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长链非编码RNA
 

PTENP1在非小细胞肺癌中的
表达及对增殖和迁移的影响

李 磊,周 密,许 俊,倪正义△

(武汉市金银潭医院胸外科 430023)

  [摘要] 目的 研究非小细胞肺癌(NSCLC)细胞系和正常肺上皮细胞系中长链非编码RNA
 

PTENP1(Ln-
cRNA

 

PTENP1)的表 达,探 讨 过 表 达 LncRNA
 

PTENP1对 NSCLC细 胞 增 殖 和 迁 移 的 影 响 并 阐 述 其 机 制。
方法 采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)技术检测NSCLC细胞系A549、H1299、H1650、HCC827和正常肺上皮

细胞系BEAS-2B中LncRNA
 

PTENP1的表达。NSCLC细胞系 H1299分别转染LncRNA
 

PTENP1过表达质粒

(PTENP1组)、阴性对照质粒(Vector组)及空白质粒(Blank组),CCK-8法和细胞划痕实验分别测定细胞增殖和迁

移能力,Western
 

blot检测PTEN和SOCS6蛋白的表达。结果 NSCLC细胞系A549、H1299、H1650、HCC827中

LncRNA
 

PTENP1的相对表达水平明显低于人正常肺上皮细胞系BEAS-2B(P<0.05)。在细胞铺板后0、24、48
 

h,
PTENP1组与Vector组450

 

nm处吸光度值(A450 值)无明显差异(P>0.05);72、96
 

h,PTENP1组A450 值明显低

于Vector组(P<0.05)。PTENP1组划痕愈合率为(29.5±2.6)%,Vector组为(53.4±4.8)%,Blank组为(52.7±
5.3)%,PTENP1组划痕愈合率明显低于 Vector组(P<0.01),Vector组与Blank组无明显差异(P>0.05)。
PTENP1组PTEN、SOCS6蛋白相对表达水平高于Vector组(P<0.01),Blank组与Vector组无明显差异(P>
0.05)。结论 LncRNA

 

PTENP1在NSCLC细胞系中低表达,过表达LncRNA
 

PTENP1可抑制NSCLC增殖和迁

移,其机制可能与PTEN、SOCS6蛋白上调有关。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

expression
 

of
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

PTENP1
 

(LncRNA
 

PTENP1)
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

cell
 

lines
 

and
 

normal
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

lines,and
 

to
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

over-ex-
pression

 

of
 

LncRNA
 

PTENP1
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

NSCLC
 

cells
 

and
 

elucidate
 

its
 

mechanism.
Methods The

 

expression
 

of
 

LncRNA
 

PTENP1
 

in
 

NSCLC
 

cell
 

lines
 

A549,H1299,H1650,HCC827
 

and
 

normal
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).LncRNA
 

PTENP1
 

over-
expression

 

plasmid
 

(the
 

PTENP1
 

group),negative
 

control
 

plasmid
 

(the
 

vector
 

group)
 

and
 

blank
 

plasmid
 

(the
 

blank
 

group)
 

were
 

transfected
 

into
 

NSCLC
 

cell
 

line
 

H1299.Cell
 

proliferation
 

and
 

migration
 

were
 

measured
 

by
 

CCK-8
 

meth-
od

 

and
 

cell
 

scratch
 

test.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

PTEN
 

and
 

SOCS6
 

protein.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

LncRNA
 

PTENP1
 

in
 

NSCLC
 

cell
 

lines
 

A549,H1299,H1650
 

and
 

HCC827
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

human
 

normal
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

lines
 

BEAS-2B
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

value
 

of
 

absorbance
 

at
 

450
 

nm
 

(A450)
 

between
 

the
 

PTENP1
 

group
 

and
 

the
 

vector
 

group
 

at
 

0,24
 

and
 

48
 

h
 

after
 

cell
 

placement
 

(P>0.05);while,the
 

of
 

A450
 

in
 

the
 

PTENP1
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

vector
 

group
 

at
 

72
 

and
 

96
 

h
 

after
 

cell
 

placement
 

(P<0.05).The
 

healing
 

rate
 

of
 

scratches
 

in
 

the
 

PTENP1
 

group
 

was
 

(29.5±
2.6)%,(53.4±4.8)%

 

in
 

the
 

vector
 

group,and
 

(52.7±5.3)%
 

in
 

the
 

blank
 

group.The
 

healing
 

rate
 

of
 

scratches
 

in
 

the
 

PTENP1
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

vector
 

group
 

(P<0.01),while
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

was
 

found
 

between
 

the
 

vector
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

(P>0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PTEN
 

and
 

SOCS6
 

proteins
 

in
 

the
 

PTENP1
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

vector
 

group
 

(P<0.05),while
 

no
 

statistically

5622重庆医学2020年7月第49卷第14期



significant
 

difference
 

was
 

found
 

between
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

vector
 

group
 

(P>0.05).Conclusion Ln-
cRNA

 

PTENP1
 

is
 

under-expressed
 

in
 

NSCLC
 

cell
 

lines.Overexpression
 

of
 

LncRNA
 

PTENP1
 

can
 

inhibit
 

the
 

prolifer-
ation

 

and
 

migration
 

of
 

NSCLC
 

cells,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

up-regulation
 

of
 

PTEN
 

and
 

SOCS6
 

proteins.
[Key

 

words] carcinoma,non-small-cell
 

lung;long-chain
 

non-coding
 

RNA;PTENP1;cell
 

proliferation;
cell

 

migration;PTEN;SOCS6

  肺癌约占所有肿瘤的12.4%[1]。手术结合放化

疗仍是非小细胞肺癌(non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,
NSCLC)的主要治疗方法,但由于确诊时多数患者已

进入进 展 期,因 此 治 疗 效 果 不 佳[1]。长 链 非 编 码

RNA(long
 

non-coding
 

RNA,LncRNA)在调控基因

表达和细胞功能上引起人们广泛关注,可调控细胞周

期、调 亡、分 化 等 多 种 生 物 学 过 程[2]。LncRNA
 

PTENP1在胃癌[3]、神经胶质瘤[4]、乳腺癌[5]、黑色素

瘤[6]、肝癌[7]等肿瘤中异常表达,且与肿瘤恶性特征相

关。但是,目 前 少 见 文 献 报 道 NSCLC中 LncRNA
 

PTENP1的表达及功能。本研究选取体外NSCLC细

胞系,探索LncRNA
 

PTENP1的表达及生物学功能,阐
明可能的机制。
1 材料与方法

1.1 材料

人正常肺上皮细胞系BEAS-2B及NSCLC细胞系

A549、H1299、H1650、HCC827均购自美国ATCC细胞

库,PTEN、细胞因子信号抑制物6(SOCS6)及GAPDH
一抗购自美国Cell

 

Signaling公司,羊抗兔二抗购自美

国Invitrogen公司,LipofectamineTM
 

3000
 

Transfection
 

Reagent购 自 美 国 Thermo
 

Fisher 公 司;LncRNA
 

PTENP1过表达质粒、阴性对照质粒及空白质粒,Ln-
cRNA-GAS5

 

引物及GAPDH引物均由广州锐博生物

科技有限公司设计合成。
1.2 方法

1.2.1 细胞分组

将H1299细胞系接种于6孔板中,待融合度达到

50%,分 成 3 组:LncRNA
 

PTENP1 过 表 达 组

(PTENP1组)、阴性对照组(Vector组)、空白对照组

(Blank组),采用LipofectamineTM
 

3000分别转染Ln-
cRNA

 

PTENP1过表达质粒、阴性对照质粒及空白质粒。
1.2.2 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)

LncRNA
 

PTENP1上游引物:5'-AAA
 

GGT
 

GGG
 

AGG
 

TGG
 

GAG
 

GA-3',下游引物:5'-CAC
 

ACA
 

AGG
 

GAG
 

TGC
 

AGA
 

GG-3';GAPDH 上 游 引 物:5'-GAA
 

GAT
 

GGT
 

GAT
 

GGG
 

ATT
 

TC-3',下游引物:5'-GAA
 

GGT
 

GAA
 

GGT
 

CGG
 

AGT-3'。合成cDNA采用反转

录法,内参为GAPDH,反应条件:95
 

℃预变性30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

20
 

s,共35个循环。测定PTENP1组、
Vector组及Blank组样品的循环阈值,定量采用2-ΔΔCt

法,计算LncRNA
 

PTENP1的相对表达水平。
1.2.3 细胞增殖能力测定

采用 CCK-8法测定 PTENP1组、Vector组及

Blank组3组细胞增殖能力,按标准方法将PTENP1

组、Vector组及Blank组细胞上样,并每孔加入CCK-
8

 

20
 

μL,于培养0、24、48、72、96
 

h在波长450
 

nm下,
用酶标分析仪测定每组的吸光度值(A450 值)。
1.2.4 细胞迁移能力测定

按细胞划痕实验步骤测定细胞迁移:将PTENP1
组、Vector组及Blank组3组细胞在无菌孔板培养至

融合度为100%时,划痕,并于培养后24
 

h计算愈合

面积,划痕愈合率的计算公式:划痕愈合率=(划痕后

即刻的划痕面积-划痕后24
 

h的划痕面积)/划痕后

即刻的划痕面积×100%。
1.2.5 Western

 

blot
裂解变性PTENP1组、Vector组及Blank组细

胞,裂解提取细胞总蛋白及蛋白定量上样后,采用半

干法转膜,实验条件:浓缩胶80
 

V
 

60
 

min,分离胶

100
 

V
 

90
 

min。PTEN、SOCS6及GAPDH一抗浓度

采用1∶300,二抗羊抗兔采用1∶800,电化学发光法

(ECL)发光液显影后使用胶片曝光,扫描仪导入胶片

图片后使用Image
 

J软件分析灰度值,实验重复3次。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行统计分析,以x±s
表示计量资料,3组间比较采用方差分析,组间两两比

较采用LSD-t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 LncRNA
 

PTENP1在NSCLC细胞系中高表达

qRT-PCR 检 测 NSCLC 细 胞 系 中 LncRNA
 

PTENP1的相对表达水平,在 NSCLC细胞系 A549、
H1299、H1650、HCC827 中 相 对 表 达 水 平 分 别 为

0.35±0.04、0.23±0.02、0.46±0.04、0.58±0.05,
人正常肺上皮细胞系BEAS-2B

 

的LncRNA
 

PTENP1
相对表达水平为1.04±0.05,NSCLC细胞系 A549、
H1299、H1650、HCC827中 LncRNA

 

PTENP1的相

对表达水平明显低于人正常肺上皮细胞系BEAS-2B
(P<0.05),见图1。

  a:P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001,与BEAS-2B比较。

图1  LncRNA
 

PTENP1在NSCLC及正常

肺上皮细胞系中的表达
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2.2 LncRNA
 

PTENP1过表达抑制细胞系 H1299
细胞增殖

转染24
 

h后,qRT-PCR检测LncRNA
 

PTENP1
的表达水平,PTENP1组LncRNA

 

PTENP1相对表

达水平为8.42±0.57,Blank组为1.02±0.06,Vec-
tor组为0.96±0.07,PTENP1组LncRNA

 

PTENP1
相对表达水平明显高于Vector组(P<0.001);Blank
组与Vector组LncRNA

 

PTENP1相对表达水平无明

显差异(P>0.05),见图2A,提示转染成功,可行下一

步实验。CCK-8实验显示:在细胞铺板后0、24、48、
72及96

 

h,PTENP1组与 Vector组 A450 值比较:
0.28±0.03

 

vs.
 

0.26±0.03(P>0.05)、0.36±0.03
 

vs.
 

0.44±0.03(P>0.05)、0.49±0.05
 

vs.
 

0.64±
0.06(P>0.05)、0.67±0.06

 

vs.
 

0.95±0.07(P<
0.05)、0.88±0.08

 

vs.
 

1.39±0.11(P<0.01)。
 

Blank组对应时间点的 A450 值依次为0.29±0.02、
0.46±0.03、0.67±0.05、0.97±0.07、1.45±0.10,
与Vector组比较,差异均无统计学意义(P>0.05),
见图2B。
2.3 LncRNA

 

PTENP1过表达抑制细胞系 H1299
迁移

细胞划痕实验显示:PTENP1组划痕愈合率为

(29.5±2.6)%,Vector组为(53.4±4.8)%,Blank
组为(52.7±5.3)%,PTENP1组划痕愈合率明显低

于Vector组(P<0.01),Vector组与Blank组比较,
差异无统计学意义(P>0.05),见图3。
2.4 3组PTEN和SOCS6蛋白表达的比较

Western
 

blot显示:PTENP1组PTEN蛋白相对

表达水平为2.27±0.14,Vector组为1.03±0.06,
Blank组为1.04±0.08,PTENP1组PTEN蛋白相对

表达水平明显高于Vector组(P<0.01),Blank组与

Vector组 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义(P >0.05);
PTENP1组 SOCS6蛋 白 相 对 表 达 水 平 为2.62±
0.25,Vector组为1.05±0.03,Blank组为1.06±
0.05,PTENP1组SOCS6蛋白相对表达水平明显高

于Vector组(P<0.01),Blank组与Vector组比较,
差异无统计学意义(P>0.05),见图4。

  A:3组转染效率比较;B:3组细胞增殖曲线比较;aP<0.05,b:P<

0.01,与Vector组相应时间点比较,c:P<0.001,与Vector组比较。

图2  LncRNA
 

PTENP1过表达抑制细胞系 H1299细胞

增殖
 

  A:3组细胞划痕实验比较;B:3组细胞划痕愈合率比较;a:P<0.01,与Vector组比较。

图3  LncRNA
 

PTENP1过表达抑制细胞系 H1299迁移

  A:Western
 

blot显示3组
 

PTEN和SOCS6蛋白表达;B:3组PTEN蛋白相对表达水平比较柱状图;C:3组SOCS6蛋白相对表达水平比较柱

状图;a:P<0.01,与Vector组比较。

图4  3组PTEN和SOCS6蛋白表达水平比较
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3 讨  论

  全球肺癌的发病率都居高不下,约占所有肿瘤的

12.4%[1]。近年来,多种分子标志物被发现与肺癌的

发生、发展密切相关,如LncRNA、微RNA(miRNA)
等。LncRNA虽没有编码蛋白质的功能,但在基因表

达调控上有重要的功能,如转录水平调控、染色体沉

默及修饰等。LncRNA
 

PTENP1是与多种肿瘤恶性

生物 学 行 为 相 关 的 LncRNA 分 子[8]。在 肝 癌 中,

CHEN等[7]发现LncRNA
 

PTENP1在肝癌细胞株中

表达下调,过表达LncRNA
 

PTENP1可诱导PTEN
上调,抑制细胞增殖、迁移、侵袭,促进细胞自噬和凋

亡。YU等[9]报道,LncRNA
 

PTENP1因甲基化而在

肾细胞癌中下调表达,其高表达可抑制细胞生长、转
移。此外,LncRNA

 

PTENP1也被报道在黑色素瘤及

白血 病 中 表 达 下 调[6,10]。本 研 究 发 现,LncRNA
 

PTENP1在NSCLC细胞系中下调表达,这与肝癌[7]、
肾癌[9]及黑色素瘤[6]中的结果一致。

本研究 CCK-8实 验 显 示,在 细 胞 铺 板 后24、

48
 

h,PTENP1组和阴性对照组(Vector组)在细胞增

殖方面无明显差异,但在72、96
 

h时,PTENP1组细

胞增殖水平明显低于 Vector组。细胞划痕实验显

示,PTENP1组细胞划痕愈合率明显低于Vector组,
提示LncRNA

 

PTENP1可抑制 NSCLC细胞增殖和

迁移。

LncRNA
 

PTENP1也被认为是肿瘤抑制因子

PTEN的假基因[8]。PTEN编码一种具有蛋白酪氨

酸磷酸酶结构域的细胞质蛋白[11]。越来越多的证据

表明,PTEN与多种恶性肿瘤密切关联,在肺癌[12]、神
经胶质瘤[4]、黑色素瘤[6]等肿瘤细胞中突变或缺失。

PTEN可通过抑制磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B/
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(PI3K/AKT/mTOR)信号

通路调控细胞增殖、细胞生长、能量代谢等多种细胞

生物学过程[13]。此外,PTEN在保持染色体完整性和

细胞周期进程中也起着重要作用[14]。有研究指出,微
RNA-21(miR-21)通过抑制PTEN,从而促进NSCLC
细胞生长和侵袭[15]。更重要的是,GUO等[16]在胃癌

中证实PTEN介导LncRNA
 

PTENP1抑制胃癌发展

进程。本研究发现,PTENP1组 PTEN 表达上调,

LncRNA
 

PTENP1抑制 NSCLC细胞增殖和迁移的

机制可能与PTEN蛋白表达上调,进而抑制PI3K/

AKT/mTOR等信号通路有关。研究发现,启动子甲

基化、mRNA前体的选择性剪切、转录后修饰等机制

可能是PTEN在肿瘤中功能失活的重要原因[12]。当

然,LncRNA
 

PTENP1调控PTEN的具体作用机制

还有待进一步研究。
另有文献报道,LncRNA

 

PTENP1与食管鳞状细

胞癌预后有关,可通过调控SOCS6表达进而抑制肿

瘤细胞生长[17]。为此,本研究鉴定了PTENP1组和

Vector组中SOCS6蛋白的表达差异,发现LncRNA
 

PTENP1正调控SOCS6蛋白表达。SOCS6被发现

在许多组织中广泛表达,且低表达于肺癌、结肠癌、胰
腺癌等肿瘤类型[18]。LAI等[19]指出,SOCS6在胃癌

中表达下调,其过表达抑制肿瘤细胞生长和克隆形

成。SRIRAM等[20]证实低 mRNA水平的SOCS6与

肺癌转移复发有关。作者推测,本研究中SOCS6在

PTENP1组的高表达状态对细胞增殖、迁移有一定的

阻碍作用。
综上所述,LncRNA

 

PTENP1在NSCLC细胞系

中呈低表达。LncRNA
 

PTENP1过表达抑制NSCLC
细胞 增 殖 和 迁 移,其 机 制 可 能 与 调 控 PTEN 和

SOCS6表达有关。这可能为肺癌早期诊断、预后评

估、开发新的治疗手段提供一定的实验基础。
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