
收稿日期：2019-01-05
基金项目：广东省科技计划项目（2014A020212274）；广州市科技计划项目（201510010044）；广东省中医院科技专项（YN2016QJ10）
作者简介：许家瑞，在读研究生，研究方向：生物化学与分子生物学，E-mail：415474550@qq.com；徐建华，通信作者，博士研究生

导师，主任技师，研究方向：生物化学与分子生物学，E-mail：jhxu1976@126.com

乳腺癌生存期相关长非编码MAPT-AS1及其
共表达基因筛选与验证

许家瑞 1，刘冬冬 1，李贝贝 1，陈梦麟 2，汪 湾 1，黄凯铃 2，郑周霞 2，徐建华 3

（1. 广州中医药大学第二附属医院//广东省中医院检验医学部，广东 广州 510120；2. 广州万德基因医学科技有

限公司，广东 广州 510535；3. 广州中医药大学顺德医院，广东 佛山 528000）

摘 要：【目的】筛选乳腺癌患者生存期相关差异表达长链非编码RNA（lncRNA）及其共表达基因，并验证其乳

腺癌细胞中的表达情况。【方法】通过TCGA数据库筛选943例 RNA-seq数据信息：（837例乳腺癌患者 + 106例正常

对照），发现长非编码MAPT-AS1高表达，乳腺癌患者生存期更长。构建长非编码MAPT-AS1过表达和干扰质粒，将构

建好的质粒转染乳腺癌细胞株T47D，并用嘌呤霉素筛选出稳定表达的T47D细胞株，通过RT-qPCR验证长非编码

MAPT-AS1及其共表达基因的表达情况。【结果】荧光显微镜观察及RT-qPCR验证，成功构建长非编码MAPT-AS1
过表达及干扰稳定转染乳腺癌细胞株T47D，并筛选出干扰效率最高的长非编码MAPT-AS1干扰片段 shRNA3。验

证其共表达基因得到MAPT、MAPT-IT1和NXNL2在转染了干扰片段 shRNA3后表达量降低，与长非编码MAPT-AS1
的表达趋势一致。【结论】成功构建长非编码MAPT-AS1过表达及干扰稳定转染乳腺癌细胞株T47D，验证其和共表

达基因表达情况与数据库一致，为进一步研究长非编码MAPT-AS1基因在乳腺癌中的作用机制奠定基础。
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Abstract：【Objective】To screen survival-related differential expression of long non-coding RNA（lncRNA）and its
co-expressed genes in breast cancer patients and to verify their expression in breast cancer cells.【Methods】RNA-seq
data of 943 cases（837 breast cancer + 106 normal controls）by the TCGA database were screened，and found that long
non-coding MAPT-AS1 highly expressed，and breast cancer patients had longer survival. The long non-coding MAPT-
AS1 overexpression and interference plasmid was constructed，and the constructed plasmid was transfected into breast
cancer cell line T47D，and the stably expressed T47D cell line was screened by puromycin. The expression of long non-
coding MAPT-AS1 and its co-expressed genes was verified by the methods of RT-qPCR.【Results】Fluorescence micros⁃
copy and RT-qPCR confirmed that the long non-coding MAPT-AS1 overexpression and interference-transfected breast
cancer cell line T47D were successfully constructed，and the long non-coding MATS-AS1 interference fragment shRNA3
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表 1 lncRNA-MAPT-AS1及其靶基因引物序列

Table 1 lncRNA-MAPT-AS1 and its target gene
primer sequences

Primer
MAPT-AS1-Forward
MAPT-AS1-Reward
MAPT-Forward
MAPT-Reward
MAPT-IT1-Forward
MAPT-IT1-Reward
KDM4B-Forward
KDM4B-Reward
NXNL2-Forward
NXNL2-Reward
SPPL2C-Forward
SPPL2C-Reward

sequence（5′-3′）
CATGCTGGATTCTGAGCCACTCTC
TGAAGAAGCCTGGACAGGAGGTC
TGAAGAAGCAGGCATTGGAGACAC
AGCCTTCCTGGACCACCTTACC
CTCTTACATTCCGAGCGAGTGACC
TGAGCCTGGAGCCTGAGCAC
CGGAAGCGGATGAAGAAGGTGTC
AGGCAGGTGATGGAGACCACATAG
GCTGCTCTGCGACTTCTATACGG
GCTGTGACGTTGTACCTCTTCCTC
GCAGAGTCTTCAAGCCATGAGAGG
ACCACAATGTCACCGAAGCCAAG

乳腺癌是女性中最常见的一种恶性肿瘤，据

美国癌症协会统计，乳腺癌发病率一直居女性各

类恶性癌症之首，且呈逐年上升趋势，其死亡人数

也在不断增加［1-3］，尽管手术、放化疗等治疗使乳

腺癌患者的长期生存率有所提高，但乳腺癌患者

的死亡率仍在升高。早期乳腺癌不具备典型症状

和体征，不易引起病人重视，往往容易漏诊。因

此，早期诊断乳腺癌对乳腺癌的治疗具有重要意

义。近年来，随着分子生物学技术的不断发展，越

来越多的特异性分子靶点被发现。长链非编码

RNA（long non-coding RNA，lncRNA）是一类不能

编码蛋白质的RNA分子，转录本长度超过 200个

核苷酸。lncRNA曾被认为不具有生物学功能，

然而越来越多的研究发现，lncRNA能在基因组

印记、染色质修饰与重塑、转录激活与干扰和核内

运输等生物学进程发挥重要调控作用［4］，并在各

类癌症中起着重要的调节作用［5］。目前已有研究

发现乳腺癌发生发展过程中，存在 lncRNA表达的

异常改变，提示 lncRNA可作为乳腺癌潜在诊断标

志物，这对乳腺癌药物选择以及治疗方法的寻找

等方面具有重要意义［6-7］。本研究旨在发现乳腺

癌生存期相关特异性表达 lncRNA及其共表达基

因，并通过构建真核表达载体，使其在乳腺癌细胞

T47D中稳定过表达和干扰，为进一步研究长非编

码MAPT-AS1在乳腺癌发生发展中的作用机制奠

定基础。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

人乳腺癌细胞株 T47D由广州医科大学附属

肿瘤医院研究所邓敏教授实验室馈赠。RPMI1640
培养基、胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司；胎牛血

清购自 Invitrogen 公司；嘌呤霉素 Puromycin 购

自 Invivogen 公司；逆转录试剂盒购自 TAKARA
公 司；2X PowerUp SYBR Green Master Mix 购自

Thermo 公司；PCR 引物由上海生工生物设计合

成；过表达、干扰及对照质粒 pCDH-CMV-MCS-
EF1-copGFP、pLent-U6-GFP-puro 购自美国 Vi⁃
gene 公司。Opti-MEM、转染试剂 LipofactamineTM

2000 购自 Invitrogen 公司；质粒提取试剂盒购自

Biomiga公司。

1.2 数据库筛选差异表达lncRNA与共表达基因

课题组从癌症基因图谱（The Cancer Geno⁃
meAtlas，TCGA）下载乳腺癌数据，包括转录组数

据（RNA-seq）和临床生存数据；经单因素 COX和

Log Rank 分析找到与生存期相关的 lncRNA。通

过 lncRNA相关性分析，得到正相关的调控基因用

于实验验证。引物设计见表 1。

with the highest interference efficiency was screened. The expression of MAPT，MAPT-IT1 and NXNL2 in the co-
expressed gene was decreased after transfection of the shRNA3 interference fragment，which was consistent with the
expression trend of the long non-coding MAPT-AS1.【Conclusion】The long non-coding MAPT-AS1 overexpression and
interference plasmid transfected breast cancer cell line T47D were successfully constructed，and the expression of the co-
expressed gene was consistent with the database. The study laid the foundation for further study of the mechanism of action
of long non-coding MAPT-AS1 gene in breast cancer.

Key words： breast cancer；long non-coding RNA；co-expression gene
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2019，40（3）：467-472］
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表 2 PCR反应条件

Table 2 Reaction setting of PCR

Step
UDG enzyme activation
Dual-LockTM DNA Polymerase Activation
Denaturation
Annealing and extension

Melting curve analysis

Temperature/℃
50
95
95
60

95
60
95

Time
2 min
2 min
15 s
1 min

15 s
1 min
15 s

Cycles
1
1

40

1

1.3 细胞转染以及稳转细胞株的筛选

用含体积分数 10%的胎牛血清的 RPMI1640
完全培养基于37 ℃、体积分数5% 的CO2恒温培养

箱中常规培养乳腺癌细胞 T47D；当细胞处于对数

生长期时用胰酶消化制成单细胞悬液，按 2 mL/孔
将细胞铺于 6孔板中，实验分为阴性对照（negative
control，NC）组，转染过表达空质粒Empty vector和
干扰空质粒 shRNA-NC）组，过表达组（转染重

组过表达质粒 MAPT-AS1 vector）和 4 个干扰组

（转染 shRNA1、shRNA2、shRNA3、shRNA4干扰质

粒）。质粒（2 μg）与转染试剂LipofactamineTM 2 000
（5 μL）进行转染，并验证转染效率（质粒带绿色荧

光），转染后用最佳浓度嘌呤霉素（0.5 μg/mL）进

行筛选，连续培养 1周，进行传代直至获得稳定细

胞株，此后用含 0.5 μg/mL嘌呤霉素的完全培养基

维持培养。

1.4 验证稳定转染细胞株内lncRNA-MAPT-AS1

及其靶基因的表达水平

收集 7组筛选后的稳转乳腺癌细胞，用 Trizol
分别提取总 RNA，按逆转录试剂盒说明书将总

RNA逆转录为 cDNA，然后以此 cDNA为模板进行

PCR扩增。PCR反应体系为 20 μL，反应条件设置

如表 2。经罗氏 Light Cycler 480荧光定量 PCR仪

检测，以 GAPDH 为内参，采用 2- ΔΔCt 法计算目的

基因的相对表达量。每组样品重复3次，试验重复

3次。实验工作经伦理委员会批准。

1.5 统计学方法

数据分析采用Graph Pad Prism 5软件统计分

析并作图，计量资料采用均数±标准差（x ± s）表示，

RNA-seq数据分析使用单因素COX和Log Rank分
析，各组之间比较用单因素方差分析，P值均为双边

检验，以P < 0.05为差异有统计学意义的检验标准。

2 结 果

2.1 乳腺癌差异表达lncRNA与共表达基因筛选

我们分析了 943例 RNA-seq数据信息：（837
例乳腺癌患者 + 106例正常对照），经单因素COX
和 Log Rank分析找到与生存期相关的 lncRNA，找

到了显著性最高的长非编码MAPT-AS1；发现长

非编码MAPT-AS1高表达，预测乳腺癌患者生存

期更长（图 1A）。通过 lncRNA相关性分析，找出

正相关的调控基因共 14个（表 3）。选择相关性最

高的前 5个基因（图 1B-F）用于实验验证。

表 3 MAPT-AS1正相关调控基因

Table 3 MAPT-AS1 positive correlation regulatory
genes

Genes

MAPT

MAPT-IT1

SPPL2C

NXNL2

KDM4B

PGR

TMEM26

PLAC9P1

SUSD3

GREB1

PREX1

FGD3

STC2

NEK10

Correlation
0.859
0.856
0.735
0.654
0.642
0.634
0.619
0.613
0.593
0.591
0.59
0.589
0.58
0.579

P value
9.26E-239
1.61E-235
8.66E-140
1.10E-100
5.40E-96
3.15E-93
1.22E-87
1.31E-85
1.02E-78
4.32E-78
9.54E-78
2.22E-77
1.73E-74
1.99E-74

E-n in P value: 10-n

许家瑞，等. 乳腺癌生存期相关长非编码MAPT-AS1及其共表达基因筛选与验证 469
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2.2 转染效率验证及长非编码MAPT-AS1干扰

片段筛选

转染效率如图 2所示，可见转染效率达 90%
以上，以此条件继续后续实验。转染过表达长非

编 码 MAPT- AS1 的 稳 转 细 胞 株 内 长 非 编 码

MAPT-AS1的相对表达水平上升，差异有统计学

意义（P < 0.001；图 2C），表明筛选的细胞株为稳

定过表达长非编码 MAPT-AS1 的乳腺癌细胞株

T47D。转染不同干扰片段后长非编码MAPT-AS1

的相对表达水平下降，差异有统计学意义（P值均

< 0.05；图 2D），结果显示 shRNA3干扰效果最好。

2.3 稳定转染细胞株内长非编码MAPT-AS1共

表达基因的表达水平

本研究选取预测结果中表达量最高的 5个共

表 达 基 因 ：MAPT（microtubule associated protein
tau）、MAPT-IT1（MAPT intronic transcript 1）、SP⁃

PL2C（signal peptide peptidase like 2C）、KDM4B（ly⁃
sine demethylase 4B）、NXNL2（nucleoredoxin like 2）

A：Survival analysis：MAPT-AS1 is highly expressed and has a long survival period；B：x = MAPT-AS1，y = MAPT；C：x = MAPT-AS1，y =
MAPT-IT1（a.k.a. LOC100130148）；D：x =MAPT-AS1，y = SPPL2C（a.k.a. IMP5）；E：x =MAPT-AS1，y = NXNL2；F：x =MAPT-AS1，y = KDM4B.

图 1 MAPT-AS1与共表达基因

Fig.1 MAPT-AS1 and co-expressed genes
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1）P<0.01，2）P<0.0001 vs. shNNA-NC.
图 3 长非编码MAPT-AS1共表达基因表达水平

Fig.3 lncRNA-MAPT-AS1 co-expression gene
expression level

MAPT MAPT-IT1 KDM4B NXNL2 shRNA⁃NC
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A：bright field of vision；B：fluorescence field of vision. Breast cancer cell line T47D transfected with lncRNA-MAPT-AS1 verification
（100×）. C：Transfection overexpression level of lncRNA-MAPT-AS1；D：Expression level of long non-coding MAPT-AS1 after transfection of dif⁃
ferent interference fragments. 1）P<0.05，2）P<0.01，3）P<0.001，4）P<0.0001vs empty vector or shNNA-NC.

图 2 乳腺癌细胞株T47D转染长非编码MAPT-AS1效率验证及其过表达和干扰的相对表达量

Fig.2 Efficiency verification and overexpression and interference relative expression of breast cancer cell line T47D
transfected with lncRNA-MAPT-AS1

MAPT-AS1 vector Empty vector shRNA1 shRNA2 shRNA3 shRNA4 shRNA⁃NC
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进行验证，在乳腺癌细胞T47D中预先转染MAPT-
AS1干扰片段 shRNA3和干扰对照 shRNA-NC，再
进行 RT- qPCR 实验验证。结果显示：MAPT、

MAPT-IT1和 NXNL2在转染了 shRNA3 干扰片段

后相对表达量降低，差异有统计学意义（P值均<
0.05，图 3），与长非编码MAPT-AS1的表达趋势一

致，SPPL2C未见表达。

3 讨 论

本研究通过 TCGA数据库筛选乳腺癌患者差

异表达 lncRNA，经单因素COX和Log Rank分析找

到与生存期相关的 lncRNA，发现了显著性最高的

长非编码MAPT-AS1。通过LncRNA相关性分析，

找出正相关的调控基因，选择相关性最高的前 5
个基因进行实验验证。荧光显微镜可见转染效率

达 90%以上，RT-qPCR验证，成功构建长非编码

MAPT-AS1过表达及干扰稳定转染乳腺癌细胞株

T47D，并筛选出干扰效率最高的长非编码MAPT-
AS1干扰片段 sh-RNA3。RT-qPCR验证长非编码

MAPT-AS1 共表达基因，得到 MAPT、MAPT-IT1

和NXNL2在转染了 shRNA3干扰片段后表达量降

低，与长非编码MAPT-AS1的表达趋势一致，结果

显示，长非编码MAPT-AS1在乳腺癌患者中高表

许家瑞，等. 乳腺癌生存期相关长非编码MAPT-AS1及其共表达基因筛选与验证 471
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达，可能具有致癌作用。

近年来，研究者发现MAPT表达增加可能与帕

金森病（PD）疾病状态有关，而MAPT-AS1和DNA
甲基转移酶（DNMT）为 MAPT 的潜在表观遗传

调节因子［8］；MAPT-AS1、SPPL2C、MAPT、MAPT-

IT1、CRHR1、MGC57346、CRHR1-IT1、STH和 KAN⁃

SL1这些基因中的一个或多个的单倍不足可能是

导致Koolen de Vries综合征（KDVS；MIM 610443）
表型的原因［9］。MAPT-AS1 过表达可部分保护

MAPT不被降解，而MAPT-AS1敲低可降低MAPT

的表达，同时也降低了MAPT的稳定性。研究发现

MAPT-AS1在年龄较小（<60），肿瘤较大（≥2 cm），

转移淋巴结和分期（Ⅲ-Ⅳ）的ER阴性患者中表达

较高，并与细胞生长、侵袭性和紫杉醇抗性相关，可

作为ER阴性乳腺癌的潜在治疗靶点［10］。MAPT变

体可能与家族性和散发性肌萎缩侧索硬化（ALS）

和额颞叶变性（FTLD）的发生相关［11］。系统性硬化

症（SSc）相关性间质性肺病（ILD）与特发性间质性

肺炎（IIP）中肺部受累的表型相似，预测用力肺活

量百分比（FVC％）与 SPP2C中的 SNP rs2076295、
rs17690703和MAP19中的rs1981997相关［12］。KDM4B
在TGF-β诱导的胰腺癌上皮-间质转化（EMT）过程

中表观遗传地调节ZEB1的表达，是EMT过程中的

关键介质。在胰腺癌患者的肿瘤组织中，KDM4B
的蛋白水平与ZEB1呈正相关，可作为人胰腺癌转

移进展的重要预后标志物和治疗靶点［13］。

研究发现MAPT-AS1及其共表达基因MAPT、
MAPT-IT1、SPPL2C、KDM4B、NXNL2 在许多疾病

的发生发展中均具有一定意义，但他们在乳腺癌

分子水平上的作用机制研究仍不明确，进一步研

究和证实他们在乳腺癌中的功能机制，或许能成

为乳腺癌诊断治疗、生存预后的重要新靶点。
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