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胃癌相关转录因子 11与胃癌细胞恶性表型
关系的探究

孙中尚袁谢睿袁周传文袁沈鹏袁施琦袁许凌云
南京医科大学附属淮安第一医院消化内科袁江苏 淮安 223300

揖摘要铱 目的 探讨长链非编码核糖核酸渊LncRNA冤胃癌相关转录因子 11渊STCAT11冤与胃癌患
者临床特征及胃癌细胞生物学行为的关系遥 方法 在 39 份胃癌及其癌旁组织中分别利用实时荧光
定量 PCR 法检测 STCAT11 表达量袁并分析表达量与临床特征的关系遥 在 STCAT11 低表达及高表达
胃癌细胞株中分别转染表达及干扰质粒袁应用克隆形成及细胞计数试剂盒 8渊CCK-8冤实验检测细胞
增殖能力袁通过 Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力尧划痕试验检测细胞迁移能力及裸鼠成瘤实验
检测成瘤能力遥 结果 研究发现与癌旁组织相比袁胃癌组织中 STCAT11 显著低表达袁并且表达量与
TNM 分期尧浸润深度及淋巴结转移呈负相关渊P均约0.05冤遥体外和体内实验均证实上调 STCAT11表达
可限制胃癌细胞的增殖及侵袭能力袁下调 STCAT11 表达则起促进作用渊P均约0.05冤遥 结论 LncRNA
STCAT11 在胃癌组织中表达下调袁其表达失调可能参与了胃癌发生尧发展的过程袁提示 STCAT11 有
可能作为胃癌早期诊断和治疗的分子靶点遥
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phenotype of gastric cancer
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To investigate the relationship between LncRNA STCAT11 and clinical char鄄
acteristics of gastric cancer patients and biological behavior of gastric cancer cells. Methods Quantitative
reverse-transcription polymerase chain reaction 渊qRT-PCR冤 was applied to detect the STCAT11 expression
in 39 gastric cancer tissues and gastric cancer cell lines, while analyzing the relationship between the expres鄄
sion and the clinical significance. Low and high STCAT11 expression gastric cancer cell lines were transfect鄄
ed separately with expression and interference plasmid, then the colony formation and CCK -8 assays were
applied to detect the Cell proliferation, the scratch assay for migration尧the Transwell migration assay for
invasion. Detection of tumorigenicity by nude mice tumorigenicity test. Results The expression of STCAT11
was down-regulated in gastric cancer tissues compared with the adjacent tissues, the difference was statisti鄄
cally significant 渊 P约0.05 冤. The age and gender are not associated with STCAT11 expression level渊 both P跃
0.05 冤袁while positively correlated with TNM stage 渊 P约0.05 冤尧 depth of invasion 渊 P约0.05 冤 and lymph node
metastasis 渊 P约0.05 冤. In vitro and in vivo experiments have confirmed that up - regulation of STCAT11
expression can inhibit the proliferation and invasion of gastric cancer cells, while down -regulation of
STCAT11 expression plays a promotive role .渊both P约0.05冤. Conclusions The expression of STCAT11 is
down-regulated in gastric cancer tissues, and its imbalance may be involved in the occurrence and develop鄄
ment of gastric cancer, suggesting that STCAT11 may be a molecular target for early diagnosis and therapy in
gastric cancer.
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在东亚尧东欧和美洲部分地区袁胃癌是最常见
的消化道恶性肿瘤袁在肿瘤致死疾病中排名二咱1暂遥
近年来得益于在肿瘤诊断和治疗上的进步袁 使得
肿瘤患者生存率显著提高袁 但由于癌细胞的侵袭
和转移仍然使得进展期肿瘤患者预后差咱2暂遥 因此袁
研究肿瘤发生发展的分子机制袁 会对肿瘤的早期
诊断和靶向治疗提供重要支持咱3暂遥 LncRNA通常以
特定于疾病尧组织或发育阶段的方式表达袁这使得
其有潜力成为疾病特别是恶性肿瘤的早期诊断及

治疗靶点 咱4, 5暂遥 研究证实袁胃癌中 LncRNA袁例如
STCAT3 在胃癌中具有促癌效应袁而 MEG3 则表现
为抑癌效应咱6, 7暂遥 虽然 LncRNA 研究成果众多袁但
其在胃癌中病理生理学机制仍不清楚遥 本研究选
择 LncRNA新分子渊STCTA11冤袁此前国外学者应用
高通量 RNA测序技术发现该分子在胃癌组织中异
常低表达咱8暂遥 本次研究通过分析组织中 STCAT11
表达量与胃癌患者临床特征的关系袁 应用体内及
体外实验验证 STCAT11表达量与胃癌细胞恶性表
型的关系遥 研究结果表明 STCAT11有可能作为胃
癌患者预后不良的一个指标袁 并且有潜力成为胃
癌早期诊断和基因治疗的靶点遥
1 资料与方法

1.1 标本和材料

渊1冤组织标本院39 例胃癌患者渊男 21 例袁女 18
例袁年龄 32耀84岁冤均选取于淮安市第一人民医院
胃外科袁 离体手术标本在 20 min 内进行液氮速
冻袁然后转至-80益冰箱保存备用遥入组标准院淤术
前经病理组织学检查证实为胃癌袁 且术前无放化
疗或其他治疗史曰 于无长期服用糖皮质激素及非
甾体类抗炎药药物史曰 盂未合并其他恶性肿瘤曰
榆术前一般状态良好袁未合并消化道出血尧消化道
梗阻等并发症遥设定癌组织为胃癌组袁癌组织 5 cm
以外的正常组织为癌旁组遥 应用世界卫生组织胃
癌病理标准进行组织学分类及分级袁 术后临床及
病理分期均采用国际抗癌联盟和美国癌症联合委

员会 渊UICC/AJCC冤 制定的第七版胃癌分期标准曰
通过查阅患者术前及术后病历资料和电话随访方

式获得所需患者数据信息遥 本研究经过淮安市第一
人民医院医学伦理委员会批准及患者知情同意遥

渊2冤细胞院于中国科学院上海生命科学研究院
细胞资源中心采购 6种人胃癌细胞株 SGC-7901尧
BGC -823尧MKN -45尧MGC -803尧AGS尧MKN -28 和

人正常胃黏膜细胞 GES-1遥
渊3冤主要试剂院短发夹核糖核酸渊shRNA冤质粒

及 STCAT11表达质粒均由上海吉玛制药技术有限
公司构建遥 STCAT11的 qRT-PCR引物上海睿安生
物科技有限公司构建遥 Transwell 小室购自美国
Corning 公司遥 脂质体 LipofectaminelM 购自美国
Invitrogen公司遥 质粒提取试剂盒室购自 Omega公
司遥 Matrigel基质胶购自美国 BD公司遥
1.2 方法

渊1冤细胞培养院6 种胃癌细胞株和人正常胃黏
膜细胞使用 RPMI 1640 或 DMEM 培养基 袁于
37益尧5豫CO2培养箱中培养遥选取对数生长期的细
胞用于实验遥

渊2冤RNA提取和 qRT-PCR院 按照 TRIzol 说明
书提取总 RNA袁利用紫外分光光度仪检测 RNA浓
度及纯度袁并逆转录成 cDNA袁再应用 qRT-PCR检
测 STCAT11 的表达量袁 应用 GAPDH 标定并测算
出相对定量值 渊RQ 值冤遥 反应体系院SYBR Green
qRT-PCR 混合液 10滋L袁上下游引物各 2滋L袁其中
包括 STCAT11 特异引物 袁 上游序列为 5爷TAA
GTGAGGCTGCATGGGA3爷袁 下游为 5爷ATGCCCG
GATGAAGC TG3爷;内参照 GAPDH 引物袁上游序列
为 5爷CTGGTCGATGAGGTCC3爷袁下游为 5爷ATTGA
GGTCGTCTGAGTCGAG3爷遥

渊3冤质粒转染:质粒载体均由 DNA Midiprep kit
提取袁于六孔板中每孔接种 5伊105个细胞袁严格按
照 Lipofectamine 2000 说明书进行转染袁48 小时后
通过 qRT-PCR验证转染效果遥

渊4冤细胞计数试剂盒-8渊CCK-8冤增殖实验院于
96孔板接种 5伊104个细胞袁通过 Lipofectamine2000
介导转染袁设定转染后 4 小时为 0 h袁分别应用酶
标仪检测 0尧24尧48尧72尧96 小时 5个时间点细胞增
殖吸光度值渊A450值冤遥

渊5冤克隆形成实验院接种 100 个细胞于 6 孔板
中袁常规条件下培养 2耀3 周袁待肉眼可见细胞菌落
时袁吸尽孔中培养基袁磷酸缓冲盐溶液渊PBS冤冲洗
干净袁每孔滴加结晶紫染液 500滋L袁染色 10 分钟
后计数遥

渊6冤划痕实验院于六孔板中每孔接种 5伊105个
转染 24 小时的细胞袁设定接种 4小时后为 0 h袁用
移液器枪头比着直尺划痕袁PBS 冲洗袁 常规培养袁
分别在 0尧24尧48尧72 h 时间点进行观察拍照袁划痕
修复率等于起始划痕宽度减去目前划痕宽度除以
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起始划痕宽度遥
渊7冤侵袭实验院将 30滋L Matrigel人工基底膜基

质加入 Transwell 小室内袁放置于 37益环境中 1 小
时袁等待凝固遥 水化基底膜院将 100滋L RPMI 1640
培养基加入每孔袁 放置于 37益环境水化 10 分钟袁
吸取转染后细胞悬液渊1伊105个/ml冤放人 Transwell
小室的上室袁 于下室内加入含 20豫胎牛血清培养
基 600滋L袁 常规培养 24 小时 袁PBS 冲洗干净 袁
500滋L 0.1豫结晶紫染液进行染色 5 分钟袁PBS 冲
洗干净袁倒置显微镜下拍照并计数遥

渊8冤裸鼠成瘤实验院选择 SPF 级别 BALB/c 裸
小鼠袁随机数字法分为 2 组袁每组 5 只袁培养得到
转染 STCAT11 表达载体及空载体的 SGC-7901 细
胞以 1伊 108个/mL混悬液袁 抽取 100滋L细胞混悬
液注射于每只实验鼠同侧后肋相同部位袁 每三天
观察并记录裸鼠的一般状况及瘤体大小袁 每周测
量瘤体长径渊a冤尧短径渊b冤袁根据体积=0.5伊a伊b2袁算
出瘤体积绘制肿瘤生长曲线遥 6 周时脱颈处死裸
鼠袁瘤体标本以 4豫甲醛固定袁并切片以 HE 染色
观察细胞结构变化遥 本实验严格按照国家实验动
物管理要求执行遥
1.3 统计学处理 采用 SPSS20.0 软件进行数据
统计学分析遥 应用 t 检验或卡方检验分析统计学
意义袁用 X依S表示呈正态分布的计量资料遥
2 结果

2.1 STCAT11 在胃癌组织中表达下调 39 例胃
癌患者 qRT-PCR结果示院 胃癌组与癌旁组相比袁
在 37 例样本中 STCAT11 表达量明显下调 渊图
1A冤遥 将各样本中 STCAT11 表达量与胃癌组织中
平均表达量渊5.87依2.80冤比较袁分为 STCTA11 高表
达组和 STCAT11 低表达组袁提供分析高表达组与
低表达组临床病理特征袁发现 STCAT11 表达量与
胃癌临床分期 渊P约0.05冤尧浸润深度渊P约0.05冤及淋
巴结转移 渊P约0.05冤 呈正相关袁 但是与性别 渊P跃
0.05冤尧年龄渊P跃0.05冤尧肿瘤大小渊P跃0.05冤尧分化程
度渊P跃0.05冤均无关遥 见表 1
2.2 细胞中 STCAT11 表达水平及模拟 STCAT11
功能获得与缺失

渊1冤qRT-PCR检测结果示 STCAT11 在胃癌细
胞株 渊SGC-7901尧BGC-823尧MGC-803尧MKN-45尧
AGS尧MKN-28冤中相对表达量均低于 GES-1袁其中
BGC-823 相对表达量最高袁MGC-803 相对表达量

最低袁差异均有统计学意义渊 P约0.05 冤 渊图 1B冤遥在
STCAT11 高表达的胃癌细胞株 BGC-823 及低表
达细胞株 SGC-7901 中分别转染干扰渊shRNA3#冤
及表达质粒载体袁qRT-PCR 检测出 STCAT11 表达
水平分别下降 3.8 倍渊图 1C冤和提高 61.7 倍渊图
1D冤遥

渊2冤CCK-8实验院酶标仪检测转染后 0尧24尧48尧
72 和 96 小时的空载体 A 值分别为渊1.02依0.13尧
1.52依0.20尧2.24依0.21尧2.87依0.22 和 3.47依0.20冤袁表
达载体组 A 值分别为渊0.96依0.237尧1.11依0.19尧
1.34依0.17尧1.62依0.163尧1.99依0.14冤遥与空载体组相
比较袁BGC-823 细胞转染干扰载体后各时段 A 值
均低袁分别为渊0.90依0.01尧1.42依0.20尧2.01依0.26尧
2.76依0.21 和 3.49依0.20冤袁 差异均有统计学意义
渊P约0.05冤袁 说明 STCAT11对细胞增殖能力有抑制
作用遥 见图 2遥

渊3冤克隆形成实验院与空载体组相比袁转染表
达载体后胃癌细胞 SGC -7901 增殖能力减弱
渊95依12.75冤袁转染干扰载体后袁胃癌细胞 BGC-823
增殖能力较空载体组提高渊261.67依15.52冤袁差异均

表 1 组织中 STCAT11表达水平与胃癌
患者临床特征的关系

年龄

<60
逸60

性别

男

女

大小

<5 cm
逸5 cm

浸润深度

T1
T2
T3
T4

临床分期

玉尧域
芋尧郁

分化程度

高中分化

低分化

淋巴结转移

有

无

19
20

20
19

20
19

6
9

10
14

12
27

20
19

20
19

高表达组

9
8

11
7

8
12

4
7
3
3

8
7

13
8

5
14

低表达组

10
12

9
12

12
7

2
2
7

11

4
20

7
11

15
5

P值

0.163

0.172

0.113

0.031

0.023

0.155

0.002

STCAT11
临床特征 总数
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有统计学意义渊 P均约0.05 冤遥 见图 3
渊4冤侵袭实验院与空载体组渊171.67依11.15冤相

比袁 转染表达载体后胃癌细胞 SGC-7901 侵袭能
力减弱渊73.33依12.68冤袁转染干扰载体后袁胃癌细胞
BGC -823 渊386.0 依11.22冤 侵袭能力较空载体
渊160.67依16.68冤组提高袁差异均有统计学意义渊P

均约0.05冤袁表明 STCAT11可限制细胞侵袭能力遥见
图 4

渊5冤划痕实验 :在转染 24尧48 和 72 小时各时
间点 袁 空载体组划痕修复率分别为 渊34.27 依
3.13冤%尧渊60.63依7.31冤%尧渊94.56依7.32冤%袁 与空载
体组相比袁表达载体组细胞迁移能力明显受限袁各

图 1 (A)胃癌组织与癌旁组织 STCAT11表达水平曰(B) qRT-PCR 检测六种胃癌细胞株及胃正常粘膜上皮细胞中 STCAT11
表达水平曰(C) qRT-PCR 检测 SGC-7901 转染表达载体后 STCAT11 表达水平曰(D) qRT-PCR 检测 BGC-823 分别转染四个
干扰载体后 STCAT11表达水平遥 **P约0.01袁*P约0.05遥注:CANCER为胃癌组袁NORMAL为癌旁组曰C为空载体组袁NC为空白对
照组袁STCAT11为表达载体组遥 1#尧2#尧3#尧4#分别为四组 shRNA遥

图 2 (A)SGC-7901转染表达载体后各时间点 A值曰(B)BGC-823转染干扰载体后各时间点 A 值遥 注:Empty Vector 为空载
体组袁Expression Vector 为表达载体组袁Interference Vector为干扰载体组遥
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时间点划痕修复率分别为 渊11.63依2.51冤%尧渊23.91依
6.37冤%尧渊33.85依3.76冤%暂袁 差异均有统计学意义
渊P均约0.05 冤遥 见图 5

渊6冤裸鼠成瘤实验院表达载体组在第 1尧2尧3尧4尧
5尧6周时间点上袁皮下移植瘤体积咱渊0.23依0.06冤cm3尧
渊0.63 依0.23冤cm3尧 渊1.00 依0.32冤cm3尧 渊1.42 依0.20冤cm3尧

图 3 (A)与(C)SGC-7901转染表达载体后克隆形成能力袁(B)与(D)BGC-823转染干扰载体后克隆形成能力

图 4 (A)与(C)SGC-7901转染表达载体后侵袭能力袁(B)与(D)BGC-823转染干扰载体后侵袭能力
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渊1.92依0.22冤cm3尧渊2.39依0.36冤cm3 暂 均小于空载体
组咱渊0.34依0.09冤cm3尧渊0.92依0.13冤cm3尧渊1.70依0.26冤
cm3尧 渊2.51 依0.27冤cm3尧 渊3.58 依0.39冤cm3尧 渊4.99 依
0.32冤cm3 暂袁差异有统计学意义渊P约0.05冤遥 HE染色
结果院 表达载体组较空载体组袁 镜下见细胞坏死
少袁核分裂相少见遥 见图 6
3 讨论

目前虽得益于肿瘤血标志物尧 内镜及影像学
检查技术的进步袁 使得肿瘤早期诊断较之前取得
长足进展袁但胃癌早期诊断率仍不理想袁同时由于

胃癌细胞的恶性增殖及高度侵袭性等特征使得进

展期胃癌患者 5年生存率仍低下咱9, 10暂遥 近年来袁大
量研究发现 LncRNA 可通过表观遗传学及转录后
调控等多种机制介导 DNA 甲基化尧组蛋白修饰或
染色质重构调控基因沉默或激活袁 从而影响癌症
的进展和转移咱11, 12暂遥 因此袁对 LncRNA功能及其与
人体临床特征关系的探究将为肿瘤早期诊断及靶

向治疗提供新思路遥 目前已有大量研究证实袁
LncRNA表达失调参与多种肿瘤的发展进程袁并且
部分可作为判断患者预后的标志物遥 例如袁 上调
HOTAIR 表达可促进肿瘤细胞转移袁 并且组织中

图 6 (A)尧(B)裸鼠成瘤实验示袁SGC-7901转染 STCAT11表达载体后袁体外成瘤能力;(C)显微镜下移植瘤组织 HE染色

图 5 SGC-7901转染表达载体后检测细胞迁移能力
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HOTAIR 高表达提示乳腺癌患者预后差咱13暂遥 肺癌
转移生物标志物 MALAT1袁 可通过调控肿瘤转移
相关基因进而影响肺癌体内转移咱14暂遥 ANRIL则作
为促癌基因参与了胃癌发生发展的过程咱15暂遥

LncRNA 和 microRNA渊miRNA冤是人体重要的
两类非编码 RNA袁 二者之间的相互作用已被证实
存在于多种人类疾病中咱16暂遥LncRNA可作为一种内
源竞争性 RNA渊ceRNA冤与 miRNA 相互作用袁参与
靶基因的表达调控袁 由于多数 LncRNA 的分子结
构与 mRNA 渊信使 RNA冤 结构存在有一定的相似
性袁使得 miRNA可通过类似于干扰 mRNA的作用
机制负性调控 LncRNA袁进而发挥一系列生物学作
用袁同时袁miRNA对 LncRNA的表达也可起促进作
用袁这也表明表观遗传学调控不仅仅涉及 mRNA袁
同时也包括多种 miRNA咱17, 18暂遥

研究发现袁LncRNA TUG1 可通过抑制 miR -
144 介导 c-met渊原癌基因冤的修复及激活袁进而促
进肿瘤细胞增殖和侵袭 咱19暂遥 LncRNA TINCR可被
转录因子 SP1 激活 袁 过表达 TINCR 可相应使
STAU1 蛋白表达增加袁促进胃癌细胞增殖袁相反袁
LncRNA TINCR 通过调控 mRNA KLF2 使抑癌基
因渊 P21 和 P15 冤表达下调袁从而使细胞逃避凋
亡 咱20暂遥 PTENP1 是具有抑癌作用的胃癌相关 Lnc
RNA袁 其作用机制是 PTENP1 在体内可作为
ceRNA 来抑制肿瘤促进因子 miRNA 106B 和
miRNA-93袁进而激活 PTEN渊抑癌基因冤的表达袁最
终使胃癌细胞的增殖尧迁移及侵袭能力受限咱21暂遥此
外袁PTENP1 和 LSINCT-5 已被证实可作为胃癌早
期诊断和预后的血生物标志物咱22暂遥

国外学者应用高通量测序技术渊RNA-Seq冤发
现与癌旁组织相比较袁LncRNA STCAT11 在对应癌
组织中显著低表达袁STCAT11 长度为 523 bp袁其内
包含 2 个外显子袁 染色体位置 :chr21:35743100-
35747699 咱-暂咱8暂遥 据我们查阅文献所知袁 这是对
STCAT11的首次研究报道遥本研究旨在通过 qRT-
PCR 检测胃癌组织及对应癌旁组织中表达量袁并
分析其表达水平与胃癌患者临床特征的关系袁结
果表明 STCAT11 在胃癌组织中显著低表达袁且其
表达量与胃癌 TNM 分期等级尧浸润深度及淋巴结
转移呈负相关渊表 1冤遥 此外袁我们通过体内及体外
实验模拟 STCAT11 功能缺失及功能获得袁结果证
实下调胃癌细胞中 STCAT11 表达量袁可显著提高
胃癌细胞增殖尧侵袭等恶性生物学行为能力袁上调

STCAT11 表达量则可抑制胃癌细胞的恶性表型遥
由此我们认为其可能作为抑制因子参与胃癌发生

发展过程袁 这些发现提示我们 STCAT11有潜力成
为胃癌的早期诊断及治疗靶点遥 虽然本次研究证
实了胃癌中 STCAT11的抑制作用袁 但其作用的信
号通路尧调控靶点等分子机制尚未探明遥

我们下一步将从 Lnc RNA 顺式渊cis冤作用模
式着手袁 分析 STCAT11是在转录时或者转录后水
平进行基因调控袁预测其潜在相关联的转录因子袁
利用 RNA pull-down 和 RNA 免疫共沉淀法验证
二者之间的相互作用遥 然后通过 GO分析和 GSEA
分析共同寻找其所调控的细胞增殖相关基因袁并
应用 ChIP实验验证其潜在基因调控位点遥 总之袁
本研究发现 STCAT11 可能作为胃癌抑制因子袁其
缺失或表达下调可促进胃癌发生发展的过程袁但
其作用的分子机制仍需进一步探究遥
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