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  摘 要:目的 探讨长链非编码RNA(lncRNA)GAS5靶向微小RNA-21(miR-21)通过磷脂酰肌醇3-激酶

(PI3K)/蛋白激酶B(Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)信号通路抑制肺癌细胞的上皮-间质转化和自

噬。方法 实时定量聚合酶链反应(qPCR)检测lncRNA
 

GAS5在5例非小细胞肺癌(NSCLC)组及癌旁组中

的表达。用双荧光素酶报告基因实验检测lncRNA
 

GAS5对 miR-21的靶向作用。另将A549细胞分为5组,
包括pcDNA-null组、pcDNA-GAS5组、pcDNA-GAS5+mimic-NC 组、pcDNA-GAS5+mimic组、pcDNA-
GAS5+mimic+BEZ235组。用qPCR检测lncRNA

 

GAS5和miR-21表达。用蛋白质印迹法检测PI3K、磷酸

化Akt(p-Akt)、磷酸化mTOR
 

(p-mTOR)、贝克兰蛋白1(Beclin1)、微管相关蛋白1轻链3(LC3)-Ⅱ、LC3-Ⅰ、
上皮钙黏蛋白(E-cadherin)、神经钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)、扭转蛋白1(Twist1)、核增殖相

关抗原(Ki67)和增殖细胞核抗原(PCNA)表达。采用3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基四唑溴化物法检测

细胞增殖活力。结果 NSCLC组lncRNA
 

GAS5表达明显高于癌旁组,差异有统计学意义(P<0.05)。双荧

光素酶报告基因实验确定A549细胞中lncRNA
 

GAS5对 miR-21有直接靶向作用。与pcDNA-null组比较,

pcDNA-GAS5组细胞增殖活力减少,lncRNA
 

GAS5、PI3K、p-Akt、p-mTOR、Beclin1、LC3-Ⅱ、N-cadherin、Vi-
mentin、Twist1、Ki67、PCNA表达下调,miR-21、LC3-Ⅰ、E-cadherin表达上调,差异有统计学意义(P<0.05)。
与pcDNA-GAS5+mimic-NC组比较,pcDNA-GAS5+mimic组细胞增殖活力上调,PI3K、p-Akt、p-mTOR、

Beclin1、LC3-Ⅱ、N-cadherin、Vimentin、Twist1、Ki67、PCNA表达上调,miR-21、LC3-Ⅰ、E-cadherin表达下调,
差异有统计学意义(P<0.05)。与pcDNA-GAS5+mimic组比较,pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235组细胞增

殖活力下调,PI3K、p-Akt、p-mTOR、Beclin1、LC3-Ⅱ、N-cadherin、Vimentin、Twist1、Ki67、PCNA表达下调,

LC3-Ⅰ和E-cadherin表达上调,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 lncRNA
 

GAS5通 过 miR-21抑 制

PI3K/Akt/mTOR信号通路,从而抑制肺癌细胞的上皮-间质转化和自噬,减少细胞增殖活力。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

GAS5
 

on
 

mi-
croRNA-21

 

(miR-21)
 

in
 

lung
 

cancer
 

cells
 

through
 

phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)/protein
 

kinase
 

B
 

(Akt)/mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR)
 

signaling
 

pathway
 

on
 

epithalium-mesenchymal
 

transforma-
tion

 

and
 

autophagy.Methods Real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

GAS5
 

in
 

5
 

patients
 

with
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

and
 

adjacent
 

groups.
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Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

targeting
 

effect
 

of
 

lncRNA
 

GAS5
 

on
 

miR-21.A549
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

5
 

groups,including
 

pcDNA-null
 

group,pcDNA-GAS5
 

group,pcDNA-GAS5+mimic
 

group,pcDNA-GAS5+mimic
 

group
 

and
 

pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235
 

group.lncRNA
 

GAS5
 

and
 

miR-21
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

qPCR.PI3K,phosphorylated
 

Akt
 

(p-Akt),phosphorylated
 

mTOR
 

(p-mTOR),
Beclin1,microtubule-associated

 

protein
 

light
 

chain
 

3(LC3)-Ⅱ,LC3-Ⅰ,E-cadherin,N-cadherin,Vimentin,
Twist1,proliferation

 

associated
 

nuclear
 

antigen
 

(Ki67)
  

and
 

proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen
 

(PCNA)
 

expres-
sion.The

 

cell
 

proliferation
 

activity
 

was
 

measured
 

by
 

3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
 

bromide
 

method.Results lncRNA
 

GAS5
 

expression
 

in
 

NSCLC
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

ad-
jacent

 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

determined
 

that
 

ln-
cRNA

 

GAS5
 

in
 

A549
 

cells
 

had
 

a
 

direct
 

targeting
 

effect
 

on
 

miR-21.Compared
 

with
 

pcDNA-null
 

group,cell
 

pro-
liferation

 

activity
 

decreased
 

in
 

pcDNA-GAS5
 

group.lncRNA
 

GAS5,PI3K,p-Akt,p-mTOR,Beclin1,LC3-Ⅱ,
N-cadherin,Vimentin,Twist1,Ki67

 

and
 

PCNA
 

were
 

down-regulated,while
 

miR-21,LC3-Ⅰ
 

and
 

E-cadherin
 

were
 

up-regulated,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

pcDNA-GAS5+
mimic

 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

of
 

pcDNA-GAS5+mimic
 

group
 

was
 

up-regulated.The
 

expressions
 

of
 

PI3K,p-Akt,p-mTOR,Beclin1,LC3-Ⅱ,N-cadherin,Vimentin,Twist1,Ki67,and
 

PCNA
 

were
 

up-regulated,
while

 

the
 

expressions
 

of
 

miR-21,LC3-Ⅰ,and
 

E-cadherin
 

were
 

down-regulated,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

pcDNA-GAS5+mimic
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

of
 

pcDNA-GAS5+
mimic+BEZ235

 

group
 

was
 

down-regulated.The
 

expressions
 

of
 

PI3K,p-Akt,p-mTOR,Beclin1,LC3-Ⅱ,N-
cadherin,Vimentin,Twist1,Ki67

 

and
 

PCNA
 

were
 

down-regulated,while
 

the
 

expressions
 

of
 

LC3-Ⅰ
 

and
 

E-cad-
herin

 

were
 

up-regulated,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).Conclusion lncRNA
 

GAS5
 

inhibits
 

PI3K/
Akt/mTOR

 

signaling
 

pathway
 

through
 

miR-21,thereby
 

inhibiting
 

epithelial-mesenchymal
 

transformation
 

and
 

autophagy
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells,and
 

reducing
 

cell
 

proliferation
 

activity.
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  我国肺癌发病率在各类癌症中居首位,肺癌分为

非小 细 胞 肺 癌(NSCLC)和 小 细 胞 肺 癌(SCLC),
NSCLC占85%~90%[1-2]。肺癌受多种遗传和环境

因素的调控,如吸烟、空气污染、家族遗传、放射线暴

露和职业暴露[3]。已确认表观遗传学改变、信号通路

异常和非编码核糖核酸(RNA)等分子变化影响肺癌

发展和预后,但对发病机制和生物学过程的了解仍有

限[4-5]。长链非编码RNA(lncRNA)是长度超过200
个核苷酸的转录 RNA,具有重要调控作用[6]。ln-
cRNA

 

GAS5在多种恶性肿瘤中表达,并参与抑制肿

瘤发生和转移[7],并在肺癌、肝癌、结直肠癌、胃肠道

间质瘤、胰腺癌、胃癌和宫颈癌等的不良预后中起关

键作用[8]。磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)/蛋白激酶B
(Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)信号通路

是调控发育和干细胞特性的重要信号通路,与癌症密

切相关[9]。最近的研究显示,该信号通路参与了肺癌

的上皮-间质转化(EMT)和自噬[10-11]。然而,针对ln-
cRNA

 

GAS5 与 PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路 在

NSCLC中的关系,以及 对 人 A549细 胞 中 自 噬 和

EMT的影响,目前研究较少。另外,微小 RNA-21
(miR-21)是一种常见的癌症相关 miRNA,并且参与

调控癌症的多种生物过程,如细胞增殖、凋亡、迁移和

侵袭。这使得 miR-21成为研究癌症机制的重要靶

点[12]。研究发现,结直肠癌、破骨细胞、膜间皮细胞中

lncRNA
 

GAS5均对miR-21有调控作用[13-15]。然而,
目前仍然缺乏在 NSCLC细胞中lncRNA

 

GAS5对

miR-21的 调 控 研 究。因 此,本 研 究 探 讨lncRNA
 

GAS5靶向miR-21通过PI3K/Akt/mTOR信号通路

抑制肺癌细胞的 EMT 和自噬,旨在揭示lncRNA
 

GAS5在肺癌发生发展中的分子机制。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1月至2023年6月在

新疆医科大学附属中医医院接受手术的5例NSCLC
患者作为研究对象。年龄42~74岁,平均(54±9)
岁,排除有其他恶性肿瘤患者。其中鳞状细胞癌3
例,腺癌2例;肿瘤最大径≤4

 

cm
 

2例,肿瘤最大径>
4

 

cm
 

3例;分化差3例,中高度分化2例;有淋巴结转

移3例,无淋巴结转移2例。将 NSCLC患者癌组织

(NSCLC组)和癌旁组织(距肿瘤边缘超过5
 

cm,癌旁

组)采集并保存在液氮中,所有标本经病理学确认,患
者在手术前未接受放疗和化疗。本研究遵循自愿原

则,经过患者及家属的知情同意,以及通过新疆医科

大学附属中医医院伦理委员会的批准。
1.2 方法

1.2.1 细 胞 培 养  人 肺 癌 细 胞 系 A549 细 胞

(NSCLC细胞)和BEAS-2B细胞(健康人肺上皮细
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胞)均购于武汉普诺赛生物科技有限公司,并由本实

验室培养和传代。这些细胞系都用含有10%胎牛血

清(FBS)和抗菌药物(100
 

U/mL青霉素和链霉素)的
DMEM培养基培养,培养箱环境为37

 

℃,5%
 

CO2,
湿润且无菌。每2~3天进行消化和传代,选择处于

对数生长期的细胞进一步实验。
1.2.2 A549细胞的处理和分组 将研究中的细胞

分成以下5组。pcDNA-null组(用pcDNA-3.1空质

粒对照转染 A549细胞)、pcDNA-GAS5组(用pcD-
NA-3.1过 表 达 A549细 胞 中 的lncRNA

 

GAS5)、

pcDNA-GAS5+mimic的阴性对照(mimic-NC)组[用

pcDNA-GAS5和 mimic-NC(上 海 吉 玛 公 司)转 染

A549细胞]、pcDNA-GAS5+miR-21模拟物(mimic)
组[用pcDNA-GAS5和 mimic(上海吉玛公司)转染

A549细胞]、pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235组(用

pcDNA-GAS5 和 miR-21 模 拟 物 及 PI3K/Akt/
mTOR信号通路抑制剂BEZ235孵育 A549细胞)。
将对数生长期的细胞以2×105 个/孔接种至6孔板

中。当培养12
 

h待细胞贴壁后,进行转染前弃原培养

基,并用不含青霉素-链霉素的培养基替换。然后,在
含有10

 

μL的脂质体(上海碧云天生物科技有限公

司)的250
 

μL
 

OPTI-MEM培养基(美国Gibco公司)
中分别加入pcDNA-null(终浓度100

 

μmol/L)、pcD-
NA-GAS5(终浓度100

 

μmol/L)、pcDNA-GAS5(终
浓 度 100

 

μmol/L)联 合 mimic-NC(终 浓 度 200
 

μmol/L)、pcDNA-GAS5(终浓度100
 

μmol/L)联合

mimic(终浓度200
 

μmol/L)、pcDNA-GAS5(终浓度

100
 

μmol/L)联 合 mimic(终 浓 度200
 

μmol/L)及
BEZ235(终浓度2.5

 

mg/L)。在37
 

℃下的5%
 

CO2
培养箱中用上述各培养基孵育细胞24

 

h,随后用完整

培养基取代原培养基,用于后续实验。
1.2.3 实时定量聚合酶链反应(qPCR) 用癌症基

因组图谱(TCGA)公共数据库预测肺癌组织中ln-
cRNA

 

GAS5的表达情况。随后使用 Trizol试剂盒

(日本Takara公司)提取细胞和组织中的总RNA,或
提取A549细胞的总miRNA,并测定RNA的浓度和

纯度。根据RNA逆转录试剂盒(日本Takara公司)
的说明,选择RNA进行逆转录,得到总体积为10

 

μL
的互补DNA(cDNA)。所得到的cDNA用65

 

μL二

乙氧基甲烷水稀释并混匀。根据以下分组准备qPCR
的反应体系:5

 

μL
 

SsoFast
 

EvaGreen超级混合物(美
国BIO-RAD公司),0.5

 

μL正向引物(10
 

μmol/L),
0.5

 

μL 反 向 引 物(10
 

μmol/L),和 4
 

μL
 

cDNA。

qPCR扩增条件:95
 

℃预变性1
 

min,95
 

℃变性30
 

s,
58

 

℃退火5
 

s,共30个循环,最后在72
 

℃延伸5
 

s。
lncRNA

 

GAS5使用磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作
为内参基因,miR-21使用 U6作为内参基因,每个样

品中的每个基因均重复3次。熔解曲线测试qPCR

结果的可靠性。ΔCt
 

=Ct(目标基因)-Ct(内部参

考)。目 标 基 因 的 表 达 通 过 2-ΔΔCt 进 行 分 析[16]。

qPCR引物序列(5'-3')如下,lncRNA
 

GAS5正向引

物为 CAGTGGGGAACTCTGACTCG,反向引物为

GTGCCTGGTGCTCTCTTACC;GAPDH 正向引物

为 AACGGATTTGGTCGTATTGGG,反向引 物 为

TCGCTCCTGGAAGATGGTGAT;miR-21 正 向 引

物 为 GGCTATGTCTACGCGTTC,反 向 引 物 为

AACTGGCATCGCGGTGA;U6 正 向 引 物 为

CTCGCTTCGGCAGCACA,反向引物为 AACGCT-
TCACGAATTTGCGT。
1.2.4 双荧光素酶报告基因实验 利用starBase

 

v2.0 或 TargetScan
 

Human
 

7.2 预 测 了lncRNA
 

GAS5与 miR-21之间的潜在靶向序列。根据psi-
CHECK2载体(美国 Promega公司),构建了含有

miR-21潜在结合序列的突变型荧光素酶报告重组质

粒(lncRNA
 

GAS5
 

MUT)和野生型荧光素酶报告重

组质粒(lncRNA
 

GAS5
 

WT,上 海 吉 玛 公 司)。将

A549细胞培养在96孔板中,并转染构建的载体和

mimic或mimic-NC。转染48
 

h后,采集细胞裂解液,
并使用双荧光素酶报告基因系统(美国Promega公

司)检测细胞裂解液中的荧光素酶活性。
1.2.5 蛋白质印迹法(Western

 

blot) 使用放射免

疫沉淀测试缓冲液提取1.2.2中各组细胞中的总蛋

白,并使用二辛可宁酸测定试剂盒进行鉴定。然后将

平均蛋白用10%
 

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离,转移到聚偏二氟乙烯膜上。然后在室温下将

膜在5%脱脂牛奶中封闭2
 

h,并在4
 

℃下孵育兔抗-
PI3K、磷 酸 化 Akt(p-Akt)、磷 酸 化 mTOR

 

(p-
mTOR)、贝克兰蛋白1(Beclin1)、微管相关蛋白1轻

链3-Ⅱ(LC3-Ⅱ)、微管相关蛋白1轻链3-Ⅰ(LC3-
Ⅰ)、上皮钙黏蛋白(E-cadherin)、神经钙黏蛋白(N-
cadherin)、波 形 蛋 白 (Vimentin)、扭 转 蛋 白 1
(Twist1)、核增殖相关抗原(Ki67)和增殖细胞核抗原

(PCNA)、GAPDH的特异性抗体过夜。随后,将膜在

二抗(1∶1
 

000)中孵育1
 

h。最后,由电化学发光试剂

检测系统试剂进行蛋白条带的显色,并根据ImageJ
软件分析条带的灰度值。
1.2.6 3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基四唑溴

化物(MTT)实验检测细胞增殖活力 在1.2.2中的

各组细胞中添加20
 

μL
 

MTT 溶液(质量浓度为5
 

mg/mL),继续在37
 

℃下孵育4
 

h。之后,停止培养,
丢弃 MTT溶液。向每个孔位添加二甲基亚砜(150

 

μL),并在离心浓缩机上振荡10
 

min,以溶解晶体。之

后,在振荡后使用Thermo全波长微板分光光度计测

量490
 

nm处的吸光度值。
1.3 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件进行数

据分析。计量资料以x±s表示,两组间比较行t检
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验,多组间的比较采用单因素方差分析。P<0.05表

示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 肺癌组织和 A549细胞中lncRNA
 

GAS5表达

 NSCLC组 TCGA公共数据库中肺腺癌和肺鳞状

细胞癌组织中lncRNA
 

GAS5表达(依次为5.82±
1.82、5.46±1.75)均高于癌旁组(依次为4.66±
0.51、4.40±0.48),差异有统计学意义(P<0.05)。
NSCLC组lncRNA

 

GAS5表达(4.39±0.51)明显高

于癌旁组(1.00±0.13),差异有统计学意义(P<
0.05)。与BEAS-2B细胞(1.00±0.04)比较,人肺癌

细胞系 A549细胞中的lncRNA
 

GAS5表达(5.92±
0.39)显著上调,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 lncRNA

 

GAS5通过靶向 miR-21调控A549细

胞中PI3K/Akt/mTOR信号通路 starBase在线数

据库预 测 发 现lncRNA
 

GAS5具 有 多 个 靶 向 结 合

miR-21序列位点。在lncRNA
 

GAS5-WT转染的细

胞中,与mimic-NC组(0.20±0.01)比较,mimic组荧

光素酶活性升高(1.00±0.12),差异有统计学意义

(P<0.05)。在lncRNA
 

GAS5-MUT 转染的细胞

中,mimic组荧光素酶活性(1.00±0.08)与 mimic-
NC组比较(1.00±0.06),差异无统计学意义(P>
0.05)。在 A549细胞中过表达lncRNA

 

GAS5,与

pcDNA-null组(lncRNA
 

GAS5为1.00±0.06、miR-
21为1.00±0.08、PI3K 为1.00±0.11、p-Akt为

1.00±0.09、p-mTOR为1.00±0.12)比较,pcDNA-
GAS5组lncRNA

 

GAS5表达上调(6.38±0.76),
miR-21表达下调(0.08±0.01),PI3K、p-Akt及p-
mTOR表达均下调(PI3K为0.19±0.04、p-Akt为

0.22±0.02、p-mTOR 为0.23±0.03)。pcDNA-
GAS5+mimic组 GAS5表达(6.37±0.69)与pcD-
NA-GAS5+mimic-NC组(6.39±0.82)比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。与pcDNA-GAS5+mimic-
NC组(miR-21为0.07±0.02、PI3K为0.20±0.03、

p-Akt为0.23±0.04、p-mTOR为0.19±0.02)比
较,pcDNA-GAS5+mimic组miR-21、PI3K、p-Akt及

p-mTOR 表 达 (miR-21 为 5.22±0.64、PI3K 为

0.73±0.08、p-Akt为 0.81±0.12、p-mTOR 为

0.65±0.08)均上调,差异有统计学意义(P<0.05)。
与pcDNA-GAS5+mimic组(PI3K为0.73±0.08、p-
Akt为0.81±0.12、p-mTOR为0.65±0.08)比较,

pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235组PI3K、p-Akt及

p-mTOR表达均下调(PI3K为0.26±0.04、p-Akt为

0.27±0.03、p-mTOR为0.35±0.05),差异有统计

学意 义(P <0.05);pcDNA-GAS5+mimic组ln-
cRNA

 

GAS5 和 miR-21 表 达 (lncRNA
 

GAS5 为

6.40±0.79、miR-21 为 5.22±0.64)与 pcDNA-
GAS5+ mimic+BEZ235 组 (lncRNA

 

GAS5 为

6.41±0.66、miR-21为5.24±0.74)比较,差异无统

计学意义(P>0.05)。见图1。

  注:A表示生物信息学预测lncRNA
 

GAS5与 miR-21的靶向结

合;B表示 Western
 

blot法检测细胞中PI3K、p-Akt及p-mTOR表达,a
为pcDNA-null组,b为pcDNA-GAS5组,c为pcDNA-GAS5+mimic-
NC组,d为pcDNA-GAS5+mimic组,e为pcDNA-GAS5+mimic+
BEZ235组。

图1  lncRNA
 

GAS5与 miR-21的靶向结合及各组

PI3K/Akt/mTOR信号通路中蛋白表达

2.3 lncRNA
 

GAS5通过下调 miR-21抑制PI3K/
Akt/mTOR信号通路减少细胞增殖活力 与pcD-
NA-null组(细胞增殖活力为97.23%±12.03%、
Ki67为1.03±0.25、PCNA 为1.00±0.08)比较,

pcDNA-GAS5组细胞增殖活力(48.59%±4.59%)和
Ki67、PCNA表达均降低(Ki67为0.43±0.05、PC-
NA为0.15±0.02),差异有统计学意义(P<0.05)。
与pcDNA-GAS5+mimic-NC组(细胞增殖活力为

48.67%±4.82%、Ki67为0.41±0.06、PCNA 为

0.14±0.01)比较,pcDNA-GAS5+mimic组细胞增

殖活力和Ki67、PCNA表达均上调(细胞增殖活力为

77.81%±8.33%、Ki67 为 0.76±0.09、PCNA 为

0.78±0.07),差异有统计学意义(P<0.05)。与

pcDNA-GAS5+ mimic 组 (细 胞 增 殖 活 力 为

77.81%±8.33%、Ki67 为 0.76±0.09、PCNA 为

0.78±0.07)比较,pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235
组细胞增殖活力和Ki67、PCNA表达均下调(细胞增

殖活 力 为56.80%±6.18%、Ki67为0.57±0.05、
PCNA为0.28±0.03),差异有统计学意义(P<
0.05)。见图2。
2.4 lncRNA

 

GAS5通过下调 miR-21抑制PI3K/
Akt/mTOR信号通路减少自噬 与pcDNA-null组

(Beclin1为1.00±0.04、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为1.00±
0.09)比较,pcDNA-GAS5组Beclin1和LC3-Ⅱ/LC3-
Ⅰ表达均下调(Beclin1为0.23±0.09、LC3-Ⅱ/LC3-
Ⅰ为0.25±0.04),差异有统计学意义(P<0.05)。
与pcDNA-GAS5+mimic-NC组(Beclin1为0.23±
0.02、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为0.25±0.02)比较,pcDNA-
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GAS5+mimic组 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ表达均上调(Bec-
lin1为0.61±0.07、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为0.72±0.08),
差异有统计学意义(P<0.05)。与pcDNA-GAS5+
mimic组(Beclin1为0.61±0.07、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为

0.72±0.08)比较,pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235
组 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ表 达 均 下 调(Beclin1 为 0.39±
0.01、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为0.48±0.03),差异有统计学

意义(P<0.05)。见图3。

  注:a为pcDNA-null组,b为pcDNA-GAS5组,c为pcDNA-GAS5+
mimic-NC 组,d为 pcDNA-GAS5+mimic组,e为 pcDNA-GAS5+

mimic+BEZ235组。

图2  各组细胞中Ki67、PCNA的表达

  注:a为pcDNA-null组,b为pcDNA-GAS5组,c为pcDNA-GAS5
+mimic-NC组,d为pcDNA-GAS5+mimic组,e为pcDNA-GAS5+

mimic+BEZ235组。

图3  各组细胞中Beclin1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的表达

2.5 lncRNA
 

GAS5通过下调 miR-21抑制PI3K/
Akt/mTOR信号通路抑制EMT 与pcDNA-null组

(E-cadherin为1.00±0.07、N-cadherin为1.00±
0.08、Vimentin为1.00±0.04、Twist1为1.00±
0.03)比较,pcDNA-GAS5组 E-cadherin表达 上 调

(4.18±0.79),而N-cadherin、Vimentin、Twist1表达

均下 调(N-cadherin 为 0.26±0.03、Vimentin 为

0.45±0.05、Twist1为0.33±0.04),差异有统计学

意义(P<0.05)。与pcDNA-GAS5+mimic-NC组

(E-cadherin为4.17±0.58、N-cadherin为0.27±
0.03、Vimentin为0.45±0.01、Twist1为0.33±
0.06)比较,pcDNA-GAS5+mimic组 E-cadherin表

达 下 调 (1.91±0.07),而 N-cadherin、Vimentin、
Twist1表达均上调(N-cadherin为0.73±0.08、Vim-
entin为0.76±0.05、Twist1为0.85±0.07),差异有

统计学意义(P<0.05)。与pcDNA-GAS5+mimic
组(E-cadherin为1.91±0.07、N-cadherin为0.73±
0.08、Vimentin为0.76±0.05、Twist1为0.85±
0.07)比较,pcDNA-GAS5+mimic+BEZ235组 E-
cadherin表达上调(3.58±0.44),而 N-cadherin、Vi-
mentin、Twist1表达均下调(N-cadherin为0.45±
0.05、Vimentin为0.49±0.07、Twist1为0.64±
0.08),差异有统计学意义(P<0.05)。见图4。

  注:a为pcDNA-null组,b为pcDNA-GAS5组,c为pcDNA-GAS5+
mimic-NC组,d为 pcDNA-GAS5+mimic组,e为 pcDNA-GAS5+
mimic+BEZ235组。

图4  各组细胞中E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、

Twist1的表达

3 讨  论

  基于lncRNA在肺部疾病中异常水平和多种因

素的作用及lncRNA在人类癌症中的作用,lncRNA
被越来越多的研究证实是NSCLC的新治疗靶点[17]。
其中一个特殊的lncRNA是lncRNA

 

GAS5,它作为

抑制肿瘤生长和抑制多种癌细胞类型的细胞迁移和

侵袭的肿瘤抑制剂[18-19]。本研究结果显示,NSCLC
组lncRNA

 

GAS5表达明显高于癌旁组,差异有统计

学意义(P<0.05);TCGA公共数据库中肺腺癌和肺

鳞癌组织中lncRNA
 

GAS5表达(5.82±1.82、5.46±
1.75)均高于癌旁组(4.66±0.51、4.40±0.48),差异

有统计学意义(P<0.05);而且与 BEAS-2B细胞

(1.00±0.04)比较,人肺癌细胞系A549细胞中的ln-
cRNA

 

GAS5表达(5.92±0.39)显著上调,差异有统

计学意义(P<0.05)。本研究结果表明,lncRNA
 

GAS5的过表达可以通过靶向调节 miR-21水平来抑

制NSCLC细胞的EMT和自噬作用,进一步证实了

miR-21是lncRNA
 

GAS5的一个新的靶分子,可通过

调节PI3K/Akt/mTOR信号通路来发挥作用。
lncRNA

 

GAS5在NSCLC细胞中表达,并发挥着

重要的生物学作用。有研究表明,lncRNA
 

GAS5对

NSCLC细胞 系 生 长 的 抑 制 和 凋 亡 的 诱 导 至 关 重

要[20]。本研究结果显示,lncRNA
 

GAS5及其下游靶

分子miR-21在NSCLC进展中也起重要作用。首先,
与pcDNA-null组相比,lncRNA

 

GAS5过表达细胞中

miR-21水平下降。在转染 mimic后,lncRNA
 

GAS5
的过表达对A549细胞的EMT和自噬的抑制功能被

显著逆转;其次,双荧光素酶报告基因实验验证了ln-
cRNA

 

GAS5 的 下 游 靶 标 就 是 miR-21。lncRNA
 

GAS5和miR-21之间的关联在许多生理和病理过程

中都有报道,包括心脏纤维化、破骨分化、膜间皮细胞

的EMT 及癌症发展[21-22]。因此,在 NSCLC中ln-
cRNA

 

GAS5与miR-21存在相互作用,并对EMT和

自噬发挥调控作用。
EMT是上皮细胞通过特定过程转化为间质细胞

的生物学过程,在癌转移过程中起着重要作用[23]。
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ZHU等[24]在lncRNA
 

GAS5过表达肺癌细胞株中发

现细胞的侵袭和迁移受到明显抑制,而且细胞周期结

果显示,GAS5过表达细胞系S期细胞比例增加,G2
期细胞比例减少。lncRNA

 

GAS5过表达后,肿瘤最

大径明显受到抑制[24]。lncRNA
 

GAS5还显著激活

E-cadherin表达,抑制 N-cadherin表达,从而抑制肺

癌细胞增殖、迁移、侵袭及EMT。已知 Vimentin和
 

Twist1均为癌细胞激活EMT的关键因子[25]。本研

究结果发现,在lncRNA
 

GAS5过表达的 A549细胞

中细胞增殖活力降低,而且 N-cadherin、Vimentin、
Twist1表达均下调,E-cadherin表达上调,这些结果

均支持lncRNA
 

GAS5过表达抑制NSCLC的EMT,
提示lncRNA

 

GAS5可作为抑制癌转移的关键调节

靶点。
有研究表明,lncRNA可通过激活或失活多种信

号通路,作为肿瘤发生和恶性进展的靶点[26]。PI3K
可被各种癌基因和生长因子受体激活,随后包括Akt

 

和mTOR在内的下游调节蛋白发生磷酸化[27]。此

外,PI3K/Akt/mTOR信号通路在细胞增殖、凋亡和

转移等广泛的生理过程中发挥重要作用[28]。例如,
JIANG 等[28]报 道lncRNA

 

HOXB-AS3 通 过 调 控

PI3K/Akt信 号 通 路 促 进 肺 癌 细 胞 增 殖 和 转 移。
PI3K/Akt/mTOR信号通路参与了lncRNA

 

GAS5
过表达介导的喉癌肿瘤抑制[27]。本研究结果显示,
lncRNA

 

GAS5过表达下调了PI3K表达,抑制p-Akt
 

和p-mTOR表达,还发现lncRNA
 

GAS5过表达导致

了A549细胞的E-cadherin表达上调,而N-cadherin、
Vimentin、Twist1表达均下调,mimic可以明显地抑

制 E-cadherin 表 达,增 加 N-cadherin、Vimentin、
Twist1表达,并上调PI3K、p-Akt和p-mTOR表达。
而 mimic的 上 述 效 果 可 以 进 一 步 被 PI3K/Akt/
mTOR的抑制剂所逆转。这些结果证实,lncRNA

 

GAS5过表达通过靶向抑制 miR-21使 PI3K/Akt/
mTOR信 号 通 路 失 活 从 而 抑 制 了 A549 细 胞 的

EMT。
PI3K/Akt/mTOR信号通路是调控肿瘤细胞自

噬的核心机制[29]。本研究观察到lncRNA
 

GAS5过

表达可以抑制A549细胞中自噬的激活,包括Beclin1
和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ水平下调,而使用 mimic后,Bec-
lin1和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ水平被部分恢复,证实了ln-
cRNA

 

GAS5过表达通过抑制 miR-21从而抑制了

A549细胞中自噬的激活。ZENG等[30]在慢性阻塞性

肺疾病中证实 miR-21促进了人支气管上皮细胞的自

噬。这表明miR-21可能具有促进自噬的作用。进一

步还发现 miR-21模拟物对自噬的促进效果可以进一

步被PI3K/Akt/mTOR信号通路的抑制剂所逆转,
提示了lncRNA

 

GAS5过表达通过靶向抑制 miR-21
使 PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路 失 活 从 而 抑 制 了

A549细胞的自噬。
本研究存在一些局限,如主要集中在细胞系中进

行实验研究,而没有进行体内动物实验。尽管细胞系

是研究肿瘤生物学机制的重要模型,但细胞系可能无

法完全反映体内复杂的生物环境和相互作用;其次,
仅研究了一个特定的lncRNA

 

GAS5及其下游靶点

miR-21在NSCLC中的作用。然而,NSCLC是一种

高度复杂的疾病,可能涉及多个信号通路和调节网

络。因此,本研究还不能涵盖所有可能的调控机制和

靶点。
综上所述,本研究证明了lncRNA

 

GAS5靶向

miR-21通过抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路抑制肺

癌细胞的EMT和自噬。这为lncRNA
 

GAS5及其靶

向调控的 miR-21作为肺癌治疗靶点的开发提供了

参考。
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