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Abstract. T�� ������� ����� ����� �� ����������� ��� ����-T�� ������� ����� ����� �� ����������� ��� ����-
c������ ��� �����l���� ��c������� b��w��� ��c��RNA-200b 
level and the inhibitory effect of gefitinib on non‑small cell 
l��� c��c��. I� ����l, 100 �������� (43 ��l�� ��� 57 f���l��; 
������ ���, 63 �����) w��� �����c�� ���-���ll c�ll l��� 
c��c�� (NSCLC) w��� ��l�c���. All �������� w��� �����-
istered with gefitinib orally (250 mg/���) ��� ��� �ff�c� �f 
gefitinib was evaluated according to the Response Evaluation 
C������� �� S�l�� T����� �����l����. T���� ������ ��� �l���� 
����l�� w��� c�ll�c��� ����� �� ��� ��b��q���� �� �������. T�� 
��c��RNA-200b l���l� �� ������� ��� �l���� w��� ���������� 
b� q����������� ��l������� c���� ���c���� (PCR). A549 c�ll� 
w��� c�l����� in vitro ��� �����f�c��� w��� ��c��RNA-200b 
����c. U���� C�ll C������� K��-8 �����, ��� ���l�f������� 
inhibition detected was induced by 0.1 µM gefitinib in trans-
f�c��� �� ���-�����f�c��� A549 c�ll�. C�ll ��������� ��� c�ll 
cycle progression were analyzed by flow cytometry and the 
��������� �f c�ll� w�� �b������ b� T����w�ll �����. I� ����-
����, �RNA ��� ������� l���l� �f ����l��-l�k� ���w�� f�c��� 1 
��c����� (IGF-1R), ������� k����� B (AKT) ��� �x���c�ll�l�� 
�����l-��l���� k����� (ERK), �������� w��� ��� ���������l�-
���� �f AKT ��� ERK �� A549 c�ll�, w��� ���������� b� 
q����������� PCR ��� w������ bl�� ���l����, �����c����l�. 
The microRNA‑200b levels in gefitinib‑insensitive patients 
were decreased compared with gefitinib‑sensitive patients. 
Transfection with microRNA‑200b mimic increased the gefi-
����b ����c�� ���l�f������� ����b�����, ��������� ��� c�ll c�cl� 
������ �� A549 c�ll�. Al��, �����f�c���� w��� ��c��RNA-200b 
mimic increased the migration inhibitory effect of gefitinib 
�� A549 c�ll�. D�c������ IGF-1R �x�������� �������� w��� 
����c�� ���������l����� �f AKT ��� ERK w��� �b������ 
f�ll�w��� �����f�c���� �f A549 c�ll� w��� ��� ��c��RNA 
200b ����c. I� c��cl�����, ����c���� �f ��c��RNA-200b 

��� �����c� ��� ����b����� �ff�c� �f ��f�����b �� NSCLC. 
U�����l����� �f ��c��RNA-200b l�� �� ��� �l������ �����-
������ �f �l���� c�ll� �� ��f�����b, ��� ���� �ff�c� ��� b� 
�x�l����� �� ��c��RNA-200b b���� �bl� �� ����b�� ��� �x����-
���� �f IGF-1R, �����b� ����c��� ��� �c�������� �f ��w������� 
���������������� 3-k�����/AKT ��� �������-�c������� ������� 
k����� �����l��� ����w���.

Introduction

N��-���ll c�ll l��� c��c�� (NSCLC) �� ��� ���� c����� 
����������� ������ ����� cl���c�ll�, �cc������� f�� ~80% �f 
l��� c��c����� c���� (1). I� �� cl���c�ll� c����c����z�� b� ����� 
�����������, ������ ������������ ��� � ���� �����l��� ����. 
S����c�l ����c���� �� ��� c������ ������l ������� f�� NSCLC, 
b�� <50% �f NSCLC �������� c�� ��c���� �����c�l ��������� 
��� �� l��� ��������� ��� �����c�� ����� �f ������� (2). 
T����f���, w��� ��� �xc������ �f �������, c����������� �� �l�� 
�� ��������l �������� �� ��� ��������� �f NSCLC, �����c�l��l� 
f�� ��l�c�l�� �������� ������� (3,4). E�������l ���w�� f�c��� 
��c����� �������� k����� ����b����� (EGFR-TKI�) ��� ��� 
���� w�ll k��w� ��l�c�l�� �������� ����-c��c�� ����� ��� 
��� �����c�l��l� �ff�c���� �� �������� w��� �c�������� EGFR 
��������� (5). G�f�����b �� � ���c�f�c EGFR-TKI, w��c� �� 
�x�������l� ���l��� �� ��� ��������� �f ���-���ll l��� c�ll� 
�� cl���c�l ���c��c� (6,7). Cl���c�l ������� (8,9) ���� �������� 
that as first‑line therapy, gefitinib significantly improves the 
�������l �� �����c�� EGFR ��������-�������� NSCLC ��������. 
H�w����, f�� ������� �������, ��c� �� EGFR ���� ������ ��� 
����� ��c������������� c������, ��� ����������� �f NSCLC 
patients to gefitinib differs (10). I� ��������, �������� ������� 
demonstrated that certain patients develop resistance to gefi-
����b w����� � ���� (11). T���, ���l������ ��� �����c���� ��� 
effectiveness of gefitinib is crucial for adjusting therapeutic 
regimens and avoiding futile or low‑efficiency treatment.

M�c��RNA �� � ���� �f �����-c���� ���-c����� RNA 
���� ��� b��� c��f����� �� b� cl���l� ����c����� w��� ��� 
��c����c�, ����������� ��� ���� ��������c� �f ������. F�� 
�x���l�, F� et al found that microRNA‑93 was significantly 
������l���� �� c���l����-��������� ������� c��c�� c�ll� (12). 
D��� et al f���� ���� ��c��RNA-31 ����b��� c���l����-����c�� 
��������� �� NSCLC (13). I� ��������, ��c��RNA� c�� ������� 
���bl� �� ��� ����� �� �l���� ��� ��� ��c���q��� �f q�������-
���� ����c���� f�� ��c��RNA ��� ����� f�� cl���c�l ���c��c�. 
T���, ��c��RNA� ���� ��������l �� b�c��� b�����k��� ���� 
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c�� b� ���� f�� ���l������ ��� ����������� �� c�����������. I� 
�������� �����, �x������� ������� �� ��c��RNA-200b ����c�� 
����-��������c� ���� b��� ���f�����. P������� ������� ���w�� 
���� ��c��RNA-200b c�����b���� �� ��l��-���� ��������c� �f 
���ll c�ll l��� c��c�� (14), b�� �� �������, ������� �� ��� �ff�c� 
�f ��c��RNA-200b �� NSCLC c����������� ���� b��� 
����l� ��������. I� �����c�l��, w������ ��c��RNA-200b l���l 
may affect the gefitinib treatment of NSCLC remains unclear.

B���� �� ��� �f������������ c�������������, ��� ������� 
����� w�� �������� �� ����������� ��� ����c������ b��w��� 
��c��RNA-200b ��� ��� ����������� �f NSCLC �������� �� 
gefitinib. Furthermore, in vitro, ��� ������� ����� ���� A549 
c�ll� �� c��f��� ��� ����l�� f��� cl���c�l ���� ��� �x�l��� 
��� ��������l ��c������ ����l��� w��� ��� f�c���-1 ��c����� 
����w��, �� �������� ������� ���� ���w� ���� ����l��-l�k� 
���w�� f�c���-1 ��c����� (IGF-1R) �� ����c����� w��� �cq����� 
resistance of gefitinib (15).

Materials and methods

Patients and specimens. I� ����l, 100 �������� (43 ��l�� 
��� 57 f���l��; ������ ���, 63 �����) w��� �����l���c�ll� 
confirmed advanced NSCLC admitted to the First Hospital of 
L��z��� U��������� (L��z���, C����) b��w��� M��c� 2012 
��� M�� 2014 w��� ����ll�� �� ��� ������� �����. A��������l 
����������c ����, ��cl����� ���, ������, �����l���c�l ���� �f 
����� ��� cl���c�l �����, ��� ���w� �� T�bl� I. All �������� 
were administered with gefitinib orally (250 mg/���) ��� ��� 
effect of gefitinib was evaluated according to the Response 
E��l������ C������� �� S�l�� T����� (RECIST) �����l����. I� 
b���f, ��� �������� �f ��� ������ w��� c�lc�l���� ��� ���l�z��, 
��� �������� w��� �������� f�� c���l��� �������� (CR), ������l 
�������� (PR), ���bl� ������� (SD) �� ����������� ������� 
(PD). T�� ����� ������ ����l�� w��� c�ll�c��� ��� ������ �� 
l�q��� �������� f�� ���������l ���l����. Pl���� ����l�� w��� 
c�ll�c��� ����� �� ��� ��b��q���� �� �������. T�� �x���������l 
�����c�l� w��� �������� b� ��� E���c� C�������� �f T�� F���� 
H������l �f L��z��� U���������, ��� �ll �������� �������� 
��f����� c������.

Cell culture. T�� ����� l��� �����c��c����� A549 c�ll l��� 
w�� �b������ f��� ��� A����c�� T��� C�l���� C�ll�c���� 
(Manassas, VA, USA) and cultured at 37˚C in a 5% CO2 
����������. All c�ll� w��� ���������� �� D�lb�cc�'� ����-
fied Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., 
W�l����, MA, USA).

Reverse transcription quantitative PCR (RT‑qPCR) for 
microRNA‑200b detection. T�� ��c��RNA �f �l���� ���c�-
���� ��� ������ ����l�� w��� �x���c��� w��� ��� M�Rc��� 
miRNA Extraction‑Separation kit [Tiangen Biotech (Beijing) 
Co., Ltd, Beijing, China], according to the manufacturer's 
�����c�l. F�ll�w��� ����������� �f ��� ������ ��� c��c��-
�������, ������� �����c������� �f ��c��RNA �� cDNA w�� 
�������� ����� O�� S��� P����Sc���� ��RNA cDNA S�������� 
kit [Takara Biotechnology (Dalian) Co., Ltd., Dalian, China]. 
T�� ������� �����c������� ������ ��� c��������� w��� �l�� 
f�ll�w�� �� �cc�����c� w��� ��� ����f�c�����'� �����c�l; � 
�� cDNA c�����l ��� � �� ������� �����c������� c�����l w��� 

�l�� ���� �� ��� ���� ���c���� ������. T�� �b������ cDNA 
was amplified by RT‑qPCR using SYBR® P����x Ex T�q™ II 
[Takara Biotechnology (Dalian) Co., Ltd.]. The reaction system 
��� c��������� w��� �� �cc�����c� w��� ��� ����f�c�����'� 
�����c�l. T�� ��c��RNA-200b �������� ������ ��q���c� 
w�� 5'-GCG GCT AAT ACT GCC TGG TAA-3'. F�� �����l-
�z��� ��� ���� �f �l���� ��c��RNA, ��c��RNA-16 w�� ���� 
�� ��f����c� (�������� ������, 5'-CGC GCT AGC AGC ACG 
TAA AT-3'). F�� �����l�z��� ��� ���� �f ������ ��c��RNA, 
U6 ���ll ��cl��� RNA (��RNA) w�� ���� �� � ��f����c� 
(�������� ������, 5'-CTC GCT TCG GCA GCA CA-3'). All 
��w������� ������� w��� ��������l 3' ��RNA �������. T�� 
��l����� �x�������� l���l �f ��c��RNA-200b w�� c�lc�l���� b� 
��� 2-ΔΔCq ������ (16,17), ΔCq=Cq������-Cq��f����c�.

MicroRNA‑200b upregulation. T�� ��c��RNA-200b ����c 
w�� �������� ��� ��������z�� b� I��������� (T����� F����� 
Scientific, Inc.). Prior to transfection, A549 cells were routinely 
maintained and grew to 70% confluency. Subsequently, 100 nM 
��c��RNA-200b ����c ��� ��c��RNA �������� c�����l� 
(NC) w��� �����f�c��� ���� c�ll� b� N-[1-(2,3-D��l���l�x�)
propyl]‑N,N,N‑trimethylammonium methyl‑sulfate reagent 
(R�c�� A��l��� Sc���c�, M�������, G������), �cc������ �� 
the manufacturer's protocol. The transfection efficiency was 
�������� b� RT-qPCR �� � ���l������� �x�������� ����� � 
����l�� �����c�l �� ��� �f������������ �����c�l. F�� RT-qPCR 
���l����, ��� ���� �� c�ll� w��� �����l�z�� b� U6 ��RNA w��� 
��� �������� ������ ��q���c� 5'-CTC GCT TCG GCA GCA 
CA-3'.

Cell Counting Kit‑8 (CCK‑8) assay. T����f�c��� ��� ���-�����-
f�c��� A549 c�ll� w��� �l���� �� � ������� �f 1.0x105 c�ll�/w�ll 
into a 96‑well plate and incubated for 24 h at 37˚C in a 5% 
CO2 ����������. S�b��q���� �� b���� ���������� f�� 24 �, 
all cells were treated with 0.1 µM gefitinib for 6, 12, 24 and 
48 h. Subsequent to gefitinib treatment, 10 µl CCK‑8 reagent 
(Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) was immediately 
����� �� ��c� w�ll. Af��� 4 �, ��� ��������� �f �������� w�� 
��������� b� S��c���M�x �3 ��c������� �l��� ���c������-
������� (M�l�c�l�� D���c��, LLC, S������l�, CA, USA) �� 
450 �� ��� ��� c�ll ���b�l��� w�� ���������.

Flow cytometry analysis. T����f�c��� ��� ���-�����f�c��� 
A549 cells were treated with 0.1 µM gefitinib for 24 h and 
harvested. For cell cycle analysis, cells were fixed in 70% 
������l f�� 12 � ��� ���� ��c�b���� w��� b�������x�������� 
(B��U) ��� 7-�����-�c������c�� D (7-AAD), �cc������ 
�� ��� �����l�� �����c�l �������� b� BD P��������� B��U 
Fl�w K��� (BD B���c���c��, H����lb���, G������). T�� 
cell cycle was analyzed using FACSCalibur flow cytometer 
������ (BD B���c���c��). F�� ��������� ���l����, ���bl� 
staining (Annexin V‑fluorescein isothiocyanate and propidium 
������) w�� ���f����� ��� c�ll� w��� �l�� ���l�z�� ����� ��� 
FACSCalibur flow cytometry system. The flow cytometry data 
w��� ���l�z�� b� C�llQ���� P�� ��f�w��� (BD B���c���c��).

Transwell migration assay. U���� 24-w�ll T����w�ll c���b��� 
(C������ I�c���������, C������, NY, USA) ��� ��������� �f 
A549 c�ll� w�� �b������. Acc������ �� ��� ����f�c�����'� 
protocol, the lower chambers were filled with 500 µl DMEM 
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����l������� w��� 10% FBS, ��� 1x104 c�ll� ��� 100 µl 
DMEM w������ FBS w��� �l�c�� ���� ��� ����� c���b���. A� 
routinely, Cells were cultured for 24 h at 37˚C in the presence 
�f 5% CO2 ��� ���� ��� c�ll� ���� ��� ������� ��� l�w�� ���f�c� 
�f ��� ��c�������� ���b���� �f ��� T����w�ll c���b�� w��� 
fixed using methanol. Subsequent to being stained with crystal 
violet, the cells were quantified.

Quantitative PCR for IGF‑1R, protein kinase B (AKT) and 
extracellular signal‑related kinases (ERK). T����f�c��� ��� 
���-�����f�c��� A549 c�ll� w��� c�l����� f�� 24 �; ��� ����l 
RNA �� c�ll� w�� �x���c��� b� TRIz�l ������� (I���������; 
Thermo Fisher Scientific, Inc.). RNA was reverse‑transcribed 
�� cDNA ����� P����Sc����® RT ������� k�� [T�k��� 
Biotechnology (Dalian) Co., Ltd.]. The reverse transcription 
������ w�� �� �cc�����c� w��� ��� �����c�l� �f ��� k��. T�� 
synthesized cDNA was amplified by SYBR® P����x Ex T�q™ 
II kit [Takara Biotechnology (Dalian) Co., Ltd.]. Primers are 
���w� �� T�bl� II, T�� ���c���� ������ ��� ������� w�� �� 
�cc�����c� w��� ��� �����c�l� �f ��� k��. T�� ��l����� �x����-
���� �f ������ IGF-1 �RNA w�� ���l�z�� b� ��� 2-ΔΔCq ������ 
(ΔCq=Cq������-CqGAPDH).

Western blot assay. C�ll� w��� l���� �� ��������������c�����-
���� ����� b�ff�� �� �c� f�� 30 ��� ��� ����l �������� w��� 
�x���c���. I� ����l, 25 µ� �f ������� w�� b��l�� f�� 5 ���, 

��������� ����� 12% ������ ����c�l ��lf���-��l��c��l����� 
gel electrophoresis and transferred to a polyvinylidene fluoride 
���b����. S�b��q���� �� b���� bl�ck�� w��� 5% ���f�� ��� 
��lk �� T���-b�ff���� ��l��� ��� Tw��� 20, ���b����� w��� 
���b�� w��� ����-IGF-1R (��l�����, 1:100; c���l�� ��. �b39398), 
����-AKT (��l�����, 1:500; c���l�� ��. �b8805), ����-ERK 
(��l�����, 1:1,000; c���l�� ��. �b196883), ����-�������-AKT 
(��l�����, 1:500; c���l�� ��. �b8933), �������-ERK (��l�����, 
1:100; c���l�� ��. �b214362) ��� ����-β-�c��� (��l�����, 1:10,000; 
ab8227) antibodies (Abcam, Cambridge, UK) overnight at 4˚C. 
S�b��q���� �� w������, ���b����� w��� ��c�b���� w��� G��� 
A���-R�bb�� I�G H&L (HRP) ��c������ ����b��� (��l�����, 
1:2,000; c���l�� ��. �b97051) f�� 1 �. I�c�b���� ���b����� 
w��� ������� w��� ECL ������� (A��l���� T�c���l�����, I�c., 
Beijing, China). Please state the host and target animals, clon-
�l���, ��l����� ��� c���l�� ���b�� f�� ��� ����b�����.

Statistical analysis. All ���� ��� �������� �� ��� ���� ± ����-
dard deviation. The statistical significance of the differences 
was analyzed by one‑way analysis of variance or least signifi-
c��� ��ff����c�-t ���� ����� SPSS 15.0 ��f�w��� (SPSS, 
I�c., C��c���, IL, USA). F�� ���-���������c ��������c�, 
M���-W������ U ���� w�� ���f����� f�� c��������� b��w��� 
��� �w� ������. P<0.05 w�� c��������� �� ����c��� � ��������-
cally significant difference.

Results

Low levels of microRNA‑200b expression were detected in gefi‑
tinib‑insensitive patients. Acc������ �� ��� RECIST �����l����, 
7 patients were classified as CR, 30 as PR, 28 as SD and 35 as PD. 
The present study defined CR+PR patients as gefitinib‑sensitive 
patients (n=37) and SD+PD patients as gefitinib‑insensitive 
�������� (�=63). A� ���w� �� T�bl� I, ��� ���, ������, cl���c�l 
����� ��� ������� �f ���������� ���w�� �� ��������c�l ��ff��-
ence between CR+PR patients and SD+PD patients. RT‑qPCR 
����l�� ���w�� ���� ��� �l���� ��c��RNA-200b l���l� �� 
SD+PD patients were lower compared with the CR+PR patients 
(P=0.0068), ��� ��� ��c��RNA-200b l���l� �� ������ ����l�� 
of gefitinib‑insensitive patients were also lower, compared with 
gefitinib‑sensitive patients (P=0.0000075) (F���. 1 ��� 2). I� �� 
suggested that detecting microRNA‑200b level may reflect the 
sensitivity of NSCLC patients to gefitinib.

Upregulation of microRNA‑200b increased the anti‑prolif‑
erative effect of gefitinib. S�b��q���� �� ������l����� ��� 
��c��RNA-200b l���l �f A549 c�ll� ������� �����f�c���� w��� 
� ��c��RNA-200b ����c, ��� ������� ����� f���� ���� ��� 
anti‑proliferative effect of gefitinib on A549 cells increased. 
F�� ��� ���-�����f�c��� A549 c�ll� 24 � ��b��q���� �� ��������� 
with 0.1 µM gefitinib, the cell inhibition rate was 20.8±3.2%, and 
f�� ��� A549 c�ll� �����f�c��� w��� ��c��RNA-200b ����c, ��� 
����b����� ���� ��c������ �� 45.6±4.3%, ���w��� � ��������c�ll� 
significant difference (P=0.0071). However, transfection with 
microRNA NC did not affect the inhibiting effect of gefitinib 
�� A549 c�ll� (F��. 3).

Upregulating microRNA‑200b enhanced apoptosis induction 
and cycle arrest ability of gefitinib. F�ll�w��� � ���� ������ 
�f 24 � ��b��q���� �� ��������� �f A549 c�ll� ����� 0.1 µM 

T�bl� I. Cl���c�l c����c�������c� �f 100 �������� w��� ���-���ll 
c�ll l��� c��c��.

Characteristic CR+PR SD+PD P‑value

G�����   0.424
  M�l� 14 29
  F���l� 23 34
M����� ���, ����� 60 63 0.546
H����l���c�l ��b�����   0.884
  A����c��c����� 20 35
  Sq������ c��c�����   8 15
  L����-c�ll c��c�����   1   3
  B���c���l��l���l�� c��c�����   8 10
Cl���c�l ������   0.002
  IIIA+IIIB 25 22
  IV 12 41
S��k��� �������   0.207
  Y�� 28 40
  N�   9 23
C����������� �������   0.855
  Y�� 30 52
  N�   7 11
R����������� �������   0.259
  Y�� 27 39
  N� 10 24

CR, c���l��� ��������; PR, ������l ��������; SD, ���bl� �������; PD, 
����������� �������.
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gefitinib, the A549 cell apoptosis rate without transfection treat-
���� w�� 18.3±2.9%, w��l� ��� A549 c�ll ��������� ���� w��� 
������l����� �f ��c��RNA-200b w�� 29.2±3.1%, w��c� w�� 
significantly increased compared with non‑transfected A549 
c�ll� (P=0.032), �� ���w� �� F��. 4. C�ll c�cl� ���l���� ���w�� 
that, subsequent to treatment with 0.1 µM gefitinib, the G0/G1 
���c������ �f �������f�c��� A549 c�ll� w�� 38.6±4.2% ��� 
��� G2/M percentage was 15.6±2.3%, suggesting that gefitinib 
c��l� c���� G0/G1 ������ �f A549 c�ll�. F�ll�w��� ��������� 
�f ��� A549 c�ll� w��� ������l����� �f ��c��RNA-200b w��� 
gefitinib, the G0/G1 ���c������ w�� 70.4±7.9% ��� ��� G2/M ���� 
w�� 8.2±0.9%, ����c����� ���� ������l����� �f ��c��RNA-200b 
c��l� �����c� ������ �f G0/G1 ����� ����c�� b� ��f�����b. 

S���l��l�, ��� �ff�c� �f ��c��RNA NC �� ��� c�ll c�cl� w�� ��� 
�b������ (F��. 5).

Upregulating microRNA‑200b increased the migration inhibi‑
tion ability of gefitinib. A� ���w� �� F��. 6, ��� T����w�ll c���b�� 
����� �����l�� ����, f�ll�w��� ������l����� �f ��c��RNA-200b, 
gefitinib exhibited a markedly increased migration inhibition 
on A549 cells, which was manifested by a significantly reduced 
���b�� �f c�ll� �������� ��� l�w�� ���f�c� �f ��� ��l�c��b����� 
���b�����. T�� ��c��RNA NC ��� ��� �ff�c� ��� ��������� 
inhibition ability of gefitinib.

Upregulating microRNA‑200b affected the expression of 
IGF‑1R and phosphorylation of AKT. RT-qPCR ���l���� 
�����l�� ����, f�ll�w��� ��� ������l����� �f ��� ��c��RNA-200b 
l���l �f A549 c�ll�, ��� IGF-1R �RNA l���l �� ��� c�ll� w�� 
significantly reduced (P=0.012), but the mRNA levels of AKT 
��� ERK w��� ��� c������ (F��. 7). T�� w������ bl�� ���l���� 
����l�� w��� ����l�� �� ����� �f RT-qPCR. T�� IGF-1R ������� 
l���l w�� ����c��, ��� AKT ��� ERK ������� l���l� w��� 
��� c������, b�� ��� l���l� �f ���������l���� AKT ��� ERK 
w��� ����c�� (F��. 8). T�� ��c��RNA NC ���w�� �� �ff�c� �� 
IGF-1R �x�������� ��� AKT �� ERK ���������l����� �� A549 
c�ll�.

Discussion

T�� ��������� ��� ����������� �f NSCLC ����l��� �����l 
�������c���� �b�����l��� �f � ������� �f ���w�� f�c����. S������ 

F����� 2. Ex�������� l���l �f ��c��RNA-200b �������� �� �������. *P<0.05 
compared with CR+PR patients. CR, complete response; PR, partial response; 
SD, ���bl� �������; PD, ����������� �������.

F����� 1. Ex�������� l���l �f ��c��RNA-200b �������� �� �l���� (A) ����� 
to and (B) subsequent to gefitinib therapy. *P<0.05 compared with CR+PR 
��������. CR, c���l��� ��������; PR, ������l ��������; SD, ���bl� �������; 
PD, ����������� �������.

T�bl� II. P����� ��q���c�� �f IGF-1R, AKT ��� ERK.

G��� F��w��� ������ R������ ������

IGF-1R 5'-CGGCATGGCATACCTCAAC-3' 5'-CGTCATACCAAAATCTCCGA-3'
AKT 5'-GCGACGTGGCTATTGTGA-3' 5'-CAGTCTGGATGGCGGTTG-3'
ERK 5'-CGCTACACGCAGTTGCCAGTACA-3' 5'-AAGCGCAGCAGGATCTGGA-3'
GAPDH 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'

IGF-1R, ����l��-l�k� ���w�� f�c��� ��c����� 1; AKT, ������� k����� B; ERK, �x���c�ll�l�� �����l-��l���� k�����; GAPDH, �l�c���l������ 
3-��������� �������������.
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have confirmed that the growth of NSCLC is associated with 
EGF, vascular endothelial growth factor, fibroblast growth 
f�c��� ��� IGF (18-20). T����f���, ��l�c�l�� �������� ����� c�� 
�������� ��� ���w�� �f NSCLC b� ����b����� �� �c�������� ��� 
��c������ �� ����c����� ����w��� �f ��� �f������������ ���w�� 
factors. EGFR is the specific EGF receptor, and studies have 

���w� ���� �����x�������� �f EGFR �x���� �� ���� ���� ��lf 
�f NSCLC �������� (18,21). EGFR ��� �������� k����� �c������, 
��� ��b��q���� �� b������ w��� ��� l����� �� c�� c���� ����-
�����l����� �f ��w������� �������� ��� �c������ ��w������� 
�����l��� ����w���, ��cl����� ��� �������-�c������� ������� 
k����� (MAPK) ��� ���������������� 3-k����� (PI3K)/AKT 

F����� 8. L���l� �f IGF-1R �������, AKT ���������l����� ��� ERK 
���������l����� �������� �� A549 c�ll� f�ll�w��� �����f�c����. IGF-1R, 
����l��-l�k� ���w�� f�c��� 1 ��c�����; AKT, ������� k����� B; ERK, �x���c�l-
l�l�� �����l-��l���� k�����; �-, ���������l����.

F����� 6. T����f�c���� w��� ��c��RNA-200b ����c ��c������ ��� ��������� 
inhibition effect of gefitinib on A549 cells.

Figure 7. IGF‑1R, AKT, and ERK mRNA levels identified in A549 cells 
f�ll�w��� �����f�c����. IGF-1R, ����l��-l�k� ���w�� f�c��� 1 ��c�����; AKT, 
������� k����� B; ERK, �x���c�ll�l�� �����l-��l���� k�����.

F����� 4. T����f�c���� w��� ��c��RNA-200b ����c ��c������ ��f�-
����b-����c�� ��������� �� A549 c�ll�. PI, ��������� ������.

F����� 3. T����f�c���� w��� ��c��RNA-200b ����c ��c������ ��f�-
����b-����c�� ���l�f������� ����b����� �� A549 c�ll�.

F����� 5. T����f�c���� w��� ��c��RNA-200b ����c ��c������ ��f�-
����b-����c�� c�ll c�cl� ������ �� A549 c�ll�. B��U, b�������x��������; 
7AAD, 7-�����-�c������c�� D.
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����w��� (22,23). T���� ����w��� ����l��� ������������� ��� 
����� c�ll ����������, ��cl����� c�����l ���� c�ll ���l�f������� 
��� ���������. S������ ���� ���w� ���� ��������� �c�������� 
�f ��� MAPK ��� PI3K/AKT ����w��� c�� ������� ����� 
c�ll ��������, ����b�� c�ll ��������� ��� ������� ��������-
���� (24,25). T���, EGFR �� � c��c��l ��������� ������ �� 
NSCLC. T�� ���l�c����� �f EGFR-TKI ����� c�� bl�ck 
��� �c�������� �f EGFR ��w������� ����w���, f�� �x���l�, 
����b����� ��� MAPK ��� PI3K/AKT ����w��, �� �l�� ��� 
��l� �f ����b����� ����� c�ll� (26). Gefitinib is one of the first 
���������� EGFR-TKI�, w��c� c�� �ff�c����l� ������� ��� 
���������� �f NSCLC b� ����b����� EGFR �������������-
l����� ��� ��w������� �����l���. H�w����, ��� ��������c� �� 
gefitinib limits its development and the majority of patients 
����l�� ��������c� w����� � ���� (12-16,18-27). T����f���, �� 
�� ��c������ �� ���l���� ��� �����c� ��� ����������� �f �������� 
to gefitinib. Previous studies showed that microRNAs could 
regulate the response to gefitinib. Zhong et al (28) f���� ���� 
l��-7�, ���-��R-126 ��� ���-��R-145 ��� �����c� c�����x-
icity induced by gefitinib in NSCLC. Another study showed 
that miR‑34a rescues hepatocyte growth factor‑induced gefi-
����b ��������c� �� EGFR ������ NSCLC c�ll� (29).

T�� ������� ����� �����l�� ���� ��� ��c��RNA-200b 
l���l� w��� l�w�� �� ����� �������� ���� �x������c�� � ���� 
c������� �ff�c� �f ��f�����b. T��� ����c���� ���� ����c���� 
��� ��c��RNA-200b l���l ��� ��fl�c� ��� ����������� �f 
NSCLC �������� �� ��f�����b. F����������, ��� c������ 
in vitro ������� ���w�� ���� ������l����� ��� �x�������� 
�f ��c��RNA-200b c��l� ��c����� ��� ����������� �f A549 
c�ll� �� ��f�����b. T���� ����l�� ������� ���� ��� ����b�-
tory effect of gefitinib was associated with the expression 
�f ��c��RNA-200b. P������� ������� ���� �������� ��� 
����c������ b��w��� ��c��RNA-200b ��� c����������� 
��������c� ��� ��� ����l��� ��c������. F�� �x���l�, �� � 
��c���x�l-��������� ����� l��� �����c��c����� c�ll l���, 
microRNA‑200b was identified as the most downregulated 
��c��RNA. A��������ll�, � ��c������ ��c��RNA-200b l���l 
w�� ����c��� �� l��� �����c��c����� �������� ������� w��� 
��c���x�l-b���� c����������� ��� w�� ����c����� w��� 
��c������ ����������� �� ��c���x�l (14). T�� ��c������ �f 
��c��RNA-200b-����c�� c����������� ��������c� �� c���l�-
c����. G�����ll�, ��� ����c������ b��w��� ��c��RNA-200b 
�������l����� ��� c��c�� c������������c� c�� b� �x�l����� 
������� ��� ����c�� �f ������l��l-�����c����l ����������, 
c��c�� ���� c�ll ���������c�, ������������, ��������� ��� 
c�ll c�cl� ������b����� (14,30). H�w����, ��� ������� ����� 
focused on the IGF‑1R pathway specifically.

IGF-1R �� � ��������b���� �������� ������� ��c����� 
w��� �������� k����� �c������, w��� b������ w��� � l�����, �� 
c�� �c������ ��� ��w������� EGFR ����w��� ����������� �f 
EGFR, such as the PI3K‑AKT pathway, to reduce the efficacy 
�f EGFR-TKI ����� ��� ���� c���� ���� ��������c� (24,31). 
T����f���, �� ����� ��� �c�������� �f ����w��� ��w������� �f 
��� EGFR ����w��, ��c� �� ��� MAPK ��� PI3K/AKT ����-
ways, it is particularly important to maintain the efficacy of 
gefitinib. In the present study, it was shown that upregulating the 
�x�������� �f ��c��RNA-200b c��l� ����c� IGF-1R �� ��� c�ll� 
��� ����b�� ���������l����� �f ERK ��� AKT. T����f���, �� �� 
c��������� ���� ��c��RNA-200b ��� ��c����� ��� ����b����� 
effect of gefitinib on NSCLC cells by inhibiting the expression 

�f IGF-1R ��� ����c��� ��� �c�������� �f MAPK ��� PI3K/AKT 
����w��� c����� b� IGF-1R.

The majority of previous studies reported that the target 
����� �f ��� ��c��RNA-200 f���l� �� ������ ��� ��� z��c 
finger E‑box binding homeobox 1 and 2 with transcriptional 
����l����� f��c���� (32). T��� ����� �����l�� ���� ��� ��c������ 
l���l �f ��c��RNA-200b c��l� ����c� ��� �x�������� �f IGF-1R, 
b�� �� c��l� ��� ������f� ���� IGF-1R �� ��� ����c� ������ ���� 
�f ��c��RNA-200b. I� f�c�, ��� �����c���� �f b����f������c� 
tools does not confirm that IGF‑1R is the direct target gene of 
��c��RNA-200b. T����f���, ��� ����w�� f�� IGF-1R �x�������� 
�ff�c��� b� ��c��RNA-200b ������� �� b� f������ �������.

I� c��cl�����, l�w �x�������� �f ��c��RNA-200b �x���� �� 
gefitinib‑insensitive patients with NSCLC. Detecting the level 
of microRNA‑200b may be useful to evaluate the effect of gefi-
����b �� NSCLC ��������. T�� ��c������ ��c��RNA-200b l���l 
c�� ����b�� ��� �c�������� �f MAPK ��� PI3K/AKT ����w��� 
c����� b� IGF-1R, w��c� ���� ����������� �f ��� ����b����� 
effect of gefitinib.
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