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长链非编码RNA LINC01001在乳腺癌中的表达及其对MCF-7细胞增殖

的影响

梅虹，李常恩，杨梁，高迎飞（湖北医药学院附属人民医院甲状腺乳腺外科，湖北十堰 442000）

[摘 要] 目的：探讨长链非编码RNA LINC01001在乳腺癌组织中的表达及其对乳腺癌MCF-7细胞增殖能力的影响。方法：
筛选2016年3月至2017年6月于湖北医药学院附属人民医院甲状腺乳腺外科行手术切除的乳腺癌患者癌及癌旁组织12例，qRT-

PCR检测乳腺癌组织及癌旁组织LINC01001的相对表达量；通过重组质粒在人乳腺癌MCF-7细胞中过表达LINC01001，采用流

式细胞术和MTT法检测过表达LINC01001后MCF-7细胞周期分布和增殖能力变化。qRT-PCR检测miR-485-5p和CDKN1A

mRNA的表达变化，Western blotting检测 CDKN1A、CDK4、CDK6和Cyclin D1蛋白表达变化。结果：LINC01001在乳腺癌组织

中表达水平低于对应的癌旁组织（P<0.01）。LINC01001重组质粒转染MCF-7细胞后可显著抑制细胞周期进展（P<0.05），抑制细

胞的增殖能力（P<0.05）。过表达LINC01001后，MCF-7细胞的miR-485-5p的表达水平降低（P<0.01），CDKN1A mRNA表达水平

升高（P<0.01）；可促进CDKN1A蛋白的表达和抑制CDK4、CDK6和Cyclin D1蛋白的表达。结论：LINC01001在乳腺癌组织中

表达降低，其可能通过下调miR-485-5p的表达上调CDKN1A的表达来抑制乳腺癌MCF-7细胞的增殖能力，为 lncRNA的临床应

用提供实验基础。
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Expression of lncRNA LINC01001 in breast cancer and its effect on proliferation
of MCF-7 cells

MEI Hong, LI Changen, YANG Liang, GAO Yingfei (Department of Thyroid and Breast Surgery,Affiliated People’s

Hospital of Hubei University of Medicine, Shiyan 442000, Hubei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of long non-coding RNA LINC01001 in breast cancer tissues and its effect on

the proliferation of breast cancer MCF-7 cells. Methods: The expression levels of lncRNA LINC01001 were analyzed in 12 cases

of cancer and para-cancer tissues from breast cancer patients, who underwent surgical resection in Affiliated People’s Hospital of

Hubei University of Medicine from March 2016 to June 2017. The plasmid over-expressing LINC01001 was transfected into hu-

man breast cancer MCF-7 cells. The cell cycle distribution and proliferation ability of MCF-7 cells were detected by flow cytome-

try and MTT assay, respectively. The mRNA expressions of miR-485-5p and CDKN1A mRNA were detected by qRT-PCR, and the

protein expressions of CDKN1A, CDK4, CDK6 and Cyclin D1 were detected by Western blotting. Results: The expression level

of lncRNA LINC01001 in breast cancer tissues was lower than that in para-cancer tissues (P<0.01). LINC01001 recombinant plas-

mid transfection significantly inhibited cell cycle progression (P<0.05) and cell proliferation (P<0.05) of MCF-7 cells. qRT-PCR

showed that the expression level of miR-485-5p was decreased (P<0.01) and the expression level of CDKN1A mRNA was in-

creased (P<0.01) after over-expressing LINC01001. Western blot results confirmed that over-expression of LINC01001 could pro-

mote the expression of CDKN1A protein, but decrease the expressions of CDK4, CDK6 and Cyclin D1 proteins. Conclusion: The

expression of LINC01001 in breast cancer tissues was decreased. LINC01001 may down-regulate the expression of miR-485-5p to

up-regulate the expression of CDKN1A, and further to inhibit the proliferation of breast cancer MCF-7 cells, providing experimen-

tal basis for the clinical application of lncRNA.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，严重威

胁女性的身体健康[1]。乳腺癌的分子靶向治疗是近

年来研究的热点。长链非编码核RNA（long non-cod-

ing RNA, lncRNA）是由大于 200个核苷酸组成的转

录本，具有进化保守性[2]。lncRNA广泛参与调节细

胞增殖、衰老、凋亡等生物学过程，与肿瘤的恶性生

物学行为有关[3- 4]。长链非编码LINC01001是一种新

发现的 lncRNA，目前在肿瘤中尤其是乳腺癌中生物

学功能尚不清楚。本研究通过检测乳腺癌组织标本

中LINC01001的表达及其对乳腺癌MCF-7细胞增殖

过程的调控作用，探讨LINC01001在乳腺癌生长中

的作用机制，为乳腺癌的分子诊断与靶向治疗提供

实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

乳腺癌细胞系MCF-7购于中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心。LINC01001过表达质粒

和阴性对照质粒由上海吉凯基因化学技术有限公司

合成，RPMI-1640 培养基、胎牛血清购于美国 Gibco

公司，Lipofectamine 3000 购于美国 Invitrogen 公司，

qRT-PCR相关试剂购于日本TaKaRa公司，引物（表

1）购于上海生物工程股份有限公司，一抗CDKN1A、

CDK4、CDK6、Cyclin D1及 α-Tubulin和二抗均购于

美国CST公司，ECL发光试剂盒购于美国美国Ther-

mo公司，细胞周期检测试剂盒购于上海鑫乐生物科

技有限公司，四甲基偶氮唑蓝（MTT）购于美国Sigma

公司。

表1 qRT-PCR引物序列

Tab. 1 Sequence of qRT-PCR primers

Type

LINC01001

GAPDH

miR-485-5p

U6

CDKN1A

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

Primer sequences (5 ’ -3 ’ )

GCCCAGCTCTTCTTCCTGT

AGAGGCTGACTCGAGGAAGTT

ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG

GCCATCACGCCACAGTTTC

AGAGGCTGGCCGTGATG

CAGTGCGTGTCGTGGAGT

CTCGCTTCGGCAGCACA

AACGCTTCACGAATTTGCGT

CGATGGAACTTCGACTTTGTCA

GCACAAGGGTACAAGACAGTG

1.2 临床标本收集

收集湖北医药学院附属人民医院甲状腺乳腺外

科2016年3月至2017年6月12例乳腺癌患者的肿瘤

和相应癌旁组织，所有患者术前均未接受任何放疗

或化疗，患者年龄均大于 18岁，均已签署知情同意

书。所有组织样本收集后立即使用液氮冷冻后长

期保存于-80 ℃冰箱中。

1.3 RNA提取及qRT-PCR检测

按照TRIzol说明书操作分别提取组织及MCF-7

细胞总RNA，取 500 ng总RNA为模板逆转录，根据

说明书进行 qRT-PCR扩增检测。lncRNA和mRNA

检测以 GAPDH 为内参，miRNA 检测以 U6 为内参。

最终Ct值均以2-ΔΔCt分析。

1.4 细胞培养及质粒转染

将乳腺癌MCF-7细胞接种于含 10% FBS的RP-

MI 1640培养基中，于 37 ℃、5%CO2饱和湿度培养箱

中培养，取对数生长期细胞进行实验。按照 lipo-

fectamine 3000 转染说明书操作，以无血清 RPMI

1640培养基做溶媒配置转染试剂及质粒工作液，分

别向MCF-7细胞中转染LINC01001质粒（实验组）及

阴性对照质粒（对照组）。转染 12 h后更换为含 10%

FBS的RPMI 1640培养基。

1.5 流式细胞术检测转染MCF-7细胞的细胞周期

乳腺癌MCF-7细胞转染 72 h后，胰酶消化收集

细胞；PBS溶液洗2遍，使用70%乙醇溶液重悬细胞，

4 ℃下固定 24 h；离心弃上清，PBS溶液洗 2遍，使用

含RNA酶的 PI染液 400 μl重悬细胞，避光孵育 1 h，

流式细胞仪上机检测细胞周期。

1.6 MTT法检测转染MCF-7细胞的增殖能力

将转染 24 h的细胞消化、重悬。重新接种于 96

孔细胞培养板（4 000个/孔），分别检测第 1、2、3、4和

5 d MCF-7细胞的增殖能力。在每个时间点的操作

如下，每孔加入 20 μl MTT溶液，培养箱内孵育 4 h，

吸去上清；每孔加入150 μl二甲基亚砜，振荡10 min，

保证结晶充分溶解。酶标仪检测波长在490 nm处的

光密度（D）值。每组设4个复孔。

1.7 生物信息学预测miR-485-5p的靶向目标

lncRNA能通过分子海绵效应结合目的基因，从

而发挥基因表达的调节作用[5]。DIANA TOOLS在线

预测网站检索结果（图1）表明，促癌基因miR-485-5p

可能是 LINC01001 的结合分子之一，结合评分为

0.033。MicroRNA.org在线预测网站检索表明，CD-

KN1A可能是miR-485-5p的靶向目标之一，mirSVR

score：-0.1213; PhastCons score：0.6459。

图1 LINC01001和CDKN1A mRNA3'UTR

与miR-485-5p的结合位点

Fig. 1 The sites at 3'UTR of LINC01001 and CDKN1A

mRNA3'UTR to bind with miR-485-5p
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1.8 Western blotting检测MCF-7细胞CDKNA1蛋白

的表达

收集转染 72 h后的MCF-7细胞，使用细胞裂解

液提取细胞总蛋白，每孔上样 40 μg 蛋白后，SDS-

PAGE分离目的蛋白，电转至硝酸纤维膜，分别用1∶1

000 稀释的 CDKN1A、CDK4、CDK6、Cyclin D1 及 α-

Tubulin一抗结合相应目的蛋白，以 1∶10 000稀释的

含辣根过氧化物酶标记的二抗结合一抗，ECL法检

测相关蛋白表达量。

1.9 统计学处理

采用 SPSS 20.0统计学软件，计量资料以 x̄±s表

示，组间比较采用独立样本 t检验。以P<0.05或P<

0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LINC01001在乳腺癌组织中低表达

qRT-PCR 检测结果（图 2）显示，乳腺癌组织中

LINC01001 的相对表达量低于对应的癌旁组织

（1.73 ± 0.25 vs 4.44 ± 0.50，t=4.81，P<0.01）, 提 示

LINC01001可能参与乳腺癌的发生发展。

**P<0.01 vs Para-cancer tissue

图2 乳腺癌及癌旁组织中LINC01001的相对表达量

Fig. 2 Relative expression of LINC01001 in the breast

cancer tissues and para-cancer tissues

2.2 过表达LINC01001抑制MCF-7细胞周期的进展

采用瞬时转染技术，以脂质体3 000为媒介包裹

质粒，将 LINC01001 质粒或阴性对照质粒转染人

MCF - 7 细胞中。通过 qRT-PCR 检测结果显示，

LINC01001 质 粒 能 明 显 提 高 MCF - 7 细 胞 内

LINC01001 的表达水平（5.84±0.65 vs 1.04±0.18，t=

7.14，P<0.01）。流式细胞术检测转染MCF-7细胞的

细胞周期结果（表 2）显示，与对照组相比，转染

LINC01001 质粒后，G0/G1 细胞数升高 22.56%（P<

0.01），S期细胞数降低 28.59%（P<0.05），G2/M期细

胞数减少 33.72%（P<0.05），提示LINC01001可抑制

MCF-7细胞细胞周期的进展。

表2 LINC01001对乳腺癌MCF-7细胞周期的影响

[n
·

=4,（（x̄±s））%]

Tab. 2 The effect of LINC01001 on the cell cycle of breast

cancer MCF-7 cells [n=4,（（x̄±s)%]

Group

Control

Experimental

t(P)

G0/G1

58.07±2.05

71.17±1.49

5.17（<0.01）

S

20.39±1.74

14.56±1.49

2.55（<0.05）

G2/M

21.53±2.19

14.27±1.48

2.75（<0.05）

2.3 过表达LINC01001明显抑制MCF-7细胞的增殖

能力

MTT检测结果（图3）显示，与对照组相比，转染

LINC01001质粒后第3天开始，实验组细胞增殖能力

开始明显降低（P<0.05），提示 LINC01001 对 MCF-7

细胞增殖具有一定的抑制作用。

*P<0.05 ，**P<0.01 vs Control group

图3 MTT检测过表达LINC01001对MCF-7细胞增殖的影响

Fig.3 The effect of LINC01001 over-expression on the

proliferation of MCF-7 cells by MTT assay

2.4 LINC01001 通过抑制 miR-485-5p 促进 CDKN1A

表达

在 MCF-7 细胞内过表达 LINC01001 后，qRT-

PCR检测显示miR-485-5p的表达水平较对照组明显

下降（0.34±0.09 vs 1.00±0.04，t=6.88，P<0.01）。对

miR-485-5p 的靶基因 CDKN1A 的 qRT-PCR 检测表

明，CDKN1A mRNA 表达水平较对照组明显降低

（1.04 ± 0.15 vs 5.91 ± 0.93，t=5.19，P<0.01），提 示

LINC01001可能是通过抑制miR-485-5p而间接促进

CDKN1A表达。

2.5 过表达 LINC01001 可提高 MCF-7 细胞中 CD-

KN1A蛋白的表达水平

在MCF-7细胞内过表达LINC01001后，Western

blotting检测结果（图4）显示，与对照组相比，实验组中

CDKN1A蛋白表达明显增加，细胞周期相关蛋白CDK4、

CDK6和Cyclin D1表达降低，提示LINC01001可提高
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CDKN1A蛋白的表达水平。

*P<0.05 ，**P<0.01 vs Control group

图4 MCF-7细胞中CDKN1A蛋白及下游蛋白的表达

Fig. 4 Expression of CDKN1A protein and downstream

protein in MCF-7 cells

3 讨 论

lncRNA 是一类长度大于 200 个核苷酸的内源

性非编码单链RNA，在肿瘤发生、发展等生物学过程

中发挥重要的调节作用[6-9]。lncRNA在乳腺癌的研究

有许多进展，lncRNA-UCA1在乳腺癌中高表达，通过

抑制具有抑癌效应的miR-143，促进乳腺癌细胞的生

长，抑制癌细胞的凋亡[10-11]。lncRNA-NBAT1在乳腺

癌中低表达，与乳腺癌患者的预后具有相关性，ln-

cRNA-NBAT1 可抑制乳腺癌细胞的转移[12]。 ln-

cRNA-PANDAR 在乳腺癌组织及细胞系中高表达，

通过抑制 p16基因的表达，促进乳腺癌细胞的G1/S

期转换，加快细胞周期的进展，促进乳腺癌细胞的增

殖作用[13]。LINC01001在乳腺癌中的作用并不清楚，

研究其在乳腺癌发生、发展中的作用，将有助于更加

全面地了解乳腺癌发生、发展的机制。

在本研究中，通过对临床组织标本中LINC01001

的表达检测证实LINC01001低表达于乳腺癌组织当

中。LINC01001可能在乳腺癌的发生发展过程具有

一定的调控作用。为进一步探讨LINC01001在乳腺

癌细胞中的生物学功能，本研究应用重组质粒特异

性过表达乳腺癌 MCF-7 细胞中 LINC01001，G0/G1

期细胞比例增多、S期和G2/M细胞比例减少，表示

LINC01001 能有效将 MCF-7 细胞周期阻滞在 DNA

复制期以前；通过 MTT 法进一步证实 , 过表达

LINC01001对MCF-7细胞增殖能力有明显抑制。ln-

cRNA的作用机制较为复杂，其中一种重要机制即是

作为分子海绵与microRNA结合进而抑制其对下游

相应靶 mRNA 的沉默效应[14]。通过 DIANA tools 在

线生物信息学网站的检索表明，miR-485-5p可能是

LINC01001 的 结 合 分 子 之 一 。 综 上 可 推 测 ，

LINC01001的抗乳腺癌细胞增殖作用可能是通过抑

制miR-485-5p的表达来实现的。为证实这一假说，

本 研 究 通 过 质 粒 转 染 过 表 达 MCF-7 细 胞 内

LINC01001，通 过 qRT -PCR 检 测 发 现 ，过 表 达

LINC01001可明显抑制MCF-7细胞内miR-485-5p的

表达水平。microRNA.org 在线预测网站检索表明

CDKN1A 基因是 miR - 485-5p 的下游抑制靶点。

CDK4、CDK6 可分别与 Cyclin D1 形成 Cyclin-CDK

复合物，对细胞周期进行正调控[15-16]。CDKN1A基因

属于细胞周期依赖性激酶抑制因子，可特异性的抑

制Cyclin-CDK复合物的形成，抑制细胞周期的进展，

因而CDKN1A具有巨大的抑癌潜能[17]。通过进一步

研究发现，在过表达 LINC01001 后 MCF-7 细胞内

CDKN1A的表达水平也有所提高，细胞周期受到明

显抑制。至此，本研究初步表明LINC01001的作用

机制是通过抑制miR-485-5p/CDKN1A轴而实现的。

笔者下一步将通过双荧光素酶报告系统进一步验证

miR-485-5p和CDKN1A的靶向关系。

综上所述，LINC01001 在乳腺癌组织中表达下

降，主要通过抑制 miR-485-5p 表达进而促进 CD-

KN1A 的表达而抑制乳腺癌细胞的增殖，本研究为

lncRNA的临床应用提供了一定的实验依据。
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化学元素和核素符号规范书写的要求

化学符号虽然是化学专业的学术交流语言,但在生物医学领域也有很广泛的使用。化学符号的书写有其特殊的规律和要求,

生物医学论文中必须重视化学符号书写的规范化。根据GB3102.8-93《物理化学和分子物理学的量和单位》的规定,把化学元素

和核素符号书写的规范要求介绍如下:

(1) 元素或核素的单字母符号均用正体大写,双字母符号首字母正体大写,第二个字母用正体小写。

(2) 核素的核子数(质子数)应标注在元素符号的左上角,例如:60Co,32P,99mTc,125I等;过去习惯把核子数标注在元素符号右上角的

写法是错误的,例如:N14,Co60等。

(3) 离子价态的字符应标注在元素符号的右上角 , 例如 : H+,Cl-,O2-,Mg2+,Al3+,PO4
3-

等 , 不应写成O-2,O--,Mg+2,Mg++,Al+++,P

O4
-3
等。

(4) 激发态的字符 (电子激发态用*; 核子激发态用正体 m,也可用*)标注在元素或核素符号的右上角,例如:110Agm,110Ag*,

He*,NO*等。

(5) 分子中核素的原子数标注在核素符号右下角,例如:H2,FeSO4等。

(6) 质子数(原子序数)标注在元素符号左下角,例如:82Pb,26Fe等。

(7) 对于形状相似的元素符号、化合物的化学式符号,书写时应注意区分,如:Co(钴)—CO(一氧化碳),No(锘)—NO(一氧化氮),

Ba(钡)—Ra(镭),Nb(铌)—Nd(钕)—Np(镎),HF(氟化氢)—Hf(铪)等。

(本刊编辑部)

·· 162


