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超保守癌/睾丸⁃LINC01424表达影响食管鳞癌的进展
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［摘 要］ 目的：探究食管鳞癌特异的超保守癌/睾丸（cancer/testis，CT）⁃LINC01424在食管鳞癌进展中的作用。方法：利用

TCGA（The Cancer Genome Atlas）及GTEx（Genotype⁃Tissue Expression）数据库系统筛选食管鳞癌特异的超保守CT特性的长链

非编码RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA），运用核质分离实验和 cDNA末端快速扩增技术（rapid amplification of cDNA end，
RACE）进行LINC01424细胞定位及序列鉴定；利用118例食管鳞癌样本数据进行预后分析；下调ECA109细胞系中LINC01424，
以及上调KYSE410细胞系中LINC01424后，通过CCK⁃8实验、平板克隆法、Transwell实验和裸鼠成瘤动物实验研究CT⁃LINC01424
在食管鳞癌细胞中的作用；进一步应用MEM（Multi Experiment Matrix）数据库进行下游基因的探索。结果：首次鉴定出食管鳞

癌特异的超保守 CT⁃LINC01424；临床资料分析显示，CT⁃LINC01424与食管鳞癌较差的临床分期及预后显著相关；降低

LINC01424的表达可以抑制食管鳞癌细胞的增殖、侵袭能力，过表达LINC01424则会导致相反结果；此外，LINC01424与着丝粒

相关1（kinetochore associated 1，KNTC1）基因存在显著共表达关系。结论：LINC01424在食管鳞癌组织中高表达，促进食管鳞

癌细胞增殖和侵袭，并可能通过影响KNTC1的表达发挥其促癌作用。
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Effects of ultra ⁃ conserved cancer/testis ⁃ LINC01424 on the progression of esophageal
squamous cell carcinoma
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［Abstract］ Objective：To investigate the role of the esophageal squamous cell carcinoma（ESCC）⁃specific ultra⁃conserved cancer/
testis（CT）⁃ LINC01424 in ESCC progression. Methods：The TCGA（The Cancer Genome Atlas）and GTEx（Genotype ⁃ Tissue
Expression）databases were used to screen the long non⁃coding RNA（lncRNA）with ultraconservative CT properties specific to ESCC，
and the nucleoplasmic isolation assay and rapid amplification of cDNA end（RACE）were used for the cellular localization and
sequence identification of LINC01424. A total of 118 cases of ESCC samples were used for the analysis of prognosis. After knocking
down LINC01424 in ECA109 cell line or overexpressing LINC01424 in KYSE410 cell line，the effects of CT⁃LINC01424 on the ESCC
was detected by CCK⁃8 assay，colony assay，Transwell assay，and nude micel assay；further application of MEM（Multi Experiment
Matrix）database for downstream gene exploration. Results：An ultraconservative CT⁃LINC01424 specific for ESCC was identified.
Analysis of clinical data showed that CT ⁃ LINC01424 was significantly associated with poor clinical stage and prognosis of ESCC.
Knockdown of the expression of LINC01424 inhibited the proliferation and invasion of ESCC cells，while overexpression of LINC01424
resulted in the opposite result. Furthermore，the expression of LINC01424 was significantly co⁃expressed with kinetochore associated 1
（KNTC1）gene. Conclusion：LINC01424 is highly expressed in ESCC tissues，promotes the proliferation and invasion of ESCC cells，
and may exert its pro⁃carcinogenic effects by affecting the expression of KNTC1.
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随着全球老龄化和人口增长，以及吸烟、饮酒等

相关风险因素的流行，食管癌的发病率及病死率日

益上升［1-2］，已成为全球第9位最常见的癌症，第6位
最常见的癌症死亡原因，每年有超过50万人因其死

亡［3］。食管癌主要分为两种组织学亚型：食管鳞状

细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）
和食管腺癌（esophageal adenocarcinoma，EAC）［4］。

ESCC可在食管的整个解剖区域发生，而EAC常发

生于食管远端［5］。由于ESCC早期通常没有明显的

临床症状，病情隐匿，患者在出现进行性加重的吞

咽困难而就诊时，多数已进入中晚期，疾病治疗难

度显著增加［6］。目前针对ESCC的主要治疗方案是

标准的术前新辅助化疗、根治性肿瘤切除手术和术

后辅助化疗，由于患者就诊时分期偏晚，治疗后复

发和转移的风险仍然较高，预后并不理想，5年生存

率不到30%［7-9］。近年来，分子靶向治疗和免疫治疗

也被尝试应用于ESCC的辅助治疗，但其疗效仍难

以使人满意。临床研究显示，分子靶向疗法联合同

步化疗辅助治疗局部晚期ESCC的 3年生存率仅为

33.5%［10］，而程序性死亡因子配体 1（programmed
cell death ligand 1，PD⁃L1）单抗辅助治疗局部晚期

ESCC的中位无进展生存期也仅为3.2个月［11］。

癌/睾丸（cancer/testis，CT）基因是一类独特的肿

瘤特异性基因，其特征是在正常组织中不表达或低

表达，而在肿瘤组织中高表达，使其成为肿瘤免疫

治疗的理想靶点［12］。研究证实，CT基因参与肿瘤的

增殖、凋亡等过程，并影响侵袭、转移和预后，是肿

瘤重要的驱动基因［13］。近年来，长链非编码RNA
（long non⁃coding RNA，lncRNA）受到广大科研工作

者的关注，研究表明，lncRNA作为一类长度>200 nt
的非编码RNA，可通过转录沉默、转录激活、染色体

修饰、核内运输等多种途径参与恶性肿瘤的进程［14］。

研究表明，与编码基因相比，lncRNA基因保守性普

遍较差，而高度保守的 lncRNA往往具有组织特异

性，并且在肿瘤发生发展过程中起关键的调节作

用［15-19］。因此，筛选高度保守的CT⁃lncRNA进行研

究可能更具功能学价值。

本研究系统筛选出了 19个 ESCC相关的超保

守 CT⁃lncRNA，生存分析结果显示，LINC01424与
ESCC的预后显著相关。加州大学圣克鲁兹分校

（University of California Santa Cruz，UCSC）Xena数据

库显示，LINC01424位于染色体 21q22区域，该区域

是肿瘤研究的热点区域，该区域内基因遗传变异、

拷贝数变异等改变与包括ESCC在内的多种恶性肿

瘤的易感性及进展预后相关。本研究系统鉴定了

ESCC相关的超保守CT⁃lncRNA，揭示LINC01424在
ESCC进展中的作用，为研究ESCC进展机制提供新

思路，同时为ESCC诊疗提供新的潜在干预靶点。

1 资料和方法

1.1 资料

超保守CT基因的筛选所用样本数据均来源于

GTEx（Genotype ⁃ Tissue Expression）和 TCGA（The
Cancer Genome Atlas）数据库。118例ESCC样本均

为 2002年 1月—2003年 12月在南京医科大学第一

附属医院接受治疗的患者。所有患者临床情况已

根据美国癌症分期联合委员会手册（第8版）重新进

行分析。所有患者均患有原发性 ESCC（T1b~T4，
N1~N3，M0），并且在手术前均未接受化疗或放射

治疗。组织样本经过病理学诊断，将样品在液氮中

快速冷冻并储存在-80 ℃冰箱中直至使用。ESCC
患者术后通过门诊、电话等方式随访5年，第1年每

3个月随访1次，后4年每6个月随访1次，患者均从

手术日期随访至死亡或最后一次随访日期，总生存

期（overall survival，OS）定义为首次手术至死亡或最

后一次随访的时间。随访内容包括患者生存、病死、

复发及转移情况。本研究经南京医科大学第一附

属医院医学伦理委员会批准（编号：2022⁃SR⁃055）。
1.2 方法

1.2.1 ESCC特异性超保守CT⁃lncRNA的筛选

在既往研究［20］的基础上系统筛选睾丸优势表

达的 lncRNA，随后基于UCSC网站公布的32个物种

间phastCons评分以及phyloP评分，评价睾丸优势表

达 lncRNA的保守性。在 phyloP>0且 phastCons>0.3
的标准下，筛选出超保守睾丸优势表达 lncRNA；进
一步基于Xena数据库标准化处理的TCGA及GTEx
表达数据，分析 lncRNA在ESCC组织及正常食管黏

膜中的差异表达情况，最终鉴定出ESCC相关超保

守CT⁃lncRNA。
1.2.2 细胞实验

KYSE30、KYSE70、KYSE150、KYSE180、KYSE⁃
410、ECA109、TE⁃1和TE⁃10均为人源ESCC细胞系。

HEEC为正常食管黏膜上皮细胞。所有细胞系在添

加 10%胎牛血清（Gibco BRL公司，美国）的DMEM
或RPMI⁃1640中培养，并加入 1%的抗生素/抗真菌

溶液，细胞均在37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

1.2.2.1 核质分离

细胞核质分离操作步骤参考试剂盒（货号：
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P0028，上海碧云天）说明书进行，首先进行RNA抽

提，用PBS清洗1遍，胰酶消化细胞并计数。PBS清
洗，低速离心收集细胞。每 20 μL细胞沉淀加入

200 μL添加了 RNase Inhibitor（含未稀释的 R0102
10 μL）的细胞浆蛋白抽提试剂A，混匀，冰浴10~15min。
加入细胞浆蛋白抽提试剂B 10 μL，混匀，冰浴1 min。
4 ℃ 12 000 g离心5 min。吸取上清液加入TRIzol抽
提细胞浆RNA。对于沉淀，完全吸尽残余的上清，

加入 TRIzol抽提细胞核RNA。所提取RNA即可用

于下游LINC01424表达验证。

1.2.2.2 cDNA末端快速扩增技术（rapid amplifica⁃
tion of cDNA end，RACE）实验

具体操作方法参考 SMARTer 试剂盒（货号：

634858，TaKaRa公司，日本）说明书。针对3′RACE，
利用mRNA的 3′末端 poly（A）尾作为 1个引物结合

位点，以连有SMART寡核苷酸序列通用接头引物的

Oligo（dT）30作为锁定引物反转录合成标准第 1链
cDNA，然后用 1个基因特异引物GSP1作为上游引

物，用 1个含有部分接头序列的通用引物（universal
primer，UPM）作为下游引物，以 cDNA第 1链为模

板，进行PCR循环，把目的基因 3′末端的DNA片段

扩增出来。针对5′RACE实验，先利用GSP作为1个
引物结合位点，在反转录酶MMLV作用下，反转录

合成标准第 1链 cDNA。利用该反转录酶具有的末

端转移酶活性，在反转录达到第 1链的 5′末端时自

动加上 3~5个（dC）残基，退火后（dC）残基与含有

SMART寡核苷酸序列Oliogo（dG）通用接头引物配

对后，转换为以SMART序列为模板继续延伸而连上

通用接头。随后 1个含有部分接头序列的UPM作

为上游引物，GSP2作为下游引物，以SMART第1链
cDNA为模板，进行PCR循环，把目的基因5′末端的

cDNA片段扩增出来。最终，通过分析RACE产物确

定 3′末端序列，最终确定 LINC01424序列。其中

GSP1 为 5′ ⁃ TCGGGTCCAGCACCTTCTACTC ⁃ 3′ ，
GSP2为5′⁃ACACACTGGCTGCTCAGAG⁃3′。
1.2.2.3 细胞活力实验

取对数期生长细胞，铺满 24孔板培养 48 h后，

每孔中加MTT溶液 20 μL孵育 4 h后加入 150 μL
DMSO溶液，轻轻振荡 10 min，使结晶物溶解充分。

酶联免疫监测仪上选择 490 nm波长处测定各孔的

吸光度值。

1.2.2.4 慢病毒感染

分别构建LINC01424敲降及过表达慢病毒载体

（上海吉玛基因），将待感染细胞以 1×105个/孔铺到

24孔板中，放入37 ℃、5% CO2培养箱中培养过夜。待

细胞进入对数生长期后，加入 polybrene 6~8 μg/mL，
加入3 μL病毒，37 ℃孵育4~6 h 换液，继续培养，嘌

呤霉素筛选后进行后续实验研究。

1.2.2.5 集落形成实验

取各组对数生长期细胞，胰酶消化后，将细胞

进行倍比稀释。按照每皿含 50、100、200个细胞的

浓度分别接种 4 mL细胞悬液到培养皿中。培养皿

置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养2周。当培养皿中

出现肉眼可见的克隆时，甲醇固定15 min。用Giemsa
染液染色 10 min后进行计数。集落形成率=（集落

数/接种细胞数）×100%。

1.2.2.6 侵袭实验

无血清培养基和基质胶按 1∶5稀释，配制细胞

悬液，每孔加入 100 μL细胞悬液，下室加入 500 μL
含 20%胎牛血清的条件培养液，37 ℃培养箱孵育

24 h。取出Transwell板，用5%戊二醛固定，加入Giemsa
染色。用棉球擦去上表面细胞，置于显微镜下观

察，计数。

1.2.2.7 荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridiza⁃
tion，FISH）和免疫荧光染色

ECA109 细胞用PBS洗涤3次，每次5 min，然后

用0.5% Triton X⁃100渗透5 min，PBS洗涤3次，每次

5 min。在37 ℃下杂交过夜后DAPI孵育10 min。使

用激光扫描共聚焦显微镜对细胞进行成像。转染

ECA109和KYSE150细胞培养后，4 ℃用 4%多聚甲

醛覆盖固定后 PBS清洗，用含 0.5% Triton X⁃100的
PBS于冰上透化细胞 5 min。在含有地高辛标记的

LINC01424⁃AS探针（广州锐博）的预杂交液中进行

杂交，杂交温度为37 ℃，过夜。杂交后，样品与抗地

高辛（Abcam公司，美国）在 4 ℃ 孵育过夜，并用

DAB底物试剂盒（DA1010；北京索莱宝）染色。用

DAPI对载玻片进行反染色，然后用激光扫描共聚焦

显微镜进行观察。LINC01424⁃AS探针序列为：5′⁃
GACTTTTGTCACTTGAAGCTGAAGCTAATCCTGAT⁃
AGAAGCTGTAAACCACATTTCTCACAGCGGGTCAA⁃
TCGGGAAAGCACACCCACTCACTACAGCCATTA⁃3′。
1.2.2.8 实时定量PCR（qRT⁃PCR）

总RNA用TRIzol试剂（Invitrogen公司，美国）提

取。细胞核RNA和细胞质RNA分别用细胞质和细胞

核RNA纯化试剂盒（上海贝博）分离。用NanoDrop
2000（Thermo Fisher公司，美国）和琼脂糖凝胶电泳

分析RNA的浓度和质量。使用 PrimeScriptTM RT试
剂盒（TaKaRa 公司，日本）进行反转录。采用
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ChamQ SYBR qPCR Master Mix（南京诺唯赞）进行

qRT⁃PCR。相对表达量采用 2-ΔΔCT法计算。所用引

物序列见表1。
1.2.3 动物实验

1.2.3.1 动物分组

实验动物为6~8周龄SPF级BALB/c雄性裸鼠，

购于北京维通利华公司。动物饲养环境按标准化

清洁级环境进行饲养；恒温恒湿，每日12 h光照，保

证充足的食物和水。定期更换鼠笼，满足饲养环境

的要求。动物实验研究已获南京医科大学第一附

属医院动物保护与利用机构委员会批准（编号：

2022⁃SR⁃055）。
表1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for PCR

Gene
GAPDH
LINC01424
MALAT1

Forward（5′→3′）
TGCTGAGTATGTCGTGGAGTC
TCCAGCACCTTCTACTCCGA
GCTCTGTGGTGTGGGATTGA

Reverse（5′→3′）
TGCTGACAATCTTGAGGGAG
CTGCCCTGCAGTATCACACA
GTGGCAAAATGGCGGACTTT

将BALB/c裸鼠随机分为敲降组和对照组，分别

取感染LINC01424敲降慢病毒的ECA109细胞和感

染空载体病毒的 ECA109细胞，按照分组，于每只

BALB/c裸鼠的腋窝下注射等量的细胞悬液（细胞量

约为 4×106个）。动物在标准化SPF 环境下饲养。待

瘤体形成后每 3 d测量1次瘤体体积，30 d后脊髓离

断法处死小鼠，取瘤体称重，瘤体用于后续实验。

1.2.3.2 免疫组化染色

实验采用杭州图凌生物医药试剂盒进行操作

（货号 I10091），样本首先在 10%福尔马林缓冲液固

定，随后经过石蜡包埋、脱蜡、水化后清洗切片，对

切片进行组织抗原热修复；修复后的切片用自来水

清洗。3%的过氧化氢封闭处理后，PBST清洗，Ki⁃67
抗体孵育 30 min后，PBST清洗，加酶标羊抗鼠 IgG
室温下孵育 30 min，PBST缓冲液清洗切片。DAB
显色液进行显色。自来水清洗，使用苏木素染液复

染。切片经过脱水，透明，封片后在显微镜下观察

拍摄。

1.3 统计学方法

所有统计分析均使用 R软件（版本 3.2.30）进
行。采用卡方检验比较分类变量的组间分布差异，

采用 t检验比较连续型变量的组间差异。采用Cox
比例风险回归模型评价与ESCC预后的关联，调整

年龄、性别、吸烟、TNM分期、肿瘤分化程度及肿瘤

部位等变量。采用GraphPad Prism 7软件绘制基因

差异表达图及Kaplan⁃Meier图。P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 ESCC超保守CT⁃lncRNA的系统性筛选

基于系统筛选的4 538个睾丸优势表达 lncRNA，

应用UCSC网站公布的 32个物种间 phastCons评分

以及 phyloP评分，在 phyloP>0且 phastCons>0.3的条

件下，筛选出74个超保守睾丸优势表达 lncRNA；进
一步采用 Xena 数据库标准化处理的TCGA及GTEx
表达数据，对上述74个 lncRNA在ESCC组织及正常

食管黏膜中的差异表达情况进行分析，结果共鉴定

出 19个 ESCC相关超保守 CT⁃lncRNA（图 1A）。基

因差异表达分析显示，LINC01424在肿瘤组织中异

常 高 表 达（图 1B）；生 存 分 析 结 果 显 示 ，仅

LINC01424与 ESCC预后显著相关（图 1C）。基于

GTEx数据库信息分析，LINC01424在正常睾丸组织

中高表达，而在其他正常组织中低表达甚至不表达

（图 1D）；此外，对小鼠各组织的检测也发现，

LINC01424在正常小鼠睾丸组织中高表达，而在其

他正常组织中低表达甚至不表达（图 1E）。通过

UCSC Xena数据库分析发现LINC01424 上游启动子

区域的保守性较高（图 1F）。通过RACE实验鉴定

LINC01424的全长序列，结果显示 LINC01424全长

为4 270 bp，5′端获得序列大小为2 329 bp，3′端获得

序列大小为 1 888 bp，从而确定LINC01424在ESCC
细胞中的实际全长序列（图1G）。进一步通过RNA⁃
FISH实验发现LINC01424在ESCC细胞核及细胞浆

均有分布，且在细胞核中呈优势表达（图 1H、I），提
示LINC01424可能主要参与细胞核内的转录调控机

制。以上结果表明，超保守CT⁃LINC01424可能影响

ESCC的进展。

2.2 LINC01424在ESCC组织及不同分期中的表达

利用课题组 118对 ESCC⁃癌旁组织进行 qRT⁃
PCR验证，LINC01424在 ESCC组织中异常高表达

（图 2A），与 Xena 数据库标准化处理的 TCGA 及

GTEx数据分析结果一致（图 1B）；生存分析结果进
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A：Flowchart of the study. B：LINC01424 expression in ESCC and normal tissues in TCGA and GTEx databases（n=82）. C：Analysis of the correla⁃
tion between LINC01424 expression and the prognosis of ESCC patients by TCGA database. D：Expression of LINC01424 in a variety of normal human
tissues in GTEx database. E：Expression of LINC01424 in multiple normal tissues of mice（n=3）. F：Conservativeness analysis of LINC01424 in UCSC
Xena database. G：RACE assay identified the full⁃length sequence of LINC01424 in ESCC cells（n=3）. M：DNA marker；1：5′RACE of LINC01424；2：3′
RACE of LINC01424；3：the full⁃length of LINC01424. H，I：The distribution of LINC01424 in ECA109 cells detected by RNA⁃FISH（H，×400）and
qRT⁃PCR（I，n=3）.

图1 ESCC中CT⁃LINC01424的筛选

Figure 1 Screening of CT⁃LINC01424 in ESCC
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A：qRT⁃PCR validation of LINC01424 expression in an independent ESCC cohort of 118 patients. B：The activation of LINC01424 correlated with
poorer overall survival. C-E：Analysis of the correlation between LINC01424 expression and the T⁃stage（C），N⁃stage（D）and clinical staging（E）.
**P < 0.01，***P <0.001（n=118）.

图2 LINC01424在ESCC组织的表达及对预后的影响

Figure 2 Expression of LINC01424 in ESCC and its effect on prognosis

一步确认 LINC01424高表达与更差的 ESCC预后

显著相关（图 2B）。综合 118例受试患者的临床病

理特征与 LINC01424的表达情况进行分析（表 2），
结果显示 LINC01424 的表达与 ESCC 患者的 T 分

期、N分期及临床分期显著相关，且 LINC01424的
阳性表达预示着肿瘤分期较晚（图 2C~E）。以上

结果提示 LINC01424的表达量与 ESCC的发生及

进展相关。

2.3 LINC01424体外功能研究

在正常食管黏膜上皮细胞及 8个ESCC细胞系

检 测 LINC01424 的 表 达 ，发 现 LINC01424 在

KYSE30、KYSE70、ECA109、KYSE180细胞系中表达

显著高于正常食管黏膜上皮细胞，且在ECA109细
胞系中的表达上调最高（图 3A）。为了初步探索

LINC01424对ESCC的作用，设计合成LINC01424敲
降及过表达慢病毒载体，取对数生长期的ECA109

表2 LINC01424表达与临床病理参数的关系

Table 2 Association between the expression of LINC01424 and clinicopathological parameters ［n（%）］

Sex
Male
Female

Age
≤60 years
> 60 years

T stage
T1-2
T3-4

N stage
N0
N+

76
42

56
62

23
95

69
49

High（n=59）

41（69.5）
18（30.5）

32（54.2）
27（45.8）

06（10.2）
53（89.8）

26（44.1）
33（55.9）

Low（n=59）

35（59.3）
24（40.7）

24（40.7）
35（59.3）

17（28.8）
42（71.2）

43（72.9）
16（27.1）

0.336

0.197

0.019

0.003

Differentiation
G1
G2
G3

Location
Upper
Middle
Lower

TNM stage
Ⅰ-Ⅱ
Ⅲ-Ⅳ

46
60
12

05
30
83

73
45

High（n=59）

26（44.1）
28（47.4）
05（8.5）

03（5.1）
16（27.1）
40（67.8）

28（47.5）
31（52.5）

Low（n=59）

20（33.9）
32（54.2）
07（11.9）

02（3.4）
14（23.7）
43（72.9）

45（76.3）
14（23.7）

0.501

0.793

0.002

LINC01424 expressionTotalParameter P Parameter Total P
LINC01424 expression

第44卷第12期
2024年12月

曹 靖，肖志寒，王子辰，等. 超保守癌/睾丸⁃LINC01424表达影响食管鳞癌的进展［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2024，44（12）：1638-1648 ··1643



南 京 医 科 大 学 学 报
第44卷第12期
2024年12月

A B C

D

E

●

●

4

3

2

1

0
Rel

ativ
ec

ell
vita

lity
1 2 3 4

▼

▼

▼
▼

▼

▲

▲
▲

●

■

▲

●
■

■■

Time（d）

***

NC
KD
NC
OE

ECA109
KYSE410

■
●

▲

6

4

2

0Rel
ativ

ee
xpr

ess
ion

ofL
INC

014
24

NC KD NC OE
ECA109ECA109 KYSE410

8
6
4
2
0Rel

ativ
eL

INC
014

24
lev

el ********

**

KYS
E30
KYS

E70
ECA

109
KYS

E15
0

KYS
E18

0
KYS

E41
0 TE⁃1TE⁃1

0
HEE

C

KY
SE4

10
EC

A1
09

NC OE

NC KD

KY
SE4

10
EC

A1
09

NC KD

NC OE

250
200
150
100
50
0

Nu
mb

ero
fco

lon
ies

NC KD

ECA109 KYSE410250
200
150
100
50
0

Nu
mb

ero
fco

lon
ies

NC OE

1.5

1.0

0.5

0 NC KD

ECA109 2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0

Inv
asio

nfo
ldc

han
ge

NC OE

KYSE410
******

Inv
asio

nfo
ldc

han
ge

***

***

***

***
***

A：Expression of LINC01424 in HEEC and ESCC cell lines. B：qRT⁃PCR assay to verify the expression of LINC01424. C，D：CCK⁃8 assays（C）
and colony formation assays（D）were performed to determine the cell viability of ESCC cells（×200）. E：Invasion assays were used to detect the invasion
abilities of ESCC cells（×200）. NC：negative control；KD：knockdown；OE：overexpressin. **P < 0.01，***P < 0.001（n=3）.

图3 敲低/过表达CT⁃LINC01424可以抑制/促进ESCC增殖和侵袭能力

Figure 3 Knockdown/overexpression of CT⁃LINC01424 inhibited/promoted the proliferation and invasive ability of ESCC

细胞，进行敲降慢病毒的感染，取对数生长期的

KYSE410细胞，进行过表达慢病毒感染，并通过RT⁃
PCR 确定各组 LINC01424 的表达情况（图 3B）。
CCK⁃8、平板克隆、Transwell实验结果表明，敲降

LINC01424能够显著降低 ESCC细胞增殖、侵袭能

力；而过表达LINC01424后，其增殖、侵袭能力显著

增 强（图 3C~E）。 以 上 细 胞 实 验 结 果 提 示 ，

LINC01424能够作为致癌基因在ESCC增殖、侵袭中

发挥作用。

2.4 LINC01424体内功能研究

为了进一步验证 LINC01424在 ESCC的作用，

利用裸鼠移植瘤模型评价LINC01424对在体肿瘤生

长的影响，结果表明敲降LINC01424明显抑制肿瘤

的 在 体 生 长（图 4A~C）。 RT ⁃ PCR 检 测 发 现

LINC01424敲降组中瘤体LINC01424 的表达明显降

低（图4D），Ki⁃67 蛋白表达显著下调（图4E）。

2.5 LINC01424潜在靶基因预测

为进一步探索LINC01424对食管癌进展影响的

具体机制，试图寻找其下游基因。基于MEM数据

库，预测了LINC01424的潜在靶基因，相关性评分排

名前10的基因如图5A所示。随后使用公共数据库

GSE53624（119对ESCC样本）分析结果进一步证实
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A：Tumor formation in nude mice in LINC01424⁃knockdown and control groups. B：Tumor growth curves of xenografts in LINC01424⁃knockdown
and control groups. C：The tumor weight was measured at the end point. D：qRT⁃PCR assay to verify of the expression of LINC01424 in tumors. E：Ki⁃67
staining in LINC01424⁃knockdown and control tumor tissues（×200）. KD：LINC01424⁃knockdown；***P < 0.001（n=5）.

图4 敲降CT⁃LINC01424可以抑制ESCC的生长

Figure 4 Knockdown of CT⁃LINC01424 inhibited the growth of ESCC
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B C D

A：TOP 10 genes associated with LINC01424 expression in MEM database. B：Correlation of LINC01424 with KNTC1 expression in GSE53624
database. C，D：Expression of LINC01424（C）and KNTC1（D）in ESCC tissue and pericarcinomatous normal tissue.

图5 LINC01424靶基因预测

Figure 5 Prediction of target gene for LINC01424
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LINC01424与着丝粒相关 1（kinetochore⁃associated
1，KNTC1）基因之间存在显著共表达关联（图 5B）。
同时，LINC01424及KNTC1在 ESCC癌组织中的表

达显著高于癌旁组织（图5C、D）。
3 讨 论

食管癌目前已成为世界上最常见的恶性肿瘤

之一，而我国是世界上ESCC发病率和病死率最高

的国家之一。外科治疗是ESCC的主要根治手段，

对于早期ESCC患者，内镜下黏膜切除术或黏膜剥

离术（T1a）或单纯手术治疗（T1b、T2N0M0）即可取

得满意的疗效。然而，大多数患者在确诊时已为局

部晚期或存在远处转移，故总体预后不佳。因此，

对于Ⅱ期及以上的患者，单纯外科治疗模式已经被

以手术为主，包括术前新辅助与术后辅助治疗的多

学科综合治疗模式替代［21］。

现行指南推荐采用包括化疗或者放化疗在内

的辅助治疗方案。在传统的紫杉醇+铂类化疗方案

的基础上，多种分子靶向药物，如表皮生长因子受

体信号通路抑制剂尼妥珠单抗、血管内皮生长因子抑

制剂贝伐单抗以及纳武单抗、替雷利珠为代表的多种

药物用于ESCC治疗的临床研究亦广泛开展［22-27］。

现行临床指南推荐卡瑞利珠单抗联合紫杉醇+顺铂

为晚期ESCC的一线治疗方案，一项包含了596例晚

期或转移性ESCC患者的Ⅲ期临床试验ESCORT⁃1st
显示，虽然患者相比单纯化疗治疗有所获益，但是

其OS仍仅有15.3个月［26］。因此，深入研究ESCC的

发病机制，探寻ESCC发生进展过程中的关键分子，

为ESCC的治疗提供新的潜在干预靶点，具有较大

的科研及临床价值。

癌/睾丸抗原（cancer/testis antigen，CTA）是一组

在恶性细胞和种系细胞中限制性表达的抗原，最初

是通过患者来源的细胞毒性T淋巴细胞识别肿瘤抗

原而发现的，这种表达特性使CTA成为疫苗或T细
胞治疗靶点的潜在候选者［28］。之后的研究表明，多

种CTA可以刺激上皮间充质转化和癌症干细胞样

细胞的产生，从而促进肿瘤的侵袭和转移［29］。因

此，CTA可以作为癌症治疗的靶点大力研发。本课

题组既往根据CT基因的表达模式，首先在全基因组

范围内将睾丸特异性基因划分为6类，其中C1和C2
组被定义为具有较高可信度的睾丸特异性编码基

因，C2组中即包含 lncRNA［30］。lncRNA可调控miRNA
降解、染色质重构，参与ESCC等多种肿瘤细胞的增

殖、凋亡等生物学过程［31］，在正常细胞和疾病状态

（包括多种类型的癌症）中都具有重要的生物学

功能［32］。

本研究系统筛选出 19个 ESCC相关的超保守

CT⁃lncRNA ，其中有 1个与 ESCC预后显著相关的

CT⁃lncRNA，即LINC01424。检索文献发现，尚未有

关于LINC01424的研究报道。qRT⁃PCR实验对 118
对ESCC⁃癌旁组织中 LINC01424的表达进行验证，

结果显示LINC01424在ESCC组织中较癌旁组织异

常高表达，生存分析结果进一步确认LINC01424高
表达与ESCC预后较差显著相关。细胞功能学实验

及裸鼠成瘤实验揭示LINC01424对ESCC细胞的增殖

和转移存在明显的促进作用。通过MEM数据库预测

了 LINC01424的潜在靶基因，结果发现 LINC01424
与KNTC1基因存在显著共表达关联。

KNTC1蛋白是着丝粒蛋白复合物的遗传保留

成员，对纺锤体构建和染色体分离至关重要［33］。它

触发一个抑制信号，在纺锤体中的所有染色体都正

确对齐之前排除晚期胞质分裂的发生。染色体分

离和胞质分裂都是关键的生物学过程，依赖于多种

进化上保守的蛋白质复合物，而KNTC1作为有丝分

裂检查点的关键元件，可确保胞质分裂过程中染色

体的正确分离，由 KNTC1 缺陷引起的染色体不稳

定被认为是肿瘤形成的关键步骤之一［34］。研究发

现，KNTC1的高表达与某些癌症的进展相关。例如

shRNA介导的KNTC1敲降可以显著抑制非小细胞

肺癌及子宫颈癌的发展［35］，而在肝细胞癌中，

KNTC1的下调则表现出明显的细胞抑制活性，引起

细胞凋亡率上升［36］。文献报道，KNTC1在ESCC中

同样具有显著的促癌作用，可能通过促进细胞有丝

分裂及加重缺氧环境等方式发挥其生物学效应［37］。

综上所述，本研究首次在ESCC中进行超保守

CT⁃lncRNA的系统筛选，并成功鉴定出超保守CT⁃
LINC01424与ESCC进展及生存显著相关。体内及

体外实验证实其参与ESCC增殖及侵袭的过程，通

过数据库分析发现其与KNTC1基因存在共表达关

系，可能通过KNTC1发挥其生物学作用，但具体作

用机制需要进行更深入的研究。
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