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  [摘要] 目的 探讨长链非编码RNA(lncRNA)SNHG16调控PAR1对肺癌增殖、迁移、侵袭的影响及机

制。方法 收集2020年3月至2021年8月于该院手术切除的35例肺癌患者的肺癌组织及癌旁组织标本,同

时培养肺癌细胞系(HCC827、A549、SK-LU-1、A427)和正常肺细胞系(MRC5)。利用表达载体pcDNA3.1构

建生成PAR1过表达模型(pcDNA-PAR1),A549细胞转染后分为转染si-SNHG16、转染si-PAR1、转染si-
SNHG16+pcDNA-PAR1及对照(转染si-NC)。采用实时荧光定量逆转录-PCR(qRT-PCR)检测肺癌细胞系

(HCC827、A549、SK-LU-1、A427)、肺癌组织及癌旁组织标本中lncRNA
 

SNHG16及PAR1表达水平,并验证

各组细胞转染效率。MTT法和克隆形成测定各组细胞的增殖,流式细胞仪检测各组细胞凋亡,细胞划痕和Tr-
answell实验检测各组细胞的迁移和侵袭能力,Western

 

blot检测PAR1的蛋白表达变化。结果 肺癌组织ln-
cRNA

 

SNHG16表达水平高于癌旁组织(P<0.05)。肺癌细胞系(HCC827、A549、SK-LU-1、A427)lncRNA
 

SNHG16表达水平高于正常肺细胞系(MRC5),差异有统计学意义(P<0.05)。qRT-PCR结果显示,转染si-
SNHG16后lncRNA

 

SNHG16基因表达水平为对照的(21.02±0.04)%,转染si-PAR1后PAR1基因表达水

平为对照的(19.06±0.02)%,pcDNA-PAR1的PAR1基因表达水平为对照的(2.70±0.00)倍,差异有统计学

意义(P<0.05)。Western
 

blot结果显示,各转染的PAR1蛋白表达水平与对照比较差异有统计学意义(P<
0.05)。与对照比较,转染si-SNHG16的细胞活性更低,克隆形成、细胞迁移、侵袭能力明显受到抑制,细胞凋

亡率更高(P<0.05),而pcDNA-PAR1可减弱转染si-SNHG16对细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭的影响(P<
0.05)。lncRNA

 

SNHG16与PAR1表达水平呈正相关(r=0.61)。结论 lncRNA
 

SNHG16可通过靶向

PAR1调控肺癌的发生、发展。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

long
 

chain
 

non-coding
 

RNA
 

(ln-
cRNA)

 

SNHG16
 

regulating
 

PAR1
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

lung
 

cancer.Methods From
 

March
 

2020
 

to
 

August
 

2021,lung
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

35
 

patients
 

with
 

lung
 

cancer
 

were
 

col-
lected,and

 

lung
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(HCC827,A549,SK-LU-1,A427)
 

and
 

normal
 

lung
 

cell
 

lines
 

(MRC5)
 

were
 

simultaneously
 

cultured.The
 

overexpression
 

model
 

of
 

PAR1
 

(pcDNA-PAR1)
 

was
 

constructed
 

by
 

using
 

the
 

expression
 

vector
 

pcDNA3.1.A549
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

after
 

transfection:si-SNHG16,si-
PAR1,si-SNHG16+pcDNA-PAR1

 

and
 

control
 

(transfection
 

with
 

si-NC).The
 

expression
 

levels
 

of
 

lncRNA
 

SNHG16
 

and
 

PAR1
 

in
 

lung
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(HCC827,A549,SK-LU-1,A427),lung
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adja-
cent

 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reac-
tion

 

(qRT-PCR),and
 

the
 

transfection
 

efficiency
 

of
 

each
 

group
 

was
 

verified.MTT
 

assay
 

and
 

clonal
 

formation
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

proliferation
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group,flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apopto-
sis

 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group,cell
 

scratch
 

and
 

Transwell
 

test
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group,and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

PAR1.Results The
 

ex-
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pression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

SNHG16
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissue
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.05).
The

 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

SNHG16
 

in
 

lung
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(HCC827,A549,SK-LU-1,A427)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

lung
 

cell
 

lines
 

(MRC5),with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

qRT-PCR
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

SNHG16
 

gene
 

was
 

(21.02±0.04)%
 

of
 

the
 

control
 

af-
ter

 

transfection
 

of
 

si-SNHG16,the
 

expression
 

level
 

of
 

PAR1
 

gene
 

was
 

(19.06±0.02)%
 

of
 

the
 

control
 

after
 

transfection
 

of
 

si-PAR1,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PAR1
 

gene
 

was
 

2.70±0.00
 

folds
 

of
 

the
 

control
 

after
 

transfection
 

of
 

pcDNA-PAR1,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

transfected
 

in
 

each
 

PAR1
 

protein
 

was
 

different
 

from
 

that
 

of
 

the
 

con-
trol

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control,the
 

activity
 

of
 

cells
 

transfected
 

with
 

si-SNHG16
 

was
 

lower,the
 

a-
bility

 

of
 

clone
 

formation,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

was
 

obviously
 

inhibited,and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

higher
 

(P<0.05),while
 

pcDNA-PAR1
 

could
 

weaken
 

the
 

influence
 

of
 

transfected
 

si-SNHG16
 

on
 

cell
 

proliferation,
apoptosis,migration

 

and
 

invasion
 

(P<0.05).lncRNA
 

SNHG16
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PAR1
 

(r=0.61).Conclusion lncRNA
 

SNHG16
 

can
 

regulate
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

lung
 

cancer
 

by
 

targeting
 

PAR1.
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words] lung
 

cancer;long
 

chain
 

non-coding
 

RNA
 

SNHG16;PAR1;proliferation;apoptosis;migra-
tion;invasion

  癌 症 仍 是 威 胁 全 球 人 类 健 康 的 主 要 疾 病 之

一[1-2],在各种癌症中,肺癌一直位居致死率之首[3-4]。
仅2020年美国约有116万男性和112万女性罹患肺

癌,超过13万患者死于肺癌[5]。该数据表明,人类对

肺癌的治疗手段虽经过传统的化疗、放疗发展到目前

的靶向、免疫治疗阶段,但对其疗效并不理想,寻求有

效的控制措施仍是目前亟待解决的问题。最新研究

提示,长链非编码RNA(lncRNA)SNHG16在肺癌中

呈高表达,其水平与肺癌发生、发展密切相关,本课题

组也有部分前期数据给予佐证,但其作用机制尚不明

确[6-8]。有研究提示,lncRNA
 

SNHG16通过let-7a-
5p促进肺腺癌细胞的增殖和侵袭[9]。另有研究表明,
SNHG16通过 miR-520/VEGF轴和 USP21/YY1轴

促进肺癌的增殖[7-8]。结合前期研究发现,lncRNA
 

SNHG16或许有靶向PAR1的可能,因此,本研究旨

在探讨SNHG16通过靶向PAR1在肺癌中的具体作

用机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织

收集2020年3月至2021年8月于本院手术切除

的35例肺癌患者的肺癌组织及癌旁组织标本。纳入

标准:(1)肺癌诊断明确;(2)术前未行化疗、放疗及其

他相关治疗;(3)签署知情同意书。排除标准:(1)临
床信息不完善;(2)病理组织不合适;(3)有精神异常

等其他疾病。将标本放置于-80
 

℃冰箱保存,病理分

期由本院病理科负责。本研究通过医院伦理委员会

批准(审批号:2019083002)。
1.1.2 细胞和试剂

肺癌细胞系(HCC827、A549、SK-LU-1、A427)和
正常肺细胞系(MRC5)购自美国菌种保藏中心。逆转

录试 剂 盒、Lipofectamine2000 转 染 试 剂 购 自 美 国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;DMEM、胎牛血清、
MTT试剂盒、凋亡试剂盒购自上海碧云天生物技术

股份有限公司;MTT试剂盒、膜联蛋白 V(Annexin
 

V)-异硫氰酸荧光素(FITC)/碘化丙啶(PI)凋亡试剂

盒购自美国BD
 

Biosciences公司;PAR1单克隆抗体

(1∶5
 

000稀释,货号 AB56352)购自英国 Abcam公

司;二抗抗兔抗体(货号BA1041)购自武汉博士德生

物工程有限公司;十二烷基硫酸钠(SDS)-聚丙烯酰胺

凝胶(PAGE)和Transwell小室购自美国BD公司;靶
向干扰lncRNA

 

SNHG16
 

RNA序列(si-SNHG16)、
阴性对照(si-NC)均由广州RiboBio生物有限公司化

学合 成。酶 标 仪 (型 号 MULTISKANMK3,美 国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司),GeneAmp
 

PCR
 

sys-
tem扩增仪(型号9700,美国PerkinElmer公司);流
式细胞仪(型号CytoFLEX,美国Beckman公司);倒
置显微镜(型号IX51,日本Olympus公司)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染

5种细胞株均使用DMEM 培养基置于37
 

℃含

5%
 

CO2 培养箱中培养。实验所需细胞均为对数生

长期细胞。利用表达载体pcDNA3.1构建生成过表

达 PAR1 模 型 (pcDNA-PAR1)。 按 照 Lipo-
fectamine2000说明书靶向干扰RNA进行A549细胞

转染,分为转染si-SNHG16、转染si-PAR1、转染pcD-
NA-PAR1、转染si-SNHG16+pcDNA-PAR1及对照

(转染si-NC)。
1.2.2 基因和蛋白检测

实时荧光定量逆转录-PCR(qRT-PCR)检测基因

表达情况。适量组织研磨后加入RNAiso
 

plus及氯

仿,震荡并静置10
 

min后进行离心,提取RNA后在

分光光度仪下进行测定。使用TRIzol试剂提取细胞

中的总 RNA,逆转录试剂盒进行逆转录。lncRNA
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SNHG16:正向引物5'-GCA
 

GAA
 

TGC
 

CAT
 

GGT
 

TTC
 

CC-3',反向引物5'-GGA
 

CAG
 

CTG
 

GCA
 

AGA
 

GAC
 

TT-3'。PAR1:正向引物5'-
 

GGT
 

GGC
 

TGT
 

AGA
 

GAT
 

CGT
 

TCA-3',反向引物5'-AGG
 

GAA
 

AGA
 

GGA
 

AAC
 

TTT
 

CGA
 

A-3'。β-actin:正向引物

5'-CCT
 

GGA
 

TAG
 

C
 

A
 

ACG
 

TAC-3',反向引物5'-
CAC

 

CTT
 

CTA
 

CAA
 

TGA
 

GCT-3'。结果分析采用

2-ΔΔCt法进行。
Western

 

blot检测蛋白表达情况。转染si-NC或

si-SNHG16后的A549细胞在RIPA裂解缓冲液中处

理,提取细胞蛋白后进行浓度测定,用SDS-PAGE进行

蛋白分离,然后转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上进行

脱脂乳封闭。经特异性一抗、二抗处理后通过酶联化学

发光法进行条带检测,β-actin蛋白条带作为内参。
1.2.3 细胞增殖和凋亡测定

使用 MTT试剂盒测定体外细胞增殖,将转染后

的A549细胞接种至96孔板中,将密度调整为5×
103/孔,37

 

℃条件下培养0、12、24、48、96
 

h。根据说

明书加入 MTT调整最终培养基浓度为5
 

mg/mL,37
 

℃下孵化4
 

h。使用微孔板分光光度计在570
 

nm处

进行吸光度检测。
将转染后的 A549癌细胞按照500/孔的密度接

种于6孔板中,常规培养12
 

d后进行克隆形成测定。
0.5%的结晶紫染色5

 

min后,用磷酸盐缓冲液(PBS)
冲洗2次,将培养皿晒干过夜。倒置显微镜低倍镜下

计数,每超过50个细胞的菌落算作一个克隆。
使用Annexin

 

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒对转

染后的细胞进行凋亡检测。按照说明书进行染色,使
用流式细胞仪检测并分析凋亡细胞的百分率。
1.2.4 细胞迁移和侵袭能力检测

细胞划痕实验:转染后的 A549细胞接种于6孔

板中,培养至聚集度达90%。移液管尖端进行刮取形

成1条划痕进行细胞划痕实验,于0、24
 

h后拍摄图

像。显微镜下记录划痕处的愈合情况。
Transwell实验:将分别转染si-SNHG16或si-

NC的A549细胞密度调整至200
 

μL悬液含有4×
104 个,放置于Transwell小室的上室,下室只添加生

长介质DMEM。37
 

℃孵育24
 

h后,用10%甲醛固定

侵袭下室细胞,然后用0.1%的结晶紫染色。显微镜

下选择视野进行测定。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0和GraphPad
 

Prism7.0软件进行

数据分析,计量资料以x±s表示,比较采用One-way
 

ANNOVA或Student’s
 

t检验,以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 lncRNA
 

SNHG16在肺癌组织和肺癌细胞系中

的表达情况

肺癌组织lncRNA
 

SNHG16表达水平高于癌旁组

织(P<0.05)。肺癌细胞系(HCC827、A549、SK-LU-1、
A427)lncRNA

 

SNHG16表达水平高于正常肺细胞系

(MRC5),差异有统计学意义(P<0.05),见图1。

  A:肺癌组织和癌旁组织lncRNA
 

SNHG16表达情况比较;B:肺癌

细胞系和 正 常 肺 细 胞 系lncRNA
 

SNHG16表 达 情 况 比 较;a:P<

0.05;b:P<0.05,与 MRC5比较。

图1  lncRNA
 

SNHG16在肺癌组织和细胞中的表达情况

2.2 转染效率验证

qRT-PCR 结 果 显 示,转 染 si-SNHG16 后ln-
cRNA

 

SNHG16表达水平为对照的(21.02±0.04)%,
转 染si-PAR1 后 PAR1 基 因 表 达 水 平 为 对 照 的

(19.06±0.02)%,转染pcDNA-PAR1后的PAR1基因

表达水平为对照的(2.70±0.00)倍,差异有统计学意义

(P<0.05)。Western
 

blot结果显示,各转染的PAR1
蛋白表达水平与对照比较有差异(P<0.05),见图2。
2.3 lncRNA

 

SNHG16通过调控PAR1影响肺癌细

胞增殖、凋亡

与对照比较,转染si-PAR1、si-SNHG16的细胞

活性更低,克隆形成受抑制,细胞凋亡率更高(P<
0.05)。而pcDNA-PAR1可减弱转染si-SNHG16对

细胞增殖、凋亡的影响,差异有统计 学 意 义(P<
0.05),见图3。
2.4 lncRNA

 

SNHG16通过调控PAR1影响肺癌细

胞迁移、侵袭

转染si-SNHG16后细胞迁移、侵袭能力明显受

到抑制(P<0.05)。而pcDNA-PAR1可减弱转染si-
SNHG16对细胞迁移、侵袭的影响,且与对照比较无

差异(P>0.05),见图4。
2.5 肺癌细胞中lncRNA

 

SNHG16和PAR1的相关

性验证

经转染si-PAR1及转染si-SNHG16+pcDNA-
PAR1双向验证,提示SNHG16对细胞的调节作用是

通过对PAR1的调控实现的。为进一步论证该结论,
采用 Western

 

blot检测转染si-SNHG16后PAR1的

蛋白表达,结果显示PAR1表达水平较对照明显降低
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(P<0.05),见 图 5。此 外,lncRNA
 

SNHG16 与 PAR1表达水平呈正相关(r=0.61)。

  A:qRT-PCR检测转染si-SNHG16后lncRNA
 

SNHG16表达水平;B:qRT-PCR检测转染si-PAR1后PAR1基因表达水平;C:qRT-PCR检测

转染pcDNA-PAR1后PAR1基因表达水平;D:Western
 

blot检测转染si-PAR1后PAR1蛋白表达情况;E:Westen
 

blot检测转染pcDNA-PAR1后

PAR1蛋白表达情况;a:P<0.05,与对照比较。

图2  各组转染效率验证

  A:转染si-PAR1后A549细胞活性;B:转染si-PAR1后 A549克隆形成情况;C:pcDNA-PAR1对转染si-SNHG16细胞活性的影响;D:pcD-
NA-PAR1对转染si-SNHG16克隆形成的影响;E:转染si-PAR1后细胞凋亡情况;F:pcDNA-PAR1对转染si-SNHG16细胞凋亡的影响;a:P<
0.05,与对照比较;①:对照;②:转染si-SNHG16;③:转染si-SNHG16+pcDNA-PAR1。

图3  lncRNA
 

SNHG16调控PAR1影响肺癌细胞增殖、凋亡情况

7541重庆医学2024年5月第53卷第10期



  A:细胞划痕实验结果(100×);B:细胞迁移实验结果(200×);C:细胞迁移率比较;D:细胞侵袭实验结果(200×);E:细胞侵袭率比较;a:P<
0.05;①:对照;②:转染si-SNHG16;③:转染si-SNHG16+pcDNA-PAR1。

图4  lncRNA
 

SNHG16调控PAR1影响肺癌细胞迁移、侵袭

  A:Western
 

blot检测PAR1蛋白表达;B:PAR1蛋白表达水平比

较;a:P<0.05。

图5  lncRNA
 

SNHG16与PAR1蛋白的相关性验证

3 讨  论

  肺癌患者的病死率极高[10],其主要原因之一是通

常确诊较晚,且治疗效果并不理想[11-12]。探寻肺癌早

期标志物并寻找新的治疗靶点成为目前亟待解决的

问题[13]。基于肺癌发病的分子生物学基础,lncRNA
是一类长度超过200个核苷酸,不具备翻译蛋白功能

的RAN分子。多项研究提示,其与癌症的发生、发展

密切相关[14],如部分lncRNA与肝癌病理及维持癌干

细胞样存在相关性[15],或可作为胃癌的生物标志物或

治疗靶点[16]。近年来,lncRNA自身或其靶基因可被

认为是肺癌诊断预后的分子标志物,有研究发现,ln-
cRNA

 

HOTAIR在肺癌诊断和治疗中存在一定潜

力[17];lncRNA
 

PVT1或可作为肺癌患者总生存期的

独立预后标志物[18]。
最新研究结果结合本课题组前期部分数据提示,

PAR1在肺癌组织中呈现高表达,且与lncRNA间有

密切联系[19-20]。本研究首次通过体外实验阐明了ln-
cRNA

 

SNHG16与PAR1分子间的相互作用,后者在

转录水平上受到lncRNA
 

SNHG16的调控,并通过了

PAR1基因和蛋白表达检测的证实。PAR1是 G蛋

白偶联受体家族———蛋白酶激活受体成员之一,可通

过蛋白水解产生配体而激活[21-22]。研究发现,PAR1
在乳腺、卵巢、胰腺等恶性肿瘤中均呈现过表达,参与

调控多种生物学进程[23-25]。已有研究证实,PAR1在

促进乳腺癌转移、复发中发挥了重要作用[26-27]。本研
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究论证了PAR1在肺癌细胞及肺癌组织高表达[15]。
通过转染技术,沉默PAR1后表现出明显的对 A549
细胞增殖、侵袭和转移的抑制作用。而诱导PAR1过

表达可逆转敲除lncRNA
 

SNHG16后对肺癌细胞的

各项抑制作用,且细胞未出现明显的凋亡特征,因此

进一步得以证明了lncRNA
 

SNHG16与PAR1分子

间的调控作用。
 

综上所述,本研究发现lncRNA
 

SNHG16与肺癌

的发生、发展密切相关,并可通过调控PAR1分子水

平发 挥 作 用。通 过 沉 默lncRNA
 

SNHG16 介 导

PAR1可明显抑制细胞增殖、迁移和侵袭,并促进凋

亡。本研究证实了lncRNA
 

SNHG16在肺癌中的预

后和治疗作用,并认为靶向PAR1的调控可作为一种

新的抗癌策略,该研究为进一步探寻肺癌治疗新靶点

新路径提供了科学依据。
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