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Targeting POLE4 and Its Underlying Mechanism
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Abstract: Objective  To detect the expression levels of miR-7-5p and POLE4 in non-small cell lung cancer 
cells and their effect on cells proliferation, migration and invasion. Methods  qRT-PCR was used to detect 
the relative expression levels of miR-7-5p and POLE4 mRNA in NSCLC tissues, adjacent tissues, tumor cells 
and human normal bronchial epithelial cells. Luciferase reporter gene was used for analyzing of the targeting 
relation between POLE4 and miR-7-5p in NSCLC cells. si-NC and si-POLE4 were transfected into SPC-A-1 
cells as the si-NC group and si-POLE4 group, and the control group was set at the same time. MTT method, 
scratch test and Transwell test were used to detect cell proliferation, migration and invasion. Results  The 
expression levels of miR-7-5p in NSCLC tissues and cells were reduced, and the expression levels of POLE4 
were increased. miR-7-5p could target to combine with POLE4. After 72 hours of culture, the OD value 
in si-POLE4 group was significantly lower than those in the control group and si-NC group (P<0.05). The 
migration rate and the number of transmembrane cells in the si-POLE4 group cultured for 48 hours were 
lower than those in the control group and the si-NC group (P<0.05). Conclusion  miR-7-5p may inhibit the 
proliferation, migration and invasion of non-small cell lung cancer cells by targeting POLE4.
Key words: Non-small cell lung cancer; MicroRNA-7-5p; Neural tumor ventral antigen 2; Proliferation; 
Migration; Invasion
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摘  要：目的  检测miR-7-5p、POLE4在非小细胞肺癌中的表达水平及对非小细胞肺癌细胞增殖、迁

移和侵袭的影响。方法  qRT-PCR检测NSCLC组织、癌旁组织、肿瘤细胞、人正常支气管上皮细胞

中miR-7-5p和POLE4 mRNA相对表达水平；荧光素酶报告基因分析非小细胞肺癌细胞中miR-7-5p与

POLE4的靶向关系；将si-NC、si-POLE4转染至SPC-A-1细胞中设为si-NC组和si-POLE4组，同时设置

对照组；MTT法、划痕实验和Transwell实验分别检测各组细胞的增殖、迁移和侵袭。结果  miR-7-5p
在非小细胞肺癌组织和细胞中的表达水平降低、POLE4表达水平升高；miR-7-5p可靶向结合POLE4；

si-POLE4组培养72 h，细胞OD值显著低于对照组和si-NC组（P<0.05）。si-POLE4组培养48 h细胞的

迁移率和穿膜细胞数低于对照组和si-NC组（P<0.05）。结论  miR-7-5p可能通过靶向结合POLE4，抑

制非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭。
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主要从事慢性阻塞性肺疾病方面的研究

0  引言
肺癌是最常见的呼吸道恶性肿瘤之一，其

发病率和死亡率均较高。在所有肺癌患者中，

85%为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, 
NSCLC）[1-3]。尽管治疗NSCLC的临床试验有所

进展，但结果仍然不尽如人意，患者的5年生存率

仅有15%[4]。远处转移被认为是导致NSCLC治疗失

败的最重要因素之一，研究涉及NSCLC转移的关

键分子对于新型有效的抗NSCLC治疗至关重要[5]。

微小RNA（miRNA）是一类高度保守的内源性

表达的小型非编码RNA，可能是肿瘤的启动子或

抑制子，在许多癌症的转移中起关键作用，包括

胃癌、乳腺癌、肝细胞癌、膀胱癌和NSCLC等。

MicroRNA-7（miR-7）是一种多功能的miRNA，
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在生理和病理状况中发挥多种作用 [6]。miR-7由

miR-7-1、miR-7-2和miR-7-3转录而成，都具有

相同的成熟miRNA序列，miR-7-5p是该家族中

研究最多的miRNA序列。研究表明，miR-7-5p
在胃癌、结直肠癌和胶质母细胞瘤中具有抑癌作

用[7-9]。最近有研究发现，miR-7-5p在肿瘤转移中

也发挥至关重要的作用[10]。POLE4蛋白是一种组

蛋白折叠蛋白，与其他蛋白相互作用，以不依赖

序列的方式结合DNA。在前期文献调研中发现，

POLE4是miR-7-5p的靶基因 [11]。本研究拟探讨

miR-7-5p通过调控POLE4对NSCLC细胞增殖和侵

袭的影响。

1  资料与方法
1.1  一般临床资料  

收集2017年1月至2018年1月在郑州人民医院

接受手术治疗的54例NSCLC患者，其中男41例、

女13例，年龄（56.2±7.4）岁。患者术前均未接受

化疗或其他手术治疗，收集患者的肿瘤组织及癌

旁组织（距离肿瘤组织≥5 cm）。排除合并其他

肿瘤、支气管炎、支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾

病等肺部相关疾病的患者。本研究经过医院伦理

委员会批准，患者均签署知情同意书。

1.2  实验资料  
非小细胞肺癌A549、NCI-H460、SPC-A-1细

胞及正常人支气管上皮细胞BEAS-2B均购于上海

细胞生物学研究所；RPMI1640培养基、青霉素、

链霉素、胎牛血清、0.25%胰酶-EDTA、结晶紫粉

末、多聚甲醛、MTT粉末等购于北京鼎国有限公

司；总RNA提取试剂盒、反转录试剂盒购于日本

TaKaRa公司；阴性对照质粒（si-NC）、POLE4干

扰质粒（si-POLE4）和miR-7-5p mimic质粒由北京

华大基因研究中心有限公司合成；小室购于美国

Corning公司。

1.3  实验方法

1.3.1  qRT-PCR  收集组织和细胞样品根据试剂

盒说明书提取组织和细胞中的总RNA，反转录为

cDNA，按照SYBR Premix Ex Taq试剂盒说明进

行实时定量PCR。以管家基因GAPDH的mRNA水

平作为内参照。引物设计如下： POLE4上游引物

序列5’-GGGTTCCCATAGACCTGGAC-3’，下游

引物序列5’-CGCTCAGTAGTACCTGGGTAA-3’， 
miR-7-5p上游引物序列5’-GCGCTGGAAGAC-
TAGTGATTTTGTTGTT-3’，下游引物序列5’-CT-
CAAGTGCTAGTCTGTAACTGGCTCAT-3’。

GAPDH上游引物序列5’-AGAAAAACCTGC-
CAAATATGATGAC-3’，下游引物序列5’-TGGGT-
GTCGCTGTTGAAGTC-3’。采用2 -ΔΔCt法计算

mRNA相对表达水平。

1.3.2  细胞培养及转染  细胞均培养于含10%胎

牛血清、100 u/ml青霉素、100 μg/ml链霉素培养

基中，37℃、5%CO2条件下常规培养，待细胞密

度生长到80%左右，用0.25%胰蛋白酶消化、传

代，取对数生长期的细胞进行转染实验。SPC-A-1
细胞以1×104个/孔的密度接种于6孔细胞板，常规

培养24 h，细胞融合度约为70%时，将对数生长

期的SPC-A-1细胞随机分为对照组、si-NC组（阴

性对照组）、si-POLE4组（转染POLE4干扰质粒

组），按照脂质体Lipofectamine 2000说明书步骤操

作，转染6 h后，更换新鲜培养基，继续培养48 h，

收集各组细胞，qRT-PCR检测转染效果。

1.3.3  双萤光素酶报告基因实验  以健康者DNA
为模板，PCR扩增miR-7-5p与POLE4结合区域WT-
3'-UTR和NFATC1-MUT-3'-UTR的DNA片段，将

PCR产物分别与pMIR-REPORT luciferase报告载体

分别用SpeⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后纯化、连接、转

化、鉴定，获得POLE4的含WT-3'-UTR以及MUT-
3'-UTR萤光素酶报告质粒。将其分别与miR-7-5p 
mimic共转染SPC-A-1细胞48 h，按双萤光素酶活性

检测试剂盒说明书在单光子检测仪中检测细胞萤光

素酶活性。相对萤光素酶活性＝萤火虫萤光素酶活

性值/海肾萤光素酶活性值（R/F）。

1.3.4  MTT实验  对照组、si-NC组、si-POLE4组

细胞以2×103个/孔的密度接种于96孔板中，接种

后每12 h检测一次，每个检测时间点设置6个平行

孔，20 μl MTT溶液加入检测孔中，放置恒温箱中

继续孵育4 h。去除上清液，每孔加入150 μl二甲基

亚砜溶液，振荡5 min使细胞充分裂解，酶标仪检

测570 nm处的吸光度值（OD），OD值与活细胞

的数量成正比。

1.3.5   细胞迁移实验   对照组、s i -NC组、s i -
POLE4组细胞以4×105个/孔的密度接种于培养皿

中，放置恒温箱中孵育24 h，用10 μl的枪头从上

至下划痕，每个培养皿中划5条，用PBS溶液将漂

浮的细胞清洗掉，更换新鲜培养基，放置显微镜

下拍照（此时划痕的宽度记为a），之后放于恒温

箱中继续孵育48 h，取出放置显微镜下拍照（此时

划痕的宽度记为b），细胞的迁移率=（a-b）/a×
100%。

1 .3 .6   细胞侵袭实验   对照组、s i -NC组、s i -
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POLE4组细胞用无血清培养基悬浮，以5×103个/孔
的密度接种于小室中，培养孔中加入500 μl含10%
胎牛血清的培养基，放置恒温箱中孵育48 h。将小

室取出放置多聚甲醛溶液中固定10 min，然后置于

0.1%结晶紫溶液中染色10 min，用棉签轻轻擦掉小

室里未发生侵袭的细胞，放置显微镜下拍照。

1.4  统计学方法 
采用SPSS21.0软件进行统计分析，计量资料

以（x±s）表示，组间比较采用独立样本t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  miR-7-5p和POLE4在NSCLC组织和细胞中

的表达  
miR-7-5p在NSCLC组织中的表达水平低于癌

旁组织，miR-7-5p在A549、NCI-H460、SPC-A-1
细胞中的表达水平低于人正常支气管上皮细胞BE-
AS-2B。POLE4在NSCLC组织中的表达水平高于

癌旁组织，POLE4在A549、NCI-H460、SPC-A-1
细胞中的表达水平高于人正常支气管上皮细胞

BEAS-2B，见图1。

2.2  miR-7-5p靶向结合POLE4  
荧光素酶报告实验结果表明，miR-7-5p mimic

可减弱POLE4野生质粒荧光素酶活性，结合位点

突变后，miR-7-5p mimic对POLE4突变质粒荧光

素酶活性的抑制作用消失，miR-7-5p可靶向结合

POLE4，见图2。

2.3  POLE4对NSCLC细胞增殖、迁移和侵袭的影响  
si-NC和si-POLE4转染至SPC-A-1细胞中，qRT-

PCR检测si-POLE4组POLE4 mRNA的相对表达水

平显著低于对照组，而si-NC组POLE4的表达水平

与对照组相比差异无统计学意义，见图3A。对照

组、si-NC和si-POLE4组细胞培养72 h后，si-POLE4
组细胞OD值显著低于对照组和si-NC组，见图3B。

对照组、si-NC和si-POLE4组细胞培养48 h，细胞

的迁移率分别为（70.4±2.1）%、（67.4±1.9）%、

（40.9±2.4）%，si-POLE4组细胞的迁移率显著低

于对照组和si-NC组（t=16.371, P<0.001; t=15.184, 
P<0.001)，见图3C。对照组、si-NC和si-POLE4组

细胞培养48 h，发生侵袭的细胞数分别为（101.3±
6.1）、（104.7±9.5）、（56.3±6.5），si-POLE4发生

侵袭的细胞数显著低于对照组和si-NC组（t=8.732, 
P<0.001; t=7.296, P<0.001），见图3D。

3  讨论
随着我国环境污染加重，人口老龄化增加，

男性肺癌发病率和死亡率在所有癌症中位居第

一，女性发病率仅次于乳腺癌 [12]。肿瘤标志物

检查、支气管镜检查、肺泡灌洗液检查经皮穿刺

肺活检、胸腔积液检查、痰脱落细胞学检查等均

为目前肺癌的常见诊断方法，但肺癌确诊时大多

处于中晚期阶段，因此研究新的生物标志物用

于肺癌早期诊断和治疗具有重要的临床意义。

近年来，越来越多研究表明miRNA在细胞调节

POLE4: polymerase (DNA-directed), epsilon 4; A, C: ***: P<0.001, compared with paracancer tissues; B, D: ***: P<0.001, compared with BEAS-2B.

图1  miR-7-5p和POLE4在NSCLC组织和细胞中的表达水平
Figure 1  Expression levels of miR-7-5p and POLE4 in NSCLC tissues and cells

***: P<0.001, compared with POLE4 WT. 1: POLE4 WT; 2: POLE4 

WT+miR-7-5p mimic; 3: POLE4 MUT; 4: POLE4 MUT+miR-7-5P 

mimic. A: miR-7-5p could target POLE4; B: miR-7-5p mimic could 

attenuate the luciferase activity of POLE4 wild plasmid.

图2  miR-7-5p可靶向结合POLE4
Figure 2  miR-7-5p could target POLE4
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中发挥关键作用 [13]，并在许多肿瘤中表达异常

参与肿瘤的发生发展，被认为是基因表达的调

控因子，发挥多种生物学功能 [14]。目前已发现                      

1 000多种miRNA，虽然占蛋白编码基因的比例

不足3%，但却调控着30%以上蛋白编码基因的表

达。约50%的miRNA位于与肿瘤相关的脆性位点

或区域，提示miRNA可能与肿瘤的发生有关。

miRNA在外周血、组织、痰、胸腔积液、肺泡

灌洗液中均稳定表达且不易降解。在不同组织中

miRNA的表达水平不同，在同一组织的不同病

理状态下其表达水平也不相同，这为NSCLC的早

期诊断提供了可能。肿瘤细胞的侵袭和转移是造

成NSCLC患者5年生存率较低的主要原因之一，

miRNA通过调节多种癌基因或抑癌基因在肿瘤转

移中起关键作用[15]。在NSCLC组织和细胞系中，

miRNA-200a-3p的表达下调，与肿瘤大小、TNM
分期和淋巴转移有关，通过靶向IRS2调节NSCLC
细胞的增殖、迁移和侵袭[16]。NSCLC组织和细胞

中的miR-1296表达明显下调，miR-1296的表达

与NSCLC患者的淋巴结转移和预后相关，通过

调节Wnt信号通路转导抑制NSCLC细胞的增殖和

侵袭 [17]。miR-512-5p在NSCLC中发挥抑癌基因

作用，在组织中表达水平下调，通过靶向β-连环

蛋白抑制细胞的增殖和侵袭[18]。

有研究显示，miR-7-5p在抑制肿瘤进展中起关

键作用，通过靶向不同基因抑制多种肿瘤细胞的增

殖、迁移和侵袭[19]。miR-7-5p通过调节肝细胞癌和胶

质母细胞瘤中的PI3K/Akt信号通路来抑制增殖和迁

移[20]。miR-7-5p还可以通过靶向乳腺癌中的黏着斑

激酶和Krüppel样因子4来抑制细胞迁移[21]。miR-7-5p
通过下调胃癌细胞中表皮生长因子受体的表达，

抑制胃癌细胞的迁移和侵袭[22]。本研究中，miR-7-
5p在NSCLC组织和细胞中的表达水平均下调，而

POLE4在NSCLC组织和细胞中的表达水平均有升

高，经过荧光素酶报告进一步证实miR-7-5p可直

接靶向POLE4蛋白的表达。运用质粒转染技术将

***: P<0.001，compared with Control and si-NC.

图3  POLE4对NSCLC细胞增殖、迁移和侵袭的影响
Figure 3  Effect of POLE4 on proliferation, migration and invasion of NSCLC cells
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si-POLE4质粒转染至NSCLC细胞中，使POLE4的

表达水平降低，POLE4低表达组细胞的增殖、迁

移和侵袭能力均减弱。

综上所述，miR-7-5p在NSCLC组织和细胞

中的表达水平均下调，可通过靶向POLE4抑制

NSCLC细胞增殖、迁移和侵袭。miR-7-5p有望成

为治疗NSCLC的潜在靶点。
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