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  摘 要:目的 探讨长链非编码核糖核酸癌症易感候选基因19(lncRNA
 

CASC19)调节微小RNA(miR)-
490-3p/高迁移率族蛋白A2(HMGA2)轴对结直肠癌(CRC)细胞增殖、迁移及化疗耐药性的影响。方法 培养

人正常结肠上皮细胞(FHC)和CRC细胞系(LOVO、HCT116、SW480),LOVO细胞随机分为Control组、sh-
NC组、sh-CASC19组、sh-CASC19+anti-NC组和sh-CASC19+anti-miR-490-3p组。实时荧光定量聚合酶链

反应(qRT-PCR)检测lncRNA
 

CASC19、miR-490-3p、HMGA2
 

mRNA表达;双荧光素酶实验检测lncRNA
 

CASC19与miR-490-3p及miR-490-3p与HMGA2之间的关系;细胞计数试剂盒-8(CCK-8)实验和克隆形成实

验检测细胞增殖能力;细胞划痕实验检测细胞迁移能力;Transwell实验检测细胞侵袭能力;Western
 

blot实验

检测 细 胞 转 移 相 关 蛋 白 (MMP2、MMP9)、HMGA2蛋 白 表 达;采 用 顺 铂 和 氟 尿 嘧 啶 检 测 化 疗 耐 药 性。
结果 CRC细胞系中lncRNA

 

CASC19和 HMGA2
 

mRNA表达升高,而 miR-490-3p表达降低,且LOVO细

胞中lncRNA
 

CASC19、miR-490-3p及 HMGA2
 

mRNA表达差异最显著,选择LOVO细胞进行后续实验。双

荧光素酶实验显示,转染lncRNA
 

CASC19、HMGA2后,与 mimic-NC组相比,miR-490-3p
 

mimic组的荧光素

酶活性下降(P<0.05)。与sh-NC和Control组相比,sh-CASC19组LOVO细胞的存活率、克隆数、迁移率、侵
袭率、MMP2、MMP9、HMGA2

 

mRNA及蛋白表达降低,miR-490-3p表达升高(P<0.05);与sh-CASC19组、
sh-CASC19+anti-NC组相比,sh-CASC19+anti-miR-490-3p组LOVO细胞的存活率、克隆数、迁移率、侵袭

率、MMP2、MMP9、HMGA2
 

mRNA及蛋白表达升高,miR-490-3p表达降低(P<0.05)。化疗耐药性实验显

示,与Control组相比,sh-CASC19组LOVO细胞的化疗耐药敏感性增加(P<0.05);与sh-CASC19组相比,
sh-CASC19+anti-miR-490-3p组LOVO细胞的化疗耐药敏感性降低(P<0.05);且同一组中,随着氟尿嘧啶、
顺铂药物浓度的增加,细胞存活率逐渐减低(P<0.05)。结论 敲低lncRNA

 

CASC19可通过调节 miR-490-
3p/HMGA2轴,抑制CRC细胞增殖、迁移,增加化疗耐药的敏感性。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

long
 

non-coding
 

ribonucleic
 

acid
 

cancer
 

susceptibility
 

can-
didate

 

gene
 

19
 

(lncRNA
 

CASC19)
 

regulating
 

the
 

microRNA
 

(miR)-490-3p/high
 

mobility
 

group
 

protein
 

A2
 

(HMGA2)
 

axis
 

on
 

the
 

proliferation,migration,and
 

chemotherapy
 

resistance
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

cells.
Methods Human

 

normal
 

colonic
 

epithelial
 

cells
 

(FHC)
 

and
 

CRC
 

cell
 

lines
 

(LOVO,HCT116,SW480)
 

were
 

cultured.LOVO
 

cells
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

Control
 

group,sh-NC
 

group,sh-CASC19
 

group,sh-
CASC19+anti-NC

 

group
 

and
 

sh-CASC19+anti-miR-490-3p
 

group.The
 

lncRNA
 

CASC19,miR-490-3p
 

and
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HMGA2
 

mRNA
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR).The
 

relationship
 

between
 

lncRNA
 

CASC19
 

and
 

miR-490-3p
 

and
 

between
 

miR-490-3p
 

and
 

HM-
GA2

 

were
 

detected
 

by
 

Dual
 

luciferase
 

assay.The
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

assay
 

and
 

colony
 

formation
 

assay.The
 

cell
 

migration
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

scratch
 

assay.The
 

cell
 

invasion
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay.The
 

cell
 

metastasis-related
 

proteins
 

(MMP2,MMP9)
 

and
 

HMGA2
 

protein
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

assay.The
 

chemotherapy
 

resistance
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

cisplatin
 

and
 

fluorouracil.Results The
 

lncRNA
 

CASC19
 

and
 

HMGA2
 

mRNA
 

expression
 

increased
 

in
 

CRC
 

cell
 

lines,and
 

miR-490-3p
 

expression
 

decreased.The
 

lncRNA
 

CASC19,miR-490-3p
 

and
 

HMGA2
 

mRNA
 

expression
 

in
 

LOVO
 

cells
 

were
 

the
 

most
 

significant,LOVO
 

cells
 

were
 

selected
 

for
 

subsequent
 

experiments.
The

 

dual
 

luciferase
 

assay
 

showed
 

that,after
 

the
 

transfection
 

of
 

lncRNA
 

CASC19
 

and
 

HMGA2,compared
 

with
 

mimic-NC
 

group,the
 

luciferase
 

activity
 

in
 

miR-490-3p
 

mimic
 

group
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

sh-
NC

 

and
 

Control
 

groups,the
 

survival
 

rate,clone
 

number,migration
 

rate,invasion
 

rate,MMP2,MMP9,HMGA2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

LOVO
 

cells
 

in
 

sh-CASC19
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

miR-490-3p
 

ex-
pression

 

was
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

sh-CASC19
 

group
 

and
 

sh-CASC19+anti-NC
 

group,the
 

survival
 

rate,clone
 

number,migration
 

rate,invasion
 

rate,MMP2,MMP9,HMGA2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expres-
sion

 

of
 

LOVO
 

cells
 

in
 

sh-CASC19+anti-miR-490-3p
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

miR-490-3p
 

expression
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

chemotherapy
 

resistance
 

experiment
 

showed
 

that,compared
 

with
 

Control
 

group,the
 

chemotherapy
 

resistance
 

sensitivity
 

of
 

LOVO
 

cells
 

in
 

sh-CASC19
 

group
 

increased
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

sh-CASC19
 

group,the
 

chemoresistance
 

sensitivity
 

of
 

LOVO
 

cells
 

in
 

sh-CASC19+anti-miR-
490-3p

 

group
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).In
 

the
 

same
 

group,with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

fluorou-
racil

 

and
 

cisplatin,the
 

cell
 

survival
 

rate
 

gradually
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Knockdown
 

of
 

lncRNA
 

CASC19
 

can
 

regulate
 

miR-490-3
 

p/HMGA2
 

signaling
 

pathway,inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

CRC
 

cells,and
 

increase
 

the
 

sensitivity
 

of
 

chemotherapy
 

resistance.
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mobility
 

group
 

protein
 

A2; chemotherapy
 

resistance

  结直肠癌(CRC)是全球恶性程度较高的恶性肿

瘤之一,其发病主要与遗传和环境因素有关,高复发

转移率及耐药性是 CRC患者治疗的主要难点[1-3]。
因此有必要探究CRC发病及耐药的分子机制,以改

善CRC 的 治 疗 效 果。长 链 非 编 码 核 糖 核 酸(ln-
cRNA)是 一 类 长 度 大 于 200 个 核 苷 酸 的 非 编 码

RNA,无蛋白质编码能力,参与多种肿瘤疾病的发生、
发展和治疗耐药过程[4-5]。癌症 易 感 候 选 基 因19
(CASC19)是一种新发现的lncRNA,研究发现,ln-
cRNA

 

CASC19在CRC组织和细胞中表达显著上调,
通过增强CRC细胞的侵袭、迁移和增殖能力,促进

CRC发生发展[6-8]。目前关于lncRNA
 

CASC19在

CRC中的作用机制尚未完全阐明。微小RNA(miR-
NA)是lncRNA的重要调控因子,有研究显示,多种

miRNA参与CRC的发生发展,其中 miR-490-3p在

CRC细胞中呈低表达,其高表达可减弱癌细胞的迁移

和侵袭能力,抑制癌症的生长[9]。高迁移率族蛋白

A2(HMGA2)是 HMGA基因家族的成员之一,是转

移扩散和治疗耐药的潜在生物标志物,在CRC中表

达增加,促进细胞增殖、凋亡和转移[10]。过表达 HM-
GA2促 进 CRC 患 者 对 氟 尿 嘧 啶 的 化 疗 耐 药[11]。
Starbase 软 件 预 测 显 示,miR-490-3p 和 lncRNA

 

CASC19有共同的结合位点,与HMGA2的3'非翻译

区(3'UTR)存在互补基因序列。因此推测lncRNA
 

CASC19可能通过调节 miR-490-3p/HMGA2轴,影
响CRC进展及化疗耐药性。因此,本研究旨在探讨

lncRNA
 

CASC19通过对 miR-490-3p/HMGA2轴的

调控,从而对 CRC 的 增 殖、迁 移 和 化 疗 耐 药 性 的

影响。
1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 人正常结肠上皮细胞(FHC)
和CRC细胞系(LOVO、HCT116和SW480)购自美

国ATCC公司;RPMI-1640培养基(货号:SH30096)
购自美国 HyClone公司;顺铂(CAS:15663-27-1)及
氟尿嘧啶(CAS:51-21-8)购自上海麦克林生化科技股

份有限公司;双荧光素酶检测试剂盒(货号:E1980)购
自普洛麦格(北京)生物技术有限公司;细胞计数试剂

盒-8(CCK-8)试剂盒(货号:C0037)购自上海碧云天

生物技术有限公司;SDS-PAGE凝胶制备试剂盒(货
号:P1200)购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司;抗 体

MMP-2(货号:ab92536)、MMP-9(货号:ab76003)、
HMGA2(货号:ab97276)、GAPDH(货号:ab9485)及
二抗 羊 抗 兔 (货 号:ab205718)和 羊 抗 鼠 (货 号:
ab205719)购自英国Abcam公司;酶标仪(型号:Spec-
traMax

 

M)购自美国 Molecular
 

Devices公司;流式细

胞仪(型号:ZE5
 

Cell
 

Analyzer)购自美国BIO-RAD
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公司;凝胶成像系统(型号:Tanon
 

1600)购自上海天

能生命科学有限公司。
1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量聚合酶链式反应(qRT-PCR)检
测CRC细胞中lncRNA

 

CASC19、miR-490-3p、HM-
GA2

 

mRNA的表达 细胞FHC、LOVO、HCT116、

SW480使用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基,
放置于培养箱培养。提取细胞总 RNA,进行qRT-
PCR扩增。以GAPDH、U6为内参,用2-ΔΔCt 方法,
计算lncRNA

 

CASC19、miR-490-3p、HMGA2
 

mRNA
相对表达水平。引物序列由生工生物工程(上海)股
份有限公司合成。引物序列见表1。

表1  引物序列(5'-3')

基因 上游引物 下游引物

lncRNA
 

CASC19 CCTGGGTTAGAACCCTGCTG TGGACAGCACCTTGAATGCT

miR-490-3p CGTGGATCCTTCTTCAACCAACGGTGGTG CCAGAATTCAAAGCAGGAAGAGTAAGACTTCC

HMGA2 ACCCAGGGGAAGACCCAAA CCTCTTGGCCGTTTTTCTCCA

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

1.2.2 细胞转染及分组 将接种在6孔板培养的

LOVO细胞随机分组处理:Control组(正常培养)、
sh-NC组(转 染 sh-NC)、sh-CASC19 组(转 染 sh-
CASC19)、sh-CASC19+anti-NC组(sh-CASC19和

anti-NC共转染)、sh-CASC19+anti-miR-490-3p组

(sh-CASC19和anti-miR-490-3p共转染)。按1.2.1
中qRT-PCR步骤检测各组细胞中lncRNA

 

CASC19、
miR-490-3p、HMGA2

 

mRNA相对表达水平。
1.2.3 双荧光素酶实验检测lncRNA

 

CASC19与

miR-490-3p、miR-490-3p与HMGA2之间关系 在6
孔板中接种LOVO细胞,将lncRNA

 

CASC19、HM-
GA2的 野 生 型 报 告 基 因 载 体(WT-CASC19、WT-
HMGA2)、突 变 型 报 告 基 因 载 体(MUT-CASC19、
MUT-HMGA2)分 别 与 mimic-NC 或 miR-490-3p

 

mimic共转染至细胞中。48
 

h后根据双荧光素酶检

测试剂盒测定各组细胞荧光素酶活性。
1.2.4 CCK8和克隆形成实验检测细胞的增殖能

力 CCK8:在96孔板中接种转染后的LOVO细胞,
放置在37

 

℃、5%
 

CO2 的湿润培养箱中培养24
 

h。
用10

 

μL
 

CCK8试剂处理2
 

h,用酶标仪在450
 

nm处

读取吸光值。计算细胞存活率。克隆形成实验:在12
孔板中接种转染后的LOVO细胞,形成可见克隆后

固定及染色,统计细胞克隆数。
1.2.5 细胞划痕实验检测细胞的迁移能力 在6孔

板中接种转染后的LOVO细胞,无菌枪头刮出“1”,
并对0和24

 

h创面拍照,计算细胞迁移率=(初始划

痕面积-24
 

h后划痕面积)/初始划痕面积×100%。
1.2.6 Transwell实验检测细胞的侵袭能力 预先

将Transwell上室的底部膜用基质胶覆盖,而在下室

中添加含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基。将细

胞悬液加入上室,常规培养24
 

h后,将侵袭的细胞用

4%多聚甲醛固定,结晶紫染色。拍照,计算细胞侵

袭率。

1.2.7 Western
 

blot检测细胞中 MMP2、MMP9、
HMGA2蛋白表达 提取各组 LOVO 细胞的总蛋

白,进行蛋白浓度测定,用SDS-PAGE凝胶分离蛋

白,并将蛋白转移到PVDF膜,然后进行 MMP-2(1∶
3

 

000)、MMP-9(1∶5
 

000)、HMGA2(1∶1
 

000)、
GAPDH(1∶8

 

000)一抗孵育。次日,二抗(1∶5
 

000)
孵育1

 

h。最后,凝胶成像系统曝光、拍照。分析蛋白

相对表达量。
1.2.8 顺铂和氟尿嘧啶检测细胞的化疗耐药性 分

别以终浓度为0、20、40、60、80
 

g/mL氟尿嘧啶和0、
10、20、30、40

 

μmol/L顺铂[9]处理转染后的LOVO细

胞,并采用CCK8试剂盒检测细胞存活率。其中,存
活率降低表示化疗耐药的敏感性增加,并把0

 

g/mL
氟尿嘧啶组和0

 

μmol/L顺铂组归一化处理。
1.3 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行数

据分析。计量资料以x±s表示。两组间比较采用t
检验;多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CRC细胞中lncRNA
 

CASC19、miR-490-3p和

HMGA2
 

mRNA的表达 与FHC细胞相比,CRC细

胞系 LOVO、HCT116、SW480中lncRNA
 

CASC19
和HMGA2

 

mRNA表达升高,miR-490-3p表达降低

(P<0.05),其中LOVO细胞中lncRNA
 

CASC19、
miR-490-3p和HMGA2

 

mRNA表达差异最显著,因
此,选择LOVO细胞进行后续实验。见表2。
2.2 qRT-PCR检测转染后LOVO细胞中lncRNA

 

CASC19、miR-490-3p和 HMGA2
 

mRNA 及蛋白的

表达 与Control组、sh-NC组相比,sh-CASC19组

LOVO细胞中lncRNACASC19和 HMGA2
 

mRNA
及蛋 白 表 达 降 低,而 miR-490-3p表 达 升 高(P <
0.05);与sh-CASC19组、sh-CASC19+anti-NC组相

比,sh-CASC19+anti-miR-490-3p组 LOVO 细胞中
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lncRNA
 

CASC19表 达 水 平 无 明 显 变 化,HMGA2
 

mRNA及蛋白表达升高,而 miR-490-3p表达降低

(P<0.05)。见表3、图1。
2.3 双荧光素酶实验检测lncRNA

 

CASC19与miR-
490-3p、miR-490-3p与 HMGA2之间的靶向关系 
Starbase

 

v2.0软件预测显示,lncRNA
 

CASC19与

miR-490-3p存在结合位点,见图2。HMGA2的3'
UTR与 miR-490-3p存在互补核苷酸序列,见图3。
双荧光素酶实验结果表明,转染lncRNA

  

CASC19、
HMGA2后,与mimic-NC组相比,miR-490-3p

 

mimic

组的荧光素酶活性下降(P<0.05)。见表4。
表2  qRT-PCR检测CRC细胞系中lncRNA

 

CASC19、

  miR-490-3p和 HMGA2
 

mRNA的表达(n=6,x±s)

项目 lncRNA
 

CASC19 miR-490-3p HMGA2
 

mRNA

FHC 1.00±0.10 1.01±0.11 0.98±0.09

LOVO 2.53±0.25* 0.30±0.03* 1.97±0.20*

HCT116 2.01±0.20* 0.41±0.04* 1.44±0.14*

SW480 1.46±0.15* 0.68±0.07* 1.29±0.13*

  注:与FHC比较,*P<0.05。

表3  各组细胞中lncRNA
 

CASC19、miR-490-3p和 HMGA2
 

mRNA及蛋白表达比较(n=6,x±s)

组别 lncRNA
 

CASC19 miR-490-3p HMGA2
 

mRNA HMGA2蛋白

Control组 1.01±0.10 0.99±0.11 1.00±0.08 1.87±0.18

sh-NC组 0.99±0.11 1.00±0.10 1.02±0.12 1.88±0.19

sh-CASC19组 0.43±0.04*# 2.12±0.21*# 0.46±0.05*# 0.96±0.10*#

sh-CASC19+anti-NC组 0.41±0.04 2.13±0.23 0.47±0.05 0.93±0.09

sh-CASC19+anti-miR-490-3p组 0.42±0.03 1.56±0.17△▲ 0.72±0.06△▲ 1.42±0.15△▲

  注:与Control组比较,*P<0.05;与sh-NC组比较,#P<0.05;与sh-CASC19组比较,△P<0.05;与sh-CASC19+anti-NC组比较,▲P<
0.05。

图1  Western
 

blot检测LOVO细胞中 HMGA2蛋白的表达

表4  各组荧光素酶活性比较(n=6,x±s)

组别 WT-CASC19 MUT-CASC19 WT-HMGA2 MUT-HMGA2

mimic-NC组 1.00±0.09 0.98±0.10 0.99±0.11 1.01±0.09

miR-490-3p
 

mimic组 0.44±0.05* 0.97±0.11 0.48±0.05* 1.02±0.13

  注:与mimic-NC组比较,*P<0.05。

2.4 lncRNA
 

CASC19对 LOVO 细 胞 增 殖 的 影

响 与 sh-NC 组、Control组 相 比,sh-CASC19 组

LOVO细胞的存活率、克隆数降低(P<0.05);与sh-
CASC19组、sh-CASC19+anti-NC组相比,sh-CASC19
+anti-miR-490-3p组LOVO细胞的存活率、克隆数升

高(P<0.05)。见表5、图4。
2.5 lncRNA

 

CASC19对LOVO细胞迁移、侵袭的

影响 与sh-NC组、Control组相比,sh-CASC19组

LOVO细胞的迁移率、侵袭率和 MMP2、MMP9蛋白

水平降低(P<0.05);与sh-CASC19组、sh-CASC19+
anti-NC 组 相 比,sh-CASC19+anti-miR-490-3p 组

LOVO细胞的迁移率、侵袭率和 MMP2、MMP9蛋白

水平升高(P<0.05)。见表6、图5~7。
表5  各组细胞增殖比较(n=6,x±s)

分组 存活率(%) 克隆数(个)

Control组 100.00±0.00 139.36±9.94

sh-NC组 99.56±0.45 140.67±10.07

sh-CASC19组 46.32±4.63*# 67.19±5.72*#

sh-CASC19+anti-NC组 47.61±4.76 65.64±5.56

sh-CASC19+anti-miR-490-3p组 70.97±7.10△▲ 104.46±6.45△▲

  注:与Control组比较,*P<0.05;与sh-NC组比较,#P<0.05;
与sh-CASC19组比较,△P<0.05;与sh-CASC19+anti-NC组比较,▲

P<0.05。
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2.6 CASC19对LOVO细胞化疗耐药性的影响 与

Control组相比,sh-CASC19组LOVO细胞的化疗耐

药敏感性增加(P<0.05);与sh-CASC19组相比,sh-
CASC19+anti-miR-490-3p组LOVO细胞的化疗耐

药敏感性降低(P<0.05)。且同一组中,随着氟尿嘧

啶、顺铂药物浓度的增加,LOVO细胞存活率逐渐减

低(P<0.05)。见表7、8。

图2  lncRNA
 

CASC19与 miR-490-3p的结合位点

图3  miR-490-3p与 HMGA2的结合位点

图4  克隆形成实验检测LOVO细胞的增殖

表6  各组细胞迁移率、侵袭率和相关蛋白水平比较(n=6,x±s)

组别 迁移率(%) 侵袭率(%) MMP2蛋白 MMP9蛋白

Control组 76.54±6.65 70.16±5.24 1.54±0.15 0.98±0.11

sh-NC组 78.12±6.88 68.56±6.44 1.52±0.14 1.00±0.10

sh-CASC19组 35.24±3.52*# 31.21±3.02*# 0.74±0.07*# 0.45±0.05*#
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续表6  各组细胞迁移率、侵袭率和相关蛋白水平比较(n=6,x±s)

组别 迁移率(%) 侵袭率(%) MMP2蛋白 MMP9蛋白

sh-CASC19+anti-NC组 33.97±3.40 29.11±2.91 0.76±0.08 0.46±0.05

sh-CASC19+anti-miR-490-3p组 55.34±5.43△▲ 50.50±5.20△▲ 1.15±0.12△▲ 0.71±0.07△▲

  注:与Control组比较,*P<0.05;与sh-NC组比较,#P<0.05;与sh-CASC19组比较,△P<0.05;与sh-CASC19+anti-NC组比较,▲P<
0.05。

图5  细胞划痕实验检测LOVO细胞的迁移能力(×200)

图6  Transwell实验检测LOVO细胞的侵袭(×200)

图7  Western
 

blot检测LOVO细胞中 MMP2、MMP9蛋白的表达
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表7  氟尿嘧啶处理后各组LOVO细胞的存活率(n=6,x±s)

组别
氟尿嘧啶浓度

0
 

g/mL 20
 

g/mL 40
 

g/mL 60
 

g/mL 80
 

g/mL

Control组 100.00±0.00 81.32±6.13a 59.42±4.94b 51.55±4.16c 43.64±3.85d

sh-CASC19组 100.00±0.00 43.58±3.06*a 38.36±2.97*b 33.42±2.34*c 28.51±2.08*d

sh-CASC19+anti-miR-490-3p组 100.00±0.00 56.41±4.30△a 49.84±3.98△b 44.36±3.44△c 39.04±3.63△d

  注:与Control组比较,*P<0.05;与sh-CASC19组比较,△P<0.05。同组中,与0
 

g/mL比较,aP<0.05;与同组20
 

g/mL比较,bP<0.05;

与同组40
 

g/mL比较,cP<0.05;与同组60
 

g/mL比较,dP<0.05。

表8  顺铂处理后各组LOVO细胞的存活率(n=6,x±s)

组别
顺铂浓度

0
 

μmol/L 10
 

μmol/L 20
 

μmol/L 30
 

μmol/L 40
 

μmol/L

Control组 100.00±0.00 90.54±7.05a 80.46±6.05b 63.17±4.32c 53.56±4.36d

sh-CASC19组 100.00±0.00 44.78±2.48*a 32.31±3.23*b 26.98±2.70*c 21.48±2.15*d

sh-CASC19+anti-miR-490-3p组 100.00±0.00 72.34±5.23△a 55.27±3.53△b 41.52±3.15△c 33.07±2.31△d

  注:与Control组比较,*P<0.05;与sh-CASC19组比较,△P<0.05。同组中,与0
 

μmol/L比较,aP<0.05;与同组10
 

μmol/L比较,bP<

0.05;与同组20
 

μmol/L比较,cP<0.05;与同组30
 

μmol/L比较,dP<0.05。

3 讨  论

目前CRC的发病率和病死率持续上升,现有针

对CRC的临床诊治方法和手段有限,需要深入研究

其发生发展涉及的相关机制,为CRC的诊治提供理

论依据[12]。在CRC的分子机制探索中,通常研究多

聚焦于DNA突变、DNA甲基化及 mRNA表达的改

变,而近年来,lncRNA正逐渐成为诊治CRC新的研

究热点[13]。

lncRNA作为一类重要的生物分子,可通过调控

细胞增殖、凋亡、周期、转移、免疫、代谢、自噬、血管生

成、肿瘤微环境等复杂的生物学过程参与多种疾病的

发生发展,其中lncRNA
 

CASC19在多种肿瘤中表达

上 调,可 促 进 癌 症 进 展[14]。研 究 表 明,lncRNA
 

CASC19在肝癌、胶质瘤、胰腺癌等多种肿瘤组织和

细胞系中表达显著上调[15-17]。这种高表达与肿瘤的

恶性程度、肿瘤最大径、分化程度、TNM 分期等呈正

相关,且预示着患者预后较差,易复发[15]。此外,在胶

质瘤中,上调lncRNA
 

CASC19可通过负调控 miR-
454-3p间接增加RAB5A的表达,促进胶质瘤细胞增

殖和转移,从而促进胶质瘤进展[16]。本研究进一步证

实了lncRNA
 

CASC19在CRC细胞中表达上调,且敲

低lncRNA
 

CASC19的表达可以降低LOVO细胞的

存活率、迁移率和侵袭率,从而抑制CRC细胞的增

殖、迁移、侵袭。与LU等[17]研究显示一致,lncRNA
 

CASC19在胰腺癌组织和细胞系中表达显著升高,而
沉默lncRNA

 

CASC19可使 miR-148b上调、E2F7下

调,导致胰腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力减弱。
此外,本研究还发现敲低lncRNA

 

CASC19可以减少

CRC细胞 中 基 质 金 属 蛋 白 酶 家 族 中 的 核 心 成 员

MMP2、MMP9蛋白表达。而 MMP-2和 MMP-9在

CRC的迁移与扩散过程中发挥重要作用[18],这进一

步证明敲低lncRNA
 

CASC19可抑制CRC细胞的增

殖、迁移和侵袭。

miRNA 是 一 类 包 含 22 个 核 苷 酸 的 非 编 码

RNA,已被证明与肿瘤的发生、发展密切相关[19]。在

CRC的生物信息学分析中 miR-490-3p显著下调[20]。
进一步研究表明,miR-490-3p在CRC细胞中低表达,
并通过靶向负调控TNKS2来抑制CRC细胞增殖、迁
移和侵袭,并增加其化疗耐药敏感性[9]。本研通过

qRT-PCR实验证实了 miR-490-3p在CRC细胞中表

达减少,并通过双荧光素酶报告实验揭示了lncRNA
 

CASC19与miR-490-3p之间存在结合位点,且敲低

lncRNA
 

CASC19可上调miR-490-3p表达,进而抑制

细胞增殖、迁移、侵袭。与周剑等[21]研究结果相似,

miR-490-3p可被lncRNA
 

CASC19靶向负调控,在骨

肉瘤细胞系中低表达;而敲低lncRNA
 

CASC19,可上

调miR-490-3p表达,进而抑制细胞增殖、迁移和侵

袭。然而,化疗耐药是氟尿嘧啶和顺铂治疗过程中面

临的主要问题之一,而本研究还发现敲低lncRNA
 

CASC19可以通过上调 miR-490-3p的表达来增加

CRC细胞的化疗敏感性,这为解决化疗耐药问题提供

了新的思路。此外,进一步研究显示,抑制 miR-490-
3p可减弱敲低lncRNA

 

CASC19对CRC细胞LOVO
的抑制作用,并降低耐药敏感性。这揭示了lncRNA

 

CASC19可能靶向负调控 miR-490-3p,参与CRC发

生发展,增加CRC细胞的化疗耐药敏感性。

HMGA2可通过参与细胞转化、增殖、凋亡、衰
老、转移、上皮间充质转化、DNA修复和干细胞自我
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更新等过程,促进CRC的发展[22]。实验数据表明,

HMGA2的过表达通过上调信号转导和转录激活因

子3介导的CCL2分泌,进而促进巨噬细胞在肿瘤微

环境中的募集和 M2极化,从而加速 CRC进展,且

HMGA2水平升高与CRC患者的低生存率相关[23]。
进一步研究表明,lncRNA

 

CRART16通过吸附 miR-
193b-5p上调 HMGA2的表达,从而激活 MAPK信

号通路,降低CRC细胞对氟尿嘧啶的敏感性[24]。本

研究结果也显示,HMGA2在CRC中表达上调,并且

双荧光素酶实验也证实了 miR-490-3p靶向负调控

HMGA2。通 过 敲 低lncRNA
 

CASC19,可 以 降 低

HMGA2表达、升高miR-490-3p表达,从而抑制CRC
进程,增加CRC的耐药敏感性。而抑制 miR-490-3p
后HMGA2的表达增多,逆转了上述对CRC的作用。
提示lncRNA

 

CASC19可能通过 miR-490-3p/HM-
GA2轴调控CRC细胞的增殖、迁移、侵袭。

综上所述,lncRNA
 

CASC19、HMGA2在 CRC
细胞 中 表 达 上 调,miR-490-3p 表 达 下 调。敲 低

CASC19可能通过调控 miR-490-3p/HMGA2轴,抑
制CRC细胞的增殖、迁移和侵袭,增加CRC化疗耐

药的敏感性,为CRC的预防和治疗提供新靶点。但

本研究仅在细胞实验得到验证,关于其在体内的具体

作用及调控机制仍需继续研究。
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