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长链非编码RNA-HULC调控肺腺癌细胞的增殖和侵袭

王鹏，李青

(徐州市中心医院检验科，江苏 徐州 221009)

[摘　要]	 目的：探讨长链非编码RNA-HULC(long non-coding RNA-HULC，lncRNA-HULC)对肺腺癌细胞增

殖和侵袭过程的调控作用。方法：收集57例肺癌患者的癌组织及与其配对的癌旁组织，通过实时

定量PCR(quantitative real-time PCR，qRT-PCR)法检测组织及细胞中lncRNA-HULC的表达水平；

采用RNA干扰技术(siRNA)下调lncRNA-HULC的表达，同时以qRT-PCR法检测其干扰效率。CCK-8

法和Transwell法检测下调lncRNA-HULC对肺腺癌细胞增殖和侵袭过程的影响。结果：与癌旁组织

相比，lncRNA-HULC在癌组织中的表达显著升高；与正常肺上皮细胞相比，lncRNA-HULC在肺癌

细胞中的表达也显著升高。下调lncRNA-HULC的表达后，肺腺癌细胞的增殖和侵袭能力均降低。

结论：下调lncRNA-HULC可抑制肺腺癌细胞的增殖和侵袭过程。
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Down-regulation of long non-coding RNA-HULC suppresses 
cell proliferation and invasion in lung adenocarcinoma
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Abstract Objective: To investigate the potential molecular mechanism of long non-coding RNA-HULC (lncRNA-

HULC) in the proliferation and invasion of lung adenocarcinoma cell lines. Methods: Quantitative RT-PCR 

was used to detect the expression of lncRNA-HULC in lung cancer tissues and cell lines. Small interfering 

RNA (siRNA) was used to down-regulate lncRNA-HULC expression. CCK-8 assay and Transwell assay were 

performed to explore cell proliferation and invasion. Results: Compared with adjacent tissues, the expression 

of lncRNA-HULC was increased in lung cancer tissues. Compared with normal lung epithelial cell, lncRNA-

HULC was also increased in lung cancer cell lines. Silence of lncRNA-HULC inhibited cell lines proliferative 

and invasive ability. Conclusion: Down-regulation of lncRNA-HULC can cell proliferation and invasion in 

suppress lung adenocarcinoma.
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一。尽管传统的治
疗方法如手术切除、放化疗、靶向治疗的技术不断
提升，但其5年生存率不足15%[1]。因此，深入研究
肺癌细胞增殖和转移过程，寻找新的分子靶点，提
高临床治疗效果是当前肺癌研究领域的热点。长链
非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)是一种
长度大于200 nt的非编码RNA，参与各种疾病的发
生发展过程 [2]。近年来，研究 [3-4]发现： lncRNA在
多种恶性肿瘤中异常表达，并与肿瘤细胞增殖、侵
袭转移等生物学过程密切相关，如lncRNA-NKIL A
通过抑制上皮 -间质转化(e p i t h e l i a l  m e s e n c hy m a l 
t r a n s i t i o n s ， E M T ) 过 程 调 控 舌 鳞 状 细 胞 癌 [ 3 ]；
l n c R N A -T P 7 3 - A S 1 参 与 肝 癌 细 胞 增 殖 的 调 控 过 
程 [4]。然而，目前关于 lncRNA-HULC在肺癌中的
表 达 水 平 及 功 能 作 用 尚 不 明 确 。 本 文 旨 在 研 究
lncRNA-HULC在肺癌组织及细胞中的表达情况，
初步探索其对肺腺癌细胞增殖和侵袭过程的影响，
为临床诊治提供有力的理论基础。

1  材料与方法

1.1  样本收集

收集2014年2月至2016年11月徐州市中心医院
肺癌患者手术切除标本5 7例癌组织及其相匹配的
癌旁组织，离体后迅速放入液氮中，并置于−80 ℃
超低温冰箱中保存。本研究经徐州市中心医院伦
理委员会审核批准，患者均签署知情同意书。

1.2  材料与试剂

肺癌细胞(H358，SPCA1，A549，H1299)和人
肺正常上皮细胞(BEAS-2B)均购自上海生命科学研
究院生物化学与细胞生物学研究所。RPMI-1640培
养基、胎牛血清(FBS)购自美国Gi bco公司。R NA
抽提试剂T R I z o l和反转录试剂盒购自日本Ta k a r a
公司。L n c R N A -HU LC干扰R N A (s i R N A  l n c R N A -
HU LC)和阴性对照s i -Negat i ve  Co nt ro l (s i -N C)购
自 上 海 吉 玛 制 药 技 术 有 限 公 司 。 细 胞 转 染 试 剂
lipofectamine 2000和细胞计数试剂盒(cell counting 
kit-8，CCK-8)购自美国Invitrogen公司。Matrigel基
质胶和Transwel l小室购自美国BD公司。二甲基亚
砜、结晶紫染液和PBS购自美国Hyclone公司。

1.3  方法

1.3.1  实时定量 PCR
所 有 癌 组 织 / 癌 旁 组 织 ， 细 胞 总 R N A 均 采

用 T R I z o l 法 提 取 ， Ta q m a n 探 针 法 检 测 组 织 及 细
胞 中 l n c R N A - H U L C 及 内 参 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶

(phosphoglyceraldehyde dehydrogenase，GAPDH)的
表达量。LncRNA-HULC上游引物为：5'-TCATGA- 
TGGAATTGGAGCCTT-3'；下游引物为：5'-CTCT- 
TCCTGGCTTGCAGATTG-3'；GAPDH的上游引物
为：5'-ACCCAGA AGACTGTGGATGG-3'；下游引
物为：5'-TTCTAGACGGCAGGTCAGGT-3'。
1.3.2  细胞转染试验

A549和H1299细胞用含10%FBS的RPMI-1640
培养基培养，置于5%CO2 37 ℃恒温培养箱中。当
细胞处于对数生长期时，将细胞接种于6孔板中，
密度约为40%时，每孔加入5 μL lipofectamine2000 
和200 pmol siRNA lncRNA-HULC混合液。siRNA 
lncRNA-HULC序列正义链为5'-CCGGA AUAUUC- 
UUUGUUUAUU-3'；反义链为5'-UA A ACA A AG A- 
AUAUUCCGGUU-3'。同时，si-NC为对照组，加
入等量Lipofectamine 2000和si-NC。si-NC序列正义
链为5'-CCUUAUAUGUUCUGGAAUUUU-3'；反义
链为5'-UAAAACGAAUGGAAUUCACUU-3'。
1.3.3  细胞增殖 CCK-8 试验

将 转 染 后 的 细 胞 接 种 于 9 6 孔 板 ， 每 孔 加 入 
100 μL无10%FBS培养基，保证每孔细胞数量约为
2  0 0 0个。培养2 4，4 8和7 2  h后，每孔加入1 0  μ L 
CCK-8试剂，在培养箱内孵育2 h后测450 nm光密
度(OD)值，避光，每组重复3次。
1.3.4  细胞侵袭和 Transwell 实验

按1:5比例将Matrigel胶与无10%FBS RPMI-1640
培养基进行稀释，取50 μL稀释胶均匀铺于Transwell
小室内凝固备用。将处于对数生长期的细胞消化，
并用无10%FBS RPMI-1640培养基重悬后加入Transwell
小 室 内 ， 每 个 小 室 内 的 细 胞 数 量 约 为 2 × 1 0 4个 。 
小室下层加入 7 0 0  μ L 含 1 0 % F B S 的培养基，在细
胞培养箱中培养 2 4  h ，弃去培养基，用 P B S 清洗 
3次，用无水甲醇固定20 min，用结晶紫染色剂染色
30 min，置于显微镜下随机选取5个视野拍照计数。

1.4  统计学处理

采 用 S T A T  1 1 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 ，
lncRNA-HULC在癌和癌旁组织的表达值以均数±标
准差(x±s)表示，采用方差法分析细胞中的相对表
达，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  LncRNA-HULC 在肺癌组织和细胞中表达显著

升高

实时定量PCR(quantitative real-time PCR，qRT-
PCR)检测结果发现：与癌旁组织相比， lncR NA-
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H U L C 在肺癌组织中的表达显著升高，差异有统
计学意义(P<0.001，图1A)。结合患者临床信息，
发现 l n c R N A - H U L C 的表达与患者的性别、年龄
和组织类型均无关，而与肿瘤大小、转移和分期
密切相关(表1)。同时，本研究通过qRT-PCR法检
测 l n c R N A - H U L C 在肺癌细胞中的表达，结果显
示： lncR NA-HULC在肺癌细胞(H358，SPCA1，
A549，H1299)中的表达显著高于人正常肺上皮细
胞(BEAS-2B)，差异有统计学意义(P<0.05，图1B)。 
以上结果提示 lncRNA-HULC在肺癌的发展过程中
起重要作用。

2.2  siRNA 可抑制肺腺癌细胞中 lncRNA-HULC 的

表达水平

qRT-PCR实验发现：与对照组si-NC相比，在

转染siRNA lncRNA-HULC的A549和H1299细胞中

lncRNA-HULC的表达水平显著降低，差异有统计

学意义(P<0.05，图2)。提示siRNA lncRNA-HULC
可抑制肺腺癌细胞中lncRNA-HULC的表达水平。

2.3  下调 lncRNA-HULC 表达可抑制肺腺癌细胞的

增殖能力

CCK-8增殖试验结果显示：转染24 h后，A549
和H 1 2 9 9细胞的增殖能力无明显差异；而在转染

48，72 h后，A549和H1299细胞的增殖能力存在显

著差异(P<0.05)，下调 lncRNA-HULC表达后A549
和H1299细胞的增殖能力明显下降(图3)。

2.4  下调 lncRNA-HULC 表达可抑制肺腺癌细胞的

侵袭能力

Tr a n s w e l l 侵 袭 试 验 结 果 显 示 ： 转 染 s i R N A 
l n c R N A -H U LC的肺腺癌细胞侵袭数比转染s i -N C
对照组明显减少，提示下调 l n c R N A - H U L C 表达

可抑制肺腺癌细胞侵袭能力，差异有统计学意义

(P<0.05，图4)。

表1 LncRNA-HULC在临床样本中的表达情况

Table 1 Expression of lncRNA-HULC in clinical samples

临床特征 n
LncRNA-HULC

P
高表达 低表达

总计 57 29 28

性别 0.337

男 24 14 10

女 33 15 18

年龄/岁 0.597

<60 32 17 15

≥60 25 12 13

组织类型 0.839

鳞癌 17 9 8

腺癌 40 20 20

肿瘤大小 0.024

T1/T2 30 11 19

T3/T4 27 18 9

转移情况 0.005

无转移 28 9 19

有转移 29 20 9

分期 0.001

I~II 26 7 19

III~IV 31 22 9

*以中位数为临界值。

*The median is the critical value.

图1 LncRNA-HULC在肺癌组织和细胞中表达显著升高

Figure 1 LncRNA-HULC levels were obviously up-regulated 

both in lung cancer tissues and cell lines

(A)LncRNA-HULC在肺癌组织和癌旁组织中的相对表达

量；(B)LncRNA-HULC在各种肺癌细胞和BEAS-2B中的相

对表达量。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

(A) LncRNA-HULC levels were detected between lung cancer 

tissues and the adjacent tissues; (B) LncRNA-HULC levels were 

detected between lung cancer cell lines and lung normal cell 

BEAS-2B. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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图 2 转染 siRNA lncRNA-HULC 可降低肺腺癌细胞中 lncRNA-HULC 的表达

Figure 2 LncRNA-HULC levels were down-regulated in A549 and H1299 cell lines through transfecting with siRNA

图3 下调lncRNA-HULC表达可抑制肺腺癌细胞的增殖能力

Figure 3 Down-regulation of lncRNA-HULC can inhibit cell proliferation

通过CCK8细胞增殖试验检测A549(A)和H1299(B)下调lncRNA-HULC后的OD450 nm值。**P<0.01，***P<0.001。

OD450 nm values were detected by CCK8 method in A549 (A) and H1299 (B) cells. **P<0.01, ***P<0.001.
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图4 下调lncRNA-HULC表达可抑制肺腺癌细胞的侵袭能力

Figure 4 Down-regulation of lncRNA-HULC can repress cell invasive ability

通过细胞侵袭试验检测A549(A)和H1299(B)下调lncRNA-HULC后的侵袭能力。

Cell invasive ability was detected by Transwell invasion assay in A549 (A) and H1299 (B) cells. 
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3  讨论

肺癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，在我国

发病率极高，严重危害人们的生命健康。因此，

从分子水平的角度深入探索肺癌的发生发展，积

极寻找早期诊断标志物、预后评估指标及放化疗

靶点，提高肺癌患者的临床诊治和预后水平尤为

重要。

近 年 来 ， 诸 多 报 道 [ 5 - 8 ] 均 发 现 异 常 表 达 的

l n c R N A s对肺癌的发展发展起重要的调控作用。

L n c R N A - S N H G 1 可 通 过 激 活 W n t / β - c a t e n i n 信

号 通 路 促 进 肺 癌 的 发 展 过 程 [ 5 ] 。 L n c R N A - L E T
在 肺 癌 中 低 表 达 ， 可 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 生 长 [ 6 ] 。

L n c R N A - M E G 3 可 通 过 视 网 膜 母 细 胞 瘤 蛋 白

(re t i n o b l a s to m a  p ro te i n，R b)通路抑制肺癌细胞

的增殖能力 [7]。L ncRNA-HIT通过与锌指E盒同源

结合蛋白-1(zinc finger E-box-binding homeobox 1，

Z E B 1 ) 的 相 互 作 用 来 促 进 肺 癌 细 胞 的 侵 袭 转 移  
过程 [8]。

有 关 l n c R N A - H U L C 在 各 种 疾 病 中 扮 演 的 角

色也相继被发现，如 l n c R N A - H U L C 可作为胰腺

癌患者预后不良的分子标志物 [ 9 ]；其不仅可作为

骨肉瘤的预后指标，还可促进细胞侵袭转移 [10]。

在肝癌中， l n c R N A - H U L C 通过 m i R - 2 0 0 a / Z E B 1
信号通路诱导E MT，从而促进肝癌细胞的侵袭转

移 [ 1 1 ]。下调 l n c R N A - H U L C 增强化疗诱导的胃癌

细胞凋亡过程 [ 1 2 ]。本研究探讨了 l n c R N A - H U L C
在肺腺癌细胞增殖和侵袭过程中的作用，结果显

示： l n c R N A - H U L C 在肺癌组织中的表达显著高

于癌旁组织，且与肿瘤大小、转移和分期有关，

表明 l n c R N A - H U L C 作为一个促癌基因，与肺癌

的 发 展 过 程 密 切 相 关 。 其 次 ， 体 外 细 胞 实 验 结

果显示： l n c R N A - H U L C 在肺癌细胞中的表达也

显著高于肺正常上皮细胞，转染特异性的 s i R N A 
l n c R N A -H U LC可降低 l n c R N A -H U LC在肺腺癌细

胞中的表达。进一步的CCK- 8和Trans wel l试验也

证实下调 l n c R N A - H U L C 可抑制肺腺癌细胞的增

殖和侵袭能力。

综上所述， lncRNA-HULC在肺癌组织和细胞

中高表达，下调 lncRNA-HULC可抑制肺腺癌细胞

的增殖和侵袭能力，不仅为肺癌的临床诊治提供

了有力的理论基础，还为未来的肿瘤靶向治疗提

供了潜在的分子靶点。本研究初步论证了lncRNA-
HULC在肺癌发生发展过程中的作用，然而其更深

入的功能及潜在的分子机制仍不明确，需进一步

探索。
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