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敲低长链非编码ＲＮＡＧＫＩＴ１抑制食管鳞状癌细胞增殖和促进凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）ＧＫＩＴ１在食管鳞状癌细胞
株中的表达及对食管鳞状癌细胞株增殖行为的影响。方法　采用实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ
ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＦＱＰＣＲ）检测２７对食管鳞状癌组织和癌旁正
常组织中ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的表达。针对ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１设计构建小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ），在ＴＥ１细胞中转染构建 ＧＫＩＴ１敲低模型。采用细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）
检测细胞增殖能力，流式细胞仪检测细胞周期的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证细胞周期相关蛋白的表达
变化。结果　食管鳞状癌组织中 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的表达量明显高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）。在 ＴＥ１和
ＴＥ１０细胞中，通过转染，成功构建了敲低ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的细胞表达载体。平板克隆实验、ＥＤＵ实验以
及ＣＣＫ８实验结果显示，与对照组相比，敲低ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１能够显著抑制细胞的增殖（Ｐ＜０．０１）。流
式细胞检测结果发现敲低ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１能够增加细胞的凋亡（Ｐ＜０．０１）。使用荧光原位杂交实验探
究ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的亚细胞定位，发现 ＧＫＩＴ１主要分布在细胞质。流式细胞检测结果发现敲低
ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１能够引起ＴＥ１、ＴＥ１０细胞Ｇ１／Ｓ期阻滞。通过生物信息学分析，ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１可能与
ＣＤＫ４、ＣＣＮＤ１蛋白结合，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证结果显示，ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１基因敲除后，ＣＤＫ４和 ＣＣＮＤ１
蛋白表达降低。结论　敲低ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１可以导致细胞周期阻滞，抑制食管鳞状癌细胞增殖并且
促进细胞凋亡，可能作为食管鳞状细胞治疗的潜在靶点。

　　［关键词］　长链非编码ＲＮＡ；ＧＫＩＴ１；食管鳞状细胞癌；细胞增殖；细胞凋亡
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．１ ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　陈　力，Ｅｍａｉｌ：Ｄｒｃｈｅｎｌｉ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＧＫＩＴ１ｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ＹＡＮＧＸｉｎ，ＣＨＥＮＬｉ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ（ｌｎｃ）ＲＮＡＧＫＩＴ１ｉｎ
ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＥＳＣＣ）ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＥＳＣＣ
ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴｑＰＣＲ）ｗａｓｃａｒｒｉｅｄ
ｏｕｔｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１ｉｎ２７ｐａｉｒｓｏｆＥＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍ
ｔｈｅＥＳＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｏｈａｄｎｏｔｒｅｃｅｉｖｅｄｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｙｅｔ，ａｎｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＳＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ＫＹＳＥ１５０，
ＫＹＳＥ５１０，Ｅｃａ１０９，ＴＥ１ａｎｄＴＥ１０）ａｎｄｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｏｉｄｃｅｌｌｌｉｎｅＨｅｔ１ａ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｆｔｅｒｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）ｏｆＧＫＩＴ１ｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＴＥ１ａｎｄＴＥ１０ｃｅｌｌｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｏｋｎｏｃｋｄｏｗｎＧＫＩＴ１．Ｐｌａｔｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＥＤＵ
ａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ（ＣＣＫ８）ａｓｓａｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

６４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



（ＦＩＳＨ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＧＫＩＴ１，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｖｅｒｉｆｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＫＩＴ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＥＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０００１）．ＧＫＩＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎＴＥ１ａｎｄＴＥ１０ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＧＫＩＴ１ｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＦＩＳＨａｓｓａｙ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＧＫＩＴ１ｗａｓｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＧＫＩＴ１
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｃｅｌｌｓａｒｒｅｓｔｅｄｉｎＧ１／Ｓｐｈａｓｅ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＧＫＩＴ１
ｍａｙｂｉｎｄｔｏＣＤＫ４／ＣＣＮＤ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫ４ａｎｄ
ＣＣＮＤ１ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＧＫＩＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＧＫＩＴ１ｃａｎｉｎｄｕｃｅ
ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔ，ｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＥＳＣＣｃｅｌｌｓ．Ｉｔｍａｙｂｅｕｓｅｄａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒＥＳＣＣ．
　 　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ＧＫＩＴ１；ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮＬｉ，Ｅｍａｉｌ：Ｄｒｃｈｅｎｌｉ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　最新的癌症流行病学数据显示，国内食管癌发病
率男性居第３位，女性居第５位；不仅如此，食管癌的
死亡率在癌症致死率排名中居第４位［１］。尽管食管癌

治疗近年来取得了极大的进展，但食管鳞状细胞癌

（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）的预后依
旧不理想，５年生存率低于１０％［２］。探究其原因，主要
是食管癌发现时间较其他癌症晚，淋巴结转移较早，手

术治疗难以根除，常常伴随治疗后复发和转移［３］。目

前，对ＥＳＣＣ增殖、侵袭的作用机制仍不完全清楚。因
此，研究ＥＳＣＣ发生增殖及其转移的分子机制，对改善
治疗方式和策略以及预测临床预后具有深刻的科学意

义和价值［４］。

　　长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
已被证实与肿瘤的发生、发展息息相关［５］。ｌｎｃＲＮＡ通
过在转录调控、转录后调控，以及表观遗传学等多个方

面来调控编码基因的表达，从而在肿瘤的发生、发展、

增殖、转移和侵袭中发挥相应的作用［６－７］。有研究通

过ＴＣＧＡ数据库中长链非编码 ＲＮＡ的转录本测序文
件筛选出ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１（甘油激酶内含子转录本１）
在食管癌中高表达，但 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在食管癌及其
他癌症中发挥的作用尚不清楚。本研究从细胞与分子

生物学层面探究ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ对 ＥＳＣＣ增殖、周期和
凋亡等生物学过程的调控，为 ＥＳＣＣ的靶向治疗和患
者的预后分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自
东仁化学科技（上海）有限公司；ｌｎｃＧＫＩＴ１的小干扰
ＲＮＡ（ｓｉＧＫＩＴ１）及 其 阴 性 对 照 （ｓｉＲＮＡ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｉＮＣ）由上海汉恒基因股份有限公司合成；转
染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
特异性引物（ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１，ＧＡＰＤＨ）由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成；反转录试剂盒购自美国

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物购自
武汉金开瑞生物工程有限公司；ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭ ＥｄＵ
Ａｐｏｌｌｏ５６７ＩｎＶｉｔｒｏＫｉｔ购自广州锐博生物科技有限公
司；细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）购自武汉博士德生物工
程有限公司；ＡｎｔｉＣＤＫ４抗体购自美国 Ｒ＆Ｄ公司；
ＡｎｔｉＣＣＮＤ１抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．１．２　组织标本　　２７例未经放化疗的 ＥＳＣＣ组织
及其癌旁组织，均来自于重庆医科大学附属第一医院，

患者均签署知情同意书后进行手术切除，样本通过病

理学检查之后立即放入液氮，由重庆医科大学分子与

肿瘤学中心保存。患者临床资料和ＥＳＣＣ标本的收集
由重庆医科大学伦理委员会授权和监督（审批号：

２０２０７３２）。
１．１．３　细胞及培养　　人 ＥＳＣＣ细胞株 ＫＹＳＥ１５０、
ＫＹＳＥ５１０、ＥＣ１０９、ＴＥ１、ＴＥ１０购自美国 ＡＴＣＣ细胞
库。ＤＭＥＭ培养基和胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＭＥＢＭ培养基套装购自瑞士 Ｌｏｎｚａ公司；胎牛血清
（ＦＢＳ）购自重庆博全生物科技有限公司。
１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取　　用无菌剪刀剪碎称取的组
织（５０ｍｇ），置于冰上，并加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂至匀浆

７４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２）



器中匀浆，待组织完全溶解后收集悬浮液，加入

２００μＬ三氯甲烷后剧烈震荡混匀，静置１５ｍｉｎ离心；
取透明层置于离心管，加入等体积异丙醇，混匀，室温

静置离心后，加入 ７５％冰乙醇清洗晾干，加入适量
ＤＥＰＣ水充分溶解 ＲＮＡ沉淀，使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检
测，并使用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｚｅｒ对所提ＲＮＡ完整度
进行检测。

１．２．２　细胞培养及转染　　细胞培养于含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ以及ＲＰＭＩ１６４０培养基中，静置于３７℃、
ＣＯ２体积分数为５％的增湿环境中培养。取对数生长

期的ＴＥ１、ＴＥ１０细胞，按每孔４×１０５均匀铺到６孔板
中。待细胞完全贴壁后，且其汇合度达到 ６０％时，按
照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书，分别转染小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＧＫＩＴ１）及其阴性对照组（ｓｉＮＣ），２４、４８ｈ后收集
细胞，进行下一步实验。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴＦＱＰＣＲ）检测ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的表达
　　质粒转染 ２４ｈ后，按照说明书用 ＴＲＩｚｏｌ法提取
ＥＳＣＣ组织和癌旁组织、人正常食管上皮细胞（Ｈｅｔ１ａ）
和ＥＳＣＣ细胞（ＴＥ１和 ＴＥ１０）总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电
泳判断提取 ＲＮＡ的完整性，酶标仪检测其浓度和纯
度。利用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ将总 ＲＮＡ反转录
为ｃＤＮＡ。利用美国 ＢｉｏＲａｄ公司的 ＲＴＦＱＰＣＲ仪检
测ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在ＥＳＣＣ组织和细胞中的相对表达
水平。该研究所用特异性引物如下：ＧＡＰＤＨ上游引
物序列：５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游引物序
列：５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′；ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１
上游引物序列：５′ＡＧＣＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＧＣＴＣＴＧＴＴＴＧ３′，
下游引物序列：５′ＣＡＣＣＡＴＧＣＣＣＡＧＣＣＧＴＡＡＣ３′。以
ＧＡＰＤＨ为内参，ｃＤＮＡ为模板，在９５℃预变性３ｍｉｎ；
然后在９５℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ
的条件下扩增 ４０个循环。每个样品设置 ３个复孔，
ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的相对表达量采用２－△△ＣＴ法表示。实
验重复３次。
１．２．４　克隆形成实验　　将转染２４ｈ后的各组细胞
制备成细胞悬液（１×１０４／ｍＬ），按２００μＬ／孔接种于６孔
板中，混匀后于温箱继续培养，于第５天进行半定量换
液，第 １０天弃培养基，ＰＢＳ洗涤 ３ｍｉｎ，取多聚甲醛
１５ｍｉｎ固定细胞，弃掉再加入０．５％结晶紫进行染色，
最后使用ＰＢＳ清洗。用显微镜拍照并进行克隆计数。
１．２．５　ＣＣＫ８实验　　将转染后的各组细胞制成细
胞悬液（密度为１×１０５／ｍＬ），按１００μＬ／孔接种至９６孔板
中，设置３个复孔／组，使９６孔板常规培养于温箱内。

待细胞完成贴壁后，取出１块９６孔板，加入 ＣＣＫ８溶
液（１０μＬ／孔）于温箱内２ｈ避光孵育，用酶标仪测定
４５０ｎｍ处的光密度值，记录读数。之后分别将培养
２４、４８、７２、９６ｈ后的各组细胞用同样的方法测光密度
值，记录数值并绘制生长曲线。

１．２．６　流式细胞仪检测　　收集转染４８ｈ后的各组
细胞，ＰＢＳ洗涤后１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清。加
入Ａｎｎｅｘｉｎ结合液，使细胞重悬。再加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ
１０μＬ，避光室温 １５ｍｉｎ温育。各组细胞凋亡情况于
流式细胞仪内检测。收集转染 ４８ｈ后的各组细胞，
ＰＢＳ洗涤后 １０００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加入
７５％冰乙醇过夜，次日检测细胞周期分布情况。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取转染４８ｈ后的各组细
胞，加入ＲＩＰＡ蛋白裂解液（ＰＭＳＦ∶ＲＩＰＡ＝１∶１００）进行
裂解，４℃离心后提取蛋白。按照 ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒说明书步骤测定蛋白浓度。配置ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶后，取样本（每个样本４０μｇ）进行恒压８０Ｖ电泳分
离，再冰浴恒流２００ｍＡ转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉
常温摇床封闭，再分别加入兔源ＣＤＫ４抗体（１∶２０００）、
兔来源ＣＣＮＤ１抗体（１∶２０００）、兔来源 ＧＡＰＤＨ抗体
（１∶５０００）后 ４℃低温摇床过夜，ＴＢＳＴ缓冲液冲洗
３次后，室温摇床孵育山羊抗兔二抗，最后曝光显影进
行分析。

１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１９．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０进行数据
分析和作图。Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验运用于两样本均数比
较，多组均数比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在ＥＳＣＣ组织中的表达
　　ＲＴＦＱＰＣＲ检测结果显示，ＥＳＣＣ癌组织中ｌｎｃＲＮＡ
ＧＫＩＴ１的表达显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０００１，图１Ａ）。
并且在 ＴＣＧＡ数据库中，发现 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的表达
量与患者的预后相关（Ｐ＝０．００６７，图１Ｂ）。
２．２　ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在ＥＳＣＣ细胞株中的表达
　　ＲＴＦＱＰＣＲ实验检测人上皮样食管细胞 Ｈｅｔ１ａ
以及 ＥＳＣＣ细胞株（Ｅｃａ１０９，ＴＥ１，ＴＥ１０，Ｋｙｓｅ５１０，
Ｋｙｓｅ１５０）中 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的相对表达水平。结果
显示，与正常食管细胞 Ｈｅｔ１ａ相比，Ｋｙｓｅ５１０的表达
量并无明显差异，其中 Ｅｃａ１０９、Ｋｙｓｅ１５０、ＴＥ１、ＴＥ１０
这４种ＥＳＣＣ细胞表达量明显升高（Ｐ＜０．００１，图２）。

８４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　ＲＴＦＱＰＣＲ法检测 ＴＥ１（Ａ），ＴＥ１０（Ｂ）细胞中空

载组（ｓｉＮＣ）与敲低组（ｓｉ２）中ＧＫＩＴ１的表达

２．３　ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１小干扰 ＲＮＡ的设计和敲低水平
的鉴定

　　针对 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１序列，设计并合成了 ３条
ｓｉＲＮＡ，通过脂质体转染的方式，将ｓｉＲＮＡ转染至ＴＥ１、
ＴＥ１０细胞内，采用 ＲＴＦＱＰＣＲ检测 ＧＫＩＴ１的敲低效
率。结果显示，ＴＥ１细胞中ｓｉＲＮＡ的敲低效率为９５％；
ＴＥ１０细胞中ｓｉＲＮＡ的敲低效率为９０％（图３）。
２．４　ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１对ＥＳＣＣ细胞增殖能力的影响
　　利用平板克隆实验、ＥＤＵ实验以及ＣＣＫ８实验分
别检测ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１的表达差异对ＥＳＣＣ细胞增殖
能力的影响。结果表明，在 ＴＥ１、ＴＥ１０细胞中 ｓｉＧＫ
ＩＴ１组相对 ｓｉＮＣ组的克隆形成能力明显降低（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ、Ｂ）；在 ＥＤＵ实验中，ｓｉＧＫＩＴ１组相对于
ｓｉＮＣ组，细胞增殖活性差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，
图４Ｃ、Ｄ）；在ＣＣＫ８实验中，培养４８、７２、９６ｈ，ｓｉＮＣ与

ｓｉＧＫＩＴ１组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ｅ、Ｆ）。
２．５　ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１对ＥＳＣＣ细胞凋亡的影响
　　ＴＥ１、ＴＥ１０细胞分别转染ｓｉＮＣ、ｓｉＧＫＩＴ１后，采
用流式细胞仪检测敲低ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１后对ＥＳＣＣ细
胞凋亡情况的影响。流式细胞仪检测结果显示，与 ｓｉ
ＮＣ相比，ＴＥ１、ＴＥ１０细胞中 ｓｉＧＫＩＴ１组凋亡率显著
增加（Ｐ＜０．０１，图５）。
２．６　ｌｎｃＧＫＩＴ１的亚细胞定位
　　利用 ＦＩＳＨ实验对细胞中的 ｌｎｃＧＫＩＴ１进行荧光
原位杂交，利用荧光显微镜观察红色荧光，根据红色荧

光的强弱来确定ｌｎｃＧＫＩＴ１的亚细胞定位。从图６中
可得知，ｌｎｃＧＫＩＴ１在胞质胞核中都存在，但主要分布
于细胞质中。表明ｌｎｃＧＫＩＴ１可能在转录后水平调控
癌症的发生、发展。

９４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２）
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图４　敲低ＧＫＩＴ１对ＴＥ１、ＴＥ１０细胞增殖能力的影响
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图５　敲低ＧＫＩＴ１对ＥＳＣＣ细胞凋亡的影响
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图６　荧光原位杂交实验检测ｌｎｃＧＫＩＴ１的亚细胞定位　（×２００）

２．７　ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１对细胞周期及 ＣＤＫ４／ＣＣＮＤ１蛋
白表达的影响

　　为了进一步探求ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１对ＥＳＣＣ细胞周
期的调控作用，收集分别转染了ｓｉＮＣ、ｓｉＧＫＩＴ１７２ｈ
的ＴＥ１和ＴＥ１０细胞后，应用流式细胞仪检测细胞周
期分布，结果显示，与对照组相比，敲低ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１
后Ｇ１期明显增多，Ｓ期减少。说明敲低ＧＫＩＴ１能将细胞

周期阻滞于 Ｇ１期（Ｐ＜０．０５，图７）。此外，通过 ＲＴＦＱ
ＰＣＲ实验验证周期相关蛋白 ＣＤＫ４和 ＣＣＮＤ１ｍＲＮＡ
水平的变化，结果发现，ｌｎｃＧＫＩＴ１的敲低并未引起
ＣＤＫ４和ＣＣＮＤ１ｍＲＮＡ表达发生改变（图８）。我们通过
ＲＮＡ蛋白质相互作用预测网站 ＲＰＩｓｅｑ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｉｄｂ．
ｇｄｃｂ．ｉａｓｔａｔｅ．ｅｄｕ／ＲＰＩＳｅｑ／）进行分析，发现 ｌｎｃＲＮＡ
ＧＫＩＴ１与ＣＤＫ４、ＣＣＮＤ１的 ＲＦｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ和 ＳＶＭｃｌａｓ
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ｓｉｆｉｅｒ均大于０．５（图９），提示 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１可能通
过结合ＣＤＫ４与ＣＣＮＤ１蛋白来影响 ＥＳＣＣ细胞增殖。
通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ＣＤＫ４、ＣＣＮＤ１蛋白的表达
变化，结果显示，ｓｉＮＣ组相比于ｓｉＧＫＩＴ１组，ＣＤＫ４和
ＣＣＮＤ１的水平均显著下降（Ｐ＜０．０５，图１０）。

３　讨论

　　ｌｎｃＲＮＡ的异常调控在疾病的发生和发展以及许
多人类癌症中很重要，尽管它们曾被认为是“垃圾

ＲＮＡ”。据报道，ｌｎｃＲＮＡ在多种癌症中都扮演着重要
角色。它们由 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ（ｏⅡ）转录，但不翻译为

蛋白质［８］。ｌｎｃＲＮＡ的失调与多种癌症发展中的细胞
迁移、侵袭、转移及肿瘤发生有关［９］。ｌｎｃＲＮＡ既可以
是肿瘤抑制基因也可以是癌基因，其通过直接结合

ＲＮＡ、ＤＮＡ或蛋白质来发挥其生物学功能，包括细胞
增殖、分化、凋亡、免疫应答和迁移。它们还参与基因

转录后调控［１０－１４］。其中，ＺＨＯＵ等［１５］发现 ｌｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ７在多种癌症如乳腺癌、结肠癌、膀胱癌等中高
表达，对癌症的发生发展起着至关重要的作用。不仅

如此，ＺＨＡＮＧ等［１６］研究结果提示，ｌｎｃＲＮＡＭＩＡＴ通过
与 ｍｉＲＮＡ１３０１３ｐ形成内源性竞争机制，调控 ＩＮ
ＣＥＮＰ的表达来促进食管鳞状细胞癌的发展。
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图７　流式细胞仪检测敲低ｌｎｃＧＫＩＴ１后ＥＳＣＣ细胞周期变化
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图９　生物信息学预测ＧＫＩＴ１与ＣＤＫ４、ＣＣＮＤ１相互结合关系
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图１０　敲低ＧＫＩＴ１对ＥＳＣＣ细胞中ＣＤＫ４、ＣＣＮＤ１蛋白表达量的影响
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　　然而，ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在癌症中的作用目前尚未
探明，本研究使用ＴＣＧＡ数据库，筛选出在食管癌中具
有明显差异表达的ｌｎｃＲＮＡ，采用ＲＴＦＱＰＣＲ技术进一
步验证得出ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在ＥＳＣＣ组织和细胞中表
达均升高。为了进一步研究 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１在 ＥＳＣＣ
中的作用，利用化学合成的ｓｉＮＣ和ｓｉＧＫＩＴ１，采用脂
质体转染的方法转染 ＴＥ１、ＴＥ１０细胞。ＲＴＦＱＰＣＲ
实验验证结果发现，ｓｉＧＫＩＴ１组相对ｓｉＮＣ组，ｌｎｃＧＫ
ＩＴ１的表达水平明显降低。通过数个功能实验发现，
敲低ｌｎｃＧＫＩＴ１后，能明显抑制 ＥＳＣＣ细胞的增殖，并
能促进细胞凋亡。ＣＤＫ４与 ＣＣＮＤ１在肿瘤的发生、发
展中起着至关重要的作用。目前，相关的 ＣＤＫ４／６抑
制剂靶向治疗药物已经进入临床，用于治疗 ＨＲ＋，
ＨＥＲ２晚期的乳腺癌患者［１７］。ＣＤＫ４和 ＣＣＮＤ１通过
形成复合体影响肿瘤细胞的周期变化，从而促进肿瘤

细胞的生长和增殖［１８－２０］。其中 ＱＩ等［２１］研究证明，

ｌｎｃＲＮＡＳＮＨＧ７敲低可以通过抑制 ＣＤＫ４和 ＣＣＮＤ１
的表达导致细胞周期阻滞，进而显著抑制前列腺癌细

胞的增殖。此外，ＹＵ等［２２］提出，ｌｎｃＲＮＡＵＦＣ１通过稳
定ＲＮＡ结合蛋白 ＨｕＲ来调控 ＣＤＫ４和 ＣＣＮＤ１的表
达，从而影响结肠癌细胞的周期变化，最终促进肿瘤进

展。本研究运用流式细胞仪检测细胞周期，发现敲低

ｌｎｃＧＫＩＴ１能将ＥＳＣＣ细胞阻滞于 Ｇ１期，而调控细胞
Ｇ１／Ｓ期最重要的蛋白则为 ＣＤＫ４和 ＣＣＮＤ１以及它们
的复合物。在敲低 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１后，通过 ＱＴＦＱ
ＰＣＲ实验发现 ＣＤＫ４／ＣＣＮＤ１ｍＲＮＡ水平并未有明显
变化，并使用生物信息学方法验证 ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１与
ＣＤＫ４／ＣＣＮＤ１蛋白具有结合的可能性。最后，在敲低
ｌｎｃＲＮＡＧＫＩＴ１后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＣＤＫ４／
ＣＣＮＤ１蛋白表达水平降低。推测ｌｎｃＧＫＩＴ１可能通过
调节ＣＤＫ４、ＣＣＮＤ１这两个周期相关蛋白而影响ＥＳＣＣ
细胞周期，从而影响细胞增殖。但是，其具体的分子作

用机制仍需进一步研究。综上所述，本研究结果表明

ｌｎｃＧＫＩＴ１在ＥＳＣＣ的发生、发展过程中起到了重要的
作用。
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