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[摘 要] 目的：检测 lncRNA LOC440173在NSCLC组织和细胞中的表达及探讨其对癌细胞恶性生物学行为的影响。方法：
选取河北医科大学第四医院生物标本库中2014至2017年手术切除的72例NSCLC患者的癌及癌旁组织标本，应用qPCR法检测

NSCLC组织和癌旁组织中，以及6种NSCLC细胞株（H520、H358、A549、HCC827、H1703和H1299）中LOC440173的表达水平；

构建LOC440173的敲低及过表达载体，分别转染H520 和 H1703 细胞，应用 MTS、克隆形成及Transwell小室迁移和侵袭实验

分别检测敲低及过表达LOC440173对 NSCLC 细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响，qPCR法检测 LOC440173 对于 EMT 过程

相关标志物（E-cadherin、N-cadherin及 vimentin）mRNA表达水平的影响，WB法检测其对E-cadherin、N-cadherin蛋白表达的影响。

结果：LOC440173在NSCLC组织中的表达明显高于癌旁组织（P<0.01），并与淋巴结转移、组织学分化程度、TNM 分期和肿瘤

大小有关联（P<0.05 或 P<0.01）。敲低 LOC440173 可以抑制 H520 细胞的体外增殖、迁移和侵袭（P<0.05 或 P<0.01），过表达

LOC440173可显著促进 H1703 细胞的增殖、迁移和侵袭（P<0.05 或 P<0.01）。在转录水平上，敲低LOC440173后，E-cadherin

的表达水平升高，间充质相关标志物 N-cadherin、vimentin 的表达水平降低（P<0.05 或 P<0.01）；而过表达 LOC440173 后，

E-cadherin的表达水平降低，间充质相关标志物N-cadherin、vimentin的表达水平升高（P<0.05 或P<0.01）。在转录后水平上，

LOC440173负向调节E-cadherin蛋白的表达、正向调节N-cadherin的蛋白表达（均P<0.05）。结论：LOC440173在NSCLC组织中

的异常高表达可能与NSCLC的发生发展有关，LOC440173可显著提高NCSCL细胞的体外增殖、迁移、侵袭能力，且其作用机制

可能与调控EMT相关基因表达有关。
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Expression of lncRNA LOC440173 in non-small cell lung cancer tissues and its
influence on the maligant biological behaviors of cancer cells
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Oncology, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China; 2. Department of Respiratory

Medicine, Hebei Chest Hospital, Shijiazhuang 050041, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To detect the expression of lncRNA LOC440173 in NSCLC tissues and cells and to explore its influence on the

maligant biological behavior of cancer cells. Methods: The cancer and para-cancerous tissues removed from 72 patients with NSCLC

who were surgically during 2014 to 2017 in the biological specimen library of the Fourth Hospital of Hebei Medical University were

selected. qPCR method was applied to detect the expression of LOC440173 in NSCLC tissues and the corresponding para-cancerous

tissues as well as in six NSCLC cell lines (H520, H358, A549, HCC827, H1703 and H1299). The vectors to used for LOC440173

knockdown or overexpression were constructed and transfected into H520 and H1703 cells, respectively. The effects of LOC440173

knockdown or overexpression on proliferation, migration, and invasion of lung cancer cells were examined by MTS, Clone formation,

Transwell migration and invasion assays, respectively. qPCR method was used to detect the regulatory effect of LOC440173 on mRNA

expression of EMT-related markers (E-cadherin, N-cadherin, and vimentin), WB method was employed to observe the protein

expression of E-cadherin and N-cadherin. Results: The expression of LOC440173 in NSCLC tissues was significantly higher than that

in corresponding para-cancerous tissues (P<0.01), and was correlated with lymph node metastasis, histological grade, TNM stage, and

tumor size (P<0.05 or P<0.01). LOC440173 gene knockdown could inhibit the in vitro proliferation, invasion and migration of H520

·· 775



中国肿瘤生物治疗杂志, 2021, 28(8)

cells (P<0.05 or P<0.01). Overexpression of LOC440173 gene significantly promoted the in vitro proliferation, migration, and invasion

of H1703 cells (P<0.05 or P<0.01). At the transcriptional level, knockdown of LOC440173 was found to promote the expression level

of E-cadherin and inhibit the expression level of N-cadherin and vimentin (P<0.05 or P<0.01), while overexpression of LOC440173

displayed the opposite results (P<0.05 or P<0.01). At the post-transcriptional level, LOC440173 negatively regulated protein expression

of E-cadherin and positively modulated protein expression of N-cadherin (P<0.05). Conclusion: The abnormal high expression of

LOC440173 may be related to the occurrence and development of NSCLC. LOC440173 can significantly improve the in vitro

proliferation, migration and invasion of NSCLC cells, and the mechanism may be related to the regulation of EMT-related genes.

[Key words] non-small cell lung cancer (NSCLC); H520 cell; H1703 cell; long non-coding RNA (lncRNA); LOC440173; biological

behavior; epithelial-mesenchymal transition (EMT)

[Chin J Cancer Biother, 2021, 28(8): 775-782. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.08.002]

肺癌是中国最常见的恶性肿瘤之一，其包括小

细胞肺癌和NSCLC两类；其中NSCLC是最常见的类

型，占肺癌的 80%左右，它还可分为鳞状细胞癌、腺

癌和大细胞肺癌等。中国人肺癌主要以NSCLC为

主，由于其发展迅速，缺少可靠的早期诊断标志物和

抑制肿瘤转移的治疗靶标，中、晚期患者 5年生存率

很低。长链非编码 RNA（long non-coding RNA，

lncRNA）是 指 长 度 大 于 200 nt并且缺乏蛋白质编

码能力的RNA分子[1]，其与肺癌的发生、发展、转移、

复发存在密切关系[2-4]。LOC440173是一个新发现的

lncRNA，长度为2 018 nt，位于人类染色体9q21.33，其

在NSCLC中的表达及其功能在国内外文献中尚少见

报道。本研究检测LOC440173在人NSCLC组织和

细胞系中的表达情况，分析其表达与患者临床病理

参数之间的关系，同时检测LOC440173的表达对于

NSCLC 细胞生物学功能的影响，敲低或过表达

LOC440173后观察NSCLC细胞中EMT相关标志物

的变化，探讨 LOC440173 在 EMT 过程中的调控作

用，据此分析LOC440173在NSCLC发生发展中作用

及其机制，旨在为NSCLC的靶向治疗提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

NSCLC 细 胞 系 H520、H358、A549、HCC827、

H1703和H1299由河北医科大学第四医院生物标本

库留存并传代，其中 H520 细胞用不含丙酮酸的

DMEM培养基培养，其余细胞均用RPMI培养基常规

培养。TRIzol试剂购自赛百盛基因技术有限公司，逆

转录试剂盒和MTS试剂均购自美国 Promega公司，

胎牛血清购自德国 PAN 公司，DMEM 培养基和

RPMI 1640 培 养 基 均 购 自 美 国 Gibco 公 司 ，

LipofectamineTM 2000 购 自 美 国 Thermo 公 司 ，

Transwell 小室和 matrigel 胶均购自美国 Corning 公

司，蛋白提取试剂购自北京康为世纪生物科技有限

公司。一抗包括兔抗人上皮钙黏素（E-cadherin）、神

经钙黏素（N-cadherin）、波形蛋白（vimentin）及β肌动

蛋白（β-actin）抗体均购自武汉伊莱瑞特生物科技股

份有限公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG二抗

购自美国KPL公司，电化学发光试剂购自北京索莱

宝生物科技有限公司。

1.2 临床标本资料

标本取自 2014至 2017年收入河北医科大学第

四医院生物标本库的 72例NSCLC患者手术切除组

织，其中男性 39例、女性 33例，年龄 39～74岁、中位

年龄60.0岁。全部患者术前均未接受任何放、化疗。

每例患者均取NSCLC原发灶组织及距原发灶边缘

3~5 cm的相应癌旁组织。手术切除标本一部分

常规制作蜡块行H-E染色；另一部分在新鲜状态放入

–80 ℃低温冰箱保存，用于提取总 RNA。所有癌

组织标本在H-E染色后由 3位病理医师共同确认为

NSCLC组织，癌旁组织均未见癌细胞浸润。所取标

本均具有完整的相关病理资料（参照医院病理诊断

规则）及临床资料。按照国际抗癌联盟（UICC）标准

进行 TNM 分期 ：72 例肿瘤患者中 ，Ⅰ期 10 例

（13.9%）、Ⅱ期 41例（56.9%）、Ⅲ期 12例（16.7%）、Ⅳ

期 9例（12.5%）。按肿瘤的病理组织学分级：72例患

者中，高分化23例（31.9%）、中等分化30例（41.7%）、

低分化 19例（26.4%）。72例患者中，肿瘤直径≥4 cm

的38例（52.8%），＜4 cm的34例（47.2%）。

1.3 qPCR 检测 LOC440173 和 EMT 相关标志物

mRNA的表达

根据TRIzol试剂说明书步骤提取组织或细胞的

总RNA，之后将提取的总RNA逆转录成 cDNA，再以

cDNA为模板进行 qPCR扩增，用于检测LOC440173

及 EMT 相关标志物 mRNA 表达，引物序列见表 1。

反应条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃变性15 s、55 ℃

退火 30 s、72 ℃延伸 30 s，40个循环；72 ℃终延伸

7 min。LOC440173 以 GAPDH 作为内参，每个样本

设 3个复孔。以每孔荧光信号达到阈值时经历的循

环数作为 Ct 值，采用相对定量法：ΔCt=Ct目的基因-

Ct内参基因，ΔΔCt=ΔCt癌组织-ΔCt配对癌旁组织，以N=2-ΔΔCt计算

目的基因的相对表达量，其数值表示癌组织中表达
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量相对于配对癌旁组织的倍数。

1.4 细胞培养及转染

转染前一天选择生长状态良好的H520和H1703

细胞均匀铺于6孔板内，待细胞生长汇合至70%左右

开始转染。按照LipofectamineTM2000转染试剂盒说

明进行 shRNA及过表达重组质粒转染，培养24 h后，

提取各组细胞总RNA，进行后续检测。4条 shRNA-

LOC440173由上海吉玛基因公司设计合成，分别命名

为 sh1-LOC440173、sh2-LOC440173、sh3-LOC440173

和 sh4-LOC440173，另 附 sh-NC 作 为 对 照 ，转 染

LOC440173表达水平较高的H520细胞。由上海生

工公司合成 LOC440173 过表达载体 pcDNA3.1-

LOC440173，克隆位点 NheⅠ/BamHⅠ，氨苄青霉素

抗 性 ，以 pcDNA3.1 空 质 粒 作 为 对 照 ，转 染

LOC440173表达水平较低的H1703细胞。

表1 qPCR引物序列及反应条件

Tab.1 Primer sequences and reaction conditions of qPCR

Gene

LOC440173

GAPDH

E-cadherin

N-cadherin

Vimentin

Primer sequence

F: 5'-GCCGAAAGCATTAACCTCCG-3'

R: 5'-TGGAGGTGTTGGCTAGTTGT-3'

F: 5'-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'

R: 5'-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3'

F:5'-CGAGAGCTACACGTTCACGG-3'

R:5'-GGCCTTTTGACTGTAATCACACC-3'

F:5'-CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG-3'

R:5'-ATGAAACCGGGCTATCTGCTC-3’

F:5'-CGCCTGCAGGATGAGATTCAG-3’

R:5'-TCAGGGAGGAAAAGTTTGGAAA-3’

Annealing temperature (t/℃)

54

58

59

59

58

Product size (bp)

156

102

162

205

175

F: Forward primer; R: Reverse primer

1.5 MTS实验及克隆形成实验检测LOC440173表

达对NSCLC细胞增殖的影响

转染后细胞培养 24 h后用胰酶消化，悬浮于含

10%胎牛血清的培养基中，调整细胞密度，接种于

96孔板，每孔接种100 μl（含约1.0×103个细胞）。分

别在细胞贴壁后 0、24、48、72 和 96 h 向每孔中加入

20 μl MTS试剂（500 μg/ml），孵育 4 h后用酶标仪测

定各孔在 492 nm处的光密度（D）值。每组设 6个复

孔，实验重复3次。

转染后细胞培养 24 h，胰酶消化，悬浮于含 10%

胎牛血清的培养基中，按细胞密度3.0×103个/孔接种

于 6孔板，常规培养 1周。用PBS洗 2次，用 4%多聚

甲醛固定20 min，风干，用结晶紫染液染色20 min，洗涤

后在显微镜下计数克隆数，以大于 50个细胞的集落

确认为是一个克隆，计算克隆形成率。克隆形成率=

克隆个数/接种细胞总数×l00%。实验重复3次。

1.6 Transwell 小室迁移实验检测 LOC440173 表达

对NSCLC细胞迁移的影响

转染细胞培养24 h后，常规胰酶消化，轻柔地吹

打混匀，悬浮于无血清培养基中，调整细胞密度为

1×105 个/ml，Transwell 上室每孔加入 200 μl 细胞悬

液，下室加入 600 μl含 20%FBS的完全培养基，常规

培养 24 h后取出小室，除去小室底部聚碳酸酯膜表

面的细胞，PBS洗 3次，染色、固定膜下室侧的细胞，

将膜轻轻剪下，放于载玻片上，树脂封片，显微镜下

随机计数5个视野内的细胞数，比较各组穿膜细胞数

量来判断细胞的迁移能力。实验重复3次。

1.7 Transwell 小室侵袭实验检测 LOC440173 表达

对细胞侵袭的影响

将 matrigel 胶稀释后，向 Transwell 上室底部

加入 50 μl，37 ℃放置过夜。细胞首先使用无血清培

养基饥饿24 h，后续操作步骤与1.6迁移实验相同，比

较各组穿膜细胞数量来判断细胞的侵袭能力。实验

重复3次。

1.8 WB 法检测 LOC440173 表达对 NSCLC 细胞中

EMT标志物表达水平的影响

按照蛋白提取试剂盒说明书提取细胞总蛋白，按

照BCA蛋白浓度测定试剂盒说明书测定蛋白浓度。取

适量蛋白样品进行10% SDS-PAGE分离蛋白，以80 V

为起始电压进行电泳，分离胶电压为 120 V，电泳约

90 min。将分离后的蛋白条带转至PVDF膜上，取出后

放入含5%脱脂奶粉的封闭液中室温孵育1 h，加入稀释

后的一抗 [兔抗人 E-cadherin、N-cadherin、vimentin及

β-actin（内参照）单克隆抗体（体积稀释比例分别为

1∶2 000、1∶6 000、1∶2 000和1∶10 000）]，在摇床上4 ℃

孵育过夜，用TBST清洗膜3次，每次5 min，加入稀释的

二抗[辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG（体积稀释比

例为1∶100 000）]，室温孵育1 h后，用TBST清洗膜3次，
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每次5 min；在PVDF膜上滴加电化学发光剂，曝光、显

影。以β-actin为内参照，用 Image J软件分析条带灰度

值并计算目的蛋白相对表达量。

1.9 统计学处理

采用SPSS22.0统计软件进行数据分析。符合正

态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间的比较采用独

立样本 t检验和近似 t检验；多组间的均数比较采用

单因素方差分析，组内的两两比较采用 SNK-q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 LOC440173的编码能力预测

通过编码能力预测网站Coding Potential Assessment

Tool（http://lilab.research.bcm.edu/cpat/）预测LOC440173

的编码能力，结果表明LOC440173是一个无编码蛋白

能力的 lncRNA（图1）。

图1 LOC440173的编码能力预测

Fig.1 Prediction of the coding capability of LOC440173

2.2 LOC440173在NSCLC细胞系中的表达

随机取10例NSCLC癌旁组织的cDNA混合后作

为细胞表达的对照组（Pool），qPCR 检测结果（图2）显

示，LOC440173在H1299、H1703、A549、HCC827、H358

和H520细胞中的相对表达量分别为3.560±0.245、2.045±

0.231、6.789±0.123、5.678±0.235、2.258±0.110和8.654±

0.220，均显著高于对照组细胞的相对表达量（1.005±

0.110），差异均有统计学意义（均P<0.01）。

**P<0.01 vs Pool group

图2 NSCLC细胞系中LOC440173的表达

Fig.2 The expression of LOC440173 in NSCLC lines

2.3 LOC440173在NSCLC组织中的表达及其与临

床病理参数的关联情况

qPCR 检测结果（图 3A）显示，LOC440173 在

NSCLC组织中的相对表达量显著高于相应的癌旁组

织[（3.325±1.773）vs（1.452±1.174），P<0.01]。结合临

床病理资料分析发现（图 3B），LOC440173在发生淋

巴结转移患者的NSCLC组织中表达水平显著高于未

发生淋巴结转移患者的NSCLC组织[（3.909±1.794）

vs（2.635±1.498），P<0.05]；在低分化的NSCLC组织

中的表达显著高于中、高分化组中 NSCLC组织

[（4.058±1.417）vs（3.063±1.825），P<0.05]；在Ⅲ期和Ⅳ

期NSCLC组织中的表达高于Ⅰ期和Ⅱ期NSCLC组

织[（4.060±1.642）vs（3.023±1.751），P<0.05]；在肿瘤直

径≥4 cm的NSCLC组织中的表达显著高于直径<4 cm

的 NSCLC 组 织 [（4.195±1.777）vs（2.353±1.174），

P<0.01]。按照年龄、性别分组进行统计分析，各组

NSCLC 中 LOC440173 的表达差异均不具有统计学

意义（P>0.05）。

2.4 敲低LOC440173表达对H520细胞生物学行为

的影响

为了进一步研究 LOC440173 在 NSCLC 细胞中

的生物学功能，进行了细胞功能实验。首先在

LOC440173高表达的H520细胞中，转染了 4个针对

LOC440173设计的shRNA，用qPCR法检测LOC440173

的敲低效果，结果（图 4A）显示，sh2-LOC440173

具有 较 为 显 著 的 敲 低 效 果（P<0.01），因此选择

sh2-LOC440173进行后续实验。

MTS实验结果（图4B）显示，48 h起，与对照组相

比较，sh2-LOC440173组H520细胞的增殖能力显著

降低，差异具有统计学意义（P<0.05或P<0.01）。克

隆形成实验结果（图 4C）显示，sh2-LOC440173 组

H520细胞克隆形成率为（13.00±1.38）%，与对照组的

（29.00±1.48）%比较，差异具有统计学意义（P<0.01）。

结果表明，敲低LOC440173表达可以降低H520细胞

的体外增殖能力。

Transwell小室迁移实验（图 4D）显示，在 24 h时，

sh2-LOC440173组H520 细胞穿过基底膜的数量显

著低于 sh-NC 组 [（321±19.31）vs（405.00±13.23）个，

P<0.01]。结果表明，敲低LOC440173表达可以降低
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H520细胞的体外迁移能力。

Transwell小室侵袭实验的结果（图4E）显示，与对照

组细胞穿膜数[（323.35±25.17）]个比较，sh2-LOC440173

组穿膜细胞数[（232.00±12.12）个]显著减少，差异具有

统计学意义（P<0.05），提示敲低LOC440173表达可以

降低H520细胞的体外侵袭能力。

*P<0.05, **P<0.01

图3 LOC440173在NSCLC及相应癌旁组织中的表达水平（A）及其与临床病理参数的关联情况（B）

Fig.3 Relative expression level of LOC440173 in NSCLC tissues and corresponding paracancer tissues(A),

as well as its correlation with clinicopathological characteristics (B)

*P<0.05, **P<0.01 vs sh-NC group

图4 转染 sh-LOC440173的干扰效率（A）及敲低LOC440173表达对H520细胞增殖（B-C）、迁移（D）及侵袭能力（E）的影响

Fig.4 The interference efficiency of sh-LOC440173 transfecting (A), and the effects of LOC440173 knockdown on

proliferation (B-C), migration (D), and invasion (E) of H520 cells

2.5 过表达LOC440173对H1703细胞生物学行为的

影响

由于shRNA敲低基因表达可能会受到脱靶效应的

影响，故本课题组构建了LOC440173过表达载体并转

染H1703细胞，观察过表达LOC440173对细胞功能的

影响。在LOC440173相对低表达的H1703细胞中转染
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了pcDNA3.1-LOC440173，qPCR检测结果（图5A）显示，

转染pcDNA3.1-LOC440173后，LOC440173表达水平

明显上调，差异有统计学意义（P<0.01）。

MTS实验结果（图 5B）显示，与对照组相比较，

pcDNA3.1-LOC440173组能够显著促进H1703细胞的

增殖，差异具有统计学意义（P<0.05或P<0.01）。

Transwell小室迁移实验结果（图5C）显示，在 24 h

时，pcDNA3.1-LOC440173组H1703细胞穿过基底膜

的数量显著高于对照组[（512.36±11.24）vs（415.68±

18.88）个，P<0.01]。

Transwell小室侵袭实验结果（图 5D）显示，与对

照组细胞穿膜数（275.32±27.94）个比较，pcDNA3.1-

LOC440173 组穿膜细胞数显著增加至（347.02±

24.52）个，差异具有统计学意义（P<0.05）。

*P<0.05, **P<0.01 vs pcDNA3.1 group

图5 转染后H1703细胞中LOC440173的过表达（A）及过表达LOC440173对

H1703细胞增殖（B）、迁移（C）及侵袭能力（D）的影响(×200)

Fig.5 The overexpression of LOC440173 in H1703 cells after transfection (A), and effects of LOC440173

overexpression on proliferation (B), migration (C), and invasion (D) of H1703 cells (×200)

2.6 LOC440173 在转录水平及转录后水平对 EMT

相关标志物表达的影响

qPCR 检测结果显示，与对照组比较，敲低

LOC440173 后（图 6A），H520 细 胞 中 E-cadherin

mRNA 表达水平上调（P<0.01），N-cadherin mRNA 表

达水平下调（P<0.05），vimentin mRNA 表达水平也下

调（P<0.01）；过表达 LOC440173 后（图6B），H1703

细 胞中 E-cadherin mRNA 表达水平下调（P<0.01），

N-cadherin mRNA 表达水平上调（P<0.05），vimentin

mRNA表达水平也上调（P<0.01），差异均具有统计学意义。

WB检测蛋白质表达结果显示，与对照组比较，敲低

LOC440173后（图 6C），E-cadherin表达上调（P<0.01），

N-cadherin表达下调（P<0.05）；过表达 LOC440173后

（图6D），E-cadherin 表达下调（P<0.01），N-cadherin表

达上调（P<0.05）。

3 讨 论

近年来，lncRNA在肿瘤中的重要作用受到了研究

者的关注，其与肿瘤的发生发展相关，在多种恶性肿瘤

中表达失调，可能充当癌基因或抑癌基因的角色[5-6]。

研究发现，lncRNA GClnc1促进胃癌细胞的增殖、侵袭

和转移，并可能充当 WDR5（WD repeat-containing

protein 5）和KAT2A（histone acetyltransferase 2 A）复合

物的支架，调控靶基因的转录水平，促进胃癌发生发展[7]；

lncRNA MALAT1、lncRNA SNHG1及 lncRNA HMMR-

AS1等的高表达与肺癌的不良预后密切相关[8-10]。

LOC440173是位于基因间的 lncRNA。WEIRICK

等[11]研究发现，LOC440173 对肾细胞生长与增殖具

有重要作用，并且其在肾细胞的胞质和胞核中均有

表达。研究[12]发现，LOC440173 可通过调控miR-30d-

5p/HDAC9通路显著提高食管癌细胞的体外增殖、迁移、

侵袭能力。本研究首先通过在线网站分析了LOC440173

编码蛋白的能力，发现其是没有编码蛋白能力的lncRNA；

随后检测发现，LOC440173在6株NSCLC细胞系和癌

组织中均呈高表达，提示LOC440173在NSCLC中可能

发挥癌基因的作用。进一步分析LOC440173表达水平
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与患者临床病理资料的关系发现，LOC440173表达水

平与患者的淋巴结转移、肿瘤分化程度、TNM分期和肿

瘤大小有关，提示LOC440173的高表达可能促进NSCLC

发生发展。为了更深入地了解LOC440173在NSCLC

中的生物学作用，本课题组构建了LOC440173敲低或

过表达的NSCLC细胞，发现下调LOC440173可抑制

H520细胞的增殖能力、迁移能力及侵袭能力，而过表达

LOC440173后其结果相反，这与前述的LOC440173的

表达水平与NSCLC患者的肿瘤分化程度、淋巴结转移、

TNM分期和肿瘤大小相关的结论相符。

*P<0.05, **P<0.01 vs sh-NC group or pcDNA3.1 group

A: Effect of knockdown of LOC440173 on the expression of E-cadherin, N-cadherin, and vimentin mRNA in H520 cells detected by

qPCR method; B: Effect of overexpression of LOC440173 on the expression of E-cadherin, N-cadherin, and vimentin mRNA in H1703

cells detected by qPCR method; C: Effect of knockdown of LOC440173 on the expression of E-cadherin and N-cadherin in H520 cells

detected by WB experiment; D: Effect of overexpression of LOC440173 on the expression of E-cadherin and

N-cadherin in H1703 cells detected by WB experiment

图6 LOC440173在转录水平及转录后水平对EMT相关标志物表达的调控

Fig.6 The regulation of LOC440173 on EMT-related markers at transcriptional and post-transcriptional level

EMT是与恶性肿瘤侵袭、转移相关的最重要的

通路[13-14]。研究发现，lncRNA TTN-AS1可通过海绵

吸附 miR-142-5p 调节 CDK5 促进肺腺癌的迁移、侵

袭和EMT[15]；在细胞中下调 lncRNA FEZF1-AS1表达

可能增加E-cadherin和ZO-1的表达，同时抑制 slug、

twist 和 vimentin 的表达，从而抑制 EMT 过程[16]。

WANG等[12]研究发现，在食管鳞癌中LOC440173可

能通过调控EMT相关基因而发挥致癌作用。为了研

究 LOC440173 是否参与 NSCLC 的 EMT 进程，本研

究在转录水平和转录后水平上检测了EMT相关标志

物的表达变化。在转录水平上，敲低LOC440173后，

E-cadherin mRNA的表达水平升高，间充质相关标志

物N-cadherin mRNA、vimentin mRNA的表达水平降

低；而过表达LOC440173后，上述分子的表达水平变

化与 LOC440173 敲低后相反。在转录后水平上，

LOC440173负向调节E-cadherin蛋白的表达，正向调

节 N-cadherin 蛋白的表达，提示 LOC440173 有可能

参与EMT进程并通过调控EMT相关标志物的表达

促进肺癌细胞迁移和侵袭能力。

根据 lncRNA在细胞中的定位不同，其可通过不同

途径参与基因表达及各种生物过程的调控[17]。在细胞

质中，lncRNA可以通过多种方式调控mRNA的稳定性，

其中，作为竞争性内源性RNA（competing endogenous

RNA，ceRNA）是目前发现的影响mRNA稳定性的最为

普遍的作用方式[18]，且其可通过ceRNA机制参与肿瘤

的发生和发展[19-21]。本课题组前期研究已经证实

LOC440173主要定位于细胞质中（资料待发表），下一

步将通过生物信息软件预测可能与LOC440173结合的

miRNA，同时通过mRNA测序寻找下游靶基因，进一步

探索LOC440173促进NSCLC进展的潜在机制。
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综上所述 ，本研究证实 LOC440173 可提高

NSCLC细胞的增殖、迁移、侵袭能力并促进EMT进

程，提示LOC440173在NSCLC的发生发展中起重要

作用，有望成为NSCLC治疗的新靶标，这为NSCLC

的基因治疗提供了新的思路。
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