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LncRNA LINC02310对非小细胞肺癌细胞

上皮–间质转化和放射敏感性的影响
吴朝晖*  杨建胜  林贤宾  吴佳云  吴敬阳

(福建医科大学附属第二医院, 胸心血管外科, 泉州 362000)

摘要      该研究探讨长链非编码RNA(LncRNA) LINC02310对非小细胞肺癌上皮–间质转化

(EMT)和放射敏感性的影响。采用实时定量聚合酶链反应(qRT-PCR)法检测非小细胞肺癌组织和

细胞(H1299、A549、H1650)内LINC02310相对表达量。体外培养H1299细胞, 按照脂质体法将si-
NC、si-LINC02310转染至细胞内, 记为si-NC组、si-LINC02310组, 采用qRT-PCR法检测LINC02310
相对表达量; 噻唑蓝(MTT)法检测细胞增殖; 流式细胞术检测细胞凋亡; 蛋白免疫印迹(Western blot)
法检测Bcl-2相关X蛋白(Bax)、B细胞淋巴瘤/白血病-2(Bcl2)、蜗牛蛋白(Snail)、E-钙黏蛋白(E-
cadherin)、N-钙黏蛋白(N-cadherin)蛋白表达; Transwell实验检测细胞迁移和侵袭; 克隆形成实验检

测放射敏感性。与癌旁组织和正常人支气管上皮细胞HBE比较, LINC02310在非小细胞肺癌组织

和细胞中相对表达量均明显升高。与si-NC组比较, 下调LINC02310能降低非小细胞肺癌细胞的D
值、迁移细胞数、侵袭细胞数、细胞存活分数, 增加凋亡率, 降低Bcl2、Snail、N-cadherin蛋白表达, 
增加Bax、E-cadherin蛋白表达。下调LINC02310能抑制非小细胞肺癌细胞增殖、迁移、侵袭和上皮–
间质转化, 促进细胞凋亡, 增强放射敏感性。
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Effects of LncRNA LINC02310 on the Epithelial-Mesenchymal Transition and 
Radiosensitivity of Non-Small Cell Lung Cancer Cells

WU Chaohui*, YANG Jiansheng, LIN Xianbin, WU Jiayun, WU Jingyang
(Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery, the Second Affiliated Hospital of Fujian Medical University, Quanzhou 362000, China)

Abstract       This study was to investigate the effects of LncRNA (long non-coding RNA) LINC02310 on 
EMT (epithelial-mesenchymal transition) and radiosensitivity of non-small cell lung cancer. qRT-PCR (real-time 
quantitative polymerase chain reaction) method was used to detect the relative expression of LINC02310 in non-
small cell lung cancer tissues and cells (H1299, A549, H1650). H1299 cells were cultured in vitro, si-NC and si-
LINC02310 were transfected into the cells according to the liposome method, which were marked as si-NC group 
and si-LINC02310 group, and the relative expression of LINC02310 was detected by qRT-PCR; thiazole blue (MTT) 
method was used to detect cell proliferation; flow cytometry was used to detect cell apoptosis; Western blot method 
was used to detect Bax (Bcl-2 related X protein), Bcl2 (B-cell lymphoma/leukemia-2), Snail, E-cadherin, and N-
cadherin protein expression; Transwell test was used to detect cell migration and invasion; clone formation test was 
used to detect radiosensitivity. Compared with adjacent tissues and normal human lung epithelial cells HBE, the 
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relative expression of LINC02310 in non-small cell lung cancer tissues and cells was significantly increased. Com-
pared with the si-NC group, down-regulating LINC02310 can reduce the D value, the number of migrated cells, the 
number of invaded cells, and the cell SF (survival fraction) of non-small cell lung cancer cells, increase the rate of 
apoptosis; reduce the expression of Bcl2, Snail, and N-cadherin, and increase the expression of Bax and E-cadherin. 
Downregulation of LINC02310 can inhibit non-small cell lung cancer cell proliferation, migration, invasion and 
epithelial-mesenchymal transition, promote cell apoptosis and increase radiosensitivity.

Keywords        LINC02310; non-small cell lung cancer; proliferation; apoptosis; epithelial-mesenchymal tran-
sition; radiosensitivity;

全球范围内肿瘤种类逐渐增多, 其中非小细胞

肺癌相对较为常见, 临床将其进行进一步的分类, 可
以分为腺癌、鳞状细胞癌等, 若将其归于大类, 其属

于肺癌的一种, 在所有肺癌中占80%~85%, 随着工

业、制造业等发展快速, 环境污染、电离辐射等因

素使肺癌有较高发病率、死亡率, 严重威胁人类生

命健康安全[1-2]。非小细胞肺癌发病机制复杂, 目前

主要治疗方法有手术, 放化疗, 靶向、免疫治疗等, 
但治疗效果不甚理想[3]。最近的研究报道显示, 长链

非编码RNA(long non-coding RNA, LncRNA)在非小

细胞肺癌发病机制中发挥着重要作用[4], 如SNHG1、
SLC16A1-AS1等已被证实与非小细胞肺癌发病有

关, 参与非小细胞肺癌细胞增殖、凋亡、转移和

放射敏感性等生物学过程[5-6]。之前的报道显示, 
LINC02310与肺腺癌患者预后相关, 在肺癌中表达

上调[7], 但是对肺癌的具体作用机制尚不清楚。本研

究以H1299细胞为主要研究对象, 主要探讨LncRNA 
LINC02310对非小细胞肺癌细胞增殖、凋亡、迁移、

侵袭、上皮–间质转化和放射敏感性的影响。

1   材料与方法
1.1   样本收集

收集本院诊断为非小细胞肺癌的患者25例, 并
切除非小细胞肺癌组织和相邻的癌旁组织, 将切除

的组织放置于液氮内保存。所有非小细胞肺癌患者

均未接受任何化疗或放疗, 在进行手术前均签署患

者知情同意书。本研究符合《赫尔辛基宣言》, 并
获得了本院伦理委员会的批准, 批准号: [2021]福医

附二伦理审字(284)号。

1.2   主要试剂

胎牛血清购于杭州四季青公司; DMEM培养

基、Lipofectamine 2000试剂盒、TRIzol试剂盒均购

于美国 Invitrogen公司 ; si-NC、si-LINC02310、引

物由上海生工生物工程股份有限公司设计合成; 反
转录试剂盒购于上海恒斐生物科技有限公司; 荧光

定量试剂盒购于北京康为世纪生物科技有限公司; 
MTT试剂盒、凋亡试剂盒购于美国Sigma公司; Bax
抗体、Bcl2抗体、Snail抗体、E-cadherin抗体、N-
cadherin抗体、β-actin抗体、Transwell、Matrigel基
质胶均购于美国BD公司。

1.3   细胞培养和转染

正常人支气管上皮细胞HBE, 肺癌细胞H1299、
A549、H1650购于美国典型培养保藏中心, 将所有

细胞在含有10%胎牛血清的DMEM培养基中培养, 
设置恒温培养箱条件为37 °C、5% CO2。其间需要

对细胞的生长情况进行相应的观察和记录, 尤其注

意其融合率, 当其数值达到85%时, 对其行消化传

代培养。取对数期H1299细胞, 接种在6孔细胞板

中 , 以每孔1×105密度接种。然后按照Lipofectamine 
2000试剂盒说明书将阴性对照 (si-NC)、抑制剂

LINC02310(si-LINC02310)转染至细胞内 , 记作

si-NC组、si-LINC02310组。

1.4   qRT-PCR法检测LINC02310相对表达量

将TRIzol试剂加入癌旁组织、非小细胞肺癌组

织、正常人支气管上皮细胞HBE、非小细胞肺癌细

胞H1299、A549、H1650以及各组H1299细胞中, 再将

其完全混合, 并提取细胞总RNA, 选择合适的紫外分

光度计, 检测D260/D280处总RNA质量, 取1 μL总RNA稀

释50倍, 加入RNase free dH2O合成cDNA模板, 然后取

10 μL SYBR Green, 0.8 μL正向、反向引物, 2 μL cDNA
模板, 0.4 μL ROX Reference Dye(荧光参比染料), 加入

灭菌水补充至20 μL, 在荧光PCR仪器进行实时PCR反
应。采用2–∆∆Ct法计算LINC02310相对表达量。

1.5   细胞定位实验

取对数期H1299细胞接种于6孔板中, 当融合

率达到80%时, 根据细胞核分离试剂盒说明书提
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取分离细胞质RNA和细胞核RNA, 然后按照上述

1.4方法检测细胞质RNA和细胞核RNA表达量, 以
MALAT1、GAPDH作为对照。

1.6   MTT法检测细胞增殖

收集各组H1299细胞, 调整浓度后接种到96孔
板中, 培养箱内常规培养24 h、48 h、72 h后, 每孔

内加入20 μL的MTT溶液, 继续培养4 h, 加入150 μL
二甲基亚砜溶液, 然后用酶标仪测定波长为490 nm
处吸光度D值。

1.7   流式细胞术检测细胞凋亡

收集各组H1299细胞, 用PBS清洗后加入500 μL
的结合缓冲液制成细胞悬液。按照凋亡试剂盒说明

书步骤, 分别与5 μL的Annexin V-FITC和10 μL的PI
混匀培养, 暗室反应15 min, 反应完成后将其置于室

温下静置30 min, 使用流式细胞仪检测1 h内各组细

胞凋亡情况。

1.8   Western blot法检测Bax、Bcl2、Snail、E-
cadherin、N-cadherin蛋白表达

收集各组H1299细胞加入放射免疫沉淀(RIPA)
裂解液提取总蛋白, 提取完成后, 需要对蛋白的质量

进行检测, 采用的方法为BCA法。同时需要制定分

离胶, 并将分离胶的浓度设定为10%, 随后取35 μg的
样品给予分离, 将蛋白转膜, 5%脱脂奶粉室温封闭

培养1.5 h, 加入Bax、Bcl2、Snail、E-cadherin、N-
cadherin抗体, 稀释至14 ,800׃ °C孵育过夜, 随后加入

二抗 (稀释比例1000 3׃)并置于室温下 , 1.5 h后对其

显影。显影物质采用的是电化学发光液, 观察其显

影后进行拍照处理, 拍照的目的是将其条带灰度值

进行分析, 分析物质为凝胶成像仪, 以β-actin为对照, 
分析蛋白条带灰度值。 
1.9   Transwell实验检测细胞迁移和侵袭

侵袭实验: 收集各组H1299细胞, 按照18׃比例

稀释Matrigel基质胶, 并调整浓度至2×105个/mL。每

孔内加入50 μL溶液铺至Transwell小室上室底部, 在
其下室内加入培养基, 该培养基内含有500 μL血清, 
放入恒温培养箱内继续培养24 h, 取出小室擦掉多

余细胞, 用多聚甲醛固定15 min, 并计数。迁移实验: 
Transwell上室加入100 μL不含血清的培养液, 其余

步骤同侵袭实验一致。对Transwell小室进行染色, 
染色时间为15 min, 染色剂为吉萨姆, 染色15 min后
使用清水将其染色剂进行清洗, 随后将其置于室温

下风干处理, 并通过显微镜对其细胞数目进行观察。

1.10   克隆形成实验检测放射敏感性

收集生长状态良好的各组 H1299细胞 , 采用

PBS清洗, 制备细胞悬液, 然后以500个/孔密度接种

至6孔板中, 轻轻转动保证细胞分布均匀, 然后用X
射线剂量0、2、4、6、8 Gy进行照射, 照射结束后

放置于培养箱中培养, 随后需要每天对细胞的生长

情况进行观察, 观察方式均为人肉眼观察, 当观察至

细胞克隆后, 需要将整个培养过程终止。使用多聚

甲醛固定细胞15 min, 吉萨姆染色15 min, 冲洗染液, 
自然风干, 置于显微镜下观察细胞克隆数目。首先

需要对拟合细胞存活曲线进行分析, 采用的软件为

GraphPad Prism 7软件, 此外, 还需对致死剂量(D0)、
准域剂量(Dq)、外推数(N)、2 Gy照射后存活分数

(SF2)、参数值k(1/D0)、放射增敏比 (sensitivity ra-
tio, SER)(对照组D0/干扰组D0)等参数给予计算。

1.11   统计学分析

用SPSS 22.0软件分析处理实验数据, 实验结果

以平均数±标准差(x
_
±s)表示, 两组间比较用t检验, 多

组间比较用单因素方差分析, 以P<0.05表示差异具

有统计学意义。

2   结果
2.1   LINC02310在非小细胞肺癌组织的表达

采用 qRT-PCR法检测非小细胞肺癌组织中

LINC02310的相对表达量, 结果显示, 非小细胞肺癌

组织中LINC02310相对表达量显著高于癌旁组织, 
差异具有统计学意义(P<0.05)(表1)。
2.2   LINC02310在非小细胞肺癌细胞中的表达和

定位

采用 qRT-PCR法检测非小细胞肺癌细胞中

LINC02310的相对表达量, 结果显示, 非小细胞肺癌

细胞H1299、A549、H1650中LINC02310相对表达

量显著高于正常人支气管上皮细胞HBE, 差异具有

统计学意义(P<0.05)(表2)。研究选择差异相对较大

的H1299细胞进行后续实验, 通过细胞核分离实验

发现, LINC02310在细胞核中表达较高(表3)。
2.3   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞增殖的

影响

将 si-LINC02310转染H1299细胞后发现 , 与
si-NC组相比 , si-LINC02310组中LINC02310相对表

达量显著降低, 48 h、72 h时细胞D值显著降低, 差
异具有统计学意义(P<0.05)(表4)。
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2.4   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞凋亡的

影响

将 si-LINC02310转染H1299细胞后发现 , 与
si-NC组相比 , si-LINC02310组的细胞凋亡率显著升

高, Bax蛋白表达显著增加, Bcl2蛋白表达显著降低, 

差异具有统计学意义(P<0.05)(图1和表5)。
2.5   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞迁移、

侵袭的影响

将 si-LINC02310转染H1299细胞后发现 , 与
si-NC组相比, si-LINC02310组的迁移细胞数、侵袭

表1   LINC02310在非小细胞肺癌组织的表达

Table 1   Expression of LINC02310 in non-small cell lung cancer tissues
分组

Group
LINC02310

Adjacent tissues 1.09±0.30

Non-small cell lung cancer tissues 3.10±0.73*

F 12.374

P 0.000

*P<0.05, 与癌旁组织比较。

*P<0.05 compared with adjacent tissues.

表2   LINC02310在非小细胞肺癌细胞中的表达

Table 2   Expression of LINC02310 in non-small cell lung cancer cells
分组

Group
LINC02310

HBE 0.99±0.05

H1299 3.29±0.32*

A549 2.55±0.32*

H1650 1.72±0.15*

F 156.108

P 0.000

*P<0.05, 与HBE比较。

*P<0.05 compared with HBE.

表3   核分离实验

Table 3   Nuclear separation experiment
分组

Group
                                     D260/D280

细胞质

Cytoplasm
细胞核

Nucleus

MALAT1 0.13±0.02 1.00±0.06

GAPDH 0.97±0.06 1.01±0.05

LINC02310 0.64±0.03 0.99±0.08

表4   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞增殖的影响

Table 4   The effect of down-regulating of LINC02310 on the proliferation of non-small cell lung cancer cells
分组

Group LINC02310
D490

24 h 48 h 72 h

si-NC 0.97±0.08 0.35±0.03 0.72±0.07 1.16±0.10

si-LINC02310 0.43±0.03* 0.32±0.04 0.54±0.05* 0.71±0.06*

t 18.961 1.800 6.277 11.576

P 0.000 0.091 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.
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细胞数减少, 蛋白表达之间存在显著差异, 其中E-
cadherin蛋白显著增加 , Snail、N-cadherin蛋白表达

显著降低(P<0.05)(图2和表6)。

A: 流式细胞术检测凋亡率; B: Western blot法检测Bax、Bcl2蛋白表达。

A: flow cytometry was used to detect apoptosis rate; B: Western blot was used to detect Bax and Bcl2 protein expression.
图1   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞凋亡的影响

Fig.1   The effect of down-regulation of LINC02310 on cell apoptosis in non-small cell lung cancer cells
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表5   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞凋亡的影响

Table 5   The effect of down-regulation of LINC02310 on cell apoptosis in non-small cell lung cancer cells
分组

Group
细胞凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Bax Bcl2

si-NC   9.8±0.9 0.33±0.04 0.46±0.04

si-LINC02310 26.7±2.3* 0.52±0.04* 0.32±0.03*

t 20.528 10.076 8.400

P 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.

A: Transwell实验检测细胞迁移和侵袭; B: Western blot检测EMT相关蛋白表达。

A: Transwell test was used to detect cell migration and invasion; B: Western blot detection of EMT-related protein expression.
图2   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞迁移、侵袭和上皮–间质转化相关蛋白表达的影响

Fig.2   The effect of down-regulation of LINC02310 on the migration, invasion and the expression of EMT-related proteins of 
non-small cell lung cancer cells
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2.6   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞放射敏

感性的影响

用X射线剂量为0、2、4、6、8 Gy照射H1299细胞, 
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结果发现, 与si-NC组相比, si-LINC02310组的存活

分数显著降低, 差异具有统计学意义(P<0.05)(图3
和图4）。表7结果显示, 用单击多靶拟合计算得出, 
si-NC组、si-LINC02310组的D0值分别2.193、1.701, 

Dq分别为1.769、–0.153, SER为1.289。

3   讨论
随着现代医学技术的进步, 非小细胞肺癌治疗水

表6   下调LINC02310对非小细胞肺癌细胞迁移、侵袭和EMT相关蛋白表达的影响

Table 6   The effect of down-regulation of LINC02310 on migration, invasion and the expression of 
EMT-related proteins of non-small cell lung cancer cells

分组

Group
迁移细胞数

(个)
Number of 
migrating cells

侵袭细胞数(个)
Number of Invasive 
cell

Snail E-cadherin N-cadherin

si-NC 76.32±7.31 72.55±6.52 0.51±0.04 0.32±0.04 0.48±0.04

si-LINC02310 42.75±4.11* 39.27±3.68* 0.34±0.03* 0.62±0.05* 0.22±0.02*

t 12.009 13.335 10.200 14.056 17.441

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*P<0.05, 与si-NC组比较。

*P<0.05 compared with si-NC group.

图3   克隆形成图

Fig.3   Diagram of clone formation
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图4  存活曲线

Fig.4   Survival curve
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平取得了一定效果, 但是患者存在复发转移、耐药等

常见的临床问题, 导致5年预后效果不甚理想[8]。越

来越多报道显示, LncRNA是一种非编码式RNA转录

本, 临床研究中, 大多将其定义为长度大于200 bp, 在
癌症中包括非小细胞肺癌在内的人类疾病中异常表

达, 不仅在癌症的发生过程中广泛参与, 还在癌症细

胞的发展中广泛存在[9-10]。据报道显示, LncRNA(如
LncRNA NEAT1、NNT-AS1、HOTTIP等)能促进非

小细胞肺癌的生长、发展和凋亡, 以及增强放疗敏

感性等[11-13]。有研究结果显示, 利用TCGA数据库筛

选胃癌相关的LncRNA, 发现LINC02310与胃癌患者

预后显著相关[14], 但是具体机制尚不清楚。ZHAO
等[15]研究结果显示, LINC02310是被鉴定为与肺腺

癌总体生存期显著相关的一种促癌基因, 与患者临

床分期、TNM分期相关, 过表达LINC02310能显著

促进肺腺癌细胞的增殖, 抑制LINC02310能明显抑

制肺腺癌细胞的增殖。以上均说明, LINC02310可
以作为癌症的潜在生物标记物, 但是对非小细胞肺

癌的研究相对较少。在本次研究中, 采用qRT-PCR
检测癌组织中LINC02310表达情况, 结果发现, 在癌

组织中, LINC02310表达显著上调, 说明LINC02310
可以促进非小细胞肺癌发展。

细胞增殖是机体内重要的生命特征, 是机体

生长、发育、繁殖的基础, 在人类癌症的发展中

至关重要; 凋亡是维持内环境稳定的关键, 能自主

性地结束周期, Bax和Bcl2是常见的凋亡相关蛋白, 
Bcl2能抑制凋亡产生, 与Bax相互拮抗影响凋亡发

展[16]。LncRNA在癌细胞抑制增殖、促进凋亡方面

发挥着重要的作用。如下调LINC00301能抑制非

小细胞肺癌细胞的增殖和促进细胞凋亡[17]。肖钦

晓等[18]研究结果显示, 抑制ADPGK-AS1能抑制非

小细胞肺癌细胞增殖和诱导凋亡。本研究结果显

示, 将si-LINC02310转染非小细胞肺癌细胞后, 下调

LINC02310能降低非小细胞肺癌细胞48 h、72 h时
的D值, 细胞凋亡率明显增加, 蛋白的表达也存在显

著差异, 说明下调LINC02310能抑制非小细胞肺癌

表7   单击多靶模型参数

Table 7   Single-click multi-target model parameters
分组

group
D0 /Gy Dq /Gy N SF2 k SER

si-NC 2.193   1.769 2.240 0.684 0.456

si-LINC02310 1.701 –0.153 0.914 0.286 0.588 1.289

细胞的增殖, 并促进细胞凋亡。在细胞的发生、发

展过程中, 上皮–间质转化与其存在密切的关系, E-
cadherin、N-cadherin和Snail等是常见的上皮–间质

转化相关蛋白, E-cadherin是抑制因子, 与N-cadherin
和Snail结合, 可以促进上皮–间质转化的发生[19-20]。

有研究指出, 当非小细胞肺癌出现上皮–间质转化

时, 首先其细胞的生长发展会受到一定影响, 其次

细胞黏附力下降, 导致迁移、侵袭能力上升[21]。本

研究结果显示, 下调LINC02310能减少非小细胞肺

癌细胞迁移细胞数、侵袭细胞数, 上调E-cadherin蛋
白表达 , 下调Snail、N-cadherin蛋白表达 , 说明下调

LINC02310能抑制非小细胞肺癌细胞迁移、侵袭和

上皮–间质转化。目前, 临床对非小细胞肺癌的治疗

方法较多, 包括药物、手术切除等, 其中对于非小细

胞肺癌晚期患者而言, 最为常用的治疗方法之一为

放疗, 放射线辐射量照射癌细胞, 能引起DNA损伤, 
加速细胞发生凋亡, 对非小细胞肺癌的治疗具有重

要意义[22]。有研究结果显示, X射线照射细胞后能

促进非小细胞肺癌细胞中LncRNA(如LINC00319)
表达升高, 下调LINC00319能增强非小细胞肺癌放

射敏感性[23]。本研究结果显示, 采用不同剂量X射

线照射非小细胞肺癌细胞, 下调LINC02310能降低

非小细胞肺癌细胞存活分数, 增强其放射敏感性。

综上所述, LINC02310在非小细胞肺癌中高表

达, 下调LINC02310表达, 可以抑制非小细胞癌的增

殖、迁移、侵袭和上皮–间质转化, 促进细胞凋亡，

并增强放射敏感性。这为非小细胞肺癌放疗提供了

新的依据, 关于LINC02310对非小细胞肺癌调控机

制非常复杂, 还需要进一步进行实验探究。
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