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lncGAS5通过NCAM1调节细胞自噬抑制A549细胞增殖

张志文,巫祥生,赵雯莉,兰翼君,李也鹏

(右江民族医学院附属医院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 研究长链非编码RNAGAS5通过神经细胞黏附分子1(neuralcelladhesionmolecule1,NCAM1)调节非

小细胞肺癌(non-smallcelllungcancer,NSCLC)A549细胞增殖机制。方法 CCK8法分别检测Control组、LV-sg-NC
组(空载体的慢病毒转染A549细胞作为阴性对照组)、LV-sg-lncGAS5组(携带sg-lncGAS5的慢病毒转染A549细胞作

为实验组)OD值及A549细胞相对存活率。QPCR分别检测Control组、LV-sg-NC组、LV-sg-lncGAS5组 A549细胞中

lncRNAGAS5及NCAM1的表达。免疫荧光实验检测在A549细胞中过表达及敲降lncRNAGAS5后,微管相关蛋白

1A/1B-轻链3(MAP1LC3、LC3)的表达;检测过表达NCAM1后,LC3的表达,并在过表达NCAM1的A549细胞中加入

ERK抑制剂,检测LC3的表达。结果 抑制lncGAS5表达后,A549细胞相对存活率增高(P<0.001)。并且 A549细

胞感染sg-lncGAS5病毒后可发现lncGAS5表达下调(P<0.001),NCAM1表达上调(P<0.001)。过表达lncGAS5
的A549细胞LC3的表达上调;而过表达 NCAM1的 A549细胞LC3的表达下调,ERK通路抑制后,LC3的表达上调。
敲降lncGAS5的结果与过表达 NCAM1结果一致。结论 lncGAS5可通过 NCAM1增强 A549细胞自噬,从而抑制

A549细胞的增殖。
关键词:A549细胞;细胞自噬;癌,非小细胞肺
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InhibitionofIncGAS5onA549cellproliferationbyregulatingautophagyviaNCAM1

ZhangZhiwen,WuXiangsheng,ZhaoWenli,LanYijun,LiYepeng

(TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityfor
Nationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Tostudythemechanismbywhichlongnon-codingRNAGAS5regulatesprolifera-
tionofA549cellsofnon-smallcelllungcancer(NSCLC)vianeuralcelladhesionmolecule1(NCAM1). 
Methods CCK8methodwasadoptedtodetecttheODvalueandrelativesurvivalrateofA549cellsinthecon-
trolgroup,theLV-sg-NCgroup(A549cellstransfectedwithemptyvectorlentivirusasthenegativecontrol
group)andtheLV-sg-lncGAS5group(A549cellstransfectedwithlentiviruscontainingsg-lncGAS5astheex-
perimentalgroup).QPCRwasusedtodetecttheexpressionsoflncRNAGAS5andNCAM1inA549cellsof
thecontrolgroup,theLV-sg-NCgroupandtheLV-sg-lncGAS5group,respectively.Immunofluorescenceas-
saywasusedtodetectinmicrotubulestheexpressionsofrelevantproteins1A/1B-lightchain3(MAP1LC3,
LC3)afterdetectingtheoverexpressionandknockdownoflncRNAGAS5inA549cells.Theexpressionof
LC3wasdetectedafteroverexpressionofNCAM1.AndtheexpressionofLC3wasdetectedafterERKinhibitor
wasaddedtoA549cellswithover-expressedNCAM1. Results TherelativesurvivalrateofA549cellshad
anincreaseafterthelncGAS5expressionwasinhibited(P<0.001).AfterA549cellswereinfectedwithsg-
lncGAS5virus,theexpressionoflncGAS5wasdown-regulated(P<0.001),whiletheexpressionofNCAM1
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wasup-regulated(P<0.001).LC3expressionwasup-regulatedinA549cellswithover-expressedlncGAS5;
LC3expressionwasdown-regulatedinA549cellswithover-expressedNCAM1;LC3expressionwasup-regula-
tedaftertheinhibitionofERKpathway.TheresultsofknockingdownlncGAS5wereconsistentwiththere-
sultsofover-expressing NCAM1. Conclusion lncGAS5canenhancetheautophagyofA549cellsvia
NCAM1,thusinhibitingtheproliferationofA549cells.
  Keywords: A549cells;autophagy;cancer,non-smallcelllung

  在我国乃至全世界,肺癌的死亡率逐年升高,且肺

癌因其早期症状不明显,多数人未建立良好的定期体

检意识,在发现时已经处于中晚期,错过了手术治疗的

最佳时机,给肺癌的治疗带来了巨大的困难[1]。而非

小细胞肺癌(non-smallcelllungcancer,NSCLC)(占
所有肺癌的85%)其发病率高,因其死亡的人数也在

逐年增长[2],虽然现在对于 NSCLC诊断和治疗的方

法已经有所突破,但是对于早期诊断仍缺乏一种经济、
标准、有效的筛查手段。所以现急需发现敏感性及特

异性都较高的早期NSCLC特异性分子标志物。
长链 非 编 码 RNA(longnon-codingRNA,ln-

cRNA)是指长度大于200bp且不具有编码功能的核

酸序列,但其具有多种调节功能,其很大程度上与

mRNA转录本 相 似,参 与 细 胞 中 多 种 生 理 病 理 过

程[3]。在细胞核中,lncRNA通常负责染色质结构的

修饰、转录控制以及对 mRNA或 miRNA的处理;在
细胞质中,lncRNA 对翻译起控制作用,促进或抑制

mRNA的稳定性,现研究发现lncRNA通过不同的方

式参与多种基因表达调控。其中循环lncRNA,生长

停滞 特 异 性 转 录 本5(growtharrest-specifictran-
scripts,GAS5)是某些类型癌症中重要的肿瘤抑制因

子,在细胞周期停滞阶段高度表达,但在活跃生长的细

胞中下调,在调控致癌信号通路、细胞周期、细胞凋亡、
肿瘤相关基因等方面起到重要作用[4],与肿瘤细胞的

增殖、侵袭、迁移、凋亡均有一定相关性。在2021年

FILIPPOVAE团队研究发现GAS5可以在 miR-21、

miR-222、miR-221-3p、miR-196a-5p 和 miR-378a-5p
介导 下 参 与 抑 制 蛋 白(如 PTEN、PDCD4、DKK2、

FOXO1和SUFU)上调,促进乳腺癌细胞凋亡,在调

节乳腺癌的关键信号通路中作为重要角色,且能提升

多种药物对于乳腺癌的敏感性[5]。无独有偶,在卵巢

癌[6]、骨肉瘤[7]、胶质瘤[8]中GAS5的过表达均能抑制

肿瘤细胞的增殖和侵袭。而在胆管癌、鼻咽癌中lnc-
GAS5的作用恰恰与之相反,lncGAS5作为has-miR-
1297的内源性海绵促进胆管癌细胞增殖和侵袭[9],

lncGAS5下调抑制鼻咽癌细胞的生长[10]。
长链非编码RNAGAS5通过神经细胞黏附分子

1(neuralcelladhesionmolecule1,NCAM1)(又称为

CD56、NCAM、MSK39)是一种可以编码细胞黏附蛋

白的基因,这种细胞黏附蛋白是免疫球蛋白超家族的

成员,可作为跨膜分子的一部分[11]。NCAM1也是一

种免疫反应相关基因,可用于人类体细胞直接重新编

程为NK细胞,直接重编程的NK细胞具有很强的先

天适应性免疫调节活性,对多种癌细胞非常有效,包括

难以治疗的实体癌和癌症干细胞。NCAM1参与细胞

黏附和细胞发育过程,它们的失调研究发现 NCAM1
与多种肿瘤发生、发展、预后相关。KIM HS等[12]研

究发现 KIR3DL3主要在 NCAM1上表达,KIR3DL3
可阻断抑制多个人源化小鼠模型中的肿瘤生长,说明

其是癌症免疫治疗的潜在靶标。ZHANGY等[13]通

过对109例宫颈癌患者新辅助化疗前后回顾性检测及

癌组织RNA测序分析发现了CD56+自然杀伤(NK)
细胞免疫细胞类型的存在,为宫颈癌化疗联合免疫检

查点抑制剂治疗找到了方向;在99例新诊断多发性骨

髓瘤患者中 CD56阳性率为65%,回顾性分析可知

NCAM1在多发性骨髓瘤中表达高度,其低表达与髓

外疾病和髓外复发的发生有关,这表明NCAM1可能

是预测髓外疾病和髓外复发 发 生 的 重 要 指 标[14];

NCAM1也是鉴定具有神经内分泌分化的肺肿瘤的推

荐标志物[15]。然而,很少报道NCAM1在NSCLC细

胞中的作用。研究影响NSCLC细胞增殖和转移潜能

的 NCAM1锚 定 关 键 分 子 的 抑 制 剂,理 论 上 将 为

NSCLC的治疗提供更有效的数据。
遂本研究以肺癌 A549细胞为研究对象,旨在探

讨lncRNAGAS5通过对NCAM1的调节对于 A549
细胞增殖能力的影响,为肺癌分子水平的诊断及治疗

提供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及细胞转染

1.1.1 细胞培养 常规复苏冻存的人非小细胞肺癌

细胞A549后,用含10%胎牛血清的1640培养基(美
国Hyclone公司生产),在37℃饱和湿度、含5%CO2
培养箱(美国ThermoFisher公司生产)中培养。48h
后换液,待细胞融合接近80%时即可传代。实验选择

处于对数生长期的细胞。

1.1.2 细胞转染 接种A549细胞于48孔板上,每
孔加入含10%FBS的RPMI-1640培养基,培养24h
至对数生长期;取出病毒原液(空载体的慢病毒原液、
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携带sg-lncGAS5的慢病毒原液)置于冰上溶解,按1
∶50比例用培养基稀释并加入Polybrene(终浓度为8

μg/mL),混匀后分别加入到培养板中;培养24h后,
更换10%FBS的RPMI-1640培养基继续培养;病毒

感染96h后,荧光显微镜观察到荧光细胞即证明细胞

转染成功,即可获得阴性对照的 A549细胞及敲降

lncGAS5的A549细胞。

1.2 CCK8检测A549细胞OD值(450nm)及相对存

活率 CCK8(日本Dojindo公司生产)实验分组:①将

A549细胞悬液分别在96孔板按照3×3加入细胞悬

液[即3个分组,各3个复孔,即Control组、LV-sg-
NC组(空载体的慢病毒转染A549细胞作为阴性对照

组)、LV-sg-lncGAS5组(携带sg-lncGAS5的慢病毒

转染A549细胞作为实验组)],将细胞悬液周围加入

等量培养基。收集处于对数生长期A549细胞并制成

细胞悬液,用培养液将细胞浓度调整为5×104 个/毫

升,按照100微升/孔加入细胞悬液;②将完成种板的

96孔板培养24h,观察细胞贴壁状态良好,按照预设

分组转染 A549细胞,将细胞悬液周围用培养液设为

调零孔(空白对照组);③将转染A549细胞后的96孔

板再次放置细胞培养箱内培养24h后,将CCK8试剂

按照10微升/孔加入,继续培养2h;④提前开机预热

酶标仪,选定酶标仪光波长为450nm,测量并记录各

化的吸光度值(OD值)。

1.3 QPCR检测 向细胞样本中加入500μLTrizol
(北京天根生化科技有限公司生产);向加有Trizol的

1.5mLEP管中加入100μL氯仿(福州市广博胶业生

产),震荡混匀后,静置5min,在12000r/min,4℃度

离心10min;离心取上层无色透明的水相层,加入等

体积的异丙醇(国药集团化学试剂有限公司生产),离
心之后胶状沉淀为提取的RNA。RNA浓度检测使用

核酸蛋白检测仪(杭州奥盛仪器有限公司生产)。逆转

录PC按表1配制逆转录反应液,实时荧光定量PCR
反应反应条件设置见表2,基因引物序列选用 GAP-
DH作为内参照,引物由上海生工生物工程股份有限

公司设计并合成,见表3。

表1 逆转录反应液配制

TotalRNA 1μg

OligodTPrimer 2.5μL
DEPC水 upto12.5μL,70℃,5min
RTBuffer 4μL
dNTPS 2μL
RTEnzyme 1μL
RIEnzyme 0.5μL
TotalVolume 20μL,42℃,60min,70℃,10min

表2 实时荧光定量PCR反应反应条件设置

循环数 Step 温度 时间 说明

1 1 94℃ 10min 起始模板变性

40 1 95℃ 5s 模板变性

2 60℃ 15s 退火

3 72℃ 10s 延伸

表3 PCR所用基因引物序列

引物命名 引物序列(5′→3′)

(h)lnc-GAS5-136-F TTTCGAGGTATGGTGCTGGG
(h)lnc-GAS5-136-R CTGTGTGCCAATGGCTTGAG
NCAM1-F1 CTCACCCCAAACCAGCAG
NCAM1-R1 GGTGGCCTCTGACTCACT
GAPDH-127R(H) GCTGTAGCCAAATCGTTGT
GAPDH-127F(H) CCAGGTGGTCTCCTCTGA

1.4 细胞免疫荧光技术检测 LC3蛋白在各组细胞

中的表达 用4%的多聚甲醛(上海碧云天生物技术有

限公司生产)固定细胞爬片15min,0.5% TritonX-
100(PBS配制)室温通透15min。每张玻片滴加足够

量的稀释好的一抗,4℃孵育过夜。加稀释好的荧光

二抗,湿盒中37℃孵育1h,避光操作。复染核:滴加

DAPI避光孵育5min,对标本进行染核,生理盐水4
次洗去多余的 DAPI;在荧光显微镜(日本 Nikon生

产)下观察采集图像。

1.5 统计学方法 采用SPSS21.0软件进行分析。
计量资料以(췍x±s)表示,两组比较采用独立样本t检

验,多组比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用

SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 慢病毒转染A549细胞抑制lncGAS5的表达后

对细胞增殖的影响 CCK8实验结果显示,相对于

Control组和LV-sg-NC组的 OD值及相对存活率,

LV-sg-lncGAS5组A549细胞的OD值及相对存活率

升高(P<0.001)。见图1。

2.2 A549细胞转染sg-lncGAS5病毒后细胞中lnc-
GAS5及NCAM1的表达结果 根据 QPCR检测结

果显示,在A549细胞中感染sg-lncGAS5病毒后,细
胞中lncGAS5的表达下调(P <0.001),而细胞中

NCAM1的表达上调(P<0.001)。见图2、图3。

2.3 过表达lncGAS5及敲低lncGAS5后细胞免疫

荧光结果 根据IF结果显示,细胞中过表达lnc-
GAS5,LC3的表达上调,镜下可观察到明显的红色自

噬斑点;敲降lncGAS5,与sg-NC组相比,LC3的表达

稍有降低。见图4。
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注:***P<0.001
图1 CCK8法分别检测Control组、LV-sg-NC组、LV-sg-lncGAS5组OD值及A549细胞相对存活率

注:***P<0.001
图2 QPCR检测A549细胞转染sg-lncGAS5

病毒后细胞中lncGAS5的表达量

注:***P<0.001
图3 QPCR检测A549细胞转染sg-lncGAS5

病毒后细胞中NCAM1的表达量

图4 过表达lncGAS5及敲降lncGAS5后细胞免疫荧光结果

2.4 过表达NCAM1及加入EPK抑制剂后细胞免疫

荧光的结果 根据IF结果显示,A549细胞中过表达

NCAM1,细胞中LC3的表达下调,说明自噬被抑制;
过表达NCAM1的同时给予细胞外调节蛋白激酶(ex-
tracellularregulatedproteinkinases,ERK)抑制剂,细
胞中LC3的水平上调;敲降lncGAS5的结果与过表达

NCAM1结果一致。根据本结果可以说明,过表达

NCAM1和敲降lncGAS5可以激活ERK信号通路,
从而抑制自噬。见图5。

3 讨论

2020年全球肿瘤流行病学调查中,肺癌已经成为

全球发病率第二高和死亡率最高的恶性肿瘤,现如今

在我国男性恶性肿瘤发病率最高的是肺癌,在女性中

肺癌已经是除乳腺癌外发病率最高的肿瘤。NSCLC
作为肺癌中最常见的一类病理类型,因其发病率及死

亡率极高,现已研究发现多种治疗方法,包括经典的手

术、放疗、化疗,以及现在新兴的靶向治疗和免疫治疗,
尤其最近炙手可热的免疫治疗,其改变了多种癌症的
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图5 过表达NCAM1及加入ERK抑制剂后细胞免疫荧光结果

治疗方式,但并不是每一个癌症患者均能对免疫检查

点抑 制 剂 产 生 良 好 的 效 果[16]。并 且 对 于 中 晚 期

NSCLC的诊断金标准,目前常用的方法也仅是支气管

镜取活检或者超声/CT引导下经皮肺穿刺活检[17],对
病人来说创伤大、风险高、经济性差。所以现在急需一

种标 志 物 或 者 一 个 靶 点 能 够 微 创 甚 至 无 创 诊 断

NSCLC,并 且 通 过 这 个 靶 点 能 够 应 用 于 临 床,对

NSCLC产生较好的治疗效果。
表观遗传学是目前研究较为火热的领域,其往往

通过DNA/RNA甲基化、组蛋白修饰及染色体三维构

象的改变来干扰正常基因的表达和功能。表观遗传信

息对生命个体的正常生长发育及保持基因一定的表达

模式至关重要,表观遗传修饰紊乱可能改变基因表达,
导致疾病发生。研究发现在癌症中表观遗传学修饰发

生了许多改变,且这一过程动态可逆,这为癌症的治疗

带来了新的思路。lncRNA是表观遗传修饰的重要一

部分,lncRNA的调控模式多样化,能与多种物质结合

并以不同的作用模式来实施基因表达调控在多种生命

过程中发挥重要作用。而lncGAS5作为lncRNA中

重要的一种已被发现和 NSCLC密切相关,lncGAS5
的下调显著诱导了NSCLC的生长、迁移和侵袭,且与

NSCLC患者的预后不良有关[18]。lncGAS5也可降低

NSCLC顺铂(DDP)耐药性[19],并对NSCLC具有放射

增敏作用[20],另外lncGAS5也是NSCLC目前发现特

异性较高的癌症生物标志物和血清标志物[21]。根据

CCK8实验结果研究发现,A549细胞敲降lncGAS5
后,A549细胞的相对存活率显著升高,说明lncGAS5
能够抑制A549细胞的增殖。QPCR检测感染sg-lnc-
GAS5病毒的 A549细胞中lncGAS5表达量,结果发

现lncGAS5的表达下调;IF结果显示,细胞中过表达

lncGAS5后,LC3的表达上调,镜下可观察到明显的红

色自噬斑点;敲降lncGAS5,与sg-NC组相比,LC3的

表达稍有降低。LC3作为细胞自噬标志物,本研究表

明过表达lncGAS5能够使A549细胞抑制增殖和促进

细胞自噬。
目前已证实NCAM1在细胞黏附、神经元轴突生

长以及神经元可塑性的调节中具有重要意义。最近进

行的一项研究表明,DNMT3B对 miR1523p启动子

的直接作用,通过增加miR1523p和减少NCAM1,阻
碍人肺癌细胞中的肿瘤细胞增殖,而NCAM1的过表

达可以逆转这种作用,因此,作为一种在人肺肿瘤细胞

中高表达的跨膜蛋白,NCAM1是一种潜在的肺癌靶

向细胞表面抗原[22]。遂在本研究中,通过QPCR检测

A549细胞转染sg-lncGAS5病毒后细胞中NCAM1的

表达量,发现NCAM1的表达上调。在随后的IF实验

中A549细胞中过表达 NCAM1,细胞中LC3的表达

下调,说明自噬被抑制。

ERK是一类丝/苏氨酸蛋白激酶,是传递丝裂原

信号的信号转导蛋白,目前研究也发现ERK通路在

NSCLC的增殖、侵袭等方面占有重要地位[23]。为了

研究lncGAS5 与 ERK 通 路 的 相 关 性,在 过 表 达

NCAM1的同时给予ERK抑制剂,细胞中LC3的水

平上调;敲降lncGAS5的结果与过表达NCAM1结果

一致。根据本结果可以说明,A549细胞转染sg-lnc-
GAS5病毒后,lncGAS5表达量下降,可调节NCAM1
的表达,使其表达升高,而NCAM1过表达可能会通过

ERK通路抑制细胞自噬功能。
综上所述,本研究发现 A549细胞敲降lncGAS5

后,进而调节NCAM1过表达,并可能与激活ERK通

路相关而抑制细胞自噬,从而也促进了 A549细胞的

增殖。这一结果为NSCLC提供了潜在的生物标志物

和治疗靶点。
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