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[摘 要] 目的：探讨长链非编码RNA CDKN2B反义RNA1（long non-coding RNA CDKN2B-antisense RNA 1, lncRNA CDKN2B-AS1）

通过靶向miR-7-5p影响黑色素瘤B16-F10细胞的恶性生物学行为的影响。方法：选用黑色素瘤B16-F10细胞，构建 shRNA CD‐

KN2B-AS1载体并转染到B16-F10细胞，实验分为对照组、sh-CDKN2B-AS1 组、miR-7-5p mimics 组、miR-7-5p inhibitor组。用

RT-PCR检测转染后B16-F10细胞中CDKN2B-AS1表达水平，用克隆形成实验和MTT法检测克隆形成数及细胞的增殖能力，用

划痕愈合实验和Transwell实验检测细胞的迁移和侵袭能力。用荧光素酶报告基因实验检证CDKN2B-AS1和miR-7-5p相互间靶

向关系。用RT-PCR和Western blotting检测转染miR-7-5p mimics、inhibitor后B16-F10细胞中miR-7-5p和Ki67、cleaved caspase-

3、上皮钙黏蛋白（E-cadherin）、神经钙黏蛋白（N-cadherin）、Twist1蛋白的表达水平。结果：与对照组比较，sh-CDKN2B-AS1组

B16-F10细胞中CDKN2B-AS1表达水平显著下调（P<0.01），细胞的增殖、迁移及侵袭能力显著下降（均P<0.01）。荧光素酶报告

基因实验证明 CDKN2B-AS1 与 miR-7-5p 存在靶向作用关系。sh-CDKN2B-AS1 组与 miR-7-5p mimics 组细胞中 miR-7-5p 和

cleaved caspase-3、E-cadherin水平均明显上调（均P<0.05），Ki67、N-cadherin、Twist1水平明显下调（均P<0.05）。结论：CDKN2B-

AS1通过靶向miR-7-5p促进黑色素瘤发展，干扰CDKN2B-AS1可抑制黑色素瘤B16-F10细胞的恶性生物学行为。
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of long non-coding RNA CDKN2B antisense RNA 1 (CDKN2B-AS1) on malignant

biological behaviors of melanoma B16-F10 cells by targeting miR-7-5p. Methods: Melanoma B16-F10 cells were chosen for this study.

shRNA CDKN2B-AS1 vector was constructed and transfected into B16-F10 cells. The experimental cells were divided into control

group, sh-CDKN2B-AS1 group, miR-7-5p mimic group and miR-7-5p inhibitor group. The expression level of CDKN2B-AS1 mRNA

in the transfected B16-F10 cells was detected by RT-PCR; the number of clone formation and the proliferation ability of the cells were

detected by Clone formation assay and MTT assay; and the migration and invasion ability of the cells were detected by Scratch-healing

assay and Transwell assay. The targeting relationship between CDKN2B-AS1 and miR-7-5p was detected by Luciferase reporter gene

assay. The mRNA expression of miR-7-5p and protein expressions of Ki67, cleaved caspase-3, E-cadherin, N-cadherin and Twist1 in

B16-F10 cells after transfection with miR-7-5p mimics/inhibitor were detected by RT-PCR and Western blotting, respectively. Results:

Compared with the control group, the expression level of CDKN2B-AS1 mRNA in B16-F10 cells of sh-CDKN2B-AS1 group was

significantly decreased (P<0.01); the proliferation, migration and invasion ability of cells were significantly decreased (all P<0.01).

Luciferase reporter gene assay showed that CDKN2B-AS1 directly targeted miR-7-5p. The mRNA expression of miR-7-5p, and protein

expressions of cleaved caspase-3 and E-cadherin in sh-CDKN2B-AS1 group and miR-7-5p mimic group were significantly up-regulated

(all P<0.05), while the protein expressions of Ki67, N-cadherin, and Twist1 were significantly down-regulated (all P<0.05). Conclusion:

CDKN2B-AS1 targets miR-7-5p to promote the development of melanoma, and interfering with CDKN2B-AS1 can inhibit the malig‐

nant biological behaviors of melanoma B16-F10 cells.
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黑色素瘤（melanoma）是最具攻击性的皮肤癌，

占皮肤癌相关死亡的 80%以上[1]。中国每年新发黑

色素瘤病例约为2万例，且亚洲黑色素瘤主要以肢端

和黏膜亚型为主，与西方白种人黑色素瘤发病特点

存在较大差异。通过早期检测，原发性黑色素瘤可

通过手术治愈，但是转移性黑色素瘤常对化疗和放

疗具有抗性[2]。尽管在分子靶向和免疫疗法方面有

新的进展，但黑色素瘤的预后仍然很差[3]。因此，迫

切需要开发治疗黑色素瘤的新方法。长链非编码

RNA CDKN2B 反 义 RNA1（long non-coding RNA

CDKN2B-antisense RNA 1， lncRNA CDKN2B-AS1）

基因是 PASMANT 等[4]鉴定的 lncRNA 基因，是乳腺

癌、前列腺癌和宫颈癌等的致癌基因。微小 RNA

（microRNA, miRNA）正在成为黑色素瘤的潜在非侵

入性生物标志物，miR-7-5p是多种肿瘤中的抑制因

子[5]。已有研究[6]表明，miR-7-5p 过表达抑制体外

黑色素瘤细胞的迁移与侵袭。本课题旨在探讨

CDKN2B-AS1通过靶向 miR-7-5p 对黑色素瘤 B16-

F10 细胞增殖、迁移和上皮间质转化（epithelieal-mesen‐

chymal transition，EMT）的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

黑色素瘤细胞株B16-F10来源于中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库。细胞培养于10%胎牛

血清和 1%青-链霉素的高糖DMEM培养基中，置于

在 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养。每 2~3 d更换

培养基 1次，当需要收集细胞时，用 0.25%胰蛋白酶

消化。实验用细胞为对数生长期细胞。

DMEM培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、青-链霉素

均购自美国 Gibco 公司，Transwell 小室购自美国

Corning公司，MTT细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒

购自南京建成生物工程研究所，荧光素酶购自Solar‐

bio公司，BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天

生物技术研究所，Ki67、cleaved caspase-3、上皮钙黏

蛋白（E-cadherin）、神经钙黏蛋白（N-cadherin）、

Twist1 抗体和辣根过氧化物酶（horseradish peroxi‐

dase，HRP）标记的山羊抗兔二抗均购自美国Abcam

公司。

1.2 细胞转染及分组

构建shRNACDKN2B-AS1和NC-shRNACDKN2B-

AS1载体，将B16-F10细胞接种到6孔板，接种细胞密

度为3×105/ml。待细胞汇合度达90%时，将细胞随机

分为 2组：对照组和 sh-CDKN2B-AS1组。对照组转

染NC-shRNA CDKN2B-AS1质粒，sh-CDKN2B-AS1

组转染 shRNA CDKN2B-AS1质粒。

1.3 RT-PCR检测转染后B16-F10细胞中CDKN2B-

AS1 mRNA的表达

用 TRIzol 法从转染后各组黑色素瘤细胞 B16-

F10中提取总RNA，用Nanodrop分光光度计测定光

密度（D260/D280）值，按照试剂盒说明书进行 cDNA的

合成和 PCR的扩增。引物序列：CDKN2B-AS1 F为

5'-TGTACTTAACCACTGGACTACCTGCC-3'，R 为

5'-CATTCTGATTCAACAGCAGAGATCAAAG-3'；

miR-7-5p F 为 5'-GTG-GAAGACTAGTGATTTTGTT

GTGT-3'，R 为 5'-CGCAGGGTCCGAGGTATTC-3'；

GAPDH F 为 5'-ACCTGACCTGCCGTCTAGAA-3'，R

为 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'。反应条件：

94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 30 s，共 35个循环；72 ℃延长 10 min。存

储在 4 °C条件下。反应产 物 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶

电泳分离。以 GAPDH 基因作为内参照，将条带

CDKN2B-AS1和miR-7-5p与GAPDH灰度值的比值

作为其mRNA表达水平的相对值，计算各条带的灰

度值。

1.4 克隆形成实验检测B16-F10细胞的克隆形成能力

在培养皿中培养转染后各组细胞至大约30%汇

合度，继续培养 4 d，吹散为单个细胞，用 6孔板培养

（5×102个细胞/孔）。培养14 d时，弃掉培养基，用4%

多聚甲醛固定30 min，后用0.5%结晶紫染色15 min，

用去离子水漂洗，晾干后，进行拍照观察。大于50个

细胞的集落计为1个克隆。克隆形成率=形成克隆细

胞数目/接种细胞数目×100%。

1.5 MTT实验检测B16-F10细胞的增殖能力

将密度为 1×104的转染后各组细胞悬液接种于

96孔板（100 µl/孔），置于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱

中培养24 h，每孔加入50 μl MTT溶液，孵育4 h，吸出

上清液，每孔加 150 μl DMSO培养基，用平板摇床摇

匀，用酶标仪在波长570 nm处检测各组细胞的D值。

细胞增殖率=（实验组D值-调零孔D值）/（空白组D

值-调零孔D值）×100%。

1.6 划痕愈合实验检测B16-F10细胞的迁移能力

用标记笔在细胞培养板背面画横线，横线需穿

过板孔，相邻两横线间隔0.8 cm左右，每孔至少含有

5条横线。然后在画线后的细胞培养板中培养B16-

F10细胞，待细胞铺满时，利用枪头垂直于所画横线

进行划痕。用 PBS洗涤细胞培养板，再加入无血清

的培养液继续培养细胞。于 0和 24 h取样并拍照。

划痕愈合率=（0 h划痕宽度-24 h划痕宽度）/0 h划痕

宽度×100%。

1.7 Transwell实验检测B16-F10细胞的侵袭能力

取300 µl无血清培养基，4 ℃下加入60 µl人工合
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成基质胶，混匀后铺于上小室基底膜，于37 ℃培养箱

中孵育 5 h，加入 100 µl密度为 1×106的细胞；下室中

加入 600 µl含有 20%FBS的培养基，置于 37 ℃培养

箱中孵育 24 h。取出 Transwell 小室用 PBS 洗 2 遍，

5%戊二醛固定10 min，0.1%结晶紫染色30 min后在

荧光显微镜下观察、统计穿膜细胞数。

1.8 荧光素酶报告基因实验验证 miR-7-5p 与 CD‐

KN2B-AS1的靶向关系

取对数生长期细胞用 PBS清洗后，加入 1×通用

裂解液，在微型振荡器中混匀 5 min，按照试剂盒说

明书的方法：取20 μl样品加入测量管底部，将100 μl

Fassay Reagent I 加入管底部，轻轻敲击管壁3~5次混

匀，放入发光测定仪中测定，记录发光值为萤光素酶

活性的发光单位（RLU），然后取 100 μl Rassay Re‐

agent II加入管底部，混匀后放入仪器中立即测定荧

光素酶活性。

1.9 Wesern blotting（WB）检测B16-F10细胞中相关

蛋白的表达

选择黑色素瘤 B16-F10 细胞转染 sh-CDKN2B-

AS1、miR-7-5p mimics 和 miR-7-5p inhibitor，将细胞

分为对照组、sh-CDKN2B-AS1 组、miR-7-5p mimics

组、miR-7-5p inhibitor组。收集各组细胞并在冰上溶

解 25 min。1 200×g离心 10 min，加入细胞裂解液提

取总蛋白，用BCA试剂盒测定蛋白含量。提取20 μg

蛋白样品，在 100 ℃条件下变性 5 min后，进行SDS-

PAGE 且转 PVDF 膜，加入 Ki67（1∶1 000）、cleaved

caspase-3（1∶500）、E-cadherin（1∶500）、N-cadherin

（1∶2 000）、Twist1（1∶1 000）一抗，4 ℃孵育过夜。次

日，用PBS-T清洗 3次后，加入HRP标记的羊抗兔二

抗（1∶5 000），4 ℃下孵育 2 h后，加入化学发光液曝

光。用 Image J软件统计处理蛋白条带的灰度值。

1.10 统计学处理

RT-PCR、克隆形成、MTT、划痕愈合、Transwell、

WB等实验均重复 3次。实验数据用 SPSS18.0统计

学软件进行处理。正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，

两组间比较用 t检验，多组间比较采用Dunnet 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 转染shRNACDKN2B-AS1后可显著抑制B16-F10

细胞中CDKN2B-AS1 mRNA表达及细胞增殖

转染 shRNA CDKN2B-AS1 后，RT-PCR 检测结

果（图 1A）显示，与对照组比较，sh-CDKN2B-AS1组

B16-F10细胞中CDKN2B-AS1 mRNA表达水平显著

降低（P<0.01）；克隆形成实验结果（图1B）显示，细胞

的克隆形成数目显著减少（P<0.01）；MTT实验结果

（图 1C）显示，细胞增殖率显著下降（P<0.01）。结果

表明，敲减 CDKN2B-AS1 可使 B16-F10 细胞的增殖

能力明显下降。

**P<0.01 vs Ctrl group

图1 转染 shRNA CDKN2B-AS1对B16-F10细胞中CDKN2B-AS1 mRNA表达（（A））及细胞增殖（（B、、C））的影响

Fig.1 Effects of shRNA CDKN2B-AS1 transfection on expression of CDKN2B-AS1 mRNA (A)

and proliferation (B, C) in B16-F10 cells

2.2 敲减CDKN2B-AS1可抑制B16-F10细胞的迁移

及侵袭

转染 sh-CDKN2B-AS1 24 h时，划痕愈合实验结

果（图 2A）显示，sh-CDKN2B-AS1组B16-F10细胞迁

移率显著下降（P<0.01）；Transwell侵袭实验结果（图

2B）显示，sh-CDKN2B-AS1组B16-F10细胞的侵袭数

显著低于对照组（P<0.01）。结果表明，CDKN2B-

AS1显著降低B16-F10细胞的迁移与侵袭能力。

2.3 CDKN2B-AS1与miR-7-5p存在靶向关系

为明确miR-7-5p对CDKN2B-AS1的靶向关系，

利用搜索NCBI数据库获得CDKN2B-AS1 3’UTR序

列如图 3A 所示。荧光素酶报告基因实验结果（图

3B）显示，CDKN2B-AS1 Wt 转染 miR-7-5p mimics

后，细胞的荧光素酶活性显著降低（P<0.01），而转染

CDKN2B-AS1 Mut细胞的荧光素酶活性无显著变化

（P>0.05）。结果表明，CDKN2B-AS1 和 miR-7-5p 之
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间存在直接的靶向作用关系。

2.4 过表达或抑制miR-7-5p对B16-F10细胞中相关

mRNA和蛋白表达的影响

转染 miR-7-5p mimics 和 miR-7-5p inhibitor 后，

与对照组比较：（1）RT-PCR 检测结果（图 4A）显示，

sh-CDKN2B-AS1和miR-7 mimics组B16-F10细胞中

miR-7-5p mRNA表达水平显著高于对照组和miR-7

inhibitor 组（均 P<0.01）。（2）WB 实 验 结 果（ 图

4B~G）显示 ，sh-CDKN2B-AS1 组 cleaved caspase-

3、E-cadherin水平显著升高（均P<0.05），Ki67、N-cad‐

herin、Twist1水平显著降低（均 P<0.05）；miR-7-5p in‐

hibitor组 cleaved caspase-3、E-cadherin水平显著降低

（均P<0.05），Ki67、N-cadherin、Twist1水平显著升高

（均 P<0.05）；miR-7-5p mimics 组 cleaved caspase-3

水平显著升高（P<0.01），E-cadherin水平显著升高

（P<0.05），Ki67、N-cadherin、Twist1 蛋白水平显著降

低（均P<0.05）。上述结果表明，CDKN2B-AS1显著

抑制B16-F10细胞EMT。

**P<0.01 vs Ctrl group

图2 敲降CDKN2B-AS1对B16-F10细胞迁移（（A, ×200））及侵袭（（B, ×400））的影响

Fig.2 Effect of down-regulating CDKN2B-AS1 on migration (A, ×200) and invasion (B, ×400) of B16-F10 cells

**P<0.01 vs CDKN2B-AS1 Mut or miR-7-5p mimic group

A: Bioinformatics prediction; B: Luciferase reporter gene experiment

图3 miR-7-5p与CDKN2B-AS1的靶向关系

Fig.3 Targeting relationship between miR-7-5p and CDKN2B-AS1
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*P<0.01,**P<0.01 vs Ctrl group

1: Ctrl group; 2: sh-CDKN2B-AS1 group; 3: miR-7-5p inhibitor group; 4: miR-7-5p mimic group

图4 过表达或敲降miR-7-5p对B16-F10细胞中相关mRNA（（A））和蛋白（（B~G））表达的影响

Fig.4 Effects of over-expression or knockdown of miR-7-5p on mRNA (A) and protein (B-G) expressions in B16-F10 cells

3 讨 论

黑色素瘤曾被称为“随着太阳升起的癌症”[7]，其起

源于黑色素细胞，由于分子和生化水平的异常变化而

转变为癌细胞[8]。转移性黑色素瘤患者的5年生存率仅

为5%~10%，而非转移性黑色素瘤的生存率约为90%。

目前黑色素瘤的治疗方法仅适用于一部分患者，但对

晚期黑色素瘤的治疗选择仍然非常有限[9]。为了探索

新的治疗方法，必须确定黑色素瘤发生和转移的潜在

机制，以研发新的预后指标和治疗靶标。

近年来，lncRNA已经成为生命科学研究的热点，特

别是在肿瘤学中，lncRNA与miRNA可能是预测和诊断

肿瘤的的生物标志物，且可作为治疗的靶点[10-11]。

CDKN2B-AS1在黑色素瘤-神经系统肿瘤家族的遗传

研究中，也被称作INK4基因座中反义非编码RNA[4]，并

充当部分肿瘤的致癌基因。miRNA常被作为生物标志

物用于肿瘤的诊断和治疗[12]。miR-7-5p已被确认为黑

色素瘤的肿瘤抑制因子[13]；GILES等[14]发现，miR-7-5p

显著抑制黑色素瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，并抑制黑

色素瘤肺转移。本研究结果表明，敲减CDKN2B-AS1

可抑制黑色素瘤B16-F10细胞的增殖、侵袭，下调cleaved

caspase-3蛋白表达，上调Ki67蛋白表达。CDKN2B-AS1

与miR-7-5p存在直接靶向作用关系。

E-cadherin 和 N-cadherin 是钙黏蛋白家族的成

员，其在细胞胚胎发育期和在细胞黏附调控形态发

生中起重要作用[15]。E-cadherin由大多数正常上皮组

织表达[16]，而 N-cadherin 通常由间充质细胞表达。

HSU等[17]研究发现，黑色素瘤细胞中E-cadherin表达

能够恢复角质形成细胞介导的生长控制并下调侵袭

相关黏附受体的表达。E-box转录因子Twist1对于

发育中的神经嵴中的EMT和细胞迁移是必需的[18]。

有研究[19]发现，Twist1在绝大多数黑色素瘤组织和细

胞系中表达上调，并且与黑色素瘤患者的生存期相

关。CIOLCZYK-WIERZBICKA等[20]研究发现，在人

黑色素瘤细胞系中通过 siRNA沉默N-cadherin抑制

细胞增殖。本研究结果与上述研究结果一致，表明

CDKN2B-AS1上调E-cadherin表达，下调N-cadherin、

Twist1蛋白表达；miR-7-5p上调E-cadherin表达，下调

N-cadherin、Twist1蛋白表达。

EMT是发生在伤口愈合和致癌过程中的生物学

过程。在伤口愈合中，受损的上皮促进角质形成细

胞和成纤维细胞[21]。在致癌过程中，将原位黑色素瘤

转化为侵袭性转移、黑色素瘤，同时，经历EMT的细

胞通过增加间充质蛋白表达和降低维持上皮完整性

的蛋白质的表达而获得间充质特征 [22]。这些变化

增强细胞迁移及侵袭能力，并下调细胞凋亡。

多种信号通路和细胞微环境之间的复杂作用使

原位黑色素瘤向侵袭性黑色素瘤转变 [23]。在本研
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究中，敲减 CDKN2B-AS1 可抑制黑色素瘤 B16-F10

细胞增殖、迁移和侵袭。通过促进E-cadherin表达和抑

制N-cadherin、Twist1蛋白表达来抑制EMT进程。

总之，本研究揭示了 lncRNA CDKN2B-AS1对黑色

素瘤 B16-F10 细胞增殖、迁移和 EMT 的影响：敲减

CDKN2B-AS1可抑制黑色素瘤B16-F10 细胞增殖、迁

移及侵袭，促进 EMT 进程，miR-7-5p mimics明显上

调cleaved caspase-3、E-cadherin 水平，明显下调Ki67、

N-cadherin、Twist1水平。说明CDKN2B-AS1促进黑色

素瘤发展可能是通过靶向miR-7-5p实现的。因此，调

控 lncRNA CDKN2B-AS1在黑色素瘤中的表达作为预

防黑色素瘤转移是有价值的。
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