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摘要　 目的 　 建立稳定干扰长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）
ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的结直肠癌 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞株，并探讨

下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达对结直肠癌细胞凋亡的影响。 方法 　
使用 ＧＥＰＩＡ２ 数据库分析 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌组织中的

表达情况；ｑＰＣＲ 法检测 ＬＩＮＣ０１２２４ 在 １０ 种人结直肠癌细胞

中的表达水平。 ３ 种不同的 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｉＲＮＡ 分别转染人

结直肠癌 ＬｏＶｏ 细胞，取抑制 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达效果最显著的

ｓｉＲＮＡ 序 列 构 建 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 慢 病 毒 载 体。 在

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞内包装成重组慢病毒颗粒，再感染 ＬｏＶｏ 和

ＳＷ６２０ 细胞，经嘌呤霉素筛选后以有限稀释法获得稳定干扰

ＬＩＮＣ０１２２４ 的单克隆细胞。 ＭＴＳ 法检测细胞增殖能力，流式

细胞术检测细胞凋亡率。 结果 　 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌组

织中的表达高于正常结直肠组织，其在 １０ 种结直肠癌细胞

中的表达也高于正常结直肠上皮细胞 ＨＣＯＥＰｉｃ。 ｓｉＲＮＡ⁃３
对 ＬｏＶｏ 细胞内 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的抑制率高于 ｓｉＲＮＡ⁃１ 和

ｓｉＲＮＡ⁃２。 故选择 ｓｉＲＮＡ⁃３ 设计 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ。 与对照

组（ｓｈ⁃ＮＣ 组）相比，稳定干扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 组（ ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４
组）ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞内 ＬＩＮＣ０１２２４ 的表达水平降低（Ｐ ＜
０ư ０１），其细胞生长速度减慢（Ｐ ＜ ０ư ０１），凋亡率也增加（Ｐ ＜
０ư ０１）。 结论 　 成功构建 ＬＩＮＣ０１２２４ 的 ｓｈＲＮＡ 慢病毒干扰

载体，该载体能够稳定感染 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞，下调

ＬＩＮＣ０１２２４ 表达并诱导细胞凋亡。
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　 　 结直肠癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之一，
其发病机制尚未完全清楚。 据统计，结直肠癌发病

率和病死率在中国恶性肿瘤中分别位居第 ３ 和第 ５
位，并呈逐年上升趋势；中国已经成为全球结直肠癌

每年新发病例数和死亡病例数最多的国家［１］。 因

此，研究结直肠癌发生与发展的分子机制，寻找结直

肠癌潜在的治疗靶点，具有重要临床意义。
　 　 长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ）是片段长度大于 ２００ 个核苷酸且无编码蛋白

质能力的一类 ＲＮＡ 分子，可在转录或转录后水平调

控基因表达。 近年来研究［２ － ５］ 表明，ＬＩＮＣ０１２２４ 在

肝癌、卵巢癌、胃癌及口腔癌中发挥促癌作用，其表

达上调可能是导致上述肿瘤发生发展的重要原因。
研究［６］报道，ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌发病机制中也

起重要作用，下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达可抑制癌细胞增

殖、侵袭及移植瘤生长。 但 ＬＩＮＣ０１２２４ 与结直肠癌

细胞凋亡的关系尚不明确。 该研究通过构建靶向干

扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 的重组慢病毒载体，筛选出稳定且低

表达 ＬＩＮＣ０１２２４ 的 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞，并观察

ＬＩＮＣ０１２２４ 对结直肠癌细胞增殖和凋亡的影响，为
后续的机制研究奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人结直肠癌细胞（ＬｏＶｏ、ＳＷ６２０、Ｃａｃｏ２、
ＴＨＣ⁃８３０７、 ＣＯＬＯ⁃２０５、 ＲＫＯ、 ＤＬＤ⁃１、 ＨＣＴ⁃１１６、
ＳＷ４８０、ＨＴ⁃２９）、正常结直肠上皮 ＨＣＯＥＰｉｃ 细胞及

人肾胚 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞均由该课题组实验室保存。
胎牛血清、ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、ＤＭＥＭ 培养基（美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；ＤＨ５α 感受态细胞（北京鼎国昌盛生

物技术有限公司）；ＴＲＩｚｏｌ 试剂、Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基

（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒（日本

ＴａＫａＲａ 公司）；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒

（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；限制性核酸内切酶 ＢａｍＨＩ
和 Ｍｕｌｕ（上海碧云天生物技术有限公司）；ＭＴＳ 试剂

（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）；流式凋亡试剂盒（北京索莱

宝科技有限公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００、酶标仪（美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 细胞培养 　 正常结直肠上皮 ＨＣＯＥＰｉｃ 细

胞、结直肠癌细胞（ＬｏＶｏ、ＳＷ６２０、Ｃａｃｏ２、ＣＯＬＯ⁃２０５、
ＲＫＯ、ＤＬＤ⁃１、ＳＷ４８０、ＨＴ⁃２９）培养于含 １０％ 胎牛血
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清（ＦＢＳ）和 １％青 －链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中；
结直肠癌细胞（ＴＨＣ⁃８３０７、ＨＣＴ⁃１１６）培养于含 １０％
ＦＢＳ 和 １％青 －链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养基中，所有

细胞均培养于 ３７ ℃、含 ５％ＣＯ２ 的培养箱中。
１． ２． ２　 生物信息学分析 　 使用 ＧＥＰＩＡ２（Ｇｅｎｅ Ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ＡｎａｌｙｓｉｓＧｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ２． ｃａｎｃｅｒ⁃
ｐｋｕ． ｃｎ ／ ＃ｉｎｄｅｘ）数据库分析 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌

中的表达情况。
１． ２． ３　 细胞转染 　 由美国 Ｓｉｇｍａ 公司合成 ３ 组针

对 ＬＩＮＣ０１２２４ 的小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ）序列。 根据

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｎｍｉｎｅ ３０００ 试剂说明书进行 Ｌｏｖｏ 细胞转

染。 转染细胞分为 ｓｉＲＮＡ⁃１ 组、ｓｉＲＮＡ⁃２ 组、ｓｉＲＮＡ⁃３
组及对照组（ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ），ｑＰＣＲ 检测 ３ 种 ｓｉＲＮＡ 抑

制细胞内 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的情况。 以干扰效果最

显著的 ｓｉＲＮＡ 构建 ＬＩＮＣ０１２２４ 的 ｓｈＲＮＡ。 下调

ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的 ｓｉＲＮＡ 序列如下：ｓｉＲＮＡ⁃１，（ Ｆ）
５′⁃ＴＧＧＡＡＴＧＴＧＴＣＣＡＣＡＴＧＧＧｄＴｄＴ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃
ＣＣＣＡＴＧＴＧＧＡＣＡＣＡＴＴＣＣＡｄＴｄＴ⁃３′； ｓｉＲＮＡ⁃２， （ Ｆ）
５′⁃ＴＴＣＴＣＴＣＣＴＧＣＴＴＴＧＧＴＧＣｄＴｄＴ⁃３′，（Ｒ）５′⁃ＧＣＡＣ⁃
ＣＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＡＧＡＡｄＴｄＴ⁃３′； ｓｉＲＮＡ⁃３， （ Ｆ ） ５′⁃
ＡＧＣＡＴＴＴＡＧＧＣＣＣＡＣＴＡＣＣｄＴｄＴ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＧＧ⁃
ＴＡＧＴＧＧＧＣＣＴＡＡＡＴＧＣＴｄＴｄＴ⁃３′；ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ，（Ｆ）５′⁃
ＧＡＡＣＵＧＧＧＧＵＧＣＧＵＧＵＧＡＵｄＴｄＴ⁃３′，（Ｒ）５′⁃ＡＵＣＡ⁃
ＣＡＣＧＣＡＣＣＣＣＡＧＵＵＣｄＴｄＴ⁃３′。
１． ２． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ，使用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒进行逆转录反应，将 ＲＮＡ 逆

转录为 ｃＤＮＡ。 按照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试

剂盒说明书进行 ｑＰＣＲ 分析，检测 ＬＩＮＣ０１２２４ 的表

达水平。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参照，采用 ２ － ΔΔＣｔ法计算

ＬＩＮＣ０１２２４ 的相对表达量。 引物序列：ＬＩＮＣ０１２２４，
（Ｆ）５′⁃ ＣＣＡＧＡＧＣＴＧＴＧＣＡＧＡＴＧＡＧＴ⁃３′、（Ｒ）５′⁃ＣＴ⁃
ＧＣＡＧＣＴＴＣＧＴＣＡＧＣＡＧＧＣ⁃３′；ＧＡＰＤＨ，（ Ｆ） ５′⁃ＣＣＴ⁃
ＧＧＡＴＡＣＣＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡ⁃３′、（Ｒ）５′⁃ＧＣＧＧＣＧＣＡＡＴ⁃
ＡＣＧＡＡＴＧＣＣＣＣ⁃３′。
１． ２． ５　 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体的构建及鉴

定　 选择 ＬｏＶｏ 细胞内干扰 ＬＩＮＣ０２１１４ 表达效果最

明显的 ｓｉＲＮＡ 序列，以“ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点 ＋ ｓｉＲＮＡ
正义链 ＋ Ｌｏｏｐ 环序列 ＋ ｓｉＲＮＡ 反义链 ＋ ＭｌｕＩ 酶切

位点”为原则对 ＬＩＮＣ０１２２４ 的 ｓｈＲＮＡ 基因序列进行

设计，苏州金唯智生物科技有限公司合成 ｓｈＲＮＡ 基

因序列正义链和反义链。 构建慢病毒载体的 ｓｈＲ⁃
ＮＡ 基因序列如下：ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４，（Ｆ）５′⁃ＧＡＴＣＣＡＧ
ＣＡＴＴＴＡＧＧＣＣＣＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＧＴＡＧＴＧＧＧＣ

ＣＴＡＡＡＴＧＣＴＴＴＴＴＴＡ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＣＧＣＧＴＡＡＡＡＡＡＧ
ＣＡＴＴＴＡＧＧＣＣＣＡＣＴＡＣＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＧＧＧＣ
ＣＴＡＡＡＴＧＣＴＧ⁃３′。 混合等体积的正义链和反义链，
金属浴煮沸 ５ ｍｉｎ，随后 ７２ ℃保温 １５ ｍｉｎ，冷却至室

温，所得为双链的 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 基因序列。 使

用限制性核酸内切酶 ＭｌｕＩ 和 ＢａｍＨ Ｉ 对 ｐＬｅｎｔ⁃Ｕ６⁃
ＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ 载体进行双酶切，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶回收酶

切产物，将其与 ｓｈＲＮＡ 基因序列进行连接反应

（１６ ℃，１ ｈ），获得 ｐＬｅｎｔ⁃Ｕ６⁃ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４⁃ＧＦＰ⁃Ｐｕ⁃
ｒｏ 重组质粒，定义为 ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４ 组 （对照组为

ｐＬｅｎｔ⁃Ｕ６⁃ＧＦＰ⁃Ｐｕｒｏ 空载质粒，定义为 ｓｈ⁃ＮＣ 组）。
使用 ＤＨ５α 大肠埃希菌感受态细胞进行重组质粒转

化，进行扩增后，将感受态细胞接种于 ＬＢ 琼脂培养

基（含 １００ μｇ ／ ｍｌ 氨苄青霉素），３７ ℃ 倒置培养

１６ ｈ。挑取单个抗性菌接种于 ＬＢ 液体培养基中，继
续培养扩增，通过质粒提取进行核酸测序鉴定。
１． ２． ６　 重组慢病毒包装及滴度测定　 转染前，更换

细胞培养基为无双抗完全培养基。 使用 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试剂盒将病毒辅助包装质粒（ｐＨｅｌｐ⁃
ｅｒ １ư ０ 及 ｐＨｅｌｐｅｒ ２ư ０）和 ＬＩＮＣ０１２２４ 的重组慢病毒

质粒共转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞，转染 ８ ～ １０ ｈ 后更换

为完全培养基。 继续培养 ４８ ｈ 后进行离心，所得上

清液使用 ０ư ４５ μｍ 滤器过滤，再高速离心（７５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ ）进行浓缩，０ư ２２ μｍ 过滤器过滤，即可得到

高滴度重组慢病毒浓缩液。 采用倍比稀释计数法进

行慢病毒滴度测定。
１． ２． ７ 　 慢病毒感染靶细胞及嘌呤霉素筛选 　 将

ＬｏＶｏ 及 ＳＷ６２０ 细胞浓度调整为 ７ × １０４ 个 ／ ｍｌ，接种

于 ２４ 孔板。 待细胞汇合度长至 ３０％ ～ ４０％ ，加入

重组慢病毒和终浓度为 ６ μｇ ／ ｍｌ 的聚凝胺，混匀后

常规培养 ８ ｈ，更换为不含聚凝胺的完全培养基。 培

养 ２４ ｈ 后，以含 ４ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素的完全培养基连

续筛选 ２ 周，获得抗性细胞克隆。
１． ２． ８　 单克隆稳定细胞株的建立　 具有嘌呤霉素

抗性的 ＬｏＶｏ 及 ＳＷ６２０ 细胞经胰酶消化后重悬，调
整细胞浓度为２ ０００ ～ ３ ０００个 ／ ｍｌ，每孔 １００ μｌ 接种

于 ９６ 孔板。 有限稀释法筛选出单个且表达 ＧＦＰ 的

细胞，随后进行扩大培养。
１． ２． ９ 　 ＭＴＳ 检测 　 取对数生长期的细胞消化后，
调整细胞浓度为每孔 １ × １０４ 个细胞，接种于 ９６ 孔

板。 分别培养 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ，每孔加入 １０ μｌ
ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ ９６ ＡＱ 单溶液细胞增殖检测试剂，在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ４ ｈ，然后置于酶标仪在 ４９０
ｎｍ 波长处读取吸光度值。
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图 １　 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌组织和细胞中高表达

　 　 Ａ：ＧＥＰＩＡ２ 分析 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌组织中的表达；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌细胞中的表达；１：ＨＣＯＥＰｉｃ 组；２：ＣＯＬＯ⁃
２０５ 组；３：ＤＬＤ⁃１ 组；４：ＨＣＴ⁃１１６ 组；５：ＨＴ⁃２９ 组；６：ＬｏＶｏ 组；７：ＲＫＯ 组；８：ＳＷ４８０ 组；９：ＳＷ６２０ 组；１０：Ｃａｃｏ２ 组；１１：ＴＨＣ⁃８３０７ 组；与癌旁组织比

较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＨＣＯＥＰｉｃ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１

１． ２． １０　 流式细胞术　 取对数生长期的细胞进行消

化重悬，每个样品收集 ５ × １０５ 个细胞，ＰＢＳ 洗涤 ３
次。 离心弃上清液收集沉淀细胞。 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＰＥ ／ ７⁃ＡＡＤ 凋亡流式检测试剂盒说明书进行细胞凋

亡检测，将收集的细胞重悬于结合缓冲液中，在细胞

悬液中加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＰＥ，室温避光孵育 ５
ｍｉｎ，随后加入 １０ μｌ ７⁃ＡＡＤ，１ ｈ 内使用流式细胞仪

检测细胞凋亡。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２１ư ０ 软件进行分析。
计量资料均以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较使用 ｔ 检验，以
Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。 实验均独立重复 ３
次。

２　 结果

２． １　 结直肠癌组织和细胞中 ＬＩＮＣ０１２２４ 的表达情

况　 应用 ＧＥＰＩＡ２ 数据库对 ＴＣＧＡ（Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅ⁃
ｎｏｍｅ Ａｔｌａｓ） 和 ＧＴＥｘ （ Ｔｈｅ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ）中结直肠癌组织的 ＬＩＮＣ０１２２４ ＲＮＡ 测序数据

进行了分析。 结果表明，ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌组

织中的表达（ ｎ ＝ ２７５） 高于正常结直肠组织（ ｎ ＝
３４９）（Ｐ ＜ ０ư ０５）（图 １Ａ）。 ｑＰＣＲ 结果显示，与正常

结直肠上皮细胞相比，ＬＩＮＣ０１２２４ 在 １０ 种结直肠癌

细胞（包括 ＬｏＶｏ、ＳＷ６２０、Ｃａｃｏ２、ＴＨＣ⁃８３０７、ＣＯＬＯ⁃
２０５、ＲＫＯ、ＤＬＤ⁃１、ＨＣＴ⁃１１６、ＳＷ４８０ 和 ＨＴ⁃２ 细胞）
中 ＨＣＯＥＰｉｃ 均呈高表达（ ｔ ＝ ８１ư ０１、７７ư ３４、４１ư ４６、
４７ư １４、４１ư ２０、４７ư ７３、９４ư ４３、１１２ư ５８、５６ư ８、１００ư ２４，Ｐ
＜ ０ư ０１） （图 １Ｂ）；其中以 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞其

ＬＩＮＣ０１２２４ 的表达上调最为显著。 因此，选择 ＬｏＶｏ

和 ＳＷ６２０ 细胞进行后续实验。
２． ２　 筛选最佳干扰的 ｓｉＲＮＡ 片段 　 ｑＰＣＲ 结果显

示，ｓｉＲＮＡ⁃１ 组、ｓｉＲＮＡ⁃２ 组和 ｓｉＲＮＡ⁃３ 组针对 ＬｏＶｏ
细胞的 ＬＩＮＣ０１２２４ ＲＮＡ 干扰效率分别为 ８％ 、７５％
和 ８６％ 。 与对照组比较，ｓｉＲＮＡ⁃２ 组和 ｓｉＲＮＡ⁃３ 组

ＬＩＮＣ０１２２４ 表达下调， 差异有统计学意义 （ ｔ ＝
１１３ư ００、１４８ư ９６，Ｐ ＜ ０ư ０１） （图 ２）。 其中，ｓｉＲＮＡ⁃３
组的 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达下调最为显著。 因此，选择

ｓｉＲＮＡ⁃３ 构建 ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体。

图 ２　 ｑＰＣＲ 检测 ３ 组 ｓｉＲＮＡ 的干扰效率

与 ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ３ 　 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 重组载体的鉴定 　 与

ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 目标序列相比，插入序列未发生

碱基插入、突变、缺失等情况，与目标序列完全一致

（图 ３），提示 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体构建成

功。
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图 ３　 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体测序结果

２． ４　 建立稳定靶向干扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的 ＬｏＶｏ
和 ＳＷ６２０ 结直肠癌细胞株 　 荧光显微镜下 ｓｈ⁃
ＬＩＮＣ０１２２４ 组与对照组（ ｓｈ⁃ＮＣ 组） ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０
细胞生长状况良好，均可稳定表达绿色荧光（图 ４）。
ｑＰＣＲ 结果表明，ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４ 组 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达

水平较对照组降低，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ８５ư ２１，
５２ư ３７， Ｐ ＜ ０ư ０１ ）， 即 成 功 构 建 稳 定 靶 向 下 调

ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 结直肠癌细胞

株。 见图 ５。
２． ５　 稳定靶向敲低 ＬＩＮＣ０１２２４ 对结直肠癌细胞增

殖、凋亡的影响 　 ＭＴＳ 结果显示，与对照组（ ｓｈ⁃ＮＣ
组）相比，靶向干扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达抑制 ＬｏＶｏ 和

ＳＷ６２０ 细胞增殖 （图 ６Ａ、Ｂ），差异有统计学意义

（ＬｏＶｏ：４８ ｈ，ｔ ＝ ９ư ２１，Ｐ ＜ ０ư ０１；７２ ｈ，ｔ ＝ ４５ư ８４，Ｐ ＜
０ư ０１；９６ ｈ， ｔ ＝ ４７ư ４２，Ｐ ＜ ０ư ０１； ＳＷ６２０：４８ ｈ， ｔ ＝
１５ư ２７，Ｐ ＜ ０ư ０１；７２ ｈ，ｔ ＝ １０ư ９８，Ｐ ＜ ０ư ０１；９６ ｈ，ｔ ＝
１３ư ２１，Ｐ ＜ ０ư ０１）；流式细胞术结果显示，在 ＬｏＶｏ 细

胞中，ｓｈ⁃ＮＣ 组细胞凋亡比例为（８ư ２２ ± ０ư ４１）％ ，低
于 ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０２１１４ 组细胞凋亡率（２４ư ６６ ± ０ư ９３）％ ；
在 ＳＷ６２０ 细胞中，ｓｈ⁃ＮＣ 组细胞凋亡比例为（６ư ３５
± ０ư ３４ ）％ ， 低 于 ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０２１１４ 组 细 胞 凋 亡 率

（２３ư ４２ ± ０ư ６３）％ （图 ６Ｃ、Ｄ），差异有统计学意义

（ＬｏＶｏ： ｔ ＝ ２８ư ０５，Ｐ ＜ ０ư ０１；ＳＷ６２０： ｔ ＝ ４１ư ５３，Ｐ ＜

０ư ０１）。

３　 讨论

　 　 ｌｎｃＲＮＡ 是控制基因并影响多种生物学进程的

重要表观遗传调控因子。 ｌｎｃＲＮＡ 能够在染色质水

平、转录水平和转录后水平等多个层面调控基因表

达，作用范围十分广泛［７］。 染色质水平的调控是最

早被鉴定的 ｌｎｃＲＮＡ 功能之一。 ｌｎｃＲＮＡ 可通过直

接募集 ＤＮＡ 甲基转移酶或其他复合物改变染色质

的结构并调节基因的表达水平［８ － １０］。 其次，ｌｎｃＲＮＡ
可干扰增强子和启动子的作用进而干扰转录进程，
如干扰蛋白质因子结合、调节关键凋亡基因转录

等［１１］。 ＬｎｃＲＮＡ 还可以通过识别互补序列，参与信

使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的转录后修饰，如充当竞争性内源

ＲＮＡ （ ｃｅＲＮＡ ） 等［１０，１２ － １３］。 研 究［２ － ６，１４］ 表 明，
ＬＩＮＣ０１２２４ 在多种肿瘤的发病机制中起重要作用，
可能 成 为 潜 在 的 肿 瘤 治 疗 靶 点。 在 肝 癌 中，
ＬＩＮＣ０１２２４ 可通过竞争性结合 ｍｉＲ⁃３３０⁃５ｐ 上调

ＣＨＥＫ１ 表达，从而促进肝癌发展［２］。 在卵巢癌中，
ＬＩＮＣ０１２２４ 可作为竞争性 ＲＮＡ 通过与 ｍｉＲ⁃４８５⁃５ｐ
结合，上调 ＰＡＫ４ 表达，促进癌细胞增殖、侵袭、迁移

和移植瘤生长，同时抑制细胞凋亡［３］。 在胃癌中，
ＬＩＮＣ０１２２４ 可 通 过 靶 向 吸 附 ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ 上 调

ＣＤＫ８ 表达，加速癌细胞的增殖、侵袭、迁移以及肿

瘤形 成， 并 抑 制 细 胞 凋 亡［４］。 在 口 腔 癌 中，
ＬＩＮＣ０１２２４ 可通过靶向调控 ｍｉＲ⁃１２５ｂ，促进癌细胞

增殖并抑制其凋亡［５］。 在肾癌中，ＬＩＮＣ０１２２４ 可通

过吸附 ｍｉＲ⁃５４２⁃３ｐ 上调 ＭＦＮ２ 表达，阻断 Ｒａｓ⁃Ｒａｆ１⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路，进而抑制癌细胞增殖和迁移［１４］。
在结直肠癌中，ＬＩＮＣ０１２２４ 可直接结合具有抑癌基

因活性的 ｍｉＲ⁃２４６７ 并下调 ｍｉＲ⁃２４６７ 表达，促进癌

细胞增殖、侵袭及移植瘤生长［６］。 但 ＬＩＮＣ０１２２４ 对

结直肠癌细胞凋亡的影响，迄今尚无文献报道。

图 ４　 荧光显微镜下观察稳定靶向干扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达的 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 结直肠癌细胞株　 × ２００
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图 ５　 ｑＰＣＲ 检测 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 稳定干扰细胞株中

ＬＩＮＣ０１２２４ 的表达水平

与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

　 　 该 研 究 通 过 ＧＥＰＩＡ２ 数 据 库 分 析 显 示

ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌组织中的表达高于正常结直

肠组织，其在 １０ 种结直肠癌细胞中也呈表达上调。

鉴于此，设计合成 ３ 组针对 ＬＩＮＣ０１２２４ 的 ｓｉＲＮＡ，随
后转染结直肠癌 ＬｏＶｏ 细胞并进行 ｑＰＣＲ 检测，由此

筛选出最有效的 ＬＩＮＣ０１２２４ 干扰片段 ｓｉＲＮＡ⁃３。 鉴

于 ｓｉＲＮＡ 在细胞内无法进行复制，随细胞的增殖和

分裂易被降解及稀释，其介导的基因沉默效应持续

时间短；而 ｓｈＲＮＡ 是一段具有紧密发夹环结构的

ＲＮＡ 序列，在细胞内可被剪切形成 ｓｉＲＮＡ，其所构

建的载体可在细胞内进行自主复制及转录，稳定性

更强，促使目的基因的沉默作用可维持时间更

长［１５］。 因此，选择 ｓｈＲＮＡ 来构建 ＬＩＮＣ０１２２４ 的干

扰载体。 该实验 ｓｈＲＮＡ 发夹结构的设计原则：①
克隆到 ｓｈＲＮＡ 表达载体中的 ｓｈＲＮＡ 包括两个短反

向重复序列，中间由一茎环（ｌｏｏｐ）序列分隔开，组成

发夹结构，由 ｐｏｌ Ⅲ启动子控制，随后再连接上 ５ ～ ６
个 Ｔ 作为 ＲＮＡ 聚合酶Ⅲ的转录终止子；② 两个互

补寡核苷酸两端须带有限制性酶切位点；③ 在启动

子下游的酶切位点下方紧连一个或两个Ｃ，使插入片

图 ６　 下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达抑制结直肠癌细胞增殖、诱导细胞凋亡

　 　 Ａ、Ｂ：ＭＴＳ 法检测稳定下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达对 ＬｏＶｏ、ＳＷ６２０ 细胞增殖的影响；Ｃ、Ｄ：流式细胞术检测稳定下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达对 ＬｏＶｏ 及

ＳＷ６２０ 细胞凋亡的影响；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１
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段和启动子有一定空间间隔确保转录发生；④ 目的

序列的第 １ 个碱基为 Ｇ 以确保 ＲＮＡ 聚合酶转录，或
者紧连正义链的上游为 Ｇ；⑤ 插入片段中的茎环位

置靠近寡核苷酸的中央；⑥ 正义链与反义链序列上

不能出现连续 ３ 个以上的 Ｔ。 根据以上原则，利用

ｓｉＲＮＡ⁃３ 来设计合成针对 ＬＩＮＣ０１２２４ 的 ｓｈＲＮＡ。 与

质粒和其他的病毒载体相比，慢病毒基因转移效率

高，可感染非分裂期与分裂期细胞，免疫原性和细胞

毒性低，表达产物稳定且持续时间长，为携带目的基

因干扰序列的理想载体［１６ － １７］。 因此，以慢病毒为载

体来携带 ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ。 通过重组病毒包装、
靶细胞感染、嘌呤霉素处理及有限稀释法筛选，获得

了稳定下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 的单克隆细胞株，ｑＰＣＲ 实验

结果显示， ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞 ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４ 组

ＬＩＮＣ０１２２４ 表达水平较对照组分别降低 ８０％和 ８１％，
荧光显微镜下 ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４ 组与对照组（ｓｈ⁃ＮＣ 组）
ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞均可稳定表达绿色荧光。 ＭＴＳ
实验结果表明，从 ４８ ｈ 开始，靶向干扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 表

达可抑制结直肠癌 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞增殖。 流式

细胞术结果显示，稳定下调 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达也可诱导

ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 细胞凋亡。
　 　 综上所述，该研究通过重组慢病毒包装 ｓｈＲ⁃
ＮＡ、靶细胞感染、嘌呤霉素及有限稀释法筛选细胞

等方法，成功建立了稳定靶向干扰 ＬＩＮＣ０１２２４ 表达

的 ＬｏＶｏ 和 ＳＷ６２０ 结直肠癌细胞株，并初步探讨了

ＬＩＮＣ０１２２４ 对结直肠癌的增殖及凋亡的影响，为后

续进一步研究 ＬＩＮＣ０１２２４ 在结直肠癌凋亡中的作

用机制奠定了基础。

参考文献

［１］ 　 中华人民共和国国家卫生健康委员会． 中国结直肠癌诊疗规

范（２０２０ 年版）［Ｊ］ ． 中华外科杂志， ２０２０， ５８ （８）： ５６１ － ８５．
［２］ 　 Ｇｏｎｇ Ｄ， Ｆｅｎｇ Ｐ， Ｋｅ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ

ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ⁃３３０⁃５ｐ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＨＥＫ１［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕ⁃
ｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ， ２０２０， １９： ４８２ － ９７．

［３］ 　 Ｘｉｎｇ Ｓ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｊ． ＬＩＮＣ０１２２４ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃４８５⁃５ｐ⁃ｍｅ⁃

ｄｉａｔｅｄ ＰＡＫ４ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏ Ｔａｒｇｅｔｓ Ｔｈｅｒ， ２０２０， １３：
５６４３ － ５５．

［４］ 　 Ｓｕｎ Ｈ， Ｙａｎ Ｊ， Ｔｉａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＬＩＮＣ０１２２４ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ｍｉＲ⁃１９３ａ⁃５ｐ ／ ＣＤＫ８ ａｘｉｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｍｅｄ， ２０２１， １０（４）： １３７７ － ９３．

［５］ 　 马立亚， 王东旭， 庞真贞． ＬＩＮＣ０１２２４ 靶向 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对口腔

鳞癌细胞增殖及凋亡的影响［ Ｊ］ ． 临床检验杂志， ２０２０， ３８
（９）： ６７０ － ５．

［６］ 　 Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｚｈａｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＬＩＮＣ０１２２４ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ⁃２４６７ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｍａｎａｇ
Ｒｅｓ， ２０２１， １３： ７３３ － ４２．

［７］ 　 Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ａ， Ｐａｓｕｔ Ａ， Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ｍＴＯＲＣ１ ａｎｄ ｍｕｓ⁃
ｃｌｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｒｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＬＩＮＣ００９６１⁃ｅｎｃｏｄｅｄ ＳＰＡＲ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１７， ５４１（７６３６）： ２２８ － ３２．

［８］ 　 Ｍｏｈａｍｍａｄ Ｆ， Ｍｏｎｄａｌ Ｔ， Ｇｕｓｅｖａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｋｃｎｑ１ｏｔ１ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
Ｄｎｍｔ１［Ｊ］ ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ２０１０， １３７（１５）： ２４９３ － ９．

［９］ 　 Ａｒａｂ Ｋ， Ｐａｒｋ Ｙ Ｊ， Ｌｉｎｄｒｏｔｈ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ＴＡＲＩＤ ｄｉｒｅｃｔｓ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓ⁃
ｓｏｒ ＴＣＦ２１ ｖｉａ ＧＡＤＤ４５Ａ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ， ２０１４， ５５（４）： ６０４ －
１４．

［１０］ Ｓｉｕ Ａ Ｌ， Ｕ． Ｓ． Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｓｅｒｖｉｃｅｓ Ｔａｓｋ Ｆｏｒｃｅ． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ： Ｕ． Ｓ． ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ｔａｓｋ ｆｏｒｃｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎ
ｓｔａｔｅｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｉｎｔｅｒｎ Ｍｅｄ， ２０１６， １６４（４）： ２７９ － ９６．

［１１］ Ｒｏｓｓｉ Ｍ Ｎ， Ａｎｔｏｎａｎｇｅｌｉ Ｆ． ＬｎｃＲＮＡｓ： ｎｅｗ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１４， ２０１４： ４７３８５７．

［１２］ Ｏｇａｗａ Ｙ， Ｓｕｎ Ｂ Ｋ， Ｌｅｅ Ｊ Ｔ． Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｘ⁃ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００８， ３２０ （５８８１ ）：
１３３６ － ４１．

［１３］ Ｚｈａｎｇ Ｅ， Ｈｅ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ＨＯＸＣ⁃ＡＳ３ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ
ＹＢＸ１［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌ， ２０１８， １９（１）： １５４．

［１４］ 沈　 旭， 朱　 文， 王　 广， 等． 长链非编码 ＲＮＡ ＬＩＮＣ０１２２４ 对

肾癌细胞增殖和转移影响机制探讨［ Ｊ］中华肿瘤防治杂志，
２０２０， ２７（１）： ４１ － ６．

［１５］ 李　 晋， 覃　 纲． 短发夹 ＲＮＡ 及其在头颈肿瘤研究中的应用

［Ｊ］ ． 医学综述， ２０１３， １９（７）：１２０７ － １０．
［１６］ 李　 妍， 杜红延，李红卫． 慢病毒载体及其在 ＲＮＡ 干扰技术

中的应用与发展［Ｊ］ ． 分子诊断与治疗杂志， ２０１３， ５（１）： ５５
－ ６０．

［１７］ 符伟玉，林小聪，陈小谊，等． ＬｎｃＲＮＡ ＢＣ００２８１１ 慢病毒载体构

建及对胃癌细胞增殖的影响［Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，２０２０，５５
（１）：４６ － ５０．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｔａｂｌｅ ｔａｒｇｅｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ＬＩＮＣ０１２２４ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｌｉ Ｇｕｏｄａｎ，Ｙａｎｇ Ｑｉｎ，Ｌｉ Ｑｉｕｙａｎ，Ｃｈｅｎ Ｘｉａｏｙｉ，Ｆｕ Ｗｅｉｙｕ，Ｌａｎ Ｌｉｕｂｏ，Ｌｉｎ Ｘｉａｏｃｏｎｇ
（ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈａｎｊｉａｎｇ　 ５２４０２３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ＬｏＶｏ ａｎｄ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｔｈａｔ ｓｔａｂｌｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

·３１９·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊｕｎ；５７（６）



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ＧＥＰＩＡ２ ｄａｔａｂａｓｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅｓ； ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｎ １０ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｒｅｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｉＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ＬｏＶｏ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐａｃｋａｇｅｄ ｉｎ ＨＥＫ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＬｏＶｏ ａｎｄ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌｓ． Ａｆｔｅｒ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ， ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｓｔａｂｌｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅ ｗｉｔｈ ＬＩＮＣ０１２２４
ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． ＭＴＳ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｓ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒ⁃
ｍａｌ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ １０ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｌｓｏ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＣＯＥＰｉｃ． Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｉＲＮＡ⁃３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｎ ＬｏＶｏ ｃｅｌｌｓ
ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｓｉＲＮＡ⁃１ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ⁃２． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｓｉＲＮＡ⁃３ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ＬＩＮＣ０１２２４ ｓｈＲＮＡ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｎ ｔｈｅ ＬｏＶｏ ａｎｄ ＳＷ６２０ ｃｅｌｌｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＬＩＮＣ０１２２４ ｇｒｏｕｐ （ｓｈ⁃ＬＩＮＣ０１２２４ ｇｒｏｕｐ） ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０ư ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｌｏｗｅｄ ｄｏｗｎ （Ｐ ＜ ０ư ０１）， ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ư ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｓｈＲＮＡ
ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｔａｂｌｙ ｉｎｆｅｃｔ ＬｏＶｏ ａｎｄ ＳＷ６２０
ｃｅｌｌｓ， ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＮＣ０１２２４ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ；ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

网络出版时间：２０２２ － ０５ － ２８ １４：４８　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２２０５２６． １０１７． ０１３． ｈｔｍｌ

ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ 和 Ｒａｂ１０ 在弥漫大 Ｂ 细胞
淋巴瘤中的表达和临床意义

蔡青照，艾丽梅

摘要　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ 和 Ｒａｂ１０ 对弥漫大 Ｂ 细胞淋

巴瘤（ＤＬＢＣＬ）的影响。 方法　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染 ｍｉＲ⁃４０９⁃
３ｐ 模拟物 （ ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ）、无关序列模拟物 （ ｍｉｍｉｃ
ＮＣ）、ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ 抑制物（ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、无关序列抑

制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ）和空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ 组）后 ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ
的表达水平，使用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ ７ư ２ 和 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测数据

库（ｍｉＲＤＢ）预测 ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ 的下游靶基因，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 Ｒａｂ ＧＴＰ 酶 １０（Ｒａｂ１０）的表达，细胞计数试剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃
８）和流式细胞仪用来检测细胞增殖和凋亡，然后使用免疫组

化（ＩＨＣ）检测石蜡包埋组织中 Ｒａｂ１０ 的表达水平并进一步

分析 Ｒａｂ１０ 与 ＤＬＢＣＬ 患者临床特征的关系。 结果 　 ｍｉＲ⁃
４０９⁃３ｐ 可以促进细胞凋亡，抑制细胞增殖；过表达 ｍｉＲ⁃４０９⁃
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３ｐ 后 Ｒａｂ１０ 的表达增加；Ｒａｂ１０ 在 ＤＬＢＣＬ 组织中的表达水

平高于淋巴结反应性增生（ＲＨＬ）组织，高水平乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）、高水平 β２ 微球蛋白（β２⁃ＭＧ）和淋巴瘤国际预后评

分（ＩＰＩ）高的患者 Ｒａｂ１０ 的表达相对较高。 结论　 ｍｉＲ⁃４０９⁃
３ｐ 可以促进细胞凋亡及 Ｒａｂ１０ 的表达，Ｒａｂ１０ 与患者的不良

预后有关。
关键词　 ＤＬＢＣＬ；ｍｉＲ⁃４０９⁃３ｐ；Ｒａｂ１０；增殖；凋亡；不良预后
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　 　 弥漫大 Ｂ 细胞淋巴瘤（ｄｉｆｆｕｓｅ ｌａｒｇｅ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍ⁃
ｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）是一种形态上中等至大的 Ｂ 细胞淋

巴瘤，约占全球新诊断淋巴瘤的 １ ／ ３，是非霍奇金淋

巴瘤（ ｎｏｎ⁃Ｈｏｄｇｋｉｎ ｌｙｍｐｈｏｍａ，ＮＨＬ）中最常见的类

型［１］。 ｍｉＲＮＡ 是一种长链非编码 ＲＮＡ，通过与下游

基因的 ３′⁃ＵＴＲ 结合抑制转录后的翻译［２］。 研究表

明 ｍｉＲＮＡ 已经成为癌症进展中的重要参与者，可以
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