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  摘 要:目的 探究长链非编码RNA(LncRNA)TTN-AS1通过 miR-3928调节p38MAPK参与宫颈癌进

展的机制。方法 分析肿瘤基因组图谱数据库中宫颈癌患者TTN-AS1水平与MAPK14水平和患者生存之间

的关系。双荧光素酶报告验证靶向关系。通过转染miR-3928模拟物和TTN-AS1构建miR-3928和/或TTN-
AS1过表达的细胞模型,分析其对细胞生物学行为的影响。结果 高水平的TTN-AS1的宫颈癌患者具有更

短的无进展生存期(P<0.05)。TTN-AS1的水平与 MAPK14的转录水平呈正相关(r=0.320,P<0.05)。
TTN-AS1通过抑制

 

miR-3928促进p38MAPK的表达,并促进增殖、迁移、侵袭和抑制凋亡。结论 TTN-AS1
可通过直接靶向作用于miR-3928上调p38MAPK的水平发挥参与宫颈癌进展的作用。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

LncRNA
 

TTN-AS1
 

regulates
 

p38MAPK
 

to
 

pro-
mote

 

cervical
 

cancer
 

progression
 

through
 

miR-3928.Methods To
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

TTN-AS1
 

and
 

MAPK14
 

levels
 

in
 

cervical
 

cancer
 

patients
 

in
 

the
 

TCGA
 

database
 

and
 

patient
 

survival.The
 

dual
 

luciferase
 

report
 

verified
 

the
 

targeting
 

relationship.A
 

cell
 

model
 

of
 

miR-3928
 

and/or
 

TTN-AS1
 

overexpression
 

was
 

con-
structed

 

by
 

transfecting
 

mimic
 

and
 

TTN-AS1
 

to
 

analyze
 

its
 

effect
 

on
 

cell
 

biological
 

behavior.Results Cervical
 

cancer
 

patients
 

with
 

high
 

levels
 

of
 

TTN-AS1
 

had
 

a
 

shorter
 

progression-free
 

survival
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

TTN-AS1
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

transcription
 

level
 

of
 

MAPK14
 

(r=0.320,P<0.05).TTN-AS1
 

promotes
 

the
 

expression
 

of
 

p38MAPK
 

by
 

inhibiting
 

miR-3928,and
 

promotes
 

proliferation,migration,invasion
 

and
 

inhibits
 

apoptosis.Conclusion TTN-AS1
 

can
 

directly
 

target
 

miR-3928
 

to
 

up-regulate
 

the
 

level
 

of
 

p38MAPK
 

to
 

promote
 

cervical
 

cancer.
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  尽管新的诊断技术和治疗方法不断被应用于临

床,但是宫颈癌患者的预后仍然不令人满意。研究发

现宫颈癌的转移和复发是引起宫颈癌患预后不佳的

主要因素,p38MAPK由 MAPK14基因编码,是引起

宫颈癌进展、转移的重要蛋白[1],但是其具体的调控

机制尚 不 完 全 明 确。最 新 研 究 证 实 了 微 小 RNA
(miRNA)与肿瘤发生和发展密切相关,miRNA可通

过直接靶向靶基因的信使RNA(mRNA)诱导其讲解

或转录抑制,从而转录后水平上调节基因的表达从而

参与肿瘤的发展[2]。miR-3928是近年来新发现的与

肿瘤相关的miRNA,有研究发现下调 miR-3928的水

平可以促进骨肉瘤的进展,提示 miR-3928具有抑癌

作用[3],但是miR-3928在宫颈癌中的作用尚不清楚。
此外,miRNA的靶向作用又被长链非编码RNA(Ln-
cRNA)的靶向调控,LncRNA会像“海绵”一样吸附

miRNA从而调控靶基因的表达[4]。最新研究发现

TTN-AS1可通过靶向 miR-4677-3p促进ZEB1基因

的表达,从而发挥促进肺腺癌细胞迁移和侵袭[5]。本

研究主要分析RNA
 

TTN-AS1通过 miR-3928
 

调节

p38MAPK参与宫颈癌进展的机制。
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1 材料与方法

1.1 材料 人宫颈癌细胞系CasKi(ATCC公司,美
国)。DMEM培养基(Invitrogen公司,美国)。miR-
3928类似物(mimic)、TTN-AS1和p38MAPK过表

达质粒及相应的阴性对照(NC)(Thermo
 

Fisher公

司,美国)。Lipofectamine
 

2000(Invitrogen公司,美
国)。双荧光素酶报告试剂盒和相应的荧光检测仪

(Promega公司,美国)。细胞计数试剂盒-8(CCK-8)
试剂盒(Beyotime生物技术研究所,中国)。凋亡检测

试剂盒和FACSCaliburTM 流式细胞仪(BD
 

Bioscienc-
esg公司,美国)。Transwell小室和基质凝胶(BD

 

Bi-
osciences公司,美国)。PCR 引物由 Genewiz公司

(中国)设计和合成。Trizol试剂(Invitrogen公司,美
国)。逆 转 录 cDNA 试 剂 盒 和 SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

qPCR试剂盒(Roche公司,瑞士)。ABI
 

7500
 

PCR检测系统(Life
 

technology公司,美国)。
 

放

射免疫沉淀法(RIPA)裂解缓冲液(Beyotime公司,中
国)。二喹啉甲酸(BCA)蛋白测定试剂盒和电化学发

光(ECL)试 剂 盒 (北 京 Applygen 公 司,中 国)。

p38MAPK、3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)抗体和二

抗(Abcam 公司,美国)。聚偏二氟乙烯(PVDF)膜
(Bio-Rad公司,美国)。

1.2 生物信息学分析 通过工具网站GEPIA分析

肿瘤基因组图谱(TCGA)数据库的宫颈癌患者TTN-
AS1水平与宫颈癌进展情况和与 MAPK14水平之间

的关系。预测TTN-AS1靶向miR-3928和miR-3928
靶向p38MAPK的结合位点。

1.3 双荧光素酶报告实验 将细胞分为对照组和

miR-3928模拟组(mimic组),并分别通过质粒转染NC
和miR-3928mimic。在验证 miR-3928靶向p38MAPK
时,分别将野生型的p38MAPK(p38MAPK-wt)或突变

的 p38MAPK(p38MAPK-mut)克 隆 到 pMIR-RE-
PORT荧光素酶载体中。然后分别通过实时荧光定

量聚合酶链反应(qPCR)或蛋白质免疫印迹法(West-
ernblot)检测各组miR-3928和p38MAPK的水平。

在验证 TTN-AS1时靶向 miR-3928时,分别将

TTN-AS1-wt和 TTN-AS1-mut克 隆 到 pMIR-RE-
PORT荧光素酶载体中。将CasKi细胞接种在6孔

板中,然后使用Lipofectamine
 

2000将克隆和突变的

序列转染至细胞中。使用荧光素酶报告检测仪评估

荧光素酶活性。

1.4 qPCR检测TTN-AS1、miR-3928和p38MAPK
 

mRNA 通过Trizol获得细胞中总RNA,然后验总

RNA的纯度和浓度。使用cDNA 试 剂 盒 将1
 

μg
 

RNA逆转录合成cDNA(42
 

℃下60
 

min,70
 

℃下5
 

min,然后4
 

℃保存)。使用SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix进行qPCR实验(在95
 

℃
 

10
 

min,40个循环,94
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃/1
 

min,60
 

℃
 

1
 

min,4
 

℃保存)。GAP-
DH作为 mRNA和LncRNA的内参,U6作为 miR-
NA的内参,通过比较循环阈值(ΔΔCt)用于分析

RNA的表达。

1.5 Westernblot检测p38MAPK蛋白的表达 在

液氮下将细胞研磨,在液氮保护下使用RIPA裂解缓

冲液裂解,并使用BCA蛋白测定试剂盒测量总蛋白

含量。然后使用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电

泳(SDS-PAGE)分离等量的总蛋白(120
 

V下电泳90
 

min),然后转移到PVDF膜上(50
 

V,120
 

min),在含

有5%脱脂牛奶的封闭溶液中封闭。然后将PVDF
膜与一抗(1∶1

 

000稀释)在4
 

℃孵育过夜,然后加入

1∶5
 

000稀释的辣根过氧化物酶(HRP)偶联二抗在

室温下孵育1
 

h。使用ECL试剂盒可视化蛋白条带,
并使用ImagePD软件使用GAPDH作为内参对蛋白

条带的灰度进行定量。

1.6 细 胞 培 养、分 组 和 转 染 将 CasKi细 胞 在

DMEM培养基中培养,37
 

℃。5%
 

CO2,相对湿度

100%。将 细 胞 分 为 4 组,即 对 照 组、mimic 组、

mimic+TTN-AS1组和 TTN-AS1组。使用 Lipo-
fectamine

 

2000试剂盒进行瞬时转染,其中 mimic组

和 mimic+TTN-AS1组通过转染 miR-3928
 

mimic
质粒 以 过 表 达 miR-3928,mimic+TTN-AS1组 和

TTN-AS1 组 转 染 p38MAPK 质 粒 过 表 达

p38MAPK。对照组转染两种 NC质粒,在转染24
 

h
后收集细胞进行后续试验。

1.7 CCK-8检测细胞活力 将细胞接种于96孔板

(每孔2×104 个细胞,100
 

μL),在培养第48
 

h加入10
 

μL
 

CCK-8试剂并在37
 

℃下培养,通过酶标仪检测

450
 

nm处的吸光度计算相对细胞活力。

1.8 流式细胞术检测细胞凋亡率 将细胞消化后重

悬,在2×105 个细胞中分别加入异硫氰酸荧光素

(FITC)
 

Annexin
 

V和7-氨基放线菌素D(7-AAD)各

10
 

μL和5
 

μL,然后分别室温、避光下分别孵育15
 

min,然后通过进行流式细胞术,通过配套Cell
 

Quest
软件分析凋亡率。

1.9 荷瘤裸鼠实验 在Transwell小室的上室加入

基质胶,底室加入完全培养基,然后将2×104 个细胞

加入至上室培养48
 

h。48
 

h后洗去未侵入底室的细

胞。然后将细胞使用20%甲醇固定,并用0.2%结晶

紫染色。在倒置显微镜下计数每个视野侵入底部室

的细胞数目。

1.10 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据分析。所有试验设立3个复孔,数据以x±s表示。
进行单因素方差分析,两两比较使用t 检验。

 

P<
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0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 生物信息学分析结果 在TCGA数据库中,根
据GEPIA的分析结果,发现高水平的 TTN-AS1的

宫颈癌患者具有更短的无进展生存期(P<0.05),并
且TTN-AS1的水平与 MAPK14的转录水平呈正相

关(r=0.320,P<0.05)。见图1。

  注:A为GEPIA数据库中TTN-AS1表达与宫颈癌患者无进展生

存期的相关性;B为GEPIA数据库中TTN-AS1表达与MAPK14表达

的相关性;TPM为每千个碱基的转录每百万映射读取的Transcripts;

HR为生存资料的效应量,比较一段时间内的风险。

图1  TTN-AS1与宫颈癌患者无进展生存期和

MAPK14的相关性

2.2 TTN-AS1直接靶向 miR-3928 TTN-AS1靶

向miR-3928的结合位点见图2。然后通过双荧光霉

素试 验结果验证了同时转染 NC+TTN-AS1-wt和

NC+TTN-AS1-mut的细胞的荧光酶素活性分别为

(1.00±0.09)、(1.04±0.12),与 miR-3928
 

mimic+
TTN-AS1-mut比较(0.98±0.16),miR-3928

 

mimic+
TTN-AS1-wt细胞的荧光酶素活性显著降低(0.34±
0.04),差异有统计学意义(P<0.05),说明 TTN-
AS1直接靶向miR-3928。

2.3 miR-3928靶向抑制p38MAPK的表达 miR-
3928靶向p38MAPK 的结合位点:MAPK14(位置

6589-6595)的 碱 基 序 列 5' …… agccaacuggg-
gagaGAGCUUCu……3'与 miR-3928的碱基序列3'-
cguccgccuuggaauCUCGAAG-5'具有结合位点。然后

通过双荧光霉素实验结果验证了同时转染 NC+
p38MAPK-wt和NC+p38MAPK-mut的细胞的荧光

酶素活性分别为(1.00±0.07)、(1.02±0.15),与

miR-3928
 

mimic+p38MAPK-mut比 较 (0.95±
0.12),miR-3928

 

mimic+p38MAPK-wt细胞的荧光

酶素活性显著降低(0.350±0.045),差异有统计学意

义(P<0.05)。进一步研究也发现,与对照组[分别为

(3.36±0.31)、(2.83±0.34)]比 较,转 染 miR-
3928mimic后,细胞中p38MAPKmRNA和蛋白的水

平降低[分别为(0.83±0.08)、(1.27±0.14)],差异

有统计学意义(P<0.05)。

图2  TTN-AS1直接靶向 miR-3928的结合位点

2.4 各组细胞中 TTN-AS1、miR-3928、p38MAPK
 

mRNA和蛋白的水平 mimic组miR-3928水平高于

对照组,TTN-AS1、p38MAPK
 

mRNA和蛋白水平低

于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。TTN-AS1
组miR-3928水平低于对照组,TTN-AS1、p38MAPK

 

mRNA和蛋白水平高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05)。mimic+TTN-AS1组 miR-3928水平低

于mimic组,TTN-AS1、p38MAPK
 

mRNA和蛋白水

平高于 mimic组,差异有统计学意义(P<0.05)。
miR-3928对p38MAPK的抑制作用被TTN-AS1阻

断,见表1。

表1  各组细胞中TTN-AS1、miR-3928、p38MAPK
 

mRNA和蛋白的水平比较

组别 TTN-AS1 miR-3928 p38MAPKmRNA p38MAPK蛋白

对照组 3.04±0.30 0.81±0.08 3.45±0.29 2.91±0.31

mimic组 1.57±0.11* 11.36±0.72* 0.86±0.08* 1.26±0.12*

mimic+TTN-AS1组 27.46±2.93# 0.85±0.08# 3.82±0.39# 3.11±0.35#

TTN-AS1组 34.86±2.40* 0.24±0.03* 6.03±0.71* 4.78±0.55*

  注:与对照组比较,*P<0.05;与mimic组比较,#P<0.05。

2.5 各组细胞的细胞生长和凋亡情况比较 mimic
组的细胞活力显著低于对照组,凋亡率高于对照组,
差异有统计学意义(P<0.05),TTN-AS1组的细胞

活力高于对照组,细胞凋亡率低于对照组,差异有统

计学意义(P<0.05),并且mimic+TTN-AS1组的细

胞活力高于mimic组,细胞凋亡率低于 mimic组,差
异有统计学意义(P<0.05)。过表达TTN-AS1会阻

断miR-3928对细胞生长的抑制作用和对凋亡的促进

作用,见表2、图3。
表2  各组细胞的相对细胞活力和凋亡率比较

组别 相对细胞活力 凋亡率(%)

对照组 100.00±1.78 5.20±0.16

mimic组 90.10±2.04* 27.97±1.55*

mimic+TTN-AS1组 101.36±2.67# 10.84±1.47#

TTN-AS1组 113.93±2.36* 4.67±0.11*

  注:与对照组比较,*P<0.05;与mimic组比较,#P<0.05。
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2.6 各组细胞侵袭能力比较 mimic组的细胞侵袭

能力[(20.37±2.08)个]低于对照组[(37.67±3.57)
个],差异有统计学意义(P<0.05),TTN-AS1组的

细胞 侵 袭 能 力 [(57.86±3.98)个]高 于 对 照 组

[(37.67±3.57)个],差异有统计学意义(P<0.05),

并 且 mimic+ TTN-AS1 组 的 细 胞 侵 袭 能 力

[(39.40±3.14)个]高于 mimic组[(20.37±2.08)
个],差异有统计学意义(P<0.05)。过表达 TTN-
AS1会部分逆转 miR-3928对细胞侵袭的抑制作用,
见图4。

  注:A为对照组、B为mimic组、C为mimic+TTN-AS1组、D为TTN-AS1组。

图3  流式细胞术检测各组细胞凋亡率

  注:A为对照组、B为mimic组、C为mimic+TTN-AS1组、D为TTN-AS1组。

图4  Transwell法检测各组细胞亲侵袭能力

3 讨  论

宫颈癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,根据最近

的统计报告,2018年宫颈癌新病例数为569
 

847例,
占所有肿瘤的3.2%。并且2018年死于宫颈癌的患

者共有311
 

365例,占所有恶性肿瘤的3.3%[6]。虽

然许多早期诊断宫颈癌的新生物标志物被发现,并且

靶向药物、免疫疗法等新的治疗手段被不断地应由于

宫颈癌的治疗,但由于肿瘤的转移、复发和获得性耐

药的发生,仍有一部分患者不能取得较好的预后[7]。
探究宫颈癌转移的分子机制提高是发展新的诊断和

治疗策略的基础。
抑癌基因和促癌基因的异常低表达和过表达是

导致肿瘤发生和进展的主要机制,p38MAPK蛋白最

初在炎症和应激反应中发现,后来被认为是一种与肿

瘤相关的蛋白[8]。在宫颈癌中,p38MAPK发挥促癌

作用,激活p38MAPK相关通路会促进肿瘤细胞迁移

和侵袭,是 宫 颈 癌 转 移 的 分 子 机 制 之 一[9]。并 且

p38MAPK蛋白的表达会受到 miRNA的靶向调节,
miR-374b可通过抑制p38MAPK抑制宫颈癌细胞的

增殖并促进凋亡[10]。HE等[11]研究结果显示人类早

期内皮祖细胞增殖能力的升高伴随着 miR-3928水平

的降低,提示 miR-3928具有抑制细胞增殖的作用。
XIA等[12]发现肺组织中 miR-3928的表达水平与肺

鳞状细胞癌患者的恶性表型和不良预后有关。并且

miR-3928
 

可具有直接靶向抑制Dicer
 

蛋白表达的作

用[13]。本研究预测并验证了 miR-3928可直接靶向

抑制p38MAPK的表达。
miRNA靶向 mRNA的过程受到LncRNA的靶

向调控。LncRNA是一类长链RNA,其长度超过200
个核苷酸,不具有蛋白质翻译功能。LncRNA可以通

过竞争内源性RNA的方式作为“海绵”“吸附”miR-
NA,从而调节miRNA在 mRNA降解和翻译中的作

用[14]。LncRNA通过靶向 miRNA调节靶基因表达

也是调节肿瘤细胞发生和发展的机制之一。本研究

结果显示发现高水平的TTN-AS1的宫颈癌患者具有

更短 的 无 进 展 生 存 期,并 且 TTN-AS1 的 水 平 与

MAPK14的转录水平正相关。并且也进一步验证了

TTN-AS1与 miR-3928之间存在靶向关系。TTN-
AS1在多种肿瘤中发挥促癌作用,包括口腔鳞状细胞

癌、肺腺癌及前列腺癌等[15-17]。本研究结果显示过表

达 TTN-AS1会 显 著 抑 制 miR-3928的 水 平,促 进

p38MAPK的表达,并阻断 miR-3928对p38MAPK
的抑制作用。过表达miR-3928明显降低了细胞活力

和细胞侵袭能力。而TTN-AS1能够上调细胞活力和

细胞侵袭能力,抑制细胞凋亡。过表达TTN-AS1会

显著阻断miR-3928对细胞生长、侵袭的抑制作用和
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对细胞凋亡的促进作用。FU 等[18]研究显示 TTN-
AS1可通过靶向抑制

 

miR-134-5p促进 MBTD1的表

达并抑制骨肉瘤细胞的凋亡和促进耐药。JIA等[19]

发现TTN-AS1可通过靶向 miR-142-5p/CDK5促进

肺癌细胞的迁移和侵袭。本研究结果显示在宫颈癌

中,TTN-AS1通过靶向miR-3928促进细胞生长和侵

袭,抑制凋亡。
综上所述,miR-3928靶向抑制p38MAPK的表

达,TTN-AS1 可 通 过 直 接 靶 向 miR-3928 上 调

p38MAPK的水平。TTN-AS1通过靶向调控 miR-
3928/p38MAPK促进CasKi细胞的增殖和侵袭并抑

制凋亡。关于TTN-AS1和 miR-3928在宫颈癌患者

中的临床意义值得进一步研究,关于 TTN-AS1和

miR-3928通过p38MAPK调节宫颈癌进展的作用尚

待进一步的体内研究。
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