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［摘 要］ 目的：研究长链非编码RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）HOX转录反义RNA（HOX transcript antisense RNA，HO⁃
TAIR）对胃癌细胞增殖、侵袭能力的影响及其相关分子机制。方法：培养人胃黏膜上皮细胞株（GES⁃1）和胃癌细胞株

（SGC7901和MKN45），实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）法检测HOTAIR表达，MTT法检测胃癌细胞增殖，细胞划痕实验、Tran⁃
swell小室检测细胞迁移和侵袭；免疫印迹法分析COX⁃2及上皮间质转化（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）相关标志物E⁃
钙黏素（E⁃cadherin）表达。结果：与GES⁃1相比，SGC7901和MKN45细胞中HOTAIR表达上调（P < 0.05）；敲减HOTAIR基因能

抑制胃癌细胞增殖、迁移与侵袭（P < 0.01）；胃癌细胞HOTAIR表达下调后COX⁃2蛋白水平降低，进而使E⁃cadherin蛋白水平升

高（P < 0.05），且该效应可被外源性COX⁃2活性产物前列腺素E2（prostaglandin E2，PGE2）所纠正。与HOTAIR敲减组相比，

HOTAIR敲减+PGE2组细胞增殖、迁移及侵袭能力明显升高。结论：下调HOTAIR可能通过抑制COX⁃2表达，进而上调E⁃cad⁃
herin表达，抑制胃癌细胞增殖和侵袭转移能力，有望成为治疗胃癌的重要靶点。
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LncRNA HOTAIR modulates the proliferation and migration of gastric cancer cells via COX
⁃2 expression
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［Abstract］ Objective：To investigate the potential effects of long non⁃coding RNA（lncRNA）HOX transcript antisense intergenic
RNA（HOTAIR）on proliferation，invasion and metastasis capacity of gastric cancer cells and to reveal the underling mechanisms.
Methods：Human gastric epithelial cell line（GES⁃1）and different gastric cancer cell lines（SGC7901 and MKN⁃45）were cultured
respectively. SGC7901 cancer cells were transiently transfected with small interfering RNA targeting HOTAIR（siHOTAIR），qRT⁃PCR
was conducted to assess HOTAIR expression. MTT assay was carried out to evaluate the cell proliferation，wound⁃healing assay as well
as transwell matrix invasion assay was performed respectively to evaluate the capability of invasion and migration of gastric cancer
cells. The expression of cyclooxygenase ⁃ 2（COX ⁃ 2），together with E ⁃ cadherin was detected by Western blot assay. Results：The
expression of HOTAIR in gastric cancer cells was higher than that in GES⁃1 cells（P < 0.05）. The cell proliferation was significantly
inhibited after HOTAIR knockdown（P < 0.01）. Both wound healing assay and transwell assay demonstrated that HOTAIR knockdown
resulted in a lower ratio in migration and invasion. Western blot analysis revealed that depletion of HOTAIR substantially decreased
the expression of COX⁃2，and then elevated the expression of E⁃cadherin（P < 0.05），this effect would be attenuated by exogenous
prostaglandin E2（PGE2）. Compared with siHOTAIR group，poliferation and invasion of SGC7901 cells were significantly increased in
siHOTAIR + PGE2 group（P < 0.05）. Conclusion：Downregulation of lncRNA HOTAIR would inhibit cell viability，invasion and
migration capability of gastric cancer cells，which were mediated partially by inhibiting the expression of COX⁃2 and then upregulating
the expression of E⁃cadherin. HOTAIR might be a promising target to modulate the invasion and metastasis of gastric caner.
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胃癌严重影响我国人民生命健康最严重的恶

性肿瘤之一，其发病率和病死率分别高居恶性肿瘤

的第 5位和第 3位［1］。尽管近年来分子生物学和病

理技术的发展以及新型化疗药物的临床应用，使胃

癌的诊断和治疗水平取得了一定提高，但是进展期

胃癌的总体预后仍不尽如人意。侵袭和转移是肿瘤

主要的恶性生物学行为，也是死亡的主要原因［2-3］。

因此，研究胃癌的发生及侵袭、转移机制有助于胃

癌的早期诊断、靶向治疗及改善预后，从而提高患

者生存率。

长链非编码RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）
是长度超过200 bp的非编码RNA，由于缺少完整开

放阅读框，很少或不能编码蛋白。但近来研究表明它

们不仅参与了基因的转录调控，RNA的剪接，同时也

参与包括肿瘤在内的多种重大疾病进程［4-5］。有研究

表明 lncRNA可能参与了包括胰腺癌在内的多种恶

性肿瘤的发生和转移［6-7］。HOX转录反义RNA（HO⁃
TAIR）是 lncRNA家族的成员之一，通过对HOTAIR
的研究发现，其参与调控多种肿瘤的发生、发展及

转移［8］。HOTAIR在胃癌组织中高表达，且HOTAIR
的表达水平与胃癌患者的总生存期呈负相关，可能

是一个潜在的评估预后的生物学指标［9］。但HO⁃
TAIR如何调控胃癌细胞的增殖与侵袭以及相关的

分子机制目前尚未完全阐明，本研究通过干扰胃癌

细胞HOTAIR的表达，进一步探讨HOTAIR对胃癌

细胞增殖、侵袭与转移能力的影响，并对可能的分

子机制进行初步探究。

1 材料和方法

1.1 材料

苯 甲 磺 酰 氟（phenylmethanesulfonyl fluoride，
PMSF，Sigma⁃Aldrich 公司，美国）；RPMI 1640培养

液和胎牛血清（Gibco BRL公司，美国）；Lipofectami⁃
neTM 2000、TRIzol（Invitrogen公司，美国）；蛋白质定

量 BCA试剂盒（Pierce 公司，美国）；Prime Script RT
Master Mix和SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（TaKaRa 公司，

日本）；DEPC水（上海碧云天公司）；兔抗人E⁃钙黏

素（E⁃cadherin）、COX⁃2 和 GAPDH单克隆抗体（Ab⁃
cam公司，美国）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG 抗体（Bioworld Technolog公司，美国）；PVDF 膜

（Millipore公司，美国）；ECL 发光试剂盒（Amersham
公司，英国）；Transwell侵袭小室（Corning公司，美

国）；外源性COX⁃2活性代谢产物前列腺素E2（prosta⁃
glandin E2，PGE2)（Cayman公司，美国）；HOTAIR干

扰RNA（siHOTAIR）及阴性对照（siNC）序列由上海吉

玛公司合成。其他试剂为国产分析纯级。

人永生化胃黏膜上皮细胞株GES⁃1及人中分化

胃腺癌细胞株 SGC⁃7901（中国科学院上海生科院细

胞资源中心），人低分化胃腺癌细胞株MKN⁃45（南京

凯基生物科技发展有限公司）。3种细胞常规传代培

养于含 10%热灭活胎牛血清、100 U/mL青霉素和

100 μg /mL 链霉素的RPMI1640 培养液中，37 ℃、5%
CO2 及饱和湿度的CO2培养箱中培养生长，隔天换液，

3 d传代1次。取对数生长期的细胞用于后续实验。

1.2 方法

1.2.1 RNA提取和实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）
用 TRIzol 试 剂 提 取 细 胞 总 RNA。 按 Prime

Script RT Master Mix 逆转录试剂盒说明书逆转为

cDNA。取上述逆转录产物在ABI StepOnePlus实时

荧光定量 PCR仪上扩增，反应体系为 20 μL，内含

cDNA 2 μL，上下游引物各 0.8 μL，SYBR Premix Ex
Taq（2×）10 μL，无酶ddH2O 6 μL，ROX 0.4 μL。qRT
⁃PCR 条件为：95℃预变性 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃退火

30 s，60 ℃延伸 1 min，40个循环。qRT⁃PCR 数据用

2-ΔΔCt 法计算。qRT⁃PCR引物（由南京锐真生物技术

有限公司设计并合成），见表1。

1.2.2 细胞转染

细胞培养至对数生长期，PBS清洗3次，胰蛋白

酶消化1 min后终止消化，10% FBS⁃RPMI 1640重悬

细胞并计数，取 2.0×105个细胞接种至 6孔板中，无

血清无抗生素培养基培养至细胞融合度为 30%~
50%进行转染。按 LipofectamineTM 2000转染试剂

说明书步骤行瞬时转染。将细胞分为空白对照组、

阴性对照组和转染组，分别给予未转染、转染 siNC
或 siHOTAIR（100 nmol/L）。转染后 37 ℃ 孵箱培养

5 h，换用含 10% FBS的 RPMI1640继续培养 48 h。
干扰片段序列如下：siNC（5′ ⁃ CUACAACAGCCA⁃
CAACGUCdTdT⁃3′）及 siHOTAIR（5′⁃UAACAAGAC⁃
CAG⁃AGAGCUGUU⁃3′）。用 qRT⁃PCR检测转染效

率，再行后续实验。

表1 各基因qRT⁃PCR引物序列

Table 1 Primer sequences of genes by qRT⁃PCR

基因

HOTAIR

GAPDH

引物序列（5′➝3′）
F：GGTAGAAAAAGCAACCACGAAGC
R：CATAAACCTCTGTCTGTGAGTGCC
F：CCGGGAAACTGTGGCGTGATGG
R：AGGTGGAGGAGTGGGTGTCGCTGTT

··740



1.2.3 细胞增殖实验

取对数生长期 5×103个细胞，制成单细胞悬

液，接种于 96孔培养板，每组 100 μL细胞悬液，并

设置调零孔（培养基、MTT、DMSO），置于培养箱分

别培养 48 h后，吸去培养液，每孔加入 5 mg/mL的

MTT溶液 20 μL，震荡摇匀后避光培养 4 h，小心吸

弃上清后，每孔加入二甲基亚砜（DMSO）150 μL震

荡溶解6~8 min，结晶完全溶解后，于波长570 nm测

各孔吸光度值（每组设5个平行孔，独立重复3次）。

计算增殖率（处理组吸光度值/对照组吸光度值）后

绘制柱状图。

1.2.4 细胞划痕实验

细胞转染 siHOTAIR或 siNC 48 h后，将细胞消

化接种至 6孔板，保证隔夜后细胞呈单层铺满，用

10 μL微量移液枪头垂直于板面划痕，PBS洗涤3次
去除漂浮细胞，后加用无血清1640培养。在倒置显

微镜下观察划痕两侧细胞在0、24 h的迁移情况，并

拍照，在 Image J界面下分析计算划痕创伤修复率。

划痕创伤修复率（%）=［划痕创伤面积（0 h）-划痕创

伤面积（24 h）］/划痕创伤面积（0 h）×100%。实验重

复3次，计算平均值。

1.2.5 Transwell侵袭实验

取出Transwell侵袭小室置于24孔板中，于小室

上层及下层分别加入预热的无血清RPMI 1640，于
37 ℃培养箱中孵育水化2 h后弃去培养基。细胞转

染 48 h后用胰蛋白酶消化并用无血清培养基调整

为 7.0×105个/mL，将 200 μL细胞悬液置入小室上

层，在小室下层加入 600 μL 10％FBS培养基，置于培

养箱孵育24 h，取出小室，4%多聚甲醛固定20 min，用
棉签擦去上层细胞，结晶紫染色15 min，蒸馏水轻轻

冲洗，在显微镜下计数 5个高倍镜视野下的穿膜细

胞数，求出穿膜细胞平均值，评估细胞侵袭能力。

1.2.6 细胞蛋白提取和免疫印迹法检测

细胞转染48 h后，冰上收取细胞，以预冷PBS洗
3次，后加入 100 μL细胞裂解液（PBS内含：Nonidet
P⁃40 1%，脱氧胆酸钠 5 g/L，SDS 1 g/L，PMSF 0.1 g/L
和抑肽酶 10 mg/L）4 ℃处理 60 min。细胞裂解物经

11 000 g 4 ℃离心10 min后取上清，BCA法测定各样

品组蛋白浓度，加入适量 SDS ⁃ loading buffer 在
100 ℃水浴锅中孵育5 min，后行聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS⁃PAGE），PVDF膜湿转法转膜，用5%脱脂牛

奶4 ℃封闭2 h，分别孵育E⁃cadherin、COX⁃2及GAP⁃
DH 一抗，4 ℃过夜。次日洗膜，二抗4 ℃孵育2 h，洗
膜后用 ECL显色液法显影。使用 Image J（national

institute of health，bethesda，MD）图像分析软件对蛋

白电泳带的灰度进行半定量分析。

1.2.7 纠正实验

将 siHOTAIR+PGE2（于HOTAIR siRNA转染后

48 h加入PGE2 10 μmol/L作用6 h）作用的SGC7901
细胞作为纠正实验组，同时以HOTAIR敲减组（si⁃
HOTAIR）作为对照，与实验组作用相同时间后，

MTT检测细胞增殖，细胞划痕及Transwell侵袭实验

检测细胞迁移和侵袭，免疫印迹法检测E⁃cadherin、
COX⁃2表达，实验方法同1.2.3、1.2.4、1.2.5、1.2.6。
1.3 统计学方法

实验结果以均数 ± 标准差（x ± s）表示，所有数

据均应用SPSS 20.0 统计软件处理，两组间均数比较

采用 t检验，多组间均数比较采用单因素方差分析

（ANOVA），P ≤ 0.05为差异有显著意义。

2 结 果

2.1 HOTAIR在胃癌细胞株中的表达

与正常胃黏膜上皮细胞株GES⁃1相比，胃癌细

胞SGC7901及MKN45细胞内HOTAIR均明显上调，

差异有统计学意义（P＜0.05，图 1）。且胃癌细胞株

SGC7901中HOTAIR表达较MKN45高，所以后续选

择SGC7901细胞进行干扰验证。

2.2 HOTAIR表达对胃癌细胞 SGC7901增殖、迁移

及侵袭能力的影响

qRT⁃PCR 法显示，与空白对照组及 si⁃NC组相

比，si⁃HOTAIR组 SGC7901细胞中HOTAIR表达明

显下调（P < 0.01，图 2A）。MTT实验显示，干扰并下

调HOTAIR 48 h后，细胞活力明显下降（P < 0.01，
图 2B）。划痕实验发现，HOTAIR 表达下调后，细胞

迁移能力明显下降（P < 0.01，图 2C）。Transwell侵

与正常胃黏膜上皮细胞（GES⁃1）比较，*P < 0.05。
图 1 qRT⁃PCR 检 测 HOTAIR 在 不 同 胃 癌 细 胞 株

（SGC7901、MKN45）中的表达

Figure 1 Relative HOTAIR expression in gastric cancer
cells（SGC7901，MKN45）detected by qRT⁃PCR
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袭实验发现，HOTAIR 表达下调后，细胞侵袭能力明

显下降（P < 0.001，图 2D）。空白对照组与 si⁃NC组

相比差异无明显统计学意义。

2.3 HOTAIR对COX⁃2及上皮类标志物E⁃cadherin
表达的影响

为探索HOTAIR具体的作用机制，在蛋白水平

检验了 siHOTAIR 瞬时转染胃癌细胞 SGC7901 后

COX⁃2及 EMT相关蛋白的表达。结果显示，下调

HOTAIR 表达后，胃癌细胞 SGC7901的COX⁃2表达

水平较 siNC组明显降低；而E⁃cadherin蛋白表达明

显上升（P < 0.05，图3A）。而E⁃cadherin蛋白表达上

调的效应可被外源性COX⁃2活性代谢产物PGE2所
纠正（P < 0.05，图3B），提示HOTAIR可能通过COX⁃
2/PGE2依赖的途径促进胃癌细胞EMT的过程。

2.4 PGE2对HOTAIR敲减介导的 SGC7901细胞抑

制作用的影响

进一步检测 siHOTAIR 与 PGE2 共同作用于

SGC7901后的细胞的增殖、迁移和侵袭。结果如图

4 所示，与 siHOTAIR 组相比，siHOTAIR+PGE2 组

SGC7901细胞的增殖、迁移和侵袭能力明显增强

（P < 0.05，图4）。
3 讨 论

侵袭和转移是导致胃癌复发和预后不良的重

要因素。有研究发现HOTAIR在包括胃癌在内的多

种肿瘤组织及细胞中表达明显上升［10］。且近来有

研究显示HOTAIR的异常表达与肿瘤的临床分期、

神经侵犯和远处转移存在一定相关性［11-12］。本研究

发现，与正常胃黏膜细胞相比，HOTAIR在胃癌细胞

株 SGC7901、MKN45中的表达量明显升高，干涉并

下调HOTAIR表达后，胃癌细胞 SGC7901的增殖能

力减弱。进一步研究发现，干涉并下调HOTAIR表

达后，胃癌细胞 SGC⁃7901的迁移与侵袭能力下降，

证实了HOTAIR参与调节胃癌细胞的增殖与迁移，

A：HOTAIR表达（qRT⁃PCR法）；B：细胞增殖能力（MTT实验）；C：细胞迁移能力（划痕实验，×40）；D：细胞侵袭能力（Transwell侵袭实

验，×100）。与对照组比较，*P < 0.01，**P < 0.001。
图2 下调HOTAIR抑制胃癌细胞SGC7901的增殖、迁移和侵袭

Figure 2 HOTAIR knockdown exerts antagonistic effects on cell proliferation，invasion and migration of SGC7901 cell line
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但内在分子机制尚不明确。

本课题组前期研究发现，COX⁃2能诱导胃癌细

胞的增殖与侵袭，胃癌组织中COX⁃2的高表达与肿

瘤浸润及淋巴结转移密切相关［13-14］。此外，有研究

发现青蒿琥酯可能通过下调HOTAIR来抑制COX⁃2
的表达从而抑制宫颈癌转移［15］。但HOTAIR是否能

调控胃癌细胞COX⁃2的表达目前尚未见报道，本研

究首次发现干涉并下调HOTAIR表达后，胃癌细胞

的 COX⁃2表达水平随之下降，提示 COX⁃2是HO⁃
TAIR下游调控的靶点之一，HOTAIR可能部分通过

调控COX⁃2的表达调节胃癌细胞的增殖与侵袭。

上皮间质转化（epithelial ⁃ mesenchymal transi⁃
tion，EMT）是一种从有极性的不能移动的上皮细胞

转化为间质细胞的分子重塑和表型改变，是肿瘤侵

袭、转移发生中的一个重要步骤［16-17］。EMT过程中

的一个重要特征就是上皮细胞失去E⁃cadherin介导

的细胞间紧密连接，获得运动能力，因而 E⁃cad⁃
herin下调被认为是EMT过程中一个必不可少的标

志［18-19］。既往研究发现，多种细胞因子能通过COX⁃2/
PGE2依赖的途径诱导EMT的发生，过表达的COX⁃2
或外源性PGE2能下调E⁃cadherin表达并上调N⁃cad⁃
herin表达，在肿瘤细胞EMT过程以及侵袭转移中发

挥重要作用［20-21］。本研究中，发现干涉并下调HO⁃
TAIR表达后胃癌SGC7901细胞的COX⁃2表达下降，

进而 EMT上皮标志物 E⁃cadherin表达上调，而 E⁃
cadherin 表达上调的效应可被外源性 PGE2 所逆

转。进一步纠正实验发现COX⁃2参与了HOTAIR敲

减对胃癌细胞增殖和侵袭的抑制作用。由此推测

HOTAIR可能部分通过COX⁃2/PGE2途径参与胃癌

细胞的EMT，进而调控细胞迁移和侵袭，且COX2亦
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图4 外源性PGE2可部分逆转HOTAIR敲减对胃癌SGC7901细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用

Figure 4 PGE2 addition following HOTAIR knockdown reverted the inhibition of proliferation，invasion and metastasis by
HOTAIR downregulation in SGC7901 cells
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图3 免疫印记法检测下调HOTAIR表达对胃癌细胞SGC7901中COX⁃2、E⁃cadherin的影响

Figure 3 Effects of HOTAIR knockdown on the expression of COX⁃2 and E⁃cadherin in SGC7901 cells by Western blot
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参与了HOTAIR对胃癌细胞增殖的调控。

综上所述，本研究表明HOTAIR在胃癌细胞的增

殖、侵袭和转移中起重要调控作用，并首次报道COX⁃
2是HOTAIR调控胃癌细胞增殖和侵袭的重要节点。

本实验尚未从获得性功能（gain of function）方面研究

正面阐释过表达HOTAIR是否能够促进胃癌细胞的

增殖、迁移和侵袭，也没有进行动物等体内研究，且目

前仅从1株细胞系进行研究，也不排除不同通路之间

存在关联（如 cross⁃talk等）。在后期研究中，应该弥

补上述不足之处，为HOTAIR作为胃癌诊断治疗的潜

在靶点，提供更好的理论基础和实验支持。
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