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LINC00997 在胃贲门腺癌中表达的临床意义及其对 SGC7901 细胞迁

移、侵袭和EMT的影响

梁佳，沈素朋，郭炜，郭艳丽，董稚明（河北医科大学第四医院 肿瘤研究所，河北 石家庄 050011）

[摘 要] 目的：检测LINC00997在胃贲门腺癌（GCA）组织及胃癌细胞中的表达，分析其表达与患者临床病理特征和预后的关

系，探讨敲减LINC00997对胃癌SGC7901细胞迁移、侵袭及上皮间质转化（EMT）的影响。方法：基于TCGA和GTEx数据库分

析LINC00997在胃癌组织中的表达及其与患者预后的关系。应用qPCR法检测68例GCA组织和相应癌旁组织以及胃癌细胞中

LINC00997的表达水平，分析其表达与患者临床病理特征及预后的关系。通过划痕愈合、Transwell侵袭实验分别检测敲减

LINC00997 对 SGC7901 细胞迁移和侵袭的影响，qPCR 法和 WB 法检测敲减LINC00997对EMT 相关标志物 E-cadherin、

N-cadherin及 vimentin表达的影响。结果：LINC00997在胃癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织（P<0.05），且LINC00997高

表达组患者的OS及DFS显著低于LINC00997低表达组患者（P<0.01 或 P<0.05）。在 68例在GCA组织中，LINC00997的表达

水平显著高于癌旁组织（P<0.01），其表达与患者淋巴结转移、TNM 分期及 OS相关联（P<0.05或P<0.01）。敲减LINC00997

的 SGC7901 细胞的迁移和侵袭能力均显著降低（均 P<0.01），细胞中E-cadherin的表达显著升高，N-cadherin、vimentin的表达

均显著降低（P<0.05或P<0.01）。结论：LINC00997在GCA组织和胃癌细胞中高表达，其高表达可能促进了胃癌细胞的迁移、侵

袭及EMT进程，有望成为GCA患者预后评估的分子标志物。
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Clinical significance of LINC00997 expression in gastric cardia adenocarcinoma
and its effect on migration, invasion and epithelial-mesenchymal transition of
SGC7901 cells

LIANG Jia, SHEN Supeng, GUO Wei, GUO Yanli, DONG Zhiming (Tumor Research Institute, the Fourth Hospital of Hebei Medical

University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To detect the expression of LINC00997 in gastric cardia adenocarcinoma (GCA) tissues and gastric cancer cells

and analyze its relationship with the clinicopathological features and prognosis of GCA patients, as well as to explore the effect of

LINC00997 knockdown on the migration, invasion and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of SGC7901 cells. Methods: Based

on the TCGA and GTEx database, the expression of LINC00997 in gastric cancer tissues and its relationship with the prognosis of

gastric cancer patients were analyzed. qPCR was applied to detect the expression of LINC00997 in 68 pairs of GCA tissues and the

corresponding para-cancerous tissues and gastric cancer cells. The association between its expression level and clinicopathological

characteristics and prognosis of patients was also analyzed. The effects of LINC00997 knockdown on migration and invasion of gastric

cancer SGC7901 cells were examined by Wound-healing assay and Transwell invasion assay, respectively. The effects of LINC00997

knockdown on the expression of EMT-related markers E-cadherin, N-cadherin and vimentin were detected by qPCR and WB methods.

Results: The expression of LINC00997 in gastric cancer tissues was significantly higher than that in para-cancerous tissues (P<0.05),

and the overall survival (OS) rate and disease-free survival (DFS) rate of the LINC00997 high expression group was significantly lower

than that of the low expression group (P<0.05 or P<0.01). The expression of LINC00997 in 68 GCA tissues was significantly higher

than that in corresponding para-cancerous tissues (P<0.01), and was correlated with lymph node metastasis, TNM stage and OS of the

patients (P<0.05 or P<0.01). The migration and invasion of SGC7901 cells with LINC00997 knockdown were significantly suppressed

(all P<0.01), the expression levels of N-cadherin and vimentin were decreased while the expression of E-cadherin was increased
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(P<0.05 or P<0.01). Conclusion: LINC00997 is highly expressed in GCA tissues and cells. The high expression of LINC00997 may

promote the migration, invasion and EMT process of GCA, and is expected to become a candidate molecular marker for prognostic

evaluation of patients with GCA.

[Key words] gastric cardia adenocarcinoma (GCA); LINC00997; SGC7901 cell; migration; invasion; epithelial-mesenchymal

transition (EMT); prognosis
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胃贲门腺癌（gastric cardia adenocarcinoma，GCA）

是胃癌中侵袭性最强的一种类型，相对于其他类型

的胃癌，其发病率及病死率均较高[1-2]。由于GCA出

现症状时，大多数患者已到疾病的中、晚期，加上术

后复发率较高，导致患者预后不良。lncRNA是指长

度大于 200 nt、无蛋白质编码能力的 RNA 分子[3-4]。

越来越多的研究结果[5-7]表明，lncRNA的异常表达参

与多种类型恶性肿瘤的发生和进展。LINC00997在

肾透明细胞癌、宫颈癌及结直肠癌中均异常表达[8-10]，

但其在GCA中的作用研究鲜见文献报道。本研究通

过检测LINC00997在人GCA组织及胃癌细胞中的表

达水平，分析其表达与患者临床病理特征及预后的

关系，同时应用 siRNA 干扰胃癌细胞 SGC7901中

LINC00997 的表达，观察敲减 LINC00997 对胃癌

SGC7901细胞迁移、侵袭以及上皮间质转化（EMT）

进程的影响，并探讨其在GCA发生与发展中的作用

及其机制，为GCA的靶向治疗及预后评估提供实验

依据。

1 资料与方法

1.1 LINC00997表达数据的来源及分析

利用在线数据分析网站 GEPIA2（http://gepia2.

cancer-pku.cn/）分析TCGA和GTEx数据库中LINC00997

在胃癌组织中的表达数据，其中胃癌组织408例，癌旁

组织211例。根据LINC00997表达水平进行胃癌患者

总生存期（OS）和无病生存率（DFS）的分析，其中

LINC00997高表达组190例，低表达组192例，采用对数

秩检验，用于假设检验。

1.2 临床标本、细胞及主要试剂

临床标本取自2013年2月至2015年12月河北医

科大学第四医院生物标本库的68例GCA手术患者，其

中男性 37 例、女性 31 例，年龄 39～74岁，中位年龄

60.0岁。全部患者术前均未接受任何放射与化学治疗。

每例患者均取GCA原发灶组织及距原发灶边缘3~5 cm

的相应癌旁组织。所有标本的切取和使用均经过本院

医学伦理委员会批准，患者均签署知情同意书。手术

切除标本一部分常规制作蜡块、H-E染色，另一部分置

入-80℃低温冰箱中保存，用来提取总RNA。所有组织

标本均由3位病理医师共同确诊为GCA组织，癌旁组

织中均未见癌细胞浸润。对68例GCA患者进行随访，

最长时间为65个月，中位随访时间为49个月。

人 胃 癌 细 胞 SGC7901、HGC-27、BGC823 和

MGC-803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。TRIzol试剂盒购自北京索莱宝

公司，逆转录试剂盒和MTS试剂均购自美国Promega

公司，胎牛血清购自美国PAN公司，RPMI 1640培养

基购自美国Gibco公司，Lipofectamine 2000转染试剂

购自美国 Thermo 公司，Transwell 小室和人工基膜

（matrigel胶）购自美国Corning公司。蛋白提取试剂

购自北京康为世纪生物科技有限公司），兔抗人上

皮钙黏素（E-cadherin）、神经钙黏素（N-cadherin）、波

形蛋白（vimentin），以及β-actin等一抗均购自武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司，HRP标记的羊抗兔

IgG二抗购自美国KPL公司，电化学发光试剂购自北

京索莱宝生物科技有限公司。

1.3 qPCR法检测GCA组织及胃癌细胞中LINC00997

及EMT相关基因的表达

根据 TRIzol 试剂说明提取组织和细胞的总

RNA，并将总RNA逆转录成 cDNA，再以 cDNA为模

板进行PCR扩增，用于检测LINC00997及EMT相关

基因的表达，以GAPDH作为内参，引物序列见表 1。

PCR反应条件：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 15 s、

60 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，共40个循环；72 ℃延

伸 7 min，每个样本设 3个复孔。根据每孔荧光信号

达到阈值时经历的循环数作为CT值，采用相对定量

法，ΔCT=CT目的基因-CT内参基因，ΔΔCT=ΔCT-ΔCT对照组，以

2-ΔΔCT表示目的基因mRNA的相对表达量。

表1 qPCR引物序列

基因

LINC00997

GAPDH

E-cadherin

N-cadherin

Vimentin

引物序列（5'-3'）

F: CCCTTAACCCACATACCAC

R: TAGAATACTGGCATCGTTACAC

F: AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG

R: AGGGGTCATTGATGGCAACA

F: CGAGAGCTACACGTTCACGG

R: GGCCTTTTGACTGTAATCACACC

F: CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG

R: ATGAAACCGGGCTATCTGCTC

F: CGCCTGCAGGATGAGATTCAG

R: TCAGGGAGGAAAAGTTTGGAAA
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1.4 特异性 siRNA的构建、细胞培养及转染

2条 siRNA-LINC00997由上海吉玛基因公司设

计合成，分别命名为si-LINC00997#1、si-LINC00997#2，

si-NC作为对照。常规培养细胞，置于37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养。转染前一天选择生长状态良好的

细胞均匀铺于6孔板中，待细胞汇合度至70%左右开

始转染，按照Lipofectamine 2000转染试剂盒说明分

别将 si-LINC00997#1、si-LINC00997#2及其 si-NC转

染至SGC7901细胞，6 h后更换含血清培养基继续培

养24 h，提取各组细胞的总RNA，用于观察转染后细

胞中LINC00997的表达水平，选取干扰效率较高的

细胞进行后续功能实验。

1.5 划痕愈合实验检测干扰LINC00997表达对SGC7901

细胞迁移的影响

实验开始前用直尺比对，用记号笔在6孔板背面均

匀划横线。转染细胞培养24 h后，调整细胞密度（5×105

个/mL）接种于6孔板，待细胞长至完全融合时，用200 μL

加样枪头比着直尺，垂直于横线划痕。使用PBS冲洗

2次，分别于划痕后的0、24 h在倒置显微镜下（×100）观

察细胞的迁移距离，计算细胞的划痕愈合率。

1.6 Transwell侵袭实验检测干扰LINC00997表达对

SGC7901细胞侵袭的影响

将50 μL稀释好的matrigel胶预铺于Transwell小

室上层内，37 ℃过夜。使用无血清培养基饥饿

SGC7901细胞 24 h，胰酶消化并收集各组细胞，无血

清培养基重悬细胞并调整细胞密度为 1×105个/mL，

每孔上室加入 200 μL细胞悬液，下室中加入 600 μL

含20%胎牛血清的完全培养基。培养24 h后取出小

室，PBS洗 3次，结晶紫染色、固定后，用棉签轻轻擦

除上室中matrigel胶及胶上细胞，PBS冲洗后室温晾

干，于倒置显微镜下计数 5个随机视野内的细胞数，

比较各组穿膜细胞数。

1.7 WB法检测干扰LINC00997表达对SGC7901细

胞中EMT相关蛋白表达的影响

按照蛋白提取试剂盒说明提细胞总蛋白，按照

BCA蛋白浓度测定试剂盒说明书测定蛋白浓度，取

适量蛋白样品进行 10% SDS-PAGE，将蛋白质转移

至PVDF 膜上，入 5% 脱脂奶粉的封闭液中室温处

理 1 h，加入一抗 E-cadherin（1∶2 000）、N-cadherin

（1∶6 000）、vimentin（1∶2 000）及 β-actin（1∶10 000），

在摇床上4 ℃过夜。TBST清洗膜3次（5 min/次），加

入HRP标记的羊抗兔 IgG（1∶100 000），室温下静

置 1 h后，用TBST清洗膜 3次（5 min/次），用电化学

发光法曝光、显影。以β-actin为内参照，用 ImageJ软

件分析蛋白条带的灰度值。

1.8 统计学处理

qPCR法、WB法、划痕愈合实验、Transwell侵袭

实验等均重复3次。采用SPSS 19.0统计软件进行数

据分析，符合正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组

间比较采用独立样本 t检验和近似 t检验，多组间的

均数比较采用单因素方差分析，组内两两比较采

用 SNK-q 检验；应用 Kaplan-Meier 生存曲线分析

LINC00997 表达与 GCA 患者预后的关系，采用

Log-Rank检验比较两组OS和DFS差异，Cox多因素

回归分析影响 GCA 患者预后的独立危险因素。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LINC00997在胃癌组织中高表达且与患者预后

不良相关

利用GEPIA2网站分析TCGA和GTEx数据库中

LINC00997在胃癌中的表达及其对胃癌患者OS的影

响，结果发现，LINC00997在胃癌组织中的表达水平

显著高于癌旁组织（P<0.05，图1A），LINC00997高表

达组患者的 OS（图 1B）及 DFS（图 1C）均显著低于

LINC00997低表达组患者（P<0.05或P<0.01）。

图1 基于GEPIA2网站分析LINC00997在胃癌组织中的表达（A）和对患者OS（B）及DFS（C）的影响

2.2 LINC00997在GCA组织及胃癌细胞中高表达

qPCR法检测结果显示，LINC00997在GCA组织

中表达水平显著高于癌旁组织（P<0.01，图 2A）。结

合临床病理资料分析发现（表 2），GCA 组织中
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LINC00997 表达与患者的淋巴结转移（P<0.05）及

TNM 分期相关联（P<0.01）。同时发现，LINC00997

在胃癌 SGC7901、HGC-27 、BGC823 和 MGC-803

细胞中的表达水平均显著高于对照组（P<0.05或

P<0.01；图2B）。

表2 LINC00997在GCA组织中的表达与患者临床病理特征的关系

临床病理特征

性别

男性

女性

年龄（岁）

<61

≥61
T分级

T1+T2

T3+T4

淋巴结转移

转移

无转移

病理组织学分级

高+中等分化

低分化

TNM分级

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

n

37

31

32

36

37

31

35

33

47

21

39

29

LINC00997表达

2.750±1.458

2.782±1.516

2.811±1.401

2.723±1.554

2.600±1.520

2.966±1.457

2.409±1.418

3.142±1.406

2.565±1.432

3.211±1.830

2.327±1.213

3.353±1.603

t

0.088

0.242

1.033

2.102

1.692

3.006

P

0.930

0.809

0.305

0.039

0.095

0.004

对照组：随机选取10例GCA癌旁组织的cDNA

图2 LINC00997在GCA组织（A）和胃癌细胞（B）的表达

2.3 LINC00997表达与GCA患者预后的关系

根据LINC00997在GCA组织中表达的均值将患

者分为 LINC00997 高表达组（36 例）和低表达组

（32例）。经Log-Rank检验分析显示，LINC00997高

表达可明显缩短GCA 患者的5年OS（P<0.01，图3）；

Cox 多因素回归分析发现，LINC00997 表达是 GCA

患者独立的预后因素（P<0.01，表3）。

2.4 转染 si-LINC00997 可显著抑制胃癌 SGC7901

细胞的迁移及侵袭能力

qPCR法检测结果（图4A）显示，si-LINC00997#1

和 si-LINC00997#2组SGC7901细胞中LINC00997表

达水平显著降低（P<0.05或P<0.01），表明转染成功。

由于 si-LINC00997#1 组的干扰效率最高（P<0.01），

所以，选择 si-LINC00997#1 组细胞进行后续功能

实验。

划痕愈合实验结果（图 4B）显示，转染 24 h时，

si-LINC00997#1组SGC7901细胞的划痕愈合率显著

低于 si-NC 对照组（P<0.01）。Transwell 侵袭实验结

果（图 4C）显示，si-LINC00997#1 组穿膜细胞数显

著少于 si-NC 组（P<0.01）。 实 验 结果表明，敲减

·· 221



中国肿瘤生物治疗杂志, 2022, 29(3)

LINC00997可显著抑制胃癌SGC7901细胞的迁移和

侵袭能力。

2.5 敲减 LINC00997 可显著抑制胃癌 SGC7901 细

胞的EMT进程

qPCR法检测结果（图5A）显示，敲减LINC00997

后，SGC7901细胞中E-cadherin 的表达水平显著上调

（P<0.05），但N-cadherin 和 vimentin表达均显著下调

（P<0.05或P<0.01）。

WB法检测结果（图 5B）显示，与 si-NC组比较，

敲减LINC00997后，SGC7901细胞中E-cadherin表达

显著上调（P<0.05），N-cadherin和 vimentin表达均显

著下调（均P<0.01）。结果表明，敲减LINC00997可

显著抑制胃癌SGC7901细胞的EMT进程。

图3 Kaplan-Meier分析LINC00997表达与

GCA患者5年OS的关系

表3 影响GCA患者预后的临床病理特征的单因素和多因素分析

临床病理特征

性别：男性vs 女性

年龄（岁）：≤61 vs >61

淋巴结转移：转移vs无转移

病理组织学分级：高+中等分化vs低分化

T分级：T1+T2 vs T3+T4

TNM分级：Ⅰ+Ⅱvs Ⅲ+Ⅳ

LINC00997：低表达vs高表达

单因素分析

HR (95.0% CI)

1.110（0.598~2.060）

0.994（0.961~1.028）

2.627（1.367~5.050）

1.005（0.503~2.009）

2.614（1.386~4.929）

2.607（1.381~4.919）

3.089（2.182~4.372）

P

0.742

0.711

0.004

0.989

0.003

0.003

0.001

Cox多因素分析

HR (95.0% CI)

0.724（0.380~1.449）

1.001（0.953~1.051）

2.664（1.229~5.773）

1.913（0.900~4.065）

2.387（1.209~4.715）

2.199（1.052~4.593）

3.261（2.240~4.748）

P

0.382

0.975

0.013

0.092

0.012

0.036

0.001

图4 SGC7901细胞中LINC00997的干扰效率（A）和敲减LINC00997对SGC7901细胞迁移（B）及侵袭（C，，×100）的影响

3 讨 论

LINC00997是一种新发现的 lncRNA，位于染色

体7p14.3，此位置在很多恶性肿瘤中有基因拷贝数的

异常扩增[11-12]。为了探索 LINC00997 在恶性肿瘤中

的表达，利用GEPIA2网站分析了TCGA和GTEx数

据库数据，结果发现LINC00997在多种肿瘤中高表

达，包括胃癌、肾乳头状细胞癌、前列腺癌、胆管癌、

食管癌、头颈部鳞状细胞癌、皮肤黑色素瘤和肝细胞

癌等，提示LINC00997可能发挥癌基因的作用。

LINC00997 在肾透明细胞癌[8]、结肠癌[9]及宫颈

癌[10]中均异常表达。本研究通过分析TCGA和GTEx
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数据库中的相关数据发现，LINC00997在胃癌组织中

的表达水平显著高于癌旁组织，且其高表达组胃癌

患者的 OS 及 DFS 均显著低于低表达组患者（均

P<0.05）。在随后的验证中，本研究检测了68例GCA

组织和相应癌旁组织中LINC00997的表达水平，结

果发现LINC00997在GCA组织中高表达，而且其表

达水平与淋巴结转移及TNM分期相关联；同时，分析

了LINC00997表达与GCA患者预后之间的关系，结

果显示，LINC00997高表达明显缩短了GCA患者的

OS；Cox 多因素回归分析发现，LINC00997 表达是

GCA患者独立的预后因素。

图5 敲减LINC00997对SGC7901细胞中EMT相关基因（A）和蛋白（B）表达的影响

CHANG 等[8] 研 究 发 现 ，LINC00997 通 过 与

STAT3 结合上调 S100A11 表达，提高转移相关分子

vimentin、MMP2 和 MMP7 的水平，进而促进肾透明

细胞癌的转移。SHI等[9]的研究结果显示，在转移性

结直肠癌组织中 LINC00997 表达水平升高，沉默

LINC00997后显著抑制了结直肠癌细胞的增殖、迁移

和侵袭，其机制为 LINC00997 通过靶向 miR-512-3p

调控结直肠癌细胞的转移。CHU 等 [10]研究发现，

LINC00997 在宫颈癌组织中高表达 ，通过调控

miR-574-3p/CUL2轴激活MAPK信号转导，从而促进

宫颈癌细胞的增迁移和侵袭。以上研究结果提示，

LINC00997可能与恶性肿瘤的高侵袭和转移力相关。

因此，本课题组设计了细胞迁移和侵袭体外实验，进

一步探究 LINC00997 对胃癌 SGC-7901 细胞的迁移

和侵袭的影响，结果显示，敲减LINC00997后显著抑

制胃癌 SGC-7901 细胞的迁移及侵袭能力，提示

LINC00997在胃癌细胞转移与侵袭中可能发挥重要

作用，与既往研究结果[8-10]一致。

转移是造成恶性肿瘤预后不良的主要原因，寻

找与转移相关的分子标志物对于延长患者OS具有

重要意义[13-14]。EMT是与恶性肿瘤侵袭、转移相关的

最重要的通路[15-16]。为了研究 LINC00997 是否参与

胃癌的EMT进程，本研究检测了EMT相关标志物的

表达变化，敲减LINC00997后，SGC-7901细胞中上皮

相关标志物E-cadherin的表达升高，间充质相关标志

物N-cadherin、vimentin的表达降低，提示LINC00997

有可能参与EMT进程并通过调控EMT相关基因的

表达，进而促进胃癌细胞的迁移及侵袭能力，但其具

体的分子机制尚未明了。大量研究结果[17-21]表明，

lncRNA通过 ceRNA机制参与肿瘤的发生，猜测其也

很有可能通过miRNA分子海绵机制发挥调控作用，

这有待在今后的研究中得到证实。

综上所述，本研究结果显示LINC00997在GCA

组织中高表达并导致预后不良，特异性的敲减

LINC00997的表达可显著抑制胃癌细胞的迁移及侵

袭能力，并抑制 EMT 进程，提示 LINC00997 可能在

GCA中是一种促癌基因，并在肿瘤转移中发挥重要

作用，有望成为GCA预后评估的标志物。
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