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Abstract. ���������� ������ �� ������� ���� ��������� ����-���������� ������ �� ������� ���� ��������� ����-
���� �����RNA (��RNA) �xp������� ���l� ������ �����l 
���l�����l p������� �� ���-���ll ��ll l��� ������ (NSCLC) 
��ll�. T��� ����y w�� p�������� �� ���l���� ��� ���l���� ����-
����� �� �����RNA-224 (��R-224) �� NSCLC. R��l-���� PCR 
w�� p�������� �� ���l���� ��� �xp������� �� ��R-224 ��� 
H������x D10 (HOXD10) �� NSCLC ��ll l���� ��� �������. 
T����w�ll ����y� w��� p�������� �� ����������� ��� �������� 
�� ��R-224 �� NSCLC ��ll ��������� ��� ��������. M�������, 
w������ �l������ ��� l��������� ����y� w��� ���� �� �������-
���� HOXD10 �� ��R-224 ��w������� �������. ��R-224 �� 
��������� �� NSCLC ���������� ������� ��� ��ll l����. ��������� 
��R-224 �xp������� p������� NSCLC ��ll ��������� ��� ����-
����, w��l� l�w ��R-224 �xp������� ��pp������ NSCLC ��ll 
��������� ��� ��������. F����������, HOXD10 w�� �������� 
������ly �y ��R-224 �� NSCLC ��ll�. M�������, w� ����� ���� 
HOXD10 was a functional target and influenced tumour-induc-
���� ��������� �� ��R-224 �� p���������� �� NSCLC. T���� 
findings suggest that miR-224 may be used in the treatment of 
NSCLC. T�������� ���� ����l �������y, ��R-224/HOXD10 �x�� 
��y �� ��lp��l �� p�������� ������k�� ��� �����p����� ������ 
�� ������l NSCLC ��ll ����������.

Introduction

L��� ������ ������� ��� l������ ����� �� ������-���������� 
�����l��y (1). N��-���ll ��ll l��� ������ (NSCLC) ����l�p �� 
��� p���������� ����, ��� �pp��x�����ly �������� ��� 85% �� 

�ll l��� ������ ��l���� ������ (2), ����ly ���������� �� ����� 
����yp��: ��������������, l���� ��ll ������, ��� �q������ 
��ll ������ (3,4). R�����l��� �� ����� ��p��������� �� �������l 
������q��� ��� ����������py, ��� p�������� ��� NSCLC 
������� ������l�����, ��� 5-y��� �������l ���� �� �� �pp��x�-
����ly 15% (5,6). T��������, �� ��p����� ���p��������� �� 
��� p����p�y���l�����l ��������� ��� ���������� ����l��� �� 
��� NSCLC ����l�p���� �pp���� �� �� p�����l ��� �l�������� 
����l ��� ��������� �����p����� �pp�������.

M����RNA� (��RNA�) ��� ���ll ���-������ RNA�, 
������� �� l����� ���� 18 �� 24 ���l�������, ���� ������� 
w��� ������ �RNA� �� ��� 3'-�������l���� ������ (3'-UTR) (7), 
������� �RNA �����������, �l������, �����l������l ��p������� 
�� ���������� (8, 9). ���������� �������� ��� ��������� ���� 
��RNA� ��� ����l����� �� ������, ���� ����� �������� ������ �� 
��pp������� �� ���������� �� ������ ����l�p���� �y ����l����� 
��������� ������� (10). F����������, ���y ������� ���� 
��������� ���� ��� �������� �xp������� �� ������� ��RNA� 
���l� ������ �����l ���l�����l p������� �� NSCLC ��ll� ���� 
��� ����l��� �� ����� �������� ��� ���������� (11). M�������, 
p������� ������� ���� ��p����� ���� ��R-224 ����l������ ����� 
p���������� �� �������� �������� ��� ���w�� �� NSCLC ��� 
��pl������ p����������� �� l��� ������ (12,13). H�w����, ��� 
specific functional molecular mechanisms of miR-224 in the 
��������� �� NSCLC ������ p������ ��� ���ll �l�����, ��� ��� 
p�������l ��������� �� ��R-506 �� � �����p����� ������ ��� 
NSCLC ��� ��� ���� ��lly ���l�����.

T�� H������x D10 (HOXD10) ��l���� �� ��� �������x 
(HOX) ���� ����ly, ��� ���� ��p����� �� �� ��� ���� ����-
l���� ���� ��� ������ly ������ ������������� ��� pl�y� � ��l� �� 
����������� ��� �������������� ������� ��������� (14), ������� 
� ��q�����-�p������ ��������p���� ������ w��� � �������x 
DNA-������� ������ (15,16). F����������, L� et al ���w�� 
���� ��R-224 ���l� p������ ��p��� ��ll�l�� ��������� ��ll 
�������� ��� ��������� �y ��������� HOXD10, ��� HOXD10 
w�� �������z�� �� �� ��������l ����� ��pp������ (17). W������ 
HOXD10 ���l� pl�y �� ��p������ �������� �� ��� ��������� �� 
NSCLC ����� ������� �������������.

�� ���� ����y, w� p����� ��� �xp������� l���l �� HOXD10 
���l� �� ����l���� �y ��R-224. ��R-224 ��y pl�y � ����l p��� 
�� ��������� �� ��l������ ������� ����l�p����, ��p����lly 
NSCLC, by directly targeting HOXD10. These findings may 
������� � �������l ����l����y ��������� ��� ������ p������� �� 
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����l�p���� �� NSCLC ��� ���� � ������l� �����p����� �p���� 
��� �xpl����� NSCLC ��������������.

Materials and methods

Tissue specimen collection. F���y p����� ���pl�� �� ��� 
NSCLC and adjacent non-tumor tissues were obtained at the 
D�p������� �� R��p������y M�������, T�� F���� A���l����� 
H��p���l �� J������ U��������y (J������, C����). �������� 
������� w�� �������� ���� �ll p������� ��� ��� p������ ����y 
was approved by the Ethics Committee of The First Affiliated 
H��p���l �� J������ U��������y. All ������ �p������� w��� 
confirmed by pathological diagnoses and no patients received 
����������py �� ����������py ������ ������y. T�� ���������-
������ �� ��� NSCLC ������� ��� ��� ������p������ �����l 
������� ��� ��������� �� T��l� �.

Cell lines. T���� ����� NSCLC ��ll l���� (H358, 95-D, A549) 
��� ��� �����l ����� l��� �p����l��l ��ll l��� (BEAS-2B) w��� 
p�������� ���� S������� ��������� �� C�ll B��l��y (S�������, 
C����). T�� H358 ��ll l��� ��� ���� ��p����� �� �� p�����ly 
��������l �� ��� H358M ��ll l���, �� ��� ��������l��l���l�� 
carcinoma type (http://mct.aacrjournals.org/content/12/5/643). 
T�� ��ll� w��� ���������� �� RPM�-1640 ������ (G����, 
G���� ��l���, NY, USA) ��ppl������� w��� 10% ����l ������ 
serum (FBS; Sigma, St. Louis, MO, USA) at 37˚C and 5% CO2.

Cell transfections. C�ll� w��� ����������� w��� ��� �������� 
������l ��RNA (NC ��RNA) ��� ��RNA ������/��������� 
(100 µM) ����� L�p���������� 2000 (����������, C��l����, 
CA, USA) ����� ��� ����������� ������������. T�� ��R-224 
������/���������� ��� NC ��RNA w��� �y������z�� w��� 
R���B�� (G����z���, C����).

RNA isolation and RT-qPCR assays. T���l RNA w��� ���l���� 
���� ��l����� ��ll� ����� ��� RNA ���pl� T���l RNA Ex�������� 
k�� (A�����, C��l����, CA, USA) ��� �DNA �y�������. T� 
p������ ��� q����������� ��������� �� ��R-224 �� �RNA 
�xp�������, q����������� PCR w�� ������� ��� w��� S��pO�� 
Pl�� RT-PCR Sy����. T�� RT-qPCR ���� w��� ��l��l���� �y 
��� 2-∆∆Cq ������ ��� ��l����� �� S�RNA U6 �� GAPDH.

Luciferase reporter assay. To find the targets of miR-506, we 
���l�z�� �������������� ����w��� (T���������, ��R����). T�� 
p���GLO ������� w��� w�l�-�yp� (WT) �� ������ �yp� (MUT) 
��R-224 ������� ���� �� HOXD10 3'-UTR w��� ����������� �y 
G���P����� C�., L��. (S�������, C����). T�� ��R-224 ������/
inhibitor, and miR-224 NC were synthesized and purified by 
RiboBio; siHOXD10 and anti-siHOXD10 were purchased 
���� R���B��. T���, 50 �� �� WT �� MUT l��������� ������ 
��� ��R-224 �����/��������� �� NC ��RNA (20 µM) w��� 
��-����������� ���� H358 �� A549 ��ll�. T��� l��������� �������y 
w�� ���������� �� �w� ��y� w��� D��l-L��������� R�p����� 
A���y Sy���� (P������, M������, W�, USA) ����� ������������.

Western blotting. R�PA ly��� ������ w�� ������ �� �x����� 
�ll p�������, ��ppl������� w��� � p������� ���������, ��� 
��p������ �y 10% SDS p�ly���yl����� ��l� (SDS-PAGE) 
��� w��� �l�����-����������� �� p�ly���yl����� ���l������ 
(PVDF) ��������� (L��� T�����l�����, G���� ��l���, NY, 

USA). S����q����ly, ��� ��������� w��� ��������� w��� � 
specific primary antibody: rabbit monoclonal anti-HOXD 10 
(ab 138508; 1:1,000; Abcam, Cambridge, MA, USA) for 12 h 
at 4˚C, and then horseradish peroxidase-conjugated (HRP, 
1:10,000), secondary antibody; goat anti-rabbit IgG-HRP 
(sc-2,004; 1:3,000; Santa Cruz Biotechnology, Inc. S���� C��z, 
CA, USA) was incubated for 1 h at 25˚C. Finally, the proteins 
�� �������� w��� �������� �y ��� �������� �����l����������� 
(ECL) ��������� �y���� (S�� B������, S�������, C����).

Migration and invasion assays. C�ll� w��� w����� ����� 
�����-���� ������ ����� �����. A ����l �� 5x105 ��ll� (H358), 
����������� w��� ��� ��R-224 �����/��������� ��� NC, w��� 
�����p����� �� 200 µl �����-���� ������ ��� ����� ���� �pp�� 
������� w��� �� w������ 150 �� M������l (BD B����������, 
San Jose, CA, USA). The lower chamber was filled with 600 µl 
������ ���������� ����� ��� ��������� ��� 48 � ��� ��������� 
����y ��� 72 � ��� �������� ����y. M����x ��l� w��� ����� ���� 
�pp�� ������� �� ��� T����w�ll. A� ��� ��� �� ��� �xp�������, 
��ll� �� ��� l�w�� ������� w��� ������� w��� ��y���l ���l�� ��� 
20 ���. S������ ��ll� w��� �����l�z�� ��� ������� ����� � 
CKX41 inverted microscope (SZ61; Olympus, Tokyo, Japan).

Statistical analysis. T�� ����������l ���ly��� �� �xp��������l 
����l�� w��� ��������� ����� SPSS 16.0 ���������� ����w��� 
p��k��� (SPSS, ���., C������, �L, USA). T�� ����l�� ��� 

T��l� �. Cl�����p����l�����l ��������������� �� p������� w��� 
NSCLC.

 ��R-224
 �xp�������
 T���l ����� --------------------------
C�������������� (�=40) H��� L�w P-��l��

A�� (y����)    0.7356
  ≤60 25 17   8
  >60 15   9   6
S�x    0.8843
  M�l� 23 13 10
  F���l� 17 10   7
T���� ��z� (��)    0.5628
  <3 28 19   9
  ≥3 12   7   5
M���������    0.0262�

  Y�� 21 17   4
  N� 19   9 10
D��������������    0.0312�

  W�ll/M������� 14   6   8
  P��� 26 20   6
TNM �����    0.0281�

  �+�� 21 15   6
  ���+�V 19   7 12

�P<0.05.



ONCOLOGY LETTERS  15:  7069-7075,  2018 7071

�xp������ �� ��� ���� ± SD. T�� S������'� �-���� ��� ��� 
C��-�q���� ���� w��� ���� �� ���lyz� �xp��������l ����. T�� 
��p����� �w� ����p ���p������ ��� ��l��pl� ���p������� 
w��� ���� w��� ���ly��� �� �������� (ANOVA) w��� T�k�y-
K����� p���-��� ����. C����l����� ���w��� �RNA ��� 
��RNA �xp������� l���l w��� ��������� ����� ��� Sp������'� 
�����l����� ������. P<0.05 w�� ���������� �� �������� � ������-
tically significant difference.

Results

miR-224 is significantly upregulated in NSCLC. �� ����� �� 
���l���� ��� �xp������� l���l� �� ��R-224 �� NSCLC �������, 

��� RT-qPCR w�� ���� �� 40 p���� �� ��ll����� NSCLC 
tissues and their adjacent non-tumor tissues samples. miR-224 
���w�� � �����k��ly ������ �xp������� �� NSCLC ������� 
than that in adjacent non-tumor lung tissues (Fig. 1A and B). 
M�������, ��� �xp������� l���l� �� ��R-224 �� ����� NSCLC 
��ll l���� (H358, 95-D, A549) w��� �l�� ������ ���p���� w��� 
BEAS-2B (F��. 1C). T���� ����l�� ��� ��lp �� �� ���������� 
��� �����l����� ���w��� ��R-224 ��� NSCLC, w���� �� ����-
������z�� �y ���� �xp�������.

miR-224 is overexpressed following transfection with miR-224-
mimic. T� ����������� ��� �����l ��l� �� ��R-224 �� ����� 
p���������� ��� ����l�p����, ��� ����������� ��R-224 ������ 

F����� 1. ��R-224 �xp������� �� NSCLC ������� ��� ��ll l����. (A ��� B) R�l����� �xp������� �� ��R-224 �� 40 p���� �� NSCLC �������. (C) T�� ��R-224 w�� 
significantly higher expressed in NSCLC cell lines (H358, 95-D, A549) than that in BEAS-2B. **P<0.01.

F����� 2. ��R-224 �xp������� l���l ����� ������������ w��� ��RNA-������. T�� ��R-224 w�� �����xp������ ��� ������������ w��� ��RNA-������, ��� ���ll 
��������� �� ������l ��� NC ��RNA ����p �� H358 (A) 95-D (B) ��� A549 (C) ��ll�. **P<0.01.
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w��� ����������� ���� ��� ����� ��������� NSCLC ��ll l���� 
(H358, 95-D, A549). T�� ����l�� �� ���w� �� F��. 2, ����� �����-
������� w��� ��R-224 ������, ��R-224 ���w�� �� ������� �� 
35±3-��l� �xp������� �� H358 ��ll� (F��. 2A), 50±2-��l� �xp���-
���� �� A549 ��ll� (F��. 2B), ��� 42±2-��l� �xp������� �� 95-D 
��ll� (F��. 2C), ��������� ���� ��� �xp������� l���l �� ��R-224 
w�� ���k��ly ��������� w��� ��R-224 ������ ���p���� w��� 
NC ��R-224 ��� ��� ������l ����p.

HOXD10 acts as an oncogene and inversely correlates with 
miR-224. To find the putative downstream target of miR-224c, 
������������� ���l�, ���� �� T�����S��� ��� ��R����, w��� 
����. By ��� ��l��� p���������, w� �������� ��� ������� ���� 
HOXD10 w�� ��l����� �� � p�������l ������ ���� �� ��R-224 
��� ��� � ����ly ��������� ������� ���� �� ��R-224 �� 
152-158 �p �� ��� 3'-UTR (F��. 3A). �� ����� �� ������� �����y 
��� p�������� ������� ����, ���l l��������� ��p����� ����y w�� 
������� ��� ����� �w� NSCLC ��ll l���� (H358, A549). T�� 
����l�� ��������� ���� ��� ��l����� l��������� �������y ����������� 
w��� HOXD10-3'UTR-WT ��p����� ��� ��R-224 ������ w�� 
significantly decreased, on the other hand, it had no suppressive 
������ �� ��� ������ ��p����� �� H358 ��� A549 ��ll� (F��. 3B).

T�� �RNA �xp������� l���l� �� HOXD10 w��� �l�� ������ 
�� 40 p���� �� ���pl�� ����� ��� �pp����� �� qRT-PCR. T�� 

������� ��������� ���� ��� �xp������� �� HOXD10 w�� ����-
���ly l�w�� �� NSCLC �������. F����������, � �����l����� w�� 
p�������� ����� �RNA l���l� �� HOXD10 ��� ��R-224 
�y Sp������'� �����l����� ���ly���. T�� ����������l ���ly��� 
suggested that the expression of HOXD10 was significantly 
�������ly �����l���� w��� ��R-224 l���l� �� ��� NSCLC 
������� (F��. 3C).

Furthermore, the re-expression of miR-224 significantly 
��pp������ ���������� HOXD10 �xp������� �� p������ l���l� �� 
H358 ��ll�. W� ����������ly ����� ���� ��� ��l������ �� ��R-224 
��� �������� ��� p������ l���l� �� ���������� HOXD10 �� 
A549 ��ll� (F��. 3D ��� E). O�� ����l�� �������� ���� ���� �� ��� 
������� ����� ��y ��k� p��� �� ��R-224 ����l�����, ��� ��R-224 
����� �� ��� 3'-UTR �� HOXD10 �� ������ ��� �xp�������.

HOXD10 was functionally important for the biological func-
tion of miR-224. F�� ������� ����������� w������ HOXD10 
��k�� p��� �� ��� ����l����� �� NSCLC ��ll�, ��������� ��� 
�������� ����y� ��������� ���� ��l������ �� HOXD10 �������ly 
p������� ��R-224-������� ��������� ��� �������� w����� 
H358 cells, and overexpression of HOXD10 could significantly 
������� ��� ������-��������� ��������� �� ��R-224 �� ��� 
��������� ��� �������� �� H358 ��ll� (F��. 4A ��� B). T���� 
����l�� ������������ ���� ��R-224 pl�y� � ����������� ��l� 

F����� 3. ��R-224 ��w�����l���� HOXD10 �xp������� �y ��������� ��� 3'UTR. (A) A� �ll��������� �� WT ��� MUT 3'-UTR �� HOXD10 ���w��� � p������� 
��R-224 ������ ����. (B) T�� l��������� ���������� �� HOXD10-WT, ��� HOXD10-MUT �� H358 ��� A549 ��ll� ����������� w��� ��R-224 �����. (C) HOXD10 
�RNA l���l w�� �����k��ly l�w�� �x������ �y qRT-PCR ��� �� w�� �������ly �����l���� w��� ��R-224 l���l �� NSCLC ������� (20 p����� �������). (D) P������ 
l���l �� HOXD10 ��� GAPDH �� H358 ��� A549 ��ll�. **P<0.01, ***P<0.001.
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�� ��� ��������� ��� �������� �� NSCLC ��ll� �y ��������� 
HOXD10.

Discussion

L��� ������ ������� ��� l������ ����� �� ������-���������� 
�����l��y (1), 80% �� w���� ��� ��� �� NSCLC (2). �� ������ 
y����, ����� ��p��������� ���� ���� ���� �� ���p��������� 
�� ��� p����p�y���l�����l ��������� ��� ������� p�������l 
�����p����� ������� ��� NSCLC. ��RNA� ��l��� �� ���ll 
���������� ���-������ RNA�, ��� ���y ��y ������� ��� 
�xp������� �� ��l���� ���� ���/�� ������ ��� ����������� �� ��� 
p���-��������p�����l p������ (18). ���������� �������� �������� 
���� ��RNA� pl�y ��������l p��� �� ��� ����l�p���� �� ������� 
���� �� NSCLC ������� ����l����� �� ������ ����� (19,20).

M�������, ���w��� ������ �� �������� ��� ��������� ���� 
��R-224 ���������� ������ �� ����� �������� �� ��pp������. 
P������� �������� ��� ��������� ���� ��R-224 w�� ��������� 
�� � w��� �l��� �� ��l�� ������, ���� �� ������� ������ (21), 
��p�����ll�l�� ��������� (22-24), ��� �l���� (25), ������� 
������ (26) ��� ��y ���� ����������, �����p����� ��� p���-
������ ��l��� �y ��������� KLLN, pAKT, EP300, H�pG2 
��� �TOR. �� ��������, ��R-224 ���� �� � �����-��pp������ 
�� ������ ������ ��� p������� ������ (27,28) �y ��������� 
���zzl�� 5 ��� TPD52, ���p������ly. F����������, ������� 
studies suggested that upregulation miR-224 had significant 
�����l����� w��� NSCLC ����������, ��� �����xp������� l���l 

�� ��R-224 �������� ��� H1573, H460 ��ll� ��� H1299 
��ll ���l����� �� ���������, ��������, ��� p��l��������� �� 
NSCLC (12). M�������, C�� et al ��p����� ���� CASP7 ��� 
CASP3 were identified as downstream targets of miR-224, 
w���� ��� ���������lly ��p������ �� ��� ��R-224 �������� 
l��� ������ p���������� (13). O�� ����l� ���w�� ���� ��R-224 
�xp������� w�� �p����l���� �� ��� NSCLC ������� ��� H358, 
95-D, A549 ��ll l���� (F��. 1A ��� B), w���� w�� ���������� 
with the previous study. Upon this finding, another experi-
���� w�� p�������� w���� ��R-224 w�� �����xp������ �� 
����� ��������� NSCLC ��ll l���� (H358, A549 ��� 95D) ��� 
������������ (F��. 2) ��� ��� ����l�� ��������� �����xp������� 
�� ��R-224 ��y ������� ��� ��������� ��� �������� ���l����� 
�� NSCLC ��ll� (F��. 4A ��� B).

HOXD10, �� ��p������ ����l���� �� ��ll-������������ �� 
�������������� p�����yp�, ��� ���� ��������� �� ��k� p��� �� 
������������� �� ������� ����� ��l��������� (29). HOXD10 
w�� �l�� �������� �� ��� ������ ��pp������ ������ ����l��ly 
l��� �� ���������� 10q23 ��� � p������� ����y ��p����� ���� 
HOXD10 might play a significant part as a cancer suppressor 
�� �������� ���w��, ��ll ���������, ��������������� ��� 
���p��������� (30,31). A������ ����y ��l������ ��� HOXD10 
���������� �� � ������ ��w������� ������ ���� �� ��R-224 
�� ����� ��p�����ll�l�� ��������� ��� ��������� ���� ��� 
HOXD10 ���������� �� � ������l ��������� �� ������ ��ll �����-
���� ��� �������� (17). �� ��������, �� ���� ����y, �� ��� ��l���l�� 
level for the first time, luciferase activity assay and western 

F����� 4. ��R-224 p������� ��� NSCLC ��ll ��������� ��� ��������. T����w�ll ����y w�� ���� �� ������ ��� ��������y (A) �� �������� (B) ��p����y �� H358 
��ll�. *P<0.05; **P<0.01.



L� et al:  ��R-224 ENHANCES NSCLC �NVAS�ON AND METASTAS�S7074

�l�� ��������� ���� ��R-224 ������� ��� 3'-UTR �� HOXD10 
�� ����l��� ��� �xp������� �� NSCLC (F��. 3). F����������, 
T����w�ll ����y� ���w�� ���� ��l������ �� �����xp������� �� 
HOXD10 has different benefits on tumour-inductive influences 
�� ��R-224 �� ��� ������ ��ll ��������� ��� �������� (F��. 4A 
��� B), w���� ��������� ��R-224 ��������� �xp������� �y 
��������� 3'-UTR �� HOXD10 �� NSCLC.

�� ������y, ��R-224 �����xp������� ��� ������� ��� 
��������� ��� �������� ���l����� �� NSCLC ��ll�. M�������, 
HOXD10 w�� �������� �� �� � ��w������� ������ �� ��R-224, 
and to regulate the influence on cell migration and invasion of 
NSCLC. A ������� ����y �� ���l���� ��� p�������l �������� �� 
��R-224/HOXD10 �x�� �� ������������� ��� p���������� �� 
NSCLC �� ������.
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