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MiR-382 对T 细胞杀伤肺癌细胞活性的影响及机制研究 
  

李杰(宁波市第二医院胸外科，浙江 宁波 315010) 

 
摘要：目的  探讨T 细胞对肺癌细胞系 A549 的杀伤活性，并研究 miR-382 在其中发挥的作用。方法  采用流式细胞术

鉴别 T 细胞 LDH 释放实验检测细胞和 miR-382 对 A549 的杀伤活性。荧光定量 PCR 检测 miR-382 在肺癌细胞系

A549 中的表达情况，Western blot 法检测 miR-382 对 c-FLIP 表达的影响。Western blot 试验检测 miR-382 及细胞处理

后 A549 细胞 Smac/DIABLO 和细胞色素 C 的释放及 caspase-8、caspase-9 和 caspase-3 的活化。结果  miR-382 处理能显

著增强细胞对 A549 的杀伤活性，增强细胞对 A549 细胞 caspase-8、caspase-9 和 caspase-3 的活化及细胞色素 C

和 Smac/DIABLO 的释放，下调 A549 细胞中 c-FLIP 蛋白的表达。转染 c-FLIP 质粒能显著抑制 miR-382 对细胞的协

同效应。结论  MiR-382 通过下调肺癌细胞中 c-FLIP 的表达来增强细胞对其的杀伤活性。 
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Effect and Mechanism of MiR-382 on Cytotoxicity of T Cells to Lung Cancer 
 
LI Jie(Department of Thoracic Surgery, Ningbo NO.2 Hospital, Ningbo 315010, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of miR-382 on regulating the cytotoxicity of cells to lung cancer 

cell line A549. METHODS  cells amplified in vitro were identified by flow cytometry. LDH release assays were 

performed to detect the cytotoxicity of cells and miR-382 to A549. RT-qPCR assays were performed to detect the expression 
of miR-382 in lung cancer tissues and A549 cell line. Bioinformatics and Western blot analysis were used to determine whether 
the expression of c-FLIP was regulated by miR-382. Western blot assays were performed to evaluate the release of 
Smac/DIABLO and cytochrome C and the activation of caspase-8, caspase-9 and caspase-3. RESULTS  MiR-382 significantly 

enhanced the cytotoxicity of cells to A549. Furthermore, miR-382 enhanced the activation of caspase-8, caspase-9, 

caspase-3 and release of cytochrome C and Smac/DIABLO induced by cells in A549 cells. In addition, transfection with 
miR-382 downregulated the expression of c-FLIP. Meanwhile, transfection with miR-382 abolished the synergistic effect of 

miR-382 on cells. CONCLUSION  MiR-382 enhances cytotoxicity of cells to lung cancer through downregulating 
the expression of c-FLIP.  
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肺癌是世界上发病率最高的恶性肿瘤，患者

预后差，5 年生存率较低[1]。对于早期肺癌，手术

治疗是最有效的治疗手段，然而很大一部分患者

在确诊肺癌时已发生转移，对于这些患者而言，

化疗或免疫治疗是不可缺少的替代治疗手段[2-3]。

在肿瘤的免疫治疗中，以免疫效应细胞为主体的

治疗方法已经开始进行临床试验[4]。细胞是
细胞的一个功能性亚群，其表面的细胞受体由
肽链组成。研究发现细胞是一群效应性细胞，

能直接杀伤肿瘤细胞而不依赖于 MHC 分子的抗

原提呈，因此细胞被认为有良好的抗肿瘤作

用[5]，通过一些辅助治疗以提高肿瘤细胞对细

胞的敏感性有十分重要的临床意义。 

microRNAs(miRNAs)是一组非编码RNA寡聚

核苷酸，由 18~25 个核苷酸构成，且其序列具有

高度保守性。miRNAs 通过与目标 mRNA 的 3’-非

翻译区(3’-untranslated region，3’ UTR)发生互补配

对从而抑制 mRNA 的翻译，因此 miRNAs 能调控

目标基因的蛋白的表达水平[6]。文献报道 miRNAs

在肿瘤细胞中表达失调，而 miRNAs 表达谱的改

变往往促进肿瘤细胞的增殖和转移。另外，文献

也报道 miRNAs 表达的失调能导致肿瘤细胞对化

疗的抵抗[7-8]。然而，miRNAs 在肿瘤免疫治疗中

发挥的作用至今仍不十分清楚，本研究的目的在
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于探讨细胞对肺癌细胞系 A549 的杀伤活性并

研究 miR-382 在其中发挥的作用。 

1  材料 

1.1  患者资料   

收集 20 例 2014 年 3 月—2016 年 7 月肺癌患

者的肿瘤组织及癌旁正常组织，患者年龄 33~74

岁(平均年龄 51.2 岁)。标本的使用取得患者的知情

同意。 

1.2  细胞培养   

人肺癌细胞系 A549(美国 ATCC)。细胞培养

在含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中，培养环境

为 37 ℃恒温培养箱，并通入 5% CO2。人细
胞的体外扩增培养按文献所述进行[9]，取例健康

人的全血，采取密度梯度离心法获取单个核细胞，

并培养在含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中，加

入 3 μmol·L1 细胞特异性扩增剂 BrHPP 和每

毫升 400 单位的 IL-2 培养 14 d。 

1.3  试剂   

乳酸脱氢酶检测试剂盒(批号：C0016)和线粒

体分离试剂盒(批号：C3601)购于江苏碧云天生物

技术有限公司。DMEM 培养基(美国 Gibco，批号：

11995040) ； c-FLIP( 批 号 ： #8510) 、 cleaved 

caspase-8(批号：#9496)、cleaved caspase-9(批号：

#20750)、cleaved caspase-3(批号：#9661)、细胞色

素 C(批号：#11940)、Smac/DIABLO(批号：#15108)

和 GAPDH(批号：#5174)抗体均购于美国 Cell 

Signaling。ECL 试剂盒(美国 Pierce，批号：32106)。

Trizol 试剂(批号：15596018)、pcDNA3.1 质粒(批

号：V79020)和脂质体 2000(Lipofectamine 2000)(批

号：11668019)均购于美国 Invitrogen 公司。白细

胞介素 2(IL-2，批号：P60568)、TRAIL 中和抗体(批

号：AF347)和 FasL 中和抗体(批号：MAB126) 均

购于美国 R&D system 公司。CR-PE 流式细胞

抗体(批号：562511)和 CD3-FITC 流式细胞抗体(批

号：558261)购于美国 BD Bioscience 公司。miR-382 

(5’-AAUCAUUCACGGACAACACUU-3’) 和 对照

寡聚核苷酸(NCO, 5’-UUCAACACACCAAGGUU 

UAAC-3’)购于上海吉玛生物科技有限公司。SYBR 

Green 试剂(批号：RR820A)购于大连 TaKaRa。PCR

引物由上海生工生物工程有限公司合成。 

2  方法 

2.1  细胞的鉴别   

培养的细胞用带PE荧光标记的CR流

式细胞抗体和带 FITC 荧光标记的 CD3 流式细胞

抗体孵育 20 min，用生理盐水将细胞清洗 3 次后

用流式细胞仪进行检测，CD3 和CR 双阳性细

胞即为细胞。 

2.2  荧光定量 PCR 检测 miR-382 的表达   

患者组织细胞及 A549 细胞总 RNA 用 Trizol

试剂提取。采用茎环 RT-qPCR 法对 miR-382 进行

特异性逆转录，并用 SYBR Green 试剂对逆转录产

物进行 PCR 扩增，以 U6 snRNA 作为内参计算

miR-382 的相对表达水平[10]。 

2.3  c-FLIP 过表达质粒构建和转染   

将 c-FLIP 基因的开放阅读框架序列经 PCR 扩

增后以分子克隆的方法与 pcDNA3.1 连接后构建

成 c-FLIP 重组过表达质粒。c-FLIP 过表达质粒用

Lipofectamine 2000 按试剂操作说明书步骤进行转

染，将 2 g·mL1 c-FLIP 表达质粒转染入 A549 细

胞中。 

2.4  线粒体分离去除   

用线粒体分离试剂盒按试剂说明书步骤将处

理后的 A549 细胞的线粒体从细胞质中分离出来，

取无线粒体的细胞质进行后续的 Western blot 试验。 

2.5  乳酸脱氢酶释放实验检测细胞的杀伤活性 

按不同的效靶细比 (效应细胞数∶目标

A549 靶细胞数，E∶T)将 A549 细胞和细胞用

transwell 小室进行共培养，h 后用乳酸脱氢酶检

测试剂盒按说明书步骤检测 A549 细胞乳酸脱氢

酶(LDH)的释放，LDH 释放水平越高则表示
细胞对 A549 细胞的杀伤活性越强。A549 杀伤率

用以下公式表示：A549 杀伤率=[(OD 实验组OD 对照组)/ 

(OD 细胞 LDH 最大释放OD 对照组)]×100%。 

2.6  乳酸脱氢酶释放实验检测 miR-382 对细
胞杀伤活性的影响

将 A549 细胞接种在 transwell 小室中，按照实

验设计将 50 pmol·mL1 的 NCO 或 miR-382 及

2 μg·mL1 的 c-FLIP 质粒用 Lipofectamine 2000 试

剂转染入 A549 细胞中，培养 24 h，然后更换新鲜

培养基加入 E∶ T为 2.5∶ 1的细胞继续共培

养 12 h。细胞和共培养完成后，按�”
项下方法进行 LDH 释放实验检测 miR-382 对
细胞杀伤活性的影响。 

2.7  Western blot 试验   

将 A549 细胞接种在 transwell 小室中，按照实

验设计将 50 pmol·mL1 的 NCO 或 miR-382 及

2 μg·mL1 的 c-FLIP 质粒用 Lipofectamine 2000 试

剂转染入 A549 细胞中，培养 24 h，然后更换新鲜
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培养基加入 E∶ T为 2.5∶ 1的细胞继续共培

养 12 h。细胞处理完毕后用蛋白提取液提取 A549

细胞中的总蛋白质。将等量的总蛋白质用 12.5% 

SDS-PAGE 进行电泳分离。分离完毕后通过电转方

法将蛋白质从分离胶上转到 PVDF 膜上，用

c-FLIP、cleaved caspase-8、cleaved caspase-9、

cleaved caspase-3、细胞色素 C、Smac/DIABLO 和

GAPDH 抗体孵育过夜，之后再用带辣根过氧化物

酶的二抗孵育 2 h，蛋白条带用 ECL 试剂盒显色发

光，并用 Image J 软件处理计算灰度值。目标蛋白

相对表达水平=灰度值目标蛋白/灰度值 GAPDH。 

2.8  统计学处理   

所有实验重复 3 次，实验数据用 sx  表示，

并用 SPSS 14.0 统计分析软件进行处理，统计学方

法采用单因素方差分析 (one-way ANOVA ) 进行

处理，P<0.05 认为有显著性差异。 

3  结果 

3.1  miR-382增强细胞对A549细胞的杀伤活性   

流式细胞术进行鉴定结果发现，培养得到的

细胞高表达 CD3 和TCR，纯度为 95.3%，

见图 1A。将这些细胞和 A549 细胞按不同的

效靶比(E∶ T)进行共培养，LDH 释放实验结果显

示细胞对 A549 细胞有杀伤活性，且 E∶ T 越

高， 细胞的抗肺癌活性越强，见图 1B。

RT-qPCR 实验结果显示肺癌组织及 A549 肺癌细

胞系的 miR-382 表达水平显著低于正常组织，见

图 1C，表明 miR-382 在肺癌中可能起肿瘤抑制作

用。LDH 释放实验结果显示转染 miR-382 后，
细胞对的杀伤率显著上升，见图 1D，表明

miR-382 能提高细胞的抗肺癌活性。 

3.2  MiR-382 通过抑制 c-FLIP 的表达增强细
胞对 A549 的杀伤活性 

miRNA 靶点预测公共数据库 TargetScan 

(www.targetscan.org) 显 示 c-FLIP 基 因 可 能 是

miR-382 的靶点，能与 miR-382 发生碱基互补配

对，见图 2A。Western blot 试验结果显示肺癌组织

细胞和 A549 细胞的 c-FLIP 表达水平显著高于癌

旁正常组织，见图 2B，提示 miR-382 和 c-FLIP 存

在负相关关系。为了明确 miR-382 调控 c-FLIP 的

表达，在 A549 细胞中转染 miR-382 模拟物，结果

显示转染 miR-382能显著抑制 A549细胞中 c-FLIP

的表达，见图 2C，表明 c-FLIP 是 miR-382 的靶基

因。LDH 释放实验结果显示转染 c-FLIP 过表达质

粒能显著抑制细胞联合 miR-382 对 A549 的杀

伤活性，见图 2D，表明 miR-382 通过抑制 c-FLIP

的表达增强细胞的抗肺癌活性。 

 
图 1  miR-382 增强细胞对 A549 细胞的杀伤活性

(n=3， sx  )  
A体外扩增培养的细胞高表达 CD3 和TCR；B细胞对

细胞的杀伤活性；C肺癌组织细胞及 A549 细胞的 miR-382 表达

水平显著低于癌旁正常组织细胞(n=20, sx  )，与癌旁正常组织相

比, 1)P<0.05；D转染 miR-382 提高细胞对的杀伤活性，与

NCO 组相比, 1)P<0.05; 与T 细胞+NCO 组相比，2)P<0.05。 

Fig. 1  miR-382 enhanced the cytotoxicity of T cells to 
A549 (n=3, sx  )  
AT cells amplified in vitro highly expressed CD3 andTCR; 

Bcytotoxicity of T cells to A549; Crelative expression of miR-382 
in lung cancer tissue cells and A549 cells was significantly higher than 
that in the normal lung tissue cells(n=20, sx  ). Compared with lung 

normal tissue cells, 1)P<0.05. Dtransfection with miR-382 increased the 

cytotoxicity of T cells to A549. Compared with NCO group, 1)P<0.05; 

Compared with T cells NCO group, 2)P<0.05. 

3.3  细胞联合 miR-382 诱导 A549 细胞

caspases 的活化 

细胞的抗肿瘤效应主要依赖于其所分泌

的TRAIL和 FasL等细胞因子对肿瘤细胞的杀伤[11]。

LDH 释放试验结果显示在细胞和共培养

体系中加入 TRAIL 中和抗体和 FasL 中和抗体后，

miR-382 联合细胞对细胞的杀伤活性受

到明显抑制，见图，表明细胞分泌的 TRAIL

和 FasL 是其发挥抗肺癌活性的重要因子。TRAIL

和FasL通过激活肿瘤细胞 caspase-8诱导细胞发生

凋亡[11]，Western blot 试验结果显示 miR-382 能显

著增强细胞对细胞 caspase-8 的活化，而
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转染 c-FLIP 质粒则能抑制 miR-382 的活性，见图

，表明 miR-382 是通过下调 c-FLIP 的表达促进

细胞依赖的 caspase-8 的活化。同时，Western 

blot 试验结果也显示 miR-382 能显著促进细胞

依赖的细胞色素C和Smac/DIABLO从线粒体中释

放到细胞质中，见图C，最终使 A549 细胞发生

caspase-9 和下游 caspase-3 的活化，见图D，诱导

细胞发生凋亡。 

 
图 2  miR-382 通过抑制 c-FLIP 的表达增强细胞对

A549 的杀伤活性(n=3， sx  ) 

ATargetScan 公共数据库表明 c-FLIP 可能是 miR-382 的靶点；B肺
癌组织细胞及 A549 细胞的 c-FLIP 表达水平显著高于癌旁正常组织细

胞(n=20, sx  )；与癌旁正常组织相比，1)P<0.05；CmiR-382 下调

A549 细胞中 c-FLIP 蛋白的表达；与 NCO 组相比，1)P<0.05；与T
细胞+NCO 组相比，2)P<0.05；D转染 c-FLIP 质粒抑制 miR-382 对
细胞的协同抗肺癌效应；与 NCO 组相比，1)P<0.05；与T 细胞NCO

组相比，2)P<0.05；与T 细胞miR-382 组相比，3)P<0.05。 

Fig. 2  miR-382 enhanced the cytotoxicity of T cells to 
A549 through suppressing the expression of c-FLIP (n=3, 

sx  ) 
Apublic database of targetscan suggested that c-FLIP was the target of 

miR-382; Bexpression of c-FLIP was significantly higher in lung cancer 
tissue cells and A549 cells than that in the lung normal tissue cells (n=20, 

sx  ); compared with lung normal tissue cells, 1)P<0.05; CmiR-382 

decreased the expression of c-FLIP in A549 cells; compared with NCO 

group, 1)P<0.05; compared with T cells+NCO group, 2)P<0.05; 

Dtransfection with c-FLIP plasmid inhibited synergistic effect of 

miR-382 on promoting the cytotoxicity of T cells to lung cancer; 

compared with NCO group, 1)P<0.05; compared withT cells NCO 

group, 2)P<0.05; compared with T cells miR-382 group, 3)P<0.05. 

 
图 3  细胞联合 miR-382 诱导 A549 细胞 caspases 的活

化(n=3， sx  ) 

ATRAIL 和 FasL 中和抗体抑制 miR-382 联合细胞对细胞的

杀伤活性；BmiR-382 促进细胞对细胞 caspase-8 的活化；

CmiR-382 促进细胞对细胞 Smac/DIABLO 和细胞色素 C 的

释放；DmiR-382 促进细胞对细胞 caspase-9 和 caspase-3 的

活化；1C；miR-382；3细胞NCO；4细胞miR-382；

5细胞miR-382+TRAIL 抗体；6细胞miR-382+FasL 抗体；

7细胞miR-382+TRAIL 抗体+FasL 抗体；8c-FLIP 质粒；9
细胞miR-382+c-FLIP 质粒；与 NCO 组相比, 1)P<0.05；与T 细胞+ 

NCO 组相比，2)P<0.05；与T 细胞miR-382 组相比, 3)P<0.05。 

Fig. 3  Combination with miR-382 andT cells induced 

activation of caspases in A549 cells (n=3， sx  ) 
ATRAIL and FasL neutralizing antibodies inhibited the cytotoxicity of 

miR-382 and T cells co-treatment in A549 cells; BmiR-382 promoted 

activation of caspase-8 induced by T cells in A549 cells; CmiR-382 

promoted release of Smac/DIABLO and cytochrome c induced by  

cells in A549 cells; DmiR-382 promoted activation of caspase-9 and 

caspase-3 induced by T cells in A549 cells; 1NCOmiR-382T 

cells+NCO; 4T cells+miR-382; 5T cells+miR-382+TRAIL; 6T 

cells+miR-382+FasL; 7T cells+miR-382+TRAIL+FasL; 8c-FLIP; 

9T cells+miR-382+c-FLIP; compared with NCO group, 1)P<0.05; 

compared with T cellsNCO group, 2)P<0.05; compared with T 

cellsmiR-382 group, 3)P<0.05.  

4  讨论   

细胞已被报道对多种肿瘤细胞都有良好

的杀伤活性[12-13]，因此细胞现已考虑作为一种

免疫治疗药物进行临床试验。MiR-382 被报道能抑

制包括肺癌在内的多种肿瘤细胞的增殖和转移，

并且 miR-382 也能增强肿瘤细胞对化疗的敏感性，

因此 miR-382 是一种潜在的抗肿瘤辅助药物[14-17]。

然而，miR-382 是否能增强肿瘤细胞对细胞的

治疗敏感性，至今还未充分报道。在本研究中，

实验结果发现 miR-382 在肺癌细胞中表达水平明

显低于肺正常组织细胞，这与文献报道一致。更
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重要的是，当用 miR-382 进行辅助治疗后，
细胞对肺癌细胞的杀伤活性显著提高，表明增强

肿瘤细胞中 miR-382 的表达水平可能是提高免疫

治疗疗效的一个新的策略。 

C-FLIP 是属于 Bcl-2 蛋白家族的抗凋亡蛋白

成员，研究表明 c-FLIP 是 caspase-8 的类似物，能

竞争性地抑制 caspase-8 的功能却不具备 caspase-8

的生物活性，因此肿瘤细胞中的 c-FLIP 是

caspase-8 依赖的凋亡途径的抑制蛋白[18-19]。人类

肿瘤细胞中 c-FLIP 往往会发生过表达，这可能是

肿瘤细胞对抗凋亡信号的重要机制。通过辅助治

疗降低肿瘤细胞中 c-FLIP 的表达水平可以有效提

高其对药物治疗的敏感性[20-21]，因此 c-FLIP 可以

作为肿瘤治疗的一个重要靶点。在细胞介导的

凋亡信号通路中，其分泌的凋亡诱导因子 TRAIL

和 FasL 能引起细胞色素 C 和 Smac/DIABLO 等凋

亡活性物质从线粒体中释放到细胞质中，从而导

致 caspase-9 和 caspase-3 的活化，最终导致凋亡的

发生[22-23]。 

在本研究中，实验结果发现 c-FLIP 是 miR-382

的靶基因，当用重组真核过表达质粒上调肺癌细

胞中 c-FLIP 的蛋白水平后，miR-382 对细胞的

协同抗肿瘤作用受到明显抑制，证明 miR-382 是

通过降低肺癌细胞中 c-FLIP 蛋白的表达促进
细胞介导的凋亡。综上所述，本研究证明了

miR-382 能有效提高细胞对肺癌的杀伤活性，

增强细胞治疗效果。这些研究为肿瘤免疫治疗

提供了更有效的策略和思路。 
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