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长链非编码ＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１对人舌癌细胞增殖的影响


张　莉，伍　靖，李晓宇

（深圳市龙华区人民医院，广东 深圳　５１８１０９）

［摘　要］目的：观察ＡＦＡＰ１ＡＳ１在舌鳞癌组织中的表达情况及其对舌癌细胞增殖的影响。方法：收集手术切
除的舌鳞状细胞癌（ＴＳＳＣ）组织及癌旁０．５ｃｍ外正常组织各３例，利用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术检测
两种组织中ＡＦＡＰ１ＡＳ１的表达；利用ＡＦＡＰ１ＡＳ１的ｓｉＲＮＡ转染人舌癌细胞（Ｔｃａ８１１３）后，ｑＲＴＰＣＲ检测ＡＦＡＰ１
ＡＳ１表达，ＭＴＳ实验检测Ｔｃａ８１１３细胞的增殖能力，流式细胞术检测 Ｔｃａ８１１３细胞周期。结果：舌鳞癌组织中，
ＡＦＡＰ１ＡＳ１的表达明显高于癌旁组织；ｓｉＲＮＡ转染能下调Ｔｃａ８１１３细胞 ＡＦＡＰ１ＡＳ１的表达，ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达沉
默后，舌癌细胞的增殖能力减弱，且细胞周期阻滞。结论：ＡＦＡＰ１ＡＳ１在舌癌组织中高表达促进舌癌细胞的增
殖，有望成为舌癌治疗的新靶点。

［关键词］长链非编码ＲＮＡ；ＡＦＡＰ１ＡＳ１；舌肿瘤；癌，鳞状细胞；细胞增殖；ＲＮＡ干扰
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　　长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，Ｌｎ
ｃＲＮＡ）是一组内源性、长度超过２００ｎｔ、缺少特异

完整的开放阅读框、无或很少有蛋白编码功能的

ＲＮＡ分子。研究认为，长链非编码 ＲＮＡ能够在染
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色质重构、基因转录、翻译及蛋白修饰等多水平上

调控基因的表达［１－２］，并参与了包括发育、免疫、生

殖等基本生理过程［３－５］。研究还表明，长链非编码

ＲＮＡ参与了肿瘤的发生发展，与多种肿瘤的增殖、
凋亡、侵袭转移和预后等密切相关［６－９］。ＡＦＡＰ１
ＡＳ１（ａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ＲＮＡ１，ＡＦＡＰ１ＡＳ１）是一个定位在 ＡＦＡＰ１基因反
义ＤＮＡ链上的长链非编码 ＲＮＡ，在肿瘤的发生发
展过程中具有重要用，尤其在食管癌［１０－１１］、胰腺

癌［１２］、肺癌［１３－１４］、鼻咽癌［１５］、结直肠癌［１６］等多种

肿瘤中均高表达，且与多种肿瘤的预后相关。但

是，截止到目前，ＡＦＡＰ１ＡＳ１在舌癌中的表达情况
及其作用尚无报道。本研究通过检测 ＡＦＡＰ１ＡＳ１
在舌鳞状细胞癌（ｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＴＳＳＣ）组织中的表达，并转染 ＡＦＡＰ１ＡＳ１的 ｓｉＲＮＡ
进入人舌癌细胞（Ｔｃａ８１１３），研究其对舌癌细胞生物
学行为的影响，揭示ＡＦＡＰＡＳ１在舌癌中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本及细胞系　收集２０１５年１２月－
２０１６年９月接受手术切除治疗的新鲜舌癌组织及
癌旁５ｃｍ正常组织标本各３例，所有病例均由病
理科确诊是ＴＳＳＣ，并取得患者的知情同意，患者手
术前均未接受过放、化疗。人舌癌细胞系 Ｔｃａ８１１３
为中南大学湘雅二医院馈赠。将 Ｔｃａ８１１３分为正
常对照组（ＮＣ组）、ｓｉＲＮＡ１组及 ｓｉＲＮＡ２组，于含
有１０％胎牛血清、青霉素和链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基中，３７℃恒温培养。
１．１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基、胎牛血
清、胰蛋白酶（含 ＥＤＴＡ）均购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＮＡ
提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ购自罗氏公司，逆转录试剂盒、
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒均购自ＴＡＫＡＲＡ公司。Ｈｉｐ
ｅｒｆｅｃｔ转染试剂购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ＭＴＳ试剂盒购自
ＰＲＯＭＥＧＡ公司，ｓｉＲＮＡ购自英潍捷基公司，所有
ＰＣＲ引物均购自上海生工。
１．２　方法
１．２．１　ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达检测　根据ＴＲＩｚｏｌ试剂说
明书提取舌癌组织、癌旁组织及Ｔｃａ８１１３细胞的总
ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性后，测定
总ＲＮＡ浓度；采用实时定量逆转录聚合酶链反应
（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ＡＦＡＰ１ＡＳ１的表达（根据逆转录
及荧光定量 ＰＣＲ试剂盒说明书进行），以 βＡｃｔｉｎ

为内参，各组相对表达量采用２－△△Ｃｔ法计算。
１．２．２　细胞增殖检测　取对数生长期的 Ｔｃａ８１１３
细胞，以５×１０５／孔接种于６孔板中。待细胞生长
至６０％融合时，ＮＣ组、ｓｉＲＮＡ１组及 ｓｉＲＮＡ２组分
别转染阴性对照 ｓｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ１及 ｓｉＲＮＡ２（按照
Ｈｉｐｅｒｆｅｃｔ脂质体转染试剂说明书进行）。在转染
ｓｉＲＮＡ３６ｈ时收集细胞，以１０００个／孔细胞接种
于９６孔板中，于３７℃，５％ ＣＯ２及饱和湿度培养
箱中培养。检测前每孔分别加入ＭＴＳ试剂２０μＬ，
避光３７℃孵育２ｈ，轻轻振荡后，酶标仪４９０ｎｍ波
长处测定光密度（ＯＤ）值。共检测５ｄ，每个时间点
设置３个复孔。
１．２．３　细胞周期检测　收集转染 ４８ｈ后的
Ｔｃａ８１１３细胞，ＰＢＳ洗涤细胞 ３次，加入预冷的
７０％乙醇固定细胞过夜。第２天收集细胞沉淀，
ＰＢＳ重悬后，加入碘化丙锭（ＰＩ）染色液（含５０ｍｇ／Ｌ
ＰＩ，１ｇ／ＬＴｒｉｔｏｎＸ１００，１００ｇ／ＬＲＮａｓｅ）混匀，４℃避
光孵育３０ｍｉｎ，然后流式细胞仪上机检测。
１．３　统计学处理

实验数据用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行处理，计
量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较采
用ｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＦＡＰ１ＡＳ１在人ＴＳＳＣ组织中高表达
ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１在３

例人ＴＳＳＣ组织中的表达明显高于其癌旁组织，均
为癌旁组织的３倍以上，差异具有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）。见图１。

（１）与癌旁组织相比，Ｐ＜０．０５

图１　ＡＦＡＰ１ＡＳ１在ＴＳＳＣ组织及癌旁组织中的表达
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＦＡＰ１ＡＳ１ｉｎＴＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓ

ａｎｄｔｕｍｏｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
２．２　Ｔｃａ８１１３细胞中ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达

ＡＦＡＰ１ＡＳ１的 ｓｉＲＮＡ 转 染 舌 癌 细 胞 系
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Ｔｃａ８１１３后，ｓｉＲＮＡ１组及 ｓｉＲＮＡ２组中 ＡＦＡＰ１ＡＳ１
的表达明显降低，ＡＦＡＰ１ＡＳ１的沉默效果均达到了
将近 ５０％，ｓｉＲＮＡ１组及 ｓｉＲＮＡ２组与 ＮＣ组的
ＡＦＡＰ１ＡＳ１相对表达量比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），如图２所示。ｓｉＲＮＡ１的沉默效果较
好，后续试验均用ｓｉＲＮＡ１进行，称为ｓｉＲＮＡ组。

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００１

图２　转染ＡＦＡＰ１ＡＳ１的ｓｉＲＮＡ后Ｔｃａ８１１３细胞中
ＡＦＡＰ１ＡＳ１的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＦＡＰ１ＡＳ１ｉｎＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｉＲＮＡｏｆＡＦＡＰ１ＡＳ１

２．３　沉默 ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达影响舌癌细胞的增殖
能力

与ＮＣ组比较，ｓｉＲＮＡ组 Ｔｃａ８１１３细胞的增殖
能力在第２天时就已经比对照组低，第４天开始具
有统计学意义（Ｐ＜００５），见图３。该实验表明下

调ＡＦＡＰ１ＡＳ１在舌癌细胞系中的表达可显著抑制
舌癌细胞的增殖能力。

（１）与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５

图３　沉默ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达抑制Ｔｃａ８１１３细胞增殖
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＦＡＰ１ＡＳ１ｏｎＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ
２．４　沉默 ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达影响舌癌细胞的细胞
周期进程

人舌癌细胞 Ｔｃａ８１１３中转染 ＡＦＡＰ１ＡＳ１的
ｓｉＲＮＡ４８ｈ时，利用流式细胞技术检测舌癌细胞的
细胞周期，结果显示，沉默 ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达的舌癌
细胞处于 Ｇ０／Ｇ１期和 Ｓ期的细胞明显高于对照
组，而处于Ｇ２／Ｍ期的细胞则明显低于对照组，且
差异均具有统计学意义（Ｐ＜００１），表明 ＡＦＡＰ１
ＡＳ１能通过促进细胞周期进程而促进细胞生长。
见图４。

与ＮＣ组比较，（１）Ｐ＜０．０１，（２）Ｐ＜０．００１

图４　ＡＦＡＰ１ＡＳ１对Ｔｃａ８１１３细胞周期的影响
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＦＡＰ１ＡＳ１ｏｎＴｃａ８１１３ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

３　讨论

ＬｎｃＲＮＡ是一组内源性、长度超过２００ｎｔ、缺少

特异完整的开放阅读框、无或很少有蛋白编码功能

的ＲＮＡ分子。大量的研究表明，ＬｎｃＲＮＡ表达失
调与多种肿瘤的发生发展相关。早在２０１４年，便
有研究发现 ＬｎｃＲＮＡＵＣＡ１在 ＴＳＳＣ组织中高表
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达，且其能促进舌癌细胞的迁移，与病人的淋巴结

转移相关［１７］。此后，又有文献报道，有多个 Ｌｎ
ｃＲＮＡ［１８－２０］在ＴＳＳＣ组织中表达失调，这些表达失
调的ＬｎｃＲＮＡ中有些与舌癌患者的病理分级相关，
因而这些表达失调的 ＬｎｃＲＮＡ可能参与了舌癌发
生发展的病理过程。最近，ＬｉａｎｇＪ等［２１］发现，Ｌｎ
ｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１也在ＴＳＳＣ组织中高表达，且其能够
通过调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ而促进舌癌细胞侵袭转
移，抑制舌癌细胞凋亡。综上可知，舌癌中也存在

许多ＬｎｃＲＮＡ的表达失调，ＬｎｃＲＮＡ在舌癌的病理
过程中可能也扮演着重要角色。

本研究通过检测舌癌及其对应的癌旁组织中

的ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１，首次发现 ＡＦＡＰ１ＡＳ１在舌
癌组织中显著高表达，沉默ＡＦＡＰ１ＡＳ１表达后，人
舌癌细胞系Ｔｃａ８１１３的增殖能力明显减弱；流式细
胞术检测细胞周期时发现，ＡＦＡＰ１ＡＳ１能够促进舌
癌细胞的周期进程。以上实验表明 ＡＦＡＰ１ＡＳ１可
能通过促进细胞周期进程而影响舌癌细胞增殖。

这是对以往研究所发现的舌癌相关 ＬｎｃＲＮＡ主要
影响舌癌细胞侵袭转移的一大补充，丰富了对 Ｌｎ
ｃＲＮＡ参与舌癌发生发展过程机理的认识。但是，
ＡＦＡＰ１ＡＳ１影响舌癌细胞增殖的具体分子机制还
有待进一步深入研究。

综上所述，ＬｎｃＲＮＡＡＦＡＰ１ＡＳ１作为具有类似
致瘤基因功能的ＬｎｃＲＮＡ分子，能够显著促进舌癌
细胞的增殖，进一步深入研究其具体的作用机制，

有助于更好的理解舌癌发生发展的过程，也为舌癌

的基因靶向治疗提供了新的方向。
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在对炎症反应的早期预测以及疾病预后评估。最

新的研究发现，ｓＴＲＥＭ１可以抵抗膜表面 ＴＲＥＭ１
的促炎作用，从而起到抗炎作用，并与多种炎性疾

病发生发展密切相关［７］，从而初步推测ＡＭ在受到
外界刺激导致 ＴＲＥＭ１表达增加促进炎症级联放
大的同时启动炎症反应自我调节机制，通过其下游

产物ｓＴＲＥＭ１表达的增加来抑制炎症反应的进一
步扩大。如果外界刺激不能及时去除而持续扩大，

则ｓＴＲＥＭ１调节作用下降从而导致炎症反应继续
加重。总之在促炎物质引发炎症反应后，ＴＲＥＭ１
通过表达上调来扩大炎症反应，产生的致炎和抗炎

细胞因子可能又反作用于 ＴＲＥＭ１受体，调节其在
细胞的表达，提示可能存在调控 ＴＲＥＭ１表达的自
分泌环。对ＴＲＭＥ１在ＡＭ表达以及调控机制的研究
可能为将来ＡＬＩ、ＡＲＤＳ、脓毒症等多种炎性疾病的治
疗提供新的治疗方法，需要更进一步深入的研究。
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