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目的
!

探索核仁小分子
RBW

宿主基因
#

"

2BDC#

$在结肠癌组织中的表达特点!以及其对结肠癌

细胞增殖&迁移和侵袭能力的影响%方法
!

采用荧光定量
X4R

检测
5E

例患者结肠癌组织及对应癌旁组织中

2BDC#,RBW

的表达水平%将
Z9@9

细胞分成
\=()M

组&

B4

组&

<.RBW;!

组和
<.RBW;5

组!其中
\=()M

组不

作任何处理!另外
6

组依次使用
Z.

A

9?0I*(,.)05FFF

转染
B4;<.RBW

&

2BDC#;<.RBW;!

及
2BDC#;<.RBW;5

#

通过
44Y;J

实验测定细胞增殖能力!通过
73()<L0==

实验测定细胞迁移及侵袭能力#通过荧光定量
X4R

和蛋

白质印迹法"

G0<*03)H=9*

$检测上皮
;

间质转化"
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$标志物上皮型钙黏蛋白"
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$&神经型钙黏蛋白

"
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$&波形蛋白"
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2)(.=

的
,RBW

及蛋白表达水平%结果
!

患者结肠癌组织
2BDC#,R;

BW

表达水平高于对应癌旁组织"

0l!6JNF

!

!lFNFFF$

$%

<.RBW;!

组和
<.RBW;5

组细胞增殖活性较
\=()M

组明显下降"

!

"

FNFE

$#

<.RBW;!

组和
<.RBW;5

组细胞的迁移和侵袭数量较
\=()M

组明显减少"

!

"

FNFE

$#

<.R;

BW;!

组&

<.RBW;5

组与
\=()M

组比较!

:;4(1803.),RWB

及蛋白表达上调!

B;4(1803.)

&

@.,0)*.)

及
2)(.=

,RBW

及蛋白表达下调!差异有统计学意义"

!

"

FNFE

$%结论
!

2BDC#

在结肠癌组织中高表达!敲低
2BDC#

表达能够抑制结肠癌细胞
:/7

进程!进而抑制细胞的增殖&迁移及侵袭能力%
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结肠癌是人类主要恶性肿瘤之一#其发病率和病

死率分别位于第
6

位和第
P

位&每年约有
!5F

万新

确诊的结肠癌患者#并且有超过
#F

万例患者死于结

肠癌,

!

-

&肿瘤转移与肿瘤患者的预后直接相关#当结

肠癌确诊时#已经有
5FV

"

PFV

患者发生远处转移#

目前结肠癌外科手术治疗的
E

年生存率在
EFV

左

右,

5;6

-

&因此#分析结肠癌的生物学特性#探索其复发

转移机制是临床研究关注的问题&核仁小分子
RBW

宿主基因!

2BDC

"是一类对恶性肿瘤具有重要生物

学调控作用的长链非编码
RBW

!

=)IRBW<

"

,

P;$

-

&既往

研究报道
2BDC#

在肝细胞癌中表达明显上调#并提

示肿瘤患者的高复发可能性,

J

-

&然而#目前尚缺少

2BDC#

对结肠癌生物学作用影响的报道#本文将探

究
2BDC#

在结肠癌组织中的表达特点#及其对结肠

癌细胞增殖)迁移及侵袭能力的影响&

!

!

资料与方法

!N!

!

细胞与组织来源
!

试验所用结肠癌组织和相应

癌旁组织!距癌灶边缘至少
5I,

"均为离体
6F,.)

内

转移至
%JFn

冰箱保存的新鲜标本#取自
5F!P

年
!

月至
5F!E

年
!F

月在本院行根治性手术治疗的
5E

例

结肠癌患者#所有患者术后均经病理学检查确诊#术

前未行放化疗等抗肿瘤治疗&

Z9@9

结肠癌细胞购自

中国科学院上海细胞库&

!N"

!

仪器与试剂
!

RBW

提取试剂盒)反转录试剂盒

和荧光定量
X4R

试剂盒!日本
7(M(3(

公司"#荧光定

量
X4R

引物序列!上海生工公司"#

T/:/

高糖培养

基)胎牛血清)胰蛋白酶!美国
D

>

4=9)0

公司"#

Z.

A

9;

?0I*(,.)05FFF

转染试剂!美国
+)a.*39

-

0)

公司"#

2BDC#;<.RBW

干扰序列!广州锐博公司"#

44Y;J

!

I0==I9')*.)

-

M.*J

"细胞增殖检测试剂盒!上海碧云

天公司"#

/(*3.

-

0=

基质胶和
73()<L0==

培养板!美国

49).3)

-

公司"#上皮型钙黏蛋白!

:;I(1803.)

")神经型

钙黏蛋白!

B;I(1803.)

")波形蛋白!

@.,0)*.)

")

2)(.=

和
)

;(I*.)

兔抗人多克隆抗体!美国
WHI=9)(=

公司"&

4]

5

培养箱!美国
7803,9Q.<803

公司"#倒置显微镜

!日本
B.M9)

公司"#实时荧光定量
X4R

检测系统!美

国
W\+

公司"#蛋白质印迹法!

G0<*03)H=9*

"检测系统

!美国
\.9;3(1

公司"&

!N#

!

方法

!N#N!

!

Z9@9

细胞培养)转染和分组
!

Z9@9

细胞使

用含
!FV

胎牛血清的
T/:/

培养基#置于
6$ n

EV4]

5

培养箱中培养&为探讨敲低
2BDC#

表达对

Z9@9

细胞增殖)迁移及侵袭能力的影响#取对数生长

期细胞按照
Z.

A

9?0I*(,.)05FFF

说明书进行细胞转染

处理#分为
P

组'空白组!

\=()M

组#不加任何处理"#阴

性对照组!

B4

组(

E

(

ZZ.

A

9?0I*(,.)05FFFjEF

A

,9=

B4;<.RBW

"#第
!

干扰组!

<.RBW;!

组#

E

(

ZZ.

A

9;

?0I*(,.)05FFFjEF

A

,9=2DBC#;<.RBW;!

"及第
5

干扰组!

<.RBW;5

组#

E

(

ZZ.

A

9?0I*(,.)05FFFjEF

A

,9=2DBC#;<.RBW;5

"&

P

组分别处理
PJ

或
$58

后进行下一步实验&

!N#N"

!

结肠癌组织和
Z9@9

细胞
2BDC#

及细胞上

皮
;

间质转化!

:/7

"标志物
,RBW

表达水平的检

测
!

73.S9=

法提取组织或者细胞总
RBW

#按照反转录

试剂盒说明书将总
RBW

反转录成
ITBW

#再以
IT;

BW

为模板按照
2b\RC300)

#

法进行目的基因的荧

光定量
X4R

反应&

2BDC#

引物'上游
Eh;W7W477

47C4774C77W447;6h

#下游
Eh;474W77774

W74W777C47;6h

(

:/7

标志物能够反映细胞的

:/7

进程#主要包括上皮细胞标志物
:;I(1803.)

)间

质细胞标志物
B;I(1803.)

和
@.,0)*.)

#以及抑制上皮

细胞特性的转录因子
2)(.=

&各目的基因引物序列见

表
!

#采用
5

;

**

47法表示目的基因的相对表达水平#以

)

;(I*.)

作为内参&

表
!

!!

:/7

标志物的引物序列

目的基因 方向 序列

2BDC#

上游
Eh;W7W 47747C4774C77W447;6h

下游
Eh;474W77774W74W777C47;6h

:;4(1803.)

上游
Eh;477C4CCWWC74WC774WCW;6h

下游
Eh;4W44C7CWW4C7C7WC4747;6h

B;4(1803.)

上游
Eh;774CCC7WW7447444WWW74;6h

下游
Eh;44W4WW7447C744W4W747;6h

@.,0)*.)

上游
Eh;4WCCWW4WC4W7C744WWW74;6h

下游
Eh;CC4WC44W4W47774W7W 77C;6h

2)(.=

上游
Eh;4WC47W7774WC447447C77;6h

下游
Eh;44CW4WWC7CW4WC44W77W;6h

)

;(I*.)

上游
Eh;WC4CWC4W744444WWWC77;6h

下游
Eh;CCC4W4CWWCC474W74W77;6h

!N#N#

!

Z9@9

细胞增殖能力的检测
!

采用
44Y;J

法#收集处理
5P8

后的细胞接种于
"#

孔板#接种密度

为
!FFF

个+孔#培养体系为
!FF

(

Z

#继续常规培养#

分别取
F

)

5P

)

PJ

)

$58

等培养时间点#加入
!F

(

Z

44Y;J

试剂#培养箱孵育
58

后#

PEF),

波长下测定

光密度值!

.9

值"#绘制细胞生长曲线&

!N#N$

!

Z9@9

细胞迁移和侵袭能力的检测
!

采用

73()L0==

法检测#收集处理
PJ8

后的细胞#将不含胎

牛血清的
T/:/

培养基重悬细胞接种于
73()<L0==

P!P5
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#

月第
P$

卷第
!J

期



培养板上室#接种密度为
Em!F

P 个+孔#培养体系为

5FF

(

Z

#下室加入
EFF

(

Z

含
!FV

胎牛血清的
T/:/

培养基#常规培养
5P8

后取出上室#以
PV

多聚甲醛

固定细胞
5F,.)

#

FNEV

结晶紫染色
5E,.)

#以棉签擦

去上室内侧细胞#充分洗涤#干燥后倒置显微镜下随

机选择
E

个高倍视野进行观察#统计穿膜细胞数&迁

移实验和侵袭实验方法基本一样#后者所使用小室经

!FV /(*3.

-

0=

基质胶包被处理&

!N#N%

!

Z9@9

细胞
:/7

标志物表达水平的检测
!

采用
G0<*03)H=9*

检测#收集处理
$58

后的细胞#提

取细胞总蛋白#采用二喹啉甲酸!

\4W

"法进行蛋白定

量#取
6F

(

-

样品进行
!FV

十二烷基硫酸钠
;

聚丙烯

酰胺凝胶电泳!

2T2;XWC:

"#电泳后转移到聚偏氟乙

烯!

X@TQ

"膜#

EV

脱脂奶粉室温封闭
!8

#

:;I(1803.)

!

!o!FFF

")

B;I(1803.)

!

!o!FFF

")

@.,0)*.)

!

!o

!FFF

")

2)(.=

!

!o!FFF

"及
)

;(I*.)

!

!o5FFF

"等一抗

Pn

孵育过夜#

X\27

漂洗
6

次#辣根过氧化物酶

!

DRX

"标记兔二抗!

!o!EFFF

"室温孵育
!8

#

X\27

漂洗
6

次#电化学发光法!

:4Z

"显色并采集图像&

!N$

!

统计学处理
!

采用
C3(

A

8X(1X3.<,ENF

统计软

件进行统计分析&正态分布计量资料以
Ck?

表示#

多组间比较采用方差分析(非正态分布计量资料以中

位数及四分位数间距表示,

4

!

!

5E

#

!

$E

"-#组间比较采

用
/());G8.*)0

>

0

检验(组间两两比较方差齐则采

用
ZT2

检验#方差不齐则采用
T'))0**h<

检验(以
!

"

FNFE

为差异有统计学意义&

"

!

结
!!

果

"N!

!

结肠癌组织和癌旁组织中
2BDC#,RBW

表达

水平比较
!

荧光定量
X4R

结果显示#结肠癌组织

2BDC#,RBW

相对表达水平
5N6$

!

FN"6

#

6N##

"高于

癌旁组织
!NE

!

!NFF

#

5NFF

"#差异有统计学意义!

0l

!6JNF

#

!lFNFFF$

"#见图
!

&

!!

$

'

!

"

FNF!

#与癌旁组织比较

图
!

!!

结肠癌组织和癌旁组织
2BDC#

水平比较

"N"

!

2BDC#;<.RBW

对
Z9@9

细胞
2BDC#,RBW

表达水平的影响
!

Z9@9

细胞转染
<.RBW

后#

\=()M

组
2BDC#,RBW

相对表达水平为!

FN"PkFNFE

"#

B4

组为!

!NF6kFNF$

"#

<.RBW;!

组为!

FN5PkFNF$

"#

<.RBW;5

组为!

FN6PkFN!P

"#组间比较差异有统计学

意义!

Jl#6NFP

#

!lFNFFF

"(进一步两两比较#

<.R;

BW;!

组)

<.RBW;5

组
2BDC#,RBW

相对表达水平

较
\=()M

组明显下调#差异有统计学意义!

!

"

FNFE

"#

2BDC#

低表达细胞模型构建成功#满足下一步功能

实验需要#见图
5

&

!!

$

'

!

"

FNFE

#与
\=()M

组比较

图
5

!!

P

组
Z9@9

细胞
2BDC#

相对表达水平比较

"N#

!

敲低
2BDC#

表达对
Z9@9

细胞增殖能力的影

响
!

Z9@9

细胞转染
<.RBW

后#

P

组细胞培养
5P

)

PJ

)

$58

后的增殖活性比较#差异有统计学意义!

Jl

!JN#

)

!#FN6

)

65N$

#

!lFNFFF

"#见表
5

(进一步两两比

较#

<.RBW;!

组)

<.RBW;5

组细胞的增殖活性较
\=()M

组明显下降#差异有统计学意义!

!

"

FNFE

"&

表
5

!!

P

组细胞的增殖活性比较&

Ck?

'

组别
5P8 PJ8 $58

\=()M

组
!NPPkFNFE 5N!PkFNFP 5NPFkFNFJ

B4

组
!N66kFN!! !N"#kFNF" 5N6!kFN5P

<.RBW;!

组
!NFPkFN!F

$

!N!EkFNFP

$

!NP5kFNF#

$

<.RBW5

组
FN"JkFN!!

$

!N6JkFNF"

$

!N$5kFN!!

$

J !JN# !#FN6 65N$

! FNFFF FNFFF FNFFF

!!

$

'

!

"

FNFE

#与
\=()M

组比较

"N$

!

敲低
2BDC#

表达对
Z9@9

细胞的迁移和侵袭

能力的影响
!

Z9@9

细胞转染
<.RBW

后#

73()<L0==

迁移实验显示#

\=()M

组穿膜细胞数为!

!PJN#k!FN"

"

个#

B4

组为!

!EFN5k!!N"

"个#

<.RBW;!

组为!

E6NFk

!PN!

"个#

<.RBW;5

组为!

6ENPk5FNE

"个#组间比较差

异有统计学意义!

JlJEN6J

#

!lFNFFF

"(进一步两两

比较#

<.RBW;!

组)

<.RBW;5

组细胞发生迁移的数量

较
\=()M

组明显减少#差异有统计学意义!

!

"

FNFE

"&

73()L0==

侵袭实验显示#

\=()M

组穿膜细胞数为

!

!5#NJk#N"

"个#

B4

组为!

!6"N#kPN5

"个#

<.RBW;!

组为!

PFN5k$NE

"个#

<.RBW;5

组为!

P5NJkJN#

"个#

组间比较差异有统计学意义!

Jl5J"NJ

#

!lFNFFF

"(

进一步两两比较#

<.RBW;!

组)

<.RBW;5

组细胞发生

侵袭的数量较
\=()M

组明显减少#差异有统计学意义

!

!

"

FNFE

"#见图
6

&

"N%

!

敲低
2BDC#

表达对
Z9@9

细胞
:/7

进程的

影响
!

Z9@9

细胞转染
<.RBW

后#荧光定量
X4R

结

果显示#

P

组细胞
:/7

标志物
,RBW

相对表达水平

比较#差异有统计学意义!

!

"

FNFE

"(进一步两两比

较#

<.RBW;!

组)

<.RBW;5

组
:;I(1803.)

相对表达水

E!P5

重庆医学
5F!J

年
#

月第
P$

卷第
!J

期



平高于
\=()M

组#

B;I(1803.)

)

@.,0)*.)

)

2)(.=

表达水

平低于
\=()M

组#差异有统计学意义!

!

"

FNFE

"#见表

6

&

G0<*03)H=9*

结果显示#

Z9@9

细胞转染
<.RBW

后#

<.RBW;!

组)

<.RBW;5

组
:;I(1803.)

蛋白表达上

调#

B;4(1803.)

)

@.,0)*.)

)

2)(.=

蛋白表达下调#见

图
P

&

!!

W

'

P

组细胞迁移和侵袭情况!结晶紫染色#

m5FF

"(

\

'

P

组细胞的

迁移和侵袭数量比较(

$

'

!

"

FNFE

#与
\=()M

组比较

图
6

!!

P

组
Z9@9

细胞的迁移和侵袭细胞数比较

表
6

!!

P

组
Z9@9

细胞
:/7

标志物
,RBW

相对表达

!!!

水平比较&

Ck?

'

组别
:;I(1803.) B;I(1803.) @.,0)*.) 2)(.=

\=()M

组
FN"$kFN!! FN"#kFN!5 FN"6kFN!F FN"6kFN!6

B4

组
!NF!kFNFJ !NF!kFNFJ FN"PkFNF# FN"EkFNFE

<.RBW;!

组
!NJ"kFN!5

$

FNP#kFNFJ

$

FNE#kFN56

$

FN6$kFN!P

$

<.RBW5

组
!NE#kFNFE

$

FNE"kFNF$

$

FNE6kFN!$

$

FN#EkFN!F

$

! ##N!# 5JNE5 #NEP !"N"E

J FNFFF FNFFF FNF!E FNFFF

!!

$

'

!

"

FNFE

#与
\=()M

组比较

图
P

!!

P

组
Z9@9

细胞
:/7

标志物蛋白表达水平比较

#

!

讨
!!

论

!!

非编码
RBW<

!

)IRBW<

"是不具有蛋白质编码功

能的
RBW<

#其中长度超过
5FF

个核苷酸的
)IRBW<

称为
=)IRBW<

&通过高通量测序和组织芯片技术#研

究者发现了成千上万的
=)IRBW<

&越来越多的研究

表明#

=)IRBW<

参与了各种生理或病理过程的调节#

其异常表达与多种人类疾病有关#如癌症,

"

-

)阿尔茨

海默症,

!F

-及心脏病,

!!

-

&目前只发现少数
=)IRBW<

与人类癌症的发生)发展有关#

=)IRBW<

在癌症中的

生物学功能尚不明确,

!5;!6

-

&近期研究显示#

2BDC<

在恶性肿瘤的病理过程中存在差异表达&

D̂W]

等,

$

-发现
2BDCE

具有抑制胃癌发生的作用#其在胃

癌组织的表达水平较癌旁组织下调(而陈宝珍等,

!P

-报

道#

2BDCJ

在胃癌发生)发展中可能扮演原癌基因角

色&本研究发现#

2BDC#,RBW

高表达于结肠癌组

织#与既往对肝细胞癌的研究报道一致,

!E

-

&该研究也

指出#

2BDC#

可参与调节肝癌细胞的增殖和凋亡等

过程(进一步研究发现#

2BDC#

通过与
:̂\!

)

,.R;

!F!;6

A

等分子相互作用#调节肝癌细胞周期)凋亡等

多种通路#从而引起肿瘤细胞的增殖)迁移等多种生

物行为的改变,

!E

-

&本研究也发现#下调
2BDC#

的表

达能够明显抑制结肠癌细胞的增殖)迁移及侵袭能

力#提示
2BDC#

通过调控结肠癌的增殖和迁移影响

肿瘤的发生)发展&

:/7

是指上皮细胞失去其上皮特性#而向间质

细胞转化的过程#该转变有助于肿瘤获得更强的迁移

和侵袭能力#是肿瘤发生转移和复发的关键环

节,

!#;!$

-

&细胞发生
:/7

时#往往表现为
:;I(1803.)

等上皮表型表达下调#而
B;I(1803.)

)

@.,0)*.)

等间

质表型表达上调,

!J

-

#该过程可以受许多因素调控#其

中
:/7

相 关 转 录 因 子
2)(.=

可 以 通 过 抑 制

:;I(1803.)

的表达而促进
:/7

,

!"

-

&本研究发现#下

调
2BDC#

表达后#

Z9@9

细胞内
:;I(1803.)

表达上

调#而
B;I(1803.)

)

@.,0)*.)

及
2)(.=

均表达下调#说

明敲低
2BDC#

的表达可以抑制结肠癌细胞的
:/7

过程#该抑制作用可能导致细胞迁移和侵袭等恶性生

物学特性下降&

综上所述#本研究发现
2BDC#

在结肠癌中高表

达#并可能通过调节结肠癌的增殖)迁移及侵袭能力

而发挥促癌作用(

2BDC#

参与调节肿瘤的
:/7

过

程#这是其促进结肠癌增殖和转移的可能机制之一&

但本研究也存在诸多不足#如研究样本量还不够大)

缺少
Q+2D

实验证实
2BDC#

基因的高表达)细胞实

验深度不够等(

2BDC#

通过何种机制调控结肠癌进

展#也需要继续深入研究&
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