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lncRNA SNHG16在结直肠癌组织和细胞中表达及其调控结肠癌细胞中
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[摘 要] 目的：探讨长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）SNHG16在结直肠癌（colorectal cancer，CRC）组织和细

胞中的表达及其通过海绵吸附miR-128-3p调控结肠癌细胞线粒体甘油 3磷酸酰基转移酶基因（mitochondrial glycerol-3-phos-

phate acyltransferase，GPAM）表达的分子机制。方法：收集 2014年 1月至 2017年 1月甘肃省人民医院肛肠科手术切除的 60例

CRC患者的癌及癌旁组织标本，以及结直肠癌细胞系SW480、SW620、HCT116、Caco-2、DLD-1、HT29和结肠上皮细胞CCD841，

用qPCR法检测CRC组织和细胞系中SNHG16的表达，分析SNHG16表达与CRC患者临床病例特征的关系。分别用miR-128-3p

模拟物、miR-128-3p抑制剂、SNHG16敲降载体转染SW480细胞后，用 qPCR法检测细胞中miR-128-3p及SNHG16 mRNA的表

达，用Western blotting法检测GPAM蛋白的表达，用CCK-8法、克隆形成实验及细胞凋亡实验、Transwell小室法检测细胞的增殖、

凋亡及侵袭。用双荧光素酶报告基因法和RNA免疫共沉淀实验验证SNHG16和miR-128-3p mRNA靶向结合。构建小鼠SW480

细胞移植瘤模型，观察敲降SNHG16对移植瘤生长的影响。结果：CRC组织及细胞系中SNHG16高表达（均P<0.01），其表达水

平与CRC淋巴结转移、Duke’s分期及患者生存期相关（均P<0.01）。敲降SNHG16可显著抑制SW480细胞的增殖及侵袭能力，并

诱导细胞凋亡（均P<0.01）；敲降SNHG16后小鼠移植瘤瘤体显著小于对照组(P<0.05)。双荧光素酶报告基因检测及RNA免疫沉

淀反应结果显示，miR-128-3p与SNHG16相互作用，且在CRC患者中miR-128-3p与SNHG16负相关（P<0.01)。SNHG16通过内

源性竞争海绵吸附miR-128-3p影响其下游靶基因GPAM的表达。结论：SNHG16在CRC细胞中可通过海绵吸附miR-128-3p调

控GPAM表达，SNHG16及miR-128-3p可作为CRC诊断及治疗的潜在靶点。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of long non-coding RNA SNHG16 (lncRNA SNHG16) in colorectal cancer (CRC)

tissues and cells, and to explore the mechanism of its regulation on the expression of mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransfer-

ase (GPAM) via sponging miR-128-3p. Methods: Sixty pairs of colorectal cancerous tissues and para-cancerous tissues that resected

from CRC patients, who underwent surgery in the Department of Anorectal Surgery, Gansu Provincial People’s Hospital during Jan.

2014 and Jan. 2017, were collected for this study; In addition, CRC cell lines (SW480, SW620, HCT116, Caco-2,DLD-1, HT29) and co-

lonic epithelial cell line CCD841 were also collected for the study. The expression of SNHG16 in collected tissues and cell lines was de-

termined by Real-time quantitative PCR (qPCR), and its correlation to the clinicopathological features of CRC patients was also ana-

lyzed. SW480 cells were transfected with miR-128-3p mimic, miR-128-3p inhibitor, and si-SNHG16, respectively, and then the mRNA

expressions of miR-128-3p and SNHG16 were detected by qPCR, the protein expression of GPAM was determined by Western blotting,

and the cell proliferation, apoptosis and invasion were detected by CCK-8 assay, colony formation assay, cell apoptosis assay and Tran-

swell chamber assay, respectively. The binding between SNHG16 and miR-128-3p was validated with dual luciferase reporter gene as-

say and RNA Immunoprecipitation assay. For in vivo experiment, mouse model of SW480 cell exnograft was constructed, and the ef-
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fect of SNHG16 knockdown on the growth of exnograft was observed. Results: SNHG16 was found to highly expressed in human

CRC tissues and cell lines (all P<0.01), and SNHG16 expression level was associated with lymph node metastasis, Duke's stage and pa-

tients’survival (all P<0.01). Knockdown of SNHG16 significantly inhibited CRC cell proliferation and invasion, and induced apoptosis

(all P<0.01); After SNHG16 knockdown, the volume of exnograft was obviously reduced (P<0.05). Dual luciferase reporter gene assay

and RNA Immunoprecipitation assay validated the interaction between miR-128-3p and SNHG16, and they were negatively correlated

with each other in CRC patients (P<0.01). The SNHG16 regulated the expression of its down-stream gene GPAM via endogenously

sponging miR-128-3p. Conclusion: SNHG16 regulates GPAM expression in CRC cells by sponging miR-128-3p, and SNHG16 and

miR-128-3p may serve as potential targets for the diagnosis and treatment of CRC.

[Key words] colorectal cancer; SW480 cell; SNHG16; miR-128-3p; mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAM);

sponge

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(1): 58-66. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.01.010]

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是最为常见的

恶性肿瘤之一，是男女性高发肿瘤中位居第 3位，且

男性发病率明显高于女性[1]。研究[2-5]表明，许多促癌

及抑癌基因、微小RNA（microRNA，miRNA）及长链

非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）与CRC

的发生发展密切相关。lncRNA与miRNA通过调控

肿瘤细胞增殖、侵袭、凋亡和耐药性等在肿瘤的发展

进程中发挥癌基因或抑癌基因的作用[6-11]。miRNA-

128-3p通过下调靶基因表达抑制CRC细胞的增殖及

转移[12]；lncRNA如XIST及HOTAIR参与X染色体沉

默、基因组印记、染色质修饰、转录激活、转录干扰及

核内运输[13]等多种重要的调控过程，其在前列腺

癌[14]、膀胱癌[15]、胃癌[16]等癌症中发挥作用，多种 ln-

cRNAs与CRC的发生发展密切相关[17]；然而仍有大

量 lncRNAs的功能未被研究报道。线粒体甘油 3磷

酸酰基转移酶基因（mitochondrial glycerol -3-phos-

phate acyltransferase，GPAM）在脂质合成中扮演重要

的角色，又名 GPAT1、mtGPAT 或 KIAA1560，属于

GPAT家族，是催化三酰基甘油和磷脂生物合成的限

速酶，GPAM表达与乳腺癌患者的生存情况、激素受

体状态及代谢谱密切相关[18]，然而GPAM在CRC中

的研究未见报道。本研究旨在研究 lncRNA SNHG16

在CRC中通过海绵吸附miR-128-3p调控GPAM表达

的分子机制，为CRC的诊断及治疗提供潜在靶点。

1 资料与方法

1.1 标本来源

收集 2014年 1月至 2017年 1月甘肃省人民医院

肛肠科就诊的60例未接受化、放疗的CRC患者手术

切除的癌及癌旁组织标本，患者年龄48~52岁，男、女

性各30例。临床Duke's分期：A/B期33例、C/D期27

例。手术前均告知患者并签署知情同意书，研究方

案征得医院伦理委员会批准。

1.2 细胞系、实验动物及主要试剂

CRC 细胞系 SW480、SW620、HCT116、Caco-2、

DLD-1、HT29和结肠上皮细胞CCD841均购买美国

ATCC公司。细胞在含10%胎牛血清、100 U/ml青霉

素和100 mg/ml链霉素的RPMI-1640培养基中培养。

12只雄性BALB/c裸鼠购于北京维通利华实验

动物技术有限公司，许可证号为：SCXK（京）2009-

000，4周龄，体质量16~20 g。

胎牛血清、RPMI-1640 培养基购自 Gbico 公司，

TRIzol RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒及SYBR PCR

Master Mix购自Thermo Fisher Scientific公司，RNA纯

化试剂盒、PARIS试剂盒、qPCR试剂盒均购于QIAGEN

公司，LipofectamineTM 2000购自Life Technologies公司，

plKO.1-Puro载体购自TaKaRa公司，表达载体pcDNA3.1

（+）购自Invitrogen公司。瞬时转染实验所需miRNA模

拟物（miRNA mimic）、miRNA抑制剂（miRNA inhibitor）、

siRNAs 由上海吉凯基因设计合成，PCR 引物序列：

SNHG16 F为5 ′ -ATACTCTGTTGGAAGAGCCTAAG-3 ′，

R为5 ′ -GCTCACACCTGTCATCTCAGCAC-3 ′。CCK-8

检测试剂盒购自碧云天公司，Transwell小室购自Corning

公司，Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒购自BD公司，

GPAM、GAPDH抗体均购自Abcam公司，羊血清购自

碧云天公司，亚细胞蛋白分离的PARIS试剂盒购自Life

Technologies公司，RNA免疫沉淀试剂盒购自Millipore

公司，双荧光素酶报告基因购自Promega公司。

1.3 qPCR检测CRC组织和细胞中SNHG16的表达

用TRIzol试剂提取CRC组织中总RNA，用PAR-

IS试剂盒提取细胞中RNA，测定RNA纯度及浓度，

逆转录合成 cDNA，反应条件为：40 ℃ 60 min，25 ℃

5 min，75 ℃ 5 min。按照 SYBR PCR Master Mix 说

明配制20 μl体系PCR反应混合液进行PCR扩增，反

应条件为：95 ℃预变性10 min、95 ℃变性15 s、58 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，重复 30个循环，72 ℃延伸

7 min。组织标本以 GAPDH 为内参，细胞实验用

GAPDH作为细胞质亚细胞表达基因的内参，U6作为

细胞核亚细胞表达基因的内参，以 2-∆∆Ct法计算 SN-

HG16 mRNA的相对表达量。实验重复3次。

·· 59



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(1)

1.4 慢病毒转染SW480细胞

培养SW480细胞至汇合度 80%左右，用胰蛋白

酶消化并收集细胞，使用 miR-128-3p 模拟物、miR-

128-3p抑制剂、siRNAs SNHG16 1-3（表 1），扩增SN-

HG16 shNRA1-3序列（表 1）并插入 PLKO.2-Puro载

体，将载体与 LipofectamineTM 2000 脂质体混合导入

SW480细胞进行转染，收集病毒转染SW480细胞进

行后续实验。扩增并纯化 GPAM 基因片段并插入

pcDNA3.1（+）表达载体 HCT116 细胞中过表达

GPAM基因，通过嘌呤霉素选择稳定的细胞系，用于

后续的细胞及动物实验。

表1 引物序列

Tab.1 Primer of sequences

Name

shRNA SNHG16

siRNA SNHG16 1

siRNA SNHG16 2

siRNA SNHG16 3

Sequence（5'-3'）

CACCGTGGATTTGTACCATTCTTCTGGAAGAATGGTACAAATCCAAGCGAACTTGG
ATTTGTACCATTCTTCCAGAAGAATGGTACAAATCCA

UGGAUUUGUACCAUUCUUCUGGAAGAAUGGUACAAAUCCAAG

ACUCAUUGGUUCCUUUAAGGGCUUAAAGGAACCAAUGAGUCC

AAGUUUCGUUGAUAACCUGUCCAGGUUAUCAACGAAACUUCU

1.5 CCK-8法检测SW480细胞的增殖能力

开始实验 24 h前，将生长状态良好的 SW480细

胞以 2×103个/孔的细胞密度接种于 96孔板，根据实

验分组分别处理细胞，分别在24、48、72、96 h加入10

μl的CCK-8溶液，37 ℃孵育2 h后用酶标仪检测波长

在450 nm处的光密度（D）值。实验重复3次。

1.6 克隆形成实验检测SW480细胞的克隆形成能力

取对数生长期 SW480细胞用胰酶消化，1×PBS

重悬，以 3×102 个/孔的细胞密度种于 6 孔板中，于

37 ℃、5% CO2培养箱中孵育14 d，用0.5 ml的甲醇固

定30 min后，1%结晶紫溶液染色15 min，光学显微镜

下（×100）统计克隆形成数。实验重复3次。

1.7 Transwell小室法检测SW480细胞的侵袭能力

使用孔径为 8 μm 的聚碳酸酯膜的 Transwell 小

室进行实验。在下室中加入 600 μl含有 20%胎牛血

清的RPMI 1640培养基，将对数生长的细胞消化，并

用无血清的RPMI 1640培养基重悬，按照2×104细胞/

200 μl的量加入到上室中，37 ℃、5% CO2培养箱中孵

育 24 h后，用棉签轻轻蘸去上室表面未穿过膜的细

胞，透过膜的上室底部的细胞用 95% 乙醇固定，用

1%结晶紫染色 15 min，在光镜下（×100）每孔随机选

5个区域统计穿膜细胞数。实验重复3次。

1.8 Annexin V FITC/PI染色流式细胞术检测SW480

细胞的凋亡

收集转染48 h后的细胞，使用无EDTA的胰酶消

化，500 μl预冷的PBS重悬细胞，并转移至流式管中，

加入 5 μl的Annexin V FITC特异性抗体和 5 μl的 PI

避光孵育 15~20 min，上流式细胞仪检测细胞凋亡情

况。实验重复3次。

1.9 Western blotting检测SW480细胞GPAM蛋白的

表达

使用RIPA提取细胞总蛋白，BCA试剂盒检测蛋

白浓度，10% SDS-PAGE分离蛋白，用湿转法将蛋白

转移至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入

按照一定比例稀释的一抗（GPAM，1∶2 000；GAP-

DH，1∶1 000），4 ℃过夜孵育。次日去除一抗，用

TBST洗涤3次，加入相应的二抗（稀释比例为1∶500）

室温摇床上孵育 90 min后，用TBST洗涤 3次后，加

入ECL化学发光液，放入凝胶成像系统中采集数据，

以GAPDH为内参，与检测蛋白条带的灰度值之比表

示蛋白的相对表达量。实验重复3次。

1.10 建立小鼠 SW480 移植瘤模型观察敲降 SN-

HG16对移植瘤生长的影响

将5周龄雄性BALB/c小鼠分为两组，每组6只，

用胰酶消化对数生长期细胞，1×PBS重悬，每只小鼠

背部皮下注射1×106个SW480细胞，每周测量肿瘤的

大小。肿瘤体积计算依据公式：体积=长×宽 2×0.5，观

察小鼠肿瘤的生长情况。

1.11 双荧光素酶报告基因检测验证 SNHG16 与

miR-128-3p靶向结合

扩增SNHG16 mRNA 3'-UTR片段序列插入 psi-

CHECK 荧光素酶报告基因，SNHG16 MUT 3'-UTR

通过使用SNHG16序列突变引物诱导，并通过测序结

果确定构建的序列，SW480细胞以3×104个/孔的细胞

密度接种于 24孔板，过夜培养。次日用野生型及突

变型的报告质粒及miR-128-3p 模拟物共转染细胞，

24 h后用双荧光素报告基因系统测定荧光素酶活性，

通过将萤火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶活性分

离，对数据进行归一化处理。实验重复3次。

1.12 RNA免疫沉淀反应检测 SNHG16与miR-128-

3p内源性竞争结合

根据EZ-Magan RIP Kit试剂盒操作说明收集并
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裂解细胞，加入RIP裂解液（含有偶联Ago2抗体的磁

珠），样本与蛋白酶K孵育，期间不断摇晃以消化蛋

白，分离出免疫沉淀RNA，使用Nano分光光度计测

量RNA浓度，用生物分析器（Bioanalyzer）检测RNA

（input RNA）质量，将 RNA 免疫共沉淀实验富集到

miR-128-3p 逆转录为 cDNA，进行 qPCR 检测 miR-

128-3p的表达量，用Ago2的Ct值与 input RNA的Ct

值差值表示，根据2-∆∆Ct表示富集水平。

1.13 统计学处理

采用SPSS18.0软件进行数据统计分析。计量数

据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析。淋巴结转移或晚期Duke’s分期

患者的SNHG16相对表达水平采用中值区间表示，非

参数变量使用 χ2检验或者Mann-Whitney U检验，使

用 Kaplan-Meier 法计算生存率，并通过 Log-Rank 检

验进行分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 SNHG16在CRC组织和细胞中的表达及其临床

相关性分析

通过Starbase及 lncRNADisease等生物信息学软

件分析发现，lncRNA SNHG16 在 CRC 中高表达。

qPCR结果（图 1A）发现，在 60例CRC患者中，32例

（53.3%）癌组织中 SNHG16表达水平显著高于癌旁

组织(P<0.01)，确定为高表达组；28例（46.7%）癌组织

中 SNHG16 表达水平与癌旁组织无显著差别（P>

0.05），确定为低表达组。

Kaplan-Meier 生存分析结果（图 1A）显示，高表

达SNHG16的CRC患者生存率明显低于低表达SN-

HG16的CRC患者，SNHG16 表达与 CRC 患者总体

生存率低呈正相关（r=6.974，P<0.01）；在淋巴结

转移及 Duke’s 分期晚期 CRC 患者中 SNHG16高

表达（t=-15.11，P<0.01；表2）。

qPCR检测结肠上皮细胞CCD841及结肠癌细胞

系SW480、SW620、HCT116、Caco-2、DLD-1、HT29中

SNHG16表达水平，结果显示，SNHG16在结肠癌细

胞系中表达水平显著高于结肠上皮细胞CCD841（F=

300.15，P<0.01；图 1B），且主要存在于细胞核中（F=

40.85，P<0.05；图 1C）。结果表明，SNHG16 表达与

CRC的发生发展显著相关。

表2 60例CRC患者SNHG16表达与患者

临床病理特征的关系（（n））

Tab. 2 The relationship between SNHG16 expression and

clinicopathological features in 60 CRC patients（（n））

Clinicopathologic

feature
Gender

Male
Female

Age（t/a）
Lymph node metastases

Yes
No

Distal metastasis
Yes
No

Duke's stage
A/B
C/D

N

30
30

25
35

6
54

33
27

Expression of SNHG16
Low

13
15

48.82±2.32

3
19

2
20

18
3

High

17
15

50.62±1.97

22
16

4
34

15
24

P

0.732

0.225
<0.001

0.631

<0.001

**P<0.01 vs CCD841 cells;△P<0.05 vs Cytosol group

A: Kaplan-Meier curves of the survival of 60 CRC patients were evaluated by the Log-Rank test; B: SNHG16 expression in colonic

epithelial cells and CRC cell lines detected by qPCR; C: Cellular localization of SNHG16 in CRC cells

图1 SNHG16在CRC组织和细胞中表达及临床相关性分析

Fig. 1 The expression of SNHG16 in CRC tissues and cells, and the clinical correlation analysis

2.2 敲低SNHG16抑制SW480细胞的增殖及侵袭

构建 3 个 SNHG16 敲降载体（si-SNHG16 1~3），

分别转染 SW480细胞，用 qPCR法检测 siRNAs的转

染效率，避免脱靶效应，选择转染效率较好的 si-SN-

HG16 3进行后续实验（图2A）。

CCK-8法及克隆形成实验检测结果（图2B、C）显

示，敲低SNHG16后，SW480细胞的增殖明显受到抑

制（P<0.05 或 P<0.01）。Transwell 小室法检测结果
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（图2D）显示，敲低SNHG16后，细胞的侵袭能力显著

降低（t=12.16，P<0.01）。流式细胞术检测的结果（图

2E）显示，敲低 SNHG16后，SW480细胞的凋亡明显

增加（t=-19.93，P<0.01）。

SW480细胞移植瘤实验结果（图 2F）也证明，与

阴性对照组（移入未敲降SNHG16的SW480细胞）裸

鼠比较，敲低 SNHG16的 SW480细胞移植到裸鼠体

内，显著抑制了肿瘤的生长。饲养 4周后，敲降 SN-

HG16裸鼠的瘤体积明显小于移植阴性对照组裸鼠

（P<0.05或P<0.01）。实验结果表明，SNHG16表达与

SW480细胞的增殖及侵袭呈正相关。

*P<0.05, **P<0.01 vs si-NC (A,B) or sh-NC group (F)

A: SNHG16 expression levels were suppressed by specific siRNAs in SW480 cells; B and C: The proliferation of SW480 cells was

measured by CCK-8 assay and colony formation assay (×100); D: The invasion of SW480 cells was detected by Transwell assay (×100);

E: The apoptosis of SW480 cells was detected by Annexin V/PI staining and flow cytometry;

F: Growth curves of exnograft tumors in nude mice

图2 敲低SNHG16抑制SW480细胞的增殖及侵袭

Fig.2 SW480 cell proliferation and invasion were inhibited by knocking down SNHG16

2.3 SNHG16与miR-128-3p靶向结合

通过 miRcode 及 DIANA-lncBase 软件预测 SN-

HG16与miR-128-3p结合位点序列（图3A）。

qPCR法检测结果显示，SNHG16 表达显著上

调的 CRC，其 miR-128-3p的表达反而显著下调（t=

2.15，P<0.05；图 3B）。 Spearman 相关分析显示，

SNHG16 与 miR-128-3p 表达在 CRC 中呈负相关（r=

-0.39，P<0.01；图3C）。

2.4 miR-128-3p 通 过 下 调 SNHG16 的 表 达 抑 制

SW480细胞的增殖及侵袭

CCK-8法、克隆形成实验及流式细胞术检测结

果（图 4）显示，转染miR-128-3p 抑制剂后，SW480

细胞的增殖能力显著提高，而同时转染miR-128-

3p抑制剂及 si-SNHG16-3时，细胞的增殖能力显著下

降（P<0.05；图4A、B）；转染miR-128-3p抑制剂后，细

胞凋亡情况明显受到抑制，而同时转染miR-128-3p

抑制剂及 si-SNHG16-3 时，细胞凋亡明显增加（P<

0.05；图4D）。

Transwell小室法检测结果（图4C）显示，单独转染

miR-128-3p抑制剂的SW480细胞的侵袭能力显著高于

同时转染miR-128-3p 抑制剂及 si-SNHG16-3 的细胞

（P<0.01）。实验结果表明，miR-128-3p通过抑制SNHG16

的表达负向调控SW480细胞的增殖和侵袭。

2.5 SNHG16通过内源性竞争与miR-128-3p靶向结合

将SNHG16序列及SNHG16的突变序列分别克

隆到psiCHECK双荧光素酶报告载体中（即SNHG16

WT和SNHG16 MUT；图5A）。双荧光素酶报告基因

检测结果显示，同时转染miR-128-3p模拟物及 SN-

HG16 WT 表达载体后荧光素酶活性显著下降（P<

0.05，图 5A）。Western blotting 检测结果显示，敲低

miR-128-3p促进SNHG16显著表达，而敲低SNHG16

对miR-128-3p表达无显著差异（P<0.01，图 5B）。然

而，qPCR检测结果显示，过表达miR-128-3p能够显

著降低 SNHG16 mRNA 表达水平（t=8.49，P<0.01），

而敲降SNHG16表达对miR-128-3p mRNA的表达水

平显著影响（t=-0.27，P>0.05）。通过使用Ago2抗体
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进行RNA免疫共沉淀实验检测，结果显示与 IgG比

较，使用Ago2抗体RNA免疫共沉淀以后，miR-128-

3p富集2.31倍（t=-33.88，P<0.01），SNHG16富集1.98

倍（t=-90.78，P<0.01）。结果表明，SNHG16 与 miR-

128-3p通过海绵性吸附结合。

A: Sequences of binding site between SNHG16 and miR-128-

3p; B: Expression of SNHG16 and miR-128-3p; C: Spearman

correlation analysis of SNHG16 and miR-128-3p

图3 SNHG16与miR-128-3p结合位序列结构图

Fig.3 Sequences of binding site between miR-128-3p and

SNHG16

2.6 miR-128-3p 靶向 GPAM 抑制 CRC 细胞的增殖

及侵袭

使用 Targetscan 软件预测 miR-128-3p 下游靶基

因为GPAM（图6A）。

Western blotting检测结果显示，转染miR-128-3p模

拟物后SW480细胞中GPAM的表达显著下调（P<0.01，

图6B），且转染si-SNHG16-3后SW480细胞中GPAM的

表达也显著下调（P<0.01，图6C），单独转染miR-128-3p

抑制剂后细胞中GPAM表达水平显著上调，而同时转

染miR-128-3p抑制剂及si-SNHG16-3后，细胞中GPAM

表达水平明显受到抑制（P<0.01，图6D）。

CCK-8法、克隆形成实验及流式细胞术检测结果

显示，单独转染miR-128-3p抑制剂明显促进细胞的增

殖能力（t=-17.89，P<0.01），单独转染si-SNHG16-3则显

著抑制细胞的增殖能力（t=11.37，P<0.01）；同时转染miR-

128-3p抑制剂及si-SNHG16-3则逆转了si-SNHG16-3对

细胞增殖的抑制作用及miR-128-3p抑制剂对细胞增殖

的促进作用（t=-11.37，P<0.01；图6E、F）。此外，通过凋

亡实验检测结果显示，单独转染miR-128-3p抑制剂明

显促进细胞的增殖能力（t=-30.55，P<0.01），单独转染

si-SNHG16-3则显著抑制细胞的增殖能力（t=-384.84，

P<0.01），同时转染miR-128-3p抑制剂及 si-SNHG16-3

则逆转了si-SNHG16-3对细胞增殖的抑制作用及miR-

128-3p抑制剂对细胞增殖的促进作用（t=-341.66，P<

0.01；图6E、F）。

*P<0.05
A and B: Proliferative capacity of SW480 cells were evaluated by CCK-8 assay and colony formation assay (×100);

C: Invasion of SW480 cells was determined using Transwell assay (×100); D: Apoptosis of SW480 cells

was detected by Annexin V/PI staining and flow cytometry

图4 miR-128-3p和SNHG16靶向结合负调控SW480细胞的增殖和侵袭

Fig.4 miR-128-3p binding with SNHG16 negatively regulates the proliferation and invasion of SW480 cells
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*P<0.05, **P<0.01

A: Schematics of the wild-type and mutant SNHG16, and dual-luciferase assay validated the relationship between

miR-128-3p and SNHG16; B: SNHG16 expression in SW480 cells detected by qPCR

图5 SNHG16通过内源性竞争与miR-128-3p靶向结合

Fig.5 SNHG16 binds with miR-128-3p via endogenous sponging

*P<0.05

A: Prediction of miR-128-3p binding sites in GPAM sequence; B-D: GPAM expression level detected by Western blotting:

E and F: Proliferation of SW480 cells detected by CCK-8 assay and colony formation (×100); G: Invasion of SW480 cells

detected by Transwell assay (×100), H: Apoptosis of SW480 cells detected by Annexin V/PI staining and flow cytometry

图6 miR-128-3p通过靶向GPAM抑制SW480细胞的增殖及侵袭

Fig.6 The proliferation and invasion of SW480 cells were inhibited by miR-128-3p targeting GPAM

Transwell小室法检测结果显示，单独转染miR-

128-3p抑制剂显著促进SW-480细胞侵袭（t=-33.23，

P<0.01），单独转染 si-SNHG16-3显著抑制SW-480细

胞侵袭（t=29.68，P<0.01）；同时转染miR-128-3p抑制
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剂及 si-SNHG16-3 则逆转则逆转了 si-SNHG16-3 对

细胞侵袭的抑制作用及miR-128-3p抑制剂对细胞侵

袭的促进作用（t=-60.74，P<0.01；图6G）。结果表明，

SNHG16 通过内源性竞争结合 miR-128-3p 降低了

miR-128-3p对靶基因GPAM的抑制作用，最终调控

SW480细胞的增殖和侵袭。

3 讨 论

许多 lncRNAs作为促癌基因或抑癌因子参与多

种癌症的发生发展进程。本研究发现，SNHG16的表

达上调与CRC患者的肿瘤分期、淋巴转移及预后密

切相关，表明 SNHG16可能作为促癌基因促进CRC

的发生，通过敲降或过表达 SNHG16验证其在CRC

中的作用，敲降 SNHG16显著抑制结肠癌 SW480细

胞的增殖及侵袭，并促进细胞的凋亡，过表达 SN-

HG16则得到相反的结果。

研究[19]已证实，许多 lncRNAs（如 HULC、H19、

GAS5、MALAT1等）可作为miRNAs作用的靶基因参

与癌症发展进程。通过在线软件分析预测SNHG16

与miR-128-3p相互作用，证实miR-128-3p在CRC中

表达下调[20]，miR-128-3p 通过靶向 Galectin-3[21]抑制

CRC 细胞的增殖及迁移。本研究结果显示，miR-

128-3p在CRC患者组织中低表达，且与 SNHG16呈

负相关，过表达 miR- 128-3p 显著抑制 SNHG16 在

CRC 细胞中的表达，并证实 SNHG16 通过与 miR-

128-3p 海绵吸附抑制 miR-128-3p 对下游靶基因的

作用。

Ago蛋白在miRNA通路中发挥重要作用[21]，除

了参与miRNA的装配过程，同时还是RISC效应器蛋

白，介导mRNA降解、去稳定作用或者转录抑制。此

外，Ago2也可在转录后调控miRNA的丰度，内源性

Ago2的减少降低成熟miRNA的表达及活性，成熟的

miRNA可从细胞质转移至细胞核中，即为Ago2 miR-

NA介导的RNA沉默的主要机制。所以，最初定位于

细胞核的SNHG16可以与Ago2发生相互作用，从而

降低miR-128-3p的表达。miR-128-3p在多种肿瘤中

发挥抑癌基因作用，如在食管鳞状细胞癌中 miR-

128-3p通过靶向抑制ZEB1的表达抑制癌细胞的增

殖及EMT[22]；在肝细胞癌中通过调控PIK3R1表达抑

制癌细胞的增殖[23]；在乳腺癌[24]、肺癌[25]中则发挥促

癌基因的作用。本研究发现，CRC 癌组织中 miR-

128-3p表达显著下调，且与 SNHG16的表达呈负相

关，miR-128-3p表达下调，GPAM表达则显著上调，通

过RNA免疫共沉淀检测发现，SNHG16通过海绵吸

附 miR-128-3p 降低 miR-128-3p 对 GPAM 的抑制作

用，从而促进CRC细胞的增殖及侵袭。

综上所述，本研究证实了 SNHG16在CRC组织

及细胞系中表达上调，敲降 SNHG16可抑制结肠癌

SW480细胞的增殖及侵袭，并能诱导细胞凋亡，SN-

HG16作为促癌基因通过内源性竞争海绵吸附miR-

128-3p抑制GPAM表达。
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