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lncRNA CEBPA-AS1靶向 miR-455-3p调控胃癌细胞生物学
行为的分子机制研究 *
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摘要 目的：探讨 lncRNA CEBPA-AS1对胃癌细胞生物学行为的影响及其可能作用机制。方法：qRT-PCR法检测胃癌组织、癌旁

组织与正常人胃上皮 GES1细胞和人胃癌 SNU-1、AGS、HS-746T细胞系中 lncRNA CEBPA-AS1、miR-455-3p的表达量。si-NC、

si-lncRNA CEBPA-AS1、miR-NC、miR-455-3p mimics、si-lncRNA CEBPA-AS1 与 anti-miR-NC、si-lncRNA CEBPA-AS1 与 an-

ti-miR-455-3p分别转染至 SNU-1细胞（分别命名为 si-NC组、si-lncRNA CEBPA-AS1组、miR-NC组、miR-455-3p组、si-lncRNA

CEBPA-AS1+anti-miR-NC组和 si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-455-3p组）后，MTT实验与平板克隆形成实验分别检测细胞增

殖及克隆形成能力，Transwell小室实验检测细胞迁移及侵袭能力，双荧光素酶报告基因实验与 qRT-PCR实验验证 lncRNA CEB-

PA-AS1与 miR-455-3p的靶向调控关系，Western blot法检测MMP2、MMP9蛋白表达情况。结果：与癌旁组织比较，胃癌组织中

lncRNA CEBPA-AS1的表达量显著升高，miR-455-3p的表达量显著降低，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。与 GES1细胞比较，

SNU-1、AGS、HS-746T细胞中 lncRNA CEBPA-AS1的表达量显著升高，miR-455-3p的表达量显著降低，其中 SNU-1细胞的 lncR-

NA CEBPA-AS1表达量最高，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。与 si-NC组比较，si-lncRNA CEBPA-AS1组细胞活力降低，细胞

克隆形成数、迁移及侵袭细胞数减少，MMP2、MMP9蛋白表达水平降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与 miR-NC组比较，

miR-455-3p组细胞活力降低，细胞克隆形成数、迁移及侵袭细胞数减少，MMP2、MMP9蛋白表达水平降低，差异均有统计学意义

（P＜0.05）。 lncRNA CEBPA-AS1 可靶向结合 miR-455-3p，并可负调控 miR-455-3p 的表达。与 si-lncRNA CEBPA-AS1+an-

ti-miR-NC组比较，si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-455-3p组细胞活力升高，细胞克隆形成数、迁移及侵袭细胞数增多，MMP2、

MMP9蛋白表达水平升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：干扰 lncRNA CEBPA-AS1表达可通过靶向调控 miR-455-3p而

抑制胃癌细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭。
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Study on the Molecular Mechanism of lncRNA CEBPA-AS1 on Regulating
the Biological Behavior of Gastric Cancer Cells by Targeting miR-455-3p*

To explore the effect of lncRNA CEBPA-AS1 on the biological behavior of gastric cancer cells and its pos-

sible mechanism. qRT-PCR was used to detect the expression levels of lncRNA CEBPA-AS1 and miR-455-3p in gastric cancer

tissues, adjacent tissues, normal human gastric epithelial GES1 cells and human gastric cancer cell lines SNU-1, AGS and HS-746T.

After si-NC, si-lncRNA CEBPA-AS1, miR-NC, miR-455-3p mimics, si-lncRNA CEBPA-AS1 and anti-miR-NC, si-lncRNA CEB-

PA-AS1 and anti-miR-455-3p were respectively transfected into SNU-1 cells (which were respectively named as si-NC group, si-lncRNA

CEBPA-AS1 group, miR-NC group, miR-455-3p group, si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-NC group and si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-

miR-455-3p group), the MTT experiment and the plate clone formation experiment were used to detect cell proliferation and clone for-

mation ability, the Transwell chamber experiment was used to detect cell migration and invasion ability, the dual-luciferase reporter assay

and qRT-PCR experiment were used to verify the targeted regulation relationship between lncRNA CEBPA-AS1 and miR-455-3p, the

Western blot method was used to detect the protein expression of MMP2 and MMP9. Compared with adjacent tissues, the

expression of lncRNA CEBPA-AS1 in gastric cancer tissues was significantly increased, while the expression of miR-455-3p was signifi-

cantly decreased, and the differences were statistically significant (P<0.05). Compared with GES1 cells, the expression of lncRNA CEB-
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PA-AS1 in SNU-1, AGS, HS-746T cells was significantly increased, the expression of miR-455-3p was significantly decreased, while the

expression of lncRNA CEBPA-AS1 in SNU-1 cells was the highest, and the differences were statistically significant (P<0.05). Compared
with the si-NC group, the cell viability, the number of cell clone formation, migration and invasion, and the protein expression levels of

MMP2 and MMP9 in the si-lncRNA CEBPA-AS1 group were significantly decreased, and the differences were statistically significant

(P<0.05). Compared with the miR-NC group, the cell viability, the number of cell clone formation, migration and invasion, and the pro-

tein expression levels of MMP2 and MMP9 in the miR-455-3p group were significantly decreased, and the differences were statistically

significant (P<0.05). lncRNA CEBPA-AS1 could target miR-455-3p and negatively regulate the expression of miR-455-3p. Compared

with the si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-NC group, the cell viability, the number of cell clone formation, migration and invasion, and

the protein expression levels of MMP2 and MMP9 in the si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-455-3p group were significantly increased,

and the differences were statistically significant (P<0.05). Interference of the expression of lncRNA CEBPA-AS1 could in-

hibit the proliferation, clone formation, migration and invasion of gastric cancer cells through targeted regulating of miR-455-3p.

lncRNA CEBPA-AS1; miR-455-3p; Gastric cancer; Cell proliferation; Migration; Invasion

前言

胃癌是我国肿瘤相关致死性恶性肿瘤的第三大病因，患者

预后差且病死率高。多种癌基因激活或抑癌基因失活均可促进

胃癌发生、发展，近年虽分子靶向治疗、基因治疗、生物治疗等

均取得了一定进展，但胃癌患者 5年生存率仅为 20%左右[1]。因

此，寻找胃癌发展进程中的有效靶点并用于研发靶向治疗药

物，对改善患者预后具有重要意义。

长链非编码 RNA（Long non-coding RNA，lncRNA）是一类

长度在 200-100000 nt之间的非编码 RNA分子，在基因转录、

蛋白翻译等过程中均发挥重要作用，可通过调控复杂的分子生

物网络参与胃癌等肿瘤的发生发展，其表达异常与胃癌细胞迁

移、侵袭等恶性生物学行为有关，因此可能用于评估患者预后，

或作为胃癌分子靶向治疗的潜在靶点[2-4]。

有研究发现，lncRNA CEBPA-AS1在胃癌细胞中高表达，

可促进细胞增殖并抑制细胞凋亡从而诱导胃癌细胞的恶性行

为 [5]。我们通过生物信息学预测发现，lncRNA CEBPA-AS1与

miR-455-3p存在结合位点。因有研究表明，miR-455-3p过表达

可能通过抑制Wnt/连环蛋白（茁-catenin）信号通路促进胰腺癌
细胞凋亡并抑制细胞迁移及侵袭 [6]。所以我们推测，lncRNA

CEBPA-AS1可能通过靶向调控 miR-455-3p 继而调节胃癌细

胞的生物学行为。因此我们开展实验并报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

选取 2019年 1月至 2020年 3月在本院接受胃癌根治术

的 42例患者为研究对象，其中男 22例，女 20例，年龄 55-69

岁，平均年龄（62.74± 4.31）岁。将患者胃癌组织或癌组织周围

5 cm处的癌旁组织标本分别建成 1 mm3小块后置于 RNA保

护液中，然后置于液氮中保存；在提取组织 RNA前将组织标本

转移至预冷研钵中研碎。本研究经本院伦理委员会批准，所有

患者均知情同意。

正常人胃上皮 GES1 和人胃癌 SNU-1、AGS、HS-746T 细

胞系均购自上海通派生物；Trizol试剂、Lipofectamine 2000 为

美国 Invitrogen公司产品；反转录试剂与荧光定量 PCR试剂为

北京天根生化公司产品；lncRNA CEBPA-AS1 小分子干扰

RNA （si-lncRNA CEBPA-AS1） 及 其 阴 性 对 照（si-NC）、

miR-455-3p寡核苷酸模拟物（miR-455-3p mimics）及阴性对照

mimic NC序列（miR-NC）、miR-455-3p特异性寡核苷酸抑制剂

（anti-miR-455-3p）及其阴性对照（anti-miR-NC）为广州锐博生

物公司产品；pcDNA载体与 lncRNA CEBPA-AS1过表达载体

（pcDNA-lncRNA CEBPA-AS1）为上海远慕生物公司产品；

MTT试剂、Transwell小室、Matrigel基质胶为北京索莱宝公司

产品；兔抗人 MMP2、MMP9抗体与二抗为美国 Abcam公司

产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 GES1、SNU-1、AGS、HS-746T细胞培养于含

有 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉素与 100 滋g/mL 链霉素的
DMEM培养基中，于 37℃、体积分数 5% CO2的培养箱培养，

待细胞生长融合度达到 80%时传代培养用于实验。

1.2.2 qRT-PCR检测 lncRNA CEBPA-AS1、miR-455-3p的表达

水平 向癌旁组织、胃癌组织或各组 GES1、SNU-1、AGS、

HS-746T 细胞中分别加入 Trizol 试剂，4℃条件下经 12000

r/min 离心 1 min，依次加入氯仿、异丙醇，弃上清，加入 1 mL

75%乙醇，充分洗涤 RNA沉淀，随后提取细胞中的总 RNA，并

应用紫外分光光度计测定 RNA浓度。反转录体系：5× g DNA

Buffer 2 滋L，10 × King RT Buffer 2 滋L，FastKing RT Enzyme

Mix 1 滋L，FQ-RT Primer Mix 2 滋L，RNA（2 滋g），RNase-Free
ddH2O补足体系至 20 滋L。反应条件：42℃ 15 min，95℃ 3 min。

RNA反转录合成 cDNA，以 cDNA 2 滋L进行 qRT-PCR反应，

按照荧光定量 PCR试剂盒配制反应体系。反应条件：95℃预变

性 2 min，95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共 40次

循环（参照基因为 36次循环）。用 2-△ △ Ct法分别计算 lncRNA

CEBPA-AS1（以 茁-actin为内参基因）和 miR-455-3p（以 U6 为

内参基因）的相对表达量。

1.2.3 实验分组 根据 SNU-1、AGS、HS-746T细胞中 lncRNA

CEBPA-AS1的表达情况，选择 SNU-1细胞系用于后续实验。

取对数生长期 SNU-1细胞按照每孔 5000个的密度接种于 96

孔板，利用脂质体转染技术分别将 si-NC、si-lncRNA CEB-

PA-AS1、miR-NC、miR-455-3p m imics、si-lncRNA CEBPA-AS1

与 anti-miR-NC、si-lncRNA CEBPA-AS1 与 anti-miR-455-3p 转

染至 SNU-1细胞，分别记为 si-NC组、si-lncRNA CEBPA-AS1
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组、miR-NC 组、miR-455-3p 组、si-lncRNA CEBPA-AS1+an-

ti-miR-NC 组、si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-455-3p 组。同

时将正常培养的 SNU-1细胞记为 NC组。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

Names Forward primer Reverse primer

lncRNA CEBPA-AS1 5'-GCTTCGTTTTCGGTCCAGA-3' 5'-CCCTCCACAGGTGAATGCTAT-3'

茁-actin 5'-TGCTGTCCCTGTATGCCTCT-3' 5'-TGATGTCACGCACGATTT-3'

miR-455-3p 5'-GAACTGCAGTCCATGGGCATA-3' 5'-GCAGGGTCCGAGGTATTC-3'

U6 5'-ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3' 5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'

1.2.4 MTT 检测细胞增殖 将各组 SNU-1 细胞调整密度为

1× 104个 /mL，随后接种于 96孔板（100 滋L/孔），于培养箱内培
养 24 h，每孔加入MTT溶液 20 滋L，继续孵育 4 h后弃上清液，

每孔加入 150 滋L DMSO，室温避光孵育 5 min，用酶标仪检测

波长 490 nm处的吸光度值（A值）。每组 3复孔，实验重复 3次。

1.2.5 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力 将各组

SNU-1细胞接种至 6孔板中（500个 /孔），培养 14 d弃培养

基，用 4%多聚甲醛固定 30 min，然后用 0.5%结晶紫染色液染

色 15 min，采用去离子水漂洗后晾干，观察和拍照，将＞50个

细胞的集落定为 1个克隆，计数克隆形成数。

1.2.6 Transwell实验检测细胞迁移与侵袭 迁移实验：将各

组 SNU-1细胞（5× 104个 /mL）接种于小室的上室，每孔 200滋L，
随后下室加入含有 10%胎牛血清的培养液，于培养箱内孵育

24 h后取出小室，用 PBS洗涤后分别用多聚甲醛固定 20 min，

然后用 0.1%结晶紫染色液染色 15 min，200倍显微镜随机选取

5个视野观察，计数迁移细胞数。

侵袭实验：制备 Matrigel基质胶稀释液（预冷培养液：Ma

trigel基质胶 =1:6），将Matrigel基质胶稀释液按照每孔 40滋L加
入小室的上室，于培养箱内孵育 5 h，后续实验步骤同迁移实验。

1.2.7 双荧光素酶报告基因实验检测 lncRNA CEBPA-AS1 与

miR-455-3p的靶向关系 采用 Starbase数据库预测 lncRNA

CEBPA-AS1和 miR-455-3p的结合位点。采用基因定点突变技

术突变结合位点，分别将未突变的结合位点或突变的结合位点

片段克隆至 pmirGLO 载体，构建野生型载体 lncRNA CEB-

PA-AS1-WT与突变型载体 lncRNA CEBPA-AS1-MUT。随后利

用脂质体转染技术分别将 miR-NC 或 miR-455-3p mimics 与

lncRNA CEBPA-AS1-WT 或 lncRNA CEBPA-AS1-MUT 分别

共转染至 SNU-1细胞，继续于培养箱内培养 48 h后收集细胞，

提取蛋白并加入荧光素酶底物，随后使用酶标仪测量并计算细

胞相对荧光素酶活性。

利用脂质体转染技术分别将 si-NC、si-lncRNA CEB-

PA-AS1、pcDNA、pcDNA-lncRNA CEBPA-AS1 转染至 SNU-1

细胞，培养 48 h后收集细胞并采用 qRT-PCR 法检测细胞中

lncRNA CEBPA-AS1、miR-455-3p的表达量。

1.2.8 Western blot检测MMP2、MMP9蛋白表达 用 RIPA裂

解液在冰上裂解各组 SNU-1细胞 30 min，提取细胞总蛋白。向

蛋白样品中加入上样缓冲液，沸水浴 5 min至蛋白变性，以每

孔 30 滋g蛋白样品进行 10% SDS-PAGE电泳，然后将蛋白凝

胶转移至 PVDF膜上。PVDF膜置于封闭液中封闭 1 h，TBST

洗膜后加入稀释好的基质金属蛋白酶 2（matrix metallopepti-

dase 2，MMP2）（1:800）、MMP9（1:800）、茁-actin（1:2000）抗体，
4℃孵育过夜。TBST洗膜后加入二抗稀释液（1:5000），室温孵

育 1 h，滴加 ECL显影后用 ImageJ软件分析各条带灰度值。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 21.0统计学软件分析数据，符合正态分布计量

资料以（x± s）表示，癌旁组织与胃癌组织 lncRNA CEBPA-AS1

或 miR-455-3p表达情况的比较采用配对 t检验，非配对资料的

两组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差

分析（组间两两比较采用 LSD-t检验），以 P＜0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌患者癌组织及癌旁组织中 lncRNA CEBPA-AS1 和

miR-455-3p表达情况

采用 qRT-PCR 法检测胃癌组织与癌旁组织中 lncRNA

CEBPA-AS1、miR-455-3p的表达量，结果显示，与癌旁组织比

较，胃癌组织中 lncRNA CEBPA-AS1 的表达量显著升高，

miR-455-3p的表达量显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05），

见表 2。

表 2 胃癌组织及癌旁组织 lncRNA CEBPA-AS1、miR-455-3p表达情况（x± s，n=42）
Table 2 Expression of lncRNA CEBPA-AS1 and miR-455-3p in gastric cancer and paracancerous tissues（x± s, n=42）

Groups lncRNA CEBPA-AS1 miR-455-3p

Paracancerous tissue 1.00± 0.16 1.00± 0.11

Gastric cancer tissue 2.51± 0.18 0.44± 0.05

t -9.797 7.199

P ＜0.001 ＜0.001
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2.2 胃癌细胞系中 lncRNACEBPA-AS1和miR-455-3p表达情况

采用 qRT-PCR法检测正常人胃上皮细胞 GES1与胃癌细

胞中 lncRNA CEBPA-AS1、miR-455-3p的表达量，结果显示，

与 GES1 细胞比较，胃癌 SNU-1、AGS、HS-746T 细胞系中

lncRNA CEBPA-AS1 的表达量均显著升高，miR-455-3p 的表

达量均显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）；其中胃癌细

胞 SNU-1 中 lncRNA CEBPA-AS1 的表达量相对最高（P＜
0.05），因而选用 SNU-1细胞进行后续研究，见表 3。

Note: Compared with GES1, *P<0.05; Compared with SNU-1, #P<0.05; Compared with AGS, &P<0.05.

表 3 胃癌细胞系中 lncRNA CEBPA-AS1和 miR-455-3p表达情况（x± s，n=9）
Table 3 Expression of lncRNA CEBPA-AS1 and miR-455-3p in gastric cancer cell lines（x± s, n=9）

Cell lines lncRNA CEBPA-AS1 miR-455-3p

GES1 1.00± 0.09 1.00± 0.08

SNU-1 2.54± 0.17* 0.34± 0.04*

AGS 2.17± 0.14*# 0.46± 0.04*#

HS-746T 1.89± 0.15*#& 0.52± 0.05*#&

F 198.519 275.258

P ＜0.001 ＜0.001

2.3 低表达 lncRNA CEBPA-AS1对 SNU-1细胞增殖、迁移、侵

袭及MMP2、MMP9表达的影响

采用 qRT-PCR 法验证干扰 lncRNA CEBPA-AS1 表达的

效率，随后采用MTT实验、平板克隆形成实验、Transwell实验

与 Western blot 法分别检测干扰 lncRNA CEBPA-AS1表达对

细胞活力、克隆形成、迁移、侵袭及 MMP2、MMP9表达量的影

响。结果显示，与 si-NC组比较，si-lncRNA CEBPA-AS1组细胞

活力降低，细胞克隆形成数、迁移及侵袭细胞数减少，MMP2、

MMP9蛋白表达水平降低，差异均有统计学意义（P＜0.05），见

图 1、表 4。

图 1 低表达 lncRNA CEBPA-AS1对 SNU-1细胞克隆、迁移、侵袭和MMP2、MMP9表达的影响

Fig.1 Effects of low-expression of lncRNA CEBPA-AS1 on the cloning, migration, invasion and the expression of MMP2 and MMP9 in SNU-1 cells

A：细胞克隆；B：细胞迁移；C：细胞侵袭；D：MMP2、MMP9表达

A: Cell cloning; B: Cell migration; C: Cell invasion; D: Expression of MMP2 and MMP9

2.4 高表达 miR-455-3p 对 SNU-1 细胞增殖、迁移、侵袭及

MMP2、MMP9表达的影响

采用 qRT-PCR法验证过表达 miR-455-3p的效率，随后采

用 MTT实验、平板克隆形成实验、Transwell 实验与 Western

blot法分别检测 miR-455-3p过表达对细胞活力、克隆形成、迁

移、侵袭及 MMP2、MMP9 表达量的影响。结果显示，与

miR-NC组比较，miR-455-3p组细胞活力降低，细胞克隆形成

数、迁移及侵袭细胞数减少，MMP2、MMP9蛋白表达水平降

低，差异均有统计学意义（P＜0.05），见图 2、表 5。

2.5 lncRNA CEBPA-AS1与 miR-455-3p的靶向调控关系验证

Starbase预测显示 lncRNA CEBPA-AS1与 miR-455-3p存

在结合位点，见图 3。上调 miR-455-3p的表达后，转染野生型载

体 lncRNA CEBPA-AS1-WT的 SNU-1细胞的荧光素酶活性降

低（P＜0.05），而转染突变型载体 lncRNA CEBPA-AS1-MUT

的SNU-1细胞的荧光素酶活性无明显变化（P＞0.05），见表 6。

采用 qRT-PCR法首先验证干预 lncRNA CEBPA-AS1 的

效率，随后验证干预 lncRNA CEBPA-AS1后 miR-455-3p的表

达情况。结果显示，与 si-NC组比较，si-lncRNA CEBPA-AS1组
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miR-455-3p的表达量显著升高（P＜0.05）；与 pcDNA组比较，

pcDNA-lncRNA CEBPA-AS1 组 miR-455-3p 的表达量显著降

低（P＜0.05），见表 7。

Note: Compared with si-NC group, *P<0.05.

表 4 低表达 lncRNA CEBPA-AS1抑制 SNU-1细胞增殖、迁移、侵袭和MMP2、MMP9表达（x± s，n=9）
Table 4 Low-expression of lncRNA CEBPA-AS1 inhibits the proliferation, migration, invasion and the expression of MMP2 and MMP9 in SNU-1 cells

（x± s, n=9）

Groups
lncRNA

CEBPA-AS1
A value

Number of cell

clones

Number of cell

migration

Number of cell

invasion
MMP2 MMP9

NC 1.00± 0.06 1.12± 0.08 103.33± 6.56 193.33± 11.86 128.16± 9.04 0.78± 0.07 0.85± 0.06

si-NC 1.01± 0.10 1.13± 0.09 103.33± 6.18 192.71± 10.47 127.16± 8.83 0.77± 0.08 0.85± 0.06

si-lncRNA

CEBPA-AS1
0.40± 0.04* 0.61± 0.06* 55.11± 3.44* 95.73± 7.07* 72.13± 6.34* 0.34± 0.04* 0.43± 0.03*

F 181.454 133.108 224.768 284.502 138.822 130.925 195.996

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

图 2 高表达 miR-455-3p对 SNU-1细胞克隆、迁移、侵袭和MMP2、MMP9表达的影响

Fig.2 Effects of overexpression of miR-455-3p on the cloning, migration, invasion and the expression of MMP2 and MMP9 in SNU-1 cells

A：细胞克隆；B：细胞迁移；C：细胞侵袭；D：MMP2、MMP9表达

A: Cell cloning; B: Cell migration; C: Cell invasion; D: Expression of MMP2 and MMP9

表 5 高表达 miR-455-3p抑制 SNU-1细胞增殖、迁移、侵袭和MMP2、MMP9表达（x± s，n=9）
Table 5 Overexpression of miR-455-3p inhibits the proliferation, migration, invasion and the expression of MMP2 and MMP9 in SNU-1 cells（x± s, n=9）

Groups miR-455-3p A value
Number of cell

clones

Number of cell

migration

Number of cell

invasion
MMP2 MMP9

miR-NC 1.00± 0.09 1.13± 0.09 101.44± 6.19 192.73± 11.05 129.98± 8.83 0.78± 0.08 0.85± 0.06

miR-455-3p 2.03± 0.10 0.59± 0.06 45.22± 3.46 101.38± 7.21 67.36± 4.61 0.41± 0.04 0.32± 0.03

t -22.879 15.495 23.800 20.770 18.859 12.758 22.530

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

图 3 Starbase预测 lncRNA CEBPA-AS1和 miR-455-3p的结合关系

Fig.3 Starbase used to predict the binding relationship between lncRNA

CEBPA-AS1 and miR-455-3p

2.6 低表达 miR-455-3p 对 lncRNA CEBPA-AS1 低表达的

SNU-1细胞增殖、迁移、侵袭及MMP2、MMP9表达的影响

采用 qRT-PCR法验证干扰 lncRNA CEBPA-AS1 表达后

再抑制 miR-455-3p表达的效率，随后采用 MTT实验、平板克

隆形成实验、Transwell 实验与 Western blot 法分别检测

si-lncRNA CEBPA-AS1 与 anti-miR-455-3p 共转染对细胞活

力、克隆形成、迁移、侵袭及MMP2、MMP9表达量的影响，结果
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Note: Compared with si-NC group, *P<0.05; Compared with pcDNA group, #P<0.05.

显示，与 si-lncRNA CEBPA-AS1+anti-miR-NC组比较，si-lncR-

NA CEBPA-AS1+anti-miR- 455-3p组细胞活力升高，细胞克隆

形成数、迁移及侵袭细胞数增多，MMP2、MMP9蛋白表达水平

升高，差异均有统计学意义（P＜0.05），见图 4、表 8。

3 讨论

lncRNA在多种肿瘤中广泛表达，其中多种 lncRNA在胃

癌发生发展过程中均存在异常表达并发挥重要调控作用，例如

lncRNA ZEB2-AS1可通过激活Wnt/茁-catenin途径促进胃癌发
生，lncRNA HOTAIR可通过靶向结合 miR-126而调节趋化因

表 6 双荧光素酶报告基因实验检测 lncRNA CEBPA-AS1和 miR-455-3p的靶向结合关系（x± s，n=9）
Table 6 Double luciferase reporter gene assay used to detect the targeted binding relationship between lncRNA CEBPA-AS1 and miR-455-3p（x± s, n=9）

Groups
Luciferase activity

lncRNA CEBPA-AS1-WT lncRNA CEBPA-AS1-MUT

miR-NC 1.00± 0.08 1.00± 0.08

miR-455-3p 0.40± 0.04 0.98± 0.08

t 20.895 0.521

P ＜0.001 0.609

表 7 qRT-PCR检测干预 lncRNA CEBPA-AS1后 miR-455-3p的表达情况（x± s，n=9）
Table 7 The expression of miR-455-3p detected by qRT-PCR after intervention of lncRNA CEBPA-AS1（x± s，n=9）

Groups lncRNA CEBPA-AS1 miR-455-3p

si-NC 1.00± 0.07 1.00± 0.09

si-lncRNA CEBPA-AS1 0.39± 0.04* 2.41± 0.15*

pcDNA 0.99± 0.08 1.00± 0.08

pcDNA-lncRNA CEBPA-AS1 1.91± 0.11# 0.48± 0.03#

F 598.553 643.035

P ＜0.001 ＜0.001

图 4 低表达miR-455-3p对 lncRNA CEBPA-AS1低表达的 SNU-1细胞克隆、迁移、侵袭和MMP2、MMP9表达的影响

Fig.4 Effects of low-expression of miR-455-3p on the cloning, migration, invasion and the expression of MMP2 and MMP9 in SNU-1 cells with

low-expression of lncRNA CEBPA-AS1

A：细胞克隆；B：细胞迁移；C：细胞侵袭；D：MMP2、MMP9表达

A: Cell cloning; B: Cell migration; C: Cell invasion; D: Expression of MMP2 and MMP9
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表 8 低表达 miR-455-3p逆转 lncRNA CEBPA-AS1低表达对 SNU-1细胞增殖、迁移、侵袭和MMP2、MMP9表达的影响（x± s，n=9）
Table 8 Low-expression of miR-455-3p reverses the effect of low-expression of lncRNA CEBPA-AS1 on the proliferation, migration, invasion and the

expression of MMP2 and MMP9 in SNU-1 cells（x± s, n=9）

Groups miR-455-3p A value
Number of cell

clones

Number of cell

migration

Number of cell

invasion
MMP2 MMP9

si-lncRNA

CEBPA-AS1

+anti-miR-NC

1.00± 0.11 0.61± 0.08 56.44± 3.13 95.00± 7.90 73.00± 5.31 0.34± 0.04 0.44± 0.03

si-lncRNA

CEBPA-AS1

+anti-miR-455-3p

0.46± 0.03 1.27± 0.09 129.56± 7.97 220.711± 14.34 165.47± 14.39 0.83± 0.07 0.75± 0.06

t 9.160 -16.857 -14.764 -23.038 -11.319 -18.851 -14.569

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

子受体 4型（chemokine receptor4，CXCR4）和 RAS同源基因家

族成员 A（ras homolog gene family member A，RhoA）信号通路

从而促进胃癌细胞的增殖和转移，LINC01133 可通过充当

miR-106a-3p 的竞争内源性 RNA （competing endogenous

RNAs，ceRNA）而调节结肠腺瘤样息肉（adenomatous polyposis

coli，APC） 基 因 表 达 进 而 抑 制 胃 癌 的 进 展 ，lncRNA

ADAMTS9-AS2 可通过调节 miR-223-3p/NOD 样受体家族 3

（NOD-like receptors，NLRP3）信号轴进而抑制胃癌的发展[7-10]。

虽然有研究表明，lncRNA CEBPA-AS1参与诱导了胃癌细胞的

恶性行为[5]，但其在胃癌中的具体功能及作用机制尚未明确。

lncRNA CEBPA-AS1位于细胞质中，其表达上调与口腔鳞

状细胞癌细胞分化程度、淋巴结转移和临床高分期有关，可能

是评估患者预后的生物标志物，沉默 lncRNA CEBPA-AS1可

通过靶向 CCAAT增强子结合蛋白琢（CCAAT/enhancer binding
protein 琢，CEBPA）基因而抑制癌细胞增殖、迁移和侵袭并诱导
细胞凋亡 [11]。肝癌组织中 lncRNA CEBPA-AS1的表达量也升

高，其表达量与肿瘤大小、门静脉肿瘤血栓和侵袭转移有关，下

调 lncRNA CEBPA-AS1可抑制细胞增殖、侵袭[12]。本研究结果

显示，胃癌组织与细胞系中 lncRNA CEBPA-AS1的表达量均

显著升高，干扰 lncRNA CEBPA-AS1表达可降低胃癌细胞活

力、减少细胞克隆形成数，提示干扰 lncRNA CEBPA-AS1表达

可抑制胃癌细胞增殖。MMP2、MMP9属于基质金属蛋白酶，抑

制其表达可防止细胞外基质过度降解从而抑制肿瘤细胞转

移[13,14]。本研究结果显示，干扰 lncRNA CEBPA-AS1表达后，胃

癌迁移及侵袭细胞数减少，MMP2、MMP9蛋白水平降低，提示

干扰 lncRNA CEBPA-AS1表达可抑制胃癌细胞转移，且该抑

制作用可能与减少MMP2、MMP9蛋白表达有关。

通过进一步研究，初步证实 lncRNA CEBPA-AS1可靶向

结合 miR-455-3p，并可负向调控 miR-455-3p的表达。有研究表

明，miR-455-3p 表达下调可促进骨肉瘤细胞增殖和侵袭 [15]；

lncRNA ZEB1-AS1抑制 miR-455-3p表达可促进 P21激活激酶

2（p21 activated kinase 2，PAK2）表达从而促进结肠腺癌细胞增

殖及转移[16]；而上调 miR-455-3p表达可抑制结肠癌细胞增殖并

诱导细胞凋亡[17]。另外，miR-455-3p还可通过抑制转化生长因

子 -茁（transforming growth factor-茁，TGF-茁）信号通路进而抑制
乳腺癌细胞增殖[18]。本研究结果显示，胃癌组织及其细胞系中

miR-455-3p的表达量显著降低，上调 miR-455-3p表达可降低

胃癌细胞活力、减少细胞克隆形成数以及迁移、侵袭细胞数，提

示 miR-455-3p过表达可抑制胃癌细胞增殖、转移等恶性生物

学行为。随后，为进一步证实 lncRNA CEBPA-AS1靶向调控

miR-455-3p在胃癌发生发展过程中的作用，通过挽救实验发

现，抑制 miR-455-3p表达可拮抗干扰 lncRNA CEBPA-AS1表

达对胃癌细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭的抑制作用，并增加

MMP2、MMP9蛋白表达，提示 lncRNA CEBPA-AS1可通过靶

向调控 miR-455-3p进而促进胃癌细胞生长及转移。

综上所述，胃癌组织与细胞系中 lncRNA CEBPA-AS1的

表达量升高，而 miR-455-3p的表达量降低，干扰 lncRNA CEB-

PA-AS1表达可通过上调 miR-455-3p表达而抑制胃癌细胞增

殖、克隆形成、迁移及侵袭，lncRNA CEBPA-AS1可能作为胃癌

的潜在治疗靶点。因此，我们将通过动物实验进一步验证

lncRNA CEBPA-AS1/miR-455-3p在胃癌发生及发展进程中的

作用。

另外，虽然目前围绕 lncRNA CEBPA-AS1的研究很少，但

已证实其在口腔鳞状细胞癌中可调控 CEBPA/Bcl2信号轴[11]，

在肝癌中可以通过 E- 钙黏蛋白（E-cadherin）、N- 钙黏蛋白

（N-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）调控上皮细胞 -间充质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）[12]，在骨肉瘤中可通过

miR-10b-5p/核受体辅助抑制因子 2（nuclear receptor corepres-

sor 2，NCOR2）信号轴调控 Notch 信号通路 [19]。因此，lncRNA

CEBPA-AS1是否可能通过靶向调控上述微小 RNA（microR-

NA，miRNA）、蛋白甚至信号通路而发挥作用也需进一步探究。
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