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Abstract
BACKGROUND
The expression and function of the long chain noncoding 
RNA (lncRNA) long intergenic non-protein coding RNA 
996 (LINC00996) in gastric cancer remain elusive, despite 
its established pro- or anti-tumor roles across various tumor 
types.

AIM
To investigate the expression of LINC00996 in gastric cancer 
tissues and cell lines, and to explore its role and underlying 
mechanism in the biological behavior of gastric cancer cells.

METHODS
Bioinformatics was used to analyze the expression of 
LINC00996 in gastric cancer and its effect on the overall 
survival of patients with gastric cancer. The expression of 
LINC00996 in gastric cancer and adjacent tissues as well as 
gastric cancer and normal gastric epithelial cell lines was 
detected by RT-qPCR. Gastric cancer cells (SGC7901 and 
NCI-N87) were transfected with small interfering RNA 
targeting LINC00996 (si-LINC00996) and cyclin-dependent 
kinase inhibitor 2A (CDKN2A)(si-CDKN2A), and cell 
proliferation, cell cycle progression, apoptosis, migration, 
and invasion were detected by cell counting kit-8, EDU 
staining, flow cytometry, scratch assay, and Transwell assay, 
respectively. The expression of CDKN2A, cyclin D1, B-cell 
lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein (Bax), and 
cleaved cysteinyl aspartate-specific proteinase-3 (caspase-3) 
was detected by Western blot.

RESULTS
The expression of LINC00996 in gastric cancer tissues and 
cells was significantly higher than that in adjacent tissues 
and normal gastric cell lines (P < 0.05). Survival analysis 
based on the Kaplan-Meier Plotter database showed that 
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the overall survival of gastric cancer patients with high 
expression of LINC00996 was significantly shorter than 
that of patients with low expression (P < 0.05). Knockdown 
of LINC00996 inhibited the proliferation, cell cycle 
progression, migration, and invasion of gastric cancer cells 
(P < 0.05), promoted apoptosis (P < 0.05), decreased the 
expression of cyclin D1 and Bcl-2 (P < 0.05), and increased 
the expression of CDKN2A, Bax, and cleaved caspase-3 (P < 
0.05). Knockdown of CDKN2A partially reversed the effect 
of LINC00996 knockdown on gastric cancer cells (P < 0.05).

CONCLUSION
Knockdown of LINC00996 can induce apoptosis of gastric 
cancer cells and inhibit their proliferation, migration, and 
invasion by up-regulating CDKN2A expression.

© The Author(s) 2024. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
长链非编码RNA长基因间非蛋白编码RNA 996(long 
intergenic non-protein coding RNA 996, LINC00996)在
多种肿瘤中发挥促癌或抑癌作用, 而其在胃癌中的表
达和作用尚不清楚.

目的
探索LINC00996在胃癌组织和细胞系中的表达, 并探
讨其对胃癌细胞生物学行为的作用及机制.

方法
用生物信息学法分析胃癌中LINC00996的表达, 及其
对胃癌患者总生存期的影响. 用RT-qPCR检测胃癌及
癌旁组织、胃癌及正常胃上皮细胞系中LINC00996
表达. 胃癌细胞(SGC7901、NCI-N87)转染针对
LINC00996的小干扰RNA(si-LINC00996)和细胞周期
蛋白依赖性激酶抑制蛋白2A(cyclin-dependent kinase 
inhibitor 2A, CDKN2A)的小干扰RNA(si-CDKN2A)后, 
用细胞计数试剂盒-8法、EDU染色法、流式细胞术
法、划痕法和Transwell法分别检测细胞增殖、细胞
周期、凋亡、迁移与侵袭; Western blot法检测细胞
中CDKN2A、周期蛋白D1、B淋巴细胞瘤-2(B-cell 
lymphoma-2, Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2 associated 
X protein, Bax)和劈开的半胱胺酸蛋白酶-3(Cleaved 

cysteinyl aspartate-specific proteinase-3, Cleaved 
caspase-3)表达.

结果
LINC00996在胃癌组织和细胞中表达较癌旁组织和
胃正常细胞系显著升高(P<0.05), Kaplan Meier Plotter
数据库显示LINC00996高表达组的胃癌患者的总生
存期较低表达组显著缩短(P<0.05). 敲降LINC00996
能抑制胃癌细胞增殖、细胞周期运行、迁移、侵
袭(P<0.05), 促进细胞凋亡(P<0.05); 降低cyclin D1和
Bcl-2表达(P<0.05); 升高CDKN2A、Bax和Cleaved 
caspase-3表达(P<0.05). 敲降CDKN2A能部分逆转敲降
LINC00996对胃癌细胞的作用(P<0.05).

结论
敲降LINC00996能通过上调CDKN2A诱导胃癌细胞
凋亡, 抑制其增殖、迁移与侵袭.

© The Author(s) 2024. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 长基因间非蛋白编码RNA 996; 细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制蛋白2A; 胃癌; 增殖; 凋亡; 迁移; 侵袭

核心提要: 长基因间非蛋白编码RNA 996在胃癌中发挥

促癌作用, 敲降其表达能抑制胃癌细胞增殖、迁移与侵

袭并促进凋亡; 其发挥功能可能与调节细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制蛋白2A表达有关.

文献来源: 程国雄, 刘明, 陈正伟, 叶巧萍. 长链非编码RNA LINC00996通过

抑制CDKN2A促进胃癌进展. 世界华人消化杂志 2024; 32(4): 302-312  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v32/i4/302.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v32.i4.302

0  引言

胃癌是常见的消化道恶性肿瘤[1]. 尽管临床治疗策略不

断改善, 但大多数患者在确诊时已发生转移, 导致5年总

生存期未明显延长[2,3]. 因此, 除了及早诊断和治疗外, 还
需要进一步明确胃癌发生和转移的分子机制, 并采用靶

向药物等手段阻断其发生和转移的信号通路以延长患

者生存期[4,5]. 然而, 目前对影响胃癌发展及侵袭转移的

关键靶点仍不清楚. 
长链非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)在

癌症发展和转移中扮演重要角色[6,7], 但它们类型、数量

和作用机制多样, 目前大部分尚不清楚. 因此有必要从

众多胃癌细胞与正常组织中筛选出差异表达的功能性

lncRNA, 并研究其调控细胞生物学行为的分子机制. 长
基因间非蛋白编码RNA 996(long intergenic non-protein 
coding RNA 996, LINC00996)为新近被鉴定的lncRNA, 定
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位于7号染色体(7q36.1). 已有研究[8-11]表明LINC00996在
肺癌、结直肠癌和多发性骨髓瘤中下调表达, 具有抑制

癌细胞的作用; 而在弥漫性大B细胞淋巴瘤、宫颈鳞状

细胞癌、食管癌和急性髓系白血病中上调表达, 促进了

癌细胞的生长. 然而, 在胃癌中LINC00996的表达及其生

物学作用尚不清楚. 因此, 本研究分析了LINC00996在
胃癌中的表达情况, 并探讨了其对于胃癌细胞增殖、凋

亡、迁移和侵袭的影响以及潜在机制.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 临床组织样本收集: 经我院伦理委员会审批[批件

号: 2020临审第(03-01)号]并获得患者知情同意书签署, 
本研究收集了50例在2021-05/2023-05期间接受胃癌切除

术的患者样本[包含胃癌组织和癌旁(距离癌浸润边缘5 
cm)组织]. 所有标本均保存在-80 ℃条件下. 
1.1.2 细胞: 永生化胃上皮细胞G E S和胃癌细胞系

(SGC7901、NCI-N87, BGC-823)均购自武汉普诺赛生命

科技有限公司. 
1.1.3 主要试剂: RPMI-1640培养基和胎牛血清购自武

汉尚恩生物技术有限公司; 针对LINC00996的小干扰

RNA(si-LINC00996)、针对细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制蛋白2A(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A)
的小干扰RNA(si-CDKN2A)、阴性无关的小干扰RNA(si-
NC)由北京六合华大基因科技有限公司合成; Trizol试剂

购自北京百草泰克技术有限公司; InvitroRNA转染试剂

购自南京英维沃生物科技有限公司; 逆转录试剂盒、RT-
qPCR荧光定量试剂盒和细胞计数试剂盒-8(cell counting 
kit-8, CCK-8)细胞计数试剂盒购自上海经科化学科技有

限公司; EDU-647细胞增殖检测试剂盒、细胞周期试剂

盒、Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒、GAPDH抗体

和HRP标记二抗购自上海碧云天生物技术有限公司; 周
期蛋白D1(cyclin D1)、B淋巴细胞瘤-2(B-cell lymphoma-2, 
Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2 associated X protein, Bax)
和劈开的半胱胺酸蛋白酶-3(cleaved cysteinyl aspartate-
specific proteinase-3, Cleaved caspase-3)抗体购自Santa Cruz
公司; CDKN2A抗体购自美国Usbiological公司.
1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析: 根据GEPIA数据库(http://gepia.
cancer-pku.cn/)检索LINC00996在胃癌中的表达情况; 利
用Kaplan Meier Plotter数据库(https://kmplot.com/analysis/)
获取LINC00996表达对胃癌总生存期(overall survival, 
OS)的影响曲线图. 
1.2.2 检测胃癌及癌旁组织、胃癌细胞及胃正常上皮细

胞系中LINC00996表达: 根据说明书步骤, 用Trizol试剂

提取胃癌及癌旁组织、胃癌细胞及胃正常上皮细胞系

中总RNA, 用超微量核酸蛋白检测仪测量总RNA纯度和

浓度后, 各取1 μg总RNA用逆转录试剂盒合成总cDNA, 
以cDNA为模板, U6为内参, 用RT-qPCR荧光定量试剂盒

通过实时荧光定量PCR仪进行反应, 采用2-△△Ct方法计算

出胃癌及癌旁组织、胃癌细胞及胃正常上皮细胞系中

LINC00996表达量. 
1.2.3 细胞培养及转染: 将人胃癌细胞(SGC7901和
NCI-N87)置于含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 
µg/mL链霉素的RPMI-1640培养液中, 之后将其放入培

养箱(温度37 ℃、5%CO2)中进行培养, 每3 d更换1次培

养液, 每日观察细胞生长状态, 密度达80%-90%时, 将培

养基除去, 进行传代培养. 按照转染说明书步骤, 取生长

状态良好的SGC7901和NCI-N87细胞, 分别稀释至1×106

个细胞/mL后(无血清和无双抗的RPMI-1640培养液稀

释), 接种于6孔板上, 每孔200 µL(1×106个), 待细胞融合

度达80%, 采用InvitroRNA转染试剂进行分别将si-NC、
si-LINC00996、si-LINC00996+si-NC和si-LINC00996+si-
CDKN2A转染至细胞内, 记为si-NC组、si-LINC00996
组、si-LINC00996+si-NC组和si-LINC00996+si-CDKN2A
组, 转染48 h后进行后续实验. 
1.2.4 细胞增殖检测: 用CCK-8法和EDU渗入法评估细胞

增殖. CCK-8检测步骤: 分别将各组细胞接种至96孔板

(每孔5000个细胞), 培养48 h后, 加入CCK-8试剂(每孔10 
μL)并37 ℃孵育2 h, 用酶标仪检测各孔吸光度OD值, 细
胞活性 = (实验组OD值/对照组OD值)×100%. EDU渗

入法步骤: 分别将各组细胞接种至96孔板(每孔5000个
细胞), 加入EDU-647检测液(每孔10 μL)并37 ℃孵育2 h, 
DAPI染核, 荧光显微镜下观察并计数EDU阳性细胞数. 
1.2.5 细胞周期检测: 分别将各组细胞接种至6孔板(每孔

5×106个细胞), 培养48 h后, 用无EDTA的0.2%胰酶消化, 
1500 g离心5 min收集细胞, 用冷PBS洗涤2次, 用冷无水乙

醇-20 ℃固定过夜, 再用冷PBS洗涤2次, 加入0.2 mL PI溶
液(50 μg/mL)室温避光孵育30 min, 流式细胞仪上机检测. 
1.2.6 细胞凋亡检测: 分别将各组细胞接种至6孔板(每孔

5×106个细胞), 培养48 h后, 用无EDTA的0.2%胰酶消化, 
1500 g离心5 min收集细胞, 用冷PBS洗涤2次, 加入0.5 mL
结合缓冲液制成细胞悬液, 加入5 μL Annexin V-FITC试
剂和10 μL PI试剂(50 μg/mL)室温避光孵育10 min, 流式

细胞仪上机检测. 
1.2.7 划痕实验检测细胞迁移: 取各组细胞, 用无血清

RPMI-1640培养液稀释成1×105个/mL的细胞悬液, 并接

种于载玻片上, 待细胞成单层汇合时, 用大头针尾端划

线, 继续培养48 h, 倒置显微镜下拍照划痕后0 h和48 h的
细胞划痕宽度. 愈合距离 = 0 h细胞划痕宽度-48 h细胞
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划痕宽度, 细胞迁移 = (实验组愈合距离/对照组愈合距

离)×100%. 
1.2.8 Transwell检测细胞侵袭: 用基质胶(1:8稀释)涂覆

Transwell嵌套的聚酯纤维膜(0.8 μm孔径), 待风干后, 将
包被后的嵌套置于24孔板中. 取各组细胞, 用无血清

RPMI-1640培养液稀释成1×105个/mL的细胞悬液, 取
200 μL细胞悬液加入嵌套中, 在下室加600 μL含10%胎

牛血清的RPMI-1640培养液, 37 ℃孵育24 h. 取出嵌套, 
擦除聚酯纤维膜上层内的细胞, 用4%多聚甲醛固定细胞

20 min, 0.1%结晶紫溶液染色15 min. 倒置显微镜下, 任选

5个视野对细胞计数. 
1.2.9 Western blot检测蛋白表达: 用细胞蛋白质裂解

液萃取各组细胞总蛋白质, 对各组蛋白质样本定量

后, 各取30 μg蛋白质进行Western blot转印至PVDF膜
上. 用5%脱脂奶粉对PVDF膜进行封闭后, 加Cleaved-
caspase-3(1:1000)、cyclin D1(1:1000)、Bax(1:2000)、Bcl-
2(1:1000)、CDKN2A(1:1000)和GAPDH(1:6000)抗体于摇

床上室温孵育, 共孵育2 h, 用TBST洗膜3次, 5 min/次, 然
后加HRP-二抗(1:2000)于摇床上室温孵育, 共孵育1 h, 用
TBST洗膜3次, 10 min/次. 用ECL化学发光试剂显影, 以
GAPDH为内参, 相对条带灰度光密度值采用Image J软

件分析.
统计学处理 采用SPSS 19.0统计软件进行分析处理. 

计量资料采用均数±标准差(mean±SD)描述, 多组间比

较采用单因素方差分析, 两组间比较采用独立样本t检
验. P<0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 LINC00996在胃癌细胞系和组织中表达上调, 并与

总生存率、淋巴结转移、TNM分期和淋巴血管侵袭

有关 首先用GEPIA数据库获取LINC00996在胃癌组织

(n  = 408例)和正常胃黏膜组织(n  = 211例)中的表达情况, 
与正常胃黏膜组织比较, 胃癌组织中LINC00996表达显

著上调(P<0.01), 见图1A. 用Kaplan Meier Plotter数据库

分析LINC00996表达对胃癌患者OS的影响, 结果(图1B)
显示, 以LINC00996表达量的中位值分为高表达组(n  = 
184例)和低表达组(n  = 89例), 与低表达组比较, 高表达

组的胃癌患者OS明显缩短(P  = 0.016). 通过RT-qPCR分
析胃癌及癌旁组织、胃癌细胞及胃正常上皮细胞系中

LINC00996表达(图1C和D), 与癌旁组织和胃正常上皮细

胞系比较, 胃癌组织及胃癌细胞系中LINC00996表达均

显著增高(P<0.01). 进一步分析了LINC00996表达与胃癌

图  1  LINC00996 在胃癌细胞系和组织中表达上调. A: GEPIA数据库分析显示胃癌组织中LINC00996表达高于正常胃黏膜组织, P <0.01; B: 

Kaplan Meier Plotter数据库显示LINC00996高表达组的胃癌患者总生存期较低表达组明显缩短, P  = 0.016; C: RT-qPCR分析胃癌组织和癌

旁组织中LINC00996表达, n  = 50, aP<0.01 vs  癌旁组织; D: RT-qPCR分析胃正常细胞系GES和胃癌细胞BGC-823、NCI-N87和SGC7901中

LINC00996表达, n  = 3, (bP , cP , dP )<0.01 vs  GES细胞.
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患者临床病理特征的关系, 如表1所示, 在50例胃癌标本

中, 有淋巴结转移、TNM(Ⅲ-Ⅳ期)、淋巴管血管侵袭

的胃癌组织中LINC00996表达水平显著高于无淋巴结

转移、TNM(Ⅰ-Ⅱ期)、无淋巴管血管侵袭的胃癌组织

(P<0.01); 但LINC00996表达与性别、年龄、肿瘤部位和

大小无关(P>0.05). 
2.2 敲降LINC00996抑制胃癌细胞增殖、细胞周期运

行和迁移侵袭并促进细胞凋亡 用EDU染色和CCK-8法
评估敲降LINC00996抑制胃癌细胞增殖的影响, 如图

2A-F所示, 与si-NC组比较, si-LINC00996组SGC7901细
胞(图2A-C)和NCI-N87细胞(图2D-F)的EDU阳性细胞数

和细胞活力均显著下降(P <0.01), 说明敲降LINC00996
抑制胃癌细胞增殖. 进一步检测了敲降LINC00996对
胃癌细胞周期的影响, 如图2G-J所示, 与si-NC组比较, 
si-LINC00996组SGC7901细胞(图2G和I)和NCI-N87细
胞(图2H和J)的G1期比例明显增高(P <0.01), S期比例明

显降低(P <0.01), 说明敲降LINC00996能使得胃癌细胞

周期阻滞于G1期. 用划痕实验研究了敲降LINC00996
对胃癌细胞迁移的影响, 如图3A-D所示, 与si-NC组比

较, si-LINC00996组SGC7901细胞(图3A和B)和NCI-N87

细胞(图3C和D)的细胞迁移能力明显降低(P <0.01). 用
Transwell实验研究了敲降LINC00996对胃癌细胞侵袭

的影响, 如图3E-H所示, 与si-NC组比较, si-LINC00996组
SGC7901细胞(图3E和F)和NCI-N87细胞(图3G和H)的细

胞侵袭能力明显降低(P <0.01). 用流式细胞术法检测了

敲降LINC00996对胃癌细胞凋亡的影响, 如图4所示, 与
si-NC组比较, si-LINC00996组SGC7901细胞(图4A和B)和
NCI-N87细胞(图4C和D)的细胞凋亡明显增高(P<0.01). 
2.3 敲降LINC00996对胃癌细胞中CDKN2A、cyclin 
D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达的影响 用
Western blot法检测敲降LINC00996抑制胃癌细胞中

CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3
表达的影响, 如图5所示, 与si-NC组比较, si-LINC00996
组SGC7901细胞(图5A和B)和NCI-N87细胞(图5C和D)
中均CDKN2A、Bax和Cleaved caspase-3表达显著上调

(P<0.01), 而cyclin D1和Bcl-2表达显著下调(P<0.01). 
2.4 敲降CDKN2A逆转敲降LINC00996对胃癌细胞的抗

肿瘤效应 首先检测胃癌细胞增殖, 如图6A-F所示, 与
si-LINC00996+si-NC组比较, si-LINC00996+si-CDKN2A
组SGC7901细胞(图6A-C)和NCI-N87细胞(图6D-F)的

     

表  1  LINC00996 表达与50例胃癌患者临床病理特征的相关性(mean±SD)

临床特征 例数(n ) LINC00996 表达水平 t 或F 值 P

年龄(岁) 0.354 >0.05

<60 20 5.24±0.85

≥60 30 5.48±1.04

性别 0.689 >0.05

男 37 5.29±1.21

女 13 5.46±1.38

肿瘤大小(cm) 0.402 >0.05

<3 16 5.35±1.02

≥3 34 5.42±1.44

肿瘤部位 1.302 >0.05

上三分之一 16 5.12±0.73

中三分之一 11 5.42±1.15

下三分之一 23 5.34±1.23

浸润深度 5.324 <0.01

局限于浆膜下层 15 3.54±0.56

超过浆膜下层 35 6.21±1.32

淋巴结转移 6.793 <0.01

阴性 13 3.02±0.63

阳性 37 6.42±1.53

TNM分期 4.895 <0.01

Ⅰ-Ⅱ期 19 3.74±0.68

Ⅲ-Ⅳ期 31 6.35±1.42

淋巴管血管侵袭 5.189 <0.01

阴性 32 4.02±0.71

阳性 18 7.76±1.39
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图  3  敲降LINC00996抑制胃癌细胞迁移与侵袭. A-D: 划痕法检测敲降LINC00996对SGC7901(A和B)和NCI-N87(C和D)细胞迁移的影

响, n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  si-NC组; E-H: Transwell法检测敲降LINC00996对SGC7901(E和F)和NCI-N87(G和H)细胞侵袭的影响, n  = 3, 
cP<0.01, dP<0.01 vs  si-NC组.

图  2  敲降LINC00996抑制胃癌细胞增殖. A-C: EDU染色(A和B)和CCK-8法(C)评估敲降LINC00996对SGC7901细胞增殖的影响, n  = 3, 
aP<0.01, bP<0.01 vs  si-NC组; D-F: EDU染色(D和E)和CCK-8法(F)评估敲降LINC00996对NCI-N87细胞增殖的影响, n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 

vs  si-NC组; G-J: 流式细胞术分析敲降LINC00996对SGC7901(G和I)和NCI-N87(H和J)细胞周期的影响, n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  si-NC组.

0 
h

24
 h

0 
h

24
 h

si-
NC 

si-
LIN

C00
99

6
0

20

40

60

80

100

M
ig

ra
tio

n 
(%

)

a

si-NC si-LINC00996
SGC7901

si-NC si-LINC00996
NCI-N87

si-
NC 

si-
LIN

C00
99

6
0

20

40

60

80

100

M
ig

ra
tio

n 
(%

)

b

A B C D

si-NC si-LINC00996
SGC7901

si-
NC 

si-
LIN

C00
99

6
0

50

100

150

In
va

si
on

 (%
)

c

si-NC si-LINC00996
NCI-N87

si-
NC 

si-
LIN

C00
99

6
0

50

100

150

In
va

si
on

 (%
)

E F G H

d

si
-N

C
si

-L
IN

C0
09

96

DAPI EDU Merge

si
-N

C
si

-L
IN

C0
09

96

DAPI EDU MergeA D

0

10

20

30

40

ED
U

 p
os

iti
ve

 c
el

l (
%

) si-NC
si-LINC00996

a

0

50

100

150

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

)

si-NC
si-LINC00996

b

0

10

20

30

ED
U

 p
os

iti
ve

 c
el

l (
%

)

si-NC

si-LINC00996

a

0

50

100

150

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

)

si-NC

si-LINC00996

b

B C E F

G1 S G2/M
0

20

40

60

80

100

C
el

l c
yc

le
 (%

)

si-NC
si-LINC00996

a

b

SGC7901

G1 S G2/M
0

20

40

60

80

100

C
el

l c
yc

le
 (%

)

si-NC
si-LINC00996

a

b

NCI-N87

G I

si-NC si-LINC00996

N
C

I-N
87

SG
C

79
01

si-NC si-LINC00996

N
C

I-N
87

SG
C

79
01

PE-A (106) PE-A (106)

PE-A (106) PE-A (103)

H

J



程国雄, 等. 长链非编码RNA LINC00996通过抑制CDKN2A促进胃癌进展

2024-04-28|Volume 32|Issue 4|WCJD|https://www.wjgnet.com 308

图  5  敲降LINC00996对胃癌细胞中CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达的影响. A-B: Western blot法检测敲降

LINC00996对SGC7901细胞中CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达的影响, n  = 3, (aP , bP , cP , dP , eP )<0.01 vs si-NC组; 

C-D: Western blot法检测敲降LINC00996对NCI-N87细胞中CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达的影响, n  = 3, (aP , 
bP , cP , dP , eP )<0.01 vs  si-NC组. CDKN2A:细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白2A; cyclin D1: 周期蛋白D1; Bax: Bcl-2相关X蛋白; Bcl-2: B淋巴

细胞瘤-2; Cleaved caspase-3: 劈开的半胱胺酸蛋白酶-3.

图  4  敲降LINC00996诱导胃癌细胞凋亡. A-B: 流式细胞术法检测敲降LINC00996对SGC7901细胞凋亡的影响, n  = 3, aP<0.01 vs  si-NC组; 

C-D: 流式细胞术法检测敲降LINC00996对NCI-N87细胞凋亡的影响, n  = 3, bP<0.01 vs  si-NC组.
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EDU阳性细胞数和细胞活力均显著增加(P <0.01), 说
明敲降CDKN2A能逆转敲降LINC00996对胃癌细胞增

殖的抑制作用. 细胞周期检测结果如图6G-J所示, 与si-
LINC00996+si-NC组比较, si-LINC00996+si-CDKN2A
组SGC7901细胞(图6G和I)和NCI-N87细胞(图6H和

J)的G1期比例明显降低(P <0.01), S期比例明显增高

(P<0.01). 细胞迁移和细胞侵袭检测结果如图7所示, 与
si-LINC00996+si-NC组比较, si-LINC00996+si-CDKN2A
组SGC7901细胞(图7A、7B、7E和7F)和NCI-N87细胞

(图7C、7D、7G和7H)的细胞迁移和细胞侵袭能力明

显增加(P <0.01). 细胞凋亡检测结果如图8所示, 与si-
LINC00996+si-NC组比较, si-LINC00996+si-CDKN2A组

SGC7901细胞(图8A和B)和NCI-N87细胞(图8C和D)的细

胞凋亡明显降低(P<0.01). 
2.5 敲降CDKN2A对胃癌细胞中CDKN2A、cyclin D1、
Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达的影响 Western 
blot结果如图9所示, 与si-LINC00996+si-NC组比较, si-
LINC00996+si-CDKN2A组SGC7901细胞(图9A和B)和

NCI-N87细胞(图9C和D)中均CDKN2A、Bax和Cleaved 
caspase-3表达显著下调(P<0.01), 而cyclin D1和Bcl-2表达

显著上调(P<0.01). 

3  讨论

探索影响胃癌进展的关键靶点有助于制定胃癌的生物

靶向治疗策略[12]. 本研究显示, LINC00996在胃癌中表达

上调, 且其与淋巴结转移、TNM分期较高以及淋巴管血

管侵袭有关; 进一步研究显示, 敲降LINC00996能抑制胃

癌细胞增殖、迁移与侵袭; 这些结果说明LINC00996在
胃癌发生促癌因子作用, 靶向敲降LINC00996表达可能

是潜在的胃癌生物靶向治疗策略. 
本研究进一步探讨了LINC00996在胃癌中发挥促

癌因子作用的机制. 已有研究表明LINC00996是细胞周

期调节点P16(也称为CDKN2A)的调节性LncRNA[13]. 本
研究显示, 敲降LINC00996能上调胃癌细胞中CDKN2A
的表达. 大量研究证实[14-16], CDKN2A能与cyclin D1竞争

性结合细胞周期蛋白依赖性激酶4, 使得视网膜母细胞

图  6  敲降CDKN2A逆转敲降LINC00996对胃癌细胞增殖的抑制作用. A-C: EDU染色(A和B)和CCK-8法(C)评估两组SGC7901细胞增殖, n  = 

3, aP<0.01, bP<0.01 vs  si-LINC00996+si-NC组; D-F: EDU染色(D和E)和CCK-8法(F)评估两组NCI-N87细胞增殖, n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  

si-LINC00996+si-NC组; G-J: 流式细胞术分析两组SGC7901(G和I)和NCI-N87(H和J)细胞周期, n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  si-LINC00996+si-

NC组.
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瘤蛋白磷酸化降低, 抑制细胞周期由G1期向S期转化, 
导致细胞增殖降低. 另外, 上调CDKN2A能抑制多种肿

瘤细胞迁移与侵袭并诱导其凋亡[17,18]. 本研究结果也显

示, 敲降LINC00996在上调CDKN2A的同时, 伴随着下调

cyclin D1, 胃癌细胞G1期进入S期受阻和增殖受到抑制, 

且抑制细胞迁移与侵袭, 同时胃癌细胞中Bax表达上调, 
而Bcl-2表达下调, Caspase 3剪切, 细胞凋亡增多. 拒此

推测, 敲降LINC00996抑制胃癌细胞增殖、细胞周期运

行、迁移和侵袭并促凋亡可能与上调CDKN2A表达有

关. 为证明这样假设, 本研究通过共转si-LINC00996+si-

图  8  敲降CDKN2A逆转敲降LINC00996诱导的胃癌细胞凋亡. A-B: 流式细胞术法检测两组SGC7901细胞凋亡, n  = 3, aP <0.01 vs  si-

LINC00996+si-NC组; C-D: 流式细胞术法检测敲降两组NCI-N87细胞凋亡, n  = 3, bP<0.01 vs  si-LINC00996+si-NC组.

图  7  敲降CDKN2A逆转敲降LINC00996对胃癌细胞迁移与侵袭的抑制作用. A-D: 划痕法检测两组SGC7901(A和B)和NCI-N87(C和D)细

胞迁移, n  = 3, aP<0.01, bP<0.01 vs  si-LINC00996+si-NC组; E-H: Transwell法检测两组SGC7901(E和F)和NCI-N87(G和H)细胞侵袭, n  = 3, 
cP<0.01, dP<0.01 vs  si-LINC00996+si-NC组.
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CDKN2A以下调CDKN2A表达, 结果说明下调CDKN2A
能逆转敲降LINC00996对胃癌细胞的抗肿瘤效应, 提示

LINC00996在胃癌中可通过调节CDKN2A发挥促癌作

用. 当然本研究依然存在一定的不足, 比如LINC00996
是通过什么信号途径调节CDKN2A的表达的, 以及

CDKN2A通过下游什么信号途径发挥生物学效应的; 另
外, LINC00996是否还能通过其他信号途径在胃癌中发

挥作用？这些未知的信息仍需要大量研究来探索.

4  结论

综上所述, 本研究发现LINC00996在胃癌中表达上调, 且
其表达量与淋巴结转移、TNM分期较高以及淋巴管血

管侵袭有关, 敲降LINC00996能抑制胃癌细胞增殖、迁

移与侵袭并促进凋亡, 另外敲降LINC00996的功能可能

与上调CDKN2A有关. 另外, 本研究还提示LINC00996可
能为胃癌的潜在分子靶标, 且敲降LINC00996可能为胃

癌今后诊治的潜在策略.

文章亮点

实验背景

长链非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)在肿瘤

的发生和进展中发挥重要作用, 但其种类和数量繁多, 
需要筛选和鉴别出功能性lncRNA, 并研究其调控肿瘤进

展的作用机制.

实验动机

长基因间非蛋白编码RNA 996(long intergenic non-protein 

图  9  si-LINC00996+si-NC组与si-LINC00996+si-CDKN2A组胃癌细胞中CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达情况.  
A-B: Western blot法检测两组SGC7901细胞中CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达, n  = 3, (aP , bP , cP , dP , eP )<0.01 vs  si-

LINC00996+si-NC组; C-D: Western blot法检测两组NCI-N87细胞中CDKN2A、cyclin D1、Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达, n  = 3, (aP , 
bP , cP , dP , eP )<0.01 vs  si-LINC00996+si-NC组. CDKN2A: 细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白2A; cyclin D1: 周期蛋白D1; Bax: Bcl-2相关X蛋

白; Bcl-2: B淋巴细胞瘤-2; Cleaved caspase-3: 劈开的半胱胺酸蛋白酶-3.
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coding RNA 996, LINC00996)是一种新近鉴定的lncRNA, 
在多种肿瘤类型中具有抑制或促进癌症发展的功能, 而
其在胃癌中的作用和机制尚不清楚.

实验目标

探索LINC00996在胃癌中的生物学功能及机制.

实验方法

通过生物信息学法和临床样本检测LINC00996在胃癌中

表达, 用细胞学实验检测敲降LINC00996对胃癌细胞活

性、增殖、细胞周期、凋亡、迁移与侵袭及凋亡相关

蛋白的影响, 并分析其与细胞周期蛋白依赖性激酶抑制

蛋白2A(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A)的
关系.

实验结果

LINC00996在胃癌中上调表达, 其与总生存期较短、淋

巴结转移、TNM分期较高以及淋巴管血管侵袭有关. 敲
降其表达可能通过上调CDKN2A来发挥抑制胃癌细胞

增殖、细胞周期运行、迁移与侵袭.

实验结论

LINC00996在胃癌中发挥促癌作用.

展望前景

LINC00996可能是胃癌诊断与不良预后的潜在标记物, 
靶向LINC00996也可能是胃癌治疗的潜在策略.
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