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LINC01140 通过 miR-452-5p/Wnt/β -catenin 轴调控食管鳞状细胞癌

Eca109细胞的增殖与侵袭
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050011）

[摘 要] 目的：探讨长链非编码RNA（lncRNA）LINC01140在食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）组

织及细胞中的表达及其对Eca109细胞增殖与侵袭的影响及其分子机制。方法：选取2012年3月至2015年5月河北医科大学第

四医院收治的 133 例 ESCC 患者的临床资料和 GEPIA 数据库中收集的 182 例 ESCC 组织及 286 例食管正常黏膜组织的

LINC01140表达数据，以及 ESCC 细胞系 Kyse150、Eca109 和 TE13。用 qPCR 法检测癌组织和细胞中LINC01140的表达水平，

分析其表达水平与患者临床病理特征及预后的关系。分别将pcDNA3.1-LINC01140、阴性对照（pcDNA3.1-NC）或 miR-452-5p

mimic及阴性对照（miR-NC）转染到Eca109细胞，MTS、Transwell实验分别检测细胞的增殖与侵袭能力。用双荧光报告基因实验

及TOP/FOP报告基因系统检测LINC01140与miR-452-5p的靶向结合作用及 LINC01140 对 Wnt/β-catenin通路活化水平的影

响。结果：LINC01140在ESCC组织和细胞中表达均显著下调（均 P<0.01），LINC01140 低表达与 ESCC 患者年龄、淋巴结

转移、TNM分期及OS密切相关（均P<0.05）。LINC01140过表达明显抑制 Eca109 细胞的增殖及侵袭能力（均P<0.01）。机制

研究表明，LINC01140可能通过竞争结合miR-452-5p影响Wnt/β-catenin信号通路的活化水平继而调控Eca109细胞的恶性生物学

行为。结论：LINC01140通过靶向miR-452-5p/Wnt/β-catenin轴促进ESCC细胞的增殖与侵袭能力，其有望成为ESCC患者靶向

治疗的潜在靶点及预后评估的标志物。
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LINC01140 regulates the proliferation and invasion of esophageal squamous cell
carcinoma Eca109 cells via miR-452-5p/Wnt/β-catenin axis

GUO Yanli, YIN Qing, HAN Junshu, GUO Wei, SHEN Supeng, LIANG Jia, DONG Zhiming (Hebei Provincial Cancer Institute, the

Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of lncRNA LINC01140 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues

and cell lines, and to explore its effect on the proliferation and invasion of Eca109 cells as well as the possible molecular mechanism.

Methods: The clinical data of 133 ESCC patients who were treated in the Fourth Hospital of Hebei Medical University from March

2012 to May 2015 and the data of 182 ESCC tissues and 286 normal esophageal mucosa tissues included in GEPIA database, as well as

ESCC cell lines (Kyse150, Eca109, TE13) were collected for this study. The expression level of LINC01140 in ESCC tissues and cell

lines was detected by qPCR method, and the relationship between its expression level and clinicopathological features as well as the

prognosis of ESCC patients was further analyzed. pcDNA3.1-LINC01140, negative control (pcDNA3.1-NC) or miR-452-5p mimics

and negative control (miR-NC) were respectively transfected into Eca109 cells. Then, MTS and Transwell assay were performed to

assess the effect of LINC01140 on proliferation and invasion of transfected cells. The interaction between LINC01140 and miR-452-5p,

as well as the effect of LINC01140 on the activation of Wnt/β-catenin pathway was detected by Dual-luciferase reporter gene assay and

TOP/FOP reporter gene system. Results: The expression of LINC01140 was downregulated in ESCC tissues and cell lines (all P<0.01).

Low expression of LINC01140 was closely correlated with the age, lymph node metastasis, TNM stage and the OS of ESCC patients
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(all P<0.01). Overexpression of LINC01140 significantly reduced the proliferation and invasion ability of Eca109 cells (all P<0.01).

Mechanistic analysis indicated that LINC01140 affected the activation of Wnt/β-catenin signaling pathway possibly via competitively

sponging miR-452-5p to further regulate the malignant biological behaviors of Eca109 cells. Conclusion: LINC01140 affects

proliferation and invasion of ESCC cells via regulating miR-452-5p/Wnt/β-catenin axis. LINC01140 is expected to be a potential target

for the targeted therapy and the molecular marker for the prognosis evaluation of ESCC patients.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); Eca109 cell; LINC01140; miR-452-5p; Wnt/β-catenin signaling pathway;

proliferation; invasion
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食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squamous cell

carcinoma，ESCC）是最具侵袭性的恶性肿瘤之一，其

病死率高、预后差。食管癌的两个主要亚型是ESCC

和食管腺癌（esophageal adenocarcinoma，EAC）。全

球约70%的食管癌患者在中国，ESCC是中国患者的

主要组织学类型，约占90%[1]。尽管现有治疗方法不

断改进，但由于ESCC早期易转移的特性，致使ESCC

患者的 5 年总生存（overall survival，OS）率仍低于

20%[2]。 多 种 长 链 非 编 码 RNA（long non-coding

RNA，lncRNA）在ESCC中异常表达，并可通过多种

机制参与 ESCC 的发生和转移过程[3-5]，如染色质修

饰、转录和转录后调控等[6-7]。LINC01140 最早是由

SONG等[8]在对胃癌表达谱数据挖掘时发现的与胃癌

预后密切相关的一种 lncRNA，随后在乳腺癌[9]、胶质

瘤[10]、膀胱癌[11]、胃癌[8]中均发现该 lncRNA的异常表

达，并参与了肿瘤的发生发展，但其在ESCC中的作

用及其机制尚未完全阐明。本研究通过检测

LINC01140在ESCC组织与细胞中的表达，分析其表

达水平与患者临床病理特征的关系，探讨LINC01140

过表达对Eca109细胞增殖、侵袭的影响及其可能的

分子机制，旨在为ESCC患者的分子靶向治疗和预后

评估提供候选分子靶点及有价值的标志物。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 临床标本 收集 2012年 3月至 2015年 5月河

北医科大学第四医院收治的 133例ESCC患者的临

床资料。其中临床分期依据美国癌症联合会

（American Joint Committee on Cancer，AJCC）及国际

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

均切取癌组织原发灶及距癌灶边缘2~5 cm处的癌旁

组织标本，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

病理医师诊断证实癌组织均为ESCC、癌旁组织均为

正常黏膜组织。133例ESCC患者全部进行了随访，

共有 9人失访。本研究方案经医院伦理委员会审查

批准，所有入选患者均被告知研究程序并签署知情

同意书。

1.1.2 数据库中 LINC01140 表达数据 经 GEPIA

（Gene Expression Profiling Interactive Analysis）网站

（http://gepia.cancer-pku.cn/）自动分析来自 TCGA 和

GTEx项目的 9 736个肿瘤组织和 8 587个正常组织

样本的RNA表达数据，包括肿瘤/正常组织差异表达

分析、根据癌症类型或病理分期进行分析、患者生存

分析等。并应用该网站分析了数据库收录的 182例

ESCC组织及286例食管正常黏膜组织中LINC01140

的表达情况。

1.2 细胞系及主要试剂

人 ESCC 细胞系 Kyse150、Eca109 和 TE13 由本

院肿瘤研究所留存并传代。 TRIzol 购自美国

Invitrogen 公司，逆转录试剂盒 Reverse Transcription

System A3500、双 荧 光 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 、

LipofectamineTM2000转染试剂、MTS细胞增殖与毒性

检测试剂盒均购自美国Promega公司，RPMI 1640细

胞培养基购自美国 Gibco 公司，Transwell 小室、

matrigel胶均购自美国Corning公司，蛋白质和RNA

分离系统 PARISTM试剂盒购自美国 Invitrogen公司，

miR-452-5p mimic 购自吉玛制药技术有限公司，

TOP-FLASH、FOP-FLASH质粒均购自美国Millipore

Corporation公司。本研究所用全部引物均由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。

1.3 细胞培养及转染

复苏Kyse150、Eca109和TE13细胞，并在含10%

胎牛血清的RPMI 1640培养基中，置于37 ℃、5%CO2

的加湿培养箱中培养。取对数生长期、状态良好的

Eca109细胞，常规消化并接种于 6孔板（2×105个/孔）

中继续培养，待细胞汇合度达 70%~80% 时，按照

LipofectamineTM2000 转染试剂说明书分别将 pcDNA3.1-

LINC01140、阴性对照（pcDNA3.1-negative control，

pcDNA3.1-NC）或者 miR-452-5p mimic 及相应阴性

对照（miR-NC）转染到Eca109细胞。

1.4 qPCR 法检测 ESCC 组织及细胞中 LINC01140

及miR-452-5p等的表达

利用 TRIzol 试剂说明书提取组织及细胞总
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RNA，分别参照 Promega 的逆转录试剂盒说明书将

RNA逆转录成 cDNA，用于检测LINC01140、c-Myc、

MMP7、cyclin D1等基因及miR-452-5p的表达水平，

并以 GAPDH 或 U6 作为内参照。引物序列见表 1。

反应条件：95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 30 s、60 ℃

退火30 s、72℃延伸30 s，共35个循环；72 ℃延伸7 min，

4 ℃保存。采用 2-△△Ct 法计算目的基因 mRNA 及

miR-452-5p的相对表达量。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

Primer

LINC01140

c-Myc

MMP7

Cyclin D1

U6

GAPDH

miR-452-5p

Sequence

F: 5'-CAGGAGAGACACAGACTTGGGG-3'

R: 5'-CACCCCGAGCGATGGAGTA-3'

F: 5'-GGCTCCTGGCAAAAGGTCA-3'

R: 5'-CTGCGTAGTTGTGCTGATGT-3'

F: 5'-GAGTGAGCTACAGTGGGAACA-3'

R: 5'-CTATGACGCGGGAGTTTAACAT-3'

F: 5'-GCTGCGAAGTGGAAACCATC-3'

R: 5'-CCTCCTTCTGCACACATTTGAA-3'

F: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

R: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

F: 5'-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'

R: 5'-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3'

5'- AACUGUUUGCAGAGGAAACUGA-3'

F: Forward primer; R: Reverse primer

1.5 MTS实验检测Eca109细胞的增殖能力

按3×103个/孔的转染后各组将Eca109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，在每孔加入20 μl（500 μg/ml）MTS试

剂，置于37 ℃、5%CO2的加湿培养箱中培养2 h。用酶

标仪在490 nm波长处检测各孔的光密度（D）值，绘制

细胞增殖曲线。

1.6 Transwell实验检测Eca109细胞的侵袭能力

Transwell小室在实验前预辅 matrigel胶常规消

化并悬浮转染后各组 Eca109 细胞于无血清培养基

中，调整细胞密度接种于小室上腔（1×105个/孔），下

腔加入 600 μl 含 10%FBS 的 RPMI 1640。培养 24 h

后，用 4%多聚甲醛溶液固定细胞，并用 0.1%结晶紫

染色后，在光学显微镜（×400）下对5个随机视野的细

胞进行计数。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 LINC01140 与

miR-452-5p之间的靶向关系

利用 LncBase 预测 LINC01140 与 miR-452-5p 之

间潜在结合位点。将含有结合位点区域片段插

入 荧 光 素 酶 报 告 基 因 载 体 pmirGLO，构 建

pmirGLO-LINC01140 载体。将pmirGLO-LINC01140

与miR-452-5p-mimic 共转染 Eca109 细胞，继续培养

48 h后收集细胞，用双荧光素酶报告基因系统测定转

染细胞的相对荧光素酶活性。

同时，为了检测 Wnt 通路活性，将 TOP-FLASH

或FOP-FLASH与内参照质粒一起转染Eca109细胞，

并于转染48 h后用双荧光素酶报告基因检测系统测

定转染细胞的相对荧光素酶活性。结果以TOP/FOP

比值表示，其中TOP值为转染有TOP-Flash和内参照

质粒的样本中采集得到的萤火虫荧光值/海肾荧光

值，FOP值为转染有FOP-Flash和内参照质粒的样本

中采集得到的萤火虫荧光值/海肾荧光值。3次独立

转染实验的TOP/FOP比值的平均值作为最终数据。

1.8 qPCR法检测LINC01140在Eca109细胞中的分

布情况

为确定LINC01140的亚细胞分布，根据PARISTM试

剂盒说明书操作要求，收集1×107个Eca109细胞，PBS

清洗后用500 μl分离缓冲液重悬细胞，冰上放置5~10 min，

低速离心分离细胞核和细胞质，并分别抽提细胞质与

细胞核RNA，逆转录为cDNA后进行qPCR分析，GAPDH

为细胞质表达的内参照，U6为细胞核表达的内参照，以

确定LINC01140在细胞质和细胞核的表达分布情况。

1.9 统计学处理

qPCR、MTS、Transwell等实验均重复3次。采用

SPSS19.0统计学软件对实验数据进行统计分析。呈正

态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间差异比较采用独

立样本均数 t检验，LINC01140表达与患者临床病理特

征的关系采用两样本均数 t检验比较；Log-Rank检验用

于分析LINC01140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 ESCC患者的临床资料

本研究选取的 133例ESCC患者中，男性 80例、

女性53例，中位年龄57.6（39~78）岁。所有患者术前

均未经化疗和放疗，患者的临床资料见表2。

2.2 ESCC组织中LINC01140低表达

qPCR检测结果（图 1A、1B）显示，ESCC组织中

LINC01140 表达明显低于正常黏膜组织（t=8.742，

P<0.01）。133例 ESCC组织中，有 106例表达下调，

其中 42例表达下调达 50%以上，17例表达下调超过

80%（图 1C）。GEPIA网站数据分析结果（图 1D）显

示，ESCC组织中LINC01140表达显著下调。

分析LINC01140表达与ESCC患者临床病理特

征的关系发现，LINC01140低表达与ESCC患者的年

龄、淋巴结转移、浸润深度及TNM分期密切相关（均

P<0.05或P<0.01，表2）。
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2.3 LINC01140高表达的ESCC患者OS明显长于低

表达患者

根据ESCC组织中LINC01140表达的均值，将ESCC

患者分为高表达组（73 例）和低表达组（60 例）。

LINC01140高表达组患者5年OS率为33.5%（中位OS

为46个月），低表达组患者5年OS率为14.8%（中位OS

为23个月）。Log-Rank检验分析显示，LINC01140高表

达的ESCC患者OS明显延长（χ2=10.230，P<0.01；图2）。

*P<0.05; **P<0.01

A: The expression level of LINC01140 in cancer and para-cancer tissues by qPCR; B: The expression of LINC01140 in cancer and

para-cancer tissues of each ESCC patient; C: The fold change (FC) of LINC01140 expression in cancer tissues compared with

para-cancer tissues; D: Relative expression of LINC01140 in cancer and para-cancer tissues analyzed by GEPIA dataset

图1 ESCC及癌旁组织中LINC01140的表达

Fig.1 The expression of LINC01140 in ESCC and para-cancer tissues

表2 ESCC组织中LINC01140表达与患者临床病理特征的关系

Tab.2 Correlation of the expression level of LINC01140 with clinicopathologic features of ESCC patients

Clinicopathological feature

Age (t/a)
<50

≥50

Gender
Male

Female

Histological grade

Well/ Medium

Poor

Lymphatic metastasis
No

Yes

Depth of invasion

T1+T2

T3+T4

TNM stage
Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

n

35

98

80

53

78

55

31

102

57

76

68

65

LINC01140

4.839±2.716

5.910±2.715

5.641±2.786

5.609±2.710

5.565±2.595

5.719±2.968

7.310±2.292

5.118±2.676

6.559±2.635

4.930±2.633

6.395±2.621

4.827±2.661

t

-2.003

0.065

-0.318

4.122

3.530

3.423

P

0.047

0.948

0.751

<0.001

0.001

0.001
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图2 LINC01140表达水平对ESCC患者OS的影响

Fig.2 Effect of LINC01140 expression on the

OS of ESCC patients

2.4 LINC01140在ESCC细胞中的表达及其对Eca109

细胞增殖及侵袭能力的影响

随机取 10例食管正常黏膜组织行 qPCR法检测

组织中LINC0140的表达，取10例表达量的平均值作

为对照组（Pool）。qPCR 检测结果（图 3A）显示，

LINC01140在ESCC细胞系Kyse150、Eca109和TE13

中表达水平均显著低于对照组（t=10.470、12.815、

9.149，均P<0.01），尤以Eca109细胞中表达水平最低

（t=12.815，P<0.01）。

转染pcDNA3.1-LINC01140后，与pcDNA3.1-NC

组比较，转染组Eca109细胞中LINC01140的表达水

平明显升高（t=14.479，P<0.01；图 3B），细胞增殖

能力明显降低（t24 h=2.765，P>0.05；t48 h=3.544，P<0.05；

t72 h=-8.184，P<0.01；t96 h=5.883，P<0.01；图 3C），细胞

侵袭能力明显降低（t24 h=11.186，P<0.01；图 3D）。结

果表明，LINC01140过表达可显著降低Eca109细胞

的增殖与侵袭能力。

*P<0.05, **P<0.01 vs pcDNA3.1-NC group

A: Relative expression of LINC01140 in ESCC cell lines detected by qPCR (Pool: Average expression in 10 normal tissues was used as

normal control); B: The transfection efficiency of pcDNA3.1-LINC01140 detected by qPCR; C: The proliferation of Eca109 cells was

detected by MTS assay; D: The effect of LINC01140 on invasiveness of Eca109 cells was detected by Transwell assay (×400)

图3 LINC01140对Eca109细胞增殖及侵袭的影响

Fig.3 The effect of LINC01140 on proliferation and invasion of Eca109 cells

2.5 LINC01140 靶向结合 miR-452-5p 并降低其在

Eca109细胞中的表达

LINC01140亚细胞定位结果（图4A）显示，Eca109

细胞中LINC01140表达主要分布于的细胞质。在线生

物信息学分析网站LncBase（http://carolina.imis.athena-

innovation. gr/diana tools/web/index. php? r=lncbasev

2%2Finde）预测到miR-452-5p与LINC01140的3′UTR

区存在结合位点（图4B）。进一步探讨了LINC01140通
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过海绵吸附miR-452-5p发挥其作用的可能性。在线工

具Starbase Ⅴ3.0（https://starbase.sysu.edu.cn/）分析显

示 ，miR-452-5p 在食管癌中表达上调（图 4C）。

LINC01140 过 表 达 可 明 显 降 低 Eca109 细 胞 中

miR-452-5p 的表达水平（t=5.515，P<0.01；图4D）；而

miR-452-5p 过表达则并不影响 LINC01140 的表达

（t=0.541，P>0.05；图4E）。双荧光素酶报告基因实

验结果（图 4F）显示 ，miR-452-5p 过表达显著降

低pmirGLO-LINC01140 的荧光素酶活性（t=6.250，

P<0.01 ）。 结 果 表 明 ，LINC01140 可 靶 向 结合

miR-452-5p。

**P<0.01

A: The subcellular localization of LINC01140 in Eca109 cells detected by qPCR method; B: The potential binding sites between

LINC01140 and miR-452-5p was predicted by LncBase; C: The expression of miR-452-5p was predicted in ESCC patients by

StarBase3.0 online tool; D: The regulation of LINC01140 on miR-452-5p expression detected by qPCR method;

E: miR-452-5p mimics had no effect on LINC01140 expression in Eca109 cells; F: The effect of miR-452-5p

mimics on the luciferase activity of LINC01140 testified by Dual-luciferase reporter assay

图4 LINC01140靶向结合miR-452-5p

Fig.4 Targeted binding between LINC01140 and miR-452-5p

2.6 LINC01140通过靶向miR-452-5p抑制Wnt/β-catenin

信号通路的活性

利用StarBase v3.0在线工具对miR-452-5p下游靶

基因进行了KEGG通路分析，结果如图5A所示，其中

Wnt/β-catenin信号通路富集了151个miR-452-5p的下游

靶基因。由于该通路在肿瘤发生发展中具有重要作用，

于是进一步探讨了LINC01140通过靶向miR-452-5p影

响该通路活性的可能性。TOP/FOP荧光素酶报告基因

系统检测结果显示，miR-452-5p mimic显著增强 TOP/

FOP 荧 光 素 酶 活性（t=-5.902，P<0.01；图 5B），而

LINC01140过表达可导致TOP/FOP荧光素酶活性降低

（t=7.476，P<0.01；图5C）。此外，对Wnt/β-catenin信号

通路相关基因检测结果（图5D）发现，miR-452-5p mimic

明显上调 MMP7 、c-Myc 和 cyclin D1 的表达水平

（t=-5.884、-14.182、-4.913，均P<0.01），而 LINC01140

过表达则显著抑制miR-452-5p 对 c-Myc 、MMP7 和

cyclin D1 的上调作用（ t=3.120、8.911、4.238，P<0.05

或P<0.01 ）。 结 果 表 明 ，LINC01140 通 过 靶 向

miR-452-5p 从而抑制Wnt/β-catenin信号通路的活性。

3 讨 论

LINC01140作为一种新的 lncRNA，在多种肿瘤

的发生和发展中起重要作用。LINC01140具有竞争

内源性RNA（ceRNA）功能，可通过miR-140-5p/FGF9

轴及miR-199a-3p/ZHX1轴分别促进膀胱癌[11]及胶质

瘤[10]的恶性进程；在对胃癌[8]及乳腺癌[9]的研究中也

发现，LINC01140与患者的OS率显著相关，并可能是

胃癌及乳腺癌患者预后的潜在标志物。本研究着重

探讨了LINC01140在ESCC细胞增殖、侵袭中的作用

及其可能的分子机制。

LINC01140 在 ESCC 组织和细胞系中表达均下

调，并且其低表达与ESCC患者的侵袭性临床病理特

征密切相关，包括淋巴结转移、浸润深度和TNM分

期。同时，生物学功能检测显示LINC01140在体外

促进ESCC细胞的增殖及侵袭能力。生存分析进一

步表明，LINC01140高表达预示着ESCC患者较好的

预后。以上结果提示，LINC01140可能在ESCC发生

发展过程中发挥着抑癌基因的作用。
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*P<0.05, **P<0.01; △P<0.05, △△P<0.01

A: The KEGG pathway analysis on the target genes of miR-452-5p using StarBase 3.0 online tool;

B and C: The effect of miR-452-5p or LINC01140 on the TOP/FOP luciferase activity; D: The effect of miR-452-5p or

LINC01140 on the relative genes in Wnt pathway

图5 LINC01140通过靶向miR-452-5p抑制Wnt/β-catenin信号通路的活性

Fig.5 LINC01140 inhibited the activation of Wnt/β-catenin signaling pathway via targeting miR-452-5p

为阐明LINC01140在ESCC中发挥抑癌作用的

分子机制，本研究检测了LINC01140在Eca109细胞

的亚细胞分布，结果发现其主要分布在细胞质中，提

示其可能在细胞质中通过竞争结合miRNA发挥其功

能[12]。通过生物信息学预测发现，miR-452-5p 与

LINC01140之间存在潜在的结合位点。miR-452-5p

在多数肿瘤中高表达，如肺癌[13]、肝癌[14-15]、结肠癌[16]、

肾细胞癌[17]等，并促进肿瘤的恶性进展。在ESCC中

miR-452-5p则罕有报道，仅见LIU等[18]报道，以食管

癌芯片检测发现食管癌组织中miR-452-5p表达较癌

旁组织明显上调，差异倍数高达 24.59 倍；StarBase

v3.0数据库分析也同样显示，miR-452-5p在食管癌中

表达上调，提示miR-452-5p在食管癌中可能发挥促

癌基因的功能。本研究细胞实验结果显示 ，

LINC01140 过 表 达 明 显 降 低 Eca109 细 胞 中

miR-452-5p 的表达水平 ，结合双荧光报告基因

实验进一步证明了miR-452-5p与LINC01140的结合

作用，提示 LINC01140可能通过结合miR-452-5p发

挥作用。

KEGG通路分析显示，Wnt/β-catenin通路是下游基

因miR-452-5p主要富集的信号通路之一。Wnt/β-catenin

通路调控细胞的许多生命过程，该通路的异常活化在

肿瘤的发生发展中扮演着非常重要的角色。β-catenin

是Wnt通路的中心因子，其入核与转录因子TCF/LEF结

合形成复合物，共同起始下游靶基因的转录[19-20]。依据

此特性设计的含有数个拷贝的TCF/LEF结合位点的TOP-

Flash质粒及含有突变TCF/LEF结合位点的对照质粒

FOP-Flash，可依据荧光素酶表达水平高低反映出Wnt

通路的活化水平。本研究应用TOP/FOP双荧光素酶报

告基因检测发现，miR-452-5p mimic能够明显提高Wnt

通路的活化水平，而LINC01140过表达可使Wnt通路

活化水平降低。此外，通过对 Wnt/β-catenin 信号通

路基因的检测也同样发现miR-452-5p mimic可上调

Wnt通路相关基因的表达，而 LINC01140 过表达则

抑制了 miR-452-5p 对靶基因的上调作用。研究结

果表明，LINC01140 通过靶向miR-452-5p抑制了Wnt/

β-catenin信号转导通路的活性。

综上所述，本研究揭示了LINC01140在ESCC组

织和细胞中表达下调，LINC01140 高表达抑制了

ESCC细胞的增殖和侵袭能力，并可通过与miR-452-5p
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的相互作用调控Wnt/β-catenin信号通路影响ESCC

细胞的恶性进程。LINC01140有望成为ESCC靶向

治疗的潜在靶点及预后评估的分子标志物。
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