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摘 要!$目的% 探讨了
9(2 :8;<=#

通过
>.?!=@"!ABCD(E=

对结直肠癌细胞增殖和迁移的影
响& $方法% 选取结直肠癌肿瘤组织和癌旁组织各

="!

例" 采用荧光定量
F,?

检测
9(2

:8;<=#

和
>.?!=@"!AB

表达水平和两者间的关系& 采用生物信息学和双荧光素酶报告基因
分析

9(2 :8;<=#

和
>.?!=@"!AB

之间的关系以及靶基因'在结肠癌细胞系
:G@H"

建立
9(2

:8;<=#

敲降和
>.?!=@"!AB

过表达细胞系"采用
G/0E/'( I*%E

分析
9(2 :8;<=#

和
>.?!=@"!

AB

对目的蛋白的影响'采用
,,JH

分析不同处理结肠癌细胞增殖'采用
K')(0D/**

分析不同
处理的结肠癌细胞的迁移&$结果% 与癌旁组织相比"结直肠癌组织中

9(2 :8;<=#

表达水平
显著增加"而

>.?!=@"!AB

表达水平显著下调"差异均有统计学意义
LFM"7"AN

&生物信息学研究
发现

9(2 :8;<=#

调控着
>.?!=@"!AB

的表达水平" 并调控
D(E=

蛋白的表达" 调节
G8KC!!

,)E/(.(

信号通路活性&

9(2 :8;<=#

敲降或过表达
>.?!=@"!AB

可显著抑制
:G@H"

细胞的增
殖和迁移"差异均有统计学意义

OFM"7"AP

& $结论%

9(2 :8;<=#

通过靶向作用于
>.?!=@"!ABC

D(E=

轴进而调节着结直肠癌细胞的增殖和迁移&

主题词!
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结直肠癌是临床常见的消化道肿瘤之一" 其发 病率近年呈上升趋势" 已成为严重影响人类健康的

疾病类型之一$

=

%

& 目前结直肠癌的治疗以手术为主"

辅以放疗*化疗及生物治疗等综合性治疗"但是结肠

癌
A

年生存率仍低于
A"g

& 术后转移和复发是造成

结直肠癌患者死亡的主要原因" 因此深入探讨结直

基
础

%

临
床
研
究

A"#
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肠癌的发病和发展机制具有重要意义! 长非编码

$%&

"

'()* )()!+(,-)* $%&

#

.)+$%&

$是一类长度大

于
!""

个核苷酸的非编码
$%&

%

!/0

&

! 研究表明 #

.)+$%&

在剂量补偿效应'表观遗传调控'细胞周期

调控和细胞分化调控等众多生命活动中发挥重要作

用 %

1/2

&

!

.)+ 3%456#

作为众多
.)+$%&

家族成员

之一#研究发现#其在多种肿瘤组织中如胃癌'结直

肠癌和肺癌中呈高表达状态#并参与了肿瘤的发生'

发展和转移%

#/7

&

!

.)+ 3%456#

是否在结直肠癌中异

常表达目前尚不清楚!本研究从临床和细胞生物学角

度分析
.)+ 3%456#

对结直肠癌发生和发展的影响!

6

材料与方法

!"!

临床材料

选取我院
!"6"

年
#

月至
!"67

年
#

月手术切除

的
6"!

例结肠癌标本和癌旁组织作为研究对象! 所

有患者均在手术前接受过放疗和化疗# 均经术后病

理!

6"!

例患者中男性
#!

例#女性
1"

例(年龄
028

76

岁#平均年龄
29:!"6":06

岁(结肠癌
#9

例#直肠

癌
02

例(分化程度)高分化
00

例#中分化
2!

例#低

分化
69

例(肿瘤侵袭至基层
0!

例#侵袭至浆膜及浆

膜外
9"

例(有淋巴结转移
29

例#无淋巴结转移
12

例!所有患者均签署知情同意书#本研究经医院伦理

委员会批准!

!"#

实验材料

3;17"

结肠癌细胞系购自美国
&<==

公司 (

>?@?

培养基'胎牛血清'胰酶以及青链霉素均购

自美国
4A+'()B

生物有限公司(

<CD)EFB''

购自美国

=(C)-)*

公司(

G'H(!.)+ 3%456# EI$%&

#

G'H(!=()JC('

EI$%&

#

G'H(!=()JC(' K-$%&

和
G'H(!K-$!61"!2G!20L

慢病毒载体构建以及病毒包装均由上海杰瑞生物有

限公司完成(

;)J6

和
!!=DJB)-)

单克隆抗体和
4$M

标记羊抗小鼠二抗均购自美国
3D)JD +CNO

公司 (

K-$%&

提取试剂盒和逆转录试剂盒购自南京诺唯

赞生物有限公司(其他试剂均为国产分析纯!

!"$

稳定细胞系构建

结肠癌细胞系
3;17"

采用
>?@?

培养基 "含

6"P

胎牛血清$复苏并培养至指数生长期#细胞采用

":!2P

胰酶消化#密度调整为
!#6"

# 个
QK'

#接种于
#

孔板中#每孔
6"" "'

! 待细胞贴壁后#加入
G'H(!.)+

3%456# EI$%&

#

G'H(!=()JC(' EI$%&

#

G'H(!=()JC('

K-$%&

和
G'H(!K-$!61"!2G

慢病毒# 细胞和病毒比

为
6$2"

#感染
6!I

更换新鲜培养基#并采用慢病毒继

续感染
6!I

#然后更换新鲜培养基培养
17I

#更换含

有终浓度为
6"*QK'

嘌呤霉素的
>?@?

培养基处理

!1I

#未感染的细胞被杀死#未杀死的细胞则为
.)+

3%456# EI$%&

#

=()JC(' EI$%&

#

=()JC(' K-$%&

和

K-$!61"!2G

稳定表达细胞系#并分别命名为
EI!=()!

JC('

#

EI!.)+ 3%456#

#

K-$!=()JC('

和
K-$!61"!2G

!

!"%

荧光定量
M=$

技术

将结肠癌组织和癌旁组织 #

EI!=()JC('

#

EI!.)+

3%456#

#

K-$!=()JC('

和
K-$!61"!2G

细 胞 采 用

K-$%&

提取试剂盒提取
K-$%&

#并用逆转录试剂盒

将
$%&

逆转录为
+>%&

! 设计
.)+ 3%456#

引物#

.)+ 3%456#!R

)

2%!&&<55<55<&55&555&55&!0%

(

.)+ 3%456#

)

2% !=&&5555&&<5&&=&=5&55!0%

(

!!D+J-)!R

)

2% !=<555=<&=&=<5&5=&==!0%

(

!!D+J-)!

R

)

2% !&&<5=<&<=&==<====<5<5<!0%

(

K-$!61"!2G!

R

)

2%!=55=5555&5&&&<<&<==<!0%

(

K-$!61"!2G!$

)

2%!5<5=&555<==5&55<!0%

! 制备
M=$

反应体系)

!#3AS*CBB)

预混合物
6""'

#

+>%&

模板
7:7"'

# 上游

引物各
":#"'

#总体积
!""'

!

M=$

程序如下)预变性#

L2& 0"E

( 第二阶段)

L2& 6"E

#

#"& 0"E

# 循环数
1"

个( 第三个阶段建立熔解曲线)

L2& 62E

#

#"& #"E

#

L2& 62E

! 然后在
M=$

结束后直接获取
.)+$%&

.)+ 3%456#

和
K-$!61"!2G K$%&

相对表达水平!

!"& =TT7

细胞增殖分析

EI!=()JC('

#

EI!.)+ 3%456#

#

K-$!=()JC('

和
K-$!

61"!2G

稳定细胞系采用
":!2P

胰酶消化# 细胞浓度

调整为
2'6"

1 个
QK'

#每个
L#

孔板加入
6"""'

#然后

培养
#I

使细胞贴壁#分别在贴壁后
"

'

!1

'

17

和
9!I

加入
6""' ==T7

试剂# 孵育
1I

后在波长
12")K

下

检测细胞增殖!

!"' <CD)EFB''

分析细胞迁移

EI!=()JC('

#

EI!.)+ 3%456#

#

K-$!=()JC('

和
K-$!

61"!2G

稳定细胞系消化后# 细胞浓度调整为
6'6"

2

个
QK'

# 每个
<CD)EFB''

孔上室加入
6"""'

细胞溶液#

下室加入正常
>?@?

细胞培养基
2"""'

#培养
!1I

#

固定细胞#用
6P

结晶紫染液室温染色
6"K-)

#自来

水洗去结晶紫染液#取出上室细胞#在显微镜下观察

细胞迁移数量! 每个处理取
6"

个视野#计算平均迁

2"9
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移细胞数量!

!"#

双荧光素酶报告基因

根据生物信息学预测
9(2 :8;<=#

和
>(?= @!

ABC

与
D.C"=E""FG

的结合位点" 设计野生型
9(2

:8;<=#

#

9(2 :8;<=#">B

$和野生型
>(?="@!"ABC

#

>(?=">B

$ 及缺失
D.C"=E""FG

结合区域的突变体

9(2 :8;<=#

#

9(2 :8;<=#"H&?

$ 序列及缺失
D.C"

=E""FG

结 合 区 域 的 突 变 体
>(?="@! "ABC

#

:1IE"

H&?

$序列"并构建荧光素酶报告载体% 分别将
9(2

:8;<=#">B

&

9(2 :8;<=#"H&?

&

>(?=">B

和
>(?="

H&?

荧光素酶报告载体转染对照组和实验组细胞"

转染
EJ -

后采用双荧光素酶报告基因试剂盒检测

荧光素酶活性!

!"$ %&'(&)* +,-(

收 集
0-",%(?'%*

"

0-"9(2 :8;<=#

"

D.C",%(?'%*

和
D.C"=E""FG

稳定细胞系"采用细胞裂解液'含有

蛋白酶和磷酸酶抑制剂$在冰上裂解
=-

"

=F """'KD.(

离心
@"D.(

"细胞上清转移至新的离心管"加入上样

缓冲液"在水浴中煮沸
="D.(

"采用水平和垂直电泳

将蛋白质转移至
L6MN

膜上! 结束后"

L6MN

膜用

FO

脱脂奶粉室温封闭
=-

" 采用
FO

脱脂奶粉稀释

>(?=

小鼠单克隆抗体"

E#

孵育过夜" 次日用
LP:B

洗涤
@

次" 再用
FO

脱脂奶粉稀释
;CL

标记的羊抗

鼠二抗'

=$F"""

$"在室温孵育
!-

"

LP:B

洗涤
@

次!采

用
Q,9

发光液"进行显影"观察目的蛋白的表达水

平! 以
B&R&*.(

作为内参!

!".

统计学处理

应用
:L:: =F7"

统计软件分析数据" 计量资料

采用均数
%

标准差'

H/)(%:

$表示"采用
?

检验"

LS

"7"F

为差异有统计学意义!

!

结 果

/"! 9(2 :8;<=#

和
D.C"=E""FG

表达水平

与癌旁组织比较" 结直肠癌肿瘤组织中
9(2

:8;<=#

表达水平显著增加"差异有统计学意义'

?T

E7="U

"

LT"7""!

$! 结直肠肿瘤组织中
D.C"=E""FG

表

达水平较癌旁组织显著下降"差异有统计学意义'

?T

!7=!@

"

LT"7"!=

$! 见
N.3&'/ =

!

/"/ 9(2 :8;<=#

和
D.C"=E""FG

对细胞增殖的影响

与
0-",%(?'%*

结直肠癌细胞相比"

0-"9(2 :8;<=#

细胞增殖速度显著下降'

?T"7@!U"

"

LT"7"=E

$! 与
D.C"

,%(?'%*

细胞相比"

D.C"=E""FG

过表达结直肠癌细胞

增殖能力显著下降'

?T"7@==V

"

LT"7"=!

$! 见
N.3&'/ !

!

/"0 9(2 :8;<=#

和
D.C"=E""FG

对细胞迁移的影响

与
0-",%(?'%*

结直肠癌细胞相比"

0-"9(2 :8;<=#

结直肠癌细胞迁移能力明显下降" 差异有统计学意

义'

?T@7=E@

"

LT"7""!

$! 与
D.C",%(?'%*

结直肠癌细胞

相比"

D.C"=E""FG

过表达结直肠癌细胞迁移能力明显

下降"差异有统计学意义'

?TF7"=U

"

LS"7""=

$!见
N.3&'/ @

!

1234)& ! 5*6 789:!; <*= >2?!!@A!BC &DC)&''2-* ,&E&,'

2* 6-,-)&6(<, 6<*6&) <*= <=F<6&*( (2''4&'GHIJAKLBM

1234)& / NOO&6(' -O 5*6 789:!; <*= >2?!!@L!BC -*

C)-,2O&)<(2-* -O 6-,-* 6<*6&) 6&,,'

1234)& 0 NOO&6(' -O 5*6 789:!; <*= >2?!!@L!BC -*

(P& >23)<(2-* -O 6-,-* 6<*6&) 6&,,'
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!"#$%& ' ())*+,- .) /0+ 123456 708 9":!;<=!>? .0

@0,AB*,7!C7,*0"0 -"D07E"0D ?7,FG7H

IJ< $%& '()*+#

和
,-.!

+/"!01

的关系

生物信息学分析显示!

$%&

'()*+#

和
,-.!+/"!01

存在

+"

个互补的碱基" 采用双荧

光素酶报告基因检测!结果如

2-3456 /

显示!

,-.!+/"!01

过

表达细胞转染
$%& '()*+#!

78

后!细胞荧光素酶活性较

,-.!9:%;5:<

组细胞显著下调!

差异有统计学意义 #

;=>?++@

!

A="?""0

$% 对于过表达
,-.!

9:%;5:<

或
,-.!+/"!01

结直肠

癌细胞 ! 转染
$%& '()*+#!

B4;

后!两组细胞荧光素酶活

性比较差异无统计学意义#

;=

"?@+C

!

A="?>/+

$&

IJK ,-.!+/"!01

靶基因分析

生物信息学分析显示!

,-.!+/"!01

与
7%;+ >"

D8.

区域存在
@

个互补碱基& 双荧光素酶分析结果

如
2-3456 0

所 示 !

,-.!+/"!01

过 表 达 细 胞 转 染

7%;+!78

后! 细胞荧光素酶活性较
,-.!9:%;5:<

组

细胞显著下调! 差异有统计学意义 #

;=>?"C+

!

A=

"?""/

$% 无论是
,-.!9:%;5:<

还是
,-.!+/"!01

细胞!

转染
7%;+!B4;

后! 两组细胞荧光素酶活性差异无

统计学意义#

;="?EC+

!

A="?!"+

$&

IJL $%& '()*+#

和
,-.!+/"!01

对
7%;F!!9G;6%-%

信号通路的影响

与
HI!9:%;5:<

和
,-.!9:%;5:<

比 较 !

HI!$%&

'()*+#

和
,-.!+/"!01

细胞中
7%;+

蛋白表达水平

降 低 & 与
HI!9:%;5:<

和
,-.!9:%;5:<

比 较 !

HI!$%&

'()*+#

和
,-.!+/"!01

细胞中
!!9G;6%-%

蛋白表达

水平无明显差异! 而与
HI!9:%;5:<

和
,-.!9:%;5:<

比

较!

HI! $%& '()*+#

和
,-.!+/"!01

细胞中磷酸化
!!

9G;6%-%

蛋白表达水平显著下调& 见
2-3456 #

&

>

讨 论

结直肠癌是常见消化道肿瘤类型!其进展快!预

后差&术后复发和转移是导致患者死亡的主要因素&

$%&.(J

已经证实在人类多种肿瘤中扮演着抑癌基

因或致癌基因的角色&

$%&.(J

主要作用方式是靶

向
,-.(J

!调控
,-.(J

的表达水平!进而调控下游

目的基因表达'

C

(

& 大量研究显示
$%&.(J

调控结直

肠癌的发生)发展和迁移'

+"K++

(

&

研究显示
$%& '()*+#

在多种肿瘤组织中呈现

异常表达!并与患者临床病理特征和预后密切相关&

机制研究显示
$%& '()*+#

通过调控
,-.!+/#!01

)

,-.!/!>!01

和
,-.!+">+

等对肿瘤生长)发展)凋亡

和迁移发挥作用'

+!K+/

(

& 我们对结直肠癌和癌旁组织

M"D$%* < N$O")*%7-* 707EH-"- .) ,F* %*E7,".0-F"? B*,G**0 N0O PQ3R;' 708

9":!;S=!K?
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进行高通量分析显示!

9(2 :8;<=#

表达水平显著

增加!而
>.?!=@"!AB

表达水平显著下调!实验进一

步采用荧光定量
C,?

技术确定在结直肠癌中
9(2

:8;<=#

表达水平显著上调!而
>.?!=@"!AB

表达水

平则显著下调"进一步在细胞水平上采用
0-?8D

敲

降
9(2 :8;<=#

或者过表达
>.?!=@"!AB

均导致结

肠直癌细胞增殖和迁移能力的下降! 说明两者与结

直肠癌细胞的增殖和迁移具有密切的关系"

根据
9(2?8D

与
>.?8D

作用模式!生物信息学

研究发现!

9(2 :8;<=#

与
>.?!=@"!AB

之间存在着

序列互补! 推测可能
9(2 :8;<=#

调节着
>.?!=@"!

AB

的生物学功能" 采用荧光素酶报告基因研究显示

9(2 :8;<=# E" FG?

可与
>.?!=@"!AB

结合!当
9(2

:8;<=#

与
>.?!=@"!AB

竞争性结合后!会导致
>.?!

=@"!AB

与靶基因的结合减少! 进而导致下游基因表

达异常 " 生物信息学研究还显示
>.?!=@"!AB

与

H(I= E" FG? J

个碱基存在互补! 提示
>.?!=@"!AB

可能通过调节
H(I=

的蛋白表达发挥生物学作用"

H(I=

蛋白是
H(IK!!,)I/(.(

信号通路成员之一!其在

细胞增殖#分化和凋亡过程中发挥着重要的作用 $

=AL=#

%

"

目前研究发现
H(I=K!!,)I/(.(

在多种肿瘤组织中表

达上调$

=JM=N

%

" 本研究发现
9(2 :8;<=#

敲降或
>.?!

=@"!AB

过表达会导致
H(I=

水平显著下调! 最终导

致
H(I=K!!,)I/(.(

信号通路活性下降"

综上! 本研究结果显示
9(2 :8;<=#

通过竞争

性结合
>.?!=@"!AB

! 导致
>.?!=@"!AB

与
H(I=

基因

E"FG?

的结合减少!进而导致
H(I=

表达上调!激活

H8GK!!,)I/(.(

信号通路!进而促进了结肠癌的增殖

和迁移"
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