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摘要：目的 探究LINC00626 通过JAK1/STAT3/KHSRP信号轴调控食管胃结合部腺癌的恶性进展及分子机制。方法 收集并比

较食管胃结合部腺癌组织和癌旁组织LINC00626、KHSRP的表达水平。qRT- PCR法检测食管腺癌细胞系（OE-19、TE-7、BIC-

1、FLO-1、SK-GT-4、BE-3）与正常食管上皮细胞系（Het-1A）中LINC00626、KHSRP的表达差异。利用慢病毒试剂，构建稳定敲

降LINC00626的OE-19、TE-7细胞和稳定过表达LINC00626的FLO-1、SK-GT-4。取对数生长期OE-19细胞分为sh-NC组（转

染LV3-NC慢病毒）、sh-LINC00626组（转染敲降LINC0062慢病毒），TE-7细胞同上分组；取对数生长期FLO-1细胞分为Vector

组（转染LV6-NC慢病毒）、INC00626组（转染过表达LINC0062慢病毒），SK-GT-4细胞同上分组。细胞计数试剂盒-8（CCK-8）、

Transwell迁移/侵袭实验检测敲降和过表达LINC00626后对食管腺癌细胞增殖、迁移、侵袭能力。裸鼠皮下成瘤实验、肺转移实

验检测敲降和过表达LINC006266在活体动物体内的作用。Western blot实验检测敲降和过表达LINC00626后KHSRP和JAK/

STAT通路蛋白的表达情况。结果 LINC00626和KHSRP在食管胃结合部腺癌组织和食管腺癌细胞中表达量显著升高（P<

0.05）。敲降LINC00626后，体内和体外食管腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭水平显著下降（P<0.01），过表达LINC00626后则效果

反之（P<0.01）。在敲降LINC0626后，JAK/STAT信号通路中JAK1、STAT3磷酸化水平明显降低（P<0.05），过表达LINC00626

后情况则反之（P<0.05）。结论 LINC00626通过 JAK1/STAT3/KHSRP 信号轴调控食管胃结合部腺癌转移的恶性进程。
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Abstract: Objective To investigate the role of JAK1/STAT3/KHSRP axis in mediating the regulatory effect of LINC00626 on
progression of esophagogastric junction adenocarcinoma. Methods We collected surgical tumor and adjacent tissue specimens
from 64 patients with esophagogastric junction adenocarcinoma and examined the expression levels of LINC00626 and
KHSRP. qRT-PCR was used to detect the expressions of LINC00626 and KHSRP in 6 esophageal adenocarcinoma cell lines (OE-
19, TE-7, Bic-1, Flo-1, SK-GT-4, and BE-3) and a normal esophageal epithelial cell line (HET-1A). OE-19 and TE-7 cell lines with
stable LINC00626 knockdown and FLO-1 and SK-GT-4 cells stably overexpressing LINC00626 were constructed by lentiviral
transfection, and the changes in proliferation, migration and invasion of the cells were evaluated using Cell Counting Kit-8
(CCK- 8) assay and Transwell migration/invasion assay. The expressions of KHSRP and JAK/STAT pathway proteins in the
transfected cells were detected with Western blotting. The effects of LINC006266 knockdown and overexpression on
subcutaneous tumor formation and lung metastasis of OE-19 and FLO-1 cell xenografts were tested in nude mice. Results The
expression levels of LINC00626 and KHSRP were significantly increased in esophagogastric junction adenocarcinoma tissues
and in esophageal adenocarcinoma cells. LINC00626 knockdown obviously inhibited the proliferation, migration and invasion
of esophageal adenocarcinoma cells in vitro and decreased their tumor formation and lung metastasis abilities in nude mice,
while overexpression of LINC00626 produced the opposite effects. In esophageal adenocarcinoma cells, LINC0626 knockdown
significantly decreased and LINC00626 overexpression strongly enhanced the phosphorylation of JAK1 and STAT3.
Conclusion High LINC00626 expression promotes esophageal-gastric junction adenocarcinoma metastasis by activating the
JAK1/STAT3/KHSRP signal axis.
Keywords: esophagogastric junction adenocarcinoma; LINC00626; JAK1/STAT3; KHSRP; metastasis

食管胃结合部腺癌（EGJ）在全球癌症相关死亡原

因中排名第4［1］，每年有超过150万患者［2］，由于早期症状

不明显，EGJ患者在首次诊断时往往会出现局部侵袭和

远处转移，导致EGJ患者的预后较差［3］，总体五年生存率

约为10%~15%［4］。有关EGJ发病机制的临床研究尚未

明确［5］。因此，深入研究EGJ发生与发展的分子机制，并

寻找用于临床诊断和治疗EGJ的分子标志物［6］，对于改

善临床诊断和治疗方法具有重要意义［7, 8］。
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长链非编码RNA(lncRNA)的失调在各种癌症中已

经普遍存在，并被确认为人类癌症的重要调节因子［9］。

越来越多的 lncRNA被证实在EGJ细胞增殖、凋亡、细

胞周期、迁移和侵袭中发挥着关键作用［4, 10］。因此，

lncRNA不仅是一种潜在生物标志物，也是一种新的分

子治疗靶点［11］。JAK/STAT信号通路是许多细胞因子进

行细胞内外信息传导的主要通路，研究表明 JAK/

STAT3信号通路广泛参与细胞增殖、分化、凋亡和炎症

等多种生理过程［12］，并与癌症的发病机制和进展密

切相关［13］。KH型剪接调节蛋白（KHSRP）含有多个KH

结构域，这些结构域通过与靶RNA分子结合，调节其在

剪接过程中的选择性和效率。KHSRP与RNA结合后

能够影响RNA的稳定性、核外转运以及翻译的调控。

除了参与RNA的剪接和转运，KHSRP还对RNA的转

录、剪接和翻译后修饰等起到调节作用［14］。

LINC00626在EGJ中的作用机制目前尚未见报

道。鉴于 lncRNA在EGJ中的潜在作用，我们旨在研究

LINC00626在EGJ发生发展中的作用。已经有充分研

究表明，非编码转录本通过以序列特异性模式与RNA

结合蛋白（RBP）相互作用，在癌症中发挥着重要的调节

作用［15］，KHSRP参与各种生物过程中的信号转导和转

录激活因子（STAT）和NF-κB信号通路［16］。因此，我们在

前期质谱分析发现KHSRP基础上研究LINC00626在临

床 EGJ 组织中的表达，并进一步分析其表达水平与

JAK/STAT信号通路激活之间的关系。

1 材料和方法

1.1 细胞实验

1.1.1 实验细胞、主要试剂及仪器 食管腺癌细胞系

OE-19、TE-7、BIC-1、FLO-1、SK-GT-4、BE-3和DMEM

培养基（武汉普诺赛公司）。正常食管上皮细胞Het-1A

（宁波明舟生物公司）。TRIzol试剂、CCK-8试剂盒、

10% 聚偏二氟乙烯膜（Sigma Aldrich）。HiScript®II逆

转录酶试剂盒、通用型高特异性染料法定量PCR检测

试剂盒、RIPA缓冲液（北京索莱宝公司），BCA蛋白质定

量试剂盒（南京诺唯赞公司），Transwell小室（Corning），

慢病毒试剂（上海吉玛公司），流式细胞仪（Beckman），

荧光显微镜（Olympus），Nano Drop 2000c分光光度计

（赛默飞），酶标仪（北京普天新桥限公司）。

1.1.2 细胞培养及转染 将细胞放置在5% CO2、37℃的

细胞培养箱中用含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和

100 µg/mL链霉素的DMEM培养基进行培养。后续细

胞功能实验将选用表达相对较高的(OE-19、TE-7)和表

达量相对较低的(FLO-1、SK-GT-4)细胞系进行。首先

根据获取的LINC00626全长序列设计特异性敲降和过

表达的RNA序列，并构建到稳定敲降载体和稳定过表

达载体上，其中FLO-1、SK-GT-4做过表达处理，OE-19、

TE-7做敲降处理。准备4个6孔板，将FLO-1、SK-GT-4、

OE-19、TE-7细胞分别接种到6孔板中，加入无双抗的

完全培养基DMEM至2 mL，放入培养箱中进行培养，

当细胞生长至 70~80% 以上的密度时开始转染，从

-80℃冰箱取出敲降LINC00626及敲降对照LV3-NC

慢病毒和过表达LINC00626慢病毒以及过表达对照

LV6-NC慢病毒放置冰上，待融化后使用移液器分别

吸出20 µL慢病毒和2 µL polybrene液加入原先铺好的

6孔板的孔中，轻轻混匀，放置细胞培养箱中进行培养。

12 h后吸去含有病毒的培养基，换上新鲜培养基，37℃
继续培养。培养48 h后弃去细胞六孔板中带病毒液的培

养基，按照4 µL/mL加入嘌呤霉素，24 h加大至8 µL/mL

后根据细胞状态继续筛选，每2 d或者有大量漂浮细胞

时换液。持续观察直至没有死亡细胞后得到稳定转染

的敲降OE-19、阴性对照及敲降TE-7、阴性对照和过表

达FLO-1、阴性对照及过表达SK-GT-4、阴性对照细胞

株。OE-19细胞分为 sh-NC组（转染LV3-NC慢病毒）

sh-LINC00626组（转染敲降LINC0062慢病毒）；TE-7

细胞分为sh-NC组（转染LV3-NC慢病毒）sh-LINC00626

组（转染敲降 LINC0062 慢病毒）；FLO-1 细胞分为

Vector组（转染LV6-NC慢病毒）INC00626组（转染过

表达LINC0062慢病毒）；SK-GT-4细胞分为Vector组

（转染 LV6-NC 慢病毒）INC00626 组（转染过表达

LINC0062慢病毒）。

1.1.3 qRT-PCR 使用TRIzol试剂提取组织、细胞中的

总RNA，Nano Drop 2000c分光光度计测量RNA的浓

度和纯度，然后进行反转录。使用qRT-PCR试剂盒检

测LINC00626、KHSRP mRNA的表达量。引物由上海

生物工程公司合成。GAPDH和U6作为对照，2-ΔΔCt法进

行分析（表1）。

1.1.4 CCK-8实验 将细胞以1×104/孔接种到96孔板

中，分别在细胞贴壁后、24、48、72和96 h时间点测试。

每次测试前采用CCK-8试剂盒在每个孔中加入110 µL

培养基（100 µL无血清培养基+10 µL CCK-8溶液），孵

育2 h后用酶标仪在450 nm处测量吸光度。

1.1.5 Transwell小室实验 采用Transwell小室（含/不

含Matrigel胶）检测细胞侵袭、迁移能力。将200 µL无

血清培养基添加到上室，在下室中添加含有胎牛血清的

培养基700 µL。孵育24 h（迁移）/48 h（侵袭）后，去除留

在膜上的细胞，并进行固定和染色。在倒置显微镜下以

400倍率拍摄图像。对5个随机区域中的细胞进行计

数，获得迁移或侵袭细胞平均数。

1.1.6 Western blotting实验 采用RIPA缓冲液提取细

胞总蛋白。BCA 蛋白质定量试剂盒进行定量。通过

SDS凝胶电泳将蛋白质分离，之后转移到PVDF模中，

J South Med Univ, 2024, 44(3): 541-552 http://www.j-smu.com··542



在5% 脱脂牛奶中室温下封闭1 h，再与GAPDH抗体和

一抗KHSRP 4℃下孵育过夜，使用TBST洗涤3遍，与

二抗一起室温下放置1.5 h。使用ECL试剂盒化学发光。

1.2 病例标本实验

收集 2020 年1月和 2022 年12月在河南大学淮河

医院进行手术切除的EGJ患者64例。全部患者手术方

式均由同一个手术团队进行，术中在标本离体 20 min

内迅速取材，无菌条件下留取新鲜EGJ组织及癌旁距肿

瘤大于5 cm正常组织。所有参与者已签署知情同意

书。本实验经河南大学淮河医院伦理委员会批准（批准

编号：HUSOM2023-348）。

1.3 裸鼠实验

1.3.1 皮下成瘤实验 将32只从北京维通利华公司购

买的4-6w雄性裸鼠随机分为4笼，每组8只，分别命名

为 sh-NC组、sh-LINC00626组、Vector组、LINC00626

组。sh-NC组、sh-LINC00626组腹腔注射稳定转染的

OE-19细胞，Vector组、LINC00626组腹腔注射稳定转

染的FLO-1细胞，注射剂量均为5×106个细胞。每3 d测

量1次肿瘤体积/体质量，体积公式为：体积（mm3）=长×

宽 2×0.5。分别于第26天（敲降实验）和第21天（过表达

实验）处死小鼠。

1.3.2 尾静脉肺转移模型实验 将40只从北京维通利

华公司购买的4~6周龄雄性裸鼠，随机分为4笼，每组

10只（饲养过程中，sh-NC组和sh-LINC00626组均有2

只裸鼠死亡），分别命名为sh-NC组、sh-LINC00626组、

Vector组、LINC00626组。sh-NC组、sh-LINC00626组

尾静脉注射稳定转染的 OE-19 细胞，Vector 组、

LINC00626组尾静脉注射稳定转染的FLO-1细胞。注

射浓度为1×106/mL，尾静脉接种0.1 mL/只。分别于第

35天（敲降实验）和第28天（过表达实验）后，以颈椎脱

臼法处死裸鼠，剖离并取出肺组织，肉眼和解剖显微镜

下同时计数肺部转移病灶数。

1.4 统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析。

符合正态分布的计量资料以均数±标准差表示，采用独

立样本 t检验或单因素方差分析（ANOVA）进行组间比

较。计数资料以例（%）表示，采用卡方检验进行组间比

较。采用ROC曲线预测LINC00626的诊断价值。双

侧检验，检验校准α=0.05。

2 结果

2.1 LINC00626在食管胃结合部腺癌组织和细胞系中

表达均显著上调

qRT-PCR结果显示，EGJ组织中LINC00626表达

水平高于癌旁组织（图1A，P<0.001）；食管腺癌细胞系

中LINC00626表达水平高于食管正常上皮细胞（图1B，

P<0.05）。ROC显示，LINC00626在64例EGJ组织总样

本中AUC=0.8035（图1C，P<0.001）；LINC00626在32

例EGJ表达上调样本中AUC=0.8635（图1D，P<0.001）；

32 例表达上调 EGJ 患者不同分期的 AUC=0.9228

（图 1E，P<0.001）；32例表达上调EGJ患者有无淋巴结

转移的AUC=0.9458（图1F，P<0.001）。

2.2 LINC00626促进体外细胞增殖、迁移和侵袭

qRT-PCR 实验检测转染效率（图 2，P<0.001）。

CCK-8实验结果显示，sh-LINC00626组细胞增殖能力明

显低于sh-NC组，过表达则反之（图3，P<0.001）。Transwell

小室实验结果显示：sh-LINC00626组细胞侵袭、迁移

能力明显低于sh-NC组，过表达则反之（图4，P<0.01）。

2.3 LINC00626促进裸鼠体内细胞生长和转移

皮下成瘤实验中，sh-LINC00626 组中肿瘤体积

和质量明显低于 sh-NC组，过表达组则反之（图5，P<

0.01）。尾静脉肺转移模型实验中，sh-LINC00626组中

肺转移结节数量明显低于 sh-NC组，过表达组则反之

（图6，P <0.01）。

lncRNA

LINC00626-R

LINC00626-F

KHSRP mRNA-R

KHSRP mRNA-F

GAPDH-R

GAPDH-F

U6-R

U6-F

Primer sequences (5'-3')

5'-CCAGACCCTATCAGAATAAT-3′

5'-TGTTGAAAAGTCAGCCAT-3'

5'-AATGAGTACGGATCTCGGATTGG-3'

5'-CCGTCATCTTGCTTGAACTGTA-3'

5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3

5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'

5'-CGCTTCGGCACATATACTA-3'

5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA-3'

表1 片段引物
Tab.1 Fragment primers
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Fig.1 LINC00626 is upregulated in esophagogastric junction (EGJ) adenocarcinoma. A: qRT-PCR for detecting
LINC00626 expression of EGJ adenocarcinoma tissue. B: qRT-PCR for detecting LINC00626 expression in esophageal
adenocarcinoma cell lines. C: ROC curve of LINC00626 expression in 64 EGJ tissue samples. D: ROC curve of
LINC00626 expression in 32 EGJ tissues with upregulated LINC00626. E: ROC curves of LINC00626 expression in 32
cases with upregulated at different stages. F: ROC curves of LINC00626 expression in tissues with and without lymph
node metastasis in 32 cases. *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs Het-1A.
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图5 皮下成瘤实验检测LINC00626对裸鼠体内细胞增殖能力的影响
Fig.5 Subcutaneous tumorigenesis experiment for assessing the effect of LINC00626 expression level on cell proliferation
ability in nude mice (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

sh-NC

sh-LINC00626

图6 尾脉肺转移模型实验验检测LINC00626对裸
鼠体内转移能力的影响（显微镜下食管胃结合部腺
癌肺脏组织病理图）
Fig.6 Effect of LINC00626 expression level on lung
metastasis ability of esophageal adenocarcinoma
cells injected via the tail vein in nude mice (HE
staining, ×200). ***P<0.001.
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2.4 KHSRP在EGJ组织和细胞系中表达均显著上调

qRT-PCR结果显示，EGJ组织中KHSRP表达水平

明显高于正常组织（图7A，P<0.001）；食管腺癌细胞系

中KHSRP表达水平高于食管正常上皮细胞（图 7B，

P<0.05）。64例EGJ组织中LINC00626和KHSRP呈正

相关（图7C，P<0.0001）。
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Fig.7 High expression of KHSRP in EGJ adenocarcinoma
tissue and esophageal adenocarcinoma cell lines. A:
qRT-PCR of KHSRP mRNA expression in EGJ
adenocarcinoma. B: qRT-PCR for detecting KHSRP
mRNA expression in esophageal adenocarcinoma cell
lines. C: Pearson correlation analysis showing a positive
correlation between LINC00626 and KHSRP. *P<0.05,
**P<0.01, ****P<0.0001 vs Het-1A.

R
el

at
iv

e
le

ve
ls

of
K

H
S

R
P

100

80

60

40

20

0

***

Normal Tumour

B

C

A

2.5 KHSRP逆转LINC00626对细胞增殖、迁移、侵袭能

力的影响

qRT-PCR 结果显示，KHSRP 可以逆转敲降

LINC00626对细胞的抑制作用（图8A，P<0.01）。CCK-8

结果显示，KHSRP可以逆转sh-LINC00626对细胞增殖

的抑制作用（图8B，P<0.001）；Transwell小室实验结果

显示，KHSRP 可以逆转由 sh-LINC00626 对细胞迁

移、侵袭的抑制作用（图8C，P<0.01）。

2.6 LINC00626在食管胃结合部腺癌中对 JAK/STAT

信号通路相关mRNA的调控作用

qRT- PCR 实验结果显示，与 sh- NC 组相比，sh-

LINC00626组中JAK1、p-JAK-1、STAT3 mRNA表达显

著降低，JAK2、p-JAK2、STAT1、STAT2和STAT5 mRNA

表达降低不明显（图9A，P<0.001）。与Vector组相比，

LINC00626组JAK1、pJAK-1、STAT3 mRNA表达水平

显著增高，JAK2、p- JAK2、STAT1、STAT2 和 STAT5

mRNA表达增高不明显（图9B，P<0.05）。

2.7 LINC00626对 JAK/STAT信号通路相关蛋白的调

控作用

Western blot实验结果显示，与 sh-NC组相比，sh-

LINC00626 组中 JAK1、p-JAK-1、STAT3 蛋白表达显

著降低，JAK2、p-JAK2、STAT1、STAT2和STAT5蛋白

降 低不明显（图 10，P<0.05）；与 Vector 组相比，

LINC00626组 JAK1、p-JAK1、STAT3表达水平显著升

高，JAK2、p-JAK2、STAT1、STAT2和STAT5蛋白升高

不明显（图11，P<0.05）。

3 讨论

lncRNA异常表达可以通过调节细胞增殖、迁移和

侵袭来发挥肿瘤癌基因或抑制因子的作用［17］，目前，许

多 lncRNA已被证实可以充当竞争性内源性RNAs在

EGJ 的发生发展中发挥关键作用［18, 19］。本研究发现

LINC00626在EGJ组织和细胞系中表达显著上调，且

LINC00626可以促进EGJ细胞的增殖、迁移和侵袭。

ROC曲线分析表明LINC00626的高表达与EGJ的晚期

肿瘤分期和淋巴结转移显著有关。这说明LINC00626

是EGJ的一个潜在治疗靶点，它作为一个促癌基因，可

以调节体内EGJ转移的恶性进展，在EGJ患者中具有重
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要的诊断价值。

JAK/STAT信号通路在癌症的发生和发展过程中

发挥重要作用［20］。JAK（Janus激酶）是该通路中的酶类

蛋白，可以磷酸化STAT（信号转导和转录激活子），使其

进入细胞核并调节基因的转录，STAT1通常被描述为具

有诱导细胞凋亡和细胞周期停滞能力的肿瘤抑制因子，

相比之下，STAT3是抑制细胞凋亡的关键介质，并促进

对转移、侵袭、增殖和血管生成至关重要的基因的转

录［21］。在癌症发生过程中，JAK/STAT信号通路可以被

异常激活或抑制，导致细胞增殖、分化、凋亡和炎症等生

理过程的紊乱［22］。例如，肿瘤微环境中的炎症因子可以

激活JAK/STAT信号通路，促进癌细胞的增殖和侵袭能

图8 KHSRP过表达可逆转sh-LINC00626对细胞增殖、迁移、侵袭能力的抑制作用
Fig.8 Overexpression of KHSRP reverses inhibitory effect of LINC00626 knockdown on proliferation, migration, and invasion
abilities of esophageal adenocarcinoma cells. A: qRT-PCR for detecting transfection efficiency of KHSRP in sh-LINC00626 cells.
B: CCK-8 experiment for assessinhg cell proliferation. C: Transwell chamber assay for assessing cell migration and invasion
(scale bar=210μm). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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图9 qRT-PCR检验LINC00626对JAK/STAT信号通路相关mRNA表达情况的影响
Fig.9 qRT- PCR for assessing the effect of LINC00626 on expressions of JAK/STAT signaling
pathway. A: mRNA expression levels of JAK/STAT signaling pathway in cells with LINC00626
knockdown. B: mRNA expression levels of the JAK/STAT signaling pathway in cells
overexpressing LINC00626. *P<0.05, **P<0.01.
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力。此外，某些癌细胞可以通过突变激活JAK或STAT

蛋白，导致细胞增殖和抗凋亡能力异常。Zhang等发现

JAK/STAT信号通路的上调和STAT3的抑制可减少乳

腺癌中的干细胞群［23］。本研究应用 qRT- PCR 和

Western blot实验确定JAK/STAT信号通路在EGJ中的

表达变化。我们得出LINC00626和KHSRP参与JAK/

STAT信号通路的表达，通过正向调控 JAK/STAT信号

通路中的JAK1和STAT3促进EGJ的恶性发生发展。

KHSRP是cGMP信号通路的一种肌动蛋白结合蛋

白，具有调节细胞黏附、变形、移动和增殖的功能［24］。文

献表明，KHSRP的异常表达在某些肿瘤疾病的发生中

起到关键作用［25, 26］，Chen等［27］发现KHSRP在食管鳞状

细胞癌（ESCC）中起致癌功能。Taniuchi等发现在胰腺

癌中，KHSRP位于细胞核，敲低的KHSRP可以抑制胰

腺癌细胞的侵袭和转移［28］。本研究通用qRT-PCR实验

和WB实验证明LINC00626和KHSRP的mRNA和蛋

白在EGJ中表达一致。细胞拯救实验表明，过表达KH-

SRP可消除敲降LINC00626对细胞增殖、迁移、侵袭能

力的抑制作用。这证明了LINC00626与KHSRP之间

存在相互作用关系，KHSRP可能是LINC00626的一个

下游靶蛋白，LINC00626在EGJ中正向调控KHSRP的

表达，从而促进EGJ的恶性进展过程。

综上所述，LINC00626在EGJ中表达上调，并与

EGJ患者转移的恶性进程密切相关。LINC00626通过

调节JAK1/STAT3/HKSRP轴抑制EGJ细胞增殖、侵袭

和转移。本研究为EGJ的临床诊疗提供了一种新的分

子标志物和潜在的治疗靶点。
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