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　 　 【摘要】 　 目的　 微小 RNA( microRNAs,
 

miRNA)参与了多种癌症的发生发展,有研究证明微小 RNA-218-5p
(microRNA-218-5p,

 

miR-218-5p ) 在癌症的发展中发挥着重要作用。 然 而, miR-218-5p 影 响 肺 腺 癌 ( lung
 

adenocarcinoma,
 

LUAD)发展的具体机制尚未明确。 方法　 通过癌症基因组图谱( the
 

cancer
 

genome
 

atlas,
 

TCGA)
数据分析肺腺癌组织中 miR-218-5p 的表达情况,实时荧光定量 PCR(quantitative

 

real
 

time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

qRT-PCR)检测 miR-218-5p 和 EGLN3 在人肺正常细胞系和人肺腺癌细胞系中的表达。 蛋白质印迹法( Western
 

blot)检测 miR-218-5p 对 AKT / mTOR 信号通路关键蛋白表达的影响以及细胞中 EGLN3 的蛋白表达。 使用生物信

息学方法预测并通过荧光素酶报告基因检测证实 miR-218-5p 与 EGLN3 的靶向关系。 细胞活力和细胞毒性检测

(cell
 

counting
 

kit-8,
 

CCK-8)、细胞克隆形成、细胞划痕、Transwell 实验检测 miR-218-5p 与 EGLN3 对肺腺癌细胞功

能的影响。 结果　 miR-218-5p 在肺腺癌中低表达,过表达 miR-218-5p 可抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移与侵袭,并抑

制 AKT / mTOR 信号通路的激活。 miR-218-5p 的下游靶基因 EGLN3 在肺腺癌中高表达。 过表达 EGLN3 减弱了

miR-218-5p 过表达对肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用。 结论　 miR-218-5p 靶向下调 EGLN3 抑制肺腺癌

细胞的增殖、迁移与侵袭,这些结果为肺腺癌的新治疗方法和检测手段的开发提供了新的参考依据。
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 MicroRNAs
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

many
 

cancers,
 

and
 

microRNA-218-5p
 

(miR-218-5p)
 

has
 

been
 

proven
 

to
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

cancer
 

development.
 

However,
 

the
 

specific
 

mechanism
 

of
 

miR-218-5p’s
 

effect
 

on
 

the
 

development
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

(LUAD)
 

has
 

not
 

been
 

clarified.
 

Methods
 

The
 

expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

LUAD
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

in
 

TCGA
 

data,
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

in
 

human
 

lung
 

normal
 

and
 

human
 

LUAD
 

cell
 

lines
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

key
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

and
 

EGLN3
 

in
 

tumor
 

cells.
 

The
 

microRNA-target
 

relationship
 

between
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

was
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

method
  

and
 

confirmed
 

by
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

detection.
 

The
 

roles
 

of
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

in
 

LUAD
 

were
 

measured
 

by
 

CCK-8,
 

colony
 

formation,
 

scratch
 



healing,
 

and
 

Transwell
 

assays.
 

Results 　 miR-218-5p
 

was
 

underexpressed
 

in
 

LUAD.
 

Overexpression
 

of
 

miR-218-5p
 

inhibited
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

LUAD
 

cells
 

and
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway.
 

EGLN3
 

was
 

the
 

downstream
 

target
 

gene
 

of
 

miR-218-5p,
 

which
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

LUAD.
 

Overexpression
 

of
 

EGLN3
 

weakened
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

miR-218-5p
 

on
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

by
 

LUAD
 

cells.
 

Conclusions
 

miR-
218-5p

 

inhibited
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

in
 

LUAD
 

cells
 

by
 

negatively
 

affecting
 

EGLN3
 

expression.
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　 　 在世界范围内,肺癌( lung
 

cancer)是致死率最

高的实体瘤之一,其中大约 95%的肺癌病例可以被

分为非小细胞肺癌( non-small-cell
 

lung
 

carcinoma,
 

NSCLC) 和 小 细 胞 肺 癌 ( small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

SCLC) [1] 。 NSCLC 又进一步分为鳞状细胞癌、腺癌

和大细胞癌三种类型[2] ,其中肺腺癌是最常见的类

型,大约占肺癌的 40%[2] 。 对早期肺腺癌患者来

说,手术配合放化疗能显著提高患者的 5 年存活率

(依据临床 stage 分期,IA 期、IB 期、IIA 阶段和 IIB
阶段患者的 5 年生存率分别为 83%、68%、60%、
53%) [3] 。 但是晚期肺腺癌患者几乎很难以同种手

段治疗,其 5 年生存率大约仅 10%[4] ,因此近年来

肺癌的免疫治疗、靶向治疗等手段成为研究热点。
目前研究的重中之重在于找到安全高效的治疗方

法,研究肺癌的发生和发展机制,以提供合适的治

疗靶标。
微小 RNA(microRNAs,

 

miRNAs)是一种短的非

编码单链 RNA 分子,长度约为 22 个核苷酸序列,
miRNAs 通过与转录本中的互补位点结合来调节靶

基因的表达,从而导致翻译抑制或转录降解[5] 。 大

量研究证明 miRNA 参与了细胞的增殖、发育、凋亡、
代谢和形态发生,并且与多种癌症的发生相关[6] 。
例如,miR-216b 被证实通过沉默 KRAS 抑制胰腺癌

细胞进展和促进胰腺癌细胞凋亡[7] ;miR-518 通过

靶向 MDM2 基因促进胃癌细胞凋亡和抑制胃癌细

胞发展[8] ;miR-451a 通过靶向 ATF2 抑制非小细胞

肺癌的细胞迁移和侵袭[9] 。 miR-218-5p 作为一种

抑制肿瘤恶性进展的 miRNA,在多种肿瘤中低表

达,miR-218-5p 在前列腺癌组织中低表达并且能够

通过同时靶向 TRAF1、TRAF2 和 TRAF5 削弱前列

腺癌细胞的侵袭和融合能力[10] ;miR-218-5p 通过靶

向结合 Cx43 参与乳腺癌细胞的细胞增殖和迁移过

程[11] ;miR-218-5p 可以抑制胶质瘤的发病机制和发

展,降低细胞的增殖和侵袭能力以及阻碍 EMT
( epithelial-mesenchymal

 

transition,
 

EMT ) [12] ; miR-
218-5p 抑制人类视网膜母细胞瘤 ( retinoblastoma,

 

RB)细胞的生存能力,以及抑制 AKT / mTOR 信号通

路[13] ;miR-218-5p 在 LUAD 组织中低表达并且可能

通过雌激素信号通路影响 LUAD 进程[14] 。 我们还

发现 miR-218-5p 通过调控 EGFR 在非小细胞肺癌

中发挥抑制肺癌细胞增殖和迁移的作用[15] 。 在非

小细胞肺癌中 miR-218-5p 是一种潜在的肿瘤抑制

因子[16] ,但 miR-218-5p 影响 LUAD 进展的确切分

子机制仍然需要进一步的研究。
在本研究中我们发现 miR-218-5p 在肺腺癌组

织和细胞中低表达。 结合前人在其他癌种的研究,
我们推测 miR-218-5p 可能在肺腺癌的发生发展中

也发挥着重要的抑癌作用,并且很有可能与 AKT /
mTOR 信号通路相关。 随后,我们进一步筛选了

miR-218-5p 下游靶基因并通过体外实验验证了

miR-218-5p 对其靶基因的调控机制。 本研究为寻

找肺腺癌的靶向诊断和治疗的新方法提供一定的

依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 研究所用的人肺上皮细胞系 BEAS-2B 细胞

( BNCC254518 ) 和 人 肺 腺 癌 细 胞 A549 细 胞

(BNCC290808)、A-427 细胞( BNCC263315)、Calu-3
细胞(BNCC294106)、PC-9(BNCC341852)均购自北

纳生物(中国)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 10% 胎牛血清( 16140089,美国 Gibco 公司);
1%的青霉素 / 链霉素(15140163,美国 Gibco 公司);
BEGM ( CC-3170, 瑞 士 Lonza 公 司 ); F-12K
(11765054,美国 Gibco 公司);EMEM(30-2003,美国

Model
 

Culture
 

Institute 公 司 ); RPMI-1640
(11875093,美国 Gibco 公司);TRIzol(15596026,美
国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司); MiRNA 逆转录

PCR 试剂盒(RR047A,中国宝日医生物技术公司);
SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix 试剂盒(RR820A,中国

宝日医生物技术公司);CCK-8 试剂(C0038,中国生

物技术有限公司); 基质胶 ( 356234, 美国 Becton
 

Dickinson 公司);RIPA 缓冲液(89900,美国 Thermo
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Fisher
 

Scientific 公 司 ); BCA 蛋 白 检 测 试 剂 盒

(23225,美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司);超敏化

学发光试剂( WB7106,美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司);海肾荧光素酶表达载体 pRL-TK(VT1568,中
国友宝生物公司);Lipofectamine

 

2000(11668019,美
国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司);双荧光素酶检测

试剂盒(HY-K1013,美国 MCE 公司);EGLN3、AKT、
P-AKT、MTOR、P-mTOR、GAPDH 及羊抗兔 IgG 均购

于 英 国 Abcam 公 司, 货 号 ab184714、 ab8805、
ab81283、 ab134903、 ab109268、 ab9485、 ab6721。 恒

温培养箱、Nanodrop
 

2000 分光光度计、ABI
 

7500
 

实

时 PCR 仪, 酶 标 仪 均 购 自 美 国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司;显微镜购自日本 Olympus 公司;化学

发光仪购自美国 General
 

Electric 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 人肺上皮细胞系 BEAS-2B 细胞在添加了 10%
胎牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素的 BEGM 中培养;
A549 细胞在添加了 10%胎牛血清和 1%青霉素 / 链
霉素的 F-12K 中培养,A-427 细胞系和 Calu-3 细胞

系在添加了 10%胎牛血清和 1%青霉素 / 链霉素的

EMEM 中培养;PC-9 细胞系在添加了 10%胎牛血清

和 1%青霉素 / 链霉素的 RPMI-1640 中培养,细胞均

在 37℃ ,5%
 

CO2 的恒温培养箱中培养。
1. 3. 2　 生信分析

　 　 从 TCGA 数据库下载 TCGA-LUAD 的 miRNA
成熟体(癌旁样本 46 个,癌变样本 521 个)和 mRNA
(癌旁样本 59 个,癌变样本 535 个)的表达量数据,
从 GEO 数据库下载 LUAD 的 miRNA(数据集编号:
GSE36681,癌旁样本 103 个,癌变样本 103 个)的表

达量数据。 科研人员基于下载数据对 miR-218-5p
进行表达量分析。 利用 EdgeR 对 mRNA 进行差异

分析(􀰙 logFC 􀰙>3. 0,padj<0. 01)获得异常表达基

因 ( differentially
 

expressed
 

genes,
 

DEGs )。 利 用

TargetScan、starBase、miRDIP 和 miRDB 数据库对目

标 miR-218-5p 进行靶向预测并与上调 DEGs 取交

集。 将得到的候选基因与 miR-218-5p 进行 Pearson
相关性分析,选取负相关性最高的 mRNA 作为研究

对象。 同时,对靶标 mRNA 进行预后分析。
1. 3. 3　 RNA 提取和实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)
　 　 使用 TRIzol 试剂从培养的细胞中提取总 RNA。
使用 Nanodrop

 

2000 分光光度计对总 RNA 进行质量

评估和定量。 使用 miRNA 逆转录 PCR 试剂盒和

mRNA 逆转录 PCR 试剂盒分别合成 DNA。 使用

SYBR-Green
 

PCR
 

Master
 

Mix 试剂盒分析不同基因

的相对表达。 qRT-PCR 反应使用 ABI
 

7500
 

Real-
time

 

PCR 系统。 miRNA 以 U6 作为内 参 基 因,
mRNA 以 GAPDH 作为内参基因,结果使用 2-ΔΔCt 值

进行归一化处理。 引物序列如下表 1 所示。
1. 3. 4　 CCK-8 分析

　 　 将制备好的肺腺癌单细胞悬液接种到 96 孔板

中,每个孔接种 2000 个细胞,培养液体积 100 μL。
放置在培养箱中培养,分别在培养 0、24、48、72、96

 

h
时加入 10 μL 的 CCK-8 溶液并在 37℃和 5%

 

CO2 的

培养箱中孵育 2
 

h,使用酶标仪在 450
 

nm 波长下分

别检测各时间点的吸光度。

表 1　 qRT-PCR 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
 

of
 

qRT-PCR

基因 Genes 引物序列(5’→
 

3’)Primer
 

sequence
 

(5’→3’)

miR-218-5p F:CGCAGTTGTGCTTGATCT
R:TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACATGGT

U6 F:CTCGCTTCGGCAGCACA
R:AACGCTTCACGAATTTGCGT

EGLN3 F:TCAAGGAGAGGTCTAAGGCAA
 

R:ATGCAGGTGATGCAGCGA

GAPDH F:CCCCTTCATTGACCTCAACTACAT
R:CGCTCCTGGAAGATGGTGA

1. 3. 5　 细胞克隆

　 　 转染后将细胞(每毫升 500 个)接种到 12 孔板

中。 培养 10 ~ 14
 

d 后, 使用 4% 多聚甲醛固定

15 min,结晶紫染色 15 min,显微镜下观察。 统计每

个孔的细胞数量,进一步统计分析。
1. 3. 6　 划痕愈合实验

　 　 将制备好的肺腺癌单细胞悬液接种到 6 孔板中,
每孔接种细胞悬液 2 mL(每毫升 5×105 个)。 细胞生

长到铺满孔底后,用 200 μL 的枪头划出一条经过孔

底中心的直线痕迹,用 PBS 洗去刮擦下来的细胞,拍
照并记录划痕的宽度(μm),弃掉 PBS 并加入不含

FBS 的基础培养基,然后将 6 孔板放置在细胞培养箱

中 24
 

h。 弃掉培养基加入 PBS 清洗。 然后拍照记录

24
 

h 的划痕宽度(μm)。 统计 0
 

h 和 24
 

h 的划痕宽度

并计算划痕愈合率。 计算公式:划痕愈合率(%)= (0
 

h 划痕宽度-24
 

h 划痕宽度) / 0
 

h 划痕宽度。
1. 3. 7　 Transwell 侵袭实验

　 　 将胰蛋白酶消化下来的细胞经过 PBS 洗涤后,
用无血清培养基重悬。 在底部涂有基质胶的小室

中接种 1×104 个细胞,含有 10%
 

FBS 的培养基添加

到下室中。 24
 

h 后,用棉签轻轻将未侵袭的细胞从
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小室底膜的上表面去除,PBS 洗去残留的培养基后

用 0. 5%结晶紫染色,PBS 洗涤。 在显微镜下随机

选取 5 个视野观察并拍照,计数穿膜细胞数。
1. 3. 8　 蛋白免疫印迹

　 　 向 RIPA 缓冲液中加入蛋白酶抑制剂,进而裂

解肺腺癌细胞。 使用 BCA 蛋白检测试剂盒测定蛋

白浓度。 将等量的蛋白用 10%
 

SDS-PAGE 分离,蛋
白质电泳后转移到 PVDF 膜上;5%脱脂奶粉室温封

闭 1
 

h;在 4℃ 条件下兔抗 EGLN3(1 ∶ 2000)、AKT
(1 ∶ 500)、p-AKT ( 1 ∶ 5000)、 mTOR ( 1 ∶ 10000)、
p-mTOR(1 ∶ 1000)和 GAPDH(1 ∶ 2500)孵育过夜;
TBST 缓冲液洗膜 3 次,每次 5 min;加入加辣根过氧

化酶标记的二抗 IgG
 

H&L(1 ∶ 2000)室温孵育 1
 

h;
TBST 缓冲液洗膜 3 次,每次 5 min,在 PVDF 膜表面

添加超敏化学发光试剂并在化学发光仪扫描显影。

注:A:miR-218-5p 在 TCGA 数据库癌旁组织和癌变组织中的表达情况,蓝色代表癌旁组织,红色代表癌变组织;B:miR-218-5p 在 GEO 数据

库癌旁组织和癌变组织中的表达情况,蓝色代表癌旁组织,红色代表癌变组织;C:qRT-PCR 检测人肺上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞 A-

427、A549、Calu-3、PC-9 中 miR-218-5p 表达水平。 与 BEAS-2B 组相比,
 ∗P<0. 05;与正常组相比,

 ∗∗∗∗∗P<0. 001. 　

图 1　 肺腺癌中 miR-218-5p 显著低表达

Note.
 

A,
 

Expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

adjacent
 

and
 

cancerous
 

tissues
 

in
 

TCGA
 

database,
 

blue
 

represented
 

adjacent
 

tissues,
 

and
 

red
 

represented
 

cancerous
 

tissues.
 

B,
 

Expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

adjacent
 

and
 

cancerous
 

tissues
 

in
 

GEO
 

database,
 

blue
 

represented
 

adjacent
 

tissues,
 

and
 

red
 

represented
 

cancerous
 

tissues.
 

C,
 

Expression
 

levels
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

human
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

and
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells
 

A-427,
 

A549,
 

Calu-3
 

and
 

PC-9
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

Compared
 

with
 

BEAS-2B
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

1　 miR-218-5p
 

was
 

significantly
 

low
 

expression
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma

1. 3. 9　 双荧光素酶检测

　 　 由广州复能基因有限公司合成了含有野生型

(WT) EGLN3-3’-UTR 序列( EGLN3-WT) 和突变型

(MUT) EGLN3-3’-UTR 序列( EGLN3-Mut) 的质粒。
海肾荧光素酶表达载体 pRL-TK 作为内参。 将构建

的质粒分别与 miR-218-5p
 

mimic 或 mimic
 

NC 共同

转染到 PC-9 细胞中, 转染试剂为 Lipofectamine
 

2000。 转染 36
 

h 后,使用双荧光素酶检测试剂盒在

化学发光仪上进行荧光素酶活性检测。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 分析所有数据,并将

每个实验重复 3 次。 结果以平均数±标准差( 􀭰x±s)

的形式表示,两组间的方差显著性采用 t 检验,多组

间的方差显著性采用单因素方差分析。 P<0. 05 表

示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 miR-218-5p 在肺腺癌中显著低表达
 

　 　 从 TCGA 数据库和 GEO 数据库(GSE36681)下

载 LUAD 的 miRNA 成熟体,基于下载数据对 miR-
218-5p 进行表达量的分析,结果显示 miR-218-5p 在

肺腺癌组织中显著低表达(图 1A、图 1B)。 随后我

们研究了 miR-218-5p 在正常人肺上皮细胞系和肺

腺癌细胞系中的表达情况,结果显示相比于正常人

肺上皮细胞系,肺腺癌细胞系中的 miR-218-5p 的表

达明显下降 (P < 0. 05) ( 图 1C)。 这些结果表明

miR-218-5p 在肺腺癌中低表达,同时在后续实验中

我们将选择 miR-218-5p 表达相对较低的 PC-9 细胞

系进行体外细胞实验的验证。
2. 2　 过表达 miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的增殖、
迁移、侵袭

　 　 前面已经证实了 miR-218-5p 在肺腺癌中低表

达,随后为了进一步验证 miR-218-5p 对肺腺癌细胞

功能的影响,我们设计了一系列细胞功能实验。 首

先在肺腺癌 PC-9 细胞中分别转染 mimic
 

NC 和
 

miR-218-5p
 

mimic,并用 qRT-PCR 检测转染效率,结
果显示相比于 mimic

 

NC 组,miR-218-5p
 

mimic 组细

胞 miR-218-5p 表达明显上升(P<0. 05)(图 2A),这
说明 miR-218-5p

 

mimic 可用于之后的实验。 使用
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CCK8 实验和细胞克隆形成实验检测细胞的增殖能

力,结果显示过表达 miR-218-5p 后细胞增殖能力被

注:A:qRT-PCR 检测转染后各组肺腺癌细胞中 miR-218-5p 的表达量;B、C:CCK-8 增殖实验和克隆形成实验检测 PC-9 细胞转染 mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic 后增殖能力的变化;D:划痕实验检测 PC-9 细胞转染 mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic 后细胞迁移能力的变化;E:

Transwell 实验检测 PC-9 细胞转染 mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic 后细胞侵袭能力的变化。 与 mimic
 

NC 组相比,∗P<0. 05。

图 2　 过表达 miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭

Note.
 

A,
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

each
 

group
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells
 

after
 

transfection.
 

B / C,
 

CCK-
8

 

proliferation
 

assay
 

and
 

colony
 

formation
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

PC-9
 

cells
 

after
 

transfection
 

with
 

mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic.
 

D,
 

Changes
 

of
 

migration
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

after
 

transfection
 

with
 

mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

assay.
 

E,
 

Changes
 

of
 

invasion
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

after
 

transfection
 

with
 

mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay.
 

Compared
 

with
 

mimic
 

NC
 

group,
  ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Overexpression
 

miR-218-5p
 

inhibited
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells

显著抑制(P<0. 05)(图 2B、图 2C)。 细胞划痕实验

和 Transwell 实验分别检测了过表达 miR-218-5p 对

细胞迁移和侵袭的影响,结果显示过表达 miR-218-
5p 后细胞的迁移和侵袭能力显著减弱(P< 0. 05)
(图 2D、图 2E)。 由此,我们认为 miR-218-5p 在肺

腺癌细胞 PC-9 的增殖和转移过程发挥抑制作用。
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2. 3　 miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的 AKT / mTOR
通路的激活

　 　 已有的研究表明,miR-218-5p 通过调控 AKT /
mTOR 信号通路调控多种疾病发展如肾细胞癌[17] 、
视网膜神经胶质瘤[13] 等。 为了确定在肺腺癌中

miR-218-5p 对 AKT / mTOR 信号通路的影响,我们用

Western
 

blot 检测了 AKT / mTOR 信号通路的关键蛋

白的表达。 结果显示 miR-218-5p
 

mimic 显著降低了

AKT、mTOR 的磷酸化水平,miR-218-5p
 

inhibitor 则

发挥出相反的效果(图 3A、图 3B)。 结果见图 5,
miR-218-5p 抑制肺癌细胞中 AKT / mTOR 信号通路

的激活。

注:A:Western
 

blot 检测 miR-218-5p 对 AKT / mTOR 信号通路相关蛋白(AKT、p-AKT、mTOR 和 p-mTOR)表达的影响;B:柱状图显示蛋白的相对表

达水平,包括 p-AKT / AKT 和 p-mTOR / mTOR。 mimic
 

NC 组与 miR-218-5p
 

mimic 组相比,
 ∗P< 0. 05;inhibitor

 

NC 组与 miR-218-5p
 

inhibitor 组相

比,
 #P<0. 05。

图 3　 miR-218-5p 抑制 AKT / mTOR 信号通路相关蛋白的表达

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

the
 

effects
 

of
 

miR-218-5p
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

( AKT,
 

p-AKT,
 

mTOR
 

and
 

p-mTOR).
 

B,
 

Histogram
 

showed
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

proteins,
 

including
 

p-AKT / AKT
 

and
 

p-mTOR / mTOR.
 

Compared
 

between
 

mimic
 

NC
 

group
 

and
 

miR-218-5p
 

mimic
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

between
 

inhibitor
 

NC
 

group
 

and
 

miR-218-5p
 

inhibitor
 

group,
 #P<0. 05.

 

Figure
 

3　 miR-218-5p
 

suppressed
 

the
 

expression
 

of
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins

2. 4　 EGLN3 在肺腺癌细胞中显著高表达

　 　 为进一步研究 miR-218-5p 的功能机制,我们对

其下游调控基因进行挖掘。 首先利用 EdgeR 对

mRNA 进行差异分析,共获得 1217 个 DEGs,其中包

括 1104 个上调基因,113 个下调基因(图 4A);然后

利用 TargetScan、starBase、miRDIP 和 miRDB 共 4 个

数据库预测 miR-218-5p 的靶基因,获得 ONECUT2、
EGLN3、LHX1、SLCO5A1 和 CASKIN1 共 5 个候选基

因(图 4B);再通过 Pearson 分析,最终选取负相关

性最强的 EGLN3 作为靶标(图 4C、图 4D)。 TCGA
数据库数据显示与癌旁组织相比,EGLN3 在肺腺癌

癌变组织中显著高表达(P<0. 05) (图 4E),且高表

达 EGLN3 的肺腺癌患者总生存期相对较低 ( 图

4F)。 有报道证实 EGLN3 在肾细胞癌[18] 、 胰腺

癌[19]等癌种中上调,能调控肿瘤细胞的多种生物学

功能。 为了探讨 EGLN3 在肺腺癌进展中的潜在作

用,我们首先检测了 EGLN3 在 BEAS-2B 和 PC-9 中

的 mRNA 和蛋白表达情况。 qRT-PCR 和 Western
 

blot 检测结果(图 4G、图 4H)显示,与人肺上皮细胞

系( BEAS-2B) 相比,PC-9 细胞中 EGLN3 的 mRNA
和蛋白表达水平显著上升(P<0. 05)。 这些结果表

明 EGLN3 是 miR-218-5p 的潜在下游靶标,且其在

肺腺癌中高表达。
2. 5　 肺腺癌细胞中 miR-218-5p 靶向结合 EGLN3
　 　 为了明确 miR-218-5p 与 EGLN3 之间的调控关

系,首先我们利用 starBase 数据库中预测 miR-218-
5p 与 EGLN3 的结合位点,结果表明 miR-218-5p 和

EGLN3 之间存在靶向结合位点(图 5A),随后通过

双荧光素酶报告基因检测实验验证 miR-218-5p 和

EGLN3 之间是否存在靶向结合关系。 结果显示,含
有 EGLN3

 

3’UTR 的双荧光素酶报告载体( EGLN3-
WT)和 miR-218-5p

 

mimic 共转染组荧光素酶活性显

著降低(P<0. 05),而突变组的荧光素酶活性则无明

显变化(图 5B)。 接着我们还检测了 PC-9 细胞转染

mimic
 

NC 和 miR-218-5p 后 EGLN3 的 mRNA 和蛋白

表达水平。 结果发现,与对照组相比,过表达 miR-
218-5p 后 EGLN3 的 mRNA 和蛋白表达下降 (P <
0. 05)(图 5C、图 5D)。 因此,我们认为 EGLN3 是

miR-218-5p 的直接靶点, 并受 miR-218-5p 的 负

调控。
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注:A:TCGA-LUAD 的 mRNA 的差异基因火山图;B:利用 TargetScan、miRDB、miDIP 和 starBase 数据库预测 miR-218-5p 的靶基因与差异上调

mRNA 交集;C:miR-218-5p 与 5 个预测基因 Pearson 相关性图;D:miR-218-5p 与 EGLN3
 

基因 Pearson 相关性图;E:EGLN3 在正常组织和癌

症组织中的表达情况,蓝色代表癌旁组织,红色代表癌变组织;F:EGLN3 基因的生存曲线,横坐标表示时间(年),纵坐标表示生存率,红色

曲线表示高表达患者,蓝色曲线表示低表达患者;G:qRT-PCR 检测人肺上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞系 PC-9 中 EGLN3 的 mRNA 表

达情况;H:Western
 

blot 检测人肺上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞系 PC-9 中 EGLN3 蛋白表达情况。 与 BEAS-2B 组相比,∗P<0. 05。
图 4　 肺腺癌细胞中 EGLN3 高表达

Note.
 

A,
 

Volcano
 

map
 

of
 

differential
 

genes
 

of
 

TCGA-LUAD
 

mRNA.
 

B,
 

Using
 

TargetScan,
 

miRDB,
 

miDIP
 

and
 

starBase
 

databases
 

to
 

predict
 

the
 

intersection
 

of
 

miR-218-5p
 

target
 

genes
 

and
 

different
 

upregulated
 

mRNAs.
 

C,
 

Pearson
 

correlation
 

diagram
 

between
 

miR-218-5p
 

and
 

five
 

predicted
 

genes.
 

D,
 

Pearson
 

correlation
 

diagram
 

between
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

gene.
 

E,
 

EGLN3
 

expression
 

in
 

normal
 

and
 

cancer
 

tissues,
 

blue
 

represents
 

adjacent
 

tissues
 

and
 

red
 

represents
 

cancerous
 

tissues.
 

F,
 

Survival
 

curve
 

of
 

EGLN3
 

gene,
 

the
 

abscissa
 

represents
 

time
 

(years),
 

the
 

ordinate
 

represents
 

survival
 

rate,
 

the
 

red
 

curve
 

represents
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

and
 

the
 

blue
 

curve
 

represents
 

patients
 

with
 

low
 

expression.
 

G,
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

mRNA
 

expression
 

of
 

EGLN3
 

in
 

human
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

and
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cell
 

line
 

PC-9.
 

H,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

EGLN3
 

protein
 

expression
 

in
 

human
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

and
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cell
 

line
 

PC-9.
 

Compared
 

with
 

BEAS-2B
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 EGLN3
 

was
 

highly-expressed
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells

注:A:starBase 数据库预测 miR-218-5p 与 EGLN3 的靶向结合位点;B:双荧光素酶实验检测不同转染组 PC-9 细胞的荧光素酶活性;C:qRT-
PCR 检测肺腺癌细胞 PC-9 不同转染组中 EGLN3 的 mRNA 表达水平;D:Western

 

blot 检测肺腺癌细胞 PC-9 不同转染组中 EGLN3 蛋白的表

达情况。 与 mimic
 

NC 组相比,
 ∗P<0. 05。

图 5　 肺腺癌中 miR-218-5p 靶向结合 EGLN3
Note.

 

A,
 

starBase
 

database
 

predicted
 

the
 

targeted
 

binding
 

sites
 

of
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3.
 

B,
 

Double
 

luciferase
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

luciferase
 

activity
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

C,
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

EGLN3
 

in
 

PC-9
 

transfected
 

groups.
 

D,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

EGLN3
 

in
 

PC-9
 

transfected
 

groups.
 

Compared
 

with
 

mimic
 

NC,
 

∗P<0. 05.
 

Figure
 

5　 miR-218-5p
 

targeted
 

binding
 

to
 

EGLN3
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
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2. 6　 miR-218-5p 通过靶向 EGLN3 抑制肺腺癌细

胞增殖、迁移和侵袭

　 　 为了进一步探究 miR-218-5p 靶向 EGLN3 在肺

注:A:qRT-PCR 实验检测不同转染组 PC-9 细胞中 EGLN3
 

mRNA 的表达水平;B:Western
 

blot 实验检测不同转染组 PC-9 细胞中 EGLN3
蛋白的表达;C:CCK-8 实验检测不同转染组 PC-9 细胞的增殖能力;D:细胞克隆形成实验检测不同转染组 PC-9 细胞的克隆形成情况;E:
划痕愈合实验检测不同转染组 PC-9 细胞的迁移能力;F:Transwell 实验检测不同转染组 PC-9 细胞的侵袭能力。 1:mimic-NC+oe-NC;2:
miR-218-5p

 

mimic+oe-NC;3:mimic
 

NC+oe-EGLN3;4:miR-218-5p
 

mimic+oe-EGLN3。 与 miR-218-5p
 

mimic+oe-NC 组相比,
 ∗P< 0. 05;与

mimic
 

NC+oe-NC 组相比,
 #P<0. 05;与 mimic-NC+oe-EGLN3 组相比,

 ￥ P<0. 05。
图 6　 miR-218-5p 通过靶向 EGLN3 抑制肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭

Note.
 

A,
 

qRT-PCR
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

EGLN3
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

PC-9
 

cells
 

of
 

different
 

transfection
 

groups.
 

B,
 

Western
 

blot
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

EGLN3
 

protein
 

in
 

PC-9
 

cells
 

of
 

different
 

transfection
 

groups.
 

C,
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

D,
 

Cell
 

colony
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

clonogenesis
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

E,
 

The
 

migration
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

healing
 

assay.
 

F,
 

Transwell
 

assay
 

detected
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

1,
 

mimic-NC+oe-NC.
 

2,
 

miR-218-5p
 

mimic+oe-NC.
 

3,
 

mimic
 

NC+oe-
EGLN3.

 

4,
   

miR-218-5p
 

mimic + oe-EGLN3.
 

Compared
 

with
 

miR-218-5p
 

mimic + oe-NC
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

mimic
 

NC + oe-NC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

mimic-NC+oe-EGLN3
 

group,
 ￥ P<0. 05

 

.
Figure

 

6　 miR-218-5p
 

inhibited
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells
 

by
 

targeting
 

EGLN3

腺癌发生发展中的作用,我们进行了后续实验。 首

先,在肺腺癌细胞系 PC-9 中分别共转染 mimic
 

NC+
oe-NC、 miR-218-5p

 

mimic + oe-NC、 mimic
 

NC + oe-

EGLN3 和
 

miR-218-5p
 

mimic+oe-EGLN3,并用 qRT-
PCR 和 Western

 

blot 检测 EGLN3 的表达效率。 结果

见图 6,与对照组相比,单独过表达 miR-218-5p 后

EGLN3 的 mRNA 和蛋白表达显著下调,单独过表达

EGLN3 后 EGLN3 的 mRNA 和蛋白表达显著上调(P
<0. 05),同时过表达 miR-218-5p 和 EGLN3 后细胞
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中 EGLN3 的表达水平回复至 mimic
 

NC+oe-NC 组水

平(图 6A、图 6B)。 CCK-8 和细胞克隆形成实验的

结果显示转染 miR-218-5p
 

mimic 的 PC-9 细胞增殖

能力显著下降,
 

转染 oe-EGLN3 的 PC-9 细胞增殖能

力显著增强(P<0. 05),同时过表达 miR-218-5p 和

EGLN3 后癌细胞的增殖能力回复至 mimic
 

NC +oe-
NC 组水平(图 6C、图 6D)。 划痕和侵袭实验结果显

示,与对照组相比 miR-218-5p 过表达组细胞的迁移

与侵袭能力显著降低,EGLN3 过表达组细胞的迁移

与侵袭能力显著升高(P<0. 05),同时过表达 miR-
218-5p 和 EGLN3 后癌细胞的迁移与侵袭能力回复

至 mimic
 

NC+oe-NC 组水平(图 6E、图 6F)。 这些实

验结果说明,miR-218-5p 通过靶向 EGLN3 抑制肺腺

癌细胞的增殖、迁移和侵袭。

3　 讨论

　 　 本研究的目的是探讨 miR-218-5p 在肺腺癌发

展中的具体调控机制。 在本研究中,我们发现 miR-
218-5p 在 LUAD 组织和细胞中表达下调。 细胞学

研究表明,过表达 miR-218-5p 可以抑制 LUAD 细胞

的增殖、迁移和侵袭,并抑制 AKT / mTOR 通路的激

活。 机制研究表明,EGLN3 是 miR-218-5p 的直接靶

点,miR-218-5p 靶向调控 EGLN3 表达抑制 LUAD 细

胞的增殖、迁移和侵袭。
miRNAs 作为一种重要的非编码小 RNA,已被

证实广泛参与多种生物学功能的调控,包括细胞周

期、细胞增殖、细胞凋亡等[20-23] 。 关于 miR-218-5p,
研究显示其在前列腺癌、肝细胞癌等[24] 多个癌种中

表达下调,且能够抑制多种癌症的发生,有作为预

后标志物的潜力。 在本研究中,我们基于 TCGA 数

据库分析发现 miR-218-5p 在肺腺癌组织中显著低

表达,qRT-PCR 验证得到 miR-218-5p 在肺腺癌细胞

系中低表达,这与其在前列腺癌、肝细胞癌等[24] 肿

瘤中的研究结果一致。 细胞功能实验表明过表达

miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移与侵袭能

力。 这与以前在肺癌中的研究结论相似[25] 。
AKT / mTOR 信号通路作为维持细胞基本功能

的主要信号通路之一,已被证明在肿瘤发生和发育

中发挥重要作用,能够促进肿瘤细胞的增殖、侵袭

和迁移[26-27] 。 目前这一途径的组成基因已被广泛

研究,发现在人类癌症中普遍被激活[28] 。 而 miR-
218-5p 已被证明能在多种癌症中如视网膜母细胞

瘤、结肠癌、口腔癌[13,29-30] 等通过影响 AKT / mTOR
信号通路调控细胞活力。 为了阐明 miR-218-5p 抑

制肿瘤进展的机制,我们检测了 AKT / mTOR 信号通

路关键蛋白的表达水平,结果表明过表达 miR-218-
5p 可以抑制 AKT 和 mTOR 的磷酸化,这说明 miR-
218-5p 抑制肺腺癌细胞中 AKT / mTOR 信号通路的

激活。 而我们的研究中,miR-218-5p 对 AKT / mTOR
 

通路的抑制表现,从某种程度上能说明其与肿瘤发

展的相关性,这与前人的研究结果相一致。
miRNAs 可以通过靶向癌基因或抑癌基因来影

响肿瘤的发生发展。 目前已发现 miR-218-5p 具有

多个靶基因,分布在不同的信号通路中[13,31-32] 。 通

过靶基因预测软件 starBase 的分析, 我们发现

EGLN3 可能是 miR-218-5p 的下游靶点。 双荧光素

酶报告基因实验和分子实验结果进一步验证 miR-
218-5p 能够靶向下调 EGLN3 的表达。 EGLN3 也称

PHD3,是脯氨酸羟化酶的一种亚型,与癌症的发展

密切相关。 研究发现 EGLN3 在透明细胞肾细胞癌、
乳腺癌[11,33-34]

 

中高表达,在胰腺癌低表达。 在本研

究中我们发现 EGLN3 在肺腺癌细胞系中高表达,回
复实验进一步证明了过表达 EGLN3 可以减弱过表

达 miR-218-5p 对肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭能力

的影响。
综上所述,我们的结果表明 miR-218-5p 作为肺

腺癌的肿瘤抑制因子,能够抑制 AKT / mTOR 信号通

路激活。 EGLN3 是 miR-218-5p 的下游靶点, miR-
218-5p 靶向下调 EGLN3 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁
移和侵袭。 本研究为 LUAD 的分子靶向治疗提供了

新的理论基础。
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〔收稿日期〕2022-02-21

COVID-19 动物模型的特点

严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2( Severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2) 是

2019 年冠状病毒病(COVID-19)的病原体,新冠疫情的全球大流行是当今世界最大的安全威胁。 在历次传

染病疫情流行时,动物模型研究在阐明发病机制和传播机制、筛选有效疫苗和药物方面做出突出贡献。 在

SARS-CoV 和 MERS-CoV 大流行期间开发的动物模型构建技术被迅速应用于 COVID-19 动物模型的建立中。
目前为止,研究者建立了多物种 COVID-19 的动物模型,包括小鼠、仓鼠、貂和非人灵长类动物等。 感染

性疾病根据病原体的特点和感染方式的不同而产生独特的表现形式。 本文围绕 SARS-CoV-2 的感染途径对

动物模型资源进行了分类,汇总了通过经鼻、定位、模拟传播途径感染构建的动物模型的特点。 根据动物的

解剖结构及生理学特征,为直接模拟新冠肺炎的疾病特征,针对非人灵长类等大动物研究者一般使用气管

感染的方式以制备肺炎模型。 除此之外,为探究 SARS-CoV-2 的传播机制,研究者利用小鼠、水貂、猫、非人

灵长类等动物资源建立了模拟传播方式的动物模型。
综上所述,本文从感染途径方式入手,汇总了目前建立的新冠动物模型特点,并指出虽然目前没有

SARS-CoV-2 感染动物模型能够完全复制严重 COVID-19 的所有关键特征,但人源化 / 基因敲除一体化以及

病毒可持续复制但不诱发严重病理的动物模型的建立和探索,有助于开展对 COVID-19 发病机制的多维分

析,并为新药开发及安全性评价提供支持。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal

 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2022,
8(5)401-409;

 

https: / / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12278)。
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