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０２．００５．
【基础研究】

长链非编码 ＲＮＡ肌动蛋白纤维相关蛋白１反义 ＲＮＡ１对人绒毛膜
癌细胞增殖、迁移和凋亡的影响

高玉霞１，董学彩１，王文翔１，盛修贵２

（１．新乡市中心医院妇瘤一科，河南　新乡　４５３０００；２．山东省肿瘤医院妇瘤科，山东　济南　２５００００）

摘要：　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）肌动蛋白纤维相关蛋白１反义ＲＮＡ１（ＡＦＡＰ１ＡＳ１）对人绒毛膜癌
细胞增殖、迁移和凋亡的影响。方法　将人绒毛膜癌细胞 ＪＥＧ３随机分为空白对照组、空白载体组和 ＬｎｃＲＮＡ
ＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组。空白对照组细胞未做任何处理，空白载体组细胞转染空白载体，ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组
细胞转染ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达载体。分别采用实时荧光定量聚合酶链反应和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＪＥＧ３细胞
中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ和蛋白的表达，采用细胞计数试剂盒８实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验及流式细胞术检测
ＪＥＧ３细胞的增殖、迁移和凋亡情况。结果　ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组ＪＥＧ３细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ
和蛋白相对表达量均高于空白对照组和空白载体组（Ｐ＜０．０５）；空白对照组和空白载体组 ＪＥＧ３细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组细胞增殖能
力、透过分子筛的细胞数显著低于空白对照组和空白载体组，细胞凋亡率显著高于空白对照组和空白载体组（Ｐ＜
００５）；空白对照组与空白载体组细胞增殖能力、透过分子筛的细胞数及细胞凋亡率比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结论　ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１可上调人绒毛膜癌ＪＥＧ３细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ及蛋白水平，对ＪＥＧ
３细胞的增殖及迁移有抑制作用，同时可诱导其凋亡。

关键词：　长链非编码ＲＮＡ；肌动蛋白纤维相关蛋白１反义ＲＮＡ１；绒毛膜癌细胞；增殖；迁移；凋亡
中图分类号：Ｒ７３７．３　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０１９）０２０１２１０５

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ａｃｔｉｎ ｆｉｌａｍｅｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ１ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ＧＡＯＹｕｘｉａ１，ＤＯＮＧＸｕｅｃａｉ１，ＷＡＮＧＷｅｎｘｉａｎｇ１，ＳＨＥＮＧＸｉｕｇｕｉ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＸｉｎｘｉａｎｇＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ４５３０００，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙａｎｄＧｙｎｅｃｏｌｏｇｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｄｏｎｇＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｊｉｎａｎ２５００００，ＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）ａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ１（ＡＦＡＰ１ＡＳ１）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ
ｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓＪＥＧ３ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｎｏｔｇｉｖｅｎａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ；ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１
ＡＳ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅＪＥＧ３ｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＪＥＧ３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８ｔｅｓｔ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｔｅｓｔａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＪＥＧ３ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅ
ｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＪＥＧ３ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｐａｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｅｖｅｉｎｔｈｅＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ
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ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｐａｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｓｉｅｖｅａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅＬｎｃＲＮＡ
ＡＦＡＰ１ＡＳ１ｃａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａＪＥＧ３ｃｅｌｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｎｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　 ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ１；ｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ；
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　绒毛膜癌是女性常见的恶性肿瘤之一，多继发
于葡萄胎、流产或足月分娩以后，少数发生于异位妊

娠后，偶发于未婚妇女的卵巢（原发性绒毛膜

癌）［１］。寻求绒毛膜癌的新型分子治疗靶点一直是

研究的热点。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）被认为可以调节癌细胞的生长、凋亡
和转移。有研究证明，肌动蛋白纤维相关蛋白１反
义ＲＮＡ１（ａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ＲＮＡ１，ＡＦＡＰ１ＡＳ１）与乳腺癌、食管癌、肝癌等密切
相关［２４］。目前，尚未见关于 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１
在绒毛膜癌发病机制中作用的相关研究。基于此，

本研究通过构建 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达载体，
探讨ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１对人绒毛膜癌细胞增殖、
迁移和凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　实验细胞　人绒毛膜癌细胞 ＪＥＧ３购自中国
科学院上海细胞研究院。

１．２　主要试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白
酶、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）、
胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＴＲＩｚｏｌＲＮＡｉｓｏ、反
转录试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自上海
赛默飞世尔科技（中国）有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、
细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测试剂盒购自苏州宇恒生物科技有
限公司，山羊抗人 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白一抗以
及山羊抗人Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白二抗购自美国
ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司；酶标仪购自北京普天新桥技
术有限公司，流式细胞仪购自广州艺得诺生物科技

有限公司，倒置显微镜购自上海玉研科学仪器有限

公司，实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪购自深圳瑞安康医疗器械有限公
司，凝胶电泳分析系统购自英国ＣＬＥＡＶＥＲ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　人绒毛膜癌细胞 ＪＥＧ３的复苏及培养　将
冷冻保存的ＪＥＧ３细胞在３７℃水中融化，复苏后将
细胞株接种于 ＲＰＭＩ１６４０培养基，加入体积分数
１０％的胎牛血清，在３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的

培养箱中传代培养，培养期间常规换液。

１．３．２　构建 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达载体　
在美国国立生物技术信息中心数据库中检索

ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１的序列，由上海吉凯基因化学
技术有限公司构建 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达载
体，并进行基因测序，实验室人员进行验证。

１．３．３　实验分组与干预措施　取对数生长期细胞，
胰蛋白酶消化后，以均匀密度接种于６孔板中进行
培养，将细胞分为空白对照组、空白载体组和

ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组。空白对照组细胞未
做任何处理，空白载体组细胞转染空白载体，

ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组细胞转染 ＬｎｃＲＮＡ
ＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达载体。
１．３．４　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＪＥＧ３细胞中
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达　取各组转染
后培养４８ｈ的细胞，胰蛋白酶消化，应用放射免疫
沉淀裂解液进行细胞裂解，采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞
中总ＲＮＡ，并检测ＲＮＡ纯度。取２０μｇ总 ＲＮＡ，反
转录为ｃＤＮＡ，反转录操作步骤参照ＴａＫａＲａ反转录
试剂盒说明书。Ｃａｓｐａｓｅ３上游引物序列为 ５′
ＣＡＡＧＡＧＧＴＣＣＴＧＴＣＴＴＣＡＧＡＴＧＡ３′，下游引物序列
为５′ＴＣＴＧＴＴＴＣＣＧＴＴＴＣＣＴＧＧＴＴＣ３′；Ｃａｓｐａｓｅ９上游
引物序列为５′ＧＴＧＡＴＡＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴＴＧＣＴＧ３′，下
游引物序列为５′ＴＧＴＴＴＴＣＴＧＴＧＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴＧＧ
３′。ＰＣＲ反应条件：９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，
循环４０次；每个样本重复３次。采用２－△△ＣＴ法计算
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＪＥＧ３细胞中
Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达　取各组转染后
培养 ４８ｈ的细胞，经胰蛋白酶消化后接种于９６孔
板，调整细胞密度为每孔１×１０８个，加入１ｍＬ放射
免疫沉淀细胞裂解液，各组细胞在冰上裂解３０ｍｉｎ，
收集１．５ｍＬ裂解后细胞溶液于离心管中，在预冷
４℃ 的离心机中 ５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清
液，９５℃煮沸后应用二喹啉甲酸法检测总蛋白浓
度。取４０μｇ总蛋白，将其在１２０ｇ·Ｌ－１十二烷基
硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离，采用电转移法
转移至聚偏氟乙烯膜，室温条件下 ５０ｇ·Ｌ－１脱脂
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奶粉封闭 ２ｈ，加入一抗山羊抗人 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白抗体（１１００００），４℃ 孵育过夜；磷
酸盐吐温缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｔｗｅｅｎ，
ＰＢＳＴ）稀释液洗涤３次；加入山羊抗人 Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白二抗（１１０００）孵育２ｈ，ＰＢＳＴ稀释
液洗涤３次；二氨基联苯胺显影液处理样本。采用
ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带。
１．３．６　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖能力　空白对照
组、空白载体组及 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组转
染后细胞经胰蛋白酶消化后，按照 ＣＣＫ８试剂盒说
明书进行操作，将３组转染后的细胞以５×１０７Ｌ－１

密度接种于９６孔板，７２ｈ后每孔加入１０μＬＣＣＫ８
试剂，３７℃下孵育箱中避光孵育２４ｈ。用酶标仪在
４５０ｎｍ波长处测定吸光度值，每组设３个复孔。
１．３．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移能力　收集３
组转染后培养４８ｈ细胞，胰蛋白酶消化后，ＰＢＳ重
悬细胞，将细胞密度调整为２．５×１０９Ｌ－１待用。按
照试剂盒说明书中的操作步骤检测细胞迁移能力。

将基底膜的基质原液储存于４℃冰箱，隔夜融化，然
后将经过预冷的无血清 ＲＰＭＩ１６４０与其按３１的
比例调配上室凝胶液体，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室中
每孔用５５μＬ凝胶液体进行包被，置于３７℃恒温孵
育箱中孵育２ｈ，等待上室成胶。然后在上室内接种
２００μＬ细胞悬液，在下室中加入５００μＬＲＰＭＩ１６４０
培养液（含体积分数１０％胎牛血清）。取 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
板置于３７℃恒温孵育箱内孵育培养２４ｈ，以结晶紫
染色剂进行染色，应用倒置光学显微镜观察并拍照，

对细胞进行计数，重复３次，取均值。
１．３．８　流式细胞术检测 ＪＥＧ３细胞凋亡情况　取
３组转染后培养４８ｈ的细胞，胰蛋白酶消化后接种
于９６孔板，每孔１×１０８个细胞；取１ｍＬ细胞悬液，
转移至离心管内，４℃ １０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，
取沉淀物，ＰＢＳ冲洗３次，加入结合缓冲液２００μＬ，
并加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ各５μＬ，避光条件下充分反
应１５ｍｉｎ，加入结合缓冲液４００μＬ，流式细胞术检
测６０ｍｉｎ内细胞凋亡情况。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计
学处理。计量资料采用ＳＷ法进行正态性检验，对
符合正态分布的计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，不符合正态分布的计量资料以中位数表示。符

合正态分布的计量资料多组间比较采用单因素方差

分析，两两比较采用ｑ检验；不符合正态分布的计量
资料采用秩和检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组 ＪＥＧ３细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９
ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量比较　结果见表１和
图１。ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组 ＪＥＧ３细胞中
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量均高
于空白对照组和空白载体组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；空白对照组和空白载体组 ＪＥＧ３细胞
中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　３组ＪＥＧ３细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＪＥＧ３ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珔ｘ±ｓ）

组别 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白

空白对照组 ０．１２９±０．００４ ０．４６４±０．００８ ０．１６５±０．０２２ ０．２３５±０．０２１

空白载体组 ０．１３１±０．００２ ０．５１２±０．００７ ０．１７１±０．０２７ ０．２４１±０．０２４

ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组 １．１２１±０．２０９ａ １．１７１±０．１３９ａ １．２７３±０．２３１ａ １．４１３±０．０９１ａ

　　注：与空白对照组和空白载体组比较ａＰ＜０．０５。

Ａ：空白对照组；Ｂ：空白载体组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳＩ过表达组。

图１　３组 ＪＥＧ３细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＪＥＧ３

ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．２　３组ＪＥＧ３细胞增殖能力比较　空白对照组、
空白载体组及 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组 ＪＥＧ３
细胞吸光度值分别为 ０．４５±００４，０．４０±０．０５，
０．２８±０．０２。ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组 ＪＥＧ３
细胞的增殖能力（吸光度值）低于空白对照组和空白

载体组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组
与空白载体组ＪＥＧ３细胞增殖能力（吸光度值）比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３　３组 ＪＥＧ３细胞迁移能力比较　结果见图２。
空白对照组、空白载体组及 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过
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表达组中透过分子筛的细胞数分别为（１４２．１１±
１８３９）、（１３１．３２±１４．０２）、（５２．１１±４．０９）个。
ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组透过分子筛的细胞数
显著低于空白载体组和空白对照组，差异均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组和空白载体组透过
分子筛的细胞数比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：空白载体组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组。

图２　３组ＪＥＧ３细胞迁移能力（结晶紫染色，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＪＥＧ３ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｄｙｅｉｎｇ，×４００）

２．４　３组细胞凋亡率比较　结果见图３。空白对照
组、空白载体组及 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组细
胞凋亡率分别为 （４．２１±１．２４）％、（３．０９±
１１３）％、（３５．２１±１３３１）％。ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１

过表达载体组细胞凋亡率显著高于空白对照组和空

白载体组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照
组与空白载体组细胞凋亡率比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：空白载体组；Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组。

图３　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况
Ｆｉｇ３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

３　讨论

ＬｎｃＲＮＡ本身不具有编码蛋白及转录功能，其
长度不超过２００个片段。ＬｎｃＲＮＡ已经被证实在相
关肿瘤细胞的增殖、侵袭和凋亡过程中起十分重要

的作用。既往研究表明，ＬｎｃＲＮＡ是肺癌、前列腺
癌、结肠癌及肝癌等发生、发展中的重要转录因子，

并且与肿瘤瘤体的体积大小及患者的临床分期密切

相关［５６］。本研究主要探讨 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１对
人绒毛膜癌细胞的增殖、侵袭及凋亡的影响，为临床

治疗提供新的目标靶点。

Ｃａｓｐａｓｅ３是一种蛋白酶，１９９４年ＦＥＲＮＡＮＤＥＳ

ＡＬＮＥＭＲＩ等［７］在表达序列标记数据库中找到一段

与半胱氨酸蛋白酶抑制剂活性中心同源的序列，用

它合成探针后筛选人 ＪｕｒｋａｔＴ淋巴细胞基因文库，
从中克隆出一种新基因，因其编码相对分子质量为

３２０００的半胱氨酸蛋白酶而称之为 ＣＰＰ３２，随后这
种蛋白酶被命名为 Ｃａｓｐａｓｅ３［８］。Ｃａｓｐａｓｅ是近年来
发现的一组存在于细胞质基质中的半胱氨酸蛋白

酶，它们的一个重要共同点是活性位点都含有半胱

氨酸，可特异地断开天冬氨酸残基后的肽键［９１０］。

本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ检测了人绒毛膜癌
细胞中凋亡基因 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达，
结果发现，ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组 ＪＥＧ３细
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胞中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ表达均明显高于空
白对照组和空白载体组，提示 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１
对人绒毛膜癌细胞的凋亡具有促进作用。另外，

ＬｎｃＲＮＡ ＡＦＡＰ１ＡＳ１过 表 达 组 ＪＥＧ３细 胞 中
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达水平显著高于空白对
照组和空白载体组，提示 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１可以
调控人绒毛膜癌细胞中凋亡因子蛋白表达水平，进

而影响细胞凋亡。

本研究中，作者利用 ＣＣＫ８实验检测 ＪＥＧ３细
胞的增殖能力结果发现，ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表
达组细胞的增殖能力低于空白对照组和空白载体

组，说明ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１对人绒毛膜癌细胞的
增殖具有明显的抑制作用。而ＧＵＯ等［１１］研究结果

发现，敲除胃癌细胞中的 ＡＦＡＰ１ＡＳ１相关基因，可
以有效提高抑癌基因ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白的表达水
平，从而抑制胃癌细胞增殖，该研究也说明了

ＡＦＡＰ１ＡＳ１的表达可以通过多种信号通路抑制胃
癌细胞的增殖。本研究还发现，ＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达
可以抑制 ＪＥＧ３细胞的迁移能力。而 ＺＨＯＵ等［１２］

研究显示，ＡＦＡＰ１ＡＳ１高表达可促进食管癌细胞的
迁移，与本研究结果不一致。

本研究中流式细胞术实验结果发现，ＬｎｃＲＮＡ
ＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达组细胞凋亡率显著高于空白对
照组和空白载体组，说明 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１对人
绒毛膜癌细胞的过度凋亡具有明显促进作用。而

ＬＵＯ等［１３］研究显示，ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达上调可以减
少肿瘤细胞凋亡，与本研究结果不一致。谢兵［１４］研

究发现，ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达可以抑制乳腺癌细胞增
殖，同时降低肿瘤淋巴结转移概率，与本研究结果

一致。

本研究证实了 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１过表达可
以抑制人绒毛膜癌细胞的增殖和迁移，促进细胞凋

亡。但本研究只是初步研究了 ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１
在人绒毛膜癌细胞增殖、迁移和凋亡中的作用，但其

具体分子生物学机制尚未完全明了，需要进一步研

究探讨。
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