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摘要：目的　 探讨 ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１在胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）中的表达及临床意义，分析其对胃癌细胞生物学行为的影
响和作用机制。方法　 收集 ８６例胃癌患者癌组织及癌旁组织，另收集 ２１ 例胃癌患者及体检健康者血浆标本，采用实时荧光
定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测各组 ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 的表达水平，并与患者临床病理资料进行相关性分析。ｓｉＲＮＡ 敲减
ＮＰＳＲ１ＡＳ１后，采用细胞增殖试验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验、流式细胞术检测癌细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡能力，并用 ＲＴｑＰＣＲ 检测肿
瘤相关基因表达量的变化。结果 　 ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 在胃癌组织中的表达水平显著升高，且与肿瘤大小（ｔ ＝ １１．０２，Ｐ＜
０．０１）、淋巴结转移（ｔ＝ ２．３０，Ｐ＜０．０５）、ＴＮＭ 分期（ｔ ＝ ３．５５，Ｐ＜０．０１）、肿瘤血管或神经侵袭（ｔ ＝ ３．１０，Ｐ＜０．０５）显著相关；血浆
ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１筛查胃癌的 ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣＲＯＣ）为 ０．６９６。ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后可使 ＧＳＫ３β（ｔ＝ １６．１５，Ｐ＜
０．０１）和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝ １０．１７，Ｐ＜０．０１）表达上调，βｃａｔｅｎｉｎ（ｔ＝ ４．８６９，Ｐ＜０．０５）、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ ＝ ３．７７，Ｐ＜０．０５）、Ｓｎａｉｌ（ｔ ＝ ９．３７２，
Ｐ＜０．０１）和 ＭＭＰ２（ｔ＝ １５．５７，Ｐ＜０．０１）表达下调。结论　 ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减可抑制胃癌细胞增殖、迁移及侵袭并诱导其
凋亡，其作用机制与上皮－间质转化（ＥＭＴ）有关。
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ＬｎｃＲＮＡ是长度大于 ２００ 个核苷酸，缺乏蛋白质编
码能力，与 ＤＮＡ、ＲＮＡ 和蛋白质相互作用，在表观
遗传、转录及转录后水平上发挥关键的调控作

用［２］。ＬｎｃＲＮＡ ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 主要定位于 ７ 号染色
体 ｐ１４．３。Ｈｕａｎｇ 等［３］从 Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓ
（ＴＣＧＡ）数据库中分析了 １４９ 例肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）患者的 ＬｎｃＲＮＡ表达模式
以及相关的临床数据，其认为 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 与 ＨＣＣ
的预后相关，并有望成为 ＨＣＣ 治疗的靶标。此外，
Ｈｅ等［４］根据微阵列分析，认为 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 是一种
缺氧反应性 ＬｎｃＲＮＡ；缺氧诱导的 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 可能
通过调节 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 途径来促进 ＨＣＣ 细胞的增
殖和糖酵解，并有望用于 ＨＣＣ 治疗［４］。为研究

ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 与 胃 癌 的 关 系，本 研 究 检 测 了
ＮＰＳＲ１ＡＳ１在胃癌患者组织及血浆中的表达情况，
结合患者的临床病理资料，分析其与 ＮＰＳＲ１ＡＳ１
表达量的关系，同时，还进行了细胞功能学试验及

实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测肿瘤相关基因
的表达，并进一步研究其作用机制，以期为临床诊

疗提供实验依据。

１　 资料和方法

１．１　 研究对象　 收集 ２０１５ 年 ４ 月至 ２０１９ 年 ７ 月
于江苏大学附属人民医院普外科接受手术治疗的

８６例胃腺癌患者的癌组织及相应的癌旁组织（距
肿瘤边缘＞ ５ ｃｍ）。女性 ２４ 例，男性 ６２ 例，年龄
４７～８２岁，中位年龄 ６８岁；肿瘤最大径＞５ ｃｍ者 ２２
例，≤５ ｃｍ者 ６４例；淋巴结转移阴性者（Ｎ０）３８例，
阳性者（Ｎ１３）４８ 例；胃癌 ＴＮＭ 分期为Ⅰ ～Ⅱ期 ４０
例，Ⅲ～Ⅳ期 ４６ 例。纳入标准：（１）经病理科 ２ 名
副主任医师联合诊断为胃腺癌；（２）所有患者术前
均未接受放疗、化疗及其他非手术的抑癌疗法。排

除标准：（１）合并其他肿瘤者；（２）有高血压、糖尿
病、心脏病、肺部疾病和免疫系统疾病者。随机选

取上述胃癌患者中的 ２１例（男性 １４ 例，女性 ７ 例，
年龄 ５２～７６岁），检测血浆中 ＮＰＳＲ１ＡＳ１的表达水
平。另外，随机收集在本院体检中心体检的 ２１ 例
（男性 １２例，女性 ９ 例，年龄 ２７ ～ ４６ 岁）体检健康
者的血浆标本作为对照组。本研究经江苏大学附

属人民医院伦理委员会的批准 （批准文号：

Ｋ２０１８００１６Ｙ）。所有受试者及家属均知情同意。
１．２　 细胞系、试剂和仪器　 胃癌细胞系 ＡＧＳ（中国
科学院上海细胞库）。ＲＮＡ 提取试剂（Ｔｒｉｚｏｌ，美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转录试剂盒及荧光定量 ＰＣＲ试

剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００（日本 ＴａＫａＲａ 公司），ｓｉＲＮＡＮＰＳＲ１ＡＳ１ 小干
扰 ＲＮＡ、阴性对照小干扰 ＲＮＡ（上海吉玛公司），
Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ细胞凋亡试剂盒（江苏碧云天
公司）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ基质胶（美国 ＢＤ 公司），ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 微量紫
外可见分光光度计（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司），ＣＦＸ９６
荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司）。
１．３　 ＲＮＡ提取及 ＲＴｑＰＣＲ　 采用苯酚－氯仿抽提
法，按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书从胃癌组织、血浆及胃癌
细胞中提取总 ＲＮＡ，并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 微量紫外
可见分光光度计检测其浓度和纯度，取吸光度

（Ａ２６０ ｎｍ ／ Ａ２８０ ｎｍ）值为 １． ９ ～ ２． １ 的样本用于后续试
验。按逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ 样本逆转录为
ｃＤＮＡ，样本置于－２０ ℃保存。根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中的
基因序列号，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０ 软件设计引物，
并送上海生工公司合成（表 １）。根据 ＳＹＢＲＲＴＲＴ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ 试剂说明书配制体系，细胞、组织和
血浆 ＲＴｑＰＣＲ 体系：１０ μＬ ２ × ＰＣＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ上、下游引物各 ０．４ μＬ，１ μＬ模板ｃＤＮＡ，
８．２ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。将上述体系置于 ＡＢＩ 荧光定量
ＰＣＲ仪中检测，循环参数：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，
５９ ℃ ２０ ｓ，７２ ℃ ３４ ｓ，共 ４０ 次循环。７２ ℃时采集
荧光信号，使用 ７５００ Ｓｙｓｔｅｍ ＳｏｆｔｗａｒｅＳＤＳ ２．２软件进
行熔解曲线分析。细胞和组织以 βａｃｔｉｎ 为内参基
因，血浆以 Ｕ６为内参基因。相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ

法计算。

１．４　 细胞转染　 复苏胃癌 ＡＧＳ 细胞，取 １×１０５ 个
细胞（每孔 ２００ μＬ）铺于 １２ 孔细胞培养板中，置于
细胞培养箱（３７ ℃、５％ ＣＯ２）中培养，待其细胞密
度达 ６０％ ～ ８０％时转染。按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
说明书操作，用无血清培养基配制转染试剂及

ｓｉＲＮＡ工作液，试验设 ２ 组，分别为：ｓｉＮＰＳＲ１ＡＳ１
组（５０ μＬ 无血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液 ＋ ２ μＬ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ ＋ ２ μＬ ｓｉＮＰＳＲ１ＡＳ１）；ｓｉＮＣ 组
（５０ μＬ 无血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液 ＋ ２ μＬ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ ＋ ２ μＬ ｓｉＮＣ），分别混匀静置
２０ ｍｉｎ后进行转染，４ ～ ６ ｈ 后更换为完全培养基继
续培养。

１．５　 细胞生长曲线 　 取上述转染 ４８ ｈ 后的 ＡＧＳ
细胞（ｓｉＮＰＳＲ１ＡＳ１组和 ｓｉＮＣ 组），用 ２．５ ｇ ／ Ｌ 胰
蛋白酶消化，重悬并计数，以每孔 １×１０４ 个的细胞
密度接种于 １２孔细胞培养板，每组设置 ６ 个复孔。
置于细胞培养箱（３７ ℃、５％ ＣＯ２）中培养，培养基
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每 ３ ｄ更换 １次，每隔 ２４ ｈ在光学显微镜下拍照并
计数，结果取均值，连续计数 ５ ｄ，根据细胞数量绘
制生长曲线，并计算细胞增殖能力。

１．６　 平板克隆形成试验 　 取上述转染 ４８ ｈ 后的
ＡＧＳ 细 胞 （ｓｉＮＰＳＲ１ＡＳ１ 组 和 ｓｉＮＣ 组），用
２．５ ｇ ／ Ｌ胰蛋白酶消化，重悬并计数，以每孔 １×１０３

个的细胞密度接种于 ６孔细胞培养板中，置于细胞

培养箱（３７ ℃、５％ ＣＯ２）中培养，培养基每 ３ ｄ更换
１次。在培养后的第 １０ 天，将细胞用 ＰＢＳ 冲洗 ３
次，４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，０．５％结晶紫避光
染色 １５ ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 次，待自然风干
后，光学显微镜下观察并计数大于 ３０ 个细胞、集落
大小为 ０．４～１．０ ｍｍ的克隆。

表 １　 ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 序列号 引物序列（５′→３′） 退火温度（℃） 扩增长度（ｂｐ）
ＮＰＳＲ１ＡＳ１ ＮＣ＿０００００７．１４ Ｒ：ＴＧＴＴＧＡＧＡＡＧＴＧＣＡＣＧＧＴＣＣ ６０ １６４

Ｆ：ＧＧＧＧＴＧＴＧＴＧＡＧＣＡＣＴＣＡＡＴ
βａｃｔｉｎ ＬＴ５７５４６６．１ Ｒ：ＣＡＴＴＣＣＡＡＡＴＡＴＧＡＧＡＴＧＣＧＴＴＧＴ ６０ １０３

Ｆ：ＴＧＴＧＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＡＧＧＡＣＴ
Ｕ６ ＮＣ＿０１５４３８．３ Ｒ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ ６０ ９４

Ｆ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＳＫ３β ＫＪ２０６２３８．１ Ｒ：ＴＧＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＡＴＧＴＴＣＣＧ ６０ １８０

Ｆ：ＣＣＡＡＣＡＡＧＡＧＧＴＴＣＴＧＣＧＧＴ
βｃａｔｅｎｉｎ Ｍ７７０１３．１ Ｒ：ＡＣＧＡＧＣＴＧＣＴＡＴＧＴＴＣＣＣＴＧ ６０ １７７

Ｆ：ＡＴＴＧＣＡＣＧＴＧＴＧＧＣＡＡＧＴＴＣ
Ｓｎａｉｌ ＮＭ＿０５７３８４．４ Ｒ：ＧＣＴＣＧＡＡＡＧＧＣＣＴＴＣＡＡＣＴＧ ６０ １５０

Ｆ：ＧＡＣＡＴＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＣＡＧＣＣ
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ Ｚ３５４０２．１ Ｒ：ＧＧＴＣＴＧＴＣＡＴＧＧＡＡＧＧＴＧＣＴＣ ６０ １２３

Ｆ：ＣＡＧＧＡＴＣＴＴＧＧＣＴＧＡＧＧＡＴＧＧ
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ Ｓ４５０１３．１ Ｒ：ＴＣＡＡＣＴＧＣＡＡＣＣＧＴＧＴＣＴＧＴ ６０ １４２

Ｆ：ＡＴＣＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＣＴＧＡＧＣＡ
ＭＭＰ２ ＮＣ＿００００１６．１０ Ｒ：ＣＡＴＧＧＣＧＡＴＧＧＡＴＡＣＣＣＣＴＴ ６０ １５８

Ｆ：ＣＣＡＴＣＧＧＣＧＴＴＣＣＣＡＴＡＣＴＴ

１．７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移和侵袭试验
１．７．１　 迁移试验　 取转染 ４８ ｈ 后的 ＡＧＳ 细胞（ｓｉ
ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 组和 ｓｉＮＣ 组），２． ５ ｇ ／ Ｌ 胰蛋白酶消
化，加入无血清培养基重悬并计数，调整细胞浓度

为 １× １０５ ／ ｍＬ。然后以每孔 ２００ μＬ 接种于 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室上室，下室中每孔加入 ７５０ μＬ 完全培养
基。培养 ２４ ｈ 后，４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，
０．５％结晶紫染色 １５ ｍｉｎ，棉签擦去上室面残余细
胞，用荧光显微镜拍照并随机计数 １０ 个视野 （×
１００）的细胞数，结果取均值。
１．７．２　 侵袭试验　 取无血清培养基 ４４ μＬ和 Ｍａｔｒｉ
ｇｅｌ ６ μＬ混合稀释，滴入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中包被上室
膜，然后置于 ２４孔细胞培养板中，置于培养箱温育
４ ｈ。其余步骤同迁移试验。
１．８　 细胞凋亡试验 　 取上述转染 ４８ ｈ 后的 ＡＧＳ
细胞（ｓｉＮＰＳＲ１ＡＳ１ 组和 ｓｉＮＣ 组），１ × Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，计数并加入 ＰＢＳ，调整细胞浓度为
２×１０５ ／ ｍＬ，依次加入 １０ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ、５ μＬ
ＰＩ混合，避光静置 １５ ｍｉｎ 后用流式细胞仪检测细
胞凋亡率（早期凋亡＋晚期凋亡）。
１．９　 统计学分析　 数据均采用 ＳＰＳＳ ２３．０ 软件进

行统计分析，ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７． ０ 软件分析制图。
所有试验均独立重复 ３ 次，计量资料以均数±标准
差表示，组间比较采用 ｔ检验。计数资料采用 χ２ 检
验。生存曲线采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ 法绘制。以 Ｐ ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 在胃癌组织及血浆中的表达 　
ＲＴｑＰＣＲ 结 果 显 示，８６ 例 胃 癌 组 织 标 本 中
ＮＰＳＲ１ＡＳ１的相对表达量（３．９８±０．３６）显著高于癌
旁组织（２．７８ ± ０． ３１），差异具有统计学意义（ｔ ＝
２．５１，Ｐ ＜ ０．０５）。而 ２１ 例 胃 癌 患 者 血 浆 中
ＮＰＳＲ１ＡＳ１的相对表达量（４．３５±０．３９）亦显著高于
２１例体检健康者（２．５１±０．５０），差异具有统计学意
义（ｔ＝ ２．８９，Ｐ＜０．０１）。
２．２　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１在胃癌组织及血浆中的临床应用
价值　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１在 ８６例胃癌组织中相对表达量
的中位数为 ０．９１３，以此为界将胃癌患者分为高表
达组（ｎ ＝ ４３）和低表达组（ｎ ＝ ４３）。结合临床病理
资料，分析其与 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 表达量的关系，结果显
示 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 高表达与肿瘤大小（ｔ ＝ １１． ０２，Ｐ ＜
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０．０１）、淋巴结转移（ｔ ＝ ２．３０，Ｐ＜０．０５）、肿瘤血管或
神经侵袭（ｔ＝ ３．０９，Ｐ＜０．０１）和 ＴＮＭ 分期（ｔ ＝ ３．５５，
Ｐ＜０．０１）密切相关。而与性别、年龄、是否吸烟、饮
酒等无显著相关性（表 ２）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ 分析表
明，ＮＰＳＲ１ＡＳ１高表达组患者的生存率明显低于低

表达组（ＨＲ ＝ ２．５８，９５％ＣＩ：１．３８ ～ ４．７１，Ｐ＜０．０５，图
１Ａ）。胃癌患者血浆 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 水平诊断胃癌的
ＲＯＣ 曲线下面积（ＡＵＣＲＯＣ）为 ０． ６９６，９５％ ＣＩ 为
０．５３４ ～ ０． ８５８，当 ｃｕｔｏｆｆ 值为 ９． ５２ 时，特异性为
９０．５％，敏感性为 ４７．６％。见图 １Ｂ。

注：Ａ，ＮＰＳＲ１ＡＳ１表达与胃癌患者生存率之间的相关性；Ｂ，血浆 ＮＰＳＲ１ＡＳ１表达水平的 ＲＯＣ曲线。

图 １　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１在胃癌组织及血浆中的表达

　 　 表 ２　 胃癌患者组织中 ＮＰＳＲ１ＡＳ１的表达与临床病理
参数的关系

参数 例数
ＮＰＳＲ１ＡＳ１
高 低

χ２ Ｐ值

性别 ＜０．００１ １．０００
　 男 ６２ ３１ ３１
　 女 ２４ １２ １２
年龄（岁） ０．８１６ ０．３６６
　 ＜６０ １３ ５ ８
　 ≥６０ ７３ ３８ ３５
饮酒 ０．０６８ ０．７９５
　 否 ６７ ３４ ３３
　 是 １９ ９ １０
吸烟 ０．２４４ ０．６２１
否 ６４ ３１ ３３
是 ２２ １２ １０
分化 ０．０６３ ０．８０２
　 中 ６５ ３２ ３３
　 低 ２１ １１ １０
血管或神经侵袭 ７．９３８ ０．００５
　 阴性 ６０ ２４ ３６
　 阳性 ２６ １９ ７
肿瘤大小（ｃｍ） ６．１０８ ０．０１３
　 ≤５ ６４ ２７ ３７
　 ＞５ ２２ １６ ６
浸润深度 ０．８１６ ０．３６６
　 Ｔ（１２） １３ ５ ８
　 Ｔ（３４） ７３ ３８ ３５
淋巴结转移 ６．７８９ ０．００９
　 Ｎ（０） ３８ １３ ２５
　 Ｎ（１３） ４８ ３０ １８
远处转移 ０．３４５ ０．５５７
　 Ｍ（０） ８３ ４２ ４１
　 Ｍ（１） ３ １ ２
ＴＮＭ分期 １１．９６５ ０．００１
　 Ⅰ～Ⅱ期 ４０ １２ ２８
　 Ⅲ～Ⅳ期 ４６ ３１ １５

２．３　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后对 ＡＧＳ细胞生物学行为的
影响　 转染 ＡＧＳ 细胞 ４８ ｈ 后经 ＲＴｑＰＣＲ 结果证
实，ｓｉＲＮＡ的敲减效率满意，其表达量（１．０３±０．０１）
与对照组（０． ５７ ± ０． ０２）相比，下降了 ５４． ５％（ｔ ＝
１８．９２，Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）。细胞生长曲线及平板克隆
形成试验结果表明，ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后能抑制 ＡＧＳ
细胞的增殖能力（ｔ ＝ ２． ７８９，Ｐ ＜ ０． ０５，图 ２Ｂ；ｔ ＝
１４．００，Ｐ＜０．０５，图 ２Ｃ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移和侵袭试验
结果表明，ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 敲减后能抑制 ＡＧＳ 细胞的
迁移及侵袭能力（ｔ ＝ ２５．４５，Ｐ＜０．０５，图 ２Ｄ）。流式
细胞术检测结果显示，ｓｉＮＰＳＲ１ＡＳ１ 凋亡（早期凋
亡＋晚期凋亡）比例为 ９．４３％，明显高于 ｓｉＮＣ 组的
５．２２％（ｔ＝ ２１．４５，Ｐ＜０．００１，图 ２Ｅ），表明 ＮＰＳＲ１ＡＳ１
敲减可诱导 ＡＧＳ细胞的凋亡。
２．４　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后对肿瘤相关基因表达的影
响　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 敲减后，ＲＴｑＰＣＲ 检测肿瘤相关
基因结果显示，与对照组相比，ＧＳＫ３β 和 Ｅｃａｄｈｅｒ
ｉｎ的表达量（分别为 １．８６±０．０５、１．５９±０．０６）明显上
调（ｔ分别为 １６．１５ 和 １０．１７，Ｐ 均＜０．０１），而 βｃａｔｅ
ｎｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ 和 ＭＭＰ２ 的表达量（分别为
０．７１±０．０５、０．７０±０．０８、０．３９±０．０７、０．２３±０．０４）显著
下调（ｔ分别为 ４．８６９、３．７７和 ９．３７２，Ｐ均＜０．０１）。

３　 讨论

　 　 研究发现，ＬｎｃＲＮＡ可通过调控胃癌细胞增殖、
迁移和凋亡等多种生物学行为，直接或间接干扰基

因表达，在胃癌的发生、发展及预后中发挥重要作

用［５］。本课题组发现的 ＬＩＮＣ０１２２５［６］在胃癌组织中
高表达，并促进胃癌细胞增殖、侵袭、迁移和上皮－间
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质转化（ＥＭＴ）过程。Ｙａｎｇ 等［７］发现，ＬＩＮＣ００６６５ 在
胃癌中的表达下调，在胃癌进展过程中发挥抑制胃

癌细胞的增殖并诱导其凋亡的作用。目前关于

ＮＰＳＲ１ＡＳ１的研究甚少，至今还未证实其在胃癌中
的作用机制。为了探讨 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 在胃癌中是否
发挥促癌作用，本研究发现 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 在胃癌患
者组织及血浆中的表达水平明显升高，其高表达与

胃癌患者肿瘤大小、淋巴结转移、肿瘤血管或神经

侵袭和 ＴＮＭ分期显著相关，并且高表达患者的术
后总生存率明显降低，表明 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 在胃癌中
发挥着促癌作用并导致其不良预后。笔者通过进

一步的细胞功能试验发现，ＮＰＳＲ１ＡＳ１可促进胃癌
细胞的增殖、迁移和侵袭，表明其能够促进胃癌细

胞的恶性生物学行为。

　 　 注：Ａ，ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后在胃癌细胞中的表达水平；Ｂ、Ｃ，细胞生长曲线及平板克隆试验检测 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 敲减后对 ＡＧＳ 细胞增殖能力的

影响；Ｄ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测 ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后对 ＡＧＳ细胞迁移及侵袭能力的影响；Ｅ，流式细胞术检测 ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后对 ＡＧＳ细胞凋亡的

影响。，Ｐ＜０．０１；，Ｐ＜０．００１。

图 ２　 ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后对胃癌细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡等生物学行为的影响

　 　 有学者发现，ＬｎｃＲＮＡ 可以通过靶向不同的分
子标志物直接或间接地调节 ＥＭＴ 过程，从而发挥
促肿瘤作用［８］。而 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 能否也通过 ＥＭＴ
实现这一过程目前尚不清楚。本研究发现，

ＮＰＳＲ１ＡＳ１敲减后 ＧＳＫ３β 和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达上
调，而 βｃａｔｅｎｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ 和 ＭＭＰ２ 的表达
下调，ＥＭＴ 相关基因变化明显。有文献显示，
ＧＳＫ３β是一种多功能的丝氨酸 ／苏氨酸激酶，在多
种细胞活动中起关键作用，如细胞增殖、分化、凋亡

和细胞周期等［９］。在多个信号通路中，如 Ｗｎｔ ／
βｃａｔｅｎｉｎ、ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、Ｈｅｄｇｅｈｏｇ、Ｎｏｔｃｈ 等，ＧＳＫ３β

均具有重要的中心枢纽作用，进而调控疾病的进

展［１０］。Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＥＭＴ 启动过程
中发挥重要的调控作用，该信号通路活化后可以通

过抑制 ＧＳＫ３β的活性，致使 βｃａｔｅｎｉｎ 不能被
ＧＳＫ３β磷酸化，导致游离 βｃａｔｅｎｉｎ 大量入核，而
βｃａｔｅｎｉｎ在核内可以作为转录因子的亚单位，从而
诱导 ＥＭＴ的转录因子表达以激活 ＥＭＴ 过程。相
反，ＧＳＫ３β 过表达后可以抑制 ＥＭＴ 过程［１１］。本

研究结果证实，ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 敲减后 ＧＳＫ３β 水平上
调，从而抑制了 βｃａｔｅｎｉｎ 及 ＥＭＴ 信号。Ｚｈｅｎｇ
等［１２］发现 ＬｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 可以作为 ＧＳＫ３β 负
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调节剂，抑制 ＧＳＫ３β 表达以降低 βｃａｔｅｎｉｎ 活性，
从而影响结肠癌细胞的恶性行为。因此，笔者推测

ＮＰＳＲ１ＡＳ１可能通过 Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的激
活，刺激几种与 ＥＭＴ 相关的转录因子，从而促进
ＥＭＴ过程。

本课题组在前期实验发现，ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 在胃癌
患者组织及血浆中的表达水平升高，且与胃癌的发

生和转移相关，本研究进一步探讨了 ＮＰＳＲ１ＡＳ１
对胃癌细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响，但未探

究细胞周期等其他生物学行为的影响。此外，

ＮＰＳＲ１ＡＳ１可能通过调节 ＧＳＫ３β 的表达水平，从
而调控 Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路以诱导肿瘤的 ＥＭＴ
过程，但尚缺乏相关实验进一步证明。在后续研究

中，本课题组将进一步研究 ＮＰＳＲ１ＡＳ１ 如何调控
ＧＳＫ３β的表达来影响胃癌细胞生物学行为的具体
机制，以期为寻找新的胃癌治疗靶标提供更多的实

验依据。
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