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LncRNA SPINT1-AS1通过靶向miR-433-3p调控

非小细胞肺癌细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭
王秀丽  卡哈尔江·阿不都外力  顾国民  刘春玲*

(新疆医科大学附属肿瘤医院肺内科二病区, 乌鲁木齐 830011)

摘要      该研究主要探讨lncRNA SPINT1-AS1对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞H1299增殖、迁

移、侵袭和凋亡的影响及其分子机制。选取新疆医科大学附属肿瘤医院2017年3月至2019年3月
的30例NSCLC组织及匹配的癌旁组织; 体外培养人正常肺上皮细胞BEAS-2B和NSCLC细胞系

H1299、Calu-3、Calu-6, 将H1299细胞分为NC组、si-NC组、si-SPINT1-AS1组、miR-NC组、miR-
433-3p组、si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC组、si-SPINT1-AS1+anti-miR-433-3p组。RT-qPCR检测

NSCLC组织和细胞中lncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p的表达水平; MTT检测细胞增殖情况; Tran-
swell检测细胞的迁移和侵袭; 流式细胞仪检测细胞凋亡; Western blot检测相关蛋白的表达; 双荧光

素酶报告基因实验检测lncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p的靶向关系。结果表明与癌旁组织和人

正常肺上皮细胞BEAS-2B相比, NSCLC组织和细胞系中lncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p表达水

平分别升高和降低(P<0.05)。与si-NC组相比, si-SPINT1-AS1组可降低H1299细胞D值、迁移数目、

侵袭数目以及PCNA、MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白水平, 升高细胞凋亡率以及Bax蛋白水平(P<0.05); 
与miR-NC组相比, miR-433-3p组可降低H1299细胞D值、迁移数目、侵袭数目以及PCNA、MMP-
2、MMP-9、Bcl-2蛋白水平, 升高细胞凋亡率以及Bax蛋白水平(P<0.05)。LncRNA SPINT1-AS1靶
向调控miR-433-3p表达(P<0.05), 且下调miR-433-3p逆转了干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞

增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响(P<0.05)。因此lncRNA SPINT1-AS1可通过靶向调控miR-433-3p
抑制H1299细胞增殖、迁移和侵袭, 并促进凋亡。
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The LncRNA SPINT1-AS1 Regulates the Proliferation, Apoptosis, Migration 
and Invasion of Non-Small Cell Lung Cancer Cells by Targeting miR-433-3p

WANG Xiuli, KAHAERJIANG Abuduwaili, GU Guomin, LIU Chunling*
(Second Ward of Department of Pulmonary Medicine, Affiliated Tumor Hospital Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China)

Abstract       The study aims to investigate the effects of lncRNA SPINT1-AS1 on proliferation, migration, in-
vasion and apoptosis of NSCLC (non-small cell lung cancer cell) H1299 and its molecular mechanism. 30 NSCLC 
tissues and matching paracancer tissues were selected from March 2017 to March 2019 in Affiliated Tumor Hos-
pital Xinjiang Medical University. Human normal lung epithelial cells BEAS-2B and NSCLC cell lines H1299, 
Calu-3 and Calu-6 were cultured in vitro. H1299 cells were divided into NC group, si-NC group, si-SPINT1-AS1 
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group, miR-NC group, miR-433-3p group, si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC group, si-SPINT1-AS1+anti-miR-433-
3p group. RT-qPCR detection of lncRNA SPINT1-AS1 and miR-433-3p expression levels in NSCLC tissues and 
cells. MTT was used to detect cell proliferation. Transwell was used to detect cell migration and invasion. Flow 
cytometry was used to detect cell apoptosis. Western blot was used to detect the expression of related proteins. 
Dual luciferase reporter gene assay was used to detect the targeting relationship between lncRNA SPINT1-AS1 
and miR-433-3p. Results showed that compared with paracancerous tissue and human normal lung epithelial 
cells BEAS-2B, the expression levels of lncRNA SPINT1-AS1 and miR-433-3p in NSCLC tissues and cell lines 
were increased and decreased, respectively (P<0.05). Compared with the si-NC group, the si-SPINT1-AS1 group 
could decrease cell proliferative number, migration number, invasion number, protein levels of PCNA, MMP-
2, MMP-9 and Bcl-2, and increase apoptosis rate and Bax protein level of H1299 cells (P<0.05); compared with 
the miR-NC group, the miR-433-3p group could reduce the D value, migration number, invasion number, and 
protein levels of PCNA, MMP-2, MMP-9, and Bcl-2 in H1299 cells, increase apoptosis rate and Bax protein lev-
el (P<0.05). LncRNA SPINT1-AS1 targeted regulation of miR-433-3p expression (P<0.05), and down-regulated 
miR-433-3p reversed the effects of interfering lncRNA SPINT1-AS1 on proliferation, migration, invasion and 
apoptosis of H1299 cells (P<0.05). Thus, the lncRNA SPINT1-AS1 inhibits the proliferation, migration and in-
vasion of H1299 cells and promotes apoptosis by targeting miR-433-3p.

Keywords        lncRNA SPINT1-AS1; miR-433-3p; lung cancer; proliferation; migration; invasion; apoptosis

肺癌属于常见的恶性肿瘤 , 通常包括小细胞

肺癌和非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, 
NSCLC)两种。肺癌亚型中以NSCLC最为常见, 在肺

癌患者中约占3/4[1]。尽管临床治疗手段已取得较大

进展, 但NSCLC患者的5年生存率仍较低, 且因耐药

或肿瘤转移, 使得患者复发率较高[2]。因此, 亟待研

究NSCLC病理机制和寻找新的治疗策略。长非编码

RNA(long non-coding RNA, lncRNA)是不可以进行编

码蛋白的转录本 , 其长度>200个核苷酸 , 可通过调

控微小RNA(microRNA, miRNA)来调控癌细胞生

物学过程, 从而介导参与人类多种疾病进展。研究

发现, lncRNA SPINT1-AS1在宫颈癌中表达水平升高, 
其高表达与晚期宫颈癌和不良预后相关, 且可促进宫

颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭以及肿瘤发生[3]。敲

除 lncRNA SPINT1-AS1可有效减缓乳腺细胞的增殖

及扩散现象[4]。LncRNA SPINT1-AS1在大肠癌中表

达上调, 其高表达与区域淋巴结转移、远处转移和较

短生存期相关[5]。但lncRNA SPINT1-AS1在NSCLC中
的表达及作用未见报道。Starbase预测显示 , lncRNA 
SPINT1-AS1与miR-433-3p之间存在核苷酸结合位

点。研究报道 , miR-433-3p在NSCLC中表达水平降

低 , 上调miR-433-3p可抑制NSCLC细胞的增殖和自

噬, 促进细胞凋亡[6]。过表达miR-433-3p抑制NSCLC
细胞的恶性生物学行为 [7]。关于 lncRNA SPINT1-

AS1与miR-433-3p调控作用对NSCLC分级机制未见

报道, 因此, 本实验旨在研究lncRNA SPINT1-AS1在
NSCLC中的作用以及其是否可通过调控miR-433-3p
表达影响NSCLC细胞H1299的增殖、迁移、侵袭和

凋亡。

1   材料与方法
1.1   临床资料

以新疆医科大学附属肿瘤医院2017年3月至2019
年3月收治的30例NSCLC患者为研究对象, 从中观察记

录原发性NSCLC组织和相关癌变附近组织, 对其行手

术切除, 在–80 °C条件下储存样本。本研究需患者及其

家属签署知情同意书, 且本研究已获本院伦理委员会

认可批准(伦理号: K-2019064)。
1.2   材料

人正常肺上皮细胞BEAS-2B和NSCLC细胞系

H1299、Calu-3和Calu-6购自中国科学院上海细胞

库; 胎牛血清及DMEM培养基购自美国Hyclone公司; 
Trizol试剂、反转录试剂盒及荧光定量试剂盒购自日

本TaKaRa公司; MTT试剂盒和检测Annexin V-FITC/
PI凋亡试剂盒购自上海晶抗生物工程有限公司; Tran-
swell小室和Matrigel基质胶购自美国BD公司; RIPA
蛋白裂解液、二辛可宁酸(BCA)和双荧光素酶报告

基因检测试剂盒购于北京百奥莱博科技有限公司; 
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Lipofectamine 2000购自美国Invitrogen公司。

1.3   细胞转染与分组

取对数生长期H1299细胞并将其接种至96孔板

中 , 再将si-NC、si-SPINT1-AS1、miR-NC、miR-433-
3p以每孔加200 μL的量, 分别转染至H1299细胞, 记为

si-NC组、si-SPINT1-AS1组、miR-NC组、miR-433-3p组, 
未经转染的H1299细胞记为NC组; 将si-SPINT1-AS1分
别与anti-miR-NC、anti-miR-433-3p共转染至H1299细
胞 , 记为si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC组、si-SPINT1-
AS1+anti-miR-433-3p组。依据Lipofectamine 2000试剂

盒说明书对各组进行转染。转染48 h收集细胞进行后

续实验。

1.4   RT-qPCR检测 lncRNA SPINT1-AS1和miR-
433-3p的表达水平

提取组织、细胞及各组 H1299细胞总 RNA, 
按照逆转录试剂盒合成反转录成cDNA, lncRNA 
SPINT1-AS1、miR-433-3p分别以GAPDH、U6为内

参, 按照荧光定量试剂盒进行扩增反应, 反应体系

为2 μL RNA、12.5 μL 2× PCR Maser mix、0.5 μL 
RT Primer(10 μmol/L)、0.5 μL上下引物, 再用DEPC-
H2O补足至20 μL。反应程序为: 95 °C预变性2 min; 
95 °C变性30 s、59 °C退火40 s、72 °C延伸45 s, 35
个循环。采用2–∆∆Ct法计算其相对表达量。LncRNA 
SPINT1-AS1上游引物 : 5ʹ-AGC CAG ACA GAC 
GGA CAG G-3ʹ, 下游引物 : 5ʹ-GCA GCA CAA ACT 
TCT TTA CAT C-3ʹ; miR-433-3p上游引物 : 5ʹ-GGA 
GAA GTA CGG TGA GCC TG-3ʹ, 下游引物: 5ʹ-CAG 
TGC GTG TCG TGG AGT-3’; GAPDH上游引物 : 
5ʹ-GGT CTC CTC TGA CTT CAA CA-3ʹ, 下游引物: 
5ʹ-GTG AGG GTC TCT CTC TTC CT-3ʹ; U6上游引

物: 5ʹ-CTC GCT TCG GCA GCA CAT-3ʹ, 下游引物: 
5ʹ-AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT-3ʹ。引物由上

海生工生物工程公司合成。

1.5   MTT检测细胞增殖

取1.3各组H1299细胞培养48 h后, 加MTT溶液

20 μL/孔, 培养4 h弃上清, 加DMSO(150 μL/孔), 酶标

仪检测波长为450 nm处的D值, 即代表细胞增殖能

力。

1.6   Transwell检测细胞迁移和侵袭

用不含和含Matrigel基质胶的Transwell实验分

别检测细胞的迁移和侵袭, 将各组H1299细胞接种

于上室 (5×104个 /孔 ), 在下室中加 600 μL含 10%胎

牛血清培养液, 37 °C孵育24 h后, 用棉签擦去未穿

膜细胞。多聚甲醛室温固定15 min, 0.1%结晶紫染

色 5 min。最后在显微镜下观察 , 并随机挑选5个视

野计数进行记录。

1.7   Annexin V检测细胞凋亡

采用PBS将收集细胞漂洗2次, 同时以缓冲液重

悬, 将5 μL碘化丙啶(PI)及5 μL Annexin V-FITC混合, 
25 min后用流式细胞仪对细胞凋亡进行检测。

1.8   Western blot检测相关蛋白的表达

提取各组H1299细胞总蛋白, 采用BCA试剂盒测

定蛋白浓度。进行蛋白电泳后, 转移至PVDF, 室温下, 
密封放置于5%脱脂牛奶中, 一抗(1000 1׃稀释) 4 °C孵
育过夜, 二抗(1000 5׃稀释)室温下孵育2 h, 避光曝光

显影, 定影, 蛋白条带灰度值采用ImageJ软件分析。

1.9   双荧光素酶报告基因实验检测lncRNA SPINT1-
AS1和miR-433-3p的靶向关系

建立 SPINT1-AS1野生型和突变型荧光素酶

表达载体WT-SPINT1-AS1和MUT-SPINT1-AS1, 与
miR-NC及miR-433-3p联合转染H1299细胞。荧光素

酶活性必须严格依据试剂盒说明书进行检测。

1.10   统计学处理

采用SPSS 21.0软件进行数据分析, 计量资料使

用(x
_
±s)表示, 均契合正态分布, 两组间数据通过t检

验, 单因素方差对多组间的数据进行分析, 以P<0.05
为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   LncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p在

NSCLC组织中的表达

如图1所示, 较癌旁组织, NSCLC组织中lncRNA 
SPINT1-AS1和miR-433-3p的表达水平分别显著升

高和降低(P<0.05)。
2.2   LncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p在NSCLC
细胞中的表达

如图2所示, 与BEAS-2B细胞比较, NSCLC细胞

系H1299、Calu-3、Calu-6中lncRNA SPINT1-AS1和
miR-433-3p表达水平分别升高和降低(P<0.05)。因

H1299细胞的lncRNA SPINT1-AS1表达水平最高, 故
后续实验选择H1299细胞进行。

2.3   干扰 lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞增

殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

如图3、图4、表1和表2所示, 与si-NC组比较, 
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si-SPINT1-AS1组 lncRNA SPINT1-AS1表达水平降

低 , H1299细胞细胞活性、迁移数目、侵袭数目与

si-NC组比较 , si-SPINT1-AS1组PCNA、MMP-2、
MMP-9、Bcl-2蛋白水平降低 , 细胞凋亡率以及Bax
蛋白水平升高 (P<0.05); NC组、si-NC组各指标无

显著差异。表明干扰 lncRNA SPINT1-AS1可抑制

H1299细胞增殖、迁移、侵袭, 促进凋亡。

2.4   过表达miR-433-3p对H1299细胞增殖、迁移、

侵袭和凋亡的影响

如图5、图6、表3和表4所示, 与miR-NC组比

较, miR-433-3p组miR-433-3p表达升高, H1299细胞

D值、迁移数目、侵袭数目以及PCNA、MMP-2、
MMP-9、Bcl-2蛋白水平降低, 细胞凋亡率以及Bax
蛋白水平升高(P<0.05); NC组、miR-NC组各指标无

显著差异。表明过表达miR-433-3p可抑制H1299细
胞增殖、迁移、侵袭, 促进凋亡。

2.5   LncRNA SPINT1-AS1靶向调控miR-433-3p
的表达

如图7所示, Starbase预测显示lncRNA SPINT1-
AS1与miR-433-3p之间存在互补核苷酸序列。如表5

A: lncRNA SPINT1-AS1在NSCLC组织中的表达; B: miR-433-3p在NSCLC组织中的表达。*P<0.05, 与癌旁组织组比较。

A: the expression of lncRNA SPINT1-AS1 in NSCLC tissues; B: the expression of miR-433-3p in NSCLC tissues. *P<0.05 compared with paracancer-
ous lung tissues group.

图1   LncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p在NSCLC组织中的表达

Fig.1   LncRNA SPINT1-AS1 and miR-433-3p expression in NSCLC tissues 
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图2   LncRNA SPINT1-AS1和miR-433-3p在NSCLC细胞系中的表达

Fig.2   The expression of lncRNA SPINT1-AS1 and miR-433-3p in NSCLC cells
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A: H1299细胞的迁移和侵袭; B: 细胞凋亡流式图。

A: the images of H1299 cell migration and invasion; B: flow cytometry analysis for cell apoptosis.
图3   干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞迁移、侵袭和凋亡的影响

Fig.3   The effects of lncRNA SPINT1-AS1 knockdown on H1299 cell migration, invasion and apoptosis

表1   干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

Table 1   The effects of lncRNA SPINT1-AS1 knockdown on H1299 cell proliferation, migration, invasion and apoptosis 
分组

Group
SPINT1-AS1

D值(450 nm)
D value (450 nm)

迁移数目/个
Migration cell number

侵袭数目/个
Invasion cell number

凋亡率/%
Apoptotic rate /%

NC 1.02±0.11 1.41±0.17 136.52±15.45 106.23±13.14   6.82±0.82

si-NC 1.01±0.08 1.36±0.15 129.15±14.26   98.36±11.62   7.29±0.93

si-SPINT1-AS1 0.37±0.04* 0.79±0.08*   76.28±7.92*   46.57±5.65* 25.72±3.26*

F 186.313 55.417 57.754 83.525 257.867

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.
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所示, 与miR-NC组相比, miR-433-3p组WT-SPINT1-
AS1, 荧光素酶活性降低(P<0.05), 对MUT-SPINT1-
AS1荧光素酶活性差异不显著(P>0.05); 如表6所示, 
与pcDNA组相比 , pcDNA-SPINT1-AS1组SPINT1-
AS1表达水平增加 , miR-433-3p表达水平降低 ; 与
si-NC组相比 , si-SPINT1-AS1组SPINT1-AS1表达

水平降低, miR-433-3p表达水平增加, 表明lncRNA 

SPINT1-AS1负调控miR-433-3p的表达(P<0.05)。
2.6   下调miR-433-3p逆转了干扰lncRNA SPINT1-
AS1对H1299细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

如图 8、图 9、表 7和表 8所示 , 与 si-SPINT1-
AS1+anti-miR-NC组比较 , si-SPINT1-AS1+anti-miR-
433-3p组miR-433-3p表达水平降低, H1299细胞D值、

迁移数目、侵袭数目以及PCNA、MMP-2、MMP-
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表2   干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞相关蛋白的影响

Table 2   The effects of lncRNA SPINT1-AS1 silencing on protein expression in H1299 cells
分组

Group
PCNA MMP-2 MMP-9 Bcl-2 Bax

NC 0.70±0.07 0.84±0.10 0.62±0.08 0.61±0.07 0.24±0.02

si-NC 0.73±0.08 0.82±0.08 0.64±0.07 0.59±0.06 0.22±0.03

si-SPINT1-AS1 0.32±0.04* 0.39±0.05* 0.25±0.03* 0.19±0.03* 0.65±0.08*

F 109.326 92.333 106.746 161.234 206.532

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-NC组比较,。
*P<0.05 compared with si-NC group.

图4   干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞相关蛋白的影响

Fig.4   The effects of lncRNA SPINT1-AS1 silencing on protein expression in H1299 cells
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9、Bcl-2蛋白水平升高 , 细胞凋亡率以及Bax蛋白

水平降低 (P<0.05); si-SPINT1-AS1组、si-SPINT1-
AS1+anti-miR-NC组各指标无显著差异。

3   讨论
高通量测序及微阵列技术发展水平越来越高, 

越来越多微小RNA(microRNA, miR)、lncRNA等非

编码RNA被筛选和鉴定。研究发现, lncRNA异常

高表达与肺癌的发生和发展有关, 如lncRNA CBR3-
AS1在NSCLC组织中表达上调, 抑制lncRNA CBR3-
AS1可抑制NSCLC细胞增殖、迁移侵袭, 促进细胞

凋亡和细胞周期阻滞[8]。下调lncRNA SDHAP1可
降低NSCLC细胞的增殖、迁移和侵袭能力[9]。沉

默lncRNA NR2F2-AS1可抑制NSCLC细胞增殖、迁

移、侵袭和上皮间质转化[10]。LncRNA DRAIC高表

达与肺腺癌肿瘤分期、TNM分期、淋巴结转移和

预后不佳联系紧密, 敲除lncRNA DRAIC可通过上

调miR-3940-3p, 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵

袭[11]。以上说明lncRNA与NSCLC发病密切相关, 先
前研究显示lncRNA SPINT1-AS1在宫颈癌、乳腺

癌、大肠癌中高表达[3-5], 但对NSCLC的研究未知。

与上述研究结果 [3-5]相似 , 本实验结果显示 , 与癌旁

组织和BEAS-2B细胞比较 , NSCLC组织和细胞系

中 lncRNA SPINT1-AS1表达水平升高 , 干扰 lncRNA 
SPINT1-AS1可降低H1299细胞D值、迁移数目、侵

袭数目, 升高细胞凋亡率, 表明干扰lncRNA SPINT1-
AS1可抑制H1299细胞的恶性生物学行为。PCNA
是肿瘤细胞增殖相关蛋白 , MMP-2、MMP-9为肿瘤

细胞转移相关蛋白 , 有研究显示 , PCNA、MMP-2、
MMP-9在NSCLC组织中高表达 , 且与淋巴结转移

等相关 , 可作为NSCLC预后指标 [12-13]。Bcl-2和Bax
是凋亡相关蛋白 , 两者共同促进细胞凋亡 , 研究发
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A: H1299细胞的迁移和侵袭; B: 细胞凋亡流式图。

A: the images of H1299 cell migration and invasion; B: flow cytometry analysis for cell apoptosis.
图5   过表达miR-433-3p对H1299细胞迁移、侵袭和凋亡的影响

Fig.5   The effects of miR-433-3p overexpression on H1299 cell migration, invasion and apoptosis 

(A) NC

Tube-s-3347: P1
Q1-UL
  0.08% 3.07%

3.26%93.59%

Q1-UR

Q1-LL Q1-LR

Q1-UL
  0.07% 3.48%

3.54%92.91%

Q1-UR

Q1-LL Q1-LR

Q1-UL
  0.05% 12.05%

16.23%71.67%

Q1-UR

Q1-LL Q1-LR

Tube-s-3350: P1 Tube-s-11145: P1

Annexin FITC-A

10
7

10
6

10
5

10
4

10
3

0

1071061051041030

PI
PE

-A

Annexin FITC-A

10
7

10
6

10
5

10
4

10
3

0

1071061051041030

PI
PE

-A

Annexin FITC-A

10
7

10
6

10
5

10
4

10
3

0

1071061051041030

PI
PE

-A

miR-NC

Migration

Invasion

miR-433-3p

NC miR-NC miR-433-3p

100 µm

(B)

表3   过表达miR-433-3p对H1299细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

Table 3   The effects of miR-433-3p overexpression on H1299 cell proliferation, migration, invasion and apoptosis
分组

Group
miR-433-3p

D值(450 nm)
D value (450 nm)

迁移数目/个
Cell migration number

侵袭数目/个
Cell invasion number

凋亡率/%
Apoptotic rate /%

NC 1.02±0.10 1.39±0.14 132.75±16.12 110.29±12.36   6.47±0.69

miR-NC 1.01±0.12 1.45±0.18 140.18±14.29 102.42±11.97   6.93±0.75

miR-433-3p 2.98±0.42* 0.83±0.08*   72.26±8.16*   51.23±6.35* 27.16±3.47*

F 173.066 54.062 70.618 82.548 288.156

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与miR-NC组比较。

*P<0.05 compared with miR-NC group.

现, 在NSCLC组织中Bcl-2高表达, Bax低表达, 且与

肿瘤分期、淋巴结转移有相关性[14]。本研究发现, 
干扰lncRNA SPINT1-AS1降低了H1299细胞PCNA、

MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白水平, 升高了Bax蛋白

水平, 提示干扰lncRNA SPINT1-AS1可抑制H1299细
胞的恶性生物学行为可能与以上蛋白相关, 从而发

挥抑癌作用。

研究表明 , lncRNA SPINT1-AS1作为竞争性内

源RNAs吸附microRNAs调控肿瘤细胞的恶性行为 [3-4]。

本实验的Starbase预测显示 , lncRNA SPINT1-AS1
与miR-433-3p之间含有互补核苷酸序列 , 双荧光素

酶报告基因实验结果表明 , 过表达miR-433-3p降低
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图6   过表达miR-433-3p对H1299细胞相关蛋白表达的影响

Fig.6   The effects of miR-433-3p overexpression on protein expression in H1299 cells  
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表4   过表达miR-433-3p对H1299细胞相关蛋白表达的影响

Table 4   The effects of miR-433-3p overexpression on protein expression in H1299 cells 
分组

Group
PCNA MMP-2 MMP-9 Bcl-2 Bax

NC 0.69±0.08 0.82±0.08 0.65±0.07 0.62±0.06 0.23±0.03

miR-NC 0.71±0.07 0.85±0.09 0.61±0.06 0.58±0.07 0.24±0.02

miR-433-3p 0.34±0.05* 0.41±0.05* 0.27±0.03* 0.21±0.02* 0.67±0.07*

F 84.717 95.982 125.234 155.022 274.790

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与miR-NC组比较。

*P <0.05 compared with miR-NC group.

红色碱基: 突变碱基序列。

The highlighted bases: the mutant base sequence.
图7   LncRNA SPINT1-AS1的序列中含有与miR-433-3p互补的核苷酸序列

Fig.7   The binding sites of lncRNA SPINT1-AS1 for miR-433-3p  

WT-SPINT1-AS1

MUT-SPINT1-AS1

miR-433-3p
5ʹ GCCCAAGUUACAGAAUCAUGAG  3ʹ

5ʹ GCCCAAGUUACAGACCUGGUGG  3ʹ

3ʹ UGUGGCUCCUCGGGUAGUACUA  5ʹ

表5   双荧光素酶报告实验

Table 5   Dual-luciferase reporter assay 
分组

Group
WT-SPINT1-AS1 MUT-SPINT1-AS1

miR-NC 1.01±0.10 1.00±0.08

miR-433-3p 0.47±0.06* 1.02±0.13

t 13.891 0.393

P 0.000 0.699

*P<0.05, 与miR-NC组比较。

*P<0.05 compared with miR-NC group.
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表6   lncRNA SPINT1-AS1对miR-433-3p表达的影响

Table 6   LncRNA SPINT1-AS1-mediated effect on miR-433-3p expression
分组

Group
SPINT1-AS1 miR-433-3p

pcDNA 1.01±0.12 1.02±0.09

pcDNA-SPINT1-AS1 3.11±0.38# 0.54±0.06#

si-NC 1.02±0.10 1.00±0.07

si-SPINT1-AS1 0.42±0.06& 2.92±0.41&

F 290.993 217.702

P 0.000 0.000
#P<0.05, 与pcDNA组比较; &P<0.05, 与si-NC组比较。
#P<0.05 compared with pcDNA group; &P<0.05 compared with si-NC group.

A: H1299细胞的迁移和侵袭; B: 细胞凋亡流式图。

A: the images of H1299 cell migration and invasion; B: flow cytometry analysis for cell apoptosis.
图8   下调miR-433-3p逆转了干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞迁移、侵袭和凋亡的作用

Fig.8   MiR-433-3p downregulation attenuated lncRNA SPINT1-AS1 silencing-mediated 
effects on H1299 cell migration, invasion and apoptosis
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了WT-SPINT1-AS1荧光素酶活性降低 , 且 lncRNA 
SPINT1-AS1负调控miR-433-3p表达。如miR-433-3p
可通过调节染色体结构维持蛋白4(structural main-

tenance of chromosome 4, SMC4)表达抑制胶质瘤的

发生发展 [15]。miR-433-3p低表达通过靶向硬脂酰辅

酶A去饱和酶1(stearoyl-CoA desaturase 1, SCD1)促
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表7   下调miR-433-3p逆转了干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

Table 7   The effect on miR-433-3p downregulation attenuated lncRNA SPINT1-AS1 silencing-mediated 
H1299 cell proliferation, migration, invasion and apoptosis

分组

Group
miR-433-3p

D值(450 nm)
D value (450 nm)

迁移数目/个
Migration cell number

侵袭数目/个
Invasion cell number

凋亡率/%
Apoptotic rate /%

si-SPINT1-AS1 1.01±0.11 0.80±0.09   71.58±6.82 43.72±5.68 25.21±2.98

si-SPINT1-
AS1+anti-miR-NC

1.02±0.08 0.78±0.08   67.35±7.65 49.24±4.76 26.47±3.13

si-SPINT1-
AS1+anti-miR-
433-3p

0.58±0.07 1.23±0.15 113.18±12.58* 85.15±10.13* 14.28±1.67*

F 72.808 47.165 65.782 86.735 56.527

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC group.

图9   下调miR-433-3p逆转了干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞相关蛋白表达的影响

Fig.9   The effect on miR-433-3p downregulation attenuated lncRNA SPINT1-AS1 
silencing-mediated protein expression in H1299 cells
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表8   下调miR-433-3p逆转了干扰lncRNA SPINT1-AS1对H1299细胞相关蛋白表达的影响

Table 8   The effect on miR-433-3p downregulation attenuated lncRNA SPINT1-AS1 
silencing-mediated protein expression in H1299 cells

分组

Group
PCNA MMP-2 MMP-9 Bcl-2 Bax

si-SPINT1-AS1 0.34±0.03 0.37±0.04 0.24±0.02 0.20±0.03 0.63±0.07

si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC 0.33±0.04 0.40±0.05 0.25±0.03 0.21±0.02 0.66±0.06

si-SPINT1-AS1+anti-miR-433-3p 0.57±0.06 0.71±0.08* 0.51±0.05 0.43±0.04 0.37±0.04

F 81.590 91.114 166.500 157.345 67.990

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-SPINT1-AS1+anti-miR-NC group.

进鼻咽癌细胞的增殖、迁移和脂质积累[16]。骨肉瘤

细胞的增殖、迁移和侵袭可通过miR-433-3p的高表

达抑制, 但其也会诱导细胞凋亡[17]。以上表明miR-

433-3p与癌症密切相关, 之前研究显示miR-433-3p
在NSCLC中可发挥抑癌作用[6-7]。与上述研究结果[6-7]

一致, 本实验结果显示, 与癌旁组织和BEAS-2B细胞
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比较 , NSCLC组织和细胞系中miR-433-3p表达水平

降低, 过表达miR-433-3p降低了H1299细胞D值、迁

移数目、侵袭数目以及PCNA、MMP-2、MMP-9、
Bcl-2蛋白水平 , 提高了细胞凋亡率以及Bax蛋白水

平 , 提示过表达miR-433-3p可抑制H1299细胞的增

殖、迁移和侵袭, 并促进细胞凋亡; 进一步功能回复

实验结果显示 , 下调miR-433-3p逆转了干扰 lncRNA 
SPINT1-AS1对H1299细胞增殖、迁移、侵袭和凋

亡的影响 , H1299细胞D值、迁移数目、侵袭数目

以及PCNA、MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白水平增

加, 细胞凋亡率以及Bax蛋白水平下降, 提示lncRNA 
SPINT1-AS1可通过靶向调控miR-433-3p表达影响

H1299细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡。

综上所述 , 干扰 lncRNA SPINT1-AS1可抑制

H1299细胞的恶性表型, 可能与靶向调控miR-433-3p
有关。
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