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长链非编码RNA
 

LINC00520调控IGF2BP1介导肺腺癌细胞
对紫杉醇化疗耐药的影响*

刘海君,赵俊刚△

(中国医科大学附属盛京医院胸外科,沈阳
 

110004)

  [摘要] 目的 观察长链非编码RNA
 

LINC00520对肺腺癌(LUAD)增殖、凋亡和对紫杉醇化疗耐药的影

响,并探讨其机制。方法 实时荧光聚合酶链反应(RT-PCR)检测人支气管上皮细胞株(BEAS-2B)和LUAD
细胞中LINC00520的表达水平;生物信息学分析获取LINC00520相关结合蛋白;在LUAD中抑制LINC00520
表达后,RT-PCR、Western

 

blot检测胰岛素样生长因子Ⅱ
 

mRNA结合蛋白1(IGF2BP1)的表达水平;在LU-
AD细胞中抑制LINC00520后,再过表达IGF2BP1,应用CCK-8和Annexin

 

V/PI双染评估细胞增殖和凋亡,
以及对紫杉醇治疗的影响。结果 与BEAS-2B相比,LUAD细胞中LINC00520的表达水平明显升高(P<
0.05);IGF2BP1是LINC00520潜在的结合蛋白;抑制LINC00520表达后LUAD细胞中IGF2BP1的表达下

调;LUAD细胞敲降LINC00520后,细胞增殖减少、凋亡增多,紫杉醇化疗敏感性增加(P<0.05),而过表达

IGF2BP1后上述表现明显恢复(P<0.05)。结论 LINC00520可通过上调IGF2BP1的表达促进LUAD细胞

紫杉醇化疗耐药。
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mediates
 

drug
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of
 

lung
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cells
 

to
 

paclitaxel
 

chemotherapy
 

by
 

regulating
 

IGF2BP1*
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

LINC00520
 

on
 

the
 

proliferation,
apoptosis

 

and
 

paclitaxel
 

chemotherapy
 

resistance
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

(LUAD),and
 

to
 

investigate
 

its
 

mechanism.Methods The
 

expression
 

of
 

LINC00520
 

in
 

bronchial
 

epithelial
 

cell
 

line(BEAS-2B)
 

and
 

LUAD
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-PCR);the
 

bioinformatics
 

analysis
 

was
 

per-
formed

 

to
 

obtain
 

the
 

LINC00520
 

associated
 

binding
 

protein;the
 

expression
 

level
 

of
 

IGF2BP1
 

after
 

inhibiting
 

LINC00520
 

expression
 

in
 

LUAD
 

cells
 

was
 

examined
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

Western-blot;the
 

cellular
 

proliferation,
apoptosis

 

and
 

effect
 

on
 

paclitaxel
 

treatment
 

after
 

inhibiting
 

LINC00520
 

and
 

overexpressing
 

IGF2BP1
 

were
 

ex-
amined

 

by
 

CCK-8
 

and
 

Annexin
 

V/PI
 

double
 

staining.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

LINC00520
 

in
 

LUAD
 

cells
 

was
 

significantly
 

increased
 

as
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

BEAS-2B
 

cells
 

(P<0.05).IGF2BP1
 

was
 

a
 

poten-
tial

 

binding
 

protein
 

of
 

LINC00520.After
 

inhibiting
 

LINC00520
 

expression,the
 

IGF2BP1
 

expression
 

in
 

LUAD
 

cells;after
 

LUAD
 

cells
 

knocking
 

down
 

LINC00520,the
 

cellular
 

proliferation
 

was
 

decreased,apoptosis
 

was
 

en-
hanced

 

and
 

the
 

paclitaxel
 

chemotherapy
 

was
 

sensitive
 

(P<0.05),while
 

overexpressing
 

IGF2BP1,the
 

above
 

phenotype
 

was
 

significantly
 

recovered
 

(P<0.05).Conclusion LINC00520
 

promotes
 

the
 

paclitaxel
 

chemo-
therapy

 

resistance
 

of
 

LUAD
 

cells
 

by
 

upregulating
 

the
 

expression
 

of
 

IGF2BP1.
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  肺癌是最常见且恶性程度高的呼吸系统恶性肿

瘤,每年在世界各地造成大量人员死亡[1]。肺腺癌

(LUAD)是非小细胞肺癌(NSCLC)的主要类型[2]。
近几十年来,虽然通过药物治疗,如紫杉醇、多西紫杉

醇、吉西他滨等,部分提高了LUAD患者的生存率,
但由于肿瘤侵袭转移和化疗耐药,LUAD患者的5年

生存率仍不容乐观[3]。因此,探索LUAD的耐药机

制,阐明关键调控靶点之间的相互作用,开发有效的

治疗方法,寻找改善和逆转肿瘤耐药的重要途径,是
人们面临的严峻挑战。

长链非编码 RNA(lncRNAs)是一簇长度超过

200个 核 苷 酸,且 不 具 备 编 码 蛋 白 能 力 的 非 编 码

RNA。因其可在表观遗传、转录、转录后等维度对基

因表达进行调控,近10年来备受关注[4]。此外,异常

表达的lncRNA通常在调控包括LUAD在内的恶性

肿瘤中发挥关键作用:lncRNA
 

XIST调节结直肠癌

细胞 上 皮-间 质 转 化,促 进 侵 袭 转 移[5];LncRNA
 

CRNDE/PRC2通过调控p21的表达参与LUAD的

放疗耐药[6];lncRNA
 

SNHG15通过稳定转录因子

Slug的表达而促进结肠癌的发生[7]。
本研究通过观察lncRNA

 

LINC00520在LUAD
细胞中过表达,并参与LUAD细胞的恶性增殖、逃避

凋亡和化疗耐药,现将结果报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料来源

1.1.1 细胞标本

人LUAD细胞株 H1975、A549、Calu-3、PC-9和

人支气管上皮细胞株BEAS-2B均取自中国医科大学

附属盛京医院中心实验室。所有细胞系均在含10%
胎牛血清(Hyclone,通用生命科学,美国)的DMEM
培养基(Dulbecco's

 

Modified
 

Eagle
 

Medium,sigma,
美国)中培养,另加100

 

mg/mL链霉素和100
 

mg/
mL青霉素(Thermo

 

Fisher
 

Scientific,美国)。培养

条件为37
 

℃,5%
 

CO2。本研究中使用的细胞在复苏

后均经过2~4次传代。
1.1.2 组织标本

组织标本来源于2019年1—12月于中国医科大

学附属盛京医院进行治疗的40例LUAD患者。所有

患者均诊断明确,并行根治性切除术。留取肿瘤组织

(避免明显钙化或坏死部分)及配对癌旁组织(距肿瘤

边缘3
 

cm以上),放入冻存管并保存于液氮中,备用。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染

设计并合成2种以LINC00520为靶点的小干扰

RNA(siRNA;Oligobio,中国),并设置阴性乱序对照

序列siRNA
 

(si-NC)。基于pcDNA3.1质粒(Invitro-
gen,美国)构建胰岛素样生长因子Ⅱ

 

mRNA结合蛋

白1(IGF2BP1)过表达质粒载体。细胞接种于六孔

板,密度2×105/孔,并置于37
 

℃培养条件24
 

h。随

后,细胞于含10%胎牛血清、不含抗生素的DMEM培

养基中转染相应载体48
 

h。收集细胞进行相关实验。
1.2.2 实时荧光聚合酶联反应(RT-PCR)

 

从4个LUAD细胞系、BEAS-2B细胞系及转染

细胞中分离得到总RNA。在 mRNA表达检测中,使
用Super

 

RT
 

cDNA合成试剂盒(日本)将RNA模板

反转录为cDNA。采用特异性引物对 mRNA 进行

RT-PCR检测。选择 U6作为管家基因。7500
 

Fast
 

Real-Time
 

PCR
 

System(Applied
 

Biosystems,USA)
进行扩增,采用2-△△Ct

 

法计算相对表达量,重复3次。
LINC00520的上游引物序列为5'-AGAGATTGGT-
GGCAAGGA-3',下 游 引 物 序 列 为5'-GATGAGT-
GAGTCGCTGAG-3';IGF2BP1的上游引物序列为

5'-GCCTCTCCTCCTAATATACTG-3',下游引物序

列为5'-ATGTTGCGGTTGTCTTGT-3';U6的上游

引物序列为5'-TTATGGGTCCTAGCCTGAC-3',下
游引物序列为5'-CACTATTGCGGGCTGC-3'。
1.2.3 Western

 

blot
提取总蛋白,经10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE;Beyotime,中国)。随后,转
移到硝基纤维素膜(Millipore,美国)。室温下用5%
脱脂牛奶封闭膜1

 

h,然后与IGF2BP1(1∶1
 

000,
Proteintech,美国)和β-actin(1∶5

 

000,Proteintech,
美国)孵育过夜。膜洗涤3次,二抗(1∶2

 

000,Pro-
teintech,USA)室温孵育1

 

h,显影成像,ImageJ分析

条带灰度值。
1.2.4 CCK-8

 

采用细胞计数Kit-8(CCK-8,Dojindo,日本)测定

H1975、A549的体外增殖能力。根据说明书进行操

作,所有细胞以1.0×103/孔种植于96孔板中,重复3
次。酶标仪(Bio-Rad,Hercules,美国)评估每个孔的

吸光度(OD)。
1.2.5 细胞生存分析

细胞处理后,接种于96孔板,浓度3×103/孔。
每孔加入不同浓度的紫杉醇(0.25、0.5、1.0、5.0、
10.0

 

μmol/L)及空白对照,设3个复孔,继续培养72
 

h,使用CCK-8试验检测药物治疗后的细胞存活率。
利用酶标仪(Bio-Rad,Hercules,美国)在450

 

nm处读

取OD值,并绘制生长曲线。按照处理组 OD450/对

照组OD450×100%
 

计算细胞抑制率,并计算药物处

理时细胞的半抑制浓度(IC50s)。
1.2.6 细胞凋亡

采用Annexin
 

V-FITC和碘化丙啶(PI)染色,探
讨LINC00520和IGF2BP1对LUAD细胞的凋亡作

用。用6孔板种植LUAD细胞(2×105/孔)。将si-
LINC00520和IGF2BP1过表达质粒分别在37

 

℃条

件下分别添加到6孔板中12
 

h。细胞收获后用磷酸

盐缓冲液(PBS)清洗。用300
 

mol/L结合缓冲液复苏

细胞。在室温遮光条件下添加5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC
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和10
 

μL
 

PI。流式细胞仪检测细胞凋亡。
1.2.7 生物信息学预测

使用starbase
 

3.0(http://starbase.sysu.edu.
cn/)数据库[8]预测可能与LINC00520发生相互作用

的RNA 结合蛋白(RBP)。采用基于 TCGA(The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas)临床资料的 GEPIA(http://
gepia.cancer-pku.cn/)数据库[9]对生存进行预测。
1.3 统计学处理

采用SPSS
 

22.0软件进行统计分析。所有实验

数据重复3次,计量资料以x±s表示,比较采用t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 LINC00520在肺腺癌细胞中过表达

采用 RT-PCR 在 人 LUAD 细 胞 株 H1975、
A549、Calu-3、PC-9和人支气管上皮细胞株BEAS-2B
中检测LINC00520的表达。在 H1975、A549、Calu-
3、PC-9中LINC0263的相对表达量分别为3.42±
0.49、4.30±0.39、2.79±0.40、3.02±0.29,均高于

LINC00520在BEAS-2B中的表达水平1.00±0.25
(P<0.05,图1A)。选取LINC00520表达量最高的

H1975、A549细 胞 进 行 后 续 实 验。LINC00520 在

LUAD组织中的表达量平均值为2.43±0.88,而在

癌旁组织中表达为1.06±0.32,差异有统计学意义

(P<0.01,图1B)。分别将LINC00520的干扰序列

si-LINC00520#1、si-LINC00520#2及无义序列si-
NC转染入H1975、A549细胞。RT-PCR检测干扰序

列对LINC00520表达的影响,结果显示,在siRNA序

列的作用下LUAD细胞中LINC00520的表达量明显

下降,差异有统计学意义(P<0.05,图1C),且si-
LINC00520#1 具 有 更 高 的 沉 默 效 率,选 取 si-
LINC00520#1进行后续研究。
2.2 LINC00520在 LUAD 细 胞 中 促 进IGF2BP1
表达

Starbase
 

3.0数据库显示,LINC00520可同蛋白

IGF2BP1相互作用。Western
 

blot显示,IGF2BP1在

H1975、A549中的蛋白表达量明显高于16HBE(P<
0.05,图2A)。而在抑制LINC00520的表达后,RT-
PCR显示,LUAD中IGF2BP1的mRNA表达无明显

变化(P>0.05,图2B)。但 Western
 

blot证实,随着

LINC00520的表达下降,IGF2BP1的蛋白表达水平

明显降低(P<0.05,图2C)。提示 LINC00520对

IGF2BP1调控的影响主要在转录后水平。利用GE-
PIA数据库评估了IGF2BP1在LUAD中的临床意

义。提示IGF2BP1过表达组的总生存时间(OS)更短

(图2D,P=0.016)。

  A:LINC00520在LUAD细胞中过表达;B:LINC00520在癌组织和癌旁组织中差异表达;C:LINC00520的siRNA能够抑制LINC02163的表

达(*:P<0.05;**:P<0.01)。

图1  LINC00520在细胞和组织中的表达情况

  A:IGF2BP1在LUAD细胞中过表达;B:LINC00520的siRNA 不能够抑制IGF2BP1
 

mRNA 的表达;C:LINC00520的siRNA 能够抑制

IGF2BP1蛋白的表达;D:IGF2BP1高表达,总生存时间缩短。

图2  IGF2BP1在LUAD细胞中的表达及其与预后的相关性

2.3 LINC00520和IGF2BP1对LUAD细胞增殖的

影响

采用CCK-8细胞增殖检测试验评估LINC00520
和IGF2BP1对细胞增殖的影响。在 H1975中抑制
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LINC00520的 表 达 后,细 胞 增 殖 减 少,而 过 表 达

IGF2BP1后细胞增殖增加(P<0.05,图3A)。同样,在
A549中也得到相似的结论,在抑制LINC00520后,细
胞增殖减少,而过表达IGF2BP1后细胞增殖增加(P<
0.05,图3B)。
2.4 LINC00520和IGF2BP1影 响 LUAD 的 细 胞

凋亡

Annexin
 

V/PI双 染 显 示,H1975细 胞 在 抑 制

LINC00520的表达后,Annexin
 

V 阳性细胞明显增

加,细胞凋亡增加;而在此基础上过表达IGF2BP1,细
胞凋亡比例减少(P<0.05,图4A)。在A549细胞中

也得到同样的结论(P<0.05,图4B)。
2.5 LINC00520和IGF2BP1对LUAD细胞紫杉醇

耐药的影响

将 H1975 和 A549 细 胞 经 si-LINC00520、
IGF2BP1、不同浓度的紫杉醇及CCK8

 

试剂染色处理

后,在450
 

nm处读取吸光度,计算存活率,确定细胞

的IC50 值。未 处 理 的 H1975 细 胞,IC50 值 为

(0.98±0.06)μmol/L。在抑制LINC00520后,IC50
值降至(0.39±0.05)μmol/L。在此基础上过表达

IGF2BP1,IC50值升至(0.54±0.04)μmol/L(P<0.05,
图5A)。同样,在A549细胞中,抑制LINC00520表达

后IC50值下降,而过表达IGF2BP1后IC50值升高

(P<0.05,图5B)。

  A:H1975细胞;B:A549细胞。

图3  LINC00520和IGF2BP1对细胞增殖的影响

  A:流式细胞术检测凋亡;B:统计分析结果(*:P<0.05,与NC组比较)。

图4  LINC00520和IGF2BP1对细胞凋亡的影响

  A:H1975细胞;B:A549细胞。

图5  不同浓度紫杉醇对LUAD细胞存活率的影响
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3 讨  论

中国是肺癌的高发区域[10]。因此,迫切需要发现

临床危险因素及相关预后生物标志物,从而开发新的

精确治疗方法。以往的研究几乎都是关注蛋白质编

码基因对疾病致病性的影响[11]。高通量转录组测序

的进展显示,lncRNAs在各种癌症中广泛差异性表

达[12-13]。有证据表明,曾被视为“垃圾RNA”的lncR-
NAs在癌症的发生发展过程中发挥着不同的作用:
lncRNAs在染色质、转录和转录后水平调控基因的表

达,参与多种疾病的生物学过程。在包括LUAD在

内的多种癌症中,lncRNAs作为癌基因或肿瘤抑制因

子,调节细胞凋亡的逃逸、肿瘤转移和血管生成[4,14]。
LINC00520 位 于 14 号 染 色 体 55781134-

55796674,是一种不具备蛋白质编码能力的lncRNA。
目前LINC00520的具体功能尚不清楚,但已有研究

报道,LINC00520通过 miR-125b-5p/EIF5A2轴诱导

恶性黑色素瘤的增殖和转移[15]。LINC00520也可通

过竞争内源性RNA机制调控 HSP27和Sphk2的表

达,促进结肠癌[16]和甲状腺乳头状癌[17]的发生和发

展。LINC00520通过下调EGFR诱导PI3K/Akt信

号通路失活,从而阻止皮肤鳞状细胞癌的进展[18]。这

些研究表明,LINC00520可能是癌症发展过程中的促

癌因素。
本研究在LUAD细胞中检测了LINC00520的表

达,RT-PCR结果显示,LINC00520在多种LUAD细

胞中过表达,而在LUAD细胞中沉默LINC00520后

可显著抑制细胞增殖并诱导凋亡,同时参与LUAD
的紫杉醇耐药。这些结果也证明了LINC00520的促

癌作用。本研究进一步对LINC00520可能影响LU-
AD增殖、凋亡的机制进行了探讨。lncRNA一方面

可以通过碱基互补配对原则同核苷酸序列结合影响

转录及转录后调控,也可以通过与蛋白质相互作用影

响蛋白的功能。本研究通过相关数据库预测及验证

的方式,发现并证明LINC00520影响LUAD化疗耐

药可能是通过IGF2BP1实现的。
IGF2BP1是IGF2

 

mRNA结合蛋白家族的成员,
该 家 族 包 括 IGF2BP1、IGF2BP2 和 IGF2BP3[19]。
IGF2BP1是一种胎儿蛋白,在成人器官和组织中含量

较低,但在肿瘤组织中表达升高[20],并参与多种肿瘤

的发生发展[21-22]。与许多 RBP不同的是,IFG2BP1
主要位于细胞质中,可与IGF2、c-Myc、Gli等的 mR-
NA发生结合[23]。IGF2BP1通过参与其靶mRNA的

转录调控参与肿瘤发生,诱导肿瘤的增殖、迁移、代谢

和形态改变[24-25]。本研究发现,在抑制 LINC00520
的表达后,IGF2BP1蛋白表达下降,而mRNA表达不

变,证明LINC00520对IGF2BP1的影响主要发生在

转 录 后 水 平。在 细 胞 功 能 实 验 中 发 现,下 调

LINC00520的表达后,细胞增殖能力下降、细胞凋亡

增加,细胞的化疗敏感性增强,而在过表达IGF2BP1

后,被削弱的恶性表型恢复,提示LINC00520对LU-
AD紫杉醇的耐药作用是通过IGF2BP1实现的。

综上所述,LINC00520在LUAD细胞中过表达,
促进LUAD的增殖和化疗耐药并抑制凋亡,而该功

能可能是LINC00520通过调控IGF2BP1的表达而实

现的。但其发生的分子生物学机制,仍需在后续研究

中进一步探讨,该系列研究的顺利实施,有望为LU-
AD的靶向治疗提供有效的靶点。
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