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miR-21、miR-182、miR-382在非小细胞肺癌中的临床意义
及益气除痰法的干预作用

孙玲玲， 乔靖， 伍家鸣， 林丽珠

（广州中医药大学第一附属医院，广东广州 510405）

摘要：【目的】分析miR-21、miR-182、miR-382基因对肺癌进展的影响及益气除痰法的干预作用。【方法】应用生存分析在线

软件Kaplan-Meier plotter分析miR-21、miR-182、miR-382对肺癌预后的影响，应用功能富集分析工具 FunRich数据库对

miR-21、miR-182、miR-382进行功能富集、通路富集分析，GeneMANIA数据库分析靶基因蛋白的互作网络。选取单纯中

药治疗中晚期非小细胞肺癌患者（设为“中医组”）和中药联合维持化疗的中晚期非小细胞肺癌患者（设为“结合组”），采

用定量聚合酶链反应（PCR）方法分析益气除痰法对患者外周血中miR-21、miR-182、miR-382表达的影响。【结果】miR-21、
miR-382的表达量与肺腺癌的生存期呈负相关，与肺鳞癌的生存期关系不明显。miR-182的表达量与肺腺癌患者的生存期无

明显相关性，与肺鳞癌的生存期呈正相关。miR-21、miR-182、miR-382靶基因的功能主要为信号传导、细胞之间的通讯，

所涉及的信号通路主要包括：整合素家族信号通路、血管内皮生长因子（VEGF）/血管内皮生长因子受体（VEGFR）通路及肿瘤

坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）通路等。miR-21与肿瘤转移密切相关的靶基因包括： RECK、TNFRSF11B、TGFBI、
PDCD4、SPRY2、FOXF2。中医组miR-21的增加水平较结合组低。【结论】miR-21可能影响肿瘤转移及肺腺癌的生存，益气

除痰法可能通过调控miR-21的表达有效治疗中晚期非小细胞肺癌。
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Clinical Significance of miR-21，miR-182 and miR-382 in Non-Small
Cell Lung Cancer and Intervention Effect of Qi-Replenishing and

Phlegm-Removing Therapy
SUN Ling-Ling， QIAO Jing， WU Jia-Ming， LIN Li-Zhu

（The First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）
Abstract：Objective To analyze the effects of miR-21，miR-182，miR-382 genes on the progression of lung
cancer and the intervention effect of qi-replenishing and phlegm-removing therapy. Methods The effects of miR-21，
miR-182 and miR-382 on prognosis of lung cancer were analyzed by online software Kaplan-Meier plotter， the
functional enrichment and pathway enrichment of miR-21，miR-182 and miR-382 were analyzed by FunRich
database，and the interaction network of target gene proteins was analyzed by GeneMANIA database. We selected
the non- small- cell lung cancer（NSCLC）patients received Chinese herbal medicine alone（served as Chinese
medicine group）and the NSCLC patients received Chinese herbal medicine combined with chemotherapy（served
as combination group）， Quantitative polymerase chain reaction（PCR）was used to analyze the effect of qi-
replenishing and phlegm-removing therapy on the expression of miR-21，miR-182 and miR-382 in peripheral
blood of the patients. Results The expression level of miR-21 and miR-382 was negatively correlated with the
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survival period of lung adenocarcinoma，but had no obvious correlation with the survival period of lung squamous
cell carcinoma. The expression level of miR- 182 had no significant correlation with the survival period of lung
adenocarcinoma，but was positively correlated with survival of patients with lung squamous cell carcinoma. The
functions of target genes of miR- 21， miR- 182， miR- 382 were mainly related to signal transduction and
intercellular communication，and the involved signal pathways mainly included integrin family signal pathway，
vascular endothelial growth factor（VEGF）/vascular endothelial growth factor receptor （VEGFR） pathway，
necrosis factor- related apoptosis- inducing ligand（TRAIL）pathway. The miR- 21 target genes such as RECK，

TNFRSF11B，TGFBI，PDCD4，SPRY2，FOXF2 was associated with tumor metastasis. The increase level of
miR-21 in the Chinese medicine group was lower than that in the combination group. Conclusion miR-21 has
possible effects on tumor metastasis and survival of lung adenocarcinoma. Qi-replenishing and phlegm-removing
therapy is possibly effective for treatment of non-small-cell lung cancer by regulating expression of miR-21.
Keywords： qi- replenishing and phlegm- removing therapy；miR- 21；miR- 182；miR- 382； lung cancer；

survival

microRNA（miRNA）是一类由发卡结构的转录

物形成的短的单链非编码 RNA，抑制信使 RNA
（mRNA）的翻译或者直接导致mRNA的降解，起到

调控基因表达的作用，在肿瘤的发生、发展及预

后中发挥着至关重要的作用[1]。研究发现，血清和

血浆中循环的无细胞miRNAs在癌症中特异性表达，

表明miRNAs可以作为癌症诊断的生物标志物[2-4]。

现已证实microRNA-21（miR-21）在非小细胞肺癌

中特异性高表达，成为非小细胞肺癌诊断及判断

治疗预后的标志物[4-5]。研究表明，调控miRNA表

观遗传学可能是中药抗癌的机制特点之一。

肺癌的发生发展，多因脾气亏虚，痰浊内

生，痰浊蕴结于肺，且肺气亏虚，肃降无权，烟

毒、雾霾等外感邪毒乘虚而入，痰毒交结，而成

积块所致。肺癌的核心病机特点为“痰毒正虚”。

广州中医药大学第一附属医院肿瘤中心集 30年临

床经验，率先确立了肺癌的中医治疗以益气除

痰、解毒散结为法，方药包含有半夏、山慈菇

等[6]。经过多中心大样本的临床研究明确了益气除

痰法方案的临床疗效及疗效特点，既可通过稳定

瘤体，延缓肿瘤的恶性进展和药物的耐药，延长

生存期[7-10]，又可减轻西医治疗特别是化疗的副反

应，与化疗联用可提高生存质量，改善癌因性疲

乏等不良反应[11-12]。动物及分子生物学研究结果显

示，益气除痰方可通过抑制细胞迁移侵袭、抑制

细胞上皮间质转化等抑制肺癌转移[13-14]，并具有增

敏甚至逆转顺铂、吉非替尼耐药的作用[15-17]。

另外，本课题组前期研究还发现，益气除痰

法中药获益非小细胞肺癌患者miR-21、microRNA-
182（miR-182）、microRNA-382（miR-382）的表达

与治疗前患者比较有明显差异[17]。基于此，本研究

拟进一步探讨miR-21、miR-182、miR-382对肺癌

进展的影响及益气除痰法的干预作用，现将研究

结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 miR-21、miR-182、miR-382与生存的关系 应

用Kaplan-Meier plotter数据库（https：//kmplot.com/
analysis/）[18]，分析肺癌组织中miR-21、miR-182、
miR-382表达与肺癌患者生存的关系。依次输入各

基因的名称，表达项选择中间值（median value），

生存项选择总生存期（overall survival，OS），病理

类型项依次选择鳞癌、腺癌，统计分析项选择Cox
多因素回归分析。表达项选择自动选择最佳界值

（auto select best cutoff）再计算1次。

1. 2 miR-21、miR-182、miR-382的靶基因功能

预测 本课题组前期已预测出 miR- 21、miR-
182、miR-382的靶基因 [17]。本研究对预测出的靶

基因利用功能富集分析软件（functional enrichment
analysis tool，FunRich，http：//www.funrich.org/）进

行功能富集、通路富集分析[19]，使用蛋白网络互作

分析软件 GeneMANIA（http：//www.genemania.org）
分析靶基因蛋白的互作网络，分析靶基因的功能。

孙玲玲，等． miR-21、miR-182、miR-382在非小细胞肺癌中的临床意义及益气除痰法的干预作用第 3期 549



1. 3 益气除痰法对外周血 miR-21、miR-182、
miR-382 水平的影响 选取 2018 年 2 月 1 日至

2019年 1月 31日于广州中医药大学第一附属医院

住院或门诊的中晚期非小细胞肺癌并接受维持治

疗的患者，包括自愿单纯中药治疗患者（中医组）

和自愿中药联合维持化疗的患者（结合组）。中药

治法均为益气除痰法，主要药物包括法半夏 9 g、
僵蚕10 g、 灵芝12 g、龙葵12 g、猫爪草30 g、山

慈菇 9 g、西洋参 6 g、浙贝母 10 g、肿节风 30 g，
水煎服，每日2次，连续服用直到病情进展。化疗

药物为培美曲塞 500 mg/m2，静滴，每 21 d 1次，

直到病情进展。共收集到11例患者维持治疗前及维

持治疗 2月后的血液样本，中医组 6例，结合组

5例；年龄55 ~ 68岁；女 4例，男7例；病理类型

均为腺癌，分期为Ⅳ期。收集外周静脉血，每次

15 mL，以 3 000 r/min 离心 15 min，取上清置于无

核糖核酸酶的离心管中，TRIzol 法提取总 RNA，

DNaseⅠ去基因组，检测总RNA的纯度和完整性。

使用茎换法进行miRNA逆转录，进行定量 PCR。

反应条件： 50 ℃ 2 min； 95 ℃ 2 min；95 ℃ 15 s，
60 ℃ 32 s，40个循环。目的片段设计的引物：

miR-21-5p-72 bp上游引物序列为 5’-ACACTCCA
GCTGGGTAGCTTATCAGACTGATG-3’，miR-182-
5p-74 bp上游引物序列为 5’-ACACTCCAGCTGGG
TTTGGCAATGGTAGAACTCAC-3’，miR-382-5p-72
bp上游引物序列为 5’-ACACTCCAGCTGGGGAAG
TTGTTCGTGGTGGATTC-3’；通用的 miRNA 下游

引物序列为5’-CTCAACTGGTGTCGTGG A-3’。内

参片段： U6-94 bp，上游引物序列为 5’-CTCGCT
TCGGCAGCACA-3’，下游引物序列为 5’-AACGC
TTCACGAATTTGCGT-3’。熔解曲线分析：温度

60 ~ 95 ℃。每个样本重复 3次。△Ct=（目的基因

Ct-内参基因Ct）的平均值±标准差；△△Ct=（待测

样品中目的基因△Ct-参照样品中目的基因△Ct）的
平均值±标准差（选择收集到的第一个样本为参照

进行计算）；相对表达量=（2-△△Ct）的平均值±标准

差。

1. 4 统计方法 各基因表达与肺癌患者生存的关

系采用Kaplan-Meier方法进行分析，得到不同组别

之间的总生存曲线图，使用Log-Rank 检验评估组

间生存差异。采用 Cox多因素比例风险模型计算不

同组别的死亡风险（hazard ratio，HR）及相对应的

95%置信区间（confidence intervals，CIs）。数据测

量值表示为平均值（mean）±标准差（SD）。不同基因

之间表达含量的相关性检验采用 Pearson 分析，

2组治疗前后之间的差异采用配对 t检验。设检验

水准α = 0.05，以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 miR-21、miR-182、miR-382表达与生存期

的关系 应用Kaplan-Meier plotter数据库，分析肺

癌组织中各miRNA基因表达与肺癌患者生存的关

系。pan-cancer miRNA 数据库中肺腺癌样本量

513例，肺鳞癌样本量为 478例。以每个基因表达

量的中间值进行二分类，进行多因素 cox回归。结

果显示：在肺腺癌中miR-21的表达含量与生存期

相关，miR-21高表达的患者生存期短于miR-21低
表达的患者（HR：1.41；95%CI：1.05~1.90）；在

肺鳞癌中二者关系不明显。miR-182的表达含量与

肺腺癌、肺鳞癌患者的生存期无明显相关性。

miR-382的表达含量与肺腺癌、肺鳞癌的生存期无

明显相关性。结果见图1。
根据HR结果，自动选择最佳 cutoff值，并进

行二分类，进行多因素 cox回归。结果显示：在肺

腺癌中miR-21的表达含量与生存期相关，miR-21
高表达的患者生存期短于miR-21低表达的患者

（HR：1.59；95%CI：1.17 ~ 2.15）；在肺鳞癌中二

者关系不明显。miR-182的表达含量与肺腺癌患者

的生存期无明显相关性；miR-182高表达的肺鳞癌

患者生存期明显长于miR-182低表达的患者（HR：

0.57；95%CI：0.43 ~ 0.77）。miR-382的表达含量

与肺腺癌总生存期呈负相关（HR：1.48；95%CI：
1.03 ~ 2.03），与肺鳞癌的生存期无明显相关性。

结果见图2。
2. 2 miR-21、miR-182、miR-382的靶基因相关

通路分析 根据 FunRich 研究结果，miR- 21、
miR-182、miR-382靶基因的功能主要为信号传导

和细胞之间的通讯，见图3。所涉及的信号通路主

要包括整合素家族信号通路、血管内皮生长因子

（VEGF）/血管内皮生长因子受体（VEGFR）通路及

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）通路等，

见图4。
应用GeneMANIA数据库进一步分析与肿瘤转

移密切相关的通路及基因，见图5。调控细胞外基

广州中医药大学学报 2021年第38卷550



A. 肺腺癌；B. 肺鳞癌

图1 miR-21、miR-182、miR-382表达与总生存期的关系（按中间值进行二分类）

Figure 1 Relationship between miR-21，miR-182，miR-382 expression and overall survival
（two classification by median）

A

a. miR-21（肺腺癌） b. miR-182（肺腺癌） c. miR-382（肺腺癌）

B

a. miR-21（肺鳞癌） b. miR-182（肺鳞癌） c. miR-382（肺鳞癌）

时间（个月） 时间（个月） 时间（个月）

时间（个月） 时间（个月） 时间（个月）

A. 肺腺癌；B. 肺鳞癌

图2 miR-21、miR-182、miR-382表达与总生存期的关系（自动选择最佳cutoff值）
Figure 2 Relationship between miR-21，miR-182，miR-382 expression and overall survival

（auto-selecting the best cutoff）

a. miR-21（肺鳞癌） b. miR-182（肺鳞癌） c. miR-382（肺鳞癌）

a. miR-21（肺腺癌） b. miR-182（肺腺癌） c. miR-382（肺腺癌）

A

B

时间（个月） 时间（个月） 时间（个月）

时间（个月） 时间（个月） 时间（个月）
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图3 miR-21、miR-182、miR-382靶基因的生物学功能

Figure 3 Biological processes of miR-21，miR-182，
miR-382 target genes

图4 miR-21、miR-182、miR-382靶基因

所涉及的信号通路

Figure 4 Biological pathways of miR-21，miR-182，
miR-382 target genes
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质的基因包括RECK、TNFRSF11B、TGFBI，调控

上皮间质转化的主要基因包括 PDCD4、SPRY2、
FOXF2，以上基因均为miR-21的靶基因。

2. 3 miR-21、miR-182、miR-382 的含量相关

性 共收集到 11例患者维持治疗前后的血液样

本，中医组6例，结合组5例。目的基因miRNA的

表达含量以 U16 作为内参基因计算各样本的

miRNA相对表达含量。经 Pearson 两两相关性分

析，结果显示 miR-21、miR-182、miR-382 三者

的表达具有良好的相关性，见表1。

表 1 指标含量之间的相关性

Table 1 Correlation among expression levels of the
miRNAs

指标1
miR-182
miR-21
miR-21

指标2
miR-382
miR-182
miR-382

相关系数

0.995
0.929
0.909

P值

0.000
0.000
0.000

2. 4 治疗前后目的基因的表达变化 如图6所示，

中医组miR-182、miR-382以上调为主，而miR-21
的表达变化一致性较差。中医联合化疗的结合组

miR-21、miR-182、miR-382的变化一致性较差。

比较中医组与中医联合化疗的结合组中miR-21的表

达变化，中医组治疗前后的上调幅度（0.397 ±
0.824）较结合组（2.410 ± 1.666）低，但差异无统计

学意义（P > 0.05）（注：结合组去除1例上调明显的

患者）。

3 讨论

大量研究表明，miRNA通过调控细胞周期、

细胞凋亡、细胞迁移和血管生成等肿瘤相关基因

的表达，参与了肿瘤的发生、发展和预后[1]。本研

究首先分析了miR-21、miR-182、miR-382与肺癌

预后的关系，结果显示：miR-21、miR-382的含量

与肺腺癌的预后呈负相关，与肺鳞癌的预后没有

图5 miR-21、miR-182、miR-382转移相关靶基因的

蛋白互作网络图

Figure 5 Protein-protein interaction network of
miR-21，miR-182，miR-382 target genes

related to metastasis
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图6 miR-21、miR-182、miR-382在治疗前后的表达变化

Figure 6 Comparison of expression levels of miR-21，miR-182，miR-382 before and after treatment

患者编号 患者编号 患者编号

明显相关性。miR-182的表达含量与肺腺癌的预后

无明显相关性，与肺鳞癌的预后呈正相关。

研究表明，miR-21 在多种实体瘤中表达升

高，特别是肺癌，miR-21在肿瘤分期高、有淋巴

结转移及有吸烟史的肺癌患者中表达更高 [20- 22]。

miR-21 与第10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白

同源蛋白（PTEN）的表达密切相关，并促进肿瘤细

胞的增殖、转移及化疗、放疗、靶向治疗的耐

药，与预后显著相关[23-24]。在肺癌细胞中，miR-21
与转化生长因子β（TGF-β）关系密切，共同介导上

皮间质的转化过程[25-26]。除了在肿瘤细胞中高表达

外，在卵巢癌等癌组织中，miR-21在α-平滑肌肌

动蛋白（α-SMA）阳性的癌相关成纤维细胞（CAFs）
也表达升高，其表达甚至高于癌细胞 [27]。CAFs中
的miR-21也发挥重要作用，一方面，miR-21可由

CAFs通过外泌体传递给临近的癌细胞导致癌细胞

发生上皮间质转化和耐药。在miR-21促上皮间质

转化过程中，PDCD4是其主要靶基因，miR-21抑
制 PDCD4的表达，促进上皮间质转化发生 [28]。另

一方面，miR-21的上调可促进 CAFs的招募和活

化。miR-21的上调诱导肺成纤维细胞分泌新的

CAFs分泌蛋白钙腔蛋白及表达CAFs标记物α-SMA，
激活肺成纤维细胞成为 CAFs[29]。miR-182调控上

皮间质转化增强迁移能力，同时与增殖、侵袭能

力的增强密切相关 [30]。研究表明，miR-182 在

TGF-β 诱导的上皮间质转化中发挥重要作用，

TGF-β 通过激活 miR-182 抑制 Smad7 蛋白的表

达。miR-182沉默可抑制 TGF-β诱导的上皮间质

转化和癌细胞侵袭[31]。miR-182的过度表达促进乳

腺肿瘤侵袭。FOXF2、RECK、RhoA、MTSS1 是

miR-182主要调控的靶基因，促进肿瘤的转移侵袭

和化疗药物耐药 [32- 33]。miR- 182 通过靶向调控

PDCD4调节肺癌细胞的化疗耐药[34]。miR-382靶向

调控NR2F2抑制结肠癌的进展和转移 [35]，调控Ⅰ
型受体酪氨酸激酶样孤儿受体（receptor tyrosine
kinase like orphan receptor 1，ROR1）抑制卵巢癌细

胞的迁移侵袭和上皮间质转化[36]。

本课题组前期观察到晚期非小细胞肺癌患者

益气除痰方治疗前后外周血中miR-21、miR-182、
miR-382差异表达 [17]，在本研究进一步得到证实。

通过对miR-21、miR-182、miR-382靶基因所涉及

信号通路的分析进一步确证了益气除痰方抗肺癌

转移的机制。miR-21、miR-182、miR-382的靶基

因主要涉及的生物学过程与转移密切相关，其中

整合素家族信号通路介导细胞与细胞外基质之间

的粘附[37]，VEGF/VEGFR通路介导血管新生[38]，高

表达的 TRAIL可促进肺转移的发生 [39]。miR-21、
miR-182、miR-382靶基因中包含多个与转移密切

相关的基因，包括调控细胞外基质的基因 RECK、

TNFRSF11B、TGFBI，其中RECK可以抑制基质金

属蛋白酶的表达 [40]，TNFRSF11B调节肿瘤坏死因

子 TNF的表达，TGFBI则调节 TGF-β表达；调控

上皮间质转化的主要基因 PDCD4、 SPRY2[41]、

FOXF2[42]。上述既往研究说明，miR-21、miR-382
等促进肿瘤细胞的增殖、转移及化疗、放疗、靶

向治疗的耐药，与预后显著相关。本研究结果显

示，中医组的miR-21增加水平较结合组低，通过

分析我们认为，miR-21为主介导的转移侵袭及细

胞间相关作用可能是益气除痰方治疗肺癌发挥疗

效的主要机制。

本研究探索性分析了益气除痰方治疗方案对

中晚期非小细胞肺癌外周血中miR-21、miR-382、
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miR-182等表达的影响，得到了初步的研究结果，

但因为样本量较小，仍需要较大样本量来进一步

验证。
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