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microRNA-345 在恶性胸膜间皮瘤细胞中的异常表达及 

其靶基因生物信息学分析 

黄何菲  李君贤  彭  理  范岩鑫  张芳芳  朱丽瑾 

杭州医学院公共卫生学院  浙江杭州  310000 

【摘  要】目的  探究 microRNA-345（miR-345）在恶性胸膜间皮瘤细胞中的异常表达，并利用生物信息学对其靶基因进行筛选及分析。方法  利用荧光定

量 PCR（qPCR）对恶性胸膜间皮瘤细胞（NCI-H2452、MSTO-211H、NCI-H2052）和正常间皮细胞 MeT-5A 细胞中 miRNA-345 表达水平进行检测分析，通过生物信息

学分析预测 miRNA-345 下游基因，利用 metascape 分析 miRNA-345 下游基因的通路。结果  三株恶性间皮瘤细胞相比 MeT-5A 细胞 miRNA-345 的表达量均降低，

生物信息学分析筛选出了 26 个 miRNA-345 下游基因（上调 9 个，下调 17 个），通过富集分析发现筛选出的 miRNA-345 下游基因主要参与脉管系统发育、细胞连

接组织、上皮细胞迁移、Ras 蛋白信号转导、细胞外基质组织和上皮细胞分化等信号通路。结论  miRNA-345 在恶性胸膜间皮瘤细胞中表达量下降，生物信息学分

析结果提示脉管系统发育、细胞连接组织、上皮细胞迁移、Ras 蛋白信号转导、细胞外基质组织和上皮细胞分化等相关通路参与了 miRNA-345 在恶性胸膜间皮瘤细

胞中的表达调控。 
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恶性胸膜间皮瘤（malignant pleural mesothelioma，MPM）是一种原发

于胸膜、侵袭性高的恶性肿瘤，是胸膜原发肿瘤中最多见的类型，主要

累及胸膜腔及其周围结构[1]。80%的 MPM 病例可能与石棉接触有关[2]，但

其致癌机制尚未完全阐明。石棉相关 MPM 的潜伏期长达 20-40 年，在疾

病的早期阶段，临床症状不明显或没有特异性，因此，诊断常常在晚期

才获得，中位生存期仅 9-17 个月[3]。 

微小 RNA（microRNA，miRNA，miR）是一种小的内源性发夹转录

物产生的非编码 RNA 分子，大约由 20-25 个核苷酸组成[1]，它主要通过

抑制 mRNA 的翻译水平或断裂靶标 mRNAs 来调节基因的表达，参与细胞

的增殖、分化、迁移及侵袭等过程[4]。既往已有研究表明，miRNA 在癌症

的发生发展预后等过程中起着重要的作用[4]。例如 miR-345，它能在体内

外有效抑制胰腺癌细胞的增殖，同时对膀胱癌细胞的增殖、侵袭具有抑

制作用并促进其细胞的凋亡[5，6]，但 miR-345 在恶性间皮瘤中的作用尚未

阐明。本课题组利用荧光定量 PCR（qPCR）检测细胞 miR-345 表达水平，

通过生物信息学分析预测 miRNA-345 下游靶基因，并利用 metascape 分

析其下游靶基因的通路，探究 miRNA-345 在恶性间皮瘤细胞中的表达。 

1 材料与方法 

1.1 细胞株的购买与培养 

人 正 常 胸 膜 间 皮 细 胞 MeT-5A 和 人 恶 性 胸 膜 间 皮 瘤 细 胞 株

NCI-H2452、NCI-H2052 购自 American Type Culture Collection（ATCC，

Manassas，VA，USA），MSTO-211H 购于中国科学院典型培养物保藏委员

会细胞库。将 MeT-5A 细胞培养于含有 10%胎牛血清（FBS，Wisent）的

M199 培养液，NCI-H2452、NCI-H2052 和 MSTO-211H 细胞培养于含有

10%胎牛血清（FBS，Wisent）的 RPMI-1640 培养液中，并置于 37℃、5%CO2

的环境中培养，每 3~4 天进行一次，传代培养。 

1.2 荧光定量 PCR（qPCR）检测细胞 miR-345 表达水平 

对 MeT-5A、NCI-H2452、MSTO-211H 以及 NCI-H2052 细胞中

miR-345 表达水平进行检测。采用 Trizol 试剂盒（LifeTechnologies，

ThermoFisher，USA）按照说明书提示的操作过程进行总 RNA 的提取，采

用 NanoDrop2000 微量分光光度计（Thermo，MA，USA）检测 RNA 浓度
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和纯度。提取出来的总 RNA 依据 ReverTra Ace qPCR 逆转录试剂盒说明

书进行逆转录和荧光定量 PCR 反应。逆转录反应条件：20℃ 10min，42

℃ 50min，75℃ 5min，4℃保存。PCR 反应条件：预变性 95℃/10min，

循环反应 95℃/10s、60℃/20s、72℃/10s，共 40 个循环。所有样本重复检

测 3 次，计算 Ct 值，利用 U6 标准化 miR-345 的表达水平，利用相对公

式 2െݐܥ߂߂  计算相对表达量。 

1.3 生物信息学分析 

在 美 国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心 开 发 的 基 因 表 达 数 据 库 （ Gene 

Expression Omnibus，GEO，https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）筛选下载恶

性间皮瘤组织样本表达数据，最终下载 GSE51024 数据集进行后续分析，

R 4.1.2 软件使用 limma 包对下载的数据集进行差异表达基因分析，获得

基因表达差异倍数，以|log2FC|>1，P 值<0.05 为条件筛选差异表达基因。

通过 miRWalk（http：//mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/）网站、TargetScan8.0

（https：//www.targetscan.org/vert_80/）网站和 miRDB 网站（https：//mirdb.org/）

查询 miR-345 下游靶基因，并与差异表达基因比对获得基因交集。将最终

筛选出来的基因导入 matescape（https：//metascape.org/gp/index.html#/main/s 

tep1）进行功能注释，再使用 GO-BP（Gene Ontology-Biological Process）以

及 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）本体来源对每个给定的

基因列表进行通路和过程富集分析。 

2 结果 

2.1 miR-345 在三株恶性间皮瘤细胞中的表达水平 

三株恶性间皮瘤细胞中 miR-345 表达量与正常人胸膜间皮细胞

MeT-5A 相比均下降。 

2.2 生物信息学分析 

GSE51024 数据集中一共拥有样本 96 份，其中恶性间皮瘤组织样品

55 份，癌旁正常组织样品 41 份，对数据进行差异分析后筛选出差异表达

基因 1435 个（图 2A），TargerScan8.0 提示 miR-345 下游基因有 3527 个，

miRwalk 网站提示 miR-345 下游基因有 59150 个，miRDB 网站提示 miR-345

下游基因有 319 个，四者取交集，筛选出基因共 26 个（图 2B），分别为

MMP16、UNC13B、RAPGEF5、USP54、SNX30、KITLG、TMEM139、MXRA5、

PTPRB、FAP、SLC2A5、SULF2、CPA4、GREM1、SORT1、ALCAM、C1GALT1、

TMEM204、RORA、TJP2、QKI、ARHGAP6、CCDC78、ZMAT3、SORBS1、

C1orf115，其中上调基因 9 个，下调基因 17 个，具体如表 1 所示。 

 

图 1  不同细胞中 miR-345 的相对表达量 

 

 

图 2.A.MPM 组织样本与癌旁正常组织样本差异分析火山图，左侧蓝

点为下调基因，右侧红点为上调基因；图 2.B.MPM 组织样本与癌旁正常

组织样本差异表达基因，TargetScan8.0、miRWalk、miRDB 网站预测

miR-345 下游基因交集韦恩图。 
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表 1 

表达趋势 Express trend 基因 Gene 

上调基因 Up-regulated genes MMP16、MXRA5、FAP、SLC2A5、SULF2、CPA4、GREM1、C1GALT1、ZMAT3 

下调基因 Down-regulated genes 
UNC13B、RAPGEF5、USP54、SNX30、KITLG、TMEM139、PTPRB、SORT1、ALCAM、TMEM204、RORA、

TJP2、QKI、ARHGAP6、CCDC78、SORBS1、C1orf115 

 

 

图 3  基因富集分析结果 

筛选出的基因中，通过富集分析得到通路富集分析结果见图 3，其主

要参与脉管系统发育（vasculature development）、细胞连接组织（cell 

junction organization）、上皮细胞迁移（epithelial cell migration）、Ras 蛋白

信号转导（Ras protein signal transduction）、细胞外基质组织（extracellular 

matrix organization）、上皮细胞分化（epithelial cell differentiation）等过程。 

3 讨论 

本研究首次对 microRNA-345（miR-345）在恶性胸膜间皮瘤细胞中

的表达进行探讨，qPCR 结果显示，三株 MPM 细胞（NCI-H2452、

MSTO-211H、NCI-H2052）中 miR-345 表达量与正常人胸膜间皮细胞

MeT-5A 相比均下降，表明其在恶性胸膜间皮瘤细胞中异常表达。 

在本次研究中，我们通过生物信息学分析筛选出了恶性间皮瘤细胞

中与 miR-345 有关的 26 个可能的下游基因，其中上调基因 9 个，下调基

因 17 个（具体如表 1 所示），这些基因与间皮瘤的关系未见报道，但与

多种肿瘤的生长与转移有关。 

上调基因中，MMP16 基因促进肿瘤转移，提示肝细胞癌预后不良[7]；

MXRA5 基因的表达与胶质瘤的临床病理特征和不良预后相关，它可能在

胶质瘤的免疫抑制微环境中起重要作用[8]；FAP 基因在富于纤维间质的肝

细胞癌中高表达，且与肿瘤的血管侵袭性相关[9]；SLC2A5 基因促进肺腺

癌细胞生长和转移[10]；SULF2 基因具有促肿瘤效应，在前列腺癌转移中起

重要作用[11]；CPA4 基因则与胰腺癌有关[12]；GREM1 基因过表达则抑制骨

肉瘤细胞的增殖、迁移、侵袭和血管生成能力 [13]；上调糖基转移酶

C1GALT1 对膀胱癌细胞具有促转移和增殖作用[14]；ZMAT3 基因与癌症相

关的研究未见报道。 

下调基因中，USP54 基因在结直肠癌干细胞中过表达并促进肠道肿瘤

的发生[15]；KITLG 基因在鼻咽癌细胞中表达被抑制时，癌细胞的增殖、侵

袭和转移能力均降低[16]；PTPRB 基因可对结直肠癌的转移起促进作用[17]；

SORT1 基因则可对胃癌的进展起促进作用[18]；RORA 基因在胃癌细胞中高

表达对癌症的进展起抑制作用[19]；TJP2 基因的 Alu 相关转录物与结直肠

癌相关[20]；QKI 基因对胃癌细胞的增殖和转移起抑制作用[21]；ARHGAP6

基因能调节肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭[22]；SORBS1 基因在结直肠癌中

过表达能对肿瘤生长和迁移起关键作用[23]；而 UNC13B、RAPGEF5、

SNX30、TMEM139、ALCAM、TMEM204、CCDC78、C1orf115 这 8 个基因

与癌症相关的研究未见报道。 

对筛选出的基因通过 GO-BP、KEGG 等通路分析，分析结果提示，

microRNA-345 下游基因与脉管系统发育、细胞连接组织、上皮细胞迁移、

Ras 蛋白信号转导、细胞外基质组织和上皮细胞分化等生理过程密切相

关。 

综上所述，通过 qPCR 实验检测细胞 miR-345 表达水平以及生物信

息学分析结果和相关的文献，我们可以大胆推测，miR-345 通过调控

MMP16、USP54、KITLG、MXRA5、PTPRB、FAP、SLC2A5、SULF2、CPA4、

GREM1、SORT1、C1GALT1、RORA、TJP2、QKI、ARHGAP6、SORBS1、

TMEM204、UNC13B 下游基因影响其在恶性胸膜间皮瘤细胞中的表达，
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且与脉管系统发育、细胞连接组织、上皮细胞迁移、Ras 蛋白信号转导、

细胞外基质组织和上皮细胞分化等通路有关，但其具体影响机制还需进

一步深入研究。本次研究为进一步研究恶性间皮瘤的发病机制及预防策

略等提供新的方向。 
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