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[摘 要] 目的:探讨长链非编码RNA（long non-coding RNA, lncRNA）NUP50-AS1在食管鳞状细胞癌（esophageal squamous

cell cancer, ESCC）组织及细胞株中的表达及其对人食管癌Eca109细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法：选取自 2015年 1月至

2016年12月河北医科大学第四医院生物标本库的49例ESCC手术患者的癌组织和相应癌旁组织，qRT-PCR检测 ESCC癌组织、

癌旁组织及 5种食管癌细胞株（TE1、TE13、Eca109、Kyse150和Kyse170）中NUP50-AS1表达水平。shRNA转染NUP50-AS1后，

选用 sh2 -NUP50-AS1进行后续功能实验。采用MTS法、克隆形成实验检测敲减NUP50-AS1表达对Eca109细胞增殖的影响，划

痕实验检测敲减NUP50-AS1表达对细胞迁移的影响，Transwell小室实验检测敲减NUP50-AS1表达对细胞侵袭的影响。结果：
NUP50-AS1在ESCC组织中的相对表达量显著高于癌旁组织(2.003±0.870 vs 1.000±0.000，P<0.05）；NUP50-AS1在ESCC组织中

的表达水平与淋巴结转移及TNM分期相关（均P<0.01），NUP50-AS1在5株食管癌细胞系中相对表达量均明显上调（P<0.05），其

中 Eca109 细胞的 NUP50-AS1 表达水平最高。转染后，sh2-NUP50-AS1 转染组干扰效率最高，敲低 NUP50-AS1 可明显抑制

Eca109细胞增殖、迁移和侵袭能力。结论：ESCC组织中 lncRNA NUP50-AS1表达明显高于癌旁组织，且与癌症分期和淋巴结转

移有关，敲减其表达明显抑制食管癌细胞增殖、迁移和侵袭能力，NUP50-AS1的高表达可能与ESCC的发生发展密切相关。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of long non-coding RNA NUP50-AS1 (lncRNA NUP50-AS1) in esophageal squa-

mous cell carcinomas (ESCC) tissues and cell lines, and to explore its effect on proliferation, migration and invasion of human esopha-

geal cancer Eca109 cells. Methods: 49 pairs of ESCC tissues and corresponding para-cancerous tissues obtained from the Biological

Specimen Base of the Fourth Hospital of Hebei Medical University during Jan. 2015 to Jan. 2016 were used in this study. qRT-PCR

method was applied to detect the expression of NUP50-AS1 in collected tissues samples and five esophageal cancer cell lines (TE1,

TE13, Eca109, Kyse150 and Kyse170). ShRNAs were transiently transfected into Eca109 cells to interfere the expression of NUP50-

AS1 gene, and finally, sh2-NUP50-AS1 was used for the following experiments. The effect of NUP50-AS1 gene knockdown on the pro-

liferation of Eca109 cells was detected by MTS and colony formation assay; the effect of NUP50-AS1 gene knockdown on the migra-

tion of Eca109 cells was detected by scratch test, and the effect on cell invasion was detected by Transwell assay. Results: The expres-

sion of NUP50-AS1 in ESCC was correlated with the lymphnode metastasis and TNM stage (all P<0.01). The expression of NUP50-

AS1 in ESCC tissues was significantly higher than that in corresponding normal tissues (2.003±0.870 vs 1.000±0.000, P<0.05). The ex-

pression of NUP50-AS1 in five esophageal cancer cell lines was significantly up-regulated (P<0.05), and it had the highest expression

in Eca109 cell line. After transfection, sh2-NUP50-AS1 had the highest transfection efficiency, and knocking down NUP50-AS1 gene

·· 1290



梁佳,等 . lncRNA NUP50-AS1在食管鳞癌组织中的表达及其对Eca109细胞恶性生物学行为的影响

significantly inhibited the proliferation, invasion and migration of the Eca109 cells. Conclusion: The expression of lncRNA NUP50-

AS1 in ESCC tissues was significantly higher than that in the para-cancerous tissues, and correlated with the TNM stage and lym-

phnode metastasis. The down-regulation of NUP50-AS1 inhibited the proliferation, invasion and migration of esophageal cancer cells.

The high expression of NUP50-AS1 gene may be closely related to the occurrence and development of ESCC.

[Key words] long non-coding RNA (lncRNA); NUP50-AS1; esophageal squamous cell carcinomas (ESCC); Eca109 cell; bio-

logical behavior

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(12): 1290-1295. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.12.013]

食管癌是消化系统常见的恶性肿瘤，我国食管

癌主要以食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell

cancer, ESCC）为主，由于缺少可靠的早期诊断标志

物和抑制肿瘤转移的治疗靶标，中、晚期患者 5年生

存率很低。长链非编码 RNA（long non - colding

RNAs，lncRNA）是指长度大于 200 nt并且缺乏蛋白

质编码能力的RNA分子[1]。研究[2-3]发现，lncRNA 与

食管癌的发生、发展、转移、复发存在密切关系。核

孔蛋白 50-反义RNA1（nucleoporin 50 antisense RNA

1,NUP50-AS1）位于人类染色体22q13.31，其在ESCC

中的表达及其功能在国内外文献中尚未见报道。本

研究检测了 lncRNA NUP50-AS1在人食管癌细胞系

及ESCC组织中的表达情况，分析了其表达与患者临

床病理参数之间的关系，同时应用 shRNA 干扰

Eca109细胞NUP50-AS1的表达，检测其对Eca109细

胞体外增殖、迁移以及侵袭能力的影响，分析NUP50-

AS1在ESCC发生发展中作用及其特点，旨在为ES-

CC的靶向治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

食管癌细胞系 TE1、TE13、Eca109、Kyse150 和

Kyse170由河北医科大学第四医院肿瘤研究所病理研

究室留存并传代。TRIzol购自SBS公司，逆转录试剂盒

购自Promega公司，胎牛血清购自PAN公司，RPMI 1640

培养基购自Gibco公司，Lipofectamine2000购自Thermo

公司，MTS试剂购自 Promega公司，Transwell小室、

Matrigel胶购自Corning公司。

1.2 标本来源

选取 2015年 1月至 2016年 12月河北医科大学

第四医院生物标本库的ESCC手术患者49例(患者一

般资料见表1)标本，全部患者术前均未接受任何放、

化疗。每例患者均取ESCC原发灶组织及距原发灶

边缘3~5 cm的相应癌旁组织。手术切除标本一部分

常规制作蜡块行H-E染色；另一部分在新鲜状态放

入-80 ℃低温冰箱保存，用于提取总RNA。所有组

织标本经H-E染色，并由 3位病理医师共同确定为

ESCC组织，且癌旁组织均未见癌细胞浸润。同时随

机取10例癌旁组织的 cDNA混合后作为细胞表达的

对照组。

1.3 qRT-PCR实验检测NUP50-AS1的表达水平

根据TRIzol试剂说明书步骤提取总RNA，之后

将提取的总RNA逆转录成cDNA，再以cDNA为模板

进 行 qRT-PCR 用 于 检 测 NUP50-AS1 的 表 达 。

NUP50-AS1 上游引物为 F：5’-GGAATGTGCATGT-

GCTCCCA - 3’，下 游 引 物 为 R：5’- AGTCCC

AAAGTCGGGACAGT-3’，片段大小为 138 bp，反应

条件为：95 ℃预变性10 min后，95 ℃变性15 s、55 ℃

退火 30 s、72 ℃延伸 30 s、40个循环后，72 ℃延伸 7

min。NUP50-AS1以GAPDH作为内参，每个样本设

3个复孔。根据每孔荧光信号达到阈值时经历的循

环数作为 Ct 值，采用相对定量法：ΔCT=CT目的分子 -

CT内参分子，ΔΔCT=ΔCT癌组织-ΔCT配对癌旁组织，以N=2-ΔΔCT表

示目的分子的相对表达量，其数值表示癌组织相对

于配对癌旁正常组织的相对倍数。实验重复3次。

1.4 构建特异性 shRNA、细胞培养及转染

4 条靶序列 shRNA-NUP50-AS1s 由上海吉玛基

因公司设计合成，分别命名为 sh1-NUP50-AS1(序为

GCCTGGACTTTATCCTGAATA)、sh2 - NUP50 - AS1

( 序 列 为 GCTGTCTTTGCCTTTCCTACA)、sh3 -

NUP50-AS1（ 序 列 为 GCCATGGGCTTTGCTAGA

ACT）和 sh4-NUP50-AS1（序 列 为 ACCCAGCTA-

ATTCAGTGTGTT），另外以 sh-NC 作为对照。细胞

系常规培养于含 10% FBS的RPMI 1640培养基，置

于温度 37 ℃、5% CO2的条件下培养。转染前 1 d选

择生长状态良好的细胞均匀铺于6孔板内，待细胞汇

合度至 70%左右开始转染，利用Lipofectamine 2000

转染试剂盒分别将 4 条 shRNA-NUP50-AS1s 及 sh-

NC转染至ESCC细胞Eca109中，6 h后更换含血清培

养基继续培养，培养 24 h，并用荧光倒置显微镜观察

各组转染效率。提取各组细胞总RNA，用于观察转

染 4条 shRNA-NUP50-AS1s后NUP50-AS1的表达水

平，选取干扰效率最高的 shRNA-NUP50-AS1进行后

续功能试验。

1.5 MTS法检测下调NUP50-AS1表达对Eca109细

胞增殖的影响

转染细胞培养24 h后用胰酶消化悬浮于含10%胎

牛血清的培养基中，调整Eca109细胞浓度接种于96孔
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板，每孔100 μl培养基含有1×103个细胞。分别在细胞

贴壁后0、24、48、72、96 h后，每孔中加入MTS试剂20

μl（500 μg/ml），孵育4 h后酶标仪测定492 nm处的光密

度（D）值。每组实验设6个复孔，实验重复3次。

1.6 克隆形成实验检测下调NUP50-AS1表达对细

胞克隆形成的影响

转染细胞培养 24 h后用胰酶消化悬浮于含 10%

胎牛血清的培养基中，调整细胞密度接种于 6孔板，

每孔 3×103个细胞，常规培养 1周，PBS洗 2遍后 4%

的多聚甲醛固定20 min，风干。使用结晶紫染液染色

20 min，在显微镜下计数克隆数，以大于50个细胞的

集落认为是1个克隆，并计算克隆形成率。实验重复

3次。

1.7 划痕实验检测下调NUP50-AS1表达对细胞迁

移的影响

实验开始前用直尺和Marker笔在6孔板背面均匀

划横线。转染细胞培养24 h后，调整细胞密度接种于

6孔板，待细胞长至完全融合时，用200 μl加样枪头比着

直尺，垂直于横线划痕。使用PBS冲洗2遍，分别于划

痕后的0、24 h在倒置显微镜下观察划痕的间距，计算

细胞迁移的百分率。实验重复3次。

1.8 Transwell 小室实验下调检测 NUP50-AS1 表达

对细胞侵袭的影响

将Matrigel胶稀释后，向小室上层加入 50 μl稀

释好的Matrigel胶，37 ℃放置过夜。细胞首先使用无

血清培养基饥饿 24 h，胰酶消化并收集细胞，无血清

培养基重悬细胞并调整细胞密度为1×105/ml，每孔上

室加入200 μl细胞悬液，下室加入600 μl含20%牛清

的完全培养基。常规培养24 h后取出小室，PBS洗3

次。染色固定，将小室上的聚碳酸酯膜轻轻剪下，放

于载玻片上，树脂封片，显微镜下计数 5个随机视野

内的细胞数，比较各组每个视野穿膜细胞数量来判

断细胞的侵袭性。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用 SPSS22.0 统计学软件，计量数据以 x̄±s 表

示，两组间比较采用独立样本 t检验和近似 t检验，多

组间的均数比较采用单因素方差分析，多组内的两

两比较采用SNK-q检验，以P<0.05或P<0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NUP50-AS1在ESCC癌组织及食管癌细胞中的

表达情况

qRT-PCR检测结果显示，NUP50-AS1在ESCC组

织中的相对表达量显著高于癌旁组织(2.003±0.870

vs 1.000±0.000，P<0.05，图1A）;NUP50-AS1在5株食

管癌细胞系中相对表达量均明显上调（P<0.05，图

1B），Eca109细胞的NUP50-AS1表达水平最高，进而

选取Eca109细胞构建敲低NUP50-AS1的细胞株。

2.2 NUP50-AS1在ESCC中的表达及其与临床病理

特征的关系

发生淋巴结转移的ESCC组织中NUP50-AS1表

达水平明显高于未发生淋巴结转移 ESCC 组织

[（2.345±0.880）vs（1.674±0.736），P<0.01]；在Ⅲ-Ⅳ期

ESCC组织中的表达高于Ⅰ-Ⅱ期[（2.491±0.807）vs

（1.667±0.754），P<0.01]。按照年龄、性别、分化程度

分组进行统计分析，各组ESCC中NUP50-AS1的表

达水平差异均无统计学意义（均P>0.05）。见表1。

表1 NUP50-AS1 在 ESCC 中的表达及与临床病理

特征的关系（N=49）

Tab.1 The relationship between expression of NUP50-AS1

gene in ESCC tissues and clinicopathologic features of

patients（N=49）

Feature

Gender
Male

Female
Age(t/a)

<61

≥61
Lymph node

+

-

Histological grade

Well

Moderate

Poor

TNM stage

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

n

34

15

19

30

25

24

14

25

10

29

20

Expression of NUP50-AS1
x̄±s

1.985±0.818

2.045±1.007

2.182±0.723

1.889±0.945

1.674±0.0.736

2.345±0.0.880

1.951±0.851

1.927±0.880

2.264±0.910

1.667±0.754

2.491±0.807

t/F

0.220

1.152

2.900

0.559

3.654

P

0.827

0.255

0.006

0.576

0.001

2.3 shRNA-NUP50-AS1 转 染 对 食 管 癌 细 胞 系

NUP50-AS1表达的干扰效率

qRT-PCR检测结果（图2）显示，Eca109细胞转染

后 sh1-NUP50 - AS1、sh2-NUP50 - AS1、sh3-NUP50-

AS1和 sh4-NUP50-AS1的相对表达量均低于 sh-NC

组（0.612 ± 0.095、0.495 ± 0.085、0.747 ± 0.063、0.794 ±

0.055 vs 0.993±0.007，均 P<0.05 或 P<0.01），且 sh2-

NUP50-AS1 转染组干扰效率最高，故选用 sh2 -

NUP50-AS1进行后续功能实验。

2.4 敲低NUP50-AS1明显抑制Eca109细胞增殖能力

MTS 法检测结果（图 3）显示，72、96 h 时 sh2-
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NUP50-AS1转染组D值明显低于 sh-NC组和Eca109

细胞组（P<0.05）。克隆形成实验结果（图4）显示，转

染组克隆形成率显著低于 sh-NC组[（14.50±1.90）%

vs（31.07±1.53）%，P<0.05]，表明敲低NUP50-AS1可

抑制食管癌细胞系Eca109的增殖能力。

*P<0.05 vs Control or Paracancer tissues group

图1 NUP50-AS1在ESCC组织（（A））和细胞系（（B））中的表达水平

Fig.1 Expression of NUP50-AS1 in ESCC tissues (A) and esophageal cancer cell lines (B)

*P<0.05, **P<0.01 vs sh-NC group

图2 shRNA- NUP50-AS1转染对NUP50-AS1表达的干扰效率

Fig.2 Interference efficiency of shRNA- NUP50-AS1 plasmid

on NUP50-AS1 expression

*P<0.05 vs sh-NC or Eca109 group

图3 敲低NUP50-AS1对Eca109细胞增殖的影响

Fig. 3 Effect of knocking down NUP50-AS1 on proliferation

of Eca109 cells

*P<0.05

图4 敲低NUP50-AS1对Eca109细胞克隆形成率的影响

Fig. 4 Effect of knocking down NUP50-AS1 on the clone

formation rate of Eca109 cells

2.5 敲低NUP50-AS1抑制Eca109细胞迁移能力

划痕实验结果（图5）显示，在24 h时 sh2-NUP50-

AS1转染组Eca109细胞的迁移率显著低于 sh-NC对

照组[（42.13±4.93）% vs（65.53±5.73）%，P<0.05]，表

明敲低 NUP50-AS1 后可以抑制 Eca109 细胞体外

迁移能力。

2.6 敲低NUP50-AS1明显抑制Eca109细胞侵袭能力

Transwell实验结果（图 6）显示，sh2-NUP50-AS1

转染组Eca109细胞每视野中穿过人工基底膜的细胞

数明显低于 sh-NC对照组[（120.70±4.23）vs（218.00±

18.08）个，P<0.05]，表明敲低 NUP50-AS1 可以抑制

Eca109细胞的体外侵袭能力。

·· 1293



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(12)

3 讨 论

lncRNA是一类超过200个核苷酸组成的，没有蛋

白质编码能力RNA分子[1]。根据 lncRNA与蛋白质编

码基因的位置关系，其分为正义 lncRNA、反义 lncRNA、

基因内 lncRNA、基因间 lncRNA和双向 lncRNA等四

种[4]。其中反义 lncRNA因其结构特殊而备受关注，它

们通过与其他RNA形成 RNA互补双链、改变染色质重

塑等形式调控靶基因的表达，并有可能在疾病发生中

发挥独特的作用[5-7]。QI等[8]研究发现，AGAP2-AS1通

过与LSD1和EZH2相互作用抑制CDKN1A（p21）和E-

钙黏蛋白转录，从而起到致癌基因的作用。CFLAR-AS1、

HNF1A-AS1及TP73-AS1等的高表达与食管癌的不良

预后密切相关[9-11]。

*P<0.05

图5 敲低NUP50-AS1对Eca109细胞迁移能力的影响

Fig. 5 Effect of knocking down NUP50-AS1 on migration of Eca109 cells

*P<0.05

图6 敲低NUP50-AS1对Eca109细胞侵袭能力的影响（（×10））

Fig. 6 Effect of knocking down NUP50-AS1 on invasion of Eca109 cells（（×10））

lncRNA NUP50-AS1 位于 NUP50 的反义链上，

有 2个mRNA转录本序列，是一个新型的、未研究过

的 lncRNA[12-13]。本研究首先在ESCC组织及其癌旁

组织中检测了 NUP50-AS1 的表达水平，并分析了

NUP50-AS1表达水平与性别、年龄、分化程度、淋巴

结转移及TNM分期等临床特征的关系，结果显示，

NUP50-AS1在ESCC组织中表达高于癌旁组织。同

时本研究检测了5株食管癌细胞系中NUP50-AS1的

表达水平，发现在 5株食管癌细胞中NUP50-AS1表

达水平均上调，在食管癌细胞Eca109中上调倍数最

高，提示NUP50-AS1在ESCC中发挥癌基因的作用。

分析 NUP50-AS1 表达水平与患者临床病理资料显

示，NUP50-AS1表达水平与淋巴结转移和临床分期

相关，提示NUP50-AS1的高表达可能与ESCC发生

发展密切相关。

YANG 等[14]通过体外敲低 MIR31HG 表达水平

后，胰腺癌细胞生长减慢，迁移和侵袭能力降低，凋

亡增加。EZR-AS1通过上调EZR的表达促进食管癌

细胞的迁移[15]。为了更好地了解NUP50-AS1在食管

癌中的生物学作用，本研究通过 RNA 干扰技术将

sh2-NUP50-AS1成功转染至食管癌细胞Eca109中，

使NUP50-AS1表达下调，应用MTS、克隆形成实验、

划痕实验和 Transwell实验检测NUP50-AS1下调后

对食管癌细胞生物学行为的影响，结果显示NUP50-

AS1敲低后抑制Eca109细胞增殖、迁移及侵袭能力，

提示 NUP50-AS1 在 ESCC 中可能发挥癌基因的作
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用，并在ESCC的发展和进展中发挥促进作用。

总之，本研究显示 lncRNA NUP50-AS1在ESCC

组织中表达升高，特异性地敲低NUP50-AS1的表达

会抑制食管癌细胞的增殖、迁移及侵袭能力，提示 ln-

cRNA NUP50-AS1可能在ESCC中是一种促癌基因，

同时在食管癌细胞增殖、迁移及侵袭过程中发挥重

要的调控作用，有望成为ESCC治疗的新靶标，为食

管癌的基因治疗提供了新的思路。
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