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ＬＩＮＣ００２９４通过ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＨＩＦ１ａ通路促进乳腺癌细胞的增殖、侵袭与迁移
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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织和
细胞中的表达变化，及其对乳腺癌细胞生物学特性的影响和可能的机制。方法　利用ＧＥＯ数据库资源
（ＧＳＥ４５８２７）中的４１例乳腺癌组织和１１例癌旁组织转录组测序数据分析差异基因，采用 ｑＲＴＰＣＲ实
验检测２０对来自本院２０２１－２０２２年确诊的乳腺癌患者的癌组织和癌旁组织，以及正常人乳腺上皮细胞
ＭＣＦ１０Ａ和人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、ＳＫＢＲ３和 ＭＤＡＭＢ２３１中 ＬＩＮＣ００２９４的表达；干扰 ＬＩＮＣ００２９４后
采用ＣＣＫ８检测细胞增殖变化；采用流式细胞术、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡和相关蛋白表达变化；采用
划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移和侵袭；裸鼠原位成瘤实验检测干扰ＬＩＮＣ００２９４对体内肿瘤生长的
影响；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＬＩＮＣ００２９４后ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路相关蛋白ｐｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ
及其下游靶分子缺氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）的表达情况。结果　通过ＧＥＯ数
据库筛选出差异表达的基因ＬＩＮＣ００２９４；ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织和乳腺癌细胞ＭＣＦ７、ＳＫＢＲ３和ＭＤＡ
ＭＢ２３１中表达显著增高（Ｐ＜０．０５）；干扰 ＬＩＮＣ００２９４后 ＭＣＦ７细胞增殖能力下降、凋亡相关蛋白表达
增加、侵袭和迁移能力下降（Ｐ＜０．０５）。干扰 ＨＩＦ１α可以抑制 ＬＩＮＣ００２９４的表达（Ｐ＜０．０５）；干扰
ＬＩＮＣ００２９４后ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路中ｐＡＫＴ和ｐｍＴＯＲ蛋白及其下游靶分子 ＨＩＦ１α的表达减少（Ｐ＜
０．０５）。结论　乳腺癌中高表达的ＬＩＮＣ００２９４可能通过ＡＫＴ／ｍＴＯＲ／ＨＩＦ１α信号通路影响乳腺癌的增
殖、侵袭和迁移等，ＬＩＮＣ００２９４可能与乳腺癌的发展密切相关。
　　［关键词］　长链非编码ＲＮＡ；乳腺癌；ＬＩＮＣ００２９４；ＨＩＦ１α
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　　乳腺癌是女性常见的高度异质性恶性肿瘤，位居
女性常见肿瘤首位。据 ２０２１年国际癌症研究机构
（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌａｇｅｎｃｙｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｃａｎｃｅｒ，ＩＡＲＣ）最新
发布的调查数据显示，乳腺癌在全球新发病例高达

２２６万例，并取代肺癌成为了全球第一大癌［１］，但乳腺

癌发生发展和转移过程中的分子机制仍不清楚。长链

非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）是一类长
度大于２００ｂｐ的 ＲＮＡ，几乎不具有编码蛋白质的功
能［２－３］。ＬｎｃＲＮＡ在肿瘤形成和发展过程中参与多种
生物学过程，如增殖、凋亡［４］、侵袭、迁移［５］、耐药［６］、

上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）［７］和免疫逃逸［８］等。ＬｎｃＲＮＡ已被证明是潜在
的肿瘤诊断和治疗的生物标记物和靶点［９］，目前只有

极少数的 ＬｎｃＲＮＡ具有功能注释，ＬｎｃＲＮＡ如何调控
肿瘤的生物学过程值得进一步的研究。本研究通过

ＧＥＯ数据库筛选出乳腺癌中差异表达的 ＬｎｃＲＮＡ
ＬＩＮＣ００２９４，运用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌
组织和细胞中的表达，并结合体内外实验研究

ＬＩＮＣ００２９４对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７生物学特性的影响
及其可能机制，希望为乳腺癌的研究提供新的思路和

可能的方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本　　２０例乳腺癌组织及癌旁组织样
本来自重庆医科大学附属第二医院乳腺甲状腺外科

２０２１－２０２２年确诊的乳腺癌患者，均未接受放疗、化疗

及内分泌等治疗。２０例患者均签署知情同意书后进
行手术切除，样本立即放于组织稳定保存液中。本研

究已获得重庆医科大学附属第二医院伦理委员会批准

（２０２３研伦审第６号）。
１．１．２　细胞　　人乳腺癌细胞株ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ２３１、
ＳＫＢＲ３和正常人乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ均购自
ＡＴＣＣ细胞库，由重庆医科大学生命科学研究院所
保存。

１．１．３　主要试剂　　 ＲＰＭＩ１６４０培养基和ＤＭＥＭ培
养基购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培
养基和胎牛血清购自以色列 ＢＩ公司，ＭＣＦ１０Ａ专用
培养基购自武汉普诺赛生命科技有限公司；ｓｉＮＣ、
ｓｉＬＩＮＣ００２９４、ｓｉＮＣ和 ｓｉＨＩＦ１α由上海吉玛制药技
术有限公司合成；转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００购自
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ公司；ＲＮＡ提取试剂盒、ＥｖｏＭＭＬＶ反
转录预混型试剂盒和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自湖南艾科瑞生
物工程有限公司；ｑＲＴＰＣＲ实验引物购自北京擎科生
物科技有限公司；快速凝胶制备试剂盒购自上海雅酶

生物医药公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自北京索
莱宝科技有限公司；βａｃｔｉｎ（兔抗，ＧＢ１５００３）购自武汉
赛维尔生物科技有限公司；缺氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）（兔抗，３８２６００）、ＰＣＮＡ（兔
抗，Ｒ２５２９４）、Ｂｃｌ２（兔 抗，Ｒ２３３０９）、Ｂａｘ（兔 抗，
Ｒ２３５６９）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（兔抗，Ｒ２３７２７）、ｍＴＯＲ（兔
抗，３８０４１１）、ｐｍＴＯＲ（兔抗，３８１５５７）、ＡＫＴ（兔抗，
３８２８０４）、ｐＡＫＴ（兔抗，３１００２１）购自成都正能生物技
术有限责任公司；山羊抗兔二抗抗体购自北京中杉金
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桥生物技术有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国
ＣＯＲＮＩＮＧ公司，结晶紫染色液购自上海碧云天生物技
术有限公司；细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，
ＣＣＫ８）购自上海碧云天生物技术有限公司；ＬＩＮＣ００２９４
干扰慢病毒及其对照慢病毒购自北京擎科生物科技有

限公司；ＳＣ７９（ＨＹ１８７４９）购自ＭｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ；４～６周
龄、体质量１６～１８ｇ的ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸鼠购自常州卡文
斯实验动物有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７培养于
含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中；ＭＤＡＭＢ
２３１培养于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中；ＳＫ
ＢＲ３细胞培养于含１０％胎牛血清的ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养
基中。正常人乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ培养于普诺赛
ＭＣＦ１０Ａ细胞专用培养基中。所有细胞株培养于３７℃、
５％ＣＯ２的恒温培养箱中。
１．２．２　差异基因筛选　　在 ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｄｓ／）下载ＧＳＥ４５８２７（１１例癌
旁组织ｖｓ４１例乳腺癌组织）数据集，利用 ＧＥＯ２Ｒ在
线工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／ｇｅｏ２ｒ／）
进行差异分析，以ａｄｊ．Ｐ＜０．０５、｜ｌｏｇＦＣ｜＞１为标准筛选
差异基因，利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０绘制热图。
１．２．３　细胞转染　　将 ＭＣＦ７细胞培养于 ６孔板
中，待细胞生长至７０％～８０％时，分为２组：ｓｉＮＣ组和
ｓｉＬＩＮＣ组，采 用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００将 ｓｉＮＣ和
ｓｉＬＩＮＣ分别转染至ＭＣＦ７细胞。
１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＬＩＮＣ００２９４的表达　　根据试
剂盒说明书提取乳腺癌组织和癌旁组织、正常人乳腺

上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ和乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ
２３１和ＳＫＢＲ３的总 ＲＮＡ，并检测其浓度。ＬＩＮＣ００２９４
上游引物序列：５′ＴＧＴＧＴＴＧＴＣＣＴＣＣＡＧＡＡＴＣＧ３′，下
游 引 物 序 列：５′ＣＣＡＡＣＣＡＡＧＡＧＣＣＡＡＣＡＡＡＧ３′；
βａｃｔｉｎ上游引物序列：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣ３′，
下游引物序列：５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧ３′；反应条件
为：９５℃（３０ｓ）→［９５℃（５ｓ）→６０℃（３０ｓ），７２℃
（３０ｓ）］×４０个循环。样品以βａｃｔｉｎ为内参，设置３个
复孔，ＬＩＮＣ００２９４的相对表达量采用２－△△Ｃｔ法表示。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将转染 ｓｉＮＣ或
ｓｉＬＩＮＣ２４ｈ后的 ＭＣＦ７细胞分别制备细胞悬液
（３×１０４个／ｍＬ），以１００μＬ／孔接种到９６孔板中，每组
设置４个复孔。待细胞完全贴壁后记为 ０ｈ，分别在
０、２４、４８、７２、９６ｈ往每孔中加入１０μＬＣＣＫ８溶液后
轻柔混匀，培养箱中避光孵育２ｈ后测定４５０ｎｍ处的
光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．６　流式细胞术检测细胞凋亡　　将转染 ｓｉＮＣ

或ｓｉＬＩＮＣ的 ＭＣＦ７细胞用胰酶消化后并用 ＰＢＳ洗
３次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后弃上清，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
结合液重悬细胞，再加入１０μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ，避光
孵育１５ｍｉｎ，使用流式细胞仪检测细胞凋亡。
１．２．７　划痕愈合实验检测细胞迁移　　用２００μＬ的
枪头对转染 ｓｉＮＣ或 ｓｉＬＩＮＣ后培养至 ９０％的各组
ＭＣＦ７进行划痕，ＰＢＳ洗涤２次后加入无血清培养基，
在显微镜下拍照并记录０ｈ划痕距离。将细胞放回培
养箱培养４８ｈ后再次用显微镜拍照并记录各组细胞
的划痕距离，根据划痕差值计算各组细胞４８ｈ的相对
迁移率。

１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭　　将５０μＬ基质胶
稀释液（基质胶∶无血清培养基＝１∶８）铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室中，并将小室放至培养箱中过夜。将各组 ＭＣＦ７
细胞用无血清培养基稀释成细胞悬液（２．５×１０５个／ｍＬ），
取２００μＬ接种至铺被基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室
中，下室加入５００μＬ含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培
养基，于培养箱中培养。４８ｈ后取出小室用 ＰＢＳ清洗
２遍，４％多聚甲醛固定２５ｍｉｎ，结晶紫染色２５ｍｉｎ后
用棉签拭去上室细胞，在显微镜下随机选取３个视野
拍照并计数细胞。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　６孔板中每孔
加入１００μＬ细胞裂解液后提取蛋白。每孔按 ２０μｇ
上样，在ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中１５０Ｖ恒压电泳分离蛋白，
随后２５０ｍＡ恒流转膜，用５％脱脂奶粉室温摇床封闭
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，４℃孵育一抗（βａｃｔｉｎ兔抗１∶１０００，
ＰＣＮＡ鼠抗１∶５０００，Ｂｃｌ２兔抗１∶５００，Ｂａｘ兔抗 １∶５００，
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３兔抗 １∶５００，ｐＡＫＴ兔抗 １∶１０００，
ＡＫＴ兔抗１∶１０００，ｐｍＴＯＲ兔抗１∶１０００，ｍＴＯＲ兔抗
１∶１０００，ＨＩＦ１α兔抗１∶５００）过夜。ＴＢＳＴ洗膜 ３次，
并室温孵育二抗 １ｈ（辣根酶标记兔抗山羊 ＩｇＧ
１∶２００００，辣根酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ１∶２００００），再次
ＴＢＳＴ洗膜３次，使用勤翔显色仪显色成像并用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ测量灰度值。
１．２．１０　转录因子预测　　通过 ＮＣＢＩ数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）获取 ＬＩＮＣ００２９４启
动子序列，应用 ＪＡＳＰＡＲ数据库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｊａｓｐａｒ．
ｇｅｎｅｒｅｇ．ｎｅｔ／）预测可能与ＬＩＮＣ００２９４启动子序列位点
结合的转录因子。

１．２．１１　动物实验　　将ＬＩＮＣ００２９４干扰慢病毒及其
对照病毒感染ＭＣＦ７细胞，培养４８ｈ后加入嘌呤霉素
筛选稳转株细胞。将稳定转染 ＬＩＮＣ００２９４干扰慢病
毒及其对照慢病毒的 ＭＣＦ７细胞约 １×１０７个分别悬
浮在２００μＬＰＢＳ中，并原位注射到４～６周龄ＢＡＬＢ／ｃ
雌性裸鼠的乳腺处，对照组和实验组各４只。每周测
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量肿瘤大小，用修正椭圆公式（体积＝长×宽２／２）计算肿
瘤体积。４周后，处死小鼠，解剖肿瘤，测定最终肿瘤
质量和体积。动物研究项目得到重庆医科大学附属第

二医院伦理委员会的批准（２０２３研伦审第６号）。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０进行统计分析。计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，两样本均数比较采用 ｔ检验，多组
均数比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织和乳腺癌细胞中高表达
　　对 ＧＥＯ数据库资源（ＧＳＥ４５８２７）中的 ４１例乳腺
癌组织和１１例癌旁组织的转录组测序数据进行分析。
结果显示：ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织中显著上调（图１Ａ）。
ｑＲＴＰＣＲ检测 ２０对乳腺癌患者的癌组织和癌旁组

织、正常人乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ和乳腺癌细胞
ＭＣＦ７、ＳＫＢＲ３和 ＭＤＡＭＢ２３１中 ＬＩＮＣ００２９４的表
达，结果显示，ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织中的相对表达
量显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ）。人乳腺癌细
胞ＳＫＢＲ３、ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１中 ＬＩＮＣ００２９４的
相对表达量明显高于正常人乳腺上皮细胞 ＭＣＦ１０Ａ
（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。该结果与生物信息学分析结果一
致，因此选择ＬＩＮＣ００２９４进行后续研究。
２．２　干扰ＬＩＮＣ００２９４效率验证
　　设计并合成针对 ＬＩＮＣ００２９４的干扰片段 ｓｉＬＩＮＣ
（ｓｉＬＩＮＣ００２９４）和普通阴性对照ｓｉＮＣ，探索ＬＩＮＣ００２９４
对乳腺癌细胞生物学特性的影响。将 ｓｉＬＩＮＣ和
ｓｉＮＣ分别转染ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，使用ｑＲＴＰＣＲ检
测细胞中ＬＩＮＣ００２９４的相对表达水平。结果显示，与
ｓｉＮＣ组相比，转染 ＬＩＮＣ００２９４干扰片段后 ＭＣＦ７细
胞中ＬＩＮＣ００２９４的表达明显降低（Ｐ＜０．０５，图２）。
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织比较；Ｃ：不同乳腺细胞系ｑＲＴＰＣＲ检测结果（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ｂ：Ｐ＜０．０５，与人乳腺上皮细胞ＭＣＦ１０Ａ比较

图１　ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织和乳腺癌细胞中高表达
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图２　干扰ＬＩＮＣ００２９４效率验证　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制ＭＣＦ７细胞的增殖并促进
细胞凋亡

　　ＣＣＫ８结果显示，培养９６ｈ后，与 ｓｉＮＣ组相比，
ｓｉＬＩＮＣ组 ＭＣＦ７细胞增殖能力显著降低（Ｐ＜０．０５，
图３Ａ）。流式细胞术检测结果显示，与 ｓｉＮＣ组相比，
干扰ＬＩＮＣ００２９４后ＭＣＦ７细胞的凋亡率增加（Ｐ＜０．０５，
图 ３Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白发现，与
ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＬＩＮＣ组增殖细胞核抗原 ＰＣＮＡ和抗
凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达减少，而激活的Ｃａｓｐａｓｅ３和促

凋亡蛋白Ｂａｘ的表达增加（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ、Ｄ）。以上
结果表明干扰 ＬＩＮＣ００２９４显著抑制 ＭＣＦ７细胞的增
殖，促进ＭＣＦ７细胞的凋亡。
２．４　干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制ＭＣＦ７细胞的迁移和侵袭
　　划痕实验结果表明，迁移 ４８ｈ后，与 ｓｉＮＣ组相
比，ｓｉＬＩＮＣ组ＭＣＦ７细胞的相对迁移率下降（Ｐ＜０．０５，
图４Ａ、Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验表明，与ｓｉＮＣ组相比，
ｓｉＬＩＮＣ组ＭＣＦ７细胞４８ｈ的穿膜数目减少（Ｐ＜０．０５，
图４Ｃ、Ｄ）。表明干扰ＬＩＮＣ００２９４可以显著抑制ＭＣＦ７
细胞的迁移和侵袭能力。

２．５　干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制体内肿瘤的生长
　　构建裸鼠移植瘤模型验证 ＬＩＮＣ００２９４在体内对
乳腺癌细胞 ＭＣＦ７生长的影响。将 ＬＩＮＣ００２９４稳定
干扰的 ＭＣＦ７细胞（ｓｈＬＩＮＣ）及其对应的对照组
（ｓｈＮＣ）分别原位注射到雌性裸鼠乳腺处。结果显
示，与对照组（ｓｈＮＣ）相比，干扰ＬＩＮＣ００２９４（ｓｈＬＩＮＣ）组
的肿瘤体积明显减小（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｃ），肿瘤生长速
度减慢（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ），肿瘤质量明显减轻（Ｐ＜０．０５，
图５Ｄ）。表明干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制体内肿瘤的生长。
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Ａ：ＣＣＫ８检测结果；Ｂ：流式细胞术检测结果；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果及蛋白相对表达量

图３　干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制ＭＣＦ７细胞的增殖并促进细胞凋亡　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图４　干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制ＭＣＦ７细胞的迁移和侵袭　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图５　干扰ＬＩＮＣ００２９４抑制体内肿瘤的生长　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）
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２．６　ＨＩＦ１α调控 ＬＩＮＣ００２９４的表达，两者之间可能
存在正反馈调节机制

　　通过 ＮＣＢＩ数据库获取 ＬＩＮＣ００２９４启动子序列，
启动子区域位点的具体坐标为 Ｃｈｒ１１：３３０７４１５０
３３０７９４５４。应用 ＪＡＳＰＡＲ进行转录因子预测，发现
ＨＩＦ１α和ＬＩＮＣ００２９４的启动子之间存在可能的结合
位点（图 ６Ａ）。在 ＭＣＦ７细胞中转染 ＨＩＦ１α的干扰
片段ｓｉＨＩＦ１α和阴性对照ｓｉＮＣ，利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测干扰效率，结果显示，与 ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＨＩＦ１α组
的ＨＩＦ１α蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｂ、Ｃ）。
ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，ｓｉＨＩＦ１α组中ＬＩＮＣ００２９４的
相对表达量，较 ｓｉＮＣ组显著下降（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｄ），
表明 ＨＩＦ１α可能调控 ＬＩＮＣ００２９４的表达。与 ｓｉＮＣ
组相比，干扰 ＬＩＮＣ００２９４后 ＨＩＦ１α蛋白水平显著下
调（Ｐ＜０．０５，图６Ｅ、Ｆ）。提示 ＬＩＮＣ００２９４也可能影响
ＨＩＦ１α的表达，二者之间可能存在正反馈调控机制。
２．７　ＬＩＮＣ００２９４可能通过 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路调节

ＨＩＦ１α的表达
　　ＨＩＦ１α被公认为是经典的 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路下游
靶点。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰 ＬＩＮＣ００２９４后 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白分子的表达情况，结果显示，
与ｓｉＮＣ组相比，干扰ＬＩＮＣ００２９４后ＭＣＦ７细胞中ｐＡＫＴ
和ｐｍＴＯＲ蛋白的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５，图７Ａ、Ｂ）。
在ｓｉＬＩＮＣ组中加入 ＡＫＴ激活剂 ＳＣ７９设计挽救实

验，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＳＣ７９可以逆转由于干扰
ＬＩＮＣ００２９４导致的 ｐＡＫＴ、ｐｍＴＯＲ和 ＨＩＦ１α蛋白的
下降（Ｐ＜０．０５，图７Ｃ、Ｄ）。表明 ＬＩＮＣ００２９４可能通过
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路调节 ＨＩＦ１α的表达，从而调节
乳腺癌的发生和发展。

３　讨论

　　ＬｎｃＲＮＡ是长度大于２００个核苷酸的非编码转录
本，由独立启动子 ＲＮＡＰｏｌⅡ转录，其转录本由多个
外显子组成，包括 ５’端帽子结构和 ３’端 ｐｌｏｙＡ
尾［１０－１１］。ＬｎｃＲＮＡ可分为正义ＬｎｃＲＮＡ、反义ＬｎｃＲＮＡ、
双向 ＬｎｃＲＮＡ、基因间 ＬｎｃＲＮＡ、基因内 ＬｎｃＲＮＡ、启动
子相关ＲＮＡ和非翻译区ＬｎｃＲＮＡ。ＬｎｃＲＮＡ的作用机
制与其亚细胞定位相关［１２］。定位于细胞核的ＬｎｃＲＮＡ
可以干扰临近基因的表达；定位于细胞质的 ＬｎｃＲＮＡ
可以通过 ｃｅＲＮＡ机制竞争性结合 ｍｉＲＮＡ，解除
ｍｉＲＮＡ对靶基因的抑制作用；此外 ＬｎｃＲＮＡ还可以通
过改变蛋白质定位进而调控基因的表达［１３］。ＬｎｃＲＮＡ
已被证实在多种肿瘤中发挥重要的调控作用。研究表

明乳腺癌中高表达的ＬｎｃＲＮＡＴＨＯＲ，在促进乳腺癌发
生发展和耐药中发挥了重要的作用［１４］；ＬｎｃＲＮＡ
ＳＦＴＡ１Ｐ在宫颈癌中高表达，其表达水平与宫颈癌的
增殖、迁移和侵袭相关［１５］。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较
Ａ：ＨＩＦ１α与ＬＩＮＣ００２９４的结合位点分析；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｉＨＩＦ１α的干扰效果及半定量分析；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测结
果；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＬＩＮＣ００２９４后ＨＩＦ１α蛋白的表达及半定量分析

图６　ＨＩＦ１α和ＬＩＮＣ００２９４的调控作用　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３３９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＬＩＮＣ组比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＬＩＮＣ００２９４后ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白的表达及半定量分析；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测加入 ＡＫＴ激
活剂后各组ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白的表达及半定量分析

图７　ＬＩＮＣ００２９４可能通过ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路调控ＨＩＦ１α的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　本研究中的长链非编码ＲＮＡＬＩＮＣ００２９４位于１１号
染色体上（Ｃｈｒ１１ｐ１３）。研究报道 ＬＩＮＣ００２９４可以通
过海绵化ｍｉＲ２１５ｐ激活ｃＡＭＰ信号通路，提高ＣＡＳＫＩＮ１
的表达，从而抑制线粒体功能，促进胶质瘤细胞凋

亡［１６］。另外，ＬＩＮＣ００２９４还可通过靶向 ｍｉＲ１２７８／
ＮＥＦＭ轴进而抑制胶质瘤的发展［１７］；ＬＩＮＣ００２９４在宫
颈癌中的表达升高，并通过 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ通路调控细胞
周期促进宫颈癌的进展［１８］。ＸＵ等［１９］发现过表达

ＬＩＮＣ００２９４可以显著缓解ＬＰＳ诱导的人脐静脉内皮细
胞炎症性损伤。ＬＩＮＣ００２９４已被证实在多种疾病中具
有重要的作用，但其在乳腺癌中的作用尚不清楚，

ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌中究竟扮演何种角色值得进一步
的研究。

　　本研究通过ＧＥＯ数据库（ＧＳＥ４５８２７），对其中４１例
乳腺癌组织及１１例癌旁组织转录组测序数据进行分
析，获得差异表达的 ＬｎｃＲＮＡＬＩＮＣ００２９４。进一步利
用ｑＲＴＰＣＲ技术检测出 ＬＩＮＣ００２９４在临床乳腺癌组
织和乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、ＳＫＢＲ３和 ＭＤＡＭＢ２３１中
呈高表达。这与本研究生物信息学分析结果一致，且

目前尚未见 ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌中的功能注释。为

了探索ＬＩＮＣ００２９４基因在乳腺癌中的作用，本研究将
ｓｉＬＩＮＣ００２９４转染至 ＭＣＦ７细胞中干扰 ＬＩＮＣ００２９４
的表达，结果显示 ＭＣＦ７细胞的增殖能力显著下降，
而凋亡增加，说明干扰ＬＩＮＣ００２９４能够抑制 ＭＣＦ７细
胞的增殖；同时划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，干扰
ＬＩＮＣ００２９４后，ＭＣＦ７细胞的侵袭和迁移能力也显著
下降。裸鼠原位成瘤实验显示，干扰 ＬＩＮＣ００２９４后肿
瘤的生长速度减慢，肿瘤体积减小。表明 ＬＩＮＣ００２９４
在乳腺癌中具有促癌的作用。

　　为进一步探索 ＬＩＮＣ００２９４调节乳腺癌形成和发
展的可能机制，本研究通过 ＪＡＳＰＡＲ数据库预测发现
缺氧诱导因子１（ＨＩＦ１α）和 ＬＩＮＣ００２９４之间存在可
能的结合位点。ＨＩＦ１α是具有转录活性的核蛋白，在
缺氧状态下可以与靶基因启动子缺氧反应元件

（ｈｙｐｏｘｉａｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，ＨＲＥ）的核心ＤＮＡ序列５′
ＴＡＣＧＧＴＧ３′结合［２０］，通过激活基因的转录，促进糖

酵解、胚胎血管形成、肿瘤血管生成等，在肿瘤的发生

发展和转移中发挥重要的作用［２１］。此外，ＨＩＦ１α还
是ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的下游靶分子，乳腺癌中
ＰＴＥＮ突变可以通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路

４３９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



调节 ＨＩＦ１α表达水平［２２］。通过干扰ＨＩＦ１α的表达，
发现 ＬＩＮＣ００２９４的表达水平显著降低，说明 ＨＩＦ１α
可能调节 ＬＩＮＣ００２９４的表达；而干扰 ＬＩＮＣ００２９４后
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路信号相关蛋白
及其下游靶分子ＨＩＦ１α的表达水平均显著降低，挽救
实验显示ＡＫＴ激活剂ＳＣ７９可以逆转干扰ＬＩＮＣ００２９４
对ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路的抑制作用。这提示ＬＩＮＣ００２９４
可能通过 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路调节 ＨＩＦ１α的表达，
从而影响乳腺癌的发生发展。表明 ＬＩＮＣ００２９４在乳
腺癌的发生发展过程中可能发挥重要作用，且与

ＨＩＦ１α相互调控表达。
　　ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路在包括乳腺癌在内的癌症
发展中起着至关重要的作用［２３］。该通路是细胞代谢

的关键调节因子，参与葡萄糖摄取、糖酵解、脂肪酸氧

化和蛋白质合成等。肿瘤细胞中 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号过
度激活可以引起ｍＲＮＡ转录和蛋白质合成增加，从而
促进细胞增殖和生长［２４］。ｍＴＯＲ信号通路受非编码
ＲＮＡ的调节。ＰＥＴＮ是人类癌症中常见的ＡＫＴ／ｍＴＯＲ
信号通路的负调节因子［２５］，ＬｎｃＲＮＡｐ２１可以通过抑
制 ＰＴＥＮ蛋白表达上调 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路中
ｐＡＫＴ水平［２４］。三阴性乳腺癌中高表达的 ＬＩＮＣ０１１３３
可以与ＲＮＡ结合蛋白 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１竞争性偶联，解除
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１对 ＰＲＲ５／ＰＲＯＴＯＲ１ｍＲＮＡ稳定性的抑
制，从而加速 ＡＫＴ激活，促进 ＡＫＴ和 ｐＡＫＴ的表
达［２６］；另外，ＷＵ等［２７］发现ＬｎｃＲＮＡＰＡＧＢＣ可以促进
胆囊癌细胞的生长，其通过竞争性结合 ｍｉＲ１３３ｂ和
ｍｉＲ５１１以上调 ＳＯＸ４和 ＰＩＫ３Ｒ３的表达，从而激活
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路。
　　综上所述，本研究发现 ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌组织
和细胞中表达增高，干扰 ＬＩＮＣ００２９４显著抑制了乳腺
癌细胞ＭＣＦ７的增殖、侵袭和迁移，增加凋亡，动物实
验发现干扰ＬＩＮＣ００２９４显著抑制体内乳腺癌的生长，
表明ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌中呈高表达且具有促癌作
用；生信筛选结合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验发现 ＨＩＦ１α可
以调节 ＬＩＮＣ００２９４的表达，而 ＬＩＮＣ００２９４可以通过
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路调节 ＨＩＦ１α的表达，提示
ＨＩＦ１α和ＬＩＮＣ００２９４之间可能存在正反馈调节机制。
本研究揭示了 ＬＩＮＣ００２９４在乳腺癌中的作用和可能
机制，但 ＨＩＦ１α与 ＬＩＮＣ００２９４之间是如何互相调控
表达的尚不完全清楚，两者之间具体的分子作用机制

仍有待进一步研究。
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