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摘 要:为了探究 miR-144-3p在肺腺癌(lung adenocarcinoma, LUAD)中的作用机制,本研究基于多个数据库对
miR-144-3p和其下游靶基因在肺腺癌组织中的表达水平进行了预测;通过生物信息学方法和文献调研,确定
了 E2F转录因子 8 (E2F transcription factor 8, E2F8)为 miR-144-3p的下游靶基因, 并通过双荧光素酶实验对
miR-144-3p 和 E2F8 的靶向结合关系进行了验证; 然后 , 通过实时定量聚合酶链反应(real-time quantitative
PCR, qRT-PCR)、免疫印迹分析(Western-blot)、细胞毒性检测(Cell Counting Kit-8 assay, CCK-8 assay)、克隆形
成、侵袭能力测定和流式细胞术等实验,对 miR-144-3p和 E2F8在肺腺癌中的调控机制进行了探究。结果显示,
miR-144-3p 在肺腺癌组织和细胞中呈显著低表达 , 而 E2F8 则显著高表达 , 两者存在靶向关系 ; 过表达
miR-144-3p 或敲低 E2F8 能抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭并阻滞细胞周期于 G1 期。上述结果表明 ,
miR-144-3p通过负调控 E2F8抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭能力,并阻滞细胞周期于 G1期,从而抑制肺腺癌
细胞的恶性进展。这为肺癌新检测、治疗手段的开发提供了参考依据。
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miR-144-3p Inhibits Proliferation and Invasion of Lung
Adenocarcinoma Cells and Arrests Cell Cycle by Targeting E2F8
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Abstract: To investigate the mechanism of miR-144-3p in lung adenocarcinoma (LUAD), the expression le-
vels of miR -144 -3p and its downstream target gene in LUAD tissues were predicted based on multiple
databases. Through bioinformatics methods and based on the related literature, E2F transcription factor 8
(E2F8) was identified as the target gene of miR-144-3p, and the dual-luciferase reporter gene assay was
conducted to verify the target binding relationship between miR-144-3p and E2F8. The regulatory mecha-
nisms of miR-144-3p and E2F8 in LUAD were explored by real-time quantitative PCR (qRT-PCR), Western-
blot, Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay, colony formation assay, invasion assay and flow cytometry. The re-
sults showed that miR-144-3p expression was significantly low in LUAD tissues and cells, while E2F8 ex-
pression was significantly high. There was a targeting relationship between miR-144-3p and E2F8. Overex-
pression of miR-144-3p or knockdown of E2F8 inhibited the proliferation and invasion of LUAD cells and
arrested the cell cycle at G1 phase. In summary, miR-144-3p could inhibit the proliferation and invasion of
LUAD cells and arrest the cell cycle at G1 phase by negatively regulating E2F8 expression, thereby inhibi-
ting the malignant progression of LUAD cells. The results may be helpful for developing new methods in
lung cancer detection and treatment.
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微 RNA (microRNA, miRNA)作为非编码RNA
的一种, 在多种癌细胞的增殖、发展、转移、凋亡
和周期进程中发挥调控作用[1-4]。miR-144-3p已
被确认在多种癌症进展中起到重要作用。例如:
在胃癌中, miR-144-3p通过下调 PBX3 (PBX ho-
meobox 3)抑制胃癌的上皮间质转化[5]; 在胶质母
细胞瘤中, miR-144-3p通过调节原癌基因 c-Met
发挥肿瘤抑制因子的作用[6]; 在肝细胞癌中, miR-
144-3p可作为肿瘤抑制因子调节癌症的进展[7-8];
在胰腺癌中, miR-144-3p通过靶向 FOSB (AP-1
transcription factor subunit)抑制胰腺癌细胞的恶性
表型,并通过靶向 PRR11 (proline-rich protein 11),
促进细胞凋亡和细胞周期停滞[9-10]。虽然在肺腺癌
(lung adenocarcinoma, LUAD)中, miR-144-3p已被
报道能够通过分别靶向 COL11A1 (collagen type 欲
alpha 1 chain)和 EZH2 (enhancer of zeste homolog
2)影响癌症的进展[11-12]。但是, miR-144-3p在肺腺
癌细胞中的具体调控机制尚不明确。

E2F 转录因子 8 (E2F transcription factor 8,
E2F8)作为 E2F转录因子家族的成员, 可以影响细
胞周期[13]。文献报道, E2F8的表达在卵巢癌[14]、肝
细胞癌[15]、甲状腺乳头状癌[13]和乳腺癌[16]等多种癌
症中显著上调, 影响癌症的恶性进展。Dou等[17]报
道, miR-223-5p通过靶向 E2F8抑制非小细胞肺
癌的生长和转移。关于 miR-144和 E2F8在癌细
胞发生发展过程中的靶向调控关系也有研究报

道, 例如: miR-144能够通过靶向调控 E2F8的表
达, 在体内外抑制甲状腺乳头状癌细胞的增殖[13]。
然而, 在肺腺癌中 miR-144-3p和 E2F8是否存在
靶向关系以及二者在肺腺癌细胞中的作用尚不清

楚。本研究旨在通过生物信息学分析、分子实验和

细胞功能实验阐明 miR-144-3p/E2F8 轴在肺腺
癌恶性进展中的调控机制。

1 材料与方法

1.1 材料

miR-144-3p模拟物(miR-144-3p-mimic)及
其阴性对照(NC-mimic)、靶向 E2F8的干扰小RNA
(small interfering RNA, siRNA) si-E2F8及其阴性
对照(si-NC)、E2F8 过表达质粒(oe-E2F8)及其阴

性对照(oe-NC)均购自锐博生物技术有限公司。
pmirGLO载体购自美国 Promega公司。实验所用
的细胞(BEAS-2B、PC-9、HCC-78、Calu-3、A549)、
培养基(DMEM、RPMI 1640、Ham’s F-12K)以及胎
牛血清(fetal bovine serum, FBS)均购自北京北纳
创联生物技术研究院。

其他主要的试剂或仪器包括: Lipofectamine誖
3000、Lipofectamine誖 2000、SuperScript誖 域反转
录酶(Invitrogen公司, 美国); TRIzol溶液、SYBR誖
Primer ScriptTM RT-PCR 试剂盒、BCA试剂盒(Ta-
kara公司, 日本); 增强型超敏化学发光检测试剂
(FUJIFILM Wako Pure Chemical公司, 日本); 山羊
抗兔 IgG H&L (HRP)抗体(Proteintech Group公司,
美国); E2F8兔单克隆抗体、茁-actin兔单克隆抗体
(Abcam公司, 英国); CCK-8 (Cell Counting Kit-8)、
SDS-PAGE凝胶、双荧光素酶报告基因检测试剂
盒、结晶紫(碧云天生物技术公司); pH 7.4的磷酸
缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS) (Ther-
moFisher Scientific公司, 美国); 多聚甲醛(白鲨生
物); 流式细胞仪(BD Biosciences公司,美国);显微
镜(37XF-PC,上海光学仪器厂);倒置显微镜(Eclip-
se Ci,日本 Nikon公司); 酶标仪(HBS-1096C,南京
德铁实验设备有限公司); 24孔板(Corning公司,
美国)。
1.2 溶液的配制

细胞周期染色液: 称取 100 滋g 碘化丙啶和
125 mg RNase A并加入 PBS溶液(pH 7.4)中溶解
完全, 混合均匀后转移到 10 mL容量瓶中, 用PBS
溶液(pH 7.4)定容, 于 4 益环境中避光保存, 备用。
结晶紫(0.1%): 称取 0.1 g结晶紫并加入冰乙

酸溶解完全, 摇匀后转移至 100 mL容量瓶中, 用
冰乙酸定容, 于 4 益环境中避光保存, 备用。
1.3 生物信息学分析

从 TCGA (The Cancer Genome Atlas)数据库[18]

下载 TCGA-LUAD的 mRNA表达量数据和 miR原
NA成熟体表达量数据(Nnormal=44, Ntumor=447), 根据
下载得到的表达量数据对 miR-144-3p进行表达
量和生存分析[19], 对 mRNA进行差异表达分析[20]。
通过 miRDB [21]数据库和 TargetScan [22]数据库对
miRNA进行下游靶基因预测, 并与上调的差异表

Key words: miR-144-3p; E2F transcription factor 8 (E2F8); lung adenocarcinoma (LUAD); proliferation; in-
vasion

（Life Science Research，2023，27（6）：479-487）
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达mRNA (different expression mRNA, DEmRNA)取
交集, 最后结合文献确定要探究的 miRNA的下
游靶基因。

1.4 细胞培养

BEAS-2B、Calu-3和 PC-9细胞用 DMEM培
养基进行培养, HCC-78细胞用 RPMI 1640培养
基进行培养, A549细胞用 F-12K培养基进行培
养。所有细胞均在 37 益、5% CO2条件下培养, 待
细胞生长至 80%~90%融合度时进行传代。
1.5 细胞转染

实验操作按照 Lipofectamine誖 3000 试剂盒
制造商提供的说明书进行, 分别将 miR-144-3p-
mimic、NC-mimic、si-E2F8、si-NC、oe-E2F8及 oe-
NC 以 50 nmol/L 的终浓度转染到 A549 细胞和
HCC-78细胞中, 6 h后对细胞培养液进行更换,
随后继续培养 48 h。
1.6 实时定量聚合酶链反应

使用 TRIzol溶液对细胞进行裂解, 提取RNA,
随后使用 SuperScriptTM 域反转录酶试剂盒反转录
合成 cDNA。然后 , 使用两步法 SYBR誖 Primer
ScriptTM RT-PCR试剂盒进行实时定量聚合酶链
反应(real-time quantitative PCR, qRT-PCR)。U6和
茁-actin分别用作 miR-144-3p 和 E2F8的内参。
实验重复 3次。使用 2-驻驻Ct 方法进行表达量的分
析。引物序列见表 1。
1.7 免疫印迹分析

用 RIPA (radio-immunoprecipitation assay)裂
解缓冲液裂解肺腺癌细胞和人支气管上皮细胞以

获得总蛋白质, 并使用 BCA试剂盒对蛋白质浓度
进行定量。采用 SDS-PAGE凝胶电泳法分离所获
蛋白质样品后, 将之转于聚偏氟乙烯[poly(vinyli-
dene fluoride), PVDF]膜。室温下用牛血清白蛋白
(bovine serum albumin, BSA)封闭 2 h后, 将膜与一
抗于 4 益恒温条件下孵育过夜; 随后, 使用山羊

抗兔 IgG H&L (HRP) (ab6721, 1︰2 000)抗体与
一抗偶联, 并在室温条件下继续孵育 50 min; 最
后, 使用增强型超敏化学发光检测试剂对蛋白质
进行显影。一抗包括 : E2F8 兔单克隆抗体
(ab185727, 1︰1 000) 和 茁-actin 兔单克隆抗体
(ab124964, 1︰10 000)。
1.8 流式细胞术

将转染后的细胞在预冷的 70%乙醇中重悬,
并在 4 益下避光孵育过夜。用 PBS溶液洗涤后,
加入 500 滋L含碘化丙啶(10 滋g/mL)和 RNase A
(5 U/mL) 的染色液, 在 37 益下避光孵育 30 min。
使用流式细胞仪分析细胞周期。

1.9 克隆形成实验

将转染的细胞接种到 6孔板(每孔 6伊102个细
胞)中并维持在含有 10%胎牛血清的 DMEM培养
基中。细胞克隆肉眼可见时, 用甲醇固定, 20 min
后用结晶紫(0.1%)染色。在显微镜下计数克隆数
量, 并用相机拍照。
1.10 CCK-8实验
将转染的细胞接种到 96孔板中, 每孔 2伊103

个细胞。将 10 滋L CCK-8溶液和 100 滋L培养基混
合均匀后加入到培养板中, 时间梯度为 0 h、24 h、
48 h、72 h和 96 h。在 37 益条件下孵育 2 h后, 使
用酶标仪检测 450 nm处的吸光度。
1.11 侵袭实验

使用无血清培养基制备细胞悬液并稀释至

105 mL-1。将 200 滋L细胞悬液加入到 24孔板的上
室中;同时,于下室中加入含 10%胎牛血清的 RP原
MI 1640培养基或 F-12K培养基, 以备细胞侵袭。
孵育 24 h后, 将细胞用多聚甲醛固定, 在室温下
进行结晶紫染色 30 min, 并使用倒置显微镜成
像。实验重复 3次。
1.12 双荧光素酶实验

将野生型(wild type, WT)和突变型(mutant type,

表 1 引物序列表
Table 1 Primer sequence list

Primer sequence
Forward primer: 5忆-GCGCGCTACAGTATAGATGATG-3忆
Reverse primer: 5忆-GCTGTCAACGATACGCTACG-3忆
Forward primer: 5忆-CTCGCTTCGGCAGCACA-3忆
Reverse primer: 5忆-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3忆
Forward primer: 5忆-CCAACCCTGCTGTGAATA-3忆
Reverse primer: 5忆-TTTCTGGCTCATTACCCT-3忆
Forward primer: 5忆-AATCGTGCGTGACATTAAGGAG-3忆
Reverse primer: 5忆-ACTGTGTTGGCGTACAGGTCTT-3忆

Primer name
miR-144-3p
U6
E2F8
茁-Actin
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图 1 miR-144-3p在肺腺癌组织和细胞中的表达分析
(A) 正常组织(绿色)和肿瘤组织(红色)中 miR-144-3p的表达箱线图; (B) qRT-PCR检测人支气管上皮细胞系 BEAS-2B和
人肺腺癌细胞系 A549、Calu-3、HCC-78、PC-9中 miR-144-3p的表达情况。与 BEAS-2B相比, *: P<0.05。
Fig.1 Expression levels of miR-144-3p in LUAD tissues and cells
(A) Boxplot of miR-144-3p expression in normal tissues (green) and tumor tissues (red); (B) The expression of miR-144-3p in
the human bronchial epithelial cell line BEAS-2B and human LUAD cell lines A549, Calu-3, HCC-78 and PC-9 detected by
qRT-PCR. Compared with BEAS-2B, *: P<0.05.
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MUT) E2F8 3忆非翻译区(3忆-untranslated region, 3忆-
UTR)分别插入到 pmirGLO载体,以分别构建WT-
E2F8和 MUT-E2F8重组质粒。用 Lipofectamine
2000 试剂将 WT -E2F8 和 MUT -E2F8 载体与
NC-mimic或 miR-144-3p-mimic在 A549细胞中
共转染, 培养 48 h后, 通过双荧光素酶报告基因
检测试剂盒对荧光素酶活性进行测定。

1.13 统计分析

所有实验均至少进行 3个生物学重复。数据
由 Prism 8.0统计软件处理, 测量数据显示为平均
值依标准差(x依s)。采用非配对学生 t检验(两组)或
单向方差分析(多组)对数据差异进行显著性分析。
P<0.05代表数据差异有统计学意义。
2 结果

2.1 miR-144-3p在肺腺癌细胞中表达下调
为了探究 miR-144-3p在肺腺癌中的表达情

况, 我们分析了 TCGA数据库中的肺腺癌数据集,
发现 miR-144-3p在肺腺癌组织中的表达量比正
常组织中的表达量显著降低(图 1A)。为了验证以
上结果, 本研究使用 qRT-PCR检测了人支气管
上皮细胞系(BEAS-2B)和人肺腺癌细胞系(A549、
Calu-3、HCC-78、PC-9)中 miR-144-3p的表达, 结
果显示 , 与 BEAS-2B 细胞相比 , A549、Calu-3、
HCC-78、PC-9细胞中 miR-144-3p显著低表达,
其中 A549和 HCC-78细胞的低表达结果更为显
著(图 1B), 故选取这两株细胞系进行后续实验。从

上述的数据可知, miR-144-3p在肺腺癌中呈显
著低表达。

2.2 过表达 miR-144-3p能抑制肺腺癌细胞的
增殖和侵袭并阻滞细胞周期

为了探究 miR-144-3p对肺腺癌细胞的生物
学效应, 我们将 NC-mimic和 miR-144-3p-mimic
分别转染到 A549细胞和 HCC-78细胞中, qRT-
PCR检测结果显示, 在 miR-144-3p-mimic组癌
细胞中 miR-144-3p的表达量显著上调(图 2A); 流
式细胞术检测结果显示, miR-144-3p-mimic组处
在 G1期的肺腺癌细胞比例显著增加, S期占比显
著降低(图 2B); CCK-8实验结果显示, miR-144-
3p-mimic组细胞在 450 nm处的吸光度显著降低
(图 2C); 克隆形成实验的结果表明, miR-144-3p-
mimic组细胞的克隆形成数量显著少于 NC-mimic
组(图 2D), 结合细胞周期结果我们认为 miR-144-
3p-mimic组肺腺癌细胞发生了 G1期阻滞。此外,
侵袭实验的结果表明, miR-144-3p-mimic能够使
肺腺癌细胞的侵袭能力显著下调(图 2E)。以上结
果表明, miR-144-3p能抑制肺腺癌细胞的增殖
和侵袭并使得细胞周期阻滞于 G1期。
2.3 E2F8是 miR-144-3p的直接靶标

我们进一步探索了 miR-144-3p影响肺腺癌
生物学功能的可能分子机制。首先, 通过 Tar原
getScan、miRDB数据库对 miR-144-3p的下游靶
基因进行了预测, 和上调的 DEmRNA 取交集后
获得了 42个潜在靶基因(图 3A)。然后, 通过文献
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图 2 miR-144-3p抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭并阻滞细胞周期
(A) 转染 NC-mimic或 miR-144-3p-mimic后肺腺癌细胞中 miR-144-3p的表达分析; (B) 转染 NC-mimic或 miR-144-3p-
mimic后肺腺癌细胞的周期分布; (C) 转染 NC-mimic或 miR-144-3p-mimic后肺腺癌细胞的活力; (D) 转染 NC-mimic或
miR-144-3p-mimic后肺腺癌细胞的克隆形成情况; (E) 转染 NC-mimic或 miR-144-3p-mimic后肺腺癌细胞的侵袭能力。
*: P<0.05; ns: 无统计学差异。
Fig.2 miR-144-3p inhibits the proliferation and invasion of LUAD cells and arrests the cell cycle
(A) Expression of miR-144-3p in LUAD cells transfected with NC-mimic or miR-144-3p-mimic; (B) Cell cycle distribution of
LUAD cells transfected with NC-mimic or miR-144-3p-mimic; (C) Cell viability of LUAD cells transfected with NC-mimic or
miR-144-3p-mimic; (D) Cloning of LUAD cells transfected with NC-mimic or miR-144-3p-mimic; (E) Invasion ability of LU-
AD cells transfected with NC-mimic or miR-144-3p-mimic. *: P<0.05; ns: No significant differences.
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检索发现, 预测基因中的 E2F8能够促进肺癌的
增殖、迁移和侵袭, 是潜在的肺癌治疗靶点[23], 并
且 E2F8在肺腺癌中的研究较少, 因此, 在后续实
验中选择了 E2F8 作为预测靶标进行相关的研
究。TCGA数据库分析结果表明, 与正常组织相
比, E2F8在肺腺癌组织中表达上调(图 3B)。生存
分析的结果显示, E2F8高表达患者的总生存时间
较短(图 3C)。利用 qRT-PCR和免疫印迹分析(Wes-
tern-blot)检测人支气管上皮细胞系 BEAS-2B和人
肺腺癌细胞系(A549和 HCC-78)中 E2F8的 mR-
NA和蛋白质表达量, 结果显示, E2F8 在肺腺癌
细胞中呈现显著的高表达(图 3D~E)。进一步通过

qRT-PCR 检测肺腺癌细胞转染 miR-144 -3p-
mimic后 E2F8的表达情况, 结果显示 miR-144-
3p-mimic会抑制 E2F8的表达(图 3F)。此外, 双荧
光素酶实验结果表明, 过表达 miR-144-3p会显
著抑制 E2F8野生型的荧光素酶活性, 但对 E2F8
突变型的荧光酶素活性没有明显影响(图 3G)。综
上所述, E2F8是 miR-144-3p的直接靶标。
2.4 敲低 E2F8能抑制肺腺癌细胞的增殖和侵
袭并阻滞细胞周期

以上结果已经证明了 E2F8 和 miR-144-3p
的靶向关系, 接下来我们以 E2F8为目的基因探
究其对肺腺癌细胞生物学表型的影响。构建转染
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图 3 E2F8是 miR-144-3p的直接靶标
(A) miR-144-3p下游的预测靶基因和差异表达基因的 UpSet图; (B) 正常组织(绿色)和肿瘤组织(红色)中 E2F8表达的箱线
图; (C) E2F8表达水平高(红线)或低(蓝线)的肺腺癌患者的生存时间; (D~E) 人支气管上皮细胞系和人肺腺癌细胞系中
E2F8的 mRNA和蛋白质表达分析; (F) 转染 miR-144-3p后肺腺癌细胞中 E2F8的表达分析; (G) miR-144-3p和 E2F8的
结合位点及双荧光素酶实验检测结果。*: P<0.05; ns: 无统计学差异。
Fig.3 E2F8 is a direct target gene of miR-144-3p
(A) UpSet plot of predicted target genes and differentially expressed genes downstream from miR-144-3p; (B) Boxplots of E2F8
expression in normal tissues (green) and tumor tissues (red); (C) Survival time of LUAD patients with high (red line) or low (blue
line) E2F8 levels; (D~E) The mRNA and protein expression of E2F8 in human bronchial epithelial and LUAD cell lines; (F) The
expression level of E2F8 in LUAD cells after transfection with miR-144-3p-mimic; (G) The binding site of miR-144-3p with WT
or MUT E2F8 genes and the result of dual-luciferase reporter assay. *: P<0.05; ns: No significant differences.

细胞系(si-NC和 si-E2F8)后, 首先通过 qRT-PCR
实验检测转染效果, 结果显示, 敲低 E2F8后E2F8
mRNA的表达水平显著降低(图 4A)。随后, 通过流
式细胞术对细胞周期进程进行分析, 结果显示, 敲
低E2F8会使肺腺癌细胞在 G1期发生阻滞(图 4B)。
CCK-8和克隆形成实验的结果显示, E2F8敲低
组细胞的增殖能力显著低于对照组(图 4C~D)。侵
袭实验的结果表明,敲低 E2F8能够使肺腺癌细胞
的侵袭能力显著下调(图 4E)。综上所述,敲低E2F8
能抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭并阻滞细胞周期。

2.5 miR-144-3p靶向 E2F8抑制肺腺癌细胞的
增殖、侵袭并阻滞细胞周期

将 NC-mimic+oe-NC、NC-mimic+oe-E2F8、
miR-144-3p-mimic+oe-NC、miR-144-3p-mimic+
oe-E2F8 分别转染 A549 细胞和 HCC-78 细胞 ,
检测 E2F8蛋白表达水平, 以验证肺腺癌细胞中
miR-144-3p和 E2F8的相互作用。Western-blot
结果显示, 相较于 miR-144-3p-mimic+oe-NC组,
同时过表达 miR-144-3p 和 E2F8 后 E2F8 蛋白
的表达水平得到显著提升(图 5A)。接着, 我们通

过克隆形成实验、CCK-8检测、流式细胞术和侵袭
实验对 4 组 A549 细胞的生物学功能进行了观
察。流式细胞术实验结果表明, 过表达 E2F8后,
处在 G1期的肺腺癌细胞比例有所下降, 且过表
达 E2F8 可以抵消过表达 miR-144-3p 对 A549
细胞产生的 G1期阻滞作用(图 5B)。CCK-8检测、
克隆形成实验以及侵袭实验结果证明 , 过表达
E2F8不仅能够促进 A549 细胞的增殖和侵袭能
力, 也可以逆转 miR-144-3p对 A549细胞增殖和
侵袭能力的抑制作用(图 5C~E)。综上所述, miR-
144-3p能够靶向 E2F8抑制 A549细胞的增殖和
侵袭能力, 并阻滞细胞周期。
3 结论

肺癌是发病率和死亡率均较高的恶性肿瘤之

一[24], 其治疗仍是一大难题[25], 而肺腺癌是最常见
的肺癌类型, 因此探索和确定用于肺腺癌诊断与
治疗的新生物标志物意义重大。近年来, miRNA
及相关调控轴的深入研究为肺癌的诊治提供了新

的方向[26-27]。miR-144-3p被报道作为 miRNA肿瘤

2 000
1 500
1 000

500
0

1 858

576 603
380

332342
TargetScan
miRDB
DEmRNA赃up

Set size

10
8
6
4
2

E2F8 (P=6.10E-35)

Normal Tumor

E2F8

茁-Actin

BEAS-2B A549 HCC-78
1.5

1.0

0.5

0

*

miR-144-3p:
E2F8 WT:

E2F8 MUT: 5忆-ACACAUUCUCUGAAAUAUGACAU-3忆

0 Time (years)100 300 500

Low expressionHigh expression1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

*
*3

2

1

0

NC-mimic

1.0

miR-144-3p-mimic1.5

0.5

0

* ns

E2F8 WT E2F8 MUT

E2F8 (P=4.06E-02)

(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

0

3忆-UCAUGUAGUAGAUAUGACAU-5忆
5忆-ACACAUUCUCUGAAAAUACUGUA-3忆

484



第 6期

50 滋m

图 4 敲低 E2F8能抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭并阻滞细胞周期
(A) 转染 si-NC或 si-E2F8后肺腺癌细胞中 E2F8的表达分析; (B) 转染 si-NC或 si-E2F8后肺腺癌细胞的周期分布; (C) 转
染 si-NC或 si-E2F8后肺腺癌细胞的活力; (D) 转染 si-NC或 si-E2F8后肺腺癌细胞的克隆形成情况; (E) 转染 si-NC或
si-E2F8后肺腺癌细胞的侵袭能力。*: P<0.05; ns: 无统计学差异。
Fig.4 E2F8 knockdown inhibits the proliferation and invasion of LUAD cells and blocks the cell cycle
(A) Expression of E2F8 in LUAD cells transfected with si-NC or si-E2F8; (B) Cell cycle distribution of LUAD cells transfected
with si-NC or si-E2F8; (C) Cell viability of LUAD cells transfected with si-NC or si-E2F8; (D) Cloning of LUAD cells transfected
with si-NC or si-E2F8; (E) Invasion ability of LUAD cells transfected with si-NC or si-E2F8. *: P<0.05; ns: No significant diffe-
rences.
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抑制因子参与包括肺癌[28]、肝细胞癌[29]、胃癌[30]、卵
巢癌[31]等多种癌症的发展。本研究对 miR-144-3p
在肺腺癌组织中的表达水平进行了分析, 发现
miR-144-3p表达下调, 猜测 miR-144-3p可能是
肺腺癌治疗的潜在靶点。进一步的研究发现 ,
miR-144-3p过表达能够抑制肺腺癌细胞的增殖
和侵袭并使细胞周期发生阻滞, 提示它可能作为
肺腺癌的抑制因子发挥作用。

E2F8位于染色体 11p15上, 能够编码细胞周
期发育调节所需的蛋白质[32]。E2F8在不同种类的
癌症中也得到了广泛的研究, 被认为可以通过影
响细胞周期导致细胞癌变, 比如: E2F8过表达可
以调节 G1/S 期转变, 并促进乳腺癌细胞增殖 [16];

E2F8可以通过调节细胞周期促进甲状腺乳头状
癌的进展[13]。此外, Jin等[33]发现, 二甲双胍通过抑
制肺癌细胞中的 E2F8诱导 G1期细胞周期停滞。
然而, 目前关于 E2F8在肺腺癌中的研究仍然较
少, 作用机制仍不清晰。本研究通过分析发现
E2F8在肺腺癌细胞中高表达, 并确定了 E2F8是
miR-144-3p的下游靶基因, 二者表达呈负相关,
过表达 miR-144-3p或敲低 E2F8能抑制肺腺癌
细胞的增殖和侵袭并阻滞细胞周期。此外, 进一
步的验证实验表明, miR-144-3p对肺腺癌细胞
增殖和侵袭的抑制作用及对细胞周期的阻滞作用

是通过靶向下调 E2F8的表达水平来实现的。
总之, 本研究揭示了 miR-144-3p/E2F8轴在
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图 5 miR-144-3p靶向 E2F8抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭并阻滞细胞周期
(A) 各转染组肺腺癌细胞中 E2F8蛋白的表达水平; (B) 各转染组 A549细胞的周期分布; (C) 各转染组 A549细胞的活力;
(D) 各转染组 A549细胞的克隆情况; (E) 各转染组 A549细胞的侵袭能力。*: P<0.05。
Fig.5 miR-144-3p targeting E2F8 inhibits the proliferation and invasion of LUAD cells and arrests the cell cycle
(A) E2F8 expression levels in LUAD cells in each transfection group; (B) Cell cycle distribution of A549 cells in each transfec原
tion group; (C) Cell viability of A549 cells in each group after transfection; (D) Cloning of A549 cells in each transfection group;
(E) Invasion ability of A549 cells in each group. *: P<0.05.
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肺腺癌中发挥调控作用的具体机制,即 miR-144-
3p能够通过靶向 E2F8抑制肺腺癌细胞的增殖、
侵袭并使细胞周期阻滞于 G1期。这些结果有利
于开发肺腺癌临床诊治的新方法。
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