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过表达miR-497靶向细胞周期蛋白E1抑制肺癌A549细胞的上皮间质转化
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[摘 要] 目的：探讨过表达 miR-497 靶向细胞周期蛋白 E1（cyclin E1，CCNE1）对肺癌 A549 细胞上皮间质转化（epithelial-

mesenchymal transition，EMT）的影响。方法：常规培养人肺癌A549细胞，细胞实验分为正常组（不加干预）、对照组（转染miR-

497 mimics-NC）、实验组（转染miR-497 mimics）。采用Transwell小室实验、免疫荧光染色、qPCR、Western blotting法分别检测各

组细胞迁移和侵袭能力、蛋白间质标志物α-SMA和上皮标志物E-cadherin的表达、miR-497和CCNE1的表达水平，荧光素酶基因

基因报告实验验证miR-497和CCNE1的靶向关系。结果：与对照组和正常组相比，实验组A549细胞迁移和侵袭的数量明显

减少（均P<0.05），细胞的间质标志物α-SMA的绿色荧光强度明显减弱[（36.95±5.81）vs（98.69±2.36）、（97.94±2.63），均P<0.05]，

上皮标志物E-cadherin的绿色荧光强度明显增强 [（388.41±10.93）vs（100.95±6.37）、（102.55±3.18），均P<0.05]，miR-497 的表

达明显升高（均P<0.05），CCNE1的表达均明显下降（均P<0.05）。miR-497能够靶向调控CCNE1的表达。结论：在肺癌A549细

胞中miR-497能够靶向调控CCNE1的表达，上调miR-497的表达后能明显抑制A549细胞迁移和侵袭能力，影响EMT相关蛋白

的表达。
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miR-497 over-expression inhibits epithelial-mesenchymal transition in lung cancer
A549 cells by targeting cyclin E1
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Haikou People's Hospital, Haikou 570000, Hainan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of overexpressed miR-497 targeting cyclin E1 (CCNE1) on epithelial-mesenchymal

transition (EMT) in lung cancer A549 cells. Methods：：Human lung cancer A549 cells were routinely cultured, and the experimental

cells were divided into normal group (without any intervention), control group (transfected with miR-497 mimics-NC), and experiment

group (transfected with miR-497 mimics). Transwell chamber experiment, immunofluorescence staining, qPCR, Western blotting were

used to detect cell migration and invasion ability, the expressions of protein interstitial marker α -SMA and epithelial marker

E-cadherin, and the expressions of miR-497 and CCNE1 in each group of cells, respectively. Dual luciferase reporter gene assay was

used to verify the relationship between miR-497 and CCNE1. Results: Compared with the normal group, the number of migrated and

invaded cells in the experiment group decreased significantly (all P<0.05), the green fluorescence intensity of the interstitial marker

α-SMA of the experimental group cells was significantly weakened [(36.95±5.81) vs (98.69±2.36), (97.94±2.63), all P<0.05], while the

green fluorescence intensity of the epithelium marker E-cadherin was significantly enhanced [(388.41±10.93) vs (100.95±6.37),

(102.55±3.18), all P<0.05]; in addition, the expression of miR-497 in the cells of the experiment group was significantly increased

(all P<0.05), while theexpression of CCNE1 was significantly decreased (all P<0.05). miR-497 could targetedly regulate the expression

of CCNE1. Conclusion: In lung cancer A549 cells, miR-497 can targetedly regulate CCNE1 expression. Up-regulating the expression

of miR-497 can significantly inhibit the migration and invasion ability of A549 cells and affect the expression of EMT related protein.
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肺癌是临床上常见的呼吸系统恶性肿瘤，近年

来其发病率和病死率逐年上升。由于适宜手术的肺

癌患者比例较低，化疗仍是控制症状的主要治疗手

段。但是由于化疗具有肝肾毒性且易发生药物耐

受，以及肿瘤细胞的恶性转移，化疗不能使所有肺癌

患者受益，因此探究肺癌的分子作用机制在临床的

诊断和治疗中具有重大价值[1]。微小RNA（miRNA）
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是一类高度保守的非编码单链RNA分子，表达异常

的miRNA在多种恶性肿瘤中发挥重要作用[2]。近年

来，miR-497因其对多种恶性肿瘤的抑制作用而广受

关注，其可增强MSI/P53信号而抑制结直肠癌细胞的

增殖以及恶性侵袭[3]，但尚少见miR-497在肺癌中的

作 用 的 报 道 。 在 肿 瘤 细 胞 的 上 皮 间 质 转 化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）中，上皮细

胞的骨架重排以及黏附极性的改变直接增强了肿瘤

细胞的迁移与恶性侵袭能力[4]，而细胞周期调控因子

细胞周期蛋白E1（cyclin E1，CCNE1）的表达与肿瘤

EMT关系密切[5]。YANG等[6]研究表明，在乳腺癌细

胞中CCNE1的表达明显升高，并且抑制CCNE1的表

达能明显降低肿瘤细胞的侵袭与迁移，干扰肿瘤细

胞的EMT。LI等[7]研究证实，在人成视网膜细胞瘤中

miR-497能够靶向调控CCNE1的表达抑制癌细胞的

恶性迁移和侵袭。本研究探讨miR-497对肺癌A549

细胞的EMT的影响及其可能的作用机制，希望能为

肺癌的诊断和治疗提供新的线索和靶向位点。

1 材料与方法

1.1 主要材料、试剂和仪器

人肺癌A549细胞购自上海中科院细胞库。上调

表达miR-497 mimics及其阴性对照miR-497 mimics-

NC由上海吉玛技术有限公司设计完成。DMEM培

养基购自TOYOBO公司，TRIzol试剂盒购自TaKaRa

公司，全蛋白抽提试剂盒购自美国 Abcam 公司，

CCNE1抗体、鼠抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单

克隆抗体购自美国 Jackson公司，Transwell小室购自

美国 BD 公司，吖啶橙/溴化乙锭 (acridineor-ange/

ethidium bromide，AO/EB)试剂盒、逆转录试剂盒、

Western blotting（WB）试剂盒均购自美国 Sigma 公

司，双荧光素酶报告基因试剂盒、全蛋白抽提试剂盒均

购自德国QIAGEN公司。苏净Airtech超净工作台购

自北京六一仪器厂，SANYO MCO-15AC细胞培养箱

购自美国强生公司，Nikon Ti-U/Ti-s倒置荧光显微镜

购自日本三菱公司，5810R型高速离心机购自日本岛津

公司，实时荧光定量PCR仪购自美国Corning公司。

1.2 细胞培养以及转染

在含有灭活的10%胎牛血清的DMEM培养基中接

种人肺癌 A549 细胞，置于预先设定好条件（37 ℃、

5%CO2）的生化培养箱中常规培养，当细胞生长密度达

85%后，以0.25%胰蛋白酶消化传代。取对数生长期细

胞进行转染[8]，细胞实验分为正常组（细胞常规培养，不

加干预）、对照组（细胞转染miR-497 mimics-NC，常规

培养）、实验组（细胞转染miR-497 mimics，常规培养）。

1.3 qPCR检测细胞中miR-497和CCNE1 mRNA的

表达水平

调整A549细胞浓度，按 1×104个/孔接种于 24孔

培养板中，分组处理同上，37 ℃、5%CO2 生化培养

箱中继续培养48 h后，常规方法[9]提取总 RNA。按

照逆转录试剂盒说明书操作进行逆转录成 cDNA。按

照SYBR Premix Ex Taq说明书配置 PCR反应体系，

反应条件：75 ℃预变性120 s，随后90 ℃变性 5 min、

60 ℃退火 60 s、72 ℃延伸 30 s，qPCR 仪采集荧光

信号40个循环，以U6作为内参，目的基因的相对表达量

用2-△△CT法计算。每个样本独立重复实验3次。miR-497

上游引物为 5'-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3'，下

游 引 物 为 5'-AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3'；

CCNE1 上游引物为 5'-TGTGGTCAACAGTGTCAG‐

CA-3'，下 游 引 物 为 5'-AGAAGCCTTTGCAA

CCTTCA-3'；U6 上 游 引 物 为 5'-TTCCTTCAGAG‐

CAAACAGCA-3'，下游引物为 5'-GTTGTGCTCAA

ATCCCCATT-3'。

1.4 显微镜下观察转染miR-497 mimics对A549细

胞形态的影响

调整各组细胞浓度，按 1×105个/孔接种于 6孔培

养板中，分组处理同上，1 000×g离心2 min，收集细胞

继续培养 24 h后，倒置相差显微镜下观察各组细胞

的形态变化。

1.5 AO/EB 双染法检测过表达 miR-497 对 A549 细

胞凋亡的影响

收集各组细胞，分别加入100 μl PBS制成单细胞

悬液，加入AO/EB（100 μg/ml）染色液 4 μl，荧光显微

镜下观察细胞并拍照记录，并且每组以3个视野为单

位，每个视野以 200个细胞为计数单位计算凋亡率。

凋亡率=凋亡细胞数/细胞总数×100%。

1.6 Transwell 小室实验检测过表达 miR-497 对

A549细胞迁移和侵袭的影响

侵袭实验先取 40 μl Matrigel胶用不含胎牛血清

的RPMI 1640以1∶8稀释后，水化铺在Transwell小室

的上室底部，细胞分组处理同上，消化各组细胞并用

PBS清洗，用无血清RPMI 1640培养液将细胞稀释至

1×105个/ml，加 200 μl细胞悬液至Transwell上室，加

500 μl含20% FBS的RPMI 1640至Transwell下室，保

证下层完全培养基与Transwell小室间无气泡，将细

胞继续置入培养箱培养 24 h；取出Transwell上室用

预冷的PBS冲洗2次，加500 μl 0.1%结晶紫染液进行

染色，室温避光 15 min，PBS 漂洗后用棉棒擦拭

Transwell小室内部，去除内部细胞，倒置晾干，置于

倒置荧光显微镜下观察拍照并计数。采用 Image-

Pro Plus6.0对图片进行细胞计数。迁移实验中，上室

不铺Matrigel胶，其余步骤与侵袭实验相同。
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1.7 免疫荧光染色观察过表达 miR-497 对 A549 细

胞EMT相关蛋白表达的影响

各组细胞转染后继续培养 24 h，1 000×g离心

2 min，弃掉上清，以 4%多聚甲醛固定细胞，Triton

X-100/PBS 通透 ，常温下封闭 ，加入中 α -SMA、

E-cadherin一抗（1∶100），4 ℃过夜孵育，次日冲洗干

净，加入荧光二抗（1∶500），常温孵育，50%甘油封片，

置共聚焦显微镜下观察结果。

1.8 WB法检测过表达miR-497对A549细胞中CCNE1

表达的影响

各组细胞转染48 h后，提取细胞总蛋白，测定含

量，取 50 μg蛋白上样进行SDS-PAGE，之后转膜、封

闭、孵育。加入CCNE1一抗（1∶100），4 ℃过夜孵育，

次日洗膜后加入二抗（1∶500），PBS冲洗后，加入显色

剂，中性树脂封片后，在凝胶成像仪上观察并拍照，

Image J 8.5软件分析条带的灰度值，并以GAPDH作

为内参蛋白，计算CCNE1的相对表达量 .

1.9 荧光素酶报告基因实验分析miR-497和CCNE1

的靶向关系

在 24 孔板上将萤火虫荧光素酶报告载体

（0.4 mg）和含有海肾荧光素酶（0.1 mg）的pRL-TK对

照载体共转染HEK293细胞，严格按照荧光素酶测定

试剂盒说明书要求操作，室温下培养，转染48 h后制

备细胞裂解物。同时使用双荧光素酶报告基因测定

系统，转染后24 h，检测荧光素酶活性，荧光素酶活性值

即为报告基因活性。

1.10 统计学处理

数据统计采用 SPSS 19.0 软件，作图工具采用

Graphpad5.01，呈正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差

分析，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 转染 miR-497 mimics 对 A549 细胞中 miR-497

和CCNE1表达的影响

qPCR检测结果（图 1）显示，相比于正常组和对

照组，实验组细胞中miR-497的表达明显升高（P<0.05），

CCNE1 mRNA的表达明显下降（P<0.05）；正常组和

对照组中miR-497和CCNE1 mRNA的表达无显著差

异（P>0.05）。

*P<0.05 vs Normal or Control group

图1 转染miR-497 mimics影响A549细胞中miR-497和CCNE1 mRNA的表达

Fig.1 The effect of miR-497 mimics transfection on the mRNA expression of miR-497 and CCNE1 in A549 cells

2.2 miR-497过表达对A549细胞形态的影响

显微镜下观察各组细胞的形态变化如图 2 所

示，正常组细胞生长良好，贴壁形态良好，细胞

数量较多，性状规则，呈现梭形或多边形。对照

组细胞的生长与正常组细胞基本相似。实验组细

胞生长正常，贴壁细胞数量明显减少，部分细胞皱缩

明显，胞体逐渐变圆，遮光性减弱，部分细胞漂浮在

表面。

2.3 miR-497过表达促进A549细胞的凋亡

AO能进入细胞核并与染色体上 DNA 结合，

发出明亮的绿色荧光。EB 仅能透过受损的细

胞膜，进入细胞核并与染色体上 DNA 结合，发出

橘黄色荧光 [10]。AO/EB 双染法结果如图 3 所示，

正常组细胞可见少量细胞出现橘色荧光；对照

组细胞核呈现较为整齐的绿色荧光，未见凋亡；

实验组细胞呈现出团块状的较为明显的橘色荧

光。说明实验组细胞出现大量的凋亡细胞，与

对照组和正常组相比，实验组细胞的凋亡率显著

升 高 [（72.35±6.64）% vs（17.03±3.73）% 、（16.68±

2.27）%，F=25.672、P=0.000]，对照组和正常组间无显

著差异（P>0.05）。

2.4 miR-497过表达抑制A549 细胞的迁移和侵袭

Transwell小室实验结果如图4所示，与对照组和

正常组相比，上调miR-497的表达后，实验组细胞迁

移和侵袭的数量明显减少（均P<0.05）。正常组和对

照组相比，差异无统计学意义(P＞0.05)。
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图2 miR-497过表达对A549细胞形态的影响（×100）

Fig.2 The effect of miR-497 overexpression on the morphology of A549 cells（（×100））

图3 miR-497过表达促进A549细胞的凋亡（×200）

Fig.3 The over-expression of miR-497 promoted the apoptosis of A549 cells（（×200））

*P<0.05 vs Normal or Control group

图4 过表达miR-497抑制A549细胞的迁移和侵袭（×200）

Fig.4 The over-expression of miR-497 inhibited the migration and invasion of A549 cells（（×200））
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2.5 miR-497过表达对 A549 细胞中EMT相关蛋白

的影响

免疫荧光检测各组细胞中 α-SMA、E-cadherin 的

表达结果（图 5）显示，与对照组和正常组相比，上调

miR-497的表达后，实验组细胞的间质标志物α-SMA的

绿色荧光强度明显减弱[（36.95±5.81）vs（98.69±2.36）、

（97.94±2.63），F=88.671 、P=0.000] ，而上皮标志物

E-cadherin的绿色荧光强度明显增强[（388.41±10.93）

vs（100.95±6.37）、（102.55±3.18），F=107.33、P=0.000]；

正常组和对照组相比，差异无统计学意义（P>0.05）。

图5 过表达miR-497对A549细胞中α-SMA、E-cadherin表达的影响（×200）

Fig.5 The effect of miR-497 over-expression on the expression of α-SMA and E-cadherin in A549 cells（（×200））

2.6 miR-497过表达降低A549细胞中CCNE1的表达

WB法检测各组细胞中CCNE1的表达结果（图

6）显示，与正常组相比，实验组细胞中CCNE1的表达

明显下降（P<0.05），正常组和对照组相比，差异无统

计学意义(P>0.05)。

*P<0.05 vs Normal or Control group

图6 过表达miR-497抑制A549细胞中CCNE1的表达

Fig.6 The over-expression of miR-497 inhibited the

expression of CCNE1 in A549 cells

2.7 miR-497能够靶向调控CCNE1的表达

在 生 物 信 息 网（www. microrna. org/microrna/

home.do）上预测到miR-497和CCNE1存在特异性结

合位点（图 7A），即 CCNE1 是 miR-497 的候选靶基

因。进一步的双荧光素酶报告基因实验结果（图7B）

显示，miR-497 明显抑制野生型 CCNE1 的荧光素

酶活性（P<0.05），且突变型CCNE1荧光素酶活性

无明显变化（P>0.05），说明 miR-497 能够靶向调控

CCNE1的表达。

*P<0.05 vs miR-497 mimic-NC group

A: The database (www. microrna. org/microrna/home. do) was

used to predict the interaction between miR-497 and CCNE1; B:

Dual-luciferase reporter gene assay was carried out to verify the

relationship between miR-497 and CCNE1

图7 miR-497能够靶向调控CCNE1的表达

Fig.7 miR-497 targetedly regulated the expression of CCNE1
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由于肺癌的特有的生理特性、肿瘤的易耐药、高

复发率以及高转移率严重影响了治疗效果。研究 [10]

表明，肺癌细胞通过EMT过程获得更多的恶性转移

和侵袭的机会，因此寻找肺癌EMT潜在的分子标志

物，开展肺癌的个性化靶向治疗，对于肺癌的临床诊

断及治疗具有重要意义。

miRNA是一种在真核细胞内广泛存在的小分

子单链RNA，其在肿瘤细胞增殖、分化、侵袭以及凋

亡中发挥了重要的作用[11]。miR-497在近年的有关

肿瘤的靶向治疗的研究中备受关注，其在多种肿瘤

组织和正常组织中表达谱中存在着明显差异[12-14]。

MA等[15]研究表明，miR-497作为抑癌基因，抑制胃癌

细胞的增殖与侵袭；YAN等[16]研究报道miR-497靶向

调控VEGFA的表达来抑制肝癌细胞迁移和血管生

成。但尚少见miR-497在肺癌中的相关研究报道。

CCNE1是由CCNE1基因编码的具有调控蛋白

合成、DNA复制等功能的调控因子。在严谨且有序

的有丝分裂过程中，CCNE1主要促进细胞从G1期向

S期转化，正常情况下CCNE1在细胞周期中循环地

表达、降解，但是在某些因素影响下，CCNE1在细胞

中未及时降解，异常表达的CCNE1可以多种蛋白因

子结合，使有序的有丝分裂发生混乱，导致DNA复制

异常，染色体不稳定性增加，促进细胞的恶性转

变[17-18]。JU等[19]研究表明抑制CCNE1的表达能明显

抑制前列腺癌细胞的增殖和迁移；LIU等[20]研究证实

抑制CCNE1的表达能明显干扰卵巢癌细胞的EMT，

抑制肿瘤细胞侵袭和转移能力。但是尚少见CCNE1

在肺癌EMT中的作用的报道。

癌细胞的迁移和侵袭是肿瘤远处转移的先决条

件，是影响肿瘤患者治疗以及预后的重要因素。而

癌细胞的EMT是肿瘤发生侵袭、浸润、迁移的推动

力，E-cadherin 表达的缺失是 EMT 开始的标志，α -

SMA 表达的升高开启了癌细胞的转移[21-22]。BAI

等[23]研究表明miR-497参与调控大肠癌细胞的EMT，

影响癌细胞的转移与增殖。MEI等[24]研究表明过表

达的CCNE1促进人食管癌细胞的迁移和增殖，影响

肿瘤的EMT过程。本研究发现，过表达miR-497后，

A549细胞的凋亡率明显上升，迁移和侵袭能力明显

减弱，间质标志物α-SMA的表达明显下调，上皮标志

物E-cadherin的表达明显增强，A549细胞的EMT明

显受限。荧光素酶报告基因实验结果表明miR-497

和CCNE1具有靶向调控关系。

综上，在肺癌细胞A549中miR-497能够靶向调

控CCNE1的表达，上调miR-497的表达后能明显抑

制 A549 的迁移和侵袭能力，干扰肿瘤细胞 EMT 进

程。但是如何将miR-497的这种调控作用应用于临

床肺癌的靶向治疗中，还需要更深入的研究。
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