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摘要 ：

［背景］　甘油激酶 3 假基因（GK3P）是位于人类染色体 4q32.3 区域的长链非编码 RNA（lncRNA），
其亲本基因甘油激酶基因与肿瘤发展有关。然而，lncRNA-GK3P 在食管癌中的表达与作用机
制尚不清楚。

［目的］　分析 lncRNA-GK3P 在食管癌组织、癌细胞中的表达情况，并探讨其对食管癌 EC109 细
胞增殖、周期、凋亡的影响及机制。

［方法］　应用实时定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）技术检测 lncRNA-GK3P 在食管癌细
胞（EC109）与永生化正常食管上皮细胞（Het-1A）以及 41 例食管癌组织与癌旁组织中的表
达情况 ；采用 siRNA 敲低技术、质粒转染技术分别构建 lncRNA-GK3P 敲低和过表达的 EC109

细胞株，并将其分为 4 组 ：si-GK3P 组（siRNA GK3P 转染）、si-NC 组（siRNA GK3P 的空载体对
照）、plasmid-GK3P 组（GK3P 过表达质粒转染）、plasmid-NC 组（GK3P 空载质粒对照）；CCK-8

法检测细胞活性、EdU 法检测细胞的增殖 ；流式细胞术检测细胞凋亡、细胞周期，Western 

blotting 测定细胞周期和凋亡相关蛋白 Cyclin E1、Cyclin B1、Bcl2 和 Bax 的表达变化。

［结果］　与癌旁组织相比，lncRNA-GK3P 在食管癌组织中表达水平为前者的（2.91±0.61）倍
（t=19.38，P < 0.05）；且相对于食管上皮细胞 Het-1A，lncRNA-GK3P 在食管癌 EC109 细胞中表

达水平为前者的（3.15±0.27）倍（t=13.06，P < 0.05）。lncRNA-GK3P 敲低后，细胞增殖受到抑
制［si-GK3P 组 vs si-NC 组，（27.21±1.11）% vs （37.95±0.93）%，P < 0.05］；细胞 G0/G1 期比例
增加（P < 0.05），S 期比例增加（P < 0.05），G2/M 期比例减少（P < 0.05）；细胞凋亡增加［si-GK3P

组 vs si-NC 组，（10.19±0.91）% vs （7.46±0.18）%，P < 0.05］；Cyclin E1、Cyclin B1、Bcl2 表达下
调，Bax 表达上调。lncRNA-GK3P 过表达后，细胞增殖增加［plasmid-GK3P 组 vs plasmid-NC 组，

（37.00±1.71）% vs （29.63±1.45）%，P < 0.05］；细胞 G0/G1 期比例减少（P < 0.05），S 期比例增
加（P < 0.05），G2/M 期比例减少（P < 0.05）；细胞凋亡下降［plasmid-GK3P 组 vs plasmid-NC 组，

（5.27±0.07）% vs （9.71±0.19）%，P < 0.05］；Cyclin E1、Cyclin B1、Bcl2 表达上调，Bax 表达下调。

［结论］　lncRNA-GK3P 在食管癌中高表达，通过调控 Cyclin E1、Cyclin B1、Bcl2 及 Bax 的表达，
在食管癌 EC109 细胞中发挥促进细胞增殖、抑制凋亡的作用。 
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Abstract: 

[Background] Glycerol kinase 3 pseudogene (GK3P) is a long non-coding RNA (lncRNA) located in the 
4q32.3 region of human chromosome. Its parent gene glycerol kinase is related to tumor development. 
However, the expression and mechanism of lncRNA-GK3P in esophageal cancer are still unclear.

[Objective] This experiment aims to investigate the expression of lncRNA-GK3P in esophageal 
cancer tissues and cancer cells, and its effects on the proliferation, cycle, and apoptosis of 
esophageal cancer EC109 cells.
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[Methods] Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR) technology was used to detect expression of 
lncRNA-GK3P in esophageal cancer cells (EC109), immortalized esophageal epithelial cells (Het-1A), and 41 esophageal cancer tissues 
and paired adjacent tissues. siRNA technology and plasmid transfection were used to construct lncRNA-GK3P knockdown and 
lncRNA-GK3P overexpressed EC109 cell lines, respectively. They were divided into four groups: si-GK3P group (siRNA GK3P transfection), 
si-NC group (siRNA GK3P empty vector control), plasmid-GK3P group (GK3P overexpression plasmid transfection), and plasmid-NC group 
(GK3P empty plasmid control). CCK8 method was used to detect cell viability, EdU method for the proliferation of EC109 cells, flow 
cytometry for apoptosis and cycle of EC109 cells, and Western blotting for expression of proteins related to cell cycle and apoptosis (Cyclin 
E1, Cyclin B1, Bcl2, and Bax).

[Results] Compared with adjacent tissues, the expression of lncRNA-GK3P in esophageal cancer tissues was 2.91±0.61 times higher 
(t=19.38, P < 0.05); and compared with esophageal epithelial Het-1A cells, the expression of lncRNA-GK3P in EC109 cells was 3.15±0.27 
times higher (t=13.06, P < 0.05). After the knockdown of lncRNA-GK3P, the cell proliferation was inhibited [si-GK3P group vs si-NC group, 
(27.21±1.11)% vs (37.95±0.93)%, P < 0.05]; the proportion of cells in G0/G1 phase increased (P < 0.05), the proportion of cells in S phase 
increased (P < 0.05), and the proportion of cells in G2/M phase decreased (P < 0.05); the overall apoptosis rate increased [si-GK3P group vs 
si-NC group, (10.19±0.91)% vs (7.46±0.18)%, P < 0.05]; moreover, the expressions of Cyclin E1, Cyclin B1, and Bcl2 were down-regulated, 
while the expression of Bax was up-regulated. After the overexpression of lncRNA-GK3P, the cell proliferation was promoted [plasmid-
GK3P group vs plasmid-NC group, (37.00±1.71)% vs (29.63±1.45)%, P < 0.05]; the proportion of G0/G1 phase cells decreased (P < 0.05), the 
proportion of S phase cells increased (P < 0.05), and the proportion of G2/M phse cells decreased (P < 0.05); the overall apoptosis rate 
reduced [plasmid-GK3P group vs plasmid-NC group, (5.27±0.07)% vs (9.71±0.19)%, P < 0.05]; furthermore, the expressions of Cyclin E1, 
Cyclin B1, and Bcl2 were up-regulated, and the expression of Bax was down-regulated.

[Conclusion] LncRNA-GK3P is highly expressed in esophageal cancer, and it promotes proliferation and inhibits apoptosis in EC109 cells by 
regulating the expressions of Cyclin E1, Cyclin B1, Bcl2, and Bax.
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食管癌是一种常见的消化道肿瘤，位居全球癌症
死因顺位第六位［1］。近年来，食管癌的发病率仍在迅
速攀升，发病机制尚不清楚，尽管多学科治疗取得了
一定的进展，但全球范围内，食管癌患者 5 年生存率
仍 <20%［2］，因此迫切需要探索食管癌新的诊断和治疗
靶点。非编码 RNA 是指不编码蛋白质的 RNA，根据长
度分为长链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）
和短链非编码 RNA（如 microRNA）［3］。其中，lncRNA 长
度 >200 个核苷酸，可直接与 DNA、RNA 和蛋白质相互
作用［4-5］，影响细胞增殖、凋亡、周期进展、迁移和侵袭，
参与包括恶性肿瘤在内的多种疾病的发生发展［6-7］。随
着高通量测序技术和生物信息学的发展，越来越多的
研究表明 lncRNA 在食管癌中异常表达，作为促癌因子
或抑癌因子参与食管癌的发生发展，被认为是食管癌
诊断、治疗及预后相关的潜在生物标志［8-9］。因此，识
别与食管癌发生发展有关的 lncRNA 并阐明其调控机
制对食管癌的防控具有重要意义。

在人类基因组中有大量假基因的存在，它们被认
为是没有功能作用的。然而，最近的研究表明，假基
因来源的 lncRNA 通过 DNA、RNA 或蛋白质水平上的
调节在包括癌症在内的多种人类疾病中发挥重要作
用［10］。甘油激酶 3 假基因（glycerol kinase 3 pseudogene，
GK3P）是位于人类染色体 4q32.3 区域的 lncRNA，其亲
本基因是甘油激酶基因。研究表明，假基因在基因序

列与功能上与亲本基因具有相似性［11］。Zhou 等［12］发
现，敲低甘油激酶 5 基因可通过固醇调节元件结合蛋
白 1/ 硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1 信号通路诱导肺腺癌细
胞周期停滞和凋亡 ；Yu 等［13］报道，甘油激酶基因在
高级胶质母细胞瘤组织中低表达，并且可以促进胶质
母细胞瘤细胞的增殖。这些均提示甘油激酶基因与
癌症进展关系密切。课题组前期基于 RNA-Seq、TCGA

数据库及生物信息学分析发现 lncRNA-GK3P 与食管
癌患者的总生存率有相关性，但 lncRNA-GK3P 在食管
癌进程中的功能特征尚不明确［14］。因此，本研究在
分析食管癌组织及癌旁组织、食管癌细胞以及永生化
正常食管上皮细胞中 lncRNA-GK3P 表达水平的基础
上，进一步采用质粒转染技术和 siRNA 敲低技术分别
构建 lncRNA-GK3P 过表达和敲低的食管癌 EC109 细胞
株，以探讨 lncRNA-GK3P 对食管癌细胞生物学功能的
影响。

1   材料与方法
1.1   实验材料
1.1.1   人体组织样本   在江苏省淮安市涟水县人民医
院募集 41 例食管癌确诊患者，收集其癌组织及配对
癌旁组织样本 ；本研究经东南大学附属中大医院伦
理委员会批准（审批号 ：2018ZDKYSB023），并获得受
试者的知情同意。
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1.1.2   细胞   人食管鳞癌细胞株（EC109）和永生化食
管上皮细胞株（Het-1A）均来自东南大学公共卫生学
院环境医学工程教育部重点实验室。
1.1.3   主要仪器与试剂   超净工作台（上海净化仪器
厂，中国），二氧化碳培养箱（Heraeus，德国），生物
图像导航仪（Olympus，日本），细胞组织研磨仪（上海
净信，中国），高速离心机（Eppendorf，德国），Tanon

凝 胶 成 像 及 分 析 系 统（ 上 海 天 能，中 国 ），酶 标 仪
（BioTek，美国）等。

RPMI1640 细胞培养基（Gibco，美国），DMEM 细
胞培养基（Gibco，美国），OptiMEM 培养基（Gibco，美
国 ），胎 牛 血 清（Gibco，美 国 ），LipofectamineTM2000

转染试剂（Thermo，美国），CCK-8 检测试剂盒（上海
碧云天，中国），EdU 多重荧光染色试剂盒（广州锐博，
中国），qRT-PCR 试剂盒（Takara，日本），lncRNA-GK3P

过表达质粒及空载对照、lncRNA-GK3P 敲低 siRNA 及
空载对照、细胞周期检测试剂盒、细胞凋亡试剂盒（南
京凯基，中国），一抗 Bax、Bcl2、Cyclin B1、Cyclin E1、
β-actin（CST，美国），羊抗鼠二抗、羊抗兔二抗（武汉
爱博泰克，中国）等。
1.2   实验分组设计

将 EC109 分为 4 组 ：si-GK3P 组（siRNA GK3P 转染），
si-NC 组（siRNA GK3P 的空载体对照），plasmid-GK3P 组

（GK3P 过表达质粒转染），plasmid-NC 组（GK3P 空载质
粒对照）。
1.3   方法
1.3.1   细胞培养及转染   EC109 采用含 10% 胎牛血清
和 1% 青霉素 / 链霉素的 RPMI1640 培养基，Het-1A 采
用含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素的 DMEM 培
养基，置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。EC109 细胞以
3×105 个 · 孔 -1 接种于 6 孔板中，继续常规培养 24 h，用
siRNA 转染构建 lncRNA-GK3P 敲低 EC109 细胞株，用质
粒转染构建 lncRNA-GK3P 过表达 EC109 细胞株，分别
设置空载对照组，转染 6 h 后换液，继续培养至 48 h，
qRT-PCR 验证转染效率。
1.3.2   RNA 提取   细胞 RNA 提取 ：收集细胞后，加入
1 mL Trizol，吹打混匀，60 Hz 研磨 30 s，室温静置 5 min ；
再加入 200 μL 三氯甲烷，颠倒混匀，于 4℃、12 000×g

离心 10 min ；取上层水相与异丙醇体积比为 1∶1 至
新 EP 管中，颠倒混匀，4℃、12 000×g 离心 10 min，弃
上清 ；加入体积分数为 75% 乙醇洗涤，4℃、8 000×g

离心 5 min，弃上清 ；重复洗涤一次 ；置室温干燥

10 min 后用无酶水溶解使 RNA 含量在 500 ng·μL-1 左右。
组织 RNA 提取 ：组织剪碎体积约为 0.5 cm3 左右，加
1 mL Trizol，60 Hz 研磨 5 min ；后续操作同细胞 RNA

提取。
1.3.3   RNA 逆转录及 qRT-PCR 分析   以β-actin 为内参，
lncRNA-GK3P 基因及内参基因引物序列设计见表 1。
PCR 小管中依次加入 5× 逆转录酶混合物 4 μL，总 RNA 

1 μL，补无酶水至总体积10 μL。反应条件 ：37℃、15 min，
85℃、5 s，4℃保存。

qRT-PCR 反应体系 ：SYBR Premix Ex Taq II 5 μL，前、
后引物各 0.4 μL，Rox Reference Dye 0.2 μL，cDNA 1 μL，补
无酶水至总体积 10 μL。反应条件 ：预变性阶段（95℃、
30 s），PCR 反应阶段（95℃、5 s，60℃、30 s），40 个循
环，每个样本重复 3 次。采用 2-ΔΔCt 法计算癌组织相对
于癌旁组织中 lncRNA-GK3P 的相对表达量。

表 1   qRT-PCR 分析的引物序列
Table 1   The primer sequence for qRT-PCR analysis

基因
Gene

引物序列
Primer sequence

退火温度 /℃
Annealing temperature/℃

lncRNA-GK3P F ：GCCTGTTCGAGCGTCATTTC 60

R ：ACGAGACCGCCGATTCATTT

β-actin F ：CCACTGGCATCGTGATGGA 60

R ：CGCTCGGTGAGGATCTTCAT

1.3.4   细胞活性测定   96 孔板每孔接种 8×103 个细胞，
每 组 6 个 平 行，实 验 组（si-GK3P 组 或 plasmid-GK3P

组），空载对照组（si-NC 组或 plasmid-NC 组），同时
设置空白对照组，转染 48 h 后，每孔加入 100 μL 细胞
培养液和 10 μL CCK-8 溶液，孵育约 2 h，酶标仪测定
450 nm 波长处的光密度值（D）。细胞活性计算 ：细胞
活性 =（D实验组-D空白组）/（D对照组-D空白组）×100%。
1.3.5   细胞增殖检测   细胞以密度 8×103 个 · 孔 -1 接种
于 96 孔板，每组各设 3 个平行孔，转染 48 h 后，按照
EdU 多重荧光染色试剂盒说明书进行 EdU 标记、细
胞固定、染色，然后用生物图像导航仪拍照分析。红
色标记增殖期细胞，蓝色标记活细胞。细胞增殖率计
算 ：细胞增殖率 = 增殖期细胞数 / 细胞总数 ×100%。
1.3.6   细胞周期检测   收集转染后的细胞，PBS 洗涤
1 次，400×g 离心 5 min，调整细胞密度为 1×106 个 ·mL-1，
取 1 mL 单细胞悬液，离心后弃上清，加入预冷体积分
数为 70% 乙醇 500 μL 固定过夜。染色前，用 PBS 洗去
固定液，加入染色工作液（PI∶RnaseA=9∶1），室温避
光 30~60 min，流式细胞仪检测。
1.3.7   细胞凋亡检测   细胞转染后，采用无 EDTA 的胰
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倍（图 1B，t=13.06，P < 0.05）。根据 lncRNA-GK3P 在食
管癌患者组织中相对表达水平的均数（2.91），将表
达水平高于 2.91 的患者归为高表达组，共 23 例 ；将
表达水平低于 2.91 的患者归为低表达组，共 18 例。对
lncRNA-GK3P 相对表达水平与临床特征之间的关系进
行分析，结果显示 lncRNA-GK3P表达水平与性别、年龄、
有无淋巴结转移、吸烟以及饮酒均无相关性（表 2）。

 

［注（Note）］* ：P < 0.05。
图 1   lncRNA-GK3P 在组织（A）和细胞（B）中的相对表达水平

Figure 1   Relative expression levels of lncRNA-GK3P in selected 
tissues (A) and cells (B)

表 2   lncRNA-GK3P 表达水平与临床特征的关系分析
Table 2   Relationship between the expression level of

lncRNA-GK3P and clinical characteristics

临床特征
Characteristics

病例数
Number 
of cases

低表达
Weak-expression

（n=18）

高表达
Over-expression

（n=23）
χ2 P

年龄 / 岁（Age/years） 0.08 0.76

<60 17 7 10

≥ 60 24 11 13

性别（Sex） 0.000 2 0.98

男（Male） 25 11 14

女（Female） 16 7 9

吸烟（Smoking） 0.03 0.95

是（Yes） 23 10 13

否（No） 18 8 10

饮酒（Drinking） 0.48 0.47

是（Yes） 18 9 9

否（No） 23 9 14

淋巴结转移
Lymphnode metastasis

0.19 0.65

是（Yes） 10 5 5

否（No） 31 13 18

2.2   转染效率
qRT-PCR 检测 lncRNA-GK3P 敲低和过表达后 mRNA

的 表 达 水 平，结 果 显 示，si-GK3P 组 细 胞 中 lncRNA-

GK3P 的 mRNA 相 对 表 达 量 是 si-NC 组 的 42%（ 图 2A，
t=3.46，P < 0.05）；plasmid-GK3P 组细胞中 lncRNA-GK3P

的 mRNA 相对表达量是 plasmid-NC 组的 328 倍（图 2B，
t=4.20，P < 0.05）。

酶 消 化 细 胞，PBS 洗 涤 2 次，400×g 离 心 5 min，收 集
5×105 个细胞。加入 500 μL 细胞结合缓冲液（binding 

buffer）悬 浮 细 胞，加 入 5 μL Annexin V-APC 和 5 μL PI

（或 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI）进行标记，避光室温
5~15 min，流式细胞仪分析细胞凋亡。凋亡率 =（早期
凋亡细胞数 + 晚期凋亡细胞数）/ 总细胞数 ×100%。
1.3.8   蛋白表达测定   采用 Western blotting 法检测
细 胞 周 期 蛋 白 E1（cyclin E1 protein，Cyclin E1）、细
胞周期蛋白 B1（cyclin B1 protein，Cyclin B1）、B 淋巴
细 胞 瘤 -2 蛋 白（B cell lymphoma 2 protein，Bcl2 蛋
白）和 Bcl2 家族蛋白（Bcl2 associated X protein，Bax

蛋白）的表达。用细胞刮板刮取各组细胞，PBS 洗涤
两次，于 4℃，400×g 离心 5 min，每 1×107 个细胞加
入含 1 mmol·L-1 蛋白酶抑制剂（PMSF）的 RIPA 裂解液
300 μL，60 Hz 研磨 2 min，冰上放置 30 min。离心后取
上清液，BCA 法测定总蛋白浓度，用 5×SDS 上样缓冲
液和无酶水将蛋白浓度稀释至 2 μg·mL-1，于 100℃，煮
沸 5 min 使蛋白变性。Western blotting 条件为 ：浓缩胶
电压为 70 V，30 min ；分离胶电压为 90 V，60 min ；在
200 mA 条件下转膜 2 h ；转移至 PVDF 膜后，TBST 洗涤
两次，质量分数为 5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h，TBST 稀
释一抗至适当浓度，4℃孵育过夜 ；TBST 洗 6 次后加
入稀释好的二抗，室温孵育 2 h ；TBST 洗涤 6 次，最后
进行化学发光检测。Image J v1.8.0 软件对蛋白条带进
行灰度值分析。
1.4   统计学分析

数据分析使用SPSS 22.0，计量资料采用Shapiro-Wilk

（S-W）方法进行正态性检验，符合正态分布的资料
以均数 ± 标准差表示 ；经方差齐性检验数据具有方差
齐性。两组间均数比较采用 t 检验 ；采用 χ2 检验分析
lncRNA-GK3P 相对表达水平与临床特征的相关性 ；检验
水准 α=0.05。采用 GraphPad Prism 8.0、Adobe Photoshop 

CS6 软件进行绘图。

2   结果
2.1   lncRNA-GK3P 在食管癌组织与食管癌细胞中的
表达水平

qRT-PCR 结果显示，lncRNA-GK3P 在食管癌组织中
表达水平为癌旁组织的（2.91±0.61）倍，差异具有统
计学意义（图 1A，t=19.38，P < 0.05）。且相对于食管上
皮细胞 Het-1A，lncRNA-GK3P 在食管癌 EC109 细胞中
的表达水平明显升高，表达水平为前者的（3.15±0.27）

A B
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［注］A ：敲低后 lncRNA-GK3P 表达水平 ；B ：过表达后 lncRNA-GK3P 表
达水平。* ：P < 0.05。

［Note］A: The expression level of lncRNA-GK3P after knockdown; B: The 
expression level of lncRNA-GK3P after overexpression. *: P < 0.05.

图 2   qRT-PCR 检测转染效率
Figure 2   Transfection efficiency by qRT-PCR

2.3   lncRNA-GK3P 对食管癌细胞活性和增殖能力的
影响

CCK-8实验显示（图3A、3B），与si-NC组相比，si-GK3P

组细胞活性降低（t=17.00，P < 0.05），与 plasmid-NC 相
比，plasmid-GK3P 组细胞活性增强（t=11.61，P < 0.05）。
EdU 结 果 显 示（ 图 3C、3D），si-GK3P 组 和 si-NC 组 增
殖 率 分 别 为（27.21±1.11）%、（37.95±0.93）%，敲 低
lncRNA-GK3P 抑制食管癌细胞增殖（t=15.91，P < 0.05）；
plasmid-GK3P 组 和 plasmid-NC 组 增 殖 率 为（37.00± 

1.71）%、（29.63±1.45）%，过表达 lncRNA-GK3P 促进食
管癌细胞增殖（t=7.37，P < 0.05）。
2.4   lncRNA-GK3P 对食管癌细胞周期的影响

流式细胞术检测结果显示（图 4），si-GK3P 组与
si-NC 组 G0/G1 期比例分别为（60.29±0.71）%、（57.91± 

0.77）%（t=3.91，P < 0.05）；S 期 比 例 分 别 为（26.27± 

0.75）%、（24.51±0.45）%（t=3.49，P < 0.05）；G2/M 期
比例分别为（13.45±0.03）%、（17.57±0.41）%（t=15.53，
P < 0.05）。plasmid-GK3P 组 与 plasmid-NC 组 G0/G1 期
比例分别为（53.65±0.23）%、（65.65±0.05）%（t=87.71，
P < 0.05）；S 期 比 例 分 别 为（39.39±0.65）%、（25.47± 

0.23）%（t=34.72，P < 0.05）；G2/M 期比例分别为（7.23± 

0.70）%、（8.91±0.18）%（t=4.03，P < 0.05）。
2.5   lncRNA-GK3P 对食管癌细胞凋亡影响

流式细胞术检测结果显示（图 5），si-GK3P 组与
si-NC 组凋亡率分别为（10.19±0.91）%、（7.46±0.18）%

（t=5.12，P < 0.05），提示 lncRNA-GK3P 敲低促进食管癌
细胞凋亡。plasmid-GK3P 组与 plasmid-NC 组凋亡率分
别为（5.27±0.07）%、（9.71±0.19）%（t=27.71，P < 0.05），
提示 lncRNA-GK3P 过表达抑制食管癌细胞凋亡。
2.6   lncRNA-GK3P 敲低及过表达后Cyclin E1/Cyclin B1/
Bcl2/Bax 蛋白的表达情况

Western blotting 结果显示（见图 6），与 si-NC 组相

比，si-GK3P 组细胞中 Bax 表达上调（t=8.07，P < 0.05），
Bcl2 表达下调（t=10.09，P < 0.05），Cyclin E1 表达下调

（t=21.92，P < 0.05），Cyclin B1 表 达 下 调（t=6.16，P < 

0.05）。与 plasmid-NC 组相比，plasmid-GK3P 组细胞中
Bax 表达下调（t=7.99，P < 0.05），Bcl2 表达上调（t=4.74，
P < 0.05），Cyclin E1 表 达 上 调（t=8.03，P < 0.05），Cyclin 

B1 表达上调（t=6.03，P < 0.05）。

A B

［注］A、B ：CCK-8 检测细胞活性 ；C1、D1 ：EdU 染色法检测细胞增殖，
生物图像导航仪（×200），EdU 红色标记增殖期细胞，Hoechst 蓝
色标记活细胞，Merge 代表 EdU 和 Hoechst 的合成图像 ；C2、D2 ：
各组细胞的增殖率。* ：P < 0.05。

［Note］A, B: CCK8 results of cell viability; C1, D1: EdU staining results 

of cell proliferation, biological image navigator, ×200, EdU red 

marks proliferative cells, Hoechst blue marks living cells, Merge 

represents the composite image of EdU and Hoechst; C2, D2: Cell 

proliferation rate of each group. *: P < 0.05.

图 3   lncRNA-GK3P 对 EC109 细胞活性和增殖能力的影响
Figure 3   The effect of lncRNA-GK3P on cell viability and 

proliferation ability of EC109 cells
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［注］A1、A2 ：si-NC 组与 si-GK3P 组细胞周期检测流式图 ；A3 ：si-GK3P
组 与 si-NC 组 细 胞 周 期 分 布 百 分 比 ；B1、B2 ：plasmid-NC 组 与
plasmid-GK3P 组 细 胞 周 期 检 测 流 式 图 ；B3 ：plasmid-GK3P 组 与
plasmid-NC 组细胞周期分布百分比 ；* ：P < 0.05。

［Note］A1, A2: Flow cytometry results of cell cycle of the si-NC group and 
the si-GK3P group; A3: Quantification of cell cycle distribution of 
the si-NC group and the si-GK3P group;B1, B2: Flow cytometry 
results of cell cycle of the plasmid-NC group and theplasmid-GK3P 
group; B3:Quantification of cell cycle distribution of the plasmid-
NC group and the plasmid-GK3P group; *: P < 0.05.

图 4   流式细胞术检测 lncRNA-GK3P 对 EC109 细胞周期分布
的影响

Figure 4    Effect of lncRNA-GK3P on cell cycle distribution of 
EC109 cells by flow cytometry

［注］A1、A2 ：si-NC 组与 si-GK3P 组细胞凋亡检测流式图 ；A3 ：si-GK3P
组与 si-NC 组细胞凋亡率 ；B1、B2 ：plasmid-NC 组与 plasmid-GK3P
组细胞凋亡检测流式图 ；B3 ：plasmid-GK3P 组与 plasmid-NC 组细
胞凋亡率 ；* ：P < 0.05。

［Note］A1, A2: Flow cytometry results of apoptosis rate of the si-NC 
group and the si-GK3P group; A3: Quantification of apoptosis rate 
of the si-NC group and the si-GK3P group; B1, B2: Flow cytometry 
results of apoptosis rate of the plasmid-NC group and the plasmid-
GK3P group; B3: Quantification of apoptosis rate of the lasmid-NC 
group and theplasmid-GK3P group; *: P < 0.05.

图 5   lncRNA-GK3P 敲低及过表达后细胞凋亡统计分析
Figure 5   Apoptosis after lncRNA-GK3P knockdown and overexpression

A1 A2

B1 B2

A1 A2

B1 B2

［注］A ：Western blotting电泳图；B1、B2 ：各组蛋白相对表达量；* ：P < 0.05。
［Note］A: Western blotting electrophoresis diagram; B1, B2: Relative 

expression of each group; *: P < 0.05.

图 6   lncRNA-GK3P 敲低及过表达后 Cyclin E1/Cyclin B1/
Bcl2/Bax 的相对表达量

Figure 6   Relative expressions of Cyclin E1, Cyclin B1, Bcl2, and 
Bax after lncRNA-GK3P knockdown and overexpression

3   讨论
本研究通过对 41 例食管癌患者的癌组织及癌旁

组织中 lncRNA-GK3P 的表达水平进行检测发现，与癌
旁组织相比，癌组织中 lncRNA-GK3P 表达水平显著
上调 ；这一结果同课题组前期生物信息分析结果一
致［14］，表明高表达的 lncRNA-GK3P 可能通过某种调
控机制影响食管癌进程，值得深入分析和研究。根据
lncRNA-GK3P 的检测结果将 41 例食管癌患者分为高
表达组与低表达组，并分析其与食管癌患者临床特征
之间的关系，结果显示 lncRNA-GK3P 表达的上调与性
别、年龄、是否吸烟、饮酒及有无淋巴结转移等因素
无关。功能实验结果显示，lncRNA-GK3P 敲低抑制细
胞活性，抑制细胞周期从 G0/G1 期进入 S 期和 G2/M

期，诱导细胞周期阻滞在 G0/G1 期，下调食管癌细胞
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Cyclin B1、Cyclin E1 蛋白表达，分裂活动受阻，细胞增
殖能力降低，Bax 表达上调、Bcl2 表达下调，细胞凋亡
率增加 ；lncRNA-GK3P 过表达后，细胞活性增强，细胞
周期 G0/G1 期比例减少、S 期比例增多，上调食管癌
细胞 Cyclin B1、Cyclin E1 蛋白表达，分裂活动增强，细
胞增殖能力增强，Bax 表达下调、Bcl2 表达上调，细胞
凋亡率降低。

一些与肿瘤进展关系密切的 lncRNA，其表达水平
往往会与肿瘤大小、淋巴结转移、TNM 分期和浸润深
度等临床特征相关［15］。而本研究结果显示 lncRNA-GK3P

表达的上调与性别、年龄、是否吸烟、饮酒及有无淋
巴结转移等因素无关。说明 lncRNA-GK3P 的表达可能
不受这些因素的影响。另外，有限的样本量也有可能
致使分析结果产生一定的偏差。

增殖、凋亡等生物学功能可以反映肿瘤细胞恶性
程度，本研究针对 lncRNA-GK3P 对食管癌细胞生物学
功能的影响进行了初步探索。结果显示，lncRNA-GK3P

促进食管癌细胞增殖，抑制凋亡。细胞周期紊乱是肿
瘤细胞异常增殖的重要前提，细胞周期蛋白（Cyclin）
是一类通过周期蛋白依赖性激酶调控细胞周期，控制
细胞增殖的蛋白家族［16］，其中，Cyclin E1 是参与调控
细胞 G1/S 期限制性检测点的主要蛋白［17］。Cyclin B1

是调控细胞周期由 G2 期进入 M 期的关键因子，只有
Cyclin B1 蛋白表达量足够时才能结合并激活周期蛋白
依赖性激酶 1 进而发挥调控作用［18］。肿瘤的发展过程
中常常出现细胞周期蛋白的异常表达，lncRNA 亦可
通过影响细胞周期蛋白表达在肿瘤进程中发挥作用，
如 lncRNA-00312 可 下 调 Cyclin B1 的 表 达，诱 导 肝 癌
细胞中 G2/M 细胞周期停滞，抑制肝癌细胞增殖［19］；
敲低 lncRNA-00857 可下调 CyclinE1 的表达，导致细胞
周期阻滞，进而抑制胃癌细胞增殖［20］。本研究发现，
lncRNA-GK3P 敲低抑制细胞周期从 G0/G1 期进入 S 期
和 G2/M 期，诱导细胞周期阻滞在 G0/G1 期，下调食
管癌细胞 Cyclin B1、Cyclin E1 蛋白表达，分裂活动受
阻，细胞增殖能力降低。lncRNA-GK3P 过表达后，细胞
周期 G0/G1 期比例减少，S 期比例增多，上调食管癌
细胞 Cyclin B1、Cyclin E1 蛋白表达，分裂活动增强，细
胞增殖能力增强。这一结果说明 lncRNA-GK3P 可能通
过影响 Cyclin B1、E1 蛋白表达调控细胞周期，进而促
进食管癌细胞增殖。除了细胞增殖失衡外，细胞凋亡
异常也是肿瘤发生发展的重要机制。Bcl2 基因家族在
细胞凋亡过程中发挥着重要的调控作用，其中 Bcl2 蛋

白能抑制细胞色素 C 释放，降低细胞内钙浓度，抑制
细胞凋亡［21］；Bax 也是 Bcl2 家族成员，通过破坏线粒
体渗透性、激活 Caspase-3 促进细胞凋亡。此外，Bcl2

与 Bax 蛋白能够形成聚合体，在细胞凋亡过程中发挥
调 控 作 用［22］。有 研 究 表 明 lncRNA-SNHG5 影 响 Bax、
Bcl2 表达促进黑色素瘤细胞凋亡［23］，lncRNA-CCHE1 通
过上调 Bcl2、下调 Bax 表达抑制胃癌细胞凋亡［24］。本
研究发现 lncRNA-GK3P 能上调 Bcl2、下调 Bax 表达，说
明 lncRNA-GK3P 调控 Bax、Bcl2 的表达可能是其抑制食
管癌细胞凋亡的重要机制之一。

综上所述，本研究初步证实 lncRNA-GK3P 在食管
癌中高表达。通过敲低和过表达 lncRNA-GK3P 证实，
lncRNA-GK3P 通过调控细胞周期相关蛋白的表达促进
EC109 细胞增殖，通过调控 Bax、Bcl2 蛋白抑制 EC109

细胞凋亡，为 lncRNA-GK3P 在食管癌中作用机制的研
究奠定了基础。当然，本研究也存在一定的局限性。
首先，本研究中纳入的食管癌病例数有限，得到的结
论仍需在更大的样本量中进行验证 ；其次，本研究只
采用了 EC109 一株食管癌细胞进行实验，关于 lncRNA-

GK3P 对食管癌细胞功能影响的机制研究还不够深入，
需要进一步探索。
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