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长链非编码RNA TUG1对胃癌AGS细胞增殖和凋亡的影响
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[摘 要] 目的: 探究长链非编码RNA牛磺酸上调基因1（long non-coding RNA taurine up-regulated gene 1，lncRNA TUG1）在胃

癌组织中的表达及其对胃癌细胞增殖和凋亡的影响。方法: 收集2016年3月至2017年12月在江西省赣州市人民医院行胃部手

术的病理检查确诊胃癌患者40例，取患者胃部肿瘤组织及其相应癌旁组织（距肿瘤边缘>2 cm处），用qPCR检测胃癌组织标本和

胃癌AGS细胞中 lncRNA TUG1表达水平。向AGS细胞中转染 lncRNA TUG1过表达质粒和TUG siRNA，借助CCK-8、qPCR和

流式细胞术检测 lncRNA TUG1对胃癌细胞增殖和凋亡的影响。结果: 胃癌组织中 lncRNA TUG1表达水平显著高于癌旁组织，

其与性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤浸润程度、淋巴转移、肿瘤分化程度和TNM分期等因素均不相关。过表达 lncRNA TUG1 显著

抑制AGS胃癌细胞中CDKN1A、BAX和Caspase-3表达、减少G1期细胞比例和增加S期细胞比例、提高细胞增殖活力、降低细胞

凋亡率；而干扰敲减 lncRNA则显著促进细胞中CDKN1A、BAX和Caspase-3表达、增加G1期细胞比例和减少S期细胞比例、降低

细胞增殖活力、升高细胞凋亡率。结论：胃癌组织中高表达的 lncRNA TUG1促进胃癌细胞增殖而抑制细胞凋亡。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of lncRNA TUG1 (long non-coding RNA taurine up-regulated gene 1) in gastric

cancer and its effect on the proliferation and apoptosis of gastric cancer cells. Methods: Surgically resected gastric cancer tissues and

corresponding distal normal tissues (>5 cm away from the margin of tumor) of 40 gastric cancer patients from March 2016 to December

2017 at Ganzhou People's Hospital of Jiangxi Province were collected, and qPCR was used to examine the expression of lncRNA

TUG1. AGS gastric cancer cells were transfected with lncRNA TUG1 over-expression plasmids and siRNAs, and the effects of lncRNA

TUG1 on cell proliferation and apoptosis were assessed by CCK-8, qPCR and Flow cytometry. Results: lncRNA TUG1 expression was

significantly increased in gastric cancer tissues as compared to normal tissues; and it was not correlated with gender, age, tumor size, in-

filtration depth of tumor, lymph node-metastasis, tumor differentiation and TNM staging. TUG1 over-expression significantly sup-

pressed the expressions of CDKN1A, BAX and Caspase-3 in AGS gastric cancer cells, and decreased G1 phase proportion and apopto-

sis rate, but increased S phase proportion and cell viability; in contrast, TUG1 siRNA transfection significantly promoted the expres-

sions of CDKN1A, BAX and Caspase-3, and increased G1 phase proportion and apoptosis rate, but decreased S phase proportion and

cell viability. Conclusion: Up-regulated lncRNA TUG1 promotes proliferation and inhibits apoptosis of gastric cancer cells.
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长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）

在细胞增殖、凋亡、多能性和分化，以及癌症的发生

和转移等过程中发挥着重要作用。异常表达的

lncRNA TUG1（taurine up-regulated gene 1，牛磺酸上

调基因1）参与多种肿瘤的发生发展[1-4]。研究[4]发现，

TUG1在胃癌组织中表达上调。然而，TUG1在胃癌

发生过程中的生物学作用及机制有待进一步研究。
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本研究检测TUG1在胃癌组织中的表达水平，继而通

过在胃癌细胞中过表达和 siRNA 敲低的方法观察

TUG1 对胃癌细胞增殖和凋亡的影响，以期揭示

TUG1在胃癌发生发展过程中的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

收集 2016年 3月至 2017年 12月江西省赣州市

人民医院行胃部手术的经病理检查确诊的胃癌患者

共 40例，所有患者手术前未曾接受化疗或放疗。取

患者胃部肿瘤组织及其相应癌旁组织（距肿瘤边

缘>2 cm处），-80 ℃冰箱保存。患者术前均未曾接受

全身化疗、局部放疗或其他抗肿瘤治疗。参照WHO

(2000)推荐的分化分级和2002年国际抗癌联盟TNM

分期标准，对胃癌的分化程度和分期进行评估。本

研究由我院伦理委员会审批通过，并取得入选者或

其家属知情同意。胃癌患者的临床病理特征总结在

表2中。

本研究使用的 AGS 人胃癌细胞系购于美国

American Type Culture Collection（ATCC）。 RPMI

1640细胞培养基、胎牛血清（FBS）、胰酶、磷酸盐缓冲

液（PBS）和双抗（青链霉素）购于Hyclone（USA），Fu-

GENE HD转染试剂购于美国罗氏公司，TRIzol购于

美国 Invitrogen公司，CCK-8细胞增殖检测试剂盒、细

胞周期与细胞凋亡检测试剂盒、Annexin V-FITC细胞

凋亡检测试剂盒购于北京碧云天生物公司，Prime-

Script RT reagent kit 反转录试剂盒和 SYBR Green 1

荧光染色购于日本TaKaRa公司，荧光定量PCR所需

引物由上海生工合成。

1.2 细胞培养与转染

AGS细胞用含10%FBS和1%双抗的RPMI 1640

培养液培养于含有5%CO2、37 ℃细胞培养箱中，在细

胞90%汇合度时进行传代。

将AGS细胞接种培养板，贴壁 12 h后换无血清

培养基，利用 FuGENE HD转染试剂，参照说明书分

别转染 pcDNA3.1 质粒、pcDNA3.1-TUG1 过表达质

粒、NC siRNA 和 TUG1 siRNA。细胞中 TUG1 表达

水平用qPCR检测。

1.3 CCK-8法检测细胞增殖活力

细胞转染后在培养箱中孵育 48 h更换新鲜培养

基，在每个孔中分别加入10 μl CCK-8试剂，轻轻晃匀

后继续孵育2 h，酶标仪测定450 nm波长处光密度（D

值），以D值代表细胞增殖活力。

1.4 qPCR检测AGS细胞中相关基因的表达水平

将AGS细胞以 1×105/孔的密度接种于 12孔板，

贴壁 12 h后，换无血清培养基并进行转染；36 h后弃

培养基，加入TRIzol收集细胞，并按照厂家说明书提

取细胞总RNA，用微量紫外分光光度计测量RNA浓

度和纯度，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性。

将RNA浓度调一致并用反转录试剂盒按照说明将

RNA 反转录成 cDNA。然后以 cDNA 为模板，用

SYBR Green 1荧光染色进行qPCR扩增，用到的基因

特异性引物序列列在表 1 中。反应条件为 94 ℃ 5

min，然后94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共40个循

环。用β-actin做内参，结果用2−ΔΔCt方法计算。

表1 qPCR引物序列和 siRNA序列

Tab.1 Sequences of primers used for qPCR and siRNA

Primer name

TUG1-F

TUG1-R

CDKN1A-F

CDKN1A-R

BAX-F

BAX-R

Caspase-3-F

Caspase-3-R

GAPDH-F

GAPDH-R
siTUG1

Sequences（5 ′ -3 ′）

TAGCAG TTCCCCAATCCTTG

CACAAATTCCCATCATTCCC

GTCCACTGGGCCGAAGAG

TGCGTTCACAGGTGTTTCTG

TCTTCCAGGAACCTCTGTGATG

CAATGCCGCCATCGCTTACACC

CTGGACTGTGGCATTGAGACA

CGGCCTCCACTGGTATTTTATG

GCACCGTCAAGGCTGAGAAC

ATGGTGGTGAAGACGCCAGT
CACGACCAUGGUUGUCAUCCATT

1.5 流式细胞术检测细胞周期和凋亡

将AGS细胞以2×105/孔的密度接种于6孔板，48

h后用不含EDTA 的胰蛋白酶消化收集细胞到1.5 ml

离心管，用 PBS洗涤 1次；（1）加入 1 ml 70%乙醇溶

液，固定过夜；离心去掉乙醇，用PBS重悬洗涤；之后

使用细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒按照说明进行

碘化丙啶( propidium iodide，PI)染色,流式细胞仪分析

各细胞周期的细胞比例。（2）利用Annexin V-FITC细

胞凋亡检测试剂盒按照说明书进行荧光染色，流式

细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.6 统计学处理

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。所有结果

计量数据均以 x̄±s 表示，2组间比较用 t检验，3组或3

组以上用Turkey 多重比较进行方差分析，以P<0.05

或P<0.01表示为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 胃癌组织中TUG1 表达与临床病理特征的关系

用 qPCR分析了来自 40例胃癌患者的胃癌组织

及其相应癌旁组织中 lncRNA TUG1的表达水平，结

果（图 1）显示，胃癌组织中TUG1表达显著高于相应

癌旁组织（P<0.01）。分析TUG1表达和临床病理特
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征的关系，结果（表 2）显示，TUG1表达水平与性别、

年龄、肿瘤大小、肿瘤浸润深度、淋巴转移、肿瘤分化

程度和TNM分期等因素均不相关。

**P<0.01 vs para-cancer group

图1 胃癌组织中TUG1的表达

Fig.1 Expression of TUG1 in Gastric cancer tissue

表2 胃癌组织中TUG1表达与临床病理特征的关系

Tab.2 Correlation between TUG1 expression and clini-

copathological features in patients with gastric cancer

Feature

Gender

Male
Female

Age (t/a)

>60
≤60

Tumor size（d/cm）

>4
≤4

Tumor infiltration depth

T1+T2
T3+T4

Lymph node metastasis

No
Yes

Tumor grade

High
Low

TNM stage

I+II
III+IV

n

21

19

22

18

17

23

15

25

14

26

16

24

18

22

TUG1 (fold)

2.992

4.268

2.534

5.601

5.901

5.032

3.841

3.833

3.504

2.954

5.772

6.267

5.165

4.461

P

0.705

0.102

0.974

0.898

0.677

0.594

0.848

2.2 TUG1促进胃癌细胞增殖

qPCR 检测结果（图 2A）显示，转染了 TUG1 过

表达质粒的 AGS 细胞中 TUG1 表达水平显著上升

（P<0.01），而转染了 TUG1 siRNA 的 AGS 细胞中

TUG1水平显著下降（P<0.01）。CCK-8实验检测结

果（图2B）显示，过表达TUG1 组 AGS 细胞增殖活力

显著升高（P<0.01），而敲低TUG1组AGS细胞增殖活

力则显著下降（P<0.05）。

qPCR检测结果（图2C）显示，过表达TUG1抑制

癌细胞中CDKN1A表达（P<0.01），而敲低TUG1则促

进了CDKN1A表达（P<0.05）。用流式细胞术检测细

胞周期发现（图2D～F），过表达TUG1减少了细胞周

期G1期细胞比例（P<0.01），增加了 S 期细胞比例

（P<0.05）；反之，敲低TUG1则增加了G1期细胞比例

（P<0.05），减少了S期细胞比例（P<0.01）。

2.3 TUG1抑制胃癌细胞凋亡

qPCR检测结果（图3A、B）显示，过表达TUG1抑

制胃癌细胞中BAX和Caspase-3表达（P<0.05），而敲

低TUG1则促进BAX和Caspase-3表达（P<0.01）。流

式细胞术检测细胞凋亡结果（图3C、D）显示，过表达

TUG1减少了胃癌细胞凋亡率（P<0.05），敲低TUG1

则增加了胃癌细胞凋亡率（P<0.01）。

3 讨 论

近年来发现的 lncRNA具有发育和组织特异性

表达模式，其在包括肿瘤在内的多种疾病的发生和

发展过程中发挥重要作用[1, 4-6]，然而 lncRNA在肿瘤

发生和生长过程中的生物学作用和机制还有待研

究。TUG1位于人染色体 22q12.2，长约 7.1 kb，广泛

存在于人体各种器官和细胞中，是视网膜和神经组

织增殖必需的调控基因[7]。异常表达的TUG1参与多

种肿瘤的发生发展[3]。研究[2, 8-11]表明，TUG1对膀胱

肿瘤、骨肉瘤、非小细胞肺癌、食管鳞状细胞癌的发

生起关键作用。CAO等[4]通过分析 lncRNA表达谱发

现，TUG1在胃癌组织中表达上调。本研究也用 qP-

CR验证了TUG1在胃癌中表达上调。尽管有大量关

于 TUG1在生理和病理过程中的作用的研究，然而

TUG1在胃癌发生和进程中的生物学作用仍然有待

阐明。本研究通过在AGS胃癌细胞中过表达和敲低

TUG1，研究了TUG1对胃癌细胞增殖和凋亡的影响。

TUG1影响胃癌细胞周期进程。细胞周期调控

的关键因素是CDKs，可在特定的细胞周期变化过程

中被激活，促进细胞周期进程。而CDKs功能的实现

还依赖于细胞周期蛋白（cyclin）。Cyclin在不同的细

胞周期中表达量不同，因而可以时相性地激活

CDKs。CDKs的活性也同时受细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制因子（CDK inhibitors，CKIs）调节[12]。在许

多肿瘤细胞中，CyclinD-CDK4/6过度活化或者CKIs

失活都会导致细胞周期紊乱和细胞过度增殖。CD-

KIs还在多种癌症中具有抑癌作用。细胞周期蛋白

依赖性激酶抑制剂 1（cyclin-dependent kinase inhibi-

tor 1，CDKN1A或P21）能结合并抑制Cyclin-CDK2/4

复合物的活性，在G1期调节细胞周期的功能，阻滞细
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胞周期进展。CDKN1A（P21）是CDKIs之一，能结合

并抑制Cyclin-CDK2/4复合物的活性，在G1期调节

细胞周期的功能，阻滞细胞周期进展。而且有研究

表明，CDKN1A在包括胃癌在内的多种癌症中具有

肿瘤抑制作用[12-14]。本研究发现，过表达TUG1抑制

CDKN1A表达，促进AGS胃癌细胞周期从G1期向S

期的转变，而干扰 TUG1表达至 50%之下则促进了

CDKN1A表达，引起AGS胃癌细胞周期G1期阻滞。

PRC2是一个甲基转移酶，它能够催化组蛋白 3上的

第27位赖氨酸残基的三甲基化（H3K27me3），进而调

控一些列基因的转录活性。之前研究发现，TUG1通

过与PRC2结合，在正常细胞和肿瘤细胞的细胞周期

进程中发挥调控作用[8]。有报道称，PRC2介导的组

蛋白甲基化可抑制CKIs表达[15-17]。因此，TUG1可能

通过是与 PRC2结合[18]，调节了CDKN1A表达，进而

影响了AGS胃癌细胞周期进程，促进其增殖。

*P<0.05, **P<0.05, △P<0.05, △△P<0.01

A: qPCR analysis of TUG1 levels in AGS cells at 36 h after transfected with 500 ng/ml TUG1 overexpressing plasmids

and 100 nmol/L TUG1 siRNA; B: Cell proliferation viability were determined using CCK-1 assay in AGS cells at 48 h after

transfected with 500 ng/ml TUG1 over-expressing plasmids and 100 nmol/L TUG1 siRNA; C: qPCR analysis of CDKN1A

levels in AGS cells at 36 h after transfected with 500 ng/ml TUG1 over-expressing plasmids and 100 nmol/L TUG1

siRNA; D: Flow cytometry analysis of cell cycle of AGS cells at 48 h after transfected with 500 ng/ml TUG1

over-expressing plasmids and 100 nmol/L TUG1 siRNA; E, F: Cell percentage of G1 and S phase

图2 TUG1对AGS胃癌细胞增殖和细胞周期的影响

Fig.2 Effect of TUG on the proliferation and cell cycle of AGS gastric cancer cells

本研究中细胞活力实验和细胞凋亡实验结果表

明，过表达TUG1升高AGS胃癌细胞细胞活力，降低

细胞凋亡率；用 siRNA敲低TUG1至50%之下可降低

AGS胃癌细胞增殖活力、增加细胞凋亡率。这说明，

TUG1也能抑制胃癌细胞细胞凋亡，增加细胞存活能

力。之前研究表明，凋亡因子 BAX 和 Caspase-3 是

TUG1的下游靶基因，TUG1能通过与EZH2互作调

节它们的表达[19-22]。在本研究中，过表达TUG1抑制

了AGS胃癌细胞中BAX和Caspase-3表达，而敲低

TUG1则促进了它们表达。这说明TUG1能通过抑制
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凋亡因子BAX和Caspase-3表达抑制胃癌细胞凋亡， 增加AGS胃癌细胞存活能力。

*P<0.05, △P<0.05, △△P<0.01

A and B: qPCR analysis of mRNA levels of BAX (A) and Caspase-3 (B) in AGS cells at 36 h after transfected with 500 ng/ml TUG1

over-expressing plasmids and 100 nmol/L TUG1 siRNA; C: Flow cytometry analysis of cell apoptosis of AGS cells at 48 h after

transfected with 500 ng/ml TUG1 over-expressing plasmids and 100 nmol/L TUG1 siRNA; D: Statistics of cell apoptosis rate

图3 TUG1对AGS胃癌细胞凋亡的影响

Fig.3 Effect of TUG1 on the apoptosis of AGS cells

本研究结果显示，胃癌组织中TUG1表达水平显

著高于正常组织，虽然与性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤

浸润程度、淋巴转移、肿瘤分化程度和TNM分期等因

素均不相关，然而，TUG1却能促进胃癌细胞增殖并

抑制凋亡。这说明TUG1可能参与胃癌肿瘤发生，而

在胃癌发展中作用不明显。

总之，本研究表明，胃癌组织中TUG1表达升高，

TUG1能促进胃癌细胞增殖，同时抑制其凋亡。本研

究结果对于长链非编码RNA在胃癌发生中的生物学

作用机制的理解具有重要意义。
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