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lncRNA NEAT1通过抑制DNA损伤促进肺腺癌PC-9细胞的增殖

刘天旭，王梦杰，田聪，刘琰，吕微，贾云泷，刘丽华（河北医科大学 第四医院 肿瘤免疫治疗科，河北 石家庄

050035）

[摘 要] 目的：研究长链非编码RNA核富集转录体1（lncRNA NEAT1）对肺腺癌PC-9细胞增殖能力的影响，并初步探讨其作

用机制。方法：qPCR检测人肺腺癌 PC-9细胞与人胚肺二倍体 2BS细胞中 lncRNA NEAT1的表达水平；设计并合成 lncRNA

NEAT1的小干扰RNA（siRNA）序列，采用脂质体法转染 PC-9细胞，通过 qPCR检测转染前后 PC-9细胞NEAT1的表达水平。

MTT法、流式细胞术分别检测 lncRNA NEAT1敲低对PC-9细胞增殖及细胞周期的影响；WB检测转染前后DNA损伤相关蛋白，

即共济失调毛细血管扩张突变蛋白（ATM）和双链DNA损伤标志物 γ-H2AX的表达水平。结果：与2BS细胞相比，PC-9细胞中

lncRNA NEAT1呈高表达（P<0.05）。成功建立NEAT1敲低的PC-9细胞，转染 siRNA 12 h后 siNEAT1-1及 siNEAT1-2干扰组细胞

增殖能力较空白对照组及空转染组明显下降（P<0.05）；干扰组细胞周期被阻滞在G1期［（88.97±2.64）%，（88.15±1.48）% vs（84.5±

1.72）%，P<0.05］和G2/M期［（8.35±2.02）%,（8.11±1.36）% vs（4.28±1.28）%，P<0.05］；干扰组细胞中DNA损伤相关蛋白ATM和γ-

H2AX表达水平显著升高（均P<0.05）。结论：lncRNA NETA1在肺腺癌PC-9细胞呈高表达，其可通过抑制DNA损伤导致细胞周

期G1/M期转变促进肺腺癌细胞PC-9的增殖能力。
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lncRNA NEAT1 promotes cell proliferation of lung adenocarcinoma PC-9 cells
through inhibiting DNA damage

LIU Tianxu, WANG Mengjie, TIAN Cong, LIU Yan, LYU Wei, JIA Yunlong, LIU Lihua (Department of Tumor Immunotherapy, the

Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050035, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of long non-coding RNA nuclear enriched abundant transcript 1 (lncRNA NEAT1) on

the proliferation of lung adenocarcinoma PC-9 cells and to explore its mechanism. Methods: qPCR was used to detect the expression

level of lncRNA NEAT1 in human lung adenocarcinoma PC-9 cells and human embryonic lung diploid 2BS cells. The sequence of

small interfering RNA (siRNA) targeting lncRNA NEAT1 gene was designed and synthesized, and then transfected into PC-9 cells by

liposome method. The expression level of NEAT1 in PC-9 cells before and after transfection was detected by qPCR. MTT and flow

cytometry were used to detect the effect of lncRNA NEAT1 knockdown on proliferation and cell cycle distribution of PC-9 cells, respec-

tively. WB assay was used to detect the expressions of DNA damage-related proteins, namely, double-stranded DNA breaks (DSBs)

biomarker γ -H2AX and ataxia-telangiectasia mutated (ATM), before and after transfection. Results: Compared with 2BS cells, ln-

cRNA NEAT1 was highly expressed in PC-9 cells (P<0.05). The PC-9 cells with lncRNA NEAT1 knock-down were successfully

established. After being transfected with siRNA for 12 h, the proliferation of PC-9 cells in siNEAT1 group and siNEAT2 group sig-

nificantly decreased as compared with the blank control group and the empty transfection group (P<0.05). In the interference groups,

cell cycle was arrested in G1 phase ([88.97±2.64]%, [88.15±1.48]% vs [84.5±1.72]%, P<0.05) and G2/M phase ([8.35±2.02]%, [8.11±

1.36]% vs [4.28±1.28]%, P<0.05). The expression levels of DNA damage-related proteins ATM and γ-H2AX in the interference groups

were significantly increased (all P<0.05). Conclusion: lncRNA NEAT1 is highly expressed in lung adenocarcinoma PC-9 cells. ln-

cRNA NEAT1 inhibits DNA damage and causes cell cycle at G1/M phase switch, and thus promotes the proliferation of lung adeno-

carcinoma cells.
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肺癌是中国发病率和病死率最高的恶性肿瘤。

据统计[1]，2015年中国新发肺癌病例73.33万，死亡人

数为 61.02 万。非小细胞肺癌（non-small cell lung

cancer，NSCLC）是肺癌的主要病理类型，约占肺癌的

80%~85%。近年来，尽管靶向治疗和免疫治疗在

NSCLC中不断取得进展，患者的无进展生存时间及

客观缓解率有所提高，但 5年生存率仍低于 20%[2]。

因此，研究肺癌发生发展的调控机制并寻找新的治

疗靶点，对于提高临床治疗效果具有重要意义。表

观遗传学调控机制在调控恶性肿瘤细胞增殖凋亡中

发挥重要作用[3]。长链非编码RNA（long non-coding

RNA，lncRNA）在表观遗传调控中发挥核心作用，核

富集转录体 1（nuclear enriched abundant transcript 1，

NEAT1）是定位于核旁斑且具有促癌作用的 ln-

cRNA，在多种肿瘤中呈高表达状态，且与肿瘤细胞

的增殖、细胞周期及凋亡等生物学行为密切相关[4-5]。

本研究旨在探究 lncRNA NEAT1在人肺腺癌PC-9细

胞中的表达情况，分析 lncRNA NEAT1对 PC-9细胞

增殖能力和细胞周期的影响，通过检测DNA损伤相

关蛋白表达水平并初步探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞、主要试剂和仪器

人肺腺癌细胞株PC-9购自上海富衡生物科技有

限公司，人胚肺二倍体细胞2BS由中国协和医学院基

础研究所惠赠，本实验室冻存。RPMI-1640、MEM培

养基和胰蛋白酶均购自美国Gibco公司，胎牛血清购

自杭州四季青公司，TRIzol购自美国 Invitrogen公司。

qPCR体系试剂盒购自美国Promega公司，引物由上

海生工公司合成。Fotodyne凝胶成像分析系统购自

美国PE公司。兔抗人 γ-H2AX（Ser139）和共济失调

毛细血管扩张突变蛋白（ataxia-telangiectasia mutat-

ed，ATM）（phospho S1981）单克隆抗体均购自Abcam

公司，山羊抗兔二抗购自Abcam公司。MTT试剂购

自美国Promega公司。实验所用NEAT1 siRNA片段

（共 3对）由上海吉玛公司设计提供。Lipofectamine

2000试剂购自美国 Invitrogen公司。实时荧光定量

PCR 仪（7900HT Fast Real-time PCR System）购自美

国Promega公司。

1.2 细胞培养与转染

分别用含10%胎牛血清、青霉素（100 U/ml）及链

霉素（100 µg/ml）的RPMI-1640培养基和MEM高糖常

规培养PC-9及2BS细胞株，置于37 ℃、5%CO2的培养

箱中培养。待PC-9细胞汇合度达到70%~80%时，胰酶

消化并收集细胞铺6孔板，分为Control组（空白对照）、

siNC组（阴性对照组）及siNEAT1组，按照Lipofectamine

2000试剂说明书进行操作，对细胞进行转染。

1.3 qPCR检测 lncRNA NEAT1在 2BS和 PC-9细胞

中的表达

分别提取 2BS 和 PC-9 细胞的 RNA，逆转录为

cDNA，逆转录反应条件：65 ℃、10 min，37 ℃、60

min，85 ℃、5 min，所得 cDNA保存于－20 ℃冰箱备

用。cDNA扩增反应条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃

变性 15 s，59 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，进行 35个

循环；72 ℃延伸 7 min。以 GAPDH 作为内参照，

GAPDH 基因上游引物为 5' - GTCACCTTCACC-

GTTCCAGTTTT-3'，下游引物为5'-CTTAGTTGCGT-

TACACCCTTTCTT-3'，拟扩增片段的大小为 154 bp。

用 qPCR分别检测细胞内 lncRNA NEAT1表达情况，

其上游引物为 5' - GCATTCTCACCGTCACTCCTG-

3'，下游引物为 5'-AAGCAGCAAGCAGTCCACAG-

3'，拟扩增片段为 136 bp。用 2-ΔΔCT相对定量法计算

lncRNA NEAT1的表达水平。

1.4 RNA 干扰技术敲低 PC-9 细胞 lncRNA NEAT1

的表达

取对数生长期的 PC-9 细胞，接种于 6 孔板中，

Control组、siNC组及 siNEAT1组，按照 Invitrogen公

司 Lipofectamine 2000 说明书用 NEAT1 siRNA 片段

转染细胞，转染完成后将细胞培养板置于 37 ℃、5%

CO2的培养箱中培养，6 h后将含转染复合物的培养

基弃去，重新加入新鲜培养基置于培养箱中培养 48

h。 lncRNA NEAT1 siRNA 序列：siNEAT1-1 正向为

5' - GAUGCUGCAUCUUCUAAAUTT-3'，反向为 5' -

AUUUAGAAGAUGCAGCAUCTT-3'；siNEAT1-2 正

向为5'-GCAGGUUGAAGGGAAUUCUTT-3'，反向为

5' - AGAAUUCCCUUCAACCUGCTT-3'；siNEAT1 - 3

正向为 5'-GGGCUAAUCUUCAACUUGUTT-3'，反向

为 5' - ACAAGUUGAAGAUUAGCCCTT-3'；lncRNA

NEAT1 NC 序列：正向为 5'-UUCUCCGAACGUGU-

CACGUTT-3'，反 向 为 5' - ACGUGACACGUUCG-

GAGAATT-3'。转染48 h后，分别抽提Control组、siNC

组及 siNEAT1组RNA，用 qPCR检测细胞内 lncRNA

NEAT1表达情况。方法同1.3所述。

1.5 MTT 实验检测敲低 lncRNA NEAT1 对 PC-9 细

胞增殖能力的影响

取对数生长期的 PC-9 细胞，分为 4 组：Control
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组、siNC组、siNEAT1-1组及 siNEAT1-2组，细胞贴壁

后更换培养基。每组设 5个重复孔。分别培养 12、

24、48、72 h 后收集细胞。在各个时间点向每孔加

100 μl培养基和20 μl MTT溶液，避光37 ℃继续孵育

4 h，酶标仪测定波长490 nm下的光密度（D）值，绘制

生长曲线。计算细胞生长抑制率或增殖率，抑制率=

（1-实验组D值/对照组D值）×100%，增殖率=（实验

组D值/对照组D值-1）×100%。

1.6 流式细胞术检测敲低 lncRNA NEAT1对PC-9细

胞周期的影响

分别取处于对数生长期的Control组、siNC 组、

siNEAT1-1 组及 siNEAT1-2 组 PC-9 细胞，消化并计

数，将细胞密度调至1×105个/ml后铺6孔板（2×105个/

孔），继续培养。待细胞汇合度达到 80%后，消化并

收集在离心管中，4 ℃，3 000×g离心 5 min；弃上清，

用预冷的 PBS洗两次，轻柔缓慢加入 5 ml 70%乙醇

（预冷），封口膜封口，4 ℃固定过夜，71.6×g 离心 5

min收集固定细胞，PBS洗2次，用0.4 ml PBS重悬细

胞并转至EP管中轻轻吹打，加RNase-A约 3 µl至终

质量浓度约为 50 µg/ml，37 ℃水浴消化 30 min；加碘

化丙锭（phosphate-buffered saline，PI）约 50 µl至终质

量浓度约为65 µg/ml，在冰浴中避光染色30 min。用

300目（孔径40~50 µm）尼龙网过滤，用流式细胞仪分

别检测两组细胞的细胞周期G1期、S期及G2/M期细

胞数量并计算其比例。

1.7 WB 检测敲低 lncRNA NEAT1 对 PC-9 细胞中

γ-H2AX和ATM表达的影响

分别提取 Control 组、siNC 组、siNEAT1-1 组及

siNEAT1-2 组 PC-9 细胞蛋白，BCA 法定量，各取含

30 μg总蛋白样品，再加入上样缓冲液和PBS配齐20

μl 体系，沸水中煮 10 min，置于冰上冷却，用 10%

SDS-PAGE 分离蛋白后转移蛋白至 PVDF 膜上，用

5%脱脂奶粉温室封闭 PVDF膜 2 h，TBST洗膜后加

一抗（兔抗人 P-H2AX抗体）4 ℃孵育过夜，TBST洗

膜3次，加HRP标记山羊抗兔二抗室温孵育2 h，洗膜

3次，曝光显影。Quantity One 4.6软件分析图像，以

GAPDH为内参，用其与各个检测蛋白条带的灰度值

之比表示蛋白的相对表达量。

1.8 统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件处理，所有实验在同等

条件下重复 3次。计量资料以 x̄±s表示，两组间比较

采用 t检验分析，多组间比较采用单因素方差分析，

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 NEAT1在肺腺癌PC-9细胞中呈高表达

qPCR检测结果显示，与人胚肺二倍体2BS细胞相

比，肺腺癌PC-9细胞lncRNA NEAT1表达量较高［（4.37±

0.66）vs（0.97±0.15）, P<0.05］，说明 lncRNA NEAT1在

肺腺癌PC-9细胞中呈高表达状态。

2.2 成功建立 lncRNA NEAT1敲低的PC-9细胞

qPCR检测结果（图1）显示，siNEAT1-1、siNEAT1-2

及 siNEAT1-3组 lncRNA NEAT1的表达低于Control组

［（0.24±0.90）、（0.34±0.10）、（0.46±0.20）vs（0.99±0.96），

P<0.05］，其中 siNEAT1-1、siNEAT1-2两组低表达更为

显著，而Control组与 siNC组 lncRNA NEAT1的表达无

明显差异［（0.93±0.70）vs（0.99±0.96），P>0.05］。选用

siNEAT1-1和 siNEAT1-2干扰序列进行后续实验。

*P＜0.05 ，**P＜0.01 vs Control group

图1 siRNA成功敲低PC-9细胞中 lncRNA NEAT1的表达

Fig. 1 siRNA successfully knocked down the expression of

lncRNA NEAT1 in PC-9 cells

2.3 敲低 lncRNA NEAT1抑制PC-9细胞的增殖

MTT实验检测结果（图 2）显示，培养 12 h后，与

Control组相比，siNEAT1-1及 siNEAT1-2组PC-9细胞

的增殖即受到显著抑制（P<.05），在 24、48和 72 h时

细胞增殖进一步受到抑制（P<0.01）；siNC组与Con-

trol组相比PC-9细胞增殖能力无明显变化（P>0.05）。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group

图2 敲低 lncRNA NEAT1抑制PC-9细胞的增殖

Fig. 2 Knockdown of lncRNA NEAT1 inhibited proliferation

of PC-9 cells
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2.4 敲低 lncRNA NEAT1诱导PC-9细胞周期阻滞

流式细胞术检测结果（图3）显示，与Control组相

比，siNEAT1-1及 siNEAT1-2组细胞中G1期［（88.97±

2.64）%、（88.15±1.48）% vs（84.5±1.72）%，P<0.05］和

G2 / M 期［（8.35 ± 2.02）%、（8.11 ± 1.36）% vs（4.28 ±

1.28）%，P<0.05］细胞百分比明显增加，S期细胞比例

显著减少［（2.86±0.85）%、（3.75±0.79）% vs（11.22±

1.02）%，P<0.05］，阻止其细胞进入S期，DNA合成受

到抑制；与Control组相比，siNC组G1期、S期及G2/

M期比例无明显变化（均P>0.05）。

2.5 敲低 lncRNA NEAT1上调 PC-9细胞中 γ-H2AX

和ATM表达

WB检测结果（图 4）显示，与Control组相比较，

siNEAT1 -1［（0.91 ± 0.01）、（0.94 ± 0.03）vs（0.63 ±

0.04），P<0.05］及 siNEAT1-2组［（0.62±0.07）、（0.73±

0.05）vs（0.21±0.08），P<0.05］PC-9细胞DNA损伤相

关蛋白γ-H2AX和ATM的表达水平均显著上调。

图3 敲低 lncRNA NEAT1诱导PC-9细胞周期阻滞于G1期和G2/M期

Fig. 3 Knockdown of lncRNA NEAT1 induced PC-9 cell cycle arrest at G1 and G2/M phases

图4 敲低 lncRNA NEAT1上调PC-9细胞中γ-H2AX和

ATM表达

Fig.4 Knockdown of lncRNA NEAT1 up-regulated γ-H2AX

and ATM expression in PC-9 cells

3 讨 论

肺癌居中国恶性肿瘤发病率和病死率之首，严

重威胁人们的生命健康[1]。肺癌的发生发展与多种

因素相关，lncRNA是细胞生理及病理过程中的重要

调节分子，参与细胞增殖、凋亡、迁移以及侵袭等生

物学进程[6-7]。多种 lncRNA 在肺癌中表达失调，其

中 lncRNA NEAT1 是一个大小约 3.7 kb 的核富集

lncRNA，位于染色体 11q13.1上，被认为是促进肿瘤

形成及转移的重要致癌基因[8-10]。本课题组前期研究

发现，NEAT1在肺癌患者血清中呈高表达状态，且与

患者肿瘤大小、淋巴结转移及临床TNM分期密切相

关。本研究通过RNA干扰技术，进一步探讨 lncRNA

NEAT1对肺腺癌细胞PC-9的作用及机制。

本研究发现，与人胚肺二培体细胞 2BS相比，肺

腺癌细胞系 PC-9中NEAT1呈高表达状态。为了探

讨NEAT1高表达对PC-9细胞功能的影响，通过干扰

RNA技术敲低PC-9细胞系中NEAT1的表达，并经过

qPCR 验证转染效率。MTT 实验发现，敲低 NEAT1

表达后可抑制肺腺癌PC-9细胞增殖能力。细胞周期

调控紊乱是肿瘤细胞异常增殖的重要原因[11]。本研

究发现，NEAT1低表达可促进肺腺癌PC-9细胞周期

阻滞在G1期和G2/M期。细胞周期阻滞与多种信号

通路相关，调控过程较为复杂。DNA损伤是指复制

过程中发生的DNA核苷酸序列永久性改变，影响基

因组的复制及转录，与肿瘤的发生及恶性生物学功

能密切相关[12]。细胞发生DNA损伤后可通过调节细

胞周期检测点激酶，阻滞细胞周期修复DNA或者诱

导细胞凋亡对DNA损伤产生反应[13]。lncRNA可参

与肿瘤DNA损伤应答过程，影响细胞增殖及细胞周

期等细胞生物学功能[14-16]。因此推测敲低NEAT1对

肺腺癌细胞PC-9细胞增殖及细胞周期的影响，可能

与 DNA 损伤修复相关。ATM 和 γ - H2AX 为双链

DNA损伤的生物标志物[17]，双链DNA损伤后可通过

募集及激活 ATM，促进 γ-H2AX 磷酸化，通过调节

Chk2表达促进DNA损伤修复[18]。本研究发现，敲低
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NEAT1 的表达可上调 PC-9 细胞中 ATM 和 γ-H2AX

的表达水平，诱导肺腺癌细胞PC-9的DNA损伤。以

上结果表明，NEAT1低表达抑制肺腺癌PC-9细胞增

殖和促进细胞周期阻滞可能与诱导细胞DNA损伤

相关。

DNA 损伤修复抑制剂是目前抗肿瘤治疗的热

点。研究[19]表明，MET抑制剂可与AZD2281（olapar-

ib）协同促进肺腺癌细胞凋亡。并且，DNA损伤可通

过STING/TBK1/IRF3激活肺癌免疫微环境中的T淋

巴细胞，促进人体免疫系统对肿瘤的杀伤能力[20]。因

此，进一步探究NEAT1对DNA损伤机制对于寻求新

的联合治疗靶点具有重要指导作用。

综上，本研究证实，lncRNA NEAT1在肺腺癌PC-

9细胞中呈高表达，敲低NEAT1表达可通过诱导细胞

DNA损伤使细胞周期阻滞于G1期和G2/M期，抑制

PC-9细胞的增殖能力。为DNA修复抑制剂和免疫

检查点阻滞剂的联合治疗及临床应用提供新的

靶点。
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