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[摘要] 目的 探讨长链非编码RNA（lncRNA）PGM5-AS1在非小细胞肺癌中的表达及其作用机制。方法 采用实

时定量 PCR检测 26例肺鳞癌和 28例肺腺癌的癌组织与正常组织中 PGM5-AS1的表达，并利用软琼脂克隆增殖实

验检测过表达PGM5-AS1后肺癌细胞的增殖能力。结果 TCGA数据库中PGM5-AS1在肺鳞癌和肺腺癌中表达均

较正常组织下调（t分别=3.43、6.27，P均＜0.05）。在本次研究肺癌标本库中，无论肺鳞癌还是肺腺癌的癌组织中的

PGM5-AS1 表达均较正常组织明显下调（t分别=23.72、27.45，P均＜0.05）。过表达 PGM5-AS1 后，H520（PGM5-
AS1）及 H2170（PGM5-AS1）较对照细胞的细胞集落数明显减少（t分别=8.22、8.19，P均＜0.05）。结论 lncRNA
PGM5-AS1在肺癌中表达下降，可能通过抑制细胞增殖来发挥抑癌功能。
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[Abstract] Objective To explore the expression of lncRNA PGM5-AS1 in lung cancer tissues and its molecular
mechanism.Methods The expression levels of lncRNA PGM5-AS1 in lung cancer tissues and adjacent normal tissues
were detected by quantitative real-time PCR.The proliferation ability of lung cancer cells was detected by cloning and
proliferation of soft agar after overexpression of lncRNA PGM5-AS1 in vitro.Results The expression of PGM5-AS1 in
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normal tissues（t=3.43，6.27，P＜0.05）. In this study，the expressions of PGM5-AS1 in tumor tissues were significantly
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0.05）.Moreover，after overexpression of PGM5-AS1，the cell colony amounts of H520（PGM5-AS1）and H2170（PGM5-
AS1）were significantly less than those of the control cells（t=8.22，8.19，P＜0.05）.Conclusion The decreased expression
of lncRNA PGM5-AS1 in lung cancer may play a role in suppressing cancer by inhibiting cell proliferation.
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长链非编码RNA PGM5-AS1在非小细胞肺癌中
表达及分子机制

张霖 周昌盛 虞晓明 刘瑜 谢奇朋

在全球范围内，肺癌是目前发病率及死亡率最

高的恶性肿瘤之一，每年约有 180万新发病患者，同

时约有 160万患者因此死亡[1]。据 2015年中国肿瘤

登记年报显示，我国肺癌的发病率、死亡率均位于

八大肿瘤第一位。其预后与病程有着密切关系，随

着病程的发展，患者 5年生存率明显下降[2]。而将近

60%的肺癌患者在首次诊断肺癌时，已是肺癌晚期，

失去了治疗的最有效时机，预后较差[3]。因此，早发

现、早诊断肺癌是降低病死率的有效途径。越来越

多的证据表明长链非编码 RNA（long noncoding
RNA，lncRNA）是一种新兴的癌症生物学功能调节
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剂，可以作为潜在的癌症诊断、预后和靶向治疗

的生物标志物 [4]。PGM5-AS1 是近年来新发现的

lncRNA，已有研究报道该基因在乳腺癌、胃癌、肺

癌等多种肿瘤中表达降低[5]，然而尚未有关于

PGM5-AS1 在肺癌中的表达及具体的生物学功能

和分子机制的研究。本次研究旨在研究 lncRNA
PGM5-AS1 在肺癌中的表达、作用机制及其临床

意义。

1 材料与方法

1.1 实验材料 收集 2015 年 1 月至 2017 年 12 月

期间在温州医科大学附属第一医院胸外科就诊的

52 例肺癌患者的组织标本，包括癌组织与癌旁组

织。术中切取肺癌及癌旁组织立即置于液氮中，用

于提取 RNA。H520 细胞和 H2170 细胞购自美国

ATCC细胞库，琼脂糖与2×细胞培养基由Sigma公司

生产，TRIzol 及逆转录试剂由 Invitrogen 公司生产，

PolyJetTM DNA转染试剂由 SignaGen公司生产，引物

由上海桑尼生物科技有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将H520细胞置于含 10%胎牛血

清的RPMI 1640培养液中，H2170细胞置于含 10%
胎牛血清的DMEM培养液中，在 5% CO2、37℃饱和

湿度的无菌恒温箱内培养。根据不同细胞的生长

情况定期换液和传代。

1.2.2 细胞转染 当细胞生长状态良好，并且细胞

密度达到 80 %时将细胞转至 6孔板中培养，待细胞

生长到 80% 融合时，将目的质粒（2 μg）和 DNA 转

染试剂 PolyJet（6 μl）混合后转入细胞中，然后用嘌

呤霉素（5 μg/ml）筛选重组质粒稳定转染细胞株。

然后将筛选得到的细胞株在不含筛选试剂的完全

培养基中至少传代两次。

1.3 观察指标

1.3.1 TCGA数据库中 PGM5-AS1在肺癌中的表达

本次研究通过下载TCGA数据库中的RNA-seq V2
的 level 3 数据并进行生物信息学分析。采用 R 包

edgeR分析肺腺癌和肺鳞癌中癌组织和癌旁组织配

对的样本中PGM5-AS1差异表达量。

1.3.2 人 肺 癌 组 织 中 lncRNA PGM5-AS1 表 达

采用 TRIzol 法提取组织及细胞中总 RNA，反转录

反应参照 AMV 反转录试剂盒说明，在 20 μl 体系

中加 2 μg总RNA进行 cDNA的合成。采用实时定

量荧光 PCR检测 lncRNA PGM5-AS1表达：实时定

量荧光PCR选用 2×SYBR Green PCR Mas- ter Mix，

取适量 cDNA作为模板，引物浓度 0.4 μmol/L，15 μl
体系进行扩增，每个待测样本设置 3 个平行样，根

据目标基因设计合成相应上下游引物进行 PCR扩

增，以 β-actin作为内参照。引物序列见表 1。3次

独立实验后得到的数据运用公式 RQ=2-ΔΔCt 进行

分析。

表1 引物序列

目标基因

PGM5-AS1

上游

下游

β-actin
上游

下游

序列

5’-GGGCGGCTGAAGAAAAGAAGAATG-3’

5’-TCAACAGACGGCTTCAGTGGTTG-3’

5’-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3’

5’-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3’

1.3.3 细胞集落数 首先采用 PGM5-AS1 过表达

质粒在H520和H2170细胞过表达PGM5-AS1，并建

立 稳 定 转 染 细 胞 H520 （PGM5 - AS1）、H2170
（PGM5-AS1）及其对照细胞 H520-Vector、H2170-
Vector。然后取出已配置好的1.25%琼脂糖溶液，微

波炉中加热至沸腾后放于 42 ℃水浴锅中防止凝固，

取1.2 ml的1.25%琼脂糖溶液与1.8 ml 2×细胞培养

基于15 ml的离心管中，混匀后加入6孔板中，铺板时

速度要快，平整，防止凝固，且不能有气泡。4 h后，

按照如下体系铺上层胶：1.25%琼脂糖 0.264 ml、2×
细胞培养基 0.736 ml、细胞数 1×104。先将 1.25%琼

脂糖与 2×细胞培养基混合预热，取对数生长期的单

层培养细胞（H520-PGM5-AS1 及其对照细胞和

H2170-PGM5-AS1 及其对照细胞），用 0.25% 胰蛋

白酶消化并吹打成单个细胞，计数，加入相应细胞

数后铺板。4 h后，用 3层封口膜密封，在 37℃ 、5%
CO2 细胞培养箱中培养，21 d后开始观察，采用显微

镜 4倍镜拍照并统计含 32个细胞以上的克隆数，即

细胞集落数。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 17.0 统计软件进行

数据分析。计量资料采用 t检验，P＜0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 生物信息学分析 TCGA 数据库中 PGM5-AS1
在肺癌中的表达见图1

由图 1A、1B可见，PGM5-AS1在肺腺癌和肺鳞

癌的癌组织中表达较癌旁组织明显降低（t分别=
3.43、6.27，P均＜0.05）。

··614



全科医学临床与教育 2018 年 11 月 第 16 卷第 6 期 Clinical Education of General Practice Nov.2018，Vol.16，No.6

A肺腺癌 B肺鳞癌

图1 TCGA数据库中PGM5-AS1在肺癌中的表达

2.2 人肺鳞癌和肺腺癌样本中 PGM5-AS1的表达

见图2

A人肺腺癌组织 B人肺鳞癌组织

图2 人肺鳞癌和肺腺癌样本中PGM5-AS1的表达

由图 2A、2B 可见，与配对的癌旁组织比较，肺

鳞癌和肺腺癌组织中 PGM5-AS1表达均明显降低，

差异具有统计学意义（t分别=23.72、27.45，P均＜

0.01）。
2.3 过表达 PGM5-AS1抑制肺癌细胞锚定非依赖

性生长见图3

图3 PGM5-AS1在H520和H2170细胞中的表达

由图 3可见，在H520和H2170细胞中成功过表

达 PGM5 - AS1。 H520（PGM5 - AS1）和 H2170
（PGM5-AS1）较其对照细胞中 PGM5-AS1的表达明

显增高（t分别=20.75、7.24，P均＜0.05）。
2.4 过表达PGM5-AS1作用于H520和H2170细胞

后的特征性图像及细胞集落数

2.4.1 过表达PGM5-AS1作用于H520、H2170细胞

3周后的特征性图像见图4

图4 过表达PGM5-AS1作用于H520、H2170细胞3周后的

特征性图像（×100倍）

由图 4可见，过表达 PGM5-AS1作用于软琼脂

中的H520、H2170细胞3周后，H520（PGM5-AS1）和
H2170（PGM5-AS1）较其对照细胞（H520-Vector、
H2170-Vector）的细胞集落数明显减少。

2.4.2 过表达PGM5-AS1作用于H520、H2170细胞

3周后的细胞集落数见图5
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图5 过表达PGM5-AS1作用于H520、H2170细胞3周后

超过32个细胞的克隆数

由图5可见，H520（PGM5-AS1）和H2170（PGM5-
AS1）中超过 32个细胞的克隆数（即细胞集落数）较

其对照细胞明显减少（t 分别=8.22、8.19，P 均＜

0.05）。
3 讨论

肺癌是全世界发病率和死亡率最高的恶性肿

瘤，严重威胁到人类健康和生命安全，其中非小型

细胞肺癌中肺腺癌和肺鳞癌大约占所有肺癌患者

的80%。早期肺癌患者通常缺乏明显的症状而不能

被早期诊断，大部分被诊断的患者都是晚期肺癌。

尽管近年来，以手术为主的综合治疗已取得明显的

进步，但是患者 5年生存率仍然低于 15%[6]。因此，

新的早期诊断标记物的发现和新靶向药物的研究

是非常重要且极其迫切的。lncRNA是由RNA聚合

酶Ⅱ转录并经可变剪接而来缺乏开放阅读框的一
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类转录本，长度在 200 nt 至 100 kb 之间，且不编码

蛋白质的RNA[7]。它们通常以RNA的形式在多种层

面上（表观遗传学调控转录调控以及转录后调控等）

调控靶基因的表达水平[8]。研究报道，lncRNA在肿

瘤的发生发展过程中均具有极其重要的作用，它既

可作为原癌基因促进肿瘤的生成，亦可作为抑癌基

因来抑制肿瘤细胞的增殖迁移等[9]。除此之外，许多

癌症的发生发展均伴随着 lncRNA的异常表达。近

年来研究报道有多种 lncRNA 如 MALAT1[10，11]、HO⁃
TAIR[12]、SCAL1[13]、MEG3[14]等在肺癌中异常表达，并

在肺癌的发生发展中发挥重要作用。

PGM5-AS1 是一个位于人类第 9 号染色体

PGM5 基因的反义链的长链非编码RNA 基因[15]，但

其在肺癌中具体作用机制目前国内外尚未见相关

报道。本次研究前期通过 TCGA 数据库发现 ln⁃
cRNA PGM5-AS1在肺腺癌和肺鳞癌的癌组织中均

较正常组织表达下调。本次研究采集临床肺癌样本

库利用实时定量 PCR技术分析 lncRNA PGM5-AS1
的表达，结果显示，无论肺腺癌还是肺鳞癌，肺癌组织

中PGM5-AS1较正常组织表达下调（P均＜0.05）。为

深入探究PGM5-AS1在肺癌中发挥的具体作用，本次

研究初步选用H520和H2170细胞作为研究对象，利

用过表达载体建立稳定过表达 PGM5-AS1的细胞

H520（PGM5 - AS1）及其对照细胞 H520 - Vector，
H2170（PGM5-AS1）及其对照细胞 H2170-Vector。
结果发现，H520（PGM5-AS1）和H2170（PGM5-AS1）
较其对照细胞中 PGM5-AS1的表达明显增高（P均＜

0.05）。接着采用软琼脂集落形成实验，将 H520
（PGM5-AS1）和H2170（PGM5-AS1）及其对照细胞种

于软琼脂中，结果发现过表达PGM5-AS1明显抑制肺

癌细胞锚定非依赖性生长，即 PGM5-AS1可能通过

抑制细胞增殖来发挥其抑癌功能。

综上所述，lncRNA PGM5-AS1参与调节肺癌的

发生、发展，可能作为肺癌的一个潜在生物标志物

和治疗靶点。但由于临床病例较少，其具体作用机

制尚需扩大样本量及实验室进一步研究。
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