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长链非编码 RNA SATB2-AS1抑制肺腺癌进展的机制研究

乔勃伟，张 勇，李明涛，李 岩　（空军军医大学第二附属医院胸外科，陕西 西安 710038）

［摘 要］　目的　长链非编码RNA (lncRNA) SATB2的反义转录物（SATB2-AS1）对肺腺癌细胞生物学功能的影响和机制研究。

方法　收集 25 例肺腺癌患者的肿瘤组织和癌旁组织，检测 SATB2-AS1 表达水平。用 lncRNA SATB2-AS1 的过表达载体（pcDNA-

SATB2-AS1）和 shRNA 或 IGF2BP2 的 shRNA（sh-SATB2-AS1；sh-IGF2BP2）和/或 SLC7A11 的 shRNA（sh-SLC7A11）转染肺腺癌细胞

A549。RIP分析评估 IGF2BP2蛋白分别与 SATB2-AS1或 SLC7A11 mRNA的结合；CCK-8和 Transwell实验分别用于检测肺腺癌细胞

的增殖和侵袭能力；RT-qPCR和Western blot分别检测基因和蛋白表达。结果　与癌旁组织和人正常支气管上皮细胞系BEAS-2B相

比，SATB2-AS1在肺腺癌患者的肿瘤组织和肺腺癌细胞系中的表达显著下调（P<0. 01）。过表达 SATB2-AS1抑制A549细胞增殖和

侵袭，沉默 SATB2-AS1促进细胞增殖和侵袭（P<0. 05）。过表达 SATB2-AS1后A549细胞中的 Fe2+浓度、活性氧（ROS）水平以及丙二

醛（MDA）含量显著降低（P<0. 01），还原性谷胱甘肽（GSH）含量及铁死亡关键蛋白 SLC7A11、GPX4 的表达显著升高（P<0. 01）。

SATB2-AS1通过与 IGF2BP2蛋白结合显著促进 IGF2BP2蛋白与 SLC7A11 mRNA结合，降低 SLC7A11 mRNA的稳定性（P<0. 01）。沉

默 SLC7A11 显著逆转了 SATB2-AS1 沉默对 A549 细胞的影响。结论　 lncRNA SATB2-AS1 通过招募 IGF2BP2 蛋白破坏 SLC7A11 
mRNA稳定性，诱导肺腺癌细胞铁死亡，抑制细胞增殖和侵袭，从而抑制肺腺癌进展。
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Mechanism of long non-coding RNA SATB2-AS1 inhibiting progression of lung adenocarcinoma
QIAO Bo-wei，ZHANG Yong，LI Ming-tao，LI Yan　（Department of Thoracic Surgery， the Second Affiliated Hospital of Air Force 
Medical University，Xi'an Shaanxi 710038，China）

Abstract:Objective　To investigate the effect of long non-coding RNA（lncRNA） antisense transcript of SATB2 protein （SATB2-AS1） 
on the biological function of lung adenocarcinoma cells and its mechanism. Methods　Tumor tissues and adjacent tissues from 25 patients 
with lung adenocarcinoma were collected to detect the expression of SATB2-AS1.  Then，the overexpression vector of lncRNA SATB2-AS1 
（pcDNA-SATB2-AS1） and shRNA or shRNA of IGF2BP2 （sh-SATB2-AS1；sh-IGF2BP2） and/or shRNA of SLC7A11 （sh-SLC7A11） were 
transfected into lung adenocarcinoma cell A549. RIP assay was used to estimate the binding of IGF2BP2 protein to SATB2-AS1 or SLC7A11 
mRNA，respectively；CCK-8 and Transwell assay were used to detect the proliferation and invasion ability of lung adenocarcinoma cells；
RT-qPCR and Western blot assay were used to detect gene expression and protein expression， respectively. Results　 Compared with 
adjacent tissues and human bronchial epithelial cell BEAS-2B，the expression of SATB2-AS1 was significantly down-regulated in tumor 
tissues of patients with lung adenocarcinoma and lung adenocarcinoma cells （P<0. 01）.  Overexpression of SATB2-AS1 significantly 
inhibited the proliferation and invasion of A549 cells， while silencing SATB2-AS1 significantly promoted the cell proliferation and invasion 
（P<0. 05）.  Moreover， overexpression of SATB2-AS1 significantly reduced Fe2+ concentration， reactive oxygen species（ROS） level， and 
malondialdehyde （MDA） content in A549 cells（P<0. 01）， and increased glutathione （GSH） content， the expression of SLC7A11 and GPX4 
which were the key proteins of ferroptosis （P<0. 01）.  Meanwhile， SATB2-AS1 significantly promoted IGF2BP2 protein binding to SLC7A11 
mRNA by binding to IGF2BP2 protein， and reduced the stability of SLC7A11 mRNA （P<0. 01）.  Silencing SLC7A11 significantly reversed 
the effects of silencing SATB2-AS1 on A549 cells. Conclusion　LncRNA SATB2-AS1 destabilizes SLC7A11 mRNA by recruiting IGF2BP2 
protein， induces the ferroptosis of lung adenocarcinoma cells， inhibits the cell proliferation and invasion， and thus inhibits the progression of 
lung adenocarcinoma.
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肺癌是全球最常见的恶性肿瘤，发病率和病死率

都很高。非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）是肺癌的主要亚型，占肺癌的 80%~85%[1]，而

肺腺癌是 NSCLC 中发病率增长最快且最主要的亚

型[2]。尽管应用了早期筛查并改进了治疗方法，但其

预后仍然不佳，患者 5年生存率仍低于 30%[3-4]。因此，

研究肺癌的发病机制并开发新的治疗方法尤为重要。

长链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）
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在多种恶性肿瘤中发挥抑癌或致癌作用[5-6]。lncRNA 
SATB2 的反义转录物（antisense transcript of SATB2 
protein，SATB2-AS1）是肝细胞癌、结直肠癌等多种癌

症的关键调节因子[7-10]。生物信息学分析显示 SATB2-

AS1 是肺腺癌预后的预测因子[11]。然而，SATB2-AS1
在肺腺癌中的具体机制尚不清楚。

胰岛素样生长因子 2 mRNA 结合蛋白 2（insulin-

like growth factor 2 mRNA binding protein 2，IGF2BP2）
是一种RNA结合蛋白，可调节RNA定位、稳定性和翻

译[12]。有研究显示，IGF2BP2 可以通过稳定肿瘤抑制

激酶 1（large tumor suppressor kinase 1，LATS1）mRNA
增强LATS1表达，从而抑制肺腺癌进展[13]；还有研究显

示 IGF2BP2 与 SERPINH1 mRNA 结 合 并 破 坏

SERPINH1 mRNA 的稳定性，从而抑制透明细胞肾细

胞癌的转移[14]。此外，有研究显示 WT1-AS/IGF2BP2
轴是肺腺癌潜在的诊断和预后生物标志物[15]。然而，

IGF2BP2在肺腺癌进展中的具体机制尚未完全清楚。

本研究通过 lncRNA SATB2-AS1的功能获得和缺失实

验探究 SATB2-AS1对肺腺癌细胞生物学行为的影响，

并揭示了其具体的调节机制，为肺腺癌的诊断和治疗

提供了新的视角和一定的理论依据。

1　材料与方法

1. 1　组织样本采集

收集 2020 年 3 月至 2022 年 3 月我院收治的 25 例

肺腺癌患者的肿瘤组织及其癌旁组织标本。患者均

无感染性疾病及其他癌症等疾病。所有样本均经组

织病理学证实，患者在手术前未接收放疗或化疗干

预。本研究经我院伦理委员会的批准（伦理批号：

202001021）。所有参与研究的患者或家属均签署知

情同意书。

1. 2　主要试剂

DMEM 培养基、胎牛血清、青霉素和链霉素（Life 
Technologies，美 国）；细 胞 转 染 试 剂 Lipofectamine 
2000TM（Invitrogen，美国）；反转录试剂盒 (Takara，美
国)；山羊抗兔、兔抗鼠 IgG（Abcam，上海）；TRIzol试剂

（Life Technologies，美国）；ExoQuick exosome 提取试剂

盒（System Biosciences，美国）；exoRNeasy 血清/血浆试

剂盒（Qiagen，德国）；Prime Script RT 试剂盒（Takara，
美国）；miScript SYBR Green 荧光定量 PCR 试剂盒

（Qiagen，德国）；RIPA 裂解缓冲液和 BCA 蛋白测定试

剂盒（Beyotime Institute of Biotechnology，上海）；ECL化

学发光试剂盒（Thermo Scientific，美国）；还原性谷胱

甘肽（reduced glutathione，GSH）、丙二醛（malondialde⁃

hyde，MDA）和活性氧（reactive oxygen species，ROS）的

ELISA 检测试剂盒和铁含量分析试剂盒（南京建成工

程研究所有限公司）；CCK-8（Dojindo，日本）。

1. 3　方法

1. 3. 1　细胞培养　　人正常支气管上皮细胞系

BEAS-2B 和肺腺癌细胞系 A549、H1299、H358、PC9 获

自中国科学院细胞库（中国上海）。细胞置于含 10%
胎牛血清和 100 U/mL青霉素/链霉素的DMEM培养基

中，于5% CO2、37 ℃条件下培养。

1. 3. 2　 细 胞 分 组 和 转 染　　 lncRNA SATB2-AS1
（pcDNA-SATB2-AS1）的 过 表 达 质 粒 ，靶 向 lncRNA 
SATB2-AS1（sh-SATB2-AS1）、IGF2BP2（sh-IGF2BP2）
和 SLC7A11（sh-SLC7A11）的 shRNA 及其阴性对照

（Vector和 shRNA-NC）由上海 GenePharma公司设计并

构建。随后，将 A549 细胞随机分为 Vector 组（转染

Vector）、pc-SATB2-AS1 组（转 染 pc-SATB2-AS1）、

shRNA-NC 组（转染 shRNA-NC）、sh-SATB2-AS1 组（转

染 sh-SATB2-AS1）、sh-IGF2BP2 组（转染 sh-IGF2BP2）
和 sh-SATB2-AS1+sh-SLC7A11 组（共转染 sh-SATB2-

AS1 和 sh-SLC7A11）。根据制造商的说明，使用 Lipo⁃
fectamine 2000 转染试剂进行细胞转染，48 h 后收集

细胞。

1. 3. 3　RT-qPCR 检测　　使用 TRIzol 试剂从组织和

细胞中提取总 RNA，使用 Prime Script RT 试剂盒进行

逆转录。在 ABI 7500 实时 PCR 系统上，使用 SYBR 
Premix Ex TaqⅡ试剂盒进行实时 PCR 分析。GAPDH
作为内参，并通过2-ΔΔCt方法计算相对表达水平。

1. 3. 4　Western blot 检测　　用 RIPA 裂解缓冲液裂

解组织和细胞，通过BCA蛋白测定试剂盒测量蛋白浓

度。将等量的蛋白在 10% SDS-PAGE 上分离，并转移

到 PVDF 膜上。将膜在室温下用 5% 脱脂乳封闭 2 h，
与 Anti-GAPDH（1∶1 000）、Anti-GPX4(1∶1 000）、

Anti-SCL7A11(1∶1 000）抗体在 4 ℃下孵育过夜。然

后，将膜与山羊抗兔 IgG（1∶1 000）在室温下孵育 1 h。
GAPDH作为内参，通过ECL化学发光试剂盒对条带进

行可视化，并通过化学发光成像系统进行拍照。

1. 3. 5　CCK-8 检测　　将 A549 细胞以 1. 5×104个/孔
接种在 96孔板中，分别在转染 24、48、72 h后，弃上清

液，并向每个孔中加入 10 μL CCK-8溶液。在 37 ℃下

孵育 2 h 后，通过自动酶标仪测量 450 nm 波长下的吸

光度。

1. 3. 6　Transwell检测　　将 300 μL无血清DMEM培

养基添加到上室中，并将 500 μL 含 10% 胎牛血清的

DMEM培养基添加到下室，将A549细胞接种到上室培
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养 48 h。然后，用 4% 多聚甲醛将迁移到下室的细胞

固定，并用结晶紫溶液染色，使用显微镜对浸润细胞

进行观察、拍照。

1. 3. 7　ELISA 试剂盒检测　　按照试剂盒使用说明

书，分别检测 A549 细胞中的 Fe2+、MDA、ROS 和 GSH
水平。

1. 3. 8　RIP 测定　　使用 Magna RIP 试剂盒进行 RIP
实验。以 2×107个/孔处理细胞，并通过添加含蛋白酶

和 RNase 抑制剂的裂解缓冲液裂解 5 min。将磁珠与

5 μg Anti-IGF2BP2 抗体或对照 IgG 在室温下结合，并

添加相应的细胞裂解物；样品在 4 ℃下孵育过夜。随

后对样品进行 RNA 纯化，TRIzol 试剂提取总 RNA，

RT-qPCR分析检测SATB2-AS1和SLC7A11 mRNA水平。

1. 3. 9　RNA稳定性测定　　放线菌素 D实验用于测

定RNA稳定性。肺腺癌细胞在 6孔板中培养过夜后，

添加 5 μg/mL 放线菌素 D，以抑制不同时间点基因的

转录表达。然后，提取 RNA 并通过 RT-qPCR 进行测

定。计算指定组中不同时间点的RNA水平。

1. 4　统计分析

所有统计结果均采用 SPSS 22. 0 软件进行分析。

测量数据以均数±标准差（x̄±s）表示。组间比较采用 t
检验，多组间比较采用方差分析（ANOVA）。P<0. 05为

差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　SATB2-AS1在肺腺癌组织和细胞系中显著下调

与癌旁组织相比，肺腺癌患者的肿瘤组织中

SATB2-AS1的表达显著下调（P<0. 01），见图 1a。与人

正常支气管上皮细胞系BEAS-2B相比，肺腺癌细胞系

A549、H1299、H358 和 PC9 细胞中的 SATB2-AS1 表达

均 显 著 下 调（P<0. 01），见 图 1b。 以 上 结 果 提 示

SATB2-AS1可能在肺腺癌中作为抑癌基因发挥作用。

且肺腺癌细胞系 A549 细胞中的 SATB2-AS1 表达最

低，后续实验选择A549细胞进行研究。

2. 2　过表达SATB2-AS1抑制肺腺癌细胞增殖和侵袭

RT-qPCR结果显示，成功构建了 SATB2-AS1的过

表达和敲低的 A549 细胞（P<0. 01），见图 2a。CCK-8
和 Transwell检测结果显示，过表达 SATB2-AS1显著抑

制 A549 细胞的增殖和侵袭，沉默 SATB2-AS1 显著促

进 A549 细胞的增殖和侵袭（P<0. 05），见图 2b~d。以

上结果提示 SATB2-AS1 抑制肺腺癌细胞增殖和

侵袭。

2. 3　过表达SATB2-AS1诱导肺腺癌细胞铁死亡

ELISA结果显示，过表达 SATB2-AS1后A549细胞

中的Fe2+浓度、ROS水平以及MDA含量显著降低，GSH
含量显著升高（P<0. 01），见图3a~d。Western blot结果

显示，铁死亡关键蛋白 SLC7A11 和 GPX4 在 SATB2-

AS1过表达之后显著升高（P<0. 01），见图 3e。以上结

果提示SATB2-AS1诱导肺腺癌细胞铁死亡。

2. 4　 SATB2-AS1/IGFBP2 降低 SLC7A11 mRNA 的稳

定性

RIP 分析结果显示，Anti-IGF2BP2 抗体下拉的复

合物中 SATB2-AS1 显著富集（P<0. 01），见图 4a。此

外，Anti-IGF2BP2 抗体下拉的复合物中 SLC7A11 的

mRNA显著富集，过表达 SATB2-AS1显著促进了Anti-
IGF2BP2 抗体下拉复合物中 SLC7A11 mRNA 的富集

（P<0. 01），见图 4b、c。RNA 稳定性分析结果显示，沉

默 IGF2BP2 显 著 增 强 SLC7A11 mRNA 的 稳 定 性

（P<0. 01），见图 4d。Western blot 结果显示，过表达

SATB2-AS1显著降低 SLC7A11蛋白水平，沉默 SATB2-

AS1显著升高 SLC7A11蛋白水平（P<0. 01），见图 4e、f。
以上结果提示 SATB2-AS1 通过招募 IGF2BP2 降低

SLC7A11的mRNA稳定性。

a：肺腺癌组织和癌旁组织中 SATB2-AS1 表达水平；b：人正常支气管上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞系 A549、H1299、H358、PC9
中SATB2-AS1表达水平    **：P<0.01

图1　RT-qPCR检测SATB2-AS1在肺腺癌组织和细胞中的表达
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2. 5　沉默 SATB2-AS1 以 IGFBP2/SLC7A11 轴依赖的

方式诱导肺腺癌细胞铁死亡

沉默 SATB2-AS1显著降低 SATB2-AS1表达，促进

SLC7A11 蛋 白 表 达（P<0. 01），而 沉 默 SLC7A11 对

SATB2-AS1的表达没有影响（P>0. 05），见图 5a、b。此

外，沉默 SATB2-AS1 显著升高 A549 细胞中的 ROS 水

平、Fe2+浓度和 MDA 含量，促进 A549细胞增殖和侵袭

（P<0. 01）；沉默 SLC7A11显著逆转了沉默 SATB2-AS1
对 A549 细胞的影响（P>0. 05），见图 5c~g。以上结果

提示沉默 SATB2-AS1以 IGFBP2/SLC7A11轴依赖的方

式诱导肺腺癌细胞铁死亡。

a：RT-qPCR 检测过表达和敲低效率；b：CCK-8 检测 SATB2-AS1 过表达和敲低后 A549 细胞的增殖能力；c、d：Transwell 检测 SATB2-

AS1过表达和敲低后A549细胞的侵袭能力    *：P<0.05；**：P<0.01
图2　SATB2-AS1对肺腺癌细胞增殖和侵袭的影响

a~d：ELISA 试剂盒检测 A549细胞中 Fe2+浓度、ROS 水平、MDA 含量和 GSH 含量；e：Western blot 检测 SLC7A11和 GPX4的蛋白表达水

平    **：P<0.01
图3　过表达SATB2-AS1对肺腺癌细胞铁死亡的影响
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a：RIP 分析检测 IGF2BP2 蛋白与 SATB2-AS1 的结合；b：RIP 分析 IGF2BP2 蛋白与 SLC7A11 mRNA 的结合；c：RIP 分析 SATB2-AS1 过

表达后，A549 细胞中 IGF2BP2 蛋白与 SLC7A11 mRNA 的结合；d：放线菌素 D 实验分析 IGF2BP2 沉默后 A549 细胞中 SLC7A11 mRNA
的稳定性；e：Western blot 检测 SATB2-AS1 过表达后 A549 细胞中 SLC7A11 的蛋白表达水平；f：Western blot 检测 SATB2-AS1 沉默后

A549细胞中SLC7A11的蛋白表达水平    **：P<0.01
图4　SATB2-AS1/IGFBP2降低SLC7A11 mRNA的稳定性

a：RT-qPCR 检测 SATB2-AS1 的表达水平；b：Western blot 检测 SLC7A11 蛋白的表达水平；c~e：ELISA 试剂盒检测 A549 细胞中 ROS 水

平、Fe2+浓度和MDA含量；f：CCK-8检测A549细胞的增殖能力；g：Transwell检测A549细胞的侵袭能力    *：P<0.05；**：P<0.01
图5　沉默SLC7A11逆转SATB2-AS1沉默对肺腺癌细胞的影响
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3　讨论

lncRNA在癌症中起着至关重要的作用[5]。越来越

多的证据表明 lncRNA 参与铁死亡调控 [16-17]；然而，

lncRNA 在铁死亡中的确切作用仍不明确。本研究发

现 SATB2-AS1在肺腺癌组织和细胞中表达显著降低；

其通过招募 IGF2BP2蛋白与 SLC7A11 mRNA 结合，破

坏 SLC7A11 mRNA 稳定性，诱导铁死亡，抑制肺腺癌

细胞增殖和侵袭。

SATB2-AS1是一种新发现的 lncRNA，在多种癌症进

展中失调。Huang等[8]的报道显示，SATB2-AS1在肝癌组

织中显著下调，过表达SATB2-AS1通过调节miR-3678-3p/
GRIM-19 轴抑制肝细胞癌的进展。 Xu 等[10] 发现

SATB2-AS1在结直肠癌中的表达水平特异性下调，过

表达 SATB2-AS1 通过调节 SATB2 抑制结直肠癌转移

并影响肿瘤免疫微环境。Lu等[11]通过生物信息学分析鉴

定发现SATB2-AS1是肺腺癌预后的预测因子，且与铁死

亡相关。本研究结果与之一致，SATB2-AS1表达水平在

肺腺癌中显著下调，过表达SATB2-AS1通过诱导铁死亡

抑制肺腺癌细胞增殖和侵袭。

铁死亡是近年来出现的一种新的非自噬和非凋

亡性程序性细胞死亡形式[18]。其可导致细胞抗氧化能

力下降、ROS积累，并最终导致细胞氧化死亡，这对发

育、体内平衡、疾病发生和治疗至关重要[19-20]。研究表

明，SLC7A11 是调节人类癌症铁死亡反应的关键基

因[21]。有报道显示 SLC7A11与乳腺癌、神经胶质瘤、淋

巴瘤等癌症的发生发展相关[22-23]。研究发现铁死亡相

关基因 SLC7A11 的表达可能受 lncRNA 调控[23]。值得

注意的是，IGF2BP2作为RNA结合蛋白与多种类型的

RNA 相互作用，调节 RNA 定位、稳定性和翻译[12]。本

研究发现，IGF2BP2 蛋白不仅能够与 SATB2-AS1 相互

作用，还能与 SLC7A11 mRNA 结合。过表达 SATB2-

AS1 促进了 IGF2BP2 蛋白与 SLC7A11 mRNA 的结合，

而沉默 IGF2BP2 促进了 SLC7A11 mRNA 的稳定性。

由此推断，SATB2-AS1 通过招募 IGF2BP2 蛋白与

SLC7A11 mRNA 结合，破坏 SLC7A11 mRNA 稳定性，

从而诱导肺腺癌细胞发生铁死亡。这与之前关于

IGF2BP2在癌症中的调节机制的报道相一致[13-14]。
总之，SATB2-AS1在肺腺癌组织和细胞系中显著

下调，过表达 SATB2-AS1可能通过招募 IGF2BP2蛋白

破坏 SLC7A11 mRNA 稳定性，诱导肺腺癌细胞铁死

亡，从而抑制细胞增殖和侵袭。本研究可能为肺腺癌

的治疗提供了一种新的调控机制和潜在的治疗靶点。
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