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摘　要　目的　本研究旨在探讨 ＤＮＭ３ＯＳ对胃癌细胞的作用及其对胃癌患者预后预测的作用。方法　选取 ２０１２年 １月 ～

２０１６年 １月在笔者医院接受手术的胃癌患者，提取总 ＲＮＡ，检测 ＤＮＭ３ＯＳ的水平，随访患者预后。同时培养胃癌细胞 ＡＧＳ和

ＭＫＮ４５细胞系，采用 ＤＮＭ３ＯＳ干扰 ＲＮＡ沉默 ＤＮＭ３ＯＳ，通过 Ｔｕｎｅｌ方法检测胃癌细胞的凋亡水平，通过 ＭＴＴ实验检测细胞活

性；采用免疫印迹法检测信号通路。结果　与癌旁组织比较，ＤＮＭ３ＯＳ在胃癌组织中的表达显著上调（Ｐ＜０．０５），且 ＤＮＭ３ＯＳ高

表达患者肿瘤浸润深度，淋巴结转移和 ＴＮＭ分级与 ＤＮＭ３ＯＳ低表达患者比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＤＮＭ３ＯＳ高表达

患者病死率明显高于 ＤＮＭ３ＯＳ低表达患者（Ｐ＜０．０５）。在胃癌细胞 ＡＧＳ和 ＭＫＮ４５细胞系中沉默 ＤＮＭ３ＯＳ后，ＤＮＭ３ＯＳ沉默组

细胞活性较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡较对照组明显增加（Ｐ＜０．０５）；免疫印迹法结果显示，ＤＮＭ３ＯＳ沉默组细胞 Ａｋｔ

的活化较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＮＭ３ＯＳ的表达与胃癌患者预后明显相关，其通过增加 Ａｋｔ的活化促进胃癌细胞

的生存。
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　　胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，是全球三大癌症
死亡原因。胃癌在全球的发生率因地区而异，在东亚

其发生率最高
［１，２］
。大多数患者首诊时即发现在癌

症晚期，已经出现了转移。尽管近年来在外科技术和

放、化疗方面取得了较大进展，然而晚期胃癌患者预

后仍不理想
［３］
。因此，充分了解胃癌发展的潜在分

子机制，寻找新的诊断标志物和发掘新的肿瘤侵袭转

移的治疗靶点迫在眉睫。

长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）是一类超过 ２００个
核苷酸的转录物质，其没有编码蛋白的潜能，但是多

数研究表明 ＬｎｃＲＮＡ在肿瘤的发生、发展中发挥关键
作用。ＬｎｃＲＮＡ参与多种肿瘤生物学作用，包括肿瘤
增殖、侵袭、转移、凋亡和化疗药物的抵抗

［４］
。研究

表明 ＬｎｃＲＮＡ的失调在诱导胃癌的发生和转移中发
挥重要作用

［５］
。ＤＮＭ３ＯＳ是一种新发现的 ＬｎｃＲＮＡ，

前期研究报道其在卵巢癌中通过诱导上皮向间质转

化促进卵巢癌的侵袭，降低其生存率。然而其在胃癌

·８４１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｎｏｖ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１１　　



中的作用尚无报道。本研究旨在探讨 ＤＮＭ３ＯＳ在胃
癌患者中的表达及其与胃癌患者预后的关系，探讨

ＤＮＭ３ＯＳ对胃癌细胞系的作用和机制，为胃癌的防治
提供新的理论基础。

材料与方法

１．患者样本：肿瘤及其癌旁组织来源于 ２０１２年
１月 ～２０１６年１月在笔者医院接受手术的胃癌患者。
研究方案经笔者医院伦理学委员会批准。所有参与

者均知情同意。所有患者在手术前均未接受放疗或

化疗。所有胃癌组织标本均取后立即快速冷冻在

－８０℃下储存。采用电话随访的方式进行随访，每半
年１次，询问患者再入院情况和死亡情况。

２．细胞培养和转染：人胃上皮细胞系 ＡＧＳ和
ＭＫＮ４５（上海中国科学院细胞库）在含有１０％胎牛血
清（美国 Ｓｉｇｍａ公司）的 ＲＰＭＩ－１６４０培养基中培养。
细胞转染：将２×１０５个细胞接种到 ６孔板中，用脂质
体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）进行细胞
转染。ｓｉＲＮＡ序列如下：ｓｉ－ＤＮＭ３ＯＳ：５′－ＣＡＡＣ
ＴＡＧＴＧＴＴＣＡＡＣＴＡＴＡ－３′。

３．ＲＴ－ＰＣＲ检测：提取胃癌组织和细胞的总
ＲＮＡ，用反转录酶 ＸＬ（日本 ＴａＫａＲａ公司）、寡核苷酸
和随机引物将 １μｇ总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。采用
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ系统（美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈ
ｅｒ公司）以及 ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ反应试剂盒（美国 Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ公司）进行 ＰＣＲ扩增反应，以肌动蛋白 β（β－
ａｃｔｉｎ）作为内参。

４．免疫印迹法：提取胃癌组织和细胞的总蛋白，
采用裂解液裂解蛋白后离心取上清总蛋白，采用

ＢＣＡ法进行蛋白定量，采用 １０％是 ＳＤＳ－ｐａｇｅ进行
凝胶电泳，将蛋白转移到ＰＶＧＦ膜上，采用５％脱脂牛
奶封闭３０ｍｉｎ，采用相应的一抗孵育过夜，采用荧光
二抗孵育 １ｈ，采用 Ｏｄｅｓｓｅｙ红外系统进行显色，所有
蛋白与内参 β－ａｃｔｉｎ进行比较。

５．ＭＴＴ试剂盒检测细胞增殖：细胞接种于 ９６孔
板中，处理完毕后每孔加入 １０μｌＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ，
即０．５％ＭＴＴ），继续培养 ４ｈ。用 ＰＢＳ冲 ２～３遍后，
每孔加入 １５０μｌ二甲基亚砜，置摇床上低速振荡
１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪 Ａ４９０ｎｍ
处测量各孔的吸光度值。

６．凋亡染色检测：采用 Ｔｕｎｅｌ染色检测凋亡阳性
细胞数量，处理好的细胞采用 ４％多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ，用预冷的乙醇和冰醋酸 １∶１溶液后固定，采用
０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ２００通透细胞 ５ｍｉｎ，孵育 ＴＵＮＥＬ反应

混合液１ｈ，采用 ＤＡＰＩ染色细胞核。以每个视野下绿
色和蓝色细胞核重叠百分数作为细胞凋亡百分数。

７．统计学方法：每个实验至少重复 ３次。采用
ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数据进行统计分析。所有
数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采用非配对 ｔ检
验（两组之间的比较）或单因素方差分析进行比较。

计数资料两者之间的比较采用 χ２检验。生存曲线采
用 Ｋａｐｌａｎｅ－Ｍｅｉｒ曲线评估；生存率采用对数秩和检
验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＤＮＭ３ＯＳ在胃癌组织和细胞中表达升高：

ＲＴ－ＰＣＴ结果显示，与癌旁组织比较，ＤＮＭ３ＯＳ在胃
癌组织中的表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；与正常细胞比
较，ＡＧＳ细胞系中 ＤＮＭ３ＯＳ的表达显著增高（Ｐ＜
００５）；与正常细胞比较，ＭＫＮ４５细胞系中 ＤＮＭ３ＯＳ
的表达显著增高（Ｐ＜０．０５），详见图１。

图 １　ＤＮＭ３ＯＳ在胃癌组织和细胞中表达升高

２．ＤＮＭ３ＯＳ表达与胃癌患者肿瘤浸润深度、淋巴
结转移和 ＴＮＭ分级相关性：纳入的 ５０例患者，以
ＤＮＭ３ＯＳ表达的中位数为界限，将其分为 ＤＮＭ３ＯＳ
高表达组，ＤＮＭ３ＯＳ低表达组，两组患者的肿瘤组织
分化程度、Ｂｏｒｍａｎｎ分型、肿瘤直径和神经侵犯率、血
管侵犯率比较，差异无统计学意义，而 Ｔ分级、Ｎ分级
和 ＴＮＭ分级差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见表１。
　　３．ＤＮＭ３ＯＳ表达与胃癌患者生存率的关系：随访
患者３６个月，统计患者病死率，ＤＮＭ３ＯＳ高表达组
患者死亡１５例，病死率高达５０％，而 ＤＮＭ３ＯＳ低表
达组患者死亡 ４例，病死率为 ２０％，两组存活率比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），生存率曲线详见
图 ２。

４．ＤＮＭ３ＯＳ沉默减少胃癌 ＡＧＳ细胞系的增殖，
增加其凋亡：培养胃癌 ＡＧＳ细胞系，采用 ｓｉＲＮＡ沉默
ＤＮＭ３ＯＳ的表达后其表达明显低于对照组（Ｐ＜
００５），证明 ｓｉＲＮＡ的转染是成功的。ＭＴＴ试验结果
显示，在培养１２、２４、４８和７２ｈ，对照组 ＡＧＳ细胞不断
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表 １　ＤＮＭ３ＯＳ的表达与胃癌患者肿瘤浸润深度、

淋巴结转移和 ＴＮＭ 分级的关系

项目
ＤＮＭ３ＯＳ低表达组

（ｎ＝２０）

ＤＮＭ３ＯＳ高表达组

（ｎ＝３０）
Ｐ

组织分化程度 ０．３２１
　低 １３ ２３
　中 ４ ３
　高 ３ ４
Ｂｏｒｍａｎｎ分型 ０．４４２
　Ⅰ ～Ⅱ ５ ４
　Ⅲ ～Ⅳ １５ ２６
肿瘤直径（ｃｍ） ０．１２６
　≤５ １０ ９
　 ＞５ １０ ２１
神经侵犯 １３ １８ ０．７２４
血管侵犯 １５ １４ ０．７２４
Ｔ分级 ０．０１２
　Ｔ１～３ １３ ３
　Ｔ４ ７ ２７
Ｎ分级 ０．０２７
　Ｎ０ １３ ２７
　Ｎ１～３ ７ ４
Ｍ分级 ０．２５４
　Ｍ０ １７ ２６
　Ｍ１ ３ ４
ＴＮＭ分级 ０．０１５
　Ⅰ ～Ⅱ １０ ５
　Ⅲ ～Ⅳ １０ ２５

图 ２　ＤＮＭ３ＯＳ表达与胃癌患者生存率的关系

两组比较，Ｐ＜０．０５

增殖，而 ＤＮＭ３ＯＳ沉默组（ｓｉ－ＤＮＭ３ＯＳ）细胞增殖明
显低于对照组（Ｐ＜０．０５），详见图 ３Ｂ。采用 Ｔｕｎｅｌ染
色检测细胞凋亡水平，对照组细胞凋亡率为 ５．６％ ±
１２％，ＤＮＭ３ＯＳ沉默组细胞凋亡率为 ２９．７％ ±
４５％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见图３Ｃ。
　　５．ＤＮＭ３ＯＳ沉默减少胃癌 ＭＫＮ４５细胞系的增
殖，增加其凋亡：培养胃癌 ＭＫＮ４５细胞系，采用 ｓｉＲ
ＮＡ沉默 ＤＮＭ３ＯＳ的表达后其表达明显低于对照组
（Ｐ＜０．０５），证明 ｓｉＲＮＡ的转染是成功的（图 ４Ａ）。
ＭＴＴ试验结果显示，在培养 １２、２４、４８和 ７２ｈ，对照组
ＭＫＮ４５细胞不断增殖，而 ＤＮＭ３ＯＳ沉默组（ｓｉ－
ＤＮＭ３ＯＳ）细胞增殖明显低于对照组（Ｐ＜０．０５，图
４Ｂ）。采用 Ｔｕｎｅｌ染色检测细胞凋亡水平，结果显示，

图 ３　ＤＮＭ３ＯＳ沉默减少胃癌 ＡＧＳ细胞系的增殖，增加其凋亡

Ｃ．绿色为凋亡细胞，蓝色为细胞核（×４００）；与 ｓｉＲＮＡ对照组比较，Ｐ＜０．０５
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图 ４　ＤＮＭ３ＯＳ沉默减少胃癌 ＭＫＮ４５细胞系的增殖，增加其凋亡

Ｃ．绿色为凋亡细胞，蓝色为细胞核（×４００）；与 ｓｉＲＮＡ对照组比较，Ｐ＜０．０５

对照组细胞凋亡率为 ５４．６％ ±１．９％，ＤＮＭ３ＯＳ沉默
组细胞凋亡率为 ３０．７％ ±３．８％，两组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ）。

６．ＤＮＭ３ＯＳ调控 Ａｋｔ信号分子：免疫印迹法检测
结果显示，在 ＡＧＳ细胞系中，ＤＮＭ３ＯＳ沉默组 Ａｋｔ的
磷酸化水平明显低于对照组（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ）；在
ＭＫＮ４５细胞系，ＤＮＭ３ＯＳ沉默组 Ａｋｔ的磷酸化水平
同样明显低于对照组（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。

讨　　论

研究表明 ＬｎｃＲＮＡｓ在肿瘤的各种生命过程中发
挥关键作用，这表明其可以作为判断肿瘤预后的分子

标志物和治疗靶点
［６，７］
。目前为止，多数研究发现在

胃癌组织中多种 ＬｎｃＲＮＡ表达失调，包括 ＧＣＬＮＣ１、
ＰＡＮＤＡＲ、ＭＡＬＡＴ１、ＧＣＲＬ１［８～１０］。本研究发现与相
邻正常组织比较，ＬｎｃＲＮＡＤＮＭ３ＯＳ在胃癌组织中显
著上调。且 ＤＮＭ３ＯＳ高表达的患者肿瘤侵袭、淋巴
结转移、ＴＮＭ分期明显差于 ＤＮＭ３ＯＳ低表达患者。
ＤＮＭ３ＯＳ高表达患者的生存率也低于预后 ＤＮＭ３ＯＳ
低表达患者。这些结果表明，ＤＮＭ３ＯＳ可能是作为潜
在的胃癌预后判断的生物学标志物。为了进一步评

估 ＤＮＭ３ＯＳ在胃癌细胞发展中的作用，笔者采用
ＤＮＭ３ＯＳｓｉＲＮＡ对两种胃癌细胞增殖和凋亡的影响。
结果表明，ＤＮＭ３ＯＳ沉默抑制了胃癌细胞增殖，促进
胃癌细胞的凋亡。这些结果表明 ＤＮＭ３ＯＳ在胃癌细

图 ５　ＤＮＭ３ＯＳ调控 Ａｋｔ信号分子

胞中发挥肿瘤促进作用。

Ａｋｔ是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶［１１］
。Ａｋｔ是

Ａｋｔ／ＰＩ３Ｋ／ＰＴＥＮ信号通路中的关键蛋白。Ａｋｔ一旦
被磷酸化激活，在恶性转化过程中起着重要作

·１５１·
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用
［１１，１２］

。磷酸化 Ａｋｔ（Ｐ－Ａｋｔ）通过激活下游的哺乳
动物雷帕霉素干扰细胞凋亡、促进细胞增殖和运

动
［１３］
。过度表达的 Ｐ－Ａｋｔ被认为是许多恶性肿瘤

预后不良的重要指标
［１４～１６］

。一项 Ｍｅｔａ分析表明，
Ｐ－Ａｋｔ高表达与乳腺癌患者的总体生存率差显著相
关

［１７］
。Ｐ－Ａｋｔ表达升高与非小细胞肺癌患者生存

率低显著相关
［１８］
。此外，Ｐ－Ａｋｔ表达升高与胃癌患

者预后差明显相关
［１９］
。而本研究发现，在 ＤＮＭ３ＯＳ

沉默后 ＡＧＳ胃癌细胞系和 ＭＫＮ４５胃癌细胞系中 Ａｋｔ
的激活明显下调，提示 ＤＮＭ３ＯＳ可能通过上调 Ａｋｔ
促进胃癌细胞的增殖，抑制其凋亡发挥促胃癌发生、

发展的作用。

综上所述，ＤＮＭ３ＯＳ在胃癌中高表达，其可能作
为新的生物学标志物用于判断胃癌患者的预后；

ＤＮＭ３ＯＳ可能通过促进 Ａｋｔ的活化促进胃癌细胞的
生存和进展。本研究为胃癌治疗提供了新思路，未来

基于 ＤＮＭ３ＯＳ为靶点的新药物可能成为治疗胃癌的
新策略。
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