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[摘 要] 目的：探究长链非编码RNA（ long non-coding RNA，lncRNA)尿路上皮癌抗原 1 ( urothelial carcinoma associated 1，

UCA1) 调控非小细胞肺癌 (NSCLC) A549细胞增值、侵袭和迁移的作用及其机制。方法：NSCLC A549细胞培养及慢病毒转染

完成后，RT-PCR检测A549细胞UCA1表达水平，荧光素酶实验验证UCA1和miR-185-5p的靶向关系，MTT检测 A549细胞活性，

Transwell和划痕实验检测细胞侵袭和迁移能力；Western blotting检测Wnt1/β-catenin信号通路蛋白的表达。结果：sh-UCA1能显

著抑制UCA1表达并促进miR-185-5p表达 (均 P<0.05)，miR-185 inhibitor可减弱 sh-UCA1对miR-185-5p表达的促进作用 (P<

0.05)，UCA1能明显抑制miR-185-5p表达 (P<0.05)，miR-185 mimic可减弱UCA1对miR-185-5p表达的抑制作用(P<0.05)。荧光

素酶报告实验表明UCA1序列上有miR-185-5p的结合位点。sh-UCA1能显著抑制A549细胞增殖、侵袭和迁移 (均P<0.05)，并能

降低信号通路蛋白Wnt1、β-catenin信号和TCF-4表达水平 (均P<0.05)；miR-185 inhibitor能显著减弱 sh-UCA1对A549细胞的增

殖、侵袭、迁移及对Wnt1/β-catenin 通路蛋白表达的抑制作用 (P<0.05)。结论：UCA1可通过靶向miR-185-5p促进NSCLC细胞的

增殖、侵袭和迁移，其作用机制与Wnt1/β-catenin信号通路激活有关。
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[Abstract] Objective: To investigate the effect and underlying mechanism of Long non-coding RNA urothelial carcinoma associated 1

(lncRNA UCA1) on proliferation, invasion and migration of non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells. Methods: NSCLS A549

cells were cultured and transfected with lentivirus; RT-PCR was employed to detect the levels of UCA1 in A549 cells. The relationship

between UCA1 and miR-185-5p was validated by luciferase reporter assays. Cell viability of A549 cells was measured by MTT. Cell in-

vasion and migration were determined by Transwell and Wound healing assay, respectively; and western blotting was performed for

measuring the levels of Wnt1/β-catenin pathway-related proteins. Results: sh-UCA1 significantly decreased UCA1 expression and in-

creased miR-185-5p expression in A549 cells (all P<0.05). miR-185 inhibitor attenuated the promotion effect of sh-UCA1 on miR-185-

5p (P<0.05). UCA1 could significantly down-regulate miR-185-5p expression in A549 cells (P<0.05), which was reversed by miR-185

mimic (P<0.05). Luciferase reporter assay validated the binding site on UCA1 to link miR-185-5p. sh-UCA1 significantly inhibited cell

proliferation, invasion and migration of A549 cells (all P<0.05), and also decreased the protein levels of Wnt1, β-catenin and TCF-4 no-

tably (all P<0.05); however, miR-185 inhibitor attenuated such inhibitory effects of sh-UCA1 (P<0.05). Conclusion: UCA1 could pro-

mote proliferation, invasion and migration of A549 cells through targeting miR-185-5p, and the mechanisms might be related with acti-

vation of Wnt1/β-catenin pathway.
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，也是我国发病

率最高的一类癌症，该病因具有高发病率和高病死

率而受到广泛关注[1-2]；非小细胞肺癌（NSCLC）占所

有肺癌类型的 85%[3-5]。尽管近年来在肺癌化疗和靶

[基金项目] 重庆市卫生局资助项目（No.2013-2-122）。Project supported

by Chongqing Municipal Health Bureau Foundation（No.2013-2-122）

[作者简介] 蔡华荣（1977-），男，硕士，主治医师，主要从事胸部肿瘤

治疗的研究，E-mail:zp-8774@163.com

[通信作者] 江跃全（JIANG Yuequan, corresponding author），博士，主

任医师，主要从事胸部肿瘤治疗的研究,E-mail:18555203@qq.com

·· 555



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(6)

向治疗方面均取得新进展，但NSCLC的预后仍不容

乐观[6-7]。研究[8-9]表明，长链非编码RNA（ long non-

coding RNA，lncRNA) 在调控癌症的发展过程中发

挥了重要作用。lncRNA 尿路上皮癌抗原1 (urotheli-

al carcinoma associated 1, UCA1) 是最先发现于人尿

路上皮癌中的一类非编码RNA，可通过靶向调控微

小型RNA (microRNA，miRNA) 的表达影响癌症的发

生发展[10-11]。已有研究[12]表明，UCA1 表达水平与

NSCLC预后密切相关，UCA1过表达能促进癌细胞

增殖和迁移，其作用机制与抑制miR-193a-3p表达有

关。miR-185-5p是一类抑癌基因，在胃癌、乳腺癌及

肺癌等癌细胞中呈低表达状态[13-14]。生物信息预测[15]

研究显示，UCA1和miR-185-5p之间也可能存在靶向

调控关系。因此，本研究以NSCLC细胞A549为研究

对象，探讨UCA1对NSCLC的作用及其机制，并探寻

新的治疗靶标，对提高NSCLC患者生存率具有重要

意义。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

NSCLC A549 细胞株来自于美国 ATCC 公司。

UCA1 shRNA、miR-185 inhibitor和miR-185 mimic均

由美国 Invitrogen公司设计合成，RPMI 1640培养液、

胎牛血清和 0.25%胰蛋白酶均购自美国Gibco公司，

LipofecamineTM2000 购自美国 ThermoFisher 公司 ，

TRIzol 、反转录试剂盒 和 SYBR PCR Master Mix试

剂盒 购自日本TOYOBO公司。MTT试剂购自美国

Sigma公司。抗Wnt1、β-catenin和TCF-4抗体 购自

英国Abcam公司，HRP标记的山羊抗兔 二抗购自北

京博奥森生物技术公司。

1.2 细胞培养

用含 10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和100 mg/ml

链霉素的 RPMI 1640 培养液培养 NSCLC 细胞系

A549，培养条件为37 ℃、5% CO2。隔天换液1次，细

胞汇合度达到85%以上时进行传代培养。

1.3 细胞转染

将细胞传代培养于6孔板中，培养24 h后进行细

胞转染。根据转染试剂盒说明书用GFP标记的慢病

毒和LipofecamineTM2000分别或同时转染 sh-UCA1、

miR-185 inhibitor 或转染 pcDNA3.1-UCA1 和 miR-

185 mimic。转染48 h后，收集细胞，进行后续实验。

1.4 RT-PCR检测A549细胞UCA1表达水平

将细胞分为A549组、sh-Ctrl组和 sh-UCA1组，

用 sh-UCA1转染细胞后，用TRIzol试剂提取各组细

胞总RNA，测定RNA浓度和纯度后，用反转录试剂

盒合成 cDNA，用 PCR 仪进行扩增，用 SYBR PCR

Master Mix试剂盒对UCA1和miR-185-5p表达水平

进行检测，以GAPDH为内参。实验所用到的引物均

采用 Primer 3 网站设计，由大连 TaKaRa 公司合成。

实验重复3次。

1.5 荧光素酶报告实验检测UCA1野生质粒的荧光

素酶活性

利用生物信息预测网站预测UCA1和miR-185-

5p的结合片段，用RT-PCR扩增UCA1上两者的结合

片段，并将该结合片段插入到 pMIR-REPORT中，构

建UCA1野生质粒，再利用基因突变技术将结合位点

突变，构建 UCA1 突变质粒。用 UCA1 野生质粒、

UCA1突变质粒和miR-185mimic分别或同时对细胞

进行转染，用Dual Luciferase报告基因试剂盒检测各

组荧光素酶活性。实验重复3次。

1.6 MTT法检测转染后A549细胞的生长情况

将细胞传代接种于 96 孔板中，将细胞分为 sh-

Ctrl组、sh-UCA1组、miR-185 inhibitor组和 sh-UCA1

+ inhibitor组，每组 6个复孔。sh-Ctrl组用不含目的

基因的载体进行转染，sh-UCA1组和miR-185 inhibi-

tor组分别用 sh-UCA1和miR-185 inhibitor进行转染，

sh-UCA1 + inhibitor组用 sh-UCA1和miR-185 inhibi-

tor同时转染，转染4~6 h后，更换为正常培养液，并分

别于转染后0 、24、48、72和96 h每孔加入20 ml MTT

试剂，于 37 ℃孵育 4 h后加入 150 ml DMSO，混匀后

于490 nm处检测光密度（D）值。实验重复3次

1.7 Transwell检测A549细胞的侵袭能力

将转染后的细胞传代培养于用基质胶预包被的

Transwell小室中，细胞密度为1 ´105个/ml，用无血清

培养液进行培养，小室下层加入正常培养液。培养

24 h后用无菌棉签擦去小室内细胞，用结晶紫对侵袭

至小室下层的细胞进行染色，每孔随机选取5个视野

进行计数统计，每组3个复孔。实验重复3次。

1.8 划痕实验检测A549细胞的迁移能力

实验前 1 d用Marker笔于 12孔板背面划平行的

5条直线，消毒灭菌后置于无菌环境备用。第2 天将

细胞传代培养于提前准备好的 12孔板中，细胞密度

为1 ´105个/ml，转染后48 h，用10 ml枪头垂直于培养

板背面横线划痕。用预冷PBS洗涤3次，每次5 min，

加入无血清培养液继续培养 24 h，分别于 0 、24 h于

荧光显微镜下每孔随机选取 3个视野记录统计。实

验重复3次。

1.9 Western blotting检测A549细胞Wnt1、β-catenin

和TCF-4的表达

用RIPA提取各组细胞总蛋白，用BCA试剂盒检

测各组蛋白质浓度。用 10% SDS-PAGE分离蛋白，

半干法转移蛋白质到PVDF膜，用 5%脱脂奶粉室温
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封闭2 h后，加入稀释一抗 (Wnt1，1∶1 200；β-catenin，

1∶1 000；TCF-4，1∶1 000) 4 ℃封闭过夜。次日弃去

一抗，清洗 3次后，加入相应二抗室温封闭 1 h后，滴

加 ECL 用凝胶成像系统采集蛋白条带图像，用 Im-

ageJ对蛋白质条带进行定量分析。实验重复3次

1.10 统计学处理

采用SPSS 17.0统计学软件，数据以 x̄±s表示，两

组间比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 UCA1靶向调控A549细胞miR-185-5p的表达。

RT-PCR检测结果（图 1）显示，与A549组比较，

sh-UCA1组UCA1表达水平明显降低（P<0.05），表明

转染成功；UCA1过表达能显著抑制A549细胞miR-

185-5p 表达，miR-185 mimic 能明显减弱 UCA1 对

miR-185-5p 表达的抑制作用（P<0.05 或 P<0.01，图

2A)；沉默UCA1后，A549细胞miR-185-5p表达水平

明显升高，miR-185 inhibitor能显著减弱 sh-UCA1对

miR-185-5p的促进作用 (P < 0.05或P < 0.01，图2B)。

*P<0.05 vs sh-Ctrl or A549 group

图1 sh-UCA1对A549细胞UCA1表达的影响

Fig.1 The effect of sh-UCA1 on the expression of

UCA1 in A549 cells

*P<0.05, **P < 0.01 vs UCA1 or sh-UCA1 group

A: Effect of miR-185 mimic on UCA1 inhibiting miR-185-5p expression;

B: Effect of miR-185 inhibitor on sh-UCA1 promoting miR-185-5p expression

图2 沉默UCA1对NSCLC细胞miR-185-5p表达的影响

Fig.2 Effect of UCA1 silencing on the expression of miR-185-5p in NSCLC cells

2.2 miR-185 mimic 能显著降低 UCA1 野生质粒的

荧光素酶活性

生物信息预测显示，UCA1 上存在连续的 miR-

185-5p结合位点。荧光素酶报告实验结果结果（图

3）显示，miR-185 mimic能显著降低UCA1野生质粒

的荧光素酶活性(P<0.05)，但对UCA1突变质粒荧光

素酶活性无明显影响(P>0.05)。表明UCA1和miR-

185-5p之间存在靶向调控关系。

2.3 sh-UCA1 能通过促进 miR-185-5p 的表达抑制

A549细胞生长

与 sh-Ctrl组比较，细胞转染后 96 h，sh-UCA1组

A549 细胞生长速度明显降低（P<0.05，图 4），miR-

185 inhibitor 组细胞生长速度明显升高（P<0.05，图

4）；sh-UCA1+inhibitor 组细胞生长速度与 sh-UCA1

组比较显著升高，差异具有统计学意义（P<0.05，图

3）。

2.4 sh-UCA1 通过促进 miR-185-5p 的表达而降低

A549细胞的侵袭能力

Transwell实验结果(图 5)显示，sh-UCA1组侵袭

细胞数与 sh-Ctrl组比较明显较少；与 sh-UCA1组比

较，sh-UCA1+inhibitor 组侵袭细胞数显著增多（P<

0.05)。表明 sh-UCA1能通过miR-185-5p的表达从而

降低A549细胞的侵袭能力。
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*P<0.05 vs UCA1 wt group

图3 荧光素酶报告实验验证UCA1和miR-185-5p的靶向关系

Fig. 3 Luciferase report assay validated the targeting

relationship between UCA1 and miR-185-5p

*P<0.05 vs sh-Ctrl group, ΔP<0.05 vs sh-UCA1 group

图4 沉默UCA1对A549细胞增殖的影响

Fig. 4 Effect of silencing UCA1 on the proliferation

of A549 cells

*P<0.05 vs sh-Ctrl group；ΔP<0.05 vs sh-UCA1 group

图5 沉默UCA1对NSCLC细胞侵袭能力的影响 (H-E,×200)

Fig. 5 Effect of silencing UCA1 on the invasive ability of NSCLC cells (H-E，×200)

2.5 沉默 UCA1 通过促进 miR-185-5p 的表达降低

A549细胞的迁移能力

划痕实验检测结果（图6）显示，与 sh-Ctrl组比较，

sh-UCA1 组 A549 细胞划痕愈合速度明显减慢（P<

0.05)，miR-185 inhibitor组细胞划痕愈合速度明显加

快（P<0.05），sh-UCA1+inhibitor组划痕愈合速度显著

高于 sh-UCA1组（P<0.05）。

*P<0.05 vs sh-Ctrl group; ΔP<0.05 vs sh-UCA1 group

图6 沉默UCA1对NSCLC细胞迁移能力的影响(×40)

Fig. 6 Effect of silencing UCA1 on migration ability of NSCLC cells (×40)

2.6 沉默 sh-UCA1可激活Wnt1/β-catenin信号通路 Western blotting 检测结果（图 7）显示，sh-UCA1
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能显著抑制A549细胞Wnt1、β-catenin和TCF-4的表

达（均 P<0.05）；miR-185 inhibitor能显著提高Wnt1、

β-catenin 和 TCF-4 蛋白表达水平（均 P<0.05）；miR-

185 inhibitor能明显减弱 sh-UCA1对Wnt1、β-catenin

和 TCF-4 表达的抑制作用（均 P < 0.05)。表明 sh-

UCA1 可通过上调 miR-185 - 5p 表达抑制 Wnt1 /β -

catenin信号通路激活。

*P<0.05 vs sh-Ctrl group; ΔP < 0.05 vs sh-UCA1 group

1: sh-Ctrl; 2: sh-UCA1; 3: miR-185 inhibitor;4: sh-UCA1+ihbitor

图7 沉默UCA1对Wnt1/β-catenin信号通路的影响

Fig. 7 Effect of silencing UCA1 on Wnt1/β-catenin signaling pathway

3 讨 论

肺癌是全球发病率和致死率最高的一类恶性肿

瘤，大多数肺癌患者在确诊时都已属于晚期，癌细胞

已经出现了远端转移，无法接受手术根治[2]。虽然目

前针对晚期肺癌的化疗及靶向治疗等已经取得了一

定的进展，但肺癌致死率仍居高不下[6-7]。因此探究

肺癌发生机制、寻找新的治疗靶标是提高肺癌患者

存活率的关键。近年来 lncRNA在癌症发生发展中

的异常表达受到广泛关注。研究[16-18]表明，lncRNA

的异常表达与癌症的发生发展密切相关。如 ln-

cRNA CARLo - 5、XIST、HIF1A - AS1 和 MVIH 等在

NSCLC中均呈高表达状态，能够促进癌细胞的增殖、

抑制癌细胞凋亡。也有 lncRNA 在 NSCLC 中低表

达，促进其表达能减缓癌症的发展，如GAS5、MEG3、

GAS6-AS1和BANCR等[ 19-22]。因此，探究 lncRNA调

控癌症发展的机制可能对发现新的癌症治疗靶点具

有积极意义。

lncRNA UCA1是近年来发现于尿路上皮癌中的

一类 lncRNA，UCA1高表达与癌细胞的转移密切相

关[10]。已有研究[23]表明，UCA1在肺癌细胞中呈高表

达状态，可以作为肺癌的预测标记物。本研究也表

明，UCA1在NSCLC细胞A549中表达明显增高。ln-

cRNA是一类竞争性内源RNA，可通过靶向调控下游

miRNA的表达影响癌症的发生发展。UCA1可通过

抑制miR-135a的表达促进胰腺癌细胞增殖和转移，

还可通过调控miR-203表达促进肝细胞癌发展[24-25]。

WEI 等[26]研究发现，UCA1 的致癌作用与下调 miR-

193a-3p表达有关，抑制UCA1表达能减少NSCLC细

胞集落的形成。本文通过生物信息预测发现，UCA1

序列上存在连续的miR-185-5p结合位点。miR-185-

5p被认为是一类抑癌基因，miR-185-5p可通过增强

NSCLC细胞对化疗药物顺铂的敏感性减缓NSCLC

的发展[27-28]。本研究表明，UCA1过表达能显著抑制

A549细胞miR-185-5p的表达，miR-185 mimic能减弱

其对 miR-185-5p 表达的抑制作用；沉默 UCA1 后，

miR-185-5p表达水平明显升高，其抑制剂可减弱 sh-

UCA1对miR-185-5p的促进作用，提示UCA1可能可

通过靶向结合miR-185-5p，从而抑制其表达，促进癌

症发展。荧光素酶报告实验进一步验证了UCA1与

miR-185-5p的靶向调控关系。

癌细胞无限增殖是癌症发生发展的重要机制之

一，癌症的转移则是导致癌症恶化和癌症病人死亡

的重要原因[29]。本研究发现，用 sh-UCA1沉默UCA1

表达能显著抑制NSCLC细胞生长，并能减弱A549细

胞的侵袭和迁移能力，进一步表明UCA1是一类致癌

基因，临床可能可通过下调UCA1减缓NSCLC的发

展。本研究结果表明，UCA1可靶向调控miR-185-5p

表达，但 UCA1 对 NSCLC 的作用是否与调控 miR-

185-5p 表达有关还未知。进一步研究发现，抑制

miR-185-5p表达能显著减弱 sh-UCA1对A549细胞

增殖、侵袭和迁移的抑制作用，提示 UCA1 促进

NSCLC细胞增殖、侵袭和迁移的作用与其抑制miR-

185-5p的表达有关。

研究[30-31]表明，Wnt1/β-catenin信号通路与癌症的

发生密切相关，Wnt1高表达可与Frizzled家族成员结
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合形成稳定的受体复合物，该受体复合物可抑制

GSK-3β合成，从而抑制β-catenin磷酸化，导致细胞质

β-catenin堆积。β-catenin积累过多时可转移至细胞

核并与TCF-4结合，从而上调细胞周期相关蛋白基因

cyclin D1、cyclin D2表达，延长细胞S期，从而促进细

胞增殖，诱导癌症的发生[30, 33]。研究[34]发现，Wnt1/β-

catenin信号通路在调控NSCLC发生发展过程中发挥

了重要作用。本研究发现，沉默UCA1能显著抑制

Wnt1、β-catenin和TCF-4表达，抑制miR-185-5p表达

能明显减弱 sh-UCA1 对 Wnt1/β-catenin 信号通路的

抑制作用，提示 UCA1 可通过抑制 miR-185-5p 表达

促进Wnt1/β-catenin信号通路激活，从而促进NSCLC

细胞增殖、侵袭和迁移。

综上所述，UCA1可通过下调miR-185-5p表达促

进NSCLC细胞生长、侵袭和迁移，其机制与其通过调

控miR-185-5p表达促进Wnt1/β-catenin信号通路激

活有关。提示抑制UCA1表达可通过靶向miR-185-

5p 抑制 NSCLC 细胞生长和转移，从而抑制 NSCLC

的发展。本研究进一步阐明了UCA1促进NSCLC发

展的作用机制，可能为临床开发新的抗NSCLC药物

提供了新的思路。
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