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!!&摘要'!目的!研究长链非编码 EHF"g(1EHF#肺癌相关转录产物 ."gjGFN.#靶向微小 EHF"#%E#;
I35;I, 对人视网膜母细胞瘤"ET#细胞增生)迁移和侵袭的影响(!方法!收集 53.: 年 I 月至 535. 年 . 月在
河南省立眼科医院确诊并行眼球摘除术的 54 例 ET患者的 ET组织样本%正常视网膜组织标本".5 例眼球破
裂伤)4 例眼球萎缩)7 例眼球穿通伤合并有色素膜嵌顿#取自同期在河南省立眼科医院行眼球摘除术的 54 例
患者( 采用实时荧光定量 DGE检测 g(1EHFgjGFN. 和 #%E;I35;I, 在 ET组织)细胞系"b;4:)d"EL;EP;.)
VhK;ETXX#及人视网膜上皮细胞 "FED";.:#中的表达( 将 ET细胞 b;4: 分为对照组)小干扰 EHF"A%#;
g(1EHFgjGFN. 组)A%;对照 "12(# 组) ,1JHF组) ,1JHF;g(1EHF gjGFN. 组)#%E;12( 组)#%E;I35;I, 组)
A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12( 组和 A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组%分别转染相应试剂( 采用
d@A=@B( P&2=法检测 RRD5 和 RRD: 蛋白表达,采用细胞计数试剂盒 7 法检测细胞增生活力,采用克隆形成实
验检测细胞增生能力,采用 NB$(A'@&&实验检测细胞迁移和侵袭能力( 采用双荧光素酶报告实验和实时荧光
定量 DGE验证 g(1EHFgjGFN. 对 #%E;I35;I, 的靶向调控作用(!结果!ET组织中 g(1EHFgjGFN. 表达
量为 5]40k3]0X%明显高于正常视网膜组织的 .]33k3].I,#%E;I35;I, 表达量为 3]X5k3]3/%明显低于正常视
网膜组织的 .]33k3].0%差异均有统计学意义"*l5X].:3)5.]3X:%均 !n3]33.#( 人 ET细胞系 b;4:)d"EL;
EP;. 和 VhK;ETXX 中 g(1EHFgjGFN. 表达水平明显高于 FED";.: 细胞%#%E;I35;I, 表达水平明显低于
FED";.: 细胞%差异均有统计学意义"均 !n3]3I#( A%;g(1EHFgjGFN. 组 g(1EHFgjGFN. 表达量%RRD5)
RRD: 蛋白相对表达量%吸光度";#值%细胞增生)迁移)侵袭数量较对照组均明显减少%差异均有统计学意义
"均 !n3]3I#( #%E;I35;I, 组 #%E;I35;I, 表达量高于 #%E;12( 组%RRD5)RRD: 蛋白相对表达量%细胞活力
;值%细胞增生)迁移)侵袭数量少于 #%E;12( 组%差异均有统计学意义 "*l53]54X).X]77X).X].7.).5]/:5)
.4]4X:)53]77:) 5.]:.0%均 !n3]33. #( A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;I35;I, 组 #%E;I35;I, 表达量低于
A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12( 组%RRD5)RRD: 蛋白相对表达量%细胞活力 ;值%细胞增生)迁移)侵袭数
量高于 A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;12( 组%差异均有统计学意义 "*l.X]3:4) .I]70:) .I]4I4) ..]7/3)
./]50I)./]I/I)./]X74%均 !n3]33.#( 与 g(1EHFgjGFN.;野生型共转染时%#%E;I35;I, 组相对荧光素酶活
性值低于 #%E;12( 组%差异有统计学意义 "*l./]04:%!n3]33. #( ,1JHF;g(1EHF gjGFN. 组 g(1EHF
gjGFN. 表达量高于 ,1JHF组%#%E;I35;I, 表达量低于 ,1JHF组%A%;g(1EHFgjGFN. 组 g(1EHFgjGFN. 表
达量低于 A%;12( 组%#%E;I35;I, 表达量高于 A%;12( 组%差异均有统计学意义 "均 !n3]3I#(!结论!抑制
g(1EHFgjGFN. 表达通过靶向上调 #%E;I35;I, 可减弱人 ET细胞的增生)迁移和侵袭能力(!

&关键词'!视网膜母细胞瘤, #%E;I35;I,, 增生, 迁移, 侵袭, 长链非编码 EHF, 肺癌相关转录因子 .
JKL$.3-04/361#$-M-1(..I:7:;535.375/;33X7.

S55(,4%5Q&,B%;Q\$;CD 4+3.(4-&. 6-B0F"!0F7%&4*(1-%9%.-,+91(*+2-%3%5*)6+&3(4-&%19+'4%6+ ,(99'
T%40 R(40D%J%W/40.%40Q%U)/9%40.%4D

DX(-)3*.(4*/5,-+*+)$./$/01% '(4)4 !3/8%4&%)$ !(/-$(_7'/7-%*)$% '(4)4 @1('/7-%*)$% V+(40 +̀/" \aNNNF%
6+%4),QX(-)3*.(4*/5?("3/7"30(31%'(4)4 !3/8%4&%)$!(/-$(_7'/7-%*)$%V+(40 +̀/" \aNNNF%6+%4)
6/33(7-/4:%40 )"*+/3$J%W/40.%40%@.)%$$$%1/40.%40NNaDcaBDEFC&/.

";1'43+,4#<J1K(,4-2(<N2%(+@A=%)$=@=<@@OO@1=A2O&2()(2(12?%()EHF"g(1EHF# &>()1$(1@B$AA21%$=@?
=B$(A1B%,=. "gjGFN.# =$B)@=%()#%1B2EHF "#%E#;I35;I, 2( =<@,B2&%O@B$=%2(%#%)B$=%2( $(? %(+$A%2( 2O<>#$(
B@=%(2P&$A=2#$"ET# 1@&&A-!L(4*%8'!ET=%AA>@A$#,&@A'@B@12&&@1=@? OB2# 54 ET,$=%@(=A'<2>(?@B'@(=
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@C@P$&&@(>1&@$=%2( %( V@($( "C@V2A,%=$&OB2# R$C53.: =28$(>$BC535.-F(2=<@B54 (2B#$&B@=%($&=%AA>@
A,@1%#@(A'@B@12&&@1=@? OB2#.5 ,$=%@(=A'%=< @C@P$&&B>,=>B@%4 '%=< @C@P$&&$=B2,<C%$(? 7 '%=< @C@P$&&,@(@=B$=%()
%(M>BC12#P%(@? '%=< ,%)#@(=O%&#%(1$B1@B$=%2( '<2>(?@B'@(==<@@C@P$&&@(>1&@$=%2( %( V@($( "C@V2A,%=$&?>B%()
=<@A$#@,@B%2?-N<@@U,B@AA%2(A2Og(1EHFgjGFN. $(? #%E;I35;I, %( ET=%AA>@A%1@&&&%(@A"b;4:%d"EL;EP;.%
Vh2;ETXX# $(? <>#$( B@=%($&@,%=<@&%$&1@&&A"FED";.:# '@B@?@=@1=@? PCB@$&;=%#@S>$(=%=$=%+@DGE-b;4: ET
1@&&'$A?%+%?@? %(=212(=B2&)B2>,%A#$&&%(=@BO@B%()EHF "A%#;g(1EHFgjGFN. )B2>,%A%;12(=B2&"12(# )B2>,%
,1JHF)B2>,%,1JHF;g(1EHFgjGFN. )B2>,%#%E;12( )B2>,%#%E;I35;I, )B2>,%A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;
12( )B2>, $(? A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;I35;I, )B2>,%$(? 1@&&A%( ?%OO@B@(=)B2>,A'@B@=B$(AO@1=@? '%=<
12BB@A,2(?%()B@$)@(=A-N<@@U,B@AA%2(A2ORRD5 $(? RRD: ,B2=@%(A'@B@?@=@1=@? PCd@A=@B( P&2=-G@&&
,B2&%O@B$=%2( $1=%+%=C'$A$AA$C@? PC1@&&12>(=%()e%=7-G@&&,B2&%O@B$=%2( 1$,$P%&%=C'$A?@=@1=@? PC12&2(CO2B#$=%2(
$AA$C-G@&&#%)B$=%2( $(? %(+$A%2( $P%&%=C'@B@?@=@B#%(@? PCNB$(A'@&&$AA$C-N<@=$B)@=%()B@)>&$=%2( 2Og(1EHF
gjGFN. $)$%(A=#%E;I35;I, '$A12(O%B#@? PC?>$&&>1%O@B$A@B@,2B=@B$AA$C$(? B@$&;=%#@S>$(=%=$=%+@DGE-N<@
A=>?C,B2=212&'$A$,,B2+@? PC=<@"=<%1AG2##%==@@2OV@($( "C@V2A,%=$&"H2-VH""Gfb;535.- 05.#-dB%==@(
%(O2B#@? 12(A@(='$A2P=$%(@? OB2# )>$B?%$(A2OA>PM@1=A-!B(')94'!g(1EHFgjGFN. @U,B@AA%2( &@+@&%( ET
=%AA>@'$A5]40 k3]0X%'<%1< '$AA%)(%O%1$(=&C<%)<@B=<$( .]33 k3].I %( (2B#$&B@=%($&=%AA>@" *l5X].:3%
!n3]33.#-N<@#%E;I35;I, @U,B@AA%2( &@+@&%( ET=%AA>@A'$A3]X5 k3]3/%'<%1< '$AA%)(%O%1$(=&C&2'@B=<$(
.]33k3].0 %( (2B#$&B@=%($&=%AA>@"*l5.]3X:%!n3]33.#-g(1EHFgjGFN. @U,B@AA%2( &@+@&'$AA%)(%O%1$(=&C
<%)<@B$(? =<@#%E;I35;I, @U,B@AA%2( &@+@&'$AA%)(%O%1$(=&C&2'@B%( <>#$( ET1@&&&%(@Ab;4:%d"EL;EP;. $(?
VhK;ETXX =<$( =<2A@%( FED";.: 1@&&A%'%=< A=$=%A=%1$&&CA%)(%O%1$(=?%OO@B@(1@A"$&&$=!n3]3I#-N<@g(1EHF
gjGFN. @U,B@AA%2(%=<@B@&$=%+@@U,B@AA%2(A2ORRD5 $(? RRD: ,B2=@%(A%=<@$PA2BP$(1@";# +$&>@%$(? =<@
(>#P@B2O,B2&%O@B$=@?%#%)B$=%()$(? %(+$?%()b;4: 1@&&A%( A%;g(1EHFgjGFN. )B2>, '@B@A%)(%O%1$(=&CB@?>1@? %(
12#,$B%A2( '%=< 12(=B2&)B2>,%$(? =<@?%OO@B@(1@A'@B@A=$=%A=%1$&&CA%)(%O%1$(="$&&$=!n3]3I#-N<@#%E;I35;I,
@U,B@AA%2( &@+@&'$A<%)<@B%$(? =<@B@&$=%+@@U,B@AA%2( &@+@&A2ORRD5 $(? RRD:%;+$&>@%$A'@&&$A=<@(>#P@B2O
,B2&%O@B$=@?%#%)B$=%()$(? %(+$?%()b;4: 1@&&A'@B@&2'@B%( #%E;I35;I, )B2>, =<$( %( #%E;12( )B2>,%A<2'%()
A=$=%A=%1$&&CA%)(%O%1$(=?%OO@B@(1@A"*l53]54X%.X]77X%.X].7.%.5]/:5%.4]4X:%53]77:%5.]:.0,$&&$=!n3]33.#-
N<@#%E;I35;I, @U,B@AA%2( &@+@&'$A&2'@B$(? =<@B@&$=%+@@U,B@AA%2( &@+@&A2ORRD5 $(? RRD:%;+$&>@$A'@&&$A
=<@(>#P@B2O,B2&%O@B$=@?%#%)B$=%()$(? %(+$?%()b;4: 1@&&A'@B@<%)<@B%( A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I,
)B2>, =<$( %( A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12( )B2>,%A<2'%()A=$=%A=%1$&&CA%)(%O%1$(=?%OO@B@(1@A"*l.X]3:4%
.I]70:%.I]4I4%..]7/3%./]50I%./]I/I%./]X74,$&&$=!n3]33.#-d<@( 12;=B$(AO@1=@? '%=< g(1EHFgjGFN.;
'%&? =C,@%=<@B@&$=%+@&>1%O@B$A@$1=%+%=C2O#%E;I35;I, )B2>, '$A&2'@B=<$( =<$=2O#%E;12( )B2>,%$(? =<@?%OO@B@(1@
'$AA=$=%A=%1$&&CA%)(%O%1$(="*l./]04:%!n3]33.#-N<@g(1EHFgjGFN. @U,B@AA%2( &@+@&'$A<%)<@B$(? =<@#%E;
I35;I, @U,B@AA%2( &@+@&'$A&2'@B%( ,1JHF;g(1EHFgjGFN. )B2>, =<$( %( ,1JHF)B2>,%$(? =<@?%OO@B@(1@A'@B@
A=$=%A=%1$&&CA%)(%O%1$(=" P2=< $=!n3]3I#-N<@g(1EHFgjGFN. @U,B@AA%2( &@+@&'$A&2'@B$(? =<@#%E;I35;I,
@U,B@AA%2( &@+@&'$A<%)<@B%( A%;g(1EHFgjGFN. )B2>, =<$( %( A%;12( )B2>,%$(? =<@?%OO@B@(1@A'@B@A=$=%A=%1$&&C
A%)(%O%1$(=" P2=< $=!n3]3I#-!$%&,9)'-%&'!L(<%P%=%2( 2Og(1EHFgjGFN. 1$( $==@(>$=@=<@,B2&%O@B$=%2(%
#%)B$=%2( $(? %(+$A%2( $P%&%=C2O<>#$( ET1@&&APC=<@=$B)@=%()>,;B@)>&$=%2( 2O#%E;I35;I,-

"=(/ >%38'#< E@=%(2P&$A=2#$, #%E;I35;I,, DB2&%O@B$=%2(, R%)B$=%2(, L(+$A%2(, EHF% &2()(2(12?%(),
g>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=.

JKL$.3-04/361#$-M-1(..I:7:;535.375/;33X7.

!!视网膜母细胞瘤"B@=%(2P&$A=2#$%ET#是儿童常见
的眼内恶性肿瘤%其主要发生于视网膜核层%容易发生
颅内及远处转移%严重影响儿童视力%甚至危及生命(
目前临床已有的眼球摘除术)化学疗法)放射疗法)激
光光凝和基因治疗等 ET治疗方法均存在一定的不
足%基因治疗由于具有靶向作用及不良反应较小的特
点而逐渐成为众多研究的焦点

- ._X. ( 长链非编码 EHF
"&2()(2(12?%()EHF%g(1EHF#是一类长度超过 533
个核苷酸的调节性 EHF%其可通过吸附微小 EHF

"#%1B2EHF%#%EHF#调控靶 #EHF表达%参与肿瘤的
迁移和侵袭过程( g(1EHF已在多种类型肿瘤中用作
治疗靶点及预后标志物

- I_/. ( 肝癌组织中 g(1EHF肺
癌相关转录产物 ."&>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=.%
gjGFN.#表达增加%g(1EHFgjGFN. 高表达与肝癌
患者总生存期较差相关

- 4. ( g(1EHFgjGFN. 通过靶
向 #%E;I435 促进肿瘤细胞增生)细胞周期进程和转移
以及减少细胞凋亡%进而促进三阴性乳腺癌的进
展

- 7. ( ET细胞与上述肿瘤细胞生物学行为相似%但
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g(1EHFgjGFN. 在 ET中的表达和调节作用并不清
楚( #%E;I35;I, 是一种抑癌因子%研究报道 #%E;I35;
I, 可促进乳腺癌细胞早期凋亡%抑制其增生 - :. ( 在卵
巢癌中%#%E;I35;I, 可通过靶向 aLHW5 抑制癌细胞的
体外增生)迁移和侵袭能力 - .3. ( 生物信息学分析显
示%#%E;I35;I, 是 g(1EHFgjGFN. 的潜在靶点( 因
此%本研究旨在阐明 g(1EHFgjGFN. 和 #%E;I35;I,
在人 ET细胞增生)迁移和侵袭中的作用% 探讨
g(1EHFgjGFN. 和 #%E;I35;I, 的靶向关系%为 ET靶
向治疗提供新的靶点(

D<材料与方法

D-D!材料
D-D-D!ET组织及细胞来源!收集 53.: 年 I 月至
535. 年 . 月在河南省立眼科医院确诊并行眼球摘除
术的 54 例 ET患者的 ET组织样本%其中男 .I 例%女
.5 例,年龄 / 个月 4̀ 岁%平均"0]77k.]35#岁( 所有
临床标本均在液氮中快速冷冻保存( 正常视网膜组织
标本取自同期在河南省立眼科医院行眼球摘除术的

54 例患者%其中眼球破裂伤患者 .5 例%眼球萎缩患者
4 例%眼球穿通伤合并有色素膜嵌顿患者 7 例%经病理
检验证实为正常视网膜组织,男 .I 例%女 .5 例,年龄
: 个月 7̀ 岁%平均"X]35k.].0#岁%与 ET患者年龄比
较差异无统计学意义"*l3]X47%!l3]/0I#( 所有患
者术前均未接受化学疗法或局部放射疗法治疗( 本研
究经河南省立眼科医院伦理委员会审核批准 -批文
号$VH""Gfb;535."05#.%所有入组患儿监护人均签
署知情同意书( 人 ET细胞系 b;4:) d"EL;EP;.)
VhK;ETXX 以及人视网膜色素上皮细胞" <>#$( B@=%($&
,%)#@(=@,%=<@&%$&1@&&A%FED";.:#均购自美国菌种保
藏中心(
D-D-!!主要试剂及仪器!DB%#@BW1B%,=逆转录试剂
盒)#%EHF1JHF合成试剂盒)WbTE)B@@( DB@#%U"U
N$S " " 大 连 N$e$B$公 司 #, 羊 抗 兔 L)a 二 抗

"$P53I4.7 #) 兔 源 基 质 金 属 蛋 白 酶 5 " #$=B%U
#@=$&&2,B2=@%($A@;5%RRD5#多克隆抗体 "$P:444:#)兔
源 RRD: 多克隆抗体 "$P077:7#)鼠源 %肌动蛋白
"%;$1=%(#多克隆抗体"$P..I444#)细胞计数试剂盒 7
"1@&&12>(=%()e%=;7%GGf;7# "美国 FP1$#公司#,小干
扰 EHF"A#$&&%(=@BO@B%()EHF%A%#;g(1EHF gjGFN.)
A%;对照"12(=B2&%12(#),1JHF;g(1EHFgjGFN.),1JHF)
#%E;12()#%E;I35;I, 拟 似 物) $(=%;#%E;12() $(=%;#%E;
I35;I,)荧光素酶报告载体 "南京金斯瑞生物公司#(
NB$(A'@&&小室"北京优尼康生物公司#,FTL4I33 荧光

定量 DGE仪"美国 FTL公司#,YFELKWfFH\gFWV多
功能酶标仪"美国 N<@B#2\%A<@BW1%@(=%O%1公司#,垂直
电泳槽)转印槽)电泳仪"北京六一生物科技有限公司#(
D-!!方法
D-!-D!细胞培养! b;4:)d"EL;EP;.)VhK;ETXX)
FED";.: 细胞在含体积分数 .3^胎牛血清的 EDRL;
./X3 培养基中培养%培养箱条件为 04 p)含体积分数
I^ GK5)饱和湿度%待细胞培养至 7I^融合%胰蛋白酶
消化并传代培养(
D-!-!!实时荧光定量 DGE法检测组织和细胞系中
g(1EHFgjGFN.)#%E;I35;I, 表达水平!NB%Z2&试剂
提取 ET组织)细胞系以及正常视网膜组织)FED";.:
细胞的总 EHF( 采用 DB%#@BW1B%,=逆转录试剂盒)
#%EHF1JHF合成试剂盒分别合成 g(1EHF和 #%EHF
的 1JHF( 采用 WbTE)B@@( DB@#%U"UN$S "进行实
时荧光定量 DGE( g(1EHFgjGFN. 正向引物序列$
IQ;FGGFaGNaNGGGNGFaNaNNGN;0Q%反向引物序列$
IQ;FaaGGNNNFNGGNGaaaNNaGGN;0Q,aFDJV正向引
物序列$IQ;aNGFFGaFNNNaaNGNaNFNN;0Q%反向引物
序列$IQ;FaNGNNGNaaaNaaGFaNFN;0Q,j/ 正向引物
序列$IQ;GNGaGNNGaaGFaGFGF;0Q%反向引物序列$
IQ;FFGaGNNGFGaFFNNNaGaN;0Q,#%E;I35;I, 正向引
物序列$IQ;GaaaGFNGGNNaGNFNGNa;0Q%反向引物序
列$IQ;GFaGGFGFFFFaFaGFGFFN;0Q( 反应条件为
X5 p 03 #%(,:I p .3 #%(,:I p 53 A)/3 p 03 A)45 p
03 A%共 X3 个循环( aFDJV为 g(1EHFgjGFN. 内参%
j/ 为 #%E;I35;I, 内参( 采用 5;''G=

法计算目的基因

相对表达量(
D-!-#!实验分组!将对数期 b;4: 细胞以 Im.35

个6孔
接种至 5X 孔板中培养%用无血清培养基稀释 A%EHF)
#%EHF或 ,1JHF,同时用无血清培养基稀释适量的
g%,2O@1=$#%(@5333,室温静置 I #%( 后%将上述稀释液
混合%室温静置 53 #%(( 将上述混合物加入 43^融合
的 b;4: 细胞中%培养 / < 后更换为含血清培养液%转
染细胞 X7 <%采用实时荧光定量 DGE法检测 g(1EHF
gjGFN. 或 #%E;I35;I, 水平验证抑制或过表达效果(
根据转染寡核苷酸或质粒不同分为对照组)A%;g(1EHF
gjGFN. 组) A%;12( 组) ,1JHF 组) ,1JHF;g(1EHF
gjGFN. 组) #%E;12( 组) #%E;I35;I, 组) A%;g(1EHF
gjGFN.m$(=%;#%E;12( 组和 A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;
#%E;I35;I, 组(
D-!-E!d@A=@B( P&2=法检测 RRD5 和 RRD: 蛋白表
达!在各组 b;4: 细胞中加入 ELDF试剂提取总蛋白%
TGF法检测定量%煮沸变性后使用 WJW;DFa"进行分
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离%转印至 DYJ\膜%质量分数 I^脱脂奶粉封闭 5 <%
将膜置于稀释的 RRD5 " . c5 I33 稀释 #) RRD:
". c. 333 稀释#和 %;$1=%( " . c. 333#一抗室温孵育
5 <%NTWN洗膜 0 次%将膜置于二抗". c0 333 稀释#室
温孵育 . <%NTWN洗膜 0 次%用增强型化学发光试剂显
色)定影( 采用 L#$)@8软件分析蛋白条带灰度值%计
算 RRD5 和 RRD: 相对 %;$1=%( 的灰度值以表示目的
蛋白表达水平(
D-!-F!GGf;7 法检测 b;4: 细胞活力!将各组 b;4:
细胞以 Im.30

个6孔接种至 :/ 孔板中培养 5X <%当融
合度达 7I^%每孔加入 .3 !&GGf;7 试剂孵育 5 <( 使
用酶标仪在 XI3 (#处测定吸光度 "$PA2BP$(1@%;#值
以表示细胞活力(
D-!-G!克隆形成实验检测 b;4: 细胞的增生能力!将
各组 b;4: 细胞以 Im.35

个6孔接种至 / 孔板中培养%
每隔 5 ? 换液 . 次%直到出现肉眼可见的细胞集落( 移
除培养基%磷酸盐缓冲液洗涤 0 次%质量分数 X^多聚甲
醛固定 53 #%(%质量分数 3].^结晶紫染色 .3 #%(( 显
微镜下观察并拍照%计数超过 I3 个细胞的集落(
D-!-W!NB$(A'@&&实验检测 b;4: 细胞的迁移和侵袭能
力!采用无血清培养液重悬各组 b;4: 细胞%密度为
5]Im.3I

个细胞6#&%取 533 !&细胞悬液)I33 !&含血
清培养基分别接种至 NB$(A'@&&装置上)下部腔室( 培
养 5X < 后%擦去未穿膜细胞%用 X^多聚甲醛固定
53 #%(%质量分数 3].^结晶紫染色( 显微镜下随机选
择 I 个 .33 倍视野进行细胞计数%以细胞数平均值表
示细胞迁移能力( 侵袭测定时取 I3 !&稀释的基质胶
加入 NB$(A'@&&装置上部腔室%培养箱孵育至基质胶凝
固后备用%其余步骤与细胞迁移实验一致(
D-!-Z!双荧光素酶报告实验验证 g(1EHFgjGFN.
和 #%E;I35;I, 靶向关系!根据 g(1T$A@DB@?%1=@? +-5
预测结果将 g(1EHFgjGFN. 野生型"'%&? =C,@%dN#
和突变型"#>=$(==C,@%RN#序列分别克隆到 ,#%BagK
双荧光素酶载体%构建报告载体 g(1EHFgjGFN.;dN
和 g(1EHFgjGFN.;RjN( 用 g%,2O@1=$#%(@5333 将报
告载体分别与 #%E;I35;I, 拟似物)#%E;12( 共转染到
b;4: 细胞( 转染后 X7 <%通过双荧光素酶报告检测试
剂盒测定相对荧光素酶活性(
D-#!统计学方法

采用 WDWW 53]3 统计学软件进行统计分析( 计量
资料数据经 f2&#2)2B2+;W#%B(2+检验证实呈正态分布%
以 ]k7表示( 5 个组间各指标的差异比较采用独立样本
*检验,多组间总体差异比较采用单因素方差分析%两两
比较采用 gWJP*检验( !n3]3I 为差异有统计学意义(

!<结果

!-D ! 人 ET组织和正常视网膜组织中 g(1EHF
gjGFN. 和 #%E;I35;I, 表达比较

ET组织中 g(1EHFgjGFN. 相对表达量明显高
于正常视网膜组织%#%E;I35;I, 相对表达量明显低于
正常视网膜组织%差异均有统计学意义 "*l5X].:3)
5.]3X:%均 !n3]33.#"表 .#(
!-! ! 人 ET细胞系和 FED";.: 细胞中 g(1EHF
gjGFN. 和 #%E;I35;I, 相对表达量比较

人 ET细胞系 b;4:)d"EL;EP;.)VhK;ETXX 和
FED";.: 细胞中g(1EHFgjGFN. 和 #%E;I35;I, 相对
表达量总体比较%差异均有统计学意义"Rl.X0]45:)
.I.]377%均 !n3]33.#%其中 b;4:)d"EL;EP;. 和 VhK;
ETXX 中 g(1EHFgjGFN. 相对表达量明显高于 FED";
.: 细胞%#%E;I35;I, 相对表达量明显低于 FED";.: 细
胞%差异均有统计学意义"均 !n3]3I#"表 5#(

表 D<人 BR组织和正常视网膜组织中 Q&,B%;Q\$;CD
和 6-B0F"!0F7相对表达量比较"!M"#

C+19(D<$%67+3-'%&%54*(3(9+4-2((:73(''-%&%5Q&,B%;
Q\$;CD +&86-B0F"!0F71(4>((&*)6+&BR4-'')(

+&8&%36+93(4-&+94-'')("!M"#
组织 样本量 g(1EHFgjGFN. #%E;I35;I,

正常视网膜组织 54 .]33k3].I .]33k3].0
ET组织 54 5]40k3]0X 3]X5k3]3/
*值 5X].:3 5.]3X:
!值 n3]33. n3]33.
!注$"独立样本 *检验#!ET$视网膜母细胞瘤,g(1EHF$长链非编码
EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产物 .,#%E$微小 EHF
!H2=@$"L(?@,@(?@(=A$#,&@A*;=@A=# !ET$B@=%(2P&$A=2#$,g(1EHF$&2()
(2(12?%() EHF, gjGFN.$ &>() 1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=., #%E$
#%1B2EHF

表 !<人 BR细胞系和 ;B@S0D[ 细胞中 Q&,B%;Q\$;CD
和 6-B0F"!0F7相对表达量比较"!M"#

C+19(!<$%67+3-'%&%54*(3(9+4-2((:73(''-%&%5Q&,B%;
Q\$;CD +&86-B0F"!0F7+6%&. *)6+&BR,(999-&('

+&8;B@S0D[ ,(99"!M"#
细胞 样本量 g(1EHFgjGFN. #%E;I35;I,

FED";.: : .]33k3].3 .]33k3]..
b;4: : 5]0/k3].4$ 3]X.k3]30$

d"EL;EP;. : 5]30k3].X$ 3]X7k3]3X$

VhK;ETXX : .]70k3]./$ 3]I0k3]3I$

R值 .X0]45: .I.]377
!值 n3]33. n3]33.
!注$与 FED";.: 比较%$!n3]3I"单因素方差分析%gWJP*检验#!ET$
视网膜母细胞瘤,FED";.:$人视网膜色素上皮细胞,g(1EHF$长链非编
码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产物 .,#%E$微小 EHF
!H2=@$G2#,$B@? '%=< FED";.:%$!n3]3I "K(@;'$CFHKYF%gWJP*=@A=#!
ET$ B@=%(2P&$A=2#$, FED";.:$ <>#$( B@=%($&,%)#@(=@,%=<@&%$&1@&&A,
g(1EHF$&2()(2(12?%()EHF,gjGFN.$&>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=
.,#%E$#%1B2EHF

!X50! 中华实验眼科杂志 5350 年 X 月第 X. 卷第 X 期!G<%( 8"U, K,<=<$&#2&%F,B%&5350%Y2&-X.%H2-X
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表 #<抑制 Q&,B%;Q\$;CD 表达后各组细胞增生)迁移和侵袭指标及 LL@!)LL@[ 蛋白表达比较"!M"#
C+19(#<$%67+3-'%&%54*(73%9-5(3+4-%&%6-.3+4-%&+&8-&2+'-%&-&8(:('%LL@! +&8LL@[ 73%4(-&(:73(''-%&'

-&]0W[ *)6+&BR,(99'+54(3-&*-1-4-&. Q&,B%;Q\$;CD +6%&. 8-55(3(&4.3%)7'"!M"#

组别 样本量
g(1EHFgjGFN.
相对表达量

RRD5 蛋白
相对表达量

RRD: 蛋白
相对表达量

细胞活力

;值
细胞集落

数量"个#
细胞迁移

数量"个#
细胞侵袭

数量"个#

对照组 : .]33k3]3: 3]7:k3]37 3]4/k3]34 .].0k3].. .0X].5k.3].X 5X0]0Ik.:]X0 .40]5Xk.I]:X
A%;12( 组 : 3]:/k3].3 3]74k3]3: 3]4Ik3]34 .].5k3].3 .0.]..k.3]0/ 5X.]35k./]30 .47].7k.0]/.
A%;g(1EHFgjGFN. 组 : 3]XIk3]3X$ 3]X5k3]3X$ 3]0/k3]30$ 3]I:k3]3I$ /7]/:k I]54$ .54]..k :]/7$ 47]3/k /].I$

R值 .57]747 ..7]XI0 .0.]5:: .3I]I3I .IX]70/ ./0]4.4 .73]53:
!值 n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33.

!注$与对照组比较%$!n3]3I"单因素方差分析%gWJP*检验#!g(1EHF$长链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产物 .,RRD$基质金属蛋白酶,
;$吸光度,A%$小干扰 EHF,12($对照
!H2=@$G2#,$B@? '%=< B@A,@1=%+@12(=B2&)B2>,%$!n3]3I "K(@;'$CFHKYF%gWJ;*=@A=#!g(1EHF$&2()(2(12?%()EHF,gjGFN.$&>()1$(1@B$AA21%$=@?
=B$(A1B%,=.,RRD$#$=B%U#@=$&&2,B2=@%($A@,;$$PA2BP$(1@,A%$A#$&&%(=@BO@B%()EHF,12($12(=B2&

!-#!抑制 g(1EHFgjGFN. 表达后各组细胞增生)迁
移和侵袭指标及 RRD5)RRD: 蛋白表达比较

与对照组比较%A%;g(1EHFgjGFN. 组 b;4: 细胞
增生)迁移)侵袭数量均减少%RRD5 和 RRD: 蛋白表
达条带强度减弱( 对照组) A%;12( 组和 A%;g(1EHF
gjGFN. 组 b;4: 细胞 g(1EHFgjGFN. 相对表达量%
RRD5)RRD: 蛋白相对表达量%细胞活力 ;值%细胞
增生)迁移)侵袭数量总体比较差异均有统计学意义
"Rl.57]747) ..7]XI0) .0.]5::) .3I]I3I) .IX]70/)
./0]4.4) .73]53:% 均 !n3]33. #% 其 中 A%;g(1EHF
gjGFN. 组 g(1EHF gjGFN. 相对表达量% RRD5)
RRD: 蛋白相对表达量%细胞活力 ;值%细胞增生)迁
移)侵袭数量较对照组均明显减少%差异均有统计学意
义"均!n3]3I#"图 .%5%表 0#(
!-E!过表达 #%E;I35;I, 后各组细胞增生)迁移和侵
袭指标及 RRD5)RRD: 蛋白表达比较

与 #%E;12( 组比较%#%E;I35;I, 组 b;4: 细胞增
生)迁移)侵袭数量均减少%RRD5 和 RRD: 蛋白表达
条带强度均明显减弱( 与 #%E;12( 组比较%#%E;I35;
I, 组 #%E;I35;I, 相对表达量较高%RRD5)RRD: 蛋
白相对表达量%细胞活力 ;值%细胞增生)迁移)侵袭
数量较少%差异均有统计学意义 "*l53]54X).X]77X)
.X].7.).5]/:5).4]4X:)53]77:)5.]:.0%均!n3]33.#
"图 0%X%表 X#(
!-F!g(1EHFgjGFN. 靶向 #%E;I35;I, 表达

g(1T$A@DB@?%1=@? +-5 预测到 g(1EHF gjGFN.
和 #%E;I35;I, 存在结合位点 "图 I #( 与 g(1EHF
gjGFN.;dN共转染时%#%E;I35;I, 组相对荧光素酶
活性 值 低 于 #%E;12( 组% 差 异 有 统 计 学 意 义
"*l./]04:%!n3]33.#,与 g(1EHFgjGFN.;RjN共转
染时%#%E;I35;I, 组和 #%E;12( 组相对荧光素酶活性
值比较差异无统计学意义 " *l3]XX/ %!l3]//5 #

200μm 200μm 200μm

细
胞

侵
袭

数
量

细
胞

迁
移

数
量

200μm 200μm 200μm

对照组 si�con组 si�LncRNALUCAT1组

对照组 si�con组 si�LncRNALUCAT1组
A

B
图 D<抑制 Q&,B%;Q\$;CD 表达对人 BR细胞 ]0W[ 增生)迁移和
侵袭的影响!F$克隆形成实验!与对照组比较%A%;g(1EHFgjGFN.
组 b;4: 细胞集落数量减少!T$细胞迁移和侵袭实验 "结晶紫 m
533%标尺l533 !##!与对照组比较%A%;g(1EHFgjGFN. 组 b;4: 细
胞迁移和侵袭数量均减少!A%$小干扰 EHF,12($对照,g(1EHF$长
链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产物 .
?-.)3( D < S55(,4' %5 -&*-1-4-&. Q&,B%; Q\$;CD %& 4*(
73%9-5(3+4-%&%6-.3+4-%&+&8-&2+'-%&-&]0W[ *)6+&BR,(99'!F$
G&2(@O2B#$=%2( $AA$C!N<@B@'@B@O@'@B,B2&%O@B$=@? b;4: 1@&&A%( A%;
g(1EHFgjGFN. )B2>, =<$( %( 12(=B2&)B2>,!T$R%)B$=%2( $(? %(+$A%2(
$AA$C"GBCA=$&+%2&@=m533%P$Bl533 !##!N<@B@'@B@O@'@B#%)B$=%()
$(? %(+$?%()b;4: 1@&&A%( A%;g(1EHFgjGFN. )B2>, =<$( %( 12(=B2&
)B2>,!A%$A#$&&%(=@BO@B%()EHF,12($12(=B2&,g(1EHF$&2()(2(12?%()
EHF,gjGFN.$&>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=.

MMP2

MMP9

β�actin

1 2 3

图 !<抑制 Q&,B%;Q\$;CD 表达后人 BR细胞 ]0W[ 中 LL@!)
LL@[ 蛋白表达电泳图!与对照组比较%A%;g(1EHF gjGFN. 组
RRD5 和 RRD: 蛋白表达条带强度减弱!.$对照组,5$A%;12( 组,0$
A%;g(1EHFgjGFN. 组!RRD$基质金属蛋白酶,%;$1=%($%;肌动蛋白
?-.)3(! < S9(,43%7*%3(4%.3+6 %5LL@! +&8 LL@[ 73%4(-&
(:73(''-%&'+54(3-&*-1-4-&. Q&,B%; Q\$;CD -&]0W[ *)6+&BR
,(99'!N<@RRD5 $(? RRD: ,B2=@%( @U,B@AA%2( P$(?A'@B@'@$e@(@? %(
A%;g(1EHFgjGFN. )B2>, =<$( %( 12(=B2&)B2>,!.$12(=B2&)B2>,,5$A%;
12( )B2>,,0$A%;g(1EHFgjGFN. )B2>,!RRD$#$=B%U#@=$&&2,B2=@%($A@
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表 E<过表达 6-B0F"!0F7后各组细胞增生)迁移和侵袭指标及 LL@!)LL@[ 蛋白表达比较"!M"#
C+19(E<$%67+3-'%&%54*(73%9-5(3+4-%&%6-.3+4-%&+&8-&2+'-%&-&8(:('%LL@! +&8LL@[ 73%4(-&(:73(''-%&'-&]0W[ ,(99'

+54(36-B0F"!0F7%2(3(:73(''-%&"!M"#

组别 样本量 #%E;I35;I, RRD5 RRD: ;值 细胞集落数量"个# 细胞迁移数量"个# 细胞侵袭数量"个#

#%E;12( 组 : .]33k3]3: 3]7/k3]34 3]4Xk3]34 .].0k3].3 .57]50k:]4/ 50:]..k.4]70 .40]0/k.0]5:

#%E;I35;I, 组 : 5]0/k3].7 3]X/k3]3X 3]07k3]30 3]/Ik3]3I /0]3IkI].. .3I]XIk 4].. /:]57k I].X

*值 53]54X .X]77X .X].7. .5]/:5 .4]4X: 53]77: 5.]:.0

!值 n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33.

!注$"独立样本 *检验#!#%E$微小 EHF,RRD$基质金属蛋白酶,;$吸光度,12($对照
!H2=@$"L(?@,@(?@(=A$#,&@A*;=@A=#!#%E$#%1B2EHF,RRD$#$=B%U#@=$&&2,B2=@%($A@,;$$PA2BP$(1@,12($12(=B2&

细
胞

侵
袭

数
量

细
胞

迁
移

数
量

200μm 200μm

200μm 200μm

miR�con组 miR�502�5p组

miR�con组 miR�502�5p组
A

B
图 #<过表达 6-B0F"!0F7对人 BR细胞 ]0W[ 增生)迁移和侵袭的影

响!F$克隆形成实验!过表达 #%E;I35;I, 后细胞集落数量减少!

T$细胞迁移和侵袭实验 "结晶紫 m533%标尺 l533 !## !过表达

#%E;I35;I, 后细胞迁移和侵袭数量减少!#%E$微小 EHF,12($对照

?-.)3( # < S55(,4' %5 6-B0F"!0F7 %2(3(:73(''-%& %& 4*(

73%9-5(3+4-%&%6-.3+4-%&+&8-&2+'-%&-&]0W[ *)6+&BR,(99'!F$

G&2(@O2B#$=%2( $AA$C!DB2&%O@B$=%2( 2Ob;4: <>#$( ET1@&&A'$AB@?>1@?

$O=@B#%E;I35;I, 2+@B@U,B@AA%2( ! T$ R%)B$=%2( $(? %(+$A%2( $AA$C

"GBCA=$&+%2&@=m533% P$Bl533 !## ! N<@(>#P@B2O#%)B$=%()$(?

%(+$?%()1@&&A'$A?@1B@$A@? $O=@B#%E;I35;I, 2+@B@U,B@AA%2( ! #%E$

#%1B2EHF,12($12(=B2&

"表 I #( ,1JHF 组) ,1JHF;g(1EHF gjGFN. 组)
A%;12( 组和A%;g(1EHFgjGFN. 组 g(1EHFgjGFN. 和
#%E;I35;I, 相对表达量总体比较差异均有统计学意
义"RlI55]I7I)X3X]754%均 !n3]33.#%其中 ,1JHF;
g(1EHFgjGFN. 组 g(1EHFgjGFN. 相对表达量高
于 ,1JHF组%#%E;I35;I, 相对表达量低于 ,1JHF组%
A%;g(1EHFgjGFN. 组 g(1EHFgjGFN. 相对表达量

低于 A%;12( 组%#%E;I35;I, 相对表达量高于 A%;12( 组%

差异均有统计学意义"均 !n3]3I#"表 /#(
!-G!抑制 g(1EHFgjGFN. 和 #%E;I35;I, 表达后各
组细胞增生)迁移和侵袭指标及 RRD5)RRD: 蛋白表
达比较

与 A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;12( 组 比 较%
A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组 b;4: 细胞增
生)迁移)侵袭数量均明显增多%RRD5 和 RRD: 蛋
白表达条带强度均明显增强( A%;g(1EHFgjGFN.m

$(=%;#%E;I35;I, 组 #%E;I35;I, 相对表达量低于 A%;
g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12( 组%RRD5)RRD: 蛋
白相对表达量%细胞活力 ;值%细胞增生)迁移)侵袭
数量高于 A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12( 组%差异
均有 统 计 学 意 义 " *l.X]3:4) .I]70:) .I]4I4)
..]7/3) ./]50I) ./]I/I) ./]X74% 均 !n3]33. #
"图 /%4%表 4# (

MMP2

MMP9

β�actin

1 2

图 E<过表达 6-B0F"!0F7后人 BR细胞 ]0W[ 中 LL@!)LL@[ 蛋

白表达电泳图!过表达 #%E;I35;I, 后 RRD5 和 RRD: 蛋白表达条

带减弱!.$#%E;12( 组,5$#%E;I35;I, 组!RRD$基质金属蛋白酶

?-.)3(E<S9(,43%7*%3(4%.3+6 %5LL@! +&8LL@[ 73%4(-&>-4*

6-B0F"!0F7%2(3(:73(''-%&-&]0W[ *)6+&BR ,(99'< N<@,B2=@%(

P$(?A 2O RRD5 $(? RRD: '@B@ '@$e@(@? $O=@B #%E;I35;I,

2+@B@U,B@AA%2(!.$#%E;12( )B2>,,5$#%E;I35;I, )B2>,!RRD$#$=B%U

#@=$&&2,B2=@%($A@

2/502 中华实验眼科杂志 5350 年 X 月第 X. 卷第 X 期!G<%( 8"U, K,<=<$&#2&%F,B%&5350%Y2&-X.%H2-X
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表 W<抑制 Q&,B%;Q\$;CD 和 6-B0F"!0F7表达后各组细胞增生)迁移和侵袭指标及 LL@!)LL@[ 蛋白表达比较"!M"#
C+19(W<$%67+3-'%&%54*(73%9-5(3+4-%&%6-.3+4-%&+&8-&2+'-%&-&8(:('%LL@! +&8LL@[ 73%4(-&(:73(''-%&'

-&]0W[ ,(99'+54(3-&*-1-4-&. Q&,B%;Q\$;CD +&86-B0F"!0F71(4>((&4>% .3%)7'"!M"#

组别 样本量 #%E;I35;I,
RRD5 蛋白
相对表达量

RRD: 蛋白
相对表达量

细胞活力

;值
细胞增生

数量"个#
细胞迁移

数量"个#
细胞侵袭

数量"个#

A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12( 组 : .]33k3].. 3]X.k3]3X 3]07k3]30 3]I7k3]3I //]3/kI].7 .5X]55k :]4. 4/]05k /]5I

A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组 : 3]XIk3]3X 3]:0k3]3: 3]47k3]34 .]35k3].3 .5I]07k:]// 5XX]./k.:]X0 .I0]04k.5]II

*值 .X]3:4 .I]70: .I]4I4 ..]7/3 ./]50I ./]I/I ./]X74
!值 n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33. n3]33.
!注$"独立样本 *检验#!#%E$微小 EHF,RRD$基质金属蛋白酶,;$吸光度,A%$小干扰 EHF,g(1EHF$长链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产
物 .,12($对照
!H2=@$"L(?@,@(?@(=A$#,&@A*;=@A=# !#%E$#%1B2EHF,RRD$#$=B%U#@=$&&2,B2=@%($A@,;$$PA2BP$(1@,A%$A#$&&%(=@BO@B%()EHF,g(1EHF$&2()(2(12?%()
EHF,gjGFN.$&>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=.,12($12(=B2&

图 F<Q&,B%; Q\$;CD 和 6-B0F"!0F7结合位点预测示意图!
g(1EHF$长链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产物 .,dN$野生
型,#%E$微小 EHF,RjN$突变型
?-.)3(F < O,*(6+4-,8-+.3+6 %54*(73(8-,4(81-&8-&. '-4('%5
Q&,B%;Q\$;CD +&86-B0F"!0F7!g(1EHF$&2()(2(12?%()EHF,
gjGFN.$ &>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=., dN$ '%&? =C,@, #%E$
#%1B2EHF,RjN$#>=$(==C,@

表 F<各组相对荧光素酶活性值比较"!M"#
C+19(F<$%67+3-'%&%53(9+4-2(9),-5(3+'(+,4-2-4/

1(4>((&4>% .3%)7'"!M"#

组别 样本量

相对荧光素酶活性值

g(1EHF
gjGFN.;dN

g(1EHF
gjGFN.;RjN

#%E;12( 组 : .]33k3].3 .]33k3]3:
#%E;I35;I, 组 : 3]X0k3]30 .]35k3].3
*值 ./]04: 3]XX/
!值 n3]33. 3]//5
!注$"独立样本 *检验#!g(1EHF$长链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相
关转录产物 .,dN$野生型,RjN$突变型,#%E$微小 EHF,12($对照
!H2=@$ "L(?@,@(?@(=A$#,&@A*;=@A=# ! g(1EHF$&2()(2(12?%()EHF,
gjGFN.$&>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=.,dN$'%&? =C,@,RjN$#>=$(=
=C,@,#%E$#%1B2EHF,12($12(=B2&

表 G<各组 Q&,B%;Q\$;CD和 6-B0F"!0F7表达量比较"!M"#
C+19(G<$%67+3-'%&%5Q&,B%;Q\$;CD +&8
6-B0F"!0F7(:73(''-%&'+6%&. 5%)3.3%)7'"!M"#

组别 样本量 g(1EHFgjGFN. #%E;I35;I,

,1JHF组 : .]33k3].3 .]33k3]37
,1JHF;g(1EHFgjGFN.组 : 5]0Ik3]./$ 3]X.k3]3X$

A%;12( 组 : .]35k3]3: 3]:7k3]3:
A%;g(1EHFgjGFN. 组 : 3]X/k3]30P 5]..k3].4P

R值 I55]I7I X3X]754
!值 n3]33. n3]33.
!注$与 ,1JHF组比较%$!n3]3I,与 A%;12( 组比较%P!n3]3I"单因素方
差分析%gWJP*检验#!g(1EHF$长链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转
录产物 .,#%E$微小 EHF,A%$小干扰 EHF,12($对照
!H2=@$G2#,$B@? '%=< B@A,@1=%+@,1JHF)B2>,%$!n3]3I,12#,$B@? '%=<
B@A,@1=%+@A%;12( )B2>,% P!n3]3I " K(@;'$CFHKYF% gWJ;*=@A=# !
g(1EHF$&2()(2(12?%()EHF,gjGFN.$&>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=
.,#%E$#%1B2EHF,A%$A#$&&%(=@BO@B%()EHF,12($12(=B2&

细
胞

侵
袭

数
量

细
胞

迁
移

数
量

200μm 200μm

si�LncRNALUCAT1+

anti�miR�con组

si�LncRNALUCAT1+

anti�miR�502�5p组

si�LncRNALUCAT1+

anti�miR�con组

si�LncRNALUCAT1+

anti�miR�502�5p组

200μm 200μm

A

B
图 G<抑制 Q&,B%;Q\$;CD 和 6-B0F"!0F7表达对 ]0W[ 细胞增

生)迁移和侵袭的影响!F$克隆形成实验!与 A%;g(1EHFgjGFN.m

$(=%;#%E;12( 组比较%A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组 b;4: 细

胞增生数量增多!T$细胞迁移和侵袭实验 "结晶紫 m533%标尺 l

533 !##!与 A%;g(1EHF gjGFN.m$(=%;#%E;12( 组比较%A%;g(1EHF

gjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组 b;4: 细胞迁移和侵袭数量增多!A%$小

干扰 EHF,g(1EHF$长链非编码 EHF,gjGFN.$肺癌相关转录产物

.,12($对照

?-.)3(G<S55(,4'%5-&*-1-4-&. 6-B0F"!0F7+&8Q&,B%;Q\$;CD

%&73%9-5(3+4-%&%6-.3+4-%&+&8-&2+'-%&-&]0W[ ,(99'! F$G&2(@

O2B#$=%2( $AA$C!N<@B@'@B@#2B@,B2&%O@B$=@? b;4: 1@&&A%( A%;g(1EHF

gjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, )B2>, =<$( %( A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;

#%E;12( )B2>,!T$R%)B$=%2( $(? %(+$A%2( $AA$C"GBCA=$&+%2&@=m533%

P$Bl533 !##!N<@B@'@B@#2B@#%)B$=%()$(? %(+$?%()b;4: 1@&&A%(

A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;I35;I, )B2>, =<$( %( A%;g(1EHF

gjGFN.m$(=%;#%E;12( )B2>,!A%$A#$&&%(=@BO@B%()EHF,g(1EHF$&2()

(2(12?%()EHF, gjGFN.$ &>()1$(1@B$AA21%$=@? =B$(A1B%,=., 12($

12(=B2&

!450!中华实验眼科杂志 5350 年 X 月第 X. 卷第 X 期!G<%( 8"U, K,<=<$&#2&%F,B%&5350%Y2&-X.%H2-X
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1 2

MMP2

MMP9

β�actin

图 W<抑制 Q&,B%; Q\$;CD 和 6-B0F"!0F7表达后人 BR细胞
]0W[ 中 LL@!)LL@[ 蛋白表达电泳图!与 A%;g(1EHFgjGFN.m
$(=%;#%E;12( 组比较%A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组 RRD5
和 RRD: 蛋白表达条带增强!.$A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;12(
组,5$A%;g(1EHFgjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, 组!RRD$基质金属蛋白酶
?-.)3(W<S9(,43%7*%3(4%.3+6 %5LL@! +&8LL@[ 73%4(-&+54(3
-&*-1-4-&. 6-B0F"!0F7+&8Q&,B%; Q\$;CD -&]0W[ *)6+&BR
,(99'!N<@,B2=@%( P$(?A2ORRD5 $(? RRD: '@B@A=B2()@B%( A%;g(1EHF
gjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, =<$( %( A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;12(
)B2>, ! .$ A%;g(1EHF gjGFN. m$(=%;#%E;12( )B2>,, 5$ A%;g(1EHF
gjGFN.m$(=%;#%E;I35;I, )B2>,!RRD$#$=B%U#@=$&&2,B2=@%($A@

#<讨论

g(1EHF在促进或抑制 ET的进展)转移方面发挥
着重要作用%研究报道高水平的 g(1EHFV"LV与 ET

患者的 NHR分期)视神经侵犯和脉络膜侵犯有关 - ... (
g(1EHFFJDaf;FW 靶向 #%E;/50 促进 ET细胞增生)

迁移和侵袭
- .5. ( g(1EHFHfLgF和 RFgFN. 在 ET中

表达下调%过表达 g(1EHFHfLgF和 RFgFN. 能促进
ET细胞凋亡%抑制细胞生长 - .0. ( 然而%g(1EHF在
ET进展中的作用并未完全阐明( g(1EHFgjGFN. 在
胰腺癌)卵巢癌)甲状腺癌中表达增加%对癌症进展具
有促进作用

- .X_./. ( 本研究检测到 ET组织)细胞
"b;4:)d"EL;EP;.)VhK;ETXX# 中 g(1EHF gjGFN.

表达显著上调%提示 g(1EHFgjGFN. 高表达可能参
与 ET进展( 选择表达差异较大的 b;4: 细胞进行功
能测定%结果显示抑制 g(1EHFgjGFN. 表达可抑制
b;4: 细胞活力和细胞增生)迁移及侵袭能力( RRD5

和 RRD: 是 RRD明胶酶%其可降解基底膜和细胞外
基质%具有促进肿瘤转移的作用 - .4. ( 本研究中%抑制
g(1EHFgjGFN. 表达可下调 RRD5 和 RRD: 蛋白表
达%证实抑制 g(1EHFgjGFN. 可抑制 ET细胞转移(

多项研究一致表明 g(1EHFgjGFN. 表达上调可促进
乳腺癌细胞恶性进程

- .7_.:. ( 下调 g(1EHFgjGFN. 表
达还能降低胃癌和宫颈癌细胞的增生)集落形成和迁
移能力

- 53_5.. %这些发现与 g(1EHFgjGFN. 在 ET中
的致癌作用类似(

有研究报道 #%E;I35;I, 在多种类型肿瘤中具有
广泛的调节功能%其可通过靶向致癌基因程序性死亡
配体;.)转录因子 WD.%显著抑制胃癌细胞的侵袭)转
移和进展

- 55_50. ( 在肺癌中%#%E;I35;I, 通过调节核苷
酸切除修复交叉互补组 . 表达逆转替莫唑胺耐药 - 5X. (
另一项研究显示%#%E;I35;I, 通过调节肌球蛋白 / 表
达抑制结直肠癌细胞糖酵解和迁移

- 5I. ( 此外%#%E;
I35;I, 可作为 1%B1s333340I 的下游靶点参与调控膀胱
癌进展

- 5/. ( 本研究显示%ET组织)细胞"b;4:)d"EL;
EP;.)VhK;ETXX#中 #%E;I35;I, 表达显著降低%过表
达 #%E;I35;I, 明显抑制 RRD5 和 RRD: 蛋白表达%并
降低 b;4: 细胞活力及细胞增生)迁移和侵袭能力%证
实 #%E;I35;I, 在 ET中的抑癌作用( 过表达 g(1EHF
gjGFN. 后 b;4: 细胞中 #%E;I35;I, 表达降低%抑制
g(1EHF gjGFN. 后 #%E;I35;I, 表 达 升 高% 证 实
g(1EHFgjGFN. 对 #%E;I35;I, 的负性调控作用(
g(1EHFgjGFN. 对 #%EHF的吸附作用是其生物学功
能研究的热点%已有研究报道 g(1EHFgjGFN. 在乳
腺癌)胃癌中的致癌作用分别与调控 #%E;.7.$;I,)
#%E;.0X;I, 表达有关 - .7%53. ( 本研究证实 #%E;I35;I,
是 g(1EHF gjGFN. 的直接靶点%且抑制 g(1EHF
gjGFN. 表达和过表达 #%E;I35;I, 在 ET中的抗癌作
用一致%提示 g(1EHFgjGFN. 可能靶向 #%E;I35;I,
调控 ET进展( 进一步分析显示%抑制 #%E;I35;I, 表
达会减弱 g(1EHFgjGFN. 对 b;4: 细胞生物学行为
的抑制作用%证实 g(1EHFgjGFN.6#%E;I35;I, 通路
径在 ET进展中起到一定作用( 然而%涉及 g(1EHF
和 #%EHF的调控通路复杂%g(1EHFgjGFN. 下游是
否存在其他的 #%EHF)#%E;I35;I, 的下游靶点以及可
能信号通路仍有待进一步研究(

总之%本研究结果显示抑制 g(1EHFgjGFN. 通
过靶向上调 #%E;I35;I, 表达能够抑制人 ET细胞的增
生)迁移和侵袭( 因此%靶向抑制 g(1EHFgjGFN.6
#%E;I35;I, 途径在 ET治疗中具有重要意义(
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明!邢枫$直接参与选题)酝酿和设计实验)起草文章)对文

章知识性内容的审阅,李永明$直接参与选题)酝酿和设计实验)对文章

智力性内容的修改及定稿,高明敏$实施研究)采集数据)分析6解释

数据
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