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lncRNA LINC00969抑制乳腺癌MCF-7细胞的增殖、迁移和侵袭

林晖，黄小靖，李嵩（福州市第一医院普外科，福州 350009）

[摘 要] 目的：探讨 lncRNA LINC00969在乳腺癌细胞增殖和迁移中的作用及其相应机制。方法: qPCR检测LINC00969在

42例乳腺癌组织和对应癌旁组织（标本收集自 2017 年 9 月至 2019 年 12 月福州市第一医院普外科手术患者），以及正常乳腺细

胞MCF-10A和 5种乳腺癌细胞MCF-7、BT-20、MAD-MB-231、ZR-75-1、SKBR3中的表达。以过表达LINC00969质粒和空载体

Vector转染乳腺癌MCF-7细胞，以qPCR验证转染效率；以CCK-8法、平板克隆和EDU实验检测细胞增殖水平，流式细胞术检测

细胞周期，Western blotting实验检测细胞中PCNA、CyclinD1和MMP2、MMP9水平，划痕修复实验和Transwell实验检测细胞的迁

移和侵袭。结果: 与癌旁组织比较，乳腺癌组织中LINC00969表达显著降低（P<0.05）；与乳腺细胞MCF-10A比较，5种乳腺癌细

胞中LINC00969表达均显著降低（P<0.05或P<0.01），而以MCF-7细胞中最低；过表达LINC00969使MCF-7细胞的增殖、集落形

成和DNA合成能力均受到显著抑制（P<0.05或P<0.01），使MCF-7细胞周期明显阻滞于G1期，使细胞的划痕愈合和侵袭能力明

显降低（P<0.05或P<0.01）。过表达 LINC00969 使 MCF-7 细胞中 PCNA、CyclinD1、MMP2和MMP9的表达受到明显抑制（均

P<0.05）。结论: LINC00969在乳腺癌中低表达，上调LINC00969表达可以抑制乳腺癌MCF-7细胞的增殖、迁移和侵袭，其机制

可能涉及细胞周期与迁移相关蛋白表达的异常。
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lncRNA LINC00969 inhibits breast cancer cell proliferation and migration

LIN Hui, HUANG Xiaojing, LI Song (Department of General surgery, Fuzhou first Hospital, Fuzhou 350009)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of long non-coding LINC00969 on proliferation and invasion of breast cancer cell.

Methods: Real-time Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to detect differential expression of LINC00969 in five

breast cancer cell lines (MCF-7, BT-20, MAD-MB-231, ZR-75-1, and SKBR3) , normal breast cells MCF-10A, and in 42 cases breast

cancer tissues and adjacent tissues. TMCF-7 cells were transfected with LINC00969 plasmid and empty vector vector vector. The trans‐

fection efficiency was verified by qPCR. CCK-8, plate cloning and edu assay were used to detect cell proliferation. Flow cytometry was

used to detect cell cycle. Western blotting was used to detect PCNA, CyclinD1, MMP2 and MMP9. Scratch repair test and Transwell

test were used to detect cell migration and invasion. Results：Compared with the adjacent tissues, LINC00969 expression in breast can‐

cer tissues was significantly decreased (P<0.05); compared with breast cancer cells MCF-10A, LINC00969 expression in five breast

cancer cells was significantly decreased (P<0.05), and the lowest was in MCF-7 cells; overexpression of LINC00969 significantly inhib‐

ited the proliferation, colony formation and DNA synthesis of MCF-7 cells (all P<0.05), making MCF-7 cell cycle clear.The ability of

wound healing, migration and invasion of the cells were significantly reduced (P<0.05). Overexpression of LINC00969 significantly in‐

hibited the expression of PCNA, cyclinD1, MMP2 and MMP9 (all P<0.05). Conclusion: LINC00969 is low expressed in breast cancer.

Overexpression of LINC00969 can inhibit proliferation and migration of breast cancer cell,the mechanism may be related to the abnor‐

mal expression of cell cycle and migration related proteins.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，其病死率在

我国呈逐年上升趋势[1]。目前对于乳腺癌的治疗主

要是手术治疗、放化疗和分子治疗等，但治疗后对于

肿瘤的复发和转移仍然无法有效控制。研究表明，

人类的大部分基因都可以转录，但其中只有约2%的

基因具有编码蛋白质的能力[2]，其余不能编码蛋白质

的称作非编码RNA。而非编码RNA又被分为长链
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非编码RNA（long non-coding RNA, lncRNAs）和微小

RNA。 lncRNA 是长度大于 200 核苷酸的非编码

RNA，迄今为止已发现有多种 lncRNAs与乳腺癌的

发展转移密切相关[3-4]。GUPTA等[3]研究表明，原发

性乳腺癌组织中 lncRNA HOTAIR的含量显著高于癌

旁组织；后续研究[5]发现HOTAIR能够促进乳腺癌转

移。lncRNA MALAT1最初被鉴定并证实与非小细

胞肺癌患者的转移相关[6]。深入研究[7] 发现 ，

MALAT1 在包括乳腺癌在内的多种癌症中显著表

达，并与肿瘤进展和转移密切相关。与HOTAIR和

MALAT1相似，多种经典肿瘤相关 lncRNA均被证实

可成为乳腺癌治疗的潜在临床靶点，如H19、SRA和

GAS5等[8]。LINC00969是一种新发现的 lncRNA，本

课 题 拟 探 讨 乳 腺 癌 组 织 及 乳 腺 癌 细 胞 株 中

LINC00969的表达水平及其对乳腺癌发生发展的影

响，以期为提高乳腺癌的早期诊断水平和临床疗效

提供潜在的标志物。

1 材料与方法

1.1 组织样本、细胞与主要试剂

收集我院 2017年 9月至 2019年 12月收治的乳

腺癌切除术患者的乳腺癌组织和癌旁组织（距病灶

边缘＞2cm），共计 42例。所有样本收集后立即液氮

冻存。本研究所有患者均签署知情同意书，实验方

案通过我院伦理委员会批准。正常乳腺细胞MCF-

10A 及乳腺癌细胞 MCF-7、BT-20、MAD-MB-231、

ZR-75-1、SKBR3购自美国ATCC细胞库。RPMI 1640

培养液、胎牛血清（fatal bovine serun，FBS）、0.25%

Trypsin、0.02%EDTA 均购自美国 Gibco 公司，Lipo‐

fectamine 2000、TRIzol、Transwell、ECL 发光试剂盒

均购自美国Thermo公司，增殖细胞核抗原（proliferat‐

ing cell nuclear antigen，PCNA）、细胞周期蛋白 D1

（cyclinD1）、基质金属蛋白酶2（matrix metalloprotein‐

ase 2，MMP-2）、基质金属蛋白酶 9（catrix metallopro‐

teinase 9，MMP-9）、GAPDH 的一抗和二抗 IgG 均购

自美国Cell Signaling公司，2×SG fast qPCR试剂盒、

cDNA逆转录试剂盒、细胞周期试剂盒，CCK-8试剂

盒、EDU试剂盒、引物序列等其余试剂均购自上海生

工生物工程股份有限公司。

1.2 细胞培养及转染

常规复苏正常乳腺细胞MCF-10A以及乳腺癌细

胞MCF-7、BT-20、MAD-MB-231、ZR-75-1、SKBR3细

胞，细胞均在 90% RPMI 1640+10% FBS的培养基中

常规培养、换液、消化及传代。选择对数生长期的

MCF-7细胞均匀接种至6孔板中，待细胞贴壁至80%

左右时，利用Lipofectamine 2000根据试剂盒操作说

明书将过表达 LINC00969 质粒及对应的空载质粒

（为阴性对照Vector）以50 nmol/L的终浓度转染到乳

腺癌细胞 MCF-7 中，转染过程中均用无血清 RPMI

1640培养液，转染后6 h更换含10% RPMI 1640正常

培养液培养，结束转染48 h后用于后续实验。

1.3 实时荧光定量 PCR（qPCR）检测乳腺癌组织和

细胞中LINC00969的表达水平

取对数生长期的 MCF-10A、MCF-7、BT-20、

MAD-MB-231、ZR-75-1、SKBR3细胞，约 1×105个/孔

均匀接种至6孔板中培养24 h，通过TRIzol试剂从细

胞中提取总RNA，逆转录成 cDNA。以 cDNA为模板

进行，扩增，引物序列：内参GAPDH引物序列为 5'-

GGCTGCCCAGAACATCAT-3'、 5'-CGGACACATT‐

GGGGGTAG-3'，LINC00969 引 物 序 列 为 5'-UAG‐

CACCAUUUGAAAUCAGUGUU-3'、5'- CACUGAU‐

UUCAAAUGGUGCUAUU-3'。使用 Applied Biosys‐

tems 7500 Real-Time PCR仪检测LINC00969的表达

水平。PCR 程序如下：95 ℃变性 5 min，95 ℃变性

10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 20 s（共 40个循环）。

以 2―△△Ct公式计算相对表达量，选择 LINC00969 表

达量最低的MCF-7细胞株进行后续实验。

选择42例乳腺癌组织和对应癌旁组织按照上述

方法检测LINC00969的表达水平。

1.4 CCK-8实验检测转染前后癌细胞的增殖水平

利用CCK-8实验检测细胞增殖。将转染后 24 h

的MCF-7细胞以每孔4 000个细胞接种在96孔板上，

以转染空载体细胞为对照组（Vector），每种处理均设

3个重复孔。细胞在培养 24、48和 72 h后，每孔加入

10 μl CCK-8溶液并在 37 ℃孵育 1 h，用酶标仪测定

450 nm处的光密度（D）值。所有实验均重复3次。

1.5 平板克隆形成实验检测癌细胞集落形成能力

将转染 24h后的MCF-7细胞消化后约 200个/孔

均匀接种至 6孔板中，分组及设置复孔同上，在细胞

培养箱中培养 14 d左右观察是否可见克隆，同时拍

照且计数克隆数。实验重复3次。

1.6 EdU实验检测癌细胞DNA合成能力

转染后MCF-7细胞约 4 000个/孔均匀接种至 96

孔板中，分组同上。按EdU试剂盒配制染色液和进

行实验操作，结束后置于显微镜下观察。

1.7 流式细胞术检测癌细胞周期

取对数生长期转染后MCF-7细胞，1×105个/孔均

匀接种至6孔板中，分组同上。常规消化离心后用预

冷PBS洗涤重悬细胞，用70%乙醇4 ℃固定过夜，次

日再次离心，每管细胞加入配制好的碘化吡啶液染

色并重悬细胞，室温避光孵育 30 min，后用流式细胞

仪检测细胞周期。实验重复3次。
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1.8 细胞划痕愈合实验检测细胞的迁移能力

将MCF-7细胞接种在6孔板中，转染72 h后当细

胞覆盖达到 80%时使用 200 μl移液管尖端轻轻刮擦

穿过孔中心的单层。每孔用培养基短暂洗涤 2次后

除去脱落的细胞。加入新鲜培养基，细胞再放入培

养箱培养，显微镜上观察和拍照0及72 h的细胞划痕

愈合情况。

1.9 Transwell实验检测细胞侵袭和迁移能力

细胞迁移实验：分为过表达 LINC00969 组及

Vector对照组，取对数生长期的转染后MCF-7细胞，

以5×104个/孔均匀接种至24孔板中Transwell小室的

上室，37 ℃培养箱孵育24 h，用棉签去除上室中的细

胞，用0.2%的结晶紫对穿过膜的细胞进行染色，然后

计算染色细胞数目。每个实验重复3次。

细胞侵袭实验：在小室中预先铺好稀释好的基

质胶50 μl，在细胞培养箱培养1 h使基质胶凝固。取

对数生长期的转染后MCF-7细胞，以 5×104个/孔均

匀接种至 24孔板中 transwell小室的上室，细胞培养

箱培养24 h，后续步骤同细胞迁移实验。

1.10 Western blotting（WB）检测细胞中相关蛋白的

表达水平

将细胞转染 72 h后，用RIPA裂解缓冲液提取细

胞裂解产物，BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白浓度。

高温变性后，以SDS-PAGE分离蛋白并转移到PVDF

膜中，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，然后在 4 ℃下与

兔多克隆抗体 PCNA 、CyclinD1、MMP2、MMP9和

GAPDH（均 1∶1 000 稀释）孵育过夜。然后与二抗

IgG（1∶5 000稀释）在室温下孵育2 h。使用ECL化学

发光液显色，凝胶成像仪蛋白成像，Image J软件进行

蛋白半定量分析。

1.11 统计学处理

采用 SPSS20.0统计软件进行分析，以正态分布

的定量数据采用 x̄±s表示，分别用 t检验和方差分析

进行两组和多组间比较。以P<0.05或P<0.01表示差

异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 乳腺癌组织和细胞中LINC00969均呈低表达

qPCR检测42例乳腺癌组织和对应癌旁组织，以

及乳腺细胞MCF-10A以及 5种乳腺癌细胞MCF-7、

BT-20、MAD-MB-231、ZR-75-1、SKBR3中LINC00969

表达。结果发现，与癌旁组织比较，乳腺癌组织中

LINC00969表达显著降低（图 1A，1.14±0.45 vs 0.34±

0.07，P<0.01）；此外，与正常乳腺细胞 MCF-10A 比

较，5 种乳腺癌细胞中 LINC00969 表达均显著降低

（图1B，1.09±0.35 vs 0.28±0.08、0.44±0.10、0.39±0.09、

0.68±0.11、0.56±0.12，P<0.05 或 P<0.01），其 中 以

MCF-7细胞中LINC00969表达最低，故后续实验选

用MCF-7细胞。

*P<0.05,**P<0.01 vs Paracancerous tissues or MCF-10A cell line

A: LINC00969 expression in breast cancer and adjacent tissues; B: LINC00969 expression in breast cancer cell lines

图1 乳腺癌组织和细胞中LINC00969表达

Fig.1 LINC00969 expression in breast cancer tissues and cell lines

2.2 过表达LINC00969明显抑制MCF-7细胞的增殖

qPCR检测转染效率，结果发现，转染LINC00969

过表达质粒组MCF细胞中LINC00969表达显著高于

vector 组（图 2A，1.09±0.09 vs 5.98±0.88，P<0.01）。

CCK-8实验检测两组细胞增殖活性，结果发现，过表

达LINC00969组中培养 48、72 h的细胞增殖活性显

著低于Vector组（图 2B，P<0.05或P<0.01）。平板克

隆实验检测结果发现，与 Vector 组比较，过表达

LINC00969组细胞克隆数明显减少[（36±7）vs（97±

11）个，P<0.01，图 2C]。EDU实验结果也发现，过表

达 LINC00969 组细胞的 DNA 合成能力受到显著抑

制[（863±54）vs（721±45），P<0.05，图2D]。
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*P<0.05,**P<0.01 vs Vector group

A: qPCR was used to detect the overexpression efficiency of LINC00969 in MCF-7 cells; B: CCK-8 was used to detect

the cell proliferation viability in MCF-7 cells; C: Plate clone formation assay was used to detect clone formation viability;

D: EDU assay was used to detect the DNA synthesis viability (×100)

图2 过表达LINC00969对乳腺癌MCF-7细胞增殖的影响

Fig.2 Effect of LINC00969 overexpression on proliferation of breast cancer MCF-7 cells

2.3 过表达LINC00969明显阻滞细胞周期于G1期

细胞流式仪检测细胞周期结果发现，LINC00969

组细胞周期在G1期占比显著高于Vector组，S期占

比显著低于Vector组（图 3A，P<0.05）；WB检测结果

发现，LINC00969组 PCNA和Cyclin D1蛋白表达显

著低于Vector组（图3B，P<0.01）。

2.4 过表达 LINC00969 明显抑制 MCF-7 细胞的迁

移和侵袭

划痕修复实验结果发现，过表达 LINC00969组

72 h 划痕宽度大于 Vector 组[（0.34±0.09）vs（0.13±

0.05）mm，P<0.01，图4A）；Transwell实验检测结果发

现，LINC00969组迁移和侵袭细胞数显著低于Vector

组（图 4B、C，均 P<0.01）；WB 检测结果发现过表达

LINC00969组细胞中MMP-2和MMP-9蛋白表达显

著低于Vector组（图4D，均P<0.01）。

3 讨 论

本研究发现，乳腺癌组织中 LINC00969表达显

著 低 于 癌 旁 组 织 ，在 乳 腺 癌 细 胞 MCF-7 中

LINC00969表达显著低于正常乳腺细胞MCF-10A。

这些结果表明，LINC00969可能与乳腺癌的发生发展

有关。研究[8]表明，lncRNA可以通过“海绵样”吸附

作用竞争性结合至靶标miRNA。YU等[9]证明，与脊

髓损伤患者相比，LINC00969在椎间盘退行性改变患

者的髓核组织和髓核细胞中高表达，在体外可促进

髓核细胞凋亡。本研究结果显示，过表达LINC00969

可明显地抑制MCF-7细胞的增殖、侵袭和迁移能力。

由此可见，过表达LINC00969在乳腺癌发生发展中

扮演着抑癌基因的作用。

许多 lncRNA都参与着乳腺癌细胞的周期调控，

PCNA和CyclinD1是细胞周期相关的蛋白。WANG

等[10]研究表明，lncRNA RMST通过抑制细胞增殖、侵

袭和迁移，促进细胞凋亡和调节细胞周期，在乳腺癌

中发挥抑癌作用。梅虹等[11] 研究表明，过表达

LINC01001后，G0/G1期细胞数增加至 22.56%，S期

细胞数降低至 28.59%，提示 LINC01001 可能会对

MCF-7细胞细胞周期的进展产生抑制作用。本研究

结果表明，LINC00969 可以有效地将乳腺癌细胞

MCF-7阻滞在DNA复制期之前。
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*P<0.05,**P<0.01 vs Vector group

A: Cell cycle was detected by the flow cytometry; B: Expression of PCNA and Cyclin D1 was detected by WB

图3 过表达LINC00969对MCF-7细胞周期及其相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of LINC00969 overexpression on cell cycle and its related proteins in MCF-7 cells

**P<0.01 vs Vector group

A:Scratch repair test used to detect the metastasis ability of the two groups (×100); B: Transwell test for cell migration ability (×200);

C: Transwell test for cell invasion ability (×200); D: WB detection for MMP-2 and MMP-9 protein expression in MCF-7 cells

图4 过表达LINC00969对MCF-7细胞迁移和侵袭的影响

Fig.4 Effects of LINC00969 over-expression on migration and invasion of MCF-7 cells

MMPs是一类蛋白质水解酶，它可以切割细胞外

基质并且参与信号转导，MMPs活化后能降解胶原、

释放肽类和生长因子，它在肿瘤的生长及转移和血

管生成中发挥着重要作用[12-13]。MENDES等[14]研究

发现，MMP-2和MMP-9在乳腺癌小鼠脑转移中显著

高表达，它们可能参与了乳腺癌向脑转移的过程。
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有研究[15]也表明，MMP2或MMP9可能对乳腺癌的分

期或预后发挥着作用，其在乳腺癌组织中高表达，当

其下降时则表明其预后好转。本研究结果显示，过

表 达 LINC00969 组 中 MCF-7 细 胞 的 MMP-2 和

MMP-9 蛋 白 表 达 显 著 低 于 Vector 组 ，表 明

LINC00969 可以抑制乳腺癌细胞的转移能力与

MMP-2、-9表达下调有关。本研究接下来将会针对

LINC00969在乳腺癌中的作用机制进行进一步研究。

综上所述，LINC00969在乳腺癌组织和细胞中呈

低表达，过表达LINC00969可以抑制乳腺癌MCF-7

细胞增殖、阻滞细胞周期及细胞的迁移、侵袭。由此

提示，LINC00969 可以作为乳腺癌潜在的生物标

志物。
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