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  [摘要] 目的 探讨长链非编码RNA
 

00626(LINC00626)在调节顺铂对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞毒

性中的作用,并探究其潜在的分子机制。方法 采用实时荧光定量逆转录PCR检测LINC00626、miR-18a、

miR-21在人正常支气管上皮细胞系和NSCLC细胞系中的表达水平,用四唑盐法分析顺铂对细胞的毒性作用,
采用荧光酶素报告基因试验分析LINC00626对miR-18a、miR-21的调控作用及 miR-18a、miR-21对PTEN的

调控作用。结果 在 NSCLC细 胞 系 中,LINC00626低 表 达,而 miR-18a和 miR-21高 表 达 (P<0.05)。

LINC00626增强了顺铂对细胞活性的抑制作用(P<0.05)。下调 miR-18a和 miR-21与LINC00626作用效果

相似,而miR-18a模拟物和miR-21模拟物表现出与LINC00626相反的效果(P<0.05)。miR-18a和 miR-21
是LINC00626在NSCLC中的两个靶点,PTEN是miR-18a和miR-21在NSCLC中的靶点。LINC00626过表

达使PTEN表 达 水 平 升 高,p-Akt/Akt比 值 降 低 (P<0.05)。miR-18a模 拟 物 或 miR-21模 拟 物 可 减 弱

LINC00626过表达对PTEN 表 达 和p-Akt/Akt比 值 的 影 响(P<0.05)。结论 LINC00626通 过PTEN/

PI3K/Akt通路抑制miR-18a和miR-21表达,增强顺铂对NSCLC细胞活力的抑制作用。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

00626
 

(LINC00626)
 

in
 

regulating
 

the
 

cytotoxicity
 

of
 

cisplatin
 

to
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC),and
 

to
 

explore
 

its
 

underlying
 

molecular
 

mechanism.Methods The
 

expression
 

levels
 

of
 

LINC00626,miR-18a
 

and
 

miR-21
 

in
 

human
 

normal
 

bronchial
 

epithelial
 

cell
 

lines
 

and
 

NSCLC
 

cell
 

lines
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR.The
 

cytotoxicity
 

of
 

cis-
platin

 

was
 

analyzed
 

by
 

MTT
 

assay.The
 

regulatory
 

effect
 

of
 

LINC00626
 

on
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

and
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

on
 

PTEN
 

were
 

analyzed
 

by
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

test.Results LINC00626
 

was
 

low
 

expressed,

while
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

were
 

over-expressed
 

in
 

NSCLC
 

cell
 

lines
 

(P<0.05).LINC00626
 

enhanced
 

the
 

in-
hibition

 

effect
 

of
 

cisplatin
 

on
 

cell
 

viability
 

(P<0.05).Down-regulation
 

of
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

exhibited
 

the
 

similar
 

effect
 

to
 

LINC00626,while
 

mimics
 

of
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

displayed
 

the
 

opposite
 

effect
 

to
 

LINC00626
 

(P<0.05).MiR-18a
 

and
 

miR-21
 

were
 

two
 

targets
 

of
 

LINC00626
 

in
 

NSCLC.PTEN
 

was
 

found
 

to
 

be
 

a
 

target
 

of
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

in
 

NSCLC.LINC00626
 

overexpression
 

increased
 

PTEN
 

expression
 

level
 

and
 

reduced
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the
 

ratio
 

of
 

p-Akt/Akt
 

(P<0.05).MiR-18a
 

mimics
 

or
 

miR-21
 

mimics
 

attenuated
 

the
 

effect
 

of
 

LINC00626
 

overexpression
 

on
 

the
 

PTEN
 

expression
 

and
 

ratio
 

of
 

p-Akt/Akt.Conclusion LINC00626
 

inhibits
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

miR-18a
 

and
 

miR-21
 

through
 

PTEN/PI3K/Akt
 

pathway,and
 

enhances
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

cisplatin
 

on
 

NSCLC
 

cell
 

viability.
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00626;miR-18a;miR-21;cisplatin

  肺癌是世界上最常见的癌症之一,也是癌症相关

死亡的主要原因[1],分为小细胞肺癌和非小细胞肺癌

(non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)两 种 类 型,

NSCLC约 占 所 有 肺 癌 患 者 的 85%。对 于 早 期

NSCLC,主要的治疗方法是手术;但对于一些局部晚

期癌症和转移性疾病,主要治疗方法是放化疗联合或

姑息性化疗。顺铂是一种有效的化疗药物且常用于

多种癌症的治疗,但却因细胞耐药性而降低其疗

效[2]。在NSCLC的治疗中,顺铂的耐药已被证实[3]。
长链非编码RNA

 

(long
 

non-coding
 

RNA,lncRNA)
是一种蛋白质非编码RNA[4]。近年来,在多种癌症

中发现了lncRNA的异常表达,且lncRNA在癌症进

展中的作用越来越受到人们的关注[5]。长基因间非

蛋白编码RNA
 

626
 

(LINC00626)是lncRNA家族的

一员,被认为是一种新型的肿瘤抑制因子[6]。然而,

LINC00626对
 

NSCLC细胞的顺铂的毒性影响尚不

清楚。微RNA(microRNA,miRNA)也是一种非编

码RNA,是转录后的重要调控因子。miRNA在多种

生物学进程中发挥着重要作用,miRNA的异常表达

与包括癌症在内的多种疾病有关[7],如 NSCLC中

miR-18a和miR-21的表达上调[8-9]。LncRNA可能与

miRNA相互作用,并调控其靶点 miRNA的表达[10]。
本研究旨在分析LINC00626调节顺铂在NSCLC细胞

毒性中的作用,探讨LINC00626通过下调 miR-18a和

miR-21调控 PTEN/PI3K/Akt通路,增 强 顺 铂 诱 导

NSCLC细胞活性的抑制作用,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

  人正常支气管上皮细胞系(16-HBE)和6种

NSCLC 细 胞 系 (A549、HCC-857、H552、H520、

H1975和GCT)购自中国科学院典型培养物保藏委

员会细胞库。耐顺铂 A549细胞株(A549/CDDP)购
自北京博奥森生物科技有限公司。10%胎牛血清购

自美国Gibco公司。DMEM 培养基、TRIZOL试剂、

Lipofectamine2000试剂购自美国Invitrogen公司。

Transcriptor
 

First
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit、

SYBR
 

Prime-Script
 

miRNA
 

RT-PCR
 

Kit购自中国

郑州 Takara公司。LINC00626过表达载体(pcD-
NA3.1-00626)、空载体(pcDNA3.1)、miR-18a

 

抑制

剂、miR-21抑制剂、抑制剂对照、miR-18a模拟物、

miR-21模拟物和模拟物对照由上海吉玛制药技术有

限公司合成。pMIR-REPORT
 

Luciferase载体质粒

购自美国Ambion公司。双荧光素酶报告测定系统,
购自美国Promega公司。酶标仪、增强化学发光(en-
hanced

 

chemiluminescence,ECL)试剂、蛋白分析试剂盒

和Nitrocellulose膜购自美国Bio-Rad
 

Laboratories公

司。蛋白质提取试剂RIPA购自上海碧云天生物技术

有限公司。抗PTEN、Akt、p-Akt(S473)、β-actin一抗和

辣根过氧化物酶偶联二抗购自美国Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

  将细胞放置在5%
 

CO2、37
 

℃的细胞培养箱中培

养,培养基为含10%胎牛血清、100
 

U/mL青霉素和

100
 

μg/mL链霉素的DMEM培养基。

1.2.2 实时荧光定量逆转录PCR
  使用 TRIZOL试剂从细胞中提取总 RNA。用

Transcriptor
 

First
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit进行

逆转录。采用SYBR
 

Prime-Script
 

miRNA
 

RT-PCR
 

Kit,按照生产厂家说明书进行实时荧光定量逆转录

PCR检测。GAPDH 作为 mRNA(LINC00626)的标

准化内参;
 

U6作为 miRNA(miR-18a和 miR-21)的
标准化内参。引物序列见表1。采用2-ΔΔCt

 

法计算相

对表达水平。
表1  相关基因的引物序列

引物 引物序列5'-3'
碱基数

(bp)

00626-R GCACATTGGACGGTGTTTCC 20

00626-F CCCAGTCCTTCACAGGTCAC 20

miR-18a-R TCCGAGATAGACGTGATCTA 20

miR-18a-F GTGCAGGGTCCGAGGT 16

miR-21-R GGGTAGCTTATCAGACTGATGTT 24

miR-21-F CAGTGCAGGGTCCGAGGT 18

U6-R CTCGCTTCGGCAGCACATATACT 23

U6-F ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC 22

DAPDH-R AATGGGCAGCCGTTAGGAAA 20

GAPDH-F TGAAGGGGTCATTGATGGCA 20

  R:反向;F:正向。

1.2.3 转染

  根据说明用Lipofectamine2000进行转染。转染

细胞培养48
 

h后进行分析。
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1.2.4 四唑盐(MTT)分析

  用 MTT法检测细胞活性。将密度为5×103 的

A549、H1975和GCT细胞接种到96孔板中,与不同

浓度顺铂(0、2.5、5.0、7.5、10.0、12.5
 

μmol/L)共孵

育。A549/CDDP细胞与不同浓度的顺铂(0、2.0、

4.0、8.0、16.0、32.0、64.0
 

μmol/L)孵育48
 

h。每孔

加10
 

μL(5
 

mg/mL)MTT溶液孵育4
 

h。加入二甲

基亚砜溶液溶解形成的10%甲醛溶液。用酶标仪测

定490
 

nm处的吸光度。

1.2.5 双荧光素酶报告实验

  将LINC00626和PTEN的3'UTR片段扩增,分
别克隆到pMIR-Report报告质粒中。通过两步PCR
方法获取LINC00626或PTEN突变的3'UTR,并将

其克隆到pMIR-Report中。为了分析LINC00626和

miR-18a 的 相 互 作 用,将 野 生 型 LINC00626
(LINC00626-WT ) 或 突 变 型 LINC00626
(LINC00626-MUT)的报告载体和miR-18a模拟物或

模拟 物 对 照 共 转 染 到 A549 细 胞 中。为 了 分 析

LINC00626和 miR-21的相互作用,将 LINC00626-
WT或LINC00626-MUT的报告载体和miR-21模拟

物或模拟对照物共转染到 A549细胞中。为了分析

PTEN是 否 为 miR-18a的 靶 标,将 野 生 型 PTEN
(PTEN-WT)或突变型PTEN(PTEN-MUT)的报告

载体与miR-18a模拟物或模拟对照共转染到A549细

胞中。为了验证 PTEN 是否为 miR-21的靶点,将

PTEN-WT或PTEN-MUT的报告载体与 miR-21模

拟物或模拟物对照共转染到A549细胞中。48
 

h后使

用双荧光素酶报告测定系统,测定荧光素酶活性。海

肾荧光素酶活性作为荧光素酶活性的标准化内参。

1.2.6 蛋白质免疫印迹法

  使用蛋白质提取试剂RIPA从细胞中提取总蛋

白。用蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度。将蛋白裂解

产物(50
 

μg)在12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯凝胶电

泳上分离,并在硝化纤维素膜上进行转膜。用5%脱

脂牛奶在Tris缓冲盐水中室温封闭2
 

h。随后,将该

膜与抗PTEN、Akt、p-Akt(S473)和β-actin一抗在

4
 

℃环境下孵育一夜。然后将膜与辣根过氧化物酶偶

联二抗,在室温下孵育2
 

h。最后,根据制造商的说明

书使用ECL试剂观察免疫反应。

1.2.7 裸鼠皮下荷瘤实验

  将浓度为5×106/200
 

μL顺铂+空载体和顺

铂+LINC00626过表达载体的 A549细胞分别接种

到3~4周龄裸鼠皮下,每组各5只。待5~7
 

d肉眼

可观皮下明显成瘤后,每3天测量1次瘤体体积,20
 

d
后处死裸鼠,观察成瘤情况,并记录。

1.3 统计学处理

  采用SPSS22.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较采用

单因素方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 LINC00626、miR-18a和 miR-21在 NSCLC细

胞中的表达水平

  与 16-HEB 细 胞 比 较,LINC00626 在 A549、

HCC-857、H522、H520、H1975、GCT细胞中表达水

平降低,miR-18a、miR-21在上述细胞中表达水平升

高(P<0.05)。与A549细胞比较,A549/CDDP细胞

的LINC00626表达水平降低,miR-18a、miR-21表达

水平升高(P<0.05),见图1。

2.2 顺铂对NSCLC细胞毒性的影响

  顺铂浓度为5.0、7.5、10.0、12.5
 

μmol/L时,可
以明显抑制 A549、H1975细胞的活力(P<0.05)。
顺铂浓度为2.5、5.0、7.5、10.0、12.5

 

μmol/L时,可
以明显抑制GCT细胞的活力(P<0.05)。顺铂浓度

为16.0、32.0和64.0
 

μmol/L时,可明显抑制A549/

CDDP细胞的活力(P<0.05),见图2。

2.3 LINC00626、miR-18a和 miR-21对 顺 铂 诱 导

NSCLC细胞活力抑制的影响

  LINC00626过表达抑制了 A549、H1975、GCT
和A549/CDDP细胞的活力,LINC00626过表达增强

了顺铂的抑制作用(P<0.05)。miR-18a和 miR-21
抑制剂对A549、H1975、GCT和A549/CDDP细胞的

活力有抑制作用(P<0.05)。此外,miR-18a和 miR-
21抑制剂可增强顺铂的抑制作用(P<0.05),见图3。

2.4 miR-18a 和 miR-21 是 NSCLC 细 胞 中

LINC00626的直接靶点

  与LINC00626-WT+模拟物对照的细胞比较,

LINC00626-WT + miR-18a 模 拟 物、LINC00626-
WT+miR-21的A549细胞荧光素酶活性降低(P<
0.05)。过表达LINC00626抑制了 miR-18a和 miR-
21的表达水平,见图4。

2.5 miR-18a 和 miR-21 抑 制 了 LINC00626 对

NSCLC细胞活力的影响

  LINC00626过表达增强了顺铂对细胞活力的抑

制作用,而miR-18a或 miR-21
 

上调可以减弱这一抑

制作用,见图5。

2.6 PTEN是miR-18a和miR-21的直接靶点

  与 PTEN-WT+ 模 拟 物 对 照 组 比 较,PTEN-
WT+miR-18a模拟物、PTEN-WT+miR-21模拟物

的A549细胞荧光素酶活性降低(P<0.05)。miR-
18a、miR-21 上 调 后,PTEN 表 达 水 平 降 低 (P <
0.05);而 miR-18a、miR-21下调后,PTEN表达增加

(P<0.05),见图6。
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  A:LINC00626在 NSCLC细胞中的表达水平;B:miR-18a在 NSCLC细胞中的表达水平;C:miR-21在 NSCLC细胞中的表达水平;D:

LINC00626在A549和A549/CDDP细胞中的表达水平;E:miR-18a在A549和A549/CDDP细胞中的表达水平;F:miR-21在A549和A549/CD-

DP细胞中的表达水平;a:P<0.05,与16-HBE细胞比较;b:P<0.05,与A549细胞比较。

图1  NSCLC细胞中LINC00626、miR-18a和 miR-21的表达水平

  A:顺铂对A549细胞的毒性;B:顺铂对 H1975细胞的毒性;C:顺铂对GCT细胞的毒性;D:顺铂对A549/CDDP细胞的毒性;a:P<0.05,与0
 

μmol/L顺铂比较。

图2  顺铂对NSCLC细胞毒性的影响
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  A:LINC00626对顺铂诱导NSCLC细胞活性抑制的影响;B:miR-18a对顺铂诱导NSCLC细胞活性抑制的影响;C:miR-21对顺铂诱导NSCLC

细胞活性抑制的影响;a:P<0.05。

图3  LINC00626、miR-18a和 miR-21对顺铂诱导NSCLC细胞活力抑制的影响
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  A:
 

LINC00626的结合位点预测;B:miR-18a/miR-21的结合位点预测;C:miR-18a双荧光素酶报告实验;D:miR-21双荧光素酶报告实验;E:

miR-18a的表达水平;F:miR-21的表达水平;1:LINC00626-WT+模拟物对照;2:LINC00626-WT+miR-18a模拟物;3:LINC00626-WT+miR-21

模拟物;4:LINC00626-MUT+模拟物对照;5:LINC00626-MUT+miR-18a模拟物;6:LINC00626-MUT+miR-21模拟物;a:P<0.05。

图4  miR-18a和 miR-21是LINC00626的直接靶点

  A:miR-18a对A549细胞活性的影响;B:miR-18a对H1975细胞活性的影响;C:miR-21对A549细胞活性的影响;D:miR-21对H1975细胞活

性的影响;1:空载体;2:顺铂+空载体;3:顺铂+LINC00626过表达载体;4:顺铂+LINC00626过表达载体+模拟物对照;5:顺铂+LINC00626过

表达载体+miR-18a模拟物;6:顺铂+LINC00626过表达载体+miR-21模拟物;a:P<0.05。

图5  miR-18a和 miR-21可以抵抗LINC00626对NSCLC细胞活力的影响
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  A:PTEN和miR-18a之间的结合位点;B:PTEN和 miR-21之间的结合位点;C:miR-18a双荧光素酶报告实验;D:miR-21双荧光素酶报告实

验;E:miR-18a蛋白免疫印迹法;F:miR-21蛋白免疫印迹法;1:PTEN-WT+模拟物对照;2:PTEN-WT+miR-18a模拟物;3:PTEN-WT+miR-21

模拟物;4:PTEN-MUT+模拟物对照;5:PTEN-MUT+miR-18a模拟物;6:PTEN-MUT+miR-21模拟物;a:P<0.05。

图6  PTEN是 miR-18a和 miR-21的靶点

2.7 LINC00626通过下调 miR-18a和 miR-21调控

PTEN/PI3K/Akt通路

  LINC00626过表达增加了PTEN的表达水平,
降低了p-Akt/Akt的比值(P<0.05)。miR-18a模拟

物、miR-21 模 拟 物 减 弱 了 LINC00626 过 表 达 对

PTEN表达和p-Akt/Akt比值的影响(P<0.05)。

miR-18a抑制剂、miR-21抑制剂逆转了 LINC00626
过表达对PTEN表达和p-Akt/Akt比值的影响(P<
0.05),见图7。

  A:蛋白免疫印迹法;B:PTEN灰度分析;C、D:p-Akt/Akt灰度分析;1:空载体;2:LINC00626过表达载体;3:LINC00626过表达载体+模拟物

对照;4;LINC00626过表达载体+miR-18a模拟物;5:LINC00626过表达载体+miR-21模拟物;6:LINC00626过表达载体+抑制剂对照;7:

LINC00626过表达载体+miR-18a抑制剂;8:LINC00626过表达载体+miR-21抑制剂。

图7  LINC00626通过下调 miR-18a和 miR-21来调控PTEN/PI3K/Akt通路
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2.8 LINC00626促进裸鼠体内顺铂抑制细胞活力

作用

  与顺铂+空载体比较,顺铂+LINC00626过表达

载体荷瘤小鼠瘤体体积小、质量减少,差异有统计学

意义(P<0.05),见图8。

  A:荷瘤小鼠及瘤体;B:瘤体体积;C:瘤体质量;a:P<0.05。

图8  LINC00626在裸鼠体内增强顺铂抑制NSCLC活性

3 讨  论

  lncRNA代表了一大类功能性RNA分子,在人

类癌症发生、发展过程中起着重要作用[11]。lncRNA
可以 作 为 基 因 调 节 剂,影 响 多 种 癌 症 的 生 物 过

程[12-14]。LINC00626是一种肿瘤抑制因子[15]。本研

究发现与16-HBE细胞比较,LINC00626在 NSCLC
细胞系中低表达。miR-21是一种致癌基因,已被发

现在包括NSCLC的癌症中上调[16]。据报道,高血浆

miR-18a与不良预后相关,表明 miR-18a可能会在

NSCLC患者中作为一种新的和有发展前景的预后生

物标志物[9,17-18]。
既往研究表明,直肠癌组织中LINC00626表达

下调,且LINC00626低表达与生存时间短、临床病理

特征差有关,过表达LINC00626抑制直肠癌细胞增

殖[15]。本 研 究 发 现 低 浓 度 顺 铂(2.5
 

μmol/L)对
A549和 H1975细胞无毒性。LINC00626过表达使

A549和 H1975细胞对顺铂(2.5
 

μmol/L)敏感性增

强。LINC00626过表达增强顺铂(2.5
 

μmol/L)对
GCT细 胞 的 抑 制 作 用。过 表 达 LINC00626 也 使

A549/CDDP细胞对顺铂(8.0
 

μmol/L)敏感。TANG
等[19]研究表明,miR-21可能通过干扰肺癌细胞中

SMAD7的表达来促进细胞增殖、迁移和侵袭。另一

项研究结果显示,miR-21的明显增加可能反映了局

部炎症对全身反应的影响[20]。TSE等[21]研究表明,
miR-21与胃癌进展有关,并将 miR-21确立为胃癌的

稳健治疗靶点。此外,miR-18a与鼻咽癌化疗敏感性

有关[22]。本研究发现下调 miR-18a和 miR-21可增
强顺铂对 A549、H1975和 GCT细胞活性的抑制作
用。miR-18a和 miR-21下调也可使 A549/CDDP细
胞对顺铂(8.0

 

μmol/L)敏感性增强。
miR-21抑制剂可以有效缓解结肠炎症状、抑制

结肠血管生成,调控PTEN、PI3K和p-Akt的表达,
提示miR-21抑制剂通过PTEN/PI3K/Akt通路抑制
结肠 炎 小 鼠 结 肠 炎 和 血 管 生 成[23]。miR-21通 过

PTEN/PI3K/Akt通路促进克罗恩患者脐静脉内皮
细胞增殖 和 迁 移[24]。miR-21也 可 以 通 过 PTEN/
PI3K/Akt调节卵巢癌细胞的增殖和凋亡[25]。此外,
miR-18a通过调节PTEN/PI3K/Akt/mTOR信号轴
上调Cyclin

 

D1,促进食管鳞状细胞癌细胞的增殖[26]。
本研究发现,在NSCLC中PTEN是miR-18a和miR-
21的 直 接 靶 点,LINC00626通 过 下 调 miR-18a和

miR-21调控PTEN/PI3K/Akt通路。
综上所述,LINC00626在NSCLC细胞系中低表

达,且增强了顺铂对细胞活性的抑制作用。miR-18a
和 miR-21 是 NSCLC 中 LINC00626 的 靶 点。在

NSCLC中,PTEN被发现是miR-18a和 miR-21的直
接靶点,PTEN/PI3K/Akt通路参与了LINC00626的
调节。因此,LINC00626通过抑制 miR-18a和 miR-
21调 控 PTEN/PI3K/Akt通 路,增 强 顺 铂 诱 导 的

NSCLC细胞活力抑制作用。
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