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LncRNA01004 通过上调 CPSF1 蛋白表达促进上皮 - 间质转
化加速乳腺癌细胞恶性进展的研究

郭宏果 a，吴 楠 b，陆婉玲 a，刘 军 a，程 才 a（中国人民解放军空军第九八六医院 a. 肿瘤血液科；b. 普通外科，

西安 710054）

摘 要：目的 研究长链非编码 RNA 01004（LncRNA01004）加速乳腺癌细胞恶性进展的作用及潜在调节机制。方

法 通过实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测乳腺癌组织和细胞中 LncRNA01004 表达水平。通过 StarBase 在线数

据库预测 LncRNA01004 的结合蛋白，通过 RNA 结合蛋白免疫沉淀反应（RIP）分析进行验证。采用 LncRNA01004 干

扰序列（sh-LncRNA01004）或过表达载体（LncRNA01004）转染MCF-7细胞，或与剪切多聚腺苷酸化特异性因子1（CPSF1）
干扰序列（sh-CPSF1）共转染 MCF-7 细胞。CCK-8 法、Transwell 和流式细胞术（FCM）分别检测细胞活力、细胞侵袭

和凋亡。qRT-PCR 检测 LncRNA01004 和 CPSF1 过表达和沉默效率；蛋白质印迹（WB）检测 CPSF1 蛋白、凋亡相关

蛋白 [B淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2），Bcl-2相关X蛋白（Bax）]，以及上皮 -间质转化（EMT）相关蛋白 [上皮钙黏蛋白（E-cadherin）、
神经钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、锌指转录因子（Snail）] 水平；ELISA 检测半胱天冬氨酸蛋白

酶 3（Caspase-3）活性。结果 与癌旁组织相比，LncRNA01004 在乳腺癌组织（5.14±0.33 vs 1.02±0.03）中显著上

调，差异具有统计学意义（t=-78.637，P<0.001）；乳腺癌细胞中 LncRNA01004 表达亦明显高于正常人乳腺上皮细

胞，组间差异具有统计学意义（F=142.248，P<0.001）。与 Control 组相比，沉默 LncRNA01004 显著抑制 MCF-7 细胞

活力（42.15±2.11 vs 100.02±0.65）和侵袭（18.65%±1.44% vs 41.36%±1.57%），诱导细胞凋亡（16.58%±1.52% vs 
5.24%±1.12%），升高 Caspase-3 活性（2.93±0.71 vs 1.51±0.43）和 Bax 蛋白（2.74±0.39 vs 1.01±0.02）表达，抑制

BcL-2 蛋白（0.32±0.07 vs 1.02±0.03）表达，差异具有统计学意义（t=3.075 ～ 19.332，均 P<0.05）。与 Control 组相比，

沉默 LncRNA01004 显著升高 E-cadherin（3.06±0.37 vs 1.01±0.02）蛋白水平，降低 N-cadherin（0.44±0.11 vs 1.00±0.01），

Vimentin（0.39±0.13 vs 1.02±0.03）和 Snail（0.30±0.08 vs 1.01±0.03）蛋白水平，差异具有统计学意义（t=9.989 ～ 17.164，
均 P<0.05）。LncRNA01004 与 CPSF1 结合并促进 CPSF1 蛋白表达。沉默 CPSF1 抑制 MCF-7 细胞增殖和侵袭、诱导

细胞凋亡，抵消 LncRNA01004 过表达对 MCF-7 细胞生物学功能的影响。结论 LncRNA01004 可能通过上调 CPSF1 促

进 EMT，进而促进乳腺癌细胞增殖和侵袭，抑制细胞凋亡，参与乳腺癌的恶性进展。
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Study on LncRNA01004 Promoting Epithelial-mesenchymal Transformation 
and Accelerating Malignant Progression of Breast Cancer Cells through  

Up-regulation of CPSF1 Protein Expression
GUO Hongguoa, WU Nanb, LU Wanlinga, LIU Juna, CHENG Caia(a. Department of Oncology and Hematology；b. 

Department of General Surgery，the 986th Hospital of the Air Force of the Chinese People’s Liberation Army， 
 Xi’an 710054，China)

Abstract：Objective  To investigate the role of long non-coding RNA 01004 (LncRNA01004) in accelerating the malignant 
progression of breast cancer cells and its potential regulatory mechanism. Methods Quantitative real-time polymerase chain 
reaction (qRT-PCR) was used to detect the expression level of LncRNA01004 in breast cancer tissues and cells. The Starbase 
online database predicted the binding of LncRNA01004 to CPSF1 and verified it through RNA binding protein 
immunoprecipitation(RIP) analysis. MCF-7 cells were transfected with LncRNA01004 interference sequence (sh-LncRNA01004) 
or overexpressed vector (LncRNA01004), or co-transfected with Cleavage and Polyadenylation Specific Factor 1 (CPSF1) 
interference sequence (sh-CPSF1). Cell viability, invasion and apoptosis were detected with CCK-8, Transwell and flow 
cytometry (FCM). The overexpression and silencing efficiency of LINC01004 and CPSF1 were detected by qPCR. Western blot 
(WB) analysis of CPSF1 protein, apoptosis-related protein [B cell lymphoma/leukemia-2(Bcl-2), Bcl-2 Associated X(Bax)] and 
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Epithelial-Mesenchymal transition (EMT) related protein[Epitheia-cadherin(E-cadherin), Nerve-cadherin(N-cadherin), Vimentin, 
zinc-finger transcription factor(Snail)],  and the activity of Cysteinyl aspartate-specific proteinase-3 (Caspase-3) was determined 
by enzyme-linked immunosorbent assay. Results  LncRNA01004 was significantly up-regulated in breast cancer tissues 
(5.14±0.33) compared with paracancer tissues (1.02±0.03), with the statistically significant difference (t=-78.637，P<0.001); 
LncRNA01004 expression in breast cancer cells was significantly higher than that in normal breast epithelial cells， the 
difference between groups is statistically significant (F=142.248，P<0.001). Compared with the Control group, LncRNA01004 
significantly inhibited the proliferation (42.15±2.11 vs 100.02±0.65) and invasion (18.65%±1.44% vs 41.36%±1.57%) of 
MCF-7 cells, induced apoptosis (16.58%±1.52% vs 5.24%±1.12%), increased the activity of Caspase-3 (2.93±0.711. vs 
51±0.43) and the expression of Bax (2.74±0.39 vs 1.01±0.02) protein, and inhibited the expression of BcL-2 (0.32±0.07 vs 
1.02±0.03) protein, with the statistically significant difference (t=3.075 ～ 19.332，all P<0.05). Significantly increased 
compared with Control group, the silent LncRNA01004 E-cadherin (3.06±0.37 vs 1.01±0.02) protein levels, lower N-cadherin 
(0.44±0.11 vs 1.00±0.01), Vimentin (0.39±0.13 vs 1.02±0.03) and Snail(0.30±0.08 vs 1.01±0.03) protein levels, with the 
statistically significant difference (t=9.989 ～ 17.164，all P<0.05).LncRNA01004 binds to CPSF1 and promotes CPSF1 protein 
expression.Silencing CPSF1 inhibited the proliferation and invasion of MCF-7 cells, induced cell apoptosis, and counteracted the 
effect of LncRNA01004 overexpression on MCF-7 cells. Conclusion LncRNA01004 may promote EMT through up-regulation 
of CPSF1, and then promote proliferation and invasion of breast cancer cells, inhibit cell apoptosis, and participate in the 
malignant progression of breast cancer.
Keywords：breast cancer；long non-coding RNA 01004；cleavage and polyadenylation specific factor 1；epithelial-
mesenchymal transition；proliferation；invade；apoptosis

乳腺癌是世界范围内女性癌症相关死亡的主要

原因，尽管乳腺癌的研究在诊断和联合治疗方面

取得了进展，但患者预后仍不理想 [1]。因此，基于

分子生物学阐明乳腺癌发病机制，开发新的分子

治疗靶标至关重要 [2-3]。近年研究证实，长链非编

码 RNA（LncRNAs）在染色质重塑、转录调节和

翻译后修饰中发挥重要作用，在肿瘤进展中作为癌

基因或抑癌基因扮演重要角色 [4-7]。LncRNA01004
是新发现的 LncRNAs，研究表明其可通过多种途

径调控肿瘤细胞的增殖和转移，参与肝癌、食管

鳞状细胞癌、垂体腺瘤等 [8-10] 人类多种肿瘤的发

生。剪切多聚腺苷酸化特异性因子 1（cleavage and 
polyadenylation specific factor 1，CPSF1）是剪切性 
聚腺苷化（alternative polyadenylation，APA）相关因 
子的关键成员之一，报道显示 CPSF1 通过调节

APA 事件的发生可促进肿瘤细胞增殖、化疗抗性，

与肿瘤发生发展关系密切 [11-12]。有研究表明 CPSF1
过表达与肝细胞癌患者预后不良相关 [13]；CPSF1
通过调节 NAD(P) 类固醇脱氢酶样蛋白［NAD(P) 
dependent steroid dehydrogenase-like，NSDHL］ 表

达促进胃癌进展 [14]；CPSF1 通过 APA 调节 p62 的

3’UTR，可诱导乳腺癌细胞的 p62 依赖性化疗耐药

性 [12,15]。目前研究对 LncRNA01004 和 CPSF1 作用

探究仍不完全，其两者在乳腺癌中的调节机制亦不

清楚。因此本研究通过功能获得和丧失实验探究了

LncRNA01004，CPSF1 在乳腺癌中的作用及其调控

肿瘤细胞恶性进展的可能机制，旨在加深对乳腺癌

发病的了解，为临床治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 研究对象 收集 2022 年 7 月～ 2023 年 10 月

在中国人民解放军空军第九八六医院确诊的 40 例

乳腺癌患者，手术采集癌灶组织和相邻正常组织标

本。所有患者经病理诊断为乳腺癌，术前未接受过

放化疗治疗，无并发其他恶性肿瘤。本研究经医院

伦理委员会批准（批号：20230516），并取得所有

患者及其家属签署的书面知情同意书。从上海细胞

库获得正常人乳腺上皮细胞 MCF 10A 和人乳腺癌细

胞 系 MDA MB 231，T47 D，ZR 75 30，MDAMB468
和 MCF 7，所有细胞系均经短串联重复序列鉴定。

1.2 主要材料和仪器 DMEM 培养液、胎牛血清

和 Trizol 试剂（美国 Life Technologies 公司）；细胞

转染试剂 Lipofectamine 3000TM（美国 Invitrogen 公

司）；PrimeScript 反转录试剂盒（TaKaRa 公司）；

SYBR Green 荧光定量 PCR 试剂盒（德国 QIAGEN
公司）；RIPA 裂解缓冲液，BCA 蛋白测定试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；Anti-CPSF1，
Anti-Bax，Anti-Bcl-2，Anti-GAPDH 和 羊 抗 鼠 IgG
抗体（Abcam 公司）；电化学发光（ECL）试剂盒

（美国 Thermo Scientific 公司）；细胞计数试剂盒 -8
（Cell Counting Kit-8，CCK-8） 和 FITC-Annexin V
试剂盒（日本 Dojindo）；半胱天冬氨酸蛋白酶 3
（cysteinyl aspartate-specific proteinase -3，Caspase-3）
活性测定试剂盒（中国南京建成生物工程研究所）；

LncRNA01004小干扰shRNA序列（sh-LncRNA01004）
和过表达载体（LncRNA01004），CPSF1 的 shRNA
（sh-CPSF1） 均 由 GenePharma（ 上 海） 公 司 制
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备。Thermo Varioskan™ LUX 多功能酶标仪（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；倒置普通光学显微

镜（日本 OLYMPUS 公司）；Centrifuge5804R 型高

速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；免疫印记系

统（美国 BioRad 公司）；凝胶成像分析系统（Bio-
Imaging Systems 公司）；实时荧光定量 PCR 仪（德

国 Eppendorf 公司）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养及分组：所有细胞均使用含有 10g/
dl 胎牛血清，100U/ml 青霉素 / 链霉素的 DMEM
培养液，在 37℃，5%（v/v）的 CO2 培养箱中培

养，当密度达到 90% 时，进行传代。将 MCF-7 细

胞分为空白对照组（Control 组，不做任何转染处

理 ）、NC shRNA 组（ 转 染 LncRNA01004 阴 性

对 照 shRNA 序 列）、sh-LncRNA01004 组（ 转 染

LncRNA01004 小 干 扰 shRNA 序 列）、Vector+NC 
shRNA 组（共转染 LncRNA01004 过表达空载体 + 
CPSF1 阴性对照 shRNA 序列）、LncRNA01004 组

（转染 LncRNA01004 过表达载体）、sh-CPSF1 组（转

染 CPSF1 小干扰 shRNA 序列）和 LncRNA01004+ 
sh-CPSF1 组（共转染 LncRNA01004 过表达载体

+CPSF1 shRNA 序列）。按照 Lipofectamine 3000TM

转染试剂盒转染相应载体或序列到各组细胞中，48h
后收集细胞进行后续实验。

1.3.2 qRT-PCR 检测 LncRNA01004 和 CPSF1 相对表

达：使用 Trizol 提取总 RNA，后使用逆转录试剂

盒将 RNA 逆转录为 cDNA，使用 SYBR Green 进行

qPCR。反应条件：95℃ 5min，95℃ 60s，72℃ 30s，
72℃ 60s，共 40 个循环。引物序列：LncRNA01004
正向引物：5’-TATATCTAAATACATCCTGCACCCCT 
TATCA-3’，反向引物：5’-CACGACAACTGTATCTT 
TTGATAATTACAG-3’；CPSF1 正向引物：5’- AATG
AACAAAACTCATTCTGGACTCATTGC-3’，反向引

物：5’-GACTCGTCCAATGTATGATGAGCTACGGT 
T-3’；内参GAPDH正向引物：5’-GCGAGCTCCCAGA 
TTCC-3’，反向引物：5’-CCAGACGAAATTTGCTCTG 
T-3’。采用 2-ΔΔCt 计算目的基因相对表达水平。

1.3.3 Western blot检测CPSF1，Bax，Bcl-2，E-cadherin，
N-cadherin，Vimentin，Snail 蛋白水平：使用 RIPA
提取总蛋白，BCA 试剂盒检测浓度。在 SDS-PAGE
上分离蛋白样品，并转移到 PVDF 膜上，将膜用

5g/dl 脱脂牛奶室温封闭 1h，加入待测蛋白一抗 4℃
孵育过夜。次日用 TBST 清洗，将膜与二抗在室温

下孵育 1h，TBST 清洗。采用 ECL 试剂盒在凝胶

成像系统上对蛋白条带进行可视化，并用 Image J
软件进行蛋白条带灰度值分析。

1.3.4 CCK-8 检测细胞增殖活力：将细胞以 5×103 个 /

孔的密度接种到 96 孔板中，分别在培养 48h 后，将

10μl 的 CCK-8 溶液加入每孔中，37℃继续培养 2h，
使用酶标仪在 450 nm处测量每孔的光密度值（A值）。

1.3.5 细胞凋亡检测：采用膜联蛋白 V+/ 碘化丙啶

（Annexin V/PI）流式细胞术检测细胞凋亡。将

5×105 个 / 孔的细胞收集，按照 FITC-Annexin V 试

剂盒说明书用 Annexin V/P 染色细胞 15 min，然后

采用流式细胞术对标记的细胞进行分析。

1.3.6 Transwell 检测细胞侵袭能力：将细胞接种于

含 200µl 无血清培养液的 Transwell 上室中，在下

室加入含 10g/dl 胎牛血清的培养液，孵育 24h 后，

对下室中的细胞进行固定，并用结晶紫染色。随机

选取 5 个视野拍照，在显微镜下计数。

1.3.7 Caspase-3 活性测定：将细胞以 5×103 个细胞

/ 孔接种在 96 孔板中，在 37℃，5%（v/v）的 CO2

培养箱中培养，根据制造商说明书使用 Caspase-3
活性测定试剂盒测定 Caspase-3 活性水平。

1.3.8 RNA 结合蛋白免疫沉淀（RNA binding protein 
immunoprecipitation，RIP）分析：采用 RNA 结合蛋 
白免疫沉淀试剂盒进行检测。将转染后的细胞加

入裂解缓冲液进行裂解，然后将裂解物与 Anti-
CPSF1 或阴性对照 IgG 抗体偶联的磁珠进行孵育

30 min。用蛋白酶 K 消化这些小珠子中的蛋白质

和 RNA，通过 qRT-PCR 检测免疫沉淀 RNA，观察

LINC01004 富集水平。 
1.4 统计学分析 采用 SPSS.22.0 软件进行分析。

所有实验均重复三次取平均值，数据以均数 ± 标

准差（x±s）表示，两组间比较用 Student-t 检验，

多组间比较用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD 检验；癌灶组织及相邻正常组织间比较采用配

对 t 检验。P< 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 LncRNA01004 在 乳 腺 癌 组 织 和 细 胞 中 表

达上调 与癌旁正常组织相比，乳腺癌组织中

LncRNA01004（5.14±0.33 vs 1.02±0.03） 相 对 表

达显著上调，差异具有统计学意义（t=-78.637，
P<0.001）。此外，与正常人乳腺上皮细胞 MCF-
10A（1.01±0.02）相比，人乳腺癌细胞系 MDA-
MB-231（3.11±0.15），T47-D（2.47±0.12），ZR-
75-30（2.61±0.14），MDA-MB-468（3.20±0.21）
和 MCF-7（4.15±0.19）中 LncRNA01004 表达水平

也显著升高，差异具有统计学意义（F=142.248，
P<0.001），研究选择表达水平最高的 MCF-7 细胞

用于后续研究。

2.2 沉默 LncRNA01004 抑制乳腺癌细胞增殖和侵

袭、诱导细胞凋亡 见表 1。qRT-PCR 检测显示，与

Control 组和 NC shRNA 组细胞相比，sh-LncRNA01004
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组细胞中 LncRNA01004 表达显著降低（t=18.486，
19.092，P<0.001），表明沉默 LncRNA01004 的细胞

系构建成功。CCK-8 法、Transwell 及流式细胞术检

测显示，沉默 LncRNA01004 显著抑制了 MCF-7 细胞

活力和细胞侵袭，促进细胞凋亡（t=18.486，19.020，
10.856）；沉默 LncRNA01004 显著升高 Caspase-3 活

性和 Bax 蛋白水平，降低 Bcl-2 蛋白水平（t=3.075，
9.385，19.332），差异具有统计学意义（P<0.05）。

表 1 沉默 LncRNA01004 对乳腺癌细胞增殖、侵袭和凋亡的影响（x±s）

项目 Control 组 NC shRNA 组 sh- LncRNA01004 组 F 值 P 值

LncRNA01004 表达 1.00±0.02 1.02±0.03 0.39±0.06 235.531 <0.001

细胞活力（A 值） 100.02±0.65 99.87±0.58 42.15±2.11 923.016 <0.001

细胞侵袭率（%） 41.36±1.57 41.12±1.37 18.65±1.44 238.653 <0.001

细胞凋亡率（%） 5.24±1.12 5.31±1.16 16.58±1.52 78.083 <0.001

Caspase-3 活性 1.51±0.43 1.56±0.52 2.93±0.71 6.091 <0.05

Bax 蛋白 1.01±0.02 1.03±0.02 2.74±0.39 58.052 <0.001

Bcl-2 蛋白 1.02±0.03 1.00±0.01 0.32±0.07 242.237 <0.001

2.3 沉默 LncRNA01004 抑制乳腺癌细胞的上皮 - 间

质转化 见表 2。Western blot 检测显示，与 Control
组相比，沉默 LncRNA01004 显著升高 MCF-7 细

胞 中 E-cadherin 蛋 白 水 平， 降 低 N-cadherin，
Vimentin，Snail 蛋白水平，差异具有统计学意义

（t=11.668，10.711，9.989，17.164，P<0.05）。

表 2 沉默 LncRNA01004 对乳腺癌细胞上皮 - 间质转化相关蛋白表达的影响（x±s）

项目 Control 组 NC shRNA 组 sh-LncRNA01004 组 F 值 P 值

E-cadherin 蛋白 1.01±0.02 1.03±0.04 3.06±0.37 89.890 <0.001

N-cadherin 蛋白 1.00±0.01 1.02±0.01 0.44±0.11 79.317 <0.001

Vimentin 蛋白 1.02±0.03 1.01±0.01 0.39±0.13 65.480 <0.001

Snail 蛋白 1.01±0.03 1.02±0.02 0.30±0.08 199.208 <0.001

2.4 LncRNA01004 与 CPSF1 蛋 白 结 合 并 促 进 其

稳定性 研究通过 Starbase 在线数据库预测发现，

LncRNA01004序列上存在CPSF1蛋白基序的结合位点，

见图 1A。RIP 分析进行验证，发现 anti-CPSF1 抗体

下拉的复合物中 LncRNA01004 显著富集，见图 1B。
此外发现，乳腺癌组织中 CPSF1 蛋白（1.01±0.03）
表达明显高于癌旁组织（2.95±0.23），差异具有统

计 学 意 义（t=-52.898，P<0.001）， 见 图 1C。 采 用

LncRNA01004 过表达载体转染 MCF-7 细胞，发现与转

染 Vector 组细胞相比，过表达 LncRNA01004 显著升高

CPSF1蛋白（2.47±0.31 vs 1.02±0.03）水平（t=-8.064，
P<0.05），但对 CPSF1 mRNA（1.01±0.02 vs 1.03±0.04）
水平没有影响（t= -0.775，P>0.05），见图 1D ～ F，
推测 LncRNA01004 可能影响 CPSF1 蛋白的稳定性。使

用蛋白质合成抑制剂环己酰亚胺（CHX）处理用 NC 
shRNA 和 sh-LncRNA01004 转染的 MCF-7 细胞，结果

显示 NC shRNA 转基因细胞中 CPSF1 蛋白在 30h 内稳

定表达，而在 sh-LncRNA01004 转染细胞中显著下调，

见图 1G。由此说明，LncRNA01004 通过与 CPSF1 蛋

白结合促进其稳定性，上调 CPSF1 蛋白水平。

A.Starbase 在线数据库预测 LncRNA01004 结合蛋白；B.RIP 分析验证 CPSF1 和 LncRNA01004 关系；C.Western blot 检测乳腺癌组织及相邻正常

组织中 CPSF1 蛋白表达；D ～ F. 分别检测 LncRNA01004 过表达对 LncRNA01004 mRNA，CPSF1 mRNA 和 CPSF1 蛋白表达的影响；G.CHX 处理转染

NC shRNA 和 sh-LncRNA01004 的 MCF-7 细胞，验证 CPSF1 和 LncRNA01004 调控关系。**P<001.

图 1 LncRNA01004 与 CPSF1 蛋白结合并促进其稳定性

2.5 LncRNA01004 通过上调 CPSF1 蛋白表达促进 乳腺癌细胞的上皮 - 间质转化 见表 3。Western blot
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检测显示，与 Vector+NC shRNA 组相比，过表达

LncRNA01004 显著降低 MCF-7 细胞中的 E-cadherin
蛋白水平，升高 N-cadherin，Vimentin 和 Snail 蛋白水

平（t=3.631，11.475，11.770，10.985， 均 P<0.05）；

而沉默 CPSF1 显著升高 E-cadherin 蛋白水平，降低

N-cadherin，Vimentin 和 Snail 蛋 白 水 平（t=9.323，
3.694，3.685，3.533，均 P<0.05），沉默 CPSF1 抵消

了 LncRNA01004 过表达对上皮 - 间质转化相关蛋白

表达的影响（t=4.890，9.068，10.849，10.211，均 P
＜ 0.05）。 

表 3 LncRNA01004 上调 CPSF1 对乳腺癌细胞上皮 - 间质转化相关蛋白表达的影响（x±s）

项目 Vector+NC shRNA 组 LncRNA01004 组 sh-CPSF1 组 LncRNA01004+ sh-CPSF1 组 F 值 P 值

E-cadherin 蛋白 1.01±0.03 0.27±0.05 2.91±0.33 1.25±0.37 59.795 <0.001

N-cadherin 蛋白 1.00±0.01 3.05±0.29 0.34±0.07 1.43±0.32 83.444 <0.001

Vimentin 蛋白 1.02±0.03 3.32±0.36 0.30±0.05 1.20±0.31 88.457 <0.001

Snail 蛋白 1.01±0.02 3.28±0.41 0.28±0.06 1.17±0.29 77.891 <0.001

2.6 LncRNA01004 通过上调 CPSF1 蛋白表达促

进乳腺癌细胞增殖和侵袭，抑制细胞凋亡 见表

4。结果显示，与 Vector+NC shRNA 组相比，过表

达 LncRNA01004 显著升高 MCF-7 细胞活力，促

进细胞侵袭，抑制细胞凋亡（t=36.434，11.301，
3.006， 均 P<0.05）， 沉 默 CPSF1 显 著 逆 转 了

LncRNA01004 过表达对 MCF-7 细胞生物学行为的

影响（t=26.913，13.468，6.894，均 P<0.05）。此

外发现，过表达 LncRNA01004 显著降低 Caspase-3
活性和Bax蛋白表达，升高Bcl-2蛋白水平（t=2.550，
2.622，9.247，均 P<0.05），沉默 CPSF1 显著逆转

了 LncRNA01004 过表达对细胞凋亡相关蛋白表达

的影响（t=2.923，3.496，7.722，均 P<0.05），

表 4 LncRNA01004 上调 CPSF1 对乳腺癌细胞增殖、侵袭和凋亡的影响（x±s）

项目 Vector+NC shRNA 组 LncRNA01004 组 sh-CPSF1 组 LncRNA01004+ sh-CPSF1 组 F 值 P 值

细胞活力（A 值） 100.03±0.58 194.32±4.57* 51.26±1.32* 124.67±4.15# 951.631 <0.001

细胞侵袭率（%） 36.79±1.25 49.57±1.68* 19.66±1.14* 34.34±1.41# 235.231 <0.001

细胞凋亡率（%） 5.24±1.03 2.21±0.87* 17.69±1.55* 9.16±1.37# 88.605 <0.001

Caspase-3 活性 1.49±0.38 0.67±0.09* 3.30±0.54* 1.61±0.42# 23.561 <0.001

Bax 蛋白 1.04±0.05 0.35±0.07* 3.06±0.49* 1.27±0.41# 38.508 <0.001

Bcl-2 蛋白 1.01±0.04 2.95±0.34* 0.44±0.05* 1.33±0.38# 52.660 <0.001
注：与 Vector+NC shRNA 组相比，*t=36.434，18.845；11.301，15.148；3.006，12.350；2.550，5.628；2.662，7.675；9.247，2.717，均

P<0.05；与 LncRNA01004 组和（或）sh-CPSF1 组相比，#t=26.913，13.468，6.894，2.923，3.496，7.222，均 P<0.05。

3 讨论 
近年精准手术、辅助化疗甚至免疫治疗已经大

大提高了乳腺癌总体生存率，但患者的预后仍不理

想。当前抗癌治疗主要基于临床、病理和分子特征，

迫切需要一种预测诊断、预后和化疗敏感性的新方

法 [3,16]。因此，筛选更有效的生物标志物至关重要。

随着高通量测序技术的发展，越来越全面的转

录组被识别和鉴定，其中 LncRNA 的作用受到关注

和研究 [17-18]。研究表明，LncRNAs 可以通过调节

多种生物过程，如蛋白的转录过程、染色质修饰、

转录激活、转录调控等，调控基因异常表达，参与

肿瘤的发生发展，是新的生物标志物和肿瘤治疗的

有效靶点 [19-20]。LncRNA01004 是近年研究的热点

LncRNA，大量研究已证实其与人类多种恶性肿瘤

的发生发展及患者预后不良相关，为肿瘤研究提供

了新的靶点。而本研究发现沉默 LncRNA01004 表

达可以抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭，诱导细胞凋

亡，与研究报道的 LncRNA01004 作用相一致，扮

演癌基因发挥作用。

CPSF1 是 APA 的主要调节因子之一，研究表

明 APA 调节因子介导的 APA 机制与癌症密切相关，

如 KANG 等 [14] 研究显示，胃癌中 CPSF1 显著上调

与患者预后不良密切相关。MAYRO 等 [21] 发现肺

癌中 CPSF1 不仅作为 E3 连接酶发挥作用，还可作

为 APA 调节因子，调节缺氧诱导因子 1-α 和原癌

基因MYC蛋白稳定性，参与肿瘤发生。SAKAI等 [22] 

发现 CPSF1 异常表达通过调节选择性剪接促进头

颈鳞状细胞癌的肿瘤进展，是重要的靶基因。与上

述研究一致，本研究亦证实沉默 CPSF1 可以抑制

癌细胞增殖和侵袭，诱导细胞凋亡，发挥癌基因作

用。为明确 LINC01004 与 CPSF1 是否存在可能调

控机制，研究通过 Starbase 在线数据库预测且证实

两者存在靶向结合位点，且发现沉默 CPSF1 可以

逆转 LncRNA01004 过表达对乳腺癌细胞生物学行
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为的影响，表明 LncRNA01004 通过上调 CPSF1 表

达发挥作用。

上皮 - 间质转化（EMT）是细胞减少或失去细

胞间黏附、经历去极化并转化为具有间充质特征

的细胞的过程 [23]。EMT 也是参与胚胎发育的关键

生物学现象，其特征在于调节肿瘤侵袭和转移。

当肿瘤细胞经历 EMT 时，细胞间的黏附、侵袭和

迁移能力发生显著改变，为肿瘤远处转移奠定了

基础条件 [24-25]。EMT 还可以使癌细胞获得自我更

新能力以及对化疗的耐受性特征 [26]。一般认为，

EMT 驱动包括乳腺癌在内的各类肿瘤的侵袭和迁

移，EMT 过程中上皮细胞相关分子标记物（如

E-cadherin）表达通常会减少，而间充质标记物（如

N-cadherin，Vimentin）表达会增加 [27]。在本研究

中发现，LncRNA01004 或 CPSF1 表达均会显著影

响 EMT 相关蛋白水平，LncRNA01004 可能通过上

调 CPSF1 表达促进乳腺癌细胞 EMT，促进肿瘤进

展。然而本研究仅在体外细胞模型中进行了结论验

证，LncRNA01004 作用研究及更详细的调节机制

还有待进一步通过体内试验进行验证。

综 上 所 述，LncRNA01004 可 能 通 过 上 调

CPSF1 蛋白表达，促进 EMT 过程，进而促进肿瘤

细胞增殖、侵袭，抑制细胞凋亡，参与乳腺癌的发

生发展。
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