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ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞增殖、侵袭和凋亡的作用及其机制
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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码ＲＮＡＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞增殖、侵袭和凋亡的影响及分
子机制。方法　通过实时定量ＰＣＲ检测肾母细胞瘤组织、细胞系中ＬＩＮＣ０１００６的表达。在人肾母细胞
瘤细胞中转染 ＬＩＮＣ０１００６的腺病毒过表达载体和 ｓｉＲＮＡ，分别采用 ＣＣＫ８、５溴脱氧尿嘧啶核苷
（５ｂｒｏｍｏ２ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）细胞增殖检测试剂盒、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验、流式细胞术检测细胞活力、增
殖、侵袭及凋亡能力的变化。通过生物信息学分析预测 ＬＩＮＣ０１００６的靶基因，双荧光素酶报告基因分
析验证预测结果；检测过表达和敲低 ＬＩＮＣ０１００６后 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ及其靶基因中胚层同源盒基因
（ｍｅｓｏｄｅｒｍｈｏｍｏｏｂｏｘ２，ＭＥＯＸ２）表达水平的变化。随后，分别在裸鼠皮下注射转染腺病毒空载体和
ＬＩＮＣ０１００６过表达载体的肾母细胞瘤细胞系，建立小鼠移植瘤模型，测定移植瘤的体积及质量，以及肿
瘤组织中 ＬＩＮＣ０１００６、ｍｉＲ１４８ａ３ｐ、ＭＥＯＸ２和磷酸化的磷脂酰肌醇３激 酶 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ｐＰＩ３Ｋ）、磷酸化的丝氨酸／苏氨酸激酶，即蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ｐＰＫＢ／ｐＡｋｔ）的表达。结果　肾母细胞瘤组织和细胞系中 ＬＩＮＣ０１００６的表达水平显
著低于对照组织和细胞（Ｐ＜０．０１）。ＬＩＮＣ０１００６可抑制肾母细胞瘤细胞的活力（Ｐ＜０．０１）、体外增殖能
力（Ｐ＜０．０１）和侵袭能力［（１６６．００±１３．７５）ｖｓ（１０３．００±９．２４），Ｐ＜０．０５］，促进细胞凋亡［（１１．３０±
０．２４）ｖｓ（３７．２５±１．５７），Ｐ＜０．０１］。双荧光素酶报告基因实验证实ＬＩＮＣ０１００６与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ直接结
合，而ＭＥＯＸ２是ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的靶基因。过表达ＬＩＮＣ０１００６抑制了ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的表达［（１．０７±０．０２）
ｖｓ（０．３２±０．０３），Ｐ＜０．０１］，而抑制 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的表达促进了 ＭＥＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达（Ｐ＜
０．０１），进而抑制了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的活性（Ｐ＜０．０５）。与转染 ｐｃＤＮＡＬＩＮＣ０１００６组相比，共转染
ＬＩＮＣ０１００６和ｍｉＲ１４８ａ３ｐｍｉｍｉｃ组中 ＭＥＯＸ２的表达下调（Ｐ＜０．０１），促进了 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的活
性（Ｐ＜０．０１），细胞活力、增殖和侵袭能力均显著提高（Ｐ＜０．０１），细胞凋亡能力降低（Ｐ＜０．０１）。此外，
过表达ＬＩＮＣ０１００６抑制了裸鼠移植瘤的生长（Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＩＮＣ０１００６可直接与 ｍｉＲ１４８ａ３相互
作用并下调其表达水平，从而阻断ＭＥＯＸ２／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的活性，抑制肾母细胞瘤细胞的增殖和侵袭，
促进细胞凋亡，抑制肿瘤的生长。
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ｔｈｅｌａｔｔｅｒ，ｔｈｕｓｂｌｏｃｋｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＥＯＸ２／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｅｐｈｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｅｐｈｒｏｂｌａｓｔｏｍａ；ＬＩＮＣ０１００６；ｍｉＲ１４８ａ３ｐ；ＭＥＯＸ２／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＯＴｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｔｉｎｇｚｈａｎｇｈｂ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　肾母细胞瘤（ｎｅｐｈｒｏｂｌａｓｔｏｍａ）又叫 Ｗｉｌｍｓ瘤，是
一种来源于胚胎性肾组织的混合性胚胎瘤，也是婴

幼儿泌尿系统最常见的恶性肿瘤［１］。越来越多的证

据表明，长度超过 ２００个核苷酸的长链非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ｌｎｃＲＮＡｓ）在癌症的发生发展
过程中起着至关重要的作用［２］。然而，大多数

ｌｎｃＲＮＡ与肾母细胞 瘤 之 间 的 关 系 尚 不 清 楚。
ＬＩＮＣ０１００６是一个基因间区长链非编码 ＲＮＡ（ｌａｒｇｅ
ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｉｎｃＲＮＡ），位于７号染色体
长臂３区６带（７ｑ３６）上［３］。有研究表明ＬＩＮＣ０１００６是
一种新的胃癌标志物［４］。然而，ＬＩＮＣ０１００６在肾母细
胞瘤中的相关研究较少。本研究通过检测肾母细胞瘤

组织和细胞系中 ＬＩＮＣ０１００６的表达水平，分析
ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞增殖、侵袭及凋亡能力
的影响及其相关机制，并通过体内实验进一步验证其

功能。

１　资料与方法

１．１　资料
１．１．１　临床样本收集　　收集来自西安市儿童医院

２０１７年９月至２０１８年７月血液肿瘤科肾母细胞瘤患
者组织和瘤旁组织（肿瘤未侵及）２０例，男女各１０例，
年龄（３．２５±１．４５）岁，新鲜组织从体内取出后立即置
于－８０℃保存。肾母细胞瘤患者必须符合以下标准：
①肾母细胞瘤的诊断必须经影像学检查确认；②既往
有癌症病史的患者不纳入本研究；③患者未接受化疗
或放疗。本研究２０１７年７月经本院医学伦理委员会
批准（００４号），所有受试者获得书面知情同意书。
１．１．２　细胞系与试剂　　人胚胎肾正常细胞系ＣＣＣ
ＨＥＫ１，肾母细胞瘤细胞系 ＳＫＮＥＰ１、Ｇ４０１和 ＷＴ
ＣＬＳ１，人源胚胎肾细胞 ＨＥＫ２９３Ｔ均来自本实验室细
胞库。４～６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购自成都达硕实验
动物有限公司。胎牛血清（ＦＢＳ）、ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养
基、高 糖 ＤＭＥＭ 培 养 基 购 自 美 国 Ｇｉｂｃｏ公 司；
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒、ＲＴｑＰＣＲ试剂均购自大连
ＴａＫａＲａ公司；ＲＩＰＡ裂解液、ＧＡＰＤＨ单克隆抗体和鼠
源ＩｇＧ抗体购自康为世纪生物科技有限公司；中胚层
同源盒基因（ｍｅｓｏｄｅｒｍｈｏｍｏｏｂｏｘ２，ＭＥＯＸ２）、磷脂酰
肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、ｐ
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ＰＩ３Ｋ、丝氨酸／苏氨酸激酶，即蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／Ａｋｔ）、ｐＡｋｔ抗体均购自美国Ａｂｃａｍ公
司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；膜联蛋白
（Ａｎｎｅｘｉｎ）Ｖ碘化丙啶（ＰＩ）双染凋亡试剂盒购自美国
ＤＢ公司；细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）
购自中国ＢｉｏＴｅｋｅ公司；ＢｒｄＵ细胞增殖检测试剂盒购
自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．１．３　主要仪器设备　 细胞培养箱、酶标仪购自
Ｔｈｅｒｍｏ公司；实时荧光定量 ＰＣＲ仪、凝胶成像系统购
自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；冷冻离心机购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司。

１．２　方法
１．２．１　质粒构建及转染　　通过 ＰＣＲ扩增得到
ＬＩＮＣ０１００６片段，将其克隆到ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ载体，随后
将其酶切后转化ＢＪ５１８３大肠杆菌进行重组，得到腺病
毒载体 ｐＡＤＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＬＩＮＣ０１００６。此外，以 ５′
ＧＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＡＡＧＴＧＣＧＴＧＣＴＣＣＡＧ３′和５′ＡＡＧＧ
ＴＡＣＣＣＡＴＧＧＡＡＣＡＣＣＣＣＣＴＣＴＴＴＧＧＣ３′为引物，扩增
得到ＭＥＯＸ２片段，将其克隆到ｐｃＤＮＡ３．１载体构建过
表达质粒，同时，设置空载体作对照。ｍｉＲ１４８ａ３ｐ、
ＬＩＮＣ０１００６和 ＭＥＯＸ２的 ｓｉＲＮＡ及其阴性对照由公司
设计并合成。将细胞接种于培养板，待其密度大约为

７０％时，根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂说明书进行
质粒转染。

１．２．２　ＲＮＡ提取及 ＲＴｑＰＣＲ　　按照说明书，用
ＴＲＩｚｏｌ试剂提取组织或细胞中的总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ浓
度，通过反转录产生 ｃＤＮＡ，将其作为模板进行 ＲＴ
ｑＰＣＲ，反应条件如下：９５℃ １ｍｉｎ；９４℃ １５ｓ、５４℃
３０ｓ、７２℃ ２０ｓ，共３５个循环。分别以 Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ
作为内源性对照，结果利用２－△△Ｃｔ法进行计算。引物
序列见表１。
１．２．３　ＣＣＫ８法检测细胞活性　　转染 ４８ｈ后，调
整细胞数至２×１０５／ｍＬ接种于９６孔板，于培养后２４、
４８、７２ｈ分别加入１５μＬＣＣＫ８溶液，孵育４ｈ之后弃
培养液，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ震荡１５ｍｉｎ，酶标仪测
定４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．４　ＢｒｄＵ法检测细胞增殖　　将细胞以１．５×１０４

个细胞／孔接种于 ９６孔板，于转染质粒培养 ２４、４８、

７２ｈ之后，每孔添加１０μＬ１０×ＢｒｄＵ溶液。３７℃孵育
１２ｈ之后弃培养液，添加Ｆｉｘｉｎｇ／ＤｅｎａｔｕｒｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ室
温孵育３０ｍｉｎ。去除溶液后添加１×检测抗体溶液，室
温孵育１ｈ。弃上清，洗涤之后添加１×辣根过氧化物
酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗溶液，室
温孵育 ３０ｍｉｎ。去除溶液，洗涤之后，添加 １００μＬ
ＴＭＢＳｕｂｓｔｒａｔｅ室温孵育 ３０ｍｉｎ，随后添加 １００μＬ
ＳＴＯＰＳｏｌｕｔｉｏｎ，３０ｍｉｎ内读取４５０ｎｍ处的Ｄ（４５０）值。
１．２．５　细胞侵袭实验　　在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ平板上涂
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，孵育２～３ｈ。然后将无血清培养液制备的
２００μＬ２×１０５／ｍＬ的细胞悬液加至上室，８００μＬ含
１０％ＦＢＳ的培养基加至下室，在３７℃培养箱继续培养
２４ｈ。去除上室底部膜表面的细胞，将细胞用甲醛溶
液固定后，结晶紫染色，在显微镜下进行观察和计数。

１．２．６　细胞凋亡检测　　进行细胞计数之后将 ２×
１０５～５×１０５／ｍＬ细胞离心，弃上清，重悬于 １９５μＬ结
合缓冲溶液中，与５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ孵育１０ｍｉｎ，然
后与１０μＬＰＩ（２０μｇ／ｍＬ）在避光条件下孵育 ５ｍｉｎ。
设立空白对照、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ单染色组。按照
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒说明书进行
实验。

１．２．７　靶基因预测及双荧光素酶报告基因实验　　
通过生物信息学分析预测得到 ＬＩＮＣ０１００６可靶向结
合的ｍｉＲＮＡ，及ｍｉＲＮＡ所靶向的基因。分别构建含有
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ结合位点的ＬＩＮＣ０１００６和ＭＥＯＸ２３′非翻
译区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）的野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，
ＷＴ）和突变型（ｍｕｔａｎｔ，ＭＵＴ）荧光素酶报告载体，即
ｐＧＬ３ＬＩＮＣ０１００６ＷＴ／ＭＵＴ和 ｐＧＬ３ＭＥＯＸ２３′ＵＴＲ
ＷＴ／ＭＵＴ。将荧光素酶报告载体分别与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ模
拟物或阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）寡核苷酸共转染
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。４８ｈ之后裂解细胞，加入底物，通过双
荧光素酶报告分析系统测定荧光素酶活性。

１．２．８　ＲＮＡＰｕｌｌｄｏｗｎ实验　　用生物素标记的
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，４８ｈ后将细胞裂解
液与链亲和素包被磁珠４℃孵育３ｈ。充分洗涤珠子
后，洗脱 ＲＮＡＲＮＡ复合物，对 ＲＮＡ提取物进行特异
性ＲＴｑＰＣＲ检测。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列与片段长度

基因 上游引物（５′３′） 下游引物（５′３′） 片段长度／ｂｐ
ＬＩＮＣ０１００６ ＴＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＴＧ ＴＣＣＴＣＡＡＧＡＡＴＡＡＧＧＡＡＣＡＴＡＧＧ １２０
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ ＴＣＡＧＴＧＣＡＣＴＡＣＡＧＡＡＣＴＴＴＧＴ ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴ ７４
ＭＥＯＸ２ ＴＣＴＧＧＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＴＧ ＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＣＴＧＴＣＡＣＴＴＴ ２１９
Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ ９４
ＧＡＰＤＨ ＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ ＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴ １００
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１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　转染 ４８ｈ之后，使用
ＲＩＰＡ裂解液提取组织或细胞的总蛋白，通过 ＢＣＡ试
剂盒测定每个样品的蛋白浓度。等量蛋白经 １０％聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离后，将其转移到
ＰＶＤＦ膜上，然后用５％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）室温封闭
１ｈ，分别用相应的抗ＭＥＯＸ２、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ
抗体４℃孵育过夜，用 ＴＢＳＴ漂洗之后，与 ＨＲＰ标记
的ＩｇＧ抗体室温孵育１ｈ。ＴＢＳＴ漂洗之后，ＥＣＬ显影
液曝光显影。基于每种蛋白质与 ＧＡＰＤＨ的灰度比，
使用ＩｍａｇｅＪ软件进行蛋白质定量分析。
１．２．１０　动物实验　　将１８只４～６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ
裸鼠按体质量从小到大编号，然后从随机数字表连续

抄取１８个数字，分别除以３求余数，余数０、１、２分别
代表进入第１、２、３组。得到第３组小鼠数量为８只，
查随机数字表下一个数字为１４，用该数字除以组内分
得的小鼠数量，即１４／８，所得余数为６，则将第３组内
第６只小鼠调整到第２组，以此类推，将小鼠随机分为
３组（每组６只）：空白对照组、空载体对照组、过表达
ＬＩＮＣ０１００６组。分 别 将 转 染 腺 病 毒 空 载 体 和
ＬＩＮＣ０１００６过表达腺病毒载体的 ＳＫＮＥＰ１细胞悬液
接种于裸鼠右前腋皮下，建立肾母细胞瘤皮下移植瘤

模型。接下来，每隔一周测量肿瘤体积，在第４周对裸
鼠实施安乐死，测量其肿瘤的质量。提取肿瘤组织的

ＲＮＡ和蛋白，检测 ＬＩＮＣ０１００６、ｍｉＲ１４８ａ３ｐ、ＭＥＯＸ２、
ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡｋｔ的表达。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。两组间的数据比较采用独立性 ｔ检验，多组间
比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＬＩＮＣ０１００６在肾母细胞瘤组织及细胞中表达下调
　　通过ＲＴｑＰＣＲ检测了肾母细胞瘤组织及细胞中

ＬＩＮＣ０１００６的表达，观察到肿瘤组织中 ＬＩＮＣ０１００６的
相对表达量显著低于正常组织（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ）。然
后，我们检测了人胚胎肾正常细胞和３个不同的肾母
细胞瘤细胞系中ＬＩＮＣ０１００６的表达水平，结果如图１Ｂ
所示，与正常细胞系相比，肾母细胞瘤细胞系中

ＬＩＮＣ０１００６的表达水平显著降低。
２．２　过表达ＬＩＮＣ０１００６可以抑制肾母细胞瘤细胞的

增殖和侵袭，促进细胞凋亡

　　分别通过 ＣＣＫ８、ＢｒｄＵ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验和
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色实验检测过表达和干扰
ＬＩＮＣ０１００６之后肾母细胞瘤细胞的活力、增殖、侵袭和
凋亡能力。腺病毒载体过表达 ＬＩＮＣ０１００６以及
ｓｉＲＮＡ干扰的效果见图２Ａ。ＣＣＫ８结果显示过表达
ＬＩＮＣ０１００６可以降低肾母细胞瘤细胞的存活率（Ｐ＜
０．０５，图 ２Ｂ）。ＢｒｄＵ结果显示过表达 ＬＩＮＣ０１００６可
以抑制肾母细胞瘤细胞的增殖（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｃ）。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，过表达 ＬＩＮＣ０１００６后，肾母
细胞瘤细胞的侵袭能力减弱（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。图２Ｅ
显示过表达 ＬＩＮＣ０１００６可以促进肾母细胞瘤细胞的
凋亡。以上结果说明，ＬＩＮＣ０１００６可以抑制肾母细胞
瘤细胞的增殖和侵袭，促进细胞凋亡。

２．３　ＬＩＮＣ０１００６与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ直接结合
　　通过生物信息学分析预测得到 ＬＩＮＣ０１００６与
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ直接结合（图３Ａ）。如图３Ｂ所示构建野
生型（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）载体进行双荧光素酶报告
基因实验，结果显示 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ抑制 ＬＩＮＣ０１００６ＷＴ
的荧光素酶活性（Ｐ＜０．０１），不影响 ＬＩＮＣ０１００６ＭＵＴ
的活性（图３Ｃ）。与对照相比，生物素化的 ｍｉＲ１４８ａ
３ｐ使ＬＩＮＣ０１００６的表达增加（图３Ｄ）。图３Ｅ显示过
表达 ＬＩＮＣ０１００６之后，ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的相对表达量下
降，而干扰ＬＩＮＣ０１００６之后，ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的相对表达
量升高（Ｐ＜０．０１）。以上结果说明，ＬＩＮＣ０１００６在肾母
细胞瘤细胞中可直接与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ结合发挥作用。
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图１　肾母细胞瘤组织及细胞系中ＬＩＮＣ０１００６的相对表达量
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Ａ：ＬＩＮＣ０１００６过表达与干扰效果的鉴定；Ｂ：ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞活性的影响；Ｃ：ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞增殖
的影响；Ｄ：ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞侵袭的影响；Ｅ、Ｆ：ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞凋亡的影响与统计结果　１：ＡｄＮＣ
组；２：ＡｄＬＩＮＣ０１００６组；３：ＮＣｓｉＲＮＡ组；４：ｓｉＬＩＮＣ０１００６组　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５，与
ＮＣｓｉＲＮＡ组比较

图２　ＬＩＮＣ０１００６对肾母细胞瘤细胞增殖、侵袭能力及凋亡的影响
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Ａ：ＬＩＮＣ０１００６与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ结合的区域；Ｂ：ＬＩＮＣ０１００６序列中与 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ结合的野生型（ＷＴ）序列及突变型（ＭＵＴ）序
列；Ｃ：双荧光素酶报告基因实验检测荧光素酶活性的变化；Ｄ：ＲＮＡＰｕｌｌｄｏｗｎ实验进一步验证ＬＩＮＣ０１００６与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ直接
结合；Ｅ：ＬＩＮＣ０１００６对ｍｉＲ１４８ａ３ｐ表达的影响　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣｍｉｍｉｃ组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与 ＰｒｏｂｅＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，
与ＡｄＮＣ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣｓｉＲＮＡ组比较

图３　ＬＩＮＣ０１００６直接与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ结合

２．４　ＭＥＯＸ２是ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的靶基因
　　通过生物信息学分析预测得到 ＭＥＯＸ２是 ｍｉＲ
１４８ａ３ｐ的靶基因，ｍｉＲ１４８ａ３ｐ与 ＭＥＯＸ２３′ＵＴＲ互
补序列如下。

９２２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）
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Ａ：双荧光素酶报告基因实验检测结果；Ｂ：荧光素酶活性检测结果；Ｃ：ＭＥＯＸ２ｍＲＮＡ相对表达量分析；Ｄ：ＭＥＯＸ２蛋白定量分
析　１：ＮＣｍｉｍｉｃ组；２：ｍｉＲ１４８ａ３ｐｍｉｍｉｃ组；３：ＮＣａｎｔａｇｏｍｉｒ组；４：ｍｉＲ１４８ａ３ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣｍｉｍｉｃ组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣａｎｔａｇｏｍｉｒ组比较

图４　ｍｉＲ１４８ａ３ｐ靶向ＭＥＯＸ２的３′ＵＴＲ

　　ｍｉＲ１４８ａ３ｐｍｉｍｉｃ降低了野生型（ＷＴ）ＭＥＯＸ２
３′ＵＴＲ报告载体的荧光素酶活性，而对突变型（ＭＵＴ）
没有影响（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ、Ｂ）。过表达、干扰 ｍｉＲ
１４８ａ３ｐ之后发现其对 ＭＥＯＸ２的表达起负向调节作
用（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ、Ｄ）。
２．５　ＭＥＯＸ２在肾母细胞瘤中抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通

路的活性

　　ＳＫＮＥＰ１细胞系转染 ＭＥＯＸ２过表达载体或
ｓｉＲＮＡ４８ｈ之后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其作用效果
（图５Ａ）。分别检测过表达和干扰 ＭＥＯＸ２之后细胞
的活力、增殖、侵袭和凋亡能力，结果显示过表达

ＭＥＯＸ２可以抑制肾母细胞瘤细胞的活力、增殖和侵袭
（Ｐ＜０．０１，图５Ｂ～Ｄ），促进细胞凋亡（Ｐ＜０．０１，图５Ｅ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，过表达 ＭＥＯＸ２可以抑制
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的活性，导致ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡｋｔ蛋白表达
显著降低（Ｐ＜０．０１，图５Ｆ）。
２．６　ＬＩＮＣ０１００６通过与 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ相互作用来促

进ＭＥＯＸ２的表达进而抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
的活性，抑制肾母细胞瘤细胞的增殖和侵袭，促

进细胞凋亡

　　过表达 ＬＩＮＣ０１００６可以促进 ＭＥＯＸ２的表达，共

同转染ｍｉＲ１４８ａ３ｐｍｉｍｉｃ之后可以减弱其促进作用
（图 ６Ａ）。同样地，ｍｉＲ１４８ａ３ｐｍｉｍｉｃ可以减弱
ＬＩＮＣ０１００６对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活性，对细胞活力、
增殖和侵袭能力的抑制作用以及其促细胞凋亡作用

（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ～Ｆ）。以上结果说明，ＬＩＮＣ０１００６通
过竞争性结合 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ，减弱 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ对靶基
因 ＭＥＯＸ２的抑制作用，从而促进其表达，增强对
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活性的抑制作用，进而抑制肾母细
胞瘤细胞的增殖和侵袭能力，促进细胞凋亡。

２．７　ＬＩＮＣ０１００６能抑制裸鼠体内移植瘤的生长
　　裸鼠接种转染腺病毒空载体和 ＬＩＮＣ０１００６腺病
毒过表达载体的 ＳＫＮＥＰ１细胞后，建立肾母细胞瘤
皮下移植瘤模型。监测肿瘤体积可以发现 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
与 Ｖｅｃｔｏｒ组移植瘤体积显著增大，两者差异无统计
学意义；ＡｄＬＩＮＣ０１００６组瘤体体积变化最小（Ｐ＜
０．０１，图７Ａ）。处死小鼠之后，测量其瘤质量发现，
ＡｄＬＩＮＣ０１００６组瘤质量最轻（Ｐ＜０．０１，图 ７Ｂ）。ＲＴ
ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＡｄＬＩＮＣ０１００６组
肾母细胞瘤组织中 ＬＩＮＣ０１００６、ＭＥＯＸ２表达上调，
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ的表达下调（Ｐ＜０．０１，
图７Ｃ～Ｆ）。
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图５　ＭＥＯＸ２对肾母细胞瘤细胞中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响
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图６　ＬＩＮＣ０１００６与ｍｉＲ１４８ａ３ｐ相互作用通过ＭＥＯＸ２／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径影响肾母细胞瘤细胞的增殖、侵袭和凋亡
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图７　ＬＩＮＣ０１００６抑制裸鼠体内移植瘤的生长

３　讨论

　　肾母细胞瘤是婴幼儿泌尿系统最常见的恶性肿
瘤，随着近年来治疗方案的不断改进，生存率有所提

高［５］。但对该病进行早期诊断和治疗的研究及应用

比较滞后，因此找到其有效标记物，提高诊疗水平成为

当前社会关注的主要问题［６］。ＬｎｃＲＮＡｓ在各种生命
活动过程中扮演着重要角色，例如在细胞周期、增殖、

凋亡和侵袭过程中发挥重要作用［７］。其中ｌｉｎｃＲＮＡ在
基因表达中发挥关键的调控作用，尤其是在邻近基因

之间［８］。研究表明 ＬＩＮＣ０１００６与肥胖相关［９］，其可以

通过调节体质量，对体质指数（ＢＭＩ）进行调整，减弱
ＬＩＮＣ０１００６与骨关节炎（ＯＡ）之间的联系［３］。有研究

表明ＬＩＮＣ０１００６在胰腺癌组织和细胞中表达上调，其
可以通过 ｍｉＲ２６８２５ｐ／ＨＯＸＢ８轴促进胰腺癌细胞的
增殖和转移［１０］。还有研究表明 ＬＩＮＣ０１００６在胃癌组
织和细胞系中表达降低，其表达水平与年龄、肿瘤位置

和肿瘤大小有关［４］。然而，ＬＩＮＣ０１００６在肾母细胞瘤
中的功能研究较少。本研究检测了肾母细胞瘤组织、

细胞系中 ＬＩＮＣ０１００６的表达。之后过表达和敲低
ＬＩＮＣ０１００６，检测细胞增殖、侵袭及凋亡能力的变化，
结果显示ＬＩＮＣ０１００６在肾母细胞瘤中表达下调，过表
达ＬＩＮＣ０１００６可以抑制肾母细胞瘤细胞的增殖和侵

袭，促进细胞凋亡。

　　研究证明ｌｎｃＲＮＡｓ可作为ｍｉＲＮＡｓ的“分子海绵”
发挥作用，调控癌症的发生、发展［１１］。ｍｉＲＮＡｓ是一种
内源性非编码ＲＮＡ，长度为１８～２５个核苷酸，其在病
理和生理过程中起调节作用［１２］。ｍｉＲＮＡｓ可以在转录
水平抑制靶基因的表达，起到癌基因或抑癌基因的作

用［１３］。我们通过生物信息学分析发现，ＬＩＮＣ０１００６序
列中包含 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的结合位点，ｍｉＲ１４８ａ３ｐ可以
直接靶向ＭＥＯＸ２，随后通过双荧光素酶报告基因实验
和ＲＮＡＰｕｌｌｄｏｗｎ实验对预测结果进行了验证。通过
以往研究发现在不同的肿瘤类型中，ｍｉＲ１４８可以作
为癌基因，也可以作为肿瘤抑制因子发挥作用。在食

管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）患者中，ｍｉＲ１４８的下调与生存
期的显著缩短相关。在食管腺癌（ＥＡＣ）中却发现
ｍｉＲ１４８上调之后，患者的生存期明显缩短，表明ｍｉＲ
１４８在 ＥＡＣ和 ＥＳＣＣ中的功能相反［１４］。有研究表明

ｍｉＲ１４８ａ在卵巢癌细胞株中表达下调，过表达 ｍｉＲ
１４８ａ可以明显抑制细胞增殖［１５］。ｍｉＲ１４８在胃癌中
也发挥抑癌作用［１６－１８］。还有研究表明 ｍｉＲ１４８ａ在肝
细胞癌（ＨＣＣ）、脊索瘤、喉鳞状细胞癌（ＬＳＣＣ）组织中
表达上调［１９－２１］。ｍｉＲ１４８ａ在骨肉瘤组织中的表达显
著增加，可以促进 ＰＩ３Ｋ信号通路的激活而发挥促肿
瘤作用［２２］。另外，ｍｉＲ１４８ａ的高表达可以促进胶质母

３３２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



细胞瘤细胞的生长、存活、迁移和侵袭［２３－２４］。我们在

肾母细胞瘤细胞中发现过表达 ＬＩＮＣ０１００６和敲低
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ均能显著提高 ＭＥＯＸ２的表达，从而初步
表明ＬＩＮＣ０１００６通过作为ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的“分子海绵”
来调控ＭＥＯＸ２的表达。
　　有研究表明 ＭＥＯＸ２在多种疾病中发挥重要作
用，其在肺癌［２５］、喉癌［２６］和肾母细胞癌［２７］等多种癌症

中发挥抑癌作用。ＭＥＯＸ２可以通过抑制血管生成和
Ｗｎｔ信号通路的激活抑制肾母细胞癌的发展［２７］。

ＭＥＯＸ２可以阻滞细胞周期，诱导细胞凋亡，抑制血管
周围脂肪细胞（ＰＶＡＣ）的增殖，还可以抑制 ＥＲＫ１／２
和Ａｋｔ１／２信号通路的激活［２８］。ＭＥＯＸ２在喉癌组织
中的表达水平低于正常组织，其可以通过抑制 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ途径抑制细胞活性，促进细胞凋亡［２６］。ＰＩ３Ｋ是脂
肪细胞生物活性特定的信号传导途径，会影响细胞的

增殖和分化［２９］。Ａｋｔ影响脂肪生成，通过影响细胞周
期来促进增殖［３０］，Ａｋｔ的活化可以抑制细胞凋亡，增强
细胞代谢［３１］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路参与抗凋亡机制的
激活、葡萄糖代谢和蛋白质合成，促进生物体内细胞的

生长和增殖［３２］，其异常激活与大多数癌症的进展密切

相关［３３－３５］。本研究发现 ＭＥＯＸ２可以抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路的活性，进而抑制肾母细胞瘤细胞的增殖和侵

袭，促进细胞凋亡。另外，体内实验表明过表达

ＬＩＮＣ０１００６能抑制移植瘤的生长。
　　本研究发现 ＬＩＮＣ０１００６在肾母细胞瘤组织及细
胞中呈低表达。过表达 ＬＩＮＣ０１００６可以抑制肾母细
胞瘤细胞的增殖和侵袭，促进细胞凋亡。作用机制可

能是ＬＩＮＣ０１００６通过与 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ相互作用，促进
ＭＥＯＸ２的表达，进而阻断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的活性，抑制
肾母细胞瘤细胞的增殖和侵袭，促进细胞凋亡，抑制肿

瘤的生长。
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