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肝癌细胞HepG2中lncRNA BDNF AS对BDNF基因

表达调控作用的研究
郭大伟  周品一  江宏伟  初  晨  周  勇*

(中国医科大学附属第四医院普外科, 沈阳 110032)

摘要      该文旨在探讨肝癌细胞HepG2中lncRNA BDNF AS(antisense brain derived neurotrophic 
factor)对BDNF基因表达的调控作用。将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完全互补序列缺失突

变质粒瞬时转染肝癌细胞HepG2后采用qPCR方法检测肝癌细胞中lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA
水平; 采用Western blot方法检测BDNF蛋白质水平; 采用ELISA方法检测细胞培养上清中BDNF蛋白质

水平; 采用免疫荧光染色检测BDNF蛋白质水平; 采用FISH方法检测lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA
的水平和亚细胞定位。研究结果显示, 转染BDNF AS质粒的细胞中, lncRNA BDNF AS水平高于对照

组(P<0.001), BDNF mRNA和蛋白质水平均低于对照组(P<0.001)。转染突变体质粒的细胞中, lncRNA 
BDNF AS水平高于对照组(P<0.05), 低于BDNF AS组(P<0.001), BDNF mRNA和蛋白质水平低于对照

组(P<0.05, P<0.001), 高于BDNF AS组(P<0.05, P<0.001)。免疫荧光染色发现, 转染BDNF AS质粒和转

染突变质粒细胞的平均D值均低于同一视野中未转染的其他细胞(P<0.05, P<0.01)。FISH染色显示, 
转染BDNF AS质粒的细胞中, BDNF mRNA在细胞中分布的核/质比低于对照组(P<0.001); 转染突变质

粒的细胞中, BDNF mRNA在细胞中分布的核/质比低于对照组(P<0.05), 高于lncRNA BDNF AS过表达

的细胞(P<0.05)。该研究结果表明, 肝癌细胞HepG2中lncRNA BDNF AS过表达下调BDNF mRNA和

蛋白质水平, 二者基因完全互补序列参与lncRNA BDNF AS对BDNF基因表达的调控作用。
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The Regulatory Effects of lncRNA BDNF AS on the Expression of 
BDNF in Hepatocellular Carcinoma Cells

Guo Dawei, Zhou Pinyi, Jiang Hongwei, Chu Chen, Zhou Yong*
(Department of General Surgery, Fourth Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 110032, China)

Abstract       The aim of this study is to investigate the regulatory effects of lncRNA BDNF AS (antisense 
brain derived neurotrophic factor) on the expression of BDNF in human hepatocellular carcinoma cells of HepG2. 
The BDNF AS plasmid or mutant plasmid with a loss of the overlap region between BDNF AS and BDNF gene 
was transiently transfected into HepG2 cells, and the levels of lncRNA BDNF AS and BDNF mRNA were detected 
by qPCR. The BDNF protein level was examined by Western blot, and cell supernatant was used to detect BDNF 
secretion by ELISA. The immunofluorescent staining was used to determine the expression of BDNF. FISH was 
used to observe subcelluar localization of lncRNA BDNF AS and BDNF mRNA. Our results showed that the 
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expression of lncRNA BDNF AS in BDNF AS group was higher than control group (P<0.001), and the levels of 
BDNF mRNA and protein were lower than control group (P<0.001). lncRNA BDNF AS level in mutant group was 
higher than control group (P<0.05), but lower than BDNF AS group (P<0.001). The levels of BDNF mRNA and 
protein were lower than control group (P<0.05, P<0.001), and higher than BDNF AS group (P<0.05, P<0.001). 
The mean D value of BDNF level by immunofluorescent staining in BDNF AS and mutant transfected cells 
were both lower than the rest other cells in the same field (P<0.05, P<0.01). The distribution of BDNF mRNA 
represented by the value of nucleus/cytoplasm in BDNF AS group was lower than control group (P<0.001). That 
in mutant group was lower than control group (P<0.05), but  higher than BDNF AS group (P<0.05). Our data 
suggested that overexpression of lncRNA BDNF AS inhibited the levels of BDNF mRNA and protein, and the 
completely complementary sequence was of critical importance for the regulatory effects of lncRNA BDNF AS on 
BDNF expression in HepG2 cells.
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原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤, 深入探

索肝癌发生、发展的分子机制对于寻找有效阻

断原发性肝癌发展和提高患者生存质量的治疗

方法具有重要意义。脑源性神经营养因子(brain 
derived neurotrophic factor, BDNF)维持神经元细

胞的生长和存活[1], 其信号通路的活化可以减轻中

枢神经系统退行性病变时神经元细胞的退化和病

理学改变[2]。近年来, 越来越多的研究认为, BDNF
促进多种人类肿瘤的发生、发展, 如直肠癌[3]、膀

胱癌[4]和非小细胞肺癌[5]等, 并与肿瘤的侵袭转移

和不良预后密切相关。lncRNA BDNF AS(antisense 
BDNF)是BDNF基因的反义长链非编码RNA(long 
non-coding RNA, lncRNA), 在其基因的第5外显子

位置与BDNF基因重叠并有一段225 bp序列完全互

补[6]。lncRNA是长度大于200个核苷酸的RNA分子, 
属于非蛋白质编码基因转录本, 不会翻译成蛋白质, 
但具有强大的基因表达调控作用[7]。反义lncRNA转

录本与蛋白质编码基因重叠, 但转录方向相反, 通过

多种分子机制影响编码基因的表达[8]。

我们以前的研究结果显示, BDNF过表达于肝

癌细胞, 其表达水平与肝癌细胞的存活和侵袭能力

相关[9], 同时, lncRNA BDNF AS过表达后具有抑制肝

癌细胞增殖和迁移的作用。因此, 本研究的目的是, 
探讨lncRNA BDNF AS对肝癌细胞的负调控作用是

否可能通过影响BDNF表达水平实现。

1   材料与方法
1.1   材料  

人肝癌细胞系HepG2由中国医科大学科学实

验中心保存。DMEM培养基和胎牛血清购自BioInd
公司。细胞转染试剂Lipofectamine 3000和Trizol
购自 Invitrogen公司。BDNF AS质粒、BDNF AS与
BDNF基因完全互补序列缺失突变质粒以及空载体

质粒购自上海和元生物公司。无内毒素质粒中提

试剂盒购自天根生化科技公司。GoScriptTM Reverse 
Transcription System反转录试剂盒和GoTaq® qPCR 
Master Mix试剂盒购自Promega公司。BDNF AS和
BDNF引物购自Origene公司。BDNF兔抗人一抗和

GAPDH引物购自生工生物工程(上海)股份有限公

司。β-actin小鼠抗人一抗和羊抗兔IgG、羊抗小鼠

IgG购自北京中杉金桥生物技术公司。BCA蛋白质

含量检测试剂盒购自南京凯基生物技术有限公司。

Alexa Fluor® 594驴抗兔荧光二抗购自Thermo Fisher 
Scientific公司。Quantikine® ELISA Human BDNF 
Immunoassay试剂盒购自R&D Systems公司。FISH
试剂盒以及Cy5标记的lncRNA BDNF AS探针和Cy3
标记的BDNF mRNA探针由Creative Bioarray公司设

计并合成, 其中, BDNF AS探针既能检测内源也能检

测外源转入的lncRNA BDNF AS。
1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养和转染      肝癌细胞HepG2使用含

有10%胎牛血清的DMEM培养基, 37 °C、5% CO2

条件培养。采用细胞转染试剂Lipofectamin 3000转
染, 将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完全互

补序列[6]缺失突变质粒以及空载体质粒分别瞬时转

染HepG2细胞, 转染过程按试剂说明书进行, 简述如

下。转染前24 h给细胞传代, 保证转染时细胞达到

90%融合。用Opti-MEM稀释Lipofectamine 3000, 同
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时, 用Opti-MEM稀释质粒DNA后加入P3000混匀。

将稀释好的DNA和Lipofectamin 3000混合, 室温孵

育5 min后加入细胞, 继续培养48 h用于下述实验。

细胞实验至少重复3次。

1.2.2   qPCR方法检测lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA
水平      Trizol提取细胞总RNA, 紫外分光光度计测

定RNA浓度和纯度, 取5 μg总RNA反转录成cDNA。

qPCR应用Roche LightCycler 480 Real-time PCR扩增

仪完成, 按照试剂盒提供的操作说明书进行。BDNF 
AS引物序列分别为F: 5′-TAC CAC AAG GTA CCA 
ACC ATA TAT G-3′, R: 5′-CAT GTG GTT CTG TTT 
CAA TGC CC-3′, PCR产 物 长 度135 bp。BDNF引
物序列分别为F: 5′-CAT CCG AGG ACA AGG TGG 
CTT G-3′, R: 5′-GCC GAA CTT TCT GGT CCT CAT 
C-3′, PCR产物长度161 bp。反应条件为: 95 oC预变

性2 min; 95 oC扩增15 s, 60 oC退火1 min, 共40个循环。

以GAPDH作为内参, 采用2–ΔΔCt方法进行数据分析。

1.2.3   Western blot方法检测BDNF蛋白质水平      细
胞加入RIPA细胞裂解液和蛋白酶抑制剂, 置于冰

上裂解。4 oC条件下离心, 取上清, 按BCA试剂盒

说明测定蛋白质浓度。取80 μg总蛋白, 采用12% 
SDS-PAGE分离, 并转移至PVDF膜。5%脱脂奶粉

室温封闭2 h后, 分别用兔抗人BDNF和小鼠抗人

β-actin(1200׃)一抗4 oC孵育过夜, 然后用山羊抗兔

IgG或山羊抗小鼠IgG(1000 2׃)室温孵育2 h, ECL发
光成像。采用Image Pro-plus 6.0软件测定每个蛋

白条带的积分光密度值, 计算同一个样品BDNF和
β-actin积分光密度之间的比值, 作为BDNF的相对表

达量。

1.2.4   ELISA方法检测培养上清中BDNF蛋白质水

平      离心收集细胞上清液用于检测BDNF蛋白质

水平。ELISA实验操作按照试剂盒说明进行, 简
述如下。50 μL待测样品或标准品用100 μL检测稀

释液稀释后, 加到孔板中室温孵育2 h, 加入100 μL 
BDNF偶联抗体室温孵育1 h, 加入200 μL底物溶液显

色。多功能酶标仪校正波长设定570 nm, 于450 nm
波长处读取吸光度值。

1.2.5   免疫荧光染色观察BDNF蛋白质水平      PBS
漂洗细胞, 用4%多聚甲醛室温固定, 5% BSA封闭后, 
向细胞中滴加兔抗人BDNF一抗(1200׃稀释)及驴抗

兔荧光二抗(Alexa Fluor 594), DAPI复染细胞核, 荧
光显微镜观察并采集图像, 采用Image Pro-plus 6.0软

件测定细胞的平均光密度值。

1.2.6   FISH方法检测 lncRNA BDNF AS和BDNF 
mRNA水平和定位      FISH实验操作按照试剂盒

说明进行, 简述如下。分别用0.2 mol/L HCl和0.3% 
Triton X-100室温孵育细胞, 4%多聚甲醛室温固定

细胞后, 向细胞中滴加RNA杂交缓冲液, 55 oC预杂

交2 h。将RNA探针(探针用杂交缓冲液1200׃稀释)
于85 oC变性5 min, 37 oC保持2 min。向细胞中滴加

探针, 橡胶胶水封片, 在37 oC湿盒中避光杂交过夜。

DAPI复染细胞核, 激光扫描共聚焦显微镜(FV1000, 
Olympus)采集图像, 采用Image Pro-plus 6.0软件测定

细胞的平均光密度值。

1.3   统计学分析  
实验采用SPSS 13.0软件处理数据。One-Way 

ANOVA分析用于比较不同处理组细胞之间的差异, 
组内两两比较采用LSD-t检验。结果用均值±标准差

表示, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   lncRNA BDNF AS过表达对BDNF mRNA水

平的影响

将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完

全互补序列缺失突变质粒以及空载体质粒分别瞬

时转染HepG2细胞 , 然后分别检测其 lncRNA BDNF 
AS和BDNF mRNA水平。结果显示, 转染空载体

质粒、BDNF AS质粒、突变质粒的HepG2细胞中

lncRNA BDNF AS相对水平分别为未转染细胞的

2.1±0.3、359.8±44.9、27.3±4.6倍 (P<0.05)。转染空

载体质粒、BDNF AS质粒、突变质粒的HepG2细
胞中BDNF mRNA相对水平分别为未转染细胞的

0.9±0.1、0.5±0.1、0.8±0.1倍(P<0.05)。在不同组细胞中, 
lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA水平如图1所示。

2.2   lncRNA BDNF AS过表达对细胞中BDNF蛋
白质水平的影响

将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完全

互补序列缺失突变质粒以及空载体质粒分别瞬时

转染HepG2细胞, 然后分别检测其BDNF蛋白质水

平。结果显示, 未转染的对照组、转染空载体质粒、

BDNF AS质粒、突变质粒的HepG2细胞中BDNF蛋
白质相对水平分别为 0.559±0.054、0.512±0.018、
0.159±0.037、0.359±0.022。转染BDNF AS质粒的

细胞中BDNF蛋白质水平显著下降(图2A), 与转染
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突变质粒的细胞中BDNF蛋白质水平比较有统计

学差异(P<0.001, 图2B)。
2.3   lncRNA BDNF AS过表达对BDNF分泌水平

的影响

将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完全

互补序列缺失突变质粒以及空载体质粒分别瞬时

转染HepG2细胞, 然后分别检测其分泌的BDNF蛋白

质水平。结果显示, 未转染的对照组细胞培养上清

中BDNF蛋白质含量为(91.80±3.03)×10–12 g/mL, 提示

BDNF可能对细胞本身具有一定的生物学功能。转

染空载体、BDNF AS质粒、突变质粒的HepG2细胞

培养上清中BDNF含量分别为(94.38±4.81)×10–12 g/mL、
(36.71±3.38)×10–12 g/mL、(60.04±4.78)×10–12 g/mL。与

对照组和空载体组细胞相比, 转染BDNF AS质粒的细

胞培养上清中BDNF蛋白质水平显著下降(P<0.001), 
而转染突变质粒的细胞培养上清中BDNF蛋白质水

平高于BDNF AS质粒转染的细胞(P<0.001), 低于对

照组和空载体组细胞(P<0.001)(图3)。
2.4   lncRNA BDNF AS过表达对转染细胞中

BDNF蛋白质水平的影响

将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完

全互补序列缺失突变质粒以及空载体质粒分别
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图1   不同转染组细胞中lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA水平

Fig.1   The levels of lncRNA BDNF AS and BDNF mRNA in different groups
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protein in BDNF AS group was decreased, and that in mutant group was lower than control group or vector group, higher than BDNF AS group. 
***P<0.001.

图2   不同转染组细胞中BDNF蛋白质水平

Fig.2   The levels of BDNF protein in different group
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对照组、空载体组、BDNF AS组、突变体组细胞中BDNF蛋白质的分泌水平。统计学分析表明, 在BDNF AS组细胞中BDNF蛋白质分泌水平降低, 
突变体组BDNF蛋白质分泌水平高于对照组和空载体组, 低于BDNF AS组。***P<0.001。
The secretion levels of BDNF protein in control group, vector group, BDNF AS group and mutant group cells. Statistical results showed that the 
secretion level of BDNF protein in BDNF AS group was decreased, and that in mutant group was lower than control group or vector group, higher than 
BDNF AS group. ***P<0.001.

图3   不同转染组细胞中BDNF蛋白质的分泌水平

Fig.3   The secretion levels of BDNF protein in differently transfected cells 
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瞬时转染HepG2细胞后, 采用免疫荧光染色方法

检测BDNF蛋白质水平及定位。GFP为绿色荧光, 
BDNF为红色荧光, DAPI复染细胞核为蓝色荧光, 
融合为3个荧光通道的叠加(图4)。BDNF表达于

细胞质, 测得未转染的对照组细胞的平均光密度

(D)值为29.70±5.85, 转染空载体细胞的平均D值为

28.00±3.49(表1)。转染BDNF AS质粒细胞的平均

D值为22.66±5.71, 低于同一视野中未表达GFP的
其他细胞(28.90±11.39, P<0.05)。转染突变质粒细

胞的平均D值为19.15±4.15, 低于同一视野中未表

达GFP的其他细胞(27.06±8.97, P<0.01)。不同转

染组细胞中BDNF蛋白质水平和定位如图4所示。

2.5   FISH染色结果

将BDNF AS质粒、BDNF AS与BDNF基因完

全互补序列缺失突变质粒以及空载体质粒分别瞬

时转染HepG2细胞后, 采用FISH方法检测lncRNA 
BDNF AS和 BDNF mRNA水平及定位。lncRNA 
BDNF AS为绿色荧光, BDNF mRNA为红色荧光, 
DAPI复染细胞核为蓝色荧光, 融合为3个荧光通道

的叠加(图5A)。结果显示, 未转染的对照组细胞和

转染空载体的细胞中, lncRNA BDNF AS主要表达

于细胞质和部分细胞核, BDNF mRNA在细胞核和

细胞质中均有表达, 且核/质比值分别为0.92±0.22
和0.93±0.23(图5B)。转染BDNF AS质粒的细胞中, 
lncRNA BDNF AS分布无变化, 主要定位于细胞质

和部分细胞核, 但BDNF mRNA核内分布减少, 检

测到核/质为0.54±0.14, 显著低于对照组(P<0.001)
和空载体组细胞(P<0.001)(图5B)。转染突变质粒

的细胞中, 观察到lncRNA BDNF AS同样分布于细

胞质和部分细胞核, 检测到BDNF mRNA在细胞中

的分布为核/质为0.72±0.23, 低于对照组(P<0.05)
和空载体组(P<0.05), 但高于lncRNA BDNF AS过
表达的细胞(P<0.05)(图5B)。不同转染组细胞中

lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA水平和定位如图

5A所示。

3   讨论
有研究表明, 抑制lncRNA BDNF AS的表达可以

显著上调BDNF mRNA水平, 增加BDNF蛋白质水平

并诱导神经元细胞的生长和分化[10]。视网膜母细胞

瘤的研究发现, 上调lncRNA BDNF AS的表达, 可能

通过抑制BDNF及细胞分裂周期蛋白42(cell division 
cycle 42, cdc42)、cyclin E导致细胞周期阻滞, 进而

抑制视网膜母细胞瘤进展[11]。BDNF信号通路的活

化为肿瘤细胞得以存活和扩散提供有利条件, 因此, 
BDNF可能成为潜在的肿瘤治疗靶点[12]。对肝癌的

研究表明, BDNF通过诱导血管新生促进肝癌组织

生长[13], BDNF刺激也能增强肝癌细胞的迁移和侵袭

能力[14]。我们以前的研究证实, 干扰BDNF的表达可

以抑制肝癌细胞侵袭[15]。近期的研究还发现, 上调

lncRNA BDNF AS的表达干扰肝癌细胞的增殖和迁

移[15]。因此, 本研究重点在于lncRNA BDNF AS是否
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表1   免疫荧光染色测定各组细胞中BDNF蛋白质水平

Table 1   BDNF protein level among different groups by immunofluorescence
分组

Group
GFP表达

GFP expression
BDNF平均光密度值

Mean optical density of BDNF
t

P值
P value

Control (n=3)
Vector (n=3)

BDNF AS (n=3)

Mutant (n=3)

Null
GFP (–)
GFP (+)
GFP (–)
GFP (+)
GFP (–)
GFP (+)

29.70±5.85
30.28±8.36
28.00±3.49
28.90±11.39
22.66±5.71
27.06±8.97
19.15±4.15

0.681

–2.378

–2.871

0.505

0.023*

0.007**

GFP

Null

BDNF DAPI Merge

Control

Vector

BDNF AS

Mutant

BDNF主要表达于细胞质, BDNF AS组中GFP阳性细胞BDNF蛋白质水平的D值低于同一视野中的其他细胞, 突变组中GFP阳性细胞BDNF蛋白

质水平的D值低于同一视野中的其他细胞。标尺=10 μm。

BDNF was mainly expressed in cytoplasm. The D value of BDNF level in GFP positive cells of BDNF AS group was lower than the rest other group in the 
same field. The D value of BDNF level in GFP positive cells of mutant group was lower than the rest other cells in the same field. Scale bars=10 μm.

图4   不同转染组细胞中BDNF蛋白质水平和定位

Fig.4   The level and localization of BDNF protein in differently transfected cells

可能通过调节肝癌细胞中BDNF的表达水平实现对

肝癌细胞的抑制作用。

本研究分析了肝癌细胞HepG2转染BDNF AS质
粒后BDNF mRNA和蛋白质水平的变化。定量实验

结果证实, 转染过表达质粒后, lncRNA BDNF AS的
表达水平显著上调, 同时BDNF mRNA和蛋白质水

平均降低, BDNF蛋白质的分泌水平也降低, 这表明

lncRNA BDNF AS能够抑制BDNF mRNA和蛋白质水

平。免疫荧光染色也证实, lncRNA BDNF AS过表达

的细胞(GFP阳性)中BDNF蛋白质水平较低。FISH
染色发现, lncRNA BDNF AS主要定位于细胞质, 在
细胞核的部分区域也有少量表达。lncRNA在细胞

中的不同定位有助于推测其分子调控机制, 表达于

细胞质可能影响mRNA的稳定性或作为lncRNA竞

*P<0.05, **P<0.01, 与空载体组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs vector group.
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A: lncRNA BDNF AS主要表达于细胞质和部分细胞核, BDNF mRNA在对照组和空载体组的细胞核和细胞质中均有表达; 标尺=20 μm。B: 
BDNF AS组细胞的核/质显著低于对照组和空载体组, mutant组细胞的核/质高于BDNF AS组, 仍低于对照组和空载体组。*P<0.05, ***P<0.001。
A: lncRNA BDNF AS was mainly expressed in cytoplasm and part of nucleus. BDNF mRNA was expressed in both nucleus and cytoplasm of control 
or vector transfected cells with an even distribution (scale bars=20 μm). B: statistical results showed that the value of nucleus/cytoplasm in BDNF AS 
group was lower than control or vector group. The value of nucleus/cytoplasm in mutant group was more than BDNF AS group but less than control or 
vector group. *P<0.05, ***P<0.001.

图5   不同转染组细胞中lncRNA BDNF AS和BDNF mRNA水平和定位

Fig.5   The level and localization of lncRNA BDNF AS and BDNF mRNA in differently transfected cells
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争性结合microRNA等[16], 表达于细胞核可能影响

激活型或抑制型染色质修饰等[17]。因此我们推测, 
lncRNA BDNF AS对BDNF表达的调控作用可能主

要表现为两方面, 在细胞核内通过调控组蛋白修饰、

染色质可塑性等机制抑制BDNF基因转录, 在细胞质

内通过调控出核、剪接及稳定性等机制减少BDNF 

mRNA水平。BDNF mRNA在对照组和空载体组的

细胞核和细胞质的分布比较均匀, 核/质比接近1, 而
在转染BDNF AS质粒的细胞核中的分布显著少于细

胞质。这表明, lncRNA BDNF AS可以减少细胞核中

BDNF mRNA水平, 分析原因可能是由于抑制BDNF 
mRNA的转录, 或是增加细胞核中BDNF mRNA的
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降解, 或是促进BDNF mRNA的核质穿梭, 其具体的

分子机制还有待于我们进一步深入研究。我们的结

果表明, lncRNA BDNF AS对肝癌细胞的负调控作用

很可能是通过影响BDNF信号通路实现的, 但也可

能有其他的分子机制和靶蛋白信号通路参与, 毕竟

lncRNA的调控机制非常多。我们准备在以后的研

究中, 通过BDNF恢复实验、外源BDNF刺激、干扰

BDNF受体、信号通路抑制剂等手段, 进一步验证完

善我们的结论。

本研究中, 我们还对肝癌细胞HepG2转染BDNF 
AS与BDNF基因重叠区内完全互补序列缺失突变质

粒(长度为225 bp)探讨了BDNF mRNA和蛋白质水

平的变化。定量实验结果表明, 转染突变质粒后, 
lncRNA BDNF AS的表达水平高于对照组和空载体

组细胞, 但低于BDNF AS质粒转染组。我们分析原

因可能是, 缺失的序列对于维持lncRNA BDNF AS
的稳定性非常重要, lncRNA BDNF AS的不稳定造

成表达量降低, 同时影响其分子调控作用, 即BDNF 
mRNA和蛋白质水平低于对照组和空载体组细胞, 
但高于BDNF AS质粒转染组细胞。研究表明, 某些

反义lncRNA对其蛋白编码序列的调控机制是通过

lncRNA-mRNA相互作用实现的[18], 因此, 我们推测, 
完全互补序列的缺失导致lncRNA BDNF AS与BDNF 
mRNA不能结合 , 影响 lncRNA BDNF AS对BDNF 
mRNA水平的调控。免疫荧光染色结果显示, 转染

突变质粒的细胞(GFP阳性)中BDNF蛋白质水平也有

所下降。FISH染色发现, BDNF AS突变体与lncRNA 
BDNF AS具有相同的细胞定位。转染突变体质粒的

细胞中, BDNF mRNA分布的核/质比低于对照组和

空载体组细胞, 但高于过表达质粒转染组。这些结

果提示, 完全互补序列的缺失对于lncRNA BDNF AS
调控BDNF mRNA水平具有重要意义。

总之, 本研究结果表明, 肝癌细胞HepG2中
lncRNA BDNF AS过表达可以降低BDNF mRNA和

蛋白质水平, BDNF AS与BDNF基因的完全互补序

列对于lncRNA BDNF AS的调控作用具有重要意

义。BDNF基因天然的反义lncRNA转录本即lncRNA 
BDNF AS可能为阻断肝癌进展提供新的治疗策略。

lncRNA BDNF AS通过降低细胞核中BDNF mRNA水

平实现对BDNF蛋白质水平的下调作用, 但还需要双

链RNA形成、RNA降解抑制、核内滞留等实验进一

步验证我们的推论, 其具体的分子机制将成为今后

研究的主要方向。
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