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长链非编码 RNA MLK7-AS1 在结肠癌中的表达及其

对结肠癌细胞增殖的影响

蓝俊松，李楠，黄志良，沈西凌，刘海鹰

（广州医科大学附属肿瘤医院  胃肠外科，广东 广州 510095）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 背景与目的：长链非编码 RNA（lncRNA）MLK7-AS1 是一种新发现的与多种肿瘤发生发展密切相关的

lncRNA，但其在结肠癌中的表达及其作用尚未见报道。因此，本研究旨在探讨 lncRNA MLK7-AS1 在

结肠癌中的表达以及其对结肠癌细胞生物学行为的影响。

方法：用 qRT-PCR 检测 lncRNA MLK7-AS1 在 21 对结肠癌组织与相对应的癌旁组织手术标本以及在

不同结肠癌细胞系（SW480、HCT116、SW620、DLD1、HT29、LOVO）与正常结肠上皮细胞（NCM460）

中的表达。将结肠癌细胞转染 lncRNA MLK7-AS1 过表达质粒后，分别用 MTS、平板克隆试验、流式

细胞术、Western blot 及 qRT-PCR 分别检测细胞活力、克隆形成能力、细胞周期以及细胞周期相关蛋

白表达水平的变化。

结果：lncRNA MLK7-AS1 在结肠癌组织中的表达水平明显高于癌旁正常组织；在各结肠癌细胞株中表

达水平明显高于正常结肠上皮细胞（均 P<0.05）。将 lncRNA MLK7-AS1 表达量相对较低的 SW480 与

HCT116 转染 lncRNA MLK7-AS1 过表达质粒后，两种细胞的细胞活力和克隆形成能力均显著增强（均

P<0.05）；G1 期细胞比例明显减少，S 期细胞比例明显增加（均 P<0.05）；细胞周期相关蛋白 cyclin 

D1 和 CDK6 的表达水平均明显上升（均 P<0.05）。

结论：lncRNA MLK7-AS1 在结肠癌中高表达，其高表达可以促进结肠癌细胞增殖，其机制可能与上调

细胞周期相关蛋白 cyclin D1 及 CDK6 表达有关。
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Abstract Background and Aims: Long non-coding RNA (lncRNA) MLK7-AS1 is a newly identified lncRNA that is 

closely related to the occurrence and development of various tumors. However, the expression and function 

of lncRNA MLK7-AS1 in colon cancer have not been reported yet. Therefore, this study was conducted to 
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结 肠 癌 是 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 据 全 球 癌

症最新统计报告指出，2018年全球结肠癌新发病

例数超过100万例，在恶性肿瘤发病率中排第3位， 

位 于 肺 癌 、 乳 腺 癌 、 前 列 腺 癌 之 后 。 死 亡 例 数 约

为55万例，在恶性肿瘤死亡率中排第5位，仅次于

肺 癌 、 肝 癌 、 胃 癌 以 及 乳 腺 癌 ， 发 病 例 数 及 死 亡

人 数 较 往 年 均 有 明 显 的 增 长 且 发 病 人 群 出 现 了 明

显的年轻化 [1-3]。目前结肠癌的治疗手段主要以手

术 切 除 为 主 再 辅 以 术 前 或 术 后 的 化 疗 。 该 治 疗 方

式 已 十 分 成 熟 ， 对 提 高 患 者 生 存 率 起 到 了 关 键 性

的 作 用 ， 但 是 由 于 结 肠 癌 起 病 隐 秘 ， 发 现 较 晚 ，

很 多 患 者 未 能 得 到 及 时 有 效 的 治 疗 ， 因 此 可 供 早

期 诊 断 的 分 子 靶 标 的 发 现 对 结 肠 癌 的 诊 疗 工 作 有

着非常重要及积极的意义[4-6]。

长 链 非 编 码 R N A （ l o n g  n o n - c o d i n g  R N A ，

lncRNA）是一类长度>200 bp且没有蛋白编码功能

的RNA。近年来研究 [7-10]表明，lncRNA可以在染

色质、RNA及蛋白质等多个层面发挥作用，调控

肿 瘤 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 及 凋 亡 等 多 种 功 能 。 目 前

已发现多种lncRNA在结肠癌中异常表达，并且介

导 调 控 了 结 肠 癌 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 、 转 移 、 凋 亡

及 放 化 疗 敏 感 性 等 各 个 方 面 的 功 能 ， 有 望 为 结 肠

癌的诊疗提供新的靶点[11-13]。

lncRNA MLK7-AS1是新发现致癌基因。迄今

为止，lncRNA MLK7-AS1已被发现在胃癌及卵巢

癌 组 织 中 表 达 上 调 ， 参 与 细 胞 增 殖 、 侵 袭 、 转 移

等 多 种 功 能 的 调 控 ， 且 其 表 达 水 平 与 患 者 预 后 负

相关[14-15]。然而尚未发现其在结肠癌中的表达及作

用的相关报道。本文旨在研究lnRNA MLK7-AS1在

结 肠 癌 中 的 表 达 及 其 对 结 肠 癌 细 胞 增 殖 能 力 的 影

响，并初步探究其作用机制。

1　材料与方法

1.1  细胞与主要试剂

实 验 所 用 细 胞 均 由 广 州 医 科 大 学 附 属 肿 瘤 医

院 肿 瘤 研 究 所 细 胞 库 保 存 并 提 供 ； T R I z o l 试 剂 、

L i p o f e c t a m i n e  3 0 0 0 购 于 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 ；

逆 转 录 试 剂 盒 （ R R 0 4 7 A ） 及 q R T - P C R 试 剂 盒

（RR420）均购自日本Takara公司；DNA含量检

测 试 剂 盒 （ 细 胞 周 期 ） 购 于 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限

公司；细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、细胞周期

蛋 白 依 赖 激 酶 6 （ C D K 6 ） 、 β - a c t i n 抗 体 以 及 鼠

二抗均购于美国Abcam公司；RIPA蛋白裂解液购

investigate the expression of lncRNA MLK7-AS1 in colon cancer and its effects on the biological behaviors of the 

colon cancer cells. 

Methods: The lncRNA MLK7-AS1 expressions in the surgical specimens of 21 paired colon cancer tissue and 

corresponding adjacent normal tissue, as well as in different colon cancer cell lines (SW480, HCT116, SW620, 

DLD1, HT29 and LOVO) and normal colon epithelial cell line (NCM460) were detected by qRT-PCR. In colon 

cancer cells after transfection with lncRNA MLK7-AS1 overexpression plasmid, the changes in cell viability, 

colony forming capacity, cell cycle and the expressions of cell cycle-associated proteins were determined by MTS 

assay, plate cloning assay, flow cytometry and Western blot assays as well as qRT-PCR, respectively.

Results: The expression levels of lncRNA MLK7-AS1 in colon cancer tissue was significantly higher than that 

in normal adjacent tissue, and in all studied colon cancer cell lines were significantly higher than that in the 

normal colonic epithelial cells (all P<0.05). In both SW480 and HCT116 cells that had relatively low lncRNA 

MLK7-AS1 expressions after transfection with lncRNA MLK7-AS1 overexpression plasmid, the cell viabilities 

and colony forming capacities were significantly enhanced (both P<0.05); the proportion of cells in G1 phase 

were significantly decreased and the proportion of cells in S phase were significantly increased (all P<0.05); the 

expression levels of cyclin D1 and CDK6 were significantly up-regulated (all P<0.05).

Conclusion: LncRNA MLK7-AS1 is highly expressed in colon cancer, which can promote the proliferation and 

colony formation of colon cancer cells, and the mechanism is probably related to its regulating the cell cycle-

associated proteins cyclinD1 and CDK6 expressions.

Key words Colonic Neoplasms; RNA, Long Noncoding; Cyclin D1; Cyclin-Dependent Kinase 6 
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自 上 海 碧 云 天 公 司 ； B C A 蛋 白 定 量 试 剂 盒 购 自 美

国Bio -Rad公司；PVDF膜和ECL发光液购自美国

Millipore公司；胰酶、RPMI1640培养基、胎牛血

清 均 购 于 美 国 G i b c o l 公 司 ； D M S O 试 剂 购 于 美 国

Sigma -Aldr ich公司；细胞培养板、移液管、细胞

培 养 瓶 以 及 冻 存 管 等 一 次 性 耗 材 购 自 洁 特 公 司 ；

引 物 由 广 州 天 一 辉 远 公 司 合 成 ； 无 内 毒 素 质 粒 提

取试剂盒购于美国OMEGA公司；过表达及空白质

粒由广州复能公司合成。

1.2  临床标本

所用21对结肠癌组织及癌旁组织均取自广州

医 科 大 学 附 属 肿 瘤 医 院 胃 肠 外 科 冷 冻 组 织 库 ， 标

本离体后30 min内即被收集置入液氮中保存，所有

标 本 均 经 术 后 病 理 确 认 为 结 肠 癌 ， 所 有 标 本 收 集

前均已经患者同意并签署了知情同意书。

1.3  方法

1.3.1  细胞培养　结肠癌细胞（DLD1、SW620、

SW480、HCT116、HT29 与 LOVO） 和 人 结 肠 上

皮 细 胞 NCM460 用 含 10% 胎 牛 血 清 的 1640 培 养

于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中，每 3 天换液 1 次，

在细胞生长到约 80% 汇合度时进行传代，取对数

生长期细胞进行实验。

1.3.2  细胞转染与分组　取对数生长期的结肠癌

细 胞 接 种 于 6 孔 板（5×105/ 孔 ） 中， 待 生 长 至

汇 合 度 为 70%~80% 时， 将 细 胞 分 为 两 组： 实 验

组 和 对 照 组， 转 入 lncRNA MLK7-AS1 过 表 达 质

粒 为 实 验 组， 转 入 空 白 对 照 质 粒 为 对 照 组。 遵 照

Lipofectamine3000 说 明 书 要 求 分 别 转 染 lncRNA 

MLK7-AS1 过 表 达 质 粒 与 空 白 对 照 质 粒， 转 染 后

24 h 后 采 用 qRT-PCR 方 法 检 测 lncRNA MLK7-

AS1 表达以确定转染效率。

1.3.3  总 RNA 提 取　 取 对 数 期 细 胞 加 入 1 mL 

TRIzol 试 剂 充 分 消 化 10 min； 加 200 μL 氯 仿

剧 烈 震 荡 15 s， 室 温 静 置 10 min，4 ℃ 离 心 

（12 000 r/min，15 min）； 取 上 清 并 按 等 体

积 加 入 异 丙 醇， 颠 倒 混 匀，4 ℃ 离 心 后 收 集 沉

淀， 加 1 mL 75% 乙 醇 洗 涤 后 晾 干； 加 DEPC 水

溶 解 至 适 宜 浓 度 后 采 用 分 光 光 度 计 测 量 总 RNA

浓 度，A260/280 在 1.8~2.0 之 间 为 合 格 样 品。

按 Takara 公 司 逆 转 录 试 剂 盒 RR036A 说 明 书

所 述 加 入 试 剂， 使 用 SureCycler8800 PCR 仪

（Agilent Technologie）行逆转录反应，逆转录成

的 cDNA，-20 ℃保存备用。

1.3.4  总 RNA 提取与实时荧光定量 PCR（qRT-

PCR） 检 测　 按 Takara 公 司 qRT-PCR 试 剂 盒

（RR420）说明书所述加入试剂，配置反应体系，

在 荧 光 定 量 PCR 仪（BioRad） 上 检 测， 程 序 如

下：50 ℃ 2 min。95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 

30 s（40 个循环）。根据 2–ΔΔct 计算相对表达量。

MLK7-AS1 上 游 序 列：TTA CCA GAC ACA ACC 

AAC CCC，MLK7-AS1 下游序列：ATC AGT CAG 

GCC CAT TGG TTT；cyclin D1 上 游 序 列：AAC 

TAC CTG GAC CGC TTC CT，cyclin D1 下游序列：

CCA CTT GAG CTT GTT CAC CA；CDK6 上 游 序

列：TGT CTG TTC GTG ACA CTG TGC，CDK6 下

游 序 列：ATG CCG CTC TCC ACC AT；GAPDH

上 游 序 列：ATT CCA TGG CAC CGT CAA GGC 

TGA，GAPDH 下 游 序 列：TTC TCC ATG GTG 

GTG AAG ACG CCA。

1.3.5  细胞增殖能力检测（MTS）　取对数 生长

期 细 胞 种 于 96 孔 板 中， 每 孔 1 000 个 细 胞， 各 

5 个副孔，于 37 ℃，5% CO2 培养箱培养。分别于 1、

2、3、4、5 d 加入 20 μL MTS/ 孔，于培养箱中孵

育 3 h 后，在多功能酶标仪上检测各孔 OD490。以

时间为横坐标，均一化 OD490 值为纵坐标绘制曲

线。

1.3.6  平板单克隆实验　取对数期细胞，细 胞计

数后，接种于 6 孔板中，每种细胞分别设置 250、

500、1 000 个 / 孔，3 个接种浓度，细胞放入 37 ℃、

5%CO2 细胞培养箱中培养，每隔 2 天 换液 1 次，8 

d 后 去 培 养 基， 利 用 PBS 洗 3 遍， 每 孔 加 入 1 mL

福尔马林液固定，放入 -20 ℃冰箱静置 30 min，

固 定 细 胞， 再 吸 除 福 尔 马 林， 每 孔 加 入 1 mL 1%

结晶紫染色液，室温下染色 10 min，吸去染色液，

在水中漂洗。计算克隆形成数，并绘制图表。

1.3.7  流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 实 验　 取 对 数

期 细 胞， 计 数 1×106 个 细 胞。1 000 r/min 离 心 

5 min，PBS 洗 2 次，加 3 mL 预冷的 70% 乙醇，混匀，

置 4 ℃冰箱过夜。次日，取固定过夜的单细胞悬液，

PBS 洗 2 次，离心弃上清，在细胞沉淀中加入 50 μL 

RNAse A，37 ℃水浴 30 min，加入 450 μL PI 染色

液，4 ℃孵育 30 min，流式细胞仪上机检测。

1.3.8  Western blot 检 测　 使 用 RIPA 裂 解 液 裂

解 对 数 期 细 胞 并 提 取 总 蛋 白 质，BCA 法 定 量 蛋 白

浓 度， 取 总 蛋 白 与 等 量 的 2× 上 样 缓 冲 液 混 匀 后 

100 ℃煮沸 5 min。将蛋白质在 10%SDS 聚丙烯酰
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胺凝胶上完全电泳，并转移到 PVDF 膜上。将膜用

5% 脱脂牛奶封闭 2 h，后将膜与一抗（cyclin D1，

1:1 000；CDK6，1:5 000；β-actin，1:5 000）在

4 ℃ 温 育 过 夜， 然 后 将 膜 与 鼠 二 抗（1:1 000） 室

温孵育 1~2 h，ECL 发光液显影，置于暗室发光，

胶片晾干扫描。

1.4  统计学处理

应用统计学软件SPSS 19.0进行统计分析，实

验重复3次以上，数据均以均数±标准差（x± s）

表示。两组均数比较采用 t检验，P <0.05为差异有

统计学差异。

2　结　果

2.1  lncRNA MLK7-AS1 在结肠癌中高表达

q R T - P C R 结 果 显 示 ， 在 2 1 对 组 织 标 本 中 ，

l n c R N A  M L K 7 - A S 1 在 结 肠 癌 组 织 中 表 达 明 显 高

于 癌 旁 正 常 组 织 （ P < 0 . 0 5 ） （ 图 1 A ） ； l n c R N A 

M L K 7 - A S 1 在 结 肠 癌 细 胞 系 H C T 1 1 6 、 S W 4 8 0 、

D L D 1 、 H T 2 9 、 S W 6 2 0 、 L O V O 中 的 相 对 表 达 量

分 别 为 4 . 0 0 ± 0 . 6 2 、 5 . 0 2 ± 0 . 1 7 、 7 . 4 7 ± 0 . 7 1 、

8.71±0.28、9.48±0.34、13.93±0.74，均高于

人正常结肠上皮细胞系细胞NCM460（均P<0.05）

（图1B）。

2.2  转染效率测定

选取lncRNA MLK7-AS1表达相对较低的结肠

癌 细 胞 系 S W 4 8 0 及 H C T 1 1 6 ， 将 过 表 达 质 粒 及 空

载 质 粒 转 入 这 2 对 细 胞 系 后 利 用 q R T - P C R 技 术 检

测转染效率。结果显示在SW480中，转入空载质

粒 后 相 对 表 达 量 为 1 . 0 0 ± 0 . 1 3 ， 转 入 过 表 达 质 粒

后lncRNA MLK7 -AS1相对表达量为2.40±0.19；

同 时 在 H C T 1 1 6 中 ， 转 入 空 载 质 粒 后 相 对 表 达 量

为1.00±0.19，转入过表达质粒后lncRNA MLK7-
AS1相对表达量为3.37±0.28。差异均有统计学意

义（均P<0.05）（图2）。
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图 2　转染效率测定结果
Figure 2　Results of transfection effi  ciency

图 1　lncRNA MLK7-AS1 表达量检测　　A：lncRNA MLK7-AS1 在结肠癌组织与癌旁正常组织中的表达；B：lncRNA MLK7-
AS1 在正常结肠上皮细胞及不同结肠癌细胞系中的相对表达量

Figure 1　Determination of the expression levels of lncRNA MLK7-AS1　　A: The expressions of lncRNA MLK7-AS1 in colon cancer 
tissues and adjacent normal tissues; B: The relative expression levels of lncRNA MLK7-AS1 in normal colonic epithelial cells and 
diff erent colon cancer cell lines
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2.3  过表达 lncRNA MLK7-AS1 对结直肠癌细胞

增殖能力的影响

转 染 2 4  h 后 ， 取 对 数 期 细 胞 铺 板 行 M T S 实 验

以及平板克隆实验检测过表达lncRNA MLK7-AS1

对 结 直 肠 癌 细 胞 活 力 及 克 隆 形 成 能 力 的 影 响 。 根

据MTS结果显示，过表达lncRNA MLK7 -AS1后，

与各自的对照组比较，两种细胞的OD490值在48 h

后个时间点均明显升高（均P<0.05）（图3）。平

板克隆结果显示，过表达lncRNA MLK7-AS1后，

两种结肠癌细胞的平板克隆形成数在250、500、

1 000这3个铺孔密度下较对照组均有不同程度的提

高（均P<0.05）（图4）。

图 4　平板克隆实验检测克隆形成能力
Figure 4　Colony-forming capacities determined by plate colony experiment 

图 3　MTS 实验检测细胞活力
Figure 3　Th e cell viabilities detected by MTS assay
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2.5  过表达 lncRNA MLK7-AS1 对细胞周期相关

蛋白的作用

Western blo t实验显示，在SW480及HCT116

这两对细胞中，实验组cyclin D1及CDK6蛋白表达

量均高于对照组；qRT -PCR检测也显示，两种细

胞实验组的cyclin D1及CDK6较各自对照组相比表

达量均明显升高（均P<0.05）（图6）。

图 6　周期相关蛋白检测　　A：Western blot 检测结果；B：qRT-PCR 检测结果
Figure 6　Measurement of the cell cycle-related proteins　　A: Results of Western blot analysis; B: Results of qRT-PCR
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2.4  过表达 lncRNA MLK7-AS1 对结直肠癌细胞

的细胞周期影响

流式细胞仪检测细胞周期发现过表达lncRNA 

MLK7 -AS1后，G 1期细胞比例明显减少，S期细胞

比例明显增加，经统计发现SW480过表达lncRNA 

M L K 7 - A S 1 后 ， G 1由 （ 6 5 . 7 1 ± 1 . 1 8 ） % 减 少 至

（45.98±0.92）%，S期由（28.06±1.78）%增加

至（43.90±0.85）%。HCT116经过表达lncRNA 

MLK7 -AS1后，G 1期由（61.03±1.98）%减少至

（39.99±0.98）%，S期由（36.21±1.32）%增

加 至 （ 4 8 . 8 8 + ± 0 . 5 7 ） % ， 均 有 统 计 学 差 异 （ 均

P<0.05）（图5）。
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Figure 5　Cell cycles analyzed by fl ow cytometry
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3　讨　论

非 编 码 R N A 的 发 现 是 一 个 非 常 重 大 的 生 物

学 突 破 ， 其 重 新 定 义 了 真 核 基 因 表 达 调 控 的 多 样

性 。 其 中 l n c R N A 是 非 编 码 R N A 中 的 一 个 重 要 分

类，其特指碱基数>200 bp的非编码RNA。目前有

大量研究报道提示lncRNA对人体内各种生理及病

理 过 程 有 着 非 常 复 杂 的 调 控 作 用 ， 多 种 疾 病 的 发

生发展与lncRNA表达及功能的异常密切相关，结

肠癌就是其中之一[16-18]。

3.1  lncRNA 在结肠癌中的研究现状

据 研 究 表 明 单 一 的 l n c R N A 可 以 对 结 肠 癌 发

生 发 展 过 程 中 的 包 括 增 殖 、 侵 袭 、 转 移 及 化 疗 耐

药 在 内 等 多 种 功 能 进 行 调 节 ， 同 时 结 肠 癌 发 生 发

展 过程中的单一功能也可以受到多种lncRNA的调

控。例如Yang等[19]发现lncRNA SNHG1与结肠癌细

胞的增殖、凋亡、侵袭及迁移均密切相关；Li等[20]

发 现 l n c R N A - Z D H H C 8 P 1 可 以 通 过 与 m i R - 3 4 a 结

合促进结直肠癌的转移；Huang等 [21]发现lncRNA 

PCAT6可以通过调节细胞凋亡相关蛋白表达抑制

细胞凋亡；Jiang等[22]发现lncRNA GIHCG 与结肠

癌细胞化学耐药密切相关。lncRNA的表达及功能

的 异 常 是 结 肠 癌 发 生 发 展 病 理 机 制 中 的 重 要 组 成

部分，发现更多的癌症相关lncRNA并且深入挖掘

这些lncRNA的功能对完善结肠癌发生发展机制以

及 指 导 后 续 的 诊 疗 均 具 有 十 分 积 极 的 意 义 [ 2 3 - 2 5 ]。

lncRNA MLK7-AS1是新发现的肿瘤相关lncRNA，

目 前 仅 在 胃 癌 及 卵 巢 癌 中 有 相 关 报 道 ， 其 在 结 肠

癌 中 发 挥 怎 样 的 作 用 以 及 其 具 体 的 调 控 机 制 仍 不

清楚，需要进一步研究。

3.2  lncRNA MLK7-AS1 对结肠癌细胞增殖能力

的影响

细 胞 增 殖 能 力 的 改 变 是 肿 瘤 细 胞 的 重 要 标 志

之 一 ， 而 细 胞 增 殖 的 过 程 即 表 现 为 细 胞 在 不 同 细

胞 周 期 的 变 迁 。 目 前 研 究 表 明 细 胞 周 期 调 控 分 子

主要包括细胞周期蛋白（cyclin）、依赖细胞周期

蛋白激酶（cycl in -dependent  k inases，CDK）和

依赖细胞周期蛋白激酶抑制剂（cyclin-dependent 

kinase inhibitors，CKI），其中CDK需要与cyclin

结 合 才 能 被 激 活 发 挥 调 节 细 胞 周 期 的 作 用 ， 同 时

又由于各个时相的cyclin的种类、表达量及结合的

C DK的种类不同，其在细胞周期各个时相发挥的

作 用 也 不 相 同 ， 这 样 就 实 现 了 对 细 胞 周 期 各 个 时

相 精 准 调 控 。 而 C K I 可 以 抑 制 C D K 或 c y c l i n / C D K

复合物的活性，这样cycl in、CDK与CKI这三者就

共同构成了细胞周期复杂的调控网络 [ 26]。为研究

lnRNA MLK7 -AS1对结肠癌细胞增殖能力的影响

及其作用机制，本研究首先通过qRT -PCR实验证

实 了 其 在 结 肠 癌 组 织 高 表 达 ， 然 后 利 用 M T S 以 及

平板克隆实验发现过表达lncRNA MLK7-AS1可以

提 高 结 肠 癌 细 胞 的 增 殖 和 克 隆 形 成 能 力 ， 同 时 利

用 流 式 细 胞 周 期 实 验 发 现 过 表 达 l n c R N A  M L K 7 -
A S 1 可 以 促 进 结 直 肠 癌 细 胞 由 G 1期 进 入 S 期 ， 最

后 通 过 W e s t e r n  b l o t 及 q R T - P C R 实 验 提 示 ， 过 表

达lncRNA MLK7-AS1后cycl in D1及CDK6表达上

升。其中cycl in  D1在G 1早期表达，是细胞周期启

动因子，它也是生长因子感应器[27-28]。而CDK6可

以与cyclin D1组装成有激酶活性的复合物，cyclin 

D1/CDK6复合物能使Rb磷酸化，使转录因子E2F

从磷酸化的Rb蛋白上脱落下来，同时游离的E2F

可促使与DNA合成有关的一系列基因表达，从而

促使DNA合成，加速细胞从G 1到S期转换，推动细

胞周期的进展[29-31]。cyclin D1与CDK6表达的升高

解释流式细胞周期的结果，同时也提示了lncRNA 

MLK7-AS1是通过促进cyclin D1与CDK6表达从而

促进结直肠癌细胞增殖。

综上所述，本研究发现lncRNA MLK7-AS1可

以上调cyclin D1及CDK6表达，从而促进肿瘤细胞

由G1进入S期，提高结直肠癌细胞的增殖和克隆形

成能力，发挥促癌基因功能。但是lncRNA MLK7-
A S 1 对 周 期 相 关 蛋 白 的 具 体 调 控 机 制 研 究 仍 不 够

明 了 ， 深 入 挖 掘 l n c R N A  M L K 7 - A S 1 对 周 期 相 关

蛋 白 具 体 调 控 机 制 将 是 下 一 步 研 究 的 重 点 。 同 时

lncRNA MLK7-AS1在正常人组织及结直肠癌患者

组 织 中 的 表 达 是 否 有 差 异 ， 且 这 种 差 异 是 否 与 患

者 的 临 床 表 现 及 预 后 差 异 相 关 同 样 也 是 今 后 的 研

究重点。这提示lncRNA MLK7-AS1可能是结肠癌

诊疗的潜在靶标。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究）；实

验设计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等）；临床试验设计（应交代属于第几

期临床试验，采用了何种盲法措施等）。主要做法应围绕 4 个基本原则（随机、对照、重复、均衡）概要说明，尤其要交代

如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05（或 P<0.01）时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具

有显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料

的方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等），统计量的具体值（如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等）应可能给出具体的 P 值（如

P=0.023 8）；当涉及到总体参数（如总体均数、总体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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