
长链非编码RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA） 是一类长度超过 200 个核苷酸、无编码能力的

RNA［1］。目前研究表明，lncRNA可以通过以下方式

调控相关基因表达：①招募转录因子来对DNA进行

修饰；②形成异构核核糖核蛋白复合物（hnRNP）；③
诱导相关蛋白、微小 RNA（microRNA）；④直接与
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［摘 要］ 目的：验证长链非编码RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）肺腺癌转移相关转录本1（metastasis⁃associated lung ade⁃
nocarcinoma transcript 1，MALAT1）与干扰素调节因子 3（interferon regulation factor 3，IRF3）的靶向调控关系。方法：将人 IRF3
启动子荧光素酶报告基因重组质粒pGL3⁃56与敲降MALAT1的 siRNA（siMALAT1⁃1、siMALAT1⁃2）或阴性对照物（siNC）瞬时共

转染A549细胞，检测相对荧光素酶活性。同样使用 siNC或 siMALAT1⁃1、siMALAT1⁃2瞬时共转染A549细胞，反转录⁃实时荧

光定量 PCR检测 IRF3 mRNA表达水平，Western blot 检测 IRF3蛋白表达水平。结果：与 siNC组比较，siMALAT1⁃1组和 si⁃
MALAT1⁃2组荧光素酶活性均有下降，差异均有统计学意义（P＜0.05）；与 siNC组比较，siMALAT1⁃1组和 siMALAT1⁃2组

MALAT1 mRNA和 IRF3 mRNA相对表达量均有下降，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 siNC组比较，siMALAT1⁃1组和 si⁃
MALAT1⁃2组的 IRF3蛋白表达水平均有下降，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：IRF3是MALAT1的靶基因，MALAT1通过

调控 IRF3启动子区来影响 IRF3的转录与表达。
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［Abstract］ Objective：To validate whether interferon regulation factor 3（IRF3）is regulated by long non⁃coding RNA metastasis ⁃
associated lung adenocarcinoma transcript 1（MALAT1）. Methods：Luciferase report plasmid pGL3⁃56 inserted with IRF3 promoter
and MALAT1 knockdown siRNAs（negative control，siMALAT1⁃1 and siMALAT1⁃2）were co⁃transfected to A549 cells，then relative
luciferase activities were determined. MALAT1 knockdown siRNAs were transfected to A549 cells，then IRF3 mRNA and protein
levels were detected by qPCR and Western blotting respectively. Results：Relative luciferase activities of the siMALAT1⁃1 and the
siMALAT1 ⁃ 2 groups were lower than that of the siNC group respectively，which were statistically significant（P < 0.05）. Relative
MALAT1 RNA levels of the siMALAT1⁃1 and the siMALAT1⁃2 groups were lower than that of the siNC group respectively，which were
statistically significant（P < 0.05）；Relative IRF3 mRNA levels of the siMALAT1⁃1 and the siMALAT1⁃2 groups were lower than that
of the siNC group respectively，which were statistically significant（P < 0.05）. Relative IRF3 protein levels of the siMALAT1⁃1 and the
siMALAT1⁃2 groups were lower than that of the siNC group respectively，which were statistically significant（P < 0.05）. Conclusion：
IRF3 is a target of MALAT1 and MALAT1 regulates the expression of IRF3 by targeting IRF3 promoter.
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RNAs以及DNAs结合等多种方式发挥作用［2］。已有

报道显示肺腺癌转移相关转录本 1（metastasis⁃asso⁃
ciated lung adenocarcinoma transcript 1，MALAT1）与

肺癌的发生发展关系密切［3-5］，MALAT1在肺癌组织

中高表达，主要通过影响肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁

移、凋亡或者转移扩散来干预肺癌的预后［6-7］。

干扰素调节因子3（interferon regulation factor 3，
IRF3）在干扰素（interferon，IFN）系统和细胞周期中

起重要作用，在病毒感染过程中，IRF3通过其羧基

末端的磷酸化而被激活，并转移到细胞核中对其目

标基因发生转录调控，从而在增强人体免疫功能，

特别是在病毒感染中起关键作用［8］。近年来越来越

多的文献报道 IRF3与肺癌的发生关系密切，但 IRF3
在肺癌的发生过程中具体的调控机制不清楚［9］。本

研究应用分子生物学技术验证 lncRNA MALAT1对
IRF3的靶向调控作用，阐明 IRF3在肺癌发生发展

中的作用机制，为临床免疫靶向治疗肺癌提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人肺腺癌A549细胞、pGL3⁃56载体为本课题组

所保存。DMEM高糖培养基（HyClone公司，美国）；

青霉素⁃链霉素溶液、胰酶消化液、BCA蛋白浓度测

定试剂盒、SDS⁃PAGE凝胶配制试剂盒（上海碧云天

公司）；胎牛血清（FBS，杭州四季青公司）；脂质体转

染试剂 lipo3000、TRIzol总RNA提取试剂（Invitrogen
公司，美国）；双荧光素酶报告基因试剂盒（Promega
公司，美国）；实时荧光定量PCR试剂盒、逆转录试

剂盒（TaKaRa公司，日本）；全蛋白提取试剂盒（南京

凯基生物公司）；蛋白Maker（Thermo公司，美国）；聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜（Millipore公司，美国）；兔抗

人 IRF⁃3单克隆抗体（Abcam公司，英国）；兔抗人

GAPDH单克隆抗体、生物素标记的羊抗兔 IgG（Ja⁃
con ImmunoReasearch公司，美国）。实验过程中的

人 IRF⁃3、GAPDH、MALAT1的上下游引物序列（上

海英骏公司），MALAT1：上游5′⁃GAATTGCGTCATT⁃
TAAAGCCTAG ⁃ 3′ ，下 游 5′ ⁃ GTTTCATCCTAC⁃
CACTCCCAATT⁃3′；GAPDH：上游 5′⁃ATGACATCA⁃
AGAAGGTGGTG⁃3′，下游5′⁃CATACCAGGAAATGA⁃
GCTTG ⁃3′；IRF⁃3：上游 5′⁃GGACCCTCACGACCCA⁃
CATA⁃3′，下游 5′ ⁃CCATGTTACCCAGTAACTCATC⁃
CAG⁃3′。实验过程中小干扰RNA siRNA序列如下：

siMALAT1 ⁃ 1：5′ ⁃ GAAUUCCGGUGAUGCGAGUTT ⁃

3′，siMALAT1⁃2：5′⁃GGCAAUAGAGGCCCUCUAATT⁃
3′；阴性对照（siRNA negative control，siNC）由上海吉

玛公司提供［10］。

1.2 方法

1.2.1 荧光素酶报告基因系统检测 IRF⁃3的核心启

动子活性

依据本实验室前期研究结果，MALAT1与 IRF⁃3
的结合位点在 IRF3的核心区域，pGL3⁃56即 IRF⁃3
核心启动子的DNA片段，该片段位于 IRF⁃3的 5′侧
翼区-149~-93 bp［11］。

在 10%FBS的DMEM高糖培养基中培养A549
细胞，培养箱温度 37 ℃、5%CO2饱和湿度。按照密

度 1.5×104 个/孔接种于 96 孔板，分为 siNC 组、si⁃
MALAT1⁃1组、siMALAT1⁃2组，其中目的质粒 pGL3
⁃56 100 ng、内标质粒 pRL⁃TK 4 ng分别与 siNC、si⁃
MALAT1⁃1或 siMALAT1⁃2各 75 nmol/L共转染，瞬

时转染使用转染试剂为 lipo3000，每组 3个复孔。

转染后24 h收集细胞，PBS洗涤细胞2次，每孔加

入50 μL PLB细胞裂解液，室温摇床上振荡30 min，根
据双荧光素酶报告基因试剂盒说明书进行活性检

测。计算出报告质粒与内参的荧光素酶活性比

值。实验重复3次。

1.2.2 反转录⁃实时荧光定量 PCR（RT⁃qPCR）检测

IRF⁃3 mRNA表达水平

A549按照密度2.0×105个/孔接种于12孔板，将

细胞分为 3 组，分别转染 siNC、siMALAT1 ⁃ 1、si⁃
MALAT1⁃2，其中 siNC、siMALAT1⁃1、siMALAT1⁃2的
终浓度为 75 nmol/L。转染后 24 h用 TRIzol提取总

RNA，反转录成 cDNA，进行 qPCR检测。采用 2-ΔΔCt

分析 IRF⁃3的相对表达量。实验重复3次。

1.2.3 Western blot 检测 IRF⁃3蛋白表达水平

A549按 2.0×105个/孔接种于 6孔板，将细胞分

为 3组，分别转染 siNC、siMALAT1⁃1、siMALAT1⁃2，
其中 siNC、siMALAT1⁃1、siMALAT1⁃2 的终浓度为

75 nmol/L。转染后48 h收集细胞，使用全蛋白提取

试剂盒提取总蛋白，用BCA蛋白浓度试剂盒测定蛋

白浓度，加入蛋白上样缓冲液，100 ℃煮沸5 min。取

40 μg总蛋白进行凝胶电泳分离，后湿转将蛋白转至

PVDF膜上；脱脂奶粉室温封闭 1 h；一抗（1∶1 000）
4 ℃摇床孵育过夜；TBST洗膜 3次，每次 10 min；二
抗室温摇床孵育1 h；TBST洗膜3次，每次10 min；曝
光成像，以 IRF⁃3灰度值与内参照GAPDH灰度值的

比值作为 IRF⁃3蛋白相对表达量。使用 ImageJ软件

进行蛋白灰度值统计。实验重复3次。
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1.3 统计学方法

应用SPSS20.0软件进行统计学分析，定量数据

以均数±标准差（x ± s）表示。3组及以上用单因素

方差分析，两两比较用Bonfferoni检验。P ≤ 0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 在A549细胞中敲低MALAT1后 IRF⁃3的核心

启动子活性下降

MALAT1 的敲低使用小干扰 RNA 的方法。

siNC组、siMALAT1⁃1组和 siMALAT1⁃2组的相对荧

光素酶活性的差异有统计学意义（F=24.26，P <
0.01），其中 siMALAT1⁃1组和 siMALAT1⁃2组荧光素

酶活性均比 siNC组下降，差异均有统计学意义（P <
0.05，图1）。

2.2 在A549细胞中敲低MALAT1后 IRF3的mRNA
表达水平下降

通过qPCR手段检测mRNA表达水平，siNC组、

siMALAT1 ⁃ 1 组 和 siMALAT1 ⁃ 2 组 的 MALAT1
mRNA、IRF3 mRNA 相对表达量均有统计学差异

（MALAT1 mRNA：F=87.72，P < 0.01；IRF3 mRNA：

F=170.10，P < 0.01），其中 siMALAT1 ⁃ 1 组和 si⁃
MALAT1⁃2组均相对于 siNC组下降，差异有统计学

意义（P < 0.05，图2）。
2.3 在A549细胞中敲低MALAT1后 IRF3的蛋白表

达水平下降

通过 Western blot 检测 IRF3 蛋白表达水平，

siNC组、siMALAT1⁃1组和 siMALAT1⁃2组的 IRF3蛋
白表达水平差异有统计学意义（F=18.95，P < 0.01），
其中 siMALAT1⁃1组和 siMALAT1⁃2组的 IRF3蛋白

水平相对于 siNC均有下降，差异均有统计学意义

（P < 0.05，图3）。

3 讨 论

随着免疫治疗在肿瘤方面越来越广泛的应用，

肿瘤与免疫之间的关系也越来越紧密。IRF3在肺

癌患者中高表达［12］，同时 lncRNA MALAT1在肺癌中

也有高表达［4，13］，可能MALAT1通过作用于 IRF3等

相关基因来影响肺癌患者预后。在此次实验中敲

低MALAT1，检测 IRF3的mRNA水平和蛋白水平，

发现MALAT1与 IRF3正相关；pGL3⁃56是在本实验

室先前已验证出 IRF3启动子活性较高的质粒，位

于-149~-93 bp区域［11］，此次实验共转该质粒，检测

发现较对照组活性有所下降，MALAT1可能通过调

控 IRF3启动子区发挥作用。

lncRNA的作用方式多样，主要分为邻近作用和

远距离调控，邻近发挥监督作用，远距离通过招募

相关蛋白或者直接结合的方式，调控相关基因的转

录［14］。MALAT1位于11号染色体上，IRF3位于19号

与 siNC组比较，*P＜0.05。
图 1 MALAT1下调后 IRF3核心启动子在A549细胞相对

荧光素酶活性大小

Figure 1 Relative luciferase activity of IRF3 promoter by
knockdown of the MALAT1 in A549 cells
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Figure 2 Relative expression of MALAT1 and IRF3
mRNA by knockdown of the MALAT1 in
A549 cells
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图3 MALAT1下调后A549中 IRF3相对蛋白表达水平

Figure 3 Relative expression of IRF3 protein by knock⁃
down of the MALAT1 in A549 cells
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染色体上，排除邻近作用，在该实验中分析，不仅证明

两者具有正相关，而且证明作用方式主要为调控

IRF3的活性较高启动子区（称核心启动子区），通过

相关生物信息学预测软件，预测到HSF、E2F1、c⁃Myb
等转录因子可结合核心启动子区发挥作用，某些Ln⁃
cRna可以通过招募相关转录因子发挥调控作用［15］。

我们可接着研究 MALAT1 如何通过 HSF、
E2F1、c⁃Myb等转录因子发挥调控 IRF3作用的，通

过敲低、RNA结合蛋白免疫沉淀（RIP）等技术去验

证MALAT1调控 IRF3的具体机制。癌症的难治愈

性，在于癌症可隐藏逃避免疫系统攻击，了解

MALAT1具体调控免疫系统的方式，有助于帮助免

疫系统在肿瘤刚开始出现时能够检测和攻击它们，

为新的免疫治疗提供思路［16］。
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