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长链非编码 RNA BC032469 通过调控 hTERT 

影响肺癌细胞的增殖、迁移及侵袭

秦桂香1，潘林清2

(1. 南通市第一人民医院急诊科，江苏 南通 226001；2. 连云港市妇幼保健院生殖中心，江苏 连云港 222000)

[摘　要] 目的：探讨长链非编码R NA( long non- coding R NA， lncR NA)BC032469在肺癌细胞系中的表达

及对细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法：采用实时荧光定量PCR(quantitative real-t ime PCR，

qRT-PCR)测定肺癌细胞系(H1437，A549，H1299，H1975及H460)和人支气管上皮细胞(human 

bronchial epithelial cells，HBE)中lncRNA BC032469的表达；设计沉默lncRNA BC032469的siRNA，

利用qRT-PCR检测 lncRNA BC032469 siRNA在肺癌细胞中的沉默效率；CCK-8法检测细胞增殖能

力的变化；划痕和Transwell试验评估细胞的迁移和侵袭能力的变化；qRT-PCR及Western印迹法分

别测定hTERT mRNA和蛋白水平表达的变化。结果：LncRNA BC032469在肺癌细胞系(H1437，

A549，H1299，H1975及H460)中相对表达量高于HBE(P<0.05)。沉默lncRNA BC032469后，可以

抑制H460细胞的增殖、迁移和侵袭，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：LncRNA BC032469在肺

癌细胞系中高表达，沉默lncRNA BC032469抑制肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，其机制可能

与下调hTERT表达有关，提示lncRNA BC032469可以作为临床肺癌治疗的潜在靶标。
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Downregulation of long non-coding RNA BC032469 
suppresses lung cancer cell proliferation, migration and 

invasion by regulating hTERT
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Abstract Objective: To explore the expression of long non-coding RNA (lncRNA BC032469) in lung cancer cell lines and 

its effect on proliferation, migration and invasion. Methods: We compared the expression of lncRNA BC032469 

in lung cancer cell lines (H1437, A549, H1299, H1975 and H460) and human bronchial epithelial cells (HBE) by 

quantitative real-time PCR (qRT-PCR). qRT-PCR was used to detect the silence efficiency of lncRNA BC032469 

silence sequence. The proliferation, migration and invasion ability of cells were assessed by CCK-8 assay, Scratch 

assay and Transwell assay after the lncRNA BC032469 siRNA transfection. qRT-PCR and Western blot were 
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世界范围内，肺癌以92%的病死率高居肿瘤致

死率之首，同时也是男性发病率和病死率最高的

肿瘤[1]。虽然近年来肺癌的靶向治疗研究取得了一

定的进展，但其5年生存率仍然低于16%[2-3]，主要

由于大多数患者确诊时已处于晚期，发生淋巴结

转移患者的预后往往也较差[4]。因此，寻找合适的

早期诊断靶点和预后标志，对提高肺癌患者的生

存率具有重要意义[5]。

长 链 非 编 码 R N A ( l o n g  n o n - c o d i n g  R N A ，

lncRNA)是一类长度大于200 nt的非编码RNA，在

转录沉默、转录激活、核内运输、染色体修饰等

方面均具有重要的功能 [6]。近年来关于 lncR NA在

肿瘤中的研究引起了广泛的关注，其主要功能不

是编码蛋白质，而是通过调控靶基因的表达或竞

争 性 靶 向 m i R N A 调 控 肿 瘤 的 生 物 学 过 程 [ 7 - 8 ]。 最

早在胃癌细胞中发现LncRNA BC032469异常高表 
达[9]，并且与肿瘤大小、细胞分化和胃癌患者生存

时间息息相关；同时也在胃癌细胞的增殖、细胞

周期的调控方面发挥重要的生物学功能 [10]。然而

目前lncRNA BC032469在肺癌细胞系中的表达及其

对增殖和迁移的影响未见报道。本研究旨在探讨

lncRNA BC032469在肺癌细胞系中的表达及其对增

殖和迁移的影响及机制。

1  材料与方法

1.1  材料及主要试剂 
H1299，A 5 4 9，H1 9 7 5，H1 4 3 7，H4 60等人

肺 癌 细 胞 系 和 正 常 的 人 支 气 管 上 皮 细 胞 ( h u m a n 
bronchial epithelial cells，HBE)购自美国模式培养物

集存库(American type culture collection，ATCC)细胞

库和中国医学科学院上海细胞库，按照细胞使用

说明冷冻保存以及传代培养。在添加了10%胎牛血

清的RPMI-1640培养基中培养HEB。DMEM细胞培

养基和胎牛血清购自美国Gibco公司；胰酶-EDTA
购自美国Sigma公司；转染脂质体LipofectamineTM 

2000转染细胞购自美国Inv itrogen公司。CCK-8试

剂 盒 购 自 东 仁 化 学 科 技 ( 上 海 ) 有 限 公 司 ； 蛋 白

定 量 试 剂 盒 购 自 北 京 康 为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公

司。Trans wel l小室和Mat r igel基质胶购自美国B D
公司；hTERT抗体(1:1 000)、山羊抗兔Ig G(H+L)
和山羊抗鼠 Ig G  (H + L)的二抗( 1 : 5  0 0 0 )购自美国

Proteintech公司；GAPDH(1:1 000)购自美国Abcam 
公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞的培养和传代 
采用LipofectamineTM 2000转染试剂转染对应的

siRNA，详细的操作过程如下：转染前将处于对数

期生长的H460细胞接种到6孔板中；当细胞融合度

为80%~90%时，对细胞进行s iRNA转染； lncRNA 
B C 0 3 2 4 6 9  s i R N A和L i p o f e c t a m i n eT M  2 0 0 0分别用

无血清培养基稀释，然后混匀，在室温下静置孵

育5  m i n，将转染混合试剂加入到培养板中进行转

染，培养6~8 h后吸出转染培养液，加入新鲜的含

血清的无双抗的DMEM培养基继续培养。

1.2.2  CCK-8 法检测细胞的增殖能力

用对照和特异性的lncRNA BC032469分别转染

对数期生长的H460细胞，8 h后，将100 μL含细胞

数为2 000个的培养基加入到96孔板中，分别在24，

48，72 h，取10 μL CCK-8试剂加入到每个孔中，继

续培养2 h，用酶标仪检测450nm处的吸光度(D)值。

1.2.3  迁移和侵袭试验 
划痕试验：在6孔板的每个孔中加入约5×105个

细胞，37 ℃培养过夜；当细胞汇合度达到90%时，

用枪头比着直尺，尽量垂直于背后的横线划痕，

用磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline，PBS)小

心洗细胞3次直到无漂浮的细胞；加入无血清培养

基，分别转染lncRNA BC032469 siRNA以及其对照

物培养8 h后，换正常培养基，37 ℃培养箱中继续

培养，按0，48 h在显微镜下观察细胞的划痕空隙的

修复情况，拍照。

used to detect the expression of hTERT. Results: qRT-PCR results showed that lncRNA BC032469 expression 

was higher in lung cancer cells (P<0.05). Knockdown of lncRNA BC032469 inhibited proliferation, migration 

and invasion of H460 cells (P<0.05). Conclusion: LncRNA BC032469 is highly expressed in lung cancer 

cells. Knockdown of lncRNA BC032469 inhibits lung cancer cells proliferation, migration and invasion and the 

mechanism may be related to the down-regulated of hTERT, which indicating that lncRNA BC032469 may be a 

candidate target of lung cancer gene therapy.

Keywords lung cancer; long non-coding RNA BC032469; proliferation; migration; invasion 
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Tr a n s w e l l 试验：小室上层加入 2 0  μ L 浓度为 
1 mg/mL的基质胶后，自然晾干；下层加入600 μL
含20%血清的DMEM培养基，小室上层加入100 μL
含3×10 6个细胞的无血清培养基；小室于24孔板中

培养48 h后，PBS清洗细胞，用浓度为4%的多聚甲

醛固定15 min，用0.1%的结晶紫处理0.5 h后，于倒

置显微镜拍照，计数。

1.2.4  RNA 提取、反转录及实时荧光定量 PCR
收集处理后相应时间点的细胞，按照试剂盒

说明书指导提取RNA；使用TaK aR a反转录试剂盒

对所提取的R N A进行反转录；按照实时荧光定量

PCR(quantitative real-time PCR，qRT-PCR)试剂盒

步骤进行PCR检测。LncRNA-BC032469正向引物

序列为5’-ATG G AGTCTCG CTCTGTCG -3’，反向

引物序列为5’- CCC ACTAG ACCC AG G A AGT-3’；
hTERT mRNA正向引物序列为5’-GTGCTGCAGCT- 
CCCATTTCAT-3’，反向引物序列为5’-GCTTTCAG- 
GATGGAGTAGCAGA-3’；GAPDH正向引物序列为

5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’，反向引物序列

为3’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-5’。以

GAPDH为内参。

1.2.5  Western 印迹法

LncRNA BC032469处理H460细胞48 h后，收集

细胞，使用RIPA裂解液提取蛋白；每个孔上样总蛋

白的量为30 μg，200 V恒压电泳至样品指示剂至胶底

部。200 mA恒流转膜120 min，用5%的牛血清白蛋白

(bovine serum albumin，BSA)于室温下封闭2 h；一抗 
4℃孵育过夜，混有Tween 20的三乙醇胺缓冲盐水溶

液(mixture of tris-buffered saline and Tween 20，TBST)洗

膜3次，每次10 min。用辣根过氧化物酶(horseradish 
peroxidase，HRP)标记的相应二抗于室温下孵育1 h；

用TBST洗膜3次，每次10 min；ECL化学发光法对膜

进行显影后曝光；通过图像分析软件对照片进行分

析，测定灰度值，以GAPDH为内参。

 
1.3  统计学处理 

应用SPSS 19.0统计软件进行数据分析。采用

Prism软件作图。两组独立数据用t检验进行比较，

数据以均数±标准差(x±s)表示。P<0.05为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  LncRNA BC032469 在肺癌细胞系中的表达升高  
以 H B E 为 对 照 ， 通 过 q R T - P C R 方 法 检 测

lncRNA BC032469在不同肺癌细胞系中的表达，结

果表明：lncRNA BC032469在肺癌细胞系中的表达

水平显著高于肺正常细胞，提示lncRNA BC032469
在肺癌细胞中异常高表达(P<0.05，图1)。

2.2  LncRNA BC032469 敲低对 H460 肺癌细胞增

殖的影响

qRT-PCR结果表明：与模拟组(Mock组)和对

照组(Control组)相比， lncRNA BC032469 siRNA
组 l n c R N A  B C 0 3 2 4 6 9  s i R N A 的 表 达 量 显 著 降 低

( 图 2 A ) 。 C C K - 8 检 测 结 果 表 明 ： 沉 默 l n c R N A 
BC032469 72 h的表达可明显抑制H460肺癌细胞增

殖(P<0.05，图2B)。

2.3  沉默 lncRNA BC032469 对肺癌细胞 H460 迁

移和侵袭能力方面的影响 
转 染 后 ， 细 胞 划 痕 试 验 检 测 沉 默 l n c R N A 

B C 0 3 2 4 6 9 对 细 胞 迁 移 能 力 的 影 响 。 检 测 结 果 表

明：48 h后lncRNA BC032469沉默组细胞迁移能力

显著低于lncRNA BC032469对照组。Transwell小室

侵袭检测结果表明： lncR NA B C032469敲低后，

H 4 6 0 肺 癌 细 胞 侵 袭 的 数 量 显 著 减 少 ， 提 示 沉 默

lncRNA BC032469的表达可以显著抑制肺癌细胞迁

移和侵袭能力(图3)。

2.4  LncRNA BC032469 调节 hTERT 的表达

q R T- P C R 结 果 表 明 ： 与 对 照 相 比 ， hT E R T 
mRNA表达水平显著降低(图4A)。Western印迹检

测结果表明：lncRNA BC032469沉默后，hTERT蛋

白水平显著降低(图4B，4C)。

图 1 LncRNA BC032469 在不同肺癌细胞系和 HBE 中的表达

Figure 1 Expression of lncRNA BC032469 in lung cancer cell 

line and normal human bronchial epithelial cell line
*P<0.05.
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图 2 H460 细胞转染 lncRNA BC032469 siRNA 后 lncRNA BC032469 表达水平 (A) 和对细胞活性的影响 (B)

Figure 2 Expression of lncRNA BC032469 (A) and cell viability (B) both decreased after silencing lncRNA BC032469 in H460 cells
*P<0.05. 
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图3 沉默lncRNA BC032469对细胞迁移和侵袭的影响

Figure 3 Effect on cell migration and invasion after transfected with lncRNA BC032469 siRNA in H460 cells
*P<0.05.

Mock Control siRNA

Mock Control siRNA

Mock Control siRNA
Mock Control siRNA

0 h

48 h

1.5

1.0

0.5

0.0

细
胞

相
对

迁
移

率

400

300

200

100

0

侵
袭

细
胞

数
量

*

*

100x 100x 100x

图4 沉默lncRNA BC032469对hTERT表达的影响(*P<0.05)

Figure 4 Effect of silencing lncRNA BC032469 on the expression of hTERT in H460 cells (*P<0.05)

(A)qRT-PCR 检测 Mock 组、Control 组和 lncRNA BC032469 敲低组 hTERT mRNA 的表达水平；(B)Western 印迹检测 Mock 组、

Control 组和 lncRNA BC032469 敲低组 hTERT 蛋白的表达水平；(C)Mock 组、Control 组以及 lncRNA BC032469 敲低组 hTERT

蛋白相对表达量比较。

(A) Expression of hTERT mRNA level of the Mock, Control and lncRNA BC032469 siRNA groups by qRT-PCR; (B) Expression of hTERT 

protein level of the Mock, Control and lncRNA BC032469 siRNA groups by qRT-PCR; (C) Comparison of hTERT protein expression 

between the Mock, Control and lncRNA BC032469 siRNA groups.
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3  讨论

随着分子生物学理论和研究技术水平的不断

提高，肺癌的治疗手段已发展为手术、放化疗、基

因治疗等多种治疗手段相结合的综合性治疗[8-9,11]， 
但效果并不理想。合适的 lncRNA作为早期诊断或

药物治疗靶点则成为肺癌治疗的新模式。LncRNA 
B C 0 3 2 4 6 9 最 早 在 胃 癌 中 被 报 道 [ 6 ]， 其 通 过 吸 附

m i R N A - 1 2 0 7 - 5 p调节hT E RT的表达，进而影响肺

癌 细 胞 的 增 殖 与 凋 亡 [ 7 ]。 本 研 究 发 现 ： l n c R N A 
B C 0 3 2 4 6 9 在 H 1 4 3 7 ， A 5 4 9 ， H 1 2 9 9 ， H 1 9 7 5 和

H 4 6 0 高 表 达 ， 在 H B E 中 低 表 达 ； 在 肺 癌 细 胞 系

中，lncRNA BC032469沉默表达，肺癌细胞的增殖

和迁移、侵袭能力减弱，提示lncRNA BC032469具

有类似于原癌基因的功能。miR-1207-5p异常高表

达可以明显抑制肺癌、肝癌及乳腺癌细胞的增殖

和迁移能力 [12-14]。研究 [15]发现：在胃癌中，miR-
1 2 0 7 - 5 p 能够直接靶向影响 hT E RT 抑制胃癌细胞

迁移和侵袭能力。hT E RT是一种核糖核蛋白复合

物，在多种肿瘤细胞中异常高表达，包括肺癌、

骨肉瘤和黑色素癌[16-18]。hTERT能与多种肿瘤相关

因子结合，进而调控肿瘤细胞的活力 [ 1 9 - 2 0 ]。本研

究结果显示：在肺癌细胞中， lncR NA B C032469
沉默后，hTERT表达下调，提示在肺癌中 lncRNA 
BC032469可能类似于其在胃癌中的功能，通过影

响hTERT的表达而发挥作用，但这其中是否涉及到

miR-1207-5p和其它miRNA，以及其具体的作用机

制如何，仍需进一步研究。

综 上 所 述 ， 本 研 究 结 果 为 揭 示 l n c R N A 
BC032469在肿瘤发生、发展进程中的机制研究提

供线索，为肺癌治疗提供了一个新的靶标。但本研

究也存在一定的局限性，lncRNA BC032469在肺癌

组织中的表达水平及与预后的关系尚不明确，在动

物水平中也值得进一步研究。
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