
结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，据全球数据统

计，结直肠癌发病率及死亡率均位居肿瘤疾病的第2

位［1］。在中国，结直肠癌的发病率和死亡率均位居肿瘤

疾病的第5位［2］。随着人们生活方式和饮食结构的改变，

结直肠癌的发病呈上升趋势。由于早期筛查的缺乏，大多

数结直肠癌患者在确诊时就已经处于中晚期并伴随

转移。然而，转移和复发正是结直癌治疗失败的主要原

因［3-4］。结直肠癌的治疗目前仍然是以手术切除为主，放

化疗为辅［5-6］。因此，展开肿瘤诊断及预后标志物的研究，

探索结直肠癌发病的分子机制是当前的热点。

长链非编长链非编码码 RNA LINCRNA LINC0110601106 通过通过 STATSTAT33 通路调控结直肠癌细通路调控结直肠癌细
胞增殖及凋胞增殖及凋亡亡
谷昱琛 1，黄莹莹 1，孙一鸣 1，梁 心 1，孔令提 1，刘 哲 1，王路路 2

1蚌埠医学院第一附属医院药剂科，安徽 蚌埠 233000；2南京鼓楼医院药学部，江苏 南京 211198

Long non-coding RNA LINC01106 regulates colorectal cancer cell proliferation and
apoptosis through the STAT3 pathway
GU Yuchen1, HUANG Yingying1, SUN Yiming1, LIANG Xin1, KONG Lingti1, LIU Zhe1, WANG Lulu2

1Department of Pharmacy, First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College, Bengbu 233000, China; 2Department of Pharmacy, Nanjing
Drum Tower Hospital, Nanjing 211198, China

摘要：目的 探讨LINC01106在结直肠癌中的表达及其对结直肠癌细胞增殖及凋亡能力的影响。方法 分析公共数据库结直肠

癌患者的肿瘤组织及正常组织LINC01106表达水平及其对患者预后的影响；构建LINC01106敲减及过表达结直肠癌细胞株；

采用CCK-8实验检测LINC01106敲减及过表达对结直肠癌细胞增殖能力的影响；流式细胞术检测LINC01106敲减对结直肠癌

细胞凋亡水平的影响；免疫印迹检测LINC01106敲减对结直肠癌细胞p-STAT3、STAT3、Bcl-2蛋白表达的影响；建立裸鼠移植

瘤模型观察LINC01106表达水平对结直肠肿瘤体内生长的影响，随机分为2组，9只/组。对照组：接种SW480细胞，敲减组：接

种LINC01106敲减的SW480细胞。结果 TCGA数据库分析结果显示结直肠癌肿瘤组织LINC01106的表达水平明显高于正常

组织，且LINC01106的表达水平与结直肠癌患者预后相关，差异具有统计学意义（P<0.05）；敲减LINC01106可以明显抑制

SW480结直肠癌细胞增殖，促进凋亡（P<0.05），过表达LINC01106可以明显促进SW480结直肠癌细胞增殖；敲减LINC01106

可以抑制p-STAT3和Bcl-2蛋白表达水平；下调LINC01106可以抑制裸鼠移植瘤体内生长。结论 LINC01106在结直肠癌患者

肿瘤组织中表达显著上调，且与患者预后相关。LINC01106可以通过STAT3/Bcl-2信号调控SW480结直肠癌细胞增殖及凋亡；

LINC01106有望成为结直肠癌诊断及预后评估的潜在标志物。
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Abstract: Objective To investigate the expression of LINC01106 in colorectal cancer and its role in regulating the proliferation
and apoptosis of colorectal cancer cells. Methods We analyzed the data of LINC01106 expression levels in tumor tissues and
normal tissues of patients with colorectal cancer in TCGA database and explored the association of LINC01106 expression level
with the prognosis of the patients. Colorectal cancer SW480 cell lines with LINC01106 knockdown or overexpression were
established, and their proliferation and apoptosis relative to the parental cells were evaluated using CCK-8 assay and flow
cytometry, respectively. The expressions of p-STAT3, STAT3, and Bcl-2 in the cells were detected by immunoblotting. Nude
mouse models bearing xenografts of SW480 cells with LINC01106 knockdown or naïve SW480 cells were established to
observe the effect of LINC01106 knockdown on the growth of SW480 cells in vivo. Results Analysis of the data from TCGA
database showed that the expression level of LINC01106 was significantly higher in colorectal cancer tissues than in normal
tissues, and LINC01106 expression level was significantly related to the prognosis of the patients (P<0.05). Knockdown of
LINC01106 significantly inhibited the proliferation and promoted apoptosis of SW480 cells (P<0.05), while LINC01106
overexpression significantly promoted proliferation of the cells. LINC01106 knockdown in SW-480 cells obviously lowered the
expressions of p- STAT3 and Bcl-2 and suppressed the growth of the xenograft in nude mice. Conclusion LINC01106 is
significantly up-regulated in colorectal cancer tissue and is related to the prognosis of the patients. LINC01106 can regulate the
proliferation and apoptosis of SW480 cells through STAT3/Bcl-2 signaling and may serve as a potential marker for the
diagnosis and prognostic evaluation of colorectal cancer.
Keywords: colorectal cancer; LINC01106; STAT3; proliferation; apoptosis

收稿日期：2020-02-06

基金项目：国家自然科学基金（81903684）；蚌埠医学院第一附属医院优秀

青年科学基金（2019byyfyyq06）

Supported by National Natural Science Foundation of China (81903684).

作者简介：谷昱琛，硕士，药师，E-mail: 469399704@qq.com

通信作者：刘 哲，博士，药师，E-mail: liuzhecpu@outlook.com；王路路，

博士，药师，E-mail: wanglulu@njglyy.com

J South Med Univ, 2020, 40(9): 1259-1264 doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2020.09.06 ··1259



长链非编码RNA（LncRNA）是调节型非编码RNA

的成员之一，LncRNA一度被认为是与基因表达无关的

噪音，近年来研究表明，LncRNA在基因表达过程中发

挥复杂精确的调控功能，其异常表达能影响癌细胞

的增殖、凋亡、迁移、侵袭、转移，从而促进癌症的发生发

展［7-8］。研究表明，长链非编码RNA LINC01106介导多

种肿瘤的生长和转移［9］，但LINC01106在结直肠癌中的

表达及作用尚未见报道。本研究通过分析公共数据库

中LINC01106表达水平与结直肠癌预后的关系，同时

在通过调控LINC01106的表达观察其对结直肠癌细胞

生长及转移的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 结直肠癌SW480细胞，由蚌埠医学院药

学院生化药理实验室冻存。

1.1.2 试剂 DMEM培养基、胰蛋白酶购自美国Gibco

公司；胎牛血清（浙江四季青）；STAT3、p-STAT3、Bcl-2

抗体（Abcam）；双染试剂盒（凯基）；裸鼠（维通利华）。

1.2 实验方法

1.2.1 TCGA数据库分析LINC01106在结直肠癌及正

常组织中的表达水平 通过TCGA数据库分析275例

结直肠癌组织样本和 349 例正常组织样本中

LINC01106表达水平，并且对270例样本（分别为135

例 LINC01106 高表达组和 135 例 LINC01106 低表达

组）进行生存期分析。

1.2.2 过表达及敲减LINC01106结直肠癌细胞株构建

将SW480结直肠癌细胞接种于6孔细胞培养板中，置

37 ℃培养箱中培养24 h，当细胞密度达70%~80%时进

行 转 染 ，使 用 Lipo2000 转 染 试 剂（Invitrogen）将

LINC01106 siRNA、过表达质粒及各自相对应的阴性对

照（上海吉玛制药技术有限公司）转染SW480结直肠癌

细胞株，置于37 ℃培养箱中继续培养48 h，分别将肿瘤

细胞分为过表达组、过表达对照组、敲减组和敲减对

照组。

1.2.3 RT- qPCR 检测 RNA 表达水平 使用 TRAzol

（Invitrogen）提取结直肠癌细胞RNA，紫外分光光度计

测其浓度，按逆转录试剂盒说明书（Mir-XTM miRNA

First-Strand Synthesis Kit, TAKARA）操作进行反转录

将 RNA 反转录为 cDNA，RT-qPCR 试剂盒（SYBR

Premix Ex TaqTM Ⅱ，TAKARA）进行定量PCR扩增，重

复40个循环。相对表达量用2-ΔΔCT法计算，每个样本按

照相同条件检测3次。

1.2.4 CCK-8检测过表达及敲减LINC01106对结直肠

癌细胞增殖的影响 取SW480细胞转染操作24 h，以

1×104/孔接种于96孔板中，分别设置过表达组、过表达

对照组、敲减组和敲减对照组，每组设置5个复孔，置于

37 ℃培养箱中培养48 h后，向每孔加入10 μL CCK-8溶

液（Biosharp），注意避免产生气泡，置于37 ℃培养箱培

养2 h后，酶标仪测定吸光度A450 nm，实验重复3次。综合

实验结果分析细胞的活力。

1.2.5 Transwell检测过表达及敲减LINC01106对结直

肠癌侵袭转移的影响 取结直肠癌细胞株SW480进行

细胞侵袭试验。1∶8稀释50 mg/L的Matrigel后，加50 μL

稀释后的Matrigel 包被Transwell小室底部膜，待其风

干。胰酶消化细胞、离心后去上清，用无血清DMEM培

养液重悬细胞至单细胞悬液，设置敲减组和对照组，以

1×105/100 μL的细胞悬液接种到上室，下室加500 μL含

10%FBS的DMEM培养液，48 h后取出小室，去培养液，

用棉签擦除上室细胞，4%多聚甲醛固定细胞15 min，结晶

紫染色10 min，PBS漂洗3次，镜下观察穿过小室的细胞

数并拍照。

1.2.6 流式细胞仪检测过表达及敲减对LINC01106细

胞凋亡的影响 取对数期生长的SW480细胞，胰酶消

化后，重悬细胞至单细胞悬液，调整细胞终浓度为1×

105 cells/mL，设置敲减组和对照组，接种于12孔板，每

孔接种细胞1 mL。按照实验设计方案处理后，用预冷

的PBS（0.01 mol/L，pH7.2）漂洗1次，胰酶消化，离心去

上清后，PBS漂洗2次。收集细胞约1~5×104个。重悬

细胞使其悬浮于 300 µL Binding Buffer中，加入 3 µL

AnnexinV-FITC混匀后加入3 µL PI混匀，室温避光反

应10 min。流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

1.2.7 免疫印迹检测蛋白表达水平 收集稳定表达细

胞，使用细胞裂解液冰上裂解30 min，提取细胞总蛋白，

BCA蛋白定量法检测细胞总蛋白浓度，用细胞裂解液

稀释各组蛋白至等浓度。100 ℃煮沸5 min变性。等量

上样于10% SDS-PAGE凝胶电泳后转膜，使用5%脱脂

牛奶室温封闭2 h；PBS洗净，一抗室温孵育2 h后洗净，

二抗室温孵育 2 h，TBST 洗膜，曝光，用 Bio Imaging

system（Gene Genius）对图像进行灰度扫描分析。

1.2.8 LINC01106敲减对结直肠癌细胞移植瘤体内生

长的影响 从维通利华公司购买18只6周雌性裸鼠，在

动物中心提前饲养1周左右，以使其适应新的生长环境

并随机分为对照组及LINC01106敲减组。将处于生长

对数期的SW480细胞及LINC01106敲减SW480细胞

分别接种于裸鼠皮下，每只裸鼠皮下接种0.2 mL细胞

悬液，对裸鼠进行标记以及初次称重。待皮下肿瘤长至

100 mm3开始记录瘤体积。每天观察皮下移植瘤生长

情况，每3 d检测裸鼠体质量及瘤体积，并做好记录。待

裸鼠皮下移植瘤生长到一定体积（约1000 mm3），采用

颈椎脱臼法处死裸鼠，解剖分离瘤体以及各脏器。部分

瘤体及脏器用4%多聚甲醛固定备用，剩余瘤体及脏器
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冻存于液氮中。用医疗废物专用袋将裸鼠尸体装好，送

至动物中心处理。

1.2.9 免疫组化 取小鼠移植瘤组织，制作石蜡切片。

切片常规脱蜡至水，Hydrogen Peroxide Block中孵育

10 min，滴加 Ultra V Block室温孵育5 min封闭非特异

性背景染色。缓冲液清洗后，一抗孵育2 h，二抗孵育

30 min。显色剂显色 7 min，自来水充分冲洗，复染，脱

水，透明，封片。

1.3 统计学方法

数据分析采用SPSS 24.0统计软件，计量资料以均

数±标准差表示，两组间均数的比较用独立样本 t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 LINC01106在SW480结直肠癌组织中高表达并且

与患者不良预后相关

通过分析TCGA数据库中临床样本数据，我们发

现LINC01106在结直肠癌组织中的表达水平明显高于

正常组织，组间差异具有统计学意义（P<0.05，图1）。进

一步分析数据发现，LINC01106高表达结直肠癌患者预

后较LINC01106低表达患者差。

图1 TCGA数据库分析LINC01106表达与预后的关系
Fig.1 Relationship between expression of LINC01106 and prognosis of patients
with colorectal cancer. A: Expressions of LINC01106 in colorectal cancer tissue and
normal tissue; B: Kaplan-Meier survival curves of patients with high and low
expressions of LINC01106. *P<0.05 for comparison between tumor group and
normal group.
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2.2 SW480 结直肠癌细胞 LINC01106 过表达和敲减

验证

RT- qPCR 实验结果显示，LINC01106 过表达组

SW480结直肠细胞的LINC01106表达水平明显高于阴

性对照组；LINC01106敲减组SW480结直肠癌细胞的

LINC01106表达水平明显低于阴性对照组（图2，P<0.05）。
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图2 RT-qPCR验证LINC01106过表达及敲减
Fig.2 Verification of LINC01106 overexpression and knockdown in SW-480 cells by
RT-qPCR. *P<0.05 vs control.
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2.3 过表达和敲减LINC01106对结直肠癌细胞SW480

增殖及凋亡的影响

CCK-8 实验结果显示，在结直肠癌细胞 SW480

中敲减LINC01106后，SW480细胞增殖能力明显受到抑

制；相反，LINC01106过表达组细胞增殖能力明显增

强（图3，P<0.05）。PI和Annexin V双染实验结果显示，

LINC01106敲减组SW480细胞凋亡增多（图4，P<0.05）。

2.4 LINC01106通过调控STAT3信号通路抑制SW480
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图3 CCK-8检测LINC01106对SW480细胞增殖的影响
Fig.3 Effects of LINC01106 overexpression or knockdown on the proliferation of
SW480 cells (assessed by CCK-8 assay at 48 h). *P<0.05 vs control.

图4 PI & Annexin V检测LINC01106对SW480细胞凋亡的影响
Fig.4 Effect of LINC01106 knockdown on proliferation of SW480 cells analyzed by flow cytometry. *P<0.05 vs control.
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为了进一步探究LINC01106影响肿瘤细胞凋亡的

分子机制，我们检测了STAT3及其下游分子Bcl-2蛋白

表达水平。Western blot实验结果显示，在SW480细胞

敲减LINC01106后，p-STAT3和Bcl-2蛋白表达水平明

显下降（图5，P<0.05）。

2.5 LINC01106敲减抑制SW480细胞体内生长

SW480细胞移植瘤实验结果显示，LINC01106敲

减组小鼠移植瘤生长速度明显比阴性对照组慢，移植瘤

体积增加速度明显减弱（图6）。我们进一步对移植瘤免

疫组化，结果表明LINC01106敲减后移植瘤Cleaved

Caspase-3和Cleaved Caspase-9表达水平上升（图7）。
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图5 免疫印迹检测LINC01106对蛋白表达的影响
Fig.5 Effects of LINC01106 knockdown on expressions of STAT3, p-STAT3 and Bcl-2 in SW480 cells detected by Western
blotting. *P<0.05 vs control.
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3 讨论

结直肠癌是临床常见的消化道恶性肿瘤之一，其发

病机制跟生活、饮食以及遗传密切相关。越来越多的证

据表明结直肠癌的发生发展涉及表观遗传学，而

LncRNA在表观遗传中的作用使得其与结直肠癌进展

有着千丝万缕的关联［7-8, 10］。LncRNA通过在转录前水

平、转录水平以及转录后水平三个层次调控基因的表

达，并且LncRNA的异常表达可以介导促癌基因的激

活，从而促进肿瘤的生长［11］。随着分子生物学技术的进

步，LncRNA 功能的解密进展迅速。研究表明，

LncRNA参与众多细胞生物学过程，包括转录调控、细

胞周期调控、表观遗传调控、基因组印迹等［12］。

LncRNA可以与DNA、RNA以及蛋白质发生相互作用，

图6 LINC01106敲减对移植瘤体内生长的影响
Fig.6 Effect of LINC01106 knockdown on growth of
SW-480 cell xenografts in nude mice. *P<0.05 vs control.
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图7 免疫组化检测移植瘤cleaved caspase-3和cleaved caspase-9表达情况
Fig.7 Immunohistochemistry for detecting the expression of cleaved
caspase-3 and cleaved caspase-9 in xenografts of SW480 cells with LINC01106
knockdown (Original magnification: ×200).
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形成复合体，调控基因的表达过程［13-14］；也可以通过与转

录因子、染色质修饰因子、核糖蛋白结合影响生物学作

用［15］；甚至可以影响通过影响DNA甲基化在转录后水

平调节mRNA的加工、剪接、翻译［16-17］。此外，LncRNA

可作为促癌或抑癌基因在多种肿瘤的发生发展中发挥

重要作用并与癌症患者的预后具有相关性，其中包括乳

腺癌、结直肠癌、肺癌、卵巢癌等［18］。因此，LncRNA有

望成为新的肿瘤诊断及预后标志物。

LncRNA不仅参与结直肠癌细胞的生长和转移，还

与结直肠癌患者预后密切相关［19］。随着基因测序的发

展，越来越多的LncRNA被证明参与结直肠癌的发生发

展过程。研究表明，LINC00152在结直肠癌中呈高表

达状态并且能明显促进结直肠癌细胞的增殖、侵袭及转

移能力［20-21］。Wnt/β-catenin信号通路是结直肠癌经典的

信号传导通路，该信号的激活也是促进结直肠癌进展的

原因之一［22］。研究表明，LncRNA CCAL可以通过调控

Wnt/β-catenin通路促进结直肠癌细胞生长［23］。除此之

外LncRNA可以通过调控转录因子发挥促结直肠癌的

作用，如LncRNA DUXAP10可以通过调控JAK-STAT

的激活刺激结直肠癌的生长［24］。

本研究中，我们分析了LINC01106在结直肠癌和

正常组织中的相对表达水平，发现LINC01106在结直

肠癌组织中高表达，并且LINC01106的高表达与结直

肠癌患者不良预后相关。结果提示我们，LINC01106在

结直肠癌的进展中扮演重要角色。为了进一步探讨

LINC01106 与结直肠癌的关系，我们分别构建

LINC01106敲减的结直肠癌细胞株和过表达的结直肠

癌细胞株，发现敲减LINC01106可显著抑制SW480结

直肠癌细胞的增殖，而过表达LINC01106则可促进细

胞增殖。为了探讨敲减LINC01106抑制结直肠癌细胞

增殖的可能原因，我们通过PI和Annexin V双染实验观

察敲减LINC01106对SW480结直肠癌细胞凋亡的影
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响，发现敲减LINC01106可以促进细胞凋亡。随后我

们探讨了LINC01106促癌的可能机制，Western blot实

验结果表明，敲减 LINC01106 可以抑制 p-STAT3 和

Bcl-2蛋白表达。STAT3是信号传导与转录激活因子，

负责调控多种细胞生物学过程，如增殖、凋亡、侵袭转移

等。正常组织中，STAT3的激活是十分短暂的，只能持续

几分钟到几小时。然而，在癌组织中STAT3往往呈现持

续激活状态。目前，STAT3已经是公认的癌基因，通过调

控STAT3的表达和激活可以促进肿瘤的发生发展［25-27］。

Bcl-2是抗凋亡家族的成员之一，也是经典的STAT3下

游信号［28］。通过上述结果我们发现，LINC01106可以影

响STAT3蛋白激活以及Bcl-2蛋白表达，LINC01106可

能通过影响STAT3信号通路的传导发挥促癌作用。此

外，我们将LINC01106敲减的 SW480细胞接种于裸

鼠皮下，与阴性对照组相比敲减组瘤体积明显较小

并且免疫组化结果表明Cleaved Caspase-3和Cleaved

Caspase-9表达水平上升，提示凋亡信号被激活。

综上所述，LINC01106在结直肠癌中表达上调与

其恶性进展相关，LINC01106可以作为一个促癌基因调

控结直肠癌细胞增殖和凋亡，其可能通过影响STAT3

信号传导发挥促癌作用，但LINC01106影响STAT3激

活的分子机制仍需深入研究。探究LINC01106在结直

肠癌中的作用及分子机制可为结直肠癌的治疗提供新

的思路，同时LINC01106也可能成为结直肠癌诊断及

预后标志物。
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