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LINC00094靶向miR-19b对非小细胞肺癌增殖、
侵袭的抑制作用及其分子机制

邢加强 1，张 波 2，辛本强 1*

（临沂市肿瘤医院 1胸外科，2手术室，山东 临沂，276300）
摘要： 目的　探讨LINC00094对非小细胞肺癌A549细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭的影响及其作用机制。方法　将

pcDNA3.1、pcDNA3.1-LINC00094、si-NC、si-LINC00094 转 染 至 非 小 细 胞 肺 癌 A549 细 胞 中 ；将 pcDNA3.1-

LINC00094 分 别 与 miR-NC、miR-19b 转 染 至 A549 细 胞 中 ，分 别 记 为 pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC 组 、

pcDNA3.1-LINC00094+miR-19b 组。采用实时荧光定量 PCR 检测 LINC00094 和 miR-19b 表达水平；采用蛋白质

印迹法检测细胞周期蛋白和凋亡蛋白表达水平；采用四甲基偶氮唑盐比色法、流式细胞术和 Transwell 分别检测细

胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力；双荧光素酶报告实验检测 LINC00094 与 miR-19b 的靶向关系。结果　LINC00094

在肺癌组织中低表达。过表达 LINC00094 可降低 A549 细胞的生存率，并抑制细胞迁移、侵袭（P<0.05），且伴有相

关蛋白表达水平的改变（P<0.05）。LINC00094 靶向调控 miR-19b，过表达 miR-19b 可逆转 LINC00094 对 A549 细

胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用和对细胞凋亡的促进作用。结论　LINC00094 可靶向抑制 miR-19b 的表达，从而抑

制 A549 细胞的增殖、迁移和侵袭。
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Inhibitory effects of LINC00094/miR-19b axis on proliferation and 
invasion of non-small cell lung cancer and its mechanism
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Abstract: Objective To investigate the effects of LINC00094 on the proliferation, apoptosis, migration and invasion of 
non-small cell lung cancer A549 cells and its mechanism. Methods pcDNA3.1, pcDNA3.1-LINC00094, si-NC and si-
LINC00094 were transfected into A549 cells, respectively. pcDNA3.1-LINC00094 was transfected into A549 cells 
respectively with miR-NC and miR-19b. Real-time quantitative PCR was used to detect the expressions of LINC00094 and 
miR-19b; Western blotting was adopted to detect cyclin- and apoptosis-related protein markers; methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT), flow cytometry and Transwell assays were utilized to test the viability, apoptosis, invasion and migration of A549 cells, 
respectively. Dual luciferase reporter assay was applied for the detection of the targeting relationship between LINC00094 and 
miR-19b. Results The expression of LINC00094 was low in lung cancer tissues. After overexpression of LINC00094, the cell 
survival rate was significantly decreased, cell apoptosis was notably increased, and the number of cell migration and invasion 
was significantly decreased (P<0.05), which were accompanied with the changes of expression levels of related proteins (P<
0.05). LINC00094 targeted to regulate the expression of miR-19b, and overexpression of miR-19b reversed the effects of 
LINC00094 on the proliferation, apoptosis, migration and invasion of A549 cells. Conclusion LINC00094 inhibits the 
survival, migration and invasion of A549 cells through suppressing miR-19b expression in a targeted manner. 
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前言

肺癌是发生率和死亡率较高的恶性肿瘤。非

小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）占

肺癌总数的 80%~85% 左右，患者确诊时大多已处

于晚期，由于转移、频繁复发以及化疗耐药的产生，

预后极差。近年来，随着分子生物学的发展，分子

靶向治疗在晚期 NSCLC 中的重要作用逐渐被人们

所认识［1］。作为一种长度>200 nt的非编码RNA，长

链非编码RNA（long non-coding RNA， lncRNA）被发

现可通过调控细胞的生物学行为参与多种疾病包

括恶性肿瘤的发生和发展，有望成为新型肿瘤诊断

标志物及治疗靶点［2］。lncRNAs与NSCLC的发生发

展密切相关，如 lncRNA H19、LINC00978 可抑制

NSCLC A549 细胞的增殖及转移［3-4］。研究发现，

LINC00094在吸烟相关的肺鳞状细胞癌患者中低表

达，与患者预后不良有关［5］。血脑屏障模型微血管

内皮细胞中，LINC00094 表达水平显著增加，沉默

LINC00094可通过上调miR-224-4p/miR-497-5p显

著降低血脑屏障通透性，对血脑屏障起保护作用［6］。
然而，LINC00094在 NSCLC 中的作用及其机制目前

尚不清楚。此外，已有研究表明，lncRNAs可充当微

小 RNA（microRNA， miRNA）的海绵分子而参与基

因转录过程，进而调控细胞增殖、凋亡等生物学过

程。miRNAs 也被证实参与了 NSCLC 的发生发展，

在NSCLC的早期诊断、预后判断及治疗中有重要作

用［7］。NSCLC 患者的 miR-19b 表达水平升高，与淋

巴结转移相关［8-9］。miR-19b可增强A549细胞的迁

移能力［10］。而下调 miR-19b 可抑制骨肉瘤细胞侵

袭、迁移并促进其凋亡［11］。因此，本研究旨在探讨

LINC00094 是否通过 miR-19b 影响 NSCLC 细胞的

增殖、凋亡、迁移、侵袭。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂　

1.1.1　细胞和组织来源　NSCLC 细胞株 A549购自

中国科学院上海细胞库。招募 39 例在本院被确诊

为NSCLC的患者（2016年 1月至 2019年 1月），经手

术治疗收集患者癌组织及癌旁组织（距癌组织边缘

2~5 cm）。所有患者均已签署知情同意书。

1.1.2　试剂和仪器　胎牛血清、DMEM 培养基购自

美国 Sigma 公司；qRT-PCR 试剂盒购自日本 Takara
公司；LipofectamineTM 2000购自美国 Invitrogen公司；

双荧光素酶活性检测试剂盒和报告基因载体购自

GeneCopoeia 公司；二辛可宁酸（bicinchoninic acid， 
BCA）试剂盒、四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）试剂

盒、凋亡检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所；

兔抗人Cyclin D1抗体（ATA27704）、兔抗人 p21抗体

（ATA34821）、兔抗人 Bcl-2 抗体（ATA25319）、兔抗

人 Bax 抗体（ATA25292）、兔抗人 E-cadherin 抗体

（ATA28460）、兔抗人 MMP-2 抗体（ATA32950）、兔

抗人GAPDH抗体（ATA29667）均购自武汉益普生物

科技有限公司；二抗（A21020）购自武汉亚科因生物

技术有限公司；载体质粒购自上海斯信生物科技有

限公司；Transwell 小室、Matrigel 胶购于美国 BD
公司。

1.2　方法　

1.2.1　细胞培养　A549 细胞复苏后培养于含 10%
胎牛血清的 DMEM 培养基，并放置于 37 ℃、5% CO2
的恒温箱中生长。

1.2.2　细胞转染和分组　在瞬时转染前 24 h，取适

当数量的 A549 细胞置于含 2 mL DMEM 的 24 孔板

中，在 37 ˚C、5% CO2的环境下培养至 60%~70%的融

合度。细胞转染按照LipofectamineTM 2000试剂盒说

明书进行操作。转染后，分别记为 pcDNA3.1 组、

pcDNA3.1-LINC00094 组、si-NC 组、si-LINC00094
组，pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC 组、pcDNA3.1-
LINC00094+miR-19b组。

1.2.3　实时荧光定量 PCR（real-time quantitative 
PCR, RT-qPCR）　使用TRIzol®试剂处理组织和细

胞以分离总RNA，使用反转录试剂盒将总RNA反向

转录为 cDNA，然后以 GAPDH 和 U6 为内参进行扩

增。引物：LINC00094：上游 5′-CCTGAATGGGTCT⁃
CAGGTGT-3′ ，下 游 5′-GGGAATCCTGCTGTTCT⁃
GAG-3′ ；GAPDH：上 游 5′-ATCCTGGGCTACACT⁃
GAGC-3′ ，下 游 5′-CACCACCCTGTTGCTGTAG-3′；
miR-19b：上 游 5′-TGTGCAAATCCATGCAAAACT⁃
GA-3′，下 游 5′-GCTCACTGCAACCTCCTCCTCC-3′；
U6：上 游 5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′，下 游 5′
-ACGCTTCACGAATTTGCGTC-3′。
1.2.4　双荧光素酶报告实验　采用 LncBase 预测

LINC00094 与 miR-19b 的结合位点，将含有结合位
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点的序列以及无 miR-19b 结合位点的突变体克隆

至 psiCHECK2 载体得到 WT-LINC00094 和 MUT-
LINC00094 荧光素酶表达载体。将 A549 细胞与上

述载体以及miR-19b或miR-NC置于培养箱内共培

养 48 h，最后应用酶标仪检测细胞内荧光素酶活性。

实验重复3次。

1.2.5　MTT法检测细胞存活率　待A549细胞生长

到 60%~70% 的融合度，将细胞与 200 μL DMEM 一

起置于 96孔板中，并进行上述不同的转染处理。随

后每孔加入 20 μL MTT 溶液孵育 4 h，弃去培养液，

每孔加入 150 μL DMSO 孵育 15 min。最后使用微

孔板读取器在 490 nm 处测量每个孔的吸光度。实

验重复3次。

1.2.6　流式细胞术　转染后取各组细胞用冷磷酸

盐缓冲液（phosphate buffer saline， PBS）洗涤，随后

将细胞与 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI 闭光孵

育 15 min，流式细胞仪检测凋亡细胞数量。实验重

复3次。

1.2.7　Transwell 实验　转染 24 h 后，将浓度为

1.5×105 个/mL的A549细胞重悬于 200 μL无血清培

养基中，并接种至Transwell小室上室。将 500 μL含

有10% FBS的完全培养基填充下室，作为A549细胞

的化学引诱剂。在 37 °C、5% CO2环境下培养 24 h
后，将迁移至下表面的细胞用 0.1%结晶紫染色液染

色 10 min，然后在显微镜下以 100倍放大率观察、拍

照并计数。对于细胞侵袭实验，将 Transwell小室上

室预先包被Matrigel基质胶（40 μL/孔），置于培养箱

内孵育 5 h后再加入各组 A549细胞，后续实验步骤

与迁移实验操作相同。

1.2.8　蛋白质印迹法（Western blotting）　采用 400 
μL RIPA 裂解液提取细胞总蛋白，按照 BCA 定量试

剂盒说明书检测蛋白浓度。取 30 μg 蛋白进行

SDS-PAGE电泳，反应结束后将其转移至 PVDF膜，

用 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，随后分别加入一抗兔

抗人 Cyclin D1抗体、兔抗人 p21抗体、兔抗人 Bcl-2
抗体、兔抗人 Bax 抗体、兔抗人 E-cadherin 抗体、兔

抗人 MMP-2抗体、兔抗人 GAPDH 抗体，4 ℃孵育过

夜后，加入二抗稀释液（1∶5 000）室温孵育1 h。采用

ECL试剂盒检测蛋白条带，随后应用 Image J软件分

析各条带灰度值。每个蛋白样品重复3次。

1.2.9　统计学分析　采用 SPSS 20.00进行统计学分

析。计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，采用 t检验

和单因素方差分析，以 P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　LINC00094的表达　相较于癌旁组织，肺癌组

织中LINC00094表达水平显著降低（P<0.05）（图1）。

2.2　LINC00094 直接靶向 miR-19b　LncBase 预

测 LINC00094 与 miR-19b 存在靶向位点（图 2A）。

荧光素酶活性检测结果显示，A549细胞中miR-19b
可显著抑制 WT-LINC00094 的活性（P<0.05），而

miR-19b 与 miR-NC 对细胞中 MUT-LINC00094 的

活性无影响（P>0.05）（图 2B）。此外，相较于 pcD⁃
NA3.1 组，pcDNA3.1-LINC00094 组 LINC00094 表达

水平显著升高，miR-19b表达水平显著降低；相较于

si-NC 组，si-LINC00094 组 LINC00094 表达水平显

著降低，miR-19b 表达水平显著升高（P<0.05）（图

2C、2D）。以上结果提示 LINC00094 可靶向调控

miR-19b的表达。

2.3　LINC00094和miR-19b表达的检测　与 pcD⁃
NA3.1 组比较，pcDNA3.1-LINC00094 组 LINC00094
表达水平显著升高（P<0.05）；与 miR-NC 组比较，

miR-19b 转染组 miR-19b 表达水平显著上调（P<
0.05）（图3）。

2.4　细胞增殖检测　与 pcDNA3.1 组比较，pcD⁃
NA3.1-LINC00094 组 细 胞 存 活 率 显 著 降 低（P<
0.05）；与 pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC 组相比，

pcDNA3.1-LINC00094+miR-19b组细胞存活率显著

升高（P<0.05）（图4）。

2.5　细胞凋亡检测　与 pcDNA3.1 组相比，pcD⁃

注：与癌旁组织比较，*P<0.05。
Note: Compared with paracancerous tissue, *P<0.05.
图1　LINC00094在癌旁组织和肺癌组织中的表达

Fig.  1　Expression of LINC00094 in paracancerous tissue and 
lung cancer tissue
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NA3.1-LINC00094 组 A549 细胞凋亡显著增加；与

pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC组相比，pcDNA3.1-
LINC00094+miR-19b组细胞凋亡显著减少：提示上

调细胞中 miR-19b 表达水平可逆转 pcDNA3.1-
LINC00094诱导的细胞凋亡（P<0.05）（图5）。

2.6　细胞迁移、侵袭检测　与 pcDNA3.1 组比较，

pcDNA3.1-LINC00094 组迁移、侵袭细胞数显著减

少（P<0.05）；与 pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC 组

相比，pcDNA3.1-LINC00094+miR-19b组迁移、侵袭

细胞数显著增加（P<0.05）（图6）。

2.7　蛋白表达水平检测　与 pcDNA3.1 组比较，

pcDNA3.1-LINC00094 组 Cyclin D1、MPP-2、Bcl-2
表达水平显著降低，p21、E-cadherin、Bax 表达水平

显著升高（P<0.05）；而上调 miR-19b 表达可以逆转

pcDNA3.1-LINC00094诱导的蛋白表达水平的变化

（P<0.05）（图7）。

注：（A） LINC00094 和 miR-19b 的互补序列；（B）荧光素酶活性检测；（C） LINC00094 表达的检测；（D）LINC00094 调控 miR-19b 的表达。

与miR-NC组比较，*P<0.05；与pcDNA3.1组比较，#P<0.05；与 si-NC组比较，&P<0.05。
Note: (A) Complementary sequences of LINC00094 and miR-19b; (B) Detection of luciferase activity; (C) Detection of LINC00094 expression; 

(D) LINC00094 regulates the expression of miR-19b. Compared with the miR-NC group, *P<0.05; Compared with the pcDNA3.1 group, #P<0.05; Com⁃
pared with the si-NC group, &P<0.05.

图2　LINC00094靶向调控miR-19b的表达

Fig.  2　LINC00094 targets and regulates the expression of miR-19b

注：（A）过表达LINC00094处理后LINC0009的表达；（B）过表达miR-19b处理后miR-19b的表达。与 pcDNA3.1组比较，*P<0.05；与miR-
NC组比较，#P<0.05。

Note: (A) LINC00094 expression after overexpression treatment; (B) Expression of miR-19b after overexpression treatment. Compared with the 
pcDNA3.1 group, *P<0.05; Compared with the miR-NC group, #P<0.05.

图3　LINC00094和miR-19b的表达

Fig.  3　The expression of LINC00094 and miR-19b
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3　讨论

随着生物信息学和测序技术的进步，lncRNAs
近年来受到广泛关注，其在 NSCLC 中也有所应用。

研究 NSCLC 发生发展的机制有助于寻找特异性靶

点，从而有利于靶向治疗［12］。研究表明，lncRNAs在

细胞的生长、迁移、侵袭等过程中起重要的调控作

用。下调 lncRNA RGMB-AS1可有效抑制肺腺癌细

胞的生长、迁移、侵袭能力［13］。lncRNA TCF7可通过

调控 miR-29的表达水平影响肺癌细胞的增殖和侵

袭［14］。有研究显示，LINC00094 在肺鳞状细胞癌中

低 表 达［5］。 本 实 验 结 果 显 示 ，肺 癌 组 织 中

LINC00094 低表达，过表达 LINC00094 可降低癌细

胞的存活率，抑制其迁移和侵袭能力。此外，

LINC00094过表达的A549细胞中Cyclin D1、Bcl-2、
MMP-2蛋白表达水平显著降低，而 p21、Bax、E-cad⁃
herin蛋白表达水平显著升高。p21作为细胞周期抑

制剂，参与细胞周期阻滞以及凋亡等生物学行为。

Cyclin D1 可正向调节细胞周期从 G1期到 S 期的进

展。Bcl-2 是抗凋亡蛋白，而 Bax 是促凋亡蛋白。

MMP-2是基质金属蛋白酶家族成员，其高表达可促

进细胞外基质沉积的降解，进而增强细胞转移能

力。此外，E-cadherin 缺失可通过破坏细胞间接触

导致细胞转移。因此，LINC00094 与肺癌的发生发

展密切相关，可作为肺癌靶向治疗的新靶点。

近年研究表明，lncRNAs 通过充当 miRNA 海

绵，可以影响肿瘤的发生和进展。miR-19b是一个

功能 miRNA。研究发现，miR-19b可通过表皮生长

因子受体信号通路促进 NSCLC 细胞的增殖和凋亡

抗性［15］。miR-19b作为促癌基因，可加速透明细胞

注：与 pcDNA3.1 组比较，*P<0.05；与 pcDNA3.1-LINC00094+
miR-NC组比较，#P<0.05。

Note: Compared with pcDNA3.1 group, *P<0.05; Compared with 
pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC group, #P<0.05.

图4　各组A549细胞存活率比较

Fig.  4　Comparison of the survival rate of A549 cells between 
groups

注：与pcDNA3.1组比较，*P<0.05；与pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC组比较，#P<0.05。
Note: Compared with pcDNA3.1 group, *P<0.05; Compared with pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC group, #P<0.05.

图5　各组A549细胞凋亡率比较

Fig.  5　Comparison of the apoptosis rate of A549 cells between groups
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肾细胞癌的恶性发展［16］。过表达 lncRNA PTENP1
可靶向抑制 miR-19b的表达，从而抑制腺癌细胞转

移和活性［17］。在本实验中，我们证实 LINC00094可

靶 向 调 控 miR-19b，过 表 达 miR-19b 逆 转 了

LINC00094对A549细胞的抗增殖、抗转移以及促凋

亡作用，提示 LINC00094 可能通过靶向 miR-19b 调

控NSCLC细胞的促癌表型。

综上所述，过表达LINC00094可靶向结合miR-
19b 并抑制其表达，从而抑制 A549 细胞的增殖、迁

移和侵袭，促进细胞凋亡。LINC00094 可为 NSCLC
的诊断与治疗提供理论参考依据和可能的分子

靶点。

注：（A）各组 A549 细胞侵袭能力比较；（B）各组 A549 细胞迁移能力比较。与 pcDNA3.1 组比较，*P<0.05；与 pcDNA3.1-LINC00094+miR-
NC组比较，#P<0.05。

Note: (A) The invasion ability of A549 cells in each group; (B) The migration ability of A549 cells in each group. Compared with pcDNA3.1 group, 
*P<0.05; Compared with pcDNA3.1-LINC00094+miR-NC group, #P<0.05.

图6　各组A549细胞迁移侵袭能力比较

Fig.  6　Comparison of the migration and invasion ability of A549 cells between groups
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