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TGF-β诱导的linc01503促进食管鳞状细胞癌细胞的增殖、侵袭及EMT过程
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050011）

[摘 要] 目的：探讨长链非编码RNA（long noncoding RNA，lncRNA）linc01503在食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell

cancer，ESCC）组织和细胞中的表达及其对ESCC细胞增殖、侵袭及上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）的影

响。方法：选取2012年1月至2014年12月河北医科大学第四医院收治的119例ESCC患者的癌及癌旁组织标本，应用qPCR法

检测 ESCC 组织及 ESCC 细胞系（Kyse150、Kyse170、Eca109、TE1 和 TE13）中 linc01503 的表达水平；分别用 pGPU6-shRNA-

linc01503转染、TGF-β1处理ESCC细胞，用 qPCR法检测转染前后EMT相关基因及处理前后 linc01503表达的变化，用MTS及

Transwell小室法检测 linc01503对ESCC细胞增殖及侵袭的影响。结果：linc01503在ESCC组织和细胞系中高表达（均P<0.05），

ESCC组织中 linc01503高表达与患者淋巴结转移、浸润深度、TNM分期有关联，并与生存期密切相关（均P<0.05）。TGF-β处理促

进ESCC细胞的EMT过程，同时诱导 linc01503表达明显上调。linc01503敲低明显抑制细胞的增殖及侵袭能力（均P<0.05），同时

明显增加了E-cadherin的表达而降低了N-cadherin、vimentin基因的表达（均P<0.05）。结论：linc01503作为TGF-β的下游效应基

因之一，促进了ESCC细胞的增殖、侵袭及EMT过程。
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TGF- β induced lncRNA linc01503 promotes proliferation, invasion and EMT
process of esophageal squamous cell carcinoma cells
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Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of lncRNA linc01503 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues and

cell lines, as well as its effect on the proliferation, invasion and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of ESCC cells. Methods: A

total of 119 pairs of tumor tissues and corresponding para-cancerous tissues of ESCC patients were obtained from the Fourth Affiliated

Hospital of Hebei Medical University between Jan. 2012 and Dec. 2014. The expression of linc01503 in ESCC tissues and cell lines

(Kyse150, Kyse170, Eca109, TE1 and TE13) was detected by qPCR. The ESCC cells were transfected with pGPU6-shRNA-linc01503

or treated with TGF-β. The expressions of EMT related genes before and after transfection as well as linc01503 expression before and

after TGF-β treatment were detected with qPCR. MTS and Transwell assay were performed to assess the effect of linc01503 on prolifer‐

ation and invasion of ESCC cells. Results: The expression of linc01503 was significantly elevated in ESCC tissues and cell lines (all

P<0.05). High expression of linc01503 was correlated with lymph node metastasis, depth of infiltration, TNM stage and the survival of

ESCC patients (all P<0.05). Treatment with TGF-β promoted EMT of ESCC cells and induced a significant up-regulation of linc01503

expression. Knockdown of linc01503 significantly inhibited proliferation and invasion ability of ESCC cells; Meanwhile, the low

expression of linc01503 increased the expression of E-cadherin but decreased the expressions of N-cadherin and vimentin (all P<0.05).

Conclusion: lncRNA linc01503, as one of the downstream effect genes of TGF- β, promotes the proliferation, invasion and EMT

process of ESCC cells.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); long non-coding RNA linc01503 (lncRNA linc01503); transforming

growth factor β (TGF-β); proliferation; invasion; epithelial-mesenchymal transition (EMT)
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长链非编码RNA（long noncoding RNA，lncRNA）

是一类缺少完整开放阅读框、长度为200~100 000 nt

的非编码RNA[1-2]。全基因组转录组学分析显示，

lncRNA在多种人类肿瘤中异常表达，可作为癌基因

或抑癌基因参与肿瘤的发生和发展，也可作为预测

肿瘤侵袭和转移的潜在生物标志物[3-6]。上皮间质转

化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是指具有

极性的上皮细胞在形态学上发生向具有活动能力的

间充质细胞表型转变，并获得侵袭和迁移能力的过

程。EMT在肿瘤细胞转移扩散的早期事件中起着至

关重要的作用[7-9]。有研究[10]认为，转化生长因子 β

（transforming growth factor β，TGF-β）处理可诱导细

胞发生EMT并促进肿瘤细胞的转移。为明确TGF-β

信号诱导EMT过程的下游效应基因，本研究根据先

前文献[10]报道的方法，应用TGF-β处理ESCC Eca109

细胞 , 并应用 SBC-ceRNA（人 4×180 k）芯片筛选

TGF-β处理前后差异表达基因，发现 linc01503 在

TGF-β处理后表达水平明显上调，可能是TGF-β作用

的下游效应基因之一。本研究拟探讨TGF-β诱导的

linc01503 在 ESCC 中的作用及其对 EMT 过程的影

响，旨在阐明 linc01503作为TGF-β信号下游效应基

因通过诱导 EMT 过程促进了 ESCC 细胞的侵袭与

转移。

1 资料与方法

1.1 研究对象和主要试剂

选取 2012年 1月至 2014年 12月河北医科大学

第四医院收治的 119例ESCC患者的临床资料，全部

患者术前均未经化疗和放疗。其中，临床分期依

据美国癌症联合会（American Joint Committee on

Cancer，AJCC）、国际抗癌联盟（Union for International

Cancer Control，UICC）标准，肿瘤病理分级依据世界

卫生组织（World Health Organization，WHO）标准。

每例患者均取癌组织原发灶及距癌组织边缘2~5 cm

处的癌旁组织，手术切除标本一部分保存在-80 ℃低

温冰箱用于提取RNA，另一部分进行石蜡包埋，常规

H-E染色，经病理医师确诊为ESCC，癌旁组织均为正

常黏膜组织。119例ESCC患者全部进行了随访，共

有 11 人失访。所有入选患者术前均签署知情同意

书，研究方案经所在医院伦理委员会批准。

ESCC细胞系Kyse150、Kyse170、Eca109、TE1和

TE13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。TGF-β1购自美国 PeproTech 公司，

TRIzol 购自美国 Invitrogen 公司 ，逆转录试剂盒

（Reverse Transcription System A3500）、Lipofectami‐

neTM 2000转染试剂、MTS试剂均购自美国Promega公

司，RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司，Transwell

小室及 Matrigel 胶购自美国 Corning 公司。敲低

linc01503所用shRNA（表1）由GenePharma公司合成，

qPCR引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1.2 细胞培养及处理

常规培养各种ESCC细胞，待细胞处于对数生长

期时，将Eca109、Kyse150和TE13细胞用 10 ng/ml的

TGF-β1处理21 d，中间每2 d更换一次培养液以维持

TGF-β1浓度，后更换完全培基继续培养 24 h后收集

细胞，提取RNA进行后续实验。其中经TGF-β1处理

的Eca109细胞送至上海伯豪生物技术有限公司应用

SBC-ceRNA（人 4×180 k）芯片检测处理前后差异表

达的 lncRNA。药物处理剂量及处理时间依据文献

[9]的方法，未经药物处理的细胞作为对照组。

取对数生长期且细胞状态良好的TE13细胞，常

规消化并接种于6孔板中（2×105个/孔）继续培养，待细胞

生长汇合度至70%~80%时，按照LipofectanineTM 2000

转染试剂说明书进行转染。TE13 细胞中分别转

染 4 个 pGPU6-shRNA-linc01503 质粒（shRNA1~4），

设定转染 shRNA-control组为对照组（NC组），Mock

组为空白对照（只添加转染试剂）。

1.3 qPCR 法检测 ESCC 组织及细胞系中 linc01503

及EMT相关基因的表达

按TRIzol试剂盒说明书的方法提取组织及细胞

系中总RNA，分别参照 Promega的逆转录试剂盒说

明将 RNA 逆转录成 cDNA，用于检测 linc01503 及

EMT相关基因的表达水平，并以GAPDH 作为内参

照，引物序列见表 1。PCR 反应条件：95 ℃预变性

2 min；95 ℃变性30 s、59 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，

共 35 个循环；72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。结果采用

相对定量法，目的基因的相对表达量用2-△△Ct表示，其

中△Ct=Ct目的基因-Ct内参基因，△△Ct=ΔCt -ΔCt对照。

1.4 MTS实验检测ESCC细胞的增殖能力

将 3×103个细胞接种于 96孔板中，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

每孔内加入 20 μl（500 μg/ml）MTS 试剂，在 37 ℃、

5%CO2的培养箱中培养 2 h 后，用酶标仪检测波长

在 490 nm处每孔的光密度（D）值，代表细胞的增

殖水平。

1.5 Transwell小室法检测ESCC细胞的侵袭能力

常规消化并悬浮细胞于无血清培养基中，调整

细胞密度接种于预铺Matrigel胶的Transwell上小室

（1×105个/孔）内，下小室内加入 600 μl含 10%FBS的

RPMI 1640，培养24 h后用4%多聚甲醛固定30 min，

并用 0.1%结晶紫染色 20 min。最后，在光学显微镜

下选择5个随机视野计数侵袭细胞数。
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表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

Primer

linc01503

E-cadherin

N-cadherin

Snail

ZEB1

Vimentin

GAPDH

shRNA linc01503-1
shRNA-linc01503-2
shRNA-linc01503-3
shRNA-linc01503-4
shRNA-control

Sequence

F: 5'- CCTGAGGACCATCTGGAGTG-3'
R: 5'- CTAGGGCTCTGCATTCGTCC-3'
F: 5'-CGAGAGCTACACGTTCACGG-3'
R: 5'-GGCCTTTTGACTGTAATCACACC-3'
F: 5'-CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG-3'
R: 5'ATGAAACCGGGCTATCTGCTC-3'
F: 5'-ACGAGGTGTGACTAACTAT-3'
R: 5'-CGACAAGTGACAGCCATT-3'
F: 5'-TCATCGCTACTCCTACTGT-3'
R: 5'-TCACTGTCTTCATCCTCTTC-3'
F: 5'-CGCCTGCAGGATGAGATTCAG-3'
R: 5'-TCAGGGAGGAAAAGTTTGGAAGA-3'
F: 5'-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'
R: 5'-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3'
5'-CACCGGAGACAAATGACGGCCTTTGTTCAAGAGACAAAGGCCGTCATTTGTCTCCTTTTTTG-3'
5'-CACCGGAGTCGCTCTGGTTCGAACGTTCAAGAGACGTTCGAACCAGAGCGACTCCTTTTTTG-3'
5'-CACCGGAGAAAGTTCTTTCCCTGAGTTCAAGAGACTCAGGGAAAGAACTTTCTCCTTTTTTG-3'
5'-CACCGGACGAATGCAGAGCCCTAGGTTCAAGAGACCTAGGGCTCTGCATTCGTCCTTTTTTG-3'
5'-CACCGTTCTCCGAACGTGTCACGTCAAGAGATTACGTGACACGTTCGGAGAATTTTTTG-3'

1.6 统计学处理

qPCR、MTS、Transwell等实验均重复3次。所有

数据均采用SPSS19.0统计软件进行处理。正态分布

的计量资料以 x̄±s表示，linc01503在ESCC及癌旁组

织中的表达及其与患者临床病理特征的关系均采用

两样本均数 t检验比较；Kaplan-Meier法及Log rank检

验用于分析 linc01503表达对 ESCC患者生存期的影

响。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 TGF-β1处理使ESCC Eca109细胞发生EMT

用 TGF-β1连续处理 Eca109细胞 21 d后，qPCR

法检测结果（图 1）显示，细胞中E-cadherin表达水平

明显下调（P<0.01），而 N-cadherin、Snail、ZEB1 及

vimentin基因表达明显上调（均P<0.01）。结果提示，

TGF-β1处理促进了ESCC Eca109细胞的EMT进程。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 d group

图1 TGF-β对Eca109细胞中EMT相关基因表达的影响

Fig. 1 Effects of TGF- β on the expressions of EMT-related

genes in Eca109 cells

2.2 linc01503是TGF-β作用的下游效应基因

应用SBC-ceRNA（人 4×180 k）芯片筛选TGF-β1

处理前后 Eca109 细胞差异表达的 lncRNA，发现

linc01503 在 TGF-β1 处理后表达水平上调 2.29 倍。

qPCR法检测结果（图 2）显示，TGF- β1 处理后显

著提高了 Eca109、Kyse150、TE13细胞中 linc01503 表

达水平（tEca109=-30.874，P<0.01；tKyse150=-28.940，P<0.01；

tTE13=-16.480，P<0.01）。实验结果表明，linc01503是

TGF-β下游效应基因。

**P<0.01 vs Untreated group

图2 TGF-β对ESCC细胞中 linc01503表达的影响

Fig.2 Effect of TGF-β on linc01503 expression in ESCC cells

2.3 ESCC组织中 linc01503表达及其与患者临床病

理特征的关系

qPCR检测结果发现，ESCC组织中 linc01503表

达水平明显高于癌旁组织（t=-6.837，P<0.01；图3A）。

119例ESCC组织中，有102例表达上调，其中71例表

达上调达2倍以上（图3B）。119例ESCC患者的临床

病理特征，如年龄、性别、病理分级、TNM分期、淋巴
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结转移、浸润深度等数据见表2。linc01503的表达与

患者的淋巴结转移、浸润深度及TNM分期有关联（均

P<0.05）；而与患者的年龄、性别、病理分级无关联（均

P>0.05）。

**P<0.01 vs Para-cancer group

A: The relative expression of linc01503; B: The fold change of linc01503 expression in cancer tissues to normal tissues

图3 ESCC组织中 linc01503的表达

Fig.3 The expression of linc01503 in ESCC tissues

表2 ESCC组织中 linc01503表达与临床病理特征的关系

Tab.2 The relationship between linc01503 expression

in ESCC tissues and clinicopathologic features

Clinicopathological

feature
Age (t/a)

<50
≥50

Gender
Male
Female

Histological grade
Well
Poor

TNM stage
Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

Lymphatic metastasis
No
Yes

Depth of invasion
T1+T2
T3+T4

n

32
87

72
47

74
45

54
65

25
94

51
68

linc01503

8.401±6.810
7.785±8.080

7.305±6.146
8.940±9.672

8.142±8.568
7.636±6.207

5.923±5.784
9.635±8.734

2.487±1.606
9.403±8.069

4.605±3.614
10.460±8.985

t

0.384

1.129

0.345

-2.673

-4.251

-4.391

p

0.702

0.261

0.731

0.009

<0.001

<0.001

2.4 linc01503表达与ESCC患者生存期的关系

根据 ESCC 组织中 linc01503 表达的均值，将患

者分 linc01503高表达组（42例）和低表达组（77例）。

linc01503高表达ESCC患者 5年生存率为 9.52%（中

位生存期为20个月），linc01503低表达的ESCC患者

5年生存率为 25.97%（中位生存期为 48个月）。Log

rank检验分析结果显示，linc01503高表达明显缩短

了患者的生存期（χ2=21.673，P<0.01；图 4）。结果提

示，linc01503可能是ESCC患者一个潜在的预后因素。

2.5 linc01503对ESCC细胞增殖及侵袭能力的影响

随机取 10例ESCC癌旁组织的 cDNA等比例混

合后作为 细 胞 表 达 的对照组（Pools）。 qPCR 检

测结果显 示 ，ESCC 细 胞 中 linc01503 表达水平

均高于对照组（tEca109=-4.469 ，P<0.01；tKyse150=-11.828，

P<0.01; tKyse170=-12.689，P<0.01；tTE1=-7.488，P<0.01 ；

tTE13=-15.702，P<0.01），尤其在TE13中表达水平最高

（tTE13=-15.702，P<0.01；图5A）。在TE13细胞中分别转染

shRNA1~4 后，如图 5B 所示，以 shRNA1 及 shRNA2

转染效率较高。MTS 及 Transwell 小室法检测结果

（图 6A、B）显示，与 NC 组相比，敲低 linc01503 表达

（shRNA1组及 shRNA1组）均可明显降低TE13细胞

的增殖及侵袭能力（均P<0.05）；而NC组与Mock组

相比较差异无统计学意义，提示转染试剂对细胞的

增殖及侵袭能力无明显影响，确保了结果的可靠性。

图4 linc01503表达水平对ESCC患者生存期的影响

Fig. 4 Effect of linc01503 expression level on the survival of

ESCC patients

2.6 敲低 linc01503抑制ESCC TE13细胞EMT进程

qPCR法检测结果（图7）显示，敲低 inc01503后，

ESCC TE13细胞中 E-cadherin 的表达水平显著上
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调（tRNA1=-7.075 ，P=0.05; tRNA2=-5.043 ，P<0.01），而

N-cadherin（tRNA1=6.527，P<0.01; tRNA2=5.686，P<0.01）、

vimentin（tRNA1=9.017,P<0.01;tRNA2=7.603,P<0.01）表达

显著下调。结果提示，敲低linc01503表达抑制了ESCC

TE13细胞的EMT过程。

*P<0.05, **P<0.01 vs Pools or NC group

A: The expression level of linc01503 in five ESCC cell lines; B: The expression level of linc01503

in TE13 cells transfected with four shRNAs or control plasmid

图5 ESCC细胞中 linc01503的表达水平和 shRNA转染效率

Fig.5 The expression of linc01503 in ESCC cell lines and the transfection efficiency of shRNAs

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

图6 linc01503对ESCC细胞TE13增殖（A）及侵袭（B）的影响

Fig.6 Effects of linc01503 on cell proliferation (A) and invasion (B) of TE13 cells

**P<0.01 vs NC group

图7 敲低 linc01503对ESCC TE13细胞中EMT

相关基因表达的影响

Fig. 7 Effects of LINC01503 knockdown on the expressions

of EMT-related gene in ESCC TE13 cells

3 讨 论

食管癌是中国高发的恶性肿瘤之一，其主要的

组织学类型为ESCC。尽管多年来对ESCC的防治做

了大量的工作，但其发病率和病死率仍居高不

下[11-12]。早期转移是 ESCC 高病死率的主要原因，

50%ESCC患者在明确诊断时就已经发生了转移[13]。

由于ESCC早期易转移的特性，导致传统的手术治疗

效果欠佳，患者的5年生存率仍低于20%[13-14]。因此，

明确癌细胞转移的分子机制对于ESCC治疗及延长

患者生存期具有重要意义。研究已证实，EMT在肿

瘤细胞转移扩散中起着至关重要的作用。

TGF-β信号网络可调控肿瘤的发生和发展。先

前研究[10]已证实，TGF-β处理可诱导细胞发生EMT。

为明确TGF-β信号诱导EMT过程的下游效应基因，

本研究应用TGF-β1连续处理ESCC Eca109细胞，待

成功诱导细胞发生EMT后，用芯片筛选TGF-β1处理

前后差异表达的基因，其中，linc01503在TGF-β1处

理后表达上调明显。为验证芯片结果，进一步检测

了Eca109、Kyse150、TE13三株ESCC细胞中TGF-β1
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处理前后 linc01503表达的变化，其结果与芯片检测

相同。因此本研究结果高度提示，linc01503可能作

为 TGF-β信号的下游效应基因之一，在 ESCC 细胞

EMT过程中起重要的作用。

已有研究证实，linc01503可通过调控细胞增殖、凋

亡和转移，在肿瘤的发生和发展中发挥重要作用。例

如，LU等[15]发现 linc01503可作为ceRNA通过海绵吸附

miR-4492靶向调控FOXK1基因的表达，进而促进结直

肠癌的进展；在对胶质瘤的研究中，linc01503可通过激

活Wnt/β-catenin信号通路发挥癌基因的功能，并可能成

为胶质瘤新的预后标志物和分子治疗靶点[16]；QU等[17]

研究指出，linc01503可以通过EMT过程促进胆管癌细

胞的增殖和侵袭；同时，linc01503也被认为是鉴定卵巢

癌的候选分子标志物[18]。本研究发现，在ESCC组织和

细胞系中 linc01503表达明显上调，并且 linc01503在肿

瘤组织中高表达与ESCC患者的侵袭性临床病理特征

（包括淋巴结转移、浸润深度和临床分期）有关联，并与

不良预后密切相关。同时功能实验进一步显示，linc01503

敲低抑制ESCC细胞的增殖和侵袭能力。因此，笔者

认为 linc01503可能在ESCC侵袭、转移等恶性进程中

扮演着重要的角色，并可能是ESCC患者预后不良的潜

在预测因子。为探讨 linc01503在肿瘤进展中发挥促癌

作用的分子机制，本研究首先验证了 linc01503对EMT

过程的影响，结果显示 linc01503低表达明显增加了上

皮标志物的表达水平，而间质标志物表达下降，说明

linc01503参与正向调控EMT过程，并且是TGF-β介导

的ESCC细胞EMT过程的下游效应基因之一。

综上所述，本研究揭示了TGF-β可诱导ESCC细

胞中 linc01503表达上调，linc01503高表达促进ESCC

细胞的增殖和侵袭，并可能作为TGF-β作用的下游效

应基因之一介导了ESCC细胞的EMT过程，进而促

进 ESCC的恶性进展。linc01503有望为 ESCC患者

的预后评估提供一种新的分子标志物。
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