
结直肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，

目前已明确诊断的 140 万基础病例伴每年约 69 万的

新发病例被诊断［1］。大多数结直肠癌患者被诊断时

往往处于Ⅳ期，其预后相对较差，并常常伴有肝、肺

转移［2］。尽管结直肠癌的手术治疗已相对成熟，其

术前诊断、分子机制及其相应的治疗手段仍然有待

探索和完善［3］。长链非编码 RNA（long noncoding
RNA）是一类不具备蛋白编码能力、长度大于 200
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［摘 要］ 目的：探讨长链非编码RNA（long noncoding RNA，LncRNA）AGAP2⁃AS1对结直肠癌细胞增殖能力的影响及其相关
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测 AGAP2⁃AS1 对细胞增殖能力的影响；流式细胞仪检测细胞周期分布的变化；Western blot 检测 MAPK 通路相关蛋白（Ras、
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［Abstract］ Objective：To explore the proliferation effect of long noncoding RNA（LncRNA）AGAP2⁃AS1 on colorectal cancer（CRC）
cell lines and the associated signaling pathways. Methods：We conducted qRT⁃PCR to investigate mRNA levels of AGAP2⁃AS1 in 50
paired CRC tissues and the corresponding normal mucosa tissues. SiRNA targeting AGAP2⁃AS1 was transfected into DLD⁃1 and HT29
cell lines，qRT⁃PCR was performed to detect the transfection efficacy of siRNA and AGAP2⁃AS1 downregulated DLD⁃1 and HT29 cells
were used for further investigating the role of AGAP2⁃AS1 in CRC cell proliferation through CCK8⁃kit and colony formation assay. Cell
cycle distributions were analyzed by a flow cytometer. Western blot was conducted to explore the protein levels of MAPK signaling
pathway，including Ras，Raf⁃1，MEK and ERK. Results：The mRNA levels of AGAP2⁃AS1 were markedly upregulated in CRC tissues
rather than the corresponding normal tissues. Loss of AGAP2⁃AS1 greatly suppressed cell proliferation of DLD⁃1 and HT29 cells，
increased percentage of G0/G1 phases population and downregulated the protein levels of Ras，p ⁃ Raf ⁃ 1，p ⁃ MEK and p ⁃ ERK.
Conclusion：LncRNA AGAP2⁃AS1 could promote colorectal cancer cell proliferation through Ras/MAPK signaling pathway.
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bp 的核苷酸序列。近年来，通过对 LncRNA 的肿瘤

学研究发现，LncRNA 通过 cis/trans、ceRNA 网络、

结合蛋白等多种途径调控肿瘤相关的 mRNA、蛋白

的表达和定位［4］。靶向 LncRNA 来调控肿瘤的发生

和发展为癌症的分子治疗提供了新思路。AGAP2⁃
AS1，位于染色体12q14.1，长度为1 567 bp，近年来被

证明在多种恶性肿瘤中高表达并参与恶性肿瘤的

发生与发展，如胃癌［5］、乳腺癌［6］、肺癌［7］等。既往研

究表明 AGAP2⁃AS1 可以通过周期、凋亡2种途径调

控肿瘤细胞增殖并参与肿瘤细胞的迁移和侵袭，然

而，AGAP2⁃AS1 在结直肠癌中的表达及其相关功能

仍未见报道。本文以结直肠癌细胞为研究对象，通过

敲低 AGAP2⁃AS1 的表达水平探究其对结直肠癌细

胞增殖能力的影响并探究其分子通路，旨在阐明

AGAP2⁃AS1 在结直肠癌发生发展中的作用，进而为

临床提供新的治疗靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

收集 2015 年 9 月— 2016 年 6 月南京医科大

学第一附属医院结直肠外科行结直肠癌根治术的

50 例患者标本。所有患者术前未行放化疗，标本离

体后 10 min 内取出放置液氮中保存，所有标本均通

过病理验证为结直肠癌。取同一标本距离肿瘤边

界 5 cm 以上的正常肠黏膜上皮组织作为阴性对照，

所有标本均通过病理验证为肿瘤阴性。人结直肠

癌细胞系 DLD⁃1细胞、HT29细胞（中科院细胞库），

DMEM 高糖培养基和胎牛血清（Gibco 公司，美国），

TRIzol 试剂、逆转录试剂盒和 SYBR Green 预混液

（TaKaRa 公司，日本），CCK8 试剂盒（Dojindo 公司，

日本），细胞周期染色试剂盒（杭州联科公司），siR⁃
NA 转染试剂 Lipofectamine 3000（Invitrogen 公司，美

国），AGAP2⁃AS1 小干扰序列 siRNA⁃AGAP2⁃AS1 以

及阴性对照 siRNA⁃NC（上海吉玛公司），配胶试剂

盒、结晶紫染色液、GAPDH抗体、鼠二抗和兔二抗

（上海碧云天公司），Ras抗体、p⁃Raf⁃1抗体、Raf⁃1抗
体、p⁃MEK抗体、MEK抗体、p⁃ERK抗体和ERK抗体

（Abcam 公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染

DLD⁃1和HT29细胞用含10%胎牛血清，100U/mL
青霉素和 0.1 mg/mL 链霉素的 DMEM 培养基置于

37 ℃、5% CO2培养箱培养，隔天换液。将 5 μL 稀释

的干扰序列与 5 μL Lipofectamine 3000 在 250 μL 完

全培养基中混匀并孵育 25 min 后加入接种细胞的

6孔板中，细胞密度为 50%~70%。siRNA⁃AGAP2⁃
AS1 序列的正义链：5′⁃GCAUUCACUACACUCCCU⁃
ATT⁃3′；反义链：5′⁃UAGGGAGUGUAGUGAAUGC⁃
TT⁃3′；siRNA⁃NC 序列的正义链：5′⁃UUCUCCGAAC⁃
GUGUCACGUTT⁃3′；反义链：5′⁃ACGUGACACGUU⁃
CGGAGAATT⁃3′。以转染 siRNA⁃AGAP2⁃AS1 序列

48 h 并通过 qRT⁃PCR 验证敲低效率的 DLD⁃1 和

HT29 细胞作为干扰组，同一时期转染 siRNA⁃NC 序

列的 DLD⁃1 和 HT29 细胞作为阴性对照组。

1.2.2 实时定量 PCR（quantitative real ⁃ time PCR，

qRT⁃PCR）
使用 TRIzol 法从组织和转染小干扰序列 48 h

的细胞中提取 RNA，按照说明书将 RNA 逆转录为

cDNA，进而通过 qRT⁃PCR 检测 AGAP2⁃AS1 在组织

和细胞中的相对表达量。AGAP2⁃AS1 上游引物：5′
⁃ TACCTTGACCTTGCTGCTCTC ⁃ 3′；下游引物：5′ ⁃
TGTCCCTTAATGACCCCATCC⁃ 3′；GAPDH 上游引

物：5′ ⁃GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT⁃ 3′；下游引

物：5′⁃GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG⁃3′。
1.2.3 CCK8实验

将已转染小干扰序列 48 h的DLD⁃1和HT29细
胞用胰酶消化后，重悬于完全培养基中，调整浓度

至 10个/μL，以每孔 200 μL加入 96孔板中，每组设

5 个复孔。吸出培养液，每孔加入 100 μL 10%的

CCK8溶液置于培养箱中孵育2 h后测量其在450 nm
波长处的吸光度值，连续测量5 d。
1.2.4 平板克隆实验

将已转染小干扰序列的DLD⁃1和HT29细胞消

化重悬后以每孔500个接种于6孔板中，每5 d换1次
培养液，至11~14 d显微镜下可见单个细胞团细胞数

大于100时吸去培养液，甲醛固定30 min，结晶紫染

色液染色30 min后干燥，拍照并计数。

1.2.5 用流式细胞仪检测周期

将6孔板中已转染小干扰序列48 h的DLD⁃1和
HT29细胞培养基吸去，加入不含血清的DMEM培养

基饥饿24 h后重新加入完全培养基中培养24 h，细胞

消化重悬于 4 mL 75%乙醇放置于 4 ℃冰箱过夜。

第2天PBS清洗2次后，按照周期染色试剂盒说明书

对细胞进行染色并在流式细胞仪上机检测各分裂

期细胞的百分比。

1.2.6 Western blot
收集各组细胞，按照蛋白提取试剂盒说明书提

取蛋白，并用BCA法测量蛋白浓度后加入 5×SDS⁃
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A：AGAP2⁃AS1干扰对DLD⁃1细胞增殖的影响；B：AGAP2⁃AS1干扰对HT29细胞增殖的影响；C：AGAP2⁃AS1干扰对DLD⁃1和HT29细胞克

隆形成能力的影响。与 siRNA⁃NC组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图2 AGAP2⁃AS1促进结直肠癌细胞的增殖能力

Figure 2 AGAP2⁃AS1 promotes cell proliferation of CRC cells

*

PAGE蛋白上样缓冲液并煮沸 10 min。配置 10%
SDS⁃PAGE凝胶，120 V恒压电泳约2 h，将分离的蛋

白以250 mA 75 min转至PVDF膜上，牛奶封闭2 h，一
抗 4 ℃冰箱孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，最后通过

ECL 化学发光试剂曝光显影。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 进行统计学分析，所有实验均

重复3次，结果以均值 ± 标准差（x ± s）表示，所有图

表通过 Graphpad prism 7 绘制。两组之间比较采用

t检验，P ≤ 0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 AGAP2⁃AS1在CRC组织中的表达情况及小干

扰序列在CRC细胞系中的干扰效率

通过比较 50对CRC组织与正常肠黏膜组织中

AGAP2⁃AS1 mRNA的表达量，发现AGAP2⁃AS1的

表达量在CRC组织中明显上调（n=50，P＜0.001，图
1A）。结直肠癌 DLD⁃1 和 HT29 细胞转染 siRNA⁃
AGAP2⁃AS1 和 siRNA⁃NC 序列 24 h 后，通过 qRT⁃
PCR实验发现转染了 siRNA⁃AGAP2⁃AS1的DLD⁃1
和HT29细胞AGAP2⁃AS1表达水平要明显低于转染

siRNA⁃NC组，AGAP2⁃AS1表达量下调了近80%，差

异有统计学意义（图 1B）。证明转染了 siRNA ⁃
AGAP2⁃AS1和 siRNA⁃NC序列的DLD⁃1 和 HT29 细

胞足以满足功能实验要求。

2.2 下调AGAP2⁃AS1抑制DLD⁃1和HT29细胞增殖

CCK8实验结果显示，AGAP2⁃AS1干扰组与阴

性对照组吸光度在第 1天和第 2天并没有明显差

异；在第3、4、5天AGAP2⁃AS1干扰组的吸光度值要

明显低于对照组，差异有统计学意义，并且随着时

间的推移，差异逐渐增大（图2A、B）。克隆形成实验

结果表明AGAP2⁃AS1干扰组所形成的克隆数要远

低于对照组，进一步证明了AGAP2⁃AS1对DLD⁃1和

HT29细胞增殖的促进作用（图2C）。
2.3 AGAP2⁃AS1对DLD⁃1和HT29细胞周期分布的

影响

转染 siRNA⁃AGAP2⁃AS1的 DLD⁃1 和HT29细

胞G0/G1期百分比要明显高于对照组，同时 S 期百

分比低于对照组（图 3A），差异有统计学意义，证明

了敲低AGAP2⁃AS1表达阻遏了细胞周期G0/G1 期

向S期转变，进而抑制了细胞的增殖能力。

2.4 AGAP2⁃AS1调控Ras/MAPK通路进而影响细

胞周期与增殖

与对照组相比，AGAP2⁃AS1干扰组的 Ras、p⁃
Raf⁃1、p⁃MEK、p⁃ERK的蛋白表达水平要明显降低，

两组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
图 1 AGAP2⁃AS1在结直肠癌组织中的表达（A）和小干扰

敲低效率（B）
Figure 1 The expression of AGAP2⁃AS1 in colorectal can⁃

cer tissues（A） and the efficiency of siRNA ⁃
AGAP2⁃AS1（B）
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同时，Raf⁃1、MEK、ERK的总蛋白表达水平并没有

明显改变（图 3B）。表明AGAP2⁃AS1通过调控Ras/
Raf⁃1/MEK/ERK经典MAPK通路促进细胞周期的

G0/G1期向S期转变，进而促进细胞增殖。

3 讨 论

近年来，由于RNA测序技术的广泛应用，数百种

表达失调的LncRNA在人类肿瘤中被发现并证明在

肿瘤的发生和进展中起到关键调控作用［8-9］。部分

LncRNA在特定肿瘤中的功能和作用已经被充分研

究，例如：LncRNA BLACAT1通过下调P15调控结直

肠癌的细胞周期并促进CRC细胞增殖［10］。尽管 Ln⁃
cRNA在人类癌症中表达失调，其在癌细胞中的作

用方式和调控因素仍然有待研究。通常LncRNA通

过激活促癌因子的转录或者抑制肿瘤抑制因子的

表达来调控肿瘤细胞的表型，例如：影响靶点基因

启动子组蛋白的修饰，结合并影响蛋白质的功能和

稳定性，调控RNA的降解和作为特定miRNA的ceR⁃
NA等［11-12］。长链非编码RNA SNHG1一方面通过顺

式作用形式结合Mediator complex促进SLC3A2基因

的转录，另一方面通过反式作用形式与转录因子

FUBP1结合阻遏其与抑制蛋白FIR结合进而促进了

转录因子FUBP1对MYC基因的转录作用，最终促进

了结直肠癌和肺癌细胞的增殖［13］。

丝裂原活化蛋白激酶有 3个主要家族：ERK/
MAPK、JNK/SAPK 和 MAPK14，其 ERK/MAPK（Ras/
Raf⁃1/MEK/ERK）通路是细胞增殖最重要的通路之

一，并且通常在结直肠癌中过度表达和异常激活［14］。

表皮生长因子与表皮生长因子受体结合，激活ERK/
MAPK通路，诱导细胞周期蛋白cyclin D1的合成，促

进细胞分裂，进而推动细胞增殖与分化，这一过程

受到上游信号强度与持续时间调控［15］。在结直肠

癌中，EGFR的表达上调，KRAS、BRAF的高突变率，

下游转录因子 c⁃Jun的磷酸化和激活导致了 ERK/
MAPK通路在结直肠癌中的信号转导增强，促进了

结直肠黏膜上皮的癌性转变［16⁃19］。针对Ras、Raf⁃1、
MEK、ERK的抑制剂被作为抗肿瘤药物而进行开

发，但药物本身的不良反应，脱靶效应导致这类药物

终止于临床试验，因此寻找特异性的内源性分子靶点

调控Ras/MAPK信号转导通路更加迫在眉睫。

本研究发现，与正常肠黏膜上皮相比，结直肠

癌中长链非编码 RNA AGAP2⁃AS1的表达明显上

调，表明AGAP2⁃AS1与结直肠癌的肿瘤进程相关。

进一步的体外生物学功能实验表明AGAP2⁃AS1显
著促进了结直肠癌细胞的增殖并推动了结直肠癌

细胞周期由G0/G1期到S期的转变。进一步的机制

探索表明这一功能表型上的改变来源于Ras/Raf⁃1/
MEK/ERK信号转导通路的改变。综上所述，本研究

证实AGAP2⁃AS1在结直肠癌中表达失调并通过调

控Ras/MAPK通路促进CRC细胞的增殖和周期转变，

为结直肠癌的预防和治疗提供了新的分子靶点。
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