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目的
!

探讨长链非编码
R:6

"

E=0R:6

#

U42"

对食管癌细胞增殖和侵袭等生物学行为的调控作用$

方法
!

收集食管癌手术患者的肿瘤组织
$3

例"肿瘤组#及与其配对的肿瘤旁正常食管组织
$3

例"对照组#!通过实

时定量聚合酶链反应"

RC!PQR

#检测
U42"

的表达水平并比较其在肿瘤和正常组织中的表达差异%采用聚乙烯亚

胺"

P4'

#和脂质体分别进行
U42"

过表达或干扰消除实验%采用噻唑蓝"

UCC

#'

C@I=7L1EE

小室来对各组的

c\54"%

细胞的增殖活性和侵袭活性进行检测$结果
!

RC!PQR

的结果显示!与正常组织相比!

E=0R:6 U42"

在

食管癌组织中呈现低表达$过表达
U42"

抑制食管癌细胞系
c\54"%

细胞增殖!敲除
U42"

之后!能够增加食管

癌细胞的增殖和侵袭作用$结论
!

E=0R:6 U42"

参与食管癌的发生和发展!在食管癌中作为一个肿瘤抑制基因

发挥着关键作用$
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食管癌在世界范围内广泛分布#它在肿瘤发生率上排于疾

病的第
B

位#在肿瘤相关死亡中排在第
&

位#其中男性患者多

于女性患者+

-!3

,

)近年来的研究表明#长链非编码
R:6

$

E=!

0R:6

%的表达紊乱参与多种疾病的发生*发展#尤其在肿瘤的

发生中扮演着重要的作用+

"!&

,

)因此#确定肿瘤相关的
E=!

0R:6

并且深度解析其分子与生物学功能对阐明肿瘤的发生*

发展起到至关重要的作用)

U42"

定位在
-$

号染色体的
e

"3

区域#编码一个肿瘤抑制的
E=0R:6

#近年研究表明
U42"

参

与多种肿瘤的发生*发展+

A!X

,

)

U42"

在许多正常组织中表达#

但是在一些人类肿瘤中是表达缺失的#包括胶质瘤*肝癌*脑膜

瘤及膀胱癌+

B!--

,

)研究发现
U42"

启动子去甲基化及基因上

游差异甲基化区域改变是
U42"

在肿瘤中表达缺失的主要原

因)在人的角质细胞瘤细胞系中#

U42"

基因的过表达可以诱

导细胞生长阻滞*促进细胞的凋亡+

--

,

)然而#关于
U42"

在食

管癌的表达水平与食管癌的发生*发展仍不清楚)本文通过应

用实时定量聚合酶链反应$

RC!PQR

%*噻唑蓝$

UCC

%*

C@I=!

7L1EE

小室检测其对食管癌细胞的增殖和侵袭活性#对该
E=!

0R:6

在食管癌中的作用进行初步的研究#为将来开发新的食

管癌临床诊断试剂盒提供一定的实验基础#并且为研发新的治

疗食管癌的药物提供新的治疗靶点)

$

!

材料与方法

$.$

!

标本来源
!

选择
3%-%

!

3%-$

年本院病理科收集的通过

手术切除食管癌患者的肿瘤组织
$3

例$肿瘤组%及患者自身肿

瘤旁正常食管组织
$3

例$对照组%#其中男
3X

例#女
-$

例#平

均年龄
&"

岁)所有患者均未接受过其他治疗手段$包括放疗*

化疗和细胞治疗%#手术切除食管癌变组织后#立即放到液氮里

面冻存#以便后续提取
R:6

使用)

$./

!

试剂及材料
!

食管癌细胞系
c\54"%

细胞购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞库#并在本科室进行传代保存)

C@I=7L1EE

小室购自
Q>@=<=

8

公司(

UI?@<

8

1E

基质胶购自
*9*<!

>70<1=017

公司)各种细胞培养基*青链霉素*

UCC

试剂*二甲

基亚砜$

9U5V

%均购自北京索莱宝公司(各种引物在北京华大
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基因公司合成(转染试剂
(<

,

>G10?<=13%%%

*

CR'O>E

均购自
'=!

J<?@>

8

1=

(反转录试剂盒及
RC!PQR

试剂盒购自大连宝生物有

限公司)

$.'

!

方法

$.'.$

!

总
R:6

抽提*反转录及
RC!PQR

反应
!

细胞总
R:6

提取使用
CR'O>E

方法#然后用
:I=>K@>

,

微量定量仪测定其纯

度及浓度)根据
C6c6R6

试剂盒的操作说明进行反转录反

应#合成
09:6

#再以
09:6

为模版进行
RC!PQR

检测
U42"

和甘油醛
!"!

磷酸脱氢酶$

26P9)

%基因的表达水平#其中

26P9)

作为内参)其中#聚合酶链反应$

PQR

%反应体系为
3%

"

(

#反应条件!

B#W

预变性
-;<=

#

B#W

变性
"%7

#

&%W

退火

"%7

#

A3W

延伸
"%7

#共
""

个循环)然后根据
U42"

产物的荧

光强度比上
26P9)

扩增产物的荧光强度的相对量计算

U42"

的相对表达情况#其中每个实验进行
"

次重复实验)以

KK)

3

V

为模板扩增的反应作为
PQR

扩增的阴性对照#实验中

使用的
PQR

引物如下!

U42"

上游#

#f!QC2QQQ6CQC6Q

6QQCQ6Q2!"f

和
U42"

下游#

#f!QCQCQQ2QQ2CQC2Q

2QC62222QC!"f

(

26P9)

上游#

#f!2CQ66Q226CCC

22CQC2 C6C C!"f

和
26P9)

下游#

#f!62C QCC QC2

22C22Q62C26C!"f

)

$.'./

!

通过特异的小干扰
R:6

$

7<R:6

%来抑制
E=0R:6

U42"

的表达
!

使用脂质体
(<

,

>G10?<=13%%%

进行
7<R:6

干扰

实验#具体操作步骤如下!将
&

"

((<

,

>G10?<=13%%%

加入
#%%

"

(

的
V

,

?<!U4U

中室温放置
#;<=

#然后再将
#

"

(U42"

的
7<R!

:6

$

#f!̂ 6̂22̂ 66262226Q62Q 2̂2Q̂ 22!"f

%加

入
#%%

"

(V

,

?<!U4U

中混匀#然后将
(<

,

>G10?<=13%%%

和
7<R!

:6

混合物在室温放置
3% ;<=

后#将其分别滴入培养有

c\54"%

细胞的培养皿中#混匀培养)转染
$XF

后使用
RC!

PQR

检测
7<R:6

靶向
U42"

的干扰效率)

$.'.'

!

使用聚乙烯亚胺$

P4'

%转染
,

09:6"!U42"

过表达质

粒
!

在
-.#;(

的
4P

管中加入
3%%

"

(

无血清*无抗菌药物的

RUP'-&$%

培养基#然后加入
&

"

( P4'

和
3

"

8,

09:6"!

U42"

质粒#涡旋震荡
-%7

后#在室温放置
-#;<=

加入到各组

的细胞中#在转染后
-3F

后换液#转染
$XF

后使用
RC!PQR

检测其过表达情况和转染效率)

$.'.1

!

细胞体外侵袭实验
!

使用无血清
RUP'-&$%

培养基稀

释
UI?@<

8

1E

#每孔使用
-%%

"

( UI?@<

8

1E

包被
C@I=7L1EE

小室)

使用胰酶和乙二胺四乙酸$

49C6

%消化
U42"

过表达的

c\54"%

细胞制备单细胞悬液然后再用无血清培养基调整细

胞浓度为
3.%]-%

#

"

;(

#将
3%%

"

(

各组细胞悬液移入
C@I=!

7L1EE

小室内#再将
C@I=7L1EE

小室植入
&

孔板内#然后在
C@!

I=7L1EE

小室下层孔中加入
-;(

含
3%T

胎牛血清$

b*5

%的

RUP'-&$%

的完全培养基#培养箱孵育
"&F

#取出小室#用干净

棉签擦去上室面细胞及
UI?<@

8

1E

#使用甲醛固定#再用结晶紫

染色#在显微镜下计数至少
#

个高倍镜视野穿膜的细胞#计算

每个视野平均穿膜细胞数#作为评价其侵袭能力的指标)

$.'.2

!

*9UI?@<

8

1E

基质胶克隆形成实验
!

在进行实验前#将

*9UI?@<

8

1E

基质胶放置在
$W

冰箱解冻过夜#将
-]-%

$

"

;(

细胞与
-;(

的
*9UI?@<

8

1E

基质胶均匀混合后铺在
&

孔板中#

在
"AW

孵育
-F

后#在每个孔中补加入
3;(

的含有
-%T b*5

的培养基#将细胞放在培养箱里面培养#每隔
"K

更换新鲜培养

液#连续培养观察
3

周左右#然后在普通显微镜下观察拍照)

$.'.)

!

细胞增殖检测实验
!

分别将敲除
U42"

或过表达

U42"

的
c\54"%

细胞进行胰酶和
49C6

消化后#制备成单

细胞悬液#按照
3]-%

" 个"孔的密度接种于
B&

孔板#每孔加入

-%Tb*5

的
RUP'-&$%

培养基#培养于
"AW

*

#T QV

3

恒温培

养#贴壁后无血清培养基饥饿
3$F

#然后正常培养基培养
3$

*

$X

*

A3F

后#每孔加入
UCC

$

#;

8

"

;(

%

3%

"

(

#放置于
"AW

孵

育
$F

后弃上清液#每孔加入
-#%

"

(9U5V

用于溶解形成的

结晶紫#并于酶标仪上检测吸光度值#然后计算出相对的细胞

增殖活性)每个实验重复
"

次)

$.1

!

统计学处理
!

采用
5P55-B.%

软件进行统计分析#计量

资料以
AY=

表示#组间比较采用
5

检验#计数资料以率表示#

组间比较采用
)

3 检验#以
B

$

%.%#

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/.$

!

U42"

在正常组织和食管癌组织中的表达差异
!

E=!

0R:6 U42"

在食管癌组织的表达水平明显低于食管正常组

织的表达$

B

$

%.%#

%#提示
U42"

的表达下调可能与食管癌的

发生*发展有关系#其可能作为一个肿瘤抑制基因的角色参与

食管癌的发生)见图
-

)

图
-

!

E=0R:6 U42"

在正常食管和食管癌组织中的表达

/./

!

建立
U42"

高表达和抑制的食管癌细胞
!

建立
U42"

过表达细胞株#将食管癌细胞分为空白组$不做任何转染处

理%*转染了对照的空载体组和
U42"

过表达载体组#

RC!PQR

结果发现
U42"

过表达载体组与空白组及空载体组相比能够

明显上调
U42"

的表达水平$

B

$

%.%#

%#见图
3

)这一结果表

明构建的
,

09:6"!U42"

质粒能够有效地增加
U42"

的表

达#为后续的功能实验的研究奠定了基础)除了构建
U42"

高表达的细胞株之外#另设计针对
U42"

的
7<R:6

#从而建立

U42"

低表达的细胞株#通过
RC!PQR

的方法鉴定其干扰效

率#结果表明
U42"

抑制组与空白组相比#能够明显降低

U42"

的表达水平$

B

$

%.%#

%#见图
"

)结果表明该特异性作

用于
U42"

的
7<R:6

能够有效地干扰其靶基因的表达)

图
3

!

转染
,

09:6"!U42"

能够上调
U42"

的表达

/.'

!

E=0R:6 U42"

的过表达抑制
c\54"%

细胞增殖活性
!

在
U42"

高表达的食管癌细胞中通过
UCC

方法进行细胞增

殖活性的检测)过表达
U42"

后#

c\54"%

细胞的增殖活性

-

$#-

-
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明显降低$

B

$

%.%#

%#这一结果表明了
U42"

在食管癌发生中

作为一个参与肿瘤抑制的
E=0R:6

#参与食管癌的发生*发展)

见图
$

)

图
"

!

7<U42"

特异地干扰
E=0R:6 U42"

的表达

!!

注!

6

为
UCC

实验检测过表达
U42"

对细胞增殖影响#与对照组

相比#过表达
U42"

显著下调
c\54"%

细胞的增殖活性(

*

为
*9 UI!

?@<

8

1E

基质胶克隆形成实验#与对照组相比#过表达
U42"

能够抑制食

管癌细胞的克隆大小)

图
$

!

过表达
U42"

抑制
c\54"%

细胞增殖

/.1

!

抑制
U42"

的表达促进
c\54"%

细胞的增殖活性
!

为

了进一步地证实
U42"

在食管癌细胞增殖活性中的作用#通

过转染
7<R:6

的方法干扰
U42"

的表达#构建
U42"

低表达

的食管癌细胞株#

UCC

实验结果显示敲除
U42"

后#

c\54"%

细胞的增殖活性明显增加$

B

$

%.%#

%#说明了
E=0R:6 U42"

具有肿瘤抑制基因活性#能够抑制肿瘤细胞的增殖)见图
#

)

/.2

!

U42"

影响
c\54"%

细胞侵袭迁移能力
!

应用
C@I=!

7L1EE

小室实验来分别研究过表达或抑制
U42"

表达对食管

癌细胞的侵袭迁移的影响#实验结果表明过表达
U42"

后#食

管癌细胞的侵袭活性降低
-.#

倍左右#两组相比差异有统计学

意义$

B

$

%.%#

%#见图
&

)同时#为了进一步地确认
U42"

在

食管癌细胞增殖活性中的作用#通过转染
7<R:6

的方法干扰

掉
U42"

的表达#设计
U42"

特异的
7<R:6

转染食管癌细胞

从而来抑制
U42"

的表达水平观察食管癌细胞的侵袭能力#

结果表明敲除
U42"

后#食管癌细胞的侵袭活性增加
3

倍左

右#对照组与
U42"

表达抑制组相比#差异有统计学意义$

B

$

%.%#

%#见图
A

)综上结果表明了
U42"

作为一个肿瘤抑制的

E=0R:6

参与食管癌的侵袭和转移能力的调控#参与食管癌的

发生*发展过程)

!!

注!

6

为
UCC

实验检测抑制
U42"

对细胞增殖影响(

*

为
*9

UI?@<

8

1E

基质胶克隆形成实验#抑制
U42"

表达促进食管癌细胞的克

隆增殖能力)

图
#

!

抑制
U42"

表达促进
c\54"%

细胞增殖

!!

注!

6

为
C@I=7L1EE

小室结果(

*

为显微镜下直观图)过表达

U42"

能够显著抑制食管癌细胞的侵袭活性)

图
&

!

U42"

参与调控
c\54"%

细胞的侵袭活性

!

注!

6

为
C@I=7L1EE

小室结果(

*

为显微镜下直观图)抑制
U42"

的

表达能够显著上调食管癌细胞的侵袭能力)

图
A

!

抑制
U42"

表达促进
c\54"%

细胞的侵袭能力

-
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食管癌是人类最常见的恶性肿瘤之一+

3

,

)虽然近年来采

用了手术*新辅助化疗*放射性及生物治疗等多种手段治疗结

合的方法来治疗食管癌#但食管癌患者的预后仍然较差#

#

年

的总体生存率仍很低+

-

,

)食管癌病理类型中
B%T

为鳞状细胞

癌#鳞状细胞癌由于对放化疗不敏感等原因#其预后较腺癌更

差+

-3

,

)到目前为止#影响食管癌的发病机制及发展预后的因

素依然不清楚#因此寻找影响食管癌形成发展及评价患者预后

的指标将有很大意义)

在本研究中发现#

E=0R:6 U42"

在食管癌组织的表达与

食管正常组织相比明显下调)为了验证
U42"

表达的改变在

食管癌发生中的作用#作者在食管癌细胞中进行了
U42"

过

表达和抑制的功能学实验#结果表明在食管癌细胞中过表达

U42"

抑制细胞的增殖和侵袭活性#然而下调
U42"

的表达

促进食管癌细胞的增殖和侵袭能力)这些发现表明
E=0R:6

U42"

作为一个肿瘤抑制基因在食管癌中发挥作用#它的缺失

或低表达参与食管癌的发生*发展)因此#

U42"

在食管癌的

发生上起着关键的作用#可作为未来的食管癌治疗的靶点)

最近#很多
E=0R:6

被发现#研究发现
E=0R:6

通过多种

方式调控参与多种生物学过程的基因的表达#例如调控
;R!

:6

的剪切*参与影响
R:6

的降解*调控
;R:6

的翻译+

"

#

&

,

)

并且#这些
E=0R:6

的表达紊乱还影响细胞内的表观调控信

息#提供进展性和不可控性的细胞增殖优势+

$

,

)表观修饰主要

包括
9:6

区域的修饰$如
9:6

甲基化和去甲基化修饰%*在

特定氨基酸区域的组蛋白修饰$如乙酰化*甲基化和磷酸化修

饰%及染色质重塑(这些修饰普遍认为参与基因的表达调控)

除了遗传因素的改变#肿瘤抑制基因启动子区的甲基化变化在

肿瘤的起始和发展过程中具有重要的作用#因此#肿瘤抑制基

因的甲基化改变可以作为潜在的肿瘤标记)目前#一些基因的

表观遗传学改变在食管癌的发生*发展中参与重要的功能作

用#例 如 一 些 基 因 涉 及 细 胞 周 期 调 控 $

,

-&

%*细 胞 凋 亡

$

96Pc

%*

9:6

损伤修复$

*RQ6-

和
25CP-

%)随着研究的深

入#除了蛋白编码基因之外#非编码
R:6

同样受到甲基化的

调控#并参与食管癌的发生*发展#因此#

E=0R:6

的发现为填

补以前的肿瘤癌基因与抑癌基因网络提供依据)

最近的研究开始慢慢解开
E=0R:6

的神秘面纱#包括
E=!

0R:6

在肿瘤发生的重要性)一个比较知名的
E=0R:6 )V!

C6'R

参与多种肿瘤的发生#它以在多种肿瘤里组成性的高表

达并可以作为多种肿瘤患者预后和转移的标志+

$

#

-"!-$

,

)关于

)VC6'R

参与调控的机制研究表明它可以通过其
#f

和
"f

结构

域分别结合
PRQ3

和
(59-

复合体参与肿瘤相关基因的表

达+

-$!-#

,

)越来越多的证据表明
E=0R:6

能够在不同层面上参

与基因的表达调控#包括转录水平*转录后修饰水平等)值得

注意的是人类
3%T

的
E=0R:6

能够与
PRQ3

复合体相互作用

从而介导染色质的表观修饰参与基因表达调控)在食管癌中#

E=0R:6) (̂Q

在食管癌组织中表达显著上调#并在食管癌发

生*发展中具有重要作用#关于其机制研究显示
) (̂Q

与

;<R!"A3

的靶基因同源#并能够与靶基因竞争结合
;<R!"A3

#

从而导致相应
;<R:6

的靶基因表达紊乱+

-&

,

)另外#相似的研

究发现
E=0R:65PR\$!'C-

在人黑色素瘤发生中也起着重要

作用#关于
5PR\$!'C-

功能研究表明抑制该
E=0R:6

的表达

导致细胞生长分化缺失#并且增加黑色素瘤细胞的凋亡率+

-A

,

)

然而#到目前为止
E=0R:6

在食管癌中的功能仍不完全清楚#

本研究发现与正常食管组织相比#食管癌组织中
E=0R:6

U42"

的表达显著下调#并且进行了多种细胞功能实验发现#

E=0R:6 U42"

可以抑制食管癌的增殖和迁移能力)

综上所述#

U42"

作为一个肿瘤抑制作用的
E=0R:6

参与

食管癌的发生*发展#提示
U42"

可以作为食管癌早起诊断的

标志之一)
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支气管哮喘是具有反复发作*胸闷*气喘*咳嗽等特点的慢

性气道疾病+

"

,

)其中典型的支气管哮喘#其发作前的先兆症状

有打喷嚏*流涕*咳嗽*胸闷等#如不及时处理#可能出现因支气

管阻塞而加重的哮喘)同时#在临床上也存在非典型的哮喘#

譬如咳嗽变异型哮喘#气道反应性的测定存在高反应性+

$

,

#而

且一般的抗菌药物*镇咳药*化痰药都治疗无效#当排除咳嗽的

其他因素#只有使用支气管解痉剂或糖皮质激素才能有效治疗

非典型的哮喘)本文
-3%

例哮喘患者在治疗前
*PC

有
X#

例

6)R

阳性#阳性率为
A%.XT

#经药物治疗后阳性率大幅降低#

说明对患者给予糖皮质激素和扩张支气管治疗取得良好效果)

从表
3

可以看出经过长期的糖皮质激素治疗#支气管哮喘

患者的治疗效果出现明显的分级现象#即乙酰胆碱浓度在
$B

!

"-3#

"

8

"

;(

和
&3#%

!

3#%%%

"

8

"

;(

两个阶段)处于
$B

!

"-3#

"

8

"

;(

阶段的
6)R

平均阳性例数$

33.%%

例%大于

&3#%

!

3#%%%

"

8

"

;(

的
#.3#

例(而且在
$B

!

"-3#

"

8

"

;(

阶

段#患者经治疗后
"

*

&

*

-3

*

3$

个月的阳性率均高于
&3#%

!

3#%%%

"

8

"

;(

#差异均有统计学意义$

B

$

%.%#

%(经
Q>D

回归

模型分析#进一步印证了表
3

中的分级现象#

$B

!

"-3#

"

8

"

;(

阶段风险比为
%.XB

#大于
&3#%

!

3#%%%

"

8

"

;(

阶段风险比

$

%.A"

%#提示
$B

!

"-3#

"

8

"

;(

预后效果低于
&3#%

!

3#%%%

"

8

"

;(

阶段)进一步说明
*PC

试验可以根据患者预后情况将

患者吸入乙酰胆碱浓度分为两个阶段#在
$B

!

"-3#

"

8

"

;(

是

高度复发阶段#在
&3#%

!

3#%%%

"

8

"
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是低度复发阶段)

本研究结果发现#治疗时随着乙酰胆碱浓度的增加#支气

管哮喘患者的
6)R

阳性率有所降低(但随着
"

!

3$

个月时间

的增加#其阳性率依次逐渐增高)分析原因#可能由于过敏原

的介入#导致
6)R

阈值的改变+

#

,

)由于吸入式糖皮质激素的

局部抗炎作用具有良好的选择性#所以在即刻及迟发过敏反应

中能够及时缓解支气管阻塞)多项临床研究也证明吸入式糖

皮质激素在哮喘治疗中是最有效的抗炎药物+

&!X

,

)由于吸入式

糖皮质激素在改善肺功能#降低
6)R

#缓解症状#降低疾病恶

化频率及提高生活质量方面均有明显疗效#所以吸入式疗法被

有效地用于运动性哮喘发作的预防中)对于非激素依赖性和

激素依赖性的哮喘患者#通过吸入式糖皮质激素的应用可以有

效地减少口服糖皮激素的用量+

B

,

#甚至停用#从而减少全身用

药的不良反应)

*PC

能够协助哮喘的诊断#作为哮喘治疗的依据#也能够

进一步研究哮喘的作用机制)由于
6)R

是哮喘的特征+

-%

,

#

也能阐明高反应性的形成原因#即哮喘的发病机制#因此在支

气管哮喘的研究工作中#经常需要在各种条件下#测定支气管

的反应性)

*PC

在临床上多用于慢性咳嗽*哮喘*变异性咳嗽

等的诊断+

--

,

#至于
*PC

在哮喘患者的激素治疗预后分级方

面#仍未有太多研究)在哮喘患者的治疗中#应加强患者及家

属沟通#帮助患者寻找到明确的过敏原并避免与其接触#如室

内尘埃或螨虫(注意患者的体格锻炼#进行皮肤锻炼#以使肺*

气管*支气管的迷走神经的紧张状态得到缓和(加强患者的营

养#避免精神刺激#避免感冒和过度疲劳等对预防哮喘的发作

也有着重要的作用)

综上所述#

*PC

在经过糖皮质激素长期治疗后#可以对哮

喘患者的治疗效果进行分级#吸入乙酰胆碱浓度在
$B

!

"-3#

"

8

"

;(

是高度复发阶段#在
&3#%

!

3#%%%

"

8

"

;(

是低度复发

阶段)
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