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摘 要!$目的% 分析胃癌标本中长链非编码
<;= ,*4!.>?88!@

的表达与临床病理特征的相
关性"并在细胞水平上分析其对胃癌细胞的细胞活力&侵袭力及迁移能力的影响"探讨其在
胃癌发生&发展中可能的调控及意义' $方法% 收集

%A

例胃癌组织及其癌旁正常组织标本"

采用荧光实时定量
B.<

检测胃癌标本及癌旁正常胃黏膜组织中
,*4!.>?88!@

的表达量"并
进一步分析临床病理特征与其表达水平的关系(利用慢病毒转染技术"建立

,*4!.>?88!@

表
达量不同的胃癌稳定转染细胞株"运用

..C!$

&

D)+*2E1,,

跨膜实验检测细胞增殖活性&侵袭
能力相关生物学功能( 利用核浆分离及

<DFB.<

方法探究
,*4!.>?88!@

在细胞中的表达定
位) $结果%

G*4!.>?88!@

在癌组织的表达量高于所对应的癌旁正常胃黏膜组织
HBIJ:JKL

)

G*4!.>?88!@

表达水平与肿瘤分化程度&区域淋巴结转移&

D;M

分期相关(而与年龄&性别&

肿瘤大小&部位等其他因素无明显联系) 稳定转染胃癌细胞株"成功构建
,*4!.>?88!@

低表
达细胞株"

..C!$

增殖实验结果显示下调
,*4!.>?88!@

可显著降低胃癌细胞株的增殖能力(

D)+*2E1,,

跨膜实验显示沉默
,*4!.>?88!@

可显著降低胃癌细胞株的侵袭能力) 用
<DFB.<

技术检测发现
,*4!.>?88!@

主要表达于细胞核中"仅少许表达于胞浆中)$结论%

G*4!.>?88!

@

可作为促癌基因影响胃癌细胞增殖&侵袭等生物学特性"其表达量的变化与胃癌的发生发
展密切相关)
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据国际卫生组织
XG3T3.=;

数据统计" 胃癌 是全球高发病率的五大恶性肿瘤之一"主要集中在

东亚-南美及欧洲东南部等处"全世界每年有超过

PK8 AJJ

的新发病例和
N!@ 8JJ

的死亡病例"其中约

%!:Kd

病例发生在中国" 胃癌发病率和死亡率均居

我国恶性肿瘤第
!

位"是威胁公众生命健康的主要

NPJ
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疾病之一!为了进一步改善胃癌患者预后"需要寻找

新的肿瘤标志物和生物治疗靶标" 而这一过程有赖

于分子水平上胃癌发病机制的研究!

非编码
&'(

#

)*)!+*,-). &'(

"

)+&'(

$在肿瘤

发生发展中的机制是近年来研究的热点" 尤其是转

录本长度超过
!"")/

的长链非编码
&'( 01*). )*)!

+*,-). &'(

"

1)+&'(2

%许多研究均证实"异常表达的

1)+&'(

参与了多种肿瘤的发生发展进程&

#

"

!

'

% 我们

前期
1)+&'(

表达谱芯片检测显示" 与正常胃黏膜

组织比较"

1)+!345##!6

在胃癌组织中表达明显上

调%本研究进一步通过
&7!893&

方法检测了胃癌标

本中
1)+!345##!6

的表达" 分析它们与临床病理特

征的联系"并在细胞水平进行干预"分析细胞基本生

物学特征的变化"探讨其在胃癌发生(发展中可能的

调控作用及意义%

#

材料与方法

!"!

实验材料

4:;:

培养基" 胎牛血清"

<=/-!>?>

培养基"

"@ABC 7DE=F-)

" 脂质体 #

1-=*G?/>H-)?!AAA2

和
7D-I*1

试剂购自美国
J)K-/D*.?)

公司)

&?K?D7DH (+?

逆转录

试剂盒(

LMN& :HF/?D>-O

等购自

7*E*P*

公司 )

NQ3

胃癌细胞株

购自中科院上海科学研究所细

胞库)胞核和胞浆蛋白提取试剂

盒购自美国
7R?D>*1!S-FR?D

公司)

:H/D-.?1

购自
N4 N-*F+-?)+?

公

司)

7DH)FT?11

小室购自
3*F/HD

公司)

33U!$

试剂盒购

自日本同仁研究所)

F-&'(

由上海吉玛制药技术有

限公司设计并合成" 引物由上海英骏生物技术有限

公司合成%

!"#

实验方法

#@!@#

标本采集

!A#%

年
V

月至
!"WV

年
%

月" 于我院经外科手

术处理的胃癌患者
%V

例"术前未曾接受放疗和化疗

等治疗"年龄
BW"XX

岁"中位年龄
V%

岁"按照
Y5<

胃癌的病理学分类进行组织病理类型分类% 每例标

本中肿瘤组织和距肿瘤
B+>

以上的癌旁正常胃黏

膜组织被取做标本 #通过组织病理切片检查确认$"

离体后
W">-)

内保存于液氮中以进行后续研究%

W@!@! &'(

提取

取于液氮中存放的组织标本" 在液氮中经研磨

处理碾碎至粉状" 按照
7D-I*1

试剂说明书所示方法

获取总
&'(

% 为去除可能污染的
4'(

"抽提的
&'(

经
4'HF?!

处理后"酚
!

氯仿抽提后"纯化的
&'(

以

4;93

水溶解% 通过
(.-1?)/ !W"" P-*H)H1EI?D

检测

&'(

的浓度及其完整性%

W@!@6 1)+!345WW!6

表达检测

按照
&?K?D7DH (+?

逆转录试剂盒说明书进行操

作"取
%".

总
&'(

"在随机引物#

R?OH>?D

$诱导下进

行逆转录% 反应条件*

%!# V">-)

"

XB$ WB>-)

"反应

结束后将产物置于
Z!A$

冰箱中储存% 定量
93&

的

检测*反应体系为
!A"1

%相关分析引物序列如
7HP1?

#

所示% 定量荧光
93&

反应体系中含有*

#"1 &7

产

物"

#%LMN& QD??) ! :HF/?D>-O

"

A@B":

特异前向引

物"

A@B":

特异反向引物% 反应条件为*

[B&3 !>-)

后"

[B$ #BF

"

VA$ #>-)

"

%A

个循环%

&?H1!/->?

定量

93&

使用
(NJ F/?=!<';

仪器进行%所有样品经
6

复孔

同样条件下处理%根据待测标本的
3/

值"将
Q(945

作

为内参"采用相对定量
93&

法"以
'\!

Z!!3/ 表示标

本中
1)+!345##!6

相对表达量" 其中
!!3/\

#

3/

1)+Z

345##Z6

Z3/

Q(945

$肿瘤Z#3/
1)+Z345##Z6

Z3/

Q(945

$正常%

#@!@% 1)+!345##!6

干预对细胞增殖活性的检测

NQ3

胃癌细胞用含
#AC

胎牛血清的
&9:#V%A

培养基"置于
6X$

(含
BC 3<

!

的培养箱内培养"每

!]6,

视其生长状况传代一次% 取生长状态较好的肿

瘤 细 胞 以
# %#A

B 细 胞
^#AA"1

接 种
[V

孔 板 "

1)+!

345##!6 F-&'(

转染细胞"设以
!A):

(

%A):

(

$A):

三个不同浓度梯度的
F-&'(

干预组(无关序列的对

照组及不含
F-&'(

的空白组% 按照
1-=*G?/>H-)?!AAA

说明书对细胞进行转染%处理
%$R

后"加入
33U$

溶

液#

#A"1^

孔$"继续培养
%R

% 通过酶标仪测量该细胞

样品在
%BA)>

处的吸光度%

#@!@B 7DH)FT?11

实验研究细胞的侵袭能力

遵循
3*F/HD!%!Y?11 7DH)FT?117:

的说明书进行

$%&'( ! )(*+(,-(. /0 1234(2. 2('%5(6 5/ ',-!789!!!: 6(5(-53/,

Q?)? 9D->?DF 9D->?D F?8_?)+?

93& =D*,_+/

1?)./R

#

P=

$

1)+!345##!6 S*DTHD, =D->?DF B'! 3Q773(Q3(((733(3(33( !6'

#VB

&?K?DF? =D->?DF B'! QQQ7(Q(3((3(3(337QQ( !6'

Q(945 S*DTHD, =D->?DF B'! 3(QQQ37Q37777((3737QQ7(( !6'

#A#

&?K?DF? =D->?DF B'! QQQ7QQ((73(7(77QQ((3(7Q7 !6'

X[#
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.,0*04'<+=/','504+, -+4=')2 *

>*4!.?@88!A

1B<)1220'*

C

D

E51F61+)2G

HI" 8! J:!KJF!:AI$LK:%JJM

":K8J

!I" A% I:"$JF%:!!ALK:I8AM

N1*O1)

P+,1 %8 J:8!IQ!:RA!LK:%A!M

":KIR

S1T+,1 J I:!%8FA:RAKLK:%A8M

U(T') 20V1F4TM

HJ !! I:8JAFJ:WA"LR:J!JM

":I$I

!J !% J:%I8FA:!8ALK:IKAM

U(T') <'20=0'*

S(*O(2 '- 2='T+4/ $ J:R!IF!:!%%LJ:A$IM

X'O6 '- 2='T+4/ 8! I:!A!F%:AA"L$:!8IM ":I!8

E*=)(T '- 2='T+4/ !I I:R!8FJ:J!!LR:JKIM

?0--1)1*=0+=0'*

P'O1)+=1,6 +*O /05/,6 O0--1)1*=0+=1O A% %:AA!F!:IAALI:%A$M

":"!$

D'') O0--1)1*=0+=1O 8! I:%AAF%:$RL$:$!$M

Y*Z+20'* O1<=/

U

8[!

88 J:IK$F%:A%ALK:JAM

":J$K

U

A[%

AJ I:AIF!:RAAL$:IJ$M

>6T</ *'O1 T1=+2=+202

D'20=0Z1 A% I:K%!FJ:%!"LR:II8M

":"AI

;15+=0Z1 8! %:AJ!F!:IKRLI:!A%M

U;P 2=+50*5

! R %:$K8F!:!!ALJ:8JJM

" 88 J:"J"F%:!JIL$:8%!M ":"!J

#[$ !I I:R!AFJ:JJ$LR:!J"M

CU/1 1B<)1220'* '- ,*4!.?@88!A \+2 O124)0]1O ]6 T1O0+* +*O 0*=1)^(+)=0,1

!"#$% & '())%$"*+(, ","$-.+. #%*/%%, $,0!12344!5 %67)%..+(, ",8

0$+,+0(7"*9($(:+0"$ ;"0*(). (; :".*)+0 0",0%)

操作!

P+=)051,

储存于
_!""

冰箱中"使用前需放置于

%"

冰箱处理预冷"过夜后为液态! 用无血清培养液

把
P+=)051,

按
8#8

稀释#于冰上操作$"混匀后将预

冷的稀释后
P+=)051,

胶加入
U)+*2\1,,

小室" 每孔

8J%,

% 于
AK "

条件下恒温包被
8/

"再用无血清培养

液洗涤
A

次!消化
`0@+

细胞并用无血清培养液洗涤

!

次"用细胞计数板计数! 向上室
Q0*21)=M

内加入细胞

悬液
Q8"

万个细胞
M

并加入无血清
?PaP

培养基稀

释到
%""(,

"每组设置
A

个复孔! 向下室加入
I""%,

含
8Jb SX`

的
?PaP

完全培养基!于
AK"

&

Jb .3

!

培养
!%/

! 除去上室内的液体"用棉棒擦拭除去上室

底部表面贴覆的细胞"将
U)+*2\1,,

小室浸入固定液

FJWb

甲醇溶液
M

固定
#JT0*

"接下来用
DX`

溶液洗
A

遍! 最后用结晶紫溶液染色
AWT0*

! 风干后"利用荧

光显微镜采集图像" 每孔随机选
I

个视野计数并计

算其平均数!

<=5

统计学处理

通过
`D`` #K:W

统计软件进行统计学处理! 胃

癌组织中
,*4!.?@##!A

表达水平以中位数

以及四分位数间距表示! 实验组与对照组两

组间差异分析采用
P+**!c/0=*16!d

检验"

若为三组及以上" 则利用
e)(2f+,!c+,,02 @

检验"

DH":"J

为差异有统计学意义!

!

结 果

>=<

胃癌组织及正常胃黏膜组织中
,*4!

.?@88!A

的表达

以
NED?@

为内参"

,*4!.?@88!A

在胃癌

中的相对表达量中位数为
$:8I!

" 显著高于正

常胃黏膜组织中的表达量"差异有统计学意义

'

DH":""8

$! 见
S05()1 8

!

>=> ,*4!.?@88!A

表达与胃癌临床病理特征

的相关性

胃癌组织中
,*4!.?@88!A

表达与肿瘤

分化程度& 淋巴结转移及
UP;

分期有显著

相关性'

DH":"J

$"中高分化&有淋巴结转移&

U;P

分期
#[$

期组患者表述水平明显升

高(与其他临床病理因素如年龄&性别&肿瘤

大小 & 肿瘤部位等未见明显相关性 '

D$

":"J

$% 见
U+],1 !

%

>=5

沉默
,*4!.?@88!A

对胃癌细胞恶性生物学行为

的影响

为分析
,*4!.?@88!A

效应" 本研究进一步利用

20g;E

沉默
XN.

胃细胞株中
,*4!.?@88!A

表达% 如

?+:@)% < A67)%..+(, (; $,0!123<<!5 +, :".*)+0

0",0%) *+..@%. ",8 ,()B"$ *+..@%.
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
$

期

&'()*+ !,

所示!分别用
!-

"

%"

"

$"./0123 4'56,

干预

后 ! 均 可 明 显 降 低 细 胞 内
1.7!89:##!;

表 达 !

%-./0123

与
$-./0123 4'56,

的干扰效果差异无统

计学意义! 为此选择
%-./0123

进行后续干预实验#

如
&'()*+ !<

所 示 !

%-./0123 4'56,

干 预 后 ! 用

88=$

试剂盒检测细胞的增殖情况! 可见其增殖能

力明显下降$

>'11'7+11

小室侵袭实验检测迁移侵袭

能力发现! 沉默
1.7!89:??!;

可显著降低其侵袭能

力
@&'()*+ ;A

$

!"# 3.7!89:??!;

在胃癌细胞的定位表达分析

利用胞浆胞核分离提取试剂盒!分别提取
<B8

细胞的胞浆及胞核
56,

! 利用
5CDE85

方法检测

1.7!89:##!;

的表达水平! 结果发现!

1.7!89:##!;

主要表达于细胞核中!仅有少许表达于细胞浆中!在

胞核和胞浆中的表达量差异有统计学意义 %

E"

-F-G

&$ 见
&'()*+ %

$

;

讨 论

56,

组学的研究逐

渐成为后基因组时代的

热点之一' 基因组超过

H$I

的转录产物为不编

码 蛋 白 的 非 编 码
56,

%

.0.!70J'.( 56,

!

.75!

6,

&$ 其中长链非编码

56,K1.756,A

是一类自

身不编码蛋白的
56,

!

通 常 转 录 本 长 度 超 过

!--.L

$

1.756,

可通过在

表观遗传" 转录及转录

后等各个层面调控基因

表达参与多种疾病的发

生发展(

;

)

$越来越多的研

究表明!

1.756,

在多种

肿瘤的发生发展中扮演

了重要角色! 并逐渐成

为肿瘤研究的热点方向

之一$

关 于
1.756,

与 胃

癌的研究是目前研究的

热点$

1.756,

不但是胃

癌新的诊断生物标志 !

而且参与胃癌的发生发

展(

%

!

G

)

$ 已报道
M5;,%

(

N

)

"

>,3,C#

(

O

)

"

6P,C#

(

$

)

"

1.756,--#G!

(

H

)

"

Q6:B#G

(

#-

)等
1.756,

通

过多种机制参与胃癌发
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
$

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':$

生发展!

<;=>8?

可通过调节
@@A!B@@AC

表达"促

进胃癌细胞的增殖和转移!

D.EF!%GC

可通过上调

/HIJH

表达后进而调节
K0J!#!EL!?M

从而促进胃

癌细胞增殖 #

##

$

!

=3NO!O<!

可通过表观遗传下调

A!8BAPQFBRRSHF

轴的效应促进胃癌细胞增殖#

8!

$

!

,*4!.R=88!F

是一条定位于人染色体
8GT!8

的

一个
,*4J;O

%

,'*5 0*U1)51*04 *'*!4'V0*5 J;O

&!

,*4!

.R=88!F

存在
$

种转录本" 长度
!GF WMX8LGE WM

!

我们前期
,*4J;O

表达谱芯片检测显示" 与正常胃

黏膜组织比较"

,*4!.R=88!F

在胃癌组织中的表达

显著增加!本研究通过定量
A.J

技术进一步证实了

芯片筛选的结果! 与胃癌临床病理特征的相关分析

显示"

,*4!.R=88!F

的表达量在低分化组明显高于

中高分化组%

AYE:E!$

&"在胃癌伴淋巴结转移的患者

的胃癌组织中显著高于无淋巴结转移患者的胃癌组

织%

AYE:EFG

&"临床分期
!""

期的胃癌组织亦明显高

于
#

'

$

期 %

AYE:E!?

&! 沉默
D>.

胃癌细胞
,*4!

.R=88!F

表达后"可显著降低其增殖及侵袭能力!这

些结果提示
,*4!.R=88!F

作为促癌基因发挥效应"

可促进胃癌细胞的活力'侵袭力和迁移能力"可作为

胃癌预后不良的一项新的生物标志物" 也可作为潜

在的治疗靶点!

关于
,*4!.R=88!F

调控机制迄今尚无相关研究

报道! 本研究通过检测细胞核' 细胞浆中的表达情

况"发现
,*4!.R=88!F

主要分布于细胞核内!研究显

示" 约
?EZ ,*4J;O

可通过招募多种染色质修饰复

合物 " 如
A.J!

蛋白复合体 %

M',64'KW )1M)1220[1

4'KM,1\ !

&"在表观遗传学水平上发挥调控作用 #

8F

$

!

是否
,*4!.R=88!F

通过招募染色体修饰复合物影响

其邻近区域抑癌基因的启动子区的表观遗传学调控

有待于进一步研究!
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