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[摘 要] 目的: 检测 lncRNA LINC00886在食管鳞状细胞癌（ESCC）组织及细胞系中的表达及其对Eca109细胞体外增殖、迁

移及侵袭的影响。方法: 收集2014年6月至2016年12月河北医科大学第四医院生物标本库69例ESCC手术患者的癌及对应的

癌旁组织标本，以及ESCC细胞系Eca109、TE13、TE1、Kyse150、Yes-2和Kyse170，用 qPCR法检测LINC00886在ESCC组织及细

胞系中的表达情况。分别用pIRES2-LINC00886、pIRES2-NC转染Eca109细胞，用qPCR法检测pIRES2-LINC00886转染Eca109

细胞后 LINC00886的过表达效率；用MTS、克隆形成实验、划痕愈合实验、Transwell侵袭实验分别检测过表达 LINC00886对

Eca109细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响。结果: 在ESCC组织中LINC00886表达水平明显低于癌旁组织（P<0.01），其表达水

平与肿瘤TNM分期和淋巴结转移相关（均P<0.05）。LINC00886在ESCC细胞中的表达水平也低于对照组（均P<0.01）。转染

pIRES2-LINC00886后，Eca109细胞中LINC00886的表达水平显著高于对照组（均P<0.05）。与对照组相比，过表达LINC00886明

显抑制Eca109细胞的增殖、迁移和侵袭能力(均P<0.01)。结论: lncRNA LINC00886低表达可能与ESCC的发生发展相关，过表

达LINC00886可抑制ESCC细胞的增殖、迁移与侵袭能力。
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lncRNA LINC00886 over-expression inhibits malignant biological behaviors of
esophageal squamous cell carcinoma Eca109 cells
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of lncRNA LINC00886 in human esophageal squamous cell carcinoma (ESCC)

tissues and cell lines, and its effects on proliferation, migration and invasion of Eca109 cells. Methods: The cancer tissues and corre-

sponding para-cancerous tissues of 69 ESCC patients were collected in the biological specimen bank of the Fourth Hospital of Hebei

Medical University from June 2014 to December 2016; the ESCC cell lines Eca109, TE13, TE1, Kyse150, Yes-2 and Kyse170 were

also collected. LINC00886 gene expression in ESCC tissues and cell lines was detected by qPCR. Eca109 cells were transfected with

pIRES2-LINC00886 and pIRES2-NC, respectively, and the overexpression efficiency of LINC00886 gene in Eca109 cells was detected

by qPCR; MTS, clone formation assay, wound-healing assay and Transwell invasion assay were respectively used to detect the effect of

LINC00886 over-expression on proliferation, migration and invasion ability of Eca109 cells. Results: The expression of LINC00886

gene in ESCC tissues was significantly lower than that in para-cancerous tissues (P<0.01), and its expression level was associated with

tumor TNM stage and lymph node metastasis (both P<0.05). The expression level of LINC00886 gene in ESCC cell lines was also

lower than that of the control group (all P<0.01). Compared with control group, the expression level of LINC00886 gene was signifi-

cantly higher in Eca109 cells transfected with pIRES2-LINC00886 (both P<0.05). Compared with the control group, LINC00886 over-

expression significantly inhibited the proliferation, migration and invasion abilities of Eca109 cells (all P<0.01). Conclusion: The

decreased expression of LINC00886 gene may be related to the occurrence and development of ESCC. Over-expression of LINC00886
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gene inhibits the proliferation, migration and invasion abilities of ESCC cells.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); Eca109 cell; long non-coding RNA (lncRNA); LINC00886; proliferation;

migration; invasion
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近年来，食管癌的发病率及病死率均位居世界

前列[1]。中国食管鳞状细胞癌（esophageal squamous

cell carcinoma, ESCC）占食管癌病例的 90%以上，具

有高度的侵袭性和复杂的生物学行为[2-3]，中晚期ES-

CC患者的5年生存率不到30%[1,4]。因此，研究ESCC

的发病机制，发现其早期诊断标志物对于提高患者

的生存率有重要意义。近年来，已经有越来越多在

肿瘤中差异表达的长链非编码 RNA（long non-cod-

ing RNA, lncRNA）被证实从肿瘤发生到转移的过程

中起主要作用[5-6]。例如，lncRNA H19在成视网膜细

胞瘤和结直肠腺癌组织及细胞中表达显著上调，并

促进细胞的增殖、迁移和侵袭[7-8]；结肠癌相关转录本-

1（colon cancer associated transcript-1，CCAT1）在肝癌

及多发性骨髓瘤组织中的表达显著上调，敲低

CCAT1 可抑制癌细胞的增殖和生长[9-10]。研究[11]发

现，lncRNA LINC00886在多种恶性肿瘤中呈高DNA

甲基化状态，导致其在肿瘤组织中表达降低或沉默。

到目前为止，尚未见到LINC00886表达与ESCC发生

发展关系的研究报道。因此，本课题组通过检测

LINC00886 在 ESCC 组织中的表达水平，并构建

pIRES2-LINC00886过表达载体转染人ESCC细胞系

Eca109，观察过表达LINC00886对Eca109细胞体外

增殖、迁移及侵袭的影响，旨在为ESCC的诊断和治

疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞系及主要试剂

收集 2014年 6月至 2016年 12月河北医科大学

第四医院生物标本库 69例ESCC手术患者的癌及对

应的癌旁组织（距离癌原发灶边缘3～5 cm的正常组

织）标本，其中男性51例、女性18例，年龄41～80岁，

中位年龄 62岁，术前均未接受放疗和化疗。切取的

组织标本，一部分新鲜标本放入-80 ℃低温冰箱保

存，用于提取总RNA；一部分常规制作蜡块行H-E染

色。由3位病理医师确诊为ESCC组织，癌旁组织未

见癌细胞浸润。按照国际抗癌联盟（UICC）标准进行

TNM 分期：Ⅰ+Ⅱ期 36 例（52.2%）、Ⅲ+Ⅳ期 33 例

（47.8%）；按照WHO 肿瘤病理学分级标准：高中分化

48例（69.6%）、低分化 21例（30.4%）。无淋巴结转移

32例（46.4%），有淋巴结转移37例（53.6%）。

人 ESCC 细胞系 Eca109、TE13、TE1、Kyse150、

Yes-2和Kyse170由河北医科大学第四医院肿瘤研究

所病理研究室留存并传代。

pIRES2-LINC00886质粒及表达引物由上海生工

公司合成，逆转录试剂盒、LipofectamineTM2000转染

试剂、MTS试剂均购自美国Promega公司，胰蛋白酶、

TRIzol试剂购自北京索莱宝公司，胎牛血清购自美国

BI 公司，RPMI 1640 培养基购自美国 Gibco 公司，

Transwell小室、Matrigel胶均购自美国Corning公司。

1.2 细胞培养及转染

ESCC细胞培养用含10%胎牛血清的RPMI1640

培养液，于37 ℃、5% CO2孵箱中培养，每24 h更换培

养基。细胞汇合度达 80%时，用 0.25%胰酶消化，并

传代培养。

选择生长状态良好的Eca109细胞用胰蛋白酶消

化并计数，将细胞均匀铺于6孔板（2×105个/孔），待细

胞生长至 70%～80%时进行转染，分别在 2个EP管

中加入无血清培养基与过表达载体质粒 pIRES2-

LINC00886，以及无血清培养基与转染试剂 Lipo-

fectamineTM2000，室温孵育 5 min；将两 EP 管中的液

体混合，室温孵育 15 min；其中 1孔加 200 μl转染试

剂与质粒混合液作为实验组（pIRES2-LINC00886），

1孔加等量转染试剂与空质粒混合液作为空质粒对

照组（pIRES2-NC），1 孔为常规细胞培养组（Eca109

细胞）。培养 24~48 h后，收集Eca109细胞并提取总

RNA，用于观察细胞转染 pIRES2 - LINC00886 后

LINC00886的表达情况。

1.3 qPCR法检测ESCC组织及细胞系中LINC00886

的表达水平

根据TRIzol 试剂说明书步骤提取 ESCC 组织

及 相 应 癌 旁 正 常 组 织 及 Eca109、TE13、TE1、

Kyse150、Yes-2 和 Kyse170 细胞中总 RNA，逆转录

成 cDNA，再以 cDNA为模板进行qPCR检测。PCR引

物 序 列 ：LINC00886 F 为 5’- TGTCTGACTCT-

GGGCACCTA - 3’，R为 5’- GGGCTCCAGTAGAGA-

TATGCC-3’；GAPDH F 为 5’- AGGTGAAGGTCG-

GAGTCAACG - 3’，R 为 5’- AGGGGTCATTGATG-

GCAACA-3’。反应条件：95 ℃预变性 10 min，95℃

变性15 s、58℃退火30 s、72℃延伸 30 s，共 35个循环；

72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。在反应达到阈值的循环

数被记录为该组织中 LINC00886 和 GAPDH 的 CT

值。结果采用相对定量法：ΔCT=CTLINC00886-CTGAPDH，

ΔΔCT=ΔCT癌组织-ΔCT癌旁组织，以N=2-ΔΔCT表示目的物的

相对表达量。

·· 752



杨柳, 等 . 过表达 lncRNA LINC00886抑制食管鳞状细胞癌Eca109细胞的恶性生物学行为

1.4 MTS实验检测过表达 LINC00886对 Eca109细

胞增殖能力的影响

将上述 3组Eca109细胞培养 24 h后常规消化并

悬浮于培养基中，调整细胞密度分别接种于 96孔板

（1×103个/孔），每组设置 6个复孔。分别于细胞贴壁

后 0、24、48、72 和 96 h 时在每孔加入 20 μl（500 μg/

ml）MTS试剂，培养箱孵育 2 h后用酶标仪测定波长

492 nm处的光密度（D）值，代表细胞增殖水平。

1.5 克隆形成实验检测过表达LINC00886对Eca109

细胞增殖能力的影响

将上述 3组Eca109细胞培养 24 h后，常规消化

并悬浮于培养基中，调整细胞密度分别接种于6孔板

（3×103个/孔），培养 1周后，4%多聚甲醛固定、0.1%

结晶紫染色 20 min，光学显微镜下计数克隆形成数

（大于50个细胞为1个克隆），分别计算3组细胞的克

隆形成率。克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

1.6 划痕愈合实验检测过表达LINC00886对Eca109

细胞迁移能力的影响

将上述 3组Eca109细胞培养 24 h后，常规消化

并悬浮于培养基中，调整细胞密度分别接种于6孔板

（5×105个/孔）。待细胞生长至完全融合时，用 200 μl

移液枪头垂直划痕。用PBS洗去划落细胞，并加入2

ml无血清培养基继续常规培养。分别于划痕后 0、

12、24 h在倒置显微镜下观察细胞的划痕间距，计算

细胞迁移百分率。

1.7 Transwell 侵袭实验检测过表达 LINC00886 对

Eca109细胞侵袭能力的影响

将上述3组Eca109细胞培养24 h后，常规消化并

悬浮于无血清培养基中，小室上层加50 μl基质胶，调整

细胞密度接种于小室（1×105个/孔），上室中加入无血清

培养基补齐200 μl；下室加入600 μl含10%胎牛血清的

完全培养基。培养24 h后取出小室，用棉签擦去基质

胶和上室内的细胞，PBS洗2次，4%多聚甲醛固定、0.1%

结晶紫染色20 min，光学显微镜下计数5个随机视野内

的细胞数，比较3组细胞间的差异。

1.8 统计学处理

采用 SPSS21.0 统计软件进行数据分析，上述

1.3~1.7 实验均重复 3 次。LINC00886 在 ESCC 组织

及相应癌旁组织的表达差异及其与临床病理资料的

关系以及 LINC00886 的过表达效率均采用秩和检

验，单组样本与总体均数比较采用 t检验，多组间均

数比较采用单因素方差分析，组内两两比较为 SNK

检验，采用双侧检验。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 ESCC组织中LINC00886表达及其与临床病理

资料的关系

qPCR检测结果（图1）显示，LINC00886在ESCC

组织中的相对表达水平显著低于相应癌旁组织（0.29

vs 1.00，Z=-5.18，P<0.01）。

分析 69例ESCC患者的临床病理资料发现，Ⅲ-

Ⅳ期ESCC患者癌组织中LINC00886的表达水平显

著低于Ⅰ~Ⅱ期患者[0.25（0.07，0.54）vs 0.58（0.18，

1.08），Z=-2.15，P<0.05]，有淋巴结转移组ESCC患者

组织中LINC00886的表达显著低于无淋巴结转移组

[0.27（0.09，0.70）vs 0.58（0.18，1.15），Z=- 2.00，P<

0.05]，LINC00886 的表达与肿瘤分化程度无关（P>

0.05）。按照年龄、性别分组进行统计分析，各组ES-

CC组织中 LINC00886的表达差异均无统计学意义

（均P>0.05）。

**P<0.01 vs Para-cancer tissues

图1 LINC00886在ESCC组织中低表达

Fig.1 Low expression of LINC00886 gene in ESCC tissues

2.2 ESCC 细胞中 LINC00886 表达及转染 pIRES2-

LINC00886的转染效率

随机取 10例癌旁正常组织的cDNA混合后作为细

胞表达的对照组（Pools）。qPCR检测结果（图2）显示，

LINC00886在 Eca109、TE13、TE1、Kyse150、Yes-2和

Kyse170细胞中的表达水平均低于对照组（t =-17.21、

-16.45、-17.17、-17.19、-17.19、-8.91，均P<0.01），其

中以Eca109细胞的表达最低（图2），故后续实验选用

Eca109细胞。

转染 pIRES2-LINC00886 后，与对照组相比，转

染组Eca109细胞LINC00886表达水平明显增高（H=

7.20，P<0.05；图3）。

2.3 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的增殖能力

MTS实验结果（图4）表明，与空质粒对照组和常规

细胞培养组相比，转染LINC00886过表达载体的Eca109

细胞的增殖能力显著降低，并且在72 h后比较差异具

有统计学意义（F=66.29，P<0.01），而空质粒对照组与常

规细胞培养组比较差异无统计学意义（P>0.05）。

克隆形成实验结果（图 5）表明，转染LINC00886
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过表达载体的Eca109细胞克隆形成率显著低于空质

粒对照组[（11.8±1.6)% vs（20.3±3.3）%，F=15.64，P<

0.01]及常规细胞培养组 [（11.8 ± 1.6）% vs（22.1 ±

4.6）%，F=15.64，P<0.01]，空质粒对照组与常规细胞

培养组的细胞克隆形成率比较差异无统计学意义

（P>0.05）。

**P<0.01 vs Pools group

图2 LINC00886在ESCC细胞系中低表达

Fig. 2 Low expression of LINC00886 in ESCC cell lines

2.4 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图 6）显示，转染LINC00886

过表达载体的Eca109细胞 12及 24 h划痕迁移率显

著低于空质粒对照组 [12 h:（15.0±2.2）% vs（49.8±

3.6）%，F=45.72，P<0.01；24 h:（45.1±9.4）% vs（63.2±

2.6）% ，F=10.09，P<0.05]及常规细胞培养组 [12 h:

（15.0±2.2）% vs（52.9±8.4）%，F=45.72，P<0.01；24 h:

（45.1±9.4）% vs（74.2±10.1）%，F=10.09，P<0.05]，空

质粒对照组12和24 h划痕迁移率与常规细胞培养组

比较差异无统计学意义（均P>0.05）。

*P<0.05 vs Eca109 or pIRES2-NC group

图3 转染pIRES2-LINC00886提高Eca109

细胞中LINC00886的表达水平

Fig. 3 Transfection with pIRES2-LINC00886 increased the

expression level of LINC00886 in Eca109 cells

*P<0.05,**P<0.01 vs Eca109 or pIRES2-NC group

图4 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的增殖能力

Fig. 4 Overexpression of LINC00886 inhibited proliferation

of Eca109 cells

**P<0.01 vs Eca109 or pIRES2-NC group

图5 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的克隆形成增殖能力（结晶紫染色，×40））

Fig.5 Over-expression of LINC00886 inhibited the clone formation and proliferation of Eca109 cells (crystal violet staining,×40））

2.5 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的侵袭能力

Transwell 侵袭实验结果（图 7）显示 ，转染

LINC00886过表达载体的Eca109细胞穿膜细胞数显

著低于空质粒对照组 [（251.0 ± 33.4）% vs（387.0 ±

26.6）%，F=32.86，P<0.01]及常规细胞培养组[（251.0±

33.4）% vs（404.0±27.3）%，F=32.86，P<0.01]，空质粒
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对照组与常规细胞培养组穿膜细胞数比较差异无统 计学意义（P>0.05）。

*P<0.05,**P<0.01 vs Eca109 or pIRES2-NC group

图6 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的迁移能力（（×40））

Fig.6 Over-expression of LINC00886 inhibited migration of Eca109 cells (×40)

**P<0.01 vs Eca109 or pIRES2-NC group

图7 过表达LINC00886抑制Eca109细胞的侵袭能力（结晶紫染色，×100)

Fig. 7 Over-expression of LINC00886 inhibited invasion of Eca109 cells (crystal violet staining, ×100)

3 讨 论

高通量 RNA 测序技术的发展使得大量非编码

RNA（non coding RNA, ncRNA）被发现，将ncRNA进

行亚分类可分成短链非编码 RNA（short non coding

RNA, sncRNA）和 lncRNA[12]。lncRNA是一类长度超

过200个核苷酸的非蛋白质编码RNA[13-14]，最初被认

为是基因组的“垃圾”和“噪音”。近年来，越来越多

的证据表明，lncRNA对于转录后控制、剪切和修饰是

必不可少的，且其异常表达与多种肿瘤的致癌作用

有关[15]。已有研究显示，这些转录本参与ESCC细胞

的增殖、迁移、侵袭等多种恶性生物学行为。例如，

lncRNA linc00460在ESCC组织中高表达，其表达水

平与淋巴结转移和TNM分期相关，敲降 linc00460可

抑制细胞增殖能力 ，促进细胞凋亡[16]；lncRNA

FTH1P3通过调控 SP1/NF-kB信号传导通路，在ES-

CC中起致癌基因的作用，敲低FTH1P3可抑制ESCC

细胞的迁移和侵袭能力[17]；lncRNA RP11-766N7.4在

ESCC组织和细胞系中低表达，并与淋巴结转移、肿

瘤分期及生存率相关，敲低RP11-766N7.4后可通过

诱导上皮间质转化进程促进细胞迁移和侵袭，相反，

过表达RP11-766N7.4后可抑制这些生物学行为[18]。

上述研究结果均提示，lncRNA在ESCC的体内转移

和肿瘤进展中起到重要的调控作用。

WANG 等[11]通过基因芯片分析了 1 006 个表观

遗传激活的 lncRNA 和 1 117 个表观遗传沉默的 ln-

cRNA，其中LINC00886是在该芯片中筛选出的表观

遗传沉默的差异表达分子。LINC00886位于人染色

体 3q25.31，只有一个转录本，长度为 3 354 bp，是一

个新发现的、未被研究的 lncRNA。LINC00886在皮

肤黑色素瘤、脑低级别胶质瘤、多形性成胶质细胞瘤

及宫颈癌等肿瘤中由于DNA甲基化的表观遗传调控

而呈现表达下调，但目前尚无有关其在ESCC中的报

道。所以，本课题围绕LINC00886如何影响ESCC的

发生发展展开了研究。

本研究结果表明，LINC00886在ESCC组织中呈
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现低表达，并且与肿瘤的TNM分期和淋巴结转移相

关，这提示LINC00886很可能与ESCC的发生发展关

系密切。进一步研究LINC00886对ESCC细胞系生

物学行为的影响，发现过表达LINC00886后可抑制

ESCC 细胞的体外增殖、迁移及侵袭能力，所以

LINC00886在ESCC中起着抑制肿瘤的作用，有望为

ESCC后续的机制研究及临床的靶向治疗提供新的

潜在靶点。

综上，lncRNA LINC00886 可以抑制 ESCC 细胞

的体外增殖、迁移及侵袭能力，可能在ESCC的发生

发展中起着至关重要的作用。 lncRNA 可能通过

DNA甲基化、乙酰化、泛素化及组蛋白修饰等方式在

癌症中起调控作用，本课题组将继续进行后续实验，

探究LINC00886在ESCC中低表达的可能原因，并深

入 LINC00886 在 ESCC 发生、发展中起作用的机制

研究。
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