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[摘要] 目的 探讨长链非编码RNA PGM5-AS1在结直肠癌组织中的表达情况及其对结直肠癌细胞增殖、迁移的

影响。方法 通过实时荧光定量PCR检测 24 例结直肠癌组及癌旁组、正常人结直肠上皮细胞系NCM460及结直肠

癌细胞系 SW480、HCT116、Lovo中PGM5-AS1 mRNA的表达。体外构建PGM5-AS1过表达载体，转染结直肠癌细胞

SW480、HCT116，构建 PGM5-AS1过表达细胞模型，采用荧光定量 PCR、CCK-8、细胞划痕实验检测 PGM5-AS1水

平、增殖活力、划痕愈合率。结果 相比癌旁组织，PGM5-AS1 在结直肠癌组织中表达降低（t=11.41，P＜0.05）。

3 种结直肠癌细胞系（SW480、HCT116、Lovo）PGM5-AS1的表达较NCM460细胞低（t分别=6.76、7.28、9.47，P均＜0.05）。

HCT116、SW480细胞中，过表达组的PGM5-AS1 mRNA 相对表达量高于空载组（t分别=5.72、3.47，P均＜0.05）。过

表达组转染 48 h、72 h、96 h 后的细胞增殖活力低于对照组和空载组（t 分别=11.72、13.64；7.47、9.67；9.28、

7.41，P均＜0.05）；过表达组的划痕愈合率低于对照组和空载组，差异有统计学意义（t分别=7.73、5.26，P均＜0.05）。

结论 结直肠癌细胞中PGM5-AS1表达降低，上调PGM5-AS1 水平可抑制细胞增殖、迁移能力，可能通过抑制细胞

增殖来发挥抑癌功能，成为结直肠癌治疗的潜在靶点。
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[Abstract] Objective To investigate the expression of long non-coding RNA PGM5-AS1 in colorectal cancer tissues

and its effect on the proliferation and migration of colorectal cancer cells. Methods The expression of PGM5-AS1

mRNA was detected by real-time quantitative PCR in 24 cases of colorectal cancer and adjacent，normal colorectal epi-

thelial cell lines NCM460，colorectal cancer cell lines SW480，HCT116，and Lovo.PGM5-AS1 overexpression vector was

constructed in vitro and transfected into colorectal cancer cells SW480 and HCT116 to construct PGM5-AS1 overexpres-

sion cell model.The level of PGM5-AS1，proliferation activity and scratch healing rate were detected by qPCR，CCK-8

and scratch assay. Results Compared with the tissue adjacent to carcinoma，the expression of PGM5-AS1 decreased in

colorectal cancer tissues（t=11.41，P＜0.05）.The expression of PGM5-AS1 in three colorectal cancer cell lines（SW480，

HCT116，Lovo）was lower than that in NCM460 cell lines（t=6.76，7.28，9.47，P＜0.05）.In HCT116 and SW480 cells，

the expression level of PGM5-AS1 in overexpression group was higher than that in no-load group（t=5.72，3.47，P＜0.05）.

After transfection for 48h，72h and 96h，the proliferation activity of overexpression group was lower than that of control

group and no-load group（t=11.72，13.64，7.47，9.67，9.28，7.41，P＜0.05）.The scar healing rate of the overexpression group

was lower than that of the control group and the no-load group（t=7.73，5.26，P＜0.05）. Conclusion The expression

of PGM5-AS1 in colorectal cancer cells is decreased.Up-regulation of PGM5-AS1 level could inhibit the ability of pro-

liferation and migration of colorectal cancer cells，

which may play a role in tumor suppression by in-

hibiting cell proliferation，and may be a potential

target for the treatment of colorectal cancer.
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结直肠癌是一种严重威胁人类健康的消化系

统恶性肿瘤，近年来其发病率和死亡率呈增长趋

势[1]。结直肠癌发病率存在明显的地域差异，其中

亚非地区最低[2,3]。我国结直肠癌发病率约占全球结

直肠癌发病的 18.6%[2]，其中江苏、上海等高发省市

的结直肠癌发病率已接近甚至超过西方发达国

家[4]。基于结直肠癌发现晚、侵袭性强、致病机制复

杂等特性[5]，深入研究结直肠癌诊断标志物及其分

子致病机理有重要意义，可为我国结直肠癌预防、

诊断和治疗提供新的思路和方案。

长 链 非 编 码 RNA（long non-coding RNA，

lncRNA）是一类长度大于 200 个核苷酸的非编码

RNA，并在多种癌症的发生发展中发挥关键作

用[6，7]。有报道显示，lncRNAs 的异常表达与结直

肠癌、乳腺癌、卵巢癌、非小细胞肺癌等恶性肿瘤

的发生有关[8~12]。PGM5-AS1 是近年来新发现的

lncRNA，已有研究报道该基因在食管癌、非小细胞

肺、胃癌等多种肿瘤中表达降低[13]，然而尚未有关

于 PGM5-AS1 在结直肠癌中的表达及具体的生物

学功能研究。因此，本次研究通过对 PGM5-AS1组
织/细胞表达进行研究，探究其对结直肠癌细胞增殖

和迁移的影响，报道如下。

1 材料与方法

1.1 组织标本 结直肠癌及癌旁组织 cDNA标本均

由上海交通大学医学院高学仁教授惠赠。本次研

究时间为2019年6月至2020年6月。

1.2 结 直 肠 癌 细 胞 系 人 结 直 肠 癌 细 胞 系

NCM460、SW480、HCT116、Lovo 购自于中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。

1.3 主要试剂 pCDNA3.1- PGM5-AS1 过表达载

体由上海生物工程股份有限公司构建。CCK-8细

胞增殖检测试剂盒（由上海碧云天生物技术有限公

司生产）；胎牛血清（由美国 Gibco 公司生产）；

DMEM、RPMI1640培养基（由美国Gibco公司生产）；

TRIzol［由生物工程（上海）股份有限公司生产］；转

染试剂Lipofectamine 2000由（Thermo公司生产）；逆

转录试剂盒 5X PrimeScriptTM RT Master Mix（由

TaKaRa 公司生产）；Real-time PCR 试剂 qPCR
SYBR Master Mix（No Rox）（由YEASEN 公司生产）；

所有引物均在上海生工科技有限公司合成。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养 用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基培养 SW480、HCT116 细胞，含 10%胎牛血清的

RPMI1640培养基培养Lovo细胞，用含10%马血清的

DMEM/F12 培养基培养 NCM460 并各添加 0.1 U/L
青霉素和 0.1 U/L链霉素置于 37 ℃、5%CO2培养箱

中培养，胰酶消化传代。

1.4.2 细胞转染和分组 当细胞生长状态良好，并

且细胞密度达到 80%～90%时将细胞消化后按每

孔 5×105个细胞接种至 6 孔板中，待细胞生长到

70%～80% 融合时，将目的质粒（4 μg）稀释在

250 µl无血清RPMI1640中，6 µl Lipofectamine 2000
稀释在 250 µl无血清RPMI1640中，然后两者混合，

37 ℃孵育 20 min 转入细胞中，置于 37 ℃、5%CO2

培养箱，培养 6 h 后更换新鲜的 10% 胎牛血清

RPMI1640完全培养基。体外向HCT116、SW480细

胞转染 pCDNA3.1-PGM5-AS1 过表达载体（过表达

组）或空载体 pcDNA3.1-N1（空载组），并设未转染

的细胞为对照组。转染 48 h 后收集细胞提取总

RNA用于后续荧光定量PCR检测。

1.4.3 实 时 荧 光 定 量 PCR 取 100 mg 组 织 或

1 × 105个培养细胞，采用TRIzol 法提取组织及细胞

中总RNA，反转录反应参照 PrimeScriptTM RT Master
Mix反转录试剂盒说明，在 10 μl 体系中加 1 μg总
RNA 进行 cDNA 的合成。采用实时定量荧光 PCR
检测 PGM5-AS1 表达，实时定量荧光 PCR 选用 2×
SYBR Green PCR Mix，取 2 μl cDNA 作为模板，引

物浓度 0.4 μmol/L，10 μl体系进行扩增，每个待测

样本设置 4个平行样，根据目标基因设计合成相应

上下游引物进行PCR扩增，以β-actin 作为内参照。

引物序列见表 1。4次独立实验后得到的数据运用

公式RQ=2-ΔΔct 进行分析。

表1 实时荧光定量PCR引物序列

目的基因

PGM5-AS1

上游

下游

β-actin
上游

下游

序列

5＇-TGTTGTGAGCCTGCGAAAGA-3＇

5＇-CATTCTCTTACCCGGCCCTG-3＇

5＇-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3＇

5＇-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3＇

1.4.4 CCK-8 将已转染 pCDNA3.1-PGM5-AS1 过

表达载体（过表达组），空载体 pcDNA3.1-N1（空载

组）及未转染的细胞（对照组）培养 24 h 后胰酶

消化计数，重悬于完全培养基中，调整浓度至

20个/μl，以每孔 100 μl加入 96孔板中，每组设 5个
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复孔。每孔加入 10 μl CCK-8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0 h、24 h、48 h、72 h和96 h吸光度值。

1.4.5 细胞划痕实验 细胞转染后消化吹打成细

胞悬液，接种于 6 孔板过夜，每孔接种密度为

5×105 个/孔，第 2天用 100 μl枪头垂直 6孔板划线，

磷酸盐缓冲液冲洗脱落细胞，加入 2 ml 无血清

RPMI1640基础培养基中，24 h 后倒置显微镜下拍

照并测量划痕宽度。实验重复3 次。

1.5 统计学方法 采用 SPSS 22.0 进行统计学分

析，计量资料结果以均数±标准差（x±s）表示，图表

通过 Graphpad prism 7 绘制，两组之间比较采用 t
检验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PGM5-AS1 在结直肠癌组织及细胞系中的表

达见图1

PG
M
5-

A
S1

相
对

表
达

量

NCM460 HCT116 SW480 Lovo

1.5

1.0

0.5

0.0

6

4

2

0
癌组织 癌旁组织

a b

PG
M
5-

A
S1

相
对

表
达

量

注：a为PGM5-AS1在结直肠癌组织中的表达；b为PGM5-AS1在不同细胞系中的表达。

图1 PGM5-AS1在结直肠癌组织及细胞系中的表达

由图 1 a可见，相比正常癌旁组织，PGM5-AS1
在结直肠癌组织中表达明显降低（t=11.41，P＜0.05）。
由图 1 b 可见，结直肠癌细胞系（HCT116、SW480、
Lovo）较正常结肠上皮细胞系（NCM460）PGM5-AS1
的表达水平明显降低（t分别=6.76、7.28、9.47，P均

＜0.05）。本研究选取PGM5-AS1表达水平相对较低

的结直肠癌细胞系SW480进行后续实验。

2.2 构建 PGM5-AS1 过表达结直肠癌细胞系 荧

光定量PCR 检测结果显示，在HCT116、SW480细胞

中，过表达组的PGM5-AS1 mRNA 相对表达量均高

于空载组（t分别=5.72、3.47，P均＜0.05）。HCT116、
SW480 细胞的过表达效率分别为（2.72±0.05）%、

（3.27±0.06）%。说明构建PGM5-AS1过表达模型成

功，可用于后续功能实验。

2.3 过表达 PGM5-AS1对 SW480细胞增殖的影响

见图2
由图2可见，转染24 h后，过表达组与对照组吸

光度没有明显差异（t=0.37，P＞0.05）；与对照组和空

载组比较，过表达组转染 48 h、72 h、96 h 后的细胞

增殖活力降低（t分别=11.72、13.64、7.47、9.67、9.28、
7.41，P均＜0.05），对照组和空载组转染 48 h、72 h、
96 h 后增殖活力比较，差异均无统计学意义（t分别

=0.65、0.42、0.71，P均＞0.05）。

吸
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对照组

过表达组

图2 过表达PGM5-AS1 对SW480 细胞增殖的影响

2.4 过表达PGM5-AS1 对 SW480 细胞迁移的影响

见图3

空载组 对照组 过表达组

0 h

24 h

图3 过表达PGM5-AS1 对SW480细胞迁移的影响
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由图 3可见，过表达组的划痕愈合率低于对照

组和空载组（t分别=7.73、5.26，P均＜0.05），而对

照组和空载组划痕愈合率比较，差异无统计学意

义（t=0.21，P＞0.05）。

3 讨论

外科手术切除对于早期结直肠癌患者可以做

到根治，对于中晚期患者，术后辅助应用化疗及靶

向治疗等方法在一定程度上改善患者预后[14]。目前

有研究证实 lncRNA在包括结直肠癌在内的多种癌

症类型中参与癌症细胞转录及转录后调控等过程，

在细胞增殖、凋亡、侵袭中发挥重要作用，可作为肿

瘤早期诊断和预后的标志物[15，16]。 lncRNA PGM5
基因被发现在肺癌、乳腺癌、食管癌、结直肠癌中显

著低表达，lncRNA PGM5 基因表达上调抑制了细

胞增殖和凋亡，表明 lncRNA PGM5 基因作为肿

瘤抑制因子发挥作用 [17]。PGM5-AS1 是一种由位

于人类第 9 号染色体蛋白编码基因 PGM5 反义

链的 lncRNA[18]。有文献报道 PGM5-AS1 在前列腺

癌中低表达[19]。Zhang 等[20]通过 TCGA 数据库分析

发现乳腺癌中，PGM5-AS1 等 7 个 lncRNAs 出现差

异表达。然而关于 PGM5-AS1 在结直肠癌中的作

用机制不明显。

本次研究前期通过TCGA 数据库发现 PGM5-AS1
在结直肠癌组织中呈低表达。本次研究采集临床

结直肠癌组织样本利用实时定量 PCR 技术检测

PGM5-AS1 的表达，结果显示，PGM5-AS1 在结直

肠癌组织中的表达较癌旁组织相比显著下调（P
均＜0.05）。体外细胞检测 PGM5-AS1 在正常人结

直肠上皮细胞（NCM460）以及不同结直肠癌细胞

（HCT116、SW480、Lovo）的表达情况，结果显示，

PGM5-AS1 在结直肠癌细胞株中的表达较正常结直

肠上皮细胞表达显著下调。本次研究为进一步探究

PGM5-AS1在结直肠癌中的调控机制和生物学功能，

选用PGM5-AS1 表达下降最明显的SW480细胞株作

为后续研究对象，通过构建 pCDNA3.1- PGM5-AS1
过表达载体瞬时转染 SW480和HCT116细胞株，检

测 PGM5-AS1 表达对结直肠癌细胞增殖和迁移的

影响。结果显示，PGM5-AS1 表达上调后，SW480
细胞的增殖能力显著下降，细胞划痕愈合减弱，即

PGM5-AS1 可能通过抑制结直肠癌细胞的增殖、迁

移过程，发挥其抑癌功效。

综上所述，结直肠癌细胞中 PGM5-AS1 表达

降低并发挥抑癌基因的作用，上调 PGM5-AS1 水

平可抑制肿瘤细胞增殖、迁移能力，这进一步说明

了 PGM5-AS1 在调节结直肠癌细胞的生长、组织

的恶化和发展过程中的潜在靶点作用，为结直肠

癌相关药物的开展及潜在治疗靶点提供理论

支持。
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