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[摘要] 目的 探讨非小细胞肺癌（NSCLC）组织中miR-195及其靶向蛋白CHEK1表达与预后的关系。方法 采用qRT-PCR
方法检测miR-195在组织标本中的表达水平；采用Western blot检测miR-195的靶向蛋白CHEK1的表达，比较患者NSCLC组

织和正常肺组织中miR-195及其靶向蛋白CHEK1表达差异，并分析miR-195及其靶向蛋白CHEK1表达与NSCLC患者临床

病理特征的关系。结果 NSCLC 组织中 miR-195 相对表达量较正常组织降低，靶向蛋白 CHEK1 表达量较正常组织升高

（t 分别=18.10、41.97，P均＜0.05）；miR-195及其靶向蛋白CHEK1表达与疾病分期、淋巴结转移及远处转移相关，差异均有统

计学意义（t分别=12.40、11.19；11.95、10.88；11.07、11.88，P均＜0.05），不同性别、年龄、有无吸烟史患者之间的miR-195及其

靶向蛋白CHEK1表达比较，差异均无统计学意义（t分别=1.97、0.78；0.56、0.02；1.90、1.60，P均＞0.05）。结论 miR-195及其

靶向蛋白CHEK1表达在NSCLC患者中表达异常，并与患者临床病理特征相关，可能与患者的预后生存密切相关。
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[Abstract] Objective To investigate the relationship between miR-195 and its target protein CHEK1 expression and prognosis
in NSCLC tissues.Methods The expression level of miR-195 in tissue samples was detected by QRT-PCR.Western blot was used
to detect the expression of miR-195’s targeted protein CHEK1.The differences in miR-195 and its targeted protein CHEK1 expres⁃
sion in NSCLC tissues and normal lung tissues were compared，and the relationship between miR-195 and its targeted protein
CHEK1 expression and clinical characteristics of NSCLC patients were analyzed. Results The relative expression level of miR-
195 in NSCLC tissues was lower than that in normal tissues（t=18.10，P＜0.05），and the targeted protein CHEK1 was higher than
that in normal tissues（t=41.97，P＜0.05）.The expression of miR-195 and its target protein CHEK1 were correlated with lymph
node metastasis and distant metastasis of disease stage，and the differences were statistically significant（t=12.40，11.19；11.95，

10.88；11.07，11.88，P＜0.05）.The expressions of miR-195 and its target protein CHEK1 were not statistically related to gender，
age，and smoking history（t=1.97，0.78；0.56，0.02；1.90，1.60，P＞0.05）.Conclusion The expressions of miR-195 and its targeted
protein CHEK1 are abnormal in NSCLC patients，and it is correlated with the clinical features of patients，which may be closely
related to the prognosis and survival of patients.
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肺癌是世界上主要常见的恶性肿瘤，也是癌

症患者致死的主要原因[1]。非小细胞肺癌（non-
small cell lung cancer，NSCLC）在肺癌中占肿瘤组

织学的绝大部分[2]。现如今，虽然在NSCLC早期检

测发现并进行治疗等方面的研究已经获得显著的

进展，但NSCLC仍然难以治愈，许多患者疗效并不

理想，且患者术后恢复较差，生存率低[3]。因此，探

讨NSCLC发生发展的机制及寻找新的预后标志物

和与肺癌的发生发展相关的关键分子有着非常重

要的意义。随着肺癌基因的深入研究发现，微小
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RNA（microRNA，miR）在肺癌的发生发展进程中，

有抑制癌或原癌基因，调控肺癌细胞的生物学行

为的作用，越来越受到重视[4，5]。故本次研究旨在

观察NSCLC 患者癌组织中miR-195及其靶向蛋白

CHEK1表达水平及其与患者预后的关系。现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1 月至2019 年3 月于

衢州市人民医院行手术切除的 168 例NSCLC 患者

的组织标本。168 例患者中男性102例、女性66例；

年龄 30～84 岁，平均年龄（51.34±8.20）岁。同时选

取同期于本院就诊的 42 例肺外伤患者的正常肺组

织标本。所有 NSCLC 患者均有完整的临床资料。

所有患者均签署知情同意书。

1.2 试剂与器材 RNA提取试剂盒、反转录试剂盒

（均由上海恒斐生物科技有限公司生产）；PCR检测

试剂盒（由哈尔滨经纬百科生物技术有限公司生

产）；酶标仪（由Bio生物公司生产）；蛋白印迹仪（由

帝肯（上海）贸易有限公司生产）；Western Blot检测

试剂盒（由碧云天生物技术研究所生产）。

1.3 方法

1.3.1 qRT-PCR 方法检测 miR-195 在组织标本中

的表达水平 采用Trizol法提取每例患者的NSCLC
组织和正常组织标本的 RNA，通过逆转录来合成

cDNA，采用 SYBR Green 染料法检测miR-195的表

达水平，内参基因选用U6。检测重复 3 次。引物序

列见表 1。实验结束后，采用 2-ΔΔCT法计算待测

目的基因的相对表达量。

表1 引物序列

引物

miR-195

U6

引物序列

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

5'→3'

5'-ACACTCCAGCTGGGTAGCAGCACAGAAAT-3'

5'-TGGTGTCGTGGAGTCG'-3'

5'- CTCGCTTCGGCAGCACA -3'

5'- AACGCTTCACGAATTTGCGT -3'

1.3.2 Western blot 方法检测组织标本中蛋白

CHEK1表达 取每例患者的NSCLC组织和癌旁组

织标本，裂解细胞后，提取细胞蛋白，配制分离胶、

浓缩胶，上样，进行 SDS-PAGE电泳；将 5 μl蛋白样

品与20 μl 5×蛋白上样缓冲液混合均匀，转膜 2.5 h，
取下聚偏二氟乙烯膜，以含 10% 牛血清蛋白的

TBST溶液封闭 1 h，加兔抗人CHEK1 单克隆抗体，

孵育 1 h，TBST 洗 3 次，加二抗，孵育 1 h，TBST 洗

3 次。蛋白条浸泡发光液，于蛋白印迹仪检测。设

置上样内参蛋白为β-actin。采用Biomad western分

析仪自动分析蛋白表达含量。检测重复3 次。实验

结束后，采用 2-ΔΔCT法计算待测目的基因的相对

表达量。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 22.0 统计学软件处

理。计量资料采用均数±标准差（x±s）表示，组间比

较采用 t检验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 正常组织及 NSCLC 组织中 miR-195、蛋白

CHEK1的表达水平见表2
由表 2可见，NSCLC组织中miR-195相对表达

量较正常组织降低，靶向蛋白CHEK1表达量较正常

组织升高（t分别=18.10、41.97，P均＜0.05）。

表2 正常组织及NSCLC组织中miR-195、
蛋白CHEK1的表达情况

组别

NSCLC组织

正常组织

miR-195

4.01±1.06*

7.27±1.91

蛋白CHEK1

0.72±0.14*

0.21±0.07

注：*：与正常组织比较，P＜0.05。
2.2 miR-195及其靶向蛋白CHEK1表达与NSCLC
患者临床病理特征的关系见表3

由表 3 可见，NSCLC 患者Ⅰ～Ⅱ期癌组织中

miR-195 相对表达量高于Ⅲ～Ⅳ期，而蛋白 CHEK1
低于Ⅲ～Ⅳ期的表达（t分别=12.40、11.19，P均＜

0.05）；有淋巴结转移的 NSCLC 患者癌组织中

miR-195 相对表达量低于无淋巴结转移者，而蛋白

CHEK1的表达高于无淋巴结转移者（t分别=11.95、
10.88，P均＜0.05）；有远处转移的NSCLC 患者癌组

织中 miR -195 相对表达量低于无远处转移者，而

蛋白 CHEK1 的表达高于无远处转移者（t分别=
11.07、11.88，P均＜0.05）。不同性别、年龄、有无吸

烟史患者之间的miR-195及其靶向蛋白CHEK1表

达比较，差异均无统计学意义（t分别=1.97、0.78；
0.56、0.02；1.90、1.60，P均＞0.05）。
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表3 miR-195及其靶向蛋白CHEK1表达
与NSCLC 患者临床病理特征的关系

临床病理特征

性别

男

女

年龄

≥60 岁

＜60 岁

吸烟史

有

无

分期

Ⅰ～Ⅱ期

Ⅲ～Ⅳ期

淋巴转移

有

无

远处转移

有

无

n

102

66

114

54

90

76

64

104

101

67

60

108

蛋白CHEK1表达

0.73±0.16

0.67±0.20

0.73±0.15

0.75±0.11

0.74±0.13

0.70±0.17

0.45±0.17

0.86±0.26

0.92±0.22

0.55±0.18

0.88±0.20

0.56±0.13

miR-195表达水平

3.75±1.32

3.90±1.24

3.86±1.33

3.86±1.05

3.96±1.13

3.68±1.12

5.36±1.28

3.23±1.05

3.32±1.35

5.28±0.99

3.40±1.17

5.76±1.34

3 讨论

肺癌是常见的一种恶性肿瘤，其病理不仅复

杂，且放化疗及手术等传统的治疗效果不佳，使得

肺癌的发病率和死亡率较高[6]。miR-195属于非编

码微小 RNAmiRNA-15 /16 /195 家族中的一员，在

各类真核生物体内都广泛分布，可通过对靶基因的

调控发挥抑癌作用[7~9]。NSCLC 组织标本的临床研

究发现，miR-195在肿瘤组织中低表达，并与患者病

情相关[10]。CHEK1 作为 DNA 损伤反应的核心成

分，参与DNA 损伤反应，CHEK1激活后调控细胞周

期及细胞活动并协调 DNA 修复[11]。有研究表明

CHEK1 是 miR-195 的靶点[12，13]。罗雷等[14]对 miR-
195 mRNA 水平与CHEK1 蛋白含量进行相关性分

析研究发现，两者呈负相关，miR-195 可通过下调

CHEK1蛋白表达水平，对肺癌细胞的生物学行为进

行调控。在乳腺癌、肝癌和鼻咽癌等肿瘤中CHEK1
高表达，促进肿瘤细胞生长，能使肿瘤细胞的生存

优势更高，促进恶性肿瘤细胞的发生及肿瘤的复

发[15，16]。本次研究印证了这一点。本次研究比较患

者NSCLC患者组织和正常组织中miR-195的表达

水平和蛋白 CHEK1 的含量，结果发现 NSCLC 患者

组织中miR-195相对表达量降低，而蛋白CHEK1含

量升高。

蔡静等[17]在多因素分析和校正肿瘤病理分期、

有无淋巴结转移及远处转移等临床分期等因素后，

发现 miR-195不但与NSCLC的发病和转移有关，还

与NSCLC 的预后相关，是影响NSCLC 预后的独立

因子，miR-195 可作为NSCLC 潜在的早期诊断、预

后评价的分子标志物。本次研究针对NSCLC 患者

临床资料、临床肿瘤 TNM 分期、有无淋巴结转移及

远处转移等与NSCLC组织中miR-195及其靶向蛋

白CHEK1表达的相关性进行分析，结果显示Ⅰ～Ⅱ
期癌组织中miR-195 相对表达量高于Ⅲ～Ⅳ期，而

蛋白CHEK1低于Ⅲ～Ⅳ期的表达；有淋巴结转移的

NSCLC 患者癌组织中miR-195 相对表达量低于无

淋巴结转移者，而蛋白CHEK1的表达高于无淋巴结

转移者；有远处转移的NSCLC 患者癌组织中miR-
195 相对表达量低于无远处转移者，而蛋白CHEK1
的表达高于无远处转移者（P 均＜0.05）。表明

NSCLC患者组织中miR-195及其靶向蛋白 CHEK1
表达，与肿瘤 TNM 分期、有无淋巴结转移及远处转

移密切相关，可作为肿瘤 TNM 分期、淋巴结转移与

否的分子标志物。本次研究还发现，不同性别、年

龄、有无吸烟史患者之间的miR-195及其靶向蛋白

CHEK1表达无统计学差异。

本次研究还存在一定局限性，未进行更深入的

检测与验证miR-195及其靶向蛋白CHEK1的相关

通路及对其他靶基因的相关通路。在今后的研究

中，建议通过临床标本对miR-195靶基因及相关的

通路进行检测，深入研究其机制，为肺癌的临床治

疗与诊断提供更可靠的依据。
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性加重次数，延缓疾病的进展，改善预后。这与国

内文献报道相一致[7，8]。

综上所述，对 COPD患者给予三级医院联合社

区卫生院强化管理，能够增加患者对疾病的认识与

了解，提高用药依从性，减缓病情的发展，改善患者

生活质量，为COPD的慢性管理提供了新的思路及

理论基础。但本次研究仅随访了2年，相对于COPD
的病程偏短，且样本数也有所不足，关于该管理模

式是否广泛适用于各COPD患者的治疗，值得进一

步地研究和探讨。
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