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和氧化损伤并抑制细胞增殖和迁移
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近年来环境恶化、吸烟人数急剧上升导致肺癌患

者逐年增加，目前非小细胞肺癌（*I*$:6933 +<33 3L*J

+9*+<8，-YG)Y）已经成为我国最常见的肺癌之一`"a。

肺癌的治疗方式主要包括手术治疗和药物化疗`!a。

随着科技的发展，使用长链非编码 ,-.（3I*J *I*$

+I>5*J,-.，3*+ ,-.）基因治疗成为目前研究的热

点，目前 3*+,-. 在众多疾病中均发挥着重要的作

用`/a。ON. 等`&a研究表明，3*+,-. !"#$#' 可以通过

抑制 ^*WB!$+9W<*5* 信号通路，抑制胶质瘤细胞增

殖和侵袭。^.-Q 等 `#a研究表明，3*+,-. !"#$#'

可以抑制乳腺癌细胞增殖。因此笔者推测 3*+,-.

!"#$#'对肺癌 .#&0 细胞也有一定的抑制效果，但

目前关于3*+,-. !"#$#'对肺癌细胞的抑制研究较

少，作用机制也尚不确定。因此本文旨在探究

3*+,-. !"#$#' 对 .#&0 细胞的影响及其机制。

I ;<=)*

"D" "# .#&0 细胞由中国科学院细胞库提供；

)51IX<+W965*< !%%% 购自 N*@5W8IJ<* 公司；+9:19:<$/

抗体（货号：9\/!/#"）、+9:19:<$0抗体（货号：9\/!#/0）、
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!"#$抗体（货号：%&'($)(）、*+,抗体（货号：%&,-'.+-）、

/01%2345"6 抗体（货号：%&,7,8）、901%2345"6 抗体

（货号：%&:8-,,）购自艾博抗有限公司；凋亡检测试

剂盒（货号：;0<=0+-,）购自武汉普罗塞生命科技有

限公司；流式细胞仪购自 >? 公司；@5%6AB4CC 小室购

自美国 <D56"6E <DA4F45 公司；流式细胞仪（型号：

<GDHI/）购自贝克曼有限公司。

,J+ !"

,K(K, 细胞培养及传代 快速取出 =.7' 细胞解

冻，以 , --- 5LM"6 离心 . M"6，将培养箱温度设置为

N: !，<O
+

浓度调节为 .P，将细胞放入 H>Q、青霉

素和链霉素混合的 R;ST,#7- 培养基中，待细胞融

合到 '-P左右时，加入 , MI 的胰蛋白酶消化传代

培养，进行后续实验。

,K+K+ *1?9=0C61R9= !"#$#% 重组质粒构建 根

据引物设计软件设计 C61R9= !"#$#%引物，使用 ;<R

扩增产物，待 *1?9=NK,0C61R9= !"#$#% 的载体建

立成功后，使用内切酶对 !"#$#% 基因进行双酶切

处理，切后的产物应用琼脂糖凝胶电泳进行目的基

因鉴定并将目的基因克隆到 *10?9=NK, 质粒载体

上，取出冷藏的感受态细胞，将感受态细胞和链接

产物细胞于 /; 管中置于 N:!培养箱中培养 ,# 3，

使用内切酶酶进行质粒重组，并对基因进行序列对

比和鉴定。

,K+KN 细胞的分组和转染 将细胞分为对照组、

*1?9= 组和 *1?9=0C61R9= !"#$#% 组；其中 *1?"

9=0C61R9= !"#$#% 组将 C61R9= !"#$#% 导入到

*10?9=NK, 载体中，再根据试剂盒说明书将质粒转

染构建过表达的细胞株；*1?9= 组加入转染试剂和

U41FD5瞬时转染=.7'细胞；对照组仅加入转染试剂。

,K+K7 R@0聚合酶链反应（R@0;<R）法检测相关基

因表达量 取各组 =.7'细胞总 R9=，测定 R9=浓

度和纯度后，反转录合成 1?9= 后 ;<R 扩增，逆转

录条件：N-! ,- M"6，7+! N- M"6，''! . M"6，.!

. M"6；检测各 R9= 表达水平，采用 +

0!!<F 法计算

R9= 的相对表达量，本实验以甘油醛0N0磷酸脱氢

酶（V=?;W）为内参。基因引物序列见表 ,。

,K+K. 流式细胞仪检测 收集完成离心后的 =.)'

细胞，加入 ,-- "I >"62"6E >XYY45 重悬细胞，完成后

分别加入 . "I =664Z"6 [0HT@< 和 ;T，轻轻混匀，

避光下孵育 ,. M"6，完成孵育后加入 7-- "I >"62"

"6E >XYY45 上机检测。

,K(K8 蛋白质印迹法检测蛋白表达水平 收集完成

离心后的 =.7'细胞，加入裂解液裂解后加入 ID%2"

"6E >XYY45 缓冲液。测定蛋白浓度，将蛋白转移到

;[?H 膜上，保持在 \:!的条件下，将脱脂奶粉调整

浓度至 .P并加入其中封闭 ( 3，完成封闭后加入1%A"

*%A40\、1%A*%A40'、/01%2345"6 和 901%2345"6 蛋白的

抗体（稀释比例 ,#.--），常规孵育。使用 @>Q 洗净后

上机检测，内参蛋白选定 =<@T9（稀释比例 ,#, ---），

根据目的蛋白和内参蛋白的灰度值相比确定为目

的蛋白的相对表达水平。

,K(K: 试剂盒检测活性氧簇含量 收集完成离心

后的 =.7' 细胞，使用无血清的 ?S/S 培养液培养

=.7' 细胞，加入 ,- "MLI 的 ?<H0?=，置于 \:! 恒

温箱中孵育 (- M"6，洗涤后在光学显微镜下观察；

同时收获细胞，每孔加入 ,-- "I 细胞悬液，将=.7'

细胞浓度调至 ($,-

8

LMI，使用荧光酶标仪测 .(. 6M

处的 O? 值。

,K(K] 细胞增殖能力检测 将细胞制成密度为 ,$

,-

\ 个LMI 的单细胞悬液后，每孔加入 -K7 MI 的细胞

悬液，放入细胞培养箱中培养 ( 周，使用结晶紫染

色，观察细胞生长情况并计算细胞克隆形成率。克

隆形成率（P）̂（克隆数L所种细胞数）$,--P。

,K+K' 细胞侵袭能力检测 将细胞制成密度为 ,$

,-

. 个LMI 的单细胞悬液，将细胞加入 @5%6AB4CC 小

室上层中，在小室下层加入正常 R;ST ,87- 培养液，

调整培养温度为 \$!，培养 +7 3后擦去小室内细胞，

使用结晶紫对侵袭至小室下层的细胞进行染色，在

光学显微镜下随机选择 . 个视野对细胞进行观察，

统计侵袭细胞数目，本研究每组实验均重复 \ 次。

,K\ #$%&' 数据分析采用软件 Q;QQ ++K-，

作图采用软件 V5%*3 ;%2 ;5"AM .，正态分布的数据

采用 !"# 表示，两组间比较采用 & 检验，检验水准

!^-K-.，!_-K-. 为差异存在统计学意义。

! !"

+K, () C61 !"#$#% *+,-./012 与对

照组相比，*1?9=`C61R9= !"#$#% 组 !"#$#% 基因

表达水平显著升高（&',7K:.]，!(-K-.），但 *1?9= 组

注：V=;?W：甘油醛0\0磷酸脱氢酶

引物序列

上游引物：.%0<@<=V=<=<<=@VVVV=VV@V=0\%

下游引物：.%0=@V=@<@@V=VV<@V@@V@<=@=0\%

上游引物：.%0<V<<@VV@@=<@=@<====V0\%

下游引物：.%0<=V=<<<=@@@=<@@V@V@@VV0\%

上游引物：.%0V@<@=V=<==V=V====<<<@V==V0\%

下游引物：.%0V@<@=V=@@==V@@@VV=V=<@VVV0\%

上游引物：.%0V@=<VV@=<<<@<<@@<=V=<@@<@<=V@=<@<0\%

下游引物：.%0<V=<@<V=V=@@V<@=<@V@V=V<=@==<<@=<0\%

基因

V=?;W

!"8:

*(,

;@<Q<\

# " $%&'()

#$% " &'()*' +*,-*./*+ 01 2*.*+
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注：与 !"#$% 组相比，&!'()(*

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

%&' ( )*+,-..&/# /0 "#$ !"#$#% &# -123 ',/4+

!"#$#% 基因表达水平差异无统计学意义（!+()(*），

见图 ,。

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

1 与对照组相比，!"0$% 123"4$% !"#$#% 组

%*./ 细胞凋亡率显著升高（&5,-),66，!7()(*），但

!"#8%组%*./细胞凋亡率差异无统计学意义（!+()(*）。

与对照组相比，!"08%123"48% !"#$#% 组 "29:;9<

":=!:=91>?":=!:=91> 蛋白和 "29:;9< ":=!:=91/?":=!

!:=91/蛋白相对表达水平显著升高（&5/)/(*、@)>-(，均

!7()(*），但 !"#8% 组 "29:;9< ":=!:=91>?":=!:=91>

蛋白和 "29:;9< ":=!:=91/?":=!:=91/ 蛋白相对表达

水平差异无统计学意义（!+()(*），见图 -。

-)> 2" %*./#$3456789./01 与

对照组相比，!"#8%123"48% !"#$#% 组 %*./ 细胞

活性氧簇水平显著降低 （&5,()-@A，!7()(*），但

!"0$% 组 %*./ 细胞活性氧簇水平差异无统计学

意义（!+()(*），见图 >。
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注：与 !"#$% 组相比，&!'()(*

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

()* + ,-./)01-23).4 .0 "#+$ 51//6 247 -1/2317 8-.31)46 )4 1259 *-.:8

+), !"%*,-#$%&'()./$%*+,- 与

对照组相比，!"0$%123"/$% !"#$#% 组%*,- 细胞

克隆形成率显著降低（&4-)56*，!7()(*），但 !"0$%组

%*,-细胞克隆形成率差异无统计学意义（!8()(*）。与

对 照 组 相 比 ，!"0$% 1 23"/$% !"#$#% 组 %*,-

细胞中 9:5; ./$% 表达水平显著降低（&4+(),,,，

!7()(*），!+6 ./$% 表达水平显著升高（&46<)-;*，

!7()(*），但 !"0$% 组 %*,- 细胞中 9:5; ./$% 和

!+6 ./$% 表达水平差异无统计学意义 （均 !8

()(*），见图 ,。

+)* ." %*,- /$0123)456789:

; 与对照组相比，!"0$% 123"/$% !"#$#% 组

%*,-细胞单位面积侵袭细胞数目显著降低（&45)*;5，

!7()(*），但 !"0$% 组 %*,- 细胞单位面积侵袭细

胞数目差异无统计学意义（!8()(*）。与对照组相比，

!"0$%123"/$% !"#$#% 组 =1">?@AB:3 蛋白相对表

达水平显著升高（&4;),,<，!7()(*），C1">?@AB:3 蛋白

相对表达水平显著降低 （&46,)--+，!7()(*），但

!"0C% 组 D1">?@AB:3 蛋白和 C1">?@AB:3 蛋白相对

表达水平差异无统计学意义（均 !8()(*），见图 *。

; /0

E3"/C% !"#$#% 与多种肿瘤关系密切，本研究

采用 !"0C%123"/C% !"#$#% 将 !"#$#% 基因导入

肺癌 %*,- 细胞中，与对照组相比，!"0C%123"/C%

!"#$#% 组 !"#$#% 基因表达水平显著升高，说明细

胞转染成功，为后续实验奠定了基础。氧化应激损

伤是一种常见的细胞损伤，当细胞出现氧化应激损

伤后会产生大量的活性氧簇，损伤细胞膜F5G。本研究

检测各组细胞的氧化物质水平发现，与对照组相比，

!"0C%123"/C% !"#$#% 组 %*,- 细胞活性氧簇含

量显著降低，证明表达 !"#$#% 基因对%*,- 细胞氧

化活性具有一定的调节作用。

细胞凋亡是指由基因调控的细胞自主性的程序

性死亡，细胞主要通过细胞的凋亡调控内环境。目前

研究较多的细胞凋亡相关蛋白家族主要包括">H!>HA

家族和I"21+家族。J>H!>HA家族中 ">H!>HA1<是常见
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的启动者，!"#$"#%&'是常见的执行者()*。当细胞接收

到凋亡信号后，会激活 !"#$"#%+, 并将凋亡信号传递

至!"#$"#%&-，使得 !"#$"#%&-活化，促进细胞的凋亡(.+-*。

本研究中，与对照组相比，$!/01+23!401 !"#$#%组

156- 细胞凋亡率显著升高，!2%"7%8 !"#$"#%9,:!"#!

$"#%+, 蛋白和 !2%"7%8 !"#$"#%+-:!"#$"#%+- 蛋白相

对表达水平显著升高。说明过表达 !"#$#%基因可以

激活 !"#$"#%家族中的凋亡起始子!"#$"#%+,，并通

过其激活凋亡执行子!"#$"#%+-，使得细胞进入凋亡

状态。王俭等(;<*研究表明，通过 1=6-细胞中细胞凋

亡蛋白 !"#$"#%&,的表达，从而促进细胞凋亡。

肿瘤的恶性生物学特征主要包括失控性增生、

浸润和转移(>>*。?@A) 是一种与细胞增殖关系密切的

增殖蛋白，其高表达表明细胞增殖加速，处于快速

增殖阶段(>B9>,*。CB> 是 D2$ 家族中的一员，$B>与克隆

及其在细胞周期控制与肿瘤发生中有重要作用，同

时也与肿瘤的分化、浸润深度、增生和转移有关(>6*。本

研究结果显示，相比对照组，$!/01923!401 !"#$#%

组 1=6- 细胞克隆形成率、?@A) E 401 表达显著降

低，$B>E401 表达水平显著升高。说明当细胞过表

达 !"#$#% 基因后，1=6- 细胞中增殖相关基因 ?@A)

受到了抑制，同时抑制了调控细胞周期的 $B> 基因

表达升高，表明肿瘤细胞的细胞周期受到了抑制，

导致肿瘤细胞合成相关蛋白受阻，抑制了肿瘤细胞

的增殖过程。金文静等(>=*研究表明，调节肺癌 1=6-

中的长链非编码 401 的表达可以调控肿瘤组织中

?@A) 的表达，实现影响肿瘤细胞的增殖。

肿瘤的浸润和转移是其重要的恶性生物学特

征之一，其中上皮间充质转化（%$@FG%2@"2 E%#%3!GHE2

FI"3#@F@J3，KLM）是影响肿瘤细胞极性的重要过程，可

以影响肿瘤细胞的侵袭和迁移能力(;A*。KLM过程受到

相关蛋白的调控，09!"8G%I@3 是 09钙黏蛋白，可以

增强细胞的黏附能力，其高表达会使细胞的黏附能

力增强，运动能力减弱(;)*。K9!"8G%I@3也是调节 KLM

过程的重要蛋白，当 K9!"8G%I@3 减少会使间质细胞

标志物如波形蛋白、纤连蛋白表达上调，诱导 KLM

的细胞因子、转录因子及辅助作用的一些酶表达上

调。同时还会使得上皮细胞失去黏附连接的作用，

导致组织结构松散，呈现梭形纤维细胞样形态，此

时细胞会获得较强的侵袭及转移能力(;.*。本研究发现，

过表达 !"#$#% 基因可以通过减少 K9!"8G%I@3 蛋

白，导致组织结构松散，使得上皮细胞失去了黏附

连接的作用，增强细胞 KLM，减弱细胞与细胞之间的

黏附性，使得 1=6- 细胞的侵袭和迁移能力增强。

综上所述，过表达 23!401 !"#$#% 通过调节氧

化应激和相关蛋白表达水平，抑制 0NDON 1=6- 的

增殖和迁移并促进其凋亡。
!"#$!
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特征及血管内皮生长因子、细胞周期相关核抗原 ?@9A) 抗体和

$=, 的表达分析(_*W 中国肿瘤临床与康复，B<>-，BA（6）：=.

(>,* 严立冬，桂卉，杨卓顺，等W 上调细胞周期相关蛋白9> 的表达对

脑胶质瘤 PB=> 细胞的增殖和迁移能力的影响(_*W 医学研究生
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基因蛋白质 CB> 在子宫内膜癌组织中的表达及临床意义(_*W

安徽医药，B<>-，B,（-）：>)A-

(>=* 金文静，任涛，卢青纯，等W 23!401 `>- 对人非小细胞肺癌增殖
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（B<B<9>>9>> 收稿）

陈鸿运，等WO3!401 CMDND, 过表达诱导非小细胞肺癌 1=6- 凋亡和氧化损伤并抑制细胞增殖和迁移!
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