
乳腺癌是妇女发病率最高的恶性肿瘤，其发病

率占全身各种恶性肿瘤的 7%～10%，近年来发病率

不断上升[1-3]，其中三阴乳腺癌（triple negative breast

cancer，TNBC）占 20%[4]。三阴乳腺癌作为一种特殊
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摘要：目的 探讨长链非编码 对乳腺癌细胞增殖和侵袭的影响。方法 构建的人 LncRNA- -

shRNA1～4慢病毒载体转染乳腺癌MDA-MB-231细胞后，qPCR筛选出干扰效率为 50.0%和 54.0%的 sh1组

和 sh3组，MTT法和 Transwell实验分别检测转染后细胞增殖和侵袭能力；流式细胞术检测转染 sh1组慢病毒后

细胞周期分布及凋亡变化。结果 测序证实，LncRNA 的 shRNA 寡聚核苷酸序列已被克隆到

pLV- 载体；转染MDA-MB-231细胞后，与阴性对照组比较，sh1组和 sh3组的乳腺癌细胞增殖和侵袭能

力均降低（ <0.01），以 sh1 组更显著；sh1 组细胞周期被阻滞于 S 期（ <0.01）；细胞凋亡率无明显变化（ >

0.05）。结论 LncRNA- 可能下调乳腺癌细胞侵袭力，并通过抑制细胞周期进展降低细胞增殖能力。
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Inhibitory regulation of human long non-coding RNA GATS
on proliferation and invasion of breast cancer cells

Jian-mei Yi, Li-yuan Qian, Xue-dong Chen
(Department of Breast, Thyroid and Hernia Surgery, the 3rd Affiliated Hospital of

Xiangya, Central South University, Changsha, Hunan 410018, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of human long non-coding RNA on proliferation and inva原
sion of breast cancer MDA-MB-231 cells. Methods Four human -lncRNA-specific oligonucleotide sequences
were designed and synthesized previously, then were inserted into the pLV-GATS vector. After infecting the MDA-
MB-231 cells, transfection efficiencies of -lncRNA-shRNA1 and -lncRNA-shRNA3 were analyzed and
screened by qPCR, which were 50.0% and 54.0% respectively. MTT and Transwell assays were used to detect the
proliferation and invasion ability of the transfected cells, respectively. Flow cytometry was used to search the changes
of cell cycle distribution and apoptosis of the MDA-MB-231 cells transfected -lncRNA-shRNA1 lentiviral
vector. Results Compared with the cells transfected with scrambled shRNA, the proliferation and invasion ability of
cells the sh1 group and sh3 group was inhibited, especially t -hose the sh1 group. Flow cytometry showed
the sh1 group cell cycle was arrested in S phase, and the cell apoptosis rate had no significant change ( > 0.05).
Conclusions lncRNA inhibits the invasion of breast cancer cells, and down regulates the proliferation of
tumor cells through arresting cell cycle in S phase.

Keywords: Human lncRNA ; short hairpin RNA interference vector; MDA-MB-231 cells; proliferation;
invasion
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表 1 的 lncRNA序列及人工合成的 shRNA oligo序列

编号 Target序列信息 shRNA序列信息

-lncR-shNC GACTTCATAAGGCGCATGC GACTTCATAAGGCGCATGCCTCGAGGCATGCGCCTTATGAAGTCTTTTT

-lncR-sh1 GCGCTCAGCCTATGGGTTTAA GCGCTCAGCCTATGGGTTTAACTCGAGTTAAACCCATAGGCTGAGCGCTTTTT

-lncR-sh2 GCTTCCTTTGGTATGCTATTC GCTTCCTTTGGTATGCTATTCCTCGAGGAATAGCATACCAAAGGAAGCTTTTT

-lncR-sh3 GCAGGAAACTTCAGCTTAACC GCAGGAAACTTCAGCTTAACCCTCGAGGGTTAAGCTGAAGTTTCCTGC TTTTT

-lncR-sh4 GGGAGGCCAATAGGCTGAAAT GGGAGGCCAATAGGCTGAAATCTCGAGATTTCAGCCTATTGGCCTCCCTTTTT

中国现代医学杂志 第 26卷

的高危乳腺癌亚型，其侵袭性强、预后差、青年女性

好发，寻找其有效治疗靶点迫在眉睫。长链非编码

RNA（long non-coding RNA，lncRNA）是一类长度 >

200 nt的基因转录产物，占 ncRNA 的 80%，既参与

表观遗传、可变剪接、入核转运等过程，也能以细胞

微结构原件、小 RNA前体等发挥功能[5]。近年，大量

研究证实 lncRNA在白血病、前列腺癌、乳腺癌、结

肠癌、神经胶质瘤、肺癌等多种肿瘤中异常表达[6-10]。

课题组前期基因芯片筛选乳腺浸润性导管癌中 18

条差异表达人 lncRNA（ <0.01），其中 较正常

组织明显下调[11]。本试验构建 -lncRNA-shRNA

慢病毒载体，转染人乳腺癌细胞MDA-MB-231，检测

其对乳腺癌细胞增殖、侵袭的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞、菌株与质粒 人乳腺癌细胞 MDA-MB-

231、HEK-293FT脂质体转染细胞、pLV- -shRNA

慢病毒载体及慢病毒包装系统、慢病毒对照

LV-shNC等均由长沙赢润生物技术有限公司提供。

1.1.2 主要仪器及试剂 荧光定量 PCR仪（BioRad

公司）、总 RNA 提取试剂 Trizol（美国 Invitrogen 公

司），Transwell小室（美国 Corning costar公司）、流式

细胞仪（美国 BD公司），Annexin V-APC/PI双染细

胞凋亡检测试剂盒（南京凯基生物公司），DMEM培

养基（Gibco 公司），胎牛血清（杭州四季青公司），

THUNDERBIRD SYB RR qPCR Mix （日本 TOY-

OBO 公司）、dNTP、RevertAidTM Reverse Transcrip-

tase、RiboLockTM RNase Inhibitor、Taq DNA Poly-

merase（MBI 公司）、培养基：RPMI 1640（美国 Invit-

rogen公司）+10% FBS（美国 Gibco公司）+1% p/s（双

抗诱液，碧云天公司）、胰酶液（美国 Gibco公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 MDA-MB-231 细胞用含 10%胎

牛血清的 DMEM培养基，在 37℃饱和湿度、含 5%

二氧化碳 CO2的孵箱中培养。

1.2.2 构建慢病毒载体及细胞感染 针对人

-lncRNA序列（NCBI Gen Bank，基因编号：

NR028038），利用 YRgene 库设计干扰序列

（见表 1），构建慢病毒重组载体 pLV- -lncR-

NA-shRNA1～4。取重组载体转化至感受态细胞

DH5α，同时设计空载体作为对照，挑选阳性克隆测

序。将重组载体和包装质粒共转染 HEK293FT 细

胞，包装慢病毒，4 d后用荧光显微镜技术观察荧光

表达，计数病毒滴度。包装好的 -lncRNA-

shRNA 1～4慢病毒和阴性对照组（NC- ），以

MOI值 50转染 MDA-MB-231细胞。

1.2.3 逆转录（RT-PCR）检测 lncRNA 表

达 按 Trizol 裂解液说明书进行细胞总 RNA 的抽

提；按逆转录试剂盒说明进行逆转录。 为内

参基因， lncRNA的正向引物为 5'-TAAGCA-

GAGGGCTACAGAA-3'，反向引物 5'-CAGGGAGATC

AGGAGGAC-3'； 的正向引物为 5'-TGCAC-

CACCAACTGCTTAGC-3'，反向引物 5'-GGCATGGAC

TGTGGTCATGAG-3'，按荧光定量 PCR试剂盒说明

配置反应体系，荧光信号实时检测，数据分析采用

2-ΔΔCT（CT代表循环阈值）分析法。

1.2.4 MTT法检测转染后 MDA-MB-231细胞增

殖 筛选出干扰效率分别为 50.0%和 54.0%的 sh1

和 sh3组，取 sh1、sh3及阴性对照组（NC组）3 组

MDA-MB-231细胞接种到 96孔板，每孔接种 8 000

个细胞（100μl），每组设 3个复孔。于慢病毒感染后

48、72和 96 h加入 MTT溶液（20μl，5 mg/ml）。酶联

免疫监测仪测定 A490值。

1.2.5 Transwell 法检测转染后 MDA-MB-231 细

胞侵袭 转染 24 h 后将 60μl 基质胶稀释于

300μl无血清培养基中，取上述稀释液 100μl加入

Transwell上室中，37℃培养箱中，孵育 4～5 h。下室

中加入 600μl含有 20%FBS的培养基。37℃培养箱

孵育 20～24 h，Transwell PBS洗 2次，显微镜下计数
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A B C D E

A： -lncRNA-shRNA NC；B： -lncRNA-shRNA1；C： -lncRNA-shRNA2；D： -lncRNA-shRNA3；E： -lncRNA-shRNA4

图 1 -lncRNA-shRNA慢病毒感染 MDA-MB-231细胞 （×200）

5个高倍镜视野细胞，计算平均数。每组设 2个复孔，

实验重复 3次。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期分布 各组细胞慢

病毒感染 72 h后，经 0.2％胰酶处理，离心收集细

胞，用 4℃预冷 PBS洗涤 2次，在离心管中留约0.5 ml

PBS，加入预冷的 70%乙醇 1 ml混匀固定，4℃放置过

夜；离心离去乙醇，PBS清洗 1次，在离心管中留 1 ml

PBS，打散细胞团，加入 Rnase 5μl（10 mg/ml），37℃

放置 1 h，400目筛网过滤，加入 PI（100μg/ml）染

液，室温避光染色 30 min，流式细胞仪（FACS）检测

细胞周期。实验重复 3次。

1.2.7 流式细胞仪检测细胞凋亡 各组细胞慢病毒

感染 72 h后，经 0.25％胰酶处理，离心收集细胞，用

4℃预冷 PBS洗涤 2次，然后用 500μl结合缓冲液

重悬细胞，调节其浓度为 106/ml，然后取 100μl细胞

悬浮于 5 ml流式管中，加入 5μl Annexin V-APC

混匀后，加入 5μl PI 混匀，于室温避光孵育 15

min，重悬于 400μl PBS，400目筛网过滤，加样于流

式细胞仪（FACS）检测细胞凋亡。激发波长 Ex=488

nm，发射波长 Em=530 nm。获得细胞凋亡数据后用

Mod Fit LT软件进行细胞凋亡相对定量分析。实验

重复 3次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，各组间比较用单因

素方差分析，两两比较用 Dunnett法。方差不齐用非

参数检验的 Kruskal-Wallis 检验，两两比较用

Dunnett's法， <0.05为差异有统计意义。

2 结果

2.1 重组人 -lncRNA-shRNA 慢病毒载体

测序和鉴定

经测序分析，比对 4种重组载体中插入的片段

序列与设计的 pLV- -lncRNA-shRNA 寡核苷

酸序列完全一致。荧光显微镜下同一视野的荧光和

可见光照片比较，可见大部分细胞发出荧光，病毒滴

度分别为 2×109 TU/ml、6×108 TU/ml、2×109 TU/ml

和 4×108 TU/ml。

2.2 RT-qPCR检测 lncRNA表达

-lncRNA-shRNA慢病毒转染人乳腺癌细

胞 MDA-MB-231细胞，荧光显微镜证实转染成功

（见图 1）。RT-qPCR结果显示，pLV- -lncRNA-

shRNA1～4慢病毒对 lncRNA干扰效率分别

为 50.0%、40.9%、54.0%和 8.0%。

2.3 MTT检测转染后 MDA-MB-231细胞增殖能

力变化

各组不同时相吸光度见表 2，吸光度变化曲线见

图 2。MTT检测结果显示，转染后 3组MDA-MB-231

细胞的增殖水平在 48、72 和 96 h 差异有统计学意

义（ <0.001）；与对照组比较，sh1 组的细胞增殖水

平在 48、72和 96 h差异有统计学意义（ =0.000），sh3

组的细胞增殖水平除在 72 h差异有统计学意义（ =

0.000），48和 96 h差异无统计学意义（ =0.182和

0.110）。

2.4 Transwell法检测转染后 MDA-MB-231细胞

侵袭能力变化

非参数检验的 Kruskal-Wallis 检验结果显示，

慢病毒转染 72 h后，3组的细胞侵袭力差异有统计

学意义（ <0.01），两两比较结果显示与 NC组比较，

sh1组和 sh3组的细胞侵袭能力有所下降（ <0.01），

但差异无统计学意义（ >0.05）。见图 3和表 3。

2.5 流式细胞仪分析细胞周期分布及凋亡

NC组细胞 G1、S、G2期分别占（51.57±1.08）%、

（28.04±1.23）%、（20.39±0.25）%，sh1组细胞 G1、S、

G2 期分别占 （37.60±1.00）%、（43.20±1.65）%、

（19.20±0.66）%。与 NC组比较，sh1组 S期细胞比例

明显增高（ <0.01），说明转染 -lncRNA-shRNA1

后，MDA-MB-231细胞周期发生 S期阻滞，见图 4。

慢病毒转染 72 h后，3组的细胞凋亡率差异无统计

学意义（ >0.05），不能认为转染 -lncRNA-shRNA

会影响 MDA-MB-231细胞的凋亡率。见表 4。
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组别 例数 细胞数 相对比率

NC组 6 156.30±12.58 1.00±0.00

sh1组 6 91.20±28.61覮 0.58±0.15

sh3组 6 112.2±38.59覮 0.71±0.21

值 15.348

值 0.000

表 3 各组穿膜细胞数比较 （x±s）

注：覮与 NC组比较， <0.01

组别 例数 凋亡率 /%

NC组 3 1.94±0.32

sh1组 3 1.37±0.27

sh3组 3 1.93±0.24

值 值

4.178 0.073

表 4 各组细胞凋亡率的比较 （x±s）

1）与 NC组比较， <0.05；2）与 NC组比较， <0.01

图 4 转染 -lncRNA-shRNA1对MDA-MB-231

细胞周期的影响

NC
GATS-sh1

60

50

40

30

20

10

0
G1 S G2

1）
1）

2）

表 2 各组不同感染时相细胞吸光值比较 （ =3，x±s）

组别
细胞增殖

48 h 72 h 96 h

NC组 0.430±0.006 0.533±0.008 0.617±0.008

sh1组 0.349±0.010覮 0.422±0.012覮 0.504±0.007覮

sh3组 0.416±0.012 0.464±0.009覮 0.602±0.009

值 61.408 97.783 178.359

值 0.000 0.000 0.000

注：覮与 NC组比较， =0.000

图 2 MTT检测转染 -lncRNA-shRNA对

MDA-MB-231细胞增殖的影响

NC

sh1

sh3

48 h 72 h 96 h

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

3 讨论

国内外学者认为，乳腺癌 MDA-MB-231细胞

系能较好反应 TNBC特性[12-13]，故本研究选择该细胞

作为细胞模型。Jin等[14]研究发现， 1在TNBC

组织中上调，体外下调 1可以抑制乳腺癌细

胞增殖、迁移和增加癌细胞凋亡；在活体下调

1抑制肿瘤生长和转移，其很可能通过 miR-

1/SLUG轴而产生作用。同源异型框基因反义基因间

RNAs（HOX antisense intergenenic RNAs， ），

通过 ERS和 ER 共调节因子， 反转录的雌

二醇诱导下的转录失衡，导致乳腺癌变，并发现

在转录水平被 E2调节，对于乳腺癌细胞的生

存发育是必需的[15-16]。

人 lncRNA- 为基质抗原 3（stromal antigen

3， 3）基因的反向链（opposite strand），又名

3 ，定位于 7q22.1，外显子计数为 8，长度

71 580 bp。 3含有 C-末端结构域，一个 28个

氨基酸的保守的结构域和一个 86个氨基酸的结构

中国现代医学杂志 第 26卷

B

A

C

A：NC-shRNA；B： -lncRNA-shRNA1；C： -lncRNA-shRNA3

图 3 转染 -lncRNA-shRNA对

MDA-MB-231细胞侵袭力的影响
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域。STAG3作为多亚基蛋白复合物的内聚蛋白，在

同源染色体分离的关键步骤中装配 /拆卸染色质，

目前，确认其在偶线期复合物或着丝粒着丝点中的

功能尚不明确，其在肿瘤中异常激活的相关机制待

阐明[17-18]。

本实验成功构建人 -lncRNA-shRNA 慢

病毒载体[19-20]，转染乳腺癌 MDA-MB-231细胞，MTT

实验和 Transwell实验发现， -lncRNA-shRNA1

和 -lncRNA-shRNA3组增殖和侵袭能力较均

降低，以 sh1 组更为显著；流式分析发现转染

-lncRNA-shRNA1 后细胞周期进展被阻滞于

S 期，细胞凋亡率无明显变化。该结果提示，

-lncRNA干扰后，细胞增殖受限可能并不是通

过诱导凋亡来实现，而是影响细胞周期来实现。

综上所述，本研究首次探讨 lncRNA 在乳

腺癌 MDA-MB-231细胞增殖和侵袭过程中发挥的

作用，提示 -lncRNA可能为乳腺癌治疗的新的

有效靶点。为进一步研究 -lncRNA与 3

在乳腺癌发生、发展和转移的过程中的相互关系奠

定基础。
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