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【摘要】　目的　探讨miR-154-5p对肺癌骨转移的影响。方法　本实验时间为2021年9月—2022年2月。选取

BALB/c-nu小鼠60只，采用随机数字表法将小鼠分为载体组和miR-154-5p组，每组30只。将pMSCV puro反转录病毒

载体或过表达miR-154-5p的A549细胞分别注入载体组、miR-154-5p组小鼠左心室。注药第80天，载体组剩余6只存

活，miR-154-5p组剩余21只存活。载体组取6只小鼠，miR-154-5p组随机取6只小鼠，用于后期数据分析。注药第0、
20、40、60、80天采用缩爪阈值评估小鼠机械性疼痛程度，注药第80天进行X线检查以评价小鼠骨转移评分，注药

第80天采用苏木精-伊红染色检测溶骨性病变面积。从注药开始每天监测两组小鼠生存情况和无骨转移生存情况，连

续记录80 d。结果　干预方法与时间在缩爪阈值上存在交互作用（P＜0.05），干预方法、时间在缩爪阈值上主效应

显著（P＜0.05）；注药第40、60、80天，miR-154-5p组缩爪阈值高于载体组（P＜0.05）。注药第80天，miR-154-
5p组骨转移评分低于载体组，溶骨性病变面积小于载体组（P＜0.05）。载体组生存率为20%，miR-154-5p组生存

率为70.0%。miR-154-5p组生存率高于载体组（P＜0.05）。载体组中位无骨转移生存期为35 d，无骨转移生存率为

86.7%；miR-154-5p组中位无骨转移生存期为76 d，无骨转移生存率为50.0%。miR-154-5p组无骨转移生存率高于载

体组（P＜0.05）。结论　miR-154-5p上调可提高肺癌小鼠的缩爪阈值，抑制骨转移，并延长小鼠生存期和无骨转移

生存期。
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【Abstract】　Objective　To investigate the effect of miR-154-5p on bone metastasis in lung cancer. Methods　
Experimental time of this study was from September 2021 to February 2022. Sixty BALB/c-nu mice were selected and divided 
into carrier group and miR-154-5p group using a random number table method, with 30 mice in each group. The pMSCV puro 
retrovirus vector or A549 cells overexpressing miR-154-5p were injected into the left ventricle of mice in carrier group and miR-
154-5p group, respectively. On the 80th day of drug injection, 6 mice in the carrier group survived and 21 mice in the miR-
154-5p group survived. Six mice were selected from the carrier group and six mice were randomly selected from the miR-154-
5p group for later data analysis. On the 0th, 20th, 40th, 60th and 80th day of drug injection, the degree of mechanical pain in 
mice was evaluated by paw withdrawal threshold; on the 80th day of drug injection, the bone metastasis score was evaluated by 
X-ray examination, and the osteolytic lesion area was detected by hematoxylin eosin staining. The survival and bone metastasis-
free survival of mice were monitored every day for 80 days. Results　There was an interaction between intervention methods and 
time on the paw withdrawal threshold (P < 0.05) , both intervention methods and time produced significant main effects on the paw 
withdrawal threshold (P < 0.05) . On the 40th, 60th and 80th day of drug injection, the paw withdrawal threshold in miR-154-5p 
group was higher than that in carrier group (P < 0.05) . On the 80th day of drug injection, the bone metastasis score in miR-154-
5p group was lower than that in carrier group, and osteolytic lesion area was smaller than that in carrier group (P < 0.05) . The 
overall survival rate of carrier group was 20.0%, the overall survival rate of miR-154-5p group was 70.0%. The survival rate in 
miR-154-5p group was higher than that in carrier group (P < 0.05) . The median bone metastasis-free survival time in the carrier 
group was 35 days, and the bone metastasis-free survival rate was 86.7%. The median bone metastasis-free survival time in the 
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miR-154-5p group was 76 days, and the bone metastasis-free survival rate was 50.0%. The bone metastasis-free survival rate in 
miR-154-5p group was higher than that in carrier group (P < 0.05) . Conclusion　Upregulation of miR-154-5p can increase the 
paw withdrawal threshold of lung cancer mice, reduce the bone metastasis, and prolong the survival time and bone metastasis-free 
survival time. 

【Key words】　Lung neoplasms; Neoplasm metastasis; Bone metastasis; miR-154-5p

1.4　模型制备　

采用随机数字表法将小鼠分为载体组和miR-154-
5p组，每组30只。两组小鼠腹腔注射0.3%戊巴比妥钠

麻醉，将100 μl pMSCV puro反转录病毒载体、过表达

miR-154-5p的A549细胞（细胞总量为1×105 cells/ml，
溶于100 μl PBS）分别注入载体组、miR-154-5p组小

鼠左心室。注药第80天，载体组剩余6只存活，miR-
154-5p组剩余21只存活。载体组取6只小鼠，miR-154-
5p组随机取6只小鼠，用于后期数据分析。

1.5　缩爪阈值评估　

分别于注药第0、20、40、60、80天，采用缩爪阈

值来评估小鼠机械性疼痛程度。将小鼠置于带有金属网

的透明笼子中，用von Frey纤维丝刺激小鼠后爪。每只

小鼠测试5次，最小刺激强度和诱导缩爪的最低von Frey
纤维丝被认为是缩爪阈值。缩爪阈值（g）=〔10（Xf
＋kδ）〕/10 000，其中Xf为最后一根von Frey纤维丝编

号，δ为所取各根von Frey纤维丝取对数后的均差，约

等于0.224，k为根据测量获得的“阳性反应”“阴性反

应”序列查表后获得的系数值。

1.6　骨转移评分评估　

注药第80天，对小鼠腹腔注射0.3%戊巴比妥钠以

麻醉小鼠，将小鼠四肢伸展，用胶条固定，进行X线

检查。根据以下标准进行骨转移评分评估：无转移为

0分；骨病变累及骨宽度＜1/4为1分；骨病变累及骨宽

度的1/4～1/2为2分；骨病变累及骨宽度＞1/2～3/4为3
分；骨病变累及骨宽度＞3/4为4分［10］。每只小鼠的骨

转移评分为四肢骨转移评分的总和。

1.7　溶骨性病变面积测量　

注药第80天，采用颈椎脱臼法处死小鼠。获得小

鼠胫骨，在4 ℃下固定，将样本包埋在石蜡中并对转

移骨组织进行切片、脱蜡、苏木精-伊红染色，使用

Metamorph图像分析系统和软件测量溶骨性病变面积。

1.8　预后观察

从注药开始每天监测两组小鼠生存情况和无骨转移

生存情况，连续记录80 d。
1.9　统计学方法　

采用GraphPad 9.5.0统计学软件进行数据分析。计

量资料以（x±s）表示，重复测量数据比较采用双因素

重复测量方差分析，两组间比较采用成组t检验；绘制

生存期及无骨转移生存期的生存曲线，比较采用Log-

肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因，其中

50%～70%的患者发生骨转移［1-2］。骨转移在肺癌终末

期患者中更为常见，患者常出现严重的癌性骨痛，进而

严重影响其生活质量［3］。由于癌性骨痛的不良预后，

需要进一步探索肺癌细胞增殖、侵袭、转移的潜在机

制［3］。微小RNA（microRNA，miRNA）是内源性小的

非编码的高度保守的RNAs［4］。研究表明，miRNA功能

障碍参与了恶性肿瘤的发生和发展，如乳腺癌、子宫内

膜癌、胃癌、前列腺癌和肺癌［5-6］。此外，研究证明，

miRNA与骨转移瘤相关［7］。还有研究表明，miR-154-
5p在恶性肿瘤中下调，而miR-154-5p过表达可能在抑

制肿瘤发生中发挥潜在作用［8］。值得注意的是，先前

有学者使用miRCURY LNA microRNA阵列确定了miR-
154-5p是肺癌相关的潜在生物标志物，并且miR-154-
5p在抑制肿瘤发生中起主要作用［9-11］。然而，目前研

究尚不清楚miR-154-5p是否参与肺癌骨转移的发生。

基于此，本研究旨在探讨miR-154-5p对肺癌骨转移的

影响，现报道如下。

1　材料与方法　

1.1　实验动物　

实验时间：2021年9月—2022年2月。选取BALB/c-
nu小鼠60只，雌雄各半，5～6周龄，体质量18～20 g，
购自上海斯莱克实验动物有限责任公司。置于温控室

内、12 h/12 h的光/暗交替环境下饲养。所有小鼠允许自

由饮食、饮水。本研究经聊城市人民医院伦理委员会批

准同意（审批号：伦审2021-013）。

1.2　仪器与试剂　

pMSCV puro反转录病毒载体购自日本Clontech
公司，Lipofectamine 2000购自美国Invitrogen公司，

vonfery机械刺痛测试包购自上海软隆科技发展有限公

司，Metamorph图像分析系统和软件购自美国Universal 
Imaging Corporation公司。

1.3　载体与转染

A549细胞（肺癌人类肺泡基底上皮细胞）购自

中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。A549细
胞在含95%空气和5% CO2的37 ℃加湿环境的培养箱

中培养。人miR-154-5p基因通过PCR从基因组DNA中

扩增，并克隆到pMSCV puro反转录病毒载体中。使用

Lipofectamine 2000将扩增的miR-154-5p质粒转染到

A549细胞中，制备过表达miR-154-5p的A549细胞。
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rank检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　缩爪阈值　

干预方法与时间在缩爪阈值上存在交互作用

（P ＜0 .05），干预方法、时间在缩爪阈值上主效

应显著（P＜0.05）；注药第40、60、80天，miR-
154-5p组缩爪阈值高于载体组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表1。
2.2　骨转移评分、溶骨性病变面积　

注药第80天，miR-154-5p组骨转移评分低于载体

组，溶骨性病变面积小于载体组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表2、图1～2。

表1　两组小鼠不同时间缩爪阈值比较（x±s，g，n=6）
Table 1　Comparison of paw withdrawal threshold between the two groups 
at different time

组别 注药第0天 注药第20天 注药第40天 注药第60天 注药第80天

载体组 15.22±0.57 12.11±1.03 9.08±1.14 5.31±0.89 3.55±0.42

miR-154-5p组 15.01±0.48 14.20±0.78 14.07±0.82a 13.52±1.93a 13.04±0.92a

F值 F交互=197.40，F组间=362.70，F时间=365.80

P值 P交互＜0.001，P组间＜0.001，P时间＜0.001

注：a表示与载体组比较，P＜0.05。

表2　两组骨转移评分、溶骨性病变面积比较（x±s，n=6）
Table 2　Comparison of bone metastasis score and osteolytic lesion area 
between the two groups

组别 骨转移评分（分） 溶骨性病变面积（mm2）

载体组 8.92±0.53 7.72±0.51

miR-154-5p组 1.23±0.08 2.23±0.18

t值 36.32 24.59

P值 ＜0.001 ＜0.001

图2　载体组与miR-154-5p组小鼠胫骨中骨溶骨区的组织形态学（苏
木精-伊红染色，×100）
Figure 2　Histomorphology of osteolytic region in tibia of mice in carrier 
group and miR-154-5p group

注：箭头所指为溶骨性病变。

图1　载体组与miR-154-5p组小鼠骨转移X线检查图像
Figure 1　X-ray examination images of bone metastasis in mice of carrier 
group and miR-154-5p group
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图3　载体组与miR-154-5p组小鼠生存曲线
Figure 3　Survival curve of carrier group and miR-154-5p group

2.3　预后　

载体组生存率为20.0%，miR-154-5p组生存率为

70.0%。miR-154-5p组生存率高于载体组，差异有统

计学意义（χ2=15.99，P＜0.001），见图3。载体组中

位无骨转移生存期为35 d，无骨转移生存率为86.7%；

miR-154-5p组中位无骨转移生存期为76 d，无骨转移

生存率为50.0%。miR-154-5p组无骨转移生存率高于载

体组，差异有统计学意义（χ2=19.44，P＜0.001），见

图4。
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图4　载体组与miR-154-5p组小鼠无骨转移生存曲线
Figure 4　Bone metastasis-free survival curve of carrier group and miR-
154-5p group
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3　讨论

癌症骨转移是一个多步骤的过程，表现出一系列独

特的骨骼并发症，包括骨痛、病理性骨折、高钙血症和

脊髓压迫。在此过程中，侵袭性肿瘤细胞可能会在上皮

间质转化和原发性肿瘤微环境的促进下以单循环肿瘤细

胞的形式侵入血管；在血液循环中，单循环肿瘤细胞

与血小板聚集并黏附于骨髓内皮，然后外渗到骨髓实

质中；一旦骨髓中的肿瘤细胞由于某些有利条件而从休

眠状态重新激活，就会形成微转移并最终导致明显转

移［12］。骨转移可分为成骨性转移和溶骨性转移，大多

数非小细胞肺癌骨转移为溶骨性骨转移［13］。癌症骨转

移可引起剧烈疼痛、病理性骨折和脊髓压迫，进而严重

影响患者的生活质量。尽管目前癌性骨痛相关研究已经

取得了一些临床进展，但其仍然是临床医生面临的重要

挑战。

近年越来越多的证据表明，miRNA可参与恶性肿

瘤细胞增殖、迁移和侵袭，包括肺癌骨转移［7，14］。研

究表明，miR-154-5p在胃癌、转移性肝细胞癌和霍奇

金淋巴瘤患者中表达降低，并且miR-154-5p的下调通

过不同机制参与肿瘤的发生和转移［15-16］。研究报道，

miR-154-5p在转移性前列腺癌中表达下调，其与前列

腺癌细胞转移相关［17］。对于miR-154-5p在肺癌中的

作用，一项生信分析报道了肺癌患者血清miR-154-5p
水平降低，并且miR-154-5p水平可作为肺癌早期检测

和预后预测的生物标志物［18］。此外，还有研究报道，

miR-154-5p可作为神经病理性疼痛的治疗靶点，下调

脊髓组织中miR-154-5p表达水平可加重慢性狭窄损伤

大鼠神经病理性疼痛程度［19］。本研究结果显示，注

药第40、60、80天，miR-154-5p组缩爪阈值高于载体

组；注药第80天，miR-154-5p组骨转移评分、溶骨性

病变面积低于载体组，同时，miR-154-5p组生存率、

无骨转移生存率高于载体组，提示miR-154-5p过表达

可抑制肺癌小鼠骨转移，延长小鼠无骨转移生存期。研

究显示，miR-154-5p在肺癌骨转移中具有肿瘤抑制作

用，并有助于减轻癌性骨痛［20-21］。

4　结论

综上所述，miR-154-5p上调可提高肺癌小鼠的缩

爪阈值，抑制骨转移，并延长小鼠生存期和无骨转移生

存期。miR-154-5p可能是肺癌骨转移的一个有前景的

治疗靶点。然而，本研究并未进一步探讨miR-154-5p
可能的作用机制。
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