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PGM5-AS1表达和乳腺癌转移等恶性特征相关性的研究
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摘要院目的 探讨 PGM5-AS1在伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌中的表达情况及其对转移性乳腺癌细胞增殖尧迁移尧侵袭的影响遥
方法 qRT-PCR检测 50例伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌组织及对应癌旁组织尧转移性乳腺癌细胞系渊MDA-MB-231细胞冤尧
正常的乳腺细胞系渊MCF-10A细胞冤中 PGM5-AS1 mRNA的表达曰通过重组质粒过表达 MDA-MB-231细胞 PGM5-AS1袁
采用 CCK8法尧细胞划痕实验尧Transwell侵袭实验分别检测过表达 PGM5-AS1后MDA-MB-231细胞增殖尧迁移尧侵袭能力的
变化遥 结果 在伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌及转移性MDA-MB-231细胞中袁PGM5-AS1的 mRNA表达水平低于对应的癌旁
正常组织及正常乳腺的MCF-10A细胞渊 约0.05冤曰PGM5-AS1过表达后袁与 PGM5-AS1阴性对照组相比袁PGM5-AS1 OE组
MDA-MB-231细胞增殖能力降低袁过表达组转染 24尧48尧72尧96 h 后的细胞增殖活力低于 PGM5-AS1阴性对照组渊 约0.01冤曰
PGM5-AS1 OE组的划痕愈合率低于 PGM5-AS1阴性对照组渊 约0.05冤曰PGM5-AS1过表达后细胞侵袭降低袁Transwell侵袭实
验检测结果显示袁未被处理过的MDA-MB-231细胞穿膜细胞数为渊598.00依5.28冤个袁高于 PGM5-AS1 OE组的渊142.00依3.21冤
个袁统计学意义显著渊 约0.01冤遥结论 在伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌中袁PGM5-AS1的表达水平上调并发挥抑癌基因的作用袁通
过上调 PGM5-AS1水平袁可以有效抑制乳腺癌细胞的增殖尧迁移和侵袭能力袁其有望成为乳腺癌治疗的潜在靶点遥
关键词院伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌曰PGM5-AS1曰增殖曰迁移曰侵袭
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Study on the Correlation Between PGM5-AS1 Expression and Malignant Characteristics
of Breast Cancer Metastasis

HAO Jing, SONG Huachun
(Department of Thyroid and Breast Surgery, Yiwu Central Hospital, Yiwu 322000, Zhejiang, China)

Abstract：Objective To investigate the expression of PGM5 -AS1 in breast cancer with axillary lymph node metastasis and its effects on the
proliferation, migration, and invasion of metastatic breast cancer cells. Methods qRT-PCR was used to detect the expression of PGM5-AS1 mRNA
in 50 breast cancer tissues with axillary lymph node metastasis and corresponding adjacent tissues, metastatic breast cancer cell lines (MDA-MB-231
cells) and normal breast cell lines (MCF-10A cells). PGM5-AS1 was overexpressed in MDA-MB-231 cells using a recombinant plasmid. The changes
in proliferation, migration, and invasion abilities of MDA-MB-231 cells after PGM5-AS1 overexpression were detected using the CCK8 assay, scratch
wound assay, and Transwell invasion assay, respectively. Results In breast cancer with axillary lymph node metastasis and in metastatic MDA-MB-
231 cells, the mRNA expression level of PGM5-AS1 was lower than that in the corresponding adjacent normal tissues and the normal breast MCF-
10A cells ( <0.05). after overexpression of PGM5-AS1, compared with PGM5-AS1 negative control group, the proliferation ability of MDA-MB-231
cells in PGM5-AS1 OE group was decreased, and the proliferation activity of MDA-MB-231 cells in overexpression group at 24, 48, 72 and 96 h
after transfection was lower than that in PGM5-AS1 negative control group ( <0.01). The scratch healing rate of PGM5-AS1 OE group was lower than
that of PGM5-AS1 negative control group ( <0.05). After overexpression of PGM5-AS1, cell invasion was reduced. Transwell invasion assay showed
that the number of transmembrane cells in untreated MDA-MB-231 cells was (598.00依5.28), which was higher than (142.00依3.21) in PGM5-AS1 OE
group, with statistical significance ( <0.01). Conclusion In breast cancer with axillary lymph node metastasis, the expression level of PGM5-AS1 is
upregulated and acts as a tumor suppressor gene. By upregulating the level of PGM5-AS1, the proliferation, migration, and invasion abilities of breast
cancer cells can be effectively inhibited, making it a potential therapeutic target for breast cancer.
Key words：Breast cancer with axillary lymph node metastasis; PGM5-AS1; Proliferation; Migration; Invasion

乳腺癌已成为仅次于肺癌的第二大高发和高死

亡率的实体肿瘤[1-3]。早期乳腺癌通过手术干预预后

良好，5年生存率可超过 90%。然而，一旦乳腺癌发

生转移，预后将显著恶化[2]。因此，研究乳腺癌的侵
袭和转移机制，以及在早期发现高危人群或相关高

危因素后采取预防和治疗措施，是改善乳腺癌预后
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的重要途径之一。关于乳腺癌侵袭转移能力及机制

的研究较多，主要的理论包括乳腺癌细胞上皮-间
质转换（EMT）理论[4]、乳腺癌干细胞理论、转移相关
基因以及转移相关微小 RNA（microRNA）的差异表
达等。然而，上述研究及机制尚未完全清楚，因此需

要更多的研究来探讨乳腺癌的发生发展机制。根据

所含碱基数量的不同，可以将非编码 RNA细分为微
小 RNA（miRNA）和长链非编码 RNA（lncRNA）两种
类型；其中后者通常指长度超过 200个核苷酸的无
编码功能的 RNA分子。近年来的研究表明 lncRNA
与肿瘤的发生发展密切相关。lncRNA通过多种分子
机制调控肿瘤的恶性特征。在前期的研究中发现了

一种新的 lncRNA（PGM5-AS1），与乳腺癌的转移和
侵袭性密切相关。本研究将探索 PGM5-AS1如何影
响转移性乳腺癌的分子机制，以评估其作为治疗伴

有腋窝淋巴结转移乳腺癌的潜在靶向分子。

1资料与方法
1.1一般资料 筛选 2018年 12月-2021年 12月义
乌市中心医院经病理检查证实为伴有腋窝淋巴结转

移乳腺癌患者的肿瘤及癌旁组织 50例。纳入标准：
淤经病理检查证实为有腋窝淋巴结转移的乳腺癌患
者；于术前未接受放化疗及手术治疗；盂所有患者无
远处转移。排除标准：淤有其他疾病或并发症：如严
重的心脏病、肝肾功能不全等；于入组前已经接受过
手术、化疗、内分泌治疗或放疗的患者。伴有腋窝淋

巴结转移乳腺癌组织和癌旁组织离体后立即放入液

氮，再转移至-80 益冰箱长期保存，所有患者签署知
情同意书，本研究已获得义乌市中心医院伦理委员

会的伦理批准。

1.2差异基因筛选 利用生物信息学的手段从 GEO
数据库里挑选出表现异常的 lncRNA，并从中提取了
乳腺癌病患中的肿瘤细胞和正常细胞之间的差异

表达基因芯片的数据，设置查询关键词是“breast
cancer”，并且选择了人类作为研究对象。之后通过
GEO数据库提供的线上分析工具 GEO2R来过滤掉
那些显著不同的基因，设定标准是 值小于 0.05
且|Log2FC|跃1。
1.3细胞与试剂 人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231及
正常乳腺细胞株 MCF-10A来源于海星生物公司，
PGM5-AS1过表达质粒以及阴性对照质粒和引物均
由深圳吉玛公司设计合成，PCR试剂盒购自宝生物

工程（大连）有限公司。

1.4细胞培养 用含 10%胎牛血清的 DMEM培养基
培养 MDA -MB -231 细胞，用含 10%马血清的
DMEM/F12培养基培养MDA-MB-231并各添加 0.1 U/L
青霉素和 0.1 U/L 链霉素置于 37 益、5% CO2 培养
箱中培养，使用胰酶进行传代。

1.5质粒转染 MDA-MB-231细胞 取对数生长期的

MDA-MB-231细胞，接种于 6孔板中，待融合度达
50%~60%，依据 LipofectamineTM 2000说明书进行
转染，转染 6 h后更换为含 10%胎牛血清的完全培
养基，根据转染的质粒将细胞分为 PGM5-AS1 OE
组及 PGM5-AS1阴性对照组。转染 48 h 后收集细
胞提取总 RNA用于后续荧光定量 PCR检测。
1.6 CCK8 法检测细胞增殖 将过表达 PGM5-AS1
的乳腺癌细胞株 MDA-MB-231移植到 96孔板上，
每个实验设置了 6次重复试验，再进行不同时间的
生长观察和使用 MTT方法测定其增长速率，通过绘
制增长曲线的形式来展示结果。观察 PGM5-AS1转
染后是否能促进乳腺癌细胞的增殖。

1.7 Transwell侵袭实验 将 Matrigel产品由 Corning
公司进行 1颐4至 1颐5的稀释，然后取 2 滋L加入 Tran原
swell小室的上层，置于 37 益的细胞培养箱中凝固。
取 100 滋L无血清培养基悬浮 5 万个乳腺癌细胞，
加入 Transwell小室的上层，下层则添加 600 滋L含
10%胎牛血清的培养基。每组设置 2个复制孔，进行
与迁移实验相同的观察和分析。经过 37 益培养箱中
培养 24~48 h后，使用棉签擦去上层细胞，用 4%多
聚甲醛固定。随后，使用结晶紫染料染色，在显微镜

下以 100倍镜头观察穿过 Transwell小室的细胞数
量，随机选择 4 个视野，计算平均细胞数并制作统
计图。

1.8细胞划痕实验 将转染后的细胞消化吹打成悬

液，然后接种到 6孔板中过夜，每孔接种密度为 5伊
105个，第二天使用 100 滋L枪头垂直划线于 6孔板
上，用磷酸盐缓冲液清洗脱落的细胞，随后加入 2 ml
无血清的 RPMI1640培养基，分别在 0、24、48 h后
在倒置显微镜下拍照并测量划痕的宽度。实验重复

3次。
1.9实时荧光定量 PCR 使用 TRIzol方法从转移性
乳腺癌组织的组织和细胞中获取了总 RNA，然后按
照 AMV反转录试剂盒的使用指南进行了逆转录反
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应，并在 20 滋L系统中加入 2 滋g的总 RNA来生成
cDNA。接着，利用实时定量荧光 PCR 技术对
PMG5-AS1的表达情况进行了监测：选择 2x SYBR
Green PCR Master Mix 作为实时定量荧光 PCR 工
具，并用适当数量的 cDNA为模板，引物浓度设定为
0.4 滋mol/L，每种测试样本设定 3个平行样，以便于
针对特定基因设计相应的上、下游引物进行 PCR扩
增，同时以 茁-actin作为内部参考标准。具体的引物
信息详见表 1。经过 3次独立试验后的数据，将其应
用到公式 RQ=2吟吟Ct中进行进一步分析。

1.10统计学处理 使用 SPSS 28.0统计工具处理数
据。定量的信息用（ 依）的形式展示，而对不同小组
之间的对比则采用了单变量方差测试方法。所有的

图形通过 Graphpad prism 9生成，并利用 检验进

行了两个或多个群体间的比较。 约0.05表示差异有
统计学意义。

2结果
2.1差异 lncRNA筛选 采用两个基因表达数据集进

行分析（GSE25066 和 GSE21422)，下载数据后使用
GEO数据库的在线分析工具 GEO2R筛选差异表达
基因，筛选标准是 约0.05, |Log2FC|跃1，GSE25066 和
GSE21422两个基因数据集通过火山图分别筛选出
898个和 407个差异基因，再通过韦恩图取交集最
终筛选得到 29个差异表达基因，分别是：PGM5-AS1、
ACVR1C、CA4、CLDN1、GPIHBP1、FIGN、GPD1、FGF2、
HLF、COL10A1、C14orf180、TUSC5、MME、PCDH9、
SDPR、ADH1C、FMO2、TMEM132C、NTRK2、ALDH-
1L1、RNF150、HOXC10、RRM2、MAOA、GPR146、
NIPSNAP3B、ADH1B、CIDEA、ADAM12（图 1）。
2.2 PGM5-AS1在组织及细胞中的差异表达 qRT-
PCR检测 50例伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌组织及
对应癌旁组织 PGM5-AS1 mRNA的表达，相比正常
癌旁组织，PGM5-AS1的 mRNA表达水平在伴有腋
窝淋巴结转移乳腺癌中表达降低（=10.413，约0.01）；
在转移性 MDA -MB -231 细胞中，PGM5 -AS1 的
mRNA表达水平低于对应正常乳腺的 MCF-10A细
胞的 mRNA表达水平（=8.252，约0.05），见图 2。
2.3 过表达 PGM5-AS1 对 MDA-MB-231 细胞增殖
的影响 MDA-MB-231细胞的生长活性相较于未被
处理过的 PGM5-AS1阴性对照组样本，当 PGM5-
AS1 OE的基因拷贝数增加时，PGM5-AS1 OE组转
染 24、48、72、96 h 后的细胞增殖活力低于 PGM5-
AS1阴性对照组，差异有统计学意义（=11.612、7.431、
7.526、9.265，约0.01），见图 3。

表 1 引物序列

目标基因

PGM5-AS1
上游

下游

茁-actin
上游

下游

序列

5忆-GGGCGGCTGAAGAAAAGAAGAATG-3忆
5忆-TCAACAGACGGCTTCAGTGGTTG-3忆

5忆-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3忆
5忆-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3忆

图 1 差异 lncRNA筛选

GSE25066 GSE21422
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图 2 PGM5-AS1在组织及细胞中差异表达

2.4 PGM5-AS1 过表达后细胞侵袭能力 经过对

PGM5-AS1的过度表达之后，其对于细胞入侵能力
的影响通过 Transwell侵袭试验得到了验证。PGM5-
AS1 阴性对照组的 MDA-MB-231 细胞渗透细胞
数量为（598.00依5.28）个，而 PGM5-AS1 OE 组的
MDA-MB-231细胞渗透细胞数量为（142.00依3.21）个，

差异有统计学意义（=7.476，约0.01），见图 4。
2.5 过表达 PGM5-AS1 对 MDA-MB-231 细胞迁移
的影响 PGM5-AS1 OE组对 MDA-MB-231细胞迁
移的 0、24、48 h 的划痕愈合率低于 PGM5-AS1 阴
性对照组（=7.712，约0.05），见图 5。

图 4 PGM5-AS1过表达后细胞侵袭能力
注：**** 约0.01。

图 3 PGM5-AS1过表达后 MDA-MB-231细胞增殖影响
注：**** 约0.01。

注：* 约0.05，** 约0.01。
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图 5 过表达 PGM5-AS1对 MDA-MB-231细胞迁移的影响

3讨论
乳腺癌作为女性最常见的恶性肿瘤之一，部分

患者在确诊时就已存在腋窝淋巴结转移。关于乳腺

癌侵袭转移能力及机制的研究较多，主要的理论有

转移相关微小 RNA（microRNA）差异表达。在人类基
因组只有约 2%的 DNA序列可以为蛋白质编码，其
他 DNA 序列虽然不编码任何蛋白组，但有超过
90%的 DNA序列能被转录表达为 RNA[5]。这种被转

录而不被翻译成蛋白组的 RNA 称为非编码 RNA
（non-coding RNA）。非编码 RNA可根据其碱基数的
不同进一步细分为 miRNA和 lncRNA。很多研究已
经证明 miRNA参与生物体内多种功能，对生物体的
生长发育、代谢、肿瘤的发生发展、侵袭转移都有重

要作用[6，7]。而对于 lncRNA的研究则为刚刚起步阶
段，其种类、生物学功能及其时空分布并不十分清

楚 [8，9]。LncRNA是指那些具有超出 200nt的长度的
非编码 RNA，其对癌症发生及发展有深远影响，比
如，一项针对卵巢癌的研究显示[10]，当卵巢癌组织的
lncRNA-GAS5表达下降时，可能会通过提升 PTEN
的表达从而减缓卵巢癌的扩散。

lncRNA通过不同的分子机制调控肿瘤的恶性特
征，例如 lncRNA可以参与肿瘤细胞的凋亡过程[11-13]，

lncRNA-GAS5可以作为糖皮质激素诱饵，能够调
节糖皮质激素受体与应答原件结合，从而影响细胞对

凋亡的敏感性[14]。同时已有研究报道 lncRNA作为调
控因子参与肿瘤的侵袭与转移[15，16]。lncRNA在乳腺
癌的发生中也起到了重要的作用，目前已知 HOTAIR、
MALAT1/a/NEAT2、BC200 等 lncRNA 与乳腺癌发
生、发展、侵袭转移有密切相关[17-19]。

在前期筛选中，发现了一种新的 lncRNA
（PGM5-AS1），但其在伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌
中的作用中还需进一步研究。qRT-PCR 检测结果表
明，相较于癌症周围的正常组织，伴有腋窝淋巴结转

移乳腺癌中的 PGM5-AS1的表达明显偏低（ 约0.05），
这与杨天敬等[20]的研究结果一致，这暗示着 PGM5-
AS1在转移性乳腺癌的发展过程中可能存在异常的
低表达现象。本次研究为进一步探究 PGM5-AS1在
伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌中的调控机制和生物学

功能，选用转移性乳腺癌 MDA-MB-231细胞株作
为后续研究对象，通过构建 PGM5-AS1过表达载体
瞬时转染 MDA-MB-231细胞，检测 PGM5-AS1过
表达对伴有腋窝淋巴结转移乳腺癌细胞增殖、侵袭

和迁移的影响。结果显示，PGM5-AS1 OE 组转染
24、48、72、96 h 后的细胞增殖活力低于 PGM5-AS1
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阴性对照组（ 约0.01），PGM5-AS1 OE组细胞渗透细
胞数量少于 PGM5 -AS1 阴性对照组（ 约0.01），
PGM5-AS1 OE组对 MDA-MB-231 细胞迁移的 0、
24、48 h的划痕愈合率低于 PGM5-AS1阴性对照组
（ 约0.05），即 PGM5-AS1可能通过抑制伴有腋窝淋
巴结转移乳腺癌的增殖、侵袭和迁移过程，发挥抑癌

作用，这也与之前文献报道的 lncRNA作为调控因
子参与肿瘤的侵袭与转移一致[21]。

综上所述，PGM5-AS1在伴有腋窝淋巴结转移
乳腺癌中的表达水平增加并发挥了抑制癌症基因的

功能。通过提高 PGM5-AS1的表达量，可以有效地
抑制转移性乳腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭能力，这

有望成为转移性乳腺癌治疗的潜在目标，但由于临

床样本较少，其具体作用机制还需进一步研究。
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