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  摘 要:目的 探讨长链非编码
 

RNA(lncRNA)微小染色体维持蛋白3相关蛋白反义链1(MCM3AP-
AS1)对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞增殖、侵袭、迁移的影响及作用机制。方法 体外培养A549肺癌细胞株,
并将其分为空白对照(Control)组、阴性对照(NC)组、过表达 MCM3AP-AS1组和敲低sh-MCM3AP-AS1组。
NC

 

组利用空载质粒转染A549肺癌细胞;过表达 MCM3AP-AS1组利用lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

过表达质粒

转染A549肺癌细胞;sh-MCM3AP-AS1组使用干扰
 

RNA(siRNA)敲低lncRNA
 

MCM3AP-AS1并转染A549
肺癌细胞。采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)法检测lncRNA

 

MCM3AP-AS1
 

的相对表达量;CCK8实验检

测肺癌细胞的增殖情况;Transwell
 

和划痕实验检测肺癌细胞的侵袭和迁移情况。结果 与
 

Control
 

组相比,
NC

 

组lncRNA
 

MCM3AP-AS1水平及肺癌细胞增殖、侵袭和迁移情况均无 明 显 变 化(P>0.05),过 表 达

MCM3AP-AS1
 

组lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

水平及肺癌细胞增殖、侵袭和迁移均明显增强(P<0.05),sh-
MCM3AP-AS1组

 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1水 平 及 肺 癌 细 胞 增 殖、侵 袭 和 迁 移 均 明 显 减 弱 (P<0.05)。
结论 过表达 NSCLC细 胞 中 的lncRNA

 

MCM3AP-AS1水 平 可 促 进 肺 癌 细 胞 的 增 殖、侵 袭 及 迁 移;敲 低

NSCLC细胞中的lncRNA
 

MCM3AP-AS1水平可抑制肺癌细胞的增殖、侵袭及迁移。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

long
 

chain
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

microchromosome
 

maintenance
 

protein
 

3
 

associated
 

protein
 

antisense
 

chain
 

1
 

(MCM3AP-AS1)
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

cell
 

and
 

its
 

action
 

mechanism.Methods The
 

A549
 

lung
 

cancer
 

cell
 

lines
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

(Control)
 

group,negative
 

control
 

(NC)
 

group,overexpression
 

MCM3AP-AS1
 

group
 

and
 

knockout
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

(sh-MCM3AP-AS1)
 

group.In
 

the
 

NC
 

group,the
 

A549
 

lung
 

cancer
 

cells
 

were
 

transfected
 

by
 

empty
 

plasmid.In
 

the
 

overexpression
 

MCM3AP-AS1
 

group,overexpression
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

plasmid
 

was
 

used
 

and
 

A549
 

lung
 

cancer
 

cells
 

were
 

transfected.In
 

sh-MCM3AP-AS1
 

group,lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

was
 

knocked
 

out
 

by
 

small
 

interference
 

RNA
 

(siRNA)
 

and
 

A549
 

lung
 

cancer
 

cells
 

were
 

transfected.The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

PCR.The
 

proliferation
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8
 

assay.Transwell
 

and
 

scratch
 

test
 

were
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

lung
 

cancer
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration.Results 
Compared

 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1,lung
 

cancer
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

and
 

proliferation
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

had
 

no
 

significant
 

change
 

(P >0.05).The
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

expression
 

level,lung
 

cancer
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

and
 

proliferation
 

in
 

the
 

overexpression
 

MCM3AP-AS1
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

expression
 

level,lung
 

cancer
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

and
 

proliferation
 

in
 

the
 

sh-MCM3AP-AS1
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

weakened
 

(P<0.05).Conclusion The
 

over-expressing
 

the
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

level
 

in
 

NSCLC
 

·774·检验医学与临床2022年2月第19卷第4期 Lab
 

Med
 

Clin,February
 

2022,Vol.19,No.4

* 基金项目:河南省医学科技攻关计划联合共建项目(LHGJ20191214)。

  作者简介:王亮,男,主管技师,主要从事肿瘤发生发展的分子机制研究。

  本文引用格式:王亮.长链非编码
 

RNA
 

MCM3AP-AS1对NSCLC细胞增殖、侵袭及迁移的影响[J].检验医学与临床,2022,19(4):477-

480.



cells
 

can
 

promote
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells,knocking
 

down
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

in
 

NSCLC
 

cells
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

the
 

lung
 

cancer
 

cells.
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  肺癌目前已成为我国肿瘤死因首位,多发病于男

性,其主要的致病原因与吸烟、环境等因素密切相

关[1-2]。肺癌根据其病理特征和治疗的方法可以分为

小细胞肺癌和非小细胞肺癌(NSCLC)两种类型,其中

NSCLC占肺癌患者的
 

90%左右[3]。
随着肿瘤分子生物学的发展,与肺癌相关的新型

分子生物学标志物不断问世,肿瘤的诊疗方法也有了

新的方向。近年来,长链非编码RNA(lncRNA)在肿

瘤中的研究备受关注[4-6]。已有大量研究表明,lncR-
NAs

 

可影响许多类型肿瘤进展。lncRNA微小染色

体 维 持 蛋 白 3 相 关 蛋 白-反 义 链 1(lncRNA
 

MCM3AP-AS1)基因位于21号染色体上,在癌症的

进展 中 发 挥 了 重 要 作 用。有 研 究 表 明,lncRNA
 

MCM3AP-AS1在肝癌等肿瘤中表达上调,能促进相

关 癌 症 的 恶 性 表 型[7-10]。有 研 究 显 示,lncRNA
 

MCM3AP-AS1在 NSCLC组织中高表达[11],但其作

用机 制 还 存 在 争 议。本 研 究 旨 在 探 讨lncRNA
 

MCM3AP-AS1对 NSCLC细胞增殖、侵袭和迁移的

影响及其作用机制。
1 材料与方法

1.1 主要细胞 A549肺癌细胞株由实验室保藏。
1.2 主要试剂和仪器 RPMI

 

1640
 

培养基、胎牛血

清和0.25%胰蛋白酶购自四季青生物有限公司;
CCK8试剂购自日本同仁化学研究所;

 

Lip2000转染

试剂盒购自美国Invitrogen公司;lncRNA
 

MCMAP-
AS1和GAPDH 引物由上海生工合成;lncRNA

 

cD-
NA合成试剂盒和lncRNA

 

荧光定量检测试剂盒购自

天根生化科技(北京)有限公司;酶标仪购自Thermo
公司;荧光定量PCR(Step

 

one
 

plus)仪器购自ABI
 

公

司;荧光显微镜购自德国蔡司公司;离心管、培养瓶、
移液管等细胞培养耗材均购自康宁公司。lncRNA

 

MCM3AP-AS1过表达质粒和sh-MCM3AP-AS1敲

低质粒及相应的阴性对照物由上海吉玛基因合成。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养、分组与转染 将A549肺癌细胞培

养于含10%FBS(链霉素和青霉素双抗)的RPMI1640
 

培养基中,置于
 

37
 

℃、5%CO2 培养箱内培养,培养至

对数生长期后进行后续一系列实验。将A549肺癌细

胞分为空白对照(Control)组、阴性对照(NC)组、过表

达 MCM3AP-AS1组和敲低sh-MCM3AP-AS1组。
其中NC组利用空载质粒转染 A549肺癌细胞,过表

达 MCM3AP-AS1组利用lncRNA
 

MCM3AP-AS1过

表达质粒转染 A549肺癌细胞,sh-MCM3AP-AS1组

利用sh-MCM3AP-AS1敲低质粒转染 A549肺癌细

胞,按照相关Lip2000转染试剂盒说明书进行操作;
空白对照组不进行转染处理。

 

转染
 

48~72
 

h
 

后,收集

细胞,开展后续一系列相关实验。
1.3.2 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测

 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

的表达 依据在NCBI
 

数据库中查到

lncRNA
 

MCM3AP-AS1的序列设计相关引物。按

TrIzol
 

试剂提取说明书提取各组细胞的总
 

RNA,反
转录得到cDNA,以该

 

cDNA
 

为模板,根据试剂盒说

明书进行qRT-PCR,每个体系设置3个重复孔,以
GAPDH作为lncRNA

 

MCM3AP-AS1的标准化内

参,具体引物条件见表1。测量3次,采用
 

2-ΔΔCt
 

法计

算基因的相对表达量。
表1  qRT-PCR引物序列

基因名称 引物序列(5'-3')

lncRNA
 

MCM3AP-AS1 R:GACTTCCTCAGTTCCTGCCACATG

F:TCTAGGCTCACCTCTTGCTCACTC

GAPDH R:AGGGGCCATCCACAGTCTTC

F:AGAAGGCTGGGGCTCATTTG

1.3.3 CCK8细胞增殖实验 A549
 

肺癌细胞分别

转 染 lncRNA
 

MCM3AP-AS1 过 表 达 质 粒、sh-
MCM3AP-AS1敲低质粒及空载质粒48

 

h
 

后将细胞

消化离心,重悬细胞并计数。将A549肺癌细胞用胰

酶消化传代,分别取对数期生长的细胞以
 

6
 

000
 

个/
孔接种于

 

96
 

孔板中。细胞贴壁培养后,分别在
 

0、
24、48、72

 

h
 

加入10
 

μL
 

CCK-8
 

试剂,37
 

℃培养箱中

培养
 

2
 

h
 

后取出,450
 

nm
 

处记录吸光度(A)值,每组3
个复孔。比较4组间A值差异。
1.3.4 细胞侵袭和迁移实验

1.3.4.1 Transwell实验 A549肺癌细胞转染ln-
cRNA

 

MCM3AP-AS1 过 表 达 质 粒、sh-MCM3AP-
AS1敲低质粒和空载质粒

 

48
 

h
 

后将细胞消化离心,
重悬细胞并计数。以

 

8×104/200
 

μL
 

加入Transwell
上室。下室中加入含有10%的胎牛血清完全培养基

650
 

μL,放入37
 

℃培养箱中培养24
 

h,用棉棒清掉未

穿入下室的细胞,甲醇固定
 

30
 

min,0.1%的结晶紫染

色30
 

min。蒸馏水清洗晾干后,随机观察5个低倍镜

视野,计数平均值,比较每组间的差异。
1.3.4.2 划痕实验 将细胞密度为5×105 个/mL的

lncRNA
 

MCM3AP-AS1过表达质粒、sh-MCM3AP-AS1
敲低质粒、空载质粒以及对照组铺在6孔板中,转染
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48
 

h后用1
 

mL无菌枪头在6孔板上“一”字划痕,用
PBS

 

将其清洗3遍以去除划下的细胞,加入无血清培

养基后于37
 

℃培养24
 

h,显微镜下观察并采集图像。
1.4 统计学处理 采用

 

SPSS
 

22.0软件进行数据统

计分析。正态分布的计量资料以x±s表示,两组间

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 lncRNA
 

MCM3AP-AS1在各转染细胞中的表

达情况 qRT-PCR测定不同转染组 A549肺癌细胞

中lncRNA
 

MCM3AP-AS1及其内参照物的相对表达

水平,结果显示:与 Control组相比,NC组lncRNA
 

MCM3AP-AS1相 对 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0.05);过 表 达 MCM3AP-AS1组 细 胞 中ln-
cRNA

 

MCM3AP-AS1相对表达水平为Control组的

(272±1.32)倍,显著上调,差异有统计学意义(P<
0.05);敲 低 sh-MCM3AP-AS1 组 肺 癌 细 胞 中ln-
cRNA

 

MCM3AP-AS1相对表达水平为Control组的

(0.625±0.01)倍,显著下调,差异有统计学意义(P<
0.05)。
2.2 lncRNA

 

MCM3AP-AS1对NSCLC细胞增殖的

影响 CCK8细胞增殖实验测定了不同转染组中肺癌

细胞的增殖水平,结果显示:24
 

h时,与Control组相

比,NC 组、过 表 达 MCM3AP-AS1 组 和 敲 低 sh-
MCM3AP-AS1组肺癌细胞增殖水平差异无统计学意

义(P>0.05);48
 

h和72
 

h时,NC组肺癌细胞增殖水

平差异无统计学意义(P>0.05),过表达 MCM3AP-
AS1组肺癌细胞增殖水平显著上调,差异有统计学意

义(P<0.05),而敲低sh-MCM3AP-AS1组肺癌细胞

增殖水平显著下调,差异有统计学意义(P<0.05)。
见图1及表2。

图1  CCK-8细胞增殖情况

2.3 lncRNA
 

MCM3AP-AS1对 NSCLC细胞侵袭、
迁移的影响

表2  CCK8细胞增殖实验结果(x±s,A值)

组别 0
 

h 24
 

h 48
 

h 72
 

h

Control组 0.245
 

6±0.015
 

1 0.512
 

3±0.109
 

5 0.700
 

1±0.140
 

1 0.761
 

2±0.130
 

5

NC组 0.255
 

5±0.013
 

2 0.501
 

5±0.111
 

6 0.699
 

2±0.139
 

2 0.765
 

0±0.145
 

6

过表达 MCM3AP-AS1组 0.257
 

5±0.022
 

3 0.584
 

5±0.129
 

7 0.776
 

0±0.165
 

3 0.860
 

8±0.168
 

7

敲低sh-MCM3AP-AS1组 0.253
 

5±0.016
 

4 0.470
 

3±0.112
 

8 0.583
 

2±0.189
 

4 0.629
 

8±0.201
 

8

图2 Transwell实验肺癌细胞侵袭情况(×200)

表3  不同时间计算的各组平均细胞数目(个)

时间 Control组 NC组
过表达

MCM3AP-AS1组

敲低sh-
MCM3AP-AS1组

0
 

h 89±5 85±4 92±3 91±5
24

 

h 356±7 332±6 558±9 53±3

  Transwell实验测定了不同转染A549肺癌细胞

组中肺癌细胞的侵袭水平,结果如图2和表3所示。

24
 

h时,与Control组相比,NC组单位面积肺癌细胞

侵袭数目差异无统计 学 意 义(P>0.05),过 表 达

MCM3AP-AS1组单位面积肺癌细胞侵袭数目显著增
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加(P<0.05),敲低sh-MCM3AP-AS1组单位面积肺 癌细胞侵袭数目显著较少(P<0.05)。

图3  划痕实验肺癌细胞迁移情况(×50)

  划痕实验检测了不同转染A549肺癌细胞组中肺

癌细胞的迁移水平,结果如图3所示。24
 

h时,与
Control组相比,NC组两侧肺癌细胞之间的距离变化

不大(P>0.05),过表达 MCM3AP-AS1组两侧肺癌

细胞 之 间 的 距 离 显 著 降 低(P <0.05),敲 低 sh-
MCM3AP-AS1组两侧肺癌细胞之间的距离显著增加

(P<0.05)。
3 讨  论

近年来的研究中发现lncRNA
 

MCM3AP-AS1在

肿瘤的发生、发展中已成为研究热点。研究表明,ln-
cRNA

 

MCM3AP-AS1的过表达和缺失与肝癌等肿瘤

的发生、发展密切相关[7-16]。lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

在乳腺癌中表达上调,受雌激素正向调控,并与患者

的无复发生存率较差有关[17]。lncRNA
 

MCM3AP-
AS1

 

在弥漫性胶质瘤标本中随着肿瘤分级的升高表

达下调,与患者预后及恶性进展有显著相关性[18]。对

肺腺癌的lncRNA
 

生物标志物的研究中发现
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

在肺腺癌中与
 

LINC00649
 

存在竞争

关系,具体的作用机制尚未阐明[14]。本研究发现ln-
cRNA

 

MCM3AP-AS1在 A549肺癌细胞中表达上

调,且高表达lncRNA
 

MCM3AP-AS1能够促进肺癌

细胞的增殖、侵袭和迁移,低表达lncRNA
 

MCM3AP-
AS1能够抑制肺癌细胞的增殖、侵袭和迁移。ln-
cRNA

 

MCM3AP-AS1升高可能与肺癌的预后较差有

关,表明lncRNA
 

MCM3AP-AS1可以作为 NSCLC
治疗中的新型生物标志物和治疗靶点。

综上所述,过 表 达
 

NSCLC
 

细 胞 中 的lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

水平可以促进 NSCLC
 

细胞的增殖、
侵袭 及 迁 移,低 表 达 NSCLC

 

细 胞 中 的lncRNA
 

MCM3AP-AS1
 

水平可以抑制 NSCLC
 

细胞的增殖、
侵袭及迁移。在将来的实验过程中可以从以下几个

方面进一步探讨lncRNA
 

MCM3AP-AS1的致癌性:

(1)收集一定数量的肺癌组织及癌旁组织,利用qRT-
PCR

 

检测lncRNA
 

MCM3AP-AS1在肺癌组织、癌旁

组织及不同细胞株的表达水平;(2)分析lncRNA
 

MCM3AP-AS1差异表达与肺癌病理特征间的关系,
了解

 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1对肺癌患者预后的影响

(病理特征、性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤分期、分化程

度、淋巴结转移等、生存期与生存率的关系);(3)利用

流式细胞术研究
 

lncRNA
 

MCM3AP-AS1的过表达和

缺失对肺癌细胞凋亡的影响并且利用 Western
 

blot
研究其对凋亡相关蛋白(Caspase-3、Caspase-9)表达

的影响;(4)利用小鼠体内实验(肿瘤大小、肿瘤体积、
肿 瘤 重 量、免 疫 组 化 等)进 一 步 研 究 lncRNA

 

MCM3AP-AS1
 

在小鼠体内的表达对肺癌的影响。
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对于低LVEF、LDL-C高水平的STEMI患者应密切

关注,进行有效干预可预防 MACE的发生。
综上所述,血清 miR-224低水平、miR-29c低水

平是STEMI患者预后的独立危险因素,推测二者可

能成为预测STEMI患者预后的潜在指标。但本研究

为单中心、小样本量研究,可能造成结果偏差,值得后

续扩大样本量或进行多中心病例对照研究以论证该

结果。
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