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[摘 要] 目的：探究 lncRNA01296在食管癌组织中的表达及其对食管癌TE-2细胞增殖和迁移的影响。方法：收集2017年1月

至2018年9月承德医学院附属医院肿瘤科收治的36例食管癌组织及相应的癌旁组织，并培养人正常食管上皮细胞（HEEC）及人食

管癌细胞系ECA109、TE-1及TE-2。用qPCR检测癌组织及ECA109、TE-1及TE-2细胞中 lncRNA01296、小核核糖核蛋白A(SNRPA)

及神经生长因子（NGF）mRNA的表达水平。重组慢病毒干扰载体转染食管癌细胞系及相应对照细胞系，分别分为干扰1组、干扰2

组及对照组，WB实验检测转染后细胞SNRPA 及 NGF 蛋白的表达水平，MTS 实验检测转染后 TE-2 细胞的增殖能力，Transwell

实验检测TE-2 细胞侵袭和迁移能力。结果：lncRNA01296、SNRPA及NGF mRNA在食管癌组织及细胞系中呈高表达（均P<0.01），

且lncRNA01296、SNRPA及NGF mRNA在低分化的TE-2细胞中表达高于其他癌细胞（均P<0.05）。干扰1组和干扰2组lncRNA01296、

NGF mRNA表达水平明显低于对照组（均P<0.01），而SNRPA mRNA表达水平与对照组无明显差异（P>0.05）；干扰1组和干扰2组

SNRPA及NGF蛋白表达水平明显低于对照组（均P<0.01）。敲减48、72 h后，干扰1组及干扰2组TE-2细胞相对增殖能力明显低于

对照组（P<0.05或P<0.01）；对照组、干扰1组及干扰2组侵袭细胞数分别为（72.0±6.3）、（36.6±4.3）及（33.9±3.7）个，迁移细胞数分别

为（85.2±9.9）、（47.5±8.1）及（43.8±6.5）个，干扰 1 组及干扰 2 组侵袭及迁移细胞数显著低于对照组（均P<0.01）；结论：lncRNA01296

可通过上调SNRPA表达促进NGF介导的食管癌细胞的增殖和迁移，为临床食管癌诊断和治疗提供新的靶点。
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Expression of lncRNA01296 in esophageal carcinoma tissues and its effect on pro‐
liferation and migration of TE-2 cells

LIANG Yunwei, LIAN Xiangyao, DANG Chunyan, HU Chanchan, ZHU Cuimin, LI Aike, LI Qingshan (Department of Oncology, the

Affiliated Hospital of Chengde Medical College, Chengde 0670001, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of lncRNA01296 in esophageal cancer (EC) tissues and its effect on the proliferation

and migration of EC TE-2 cells. Methods: A total of 36 pairs of esophageal cancer tissues and corresponding para-cancerous tissues were

collected from EC patients admitted to the Department of Thoracic Surgery, Affiliated Hospital of Chengde Medical College from January

2017 to September 2018. The human normal esophageal epithelial (HEEC) cells and human esophageal cancer cell lines ECA109, TE-1 and

TE-2 were cultured. qPCR was used to detect the mRNA expressions of lincRNA01296, SNRPA (small nuclear ribonucleoprotein A) and

NGF (nerve growth factor) in EC tissues and cells. Recombinant lentiviral interference vectoror control vector were used to transfect EC

cell lines, as sh-lncRNA01296#1,#2 and Mock groups. WB was used to detect the protein expressions of SNRPA and NGF in transfected

cells. MTS assay was used to detect cell proliferation, and Transwell assays were used to detect cell invasion and migration of TE-2 cells

after transfection. Results: The mRNA expressions of lncRNA01296, SNRPA and NGF were significantly increased in esophageal cancer

tissues and cell lines (all P<0.01), and these expressions in poorly differentiated TE-2 cells were higher than those in highly differentiated

ECA109 and TE-1 cells (all P<0.05). The mRNA expressions of lncRNA01296 and NGF in sh-lncRNA01296#1 and sh-lncRNA01296#2

groups were significantly lower than those in Mock group (all P<0.01), while the mRNA expression of SNRPA showed no statistical difference

among three groups (P>0.05). The protein expressions of lncRNA01296 and NGF in sh-lncRNA01296#1 and sh-lncRNA01296#2 groups

were significantly lower than those in Mock group (all P<0.01). The relative proliferation ability of cells in sh-lncRNA01296#1 and sh-

lncRNA01296#2 groups was significantly lower than that of Mock group at 48 and 72 h after transfection (P<0.05 or P<0.01). The number
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of invasive cells was (72.0±6.3), (36.6±4.3) and (33.9±3.7) in Mock, sh-lncRNA01296#1 and sh-lncRNA01296#2 groups, respectively; and

the number of migrated cells was (85.2±9.9), (47.5±8.1) and (43.8±6.5), respectively, indicating that the numbers of invasive and migrated

cells in sh-lncRNA01296#1 and sh-lncRNA01296#2 groups were significantly less than those in Mock group(all P<0.01). Conclusion:

lncRNA01296 can up-regulate SNRPA expression to promote NGF-mediated proliferation and metastasis of EC cells, which may provide

new target for the diagnosis and treatment of esophagealcancer.

[Key words] esophageal cancer; long non-coding RNA01296 (lncRNA01296); Eca109 cell; TE-1 cell; TE-2 cell; proliferation; migration

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(12): 1377-1382. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.12.013]

食管癌是最具侵袭性的恶性肿瘤之一，患者预

后差，全球每年约40万人死于食管癌，病死率在所有

恶性肿瘤中位居第六[1-2]。虽然目前临床上手术联合

化疗可以显着改善食管癌患者的治疗和预后，但其5

年的生存率仍低于16%[3]。因此，进一步探索食管癌

发展的分子机制以及诊断和治疗的新靶点至关重

要。随着基因技术的发展，90%以上的人类基因组被

发现转录为非编码RNA（ncRNAs），其在细胞内发挥

着重要的调节作用[4-5]。除了如miRNA等少量的非编

码RNA外，大部分以长链非编码RNA（long non-cod‐

ing RNA，lncRNA）的形式存在，其长度超过200个核

苷酸，通过表观遗传调控和转录调控发挥生物学作

用[6]。基于 lncRNA数量及作用的广泛，其与恶性肿

瘤的关系也逐渐被揭示，包括食管癌。有研究[7]表

明，lncRNA01296参与多种恶性肿瘤的发生发展，但

其作用机制尚不清楚。神经生长因子（nerve growth

factor，NGF）是一种神经营养因子蛋白，它对神经元

细胞的生长与分化起着调控作用[8]。小核糖核蛋白A

(small nuclear ribonucleoprotein A，SNRPA)作为 U1

SNRNP复合物的成员，SNRPA的过表达增加了NGF

表达水平 [9]。本研究旨在探讨 lncRNA01296在食管

癌组织中的表达及其对食管癌ECA109、TE-1及TE-2

细胞增殖和迁移的影响，并进一步研究其作用机制，

为临床食管癌诊断和治疗提供新的靶点。

1 资料与方法

1.1 组织样本来源

收集 2017年 1月至 2018年 9月承德医学院附属

医院肿瘤科收治的36例食管癌组织及相应的癌旁组

织，其中男性 20例，女性 16例；年龄 41~70岁，平均

（58.1±6.9）岁。手术时将标本（离体之后5 min内）放

置于液氮中保存。按照国际抗癌联盟推出的第八版

ESCC TNM分期标准进行分期，Ⅰ期3例、Ⅱ期8例、

Ⅲ期19例、Ⅳ期6例；肿瘤直径<5 cm者19例，肿瘤直

径≥5 cm者17例；有淋巴结转移者25 例，无淋巴结转

移 11例。所有患者均无其他重大基础疾病史，手术

前均未进行放、化疗和免疫治疗。本研究获得医院

伦理委员会的批准，所用的标本均得到患者的知情

同意。

1.2 主要材料与试剂

人正常食管上皮细胞（HEEC）及人食管癌细胞

系ECA109、TE-1及TE-2购自美国ATCC公司。RP‐

MI 1640培养基、胰蛋白酶购自美国Hyclone公司，胎

牛血清购自美国BI公司，TRIzol购自美国 Invitrogen

公司，Platinum SYBR SuperMix试剂、MTS细胞增殖

分析试剂盒均购自美国Promega公司，qPCR引物和

Lipofectamine 2000 转染试剂均购自美国 Invitrogen

公司，反转录试剂盒和BCA蛋白定量检测试剂盒购

自美国Thermo公司，RIPA裂解缓冲液购自北京Bey‐

otime公司，Transwell小室、Matrigel基质胶购自美国

Corning公司，0.25%胰蛋白酶购自美国Sigma公司，

特异性抗体 SNRPA 购自美国 Abcam 公司，Chemi‐

Doc XRS购自美国Bio-rad公司。

1.3 细胞培养

HEEC及人食管癌ECA109、TE-1及TE-2细胞均

由RPMI 1640培养基+10%胎牛血清培养，293T细胞

采用DMEM培养基+10%胎牛血清培养，湿化培养箱

环境温度 37 ℃、5%CO2，当 HEEC 细胞融合度达到

80%时按 1∶2进行传代，ECA109、TE-1及TE-2细胞

汇合度达 80% 时按 1∶3 进行传代，每天更换 1 次培

养液。

1.4 重组慢病毒感染构建 lncRNA01296干扰细胞系

培养对数生长期的 293T 及 TE-2 细胞于 6 孔板

中，当 293T细胞汇合度达 80%时，根据Lipofectami‐

neTM 2000 说明书上的操作步骤进行转染，0.72 μg

Gag-Pol＋0.72 μg REV＋0.45 μg gVSV-G为慢病毒

包装载体，同时加入 1 μg靶向 lncRNA01296的干扰

载体 1#、2#或对照载体，1 ml DMEM培养基重悬，室

温静置 20 min，缓缓加入到 293T细胞中，转染后 6 h

更换DMEM培养基＋10%胎牛血清培养，继续培养

48 h，收集含干扰载体1#、2#及对照载体的病毒悬液，

离心病毒悬液并过滤，与RPMI-1640培养基＋10%胎

牛血清1∶1混合培养TE-2细胞，并使用5 μg/ml poly‐

brene增强感染效率，培养 3 d后 1 μg/ml嘌呤霉素筛

选细胞，当细胞处于对数生长期，完成细胞系的构

建，分别作为本研究的干扰 1组（sh-lncRNA01296#1

组）、干扰 2 组（sh-lncRNA01296#2 组）及对照组

（Mock组）细胞。
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1.5 qPCR检测癌组织及细胞中 lncRNA01296、SN‐

RPA及NGF mRNA表达水平

从液氮中将癌组织取出，在研钵中将其研磨成粉

末后，加入1 ml TRIzol试剂，将粉末重悬，冰上继续研

磨1.5 min，对总RNA进行抽提。将对数生长期干扰1

组、干扰2组及对照组细胞收集1×106个左右，加入1 ml

TRIzol试剂将细胞重悬，对总RNA进行抽提。使用

Prime-Script一步法将RNA转录成cDNA，在7500实时

PCR系统上检测 lncRNA01296 mRNA的表达水平，

GAPDH作为内部对照。lncRNA01296正向引物序列：

5'-AAGTGGCACCAGCCTCACT-3'，lnc01296反向引物

序列：5'-CGGCCAAGTTCTTTACCATC-3'；SNRPA正向

引 物 序 列 ：5'-GGCCAGGAGAGAAAGCTTTG-3'，

SNRPA 反 向 引 物 序 列 ：5'-CTCGAGCAGCAA

GTTTCCTC-3'；NGF正向引物序列：5'-AGGTGATG‐

GTGTTGGGAGAG-3'，NGF 反向引物序列：5'-ACA‐

CAGGCCGTATCTATCCG-3'；GAPDH正向引物序列：

5'-AGAAGGCTGGGGCT-CATTTG-3'，GAPDH反向引

物序列：5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3'。使用2-ΔΔCt

方法计算待测物mRNA表达的相对水平。

1.6 WB实验检测细胞系中 SNRPA及NGF蛋白的

表达水平

收集 1×106左右对数生长期对照组、干扰 1组及

干扰 2组细胞，用补充有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解

缓冲液裂解细胞，收集蛋白上清液，蛋白质提取物用

10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳并转移至

聚偏二氟乙烯膜上（GE healthcare，piscataway，NJ）。

使用在含有 0.05% Tween-20的Tris缓冲盐水稀释的

5%脱脂牛奶封闭膜2 h，然后与特异性抗体SNRPA、

NGF 及 β-actin 在 4 ℃环境下孵育过夜，用二抗（1∶

1 000）孵育 2 h后，条带用ECL化学发光试剂盒孵育

后，使用ChemiDoc XRS曝光显影。

1.7 MTS实验检测TE-2细胞转染前后增殖能力

培养对数生长期对照组、干扰1组及干扰2组细

胞，胰酶消化，加入培养液至细胞密度为 1.5×104

个 /ml，然后在 96 孔培养板中接种细胞，接种密度

为3 000个/孔。设置0、24、48、72 h时间点，每个时间

点加入MTS稀释液（1∶5）100 μl/孔，在 37 ℃、5%CO2

的条件下孵育2 h，酶标仪在490 nm波长处检测每孔

光密度(D)值，并绘制生长曲线。

1.8 Transwell实验检测TE-2细胞转染前后侵袭及

迁移能力

将Matrigel基质胶在无血清培养基按1∶8比列稀

释，并将其铺到Transwell小室上室上面，慢慢摇匀，

然后，在 37 ℃的条件下 4 h风干，基底膜用无血清培

养基水化，将对照组、干扰 A 组及干扰 B 组细胞用

0.25% 胰蛋白酶进行消化，PBS 洗 3 次，细胞用

1%FBS＋RPMI 1640重悬，计数细胞后调整细胞密度

为 1×106个/ml，在 Transwell 小室上室面以 100 μl/孔

密度进行接种，缓慢摇匀。细胞侵袭模型为含Matri‐

gel基质胶的Transwell小室，细胞迁移模型为未铺胶

的Transwell小室。在37 ℃、5%CO2环境条件下培养

1 d，用 10%甲醇将细胞固定 20 min，然后加入 0.1%

结晶紫染色 30 min，在 200倍光镜下计数，从中间和

四周的5个视野下随机统计细胞数目，计算其均值。

1.9 统计学处理

qPCR、WB、MTS、Transwell等实验均重复 3次。

采用SPSS 20.0软件进行统计数据分析，用GraphPad

Prism 7软件绘制图片。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。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 lncRNA01296、SNRPA及NGF mRNA在食管癌

组织中呈高表达

qPCR检测结果（图1）显示，lncRNA01296、SNR‐

PA及NGF mRNA在食管癌组织中的表达水平明显

高于癌旁组织（均P<0.01），表明 lncRNA01296、SNR‐

PA及NGF mRNA在食管癌组织中呈高表达。

**P<0.01

图1 lncRNA01296 (A)、、SNRPA(B)及NGF(C)在食管癌组织及癌旁组织中的表达

Fig.1 Expressions of lncRNA01296 (A), SNRPA (B) and NGF (C) in esophageal cancer and para-cancerous tissues
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2.2 lncRNA01296、SNRPA及NGF mRNA在食管癌

细胞系中呈高表达

qPCR检测结果（图2）显示，lncRNA01296、SNR‐

PA 及 NGF mRNA 在食管癌细胞 ECA109、TE-1 及

TE-2中的表达水平明显高于HEEC（均P<0.01），表明

lncRNA01296、SNRPA及NGF在食管癌细胞呈高表

达。另外，lncRNA01296、SNRPA及NGF mRNA在食

管癌 TE-2细胞中表达水平高于 ECA109、TE-1细胞

（均P<0.05），取食管癌TE-2细胞进行后续实验。。

2.3 重组慢病毒转染后 lncRNA01296、NGF mRNA

在干扰1组和干扰2组细胞中呈低表达

qPCR检测结果（图3）显示，干扰1组和干扰2组

lncRNA01296、NGF mRNA 表达水平明显低于对照

组（均P<0.01），而SNRPA mRNA表达水平与对照组

无明显差异（P>0.05）。

2.4 敲减 lncRNA01296表达可降低SNRPA、NGF蛋

白的表达水平

WB检测结果（图4）显示，干扰1组和干扰2组细

胞中 SNRPA及NGF蛋白表达水平明显低于对照组

（均P<0.01）。

*P<0.05, **P<0.01

图2 lncRNA01296 (A)、、SNRPA(B)及NGF(C)在食管癌细胞系及正常食管上皮细胞中的表达

Fig. 2 Expressions of lncRNA01296 (A), SNRPA (B) and NGF (C) in esophageal cancer cell lines

and normal esophageal epithelial cells

**P<0.01

图3 重组慢病毒转染后对 lncRNA01296、、SNRPA及

NGF mRNA表达水平的影响

Fig.3 Effects of recombinant lentivirus transfection on the

mRNA expressions of lncRNA01296, SNRPA and NGF

2.5 敲减 lncRNA01296 表达可降低 TE-2 细胞增殖

能力

MTS 实验检测结果（图 5）显示，敲减 48、72 h

后，干扰1组及干扰2组TE-2细胞相对增殖能力明显

低于对照组（P<0.05或P<0.01）。

2.6 敲减 lncRNA01296 表达可降低 TE-2 细胞侵袭

和迁移能力

Transwell实验检测结果（图 6）显示，对照组、干

扰 1 组及干扰 2 组侵袭细胞数分别为（72.0±6.3）、

（36.6±4.3）及（33.9±3.7）个，迁移细胞数分别为（85.2±

9.9）、（47.5±8.1）及（43.8±6.5）个，干扰1组及干扰2组

侵袭及迁移细胞数均显著低于对照组（均P<0.01）。

图4 敲减 lncRNA01296对SNRPA及NGF蛋白表达水平的影响

Fig.4 The effect of lncRNA01296 knockdown on the protein

expressions of SNRPA and NGF

3 讨 论

近来，lncRNA01296的关键作用在各种疾病中被

广泛发现，包括癌症[10-11]。研究[12]显示，lncRNA TTN-

AS1、lncRNA CASC9等参与食管癌的进展。一种新

的癌症相关的 lncRNA01296，已被证明在几种癌症中

上调，并在肿瘤发生和发展中作为致癌基因发挥作
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用[13]。lncRNA01296上调与前列腺癌患者的不良预

后密切相关，并促进癌细胞的生长、迁移和侵袭[14]。

此外，QIU等[15]研究发现，lncRNA01296可作为结直

肠癌患者的潜在预后预测因子。lncRNA01296还可

通过miR-122 / MMP-9加重胃癌细胞进展[16]。然而，

关于与食管癌进展相关的 lncRNA01296的表达知之

甚少。与本研究结果一致，lncRNA01296转录在食管

癌组织中相对于其对应物显着上调。此外，ln‐

cRNA01296可视为手术后食管癌患者的独立预后预

测因子[17]。上述结果表明，lncRNA01296可能在食管

癌细胞中发挥致癌特性。

NGF是一种神经营养因子蛋白，它对神经元细胞

的生长与分化起着调控作用[17]。然而有证据[18]表明，

NGF在一些非神经细胞中同样有多种活性。最近，关

于NGF在肿瘤进展中的作用研究很多。据报道[19]，早

期持续的NGF螯合可减少肿瘤诱导的骨质破坏，维持

骨癌动物的体重减轻。NGF还通过激活ERK/CD133信

号级联促进肿瘤细胞的EMT过程使胰腺癌的迁移和侵

袭[20]。研究[8]证明，SNRPA作为U1 SNRNP复合物的成

员，SNRPA的过表达增加了NGF水平，并且SNRPA的

敲低降低了NGF水平；更重要的是，敲低NGF可减弱

了SNRPA过表达对胃癌细胞增殖能力的影响，这些结

果可能意味着NGF在人胃癌中充当SNRPA的潜在下

游靶标。有研究[9]发现，SNRPA在食管癌细胞中高表达。

因此，本研究认为SNRPA为食管癌中潜在的致癌基因，

其在肿瘤组织中表达升高并在体外和体内促进食管癌

细胞的增殖能力。

*P<0.05，**P<0.01 vs MOCK group

图5 敲减 lncRNA01296对TE-2细胞增殖能力的影响

Fig.5 Effect of lncRNA01296knockdownon the proliferation

of TE-2 cells

图6 敲减 lncRNA01296对TE-2细胞侵袭和迁移能力的影响（（×200））

Fig.6 Effect of lncRNA01296knockdownon invasion and migration of TE-2 cells（（×200））

为了明确 lncRNA01296、SNRPA及NGF在食管

癌中的表达特征，本研究了检测了食管癌组织及细

胞中的相关分子，发现 lncRNA、SNRPA及NGF均高

表达于食管癌组织及细胞中，提示 lncRNA01296及

SNRPA可能参与食管癌的发生发展，且低分化的TE-

2 细胞中 lncRNA01296、SNRPA 及 NGF 的表达显著

高于高分化的 ECA109细胞株，表明 lncRNA01296、

SNRPA及NGF可能参与食管癌细胞的恶性转化，但

lncRNA01296及SNRPA在其中的作用机制仍然不明

确，因此本研究通过慢病毒转染技术下调TE-2细胞

中 lncRNA01296的表达，发现SNRPA mRNA并没有

呈现出显著的变化，但NGF mRNA表达呈现出显著

的下调，进而本研究检测了蛋白的表达水平，发现

SNRPA及NGF蛋白的表达水平均显著下调，表明 ln‐

cRNA01296可以在蛋白水平正调控SNRPA的表达，

从而发挥其剪接因子的作用，促使NGF的产生。为

了明确 lncRNA01296对食管癌细胞转移能力是否有

影响，通过Transwell实验发现，下调 lncRNA01296后
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TE-2细胞的侵袭迁移能力明显的减弱，证明了

lncRNA01296对食管癌细胞存在促转移作用。

综上所述，本研究表明 lncRNA01296 在食管癌

组织和细胞系中呈高表达，敲低 lncRNA01296可抑

制细胞的增殖、侵袭和迁移。此外，lncRNA01296可

通过作用SNRPA促使NGF的产生，从而促使食管癌

细胞增殖和迁移。上述结果表明，lncRNA01296可作

为致癌基因，可能是食管癌治疗的潜在靶点，为

lncRNA01296 指导食管癌的临床诊治及预后提供

依据。
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