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  [摘要] 目的 探 讨 LINC00342在 宫 颈 癌 中 的 作 用。方法 通 过 GEO 数 据 库 中 宫 颈 癌 数 据 集

(GSE6791和GSE63514)进行生物信息学分析,筛选出潜在致癌基因LINC00342。采用实时荧光定量聚合酶

链反应(qRT-PCR)检测50例患者宫颈癌组织及其癌旁正常宫颈组织中的LINC00342表达水平,分析其与患

者预后的关系,并分析LINC00342与宫颈癌患者的其他病理特征之间的相关性。在宫颈癌细胞系 Hela、SiHa
细胞中,转染si-LINC00342、si-NC后,采用qRT-PCR检测细胞中LINC00342表达;并通过CCK-8/EDU增殖

实验、Transwell侵袭迁移实验检测细胞的侵袭迁移情况。
 

结果 GSE6791、GSE63514数据集和临床组织标本

中均表明LINC00342在宫颈癌组织中高表达(P<0.05)。临床组织标本相关实验显示,LINC00342表达水平

与患者的预后相关(HR=4.911,P=0.036
 

1);LINC00342水平与患者年龄、肿瘤组织学类型等因素无关(P>
0.05),但与肿瘤大小、肿瘤分期密切相关(P<0.05)。细胞实验表明,敲低LINC00342的表达可明显抑制宫颈

癌细胞的增殖、侵袭和迁移能力(P<0.05)。结论 LINC00342在宫颈癌组织中高表达,是宫颈癌发生、发展

及不良预后的潜在生物学标志物。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA-LINC00342
 

in
 

cervical
 

cancer.
Methods The

 

bioinformatic
 

analysis
 

was
 

performed
 

by
 

the
 

cervical
 

cancer
 

data
 

sets
 

(GSE6791
 

and
 

GSE63514)
 

in
 

GEO
 

database.The
 

potential
 

oncogene
 

LINC00342
 

was
 

screened
 

out.qRT-PCR
 

was
 

adopted
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LINC00342
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissue
 

and
 

paracancerous
 

normal
 

cervical
 

tissues
 

of
 

50
 

cases
 

of
 

cervical
 

cancer,and
 

its
 

relationship
 

with
 

the
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

was
 

analyzed.The
 

correlation
 

between
 

LINC00342
 

with
 

the
 

other
 

pathological
 

features
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

was
 

analyzed.In
 

the
 

cervical
 

cancer
 

cell
 

lines
 

Hela
 

and
 

SiHa
 

cells,after
 

transfecting
 

si-LINC00342
 

and
 

si-NCS,the
 

LINC00342
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.The
 

cellular
 

invasive
 

and
 

migration
 

were
 

detected
 

by
 

CCK-8/EdU
 

proliferation
 

test,Transwell
 

invasion
 

and
 

migration
 

test.Results The
 

data
 

sets
 

of
 

GSE6791
 

and
 

GSE63514
 

and
 

clinical
 

tissue
 

samples
 

all
 

showed
 

that
 

LINC00342
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tis-
sues

 

(P<0.05).The
 

clinical
 

tissue
 

samples
 

related
 

tests
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LINC00342
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

(HR=4.911,P=0.036
 

1);the
 

LINC00342
 

level
 

had
 

no
 

relation
 

with
 

the
 

factors
 

such
 

as
 

age
 

of
 

the
 

patients
 

and
 

tumor
 

histological
 

type
 

(P>0.05),but
 

was
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

tumor
 

size
 

and
 

tumor
 

stage
 

(P<0.05).The
 

cellular
 

experiments
 

showed
 

that
 

knocking
 

down
 

LINC00342
 

expression
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

abilities
 

of
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

(P<0.05).Conclusion LINC00342
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues,which
 

is
 

a
 

potential
 

biomar-
ker

 

of
 

the
 

occurrence,development
 

and
 

poor
 

prognosis
 

of
 

cervical
 

cancer.
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  宫颈癌是危害全球女性身体健康的主要恶性肿

瘤之一,是导致女性癌症相关死亡的第四大原因[1-2]。
近年来,宫颈癌发病年龄呈现出年轻化的趋势。多年

临床研究表明,高危型人乳头瘤病毒(human
 

papillo-
mavirus,HPV)的长期持续性感染与宫颈癌的发生、
发展密切相关[3-4]。宫颈癌筛查的广泛应用可有效提

高宫颈癌的早期发现率,同时,HPV疫苗的应用也可

以很大程度上减少宫颈癌新发病例[5-6]。然而,肿瘤

的转移和复发仍然是目前宫颈癌死亡的主要原因[7]。
因此,寻找治疗和预防宫颈癌的新靶点具有重要意

义。长 链 非 编 码 RNA(long
 

non-coding
 

RNA,ln-
cRNA)在 多 种 疾 病 的 发 生 进 展 中 发 挥 着 重 要 作

用[8-9]。相关研究表明,LINC00342在非小细胞肺癌

(non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)中表达上调,在
NSCLC发生、发展过程 中 发 挥 着 促 癌 作 用[10],且
LINC00342的高表达预示着 NSCLC患者的预后较

差[11]。还有研究表明,敲减LINC00342的表达可抑

制头颈鳞癌细胞的增殖、迁移和侵袭[12]。然而,目前

关于LINC00342对宫颈癌细胞的生物学影响尚不明

确。因此,本研究重点探索LINC00342在宫颈癌发

生、发展中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料

通过生物信息学分析从 GEO数据库(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中下载的宫颈癌数据

集(GSE6791和GSE63514)中分析差异表达的基因,
并从中筛选出潜在致癌基因LINC00342。所有临床

组织标本及临床资料来源于2018年1月至2021年1
月在本院接受手术的50例宫颈癌患者。纳入标准:
(1)术后病理确诊为宫颈癌;(2)具有完整的临床资料

及术后随访条件好;(3)生命体征平稳,能耐受手术;
(4)在本院进行初治,未行其他治疗。排除标准:(1)
既往有其他恶性肿瘤病史;(2)有新辅助化疗史、免疫

治疗史等;(3)其他手术禁忌证。临床组织切除后立

即冷冻并储存在液氮中,供后续研究。肿瘤分期和分

级标准按照国际妇产医师联合会(International
 

Fed-
eration

 

of
 

Gynecology
 

and
 

Obstetrics,FIGO)提出的

标准。所有患者签署知情同意书,本研究获得本院伦

理委员会批准(审批号:YX-Z-2023-038-01)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养、转染

人宫 颈 癌 细 胞 系 SiHa、HeLa、CaSki均 使 用

DMEM培养基(Gibco公司)+10%
 

胎牛血清(FBS)
进行培养。将

 

si-NC、si-LINC00342-1、si-LINC00342-
2分别转染至SiHa、HeLa细胞中,分为 NC组、si-
LINC00342-1组、si-LINC00342-2组用于后续实验,
引物序列见表1。

表1  siRNA序列

名称 方向 序列(5'-3')

LINC00342-1 正向 CCA
 

GCA
 

CUC
 

UCU
 

GGU
 

GAC
 

AUC
 

UUC
 

A

反向 UGA
 

AGA
 

UGU
 

CAC
 

CAG
 

AGA
 

GUG
 

CUG
 

G

LINC00342-2 正向 CCU
 

CAA
 

AGA
 

ACU
 

GUG
 

GAA
 

CUA
 

UGU
 

A

反向 UAC
 

AUA
 

GUU
 

CCA
 

CAG
 

UUC
 

UUU
 

GAG
 

G

si-NC 正向 UUC
 

UCC
 

GAA
 

CGU
 

GUC
 

ACG
 

UTT

反向 ACG
 

UGA
 

CAC
 

GUU
 

CGG
 

AGA
 

ATT

1.2.2 RNA提取及qRT-PCR
使用Trizol试剂(Invitrogen公司)从相关组织和

处理过的细胞中提取出总RNA。然后根据TaKaRa
 

PrimeScript
 

RT
 

Master
 

Mix说明书将总RNA逆转

录合成cDNA。按照SYBR
 

Green
 

(TaKaRa公司)说
明书进行实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative

 

real-time-polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR)检测

LINC00342的表达水平,并用罗氏LC480Ⅱ机器进行

检测。其中LINC00342以 GAPDH 为内参,基因的

表达水平采用2-ΔΔCt公式计算,引物序列见表2。
1.2.3 CCK-8实验

将处于对数生长期的细胞接种于96孔细胞培养

板中,细胞贴壁后进行细胞转染,于转染后的0、24、48
 

h分别加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,置入培养箱内孵育2
 

h后,使用酶标仪测定450
 

nm处的吸光度[A(450)值]。
1.2.4 EdU增殖实验

将转染好的细胞接种到96孔板中,细胞贴壁后,
每孔换100

 

μL含0.1%
 

EdU溶液(RiboBio公司)的
培养 基 孵 育2

 

h,用4%甲 醛 固 定,然 后 在0.5%
 

Triton
 

X-100中渗透。磷酸盐缓冲液反复洗涤后,用
Apollo染色液和 Hoechst反应液避光染色30

 

min。
用荧光显微镜(放大20倍)检测EdU的阳性率。
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1.2.5 Transwell迁移和侵袭实验

在迁移实验中,将2×104 细胞重悬于150
 

μL无

血清培养基中,接种于上室。同时,在下室加入600
 

μL完全培养基。37
 

℃、5%
 

CO2 条件下孵育24
 

h。
侵袭实验采用上室预涂100

 

μL
 

基质胶。其余实验步

骤同上。用4%多聚甲醛固定细胞后用0.5%结晶紫

溶液(Beyotime公司)染色。每个标本用200倍倒置

显微镜随机选取5个视野进行拍照。
表2  引物序列

名称 引物 序列(5'-3')

GAPDH 上游引物 GCA
 

CCG
 

TCA
 

AGG
 

CTG
 

AGA
 

AC
下游引物 GGA

 

TCT
 

CGC
 

TCC
 

TGG
 

AAG
 

ATG
LINC00342 上游引物 ACT

 

ACA
 

GTG
 

GCA
 

GAC
 

AGA
 

CC
下游引物 AAC

 

AGA
 

GCT
 

CTT
 

GAC
 

CTA
 

TAA
 

AGT

1.3 统计学处理

所有数据分析采用SPSS26.0统计软件分析,

GraphPad
 

Prism
 

8.0软件进行作图。计数资料以例

数表示,比较采用χ2 检验,Kaplan-Meier法比较组间

差异。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 生物信息学分析

通过搜索关键词“宫颈癌”和“GPL570”,从GEO
数据集中筛选出GSE6791[13]、GSE63514[14]。通过对

两个数据的原始微阵列数据进行生物信息学分析,发
现存 在 多 个 差 异 表 达 基 因,见 图 1A、1C,其 中

LINC00342在两个数据集中均存在差异化表达。与

正常宫颈组织相比,宫颈癌组织中LINC00342的表

达明显上调,见图1B、1D。

2.2 临床验证

在50例宫颈癌组织及其癌旁正常组织标本中检

测LINC00342的表达水平,采用配对t检验法比较两

组间差异。同样地,与正常宫颈组织相比,宫颈癌组

织中 LINC00342 表 达 明 显 上 调,见 图 2A。根 据

LINC00342在宫颈癌组织中表达水平中位值为界,将
50例宫颈癌患者分为低表达组(n=25)和高表达组

(n=25),见图2B。LINC00342表达与宫颈癌患者的

病理特征的相关性分析显示,LINC00342的表达水平

与肿 瘤 大 小(P =0.046
 

9)和 FIGO 分 期 (P =
0.018

 

4)有关,而与年龄、组织学亚型、HPV 感染、

SCC数值等临床特征无关,见表3。Kaplan-Meier分

析显示,高表达的LINC00342与宫颈癌患者不良预

后相关(P=0.0361),见图2C。

  A.GSE6791中的差异表达基因(红色代表高表达;蓝色代表低表达);B.GSE6791中LINC00342表达水平;C.GSE63514中的差异表达基因

(红色代表高表达;蓝色代表低表达);D.GSE63514中LINC00342表达水平;a:P<0.001。

图1  GEO数据库中LINC00342在宫颈癌组织中表达情况
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  A.宫颈癌组织及正常宫颈组织中LINC00342的表达情况;B.宫颈癌组织中LINC00342的表达水平分组;C.LINC00342表达与宫颈癌患者预

后呈负相关(log-rank检验);a:P<0.05。

图2  临床组织中LINC00342在宫颈癌组织中的表达情况

表3  宫颈癌患者临床病理特征与LINC00342
   表达的关系(n)

项目 n
低表达组

(n=25)
高表达组

(n=25)
P

年龄 0.776
 

7

 <50岁 27 13 14

 ≥50岁 23 12 11
组织学亚型 0.221

 

4

 鳞癌 43 23 20

 其他类型 7 2 5
肿瘤大小 0.046

 

9

 ≤4
 

cm 38 22 16

 >4
 

cm 12 3 9

FIGO分期 0.018
 

4

 Ⅰ~Ⅱ期 45 25 20

 Ⅲ~Ⅳ期 5 0 5

HPV感染 0.312
 

4

 有 49 25 24

 无 1 0 1

SCC数值 0.555
 

7

 正常 18 8 10

 升高 32 17 15

2.3 LINC00342在宫颈癌细胞中的表达情况

LINC00342在宫颈癌细胞系HeLa和SiHa细胞

中的表达水平相对较高,见图3A,因此筛选这两株细

胞用于后续实验。为了研究LINC00342在宫颈癌细

胞中的潜在功能作用,首先通过转染siRNAs
 

(si-
LINC00342-1,si-LINC00342-2)来 敲 低 LINC00342
在宫颈癌中的表达,然后采用qRT-PCR来检测转染

效率。与转染si-NC的细胞相比,转染si-LINC00342
的HeLa和SiHa细胞的LINC00342表达明显降低,
其中si-LINC00342-1的转染效率最高,见图3B,因此

选用si-LINC00342-1用于后续转染实验中。

2.4 CCK-8、EdU、Transwell实验结果

CCK-8实验表明,敲低LINC00342的水平可明

显抑制 HeLa和SiHa细胞的体外增殖能力,见图

4A。同样地,EdU实验结果表明,LINC00342在宫颈

癌细胞中表达下降可明显抑制 HeLa和SiHa细胞的

体外增殖能力,见图4B。Transwell实验表明,下调

LINC00342的表达可明显降低了宫颈癌细胞的迁移

和侵袭,见图4C、4D。

6323 重庆医学2024年11月第53卷第21期



  A.宫颈癌细胞中LINC00342的表达情况;B.siRNAs在宫颈癌细胞中对LINC00342表达的干扰作用;a:P<0.01;b:P<0.05,与LINC00342-

1组比较。

图3  LINC00342在宫颈癌细胞中的表达情况

  A.CCK-8实验验证LINC00342对宫颈癌细胞增殖能力的影响;B.EdU实验验证LINC00342对宫颈癌细胞增殖能力的影响,荧光染色(20
×);C.Transwell侵袭实验验证LINC00342对宫颈癌细胞侵袭能力的影响,结晶紫染色(200×);D.Transwell迁移实验验证LINC00342对宫颈癌

细胞迁移能力的影响,结晶紫染色(200×);a:P<0.05,与LINC00342-1组比较。

图4  LINC00342在宫颈癌细胞中的促癌作用

3 讨  论

  迄今为止宫颈癌仍是全球范围内致使女性癌症

相关死亡的主要原因之一[15]。在过去的几年里,对局

部晚期和转移性宫颈癌的诊断和治疗都有了明显提

高。如果宫颈癌被发现时期较早,那现有的治疗方法

十分有效,而宫颈癌的早期发现通常依赖于定期的宫

颈癌筛查。但由于巴氏刮片和宫颈活检等诊断方法

都是有创的,使得部分女性抗拒接受常规宫颈筛查,
进而影响了疾病的早期发现。此外,癌细胞在一段时

间内有产生耐药性的趋势,使现有的治疗方法效果下

降甚至无效。因此寻找新型有效的治疗靶点及早期

诊断方式成为目前研究的重点。
随着高通量测序技术及生物信息学的广泛应用,

大量研究发现lncRNA在人类疾病中发挥着不可或

缺的生物学功能[16-17]。lncRNA是长度大于200
 

bp
的非编码RNA,是基因表达调控中的关键参与者,从
转录水平到翻译后修饰等多个水平参与影响蛋白功

能,发挥调控影响的机制多种多样[18]。lncRNA根据

其作用机制可大致分为3类[18]:(1)在染色质水平上

发挥作用,lncRNA可通过诱导染色质结构的表观遗

传变化发挥影响,最终影响基因表达;(2)在转录水平

上,lncRNA通过改变转录机制的组织并影响相关因
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子和酶的活性来调节基因表达,这种控制水平明显影

响了细胞的转录输出;(3)在转录后水平上,lncRNA
与mRNA和miRNAs发生复杂的相互作用,从而调

节关键RNA分子的表达水平。而lncRNA在调节宫

颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭方面具有关键的调节作

用。例如,lncRNA-UICC在宫颈癌中高表达,在体内

和体外实验中验证其均可加速宫颈癌细胞的生长和

转移[19];此 外,有 研 究 表 明,高 表 达 的 lncRNA
 

HOXD-AS1通过激活Ras/ERK信号通路来调节宫

颈癌细胞的增殖[20]。据报道,敲低LINC00511会削

弱HeLa和C33A细胞的增殖、迁移和侵袭[21]。在另

一项研究中,LINC00511在宫颈癌组织中的表达增

加,LINC00511过表达明显促进 HeLa细胞的增殖并

抑制细胞凋亡[22]。
LINC00342属基因间lncRNA,位于2q11.1,前

期研究表明其在胃癌[23-24]、结直肠癌[25]、肺鳞癌[26]、
乳腺癌[27]、慢性肾病[28]、肾癌[29]等多种疾病中表达增

加,且 在 肿 瘤 发 生、发 展 中 发 挥 重 要 作 用。然 而,
LINC00342在宫颈癌中的生物学功能和临床意义尚

不明确。本研究提取GEO数据库中下载的两个宫颈

癌数据集(GSE6791和 GSE63514)进行生物信息学

分析,率先发现LINC00342在宫颈癌组织中明显高

于正常宫颈组织。进一步在人群中进行验证,50例宫

颈癌组织中LINC00342的表达水平高于癌旁的正常

宫颈组织,且LINC00342的高表达与患者的不良预

后相关,进一步分析发现LINC00342水平与患者年

龄、肿瘤组织学类型等因素无关,但与肿瘤大小、FI-
GO分期密切相关(P<0.05)。进一步体外实验表

明,敲减LINC00342在宫颈癌细胞系中的表达能抑

制宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭。
综上所述,LINC00342在宫颈癌组织中表达水平

上调,且 其 高 表 达 与 患 者 的 不 良 预 后 有 关,敲 减

LINC00342的表达可抑制宫颈癌细胞的恶性生物学

行为,其在宫颈癌中作为生物标志物和治疗靶点显示

出了巨大的潜力。但本研究尚存在不足之处,后续研

究会进一步加强体内动物实验的研究,深入探讨

LINC00342在宫颈癌中发挥促癌作用的致病机制。
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