癌组织中表达降低(P
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图 3 OGT过表达促进肺癌细胞的迁移和侵袭

Fig. 3 Overexpression of OGT promoted the migration and invasion of lung cancer cells

注：a：A549细胞中下调 OGT (A549 Sh) 和对照细胞 (A549 NC) 的划痕实验结果；b：BEAS-2B细胞中过表达 OGT (BEAS-2B OE) 和对照细胞

(BEAS-2B NC)的划痕实验结果；c：A549细胞中下调 OGT(A549 Sh)和对照细胞(A549 NC)的 Transwell迁移(Migration)和侵袭(Invasion)实验结果

(40× )；d：BEAS-2B细胞中过表达 OGT(BEAS-2B OE)和对照细胞(BEAS-2B NC)的 Transwell迁移(Migration)和侵袭(Invasion)实验结果(40× )；

e：尾静脉注射肺转移模型中肺组织 H&E染色结果(左图比例尺 40 滋m，右图比例尺 10 滋m)；f：尾静脉注射肺转移模型中肺内转移结节数比较。
Note: a: Results of the scratch tests in A549 cells with OGT down-expression and in its control cells; b: Results of the scratch tests in BEAS-2B cells with

OGT up-expression and in its control cells; c: Results of transwell assays in A549 cells with OGT down-expression and in its control cells (40× );

d: Results of transwell assays in BEAS-2B cells with OGT up-expression and in its control cells (40× ); e: Results of H&E staining of lung tissue in tail

vein-lung metastasis tumor models (left scale: 40 滋m; right scale: 10 滋m); f: Comparison of the number of lung metastatic nodules in tail vein-lung

metastasis tumor models.

<0.01)(图 5c)。在肿瘤组织中，OGT的表达与 miR-204的表达

呈现出负相关 (R2 = -0.4729，P < 0.01)(图 5d)。进一步在 A549

和 BEAS-2B细胞中评估了 OGT和 miR-204表达。与肺癌组织

的研究结果一致，与 BEAS-2B相比，肺癌细胞 A549中 OGT

mRNA水平显著升高，而 miR-204表达在肺癌细胞中显著降低

(图 5e)。这些研究结果表明 OGT 在肺癌细胞中过表达，而

miR-204在肺癌细胞中低表达，且二者间存在显著负相关。

3 讨论

尽管在肺癌诊断和治疗方面取得了令人瞩目的进展，

但肺癌患者的 5 年生存率仍然没有实质性的提升。因此，阐

明 NSCLC 发生发展的分子机制对肺癌临床诊治具有重要

意义。虽然已有文献报道 OGT 及 O-GlcNAcylation 在肺癌中

呈高表达 [15, 16]，同时 miR-204 在肺癌组织中呈中低表达 [17,

18]，但这些分子表达失调对于肺癌发生发展的作用以及这些

分子之间的联系仍然不清楚。在本研究中，我们发现在肺癌中

O-GlcNAcylation的升高主要是由于 OGT表达的升高所导致，

且细胞学实验及动物实验均表明 OGT的升高可以促进肺癌细

胞的增殖和转移。同时，OGT是 miR-204的靶分子。在肺癌组

织中，OGT的表达与 miR-204的表达呈负相关。miR-204的下

调可以导致 OGT表达升高，进而促进肺癌的发生发展。虽然先

前的研究已经确定了 OGT在肺癌中呈高表达，但是我们的研

究结果将 miR-204的表达下调与 OGT 及 O-GlcNAcylation在

肺癌中高表达相联系，从机制上部分解释了 OGT在肺癌中表

达升高的原因，并突出了 miR-204/OGT/O-GlcNAcylation轴作

为肺癌靶向治疗可能的新型分子途径。

miRNA是下游靶基因表达的内源性抑制因素和大多数

细胞生理病理过程的关键调节因子，如细胞生长、迁移和分

化[19, 20]。目前研究显示 microRNA的表达模式与多种癌症分期

和进展相关[21, 22]，因此被作为探索癌症诊断的生物标志物。其
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图 4 miR-204负向调控 OGT的表达

Fig. 4 miR-204 negatively regulated the expression of OGT

注：a：利用 TargetScan，miRanda，pictar和 PITA数据库同时预测到 miR-204可以调控 OGT表达；b：miR-204与 OGT基因 3' UTR区域的结合位

点；c：在 A549细胞中转染 miR-204 mimics后，miR-204表达升高(上)，OGT mRNA表达降低(下)；d：在 BEAS-2B细胞中转染 miR-204 inhibitor，

后，miR-204表达降低(上)，OGT mRNA表达升高(下)；e：左图为 miR-204与 OGT 3'UTR野生型(wt)核苷酸序列的结合位点及其突变序列(mu)。右

图为对照组(Luc-control)、OGT野生组(Luc-OGT-wt)和 OGT突变组(Luc-OGT-mu)双荧光素酶报告基因实验结果。

Note: a: The databases of TargetScan，miRanda，pictar and PITA predicted that miR-204 could regulate OGT expression; b: Binding sites between

miR-204 and OGT 3' UTR; c: After transfection with miR-204 mimics in A549 cells, miR-204 expression was increased (upper) and OGT mRNA

expression was decreased (lower); d: After transfection with miR-204 inhibitor in BEAS-2B cells, miR-204 expression was decreased (upper) and OGT

mRNA expression was increased (lower); e: The binding sites between miR-204 and OGT 3' UTR wild-type (wt) sequences and their mutated sequences

(mu) are shown on the left. The results of dual-luciferase reporter gene experiments on the control group (Luc-control), OGT wild-type group

(Luc-OGT-wt) and OGT mutant group (Luc-OGT-mu) are shown on the right.
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图 5在肺癌中 miR-204表达与 OGT呈负相关

Fig. 5 The expression of miR-204 were negatively correlated with OGT in lung cancer

注：a：利用 TCGA数据库分析 miR-204在肺癌及正常肺组织的表达；b：利用 qRT-PCR检测肺癌组织和对应正常肺组织中 OGT的表达情况；c：利

用 qRT-PCR检测肺癌组织和对应正常肺组织中 miR-204 的表达情况；d：肺癌组织中 OGT mRNA与 miR-204 表达水平呈负相关；e：利用

qRT-PCR分别检测 A549和 BEAS-2B细胞中 OGT及 miR-204的含量。

Note: a: The expression of miR-204 in lung cancer and normal lung tissues were analyzed via TCGA database; b: The expression of OGT in lung cancer

and normal lung tissues were detected by qRT-PCR; c: The expression of miR-204 in lung cancer and normal lung tissues were detected by qRT-PCR; d:

The expression of miR-204 were negatively correlated with OGT in lung cancer; e: The expression of OGT and miR-204 in A549 and BEAS-2B cells

were detected by qRT-PCR.

中，miR-204在多种类型肿瘤中呈低表达，且 miR-204过表达

会抑制肿瘤细胞的增殖和转移。我们的数据也显示 miR-204

在肺癌细胞和肺癌组织中的表达均显著降低。多个数据库

(TargetScan，miRanda，pictar和 PITA) 同时预测到 miR-204 可

能潜在靶向调控 OGT转录和表达。

miRNA 的表达失调可能是多种肿瘤发生发展的因素之

一 [23-25]。研究显示 miR-204 通常在多种癌症中低表达，包括

NSCLC。miR-204通常在癌症中起肿瘤抑制因子的作用。例如，

miR-204靶向 RAB22A可抑制结肠直肠癌细胞的增殖和侵袭。

miR-204的表达降低与乳腺癌患者的不良预后正相关[26, 27]。在

NSCLC中，已发现 miR-204通过抑制 NUAK1抑制 NSCLC的

转移[28]。此外，有报道显示 miR-204可调控血管生成因子进而

影响肿瘤血管生成。例如，miR-204的下调与视网膜上皮细胞

和多种癌细胞中 PDGF的表达增强有关[28]，提示 miR-204在肺

肿瘤血管生成中可能也发挥一定的作用。因此，miR-204的过

表达可能代表治疗 NSCLC的潜在策略。

本研究中，虽然我们证实了 OGT是 miR-204的直接靶标，

但 OGT 同时也是其他 miRNAs 的靶标，包括 miR-101 [29]和

miR-7 [30]。因此，OGT 及 O-GlcNAcylation 也可能是受这些

miRNAs甚至其他未鉴定的 miRNAs的协同调节。这就可以解

释为什么一种 miRNA的过表达，例如 miR-204，在肺癌细胞中

不能完全逆转 OGT及 O-GlcNAcylation的升高。总之，本研究

结果提示肺癌中 miR-204 表达失调与 OGT 及 O-GlcNAcyla-

tion异常升高之间的分子机制和功能联系，为利用 miR-204下

调和 OGT过表达预测肺癌患者预后不良提供了理论基础。
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