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Abstract. N������� ������� ���� ����� ���� ��� ����������N������� ������� ���� ����� ���� ��� ����������
���� �f ��c��RNA (��RNA/��R) �� �� ��p������ f�c��� �� ��� 
p����������� �f ���� c��c��. H������, ��� ���� �f ��R�891��5p 
�� ��������� c��� ���� c��c�� (NSCLC) ������� ��c����. 
T����f���, ��� p������ ����� ����� �� �x����� ��� c����c�� ����� 
��� b������c�� f��c���� �f ��R�891��5p �� NSCLC. T�� �RNA 
�xp������� ����� �f ��R�891��5p �� NSCLC ��� ���������� 
����� ������� �����c��p�����q����������� PCR ��� ��� ���� �� 
��������� ��� ���������c ����� �f ��R�891��5p, b� c������� � 
��c����� �p������� c����c�������c c����. K�p����M���� ��� C�x 
���������� �������� ���� ���� �� �������� ��� p��������c ����� 
�� p������� ���� NSCLC. F����������, c��� �xp�������� ���� 
p��f����� �� ����������� ��� ���������� ��c������� ��� f��c�
������ ���� �f ��R�891��5p �� NSCLC p����������. T�� ������� 
indicated that miR‑891a‑5p expression level was significantly 
������ �� ����� ��� ������� f��� p������� ���� NSCLC ��� 
NSCLC c��� �����. I� ��������, ����� ��R�891��5p ��� f���� 
�� ���� � ���������c ����� �� p������� ���� NSCLC, ��� ��� 
��c����� �� ��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p �� ����� ������� 
��� ����c����� ���� ��ff�����������, ��� ��� �����, ���� ��� 
���������� ������ �f c��c��, ���c� c���� b� ���� f�� NSCLC 
p��������. I� ��������, ��� �xp�������� �������� ���� NSCLC 
cell proliferation, invasion and migration were significantly 
��c������ b� ��� �����xp������� �f ��R�891��5p ��� ���� 
significantly reduced by its downregulation. Furthermore, a 
��c�f����� ��p����� ����� ��� ��� p������ �xp������� ������ �f 
HOXA5 ������ ���� HOXA5 ����� b� � ��R�891��5p ������ 
����. I� �������, ��� ������� ����c���� ���� ���� ��R�891��5p 
�xp������� ����� c���� b� � ����� b�����k�� �� p������� ���� 
NSCLC ��� ���� �� p������� ����� c��� p����f�������, �������� 

��� ���������. HOXA5 ��� b� � ������ �f ��R�891��5p, ���c� 
��� ������� ��R�891��5p f��c���� �� NSCLC.

Introduction

L��� c��c�� �� ��� ���� c����� ��������c� ��� ��� ������� 
c���� �f c��c�������c����� ���������, ��������� (1). M��� ���� 
������ ������� p��p�� ��������� ��� �� ���k �f ������p��� ���� 
c��c��, ���c� ��� b��� ��c����z�� �� � ��j�� ������ p��b��� 
f�� �������� ����� (2). Acc������ �� ��� c��c�� ��������c� 
b� ��� N������� C������ C��c�� R������� �f C���� �� C���� 
�� 2015, ��������� ���� c��c�� (NSCLC) �cc����� f�� ~80% 
�f ��� ���� c��c�� (3). M��� ���� 75% �f ���� c��c�� c���� ��� 
�����c�� �� ���������, �� ����� �� �� p��c��c�� ��� �� �c���� � 
����� ���b�� �f p��p�� �� ���k (4). D��p��� ��c��� �����c�� �� 
��� ������������� �f ��� ����c���� b������ �f ��� ����� ��� 
��� ��������� �f ���� c��c��, ��� p�������� �f ���� ��������c� 
������� p��� (5). C��������, ��� 5����� ������� �������� ���� �f 
���� c��c�� ������� �������f�c���� (6). B���� �� ����� TNM 
����p����, c������ 5����� �������� ��������� �� NSLCC ������ 
f��� 73% �� ����� IA ������� �� 13% �� ����� IV ������� 
�� 2016 (7). T����f���, �cc����� ���������, ��p����� p����
�����, ��� �ff�c���� ��������� ��� �������� ��q����� �� ��p���� 
��� ��������� �f NSCLC.

M�c��RNA� (��RNA�/��R) ��� � c���� �f ����� 
����c����� ��b���c���c �c�� ����c����, ~23 ��c�������� �� 
������, ���� p��� ��p������ ���������� ����� �� ���� �xp������� 
�� ��� p���������c��p������ ����� (8). Acc��������� ������c� 
����c���� ���� ������� �xp������� ������ �f ��RNA �� c��c��� 
f�� c��c�� ���������� ��� p���������� ��� f��c����� �� ����� 
��pp������� �� ��c�����c ��RNA (9,10). ��RNA� p��� ��p���
���� ����� �� ���������� c��� p����f�������, ���������, ��������, 
��ff����������� ��� �p�p����� (11). I� ��������, ��RNA� ���� 
b��� f���� �� b� � p�������� ������������ b�����k�� (12). 
R�c�����, ��R�891��5p ��� f���� �� b� ��c������ �� ���� 
�����c��c����� c���� c��p���� ���� ���� �� ������ ���� c����, 
��� ��R�891��5p c���� �����c� ����� c��� p����f������� (13). 
I� ��������, � ����� b� L�� et al (14) ���� ��p����� ���� ��� 
�RNA �xp������� ����� �f ��R�891��5p ��� �����f�c����� 
������ �� p������� ���� NSCLC. H������, ��� c����c�� ����� 
�f ��R�891��5p �� NSCLC ������� ��c���� ��� ��� ���������� 
���� �� ����� c��� �������� ��� ���������.
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I� ��� p������ �����, ��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p 
�� ����� ��� ������ ���p��� f��� p������� ���� NCSLC ��� 
�� NSCLC c��� ����� ��� ������������, ��� ��� ���������c 
��� p��������c ����� �f ��R�891��5p ��� ���� ����������. 
F����������, ��� �ff�c�� �f ��R�891��5p �� NSCLC c��� 
p����f�������, ��������� ��� �������� ���� ������������ 
����� in vitro �xp��������, ��� ��� p�������� ��c������� 
�f ��R�891��5p �� ��� ������p���� �f NSCLC ��� ��������� 
���������� b� �����z��� ��� p�������� ������ �����.

Materials and methods

Patients and clinical sample collection. A ����� �f 120 p������� 
���� NSCLC ���� ��c����� �� ��� p������ �����, ��� ���� 
p��������c���� ��������� ���� NSCLC ��� ��������� ����c�
���� ������� b������ Ap��� 2011 ��� M��c� 2014 �� Y��q��� 
P��p��'� H��p���� (Y��q���, C����). N��� �f ��� p������� 
��c����� ��� ���������� �����p� ��� ��� ���c�����c ����c�� 
��c��� ���� �f ��� ��� p������� ��� c��p����. I� ��������, 68 ���� 
��� ��x����c��� ������� ���������� ���� ��c������ ������ ��� 
���� ���� p����� �� c�������. T�� c������� ��� ������� p����c�� 
�x���������� �� Y��q��� P��p��'� H��p���� (Y��q���, C����) 
��� �� ������� �f ��������c�. B�f��� ��� p������� ��������� 
�������, ������ b���� ���p��� ���� c����c��� ��� ���� �����
������� c�����f���� f�� ����� �x���c����. B���� ���p��� ���� 
c����c��� f��� ��� p����c�p���� ��� ����������� c�����f���� 
at 1,500 x g for 10 min at 4˚C for serum extraction. A total of 
120 p����� NSCLC ��� ��j�c��� ������ �������, ���c� ���� 
�� ����� 3 c� ���� f��� ��� ���� �f ������, ���� c����c��� 
�� ��� ���� �f ������� ��� ���� f��z�� ����� ��q��� �������� 
and stored at ‑80˚C. Demographic and clinicopathological 
c����c�������c�, �� ���� �� �������� ��f��������, f��� � 5����� 
f�������p ������ (�����, 0�60 ������), ���� ��c����� f�� ��� 
��b��q���� ��������. C���� ��� ���� �f ����� ������, ��c� �� 
�������� ����� ���� NSCLC �� �� �cc����� ���� �xc����� f��� 
��� �����. T�� �xp��������� p��c������ ���� �pp����� b� ��� 
E���c� C�������� �f Y��q��� P��p��'� H��p���� (Y��q���, 
C����; �pp����� ��. 0112983).

Cell culture and transfection. T�� NSCLC c��� ����� (H1299, 
HCC827, H460 ��� A549) ��� ��� ������ ���� c��� ���� (NHBE) 
���� p��c����� f��� T�� C��� B��k �f C������ Ac����� �f 
Sc���c��. A�� ��� c���� ���� ��c�b���� �� D��b�cc�'� �����
f��� E����'� ������, ��pp�������� ���� 10% f���� b����� 
serum (FBS) (all from Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.) at 37˚C in a humidified atmosphere with 5% CO2.

C��� �����f�c���� ��� ���� �� ��c����� �� ��c����� ��� 
�xp������� ����� �f ��R�891��5p, ����� ��R�891��5p ����c� 
��� ��R�891��5p ����b����. T���� ��� ����� ���p�c���� �������� 
c������� (����c NC ��� ����b���� NC, ���p�c������) ���� 
��������z�� b� S������� G���P����� C�., L��. ��� �����f�c��� 
���� ��� NSCLC c���� ����� L�p�f�c������® 2000 (I���������; 
T����� F����� Sc�����f�c, I�c.). T�� ��R c��c��������� ��� 
��q���c�� ���� �� f������: 50 �M ��R�891��5p ����c, 5'�UGC 
AACGAACCUGAGCCACUGA�3'; 100 �M ��R�891��5p 
����b����, 5'�UCAGUGGCUCAGGUUCGUUGCA�3'; 50 �M 
����c NC, 5'�UUCUCCGAACGUGUCACGU�3'; ��� 100 �M 
����b���� NC 5'�CAGUACUUUUGUGUAGUACAA�3'. T�� 
c���� �����f�c��� ���� ��� �����f�c���� �������� ����, ���� ���� 
�� ��� c������ ����p. C��� �����f�c���� ��� p��f����� f�� 6 � �� 

37˚C, then culture medium was replaced and the cells were used 
f�� ��b��q���� �������� 48 � �f��� �����f�c����.

RNA extraction and reverse transcription‑quantitative PCR 
(RT‑qPCR). T���� RNA ��� �x���c��� f��� ��� f���� ������, 
����� ���p��� ��� c���� ����� TRIz��® (I���������; T����� 
Fisher Scientific, Inc.), then the RNA was reverse transcribed 
���� ��������������� cDNA ����� ��� P����Sc��p� ������� �����
�c��p���� k�� (T�k��� B��, I�c.) �cc������ �� ��� ����f�c�����'� 
����������. T�� �RNA �xp������� ����� �f ��R�891��5p ��� 
HOXA5 ��� ����c��� ����� qPCR, ��� � SYBR�G���� I M����� 
Mix kit (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) on a 7500 
R����T��� PCR S����� (App���� B���������; T����� F����� 
Sc�����f�c, I�c.). U6 ��� ���� �� �� ���������� c������ f�� 
��R�891��5p ��� GAPDH ��� ���� �� �� ���������� c������ 
f�� HOXA5. T�� ������c�c���� c��������� ���� �� f������: 
initial denaturation at 95˚C for 10 min, then 40 cycles of dena�
turation at 95˚C for 30 sec, annealing at 60˚C for 20 sec and 
extension at 72˚C for 15 sec. The oligonucleotide primer 
��q���c�� ���� �� f������: ��R�891��5p f������, 5'�GCCGAG 
TCAGUGGCTCAGGT�3' ��� �������, 5'�CTCAACTGGTGT 
CGTGGA�3'; HOXA5 f������, 5'�AGCCACAAATCAAGGAC 
ACA�3' ��� �������, 5'�GCTCGCTCACGGAACTATG�3'; U6 
f������, 5'�GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT�3' ��� 
�������: 5'�CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT�3'; ��� 
GAPDH, f������: 5'� TGCACCACCAACTGCTTAGC�3' ��� 
�������, 5'�GGCATGCACTGTGGTCATGAG�3'. T�� f���� 
�xp������� ����� ��� c��c������ ����� ��� 2�ΔΔCq ������ (15).

Cell proliferation analysis. A C��� C������� K���8 (CCK�8) 
����� ��� ���� �� ����c� ��� p����f������� �f ��� c����. T�� c���� 
���� ������ ���� 96����� p���� (2x103 c����/����) ��� ��c�b���� 
f�� 0, 24, 48 ��� 72 �. T���, 10 µ� CCK�8 ������� (B������� 
I�������� �f B����c�������) ��� ����� �� ��c� ���� ��� f������ 
��c�b���� f�� 2 �. T�� �p��c�� ������� ��� �������� �� 450 �� 
����� � ��c��p���� ������.

Transwell assay. T�������� c���b��� (C������ I�c.) ���� ���� 
�� ��� ������� ��� ��������� ��� �������� �f ��� NSCLC c����. 
T�� T�������� c���b��� p��c����� ���� M������� (C������ 
Inc.) at 37˚C for 1 h were used for the invasion assays, while 
��� c���b��� ������� M������� c������ ���� ���� f�� ��� 
��������� ������. T�� �����f�c��� c����, �� � ������� �f 2x105 
c����/c���b��, ���� ������ ���� ��� �pp�� c���b��� ���� 
������f��� ������, ����� c������ ������, ��pp�������� 
���� 10% FBS, ��� ����� �� ��� ����� c���b���, �� � c�������
tractant. After incubation at 37˚C for 48 h, the cells in the 
����� c���b��� ���� ������� ����� 0.1% c������ ������ �� ���� 
���p������� f�� 20 ��� ��� c������ ����� �� �������� ����� 
microscope (Olympus Corporation; magnification, x200).

Dual‑luciferase reporter assay. B���� �� b����f������c� �����
����, p�������� ������ ����� c�� b� p����c��� ����� ��� 
T�����Sc�� ������ ���� (���p://���.�������c��.���/����_72) (16). 
T�� �������p� (WT) ��� ������ ��p� (MUT) �f ��� HOXA5 
3'������������� ������ (UTR) ��q���c��, ���� c�������� ��� 
b������ ���� �f ��R�891��5p, ���� ��c��p������ ���� ��� ��c�f�
����� ��p����� ��c���, pGL3���c�f����� (P������ C��p�������). 
T�� ��c��b����� ��c���� ���� c�������f�c��� ���� ��� ����� 
c���� ���� ��R�891��5p ����c�, ��R�891��5p ����b���� �� ����� 
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���p�c���� NC�, ���c� ��q���c�� ��� ��� ���� �� ��� ���� ���� 
f�� �����f�c����, ����� L�p�f�c������® 2000. T�� ��R c��c���
������� ��� ��q���c�� ���� �� f������: 50 �M ��R�891��5p 
����c, 5'�UGCAACGAACCUGAGCCACUGA�3'; 100 �M 
��R�891��5p ����b����, 5'�UCAGUGGCUCAGGUUCGUU 
GCA�3'; 50 �M ����c NC, 5'�UUCUCCGAACGUGUCA 
CGU�3'; ��� 100 �M ����b���� NC 5'�CAGUACUUUUGUGUA 
GUACAA�3'. Af��� ��c�b����� f�� 48 �, ��� �������� ��c�f����� 
�c������ ��� �����z�� ����� � D����L�c�f����� R�p����� A���� 
S����� (P������ C��p�������) ��� �������z�� �� Renilla 
��c�f����� �c������.

Statistical analysis. S�������c�� �������� ���� ������ p��f����� 
����� SPSS �21.0 (IBM C��p.) �� G��p�P�� �7.0 (G��p�P�� 
S�f�����, I�c.). D��� ��� p�������� �� ��� ���� ± SD. T�� 
��ff����c�� �� ��� ��R�891��5p �xp������� ����� �� ����� 
���p��� b������ p������� ���� NSCLC ��� ��� ������� c������� 
���� �����z�� ����� �� ��p����� ������, ����� ��� ��ff����c�� 
�� ��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p ��� HOXA5 b������ 
����� ��� ��j�c��� ������ ������� ���� �����z�� ����� � 
p����� ������. T�� ��ff����c�� b������ �����p�� ����p� ���� 
c��p���� ����� ������� �������� �f ������c� ��� � T�k��'� 
p��� ��c ����. T�� p������� ���� ������� ���� ��� ��R�891��5p 
���� �xp������� ����p (�=62) ��� ��R�891��5p ��� �xp������� 
����p (�=58) �cc������ �� ��� ���� ����� �f ��R�891��5p 
�xp������� ������ �� NSCLC ������� (2.091). A χ2 ���� ��� ���� 
�� �������� ��� ����c������ b������ ��R�891��5p �xp������� 
����� ��� ��� c����c�p��������c�� c����c�������c� �f ��� p������� 

���� NSCLC. Acc������ �� ��� ����� �xp������� ������ �f 
��R�891��5p, ��c����� �p������� c����c�������c (ROC) c���� 
��� p������ �� �������� ��� ���������c �����, ��� �p����� c����ff 
����� ��� c��c������ �cc������ �� ��� Y����� ����x, ��� 
��� c�����p������ c����ff ����� ���� ��� Y����� ����x ��� 
��x���� ��� ��� �p����� ���������c c����ff ����� (Y����� 
����x = S���������� + Sp�c�f�c���� 1). T�� K�p����M���� 
�������� ������ ��� ������������ C�x ���������� �������� 
���� ���� �� �x����� ��� p��������c ����� �f ��R�891��5p. 
P������'� c���������� �������� ��� ���� �� �����z� ��� c�����
������ b������ ��� �xp������� �f ��R�891��5p ��� HOXA5. 
P<0.05 was considered to indicate a statistically significant 
��ff����c�.

Results

Expression level of miR‑891a‑5p in NSCLC. T� f������ 
���������� ��� ���� �f ��R�891��5p �� NSCLC, ��� �RNA 
�xp������� ������ �f ��R�891��5p �� ��� NSCLC ����� ��� 
������ ���p���, ��� ��� NSCLC c���� ����� ��� ���������� 
����� RT�qPCR. I� ��� f���� ���� ��� �RNA �xp������� ������ 
of miR‑891a‑5p were significantly increased in the serum and 
������ ���p��� f��� ��� p������� ���� NSCLC c��p���� ���� 
���� �� ��� ������� �� ��j�c��� ������ c�������, ���p�c������ 
(b��� P<0.001) (F��. 1A ��� B). M��������, ��� �RNA 
�xp������� ������ �f ��R�891��5p �� ��� NSCLC c��� ����� ���� 
���� ������������ ��� �� ��� f���� ���� ��� �xp������� ����� �f 
miR‑891a‑5p was significantly higher in the NSCLC cell lines 

F����� 1. Exp������� ����� �f ��R�891��5p �� NSCLC c����c�� ���p��� ��� c��� �����. Exp������� ����� �f ��R�891��5p �� (A) ����� ��� (B) ����� ����
���� ��� ��c������ �� p������� NSCLC c��p���� ���� ���� �� ��� ������� c������� ��� ������ �������, ���p�c������. (A) ***P<0.001 ��. ������� c�������; 
(B) ***P<0.001 ��. ������ �������. (C) I�c������ �xp������� ����� �f ��R�891��5p �� f��� NSCLC c��� ����� c��p���� ���� ���� �� ��� ������ ���� c��� ����. 
**P<0.01 ��� ***P<0.001 ��. NHBE. ��R, ��c��RNA; NSCLC, ��������� c��� ���� c��c��.
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(H1299, HCC827, H460 ��� A549) c��p���� ���� ���� �� ��� 
������ NHBE c���� (��� P<0.01) (F��. 1C).

Association between the expression level of miR‑891a‑5p and 
the clinicopathological features of patients with NSCLC. D��� 
�������� ��� p��f����� �� ��������� ��� ����c������ b������ 
��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p �� ��� NSCLC ������� ��� 
��� c����c�p��������c�� ���� �f ��� p�������, ��� �� ����������� 
��� ���� �f ��R�891��5p �� ��� ������p���� �f NSCLC. F������, 
��� ���� �xp������� ����� �f ��R�891��5p (2.091) �� NSCLC 
������� ��� ���� �� ��� c���ff ����� �� c�����f� ��� p������� ���� 
��� ��� ���� ��R�891��5p �xp������� ����p�. I� ��� f���� 
���� ��� ��R�891��5p �xp������� ����� ��� ����c����� ���� 
���p� ���� ���������� (P=0.029), ��ff����������� (P=0.041) 
��� TNM ����� (P=0.019; T�b�� I). I� c�������, ����� ��� �� 
����c������ b������ ��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p ��� 
��� ����� p���������, ��c� �� ����� ��z�, ��x, ��� ��� ���k��� 
������� (��� P>0.05).

Clinical significance of miR‑891a‑5p in the diagnosis and 
prognosis of NSCLC. T�� �xp������� ������ �f ��R�891��5p 
���� ��c������ �� ��� NSCLC ������ ��� ����� ���p���, ��� 
��� ���������c ��� p��������c �����f�c��c� �� p������� ���� 
NSCLC ��� f������ ������������. B� �����z��� ��� �RNA 
�xp������� ����� �f ��R�891��5p �� ��� �����, � ROC c���� 
��� c������c��� (F��. 2A), ��� ��� ���� ����� ��� c��� (AUC) 
��� f���� �� b� 0.904, ���c� ������������ ���� ��R�891��5p 
��� ���� ���������c �����. W��� � c����ff ����� �f 1.236, ��� 
sensitivity was 82.5% and the specificity was 80.9%, which 
��� ��� �p����� �������� �xp������� ����� �� ����������� ��� 
p������� ���� NSCLC f��� ��� ������� c�������.

K�p����M���� �������� c����� (F��. 2B) ���� p������ �� 
�������� ��� ����c������ b������ ��� �RNA �xp������� ����� 
�f ��R�891��5p ��� ��� ������� �������� ���� �f ��� p������� 
���� NSCLC, ���c� ����c���� ���� ��� p������� ���� ��� 
��R�891��5p �xp������� ������ ��� ��p����� ������� �������� 

Figure 2. Clinical significance of miR‑891a‑5p in the diagnosis and prognosis of NSCLC. (A) A receiver operating characteristic curve was constructed using 
��� ����� ��R�891��5p �xp������� �����. (B) K�p����M���� �������� c����. C��p���� ���� ���� �� p������� ���� ��� �xp������� �f ��R�891��5p, p������� ���� 
���� �xp������� ������ �f ��R�891��5p ��� � ������� �������� ����. AUC, ���� ����� ��� c����; ��R, ��c��RNA; NSCLC, ��������� c��� ���� c��c��.

T�b�� I. A���c������ b������ ��R�891��5p ��� ��� c����c�� 
c����c�������c� �� p������� ���� ��������� c��� ���� c��c��.

 ��R�891��5p 
 �xp������� �����
 ��������������������������������
 T���� ���b�� L�� H���
C����c�������c� (�=120) (�=58) (�=62) P������

A��, �����, �    0.765
  ≤60 48 24 24
  >60 72 34 38
S�x, �    0.916
  F����� 47 23 24
  M��� 73 35 38
S��k��� ������, �    0.389
  N������k�� 49 26 23
  S��k�� 71 32 39
T���� ��z�, c�, �    0.140
  ≤3 62 34 28
  >3 58 24 34
D�ff�����������, �    0.041
  W���/�������� 65 37 28
  P��� 55 21 34
L��p� ����    0.029
����������, �
  N������� 58 34 24
  P������� 62 24 38
TNM �����, �    0.019
  I/II 55 33 22
  III/IV 65 25 40

��R, ��c��RNA.
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c��p���� ���� ����� ���� ���� ��R�891��5p �xp������� ������ 
(�������k; P=0.015). F����������, C�x �������� ����c���� ���� 

��R�891��5p [��z��� ����� (HR), 1.808; 95% CI, 1.129�2.895; 
P=0.014] ��� TNM ����� (HR, 1.625; 95% CI, 1.026�2.573; 
P=0.039) ���� ��� ����p������ p��������c f�c���� f�� ��� 
�������� �f p������� ���� NSCLC (T�b�� II).

Regulatory effects of miR‑891a‑5p on NSCLC cell prolif‑
eration. T� f������ ����������� ��� f��c���� �f ��R�891��5p 
�� NSCLC ����� p����������, in vitro �xp�������� ���� 
p��f����� ����� ��� HCC827 ��� A549 c��� �����. F�������� 
�����f�c���� ���� ��R�891��5p ����c� ��� ����b�����, ��� 
�RNA �xp������� ����� �f ��R�891��5p ��� ��cc���f���� 
�p��������� ��� �������������, ���p�c������, �� b��� ��� 
HCC827 ��� A549 c��� ����� (��� P<0.001) (F��. 3A ��� B). 
F�������� ���c�, ����� � CCK�8 �����, c��� p����f������� ��� 
significantly increased in cells transfected with miR‑891a‑5p 
����c�, b�� ��� �������������� �� c���� �����f�c��� ���� 
��� ��R�891��5p ����b���� c��p���� ���� ���� �� ��� c������ 
(b��� P<0.05) (F��. 3C ��� D).

Regulatory effects of miR‑891a‑5p on NSCLC cell migration 
and invasion. T�� �ff�c�� �f ��R�891��5p �� c��� ��������� 
��� �������� �� ��� HCC827 ��� A549 c���� ���� ���� ��������
����� ����� � T�������� ������. Up���������� �f ��R�891��5p 

T�b�� II. M����������� C�x ���������� �������� �� p������� ���� 
��������� c��� ���� c��c��.

 M����������� ��������
 ������������������������������������������������������������
C����c�������c� HR 95% CI P������

��R�819��5p (���� ��. ���) 1.808 1.129�2.895 0.014
Age, years (>60 vs. ≤60) 1.215 0.731‑2.020 0.452
S�x (���� ��. f�����) 1.080 0.684�1.706 0.741
S��k��� ������ (��� ��. ��) 1.278 0.825�1.981 0.272
Tumor size, cm (>3 vs. ≤3) 1.094 0.691‑1.731 0.701
D�ff����������� (��� ��. ��) 1.473 0.918�2.362 0.108
L��p� ���� ���������� 1.253 0.789�1.989 0.339
(��� ��. ��)
TNM ����� (III/IV ��. I/II) 1.625 1.026�2.573 0.039

HR, ��z��� �����.

F����� 3. C��� p����f������� �f ��� HCC827 ��� A549 c���� f�������� �����f�c���� �f ��R�891��5p ����c� ��� ����b����. I� (A) HCC827 ��� (B) A549 c����, ��� 
expression level of miR‑891a‑5p was significantly increased following transfection with miR‑891a‑5p mimics, but was inhibited following transfection with the 
��R�891��5p ����b����. NSCLC c��� p����f������� �� ��� (C) HCC827 ��� (D) A549 c��� ����� ��� ��c������ f�������� ��� �����f�c���� �f ��R�891��5p ����c�, 
����� �� ��� ����b���� f�������� ��� k��ck���� �f ��R�891��5p �xp������� �����. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ��. c������. ��R, ��c��RNA; NSCLC, ��������� 
c��� ���� c��c��; NC, �������� c������; OD, �p��c�� �������.
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�������� �� �����c�� c��� ���������, ������� �������������� 
�f ��R�891��5p �������� �� ��c������ c��� ���������, �� b��� 
c��� ����� (��� P<0.01) (F��. 4A). S��������, ��� �����xp������� 
�f ��R�891��5p ���� p������� ��� �������� �b����� �f ��� 
NSCLC c����, b�� k��ck���� �f ��R�891��5p ����b���� ��� 
�������� �b����� (��� P<0.01) (F��. 4B).

HOXA5 is a direct target of miR‑891a‑5p in the NSCLC cells. 
Acc������ �� ��� ������� �f ��� T�����Sc�� ������ ��������, 

HOXA5 ��� p����c��� �� b� � ������ �f ��R�891��5p, ���� � 
c��p��������� ��q���c� �� ��� 3'�UTR (F��. 5A). T�� b������ 
���� f�� ��R�891��5p ��� f���� �� ��� HOXA5 ����, ��� 
��c�f����� ��p����� ������ ���� ���� �� ����c� ��� ������c�
���� b������ ��R�891��5p ��� HOXA5. A �������c�f����� 
��p����� ����� ������ ����c���� ���� ��� ��c�f����� �c������ �� 
��� HOXA5�WT ����p ��� ��c������ b� ��� �p��������� 
�xp������� ����� �f ��R�891��5p, b�� ��� ��c������ b� ��� 
��c������ �xp������� �f ��R�891��5p �� b��� ��� HCC827 ��� 

F����� 4. ��R�891��5p p������� ��� ��������� ��� �������� �f ��� HCC827 ��� A549 c��� �����. O����xp������� �f ��R891��5p �����c�� ��� (A) ��������� 
��� (B) �������� �b������� �f ��� HCC827 ��� A549 �� NSCLC c��� �����, b�� ��� ����b���� b� ��� k��ck���� �f ��R�891��5p. **P<0.01, ***P<0.001 ��. c������. 
��R, ��c��RNA; NSCLC, ��������� c��� ���� c��c��; NC, �������� c������.
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A549 c���� (��� P<0.05) (F��. 5B ��� C). H������, ����� ��� 
no significant change in luciferase activity in the MUT group 
(��� P>0.05). D���c���� �f HOXA5 �RNA �xp������� ������ 

�� ��� HCC827 ��� A549 c���� �������� ���� ��R�891��5p 
����c� ����b���� HOXA5 �xp������� ������, ������� 
�����c��� �f ��R�891��5p �����c�� ��� �xp������� �f HOXA5 

F����� 5. HOXA5 �� � ����c� ������ �f ��R�891��5p �� NSCLC c����. (A) T�� p����c��� ������ ��q���c� b������ HOXA5 ��� ��R�891��5p. I� ��� (B) HCC827 
��� (C) A549 NSCLC c��� �����, ��� ��c�f����� �c������ �f ��� HOXA5�WT ��� ��c������ f�������� ��� �����xp������� �f ��R�891��5p, b�� ��� ��c������ 
b� ��� k��ck���� �f ��R�891��5p �xp�������. *P<0.05 ��. �������f�c���. T�� �xp������� ����� �f HOXA5 ����� �� ��� (D) HCC827 ��� (E) A549 c���� 
�������� ���� ��� ��R�891��5p ����c� ����b���� ��� �xp������� ����� �f HOXA5, ����� k��ck���� �f ��R�891��5p ��c������ ��� �xp������� �����. **P<0.01, 
***P<0.001 vs. control. (F) The expression level of HOX5 in adjacent normal tissue was significantly increased compared with that in the NSCLC tissue. 
***P<0.001 ��. ������ �������. (G) T�� �xp������� ����� �f HOXA5 ��� ���������� c��������� ���� ��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p. ��R, ��c��RNA; 
NSCLC, ��������� c��� ���� c��c��; NC, �������� c������; WT, �������p�; MUT, ������; UTR, ������������ ������.
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(��� P<0.01) (F��. 5D ��� E). I� ��������, ��� �xp������� ����� �f 
HOXA5 in the tumor tissues was significantly lower compared 
���� ���� �� ��� ��j�c��� ������ ���� ������� �� p������� ���� 
NSCLC (P<0.001; F��. 5F), ���c� ��� f���� �� b� ���������� 
c��������� ���� ��� �xp������� ����� �f ��R�891��5p (�, �0.760; 
P<0.001; F��. 5G). T�� �f������������ ������� ����c���� ���� 
HOXA5 ��� b� � ����c� ������ �f ��R�891��5p �� NSCLC.

Discussion

NSCLC �� ��� ���� c����� ��p� �f ���� c��c��, ��������� 
��� ��� �������� p��������c�� f������� (17). I�� ��������� 
5‑year survival rate is only 15.9%, a figure that has only slightly 
��p����� ���� ��� p��� f�� ��c���� (18). T�� �cc�����c� 
��� ������p���� �f NSCLC c�� ������ �� c������ �� � ���� 
����� �f p��������c�� p��c�����, ��c������ c��p��x c������ 
�� ��� �RNA �xp������� ����� �f ������� ��c������ ��� 
����� ��pp������ �����, ��c� �� ��R�182�5p, ��RNA�148�, 
��RNA�200��3p (19�21), ���� p��� � k�� ���� �� c��� p����f����
���� ��� �p�p����� (5). T����f���, � ���p�� ������������� �f 
��� ����� ��� ������� ��c������� �������� �� ��� p���������� 
�f NSCLC �� �������� ��q����� �� ��p���� ��� c������ ������
����� ��� ��� p�������� �f ���� �������.

��RNA ��� b��� ����� �� b� �������� �� ��� p����������� 
�f ������� ��p�� �f c��c��, ��� ���� ��RNA f������� ���� 
f��c����� ������� �� ��c������ �� ��������pp������ ����� (22). 
F�� �x��p��, �� ��� ������������ ���� ��� �xp������� ����� �f 
��R�519� ��� ��c������ �� ������c c��c�� c��� ����� c��p���� 
���� ���� �� ������ ������c c����, ��� ��� p����f�������, ������
���� ��� �������� �f ����� c���� c���� b� ����b���� b� ��� 
�����xp������� �f ��R�519� (23). I� ��������c��� �������, ��� 
�xp������� ������ �f ��R�99b ���� ������������� ��� ���� ��� 
����c����� ���� ��� c����c�� ����� ��� ������� ���������� �f ��� 
p������� ���� ��������c���, ���������� �� c���� b� ���� �� � 
b�����k�� f�� ���� ��p� �f ��������c� (24). L���� et al (25) 
f���� ���� ��� �xp������� ����� �f ��R�146��5p ��� ��c������ 
�� ���p����������� b����� c��c��. T�� �f������������ ����� 
������ ���� p������� ���� ���� ������ �f ��R�146��5p �� ����� 
������� ��� p��� ��������, �����f���, ��c������ �xp������� �f 
��R�146��5p �� ���p����������� b����� c��c�� c���� ��� ����c��
���� ���� p��� p�������� (25). A�� ��� �f������������ ������� 
��������� ���� f��c������ ��RNA� ��� ����� �� � ��� ����c�
���� ���� ��� ������c� f�� c��c�� �������� �����p�. T�� ���� 
�f ���� ��RNA ��� b��� ������������ �� NSCLC, ��� ����� 
clinical significance and functional role have also been deter�
����� �� p������� �������. F�� �x��p��, ��R�940 ����b���� ��� 
p����f������� �f c��c�� c���� b� ��������� FAM83F ��� f������ 
����b���� ��� p���������� �f NSCLC (26). F��� et al (27) 
found that miR‑16‑1‑3p was significantly downregulated in 
NSCLC c���� c��p���� ���� ���� �� ������ ���� c����. I� 
��������, ��c������ c��� p����f�������, ����b���� c��� ��������� 
��� �������� f�������� �����f�c���� ���� ��R�16�1�3p ����c�, 
c��p���� ���� ���� �� ��� �������� c������ ����p.

A� � f��c������ ��RNA, ��R�891��5p ��� b�c��� � ��� 
��p�c, p����c������ ���� ������������� ������, c��� p����f����
���� ��� c��� ��ff����������� (28). Z���� et al f���� ���� ��� 
�xp������� ������ �f ��R�891��5p �� b����� c��c�� ������ 
were significantly associated with low distant metastasis‑free 
�������� �� p������� ���� b����� c��c��, ���������� ���� ��� 
�xp������� ����� �f ��R�891��5p c���� b� � p�������� p��������c 

���k�� f�� ���������c ����� b����� c��c�� (29). H������, ��� 
biological function and clinical significance of miR‑891a‑5p 
���� ������ b��� ��p����� �� NSCLC. T����f���, ��� ���� �f 
��R�891��5p �� ��� p���������� �f NSCLC �� ���������. I� 
��� p������ �����, RT�qPCR ��� ���� �� ��������� ��� �RNA 
�xp������� ������ �f ��R�891��5p �� NSCLC ������ ��� 
����� ���p��� ��� �� ��� f���� ���� ��� �RNA �xp������� 
of miR‑891a‑5p was significantly increased in NSCLC tissue 
��� ����� ���p��� c��p���� ���� ���� �� ��� c�����p������ 
������ c�������. D�� �� ��� ��c����� �� ��R�891��5p �RNA 
�xp������� ����� �� NSCLC, ��� c����c�� �����f�c��c� �f 
��R�891��5p �� ��� ��������� ��� p�������� �f NSCLC ��� 
���� ������������ (30). T����f���, ROC �������� ��� p��f����� 
b���� �� ��� ����� �xp������� ����� �f ��R�891��5p. T�� ������� 
����c���� ���� ��� AUC, f��� ��� ROC c����, ��� 0.904, ��� 
���� �� AUC �b��� 0.9 ����c���� ���� ���������c �cc���c� (31). 
Thus, miR‑891a‑5p may have high sensitivity and specificity 
��� c���� b� � p�������� ���������c b�����k��. Acc������ �� 
��� K�p����M���� �������� c����� ��� C�x ���������� ��������, 
�� ��� ���� f���� ���� p������� ���� NSCLC ��� ���� �xp����
���� ������ �f ��R�891��5p ��� p��� ������� �������� ����� ��� 
��R�891��5p ��� �� ����p������ p��������c f�c��� f�� NSCLC. 
F����������, ��� ��c������ ��R891��5p �xp������� ����� ��� 
f���� �� b� ����c����� ���� ��ff�����������, ���p� ���� ������
����� ��� TNM ����� �� p������� ���� NSCLC, ����c����� ���� 
��� ��c������ �xp������� ����� �f ��R�891��5p ����� b� ����c��
ated with the development of NSCLC. However, no significant 
�����������p ��� f���� b������ ��R�891��5p ��� ����� ��z�, 
�������� ��� ���������� �ff�c�� �f ��R�891��5p �� ����� 
p���������� ���� �b������ �� NSCLC c����. I� ��������, c��� 
p����f������� ��������� ��� �������� �f ��� ����� c���� ��� ��� 
����f����� ������ b� ��� ��z� �f ��� �����, b�� ��� ���� ����c��
���� ���� ��� ��ff����������� ��� TNM ����� �f ��� ����� (32). 
T�k�� ��������, �� �� ��p������z�� ���� ��R�891��5p ��� ����� 
�� � c�������� ���������c ��� p��������c b�����k�� �� p������� 
���� NSCLC.

T� ���������� ��� b������c�� f��c���� �f ��R�891��5p �� 
��� p���������� �f NSCLC, f������ c������� �xp�������� ���� 
p��f�����. T�� ������� ����c���� ���� ��� �������������� 
�f ��R�891��5p �������� �� ��pp������ ����� c��� ������
����, p����f������� ��� ��������, b�� ��� �p���������� �f 
��R�891��5p ��� �� �����c�� ����� c��� b������c�� b��������. 
The aforementioned results confirmed that miR‑891a‑5p may 
p��� � ���� �� p�������� ������������� �� NSCLC p����������. 
I� ��������, ��� ��c������� �f ��R�891��5p �� NSCLC ��� 
f������ �����z��. T�� ������� �f ��� �������c�f����� ��p����� 
����� �������� ���� ��R�891��5p c���� ����c��� b��� �� 
HOXA5 �� NSCLC c��� �����. I� ��������, ��� ������� �f ��� 
c��� �xp�������� ������ ���� c������� ��� �xp������� ����� 
�f c������� ��R�891��5p c���� �ff�c� ��� �xp������� ����� �f 
HOXA5 �� ��� c����. A������ HOXA5 ����������� ������ ���� 
f���� �� �ff�c� ������� ������p����, f�� �x��p�� �� ��p� II 
���b���� (33) ��� c�����c��� c��c�� (34). I� ��������, �� ��� 
p��������� ����� ���� HOXA5 ��� ��������� b� ��RNA� �� 
p��� � ���� �� �������� ��p�� �f c��c�� ��� �ff�c� ��� b������
�c�� �c������ �f c��c�� c����. F�� �x��p��, ��R�196� ��� f���� 
�� �c� �� � ����� ��pp������ �� ������c c��c�� b� ����b����� c��� 
���b�����, c����� f��������, p����f�������, c��� c�c�� p�������
���� ��� p�������� c��� �p�p����� b� ��������� HOXA5 (35). 
I� c���� c��c��, HOXA5 ��c������ �xp������� c���� ����c� 
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��� p������p�c ���� �f ����� ���� c����, �����b� p��������� 
����� p���������� ��� ���������� (36). HOXA5 �xp������� 
��� ������� �� p������� ���� ��ff����� ��������, ��c� �� ���� 
c��c��, p������ p�������� ��p��������� ��� c�����c �b����c�
���� p�������� ������� (COPD) (37). A p������� ����� b� 
C���� et al (38) ������ ���� �����xp������� �f HOXA5 c���� 
����c� ��� �������� �b����� �f ������� ���� c��c�� c��� ����� ��� 
� p53�����p������ p������. T����f���, �� �� ��p������z�� ���� 
��R�891��5p ��� b� �������� �� NSCLC ������������� b� 
��������� HOXA5.

T�� p������ �����, ��� ������� �����������, ��c� �� ��� 
������� ���p�� ��z�, ��� ��ck �f p���c��c����� ������ ������� 
��� ��� �b���c� �f ������ �xp��������. I� ��������, ��� �ff�c�� 
�f ����� f�c����, ��c� �� �����������, �� ��� �xp������� ����� 
�f HOXA5 ���� ��� ������������, ���c� ��� �����f��� ���� 
��� ���������� �f HOXA5 b� ��R�891��5p. T����f���, �� f����� 
studies, the results from the present study should be confirmed 
����� c��c�� �������, p���c��c����� ������� ��� ��j�c��� 
������ ������� f��� � ������ ����� c�����. T�� f��c������ 
���� ��� ��c������� �f ��R�891��5p �� ��� ������������� 
�f NSCLC ������ ���� b� f������ ������������ ����� ������ 
cancer models, and the specific regulatory mechanism of the 
HOXA5/��RNA 891��5p �x��.

I� c��c������, ��� ������� f��� ��� p������ ����� ����c���� 
���� ��R�891��5p �xp������� ��� ��c������ �� NSCLC ������� 
��� ����� ���p���, ��� ��� b� ���� �� � ���������c ��� 
p��������c b�����k��. T�� �����xp������� �f ��R�891��5p 
��� ����� �� p������ NSCLC c��� p����f�������, ��������� 
��� ��������, ���c� ����c���� ���� ��R�891��5p c���� b� �� 
��c����� �� NSCLC p����������, ��� ��� ��� p�������� �� b� 
���� �� ��p���� �������� �����p� f�� NSCLC. HOXA5 ��� 
also identified as a target gene of miR‑891a‑5p, which may 
������� ��� b������c�� f��c���� �f ��R�891��5p �� NSCLC 
p����������.
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