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LINC01296调控Wnt/β-catenin信号通路影响

SK-N-SH细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭
王青松  夏鹰*  陈焕雄

(海口市人民医院, 神经外科, 海口 570000)

摘要      该研究探讨长链非编码RNA LINC01296(lncRNA LINC01296)是否通过调控Wnt/β-连环

蛋白(Wnt/β-catenin)信号通路而调节人神经母细胞瘤细胞SK-N-SH增殖、凋亡、迁移及侵袭。采用

qRT-PCR法检测神经母细胞瘤组织与瘤旁组织中LINC01296的表达水平; 体外培养SK-N-SH细胞, 随
机分为Control组 (正常培养SK-N-SH细胞 )、si-NC组 (si-NC转染至SK-N-SH细胞 )、si-LINC01296组
(si-LINC01296转染至SK-N-SH细胞)、LiCl组(Wnt/β-catenin信号通路激活剂处理SK-N-SH细胞)、si-
LINC01296+LiCl组 (si-LINC01296与LiCl共同处理SK-N-SH细胞 ); 采用甲基噻唑基四唑 (MTT)与克

隆形成实验检测细胞增殖能力; Transwell小室实验检测细胞迁移及侵袭能力; 流式细胞术检测细胞

凋亡率; 蛋白免疫印迹法(Western blot)检测增殖标记蛋白细胞增殖核抗原-67(Ki67)、神经型钙黏蛋

白(N-cadherin)、上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)、活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶3(cleaved-
caspase3)、Wnt1、β-catenin蛋白表达量。结果显示与瘤旁组织比较, 神经母细胞瘤组织中LINC01296
的表达水平降低(P<0.05); 与si-NC组比较, si-LINC01296组细胞活力显著降低(P<0.05), 克隆形成数、

迁移细胞数、侵袭细胞数显著减少(P<0.05), 凋亡率显著升高(P<0.05), Wnt1、β-catenin、Ki67、N-
cadherin蛋白水平显著降低(P<0.05), E-cadherin、cleaved-caspase3蛋白水平显著升高(P<0.05); 激活

Wnt/β-catenin信号通路可部分逆转干扰LINC01296表达对SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡的

影响(P<0.05); 与LiCl组比较, si-LINC01296+LiCl组细胞活力显著降低(P<0.05), 克隆形成数、迁移细

胞数、侵袭细胞数显著减少(P<0.05), 凋亡率显著升高(P<0.05), Wnt1、β-catenin、Ki67、N-cadherin
蛋白水平显著降低(P<0.05), E-cadherin、cleaved-caspase3蛋白水平显著升高(P<0.05)。该研究得出, 
干扰LINC01296表达可抑制SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭及诱导细胞凋亡, 其作用机制可能与抑

制Wnt/β-catenin信号通路的激活有关。
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LINC01296 Regulates Wnt/β-catenin Signaling Pathway and Affects 
SK-N-SH Cell Proliferation, Apoptosis, Migration and Invasion

WANG Qingsong, XIA Ying*, CHEN Huanxiong
(Department of Neurosurgery, Haikou People’s Hospital, Haikou 570000, China)

Abstract       This study was to investigate whether lncRNA LINC01296 could regulate the proliferation, 
apoptosis, migration and invasion of human neuroblastoma cell SK-N-SH by regulating Wnt/β-catenin signaling 
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pathway. The qRT-PCR method was used to detect the expression level of LINC01296 in neuroblastoma tissues 
and adjacent tissues. SK-N-SH cells were cultured in vitro and randomly divided into Control group (normally 
cultured SK-N-SH cells), si-NC group (si-NC transfected to SK-N-SH cells), si-LINC01296 group (si-LINC01296 
transfected into SK-N-SH cells), LiCl group (Wnt/β-catenin signaling pathway activator treated SK-N-SH cells), si-
LINC01296+LiCl group (si-LINC01296 and LiCl co-treated SK-N-SH cells). MTT and clone formation experiments 
were used to detect the cell proliferation ability. Transwell cell test was used to detect cell migration and invasion abili-
ties. Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate. Western blot was used to detect the expression of Ki67, N-
cadherin, E-cadherin, cleaved-caspase3, Wnt1, β-catenin protein. Compared with adjacent tissues, the expression level 
of LINC01296 in neuroblastoma tissues was reduced (P<0.05). Compared with the si-NC group, the cell viability of 
the si-LINC01296 group was significantly reduced (P<0.05); the number of clone formation, the number of migrated 
cells, and the number of invasive cells were significantly reduced (P<0.05), and the apoptosis rate was significantly 
increased (P<0.05 ); the levels of Wnt1, β-catenin, Ki67, N-cadherin proteins were significantly reduced (P<0.05); the 
levels of E-cadherin, cleaved-caspase3 proteins were significantly increased (P<0.05). Activation of the Wnt/β-catenin 
signaling pathway could partially reverse the effect of interfering with the expression of LINC01296 on the prolifera-
tion, migration, invasion and apoptosis of SK-N-SH cells (P<0.05). Compared with the LiCl group, the cell viability 
of the si-LINC01296+LiCl group was significantly reduced (P<0.05); the number of clone formation, migrated cells, 
and invasion cells were significantly reduced (P<0.05), and the apoptosis rate was significantly increased (P<0.05 ); 
the levels of Wnt1, β-catenin, Ki67, N-cadherin proteins were significantly reduced (P<0.05); the levels of E-cadherin 
and cleaved-caspase3 proteins were significantly increased (P<0.05). Interference with the expression of LINC01296 
could inhibit the proliferation, migration, invasion and apoptosis of SK-N-SH cells, and its mechanism might be re-
lated to inhibiting the activation of Wnt/β-catenin signaling pathway.

Keywords        lncRNA LINC01296; Wnt/β-catenin signaling pathway; SK-N-SH cells; proliferation; 
migration; invasion; apoptosis

神经母细胞瘤是临床常见的一种神经系统恶性

肿瘤, 近年来, 我国神经母细胞瘤发病率逐年上升, 常
发生于儿童时期, 已严重影响患儿的身体健康, 由于

神经母细胞瘤细胞增殖异常导致患儿预后很差, 关
于神经母细胞瘤发病机制尚未完全阐明 [1-2]。长链非

编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)属于内源

性非编码RNA分子 , 其在肿瘤中表达异常并可能调

控细胞增殖及分化等过程从而参与神经母细胞瘤等

多种肿瘤发生及发展过程 [3-4]。lncRNA LINC01296
在结直肠癌细胞中表达上调, 并可促进结直肠癌的

进展[5]。但LINC01296在神经母细胞瘤中的表达情

况及其作用机制尚未阐明。Wnt/β-连环蛋白(Wnt/
β-catenin)信号通路可参与细胞增殖、凋亡等生物学

过程, Wnt/β-catenin信号通路被激活后可通过上调

β-catenin表达而促进细胞增殖相关蛋白表达从而促

进细胞增殖[6]。但LINC01296是否可通过调控Wnt/
β-catenin信号通路从而影响人神经母细胞瘤细胞

SK-N-SH增殖、凋亡、迁移及侵袭尚未可知。因此, 

本研究主要探讨LINC01296对SK-N-SH细胞增殖、

凋亡、迁移及侵袭的影响, 探究其对Wnt/β-catenin
信号通路的调控作用, 为神经母细胞瘤的靶向治疗

提供新方向。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

1.1.1   一般资料      神经母细胞瘤组织及癌旁组织: 
选取本院2017年1月至2018年10月收治的27例神经

母细胞瘤患者为研究对象, 其中男17例, 女10例, 年
龄1~13岁, 平均年龄(5.63±2.25)岁, 所有患者均经病

理证实为神经母细胞瘤, 术中切除神经母细胞瘤组

织及癌旁组织。本研究经本院伦理委员会批准, 所
有患者及家属知情且签署同意书。

1.1.2   细胞与试剂      人神经母细胞瘤细胞SK-N-
SH购自美国ATCC公司; Wnt/β-catenin信号通路激活

剂LiCl购自美国Amresco公司 ; DMEM、胎牛血清

购自美国Gibco公司; Lipofectamine 2000、胰蛋白酶
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购自美国Thermo Fisher公司 ; LINC01296小分子干

扰RNA(si-LINC01296) (ACG UAG CAG CAU GUC 
G)、乱序无意义阴性序列(si-NC) (UAG UGU CUA 
UCU AGU AGU)购自广州锐博生物科技有限公司; 
Trizol试剂、甲基噻唑基四唑(methyl thiazolyl tetra-
zolium, MTT)购自北京索莱宝科技有限公司; 反转录

与荧光定量检测试剂盒购自日本TaKaRa公司; 细胞

凋亡检测试剂盒购自美国Sigma公司; Transwell小室

购自美国Corning公司; Matrigel基质胶购自美国BD
公司; RIPA裂解液购自北京全式金生物技术有限公

司; 兔抗人增殖标记蛋白细胞增殖核抗原67(Ki67)
(货号: sc-23900)、神经型钙黏蛋白(N-cadherin)
(货号: sc-8424)、上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)(货
号: sc-8426)、活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水 解 酶3(cleaved-caspase3)(货号: sc-7272)购自美国

Santa Cruz公司; 兔抗人Wnt1(货号: ab15251)购自美

国Abcam公司 ; 兔抗人β-连环蛋白 (β-catenin)(货号 : 
AC106)购自碧云天生物技术研究所; HRP标记的山

羊抗兔二抗(货号: 3310-1)购自武汉艾美捷科技有限

公司。

1.2   方法

1.2.1   实验分组      SK-N-SH细胞培养于含有10%
胎牛血清、100 U/mL青霉素与100 μg/mL链霉素的

DMEM培养基中, 置于37 °C、5% CO2培养箱培养, 
取对数生长期细胞接种于6孔板(3×104个/孔), 随
机分为Control组 (正常培养的细胞 48 h)、si-NC组

(si-NC转染至SK-N-SH细胞 48 h)、si-LINC01296
组 (si-LINC01296转染至SK-N-SH细胞48 h)、LiCl
组(添加浓度为10 mmol/L LiCl的培养基培养SK-
N-SH细 胞 48 h)[7]、si-LINC01296+LiCl组 (si-
LINC01296转染至SK-N-SH细胞6 h后将培养基更

换为含有浓度为10 mmol/L LiCl的培养基培养SK-
N-SH细胞48 h)。
1.2.2   实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测

细胞中LINC01296的表达水平      收集Control组、

si-NC组、si-LINC01296组SK-N-SH细胞, 采用Trizol
法提取细胞中总RNA, 应用Nanodrop2000c超微量

分光光度计检测RNA浓度。LINC01296正向引物

5ʹ-ACA TAG GAG ATC GAG GCT GC-3ʹ, 反向引物

5ʹ-AGC ATT CCT GAG TCA GCC T-3ʹ; GAPDH正向

引物5ʹ-AAC GGA TTT GGT CGT ATT G-3ʹ, 反向引

物5ʹ-GGA AGA TGG TGA TGG GAT T-3ʹ, 引物由上海

生工生物工程股份有限公司设计合成。反转录得到

cDNA, 以cDNA为模板进行qRT-PCR扩增, 反应体系: 
10× PCR Buffer 2.5 μL, MgSO4 2.5 μL, dNTPs 2.5 μL, 
正反向引物各0.5 μL, cDNA 2 μL, RNase-Free ddH2O
补足体系至25 μL; 反应条件: 95 °C 60 s; 95 °C 60 s, 
58 °C 30 s, 72 °C 30 s, 共36次循环。LINC01296以
GAPDH为内参, 采用2–ΔΔCt法计算LINC01296相对表

达量。

1.2.3   MTT检测细胞增殖      收集各组SK-N-SH细

胞接种于96孔板(1×104个/孔), 每孔加入20 μL质量

浓度为5 mg/mL的MTT溶液, 继续培养4 h, 弃上清, 
每孔加入150 μL DMSO, 室温避光孵育5 min, 应用

酶标仪检测各孔吸光度(D)值。

1.2.4   平板克隆形成实验      取各组SK-N-SH细胞, 
按照每孔1 000个的密度接种于6孔板, 置于培养箱

内培养, 每2天更换1次培养基, 继续培养14天, 弃培

养基, 采用预冷PBS洗涤细胞, 加入甲醇(500 μL/孔), 
置于–20 °C冰箱内孵育20 min, 弃甲醇, 加入1%结晶

紫染色液(400 μL/孔)染色15 min, 回收结晶紫染液, 
蒸馏水洗涤3 min, 晾干、拍照。

1.2.5   Transwell实验检测细胞迁移与侵袭      Tran-
swell小室实验检测细胞迁移及侵袭。细胞迁移实

验: 取对数生长期SK-N-SH细胞, 加入培养基制备

细胞悬液(5×104个/mL), 按照每孔200 μL的密度加入

Transwell小室的上室 , Transwell小室的下室加入含

有10%胎牛血清的培养液, 置于培养箱内继续孵育

24 h, 取出小室, 采用PBS洗涤, 依次分别使用多聚甲

醛固定20 min与0.1%结晶紫染液染色10 min, 观察

迁移细胞数。细胞侵袭实验: 实验前需使用培养基

稀释Matrigel基质胶, 将Matrigel基质胶稀释液加入

Transwell小室的上室(40 μL/孔), 置于培养箱内孵育

5 h, 后续实验步骤同细胞迁移实验, 置于显微镜下

观察侵袭细胞数。

1.2.6   流式细胞术检测细胞凋亡率      取各组SK-N-
SH细胞, 预冷PBS洗涤, 弃上清, 收集细胞沉淀, 加入

500 μL结合缓冲液重悬细胞, 分别加入5 μL Annexin 
V-FITC与5 μL PI, 室温振荡孵育10 min, 应用FACS 
Calibur流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。

1.2.7   蛋白免疫印迹(Western blot)检测Wnt1、β-catenin、
Ki67、N-cadherin、E-cadherin、cleaved-caspase3蛋白

表达      取各组SK-N-SH细胞, 加入500 μL RIPA裂

解液, 冰上孵育30 min, 4 °C条件下3 000 r/min离心
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6 min, 提取细胞总蛋白。采用BCA法检测蛋白浓度, 
蛋白样品中加入5× SDS上样缓冲液, 沸水煮10 min, 
蛋白变性, 采用SDS-PAGE分离蛋白, 转移至PVDF
膜, 5%脱脂奶粉室温封闭2 h, 分别加入一抗稀释液

C孵育过夜, TBST洗涤, 分别加入二抗° 4 ,(000 1׃1)

稀释液(1000 2׃), 室温孵育1 h, TBST洗涤, 滴加ECL, 
暗室内曝光显影, 应用Image J软件分析各条带灰度

值。

1.3   统计学处理

采用SPSS 21.0统计学软件分析数据, 计量资

料以(x
_
±s)表示且均符合正态分布, 两组间比较采用

独立样本t检验, 多组间比较采用单因素方差分析, 
P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   qRT-PCR检测LINC01296在各个分组处理

的SK-N-SH中的表达

与瘤旁组织比较, 神经母细胞瘤组织中LINC01296
的表达水平降低 (P<0.05); 与Control组、si-NC组比

较, si-LINC01296组LINC01296的表达水平显著降低

(P<0.05)(表1和表2)。
2.2   MTT法检测各个分组处理的SK-N-SH细胞

活性

与si-NC组比较, si-LINC01296组细胞活力显著降

低(P<0.05); 与si-LINC01296组比较, si-LINC01296+LiCl
组细胞活力显著升高 (P<0.05); 与LiCl组比较 , si-
LINC01296+LiCl组细胞活力显著降低(P<0.05)(表3)。

表1   LINC01296在神经母细胞瘤中的表达

Table 1   Expression of LINC01296 in neuroblastoma
组别

Groups
n LINC01296

Peritumoral tissue 27 1.01±0.13
Neuroblastoma tissue 27 0.28±0.03*
t 28.431
P 0

*P<0.05, 与瘤旁组织组相比。

*P<0.05 compared with the peritumoral tissue group.

表2   LINC01296的表达

Table 2   Expression of LINC01296
组别

Groups
LINC01296

Control 0.99±0.07
si-NC 1.00±0.10
si-LINC01296 0.22±0.03*#

F 342.171
P 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比;  #P<0.05, 与si-NC组相比。

n=9, *P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with si-NC group.

表3   各个分组处理的SK-N-SH细胞活性

Table 3   Activity of SK-N-SH cells treated by each group
组别

Groups
D值

D value
Control 0.81±0.06
si-NC 0.81±0.07
si-LINC01296 0.38±0.04*#

LiCl 1.31±0.07*#&

si-LINC01296+LiCl 0.68±0.05*#&@

F 289.980
P 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-LINC01296组相比; @P<0.05, 与LiCl组相比。

n=9, *P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-LINC01296 
group; @P<0.05 compared with LiCl group.
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2.3   克隆形成实验检测各个分组处理的SK-N-SH
克隆形成数

与 si-NC组比较 , si-LINC01296组克隆形成

数显著减少 (P<0.05); 与 si-LINC01296组比较 , si-
LINC01296+LiCl组克隆形成数显著增多 (P<0.05); 
与LiCl组比较 , si-LINC01296+LiCl组克隆形成数显

著减少(P<0.05)(图1和表4)。
2.4   Tranwell检测各个分组处理的SK-N-SH迁移

侵袭数

与 si-NC组比较 , si-LINC01296组迁移细胞数、

侵袭细胞数显著减少 (P<0.05); 与 si-LINC01296
组比较 ,  si-LINC01296+LiCl组迁移细胞数、侵

袭细胞数显著增多 (P<0.05); 与 LiCl组比较 , si-
LINC01296+LiCl组迁移细胞数、侵袭细胞数显著

减少(P<0.05)(图2和表5)。
2.5   流式细胞检测各个分组处理的SK-N-SH凋亡率

与 si-NC组比较 , si-LINC01296组凋亡率显

著升高 (P<0.05);  与 si-LINC01296组比较 ,  s i-
LINC01296+LiCl组凋亡率显著降低 (P<0.05); 与
LiCl组比较, si-LINC01296+LiCl组凋亡率显著升高

(P<0.05)(图3和表6)。
2.6   各个分组处理的SK-N-SH中Wnt/β-catenin
信号通路的表达

与si-NC组比较, si-LINC01296组Wnt1、β-catenin

图1   克隆形成数的检测

Fig.1   Detection of clone formation number

Control si-NC LiClsi-LINC01296 si-LINC01296+LiCl

Control si-NC LiClsi-LINC01296 si-LINC01296+LiCl

Control si-NC LiClsi-LINC01296 si-LINC01296+LiCl

表4   各个分组处理的SK-N-SH克隆形成数的检测

Table 4   Detection of SK-N-SH clone formation number in each group
组别

Groups
克隆形成数

Clone formation number

Control 97.44±5.23

si-NC 97.00±6.90

si-LINC01296 41.22±3.71*#

LiCl 151.11±5.82*#&

si-LINC01296+LiCl 79.11±4.58*#&@

F 492.579

P 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-LINC01296组相比; @P<0.05, 与LiCl组相比。

n=9, *P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-LINC01296 
group; @P<0.05 compared with LiCl group.
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图2   迁移侵袭数的检测

Fig.2   Detection of the number of migration and invasion

表5   各个分组处理的SK-N-SH迁移侵袭数的检测

Table 5   Detection of the number of SK-N-SH migration and invasion of each group 
组别

Groups
迁移细胞数

Number of migrating cells
侵袭细胞数

Number of invasion cells

Control 185.56±7.07 128.22±6.12

si-NC 184.44±5.96 127.44±8.58

si-LINC01296 90.11±4.65*# 61.67±4.92*#

LiCl 256.44±7.59*#& 183.33±5.03*#&

si-LINC01296+LiCl 156.78±5.43*#&@ 104.00±3.94*#&@

F 832.407 497.503

P 0 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-LINC01296组相比; @P<0.05, 与LiCl组相比。 
n=9, *P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-LINC01296 
group; @P<0.05 compared with LiCl group.

蛋白水平显著降低(P<0.05); 与si-LINC01296组比较, si-
LINC01296+LiCl组Wnt1、β-catenin蛋白水平显著升高

(P<0.05); 与LiCl组比较 , si-LINC01296+LiCl组Wnt1、
β-catenin蛋白水平显著降低(P<0.05)(图4和表7)。

2.7   Western检测各个分组处理的SK-N-SH中

Ki67、E-cadherin、N-cadherin、cleaved-caspase3
蛋白的表达

与si-NC组比较, si-LINC01296组Ki67、N-cadherin
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图3   凋亡率的检测

Fig.3   Detection of apoptosis rate

表6   各个分组处理的SK-N-SH细胞凋亡率的检测

Table 6   Detection of apoptosis rate of SK-N-SH cell in each group
组别

Groups
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Control 8.00±0.40

si-NC 7.90±0.49

si-LINC01296 20.67±0.66*#

LiCl 2.76±0.40*#&

si-LINC01296+LiCl 12.57±0.58*#&@

F 1524.881

P 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-LINC01296组相比; @P<0.05, 与LiCl组相比。 
n=9, *P<0.05, compared with Control group; #P<0.05, compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-LINC01296 
group; @P<0.05, compared with LiCl group.
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图4   Wnt/β-catenin信号通路的表达

Fig.4   The expression of Wnt/β-catenin signaling pathway
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表7   各个分组处理的SK-N-SH中Wnt/β-catenin信号通路的表达

Table 7   Expression of Wnt/β-catenin signaling pathway in SK-N-SH treated by each group
组别

Groups
Wnt1 β-catenin

Control 0.67±0.05 0.77±0.05

si-NC 0.66±0.07 0.79±0.05

si-LINC01296 0.24±0.02*# 0.27±0.02*#

LiCl 0.87±0.06*#& 1.17±0.06*#&

si-LINC01296+LiCl 0.53±0.03*#&@ 0.62±0.04*#&@

F 197.305 448.217

P 0 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-LINC01296组相比; @P<0.05, 与LiCl组相比。

n=9, *P<0.05, compared with Control group; #P<0.05, compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-LINC01296 
group; @P<0.05, compared with LiCl group.
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蛋白水平显著降低 (P<0.05), E-cadherin、cleaved-
caspase3蛋白水平显著升高(P<0.05); 与si-LINC01296
组比较 , si-LINC01296+LiCl组Ki67、N-cadherin蛋
白水平显著升高 (P<0.05), E-cadherin、cleaved-cas-
pase3蛋白水平显著降低 (P<0.05); 与LiCl组比较 , si-
LINC01296+LiCl组Ki67、N-cadherin蛋白水平显著降

低(P<0.05), E-cadherin、cleaved-caspase3蛋白水平显

著升高(P<0.05)(图5和表8)。

3   讨论
神经母细胞瘤发病率在全世界范围内增加, 目

前临床主要采用手术与化疗等方法进行治疗, 但患

者预后仍然很差, 神经母细胞瘤发生及发展过程涉

及多种基因或信号通路的异常表达, 并可影响细胞

增殖、凋亡等生物学行为, 既往研究显示, lncRNA

表达上调或下调可能通过影响神经母细胞瘤细胞增

殖及凋亡等生物学过程从而参与肿瘤发生及发展过

程[8-10]。但lncRNA在神经母细胞瘤发生及发展过程

中的作用机制尚未完全阐明, 因而本研究积极探寻

新型lncRNA分子并探究其在神经母细胞瘤发生及

发展过程中的可能作用机制。

LINC01296在膀胱尿路上皮癌中表达上调并

可能促进癌细胞增殖及转移[11]。LINC01296在前

列腺癌中表达上调, 其表达量升高与前列腺癌患

者不良预后相关, 并可促进癌细胞增殖及转移[12]。

LINC01296表达上调可促进胃癌细胞增殖[13]。与上

述研究结果相似, 本研究结果显示LINC01296在神

经母细胞瘤细胞中表达上调, 因而采用小RNA干扰

技术降低神经母细胞瘤细胞中LINC01296的表达, 
结果显示, 干扰LINC01296表达后神经母细胞瘤细

表8   Ki67、E-cadherin、N-cadherin、cleaved-caspase3蛋白的表达

Table 8   Expression of Ki67, E-cadherin, N-cadherin and cleaved-caspase3 proteins
组别

Groups
Ki67 E-cadherin N-cadherin cleaved-caspase3

Control 0.60±0.04 0.13±0.02 0.69±0.06 0.19±0.02

si-NC 0.61±0.05 0.13±0.01 0.68±0.05 0.20±0.02

si-LINC01296 0.19±0.02*# 0.56±0.04*# 0.22±0.02*# 0.62±0.05*#

LiCl 0.90±0.05*#& 0.05±0.01*#& 0.94±0.05*#& 0.07±0.01*#&

si-LINC01296+LiCl 0.47±0.03*#&@ 0.25±0.02*#&@ 0.55±0.04*#&@ 0.28±0.03*#&@

F 376.690 698.885 292.627 454.919

P 0 0 0 0

n=9, *P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-LINC01296组相比; @P<0.05, 与LiCl组相比。

n=9, *P<0.05, compared with Control group; #P<0.05, compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-LINC01296 group; @P<0.05, com-
pared with LiCl group.

图5   Ki67、E-cadherin、N-cadherin、cleaved-caspase3蛋白的表达

Fig.5   Expression of Ki67, E-cadherin, N-cadherin and cleaved-caspase3 proteins
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胞增殖能力显著减弱, 并可抑制Ki67的表达。研究

表明, Ki67在肿瘤细胞中表达水平升高可促进细胞

增殖[14]。肿瘤细胞转移的分子机制与上皮–间质转

化 (epithelial-mesenchymal transitions, EMT)密切相

关, 上皮细胞标志物E-cadherin表达下调可促进EMT
从而促进肿瘤细胞迁移及侵袭, 而间充质细胞标志

物N-cadherin表达下调可抑制EMT从而抑制肿瘤细

胞迁移及侵袭[15]。本研究结果显示, 干扰LINC01296
表达后神经母细胞瘤细胞迁移及侵袭能力明显减

弱, E-cadherin表达上调, 而N-cadherin表达下调, 提
示干扰LINC01296表达可抑制神经母细胞瘤细胞迁

移及侵袭。细胞增殖与凋亡失衡是神经母细胞瘤发

生的重要原因之一, caspase3是细胞凋亡执行因子, 
线粒体释放细胞色素C后可激活caspase级联反应从

而促进caspase3活化形成cleaved-caspase3进而诱导

细胞凋亡[16]。本研究结果显示, 干扰LINC01296表
达后神经母细胞瘤细胞凋亡率显著升高, 并可促进

cleaved-caspase3表达, 提示干扰LINC01296表达可

促进神经母细胞瘤细胞凋亡。

Wnt/β-catenin信号通路可调控细胞增殖、迁

移及侵袭等生物学过程, 信号通路被激活后可促进

β-catenin表达从而促进Cyclin D1等细胞增殖及凋

亡相关蛋白表达进而影响肿瘤发生及发展过程, 抑
制Wnt/β-catenin信号通路活化可抑制胃癌细胞增

殖、迁移及侵袭, 并可诱导细胞凋亡[17-18]。β-catenin
是Wnt/β-catenin信号通路中关键蛋白, 其在肿瘤发

展过程中发挥癌基因作用, Wnt属于细胞生长信号

因子, 并可促进GSK-3β发生磷酸化而抑制β-catenin
降解, β-catenin由细胞质转移至细胞核中可激活下

游E-cadherin等蛋白的转录从而调控细胞增殖、迁

移及侵袭等生物学过程[19]。本研究结果显示, 干
扰LINC01296表达后神经母细胞瘤细胞中Wnt1、
β-catenin蛋白水平显著降低, 提示干扰LINC01296
表达可能通过抑制Wnt/β-catenin信号通路的激活从

而影响神经母细胞瘤细胞增殖、迁移、侵袭及凋

亡。为进一步探究LINC01296通过调控Wnt/β-catenin
信号通路发挥作用, 本研究在干扰LINC01296表
达的神经母细胞瘤细胞中添加Wnt/β-catenin信号

通路的激活剂LiCl, 结果显示单独添加LiCl可激活

Wnt/β-catenin信号通路从而促进神经母细胞瘤细

胞增殖、迁移及侵袭, 并可抑制细胞凋亡, 而干扰

LINC01296表达与LiCl共同处理可明显降低干扰

LINC01296表达对神经母细胞瘤细胞增殖、凋亡、

迁移及侵袭的影响。提示干扰LINC01296表达可能

通过抑制Wnt/β-catenin信号通路的活化从而抑制神

经母细胞瘤细胞增殖、迁移及侵袭, 诱导细胞凋亡。

综上所述, 干扰LINC01296表达可抑制神经母

细胞瘤细胞SK-N-SH增殖、迁移及侵袭, 并可促进

细胞凋亡, 其作用机制可能与抑制Wnt/β-catenin信
号通路的活化有关, LINC01296可能作为神经母细

胞瘤靶向治疗的潜在靶点, 但关于其具体作用机制

仍需进一步探究。
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