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TGF-β1干预构建的人支气管上皮细胞上皮-间质转化
模型中lncRNA和miRNA表达及其意义
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[摘要] 目的 探讨人转化生长因子β1(TGF-β1)干预构建的人支气管上皮细胞16HBE上皮-间质转化

(EMT)模型中lncRNA和 miRNA的表达情况。方法 体外培养16HBE细胞,设立对照组和处理组。处理组以

TGF-β1诱导细胞构建EMT细胞模型,对照组加入等量RPMI基础培养液。分别于TGF-β1处理细胞后24、48、

72h使用倒置显微镜观察两组细胞形态及分布。当处理组细胞开始出现明显梭形改变时,采用RNA分离、逆转录

以及实时荧光定量PCR(RT-qPCR)方法检测两组细胞中lncRNA和 miRNA相对表达量。结果经TGF-β1处理细

胞48h后,处理组细胞梭形改变明显,细胞间隙增大,显示EMT模型构建成功。同时在该时间点,两组细胞中

TBILA、NKILA、LNCRNA-ATB、HOTAIR、NEAT1、miR-125b-5p、miR-21-3p、miR-21-5p、miR-27a-3p、miR-
27a-5p、miR-141-3p、miR-200c-3p、miR-17-5p、miR-34a-5p的相对表达量比较差异均具有显著意义(t=-16.353~
6.460,P<0.05)。结论 TGF-β1干预能够成功构建EMT细胞模型,该细胞模型中的细胞与正常细胞相比,多个

lncRNA和 miRNA表达具有显著差异。上述基因可能参与了EMT或气道重塑的形成和发展,或许为这些疾病的

防治提供分子理论支持。
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EXPRESSIONAND SIGNIFICANCE OF LONG NON-CODING RNAS AND MICRORNASIN EPITHELIAL-MESENCHYMAL

TRANSITIONMODELOFHUMANBRONCHIALEPITHELIALCELLSCONSTRUCTEDBYTRANSFORMINGGROWTHFAC-

TOR-BETA1INTERVENTION CHEN Huapei,YANGZhaochuan,LILei,QUZhenghai (PediatricCenter,TheAffiliated

HospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266555,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheexpressionoflongnon-codingRNAs(lncRNAs)andmicroRNAs(miRNAs)in

theepithelial-mesenchymaltransition(EMT)modelofhumanbronchialepithelialcellline16HBEinducedbyhumantransforming

growthfactor-β1(TGF-β1). Methods 16HBEcellswereculturedinvitro,andtheexperimentestablishedcontrolgroupand

treatmentgroup.ThecellsinthetreatmentgroupwereinducedbyTGF-β1toestablishanEMTcellmodel,andthoseinthecon-

trolgroupwereaddedwithanequalvolumeofRPMIbasicculturemedium.At24,48,and72hafterTGF-β1treatment,anin-

vertedmicroscopewasusedtoobservecellmorphologyanddistribution.Atthetimepointwhenthecellsinthetreatmentgroupbe-

gantoshowobviousspindle-shapedchanges,themethodsofRNAseparation,reversetranscription,andquantitativereal-time

PCRwereusedtomeasuretherelativeexpressionlevelsoflncRNAsandmiRNAsinthetwogroups. Results After48hof

TGF-β1treatment,thecellsinthetreatmentgroupshowedobviousspindle-shapedchangesandanincreaseinintercellularspace,

suggestingthattheEMTmodelwassuccessfullyestablished.Atthistimepoint,thereweresignificantdifferencesbetweenthetwo

groupsintherelativeexpressionlevelsofTBILA,NKILA,LNCRNA-ATB,HOTAIR,NEAT1,miR-125b-5p,miR-21-3p,

miR-21-5p,miR-27a-3p,miR-27a-5p,miR-141-3p,miR-200c-3p,miR-17-5p,miR-34a-5p(t=-16.353-6.460,P<0.05).

Conclusion TGF-β1interventioncansuccessfullyestablishtheEMTcellmodel,andthedifferentiallyexpressedlncRNAsand

miRNAsbetweenthiscellmodelandnormalcellsmaybeinvolvedintheformationanddevelopmentofEMTorairwayremodeling,

whichmightprovideatheoreticalbasisforthepreventionandtreatmentofsuchdiseases.
[KEY WORDS] RNA,longnoncoding;MicroRNAs;Transforminggrowthfactorbeta1;Epithelial-mesenchymaltransi-

tion;Epithelialcells;Airwayremodeling;Fibrosis

  上皮-间质转化(EMT)是一种不具有迁移能力

的上皮细胞在各种原因诱发下,失去上皮标志物、获
得间质表型并转化为间质细胞,致细胞形态呈长梭

形改变,并获得迁移能力的过程。其在组织发育、疾

病发生发展中发挥着重要作用[1]。转化生长因子β
(TGF-β)属于相关生长因子超家族一员,相关信号

通路在控制组织发育、增殖、分化、凋亡和稳态中发

挥着关键性作用[2]。本课题组前期研究发现,经过

TGF-β1处理后,人支气管上皮细胞(16HBE)发生

EMT,并参与哮喘气道重塑和纤维化的过程[3-5]。
基因转录本不翻译成蛋白质,但是可以直接作
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为结构分子、调节分子或者催化分子发挥作用,此类

RNA称为非编码RNA(ncRNA)[6]。ncRNA(例如

lncRNA和miRNA)在气道重塑和气道纤维化相关

的EMT形成过程中作用的研究报道较少。本研究

拟通过 TGF-β1干预构建人16HBEEMT细胞模

型,探讨EMT细胞模型中lncRNA和miRNA相对

表达量的变化,为气道纤维化或气道重塑防治方面

的研究提供分子理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂

人16HBE细胞(源自中国医学科学院肿瘤细

胞库),特级胎牛血清、RPMI1640基础培养基、青霉

素-链霉素溶液(双抗)(武汉普诺赛生命科技有限公

司),TGF-β1蛋白(MedChemexpress生物科技公

司,美国),RNA-easyIsolationReagent(南京诺唯

赞生物科技股份有限公司),EvoM-MLV反转录预

混型试剂盒以及miRNAcDNA第一链合成试剂盒

(湖南艾科瑞生物工程有限公司),2×UniversalBlue
SYBRGreenqPCRMasterMix(武汉赛维尔生物科

技有限公司)。

1.2 研究方法

1.2.1 细胞培养和处理 16HBE细胞复苏后,置于

含体积分数0.10胎牛血清以及10g/L青霉素-链霉

素的RPMI1640生长培养基中,每2~3d换液1
次,待融合度达80%~90%时进行传代。将细胞接

种于6孔板中,每孔约30~50万个细胞,每孔加入

生长培养基2mL,分为对照组和处理组,每组设3
个复孔。接种当天,处理组每孔中加入TGF-β1,使
其在培养基中浓度约为10μg/L,而对照组中加入

与处理组TGF-β1等体积的RPMI基础培养基;分
别于细胞处理24、48、72h后使用倒置显微镜观察

两组细胞形态及分布,当处理组细胞形态明显梭形

改变、细胞间隙增大时,表明EMT细胞模型已构建

成功,记录该时间点,以此作为后续实验处理时间。

1.2.2 RNA分离、逆转录及RT-qPCR检测 根据

RNA-easyIsolationReagent说明书,当EMT细胞

模型构建成功时,分别分离并提取上述两组细胞中

总RNA,紫外可见分光光度计检测总RNA的浓度

和纯度。根据说明书,采用EvoM-MLV 反转录预

混型试剂盒和miRNAcDNA第一链合成试剂盒对

分离RNA行反转录,两种试剂反转录的cDNA分

别进行下一步lncRNA或 miRNA的RT-qPCR检

测。除了 miRNA的下游引物由湖南艾科瑞生物工

程有限公司提供以外,lncRNA和 miRNA的其他

引物均由深圳华大基因股份有限公司进行合成(表

1)。其中GAPDH 作为lncRNA的内参基因,U6
(湖南艾科瑞生物工程有限公司)作为 miRNA的内

参基因。再使用2×UniversalBlueSYBRGreen
qPCRMasterMix对经反转录生成的cDNA进行

RT-qPCR,获得各组样本扩增CT 值,采用2-△△CT

方法计算各基因的相对表达量。

表1 RT-qPCR引物名称及其序列

引物名称 引物序列
引物长
度(bp)

TBILA F:5'-CCACGGATGGCAACTGCTA-3' 19
R:5'-GTTCCCTTGACCCCTTCTCG-3' 20

NKILA F:5'-AGAAAGACCAGGAGGCTTGTT-3' 21
R:5'-TCTCCTCCCAAACAGAAGACG-3' 21

HOTAIR F:5'-CAAGACCAGAAATGCCACGG-3' 20
R:5'-AGCACTTCTCTCGCCAATGT-3' 20

LNCRNA- F:5'-TGGGATTCGATCAACAGAGAGT-3' 22
ATB R:5'-GCCCCTCCCGTTTGGTATTT-3' 20
NEAT1 F:5'-TCAACTTGTCCATGCCAGCAG-3' 21

R:5'-CCAGGCCGAGCGAAAATTACA-3' 21
GAPDH F:5'-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3' 20

R:5'-GACTCCGACCTTCACCTTCC-3' 20
miR-125b-5pF:5'-TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA-3' 22
miR-21-3p F:5'-AACACCAGTCGATGGGCTGT-3' 20
miR-21-5p F:5'-CAGCTTATCAGACTGATGTTGAA-3' 23
miR-27a-3p F:5'-CACAGTGGCTAAGTTCCGCAA-3' 21
miR-27a-5p F:5'-GGCTTAGCTGCTTGTGAGCA-3' 20
miR-141-3p F:5'-GCTATCACTGTCTGGTAAAGATGG-3'24
miR-200c-3p F:5'-TACTGCCGGGTAATGATGGA-3' 20
miR-17-5p F:5'-CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG-3' 23
miR-34a-5p F:5'-GCAGTGTCTTAGCTGGTTGTAA-3' 22

2 结  果

2.1 经过TGF-β1处理后两组细胞不同时间点形

态比较

倒置显微镜观察结果显示,对照组16HBE细

胞第24、48、72小时时均为鹅卵石样或铺路石样的

单层细胞,细胞间连接紧密,聚集成团状或岛状。处

理组细胞在第24小时时形态和分布变化不明显;而
第48和72小时时呈长梭形,细胞与细胞间连接不

紧密,间隙增大,细胞发生了EMT(图1)。第48小

时时EMT细胞模型已经构建成功。

2.2 两组细胞中各lncRNA和 miRNA相对表达

量比较

两组细胞处理48h后进行RT-qPCR检测,处
理组中各lncRNA和miRNA的相对表达量与对照

组比较,差异均具有显著性(t=-16.353~6.460,
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P<0.05)。见表2。

图1 两组细胞不同时间点的细胞形态比较(10倍)

3 讨  论

气道纤维化和气道重塑是不可逆的呼吸系统疾

病,严重影响患者的生活质量,其预防和治疗仍然是

目前世界范围内亟待解决的难题。ncRNA在气道

纤维化和气道重塑中发挥着重要作用,参与疾病的

发生和发展,但相关研究报道较少。本研究通过构

建EMT细胞模型,模拟气道纤维化,探讨细胞中

lncRNA和 miRNA的表达情况,为气道纤维化以

及气道重塑的预防或治疗提供数据参考。
本研究中,TGF-β1处理16HBE细胞48h后,

细胞形态呈长梭形,细胞与细胞间连接不再紧密,间
隙增大,提示细胞已经发生了EMT,细胞模型构建

成功。研究发现 TGF-β对EMT有诱导或者促进

作用,但相关机制研究较少。WANG等[7]体外研究

发现,TGF-β1可通过刺激人肺癌细胞抑制Src同源

物2-b3(SH2B3,又称淋巴细胞接头蛋白)的表达,
激活JAK2/STAT3和SHP2/Grb2/PI3K/AKT信

号通路级联反应,促进人肺癌细胞EMT以及肺癌

细胞扩散、转移。PEZONE等[8]体外培养人正常乳

腺上皮细胞(MCF10A)并通过共聚焦显微镜和质谱

记录分析发现,组蛋白溶酶特异性去甲基化酶1
(LSD1)与TGF-β1诱导或抑制基因的启动子结合

后,可引发一系列DNA氧化反应,调控EMT基因

的转录或抑制。DAVID等[9]发现调控因子Sox4
可以使TGF-β诱导的EMT的胰腺导管腺癌细胞

发生凋亡,而胃肠谱系主调控因子Klf5则具有拮抗

Sox4凋亡作用,提示在胰腺导管腺癌细胞中EMT

进程可能是受Sox4和Klf5同时调控。
本课题组前期实验发现miR-448-5p在哮喘小

鼠肺组织和TGF-β1干预后16HBE中的相对表达

量均下调,同时在TGF-β1干预后的16HBE中过表

达miR-448-5p可以抑制 TGF-β1介导的EMT以

及气道纤维化[4],提示ncRNA在气道纤维化或气

道重塑中发挥作用。
本研究结果显示,与对照组相比,处理组细胞中

TBILA 等lncRNA和miR-125b-5p等 miRNA基

因的相对表达量存在显著差异,这些差异均发现与

EMT进程的调控或组织纤维化的形成发展密切相

关。如TBILA 在非小细胞肺癌(NSCLC)患者肿

瘤组织中以及TGF-β1处理的 A549和 H226细胞

中表达上调,沉默或者过表达TBILA 可以分别产

生抑制或促进 A549和 H226细胞EMT作用[10]。

NKILA 在人肝癌组织和人肝癌细胞系中表达下

调,在体外NKILA 过表达则能够显著抑制肝癌细

胞系细胞EMT[11]。体外研究结果显示,HOTAIR
在经过TGF-β1处理后的结肠癌细胞株 HT-29及

DLD1、乳腺上皮细胞 MCF10a以及乳腺癌细胞株

HCC1954中均表达上调,经siRNA干扰 HOTAIR
表达后,可改变TGF-β诱导的EMT进展过程[12]。

LNCRNA-ATB 在草酸钙刺激人近端肾小管上皮

(HK-2)细胞的EMT模型中表达上调,miR-200家

族基因表达下调,干扰lncRNA-ATB 表达或者转

染miR-200a模拟物均可缓解EMT进程和肾损伤

程度[13]。在牛血清白蛋白(BSA)刺激的 HK-2细

胞和高脂饲料和链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠中

NEAT1的表达均显著上调,通过干扰或者过表达

NEAT1可分别抑制或者促进BSA诱导 HK-2细

胞的纤维化和EMT[14]。另外,miR-125b在结直肠

癌(CRC)原发灶和转移灶中表达上调,而体外培养

的CRC细胞过表达miR-125b可增强EMT的迁移

能力,敲低miR-125b表达后,可以降低CRC细胞

EMT的迁移和侵袭能力[15]。miR-21-5p、miR-34a-
5p的表达水平在人CRC组织中较正常组织高,而

miR-200c-3p的表达水平则较低,这些miRNA均

表2 两组细胞中各lncRNA和 miRNA相对表达量比较(n=3,x±s)

分组 TBILA NKILA LNCRNA-ATB HOTAIR NEAT1 miR-125b-5p miR-21-3p

对照组 1.006±0.141 1.000±0.030 1.001±0.061 1.000±0.018 1.002±0.084 1.024±0.266 1.041±0.349
处理组 1.875±0.102 6.460±0.577 1.343±0.151 0.754±0.063 0.698±0.107 2.527±0.709 2.108±0.290

分组 miR-21-5p miR-27a-3p miR-27a-5p miR-141-3p miR-200c-3p miR-17-5p miR-34a-5p

对照组 1.046±0.380 1.003±0.098 1.012±0.184 1.004±0.102 1.010±0.168 1.008±0.151 1.002±0.071
处理组 3.557±0.300 1.454±0.092 1.562±0.275 1.738±0.118 1.565±0.069 0.595±0.176 0.501±0.147
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与肿瘤组织的EMT相关[16]。miR-17-5p在有转移

的原发性人CRC组织中的表达量低于无转移的原

发性人CRC组织,过表达miR-17-5p后体外培养的

CRC细胞EMT能力受到抑制,而抑制 miR-17-5p
的表达则增强了CRC细胞的EMT能力[17]。

LncRNA、miRNA及其下游基因之间还可互相

调控,并形成复杂的调控网络,参与蛋白质翻译、合
成的一系列过程,进而抑制或者促进细胞EMT以

及组织纤维化。例如,lncRNABBOX1-AS1在人

NSCLC组织中,以及体外培养并经转录因子KLF5
诱导的 NSCLC细胞中均为高表达,BBOX1-AS1
与miR-27a-5p竞争性结合,促进母体胚胎亮氨酸拉

链激酶表达,激活黏着斑激酶磷酸化,促进NSCLC
细胞的EMT[18]。

综上所述,本研究成功构建了EMT细胞模型,
与正常细胞相比,该模型中多个lncRNA和miRNA
表达具有显著差异。这些基因间可能存在复杂的调

控网络,促进或抑制16HBE细胞EMT及其进程。
后续应进行更深入的实验研究,进一步明确各基因

调控机制以及他们之间的调控关系,为气道纤维化

或气道重塑防治方面的研究提供分子理论支持。
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