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摘要：目的  探讨长链非编码RNA LINC00261对食管鳞状细胞的增殖、侵袭及转移等生物学行为的影响。方法  通过GEO数据库

中GSE149612数据集分析食管鳞状细胞癌中的差异分子。收集临床食管鳞状细胞癌及正常食管组织样本及多种食管鳞状细胞

癌细胞系细胞和正常食管上皮细胞 HEEC 细胞，通过 PCR 技术检测 LINC00261 的表达变化。过表达 LINC00261 再分为

pcDNA组和pcDNA-LINC00261组，CCK-8、克隆形成实验检测细胞增殖能力，Transwell和流式细胞术分析其对细胞侵袭转移

和凋亡的影响。ENCORI等相关生物信息学网站对LINC00261的靶点进行预测，双荧光素酶实验及Western blotting实验进行

验证，裸鼠皮下移植瘤实验验证了LINC00261对食管鳞状细胞癌的影响。结果  LINC00261在食管鳞状细胞癌中显著低表达，

并且在临床食管鳞状细胞癌样本及细胞系中同样表达量明显降低（P<0.05）；通过过表达LINC00261，发现其明显抑制了食管鳞

状细胞癌的增殖、侵袭和转移并促进了肿瘤细胞的凋亡（P<0.05）。通过生物信息学网站的预测和双荧光素酶报告基因测定，验

证了LINC00261靶向miR-23a-3p/ZNF292的关系。裸鼠皮下移植瘤实验发现通过过表达LINC00261可以明显抑制食管鳞状

细胞癌的增殖和转移（P<0.0001）。结论  LINC00261可以通过靶向miR-23a-3p/ZNF292抑制人食管鳞状细胞癌的增殖、侵袭和

转移，为食管鳞状细胞癌的治疗提供新的依据。
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LINC00261 suppresses esophageal squamous cell carcinoma proliferation, invasion, and 
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Abstract: Objective  To evaluate the regulatory effects of  lncRNA LINC00261 on proliferation, invasion, and metastasis of 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells. Methods  The differentially expressed RNAs in ESCC were identified using 
the GSE149612 dataset from the GEO database. PCR was used to detect LINC00261 expression levels in clinical ESCC and 
normal esophageal tissue samples and in multiple ESCC cell lines and normal esophageal epithelial cells (HEEC). In ESCC 
cells, the effects of overexpression of LINC00261 on cell proliferation, invasion, metastasis and apoptosis were analyzed using 
CCK-8 assay, clone formation assay, Transwell assay and flow cytometry. The potential targets of LINC00261 were predicted 
using bioinformatics tools including ENCORI and verified using dual-luciferase reporter assay and Western blotting. The 
effects of LINC00261 overexpression on ESCC were confirmed in a nude mouse model bearing ESCC xenograft. Results  
Analysis of the GSE149612 dataset revealed significantly lower LINC00261 expression in ESCC tissues and cell lines. In 
cultured ESCC cells, LINC00261 overexpression markedly suppressed cell proliferation, invasion, and metastasis and 
promoted cell apoptosis. Dual-luciferase reporter assays confirmed that LINC00261 targets the miR-23a-3p/ZNF292 axis. In the 
tumor-bearing mouse model, LINC00261 overexpression significantly inhibited ESCC xenograft proliferation and metastasis. 
Conclusion  LINC00261 suppresses ESCC progression by targeting the miR-23a-3p/ZNF292 axis, suggesting a potential 
therapeutic strategy for ESCC treatment.
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食管癌是一种高度侵袭性的恶性消化道肿瘤，是全

球第7大常见癌症，也是全球癌症相关死亡的第6大常

见原因［1， 2］。中国食管癌的年发病率和死亡率占全球总

病例数的一半以上［3］。在中国，食管癌是第6大最常见

的恶性肿瘤，也是癌症相关死亡的第4大原因［4］。食管

癌主要分为食管鳞状细胞癌和食管腺癌两种组织学亚

型，在高收入国家，大多数食管癌患者患有食管腺癌。

食管鳞状细胞癌主要分布于东亚地区，在中国，超过

90%的食管癌病例是食管鳞状细胞癌［5， 6］。尽管近年来
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食管癌的治疗取得了长足的进步，但食管鳞状细胞癌的

预后仍然很差，5年生存率不到30%，在过去的30年里，

FDA只批准了3种针对食管腺癌的靶向疗法，而对食管

鳞状细胞癌的靶向药物未见进展［7， 8］。食管鳞状细胞癌

的查出时间较晚；淋巴结转移较早；手术治疗难以根

除； 治疗后容易复发转移是导致食管鳞状细胞癌预后

不良的主要原因［9］。因此，进一步了解食管鳞状细胞癌

增殖、侵袭和转移的分子机制对于改进治疗方法和策略

以及改善临床预后具有深远的科学意义和价值。

长链非编码RNA（lncRNA）是一种转录长度超过 

200个核苷酸且不具有蛋白质编码能力的调节RNA［10］。

LncRNA 已被证明与肿瘤的发生和发展密切相关。

LncRNA通过多样化的机制在转录调控、转录后调控、

表观遗传学等多个方面调控编码基因的表达，从而在驱

动恶性表型和调节细胞信号转导等方面发挥着重要作

用［11］。目前，lncRNA在肿瘤中的作用是一个研究热点，

包括乳腺癌［12］、胃癌［13］和膀胱癌［14］。此外，lncRNAs在食管

鳞状细胞癌中的作用也已有少量报道。例如，lncRNA 

KLF3-AS1通过调节miR-185-5p/KLF3轴影响食管鳞

状细胞癌的侵袭转移［15］。研究发现LINC00261是一种

肿瘤抑制因子，并发现它在甲状腺癌等癌症中发挥着重

要作用，但其在食管鳞状细胞癌中的表达情况及其在食

管鳞状细胞癌中的作用机制仍不清楚［16］。本研究从临

床样本及生物测序结果出发，从细胞、分子生物学及动

物体水平探讨了LINC00261对食管鳞状细胞癌的增

殖、侵袭转移等生物学过程的影响及可能调控通路的研

究，为食管鳞状细胞癌的靶向治疗和改善患者预后奠定

了实验基础。

1  材料和方法

1.1  材料 

人食管鳞状细胞癌细胞系Eca150、Eca9706、TE-1

和Eca109以及正常食管上皮细胞HEEC细胞由河北医

科大学第四医院提供，20对临床食管鳞状细胞癌及正常

食管组织标本由河北医科大学第四医院胸外科提供，并

收集了食管鳞状细胞癌患者的生存时间信息。pcDNA

和 pcDNA-LINC00261（吉玛生物科技有限公司），

LINC00261和GAPDH引物（生工生物工程股份有限公

司），RNA提取试剂盒（ThermoFisher），反转录试剂盒

（诺唯赞生物科技有限公司），荧光定量PCR试剂盒（广

州易锦生物技术有限公司），ZNF292兔抗人单克隆抗体

（江苏亲科生物研究中心有限公司），GAPDH鼠抗人单

克隆抗体、Ki67兔抗人单克隆抗体、Vimentin兔抗人单

克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公司），Transwell

膜嵌套（本生（天津）健康科技有限公司），CCK-8试剂盒

（大连美仑生物技术有限公司），凋亡试剂盒（武汉赛维

尔生物科技有限公司）。

1.2  方法

1.2.1  生物信息学分析   从GEO（https：//www.ncbi.nlm.

nih.gov/geo/）网站下载GSE149612数据集信息，通过服

务器 linux进行指控、比对、定量、压缩，并通过DESeq2

进行差异分析，再通过R语言进行绘图。通过ENCORI

（https：//rnasysu.com/encori/）数据库下载食管癌组织及

正常组织中LINC00261的表达信息。通过ENCORI网

站下载食管癌中LINC00261、miR-23a-3p与ZNF292的

相关性分析结果。DIANA（https：//dianalab.e-ce.uth.gr/

html/diana/web/index. php？ r=tarbasev8）和 miRDB

（https：//mirdb.org/）以及 ENCORI 网站对 miR-23a-3p

的下游靶点进行分析。

1.2.2  细胞培养和转染   将Eca150、TE-1和Eca109和 

Eca9706食管鳞状细胞癌细胞系细胞均在含有10%胎

牛血清的RPMI 1640中培养，并在5% CO2、37 ℃的培养

箱中进行培养。pcDNA-LINC00261 过表达载体、

pcDNA对照组载体按照Lipofectamine 3000说明书将

这些质粒转染到细胞中。

1.2.3  qRT-PCR法检测基因的表达   将各组细胞按提取

试剂盒说明书提取总RNA，然后按照反转录试剂盒说

明书配体系上机进行反转录。按照荧光定量PCR试剂

盒的说明书配体系进行 qRT-PCR定量分析。该值使用

2-∆∆Ct方法进行计算，以 GAPDH作为内参。引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成，引物序列（表1）。

1.2.4  CCK-8   将每组细胞以1×103/孔的浓度加入96 孔

板中，每组3个重复孔。将每组细胞在37 ℃、5% CO2细

胞培养箱中培养0、24、48、72、96 h。在每个时间点加入

10 μL CCK-8 溶液，并在 37 ℃的温度下孵育 2 h。然

后测量吸光度值A450 nm。

1.2.5  菌落形成实验   将每组对数生长细胞以1×103细

胞/孔的浓度接种到 6孔板中，并在5% CO2、37 ℃培养箱

中孵育7 d。然后，用PBS清洗6孔板，用4%多聚甲醛

在室温下固定20 min，在用PBS清洗6孔板，再用结晶

紫溶液染色20 min。最后，晾干计算相对菌落形成。

1.2.6  Transwell侵袭转移实验   将各组转染好的细胞按

5×104浓度溶解到不含胎牛血清的基础培养基中，然后

表1　PCR中引物的序列
Tab.1　　Sequences of primers for qRT-PCR

Gene

LINC00261

GAPDH

Sequences of primers

Forward 5'- AAGACCAGCTCAACCATCGC-3'

Reverse 5'-TGCCATTTCCTGTGAATTGATGA-3'

Forward 5'-TGACCACAGTCCATGCCATCAC-3′

Reverse 5'-CGCCTGCTTCACCACCTTCTT-3′
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接种在Transwell的上室中总体积不超过300 μL。下室

中加入含胎牛血清的完全培养基 600 μL。然后将细

胞放到培养箱中孵育 24 h。然后洗去Transwell上室

中的溶液，用 4% 多聚甲醛进行固定 15 min，用 PBS

清洗后用结晶紫染色15 min，用PBS清洗晾干后在显

微镜下进行计数拍照。侵袭实验需要在前1 d将Matrigel

胶溶解涂到 Transwell 上室中并放到培养箱中使其

凝固。

1.2.7  流式细胞术检测细胞凋亡   收集各组食管鳞状细

胞癌细胞并悬浮在100 μL缓冲溶液中。每管细胞加用

FITC和PI染料5 μL，避光染色20 min。之后向每管中

加入400 μL结合缓冲液，并在1 h内通过流式细胞仪评

估细胞凋亡。

1.2.8  细胞核RNA和细胞质RNA的分离   按照试剂盒

的说明书，使用细胞质和核RNA纯化试剂盒分离细胞

核和细胞质RNA。纯化和DNaseI处理后，如上所述，

将分离的细胞核或细胞质RNA逆转录并用于PCR。

1.2.9  双荧光素酶测定   通过查阅文献结合 targetscan

网站（https：//www.targetscan.org/vert_80）的结合位点

信息构建了相应的突变质粒，使用 Lipofectamine 3000

将LINC00261-WT或LINC00261-MUT与miR-23a-3p

模 拟 物 或 NC 共 转 染 到 Eca150 细 胞 中 。 使 用 

Lipofectamine 3000 也将 ZNF292-WT 或 ZNF292-Mut 

与 miR-23a-3p 模拟物或NC共转染到Eca150细胞中。

48 h后，根据方案通过双Glo荧光素酶测定系统检测相

对荧光素酶活性。海肾信号用于使荧光素酶活性标准化。

1.2.10  Western blotting    使用含有1%蛋白酶抑制剂的

RIPA缓冲液裂解每组细胞获取每组的蛋白质。然后使

用10% SDS-PAGE 凝胶分离它们并通过冰水浴转移到

PVDF膜上。将膜在室温下用快速封闭液密封半h。然后

加入一抗并在4 ℃下孵育过夜。第2天用TBST洗膜后

加入对应二抗孵育2 h，最后用ECL试剂显色。使用抗

体分别为GAPDH（1∶50 000）、ZNF292（1∶1000）。

1.2.11  裸鼠皮下移植瘤   动物实验均符合《实验动物

护理和使用指南》（伦理批号：20240318），裸鼠购自思研

（北京）生物技术有限公司，取10只6周龄、体质量18~22 g

的雄性 BALB/c裸鼠。这些小鼠在SPF级标准的无菌

环境中饲养。将各组构建好的稳定转染的Eca150细胞

按5×106的浓度注射到小鼠的腋下，5只/组。接种后观察

小鼠的肿瘤重量变化。注射后3周左右，对小鼠实施安

乐死，并提取肿瘤组织进行称重及免疫组化实验。

1.2.12  免疫组织化学   从肿瘤组织中去除蜡并恢复其

水分后，使用0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液（pH 6.0）进行

抗原修复。添加抗Ki-67（1∶400）、抗 Vimentin（1∶400）

和抗ZNF292（1∶200），在4 ℃的温度下持续1晚。在此

之后，使用HRP二抗和DAB显影剂进行免疫测定。

1.3  统计学分析 

本文将实验数据表示为均数±标准差。GraphPad 

Prism 8用于分析和绘制所有数据。采用 t检验比较两

组之间的差异，以P<0.05认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  LINC00261在食管鳞状细胞癌中明显低表达

GSE149612 数据集的分析结果显示 LINC00261

在食管鳞状细胞癌组织中明显低表达（图1A、B）；通过

ENCORI网站信息同样发现LINC00261在食管癌组织

明显低表达（图1C）；qRT-PCR结果显示LINC00261在

食管鳞状细胞癌组织中表达降低（P<0.0001，图1D），相

比于正常组。LINC00261表达量明显降低（P<0.05），

相比于正常食管上皮 HEEC 细胞（图 1E~H）。将

LINC00261的表达量按中位数进行排序分为高表达组

和低表达组，结果显示高表达组患者生存时间明显延长

（P=0.0332，图1I）。

2.2  过表达LINC00261可以明显抑制食管鳞状细胞癌

的增殖、侵袭转移

qRT-PCR 结果显示，与对照组相比，pcDNA-

LINC00261 组中 LINC00261表达明显增加（Eca150：

P<0.0001，Eca9706：P=0.0071，图2A）。CCK-8（Eca150：

P<0.0001，Eca9706：P=0.0057，图 2B）和克隆形成实验

（Eca150：P=0.0058，Eca9706：P=0.0010，图 2C）显示，

LINC00261 的过表达组明显抑制了细胞活力并减少了

细胞中的集落数量。Transwell侵袭转移实验结果显示

相比对照组，LINC00261 的过表达组细胞的侵袭

（Eca150：P<0.0001，Eca9706：P<0.0001，图2D）和转移

能力（Eca150：P<0.0001，Eca9706：P<0.0001，图2D）明

显降低。此外，流式细胞术检测凋亡的结果显示，与对

照组相比，pcDNA-LINC00261组的凋亡细胞显著增加

（Eca150：P=0.0024，Eca9706：P<0.0001，图2E）。

2.3  LINC00261通过结合miR-23a-3p靶向作用ZNF292

LINC00261主要位于细胞质中（图 3A），生物信息

学预测显示，LINC00261和miR-23a-3p在食管癌中是

负 相 关 关 系（r=-0.512，P=3.28e-12，图 3B），通 过

ENCORI、DIANA和miRDB三个网站对靶基因进行预

测并取交集发现530个可能的靶基因（图3C）；通过查阅

文献及相关性分析我们确定ZNF292作为miR-23a-3p

的靶点，ENCORI 网站分析中 miR-23a-3p 与 ZNF292

成负相关（r=-0.468，P=3.33e-10，图 3D），LINC00261

与 ZNF292 成正相关（r=0.323，P=2.69e-05，图 3E），

LINC00261序列和miR-23a-3p序列之间存在特异性结

合位点，同时miR-23a-3p序列和ZNF292序列之间存在

特异性结合位点（图3F）。相比于对照组，miR-23a-3p组

LINC00261-WT（P<0.0001）、ZNF292-WT（P<0.0001）
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的荧光素酶活性明显降低，但 LINC00261-MUT、

ZNF292-MUT 荧光素酶活性没有变化（图 3G）。

Western blotting 检 测 显 示 pcDNA-LINC00261 组

ZNF292的表达相比于pcDNA组明显升高（P=0.0027）。

2.4  体内实验验证LINC00261在食管鳞状细胞癌中的

作用

与 pcDNA组相比，pcDNA-LINC00261组肿瘤质

量明显降低（P=0.0009，图4A）。免疫组化结果显示增

殖指标Ki67明显降低，转移指标Vimentin表达明显降

低（图4B）。

3  讨论

本研究首先通过分析食管鳞状细胞癌及正常食管

组织的测序结果创新性地发现了LINC00261在食管鳞

状细胞癌组织中明显低表达，并通过生物信息学网站、

临床组织样本及细胞实验进行了验证，证实了测序结果

的准确性。LINC00261的转录位点位于第20条染色体

上［17］。研究发现LINC00261在多种癌症中发挥着抑制

肿瘤的作用，涉及多种细胞过程。例如，一项研究发现

LINC00261是子宫内膜癌预后的潜在生物标志物［18］。

同样有研究报道LINC00261表达还可以减少乳腺癌细

胞的增殖和迁移［19］。

为了进一步明确LINC00261在食管鳞状细胞癌中

的作用，我们通过在食管鳞状细胞癌细胞系Eca150和

Eca9706中过表达 LINC00261，结果发现通过过表达

LINC00261可以明显抑制肿瘤的增殖、侵袭和转移。

Yi Li等在乳腺癌中同样发现LINC00261表达明显降

低，并研究发现LINC00261可以吸附miR-550a-3p来调

节SDPR，从而抑制乳腺癌细胞的活力和微球形成，并

降低乳腺癌干细胞生物学特性，而起到抗肿瘤的作
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图1　LINC00261在食管鳞状细胞癌组织及细胞中低表达
Fig.1　LINC00261 is lowly expressed in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues and cells. A: Changes 
of each gene in the GSE149612 dataset. B: Expression of each gene in each tissue in the GSE149612 dataset. C: 
Expression of LINC00261 in ENCORI. D: Expression changes of LINC00261 in clinical ESCC and normal 
esophageal tissues. E-H: Expression of LINC00261 in ESCC cells and normal esophageal cells. I: Survival analysis of 
ESCC patients with high-level or low-level LINC00261 expression. *P<0.05 vs HEEC, ***P<0.001 vs Normal.
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用［19］。Zou等［20］同样研究发现LINC00261在胰腺癌组

织和细胞中低表达。LINC00261在胰腺癌细胞中通过

靶向FOXP3对SCP2的负调节发挥抑制血管生成和阻

滞细胞周期进程的作用。Liao等［21］同样发现LINC00261

在非小细胞肺癌组织和细胞系中的表达显著低于邻近

正常组织或对照细胞系，通过过表达LINC00261其可

以通过下调 Snail表达来影响上皮间质转化过程来抑制

细胞增殖和转移。这些结果均表明LINC00261在多种

肿瘤中发挥着肿瘤抑制因子的作用，现有研究并未明确

报道LINC00261在食管鳞状细胞癌中的作用，本研究

创新性的发现了LINC00261在食管鳞状细胞癌的抗肿

瘤作用。
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图2　过表达LINC00261可以抑制食管鳞状细胞癌的增殖、侵袭和转移并促进细胞凋亡
Fig.2　Overexpression of LINC00261 inhibits proliferation, invasion and metastasis of ESCC cells and promotes cell apoptosis. A: 
qRT-PCR for detecting expression changes of LINC00261 after overexpression. B: CCK-8 assay fir assessing changes in cell 
proliferation ability. C: Clone formation assay for assessing cell proliferation ability. D: Transwell assay for assessing changes in 
cell invasion and metastasis abilities (×100). E: Detection of changes in cell apoptosis by flow cytometry. **P<0.01, ***P<0.001 vs 
pcDNA.
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LncRNA可通过与细胞核或细胞质中的染色质、蛋

白质或RNA相互作用，通过基因组表达调节、表观遗传

修饰和顺式或反式转录后调控参与各种生理和病理的

细胞活动［22］。越来越多的报告表明，lncRNAs通过与特

异性miRNA结合的 ceRNA机制而对肿瘤的发生发展

产生影响［23］。并且在骨肉瘤［24］、结肠癌［25］等多种肿瘤中

发现LINC00261均通过 ceRNA机制发挥着抗肿瘤作

用。因此，为了进一步挖掘并找到靶向的miRNA，我们

进行了一系列的后续研究。本研究通过亚细胞分离实

验，发现LINC00261主要定位于食管鳞状细胞癌细胞

的细胞质中，表明LINC00261可能通过作用miRNA调

节其下游基因表达。我们通过生物信息学网站预测了

LINC00261的靶标miRNA并确定了miR-23a-3p，据报

道它在多种癌症中发挥促进肿瘤进展的作用，例如结肠

癌［26］、肝细胞癌［27］和口腔鳞状细胞癌［28］等。此后，我们

进一步探讨了miR-23a-3p对食管鳞状细胞癌进展的机
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图3　食管鳞状细胞癌中LINC00261靶向miR-23a-3p/ZNF292发挥作用
Fig. 3　LINC00261 targets miR-23a-3p/ZNF292 in ESCC. A: Location of LINC00261 in ESCC cells. B: Correlation 
analysis of LINC00261 and miR-23a-3p in the ENCORI database. C: Prediction of the targeted genes of miR-23a-3p 
by ENCORI, DIANA and miRDB databases. D: Correlation analysis of miR-23a-3p and ZNF292 in the ENCORI 
database. E: Correlation analysis of LINC00261 and ZNF292 in the ENCORI database. F: Bioinformatics websites 
predict the potential binding sequences of LINC00261 with miR-23a-3p and miR-23a-3p with ZNF292. G: Binding of 
LINC00261 with miR-23a-3p, and miR-23a-3p and ZNF292 verified by luciferase reporter gene assay. H: Changes in 
the expression of ZNF292 after overexpression of LINC00261. **P<0.01, ***P<0.001 vs pcDNA.
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制。我们进一步通过生物信息学网站预测了miR-23a-

3p的靶基因，鉴定出ZNF292作为其靶点。ZNF292是

一种生长激素依赖性锌指转录因子，属于kruepel C2H2

型锌指蛋白家族。ZNF292被认为是候选的肿瘤抑制

基因。已在肝癌、结肠癌和骨髓癌中发现其突变［29］。

Gong等［30］研究发现ZNF292的低表达与食管鳞状细胞

癌的不良预后相关，ZNF292通过SKP2/P27信号抑制

食管鳞状细胞癌的增殖。本研究又通过信息网站发现

LINC00261 与 miR-23a-3p 之 间 和 miR-23a-3p 与

ZNF292 之间存在负相关关系，同时 LINC00261 与

ZNF292之间存在正相关关系，间接验证了LINC00261

与miR-23a-ap/ZNF292的靶向作用，最后本研究又通过

裸鼠体内实验进一步说明了过表达LINC00261可以抑

制食管鳞状细胞癌的增殖转移。Wang等［31］仅在胰腺癌

中发现LINC00261过表达通过降低胰腺癌细胞中miR-

23a-3p的表达来抑制细胞活力和侵袭，并增强了细胞凋

亡，但miR-23a-3p具体通过作用何种分子并未明确报

道。并且在食管鳞状细胞癌的研究中仅研究了

LINC00261对食管鳞状细胞癌顺铂、5-氟尿嘧啶等化疗

耐药方面的机制研究［4， 32］，并且其调控耐药的机制与本

研究研究的miR-23a-3p/ZNF292通路是不同的，而本

研究创新性的明确了LINC00261在食管鳞状细胞癌中

的抗肿瘤作用及其可能通过miR-23a-3p/ZNF292通路

发挥抗肿瘤的作用。

本研究发现，在食管鳞状细胞癌组织和细胞中

LINC00261水平均显著降低。过表达LINC00261可通

过调节miR-23a-3p/ZNF292通路在体内和体外抑制肿

瘤的增殖侵袭转移。因此，本研究表明，LINC00261可

能作为食管鳞状细胞癌治疗的潜在靶点。本研究尚缺

乏临床多中心数据的验证，以及ZNF292作用的具体通

路均有待接下来的研究中进一步地探索。
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