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［［摘 要］］   目的目的：：探讨长链非编码 RNA （lncRNA） 尿路上皮癌胚抗原 1 （UCA1） 对人胃肠道间质

瘤 （GIST） 细胞失巢凋亡的影响，并阐明其作用机制。方法方法：：分别于贴壁和失巢状态下培养 G1ST 细

胞株 GIST-T1并诱导失巢凋亡抵抗的 GIST-T1细胞，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测 2种

细胞中 lncRNA UCA1 表达，Western blotting 法检测细胞中自噬标志物微管相关蛋白轻链 3（LC3）-Ⅰ、

LC3-Ⅱ和 p62表达水平，并计算 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值。采用敲减 lncRNA UCA1或阴性对照慢病毒感染

GIST-T1 细胞并给予自噬激活剂雷帕霉素 （RAPA） 干预，将 GIST-T1 细胞分为对照组、sh-NC 组、

sh-UCA1 组、sh-NC+RAPA 组和 sh-UCA1+RAPA 组，并对细胞进行失巢诱导。采用流式细胞术检

测各组细胞失巢凋亡率，Western blotting 法检测各组细胞中 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ和 p62 蛋白表达水平，细

胞计数试剂盒 8 （CCK-8） 法检测各组细胞增殖活性，细胞划痕实验检测各组细胞划痕愈合率，

Transwell 小室实验检测各组细胞的侵袭细胞数。收集 sh-NC 组和 sh-UCA1 组 GIST-T1 细胞，分别通

过尾静脉注射建立 2 组裸鼠移植瘤模型， 4 周后采用荧光活体成像仪检测 2 组裸鼠体内肿瘤生长

和肝脏转移情况，测量 2 组裸鼠肿瘤组织质量。采用 TUNEL 染色法观察 2 组裸鼠肿瘤组织中细胞凋

亡情况，免疫组织化学染色法检测 2 组裸鼠肿瘤组织中 LC3B 和 p62 蛋白表达水平。结果结果：：与贴壁培养

的 GIST-T1 细胞比较，失巢凋亡抵抗的 GIST-T1 细胞中 lncRNA UCA1 表达水平明显升高 （P<
0. 05），LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显升高（P<0. 05），p62蛋白表达水平明显降低（P<0. 05）。与 sh-NC组

比较，sh-UCA1组 GIST-T1细胞失巢凋亡率明显升高（P<0. 05），LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显降低（P<
0. 05），p62 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），细胞增殖活性和划痕愈合率明显降低 （P<0. 05），

侵袭细胞数明显减少 （P<0. 05）；与 sh-UCA1 组比较， sh-UCA1+RAPA 组 GIST-T1 细胞失巢凋

亡率明显降低 （P<0. 05），LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显升高 （P<0. 05），p62 蛋白表达水平明显降低

（P<0. 05），细胞增殖活性和划痕愈合率明显升高 （P<0. 05），侵袭细胞数明显增加 （P<0. 05）。

与 sh-NC 组比较，  sh-UCA1 组裸鼠肝组织荧光强度减弱，  肿瘤质量明显降低 （P<0. 05），  肿瘤组织

中细胞凋亡率明显升高 （P<0. 05），  LC3B 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05），  p62 蛋白表达水平明

显升高 （P<0. 05）。结论结论：： lncRNA UCA1 在失巢凋亡抵抗的 GIST-T1 细胞中高表达，下调其表达可

通过降低自噬水平来促进 GIST-T1 细胞失巢凋亡，从而抑制细胞生长、迁移和侵袭。
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Regulatory effect of lncRNA urothelial carcinoembryonic 
antigen 1 on anoikis in human gastrointestinal stromal tumor 

cells and its mechanism
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（1. Department of Gastroenterology， First Affiliated Hospital， Shihezi University， Shihezi 832000， China；
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of long non-coding RNA （lncRNA） urothelial carcinoembryonic 
antigen 1 （UCA1） on the anoikis of human gastrointestinal stromal tumor （GIST） cells， and to clarify its 
mechanism of action.  Methods： The human GIST cell line GIST-T1 was cultured under adherent and 
anoikis conditions， and the GIST-T1 cells resistant to anoikis were induced.  Real-time fluorescence 
quantitative PCR （RT-qPCR） method was used to detect the expression level of lncRNA UCA1 in the two 
kinds of cells； Western blotting method was used to detect the expression levels of autophagy markers 
microtubule-associated protein light chain 3 （LC3）-Ⅰ，  LC3-Ⅱ，  and p62 proteins in the cells，  and  the 
LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio was calculated.  The GIST-T1 cells were transfected with lncRNA UCA1 knockdown 
or negative control lentivirus and treated with the autophagy activator rapamycin （RAPA）.  The GIST-T1 
cells  were  divided  into  control  group，  sh-NC  group，  sh-UCA1  group，  sh-NC+RAPA  group，  and 
sh-UCA1+RAPA group， and  the cells were subjected to anoikis induction.  Flow cytometry was used to 
detect the anoikis rates of cells in various groups； Western blotting method was used to detect the expression 
levels of LC3-Ⅰ， LC3-Ⅱ，  and p62 proteins in the cells in various groups； cell counting kit-8 （CCK-8） 
method was used to detect the proliferation activities of the cells in various groups； cell scratch assay was 
used to detect the scratch healing rates of the cells in various groups； Transwell chamber assay was used to 
detect the number of invasive cells in various groups.  The GIST-T1 cells from sh-NC group and sh-UCA1 
group were collected and injected via the tail vein to establish two groups of nude mouse xenograft models， 
respectively.  After 4 weeks， a fluorescence in vivo imaging system was used to detect the tumor growth and 
liver metastasis in the nude mice in two groups， and the tumor tissue mass was measured.  TUNEL staining 
was used to observe cell apoptosis in the tumor tissue of the nude mice in two groups； immunohistochemical 
staining was used to detect the expression levels of LC3B and p62 proteins in the tumor tissue of the nude 
mice in two groups.  Results： Compared with adherently cultured GIST-T1 cells， the expression level of 
lncRNA UCA1 in anoikis-resistant GIST-T1 cells was significantly increased （P<0. 05）， the LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ ratio was significantly increased （P<0. 05）， and the expression level of p62 protein was significantly 
decreased （P<0. 05）.  Compared with sh-NC group， the anoikis rate of GIST-T1 cells in sh-UCA1 group 
was increased （P<0. 05）， the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio was significantly decreased （P<0. 05）， the expression 
level of p62 protein was significantly increased （P<0. 05）， the cell proliferation activity and scratch healing 
rate were significantly decreased （P<0. 05）， and the number of invasive cells was significantly decreased 
（P<0. 05）； compared with sh-UCA1 group， the anoikis rate of GIST-T1 cells in sh-UCA1+RAPA 
group was significantly decreased （P<0. 05）， the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio was significantly increased （P<
0. 05），  the expression level of p62 protein was significantly decreased （P<0. 05），  the cell proliferation 
activity and scratch healing rate were significantly increased （P<0. 05）， and the number of invasive cells 
was significantly increased （P<0. 05）.  In the nude mouse xenograft experiment， compared with sh-NC 
group， the fluorescence intensity in liver tissue of the nude mice in sh-UCA1 group was weakened， the 
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tumor mass was significantly decreased （P<0. 05）， the cell apoptotic rate in tumor tissue was significantly 
increased （P<0. 05）， the expression level of LC3B protein was significantly decreased （P<0. 05）， and the 
expression level of p62 protein was significantly increased （P<0. 05）.  Conclusion： LncRNA UCA1 is 
highly expressed in anoikis-resistant GIST-T1 cells， and downregulating its expression can promote anoikis 
of GIST-T1 cells by reducing the autophagy level， thereby inhibiting cell growth， migration， and invasion.
KEYWORDS Gastrointestinal stromal tumor；Long non-coding RNA；Urothelial carcinoembryonic antigen 1；
Anoikis；Autophagy

胃肠道间质瘤 （gastrointestinal stromal tumor，
GIST） 是胃肠道间叶常见的恶性肿瘤之一，好发

于胃，其次为小肠，严重时可累及整个消化道［1］。

GIST 早期症状缺乏特异性，可表现为腹痛、消化

不良、便血和体质量减轻等，临床诊断主要通过实

验室活检、影像学和 CT 检查。由于 GIST 起病隐

秘，患者确诊时多处于晚期或已发生转移，增加了

其治疗难度［2］。失巢凋亡是一种细胞脱离细胞外基

质或相邻细胞后触发的程序性死亡形式，在组织发

育和维持稳态中起重要作用。研究［3-4］ 表明：失巢

凋亡与肿瘤发生发展有密切关联。在肿瘤进程中，

肿瘤细胞可通过调节多种机制抵抗失巢凋亡，从而

使其在脱离原有细胞基质后仍可增殖并迁移到其他

部位，形成转移灶。因此，失巢凋亡抵抗是肿瘤细

胞恶性进展和转移的关键机制之一。

长 链 非 编 码 RNA （long non-coding RNA，

lncRNA） 是一类序列长度大于 200 个核苷酸的

RNA 分子，虽无蛋白质编码功能，但在基因表达

调控中起重要作用。研究［5-6］ 显示： lncRNA 异常

表达与多种类型肿瘤的发生和进展有关联，在肿瘤

细胞生长、转移及代谢中发挥调控作用，并参与肿

瘤化疗耐药和失巢凋亡抵抗等过程。尿路上皮癌胚

抗 原 1 （urothelial carcinoembryonic antigen 1，
UCA1） 是位于 19 号染色体的 lncRNA，最早从人

膀胱癌细胞系 BLZ-211 中鉴定获得。研究［7-10］ 表

明： lncRNA UCA1 在急性髓系白血病、胰腺癌、

胃肠道癌和宫颈癌等多种肿瘤组织中高表达，并参

与调控肿瘤侵袭转移、免疫逃逸和化疗耐药等。然

而， lncRNA UCA1 是否参与 GIST 的恶性进程，

尤其是其在失巢凋亡介导的肿瘤转移过程中的作用

目前尚不明确。本研究首先检测诱导失巢凋亡的

GIST 细胞中 lncRNA UCA1 表达水平及其与 GIST
细胞失巢凋亡的相关性，并进一步通过慢病毒转染

技术下调 lncRNA UCA1 表达，观察其对 GIST 细

胞失巢凋亡及肿瘤细胞恶性进展的影响。本研究通

过探讨 lncRNA UCA1 在 GIST 细胞失巢凋亡中的

表达变化及其功能，旨在阐明 lncRNA 调控 GIST
细胞转移的分子机制，为 GIST 的诊断及治疗提供

新靶点。

1 材料与方法  

1. 1　　 实 验 动 物实 验 动 物 、、主 要 试 剂 和 仪 器主 要 试 剂 和 仪 器　　 10 只 5 周 龄

BALB/c-nu 裸鼠，体质量 18~20 g，购自南京集萃

药康生物科技股份有限公司，实验动物生产许可证

号：SCXK （苏） 2023-0009。裸鼠饲养于室温为

24 ℃~26 ℃、相对湿度为 40%~60% 且 12 h/12 h
明暗交替的环境中，定期通风换气，使用无菌饲料

饲养，并自由饮水，适应 1 周后进行实验。本研究

动物实验通过石河子大学第一附属医院伦理委员会

审核 （伦理审批号：A2024-017-01）。人 GIST 细

胞株 GIST-T1 购自深圳豪地华拓生物科技有限

公司。敲减 lncRNA UCA1 的慢病毒及阴性对照

（negative  control，NC） 慢 病 毒 由 广 州 锐 博 生 物

科  技  有  限  公  司  构  建。自  噬  激  活  剂  雷  帕  霉  素
（rapamycin，RAPA） 购自上海阿拉丁生化科技股

份 有 限 公 司 ， 杜 尔 贝 科 改 良 伊 格 尔 培 养 基

（Dulbecco’s modified eagle medium，DMEM） 培养基

和胎牛血清均购自美国 Gibco 公司，青-链霉素双抗

液购自美国 BI 公司，聚 （2-羟乙基甲基丙烯酸酯）

［poly（2-hydroxyethyl methacrylate），Poly-HEMA］

购自美国 Sigma-Aldrich 公司，TRIzol 试剂和增强

化学发光法  （enhanced chemiluminescence， ECL） 试
剂购自北京天根生化科技有限公司，HiScript ⅢRT 
SuperMix 反 转 录 试 剂 盒 和 AceQ qPCR SYBR 
Green 荧光定量试剂盒购自南京诺唯赞生物科技

股  份  有  限  公  司，放  射  性  免  疫  沉  淀  分  析  缓  冲  液
（radioimmunoprecipitation  assay buffer， RIPA） 裂

解液、蛋白浓度测定试剂盒和 3，3'-二氨基联苯胺

（3， 3'-diaminobenzidine， DAB） 试剂盒购自北京

康为世纪生物科技有限公司，兔抗甘油醛 -3-磷酸

脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH） 抗体、LC3B 抗体和 p62 抗体购自美国
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Abcam 公司，标记山羊抗兔 IgG 辣根过氧化物的

抗 体 购 自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ，

Annexin Ⅴ - 异 硫 氰 酸 荧 光 素/碘 化 丙 啶

（fluorescein isothiocyanate/propidium iodide，
FITC/PI） 试 剂 盒 、 细 胞 计 数 试 剂 盒 8 （cell 
counting kit-8，CCK-8） 试剂盒、结晶紫和 4'， 6-

二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 （4'， 6-diamidino-2-

phenylindole，DAPI） 购自上海碧云天生物技术股

份   有   限   公   司，TUNEL  试   剂   盒   购   自   美   国
Biogradetech 公司。Forma Series Ⅱ 3111 型 CO ₂培
养箱购自美国 Thermo Fisher 公司，CKⅩ53 型倒置

显微镜购自日本奥林巴斯公司，CFX Connect 型实

时 荧 光 定 量 PCR （real-time fluorescence 
quantitative PCR，RT-qPCR） 仪和 Mini-PROTEAN 
Tetra Cell 电泳系统购自美国 Bio-Rad 公司，Tanon 
5200 型多功能凝胶成像系统购自上海天能科技有

限公司，FACSCanto Ⅱ型流式细胞仪购自美国 BD
公司，ELx800 型 酶 标 仪 购 自 美 国 Agilent 公 司，

IVIS Lumina Series Ⅲ型小动物活体荧光成像系统

购自美国 PerkinElmer 公司，Eclipse C1 型荧光显微

镜购自日本尼康公司。

1. 2　　细胞培养细胞培养、、转染和分组转染和分组　　使用 DMEM 培养基

培养 GIST-T1 细胞，添加 10% 胎牛血清和 1% 青 -

链霉素双抗液，于 37 ℃、5%CO2 培养箱中进行常

规贴壁培养。将 Poly-HEMA 配制成  10 g·L-1 乙醇

溶液，充分溶解后过滤除菌，向 6 孔细胞培养板中

每孔加入 1 mL Poly-HEMA 溶液，室温静置过夜。

将 GIST-T1 细胞接种于 Poly-HEMA 包被的低吸附

6 孔细胞培养板中，每孔细胞数为 1×104个，置于

37 ℃、5%CO2 培养箱进行失巢凋亡诱导。隔日换

液，持续培养 14 d，收集悬浮细胞，获得失巢凋亡

抵抗的 GIST-T1细胞。选取对数生长期的 GIST-T1
细胞接种于 6 孔细胞培养板中，每孔细胞数为 2×
105 个，待融合度为 60%~70% 时进行转染。将敲

低 lncRNA UCA1 的慢病毒和 lncRNA NC 慢病毒

分别加入到细胞中混匀，感染复数设为 20，于

37 ℃、5%CO2培养箱中孵育 6 h 后换用新鲜培养液

培养。转染 72 h 后，培养基中加入 0. 2 mg·L-1 嘌

呤霉素，筛选稳定表达的细胞株。GIST-T1细胞分

为对照组 （不转染且未经 RAPA 处理）、 sh-NC 组

（转染 lncRNA NC 的慢病毒）、 sh-UCA1 组 （转染

敲低 lncRNA UCA1 的慢病毒）、sh-NC+RAPA组

（转染 lncRNA NC 慢病毒，并用 10 μmol·L-1 RAPA

处  理  24 h） 和  sh-UCA1+RAPA 组 （转  染  敲  减
lncRNA UCA1 的慢病毒，并用 10 μmol·L-1 RAPA
处 理 24 h）。收 集 处 理 后 的 各 组 细 胞，接种于

Poly-HEMA 包被的低吸附 6 孔细胞培养板中培

养 48 h。
1. 3　　RT--qPCR 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 lncRNA UCA1

表达水平表达水平　　收集贴壁培养细胞、失巢凋亡抵抗细胞

和转染后各组 GIST-T1 细胞，加入适量 TRIzol 试
剂提取总 RNA，鉴定 RNA 样本的纯度和含量。根

据试剂盒说明书，将总 RNA 逆转录合成为 cDNA。

使用 CFX Connect RT-qPCR 系统进行反应，根据

AceQ qPCR SYBR Green 预混液配置反应体系，扩

增 lncRNA UCA1。反应条件： 95 ℃、 5 min； 95 ℃、

10 s，60 ℃、30 s，40 个循环。实验重复 3 次。以

GAPDH 作为内参，采用 2-△△Ct 法计算各组细胞

中 lncRNA UCA1 表达水平。引物序列： lncRNA 
UCA1 上 游引物 5'-CTCTCCTATCTCCCTTCA-

CTGA-3'， lncRNA UCA1 下游引物 5'-CTTTGG-

GTTGAGGTTCCTGT-3'； GAPDH 上游引物 5'- 
CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3'， GAPDH 下

游引物 5'-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3'。
1. 4　　Western blotting 法检测各组细胞中自噬相关法检测各组细胞中自噬相关

蛋白蛋白 LC3--ⅠⅠ、、LC3--ⅡⅡ和和 p62 蛋白表达水平蛋白表达水平　　收集贴

壁培养细胞、失巢凋亡抵抗细胞和转染后各组

GIST-T1 细胞，用 RIPA 裂解液提取总蛋白，测定

蛋白浓度。沸水煮 10 min 使蛋白变性，取 40 μg 变

性蛋白上样进行电泳，转膜。将膜浸入 5% 脱脂奶

粉室温封闭 2 h，加入 LC3B、p62 和 GAPDH 抗体

（1∶1 000 稀释），4 ℃冰箱孵育过夜。次日，TBST
洗膜，加入二抗 （1∶5 000），室温孵育 2 h。于暗

室中添加 ECL 试剂显影并成像。采用 Image J 软件

分析蛋白条带灰度，计算目的蛋白表达水平。目的

蛋白表达水平 = 目的蛋白条带灰度值/内参蛋白

GAPDH 条带灰度值。

1. 5　　 流 式 细 胞 术 检 测 转 染 后 各 组 细 胞 失 巢 凋流 式 细 胞 术 检 测 转 染 后 各 组 细 胞 失 巢 凋

亡亡 率率　　收集转染处理后各组 GIST-T1 细胞，加入

磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffered saline， PBS）
清洗后，取适量培养基重悬细胞。加入 5 μL Annexin
Ⅴ-FITC，混匀后孵育 10 min，加入 5 μL PI 染色

液，将细胞与染色液充分混匀，避光反应 5 min。
补加 200 μL PBS 缓冲液吹打至完全混匀。采用流

式细胞术检测各组细胞失巢凋亡率。

1. 6　　CCK-8法检测转染后各组细胞增殖活性法检测转染后各组细胞增殖活性　　收集
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转染处理后各组 GIST-T1 细胞，加入含有 10% 胎

牛血清的 DMEM 新鲜培养基稀释成单细胞悬液，

接 种 到 96 孔 细 胞 培 养 板 中，每孔细胞数为 5×
103 个，置于 37 ℃、 5%CO2 培养箱中。分别于 0、
24、48和 72 h后弃去培养基，每孔加入 10 μL CCK-8
溶液，孵育 2 h。采用酶标仪测定 450 nm 波长处各

组细胞吸光度（A）值，使用 GraphPad Prism 8. 0 软

件绘制细胞生长曲线。以各组细胞 A 值平均值代表

细胞增殖活性，A 值越高代表细胞增殖活性越强。

1. 7　　细胞划痕实验检测转染后各组细胞划痕愈合细胞划痕实验检测转染后各组细胞划痕愈合率率　　

 收集转染处理后各组 GIST-T1 细胞，接种于 6 孔

细胞培养板中，每孔细胞数为 2×105个。待融合度

达到 80% 后，使用无菌枪头在 6 孔细胞培养板内作

一均匀划痕，PBS 缓冲液冲洗划痕下的细胞碎片，

置于 37 ℃、5%CO2 培养箱内。分别于 0 和 48 h 时

使用倒置显微镜观察并拍照，使用 Image J 软件分

析划痕区域面积，计算各组划痕愈合率。划痕愈合

率= （0 h 划痕面积-48 h 划痕面积） /0 h 划痕面

积×100%。

1. 8　　Transwell 小室实验检测转染后各组侵袭细胞小室实验检测转染后各组侵袭细胞

数数　　将适量 Matrigel 基质胶与无血清培养基充分混

匀，取 50 μL 加入 Transwell 小室的上室，于 37 ℃
下静置 3 h 待其凝固。在铺好胶的上室中加入转染

处理后各组 GIST-T1 细胞，细胞总数为 1×105个。

下室加入 600 μL 新鲜培养基，并补充 10% 胎牛血

清，于 37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养。24 h 后

终止培养，加入 4% 甲醛固定底层细胞，1% 结晶

紫染色，使用光学显微镜观察并拍照，计数各组细

胞穿膜细胞数，取平均值为各组侵袭细胞数。

1. 9　　裸鼠移植瘤模型的构建裸鼠移植瘤模型的构建　　将 10 只裸鼠随机

分为 sh-NC 组和 sh-UCA1 组，每组 5 只，分别于

麻醉后尾静脉注射 sh-NC组和 sh-UCA1组 GIST-T1
细胞，每只注射细胞数为 1×107个。4 周后，采用

荧光活体成像仪检测 2 组裸鼠体内肿瘤生长和肝

脏转移情况。采用颈椎脱臼法处死裸鼠，解剖取

出肿瘤组织，使用电子天平测量 2 组肿瘤组织的

质量。

1. 10　　TUNEL 染色法观察染色法观察 2 组裸鼠肿瘤组织中细组裸鼠肿瘤组织中细

胞凋亡情况胞凋亡情况　　将肿瘤组织浸泡在 4% 多聚甲醛中固

定后，制成石蜡切片。切片依次经二甲苯和梯度乙

醇处理后，滴加 50 μL Proteinase K 工作液覆盖，

置于湿盒 37 ℃孵育 30 min，PBS 缓冲液清洗。加

入 50 μL TUNEL 标记反应混合物，于湿盒中避光

孵育 1 h。PBS 缓冲液洗涤，DAPI工作液染核，室

温反应 10 min。采用荧光显微镜观察并拍照，计数

每张染色切片 6 个随机视野下 TUNEL 标记阳性细

胞数和肿瘤细胞总数，计算细胞凋亡率。细胞凋亡

率=TUNEL 阳性细胞数/总细胞数×100%。

1. 11　　免疫组织化学染色法检测免疫组织化学染色法检测 2 组裸鼠肿瘤组织组裸鼠肿瘤组织

中中 LC3B 和和 p62 蛋白表达水平蛋白表达水平　　将肿瘤组织石蜡切

片置于 68 ℃烘箱烘烤 2 h，经二甲苯和梯度乙醇

处理后，加入抗原修复液，于微波炉中高火反应

5 min。冷却后加入 10% 山羊血清孵育 25 min。分

别加入 LC3B 和 p62 抗体 （1∶500 稀释），于 4 ℃冰

箱孵育过夜。次日，PBS 缓冲液清洗切片，加入二

抗 （1∶1 000 稀释） 室温孵育 1 h。加入 DAB 工作

液充分反应显色后，流水冲洗，终止反应，苏木素

复染后再次冲洗。滴加中性树脂封片并晾干。使用

光学显微镜观察并拍照，使用 Image J软件分析 2组

裸鼠肿瘤组织中目标蛋白平均光密度 （MOD） 值，

以 MOD 值代表目的蛋白表达水平。

1. 12　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 23. 0 和  GraphPad 
Prism 8. 0 软 件 进 行 统 计 学 分 析。各 组 细 胞 中

lncRNA UCA1 表达水平，LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ和 p62
蛋白表达水平，各组细胞失巢凋亡率、增殖活性、

划痕愈合率和侵袭细胞数，以及 2 组裸鼠肿瘤组织

质量、肿瘤组织中细胞凋亡率和 LC3B 及 p62 蛋白

表达水平均符合正态分布且方差齐性，以 x±s 表
示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组

间样本均数两两比较采用 LSD-t 检验，2 组间样本

均数比较采用两独立样本 t 检验。以 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　 失 巢 凋 亡 抵 抗 的失 巢 凋 亡 抵 抗 的 GIST-T1 细 胞 中细 胞 中 lncRNA 

UCA1表达水平和自噬相关蛋白表达水平表达水平和自噬相关蛋白表达水平　　与贴壁

培 养 的 GIST-T1 细 胞 比 较 ， 失 巢 凋 亡 抵 抗 的

GIST-T1 细胞中 lncRNA UCA1 表达水平明显升高

（P<0. 05）。见图 1。与贴壁培养的 GIST-T1 细胞

比较，失巢凋亡抵抗的 GIST-T1 细胞中 LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值明显升高 （P<0. 05），p62 蛋白表达水

平明显降低 （P<0. 05）。见图 2。
2. 2　　转染后各组转染后各组 GIST-T1 细胞中细胞中 lncRNA UCA1

表 达 水 平表 达 水 平　　 RT-qPCR 检测结果显示：与对照组

（1. 00±0. 02） 和 sh-NC 组 （0. 98±0. 08） 比 较 ，

sh-UCA1 组 GIST-T1 细胞中 lncRNA UCA1 表达

水平 （0. 18±0. 02） 明显降低 （P<0. 05）。
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2. 3　　转染后各组转染后各组 GIST-T1 细胞失巢凋亡率细胞失巢凋亡率　　流式

细 胞 术 检 测 结 果 显 示：与 sh-NC 组 比 较，

sh-UCA1 组 GIST-T1 细胞失巢凋亡率明显升高

（P<0. 05）； 与 sh-UCA1 组 比 较 ， sh-UCA1+
RAPA 组 GIST-T1 细胞失巢凋亡率明显降低 （P<
0. 05）。见图 3 和 4。
2. 4　　转染后各组转染后各组 GIST-T1 细胞中细胞中 LC3-ⅡⅡ/LC3-ⅠⅠ
比值和比值和 p62 蛋白蛋白表达水平表达水平　　Western blotting 法检测

结果显示：与 sh-NC 组比较，sh-UCA1组 GIST-T1
细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显降低 （P<0. 05），

p62 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）。与

sh-UCA1 组比较， sh-UCA1+RAPA 组 GIST-T1
细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显升高 （P<0. 05），

p62 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05）。见图 5。

2. 5　　转染后各组转染后各组 GIST--T1 细胞增殖活性细胞增殖活性、、划痕愈划痕愈

合率和侵袭细胞数合率和侵袭细胞数　　CCK-8 法检测结果显示：处理

后  48 和  72 h，  与  sh-NC 组  比  较，  sh-UCA1 组
GIST-T1 细胞增殖活性明显降低 （P<0. 05）；与
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图图 1　　2 种种 GIST--T1 细胞中细胞中 lncRNA UCA1表达水平表达水平

Fig. 1　　Expression levels of lncRNA UCA1 in two kinds 

of GIST--T1 cells
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Lane 1：Adherently cultured GISI-T1 cells； Lane 2：Anoikis-resistant GIST-T1 cells.  B：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio； C： Expression level of 
p62 protein. *P<0.05 compared with adherently cultured GISI-T1 cells.

图图 2　　2 种种 GIST--T1 细胞中自噬相关蛋白表达电泳图细胞中自噬相关蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B，，C））

Fig. 2　　 Electrophoregram（（A）） and histograms（（B，，C）） of expressions of autophagy--related proteins in two kinds of 

GIST--T1 cells

PI

Annexin ⅤⅤ-FITC

Control Sh-NC Sh-UCA1 Sh-NC+RAPA Sh-UCA1+RAPA

图图 3　　流式细胞术检测各组流式细胞术检测各组 GIST--T1 细胞失巢凋亡情况细胞失巢凋亡情况

Fig. 3　　Anoikis of GIST--T1 cells in various groups detected by flow cytometry
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sh-UCA1 组比较， sh-UCA1+RAPA 组 GIST-T1
细胞增殖活性明显升高 （P<0. 05）。见图 6。

细胞划痕实验和 Transwell小室实验结果显示：

与 sh-NC 组比较，sh-UCA1 组细胞划痕愈合率明显

降 低 （P<0. 05）， 侵 袭 细 胞 数 明 显 减 少 （P<
0. 05）。与 sh-UCA1 组比较， sh-UCA1+RAPA 组

细胞划痕愈合率明显升高 （P<0. 05），侵袭细胞

数明显增加 （P<0. 05）。见图 7、图 8 和表 1。
2. 6　　2 组裸鼠移植瘤生长情况和肿瘤组织中细胞组裸鼠移植瘤生长情况和肿瘤组织中细胞

凋亡情况凋亡情况　　荧光活体成像结果显示： sh-UCA1 组

裸鼠肝脏部位荧光强度弱于 sh-NC 组。与 sh-NC 组

（2. 42 g±0. 25 g） 比较， sh-UCA1 组裸鼠移植瘤质

量  （1. 09 g±0. 11 g）明显降低（P<0. 05）。见图 9。

TUNEL染色法结果显示：荧光显微镜下，sh-UCA1组

裸鼠肿瘤组织中 TUNEL 标记绿色荧光强度升高。

与 sh-NC 组  （24. 50%±2. 27%） 比较，sh-UCA1组

裸鼠肿瘤组织中细胞凋亡率  （48. 79%±5. 03%） 明
显升高 （P<0. 05）。见图 10。

免 疫 组 织 化 学 染 色 结 果 显 示 ： 与 sh-NC 组

（45. 73±4. 49 和 19. 55±1. 86） 比较，sh-UCA1 组

裸 鼠 肿 瘤 组 织 中 LC3B 蛋 白 表 达 水 平 （18. 34±
1. 92） 明显降低 （P<0. 05）， p62 蛋白表达水平

（49. 51±5. 14） 明显升高 （P<0. 05）。见图 11。

3 讨  论  

GIST 发生率较低，但其转移能力强，常见转

移部位包括肝脏和腹膜，少数病例可转移至淋巴结

或肺部［11］。GIST 的治疗通常包括手术切除和靶向

治疗。手术切除可在早期阶段治愈部分患者，而对

于已发生转移的病例，靶向药物如伊马替尼等成为

主要治疗选择。然而，随着药物治疗时间延长，肿

瘤细胞可能产生耐药性，增加治疗复杂性。在正常

生理状态下，细胞依赖与细胞外基质的连接以维持

其正常生长，一旦失去连接便会触动失巢凋亡程

序，该机制对防止肿瘤扩散和转移有重要作用。肿

瘤细胞则可通过调节细胞黏附、重塑细胞外基质和

激活相关信号转导通路等机制抵抗失巢凋亡，维持

存活状态，促进肿瘤进展［12］。

研究［13-14］ 表明： lncRNA 可参与调控肿瘤细胞

的多种生物学过程，包括干细胞特性维持、细胞增

殖、程序性细胞凋亡、细胞侵袭和转移等。部分
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Lane 5：Sh-UCA1+RAPA group）； B：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio；C：Expression level of p62 protein. *P<0.05 compared with sh-NC group；
△P<0.05 compared with sh-UCA1 group.

图图 5　　各组各组 GIST--T1 细胞中自噬相关蛋白表达电泳图细胞中自噬相关蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B，，C））

Fig. 5　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B，，C）） of expressions of autophagy--related proteins in GIST--T1 cells in 

various groups
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lncRNA 还可影响细胞对失巢凋亡的抵抗能力。

LU 等［15］ 研究表明： lncRNA APOC1P1-3 在乳腺

癌中异常高表达，并可通过 Caspase 依赖性途径促

进失巢凋亡抵抗，加速乳腺癌进展。LI 等［16］ 研究

表 明 ： lncRNA MPRL23-AS1 可 将 EZH2 募 集 至

p19INK4D 启动子区，从而抑制 p19INK4D 表达，

促进唾液腺腺样囊性癌细胞的失巢凋亡抵抗能力，

并促进肿瘤细胞向肺部转移。另有研究［17］ 显示：

一些失巢凋亡相关的 lncRNA 可能通过调节肿瘤微

环境中的免疫细胞浸润，影响肿瘤的进展及患者预

后。因此，针对特定 lncRNA 进行干预可能有助于

促进或恢复肿瘤细胞的失巢凋亡功能，从而抑制肿

瘤转移。本研究结果显示：与贴壁培养的 GIST-T1
细 胞 比 较，  失 巢 凋 亡 诱 导 的 GIST-T1 细 胞 中

lncRNA UCA1 表达水平明显上调，推测其高表达

可能与 GIST-T1 细胞失巢凋亡抵抗有关联。为进

一步探讨 lncRNA UCA1 在 GIST-T1 细胞失巢凋亡

中 的 作 用，本 研 究 通 过 慢 病 毒 转 染 技 术 下 调

GIST-T1 细胞中 lncRNA UCA1 表达后诱导其失巢

凋亡，结果显示： sh-UCA1 组 GIST-T1 细胞凋亡

率明显升高，细胞增殖活性降低，划痕愈合率降

低，侵袭细胞数减少，说明下调 lncRNA UCA1 表

达能够促进 GIST-T1 细胞失巢凋亡，从而抑制细

胞增殖、迁移及侵袭。

自噬是一种细胞内降解过程，在此过程中，细

胞通过形成自噬体包裹并降解细胞内受损细胞器和

蛋白质，以维持内环境稳定。LC3 是自噬过程中的

重要蛋白，通常以 LC3-Ⅰ形式游离于细胞质中，

Control
Sh-NC
Sh-UCA1
Sh-NC+RAPA
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*P<0.05 compared with sh-NC group；△P<0.05 compared with 
sh-UCA1 group.

图图 6　　各组各组 GIST--T1 细胞增殖活性细胞增殖活性

Fig. 6　　Proliferation  activities  of  GIST--T1  cells  in 

various groups

Control Sh-NC Sh-UCA1 Sh-NC+RAPA Sh-UCA1+RAPA

0 h

48 h

图图 7　　各组各组 GIST--T1 细胞迁移情况细胞迁移情况（（××100））

Fig. 7　　Migration of GIST--T1 cells in various groups（（××100））

A B C D E

A： Control group； B： Sh-NC group； C： Sh-UCA1 group； D： Sh-NC+RAPA group； E： Sh-UCA1+RAPA group.
图图 8　　各组各组 GIST--T1 细胞侵袭情况细胞侵袭情况（（结晶紫结晶紫，，××100））

Fig. 8　　Invasion of GIST--T1 cells in various groups（（Crystal violet, ××100））
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自噬启动时则转化为与自噬体膜结合的脂质化形式

LC3-Ⅱ，因此 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值常被用作自噬

激活的生物标志物［18］。p62 是一种多功能蛋白，可

作为自噬的适配器，选择性地引导泛素化蛋白进入

自噬体，并通过与 LC3 结合促进自噬体形成，p62

表达下调表明细胞自噬降解有效进行［19］。自噬可

作为肿瘤细胞应对失巢凋亡的重要机制［20-22］，其通

过增强自噬水平帮助细胞应对缺氧和营养不足等压

力，从而使肿瘤细胞在脱离细胞外基质后仍具备生

存能力，从而逃避失巢凋亡并促进肿瘤细胞转移。

因此，抑制肿瘤细胞自噬可促进其失巢凋亡，进而

抑制肿瘤转移。本研究结果显示：与贴壁培养的

GIST-T1 细胞比较，失巢凋亡诱导后的 GIST-T1
细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显升高，p62 蛋白表

达水平明显降低，说明失巢凋亡抵抗的 GIST-T1
细 胞 自 噬 水 平 升 高 ； 慢 病 毒 转 染 下 调 lncRNA 
UCA1 表达后，sh-UCA1 组细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
比值明显降低，p62 蛋白表达水平明显升高，提示

下调 lncRNA UCA1 表达可能通过抑制自噬，从而

促进 GIST-T1 细胞失巢凋亡。为进一步验证，本

研 究 使 用 自 噬 激 活 剂 RAPA 干 预 下 调 lncRNA 
UCA1  表   达   的   GIST-T1  细   胞，结   果   显   示：

Sh-NC

Sh-UCA1

DAPI TUNEL Merge

图图 10　　2 组裸鼠肿瘤组织中细胞凋亡情况组裸鼠肿瘤组织中细胞凋亡情况(TUNEL，，××100)

Fig. 10　　Apoptosis in tumor tissue of nude mice in two groups（（TUNEL，，××100））

Sh-NC Sh-UCA1

A B

A：Tumor formation detected by fluorescence in vivo imaging； B：Morphology of subcutaneous xenograft tumor.
图图 9　　2 组裸鼠移植瘤生长情况组裸鼠移植瘤生长情况

Fig. 9　　Xenograft tumor growth of nude mice in two groups

表表 1　　各组各组 GIST--T1 细胞划痕愈合率和细胞侵袭数细胞划痕愈合率和细胞侵袭数

TabTab.. 11　　Rates of scratch healing and numbers of invasion cells Rates of scratch healing and numbers of invasion cells 
of GISTof GIST--TT11 cells in various groups cells in various groups （n=3， x±s）

Group

Control
Sh-NC
Sh-UCA1
Sh-NC+RAPA
Sh-UCA1+RAPA

Rate of scratch 
healing （η/%）

31.23±3.25
32.26±3.57
10.89±1.12*

58.75±6.32
34.51±3.49△

Number of 
invasion cells

138.56±14.23
134.92±11.80

59.50±6.04*

166.77±17.03
129.83±13.21△

*P<0.05 compared with sh-NC group；△P<0.05 compared with 
sh-UCA1 group.
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sh-UCA1+RAPA 组细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明

显升高，p62 蛋白表达水平明显降低，细胞凋亡率

降低，细胞增殖活性和划痕愈合率升高，侵袭细胞

数增加。上述结果表明：下调 lncRNA UCA1 表达

能够降低 GIST-T1 细胞自噬从而促进失巢凋亡，

抑制肿瘤生长和转移。本研究还通过裸鼠移植瘤实

验开展体内验证，结果显示：下调 lncRNA UCA1
表达可抑制裸鼠体内 GIST 细胞成瘤和肝脏转移，

促进肿瘤细胞凋亡，并抑制肿瘤组织中 LC3B 蛋白

表达，提高 p62 蛋白表达，与体外实验结果一致。

综上所述， lncRNA UCA1 在诱导失巢凋亡后

的 GIST-T1 细胞中表达上调，下调其表达可通过

抑制自噬促进 GIST-T1 细胞失巢凋亡，抑制 GIST
生长和转移，表明 lncRNA UCA1 可作为 GIST 失

巢凋亡抵抗及抗肿瘤治疗的潜在新靶点。然而，

lncRNA UCA1 促进 GIST 转移的分子机制和信号

通路仍需深入探讨，以期为 GIST 转移的精准防治

提供实验依据和新的干预靶点。
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