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""摘"要$目的"分析长链非编码2I3#H/J2I3$:RP(139)靶向微小2I31(&!1(V#;-21(&!1(V$抑制胃癌
细胞增殖和迁移的分子机制"方法"NT6=3数据库分析:RP(139)在人胃癌组织中的表达水平!定量反转录
聚合酶链反应#d2516S2$检测:RP(139)在人胃癌9NS0*")%R910#+5%BNS$"&%8NS$!&细胞及人正常胃
黏膜NT91)细胞中的表达水平"将9NS0*")细胞瞬时转染阴性对照VJWI3质粒#对照组$和VJWI31:RP(1
39)质粒#:RP(139)组$!采用 B55实验%5̂@/._CHH实验检测两组9NS0*")细胞增殖%迁移能力的变化"
采用双荧光素酶报告基因验证:RP(139)与;-21(&!1(V之间的相互作用!采用d2516S2检测:RP(139)过
表达后;-21(&!1(V表达水平!采用蛋白质印迹法检测:RP(139)过表达后 O/>+#1J@>C/-/信号通路蛋白表达
情况"结果"与癌旁组织比较!:RP(139)在胃癌组织中表达水平明显下降#!$"'")$(与NT91)细胞比较!
人胃癌细胞中:RP(139)表达水平均明显降低#!$"'"($!以9NS0*")细胞中:RP(139)水平降低最明显
#!$"'")$"与对照组比较!:RP(139)组9NS0*")细胞的增殖%迁移能力均下降#!$"'"($"转染了野生型
#O5$1:RP(139)和 ;-21(&!1(V的9NS0*")细胞荧光素酶活性较转染了 O51:RP(139)和 ;-21IS的

9NS0*")细胞明显降低#!$"'")$"与对照组比较!:RP(139)组;-21(&!1(V表达水平明显下降#!$"'")$!
且 O/>+#1J@>C/-/信号通路蛋白3c-/!%JUJH-/W)%J1BUJ%#1J@>C/-/表达水平降低"结论":RP(139)在胃癌
组织和细胞中表达下调!其可靶向调控 ;-21(&!1(V表达%抑制 O/>+#1J@>C/-/信号通路的活化!进而降低胃癌

9NS0*")细胞的增殖和迁移能力"
关键词$胃癌(":RP(139)("微小2I31(&!1(V("细胞增殖("细胞迁移
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AHG>>-/E_@.D.C4>G4C>CJ>>%CV̂G>C-/CcV̂C..-G/G\O/>+#1J@>C/-/.-E/@H-/EV@>%_@U@\>Ĉ :RP(139)G]Ĉ1
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.DC.-E/-\-J@/>HU4CĴC@.C4#!$"'")$(JG;V@̂C4_->%-/NT91)JCHH.!>%CCcV̂C..-G/HC]CHG\:RP(139)-/
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/-\-J@/>HU-/9NS0*")JCHH.#!$"'")$'SG;V@̂C4_->%-/>%CJG/>̂GHÊGDV!>%CV̂GH-\Ĉ@>-G/@/4;-Ê@>-G/@1
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9NS0*")JCHH.>̂@/.\CJ>C4_->% O51:RP(139)@/4 ;-21IS #!$"'")$'SG;V@̂C4_->%-/>%CJG/>̂GH
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""胃癌是一种危害人类消化系统的恶性肿瘤(其发
病率呈现上升趋势(胃癌的高复发率和病死率严重危
害人类生命健康,)-'针对癌症的分子靶向治疗具有
特异性高)不良反应小的特点,!-(寻找新的分子靶点
对改善胃癌患者的预后具有重要临床意义'长链非
编码2I3$H/J2I3%是一种非编码的单链 2I3 分
子(其表现为抑癌基因或癌基因的功能(调控癌症细
胞的增殖和迁移行为,&1(-':RP(139)是一种新型
H/J2I3(由(!!个核苷酸组成(其在癌症细胞中的表
达和机制并不清楚'H/J2I3 主要通过结合微小

2I3$;-2I3%(降低 ;-2I3的表达(从而调控细胞
的生物学行为,+10-'本研究通过生物信息学预测软件
发 现 :RP(139) 可 能 靶 向 结 合 ;-21(&!1(V(但

:RP(139)与;-21(&!1(V在胃癌发生过程中的作用
尚未阐明'本研究旨在分析:RP(139)在胃癌组织
和细胞系中的表达情况(探讨 :RP(139)与 ;-21
(&!1(V在胃癌细胞增殖和迁移中的作用及其分子机
制(以期为靶向治疗胃癌提供实验依据'
$"材料与方法
$'$"细胞与试剂"人正常胃黏膜NT91)细胞与人胃
癌9NS0*"))R910#+5)BNS$"&)8NS$!&细胞购自
中科院上海生科院细胞库';-21(&!1(V)阴性对照

VJWI3质粒);-21IS)VJWI31:RP(139)质粒购自
美国W%@̂;@JG/公司'双荧光素酶报告基因试剂盒
及双荧光素酶报告基因载体,野生型$O5%1:RP(1
39)和突变型$BY5%1:RP(139)-购自美国 6̂G1
;CE@公司':-VG\CJ>@;-/C!""")WBTB"a)!培养
基)胎牛血清)26B=)+#"培养基购自美国=/]->̂GEC/
公司'定量反转录聚合酶链反应$d2516S2%试剂盒
购自日本 5@Q@2@公司'B55试剂盒和 5̂@/._CHH
小室购自上海东仁化学科技公司'一抗#15DADH-/)
3c-/!)JUJH-/W))J1BUJ)#1J@>C/-/及山羊抗兔二抗均
购自英国3AJ@;公司'
$'%"方法
$'%'$"生物信息学技术"采用NT6=3数据库分析

:RP(139)在胃癌组织和癌旁组织中的表达差异'

采用9>@̂A@.C]!'"数据库分析:RP(139)与 ;-21
(&!1(V之间的相互作用'
$'%'%"细胞培养及转染"于&0e恒温培养箱内(采
用含 )"X 胎 牛 血 清 的 WBTB"a)! 培 养 基 培 养

9NS0*"))R910#+5)NT91)细胞(采用含)"X胎牛血
清的26B=)+#"培养基培养 BNS$"&)8NS$!&细
胞'消化收集对数生长期的9NS0*")细胞(铺于)!
孔板(9NS0*")细胞汇合度为("X左右时(根据:-1
VG\CJ>@;-/C!"""转染试剂说明书瞬时转染阴性对照

VJWI3 质粒)VJWI31:RP(139)质粒至 9NS0*")
细胞(分别为对照组和:RP(139)组'各组于转染

#%后更换新鲜培养基'
$'%'&"d2516S2检测:RP(139));-21(&!1(V的表
达水平"使用 5̂-KGH试剂提取对数生长期细胞的总
2I3(反转录合成JWI3(在6S2仪进行d2516S2(

:RP(139)以 N36WR 作为内参基因(;-21(&!1(V
以 Y+作为内参基因':RP(139)上游引物为([1
55S53NS5SSSS55SNS5S51&[(下游引物为([1
NSNS3NN55S533NN5N3N51&[&Y+上游引物为
([1S5SNS55SNNS3NS3S31&[(下 游 引 物 为 ([1
33SNS55S3SN33555NSN51&[&;-21(&!1(V 上

游引物为([1SNNSS35NSS55N3N5N531&[(下游
引物为([1NS3NNN5SSN3NN5355S1&[&N36WR
上游引物为([1SS3NN5NN5S5SS5S5N31&[(下游
引 物 为 ([1NS5N53NSS3335SN55N51&[' 以

!M$$S>法分析 :RP(139)与 ;-21(&!1(V的相对表
达量'
$'%''"B55实验检测9NS0*")细胞增殖能力"重
悬各组9NS0*")细胞(以每孔)""%:的体积接种于

*+孔细胞培养板'继续培养(4(每天相同时刻进行
检测'分别加入 B55试剂$每孔&"%:%(培养箱中
培养(%(每孔加入)&"%:二甲基亚砜(混匀摇床

)(;-/'酶标仪设定波长#*"/;(分别读取各孔的吸
光度$3#*"%值(代表细胞增殖能力变化'
$'%'("5̂@/._CHH实验检测9NS0*")细胞迁移能
力"采用不含胎牛血清的WBTB"a)!培养基重悬各

#$*0)# 国际检验医学杂志!"!!年$月第#&卷第)(期"=/>?:@ABC4!3DED.>!"!!!FGH'#&!IG')(



组9NS0*")细胞(以每孔!""%:的体积接种 5̂@/1
._CHH上室(以每孔(""%:的体积将含胎牛血清的
WBTB"a)!培养基加入 5̂@/._CHH下室(培养箱内
连续培养!#%'采用甲醇试剂固定上室(采用)X结
晶紫试剂染色(棉签小心擦去未穿过底膜的9NS0*")
细胞'在倒置显微镜下随机选择+个视野(统计迁移
的细胞数'

$'%')"双荧光素酶报告基因检测验证:RP(139)与
;-21(&!1(V之间的相互作用"将 O51:RP(139)和
BY51:RP(139)分别与 ;-21IS);-21(&!1(V共转染
至9NS0*")细胞(在培养箱中孵育#$%'消化收集
9NS0*")细胞(根据双荧光素酶报告基因检测试剂盒
说明书(分析各组9NS0*")细胞的荧光素酶活性'

$'%'*"蛋白质印迹法$OC.>Ĉ/AHG>>-/E%检测 O/>"

#1J@>C/-/信号通路蛋白表达水平"采用蛋白裂解液
提取各组9NS0*")细胞总蛋白(检测总蛋白水平后(
9W9163NT凝胶电泳)#";-/(转至聚偏氟乙烯膜(
)"X的脱脂牛奶封闭)&";-/'采用一抗稀释液按比
例稀释一抗(加入兔抗人3c-/!$)f!"""%)JUJH-/W)
$)f&"""%)J1BUJ$)f)"""%)#1J@>C/-/$)f)"""%)

#15DADH-/$)f&"""%(#e孵育)(%'采用二抗稀释
液按比例稀释二抗(加入羊抗兔二抗$)f("""%(室温
孵育#%'滴加电化学发光液(在凝胶成像仪中显影
和定影'
$'&"统计学处理"采用9699!!'"统计学软件对数
据进行分析'计量数据符合正态分布(以KgB表示(
多组间数据比较采用单因素方差分析(两组间数据比
较采用独立样本?检验'以!$"'"(为差异有统计
学意义'
%"结""果
%'$":RP(139)在胃癌组织和细胞中的表达水平"
NT6=3数据库显示(与癌旁组织相比(:RP(139)在
胃癌组织中的表达水平明显下降$!$"'")%(见图)'

d2516S2检测显示(:RP(139)在人胃癌9NS0*"))
R910#+5)BNS$"&)8NS$!&细胞和人正常胃黏膜
NT91)细胞中的表达水平分别为"'!0g"'"+)"'0!g
"'"&)"'("g"'"()"'(0g"'))和)'"#g"'"$'与

NT91)细胞比较(人胃癌细胞中:RP(139)表达水
平均明显降低$!$"'"(%(其中:RP(139)表达水平
降低最明显的是9NS0*")细胞$!$"'")%(见图!'
%'%"转染VJWI31:RP(139)质粒对9NS0*")细胞
中:RP(139)表达水平的影响"d2516S2检测显
示(:RP(139)组9NS0*")细胞中:RP(139)表达
水平为))'$*g)'!*(明显高于对照组9NS0*")细胞
的)'!&g"'#"$!$"'")%(提示转染成功'
%'&"上调:RP(139)表达水平对9NS0*")细胞增
殖能力的影响"B55检测结果显示(:RP(139)组
9NS0*")细胞3#*" 在第!)&)#)(天均明显低于对照
组$!$"'"(%(见图&'

""注!与癌旁组织比较(!!!$"'")'

图)"":RP(139)在胃癌组织和癌旁组织中的表达水平

""注!与NT91)细胞比较(!!$"'"((!!!$"'")'

图!"":RP(139)在人胃癌细胞和人正常胃黏膜细胞
中的表达水平

""注!与相同时间点:RP(139)比较(!!$"'"('

图&""上调:RP(139)表达水平对9NS0*")细胞
增殖能力的影响

%''"上调:RP(139)表达水平对9NS0*")细胞迁
移能力的影响 " 5̂@/._CHH迁移实验结果显示(

:RP(139)组和对照组9NS0*")细胞迁移数分别为
$(!'&"g)#')!%个和$)+)'*"g)&'*&%个(:RP(1
39)组明显低于对照组$!$"'")%(见图#'

%'("生物信息学技术预测:RP(139)与 ;-21(&!1
(V之间的相互作用"9>@̂A@.C]!'"数据库预测显
示(O51:RP(139)可能与 ;-21(&!1(V存在结合位
点序列(见图('
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%')"双荧光素酶报告基因检测验证:RP(139)与

;-21(&!1(V之间的相互作用"双荧光素酶报告基因
检测结果显示(转染了 O51:RP(139)和 ;-21(&!1

(V的 9NS0*")细胞荧光素酶活性较转染了 O51
:RP(139)和 ;-21IS的9NS0*")细胞明显降低
$!$"'")%(见图+'

""注!3为 5̂@/._CHH迁移实验定量结果(与对照组比较(!!!$"'")&8为 5̂@/._CHH迁移实验穿胶细胞图$)""<(结晶紫染色%'

图#""上调:RP(139)表达水平对9NS0*")细胞迁移能力的影响

图("":RP(139)含有与 ;-21(&!1(V互补的核苷酸序列

""注!与;-21IS组比较(!!!$"'")'

图+""双荧光素酶报告基因法验证:RP(139)与 ;-21
(&!1(V之间的相互作用

%'*"上调:RP(139)表达水平对 ;-21(&!1(V表达
水平的调控作用"d2516S2检测结果显示(:RP(1
39)组)对照组9NS0*")细胞中 ;-21(&!1(V表达水
平分别为)')+g"'!")('"*g"'0!(:RP(139)组明
显低于对照组$!$"'")%'

%'L"上调 :RP(139)表达水平对 9NS0*")细胞

O/>"#1J@>C/-/信号通路蛋白表达水平的影响 "
OC.>Ĉ/AHG>>-/E检测结果显示(:RP(139)组 O/>"#1
J@>C/-/信号通路蛋白3c-/!)JUJH-/W))J1BUJ)#1J@>C/-/
表达水平较对照组均降低$!$"'")%'见图0'

图0""上调:RP(139)表达水平对9NS0*")细胞 O/>%#1
J@>C/-/信号通路蛋白表达水平的影响

&"讨""论

""H/J2I3 是 2I3 聚合酶&在细胞中的转录产
物(其能够在转录水平及转录后水平调节基因的表
达,$1*-'有研究报道(H/J2I3 在癌症组织中异常表
达(与癌症的恶性程度和患者的预后密切相关(可能
成为癌症的分子治疗靶点和预后标志物,)"1)!-'H/1
J2I3在 胃 癌 中 的 作 用 成 为 研 究 热 点(如 3W1
3B59*139!在胃癌组织和顺铂抗性的胃癌细胞中
低表达(3W3B59*139!过表达通过靶向 ;-21!!&1
&V抑制胃癌细胞的活力和运动性(触发顺铂处理后的
细胞焦亡,)&-&如a3B!&"8在胃癌细胞系中高表达且
定位于细胞质(a3B!&"8过表达能够下调 ;-21!0@1
(V表达(促进胃癌细胞的增殖)迁移)侵袭并抑制细胞
凋亡,)#-&如:=IS""+(*在胃癌组织中表达水平上调(
与胃癌分期和淋巴结转移密切相关(与患者年龄)性
别和组织分化无关(:=IS""+(*低表达患者的总生存
期较高,)(-'目前:RP(139)在胃癌中表达及对胃癌
进展的作用机制并不清楚'

本研究通过 NT6=3 数据库分析显示(:RP(1
39)在胃癌组织中的表达水平明显低于癌旁组织
$!$"'")%(且d2516S2检测结果显示(:RP(139)
在人胃癌细胞中的表达水平明显低于人正常胃黏膜

细胞$!$"'"(%(提示:RP(139)可能在胃癌的发生
过程中起到抑癌基因作用'本研究进一步显示(

B55检测结果显示(:RP(139)组9NS0*")细胞

3#*" 在第!)&)#)(天均明显低于对照组$!$"'"(%&

5̂@/._CHH 迁 移 实 验 结 果 显 示(:RP(139) 组

9NS0*")细胞迁移数明显低于对照组$!$"'")%(表
明上调:RP(139)表达水平可降低胃癌9NS0*")细
胞的增殖和迁移能力(进而抑制胃癌的发生)发展'
本研究通过9>@̂A@.C]!'"数据库预测显示(:RP(1
39)可能互补结合 ;-21(&!1(V';-21(&!1(V在乳腺
癌)结直肠癌等组织及细胞中高表达(相关研究表明
抑制 ;-21(&!1(V表达后可降低癌症细胞的增殖及迁
移能力,)+1)0-'研究报道(;-21(&!1(V表达水平降低能
够抑制胃癌细胞的增殖)迁移)侵袭)细胞周期(促进
胃癌细胞的凋亡(;-21(&!1(V在胃癌发生过程中起到

#""$)# 国际检验医学杂志!"!!年$月第#&卷第)(期"=/>?:@ABC4!3DED.>!"!!!FGH'#&!IG')(



癌基因的作用,)$1)*-'双荧光素酶报告基因检测结果
显示(转 染 了 O51:RP(139) 和 ;-21(&!1(V 的

9NS0*")细胞荧光素酶活性较转染了 O51:RP(1
39)和 ;-21IS 的 9NS0*")细胞明显降低$! $
"'")%(证实 O51:RP(139)可靶向结合 ;-21(&!1
(V(且d2516S2检测结果显示(上调:RP(139)表
达水平后(胃癌9NS0*")细胞中 ;-21(&!1(V表达水
平明显下下降(说明:RP(139)能够直接负性调控

;-21(&!1(V的表达水平'O/>"#1J@>C/-/信号通路在
胃癌发展过程中被异常激活(并促进胃癌的生长和恶
性转化,!"-'本研究显示(:RP(139)负性调控 ;-21
(&!1(V表达水平后(O/>"#1J@>C/-/信号通路蛋白

3c-/!)JUJH-/W))J1BUJ)#1J@>C/-/表达水平降低(说
明 O/>"#1J@>C/-/信号通路激活受到抑制'

综上所述(:RP(139)在胃癌组织和细胞中呈低
表达(其能够抑制胃癌9NS0*")细胞的增殖及迁移(
其分子机制可能与靶向负调控 ;-21(&!1(V表达有
关(:RP(139)可能为胃癌的防治提供新的分子
靶点'
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J@/JĈ!@ ;DH>-V%@.C.>D4U,?-'?3B3 9D̂E(!"!"()((
$0%!(0!1(0*'

,)"-OYh(B3?(OT=?(C>@H':/J2I39IRN))V̂G;G>C.
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!"!)(!*$&%!)!($1)!0$'
,))-I=TQ(WTINZ(ZRTINZ(C>@H'=4C/>-\-J@>-G/G\@)#1

H/J2I3.-E/@>D̂C@/4JG/.>̂DJ>-G/G\@V̂GE/G.>-J/G;G1
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