
作者简介"万冬冬(男(副主任医师(主要从事呼吸系统肿瘤的研究'

!论!!著!

:8T01+"1F-%)下调2=0?%E&?EQ对非小细胞肺癌细胞的影响

万冬冬%!徐!俊'!储赏奇%

南通市海门区人民医院%%D肿瘤科''D呼吸与危重症医学科!江苏南通''*%))

!!摘!要"目的!分析长链非编码01+"H8T01+#小核仁01+宿主基因%)""1F-%)#通过海绵化微小
01+?%E&?EQ"2=0?%E&?EQ#对非小细胞肺癌"1">H>#细胞增殖&迁移及紫杉醇"!,d#耐药的影响$方法!体外
培养人1">H>+E&J细胞!随机转染不同质粒!分别记为QT$1+?"1F-%)组&QT$1+阴性对照"QT$1+?1>#
组&2=0?%E&?EQ抑制物"O86=?2=0?%E&?EQ#组&抑制物阴性对照"O86=?1>#组&2=0?%E&?EQ类似物"2=2=T5#i
QT$1+?"1F-%)组&2=2=T5阴性对照"2=0?1>#iQT$1+?"1F-%)组$实时荧光定量!>0"C!>0#检测细胞
中"1F-%)&2=0?%E&?EQ的表达'#,,法检测细胞增殖及!,d敏感性',7O85V4::检测细胞迁移&侵袭'双荧
光素酶报告实验检测"1F-%)与2=0?%E&?EQ的靶向关系'34564789:;6法检测多药耐药相关蛋白%"#0!%#&
微小染色体维持蛋白"#>#!#&<T:?'&<O@水平$结果!过表达"1F-%)或抑制 2=0?%E&?EQ表达后!+E&J细
胞!,d/>E) 值&迁移及侵袭细胞数&#0!%&#>#!及<T:?'蛋白下降!细胞增殖抑制率及<O@蛋白水平升高
"!$)D)E#$"1F-%)负调控2=0?%E&?EQ$上调2=0?%E&?EQ可逆转"1F-%)过表达对+E&J细胞!,d/>E)
值&迁移&侵袭&增殖&#0!%&#>#!&<T:?'&<O@蛋白的影响"!$)D)E#$结论!"1F-%)可通过靶向 2=0?
%E&?EQ抑制+E&J细胞增殖&迁移&侵袭!提高+E&J细胞!,d敏感性$

关键词"长链非编码01+小核仁01+宿主基因%)'!微小01+?%E&?EQ'!非小细胞肺癌'!增殖'!迁
移'!紫杉醇耐药
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!!肺癌是全球最常见的恶性肿瘤(也是导致癌症死
亡的最主要原因(每年导致%*)万人死亡)%*'非小细
胞肺癌$1">H>&是最常见的肺癌类型(多数患者确诊
时(通常处于晚期或已发生转移)'*'紫杉醇$!,d&是

1">H>常用化疗药物(但长期治疗后(部分患者可产
生耐药性(严重影响化疗疗效)(*'探讨 1">H>的

!,d耐药机制(可为临床治疗提供新的思路(使更多
患者从中受益'长链非编码01+$H8T01+&在药敏%
耐药肺癌细胞中异常表达(可能影响化疗耐药性)&*'
研究发现(小核仁01+宿主基因%)$"1F-%)&是肝
癌中的一种致癌H8T01+(其在1">H>癌组织中表
达下调(过表达 "1F-%) 可抑制 1">H> 细胞增
殖)E*'H8T01+可作为竞争性内源性01+$T401+&
与靶201+竞争性结合对抗微小01+$2=01+&(发
挥海绵活性(抑制 2=01+功能(影响肿瘤的发生%发
展)**'了解上述干扰方式(可为疾病发展及治疗提供
新思路'2=0?%E&?EQ在多种癌症中异常表达(1></
的-.]数据库显示(2=0?%E&?EQ在 1">H>中表达
上调)L*'此外("7O69O54数据库在线预测"1F-%)与

2=0?%E&?EQ存在结合位点(二者均在1">H>中发挥
调控作用(但与!,d耐药性的关系尚未可知'因此
本研究通过分析"1F-%)对1">H>细胞增殖%迁移
及!,d 耐药性的影响及可能机制(以期为逆转

1">H>患者!,d耐药提供理论支持'

A!材料与方法

ADA!主要材料及仪器!人1">H>+E&J细胞株购自
美国+,>>公司-#,,试剂盒$>)))J"&%0/!+裂解
液$!))%(<&%<>+蛋白浓度测定试剂盒$!))%)"&购
自上海碧云天生物技术有限公司-$SO:HST=R47O54试
剂盒$.%J%)&购自美国!7;24NO公司-多药耐药相关
蛋白%$#0!%&%微小染色体维持蛋白$#>#!&%<T:?
'%<O@%#?OT6=8兔单克隆抗体$O9'(((B(%O9'%B'&'%

O9('%'&%O9('E)(%O9'%('*'&购自英国 +9TO2公司-

,0/X;:试剂$%EEJ*)%B&%F=NP>OQOT=6WT$1+反转
录 试 剂 盒 $&(*BB%(&%H=Q;R4T6O2=84,#'))) 试 剂

$%%**B?)'L&购自美国/8M=67;N48公司-紫杉醇注射液
$国药准字 F'))EJJ*'&购自哈药集团有限公司-QT$?
1+?"1F-%)%QT$1+ 阴性对 照$QT$1+?1>&%2=0?
%E&?EQ抑制物$O86=?2=0?%E&?EQ&%抑制物阴性对照$O8?
6=?1>&%2=0?%E&?EQ类似物%2=2=T5阴性对照$2=0?1>&
质粒均由自上海吉玛制药技术有限公司提供'

实时荧光定量!>0$C!>0&仪$型号!gSO86"6S?
U=;,#((美国 +QQ:=4U<=;5W56425公司&(酶标仪$型
号!#S:6=5YO8-](美国 ,P472;G=5P47公司&-电泳
仪%蛋白转膜装置$美国<=;?0OU公司&'

ADB!方法!
ADBDA!细胞培养及分组!在0!#/%*&)培养液$含

%))2N"2H链霉素%%))c"2H青霉素和%)\胎牛

血清&中培养+E&J细胞((L`%E\>]'(细胞密度达

BE\以上(传代培养'将对数期+E&J细胞以'^%)E

个"孔接种于*孔板中(H=Q;R4T6O2=84,#')))试剂盒
分别或同时将 QT$1+?"1F-%)%QT$1+?1>%O86=?
2=0?%E&?EQ%O86=?1>%2=0?%E&?EQ2=2=T5与QT$1+?
"1F-%)%2=0?1>与QT$1+?"1F-%)质粒转染至

+E&J细胞(记为 QT$1+?"1F-%) 组%QT$1+?1>
组%O86=?2=0?%E&?EQ 组%O86=?1> 组%2=0?%E&?EQ
2=2=T5iQT$1+?"1F-%) 组%2=0?1>iQT$1+?
"1F-%)组-每组*个复孔'

ADBDB!双荧光素酶报告实验验证"1F-%)与 2=0?
%E&?EQ的靶向关系!生物信息网站"6O79O54预测(

"1F-%)与 2=0?%E&?EQ有结合片段'构建野生型

"1F-%)?3,质粒(并利用基因定点突变技术构建突
变型"1F-%)?#c,质粒(由广州市锐博生物科技有
限公司设计合成'将 2=0?%E&?EQ 2=2=T5%2=0?1>
与"1F-%)?3,%"1F-%)?#c,共转染+E&J细胞(
采用$SO:HST=R47O54试剂盒检测各组+E&J细胞荧光
素酶活性'

ADBDC!#,,法检测细胞增殖及!,d敏感性!细胞
增殖!各组+E&J细胞接种至J*孔板$'̂ %)( 个"孔&(
各孔加'))&H0!#/%*&)培养液$含%)\胎牛血
清&((L`%E\>]' 培养'&P(加 #,,溶液$')&H"
孔&(培养&P(加$#"]$%E)&H"孔&(震荡E2=8(酶
标仪测定&J)82处吸光度值$$&J)&(计算细胞增殖
抑制率)$对照组$&J)h实验组$&J)&"对照组$&J)^
%))\*'!,d敏感性!分别在培养基中加入%%E%%)%

')%&)82;:"H!,d(培养&BP(其余步骤同细胞增
殖'计算药物半数抑制浓度$/>E)&值'

ADBDD!,7O85V4::检测细胞迁移%侵袭!迁移实验!
采用无血清0!#/%*&)培养液将各组 +E&J细胞密
度调整为%^%)E 个"2H',7O85V4::小室上室加入
细胞悬液%))&H(0!#/%*&)培养基$含%)\胎牛血
清&E))&H加入下室中'培养&BP(多聚甲醛固定%结
晶紫染色(倒置显微镜下观察%记录穿膜细胞数'

侵袭实验!将 #O67=N4:基质胶$无血清 0!#/
%*&)培养液%aB稀释&平铺于,7O85V4::小室上室(
室温固化()2=8(其余步骤与迁移实验相同'

ADBDE!C!>0检测"1F-%)与 2=0?%E&?EQ表达!
,0/X;:法提取 +E&J细胞总 01+(反转录试剂盒合
成T$1+'使用合成的T$1+作为模板在荧光定量

!>0仪上进行扩增'反应体系$')&H&!JD)&H
"_<02=@%)DE&H正向引物%)DE&H反向引物%'D)

&HT$1+ 模板%BD)&H01O54UF']'反应条件!

JE`预变性%) 2=8(JE `变性%E5(*) `退火%
2=8(共&)个循环-然后L'`延伸%2=8''h))>6 法

分别计算"1F-%)%2=0?%E&?EQ相对于-+!$F%c*
的表达水平'引物序列见表%'
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表%!!引物序列

检测项目 上游引物$Ebh(b& 下游引物$Ebh(b&

"1F-%) >>+->,,+-+,,>+,,-+,,>> ,,++-,->+>>+-+,->,-

2=0?%E&?EQ ->>,,>->,>++>,-++,,- >,>++>,--,-,>-,--+-,>

-+!$F -++>---++->,>+>,-- ->>,->,,>+>>+>>,,>,

c* >,>->,,>-->+->+>+ ++>->,,>+>-++,,,->-,

ADBDF!34564789:;6法检测 #0!%%#>#!%<T:?'%

<O@蛋白表达!使用0/!+裂解液提取各组+E&J细
胞总蛋白(<>+法测定蛋白浓度后(取()&N蛋白上
样(进 行 "$"?!+-.%转 膜%封 闭(加 入 #?OT6=8%

#0!%%#>#!%<T:?'%<O@一抗$%a%)))&(&`孵育
过夜(次日加羊抗兔/N-二抗$%a')))&(孵育%P(

.>H显色%拍照(分析各条带灰度值'

ADC!统计学处理!-7OQP!OU!7=52BD)软件对数据
进行统计分析(检验数据的正态性和方差齐性(验证
数据符合正态分布和方差齐性'计量资料以5eB描

述(多组间比较采用单因素方差分析(进一步两两比
较行"1A?H检验'!$)D)E为差异有统计学意义'

B!结!!果

BDA!过表达"1F-%)对 +E&J细胞增殖%迁移%侵
袭%!,d敏感性的影响!QT$1+?"1F-%)组 +E&J
细胞2=0?%E&?EQ水平%!,d/>E)%迁移细胞数%侵袭
细胞数%#0!%%#>#!及<T:?'蛋白水平低于QT$?
1+?1>组$!$)D)E&("1F-%)水平%细胞增殖抑制
率及<O@蛋白水平高于QT$1+?1>组$!$)D)E&'
见表'%图%%''

!!注!+为细胞迁移实验-<为细胞侵袭实验'

图%!!过表达"1F-%)对+E&J细胞迁移#侵袭的影响

表'!!过表达"1F-%)对+E&J细胞 2=0?%E&?EQ水平#增殖#迁移#侵袭#!,d敏感性的影响$-I*(5eB%

组别
"1F-%)
相对表达水平

2=0?%E&?EQ
水平

细胞增殖抑制率

$\&
!,d/>E)

$82;:"H&

迁移细胞数

$个&

侵袭细胞数

$个&

QT$1+?1>组 %D)(e)D)E %D)%e)D)& )D&Ee)D)B %*DBEe%D&' %B'D&Le%JD(E %&LD((e%(D*J

QT$1+?"1F-%)组 'D%Be)D%E )DE'e)D)* '&D(Be)DBL JD)Be%D)' %))D*Le%%DL' L&DJ)eBD'E

8 %LDB%* %*D*&& *LD)J' %)DBB* BDBEL %%D%))

! $)D))% $)D))% $)D))% $)D))% $)D))% $)D))%

!!注!"!$)D)E--I*'

图'!!34564789:;6检测 #0!%##>#!#<T:?'#<O@
蛋白表达

BDB!下调 2=0?%E&?EQ对 +E&J细胞增殖%迁移%侵
袭%!,d敏感性的影响!O86=?2=0?%E&?EQ组+E&J细
胞2=0?%E&?EQ水平%!,d/>E)值%迁移细胞数%侵袭
细胞数%#0!%%#>#!及<T:?'蛋白水平低于O86=?
1>组$!$)D)E&(细胞增殖抑制率及<O@蛋白水平
高于O86=?1>组$!$)D)E&'见表(及图(%&'

BDC!"1F-%)靶向调控2=0?%E&?EQ表达!"6O79O54
网站预测("1F-%)与2=0?%E&?EQ存在结合位点(见
图E'双荧光素酶实验显示(共转染"1F-%)?3,i
2=0?1> 的 +E&J 细 胞 荧 光 素 酶 活 性 较 共 转 染

"1F-%)?3,i2=0?%E&?EQ2=2=T5的 +E&J细胞高
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$!$)D)E&(见表&'

!!注!+为细胞迁移实验-<为细胞侵袭实验'

图(!!下调 2=0?%E&?EQ对+E&J细胞迁移#侵袭的影响

表(!!下调 2=0?%E&?EQ对+E&J细胞增殖#迁移#侵袭#!,d敏感性的影响$5eB(-I*%

组别 2=0?%E&?EQ水平
细胞增殖抑制率

$\&
!,d/>E)
$82;:"H&

迁移细胞数$个& 侵袭细胞数$个&

O86=?1>组 )DJJe)D)& )D&'e)D)L %*D*(e%D(B %B&D)Le%JDL' %&BD()e%(DE&

O86=?2=0?%E&?EQ组 )D&Be)D)E 'ED%Be)DJ% BDJ(e)DJL %)%D(Le%'D)B LED*LeBD&%

8 %JDE%) **D&E% %%D%B' BDL*) %%D%*'

! $)D))% $)D))% $)D))% $)D))% $)D))%

!!注!"!$)D)E--I*'

图&!!34564789:;6检测 #0!%##>#!#<T:?'#

<O@蛋白表达

!!注!3,表示野生型-#,c表示突变型'

图E!!"1F-%)与 2=0?%E&?EQ的靶向序列预测

表&!!荧光素酶活性检测$5eB(-I*%

分组 "1F-%)?3, "1F-%)?#c,

2=0?1>组 %D))e)D)& )DJLe)D)E

2=0?%E&?EQ2=2=T5组 )D&Le)D)( %D)'e)D)*

8 'EDJ*E %DE*B

! $)D))% )D%&B

BDD!过表达 2=0?%E&?EQ可逆转"1F-%)对 +E&J
细胞增殖%迁移%侵袭%!,d敏感性的影响!2=0?%E&?
EQ 2=2=T5iQT$1+?"1F-%) 组 +E&J 细胞 2=0?
%E&?EQ水平%!,d/>E)%迁移细胞数%侵袭细胞数%

#0!%%#>#! 及 <T:?'蛋白水平高于 2=0?1>i
QT$1+?"1F-%)组$!$)D)E&(细胞增殖抑制率及

<O@蛋白水平低于 2=0?1>iQT$1+?"1F-%)组
$!$)D)E&'见表E及图*%L'

!!注!+为细胞迁移实验-<为细胞侵袭实验'

图*!!过表达 2=0?%E&?EQ可逆转"1F-%)对+E&J细胞迁移#侵袭的影响
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表E!!过表达 2=0?%E&?EQ可逆转"1F-%)对+E&J细胞增殖#迁移#侵袭#!,d敏感性的影响$5eB(-I*%

组别 2=0?%E&?EQ水平
细胞增殖抑制率

$\&
!,d/>E)
$82;:"H&

迁移细胞数$个& 侵袭细胞数$个&

2=0?1>iQT$1+?"1F-%)组 )DEEe)D)L '(DEJe)DJ( BDJLe)DJ* JJD((e%)DEL LED*LeBD%(

2=0?%E&?EQ2=2=T5iQT$1+?"1F-%)组 %D(&e)D%' %*D(Ee)DL% %(DEJe%D%' %(BD&(e%(DLJ %%EDL)e%'D)L

8 %(DJ'J %ED%EL LD*L' EDE%' *DL(B

! $)D))% $)D))% $)D))% $)D))% $)D))%

!!注!"表示!$)D)E'

图L!!34564789:;6检测!/1d%#<T:?'#<O@#

#>#!蛋白表达

C!讨!!论

!!1">H>是肺癌的主要亚型(是全球癌症相关死
亡的主要原因)B*'1">H>主要包括肺鳞状细胞癌和
肺腺癌两种亚型'近年来(1">H>靶向治疗及化疗
等方面取得了一定的进展(但仍然只有不到%E\的
1">H>患者能够存活E年以上)J*'!,d是第一个被
确定的微管稳定剂(被认为是过去二十年化疗中最重
要的进步(是使用最广泛的抗肿瘤药物之一(在多种
癌症中具有广泛的活性(包括乳腺癌%子宫内膜癌%
1">H>%膀胱癌和宫颈癌)%)*'临床治疗中!,d是晚
期1">H>的替代疗法(然而(内在的和获得性耐药经
常出现在1">H>治疗过程中(影响疗效)%%*'为了提高
!,d的化疗效果(迫切需要探索其潜在的作用机制(并
制定有效的策略来克服1">H>对!,d的耐药性'

多项研究表明(H8T01+可在不同癌症的进展中
发挥关键作用(并与肿瘤转移及耐药性相关)%'*'H/
等)%(*研究发现(H8T01+1.+,%在1">H>!,d耐
药细胞+E&J"!,d中显著上调(抑制1.+,%表达可
逆转+E&J"!,d细胞的!,d抗性'_+1-等)%&*研

究发 现(H8T01+ #+H+,% 过 表 达 可 显 著 增 加
1">H>细胞对顺铂%吉非替尼%阿霉素和!,d等药
物的化学抗性(#+H+,%可通过靶向 2=0?%JL?(Q调
节1">H>细胞的化学耐药性'据报道("1F-%)在
多种人类癌症作为促癌基因发挥作用("1F-%)能够
促进骨肉瘤的细胞增殖和侵袭)%E*(且在肝细胞癌)%**

和胃癌)%L*中促进肿瘤发生发展'但H/+1-等)E*研

究结果则表明("1F-%)在 1">H>中低表达(可能
发挥抑癌作用'本研究中(过表达"1F-%)后(+E&J

细胞迁移及侵袭细胞数下降(细胞增殖抑制率升高(
细胞增殖蛋白 #>#!%抗凋亡蛋白<T:?'水平下降(
促凋亡蛋白<O@水平升高(提示过表达"1F-%)可
抑制细胞增殖%迁移%侵袭(与 H/+1-)E*结果一致'
>+]等)%B*研究证实("1F-%) 通过海绵化 2=0?
%'L%?EQ上调,0/#**(可能是前列腺癌细胞多西他
赛耐药的分子机制'本研究显示(过表达"1F-%)
可降低 +E&J 细胞对 !,d 的/>E) 值(耐药蛋白
#0!%水平下降(提示过表达"1F-%)可提高 +E&J
细胞的!,d敏感性'

H8T01+可充当 2=01+ 海绵(从而调节靶向
201+的稳定性(还可通过抑制 2=01+活性参与肿
瘤耐药)%J*'文献)%&*表明(#+H+,%可能通过靶向
2=0?%JL?(Q调节 1">H>细胞的化学耐药性'文献
)%B*则显示("1F-%)可通过海绵化 2=0?%'L%?EQ(
上调靶基因,0/#**的表达(参与前列腺癌多西他赛
耐药过程'为探讨"1F-%)在1">H>细胞!,d耐
药性中的可能作用机制(本研究首先通过"6O79O54网
站搜索发现("1F-%)与 2=0?%E&?EQ存在互补序列(
双荧光素酶实验进一步证实("1F-%)可靶向调控
2=0?%E&?EQ'2=0?%E&?EQ位于人类染色体%&C('上(
参与各种疾病的病理生理学过程'最近的研究表明(
2=0?%E&?EQ在多种癌症中作为抑制因子发挥作用(
2=0?%E&?EQ在乳腺癌%结直肠癌%神经胶质瘤%肝细胞
癌%骨肉瘤%鼻咽癌下调)')*'本研究中(抑制 2=0?
%E&?EQ表达可降低+E&J细胞增殖%迁移及侵袭能力(
提示2=0?%E&?EQ在1">H>中发挥促癌作用(与其在
多数癌症中的作用相反'推测造成这种现象的原因
可能与癌症类型以及 2=0?%E&?EQ下游靶基因不同有
关(在后续的研究中将从其下游基因入手进行深入分
析'此外(2=0?%E&?EQ过表达可增加乳腺癌细胞对阿
霉素的治疗敏感性)'%*'本研究结果表明(抑制 2=0?
%E&?EQ表达(可降低 +E&J细胞对!,d的/>E) 值及

#0!%水平(表明抑制2=0?%E&?EQ可提高+E&J细胞
的!,d敏感性'进一步分析显示(过表达"1F-%)
可下调2=0?%E&?EQ表达(而过表达 2=0?%E&?EQ可逆
转过表达"1F-%)对 +E&J细胞/>E)值%迁移%侵
袭%增殖%#0!%%#>#!%<T:?'%<O@蛋白的影响(提
示"1F-%)可通过靶向 2=0?%E&?EQ提高1">H>细
胞的!,d敏感性'

有报道称(2=0?%E&?EQ可通过靶向抑制鼻咽癌中
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的A/G%&抑制细胞侵袭和迁移)''*-在宫颈癌中(2=0?
%E&?EQ直接靶向>cH'调控癌细胞的增殖%迁移和侵
袭)'(*'其中(A/G%&已被鉴定为多种癌症的候选癌基
因(过度表达A/G%&的肺肿瘤患者显示出生存率下降
的趋势)'&*-A/G%&是否参与 2=0?%E&?EQ对 1">H>
的调控作用还未可知(在未来的研究中将对此进行深
入分析'

综上所述(过表达"1F-%)可抑制1">H>细胞
增殖%迁移%侵袭(增加 1">H>细胞对!,d的敏感
性(可能通过靶向2=0?%E&?EQ发挥作用'
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