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[摘  要]  目的：探究miR-218-5p靶向磷酸二酯酶7A（PDE7A）调节人非小细胞肺癌（NSCLC）A549细胞糖酵解过程的机制。

方法：常规培养A549细胞，用Lipo3000将miR-218-5p mimic、mimic-NC、PDE7A过表达质粒（PDE7A-oe）和PDE7A对照质粒（PDE7A-

NC）转染A549细胞，记为miR-218-5p mimic组、mimic-NC组、PDE7A-oe组和PDE7A-NC组。qPCR法验证转染效率，WB法检测糖

酵解关键酶蛋白的表达，葡萄糖测定法和乳酸生成测定法检测各转染组A549细胞中2脱氧葡萄糖和乳酸含量，双萤光素酶报告基

因实验验证miR-218-5p与PDE7A靶向结合关系，用TCGA数据库数据分析PDE7A mRNA在肺癌组织中的表达水平。结果：在A549

细胞中成功地过表达了miR-218-5p（P<0.01）。过表达miR-218-5p均能显著抑制A549细胞中PDE7A、HK2、PKM2蛋白的表达（均

P<0.01）、葡萄糖摄取量和乳酸生成量（均P<0.01）。过表达PDE7A均可显著促进A549细胞中PDE7A、HK2、PKM2蛋白的表达（均

P<0.01），以及葡萄糖摄取量和乳酸生成量（均P<0.01）。A549细胞中miR-218-5p可与PDE7A mRNA的3´-UTR直接结合。数据库

数据分析结果显示，PDE7A mRNA在肺鳞状细胞癌组织中呈高表达（P<0.01）。结论： miR-218-5p靶向PDE7A调控A549细胞中

HK2和PKM2的表达水平，进而抑制糖酵解过程，miR-218-5p/PDE7A可能是NSCLC临床诊断和治疗的潜在靶点。
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miR-218-5p regulates glycolysis in human non-small cell lung cancer A549 cells by 
targeting PDE7A

NIU Haiying, ZHAO Gang, SU Shanna, BAI Rongrong, MU Peijuan, ZHANG Dong (Department of Pulmonary and Critical Care 

Medicine, the First Affiliated Hospital of Baotou Medical College, Inner Mongolia University of Science & Technology, Baotou 

014010, Inner Mongolia, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the mechanism of miR-218-5p regulating the glycolytic process in human non-small cell lung 

cancer A549 cells by targeting phosphodiesterase 7A (PDE7A). Methods: A549 cells were routinely cultured, and miR-218-5p mimic, 

mimic-NC, PDE7A overexpression plasmid (PDE7A-oe) and PDE7A control plasmid (PDE7A-NC) were transfected into A549 cells 

using Lipo3000, and recorded as the miR-218-5p mimic group, the mimic-NC group, the PDE7A-oe group and the PDE7A-NC group. 

The transfection efficiency was verified by qPCR assay; the expressions of glycolysis key enzyme proteins were detected by WB assay; 

the 2-deoxyglucose and lactate contents in A549 cells of each transfection group were detected by glucose assay and lactate production 

assay; the target binding relationship between miR-218-5p and PDE7A was verified by dual-luciferase reporter gene assay, and the data 

from the TCGA database were used to analyze the expression level of PDE7A mRNA in lung cancer tissues. Results: miR-218-5p was 

successfully overexpressed in A549 cells (P<0.01). Overexpression of miR-218-5p significantly inhibited the expressions of PDE7A, 

HK2, PKM2 proteins (all P<0.01), glucose uptake and lactate production (both P<0.01) in A549 cells. Overexpression of PDE7A 

significantly promoted the expressions of PDE7A, HK2, and PKM2 proteins (all P<0.01), as well as glucose uptake and lactate 

production (both P<0.01) in A549 cells. miR-218-5p in A549 cells could directly bind to the 3´-UTR of PDE7A mRNA. Database data 

analysis showed that PDE7A mRNA was highly expressed in lung squamous cell carcinoma tissues (P<0.01). Conclusion: miR-218-5p 

targets PDE7A to regulate the expression levels of HK2 and PKM2 in A549 cells, which in turn inhibits the glycolytic process. 

miR-218-5p/PDE7A may be a potential target for clinical diagnosis and treatment of NSCLC.
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肺癌是全世界常见的癌症，与长期吸烟、环境及

遗传变异等因素有关。据WHO统计，2020年全球约

有1 000万人死于癌症，其中肺癌约有180万例，约占

男性肿瘤死亡的 21.5%，女性的 13.7%[1]。非小细胞

肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）是第二常见

的肺癌类型，生存率仅为 20.2%[2]。肺癌病死率往往

与晚期诊断有关，因此，寻找无创、安全且精准的生

物标志物，对提高肺癌早期诊断准确性，改善预后至

关重要。微小RNA（miRNA）是非编码RNA分子，长

度为21～25个核苷酸，在NSCLC发生发展中发挥关

键作用[3]。磷酸二酯酶 7A（phosphodiesterase 7A，

PDE7A）是磷酸二酯酶家族的成员之一，参与细胞糖

酵解代谢过程，PDE7A异常表达与肺部病变有关[4]。

基于上述研究成果，本研究前期通过TCGA数据库及

生物信息学网站分析，推测 miR-218-5p 可能与

PDE7A作用参与肺癌细胞糖酵解代谢过程。本研究

以人 NSCLC 细胞 A549 为模型，探讨 miR-218-5p 靶

向PDE7A调节A549细胞糖酵解的作用机制，为临床

miRNA靶向药物的研发提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞、试剂与仪器

A549细胞购于ATCC公司。F-12培养基购于美

国Thermo公司，Lipofectamine3000购于美国 Invitrogen

公司，兔抗PDE7A、己糖激酶2（hexokinase 2，HK2）、丙

酮酸激酶M2（pyruvate Kinase M2，PKM2）、β-actin一

抗、辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗均购于美国

Abeam 公司，mimic NC 、miR-218-5p mimic、U6 引

物 、PGL3-PED7A-3′ UTR 野 生 型（WT）、PGL3-

PED7A-3′ UTR 突变型（MUT）载体、PDE7A-oe 过表

达载体和阴性对照（PDE7A-NC）载体均由上海生工

合成，反转录合成 cDNA 试剂盒和 SYBR Green 

miRNA 荧光定量 PCR（qPCR）试剂盒购于中国

Haigene 公司，iScript cDNA 合成试剂盒购于美国

Bio-Rad公司，RIPA缓冲液购于上海KenGEN公司，

增强型化学发光试剂盒、BCA蛋白质测定试剂盒购

于南通Beyotime公司，葡萄糖摄取检测试剂盒购于

美国Cayman Chemical公司，乳酸检测试剂盒购自中

国 Jiancheng公司。细胞培养箱购于美国Thermo公

司，酶标仪购于Berthold公司，实时荧光定量PCR仪

器购于美国ABI公司，荧光微孔板读取器购于美国加

州 Molecular Devices 公司，WB 系统购于美国 Bio-

Rad公司，低温离心机购于中国博讯公司。

1.2  细胞培养、转染与分组

A549细胞在含2 mmol/L L-谷氨酰胺、100 U/mL

青霉素、100 μg/mL链霉素和10%胎牛血清的F-12培

养基中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中进行培养。用

Lipofectamine 3000将miR-218-5p-mimic、mimic-NC、

PDE7A-oe 质 粒 和 PDE7A-NC 质粒转染 A549 细

胞，将其分为 mimic-NC 组、miR-218-5p-mimic 组、

miR-218-5p-mimic+PDE7A-oe 和 miR-218-5p-mimic+

PDE7A-NC组。

1.3  qPCR法检测转染各组A549细胞中miR-218-5p

的表达

使用 TRIzol试剂从转染各组A549细胞中提取

总RNA，并进行浓度测定，然后利用 cDNA反转录试

剂盒将RNA反转录为 cDNA，然后进行 qPCR检测。

引物序列如下 ：miR-218-5p（正向为 5'-TTGCGG 

ATGGTTCCGTCAAGCA-3'，反向为 5'-ATCCAGTG 

CAGGGTAAGAGG-3'）；U6（ 正 向 为 5'-CTCGCT 

TCGGCAGCACA-3'，反 向 为 5'-AACGCTTCACGA 

ATTTGCGT-3'）。PCR 反应条件为 95 ℃ 60 s，95 ℃ 

5 s、60℃ 40 s，共 40 个循环。U6 为内参照基因，用

2-DDCt法分析miR-218-5p相对表达水平。

1.4  葡萄摄取量检测法测定各组A549细胞中 2-脱

氧葡萄糖的摄取量

用 2-脱氧葡萄糖摄取测定试剂盒对细胞葡萄糖

摄取进行定量。将 A549 细胞培养在在 96 孔板中

（1.5×103个细胞/孔）过夜。将细胞置于黑暗中与2-脱

氧葡萄糖混合处理20 min，用荧光微孔板读取器在激

发光/发射光=A535/A587下测量2-脱氧葡萄糖摄取量。

1.5  乳酸生成量测定法检测各组A549细胞的乳酸

生成量

根据制造商的说明收集各组A549细胞培养的上

清液，用微孔板分光光度计检测各孔的D值。乳酸生

成量计算公式：乳酸生成量（mmol/L）=3×（D 样本−D 空白）/

（D 标准−D 空白）。

1.6  双萤光素酶报告基因实验验证 miR-218-5p 与

PED7A之间的结合关系

将A549细胞接种到24孔板（105个/孔）中培养过夜

后，用 Lipofectamine 3000 将 miR-218-5p-mimic 或

mimic-NC与PGL3-PED7A-WT或PGL3-PED7A-MUT共

转染A549细胞，分别记作miR-218-5p-mimic+PGL3-

PED7A-WT、miR-218-5p-mimic+PGL3-PED7A-WUT、

mimic-NC+PGL3-PED7A-WT 和 mimic-NC+PGL3-

PED7A-WUT。培养48 h后检测各处理组的萤光素酶

活性，以海肾萤光素酶活性作为内参，计算各组的萤光

素酶活性。实验重复3次。

1.7  WB 法检测各组 A549 细胞中 PDE7A、HK2 和

PKM2蛋白的表达

用RIPA缓冲液提取各组A549细胞中的总蛋白。

用BCA蛋白质测定试剂盒对蛋白质浓度进行定量。
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用 SDS-PAGE 分离蛋白，将蛋白转移至 PVDF 膜

后，5% 脱脂奶粉室温下处理 30 min，加入 PKM2

（1∶1 000）、HK2（1∶1 000）和PDE7A（1∶10 000）一抗，

GAPDH（1∶1 000）4 ℃下处理过夜，辣根过氧化物酶

标记羊抗兔二抗室温下处理 1 h，用增强化学发光试

剂显示蛋白条带。使用 ImageJ v1.8.0软件进行相对

定量。

1.8  统计学处理

数据采用Graphpad Prism 9 （Version 9.4.0）软件

分析。经 Shapiro-Wilk检验分析计量资料是否符合

正态分布，符合正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两

组间比较用 t检验。以P<0.05或P<0.01表示差异具

有统计学意义。

2  结  果

2.1  在A549细胞中成功地过表达了miR-218-5p 

qPCR 法检测结果显示，与 mimic-NC 组比较， 

miR-218-5p mimic组A549细胞中miR-128-5p表达水

平（2.05±0.12 vs 1.01±0.06）显著升高（P＜0.01）。实

验结果表明，在 A549 细胞中成功地过表达了 miR-

218-5p。

2.2  过表达miR-218-5p能显著抑制A549细胞糖酵

解过程

WB法检测结果（图 1A）显示，与mimic-NC组相

比，miR-218-5p mimic组A549细胞中 PDE7A、HK2、

PKM2蛋白的表达水平均显著降低（均P＜0.01）。

2-脱氧葡萄糖摄取量和乳酸生成量的检测结果

（图 1B~C）显示 ，与 mimic-NC 相比 ，miR-218-5p-

mimic组A549细胞葡萄糖摄取量和乳酸生成量均显

著降低（均P＜0.01）。实验结果表明，miR-218-5p能

显著抑制A549细胞的糖酵解过程。

1： mimic-NC组； 2： miR-218-5p-mimic组；

A： WB法检测过表达miR-218-5p对A549细胞中糖酵解关键酶PED7A、HK2和PKM2蛋白表达的影响；B、C：过表达miR-218-5p

对A549细胞葡萄糖摄取量（B）和乳酸生成量（C）的影响。

图1  过表达miR-218-5p对A549细胞中糖酵解过程的影响

2.3  A549细胞中miR-218-5p可与PDE7A mRNA的

3´-UTR直接结合

通过生物信息学网站 Targetscan（https://www.

targetscan. org/vert_80/）预 测 发 现 ，miR-218-5p 与

PDE7A 3´-UTR存在靶向结合位点（图 2A）。双萤光

素酶报告基因实验检测结果（图 2B）显示，与mimic-

NC+PGL3-PED7A-WT 组比较，miR-218-5p-mimic+

PGL3-PED7A-WT组A549细胞中萤光素酶活性显著

降低（P<0.01），与 mimic-NC+PGL3-PED7A-WUT 组

比 较 ，miR-218-5p-mimic+PGL3-PED7A-WUT 组

A549细胞中萤光素酶活性无明显变化。实验结果说

明，miR-218-5p可与PDE7A mRNA的3´-UTR直接结

合，调节其稳定性。

2.4  过表达 PDE7A 可逆转 miR-218-5p mimic 对

A549细胞中糖酵解的抑制作用

WB 法检测结果（图 3A）显示，与 miR-218-5p 

mimic+PDE7A-NC 组 相 比 ，miR-218-5p mimic+

PDE7A-oe组A549细胞中 PDE7A、HK2、PKM2蛋白

表达水平均显著升高（均P<0.01）。葡萄糖摄取量和

乳酸生成量测定结果（图 3B~C）也显示，与miR-218-

5p mimic+PDE7A-NC 组相比 ，miR-218-5p mimic+

PDE7A-oe组A549细胞中 2脱氧葡萄糖和乳酸含量

也均显著增加（均P<0.01）。实验结果表明，过表达

PDE7A 可逆转 miR-218-5p mimic 对 A549 细胞中糖

酵解的抑制作用。

2.5  数据库数据分析结果显示 PDE7A mRNA在肺

鳞状细胞癌组织中呈高表达

TCGA数据库数据分析结果（图 4）显示，与癌旁

组织比较，肺鳞状细胞癌组织中PDE7A mRNA呈高

表达（P<0.01）。

3  讨  论

由于早期诊断率低、肿瘤转移等原因，NSCLC总

体生存率仍较低[5]。多项研究[6-8]证实，miRNA是肺癌

潜在生物标志物，可作为癌基因或抑癌基因参与

NSCLC发生发展。本研究发现，过表达miR-218-5p
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可显著抑制 A549 细胞中糖酵解关键酶 PED7A、

HK2、PKM2的表达，且显著抑制A549细胞葡萄糖摄

取和乳酸生成，过表达PDE7A则可逆转由于过表达

miR-218-5p对A549糖酵解的抑制作用。双萤光素酶

报告基因实验检测结果显示，miR-218-5p 可与

PED7A mRNA 3'-UTR 直接结合。这些实验结果证

实，miR-218-5p可靶向结合PDE7A抑制A549细胞的

糖酵解过程，在NSCLC发生发展中具有重要作用。

1： mimic-NC+PGL3-PED7A-WT组；2：miR-218-5p-mimic+PGL3-PED7A-WT组；

3：mimic-NC+PGL3-PED7A-MUT组；4：miR-218-5p-mimic+PGL3-PED7A-MUT组；

A：Targetscan网站预测miR-218-5p与PDE7A mRNA的3´-UTR存在结合位点；

B：双萤光素酶报告实验验证miR-218-5p与PDE7A mRNA的结合关系。

图2    miR-218-5p直接靶向PDE7A

1: miR-218-5p mimic+PDE7A-NC组；2：miR-218-5p mimic+PDE7A-oe组；

A：WB法检测过表达PDE7A对A549细胞中PDE7A、HK2和PKM2蛋白表达的影响；

B，C： 过表达PDE7A对A549细胞中葡萄糖摄取量（B）和乳酸生成量（C）的影响。

图3  过表达PDE7A可逆转miR-218-5p mimic对A549细胞糖酵解的抑制作用

图4  TCGA数据库数据分析PDE7A在肺鳞状细胞癌组织和

癌旁组织中的表达

在宫颈癌[9]、胶质母细胞瘤[10]、甲状腺癌[11]等多项

研究中发现，miR-218-5p通过靶向mRNA参与多种

肿瘤的发生发展，发挥抑癌作用。本研究重点探讨

了miR-218-5p在NSCLC 进展中的作用机制，据报

道miR-218在肺腺癌细胞中表达降低，miR-218通过

靶向胶原蛋白 Iα1抑制细胞增殖和侵袭[12]。在砷暴露

诱导的肺癌中发现，miR-218可通过靶向表皮生长因

子受体（EGFR）发挥抗肿瘤作用并抑制血管生成，这

可能有助于慢性砷暴露诱发癌症的治疗[13]。另外，

CHEN等[14]研究发现，miR-218-5p在肺腺癌组织中表

达显著下调，miR-218-5p通过靶向内质网氧化还原

酶1α显著抑制肺癌细胞活力、侵袭和迁移能力、血管

生成能力。本研究也证实，过表达miR-218-5p可显

著抑制A549细胞的糖酵解过程，降低细胞活性，与上

述研究成果一致。

癌症细胞异常代谢是肿瘤的特征之一，糖酵解
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是肿瘤细胞能量代谢的主要方式。糖酵解与肿瘤的

恶性程度密切相关，HK2在有氧糖酵解调节中发挥

重要作用。TANTAI等[15]研究发现，肺腺癌组织中三

元基序（tripartite motif, TRIIM）通过增强糖酵解作用

促进癌细胞增殖和顺铂耐药。CHEN等[16]研究显示，

胆囊癌中miR-143通过靶向抑制HK2的表达，调节

细胞有氧葡萄糖代谢改变肿瘤细胞恶性生物活性。

YU 等[17]报告称，MIR210HG 通过 miR‑125b‑5p/HK2/

PKM2 轴调节胰腺癌细胞的糖酵解、细胞增殖和

转移。

乳酸产量升高是肿瘤细胞的共同特征，乳酸是

一种免疫抑制分子，在肿瘤细胞免疫逃逸中起着至

关重要的作用[18]。PKM2在肿瘤微环境中乳酸积累

起着关键作用，miR-124通过靶向PKM2抑制肿瘤细

胞葡萄糖代谢，降低乳酸产生量，促进T细胞增殖，该

调控轴可调控肿瘤细胞代谢，可能是改善T细胞抗肿

瘤反应的有效生物靶点[19]。另外，LYU 等[20]研究提

出，环形RNA FAM13B通过 IGF2BP1/PKM2级联反

应抑制膀胱癌细胞中糖酵解和酸性肿瘤微环境，继

而抑制肿瘤免疫逃逸并增强肿瘤免疫治疗敏感性。

本研究发现，过表达 miR-218-5p，可降低 HK2 和

PKM2蛋白的表达水平，并显著抑制肿瘤细胞葡萄糖

摄取量和乳酸水平，这表明miR-218-5p可抑制A549

细胞的糖酵解。

综上所述，本研究发现，miR-218-5p通过靶向

PDE7A 下调 NSCLC A549 细胞中 HK2和PKM2 表

达 ，抑制 A549 细胞的糖酵解过程 ，miR-218-5p/

PDE7A轴可能成为NSCLC早期诊断和治疗的潜在

靶点。
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