
叶消化肿瘤杂志渊电子版冤曳圆园21 年 6月第 13卷 第 2期 允 阅蚤早 韵灶糟燥造渊耘造藻糟贼则燥灶蚤糟 灾藻则泽蚤燥灶冤袁 June 圆园21袁灾燥造 13袁 晕燥援2

结直肠癌是全球范围内影响人类健康与生活

质量的常见恶性胃肠道肿瘤之一袁 结直肠癌占所
有恶性肿瘤死亡原因的第 5位咱1暂遥 目前袁结直肠癌
的根治性治疗仍首推外科手术治疗袁 然而其 5 年
生存率仅为 50%咱2暂遥 化疗是中晚期结直肠癌患者
手术前新辅助治疗和术后辅助治疗的有效方法之

一袁但药物不良反应大并且容易产生耐药袁治疗效
果较差袁甚至失败咱3暂遥 肿瘤复发转移是治疗失败的

关键原因袁因此袁分析结直肠癌的生物学特性袁探
索其复发转移治疗靶点具有重要的临床价值遥

长链非编码RNA渊long non-coding RNA袁lncRNA冤
是一类没有蛋白编码和开放读码框的 RNA袁 其长
度>200 nt咱4暂遥 人类肺脏尧肝脏尧乳腺和胃肠道等恶
性肿瘤中均发现 lncRNA 存在异常表达或功能
失调咱5-8暂遥 lncRNA 通过转录尧转录后以及表观遗
传学水平的调控作用袁 在恶性肿瘤发生发展过
程中充当促癌或抑癌基因咱9-11暂遥 LINC00239是定位
于染色体 14q32.31的内含子 lncRNA遥既往研究报
道 LINC00239 在急性髓性白血病中表达明显上
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揖摘要铱 目的 探讨长链非编码 RNA LINC00239 在结直肠癌中的表达及生物学意义遥 方法

GEPIA2 在线数据库渊http://gepia2.cancer-pku.cn冤分析 LINC00239 在结直肠癌中的表达量袁荧光定量
PCR验证 LINC00239在北京大学深圳医院结直肠癌生物样本库中的表达水平遥 小干扰 RNA 敲低结
直肠癌细胞内 LINC00239表达袁 通过 CCK-8细胞增殖实验和 Transwell检测 LINC00239对结直肠癌细
胞增殖尧迁移及转移能力的影响及潜在的调控机制遥 结果 公共数据库资料和本中心结直肠癌生物

样本库均提示与配对癌旁组织相比袁LINC00239 在结直肠癌组织中高表达遥 下调 LINC00239 的表达
可显著干扰结直肠癌细胞的增殖尧迁移和侵袭能力遥 结论 LINC00239是结直肠癌的潜在治疗靶点遥
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调袁并提示肿瘤患者的高复发可能性咱12暂遥 然而袁目
前尚缺少 LINC00239对结直肠癌生物学作用影响
的报道袁 本文将探究 LINC00239 在结直肠癌组织
中的表达特点袁并研究其对结直肠癌细胞增殖尧迁
移及侵袭能力的影响遥
1 资料与方法

1.1 组织标本 选取 2016年 1月至 2019年 12月
在北京大学深圳医院进行结直肠癌根治性手术的

患者 30 例袁收集其新鲜癌组织和配对癌旁组织标
本以及临床资料遥
1.2 主要试剂和仪器 Total RNA提取试剂渊RNAiso
Plus冤尧逆转录试剂盒渊RR036冤尧荧光定量 PCR 试
剂盒渊RR820冤购自日本 Takara 公司袁细胞培养基尧
胎牛血清及 Matrigel 胶均购自美国 Gibco 公司袁
CCK-8细胞增殖试剂盒购自上海碧云天公司遥
1.3 方法

1.3.1 生物信息学分析 采用 GEPIA2 在线数据
库渊http://gepia2.cancer-pku.cn冤分析 LINC00239 在
结直肠癌组织和癌旁组织中的表达水平遥
1.3.2 实时荧光定量 PCR 反应 采用总 RNA 提
取试剂渊RNAiso Plus冤提取组织或细胞的总 RNA袁
按照逆转录试剂盒说明书将总 RNA 逆转录成
cDNA袁以 cDNA为模板按照荧光定量 PCR 试剂盒
说明书进行目的基因的实时荧光定量 PCR 反应遥
反应条件设置院预变性 95益 30 s袁变性 95益 5 s尧退
火 65益 30 s 及延伸 95益 5 s袁共 40 个循环遥 引物
序列由上海生工公司合成院LINC00239 引物上游
5忆-TGTTTCTCATCACACAGGAAGAC-3忆袁下游 5忆-
GGTCTCGGTCTGACAATCTCTA -3忆 曰GAPDH 引物
上游 5忆-CTCCTCACAGTTGCCATGTA-3忆袁下游 5忆-
GTTGAGCACAGGGTACTTTATTG-3忆遥采用 2-驻驻CT法
计算目的基因相对表达水平袁内参为 GAPDH遥
1.3.3 细胞培养与转染 人正常结直肠黏膜细胞

渊FHC冤 以及结直肠癌细胞 渊RKO尧SW620尧LoVo尧
HCT116尧HT-29尧SW480冤置于 37益 5% CO2培养箱
中进行培养袁均使用含 10%胎牛血清的 DMEM 高
糖培养基遥 收集处于对数生长期的结直肠癌细胞
接种于 6 孔板渊5伊105/孔冤袁按照 Lipofectamine 3000
说明书进行 siRNA 转染处理袁 实验分组为 si-NC
组尧si-LINC00239-1组和 si-LINC00239-2组遥
1.3.4 CCK-8 细胞增殖实验 收集转染 24 h 后
的结直肠癌细胞接种于 96 孔板渊1000/孔冤袁分别

接种后 24 h尧48 h尧72 h 加入 10 滋l CCK-8 细胞增
殖试剂袁避光孵育 2 h袁450 nm波长下测定 OD值袁
绘制生长曲线遥
1.3.5 Transwell实验 采用 Transwell法分别检测
细胞迁移和侵袭遥 收集转染 48 h后的结直肠癌细
胞袁 以不含胎牛血清的 DMEM 培养基重悬细胞袁
按 2伊105/100 滋l 接种于 Transwell 培养板上室 渊侵
袭实验所用上室经 10% Matrigel 胶预包被处理冤袁
下室加入 500 滋l 含 10%胎牛血清的 DMEM 培养
基袁培养 24 h后取出小室袁4%多聚甲醛固定细胞袁
0.5%结晶紫溶液染色袁 显微镜下选取 5个高倍视
野进行拍照袁统计细胞数量遥
1.3.6 统计学分析 统计学分析采用 GraphPad
Prism 8.0 软件遥 计数资料组间比较则采用卡方检
验袁计量资料中两组间比较采用 t 检验袁三组及三
组以上组间比较采用单因素方差分析遥 以 P<0.05
为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 LINC00239在结直肠癌组织中表达升高 GEPIA2
在线数据库分析发现袁LINC00239 在结直肠癌组
织中的表达显著高于癌旁组织渊P<0.05冤渊图 1冤遥

图 1 LINC00239在公共队列中结直肠癌组织的表达水平
注院红色方框为结直肠癌组织渊n=275冤袁灰色方框为癌旁组
织渊n=349冤袁*为 P约0.05遥
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图 3 LINC00239 在人结直肠癌细胞尧正常结直肠黏膜细胞渊A冤及 siRNA
转染后的 RKO细胞渊B冤中的表达情况

A B
图 4 敲低 LINC00239 表达对 RKO 细胞增
殖能力的影响

图 2 LINC00239在临床队列中结直肠癌组织的表达水平

采用荧光定量 PCR 检测 30 例配对结直肠癌
组织和癌旁组织结果显示袁LINC00239 在癌组织
中的表达亦显著高于癌旁组织渊P<0.001冤渊图 2冤遥
2.2 LINC00239在结直肠癌细胞株中的表达升高
荧光定量 PCR检测 5株结直肠癌细胞渊RKO尧SW620尧
LoVo尧HCT116尧HT-29尧SW480冤 内 LINC00239 的表
达袁以人正常结直肠黏膜细胞渊FHC冤作为对照组遥
结果显示袁LINC00239 在结直肠癌细胞中的表达
均高于人正常结直肠黏膜细胞袁且 RKO 呈最高表
达量 渊P<0.001冤渊图 3A冤曰 选择 RKO 细胞构建
LINC00239 低表达细胞模型袁 荧光定量 PCR 检测
发现袁转染 siRNA 后 RKO 细胞内 LINC00239 表达
显著受到抑制渊P<0.001冤渊图 3B冤袁提示模型构建
成功遥
2.3 敲低 LINC00239 表达抑制结直肠癌细胞的
增殖能力 为了探究 LINC00239 对结直肠癌细胞
增殖特性的影响袁 本研究利用 LINC00239 低表达

细胞进行了 CCK-8 细胞增殖实验遥 结果显示袁
si-LINC0239-1 组和 si-LINC0239-2 组细胞的增
殖能力较 si-NC组明显减弱渊P<0.001冤渊图 4冤遥 说
明敲低LINC00239表达抑制细胞增殖能力遥
2.4 敲低 LINC00239表达抑制结直肠癌细胞迁移
及侵袭能力 为了探究 LINC00239 对结直肠癌细
胞转移能力的影响袁通过 Transwell实验检测发现袁
si-LINC0239-1渊约 40 个冤组和 si-LINC0239-2渊约
40 个冤组细胞迁徙数量均较 si-NC 组渊约 125 个冤
显著减少 渊P<0.001冤渊图 5A冤曰si-LINC0239-1 渊约
45 个冤组和 si-LINC0239-2渊约 40 个冤组细胞侵袭
数量均较 si-NC组渊约 150个冤显著减少渊P<0.001冤
渊图 5B冤遥 说明敲低 LINC00239表达抑制细胞迁移
及侵袭能力遥
3 讨论

恶性肿瘤的发生是由于促癌基因被激活和/
或抑癌基因下调/失活所诱发袁 近年研究发现袁肿
瘤组织和正常组织中 lncRNA 表达量存在显著差
异袁 提示其在肿瘤演进过程中起着重要作用袁其
既可能是推动肿瘤演进的重要因素袁 又可能是抑
制肿瘤发展的重要成分咱13暂遥 lncRNA通过各种机制
的表达失调参与多种肿瘤的演进袁 有望成为具
有恶性肿瘤诊断尧 治疗及预测预后的生物学标志
物咱11暂遥 结直肠癌组织内也存在多种 lncRNA 异常
表达袁与肿瘤演进及复发转移密切相关咱14暂遥本研究
发现 LINC00239 高表达于结直肠癌组织袁 提示
LINC00239 是结直肠癌潜在的促癌基因袁 有望成
为新型的肿瘤标志物和预后判断指标遥

lncRNA 在多种肿瘤组织中构建了复杂而
又精密地调控体系袁 其表达失调能够引起肿瘤细
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图 5 敲低 LINC00239表达对 RKO细胞迁移渊A冤及侵袭渊B冤能力的影响
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胞内的各种生物学变化袁 在不同层次精细地调
控肿瘤细胞的增殖尧分化和转移 咱15暂遥 研究显示袁
LINC00239 高表达能够促进急性粒细胞白血病细
胞的增殖能力咱12暂遥 本研究也发现 LINC00239 能够
调控结直肠癌细胞的增殖特性袁 敲低 LINC00239
表达能够降低结直肠癌细胞的增殖能力袁 提示靶
向抑制 LINC00239 表达可以发挥抗肿瘤作用遥 肿
瘤细胞迁移和侵袭是恶性肿瘤的关键特征袁 是导
致恶性肿瘤患者死亡的直接因素咱16暂遥 本研究揭示
LINC00239 是结直肠癌细胞迁移和侵袭的重要调
控因子袁 敲低 LINC00239 表达可以同时抑制结直
肠癌细胞的迁徙及侵袭能力遥

综上所述袁LINC00239 高表达于结直肠癌 遥
LINC00239 能够调控结直肠癌细胞的增殖尧 迁移
及侵袭能力遥 LINC00239 有可能成为结直肠癌预
后及靶向治疗的潜在肿瘤标志物遥
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