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lncRNA ZNF674-AS1通过miR-510-5p/REPS2轴调控宫颈癌细胞HCC94
的增殖和迁移

曾友玲，曾洁，张清，陈洁，程春，马元学，宋晓婕 [华中科技大学同济医学院附属武汉儿童医院（武汉市妇幼保

健院）妇科，湖北 武汉 433015]

[摘 要] 目的：探讨 lncRNA ZNF674-AS1在宫颈癌中的作用及其分子机制。方法：用qPCR法检测ZNF674-AS1在31例2019

年 1月至 2020年 7月在武汉儿童医院接受手术治疗患者的宫颈癌组织和对应的癌旁组织、宫颈癌细胞系（SiHa、HeLa、C33A和

HCC94）和永生化子宫颈上皮细胞系中的表达。转染过表达ZNF674-AS1质粒及其阴性对照质粒至ZNF674-AS1表达最少的

HCC94细胞，CCK-8法和Transwell实验检测过表达ZNF674-AS1对HCC94细胞增殖活性和迁移能力的影响。生物信息学方法

预测和双荧光素酶报告基因实验验证ZNF674-AS1和miR-510-5p、REPS2三者间的互补结合关系。qPCR检测过表达ZNF674-

AS1对miR-510-5p与REPS2表达的影响，WB法检测过表达ZNF674-AS对细胞增殖和迁移相关因子表达的影响。结果：与癌旁

组织相比，ZNF674-AS1在宫颈癌组织中呈明显低表达（P<0.01）；与永生化子宫上皮细胞相比，ZNF674-AS1在宫颈癌细胞系中也

呈明显低表达（P<0.05或P<0.01），以HCC94细胞中表达最低（P<0.01）。过表达ZNF674-AS1 能明显抑制 HCC94细胞的增殖

（P<0.05）和迁移（P<0.01）。与ZNF674-AS1相互作用的miRNA是miR-510-5p，与miR-510-5p相互作用的基因是REPS2。过表

达ZNF674-AS1导致HCC94细胞中miR-510-5p的表达水平降低（P<0.01）而REPS2基因的表达水平升高（P<0.01），同时引起细

胞增殖和迁移相关的多种因子（CDK2、cyclin D3、vimentin和 twist）上调或下调。结论：lncRNA ZNF674-AS1在宫颈癌组织和细

胞中呈低表达，可能通过竞争性结合miR-510-5p而上调REPS2的表达，从而抑制宫颈癌HCC94细胞的增殖和迁移。
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lncRNA ZNF674-AS1 regulates the proliferation and migration of cervical cancer
HCC94 cells via miR-510-5p/REPS2 axis

ZENG Youling, ZENG Jie, ZHANG Qing, CHEN Jie, CHENG Chun, MA Yuanxue, SONG Xiaojie (Department of Gynecology,

Wuhan Children’s Hospital [Wuhan Maternal and Child Healthcare Hospital], Tongji Medical College, Huazhong University of

Science and Technology, Wuhan 433015, Hubei, China)

[Abstract] Objective:To explore the role of lncRNA ZNF674-AS1 in cervical cancer and its molecular mechanism. Methods: qPCR was

used to detect the expression of ZNF674-AS1 in 31 pairs of cervical cancer tissues and corresponding para-cancerous tissues that obtained

from patients who had received surgical treatment during January 2019 and July 2020 in Wuhan Children’s Hospital, as well as in cervical

cancer cell lines (SiHa, HeLa, C33A and HCC94) and immortalized cervical epithelial cell lines. The NF674-AS1 over-expression plasmids

or the negative control plasmids were transfected into the HCC94 cell line with the least expression of ZNF674-AS1. CCK-8 method and

Transwell assay were used to detect the effect of ZNF674-AS1 over-expression on the proliferation and migration of HCC94 cells.

Bioinformatics methods and Dual luciferase reporter gene experiment were respectively used to predict and verify the complementary binding

relationship among ZNF674-AS1, miR-510-5p and REPS2 (RALBP1 associated Eps domain containing 2). qPCR was conducted to examine

the effect of ZNF674-AS1 over-expression on the levels of miR-510-5p and REPS2, and WB assay was used to detect the effect of ZNF674-

AS1 over-expression on the level of molecules that related with cell proliferation and migration. Results: Compared with para-cancerous

tissues, ZNF674-AS1 was significantly down-regulated in cervical cancer tissues (P<0.01). Compared with immortalized cervical epithelial

cells, ZNF674-AS1 was also obviously down-regulated in cervical cancer cell lines (P<0.05 or P<0.01), with the lowest expression in HCC94

cells (P<0.01). Over-expression of ZNF674-AS1 could significantly inhibit the proliferation (P<0.05) and migration (P<0.01) of HCC94
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cells. miR-510-5p was proved to interact with ZNF674-AS1, and REPS2 was proved to interact with miR-510-5p. Over-expression of

ZNF674-AS1 caused a decrease in the expression level of miR-510-5p (P<0.01). but an increase in the expression level of REPS2 gene

(P<0.01) in HCC94 cells, as well as the up- or down- regulation of multiple molecules (CDK2, cyclinD3, vimentin and twist) that related

with cell proliferation and migration. Conclusions：：lncRNA ZNF674-AS1 is low-expressed in cervical cancer tissues and cell lines and may

up-regulate the expression of REPS2 gene by competitively binding miR-510-5p, thereby inhibiting the proliferation and migration of cervical

cancer HCC94 cells.

[Key words] ZNF674-AS1; cervical cancer; miR-510-5p; REPS2; HCC94 cell; proliferation; migration

[Chin J Cancer Biother, 2021, 27(12): 1168-1173. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.12.003]

宫颈癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，发病机

制尚未完全明确，可能与人乳头状病毒感染、吸烟等

有关[1]。宫颈癌在发展中国家的发病率和病死率明

显高于发达国家，呈现明显的地域差异[2]。宫颈癌早

期症状较隐匿，患者确诊时往往已发生转移，导致手

术效果较差或者失去手术机会[3]。研究宫颈癌发生

与发展的分子机制，寻找新的分子治疗靶点，对于改

善宫颈癌患者的预后至关重要。人类基因组中 98%

的序列被转录为非编码 RNA，长链非编码 RNA

（lncRNA）是非编码 RNA 家族重要的成员之一[4]。

lncRNA广泛参与调控分化、凋亡、免疫应答、衰老等

细胞活动[5]。近年的研究结果[6]表明，lncRNA表达异

常与多种肿瘤的进展相关，lncRNA可能发挥抑癌基

因或癌基因的作用。lncRNA ZNF674-AS1已被证实

在胶质瘤、肝癌、卵巢癌的发生和转移起到重要作

用[7-8]。目前，尚不明确ZNF674-AS1在宫颈癌中是否

存在异常表达及其可能的调控机制。本研究旨在检

测宫颈癌组织和细胞系中ZNF674-AS1的表达水平，

观察ZNF674-AS1对宫颈癌HCC94细胞增殖和迁移

的影响，通过生物信息学预测并验证ZNF674-AS1作

用的分子机制，为以ZNF674-AS1为靶点的基因治疗

提供一定的实验基础。

1 材料与方法

1.1 组织标本

收集于2019年1月至2020年7月在华中科技大学

同济医学院附属武汉儿童医院接受手术治疗的31例宫

颈癌患者的癌组织和癌旁组织。本组患者年龄≥50岁

者16例，<50岁者15例。组织类型均为鳞状细胞癌。

高分化6例，中分化15例，低分化10例。按国际妇产科

联 盟（International Federation of Gynecology and

Obstetrics，FIGO）标准分期，ⅠB期16例、Ⅱ期9例、Ⅲ

期及以上6例。本研究经华中科技大学同济医学院附

属武汉儿童医院医学伦理委员会审核通过，患者均签

署知情同意书。所有组织标本均由医院病理科医生确

诊为宫项癌，组织标本于液氮罐中保存。

1.2 细胞与试剂

永生化子宫颈上皮细胞 H8 及人宫颈癌细胞

SiHa、HeLa、C33A、HCC94均购自中国科学院上海细

胞库。RPMI 1640培养基、DMEM/F12培养基和胎牛

血清（FBS）均购自美国 Hyclone 公司，ZNF674-AS1

过表达质粒、阴性对照质粒、miR-510-5p、miR-NC、

ZNF674-AS1-WildType-Reporter（WT）载体、ZNF674-

AS1-MUT-Reporter（MUT）载体、抗RALBP1相关Eps

域 2（RALBP1 associated Eps domain containing 2，

REPS2）WildType-Reporter（WT）载体、REPS2-MUT-

Reporter（MUT）载 体 均 购 自 上 海 吉 玛 公 司 ，

Lipofectamine 3000 转染试剂盒、TRIzol试剂盒均购

自美国 Invitrogen公司。RNA逆转录试剂盒及qPCR

试剂盒均购自美国 Roche 公司，Transwell 小室购

自美国康宁公司，细胞计数（cell count kit-8，CCK-8）

试剂盒购自大连美仑生物技术有限公司，REPS2、

β-tubulin、CDK2、cyclin D3、vimentin、twist 抗体及双

荧光素酶报告基因试剂盒均购自美国Abcam公司。

1.3 细胞培养和转染

H8、C33A细胞培养于含 10%胎牛血清的RPMI

1640 培养基中，SiHa、HeLa、HCC94 细胞培养于含

10%胎牛血清的DMEM/F12培养基中，置于 37 ℃、

5%CO2培养箱中培养。取对数生长期的HCC94细胞

接种于 6孔板，采用 Lipofectamine 3000脂质体转染

试剂盒转染过表达ZNF674-AS1质粒或阴性对照质

粒至HCC94细胞中，分别为实验组和对照组，转染质

粒质量浓度为 1 μg/L，转染 8 h后更换为含 10%胎牛

血清的DMEM/F12培养基培养，转染后以qPCR法检

测并鉴定其转染效率。

1.4 qPCR法检测宫颈癌组织和细胞中ZNF674-AS1

表达水平

采用TRIzol试剂盒从组织或细胞中提取总RNA，

NanoDrop 2000超微量分光光度计检测RNA纯度和浓

度，反转录RNA为cDNA。建立20 μl qPCR反应体系，

反应程序设定为 95 ℃预变性 5 min，95 ℃ 10 s、64°C

30 s、72 ℃ 30 s，共40个循环。GAPDH上游引物为5’-

AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3’，下游引物为 5’-

AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3’；ZNF674-AS1上游

引物为5’-CAAAGCCTGTGG CCGATGTG-3’，下游引

物为5’-ATGGTCACA CATTCCTTCTCCC-3’；REPS2
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上游引物为5’-CTGAAGACCAGCAGACACCA-3’，下

游引物为5’-TTTAGGATCTGGCCCTGTTG-3’；U6上

游引物为5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，下游引物

为5’-ACGCTTCACGAATTTGCGT-3’；miR-510-5p上

游引物为5’-TAGCAGCACGTAAATATTGGCG-3’，下

游引物为 5’-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3’。以

GAPDH为内参分析ZNF674-AS1和REPS2 mRNA 基

因表达量 ，以 U6 为内参分析 miR-510-5p基因表

达量以2-ΔΔCt法计算基因表达量。

1.5 CCK-8法检测过表达ZNF674-AS1对HCC94细

胞增殖活性的影响

转染后每组取 3 000个HCC94细胞接种于 96孔

板，分别于第 1、2、3、4、5 d进行CCK-8法检测，每孔

加 18 μl CCK-8试剂，暗箱中放置 2 h，采用酶标仪测

定每孔在450 nm波长处的光密度（D）值。

1.6 Transwell 实验检测过表达 ZNF674-AS1 对

HCC94细胞迁移能力的影响

收集转染后的HCC94细胞，采用无血清培养基

重悬，约2×104个细胞接种到Transwell小室上层，体

积为200 μl，Transwell小室下层加入500 μl含血清的

完全培养基。培养24 h后，取出Transwell小室上层，

棉签轻轻擦去未穿膜的HCC94细胞，采用4%多聚甲

醛固定，采用0.1%结晶紫溶液染色，在光学显微镜下

对迁移细胞数进行计数。实验重复4次。

1.7 生物信息学方法预测靶向ZNF674-AS1的miRNA

采用 StarBase v2.0 网站数据预测 ZNF674-AS1

靶向作用的miRNA。采用DIANA-microT网站预测

与miRNA相互作用的基因。

1.8 双荧光素酶报告基因实验检测 miR-510-5p 与

ZNF674-AS1和REPS2的靶向结合及相互调控关系

将 miR-510-5p、miR-NC分别与ZNF674-AS1-WT

或ZNF674-AS1-MUT共转染至HCC94细胞中，双荧

光素酶报告基因试剂处理，48 h后采用化学发光技术

检测相对荧光素酶活性，验证miR-510-5p是否靶向

结合并受 ZNF674-AS1 调控。将 miR-510-5p、miR-

NC 分别与 REPS2-WT 或 REPS2-MUT 共转染至

HCC94细胞中，双荧光素酶报告基因试剂处理，48 h

后采用化学发光技术检测相对荧光素酶活性，验证

REPS2是否靶向结合并受miR-510-5p调控。

1.9 WB法检测REPS2等相关蛋白的表达

加入 1 ml RIPA 裂解液至 6孔板，冰浴裂解转染

后HCC94细胞 30 min，离心后留取上清，BCA蛋白

定量试剂盒测定蛋白浓度后，每个上样孔加等量蛋

白，行10%聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳结束后转移蛋

白至聚偏氟乙烯膜，室温下封闭后，分别加入一抗

及二抗处理，一抗稀释比例是β-tubulin 为 1∶2 000、

CDK2 为 1∶1 000、REPS2 为 1∶3 000、cyclin D3 为

1∶2 000、vimentin为 1∶3 000、twist为 1∶1 000，二抗

稀释比例是羊抗兔 IgG（1∶9 000）。滴加 ECL 显影

液，在化学发光成像系统内曝光、显影，以β-tubulin为

内参蛋白。实验重复3次。

1.10 统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行分析，正态分布的

计量资料以 x̄±s 表示，两组间均数比较采用 t检验，

多组间均数比较采用单因素方差分析。以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ZNF674-AS1在宫颈癌组织和细胞中呈低表达

qPCR结果（图1）显示，ZNF674-AS1在宫颈癌组

织相对表达量（1.13±0.29）明显少于癌旁组织相对

表达量（6.23±0.86），差异有统计学意义（t=15.62，

P<0.01）。与永生化子宫颈上皮 H8 细胞相比，

ZNF674-AS1 在人宫颈癌细胞（SiHa、HeLa、C33A、

HCC94）中均呈低表达（P<0.05或P<0.01，图2）。

**P<0.01 vs H8 cells

图1 ZNF674-AS1在宫颈癌组织和癌旁组织中的表达

Fig.1 The expression of ZNF674-AS1 in cervical cancer

and para-cancer tissues

*P<0.05, **P<0.01 vs normal cervical epithelial cell

图2 ZNF674-AS1在永生化子宫颈上皮细胞

和宫颈癌细胞中的表达

Fig.2 The expression of ZNF674-AS1 in immortalized

cervical epithelial cells and cervical cancer cells

2.2 ZNF674-AS1在转染后HCC94细胞中呈过表达

qPCR 结果显示，ZNF674-AS1 在转染对照组和
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实验组HCC94细胞中相对表达量差异有统计学意义

[（1.02±0.10）vs（9.75±1.02），P<0.01]，ZNF674-AS1

过表达质粒可有效上调HCC94细胞中ZNF674-AS1

的表达。

2.3 过表达ZNF674-AS1能抑制HCC94细胞的增殖

CCK-8法检测结果（图3）显示，在转染后2 d开始，

对照组HCC94细胞D值明显高于实验组HCC94细胞，

表明过表达ZNF674-AS1能抑制HCC94细胞增殖活性。

2.4 过表达ZNF674-AS1能抑制HCC94细胞的迁移

Transwell实验检测发现（图 4），对照组穿膜细

胞数[（165.20±25.17）个/视野]明显多于实验组穿膜

细胞数[（66.88±15.57）个/视野]，差异有统计学意义

（P<0.05），表明过表达 ZNF674-AS1 表达能抑制

HCC94细胞的迁移能力。

2.5 miR-510-5p 可与 ZNF674-AS 和 REPS2mRNA

互补结合

采用 StarBase v2.0 网站预测 ZNF674-AS1 相互

作用的miRNA，发现ZNF674-AS1可以与 miR-510-5p

中的互补序列结合（图5）。采用DIANA-microT网站

预测miRNA相互作用的基因，发现miR-510-5p可以

与REPS2 mRNA中互补序列结合。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group

图3 过表达ZNF674-AS1对HCC94细胞

增殖活性的影响

Fig.3 Effect of ZNF674-AS1 over-expression on

the proliferation of HCC94 cells

**P<0.01 vs Control group

图4 过表达ZNF674-AS1对HCC94细胞迁移能力的影响（（×40））

Fig.4 Effect of ZNF674-AS1 over-expression on the migration of HCC94 cells (×40)

图5 miR-510-5p与ZNF674-AS和REPS2 mRNA

互补结合的序列区域

Fig.5 The complementary sequence between ZNF674-AS1

and miR-510-5p, as well as between miR-510-5p

and REPS2 mRNA

2.6 双荧光素酶报告基因实验证实 miR-510-5p 和

ZNF674-AS1与EPS2 mRNA互补结合

结果（图 6）显示，共转染 ZNF674-AS1-WT 与

miR-510-5p 后相对荧光素酶强度较 ZNF674-AS1-

WT与miR-NC显著减弱（P<0.01）；定点突变后，共转

染ZNF674-AS1-MUT与miR-510-5p较ZNF674-AS1-

MUT与miR-NC相对荧光素酶活性无明显差异，表

明 ZNF674-AS1 能够靶向结合 miR-510-5p。共转染

REPS2-WT 与 miR-510-5p 后相对荧光素酶强度较

REPS2-WT与miR-NC显著减弱（P<0.01）；定点突变

后 ，共转染 REPS2-MUT 与 miR-510-5p 较 REPS2-

MUT与miR-NC相对荧光素酶活性无明显差异，表

明miR-510-5p能够靶向结合REPS2。

2.7 过表达 ZNF674-AS1 在 HCC94 细胞中下调

miR-510-5p而上调REPS2 mRNA的表达量

qPCR检测结果显示，转染对照组HCC94细胞中

miR-510-5p相对表达量明显高于实验组相对表达量

[（1.04±0.07）vs（0.41±0.07），P<0.01]；对照组HCC94

细胞中REPS2 mRNA相对表达量明显低于实验组相

对表达量[（1.01±0.16）vs（4.99±0.61），P<0.01]，表明

过表达ZNF674-AS1能够下调miR-510-5p的表达而

上调REPS2 mRNA的表达。

2.8 过表达ZNF674-AS1对HCC94细胞中REPS2等

相关蛋白表达的影响

WB法检测发现（图 7），过表达ZNF674-AS1后，

REPS2蛋白表达升高，细胞增殖相关蛋白CDK2、Cyclin
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D3表达降低，细胞迁移相关vimentin、twist表达降低，

间接提示宫颈癌细胞的增殖和迁移被抑制。

A: Binding of miR-510-5p to ZNF674-AS1 verified by dual-

luciferase reporter gene assay; B: Binding of miR-510-5p to

REPS2 mRNA verified by dual-luciferase reporter gene

图6 双荧光素酶报告基因实验验证ZNF674-AS1

作用的分子机制

Fig.6 Dual luciferase reporter gene experiment

verified the molecular mechanism of ZNF674-AS1

3 讨 论

研究[9]证实，lncRNA可能参与各种分子信号通

路的调控，是基因表达调控网络的重要组成部分。

越来越多的证据表明，lncRNA在各种类型肿瘤的发

生和发展中发挥关键作用，不同的肿瘤组织存在不

同的 lncRNA表达谱，对特定 lncRNA表达水平和功

能的研究有助于阐明肿瘤的发病机制[10]。TP73-

AS1[11]、PTCSC3[12]、FTH1P3[13]等众多 lncRNA 已被证

明参与调控宫颈癌的发生和进展，可能成为宫颈癌

的诊断标志物或分子治疗靶点。ZHANG等[14]发现

ZNF674-AS1 在肝癌细胞系和组织中表达下调，

ZNF674-AS1表达水平与肝癌转移、临床分期和组织

病理学分级显著相关；Kaplan-Meier 生存曲线显示

ZNF674-AS1 低表达与肝癌患者预后差有关。

ZNF674-AS1 在宫颈癌中的表达和作用尚不明确。

本研究结果表明，与癌旁组织和永生化子宫颈上皮

细胞系相比，ZNF674-AS1在宫颈癌组织和细胞系中

的均降低，表明ZNF674-AS1可能参与调控宫颈癌的

发生和发展。本研究通过体外细胞实验如CCK-8、

Transwell 实验证实，ZNF674-AS1 对宫颈癌 HCC94

细胞增殖和迁移具有抑制作用，表明ZNF674-AS1是

宫颈癌的抑癌因子。

**P<0.01 vs Control group

图7 过表达ZNF674-AS1对HCC94细胞中REPS2表达

以及增殖和迁移相关蛋白表达的影响

Fig.7 Effect of over-expressing ZNF674-AS1 on the

expression of REPS2 and proteins associated with cell

proliferation and migration in HCC94 cells

miRNA是一种长度约为 22个核苷酸的内源性

单链RNA，能够在转录后水平调控靶基因信使RNA

（mRNA）的表达，是靶基因表达水平的负调控因

子[15]。 lncRNA 竞争性结合 miRNA 而影响靶基因

mRNA的表达，lncRNA-miRNA-靶基因mRNA调控

模式已得到广泛证实[16]。本研究通过 StarBase v2.0

网站的数据库进行预测，结果显示，ZNF674-AS1可

互补结合 miR-510-5p。有报道 [17] 称 miR-510-5p 在

甲状腺癌组织和细胞系表达水平升高，其表达

水平与患者的临床分期和淋巴结转移正相关，

miR-510-5p能够促进甲状腺癌细胞的增殖、迁移和

侵袭。本研究发现 ZNF674-AS1可抑制miR-510-5p

的表达，ZNF674-AS1可能在宫颈癌细胞中竞争性

结合 miR-510-5p。双荧光素酶报告基因实验表明

ZNF674-AS1 能够靶向结合 miR-510-5p。DIANA-

microT 网站预测显示 ，miR-510-5p 可互补结合

REPS2 mRNA。REPS2 蛋白富含脯氨酸结构域、卷

曲螺旋结构域等，可与多种蛋白质相互作用，参与调

控受体介导的内吞作用[18]。REPS2在乳腺癌、前列腺

癌、食管癌等多种肿瘤中低表达，REPS2的低表达与
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肿瘤患者的TNM分期、淋巴结转移、总体生存期及复

发显著相关，发挥明显的抑癌因子作用[19-20]。双荧光

素酶报告基因实验表明 miR-510-5p 能够靶向结合

REPS2mRNA。本研究发现宫颈癌 HCC94 细胞中

下调miR-510-5p表达的同时REPS2蛋白表达升高，

细胞增殖相关的蛋白CDK2、cyclin D3及细胞迁移相

关蛋白 vimentin、twist表达降低，间接提示宫颈癌细

胞的增殖和迁移被抑制的机制与这些细胞增殖和迁

移相关因子有关。

综上所述，ZNF674-AS1在宫颈癌组织及细胞系

中呈低表达，上调的 ZNF674-AS1 可通过竞争性结

合miR-510-5p促进REPS2的表达，进而抑制宫颈癌

HCC94细胞的增殖活性和迁移能力。
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