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长链非编码 RNA GAS5 对人乳腺癌细胞株增殖和侵袭能力的影响

吴海华1,李摇 钰1,张凌宇1,王海凤1,陈摇 丽2,黄文明2,陈素莲3,陈昌杰3,杨清玲3

[摘要]目的:探讨长链非编码 RNA GAS5 对人乳腺癌细胞增殖、侵袭及迁移生物学活性的影响。 方法:qRT鄄PCR 方法检测 3
株乳腺癌细胞株 SKBR鄄3、 MDA鄄MB鄄231 及 MCF鄄7 中 LncRNA GAS5 的表达;LncRNA GAS5 干扰片段和过表达载体分别转染

LncRNA GAS5 高表达以及低表达的乳腺癌细胞株,qRT鄄PCR 方法检测转染后 LncRNA GAS5 的表达;磺酰罗丹明 B 染色法检

测细胞的增殖能力;Transwell 和划痕实验检测细胞的侵袭及迁移能力。 结果:LncRNA GAS5 在乳腺癌 SKBR鄄3 细胞中表达量

最低,MCF鄄7 细胞中表达量最高(P < 0. 01);SKBR鄄3 以及 MCF鄄7 细胞分别转染 LncRNA GAS5 过表达载体和干扰片段后,
SKBR鄄3 细胞 LncRNA GAS5 表达量增高,MCF鄄7 表达量降低(P < 0. 01);下调 LncRNA GAS5 的表达,细胞的增殖能力升高,侵
袭及迁移能力增强(P < 0. 01);过表达 LncRNA GAS5 之后,细胞的增殖能力、侵袭和迁移能力减弱(P < 0. 01)。 结论:LncRNA
GAS5 是涉及到乳腺癌发展的一个新型的分子,有可能成为乳腺癌治疗的潜在靶点。
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The effect of LncRNA GAS5 on prolification,migration and invation in breast cancer cells
WU Hai鄄hua1,LI Yu1,ZHANG Ling鄄yu1,WANG Hai鄄feng1,CHEN Li2,

HUANG Wen鄄ming2,CHEN Su鄄lian3,CHEN Chang鄄jie3,YANG Qing鄄ling3

(1. Clinical Testing and Diagnose Experimental Center,2. Departmen of Bioscience,
3. Department of Biochemistry & Molecular Biology,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To investigate the effect of LncRNA GAS5 on prolification,migration and invation in breast cancer cells.
Methods:To achieve our goal,we used qRT鄄PCR assay to detect the expression of LncRNA GAS5 in breast cancer SKBR鄄3,MDA鄄MB鄄
231 and MCF鄄7 cells;SRB assay was used to measure the prolification ability of breast cancer cells;Wound healing and Transwell assay
was used to dentect the ability of invation and migration in breast cancer cells. Results:Among the three breast cancer cell lines,the
expression level of LncRNA GAS5 in SKBR鄄3 cell is lowest and the expression level of LncRNA GAS5 in MCF鄄7 cell is highest(P < 0.
01). After transfected MCF鄄7 or SKBR鄄3 cells with si鄄GAS5 or pcDNA鄄GAS5鄄vertor,the expression level of LncRNA GAS5 in MCF鄄7
cells is down鄄regulated and in SKBR鄄3 cells is up鄄regulated(P < 0. 01),depletion of LncRNA GAS5,the prolification,invation and
migration ability of MCF鄄7 cells is increased (P < 0. 01). Overexpression of LncRNA GAS5 made the prolification, invation and
migration ability of SKBR鄄3 cells decreased(P < 0. 01). Conclusions:lncRNA GAS5 is a novel molecule involved in breast cancer
progression,which provide a potential therapeutic target.
[Key words] breast neoplasms;the long non鄄coding RNA;GAS5;prolification;invation;migration

摇 摇 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤,据统计,
2014 年美国有 232 670 例新确诊的乳腺癌病例,有

40 000例患者死于乳腺癌[1]。 尽管目前对乳腺癌的

治疗已经取得了很大的进步,但仍有高达 30%的患

者在接受正规的治疗后死于乳腺癌的复发和转

移[2],因此对其转移的机制进行研究就显得尤为重

要。 长链非编码 RNAs( the Long Non鄄Coding RNAs,
LncRNAs)是一类转录本长度超过 200 nt 且不编码

蛋白的 RNA 分子。 最近研究[3 - 4] 发现 LncRNAs 在

癌症的形成过程中发挥关键的作用,参与调控细胞

的增殖、凋亡、侵袭及转移等过程。 LncRNA GAS5
最初是通过消减杂交的方法从 NIH 3T3 细胞中分离

出来,目前越来越多的研究[5 - 7] 发现 LncRNA GAS5
在许多癌症中发挥着不同的调控作用,如 LncRNA
GAS5 在前列腺癌、肾细胞癌以及乳腺癌细胞中低

表达充当着抑癌基因的角色,而在骨肉瘤细胞中高
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表达发挥着癌 基 因 的 作 用[8]。 已 有 报 道[9] 称

LncRNA GAS5 在调控细胞的周期及凋亡方面发挥

关键的作用,但对其在调控细胞的侵袭及转移方面

的研究较少。 本研究就 LncRNA GAS5 对乳腺癌细

胞增殖、侵袭及转移能力的影响作一探讨。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂 摇 人乳腺癌细胞株 MCF鄄7、SKBR鄄
3 和 MDA鄄MB鄄231 购自中国科学院细胞库;胎牛血

清购自 Hlyclone 公司;DMEM 高糖培养基和 G418
购自 Gibco 公司; Trizol 试剂和 Lipofectamine 2000
购自 Invitrogen 公司;逆转录试剂盒购自 Fermentas
公司;LncRNA GAS5 干扰片段及过表达载体购自上

海吉玛制药技术有限公司;质粒提取试剂盒购自

AXYGEN 公司;所有引物合成和 DNA 序列测定由

南京金斯瑞生物科技有限公司完成。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1 摇 细胞培养 摇 人乳腺癌 SKBR鄄3、MDA鄄MB鄄
231 以及 MCF鄄7 细胞株均购买于中国科学院细胞

库,接种于含 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基

中,放置于 37 益、5% CO2、饱和湿度细胞培养箱中

培养。 细胞每 2 ~ 3 d 传代 1 次,所有实验均采用对

数生长期细胞。
1. 2. 2 摇 qRT鄄PCR 检测 LncRNA GAS5 的表达情况

摇 Trizol 法提取总 RNA,根据逆转录试剂说明书进

行逆转录反应,按照荧光定量试剂盒说明书进行实

时 PCR 反应。 GAPDH 作为内参,所用的引物序列

见表 1。

表 1摇 引物序列

摇 基因名称 上游序列 下游序列 片段大小 / bp

GAS5摇 CTT GCC TGG ACC AGC TTA AT摇 摇 CAA GCC GAC TCT CCA TAC CT 122

GAPDH摇 CAG CCT CAA GAT CAT CAG CA摇 摇 TGT GGT CAT GAG TCC TTC CA 106

1. 2. 3摇 转染 LncRNA GAS5 干扰片段和过表达载体

摇 取对数生长期细胞,0. 25% 胰酶消化,离心,将细

胞制成单细胞悬液种于 6 孔板中,使第 2 天细胞密

度达到 70% ~ 90% 。 将 5 滋L 浓度为 20 滋mol / L 的

LncRNA GAS5 干扰片段(或 4 滋g 含 LncRNA GAS5
全基因的质粒)稀释于 250 滋L 无血清培养基中,
5 滋L Lipofectamine 2000 ( 转 染 质 粒 需 10 滋L
Lipofectamine 2000)稀释于 250 滋L 无血清培养基

中,室温静置 5 min。 将稀释好的干扰片段或质粒与

Lipofectamine 2000 混匀,室温静置 20 min。 在 6 孔

板中每孔加入无血清培养基 1. 5 mL,将转染混合物

缓慢加入 6 孔板中,6 h 以后换成含 10% 胎牛血清

的完全培养基。 LncRNA GAS5 干扰片段序列为:5忆鄄
UCC UAA AGA GCA AGC CUA AT鄄3忆;5忆鄄UUA GGC
UUG CUC UUU AGC ATT鄄3忆。
1. 2. 4摇 磺酰罗丹明 B(Sulforhodamine B,SRB)染色

法检测细胞的增殖活性 摇 取对数生长期细胞,
0. 25%胰酶消化,离心,将细胞制成单细胞悬液种于

96 孔板中培养过夜,使细胞贴壁生长;对细胞进行

加药处理后 24 h、48 h、72 h 分别终止培养,吸出培

养液并且每孔加入 200 滋L 10% 三氯乙酸(TCA),
4 益,固定 50 min;用双蒸水洗涤 5 遍,室温下晾干;
每孔加入 100 滋L 0. 4% SRB 染液,染色 30 min;弃
染液,用 1%乙酸溶液轻轻洗涤 5 遍,室温下晾干;
每孔加入 150 滋L 10 mmol / L Trisbase 溶液,摇床上

剧烈振荡 15 min,使 SRB 充分溶解,最后用酶标仪

检测波长 515 nm 处的吸光度值。 抑制率 = {(实验

组吸光度值 - 阴性对照组吸光度值) /阴性对照吸

光度值} 伊 100% 。
1. 2. 5摇 划痕实验检测细胞的迁移能力摇 胰酶消化

对数生长期细胞,离心将细胞制成单细胞悬液种于

6 孔板中,5% CO2、37 益培养过夜。 当细胞生长达

到 80% ~90%时,用 10 滋L 无菌枪头相同力度在细

胞板中间轻轻划出一道伤口,注意保持各组划出伤

口宽度基本一致,用 PBS 洗涤 2 次,对细胞进行相应

的加药处理。 分别于加药培养后 0、48 h 在低倍镜

下测量各组细胞任意 3 个部位的不同伤口的宽度。
1. 2. 6摇 Transwell 实验检测细胞的侵袭能力摇 胰酶

消化对数生长期细胞,用无血清培养基将每组的细

胞调整到相同细胞密度。 按照实验分组,每组各取

100 滋L 加入 Transwell 小室的上室。 Transwell 小室

的下室加入 600 滋L 含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基,5% CO2、 37 益 培 养 箱 中 培 养 24 h。 取 出

Transwell 小室,用棉签小心擦去 Transwell 小室上室

的培养基以及膜上部未穿过的细胞,4%多聚甲醇固

定 20 min,吉姆萨染液染色,拍照观察高倍镜下穿过

的细胞数目。
1. 3摇 统计学方法 摇 采用方差分析和 q 检验及 t
检验。

2摇 结果

2. 1 摇 人乳腺癌细胞株 SKBR鄄3、MDA鄄MB鄄231 和

MCF鄄7 中 LncRNA GAS5 表达水平比较 摇 qRT鄄PCR
结果显示:3 株乳腺癌细胞 SKBR鄄3、MDA鄄MB鄄231
和 MCF鄄7 均 可 表 达 LncRNA GAS5, 但 LncRNA
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GAS5 在 MCF鄄7 细胞中表达量最高,在 SKBR鄄3 细胞

中表达量最低,各株细胞间差异均有统计学意义

(P < 0. 01) (见表 2)。 因此在后续的实验中选用

MCF鄄7 细胞做 LncRNA GAS5 的干扰实验,用 SKBR鄄
3 细胞构建 LncRNA GAS5 高表达细胞株。

摇 表 2摇 在 SKBR鄄3、MDA鄄MB鄄231 和 MCF鄄7 细胞中 LncRNA
GAS5 表达水平比较(x 依 s)

分组 n LncRNA GAS5 F P MS组内

SKBR鄄3 组 3 1. 00 依 0. 13

MDA鄄MB鄄231 组 3 2. 62 依 1. 20* 33. 85 < 0. 01 0. 654

MCF鄄7 组 3 6. 30 依 0. 71**
吟吟

摇 摇 q 检验:与 SKBR鄄3 组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与 MDA鄄

MB鄄231 组比较吟吟P < 0. 01

2. 2摇 si鄄GAS5 明显降低 LncRNA GAS5 在 MCF鄄7 细

胞中的表达摇 为了进一步研究 LncRNA GAS5 在人

类乳腺癌中的作用,LncRNA GAS5 特异性的 siRNA
(si鄄GAS5) 被转入到 MCf鄄7 细胞中,非特异性的

siRNA 作为阴性对照(si鄄NC)。 与 si鄄NC 组比较,si鄄
GAS5 组 LncRNA GAS5 的表达量明显降低 (P <
0. 01)(见表 3)。

表 3摇 si鄄GAS5对MCF鄄7细胞 LncRNA GAS5表达的影响(x 依 s)

分组 n LncRNA GAS5 t P

si鄄NC 组摇
si鄄GAS5 组

3
3

1. 00 依 0. 25
0. 19 依 0. 02

5. 59 < 0. 01

2. 3 摇 pcDNA鄄GAS5 对 SKBR鄄3 细胞 LncRNA GAS5
表达的影响摇 为了评估 LncRNA GAS5 在人乳腺癌

细胞中的作用,pcDNA鄄GAS5 载体被转入到 SKBR鄄3
细胞中,以空载体组作为对照。 与空载体组比较,
pcDNA鄄GAS5 载体组 LncRNA GAS5 的表达量升高,
并以 pcDNA鄄GAS5鄄2 升高较明显 ( P < 0. 01) (见

表 4)。

摇 表 4摇 pcDNA鄄GAS5 对 SKBR鄄3 细胞 LncRNA GAS5 表达的

影响(x 依 s)

分组 n LncRNA GAS5 F P MS组内

pcDNA鄄NC 组摇 摇 3 1. 00 依 0. 12

pcDNA鄄GAS5鄄1 组 3 1. 34 依 0. 16 76. 33 < 0. 01 156. 110

pcDNA鄄GAS5鄄2 组 3 110. 33 依 21. 64**
吟吟

摇 摇 q 检验:与 pcDNA鄄NC 组比较**P < 0. 01;与 pcDNA鄄GAS5鄄1 组比较

吟吟P <0. 01

2. 4摇 LncRNA GAS5 对乳腺癌细胞增殖的影响摇 为

探讨 LncRNA GAS5 在乳腺癌细胞中的生物学作用,

采用 SRB 实验对 LncRNA GAS5 对乳腺癌细胞增殖

的作用进行了研究。 结果显示,与 si鄄NC 转染组比

较,si鄄GAS5 转染组明显促进乳腺癌 MCF鄄7 细胞的

增殖(P < 0. 01)(见表 5),24、 48、72 h 的增殖诱导

率分别为 40. 3% 、13. 2% 以及 8. 8% ;与 pcDNA鄄NC
组比较,pcDNA鄄GAS5 组明显抑制细胞的增殖(P <
0. 01)(见表 6),24、48、72 h 的增殖抑制率分别为

9. 1% 、15. 2% 、12. 3% 。

表 5摇 si鄄GAS5 对 MCF鄄7 细胞的增殖促进作用(x 依 s)

分组 n
OD515

摇 24 h摇 摇 摇 摇 摇 48 h摇 摇 摇 摇 摇 72 h摇

si鄄NC 组 3 1. 18 依 0. 02 1. 76 依 0. 01 2. 22 依 0. 01

si鄄GAS5 组 3 1. 64 依 0. 02 1. 97 依 0. 01 2. 49 依 0. 03

t — 28. 17 25. 72 14. 79

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01

表 6摇 pcDNA鄄GAS5 对 SKBR鄄3 细胞的增殖抑制作用(x 依 s)

分组 n
OD515

摇 摇 24 h摇 摇 摇 摇 48 h摇 摇 摇 摇 摇 72 h摇 摇

pcDNA鄄NC 组 3 1. 44 依 0. 02 2. 20 依 0. 01 2. 35 依 0. 02

pcDNA鄄GAS5 组 3 1. 30 依 0. 03 1. 87 依 0. 01 2. 13 依 0. 01

t — 6. 73 40. 42 17. 04

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01

2. 5摇 LncRNA GAS5 对乳腺癌细胞侵袭及迁移的影

响摇 采用划痕实验和 Transwell 实验研究了 LncRNA
GAS5 对乳腺癌细胞侵袭及迁移能力的调控作用。
与 si鄄NC 转染组相比,划痕实验结果表明,si鄄GAS5
转染组的迁移率明显上调(见图 1A),Transwell 实
验结果表明,si鄄GAS5 转染组侵袭的细胞数明显增

多(P < 0. 01)(见表 7,图 1B)。 而在乳腺癌 SKBR鄄3
细胞中上调 LncRNA GAS5 的表达发现,相对于

pcDNA鄄NC 转染组,pcDNA鄄GAS5 转染组细胞的侵袭

及迁移能力明显降低(P <0. 01)(见图 1C、1D、表 8)。

表 7摇 si鄄GAS5 对 MCF鄄7 细胞迁移能力的影响(x 依 s)

分组 n 细胞数 t P

si鄄NC
si鄄GAS5

3
3

52 依 6. 43
152 依 7. 64

17. 35 < 0. 01

表 8摇 pcDNA鄄GAS5 对 SKBR鄄3 细胞迁移能力的影响(x 依 s)

分组 n 细胞数 t P

pcDNA鄄NC 组

pcDNA鄄GAS5 组

3
3

32 依 3. 61
17 依 3. 51

5. 16 < 0. 01
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A：si-GAS5"#$%MCF-7&'()*+,-./0；B：pcDNA-GAS5"#$%SKBR-3&'()*+,23/0；
C：si-GAS5"#$%MCF-7&'45*+,67/0；D：pcDNA-GAS5"#$%SKBR-3&'45*+,23/0

81   LncRNA GAS5"#$%&'459()*+,:;

si-GAS5si-NC

0 h

48 h

pcDNA-GAS5pcDNA-NC

0 h

48 h

C D

si-NC si-GAS5 pcDNA-NC pcDNA-GAS5

BA

3摇 讨论

摇 摇 随着人们对 LncRNA 的不断认识,越来越多的

研究[10]表明肿瘤形成的分子机制不仅与蛋白编码

基因有关,而且与许多的 LncRNA 有关。 虽然目前

一些 LncRNAs 已经被证明在肿瘤的形成及发展过

程中发挥着关键的作用,但是仅有一小部分的

LncRNAs 被研究,仍有许多重要的问题需要解决。
本课题主要研究 LncRNA GAS5 在肿瘤发生发展中

的作用。
LncRNA GAS5 是 一 个 长 度 为 650 bp 的

LncRNA,由 1q25 基因编码,这个基因座位与淋巴瘤

高度相关[11]。 LncRNA GAS5 在许多肿瘤中充当着

抑癌基因的角色,调控肿瘤的发生与发展。 QIN
等[12]研究发现 LncRNA GAS5 在肾细胞癌中的低表

达与肾细胞癌的发生与发展有关,并且 LncRNA
GAS5 的高表达对肾细胞癌起到抑制的作用;TU
等[13]研究发现 LncRNA GAS5 在多数肝癌病人组织

中低表达,并且 LncRNA GAS5 的表达是肝癌的独立

预后指标。 还有研究[8] 发现 LncRNA GAS5 在骨肉

瘤中表达上调,通过间接调控 miR鄄21 参与骨肉瘤细

胞的凋亡和自噬过程。 虽然目前关于 LncRNA
GAS5 的研究已有很多,但有关 LncRNA GAS5 在乳

腺癌中作用的研究较少。

LncRNA GAS5 可以通过多种不同的方式对肿

瘤的发生与发展进行调控。 有报道[14] 称 LncRNA
GAS5 可以与真核细胞转录因子 eIF4E 以及 c鄄myc
mRNA 共同作用调控 c鄄myc 的翻译,进而促进胚胎

的发 育 以 及 肿 瘤 的 形 成; LIU 等[15] 研 究 发 现

LncRNA GAS5 可以与转录激活因子 YBX1 相互作

用,下调 LncRNA GAS5 的表达降低 YBX1 蛋白水

平,继而降低 p21 的表达,减少对细胞周期的阻断作

用,促进细胞的增殖;还有大量的研究[16 - 18] 报道称

LncRNA GAS5 通过负向调控 CDK6 的表达进而抑

制前列腺癌、膀胱癌以及胃癌等恶性肿瘤细胞的增

殖。 另外还有文献[10,19] 报道了 LncRNA GAS5 与肿

瘤的增殖、侵袭及转移之间的关系,但在乳腺癌中

LncRNA GAS5 与细胞侵袭及转移的关系仍未见

报道。
为了进一步阐明 LncRNA GAS5 在乳腺癌发展

中的作用机制,本研究比较了 3 株乳腺癌细胞株中

LncRNA GAS5 的表达量。 结果发现 LncRNA GAS5
在 MCF鄄7 细胞中表达量最高,在 SKBR鄄3 细胞中表

达量最低,因此在后续的实验中用 MCF鄄7 细胞做

LncRNA GAS5 干扰试验,用 SKBR鄄3 细胞过表达

LncRNA GAS5 来进行研究。 在 MCf鄄7 细胞中下调

LncRNA GAS5 的表达,可以明显地促进乳腺癌细胞

的增殖,增加乳腺癌细胞的侵袭及迁移能力。 相反,
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在 SKBR鄄3 细胞中上调 LncRNA GAS5 的表达,可以

抑制乳腺癌细胞的增殖,降低乳腺癌细胞的侵袭及

迁移能力,表明 LncRNA GAS5 可以影响乳腺癌细胞

发生及发展过程。 这些结果表明 LncRNA GAS5 在

乳腺癌细胞中可能是作为一个肿瘤抑制基因,它的

缺乏或者表达降低都可能导致乳腺癌的发生。
综上,下调 LncRNA GAS5 的表达在乳腺癌细胞

的增殖、侵袭及迁移中发挥了关键的作用。 LncRNA
GAS5 是涉及到乳腺癌发展的一个新型的分子,有
可能成为乳腺癌治疗的潜在靶点。
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