
宫颈癌是一种致死率较高的女性恶性肿瘤，每年约

有53万新发病例和27万死亡病例［1］。每年死于宫颈癌

的患者有85%来自不发达国家或发展中国家，低收入和

中等收入国家的宫颈癌病死率是高收入国家的18倍［2-4］，

这表明研究宫颈癌进展的分子机制十分必要［5］。随着

测序技术的进步，越来越多的非编码RNA（ncRNA）被

发现。其中长链非编码RNA（lncRNA）是一类长度超

过200个核苷酸的非编码RNA。研究表明，长链非编码

RNA参与多种生物进程，如调控基因表达、亚细胞结构

和蛋白复合物的稳定等［6］。近年来，越来越多的研究表

明长链非编码RNA在调节包括宫颈癌在内的人类恶性

肿瘤发生发展中起着至关重要的作用［7］。

小核仁RNA宿主基因3（SNHG3）是一个新发现的

位于1p36.1的 lncRNA［8］。近来一项生物信息学分析显

示SNHG3可能在调控RNA剪接、tRNA处理、信号转

导、细胞粘附、转录和凋亡等方面发挥重要作用［9］。目前

已有文献报道，在 lncRNA SNHG3启动子上存在与转

录因子E2F1结合的位点，E2F1激活SNHG3后,可通过

TGF-β信号通路和 IL-6/JAK2/STAT3信号通路促进小

鼠非小细胞肺癌细胞系的增殖和迁移,从而促进肺癌

进展［10］。在乳腺癌中，lncRNA SNHG3可通过SNHG3/

miR-384/肝癌衍生生长因子轴促进细胞增殖和侵袭［11］。

此外，lncRNA SNHG3 可通过 SNHG3/miRNA-151a-

3p/RAB22A轴调控骨肉瘤的侵袭和迁移［12］。而在前列

腺癌细胞中，lncRNA SNHG3可与miR-577竞争性结合
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摘要：目的 探究长链非编码RNA（lncRNA）小核仁RNA宿主基因3（SNHG3）对人宫颈癌细胞系SiHa增殖、迁移及侵袭的影

响。方法 利用 GEO 数据库芯片分析 lncRNA SNHG3 在正常宫颈组织和宫颈癌样本中的表达；通过实时定量 PCR 检测

LncRNA SNHG3、上皮-间质转化标志物 N-cadherin、Snail、Vimentin 和 E-cadherin 基因表达水平；通过 Western blot 检测 N-

cadherin、Snail、Vimentin和E-cadherin蛋白表达水平；在SiHa细胞中转染siRNA干扰片段来敲低 lncRNA SNHG3，并采用qRT-

PCR验证转染效率；通过CCK8实验检测细胞增殖能力，划痕愈合实验检测细胞横向迁移能力，Transwell小室实验检测细胞纵

向迁移及侵袭能力。结果 LncRNA SNHG3在宫颈癌组织及细胞系中高表达；敲低 lncRNA SNHG3后，明显抑制SiHa细胞的

增殖能力（P<0.001）、迁移能力（P<0.01）和侵袭能力（P<0.001）；qRT-PCR和Western blot结果显示敲低 lncRNA SNHG3可下调

N-cadherin、Snail和Vimentin表达水平（P<0.001），同时上调E-cadherin表达水平（P<0.001）。结论 LncRNA SNHG3可通过激

活EMT通路促进宫颈癌细胞SiHa增殖、迁移及侵袭能力。
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Abstract: Objective To investigate the regulatory role of the long non-coding RNA (lncRNA) small nucleolar host gene 3
(SNHG3) in proliferation, migration and invasion of human cervical cancer cell line SiHa. Methods Array data were retrieved
from GEO database to analyze the expression levels of SNHG3 in cervical cancer and adjacent normal tissues. SiHa cells were
transfected with a small interfering RNA (siRNA) targeting SNHG3, and the changes in the transcriptional levels of lncRNA
SNHG3 and the epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers N-cadherin, Snail, vimentin and E-cadherin were detected
using real-time quantitative PCR; the protein expressions of N-cadherin, Snail, vimentin and E-cadherin were determined
using Western blotting. Cell counting kit-8 (CCK8) assay was utilized to assess the proliferation capacity of the transfected
cells. Wound healing assay and Transwell assay were performed to evaluate the transversal and longitudinal migration and
invasion abilities of the cells. Results SNHG3 was over-expressed in cervical cancer tissues and SiHa cells. In SiHa cells,
knocking down SNHG3 significantly inhibited the proliferation (P<0.001), migration (P<0.01) and invasion abilities (P<0.001) of
the cells, down-regulated the expression levels of N-cadherin, Snail and vimentin (P<0.001) and up-regulated the expression of
E-cadherin (P<0.001). Conclusion SNHG3 may promote the proliferation, migration and invasion of SiHa cells by activating
the EMT signaling pathway.
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并上调前列腺癌SMURF1表达，从而达到促癌作用［13］。

然而，lncRNA SNHG3在宫颈癌中的作用尚未见报道，

其在宫颈癌细胞中是否同样发挥促癌的作用有待深入

研究。因此，本研究拟在人宫颈癌SiHa细胞中探讨

lncRNA SNHG3对SiHa细胞增殖、迁移及侵袭能力的

影响及分子机制。

1 材料和方法

1.1 细胞与试剂

人宫颈癌细胞SiHa和人正常上皮细胞HaCaT由

重庆医科大学检验医学院保存，DMEM高糖培养基

（HyClone）；胎牛血清（FBS）（Gibco）；Transwell 小室

（康宁）；TRIZOL试剂，LipofectamineTM 2000 转染试剂

（Invitrogen）；逆转录及 PCR 相关试剂（TaKaRa）；

Western blot及蛋白质提取相关试剂均（碧云天）；ECL

发光液（Millipore）；鼠抗人β-actin 抗体（钟鼎生物）；兔抗

人Vimentin，Snail 抗体（Cell Signaling Technology），兔

抗人E-cadherin，N-cadherin（Immunoway）；二抗（山羊

抗兔 IgG/HRP标记，山羊抗鼠 IgG/HRP标记）（北京义

翘神州生物）；Q-PCR引物由北京擎科新业生物技术有

限公司合成；LncRNA SNHG3小干扰RNA套装由上海

吉玛制药技术有限公司设计并合成。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 正常上皮细胞 HaCaT 和宫颈癌细

胞 SiHa 用 DMEM 高糖培养基（含 100 mL/L FBS、

1000 U/mL 氨苄青霉素、100 mg/mL 卡那链霉素）在

37 ℃、50 mL/L二氧化碳的孵箱中静置培养。每2 d用

胰酶消化传代。

1.2.2 小干扰片段转染及分组 将处于对数生长期的宫

颈癌细胞SiHa消化并接种于6孔细胞板（6×105/孔），待

融合度至65%~75%，更换无血清无抗生素的DMEM培

养基，依照试剂盒说明书利用LipofectamineTM 2000法

分别转染细胞，转染4~6 h后将培养基更换为含培养基

和抗生素的培养基，24~48 h后收集细胞进行下一步实

验。实验中敲低实验分为对照组（siRNA-NC）和实验

组（siRNA-1、2），siRNA序列见表1。

表1 siRNA序列
Tab.1 Sequence of siRNA

Name Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3')

siRNA-NC UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGAGAATT

siRNA-1 GCAUUUAGCUAGGAAUGCATT UGCAUUCCUAGCUAAAUGCTT

siRNA-2 CUAGCAUGAUAGCUUCAGUTT ACUGAAGCUAUCAUGCUAGTT

1.2.3 实时定量PCR检测mRNA转录水平 Trizol试剂

法分别提取各组细胞的总RNA，取1 μg RNA逆转录成

cDNA，运用qRT-PCR检测SNHG3、N-cadherin、Snail、

Vimentin、E-cadherin和GAPDH的mRNA表达水平，其

中GAPDH为内参，引物序列见表2。

表2 引物序列
Tab.2 Primer sequences for RT-PCR

Name Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3')

SNHG3 CAAGCTTGATTCTCTAACTGCGCATGC GCGGATCCTTCAGAAAAAAATCACTTTA

N-cadherin CCATCAAGCCTGTGGGAATC GCCGCTTTAAGGCCCTCAT

Snail TCCAGCAGCCCTACGACCAG AGGCCGAGGTGGACGAGAA

Vimentin TCTGGATTCACTCCCTCTGGTT ATCGTGATGCTGAGAAGTTTCGT

E-cadherin CGAGAGCTACACGTTCACGG GGGTGTCGAGGGAAAAATAGG

GAPDH GATTTGGTCGTATTGGGCGC TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC

1.2.4 CCK8实验 将转染 siRNA-1、2、3或 siRNA-NC

的宫颈癌SiHa细胞接种至96孔板中，约3000/孔，培养

0、24、48、72、96 h后，加入CCK-8试剂，混匀后放培养箱

后继续培养，2 h后酶标仪检测450 nm处各孔细胞光密

度A450 nm，绘制生长曲线，每组设定5个复孔。

1.2.5 划痕愈合实验 将SiHa细胞按5.0×105/孔的密度

接种于6孔板，细胞融合度达60%~70%时转染，转染后

6 h或融合度达95%以上时，使用10 μL小枪头在6孔板

中间划线，PBS冲洗后，加入2 mL双无培养基并拍照划

痕，此时记为0、12、36 h（或0、24和48 h）后在各组细胞
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相同位置拍照，后使用AdobeIllustrator软件计算0 h与

12、36 h（或0、24和48 h）各组之间距离，根据公式：0 h距

离-12 h距离/0 h距离和0 h距离-36 h距离/0 h（或0 h距

离-24 h距离/0 h距离和0 h距离-48 h距离/0 h）距离计算

平均划痕愈合率。

1.2.6 Transwell小室实验 Transwell小室实验分为纵

向迁移和侵袭实验（侵袭实验进行前，需先于每个小室

内加入35 μL基质胶，并置于37 ℃孵箱内1 h）。细胞中

转染siRNA，胰蛋白酶消化转染24 h后的各组细胞，双

无培养基重悬制备细胞悬液，计数制成细胞密度分别为

4×104/mL（纵向迁移）和8×104/mL（侵袭）的单细胞悬

液，在小室上层添加单细胞悬液200 μL，下室添加600 μL

含20%胎牛血清的培养基。迁移及侵袭实验24 h后将

小室取出，PBS冲洗两次，用4%的多聚甲醛固定下层细

胞，0.05%结晶紫染色后，PBS冲洗两次，用棉签将小室

上层细胞轻轻擦拭下去，干燥后在倒置显微镜下对小室

下层细胞拍照计数。

1.2.7 Western blot检测EMT通路相关蛋白的表达水平

收集对照组、实验组处理48 h后的SiHa细胞，提取细

胞总蛋白质，BCA法检测蛋白质浓度，取35 μg蛋白质

经10%的SDS-PAGE分离，恒流（210 mA）转移分离后

的蛋白质至PVDF膜上；5% BSA37℃封闭2 h后，4 ℃
下分别加入一抗过夜孵育（E-cadherin/N-cadherin/

Vimentin/Snail/β-actin 1∶1000稀释）；TBST洗去游离抗

体，分别加入HRP标记的山羊抗兔 IgG（1∶5000稀释）

或HRP标记的山羊抗小鼠 IgG（1∶5000稀释），37 ℃ 孵

育1 h；1×TBST洗膜10 min×3，HRP化学发光液显色。

1.3 统计分析

每组实验重复3次，使用GraphPad Prism 5.0软件

进行统计学分析。对实验数据进行正态性检验，符合正

态分布的数据采用均值±标准差的形式表示，并在方差

齐性同时，使用单因素方差分析进行多组间比较，采用 t

检验进行组间两两比较，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 LncRNA SNHG3基因在人宫颈癌中的表达

通过分析GEO数据库基因表达芯片（GSE9750、

GSE27678）后发现，宫颈癌样本中SNHG3的表达高于

正常宫颈组织（图1A）。同时，轻、重度宫颈鳞状上皮癌

前病变样本中SNHG3表达均高于正常样本（图1B）。

qRT-PCR结果显示，宫颈癌SiHa细胞中的SNHG3表达

水平高于人正常上皮细胞HaCaT（P<0.001，图1C）。

图1 SNHG3在宫颈癌组织及细胞株SiHa中高表达
Fig.1 SNHG3 is highly expressed in cervical cancer tissues and SiHa cells. A, B: RNA expression level of SNHG3 in cervical
cancer samples. ***P<0.001 (Normal tissue vs cervical carcinoma). C: Expression of SNHG3 in HaCaT cells and SiHa cells
detected by qRT-PCR (***P<0.001).

A B C

HaCat SiHa

S
N

H
G

3
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

4

3

2

1

0

***
GSE27678-GPL571

P<0.0001

Normal LSIL HSIL

7

6

5

4

3S
N

H
G

3
ex

pr
es

si
on P<0.0001

Normal Cervical cancer

GSE9750
P=0.0019

R
el

at
iv

e
S

N
H

G
3

ex
pr

es
si

on 6.0

5.5

5.0

4.5

4.0

3.5

2.2 LncRNA SNHG3在宫颈癌细胞SiHa中成功敲低

通过qRT-PCR结果显示，与对照组相比，siRNA-1

可成功敲低内源性SNHG3（P<0.001，图2）。

2.3 LncRNA SNHG3促进宫颈癌细胞SiHa的增殖

CCK8实验显示，与对照组比较，敲低SNHG3组能

抑制宫颈癌细胞SiHa的增殖能力，差异具有统计学意

义（P<0.001，图3）。

2.4 LncRNA SNHG3促进宫颈癌细胞SiHa的迁移

划痕实验结果显示，与对照组相比，敲低 lncRNA

SNHG3后SiHa细胞划痕愈合率在24 h和48 h均有明

显的降低（P<0.001，P<0.01，图4A）；Transwell小室纵向

迁移实验结果显示，与对照组相比，敲低 lncRNA

图2 SNHG3在宫颈癌细胞SiHa中成功敲低
Fig.2 SNHG3 was successfully knocked down in SiHa
cells as shown by qRT-PCR (***P<0.001).
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SNHG3后SiHa细胞纵向迁移的细胞数量明显降低（P<

0.001，图4B）。

2.5 LncRNASNHG3促进宫颈癌细胞SiHa的侵袭能力

Transwell侵袭实验结果显示，与对照组相比，敲

低SNHG3可明显减少SiHa细胞的穿膜数量（P<0.001，

图5）。

2.6 LncRNA SNHG3促进人宫颈癌细胞SiHa的EMT

进程

qRT-PCR和Western blot结果显示，与对照组相

比，敲低SNHG3后SiHa细胞内促EMT相关标志物N-

cadherin、Vimentin、Snail的mRNA及蛋白质水平均显

著降低（P<0.001），而上皮细胞的标志物E-cadherin的

表达水平则显著升高（P<0.001，图6A，B）。

图3 SNHG3促进宫颈癌细胞SiHa的增殖
Fig.3 SNHG3 knockdown inhibits proliferation of SiHa
cells examined using CCK8 assay (***P<0.001).
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图4 SNHG3促进宫颈癌SiHa细胞的迁移
Fig.4 SNHG3 knockdown inhibits migration of SiHa cells shown by wound healing assay (A) and Transwell
migration assay (B) (Original magnification: ×400). **P<0.01, ***P<0.001.
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3 讨论

宫颈癌的发病率和死亡率均位列女性恶性肿瘤的

第4位［14］。由于目前中国尚未有全国性的癌症筛查，在

过去的几十年里中国宫颈癌的发病率仍不见降低［15］。

近年来，靶向治疗逐渐成为宫颈癌治疗的重点［16］。研究

表明，lncRNA具有较高的组织特异性和稳定性，可能

成为潜在的治疗靶点并用于诊断或预后的生物标志

物［17］。本研究通过qRT-PCR技术结合生物信息学分析

发现 lncRNA SNHG3在宫颈癌组织样本和细胞系中显

著高表达。与此同时，目前已有的多篇文献报道，

lncRNA SNHG3在胃癌［18］、非小细胞肺癌［10］、胶质瘤、喉

癌及前列腺癌［19-20］等多种肿瘤组织中的表达水平均明显
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高于其癌旁组织。这些结果提示 lncRNA SNHG3可作

为宫颈癌中潜在的诊断及治疗靶标，lncRNA SNHG3在

宫颈癌细胞中的具体作用值得深入探讨。

长链非编码RNA可通过调控肿瘤细胞的增殖、侵

袭和转移等恶性生物学行为，影响肿瘤的发生发展［21］。

研究表明，lncRNA SNHG3 通过 SNHG3/miR-216a/

ZEB1轴促进非小细胞肺癌的增殖、侵袭和侵袭［22］，而在

膀胱癌中 lncRNA SNHG3可通过SNHG3/miR-515-5p/

GINS2轴显著抑制癌细胞的增殖和迁移［23］。本研究通过

CCK8细胞活性检测实验、划痕愈合实验及Transwell

迁移、侵袭实验发现，敲低SNHG3可明显抑制SiHa细

胞的增殖、迁移及侵袭能力。以上结果表明，SNHG3可

在多种肿瘤中发挥促癌作用。然而，有研究发现作为一

种新的肿瘤抑制因子，SNHG3通过AKT/mTOR/ERK

通路抑制甲状腺乳头状癌的增殖和转移［8］。由此，

lncRNA SNHG3在癌症中并非均为促癌基因，其在不同

肿瘤中的作用及分子机制尚需进一步阐明。

近年来，lncRNA、EMT与肿瘤的相互关系已得到

广泛研究［24-26］，其中 lncRNA SNHG3可以激活EMT进

程来实现促进肿瘤细胞的增殖、迁移及侵袭［27］。EMT

即上皮-间质转化的过程，同时伴随向继发部位的浸

润。已有研究报道：在肝癌细胞中，过表达 lncRNA

SNHG3可通过miR-128/CD151通路激活EMT和促进

增殖、侵袭［28］。同时，本研究发现，在宫颈癌SiHa细胞

图5 SNHG3促进宫颈癌SiHa细胞的侵袭
Fig.5 SNHG3 knockdown inhibits invasion of SiHa cells as shown by Transwell invasion assay (×400).
***P<0.001.
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图6 SNHG3激活SiHa细胞的 EMT信号通路
Fig.6 Effects of SNHG3 knockdown on expressions of EMT markers in SiHa cells detected by qRT-PCR (A) and
Western blotting (B). **P<0.01, ***P<0.001.
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中敲低SNHG3后，EMT中转移相关因子N-cadherin、

SNAIL及Vimetin的mRNA和蛋白表达水平均显著下

调，而E-cadherin的表达水平上调。这就表明SNHG3

极有可能通过激活EMT在宫颈癌SiHa细胞中实现促

癌作用。

综上所述，本研究首次发现 lncRNA SNHG3在宫

颈癌中高表达，SNHG3可能通过激活EMT促进宫颈癌

细胞的增殖、迁移及侵袭能力，但在宫颈癌细胞中

lncRNA SNHG3激活EMT的具体分子机制有待进一步

的分析。
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