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lncRNA CCAT2对宫颈癌CaSki细胞增殖及周期的影响

王霞，姚玉君，汤静，李开慧（鄂州市中医医院 妇产科，湖北 鄂州 436000）

[摘 要] 目的：研究长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）CCAT2对宫颈癌细胞增殖、周期的影响。方法：采用

qPCR法检测3种宫颈癌细胞（HeLa、C-33A和CaSki）中CCAT2的表达水平，选择表达水平最高的细胞进行后续实验。设计合成

CCAT2过表达及干扰载体，转染细胞后，qPCR检测转染效率。细胞分为5组：对照组、干扰空载（sh-EV）组、过表达空载（overExp-

EV）组、CCAT2干扰（sh-CCAT2）组和CCAT2过表达（overExp-CCAT2）组，MTT法检测各组细胞增殖活力，流式细胞术检测细胞

周期，WB法检测细胞中Ki67、细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）和周期蛋白依赖性激酶 4（cyclin-dependent kinase 4，CDK4）表达水

平。结果：在HeLa、C-33A和CaSki 3 种细胞系中，选择 CCAT2 表达水平最高的 CaSki 细胞为研究对象。CCAT2 过表达

及干扰载体均成功转入细胞，转染效果明显。与对照组比较，sh-CCAT2 组细胞增殖活力显著降低（P<0.01）、G1 期细胞比

例显著升高（P<0.01），Ki67、Cyclin D1及CDK4表达水平显著降低（均 P<0.01）；而 overExp-CCAT2 组与之相反，细胞增殖能

力增强，且Ki67、Cyclin D1及CDK4表达水平显著升高（均P<0.01）。结论：CCAT2通过调控细胞增殖及周期相关蛋白的表达，

进而影响宫颈癌CaSki细胞的增殖和周期。
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Effect of lncRNA CCAT2 on proliferation and cell cycle of cervical cancer CaSki
cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of long non-coding RNA (lncRNA)-CCAT2 on the proliferation and cell cycle of

cervical cancer cells. Methods: The expression of CCAT2 in 3 cervical cancer cell lines (HeLa, C-33A, and CaSki) was detected by

qPCR and the cell line with the highest expression level was selected for subsequent experiments. CCAT2 overexpression and

interference vectors were designed and synthesized. After transfection, qPCR was performed to detect the transfection efficiency. The

cells were divided into 5 groups: control, sh-EV (empty vector), overExp-EV, sh-CCAT2, and overExp-CCAT2. MTT assay was per‐

formed to evaluate cell viability. Flow cytometry was performed to measure cell cycle. WB was performed to detect the expressions of

Ki67, cyclin D1, and cyclin dependent kinase 4 (CDK4). Results: Among HeLa, C-33A, and CaSki cells, the highest expression of

CCAT2 was found in CaSki cells. CCAT2 overexpression and interference vectors were successfully transfected into the CaSki cells.

Compared with the control group, the cells viability and proliferation in the sh-CCAT2 group was significantly decreased (all P<0.01),

the proportion of cells in the G1 phase was significantly increased (P<0.01), and the expression levels of Ki67, cyclin D1, and CDK4

were significantly decreased (all P<0.01). However, in the overExp-CCAT2 group, the cell proliferation was enhanced and the expres‐

sion levels of Ki67, cyclin D1, and CDK4 were significantly increased (all P<0.01). Conclusion: CCAT2 affects proliferation and cell

cycle of cervical cancer cells by regulating the expressions of their associated proteins.
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根据国际癌症研究机构（International Agency

for Research on Cancer，IARC）对全球 2018年癌症发

病率和病死率的估算，发现宫颈癌的发病率和病死

率均排在女性癌症的前四位，是威胁全球女性生命

的主要疾病之一[1]；受到筛查和治疗技术的限制，发

展中国家宫颈癌的发病率和病死率远高于发达国

家[2-3]。宫颈癌的主要治疗方法包括手术、放化疗等，
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但疗效甚微，仍有 85%以上的宫颈癌病死率发生在

发展中国家[4]。因此，对宫颈癌有效治疗方案的研发

是迫切需要的。

长 链 非 编 码 RNA（long non-coding RNA, ln‐

cRNA）曾被认为是基因组中没有功能的部分，但近

年来越来越多的研究数据证实，lncRNAs在宫颈癌的

诊断和治疗中发挥着重要的作用，其中包括结肠癌

相关转录本 2（colon cancer-associated transcript 2，

CCAT2）[5]。CCAT2在多种肿瘤中呈现异常表达，如

乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌等，具有肿瘤标志物的潜在

价值[6]。本研究采用分子技术检测宫颈癌细胞中

CCAT2的表达水平，观察其对细胞增殖及周期的影

响，明确CCAT2的表达对宫颈癌细胞的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

宫颈癌细胞系HeLa、C-33A和CaSki购自中国科

学院上海细胞库。MEM、胎牛血清购自Gibco公司，

RPMI 1640 培养基购自 Hyclone 公司，TRIzol 购自

Ambion 公司，逆转录试剂盒购自 TaKaRa 公司，

SYBR Green PCR试剂盒购自KAPA Biosystems公司，

载体 pSICOR、pCDH-CMV-MCS-EF1-CopGFP-T2A-

Puro购自Addgene公司，内切酶XhoI、BamHI和XbaI

购自 NEB 公司，LipofectamineTM2000 购自 Invitrogen

公司，细胞凋亡检测试剂盒购自BD公司，兔抗Ki67

抗体、细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）抗体及周期蛋白

依赖性激酶 4（cyclin-dependent kinase 4，CDK4）抗体

均购自武汉贝茵莱公司，PVDF膜、化学发光试剂购

自Millipore公司。

1.2 细胞复苏与培养

将细胞从液氮罐中取出后，在37 ℃水浴中解冻，待

冻存液完全融化后，将细胞悬液转移至离心管中，低速

离心3 min。加入1 ml含10%胎牛血清的新鲜培养基

重悬细胞，转移至培养瓶中，再加入4 ml培养基，置于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养。HeLa和C-33A细胞于含

10%胎牛血清的MEM中培养，CaSki细胞于含10%胎

牛血清的RPMI 1640正常培养基中培养。

1.3 qPCR法检测CCAT2表达

TRIzol提取细胞总RNA，反转录为cDNA，以cDNA

为模板进行PCR扩增。PCR反应程序：95 ℃预变性3

min；95 ℃变性5 s、56 ℃退火10 s、72 ℃延伸25 s，共39

个循环。PCR引物由武汉天一辉远生物科技有限公司

合成，引物序列如下：CCAT2-F：CAAGAGGGAGG‐

TATCAACA；CCAT2-R：GCAATAAGAGCAGGAA

AAGA；GAPDH-F：CCACTCCTCCACCTTTG；GAPDH-

R：CACCACCCTGTTGCTGT。采用2-∆∆Ct法计算CCAT2

相对表达水平。

1.4 构建CCAT2过表达及干扰载体

提取细胞RNA，反转录合成cDNA，设计引物进行

PCR扩增获取目的基因片段，引物序列如下：CCAT2-F，

GCTCTAGACCGAGGTGATCAGGTGGA;CCAT2-R，

CGGGATCCGTCTTCTGGGCTGATGTT。设计

CCAT2干扰靶序列，获取干扰基因片段。shCCAT2

引物序列见表 1。采用内切酶XhoI和BamHI双酶切

过表达质粒，采用BamHI和XbaI双酶切干扰质粒，与

目的基因重组，筛选阳性表达重组质粒，采用Lipo‐

fectamineTM2000转染试剂，将重组质粒DNA转入细

胞中，转染 24 h后检测转染效率，采用 qPCR法检测

细胞中CCAT2相对表达水平。

表1 shCCAT2引物序列

Tab.1 Primer sequences of shCCAT2

Primer

shCCAT2-1

shCCAT2-2

shCCAT2-3

shCCAT2-4

Sequence (5’-3’)

GCTAGGTATGCTAAAGTTTGC

GCAGGAACCCAGCAAGTTTCT

GCTACCAGCAGCACCATTTCA

GCGCTGACAGAGATTGCTTAC

1.5 MTT法检测细胞活性

收集对数期细胞，接种于96孔板中（5×103个细胞/

孔）培养过夜，待细胞贴壁，每种处理设置3个平行孔。

将细胞分为 5 组：对照组、干扰空载（sh-EV）组、过

表达空载（overExp-EV）组、CCAT2干扰（sh-CCAT2）

组、CCAT2过表达（overExp-CCAT2）组，不同分组处

理24 h后，取出细胞培养板，每孔加入 20 µl 浓度为

5 mg/ml的MTT溶液，继续培养4 h。弃上清，每孔加入

150 µl DMSO溶解液，振荡溶解结晶物后，于酶标仪上

检测波长为490 nm处各孔的光密度（D）值。

1.6 流式细胞术检测细胞周期

分组处理 24 h后的各组细胞经过 0.25%胰酶于

室温消化 1 min左右，制成单细胞悬液，收集于流式

专用管中，取约5×105个细胞/组。低速离心5 min，弃

上清，加入300 µl含10%胎牛血清的PBS溶液悬浮细

胞沉淀，再加入 700 µl 无水乙醇，于-20 ℃中固定

24 h。取出固定样品，1 572×g 离心 30 s，弃上清。

PBS洗涤 2次后，加入 400 µl浓度为 50 µg/ml的碘化

丙啶溶液，避光染核 10 min，流式细胞仪测定细胞

DNA含量，确定各细胞周期的细胞占比。

1.7 WB法检测Ki67、Cyclin D1及CDK4蛋白的表

达水平

将各组细胞从培养箱中取出，PBS洗涤 2次后，

加入裂解液裂解细胞，95℃水浴加热10 min，13 700×g
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离心 10 min，取上清进行蛋白定量。配制 12%分离

胶及浓缩胶，以每孔上样量为20 µg蛋白进行电泳分

离。湿转法将蛋白转移至PVDF膜，采用 5%脱脂奶

粉封闭液室温封闭 2 h。加入一抗稀释液（稀释比

1∶1 000），室温孵育 1 h，PBST洗涤 3次后，加入二抗

稀释液（稀释比1∶10 000），室温孵育1 h。PBST洗涤

3次，滴加化学发光试剂，于暗室中曝光显影，读取蛋

白条带灰度值，计算相对表达量。

1.8 统计学处理

上述实验均进行 3次重复，采用 SPSS 22.0软件

进行统计学分析，正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，

多组均数间比较先行方差齐性检验后再行单因素

方差分析，两两比较采用 LSD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 筛选CaSki细胞为实验细胞

qPCR法检测宫颈癌HeLa、C-33A和CaSki细胞

中CCAT2的表达水平，结果（图 1）显示，C-33A细胞

CCAT2 表达水平明显低于 HeLa 细胞（P<0.01），而

CaSki细胞CCAT2表达水平明显高于HeLa细胞（P<

0.01）。因此，选择CCAT2表达水平最高的CaSki细

胞作为后续实验的研究对象。

*P<0.01 vs HeLa cells

图1 HeLa、C-33A和CaSki细胞中CCAT2表达水平比较

Fig.1 Comparison of CCAT2 expression among HeLa,

C-33A and CaSki cells

2.2 CCAT2 干扰及过表达载体对各组 CaSki 细胞

CCAT2表达的影响

CCAT2干扰或过表达载体转染CaSki细胞 24 h

后，检测细胞中 CCAT2 表达水平，qPCR 检测结果

（图 2）显示，与对照组比较，干扰或过表达空载

组细胞中 CCAT2 的表达水平差异无统计学意义

（P>0.05），CCAT2过表达组CCAT2的表达水平显著

升高（P<0.01），而干扰组则显著降低（P<0.01）。且

sh-CCAT2-3靶序列的干扰效果最好，故选择该靶序

列进行后续实验。

**P<0.01 vs Control or sh-EV or over ExpEV group

图2 CCAT2干扰(A)及过表达(B)效率检测

Fig.2 Detection of CCAT2 interference (A) and overexpression (B) efficiency

2.3 CCAT2对CaSki细胞增殖能力的影响

MTT 法检测结果（图 3）显示，与对照组相比，

CCAT2干扰组细胞活性显著减低，增殖能力明显减

弱（P<0.01），而CCAT2过表达组细胞活性显著增加，

增殖能力明显增强（P<0.01）。

2.4 CCAT2对CaSki细胞周期的影响

流式细胞术检测结果（图 4）显示，与对照组相

比，空载组、CCAT2过表达组G1期细胞占比差异均

无统计学意义（P>0.05），但CCAT2干扰组G1期细胞

比例显著升高（P<0.01），说明细胞周期阻滞在G1期。

2.5 CCAT2对CaSki细胞增殖及周期相关蛋白表达

的影响

WB法检测CaSki细胞中增殖相关蛋白（Ki67）和

周期相关蛋白（Cyclin D1、CDK4）的表达水平，结果

（图 5）显示，与对照组相比，CCAT2 干扰组细胞中

Ki67、Cyclin D1、CDK4蛋白相对表达量均显著降低
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（P<0.01），而 CCAT2 过表达组 Ki67、Cyclin D1、

CDK4蛋白的相对表达量显著升高（P<0.01）。

**P<0.01 vs Control group

图3 MTT法检测CaSki细胞的增殖能力

Fig.3 The proliferation of CaSki cells was

detected by MTT assay

3 讨 论

通过对基因组学的研究，人们发现可编码蛋白

的RNA序列仅为人类基因组转录物很小的一部分，

更多的是缺乏编码能力的非编码 RNA，其中包括

miRNAs、lncRNAs 等，miRNAs 可通过降解 mRNAs

沉默基因的表达[7]，而 lncRNAs介导的基因表达涉及

到转录调控、蛋白修饰、蛋白复合物的形成等多种机

制[8]。因此，深入探究非编码RNA在人类疾病中的作

用，有望改变相关疾病的治疗现状。研究发现，ln‐

cRNA FOXD2-AS1可通过靶向miR-506-5p的表达对

宫颈癌细胞的增殖和凋亡发挥调控作用[9]。周莉

等[10]结果也显示了 lncRNA MALAT1 靶向 miR-124-

3p/IGF2BP1分子轴促进宫颈癌细胞的增殖、侵袭以

及上皮间质转化。上述研究结果提示多种 lncRNA

参与宫颈癌细胞的生物学行为。CCAT2是一种包含

与癌症相关的 rs6983267单核苷酸多态性（single nu‐

cleotide polymorphisms，SNP）区域的新型 lncRNA，位

于基因座8q24，由1 752个核苷酸组成[11]。CCAT2在

多种癌症细胞中表达异常升高，通过复杂的癌症调

控网络在癌细胞的增殖、迁移、侵袭与凋亡等过程中

发挥重要作用[12]。通过临床数据 Meta 分析，提示

CCAT2与癌症存在密切关系，可能是一种潜在的新

的癌症标记物[13]。

**P<0.01 vs Control group

图4 流式细胞术检测CCAT2对各组CaSki细胞周期的影响

Fig.4 Effect of CCAT2 on CaSki cell cycle was detected by Flow cytometry

细胞增殖是肿瘤发生发展的重要环节之一，癌

细胞实现了永久复制，缺乏正常的生长控制[14]。Ki67

是一种肿瘤细胞增殖标记物，其表达水平反映了细

胞的增殖活性，与肿瘤的恶性程度紧密相关，具有一

定的临床肿瘤诊断和预后预测价值[15]。细胞周期运

转是细胞维持正常生命活动的基本过程之一，控制

着细胞从静止期进入生长增殖期，而当细胞周期调

控异常时，往往与细胞癌变发生关联[16]。Cyclin D1

是一种细胞周期蛋白，可促使细胞快速通过细胞周

期，从而加快细胞增殖[17]。CDK4是细胞进入增殖周
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期第一个被激活的蛋白激酶，与Cyclin D1结合后形

成具有活性的Cyclin D1/CDK4复合体，促进细胞从

G1期进入S期[18]。相关研究[19]结果亦证实，当Cyclin

D1、CDK4失活后，可诱导细胞周期阻滞在G0/G1期。

本研究检测了 3种宫颈癌细胞（HeLa、C-33A和CaS‐

ki）中CCAT2的表达水平，挑选表达水平最高的CaS‐

ki细胞作为实验材料，观察不同水平CCAT2对细胞

增殖的影响，结果显示CCAT2表达干扰后，细胞活力

降低，增殖能力减弱，且Ki67表达下调；进一步检测

细胞周期，显示CCAT2表达干扰后，G1期细胞占比

增多，发生 G1 期阻滞现象。细胞中 Cyclin D1 和

CDK4 表达下调正好解释了周期阻滞现象，而当

CCAT2过表达后，各检测指标趋势相反。

**P<0.01 vs Control group

1: Control; 2: sh-EV; 3: overExp-EV; 4: sh-CCAT2; 5: overExp-CCAT2

图5 WB法检测(A)CaSki细胞中Ki67(B)、Cyclin D1(C)、CDK4(D)蛋白表达

Fig.5 The protein expressions of Ki67 (B), Cyclin D1 (C) and CDK4 (D) in CaSki cells were detected by WB (A)

本研究结果说明了CCAT2在宫颈癌细胞中可促

进细胞增殖，抑制CCAT2后可促使细胞发生G1期阻

滞，从而影响宫颈癌细胞的增殖，提示CCAT2在宫颈

癌中发挥癌基因功能，可调控细胞增殖及周期相关

蛋白的表达水平，推测抑制CCAT2表达可能是宫颈

癌靶向治疗的新方向。
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