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长链非编码ＲＮＡＬＩＮＣ００２６１在Ｂａｒｒｅｔｔ食管、食管腺癌组织中的表达及其作用
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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码 ＲＮＡＬＩＮＣ００２６１在 Ｂａｒｒｅｔｔ食管、食管腺癌组织中的表达及其可
能作用机制。方法　利用ｑＲＴＰＣＲ检测ＬＩＮＣ００２６１在中国人群正常食管鳞状上皮、Ｂａｒｒｅｔｔ食管及食管
腺癌组织标本中的表达水平变化。并建立了以人胚胎干细胞为细胞模型。结果　在Ｂａｒｒｅｔｔ食管及食管
腺癌组织标本中，ＬＩＮＣ００２６１表达较正常食管鳞状上皮组织均显著上调（Ｐ＜０．０１）；酸暴露及胆酸可诱
导人胚胎干细胞ＬＩＮＣ００２６１表达显著上调并抑制ＦＯＸＡ２蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５），而ＬＩＮＣ００２６１慢病
毒载体转染亦可诱导ＦＯＸＡ２蛋白表达水平下调；上调ＦＯＸＡ２表达可阻断人胚胎干细胞在酸暴露及胆
酸诱导下 ＣＤＸ２表达及细胞分化表型（柱状上皮标志物 ＭＵＣ２表达）的变化。结论　ＬＩＮＣ００２６１在
Ｂａｒｒｅｔｔ食管的发生过程中发挥关键作用，其可能通过抑制ＦＯＸＡ２表达参与相关调控。
　　［关键词］　 长链非编码ＲＮＡ；ＬＩＮＣ００２６１；Ｂａｒｒｅｔｔ食管；ＦＯＸＡ２；干细胞
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　　Ｂａｒｒｅｔｔ食管 （ｂａｒｒｅｔｔ’ｓｅｓｏｐｈａｇｕｓ，ＢＥ）是食管远端
复层鳞状上皮被化生的柱状上皮所取代的一种病理现

象，是食管腺癌发生最重要的危险因素［１－２］。我国对

ＢＥ的研究起步较晚，过去认为在临床上较为少见，但
近年，随着国人生活方式的日益西化，ＢＥ发病率呈上
升趋势，其也必将导致相关食管腺癌的发病率迅速提

高。因此，应重视ＢＥ及相关食管腺癌的研究。
　　ｌｉｎｃＲＮＡ（ｌａｒｇｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ）是一类
位于编码蛋白基因之间，长度超过２００ｎｔ的位于基因间
的长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）。
Ｙａｎｇ等［３］利用新一代高通量 ＲＮＡ测序技术检测了
ＢＥ及ＢＥ相关腺癌组织中 ｌｎｃＲＮＡ的表达变化，共发
现３２种显著上调表达的 ｌｎｃＲＮＡ，其中 ＬＩＮＣ００２６１
在 ＢＥ组织中较正常食管鳞状上皮组织上调表达
４８７９倍，在 ＢＥ相关腺癌组织中较正常食管鳞状上
皮组织上调表达１８１．８２倍，其差异性均最为显著。在
本研究中，我们利用 ｑＲＴＰＣＲ技术检测了 ＬＩＮＣ００２６１
在中国人群正常食管鳞状上皮组织、ＢＥ及食管腺癌组
织标本中的表达水平变化，并以人胚胎干细胞为细胞

模型，初步探讨了 ＬＩＮＣ００２６１在 ＢＥ发生过程中的可
能作用机制。

１　资料与方法

１．１　材料
　　本研究由空军总医院伦理委员会批准（２０１４）。
收集第三军医大学西南医院、广州军区武汉总医院、空

军总医院病理科石蜡包埋人食管腺癌组织、ＢＥ组织及
正常食管鳞状上皮组织（食管鳞癌及腺癌术后癌旁正常

组织，距离肿瘤边界＞２ｃｍ）标本各２０例。所有病例均
未行术前放化疗，常规石蜡包埋，制备５μｍ厚连续切片。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　正常食管鳞状上皮细胞系（Ｈｅｔ
１Ａ）、ＢＥ细胞系（ＢＥＣＰＡ）及 ＢＥ相关腺癌细胞系
（ＯＥ３３和ｓｋｇｔ４）接种于含１０％胎牛血清的１６４０培养
基中，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，至对数生长期
进行实验。人胚胎干细胞购自上海细胞保藏中心，以

人胚胎成纤维细胞作为饲养层细胞。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ　　利用美国 ＡＢ公司专门为石蜡
组织样本提取核酸（包括 ＤＮＡ、ＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ）所研
发的 ＲｅｃｏｖｅｒＡｌｌＴＭ ＴｏｔａｌＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔｆｏｒ
ＦＦＰＥＴｉｓｓｕｅｓ试剂盒提取总ＲＮＡ；利用ＴａＫａＲａ公司的

总 ｍＲＮＡ试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ。然后利用 ｑＲＴ
ＰＣＲ法检测ＬＩＮＣ００２６１的表达，以βａｃｔｉｎ为内参。引
物设计如下：ＬＩＮＣ００２６１：上游，５′ＧＣＡＴＴＧＴＧＴＴＧＴ
ＣＡＧＣ ＣＴＣＡ３′， 下 游，５′ＡＡＣＣＴＡＣＡＡＧＴＧＧＴＣＴ
ＧＧＧＧ３′；βａｃｔｉｎ：上游，５′ＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ
３′，下游，５′ＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＴ３′。
１．２．３　酸暴露及胆酸诱导下ＬＩＮＣ００２６１表达水平的变
化　　将人胚胎干细胞培养于人胚胎成纤维细胞饲养
层；设置一定的酸暴露及胆酸梯度［４］，与处于对数生长期

的人胚胎干细胞共孵育２４、４８、７２ｈ后提取细胞总ＲＮＡ；
ｑＲＴＰＣＲ法检测ＬＩＮＣ００２６１的表达，以βａｃｔｉｎ为内参。
１．２．４　慢病毒转染　　我们构建了 ＬＩＮＣ００２６１慢病
毒表达载体（ＬＶＬＩＮＣ００２６１，北京唯尚立德生物科技
有限公司），以其转染处于对数生长期的人胚胎干细

胞（ＭＯＩ＝２０），２４ｈ后更换培养基，继续培养４８ｈ后
行 ｑＲＴＰＣＲ检测（ＬＩＮＣ００２６１）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
（ＦＯＸＡ２），以携带无意义序列的重组慢病毒载体
ＬＶＮＣ作为阴性对照；以 ＦＯＸＡ２慢病毒表达载体
（ＬＶＦＯＸＡ２，北京唯尚立德生物科技有限公司）转染
处于对数生长期的人胚胎干细胞（ＭＯＩ＝２０）２４ｈ后更
换培养基，６ｈ后将其置于酸暴露及胆酸条件培养基
内，４８ｈ后提取细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＯＸＡ２、
ＣＤＸ２及肠型分化标志黏蛋白２（ｍｕｃｉｎ２，ＭＵＣ２）蛋白
表达水平变化，以βａｃｔｉｎ表达水平为内参。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，实验数据以
珋ｘ±ｓ表示，行 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验或 ＡＮＯＶＡ方差分析，Ｐ＜
０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＩＮＣ００２６１在食管腺癌组织标本及相关细胞系
中的表达

　　我们利用ｑＲＴＰＣＲ检测了２０例正常食管鳞状上
皮组织，２０例 ＢＥ组织及 ２０例食管腺癌组织中
ＬＩＮＣ００２６１的表达，结果提示在 ＢＥ及食管腺癌组织
标本中，ＬＩＮＣ００２６１表达较正常食管鳞状上皮组织均
显著上调（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ）；进一步，我们检测了
ＬＩＮＣ００２６１在正常食管鳞状上皮细胞系（Ｈｅｔ１Ａ）、ＢＥ
细胞系（ＢＥＣＰＡ）及 ＢＥ相关腺癌细胞系（ＯＥ３３和
ｓｋｇｔ４）中的表达，结果提示在 ＢＥ细胞系及 ＢＥ相关腺
癌细胞系中，ＬＩＮＣ００２６１表达水平较正常食管鳞状上

８６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



皮细胞系显著增高（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
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Ａ：ＬＩＮＣ００２６１在正常食管鳞状上皮组织、ＢＥ组织及食管
腺癌组织中的表达；Ｂ：ＬＩＮＣ００２６１在相关细胞系中的表达
（以 Ｈｅｔ１Ａ表达量为１）　 ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｈｅｔ１Ａ比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＥＣＰＡ比较
图１　ｑＲＴＰＣＲ检测ＬＩＮＣ００２６１在食管腺癌组织标本及

相关细胞系中的表达

２．２　酸暴露及胆酸诱导下ＬＩＮＣ００２６１表达水平的变化
　　我们以生长于人胚胎成纤维细胞饲养层的人胚胎
干细胞为细胞模型，初步证实在酸暴露及胆酸诱导下，

其ＬＩＮＣ００２６１表达可显著上调（Ｐ＜０．０５），并表现出
一定的浓度依赖性及时间依赖性（图２）。
２．３　生物信息学分析提示ＬＩＮＣ００２６１参与ＦＯＸＡ２表

达调控

　　ＬＩＮＣ００２６１全长４９２４ｂｐ，定位于染色体２０ｐ１１．２１
（２２５４１１９１～２２５５９２８０），利用生物信息学分析的方
法（ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ），我们发现其恰好位于叉头框蛋
白Ａ２（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＡ２，ＦＯＸＡ２）（２２５６１６４３～
２２５６６０９３）上游启动子区域（图３）。提示ＬＩＮＣ００２６１

可能参与ＦＯＸＡ２表达的负性调控。
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１：对照组；２：０μｍｏｌ／Ｌ组；３：１００μｍｏｌ／Ｌ组；４：３００μｍｏｌ／Ｌ
组；５：１０００μｍｏｌ／Ｌ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　ｑＲＴＰＣＲ检测酸暴露及胆酸诱导下人胚胎干细胞

ＬＩＮＣ００２６１表达变化

２．４　ＬＩＮＣ００２６１慢病毒转染对ＦＯＸＡ２表达的影响
　　为了证实ＬＩＮＣ００２６１可负性调控ＦＯＸＡ２的表达，
我们构建了 ＬＩＮＣ００２６１慢病毒载体并转染人胚胎干
细胞，结果如图４所示，ＬＩＮＣ００２６１表达水平的上调可
显著抑制ＦＯＸＡ２蛋白的表达水平（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２：ＬＶＮＣ；３：ＬＶＬＩＮＣ００２６１　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测
结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组及
ＬＶＮＣ比较
图４　ＬＩＮＣ００２６１慢病毒转染对ＦＯＸＡ２表达的影响

图３　生物信息学分析提示ＬＩＮＣ００２６１位于ＦＯＸＡ２上游启动子区域
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２．５　上调 ＦＯＸＡ２表达对酸暴露及胆酸诱导下 ＣＤＸ２
表达及细胞分化表型等的影响

　　我们利用ＦＯＸＡ２慢病毒表达载体转染人胚胎干
细胞，以探讨上调表达ＦＯＸＡ２表达对酸暴露及胆酸诱
导下ＣＤＸ２表达及细胞分化表型等的影响，结果如图
５所示，酸暴露及胆酸可诱导人胚胎干细胞 ＦＯＸＡ２表
达的下调及ＣＤＸ２表达的上调（同时可以检测出相应
柱状上皮标记物 ＭＵＣ２蛋白的表达）；转染 ＦＯＸＡ２后
的人胚胎干细胞，在酸暴露及胆酸诱导下，其ＣＤＸ２表
达受抑（相应柱状上皮标记物 ＭＵＣ２蛋白表达也未检
出），这一结果提示 ＦＯＸＡ２上调表达可阻断人胚胎干
细胞在酸暴露及胆酸诱导下ＣＤＸ２表达及细胞分化表
型的变化。
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１：对照组；２：ＬＶＦＯＸＡ２转染组；３：ＡＢ诱导组（ＡＢ指 ａｃｉｄ

ａｎｄｂｉｌｅ，Ａ：ａｃｉｄ，ｐＨ＝５；Ｂ：ｂｉｌｅａｃｉｄ，混合胆酸，总剂量为

３００μｍｏｌ／Ｌ）；４：ＬＶＦＯＸＡ２＋ＡＢ组

图５　上调ＦＯＸＡ２表达对酸暴露及胆酸诱导ＣＤＸ２、ＭＵＣ２

蛋白表达的影响

３　讨论

　　ｌｎｃＲＮＡ是一类转录本长度超过２００ｎｔ的 ＲＮＡ分
子。人体内，ｌｎｃＲＮＡ在数量上占全部 ｎｃＲＮＡ转录的
大部分，它们的编码基因在基因组范围内的分布也非

常广泛，它们并不编码蛋白，因而其一度被认为是转录

的“噪音”。但近年的研究显示，ｌｎｃＲＮＡ通过表观遗
传修饰与转录调控、转录后加工、翻译调控等多种机

制，在细胞生命活动中发挥重要作用。

　　ｌｉｎｃＲＮＡ是一类位于编码蛋白基因之间，长度超
过２００ｎｔ的长链非编码 ＲＮＡ（位于基因间的 ｌｎ
ｃＲＮＡ）［５－６］。人体内有数以千计的 ｌｉｎｃＲＮＡ，但目前
已明确具体功能的不足 １％。ＨＯＸ转录反义 ＲＮＡ
（ＨＯＸｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ，ＨＯＴＡＩＲ）是第１个被
发现具有反式调控作用的 ｌｉｎｃＲＮＡ，定位于人类染色
体１２ｑ１３．１３区域ＨＯＸ基因家族ＨＯＸＣ１１基因的反义
链，编码２．２ｋｂ长链非编ＲＮＡ分子，不编码任何蛋白
质。ＨＯＴＡＩＲ在乳腺癌、胰腺癌、肝细胞癌、胃肠道间

质瘤等多种恶性肿瘤中表达显著上调，并与肿瘤的分

期、转移及生存等密切相关。目前研究显示，ＨＯＴＡＩＲ
可通过与多梳蛋白抑制复合物２（ｐｏｌｙｃｏｍｂｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ２，ＰＲＣ２）共同作用，调控组蛋白Ｈ３第２７位赖
氨酸的三甲基化，从而影响ｐ２１ＰＴＥＮ及ＷＩＦ１等基因
的表达，并通过这些基因调控 ｐ５３、Ｗｎｔ及 Ａｋｔ等信号
通路，从而在肿瘤的细胞周期、凋亡、血管生成、侵袭及

转移等过程中发挥重要生物学功能［６－７］。ｌｉｎｃＲＮＡ
ＡＮＲＩＬ、ｌｉｎｃＲＮＡＸｉｓｔ等目前也已被证实在人体细胞发
育及肿瘤发生过程中发挥重要的调节作用［８］。

　　ＬＩＮＣ００２６１是一利用ＲＮＡ测序技术发现的在 ＢＥ
组织及ＢＥ相关腺癌组织中上调表达的ｌｉｎｃＲＮＡ，其较
正常食管上皮组织上调表达倍数在所发现异常上调表

达的３２种 ｌｎｃＲＮＡ中均最为显著，分别为 ４８．７９和
１８１．８２倍［３］。在本研究中，我们利用 ｑＲＴＰＣＲ技术
检测了２０例正常食管鳞状上皮组织，２０例ＢＥ组织及
２０例食管腺癌组织中ＬＩＮＣ００２６１的表达，结果显示在
中国人群 ＢＥ及食管腺癌组织标本中，ＬＩＮＣ００２６１表
达较正常食管鳞状上皮组织均显著上调，这一结果提

示ＬＩＮＣ００２６１的异常表达可能与ＢＥ的发生及发展有
关。ＢＥ的发生与胃食管反流相关性炎症密切相关。
胃食管反流发生时，酸暴露和胆汁引起食管黏膜微环

境的改变，其通过对多种细胞与因子的相互作用，引起

机体多种生理与病理信号网络的改变，尤其是引起食

管干细胞的分化异常，致其向柱状上皮细胞分化，最终

导致ＢＥ发生［９－１１］。我们利用人胚胎干细胞为细胞模

型，也初步证实酸暴露及胆酸可诱导 ＬＩＮＣ００２６１的表
达，进一步提示 ＬＩＮＣ００２６１的异常表达参与了 ＢＥ的
发生与发展。

　　ＬＩＮＣ００２６１定位于染色体２０ｐ１１．２１（２２５４１１９１～
２２５５９２８０），利用生物信息学分析的方法，我们发现
其恰好位于ＦＯＸＡ２（２２５６１６４３～２２５６６０９３）上游启
动子区域。ＦＯＸＡ２是叉头框转录因子家族的一个重
要成员，其在哺乳动物胚胎早期发育、器官发生阶段及

成体时期体内代谢和内环境稳定等诸多方面发挥重要

作用［１２－１４］。目前的研究表明ＦＯＸＡ２在干细胞向肝细
胞、心肌细胞及神经细胞等的分化中起着关键性调节

作用［１２－１４］。ｌｉｎｃＲＮＡ可通过招募形成染色质修饰复
合物等多种方式干扰或沉默邻近基因转录，例如

ＳＥＲ３、ＸＩＳＴ等［５］。因此我们推测 ＬＩＮＣ００２６１可能参
与ＦＯＸＡ２表达的负性调控。尾型同源盒转录因子２
（ｃａｕｄａｌｒｅｌａｔｅｄｈｏｍｅｏｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＣＤＸ２）
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是影响食管干细胞分化方向的一个关键因素，其表达

上调引起食管干细胞转分化为柱状上皮细胞，ＢＥ发
生［１５］。ＦＯＸＡ２是 ＣＤＸ２转录调控的关键调节子，
Ｗａｔｔｓ等［１６］利用转基因鼠模型证实在胚胎发育过程中

ＦＯＸＡ２可预先结合于ＣＤＸ２启动子 ＋７ｋｂ区域，并招
募负性转录调控因子 Ｒｆｘ１（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｘ１）等以
抑制ＣＤＸ２的转录，且这一机制在多种组织发育过程
中均存在。据此，我们推测：在 ＢＥ的发生、发展过程
中，炎性因素可诱导 ＬＩＮＣ００２６１异常上调表达，其干
扰或沉默ＦＯＸＡ２基因的转录，进而通过调节ＣＤＸ２等
的表达发挥其生物学功能。为了证实这一猜想，我们

首先检测了ＬＩＮＣ００２６１慢病毒转染对 ＦＯＸＡ２表达的
影响，结果显示ＬＩＮＣ００２６１表达水平的上调可显著抑
制人胚胎干细胞ＦＯＸＡ２蛋白的表达水平（Ｐ＜００５）；
进一步，我们探讨了上调ＦＯＸＡ２表达对酸暴露及胆酸
诱导下ＣＤＸ２表达及细胞分化表型等的影响，结果证
实ＦＯＸＡ２上调表达可阻断人胚胎干细胞在酸暴露及
胆酸诱导下ＣＤＸ２表达及细胞分化表型的变化。上述
这些结果提示 ＦＯＸＡ２是 ＬＩＮＣ００２６１参与 ＢＥ发生的
重要节点分子。

　　本实验结果显示ＬＩＮＣ００２６１在ＢＥ的发生过程中
发挥关键作用，其可能与负性调控ＦＯＸＡ２的基因转录
有关。在进一步的实验中，我们将利用ＣｏＩＰ、ＣＨＩＰ等
方法探讨ＬＩＮＣ００２６１负性调控 ＦＯＸＡ２表达的具体分
子机制，其将为 ＢＥ发生及针对性预防和治疗提供新
的思路。
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