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Cav-1通过增加 IncRNA HOTAIR的表达促进非小细胞肺癌细胞增殖 *
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摘要目的：探讨 Cav-1对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞增殖的影响及其分子机制。方法：取我院收治的 2017年 1月至 2018年 1月
15例 NSCLC患者手术切除的肺组织，并获取肺癌旁组织 15例。实时定量 PCR检测其中 Cav-1和 lncRNA HOTAIR的表达。进

一步检测 Cav-1和 lncRNA HOTAIR在各肺癌细胞系中的表达。采用脂质体 3000介导将 siCAV-1和 pcDNA3.1/CAV-1转染入
NSCLC细胞系中，实时定量 PCR检测 lncRNA HOTAIR 的表达，CCK-8检测细胞增殖。随后，将 siHOTAIR以及 pcDNA3.1/

HOTAIR转染入 CAV-1过表达的 NSCLC细胞系中，CCK-8检测细胞增殖情况。结果：NSCLC患者手术切除的肺组织中 CAV-1
mRNA和 HOTAIR lncRNA的表达均显著高于其在癌旁组织(P约0.001)。与健康人肺组织上皮细胞系(NuLi-1)相比，各肺癌细胞系

中 CAV-1 mRNA和 HOTAIR lncRNA的表达均显著增加，鳞状细胞癌细胞系 (SK-MES-1) 除外。siCAV-1显著降低 NSCLC中
CAV-1的表达(P0.01)以及其增殖能力，而 pcDNA3.1/CAV-1显著增加 NSCLC 中 CAV-1 的表达(P约0.01)以及其增殖。与对照
siRNA 相比，siCAV-1 显著降低 HOTAIR lncRNA 的表达 (P约0.05)。与对照质粒相比，pcDNA3.1/CAV-1 显著增加 HOTAIR

lncRNA的表达(P约0.01)。siHOTAIR可显著抑制 NSCLC细胞增殖(P约0.05)，且可明显取消 pcDNA3.1/CAV-1转染对 NSCLC细胞

增殖的促进作用 (P约0.05)，而 pcDNA3.1/HOTAIR可显著增加 NSCLC细胞增殖 (P约0.05)，且 CAV-1 过表达可增强 pcDNA3.

1/HOTAIR对 NSCLC细胞增殖的促进作用(P约0.05)，而 siCAV-1转染可抑制 pcDNA3.1/HOTAIR对 NSCLC细胞增殖的促进作

用。结论：CAV-1通过上调 lncRNA HOTAIR的表达促进肺癌细胞的增殖。
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Cav-1 Promotes the Cell Proliferation of Lung Cancer
by Increasing the IncRNAHOTAIR Expression*

To explore the effect and molecular mechanism of Cav-1 on the proliferation of non-small cell lung cancer

(NSCLC) cells. Surgically removed lung tissue was obtained from 15 cases of NSCLC patients who admitted in our hospital

from January 2017 to January 2018 and 15 cases of corresponding paracancer tissue was also obtained. The expressions of CAV-1 and
lncRNA HOTAIR were detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). The siCAV-1 and pcDNA3.1/CAV-1 were transfected into

NSCLC cells by Lipofectamine3000. Expression of lncRNA HOTAIR was tested by qRT-PCR, cell proliferation was measured by

CCK-8. Then, siHOTAIR and pcDNA3.1/ HOTAIR were transfected into CAV-1-overexpressed NSCLC cells, the cell proliferation was

measured by CCK-8. The expressions of CAV-1 and lncRNA HOTAIR in NSCLC tissue were higher than those in the

paracancer tissue (P<0.001). Compared with normal lung tissue epithelial cell lines (NuLi-1), the expressions of CAV-1 and lncRNA

HOTAIR in multifarious lung cancer cell lines were also increased, besides that in squamous cell cancer cell line (SK-MES-1). The
siCAV-1 significantly reduced the CAV-1 expression(P<0.01) and cell proliferation of NSCLC cells. The pcDNA3.1/CAV-1 significantly

increased the CAV-1 expression (P<0.01) and cell proliferation of NSCLC cells. The siHOTAIR reduced cell proliferation of NSCLC

cells, whereas pcDNA3.1/CAV-1 increased siHOTAIR-induced cell proliferation. pcDNA3.1/HOTAIR increased cell proliferation, and

pcDNA3.1/CAV-1 also enhanced pcDNA3.1/HOTAIR-induced cell proliferation which was inhibited by siCAV-1 transfection.

CAV-1 may promote the proliferation of NSCLC cells by regulating lncRNA HOTAIR expression.
Cav-1; IncRNA; HOTAIR; Lung cancer; Cell proliferation
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Name Forward primers5'-3' Reverse primers5'-3'

siCAV-1_91 GGAGCGGUUAGUUCGAUUUdTdT AAAUCGAACUAACCGCUCCdTdT

siControl CAV-1_91 GGAUUGGUUGAAGCCGUUUdTdT AAACGGCUUCAACCAAUCCdTdT

siHOTAIR _484 CCUUAUAAGUAUGCACAUUdTdT AAUGUGCAUACUUAUAAGGdTdT

siControl HOTAIR _484 CCUAAUAUGCGUCAUAAUUdTdT AAUUAUGACGCAUAUUAGGdTdT

CAV-1 GGAGTGTCCGCTTCTGCTAT GCCCAACAGACCCAATCTCA

HOTAIR GTGAAACCAGCCCTAGCCTT GCTCTGTGCTGCCAGTTAGA

表 1引物设计

Table 1 Primer sequences

前言

肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率

持续上升。随着近年来对肺癌发病机制的理解[1]，其在治疗方面

也取得了极大的进展，尤其是化学疗法和靶向分子疗法的应

用[2]。然而，由于肺癌的快速发展和转移特征，晚期肺癌的治疗

受到一定程度的限制[3]。因此，揭示肺癌的发展机制并确定新的

治疗靶点已迫在眉睫。

Caveolin-1(CAV-1)是细胞膜微囊膜的重要结构功能蛋白，

其在不同肿瘤组织和细胞系中表达不同，表明其作用可随癌症

类型而变化[4]。CAV-1作为细胞膜微囊膜的主要成分，也是影

响这些囊泡信号调节的主要蛋白 [4]。越来越多的证据表明

CAV-1在各种肿瘤的发展和转移中起至关重要的作用。目前，

已经有越来越多的研究集中在 CAV-1对肿瘤增殖、侵袭和转

移的影响[5-8]。Kim等人研究发现 CAV-1参与肺癌细胞的侵袭
和迁移过程[9]。Liang等人的研究表明 CAV-1与表皮生长因子

受体联合可作为乳腺癌诊断中的预后指标[10]。但 CAV-1在不

同的癌症中表达不同，其作用意义也可能截然相反。研究

CAV-1对肺癌的影响并探讨其作用机制有助于临床肺癌的预

防、诊断和治疗。因此，本研究主要探讨了 CAV-1对肺癌的调

控作用及分子机制，以期为肺癌的治疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 组织样本收集 取我院收治的 2017年 1月 -2018年 1

月 15例 NSCLC患者手术切除的肺组织。肺癌旁组织 15例，均

取自肿瘤远端 3 cm以外，或手术边缘经病理检查未发现癌细
胞。获取组织标本后，立即储存在 -80℃备用。所有患者术前均

未接受放化疗，术后经组织病理学检查确诊。

1.1.2细胞培养 健康人肺组织上皮细胞系 NuLi-1，人肺癌细

胞系 A549(来自恶性肿瘤肺组织)、SK-MES-1(来自鳞状细胞癌
肺组织)、NCI-H1184(来自小细胞肺癌肺组织)、NCI-H1770(来

自 4期非小细胞肺癌肺组织)、NCI-H2087 (来自 1期非小细胞
肺癌肺组织)和 NCI-H1573(来自 4期恶性腺癌肺组织)。所有细

胞均分别培养在含有 10%胎牛血清的 DMEM培养基中，放置

于 37℃、5%CO2的培养箱中。

1.1.3 主要试剂和仪器 所有细胞系均购自美国 ATCC公司。
Lipofectamine3000 (中国上海 Invitrogen公司)，TRIzol试剂(中
国上海 Invitrogen公司)，Nanodrop 2000(美国赛默飞公司)，Re-

vertAidHMinus第一链 cDNA合成试剂盒 (中国上海 Promega

公司)，ABI 7500系统(美国赛默飞公司)，CCK-8试剂盒(中国北

京索莱宝科技有限公司)，酶标仪(美国 Bio-rad公司)。
1.2 方法
1.2.1 细胞转染 严格按照说明书进行瞬时转染，siCAV-1以

及它的对照 siRNA、siHOTAIR 以及它的对照 siRNA 引物由
BLOCK-iTTM RNAi Designer在线引物设计软件设计，由上海生

工股份有限公司合成。pcDNA3.1/CAV-1以及它的对照质粒、
pcDNA3.1/ HOTAIR 以及它的对照质粒由上海吉玛制药技术
有限公司设计。脂质体 3000介导转染。转染后 48小时收集细

胞，实时定量 PCR检测转染效率。siRNA引物设计见表 1。
1.2.2 实时定量 PCR检测 严格按照说明书操作，用 TRIzol

试剂提取细胞和组织中的总 RNA。Nanodrop 2000进行总 RNA

定量。取 5 滋g总 RNA，采用 RevertAidHMinus第一链 cDNA

合成试剂盒合成 cDNA。然后在 ABI 7500系统上进行实时定

量 PCR。18 s为内参，2-△△Ct计算所有 mRNA水平，每个样本做
3个平行实验。用 Primer designing tool在线引物设计软件设计

引物，引物设计见表 1。

1.2.3 CCK-8法检测细胞增殖 将 3× 103个细胞的悬浮液接

种于 96孔板中，每孔 100 滋L。放置于 37℃、5%CO2的培养箱

中分别培养 1天、2天、3 天、4天和 5 天。随后向每孔中加入
10 滋L CCK-8溶液，继续在培养箱中培养 4小时。用酶标仪在

波长 450 nm处读取吸光度[11]。

1.3 统计学分析

采用 SPSS17.0软件进行统计学分析，所有数据均以平均

值标准偏差 (x依s) 表示，多组间比较采用单因素方差分析
(one-way ANOVA)，两组间比较采用 LSD-t检验，以 P约0.05表

示差异有统计学意义。

2 结果

2.1非小细胞肺癌 (NSCLC) 组织和癌旁组织中 CAV-1 mRNA

和 HOTAIR lncRNA的表达比较
NSCLC患者手术切除的肺组织中 CAV-1 mRNA和 lncR-

NA HOTAIR 的表达均显著高于其在癌旁组织 (P约0.001，P约
0.001)，见图 1。
2.2 肺癌细胞系中 CAV-1 mRNA和 HOTAIR lncRNA的表达
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图 1在 NSCLC组织和癌旁组织中 CAV-1 mRNA(A)和 HOTAIR lncRNA(B)的表达

Fig.1 The expressions of CAV-1 mRNA (A)and HOTAIR lncRNA (B)

in the NSCLC tissue and paracancer tissue

图 2健康人肺上皮细胞系和各肺癌细胞系中 CAV-1 mRNA(A)和 HOTAIR lncRNA(B)的表达

Fig.2 The expressions of CAV-1 mRNA (A)and HOTAIR lncRNA(B) in the healthy human lung epithelial cell line and lung cancer cell lines

注：*p约0.05，与 NuLi-1对比；**p约0.01，与 NuLi-1对比；***p约0.001，与 NuLi-1对比。

Note: *p约0.05, vs NuLi-1; **p约0.01, vs NuLi-1; ***p约0.001, vs NuLi-1.

与健康人肺组织上皮细胞系 NuLi-1 相比，CAV-1 mR-

NA 和 HOTAIR lncRNA 的表达在各肺癌细胞系中均显著增
加，鳞状细胞癌细胞系 SK-MES-1除外。而 CAV-1 mRNA和

HOTAIR lncRNA 的表达增加在 4 期非小细胞肺癌细胞系
NCI-H1770 中最为显著，因此后续试验采用 NCI-H1770 为研
究对象。见图 2。

2.3 CAV-1的表达水平对 NSCLC细胞增殖的影响

将 siCAV-1 转染入 NCI-H1770 细胞系之后，CAV-1 mR-

NA的表达显著降低(P约0.01)，其增殖能力明显降低；而 pcD-

NA3.1/CAV-1 转染入 NCI-H1770 细胞系之后，CAV-1 mRNA

的表达显著增加(P约0.01)，其增殖能力显著增强。见图 3。
2.4 CAV-1的表达水平对 HOTAIR lncRNA表达的影响

与对照 siRNA相比，siCAV-1显著降低 HOTAIR lncRNA

的表达(P约0.05)。与对照质粒相比，pcDNA3.1/CAV-1显著增加
HOTAIR lncRNA的表达(P约0.01)。见图 4。
2.5 HOTAIR的表达抑制对 pcDNA3.1/CAV-1诱导的 NSCLC

细胞增殖的影响

采用 siHOTAIR可显著抑制 NSCLC细胞增殖，且可明显

取消 pcDNA3.1/CAV-1转染对 NSCLC细胞增殖的促进作用。
pcDNA3.1/HOTAIR可显著增加 NSCLC细胞增殖，且 CAV-1

过表达可显著增强 pcDNA3.1/HOTAIR对 NSCLC细胞增殖的

促进作用，而 siCAV-1 转染可抑制 pcDNA3.1/HOTAIR 对
NSCLC细胞增殖的促进作用。见图 5。

3 讨论

肺癌的转移性强、死亡率高、预后差，其发生和发展过程涉

及多种因素[12，13]，揭示其潜在的发生机制可为临床治疗提供有

效的治疗靶点。CAV-1为细胞膜表面特定囊泡中的结构蛋白，

其在各种细胞类型中广泛分布。CAV-1的调节涉及多种生理活

动的改变，包括细胞增殖，分化，细胞凋亡和信号转导[16,17]。近年

来，研究显示 CAV-1在肿瘤增殖和转移中发挥重要作用[14，15]。

CAV-1与不同的肿瘤有关，特别值得关注的是 CAV-1在癌症

发生和发展过程中起促进和抑制双重作用[18，19]。Yang等人通过
对 76例结肠直肠癌患者的研究显示 Cav-1水平与肿瘤结节转

移期、淋巴结转移和远处转移之间呈负相关。且此研究的体外

实验还表明 Cav-1过表达可抑制结肠直肠癌细胞系 SW480的

增殖、迁移和浸润，其机制可能与降低表皮生长因子受体的活

性有关[20]。

Wu等人的免疫组化结果显示在 70%(49/70)的小细胞肺癌

患者癌组织中发现 CAV-1阳性表达[14]。在本研究中，CAV-1在
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图 4 CAV-1的表达水平对 HOTAIR lncRNA表达的影响

Fig.4 The effect of CAV-1 expression on the HOTAIR lncRNA expression

图 3 siCAV-1转染的鉴定(A)以及其对 NSCLC细胞增殖的影响(B), pcDNA3.1/CAV-1转染的鉴定(C)以及其对 NSCLC细胞增殖的影响(D)

Fig.3 The identification of siCAV-1 transfection(A) and its effect of NSCLC proliferation(B),

the identification of pcDNA3.1/CAV-1 transfection(C) and its effect of NSCLC proliferation(D)

注：*p约0.05，与对照对比；**p约0.01，与对照对比。
Note: *p约0.05, vs Control; **p约0.01, vs Control.

NSCLC患者手术切除的肺组织中显著上调。我们进一步检测

了 CAV-1在各肺癌细胞系中的表达，结果显示 Cav-1在人恶

性肿瘤细胞系 A549、小细胞肺癌细胞系 NCI-H1184、4期非小

细胞肺癌细胞系 NCI-H1770、1 期非小细胞肺癌细胞系
NCI-H2087和 4期恶性腺癌细胞系 NCI-H1573中的表达均显
著增加，表明这些癌症的发生发展与 Cav-1的过表达密切相

关。目前，越来越多的证据表明 CAV-1 的功能主要取决于
CAV-1和 Lnc HOTAIR之间的相互作用 [21]。因此，我们检测

CAV-1 是否影响肺癌组织中的 HOTAIR 表达，结果表明
CAV-1的表达改变可有效 HOTAIR的表达。

随后，我们通过在体外过表达或敲低 CAV-1的表达来阐

明其功能。CAV-1过表达提高肺癌细胞的增殖，表明 CAV-1促

进了肿瘤的发生和发展。此结果与 Takeda 等人的研究一致,

CAV-1缺失的肝癌细胞系 HepG2展现出细胞增殖的降低以及
细胞凋亡增加 [18]。那么，CAV-1是否可以调节 HOTAIR的表

达？本研究结果显示 CAV-1 过表达增加 HOTAIR 表达，而
CAV-1敲减降低 HOTAIR表达，表明 CAV-1与 HOTAIR的表

达存在关联。此外，当 HOTAIR过表达时，肺癌细胞的增殖增

强，而阻断 HOTAIR的表达则相反，这与 CAV-1的作用相符。

因此，HOTAIR在肺癌中扮演了致癌基因的角色，这与其他人

的研究结果一致[22-24]。

长链非编码 RNA 在过去几十年中仅仅被认为是转录 "

噪音 "。许多研究表明 lncRNA在表观遗传水平上调控基因表

达[25, 26]。此外，lncRNA在肿瘤细胞的增殖，凋亡和侵袭中发挥

重要作用，并参与癌症的转移[27，28]。HOTAIR的异常表达与各

种癌症相关，如乳腺癌、肝癌、胃癌、结直肠癌、胰腺癌等，并影

响癌症患者的生存和预后[23，29]。HOTAIR与细胞凋亡、增殖和

肿瘤细胞的侵袭密切相关[24，30]。HOTAIR在癌症中的作用机制

可能与其招募 PRC2 和 LSD1复合物，H3K27 甲基化和 H3K4

去甲基化，并最终导致基因沉默有关 [31]。但是，异常表达的

HOTAIR如何推动癌症进展的确切机制尚未完全了解。
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图 5 siHOTAIR(A)和 pcDNA3.1/HOTAIR(B)对 NSCLC细胞增殖的影响

Fig.5 The effect of siHOTAIR(A)and pcDNA3.1/HOTAIR(B)on NSCLC proliferation

注：*p约0.05，与对照对比；**p约0.01，与对照对比；#p约0.05，与转染 siHOTAIR或者 pcDNA3.1/HOTAIR对比；
##p约0.01，与转染 siHOTAIR或者 pcDNA3.1/HOTAIR对比。

Note: *p约0.05, vs Control; **p约0.01,vs Control; #p约0.05, vs siHOTAIRor pcDNA3.1/HOTAIR;
##p约0.01, vs siHOTAIRor pcDNA3.1/HOTAIR.

总之，本研究结果表明 CAV-1通过调节 lncRNA HOTAIR

的表达促进肺癌细胞的增殖，CAV-1可能是一种新的肺癌治

疗靶点，希望为临床上肺癌的预防和治疗提供新思路。
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