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lncRNA TTN-AS1通过miR-138-5p/EGFR轴调控

胆囊癌细胞增殖、凋亡和迁移
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摘要      胆囊癌 (GBC)是胆道系统常见的肿瘤 , 严重威胁人类的生命健康。该研究旨在探究

长链非编码RNA(lncRNA)肌联蛋白反义RNA1(TTN-AS1)/微小RNA-138-5p(miR-138-5p)/表皮生

长因子受体 (EGFR)信号轴在GBC中的分子机制。qRT-PCR检测GBC组织和细胞系中TTN-AS1、
miR-138-5p和EGFR mRNA相对表达水平, 并对它们在GBC组织中的相关性进行分析。培养GBC
细胞系GBC-SD, 分为对照 (Control)组、si-NC组、si-TTN-AS1组、si-TTN-AS1+in-miR-138-5p组
和 si-TTN-AS1+pc-EGFR组。qRT-PCR和Western blot检测细胞转染效率 ; CCK-8、EdU染色、流

式细胞术以及划痕愈合实验检测细胞增殖、凋亡和迁移情况; Western blot检测细胞增殖(PCNA)、
凋亡(Cleaved Caspase-3)和迁移(MMP-2、MMP-9)相关蛋白水平。利用体内异种移植肿瘤模型研

究TTN-AS1对GBC肿瘤生长, Ki67、PCNA阳性表达以及miR-138-5p、EGFR mRNA表达的影响。

结果显示 , GBC组织和细胞系中TTN-AS1和EGFR mRNA表达均上调 , miR-138-5p表达下调 , 且
GBC组织中TTN-AS1水平与miR-138-5p水平呈负相关 , 与EGFR mRNA水平呈正相关 ; miR-138-
5p水平与EGFR mRNA水平呈负相关(P<0.05)。生物信息学分析和双荧光素酶证实了miR-138-5p
与TTN-AS1或EGFR 3′UTR存在相互作用 , 且RNA下拉实验证实了TTN-AS1与miR-138-5p结合 ; 
qRT-PCR和Western blot证明TTN-AS1可能通过miR-138-5p调控EGFR表达 (P<0.05)。敲低TTN-
AS1可显著抑制GBC-SD细胞增殖和迁移 , 诱导细胞凋亡 (P<0.05); 同时下调PCNA、MMP-2和
MMP-9蛋白水平, 上调Cleaved Caspase-3蛋白水平(P<0.05)。抑制miR-138-5p或过表达EGFR可部

分逆转TTN-AS1敲低对GBC-SD细胞恶性行为的影响。体内实验证实, 敲低TTN-AS1可抑制肿瘤

生长, 同时上调miR-138-5p水平, 下调EGFR mRNA和Ki67、PCNA阳性表达水平(P<0.05)。总之, 
TTN-AS1可能在GBC的发生和发展中发挥促癌作用, 且其可能是通过调节miR-138-5p/EGFR信号

轴实现的。
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胆囊癌 (gallbladder carcinoma, GBC)是胆道系

统中最常见、最具侵袭性的肿瘤。GBC患者的5年
内生存率低于5%[1]。目前 , GBC的完全手术切除是

最有效的治疗方法 [2]。然而 , 当大多数患者被诊断

出患有GBC时 , 最佳手术时间点已经过去。因此 , 
确定有效的GBC预后生物标志物和治疗靶点至关

重要。

长链非编码RNA(lncRNA)在包括GBC在内的

人类癌症发生和进展中发挥关键的作用 [3]。肌联

蛋白反义RNA1(titin antisense RNA 1, TTN-AS1)
转录自TTN的反义链 , 位于染色体2q12.2上。据报

道 , TTN-AS1在多种癌症类型 (包括肝癌、肺癌等 )
中上调和发挥致癌功能 [4-5]。另外 , TTN-AS1在GBC

组织和细胞中表达增加 , 促进GBC细胞活力和运动

性 , 可在GBC中充当肿瘤启动子 [6]。然而TTN-AS1
在GBC中的作用和机制仍不清楚。既往研究表明 , 
TTN-AS1通过与微小RNA(microRNA, miRNA)结合

来调节肿瘤的发生 [4-6]。生物信息学预测显示 , 微小

RNA-138-5p(microRNA-138-5p, miR-138-5p)具有与

TTN-AS1互补的结合位点 , 是TTN-AS1的潜在靶基

因。已有研究证明 , miR-138在GBC组织中低表达 , 
过表达miR-138可抑制GBC细胞生长, 并诱导细胞凋

亡 [7]。但在GBC中 , TTN-AS1的高表达是否与miR-
138-5p表达降低有关仍不清楚。此外 , 生物信息学

预测发现表皮生长因子受体(epidermal growth factor 
receptor, EGFR)是miR-138-5p的靶基因之一。近期
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138-5p or overexpression of EGFR partially reversed the impact of TTN-AS1 knockdown on the malignant be-
havior of GBC-SD cells. In vivo experiments confirmed that knockdown of TTN-AS1 could inhibit tumor growth, 
meantime up-regulate miR-138-5p level and down-regulate EGFR mRNA, Ki67 and PCNA positive expression 
level (P<0.05). In conclusion, TTN-AS1 may play a tumor-promoting role in the occurrence and development of 
GBC, and it may be achieved by regulating the miR-138-5p/EGFR signaling axis.
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有研究证实 , EGFR在GBC中呈高表达 , 下调EGFR
可抑制GBC进展[8]。基于以上研究, 笔者推测, TTN-
AS1、miR-138-5p和EGFR在GBC中的异常表达可能

存在相关性。本研究旨在初步探究TTN-AS1在GBC
中的功能及可能的作用机制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   组织      38个GBC癌症组织和成对的正常组

织均来自绵阳市人民医院肝胆外科 , 这些GBC患者

签署了知情同意书。本研究程序经绵阳市人民医院

伦理委员会批准(批号: 201903-0206)。
1.1.2   细胞      GBC细胞系 SGC-996(YS490C)、
GBC-SD(YS1447C)、EH-GB1(YS3569C)和
NOZ(YS2037C)均购自美国ATCC细胞库, 人胆囊上皮

细胞系HGBEC(HTX3131)购自深圳OTWO细胞库。

1.1.3   主要试剂      TTN-AS1沉默(si-TTN-AS1, 5′-
CCA GAG UGA GAC ACC UCU UTT-3′)及其阴

性对照 (si-NC, 5′-UUC UCC GAA CGU GUC ACG 
UTT-3′)、miR-138-5p抑制物 (in-miR-138-5p, 5′-
CGG CCU GAU UCA CAA CAC CAG CU-3′)、
miR-138-5p模拟物 (miR-138-5p mimics, 5′-AGC 
UGG UGU UGU GAA UCA GGC CG-3′)及其阴

性对照 (miR-NC mimics, 5′-ACU CUA UCU GCA 
CGC UGA CUU-3′)均由上海GenePharma设计并

合成。EGFR过表达载体质粒 (pcDNA3.1-EGFP、
pc-EGFR、LM2342、EGFP通过酶切位点BamH I
和Not I插入到 pcDNA3.1空载质粒中 , 抗性为氨

苄青霉素 )由上海联迈生物工程有限公司提供 ; 
Lipofectamine 2000试剂 (11668027)、TRIzol试剂

(10296028)购自美国 Invitrogen公司 ; QuantiTect Re-
verse Transcription(DXT-205314)、QuantiTect SYBR 
Green PCR Kit(DXT-204143)购自美国Qiagen公司 ; 
一抗EGFR(ab52894)、PCNA(ab92552)、Cleaved 
Caspase-3(ab32042)、MMP-2(ab181286)、MMP-
9(ab137867)和GAPDH(ab9485)均获自英国Abcam公

司 ; 双荧光素酶报告基因检测试剂盒 (KA3784)购自

上海玉博生物科技有限公司 ; CCK-8细胞增殖检测

试剂盒 (BA00208)、Annexin V FITC Apoptosis De-
tection Kit(BA00101)获自北京博奥森生物技术有限

公司; 555 Click-iT EdU Imaging Kits(SB-C6016)获自

上海圣尔生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养与分组      人GBC细胞系 (SGC-
996、GBC-SD、EH-GB1和NOZ)及HGBEC细胞均

维持在添加了10%胎牛血清和1%青霉素 /链霉素的

DEME培养基中 , 置于 5% CO2、37 °C培养箱。培

养 48 h后收集细胞 , 用于检测TTN-AS1相对表达

水平。取对数增殖期生长的GBC-SD细胞 , 依次分

为对照 (Control)组、si-NC组、si-TTN-AS1组、si-
TTN-AS1+in-miR-138-5p组和si-TTN-AS1+pc-EGFR
组。除Control组不作任何处理外 , 其余组细胞均按

照Lipofectamine 2000试剂说明书转染对应的si-NC、
si-TTN-AS1、in-miR-138-5p和pc-EGFR。各组细胞

培养48 h后用于之后的实验研究。

1.2.2   qRT-PCR检测      使用TRIzol试剂提取细胞

总RNA, 使用QuantiTect Reverse Transcription合成

cDNA。使用QuantiTect SYBR Green PCR Kit在ABI 
7300-Fast qRT-PCR系统(美国Applied Biosystems)上
进行定量检测(扩增条件 : 95 °C初始变性10 min; 然
后在92 °C变性15 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min
条件下进行40个循环), 得到各基因表达的Ct值。以

18S rRNA和U6为内参, 使用2–ΔΔCt方法分析目的基因

相对定量。引物序列 , TTN-AS1: 上游5′-CGG GAA 
CAA GCC CTG TG-3′和下游 5′-CCG GCC CAA 
AGA TGA TG-3′; miR-138-5p: 上游 5′-CTC GCT 
TCG GCA GCA CA-3′和下游5′-AAC GCT TCA CGA 
ATT TGC GT-3′; EGFR: 上游5′-TTG CCG CAA AGT 
GTG TAA CG-3′和下游5′-GTC ACC CCT AAA TGC 
CAC CG-3′; 18S rRNA: 上游5′-AGA AAC GGC TAC 
CAC ATC CA-3′和下游5′-CAC CAG ACT TGC CCT 
CCA-3′; U6: 上游5′-GCT TCG GCA GCA CAT ATA 
CTA AAA T-3′和下游5′-CGC TTC ACG AAT TTG 
CGT GTCA T-3′。
1.2.3   Western blot检测      用RIPA裂解缓冲液裂解

细胞 , 裂解物在 4 °C下离心后 , 将上清转移至新的

试管中 , 通过BCA对蛋白质含量进行测定。用12% 
SDS-PAGE进行电泳 , 然后转移到PVDF膜上。用

5%脱脂牛奶 37 °C封闭 1 h后 , 将膜在 4 °C下与一

抗EGFR、PCNA、Cleaved Caspase-3、MMP-2、
MMP-9和GAPDH(1:1 000稀释度)孵育24 h后 , 应用

HRP偶联的二抗(1:5 000稀释度)在37 °C下孵育2 h。
在Tanon 5200化学发光凝胶成像系统 (上海天能 )上
用化学发光法检测蛋白质条带。
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1.2.4   荧光素酶报告基因检测      使用StarBase数
据库和TragetScanHuman数据库预测miR-138-5p与
TTN-AS1或EGFR之间的靶向关系。将野生型 (WT)
TTN-AS1/EGFR和突变型 (MUT) TTN-AS1/EGFR经
PCR扩增后插入到pmirGLO报告载体上, 依次为WT-
TTN-AS1/WT-EGFR和MUT-TTN-AS1/MUT-EGFR。
随后使用Lipofectamine 2000分别将WT-TTN-AS1和
miR-NC mimics、WT-TTN-AS1和miR-138-5p mim-
ics、MUT-TTN-AS1和miR-NC mimics、MUT-TTN-
AS1和miR-138-5p mimics、WT-EGFR和miR-NC 
mimics、WT-EGFR和miR-138-5p mimics、MUT-
EGFR和miR-NC mimics、MUT-EGFR和miR-138-
5p mimics共同转染到GBC-SD细胞中。培养48 h后
收集细胞 , 使用Varioskan LUX多功能酶标仪 (美国

ThermoFisher)检测荧光素酶活性。

1.2.5   RNA下拉实验[9]      分别用生物素标记的野生

型miR-138-5p(WT-miR-138-5p)、突变型miR-138-
5p(MUT-miR-138-5p)和阴性对照 (NC)转染GBC-SD
细胞。48 h后, 将细胞裂解液与M-280链霉亲和素一

起温育。然后通过qRT-PCR测量与珠子结合的RNA
复合物中TTN-AS1的水平。

1.2.6   CCK-8检测      GBC-SD细胞(1×104个/孔)接种

在96孔板上, 37 °C孵育24 h。添加10 µL CCK-8试剂

孵育2 h后, 酶标仪在450 nm处检测光密度(D)值, 以
D值表示细胞活力。

1.2.7   EdU染色      GBC-SD细胞(1×105个/孔)接种在96
孔板上, 37 °C培养24 h后, 用4%多聚甲醛固定细胞并用

0.5% Triton X-100渗透。用含3% BSA的PBS冲洗3次
后, 加入100 µL EdU染色液, 室温下均匀覆盖30 min。随

后使用DAPI对细胞核进行复染 , 并用 IX73荧光显

微镜 (日本OLYMPUS)以 200倍的放大倍率观察细

胞。EdU阳性细胞率=EdU阳性细胞 /DAPI阳性细胞

×100%。

1.2.8   流式细胞术      GBC-SD细胞(1×105个/孔)接
种在6孔板上 , 37 °C培养24 h后收集细胞 , 并用PBS
缓冲液洗涤2次。然后将重悬的细胞加入5 µL An-
nexin V FITC和PI, 并在室温下孵育15 min。通过

FACSCalibur流式细胞仪(美国BD Bioscience)进行细

胞凋亡分析, 统计细胞凋亡率。

1.2.9   划痕愈合实验      GBC-SD细胞(1×105个/孔)接
种在6孔板上, 一旦细胞达到90%融合, 使用200 µL移
液器吸头进行线性划痕 , 并使用无血清培养基培养。

所有图像均在0 h和24 h以100倍的放大倍率在IX73显
微镜下拍摄, 并测量划痕间隙大小。划痕愈合率=(0 h
划痕间隙大小–24 h划痕间隙大小)/0 h划痕间隙大小

×100%。

1.2.10   肿瘤异种移植实验      15只雌性BALB/c裸鼠

(4周龄 )获自北京维通利华实验动物技术有限公司 , 
许可证号为SCXK(京 )2021-0006。在特定的无病原

体条件下饲养所有裸鼠 , 并维持在层流柜中。随后 , 
将裸鼠分为Control组、si-NC组和si-TTN-AS1组 (每
组5只), si-NC组和si-TTN-AS1组将200 µL稳定转染

si-NC、si-TTN-AS1的GBC-SD细胞 (1×107个 /只 )皮
下注射到BALB/c裸鼠中 , Control组将未经转染的

GBC-SD细胞 (1×107个 /只 )皮下注射到BALB/c裸鼠

中。一周后测量肿瘤生长情况 , 肿瘤体积计算公式 : 
体积(cm3)=(长×宽2)/2。4周后处理裸鼠, 收集肿瘤组

织 , 计算肿瘤体积并称重。所有程序均按照绵阳市

人民医院伦理委员会批准的《实验动物护理和使用

指南》进行。将肿瘤组织分为两部分 , 一部分用 4%
多聚甲醛固定 , 石蜡包埋制备组织切片用于HE染色

及Ki67、PCNA的免疫组化染色, 并采用ImageJ软件

分析Ki67、PCNA阳性表达的平均光密度(MOD)值; 
另一部分提取肿瘤组织RNA, 通过qRT-PCR检测基

因相对表达水平。

1.2.11   统计学分析      使用GraphPad Prism 5.0进行

统计分析 , 数据使用Shapiro-Wilk进行正态检验 , 符
合正态分布的数据以平均值±标准差 (x

_
±s)表示。多

组之间的差异使用单因素方差分析和Turkey事后检

验比较。非配对 t检验用于比较两个独立组之间的

差异。P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   GBC中TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR mRNA
表达水平

图1结果显示 , 与正常组织比较 , GBC癌症组织

中TTN-AS1和EGFR mRNA表达水平升高, miR-138-
5p表达水平降低 (P<0.05)。相关性分析显示 , GBC
组织中TTN-AS1与miR-138-5p呈负相关 , 与EGFR 
mRNA呈正相关性; miR-138-5p与EGFR mRNA表达

呈负相关(P<0.05)。此外, 与HGBEC细胞比较, GBC
细胞系中TTN-AS1和EGFR mRNA表达水平均显著

升高 , miR-138-5p表达水平显著降低 (P<0.05), 其中

GBC-SD细胞中三个基因的表达趋势变化最大 , 故
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后续选择此细胞作为研究对象。

2.2   TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR之间关系鉴定

图2显示, miR-138-5p与TTN-AS1或EGFR 3′UTR
之间存在互补的结合位点。随后 , 进行双荧光素酶

报告基因测定以验证miR-138-5p与TTN-AS1或EGFR 
3′UTR之间的关系。正如结果所示 , 与转染miR-NC 
mimics比较 , 转染miR-138-5p mimics可显著降低转

染WT-TTN-AS1细胞的荧光素酶活性 (P<0.05), 而
对转染MUT-TTN-AS1细胞的荧光素酶活性无影响

(P>0.05), 表明TTN-AS1与miR-138-5p之间存在相互

作用, 同样的方法也证实了miR-138-5p与EGFR之间

存在相互作用。此外, RNA下拉实验验证了TTN-AS1
与miR-138-5p结合。

另外, 图3和表1结果显示, 敲低TTN-AS1可显

著升高miR-138-5p水平, 降低EGFR的mRNA和蛋白

表达水平(P<0.05), 而抑制miR-138-5p的表达可部分

逆转敲低TTN-AS1对EGFR的抑制作用(P<0.05), 表
明TTN-AS1可能通过miR-138-5p调控EGFR表达。

A~C: 组织中TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR mRNA表达水平检测, *P<0.05, 与正常组织比较; D~F: TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR mRNA相

关性分析; G~I: 细胞中TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR mRNA水平检测, *P<0.05, 与HGBEC细胞比较。

A-C: expression levels of TTN-AS1, miR-138-5p and EGFR mRNA in tissues were detected. *P<0.05 compared with those in normal tissues; D-F: 
correlation analysis of TTN-AS1, miR-138-5p and EGFR mRNA; G-I: expression levels of TTN-AS1, miR-138-5p and EGFR mRNA in cells were de-
tected, *P<0.05 compared with HGBEC cells.

图1   TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR mRNA水平与相关性分析

Fig.1   Correlation analysis of TTN-AS1, miR-138-5p and EGFR mRNA
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A: TTN-AS1与miR-138-5p的靶向关系预测(标红处为配对的碱基序列或突变的结合位点); B: miR-138-5p与EGFR mRNA的靶向关系预测(标
红处为配对的碱基序列或突变的结合位点); C: TTN-AS1与miR-138-5p的双荧光素酶结果。*P<0.05, 与miR-NC mimics比较; D: miR-138-5p与
EGFR mRNA的双荧光素酶结果。*P<0.05, 与miR-NC mimics比较; E: RNA下拉实验验证TTN-AS1与miR-138-5p结合, *P<0.05, 与Bio-NC比较。

A: prediction of target relationship between TTN-AS1 and miR-138-5p (the red mark is the paired base sequence or mutant binding site); B: prediction of 
the targeting relationship between miR-138-5p and EGFR mRNA (the red mark is the paired base sequence or mutant binding site); C: double luciferase 
results of TTN-AS1 and miR-138-5p, *P<0.05 compared with miR-NC mimics; D: double luciferase results of miR-138-5p and EGFR mRNA. *P<0.05 
compared with miR-NC mimics; E: RNA pull-down test verified that TTN-AS1 was combined with miR-138-5p, *P<0.05 compared with Bio-NC.

图2   TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR之间关系鉴定

Fig.2   Relationship identification among TTN-AS1, miR-138-5p and EGFR

图3   Western blot检测GBC-SD细胞中EGFR蛋白水平

Fig.3   Western blot analysis of EGFR protein levels in GBC-SD cells
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表1   各组GBC-SD细胞中TTN-AS1、miR-138-5p和EGFR表达情况

Table 1   Expression of TTN-AS1, miR-138-5p and EGFR in each group of GBC-SD cells
组别

Group
TTN-AS1 miR-138-5p EGFR mRNA

EGFR蛋白

EGFR protein

Control 1.04±0.06 1.02±0.05 1.05±0.04 0.85±0.06

si-NC 1.02±0.05 1.00±0.07 1.03±0.06 0.80±0.07

si-TTN-AS1 0.25±0.03* 2.34±0.22* 0.41±0.03* 0.28±0.03*

si-TTN-AS1+in-miR-138-5p 0.27±0.04 1.52±0.14# 0.66±0.05# 0.49±0.05#

si-TTN-AS1+pc-EGFR 0.29±0.03 2.19±0.21 0.78±0.07# 0.62±0.06#

*P<0.05, 与si-NC组比较; #P<0.05, 与si-TTN-AS1组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-TTN-AS1 group.
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2.3   敲低TTN-AS1通过miR-138-5p/EGFR信号

轴抑制GBC细胞增殖、凋亡和迁移

表2、表3和图4结果显示 , 与 si-NC组相比 , si-
TTN-AS1组GBC-SD细胞活力、EdU阳性细胞率

及划痕愈合率均显著降低 , 而细胞凋亡率显著升高

(P<0.05); 同时 , 细胞中PCNA、MMP-2和MMP-9
蛋白水平均明显下调 , Cleaved Caspase-3蛋白水平

明显上调 (P<0.05)。与 si-TTN-AS1组相比 , si-TTN-
AS1+in-miR-138-5p或 si-TTN-AS1+pc-EGFR组

GBC-SD细胞活力、EdU阳性细胞率及划痕愈合率

均显著升高, 而细胞凋亡率显著降低(P<0.05); 同时, 
细胞中PCNA、MMP-2和MMP-9蛋白水平均明显上

调 , Cleaved Caspase-3蛋白水平明显下调 (P<0.05)。
而si-NC组与Control组相比, 以上各指标变化均无统

计学意义(P>0.05)。
2.4   敲低TTN-AS1通过miR-138-5p/EGFR信号

轴抑制体内肿瘤生长

图5、图6和表4结果显示, TTN-AS1敲低后, 形
成的裸鼠肿瘤组织重量和体积均明显下调 , 且肿瘤

组织中EGFR mRNA表达和Ki67、PCNA阳性表达

降低, miR-138-5p表达升高(P<0.05)。病理切片可见

TTN-AS1敲低后 , 肿瘤细胞中出现核固缩、裂解现

表2   各组GBC-SD细胞增殖、凋亡和迁移情况分析

Table 2   Analysis of the proliferation, apoptosis and migration of GBC-SD cells in each group
组别

Group
细胞活力(D值)
Cell viability (D value)

EdU阳性细胞率/%
EdU positive cell rate /%

细胞凋亡率/%
Cell apoptosis rate /%

划痕愈合率/%
Scratch healing rate /%

Control 0.82±0.07 60.25±5.87 8.36±0.86 75.36±7.19

si-NC 0.75±0.06 57.64±6.05 9.14±1.03 68.22±6.70

si-TTN-AS1 0.46±0.05* 28.33±2.12* 24.37±2.15* 34.65±3.58*

si-TTN-AS1+in-miR-138-5p 0.63±0.06# 41.25±4.21# 14.65±1.58# 50.11±5.13#

si-TTN-AS1+pc-EGFR 0.67±0.05# 43.56±4.55# 16.34±1.75# 53.26±5.32#

*P<0.05, 与si-NC组比较; #P<0.05, 与si-TTN-AS1组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-TTN-AS1 group.

表3   各组GBC-SD细胞中PCNA、Cleaved Caspase-3、MMP-2和MMP-9蛋白表达情况

Table 3   Expression of PCNA, Cleaved Caspase-3, MMP-2 and MMP-9 proteins in GBC-SD cells of each group
组别

Group
PCNA Cleaved Caspase-3 MMP-2 MMP-9

Control 0.72±0.06 0.18±0.04 0.77±0.08 0.89±0.09

si-NC 0.69±0.05 0.22±0.05 0.75±0.06 0.82±0.08

si-TTN-AS1 0.24±0.03* 0.69±0.07* 0.33±0.04* 0.44±0.05*

si-TTN-AS1+in-miR-138-5p 0.45±0.05# 0.42±0.05# 0.54±0.06# 0.61±0.05#

si-TTN-AS1+pc-EGFR 0.50±0.04# 0.48±0.04# 0.58±0.05# 0.67±0.06#

*P<0.05, 与si-NC组比较; #P<0.05, 与si-TTN-AS1组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-TTN-AS1 group.

象, 肿瘤组织内有较多坏死组织, 血管数量减少。

3   讨论
由于GBC早期并没有典型的症状 , 晚期手术治

疗效果不佳, 一般预后效果较差。因此, GBC的靶向

治疗已经成为调查研究的重点[1-2]。据报道, lncRNA
在GBC组织中异常表达 , 可通过与miRNA直接结合

调控下游蛋白 , 进一步促进或抑制GBC的发生、发

展。因此 , 对 lncRNA的深入研究可能为未来GBC
的早期诊断和靶向治疗提供新的研究方向。近年

来 , lncRNA被证实在GBC进展中发挥重要作用。例

如 : MEG3在三种GBC细胞系中表达降低 , 而MEG3
过表达可显著降低GBC-SD细胞增殖 , 诱导细胞凋

亡 [3]。在目前的研究中 , TTN-AS1在GBC组织和细

胞中的表达增加 , 且敲低其表达可抑制GBC细胞系

GBC-SD细胞增殖和迁移 , 诱导细胞凋亡 ; 同时下调

PCNA、MMP-2和MMP-9水平 , 上调Cleaved Cas-
pase-3水平。先前的研究表明, TTN-AS1在肝癌、肺

癌等癌症中表达上调 [4-5]。此外 , TTN-AS1还被发现

可以驱动乳腺癌细胞的转移[10]。且已发现TTN-AS1
促使骨肉瘤细胞的恶性行为[11]。与这些研究相一致, 
且本研究在体内已经证实 , 敲低TTN-AS1可显著抑
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A: EdU染色检测细胞增殖; B: 流式细胞术检测细胞凋亡; C: 划痕愈合实验检测细胞迁移; D: Western blot检测PCNA、Cleaved Caspase-3、
MMP-2和MMP-9蛋白水平。

A: cell proliferation was detected by EdU staining; B: apoptosis was detected by flow cytometry; C: cell migration was detected by scratch healing as-
say; D: protein levels of PCNA, Cleaved Caspase-3, MMP-2, and MMP-9 were detected by Western blot.

图4   各组GBC-SD细胞增殖、凋亡和迁移情况分析

Fig.4   Analysis of the proliferation, apoptosis and migration of GBC-SD cells in each group
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图5   各组裸鼠中形成的肿瘤组织代表性图片

Fig.5   Representative images of tumor tissue in each group

图6   各组裸鼠肿瘤组织HE染色和Ki67、PCNA免疫组化染色代表图

Fig.6   HE staining and Ki67 and PCNA immunohistochemical staining of tumor tissue of nude mice in each group 

表4   各组裸鼠肿瘤组织生长, Ki67、PCNA阳性表达及TTN-AS1、miR-138-5p、EGFR mRNA相对表达情况

Table 4   Tumor tissue growth, positive expression of Ki67 and PCNA, and relative expression of TTN-AS1, 
miR-138-5p and EGFR mRNA in nude mice in each group

组别

Group
肿瘤重量/g
Tumor weight /g

肿瘤体积/cm3

Tumor volume /cm3 Ki67 (MOD) PCNA (MOD) TTN-AS1 miR-138-5p EGFR mRNA

Control 0.62±0.05 1.21±0.11 0.71±0.08 0.63±0.06 1.05±0.04 1.04±0.06 1.02±0.05

si-NC 0.59±0.04 1.15±0.13 0.75±0.09 0.66±0.07 1.02±0.06 1.01±0.05 0.99±0.06

si-TTN-AS1 0.24±0.03* 0.57±0.06* 0.36±0.05* 0.32±0.04* 0.45±0.05* 1.59±0.14* 0.59±0.05*

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.

Control

si-NC

si-TTN-AS1
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制肿瘤生长。以上数据表明 , TTN-AS1在GBC中起

促癌基因的作用。

越来越多的证据表明, lncRNA可以作为miRNA
天然海绵并介导其mRNA参与癌症的调控。据报道, 
TTN-AS1作为一种促癌基因 , 通过调节miRNA发挥

其功能。例如 , TTN-AS1靶向miR-376a-3p/PUM2轴
增强了子宫内膜癌细胞增殖和转移 [12]。此外 , TTN-
AS1敲低通过海绵化miR-27b-3p靶向调控转录因子

RUNX1的表达 , 进而抑制胶质瘤细胞的发展 [13]。于

是 , 本研究经生物信息学检索与TTN-AS1相互作用

的miRNA, 在众多的miRNA候选者中 , miR-138-5p
因在不同类型肿瘤发挥抑癌因子的作用而被选中。

据报道 , miR-138-5p在胃癌组织和细胞中表达减少 , 
并且其表达降低与胃癌患者淋巴结转移显著相关 ; 
上调其表达可显著抑制体外肿瘤细胞的增殖、迁

移 , 增加细胞凋亡以及抑制体内肿瘤生长 [14]。此外 , 
在前列腺癌中 , miR-138-5p可通过靶向FOXC1在前

列腺癌中发挥肿瘤抑制基因的作用 [15]。本研究结

果与以上研究相似 , 证实了miR-138-5p在GBC组织

和细胞中表达下调。另外 , GBC组织miR-138-5p与
TTN-AS1表达呈现负相关 , 因此推测miR-138-5p可
能受到TTN-AS1的负转录后调节。进一步通过双荧

光素酶和RNA下拉实验证实 , TTN-AS1与miR-138-
5p存在直接相互作用。以上数据表明TTN-AS1负靶

向调控miR-138-5p表达。另外, miR-138在GBC样本

中的表达低于正常胆囊样本, miR-138过表达可通过

直接抑制其靶基因的表达来抑制GBC细胞增殖 , 进
而抑制GBC的生长 [7]。本研究结果显示 , 敲低TTN-
AS1可通过直接上调miR-138-5p的表达发挥抑癌作

用 , 且抑制miR-138-5p可部分逆转TTN-AS1敲低发

挥的抑癌作用。以上数据表明TTN-AS1敲低可能

通过调节miR-138-5p在GBC中发挥抑癌功能。随

后 , 在预测miR-138-5p靶基因的同时发现EGFR的
3′UTR含有miR-138-5p的互补位点 , 提示EGFR可能

是miR-138-5p的靶基因。据报道, EGFR存在于上皮

细胞膜中, 属于酪氨酸激酶受体家族, 在不同形式的

癌症中经常以较高的水平表达 , 并且通常与癌症进

展和预后不良呈正相关[16]。在正常情况下, EGFR参
与组织和细胞的发育和维持 , 但EGFR过表达时 , 会
通过影响多个级联反应刺激肿瘤的生长和进展 , 从
而导致血管生成、迁移和侵袭 [17]。目前EGFR是多

种肿瘤治疗中的一个很有价值的靶点 , 例如 : MAR-

TINELLI等 [18]研究证实 , EGFR抑制剂是转移性结直

肠癌很有潜力的治疗药物 [18]。此外 , EGFR参与由

lncRNA/miRNA轴介导的癌症的发生和进展。例如

LINC00240敲低通过调节miR-7-5p/EGFR抑制非小

细胞肺癌细胞的迁移和侵袭[19]。在本研究中, EGFR
在GBC组织和细胞中表达上调 , 与miR-138-5p表达

呈负相关, 且是miR-138-5p的靶标基因。另外, GBC
组织中TTN-AS1和EGFR呈正相关 , 且过表达EGFR
部分恢复了TTN-AS1敲低对GBC细胞行为的影响。

以上数据说明 , TTN-AS1可能通过调控miR-138-5p/
EGFR轴参与GBC生物学行为。

总之 , 本研究结果表明 , TTN-AS1在GBC组

织中高表达 , TTN-AS1敲低通过调节miR-138-5p/
EGFR轴抑制GBC的恶性行为 , 提示TTN-AS1可作

为GBC患者治疗的有效靶点。然而 , 这项研究仍然

存在许多不足之处, 因此, 未来仍需进一步研究。
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