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lncRNA LOC101928477在食管鳞状
细胞癌中的作用研究*
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摘要 ： 目的　探讨lncRNA LOC101928477对人食管鳞状细胞癌（ESCC）ECA109细胞增殖、迁移、凋亡

及自噬的生物学作用，并探索其相关分子调控关联。方法　将ECA109细胞分为5组：A组（空白对照，仅培养

ECA109 细胞）、B 组 （空载病毒对照，ECA109+oe-NC）、C 组 （LOC101928477 过表达，ECA109+oe-

LOC101928477）、D 组 （miR-139-5p 抑制剂，ECA109+miR-139-5p 抑制剂）、E 组 （联合干预，ECA109+

miR-139-5p抑制剂+oe-LOC101928477）。CCK-8法检测细胞活性，流式细胞术分析细胞凋亡，划痕试验评估

细胞迁移能力，实时荧光定量聚合酶链反应检测 LOC101928477 和 miR-139-5p 的 mRNA 表达，Western 

blotting检测自噬相关蛋白（Beclin1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、P62）的表达，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肿瘤坏

死因子-α（TNF-α）和白细胞介素-6（IL-6）水平。结果　A组与B组ECA109细胞活力、细胞凋亡率、细胞

迁移能力、LOC101928477 mRNA及Beclin1、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、P62蛋白表达，以及TNF-α、IL-6水平比较，

差异均无统计学意义 （P >0.05）；与B组相比，C组ECA109细胞活力、细胞迁移能力降低，细胞凋亡率升高，

Beclin1蛋白表达及LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ显著上调，P62蛋白表达下调，TNF-α和IL-6水平升高（P <0.05）；与C组

相比，D组上述LOC101928477诱导的表型效应及自噬激活均逆转（P <0.05）；与D组相比，E组细胞活力、细胞

迁移能力进一步降低，凋亡率及自噬活性进一步升高，TNF-α和 IL-6 水平也进一步升高 （P <0.05）。结论　

lncRNA LOC101928477可激活ECA109细胞自噬，抑制ECA109的增殖与迁移，促进细胞凋亡，并上调炎症因子

TNF-α和IL-6水平；其发挥上述抑癌作用的分子机制与调控miR-139-5p的表达相关，可为ESCC的靶向治疗

提供新的理论依据。
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Abstract:  Objective To investigate the biological effects of long non-coding RNA (lncRNA) 

LOC101928477 on proliferation, migration, apoptosis and autophagy of human esophageal squamous cell carcinoma 

(ESCC) ECA109 cells, and to explore the associated molecular regulatory mechanisms.  Methods ECA109 cells 

were divided into five groups: Group A (blank control, ECA109 cells untreated), Group B (empty vector control, 

ECA109 cells treated with oe-NC), Group C (LOC101928477 overexpression, ECA109 cells treated with oe-

LOC101928477), Group D (miR-139-5p inhibition, ECA109 cells treated with miR-139-5p inhibitor), and Group E 
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(combined intervention, ECA109 cells treated with both miR-139-5p inhibitor and oe-LOC101928477). Cell 

viability was detected by the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay. Cell apoptosis was analyzed by flow cytometry. 

Cell migration ability was assessed by the scratch assay. The mRNA expressions of LOC101928477 and miR-139-5p 

were detected by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The expressions of autophagy-related 

proteins (Beclin1, LC3- Ⅱ/LC3-I, P62) were detected by Western Blotting. The levels of tumor necrosis factor- α 

(TNF- α) and interleukin-6 (IL-6) were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  Results 

Compared with Group A, there were no significant differences in all detected indicators in Group B (P > 0.05). 

Compared with Group B, the cell viability and migration ability of ECA109 cells in Group C were significantly 

decreased, the apoptosis rate was significantly elevated, the expression of Beclin1 and the ratio of LC3-Ⅱ/LC3- Ⅰ 

were remarkably upregulated, the protein expression of P62 was prominently downregulated, and the levels of TNF-

α and IL-6 were significantly increased (all P < 0.05). Compared with Group C, LOC101928477-induced phenotypic 

effects and autophagy activation as mentioned above were significantly reversed in Group D (all P < 0.05). 

Compared with Group D, the cell viability and migration ability in Group E were further decreased, accompanied by 

further increases in the apoptosis rate, autophagic activity, and levels of TNF-α and IL-6 (all P < 0.05).  Conclusion 

The long non-coding RNA LOC101928477 activates autophagy in human esophageal squamous cell carcinoma 

ECA109 cells, inhibits cell proliferation and migration, promotes apoptosis, and upregulates the levels of 

inflammatory cytokines TNF- α and IL-6. The tumor-suppressive effects of LOC101928477 may be mediated 

through regulation of miR-139-5p expression. These findings provide a novel theoretical basis for targeted therapy in 

esophageal squamous cell carcinoma.

Keywords:  esophageal squamous cell carcinoma; lncRNA LOC101928477; microRNA-139-5p; cell 

proliferation; cell apoptosis; cell migration; autophagy

食 管 鳞 状 细 胞 癌 （esophageal squamous cell 

carcinoma, ESCC） 是一种全球范围内致死率很高的

恶性肿瘤[1]，由于缺乏特异性早期症状，患者常在

晚期才被确诊，预后较差。在中国和许多发展中

国家，ESCC 发病率和病死率仍处于较高水平[2]。因

此，ESCC 的临床管理面临巨大挑战，为降低其发

病率和病死率，亟需开发新的防治策略，并深入

探 索 其 新 的 发 病 机 制 、 治 疗 靶 点 与 生 物 标 志 物 。

自噬作为经典且保守的细胞降解过程，在肿瘤中

扮演着“双刃剑”角色：其既能抑制肿瘤的发生，

也能在肿瘤形成后，支持癌细胞的存活与侵袭转

移 ， 进 而 促 进 其 进 展 并 抵 抗 治 疗[3]。 在 ESCC 中 ，

自噬异常激活与肿瘤进展、化疗耐药和不良预后

密 切 相 关[4-5]， 阐 明 其 调 控 机 制 对 靶 向 治 疗 至 关

重要。

近 年 来 研 究 发 现 ， 非 编 码 RNA， 特 别 是

lncRNA 和 microRNA （miRNA），是基因表达的关键

调 控 者[6-8]。 lncRNA 常 作 为 “ 分 子 海 绵 ” 吸 附

miRNA， 解 除 其 对 靶 基 因 的 抑 制[9-11]。

LOC101928477 是课题组前期经数据库挖掘及实验

验证发现的定位于 11 号染色体的 lncRNA，前期研

究已证实其可抑制 ESCC 细胞增殖[12]，但其在 ESCC

中与自噬的关系未知。miR-139-5p 在多种肿瘤中

具有抑癌作用，但其在 ESCC 中的功能尚不清楚。

因此，本研究聚焦 LOC101928477 与 miR-139-

5p 在 ESCC 细 胞 行 为 调 控 中 的 作 用 ， 分 别 使 用

LOC101928477 过表达载体和 miR-139-5p 抑制剂干

预 ESCC 细胞，系统评估二者对细胞自噬活性、增

殖、凋亡、迁移及相关因子表达的作用，旨在探

明 LOC101928477 和 miR-139-5p 通过调控自噬通路

影响 ESCC 进展的分子机制，为 ESCC 靶向治疗提

供新的理论依据。

1  材料与方法 

1.1　材料　

1.1.1 　 细胞系 　ECA109 细胞购自中国武汉普诺赛

生命科技有限公司 （产品批号：CL-0077）。

1.1.2 　 试剂 　RPMI-1640 基础培养基 （武汉普诺

赛生命科技有限公司，PM150110），胎牛血清 （北

京索莱宝科技有限公司，S9020），细胞计数试剂盒-8

（cell counting kit-8, CCK-8）（北京索莱宝科技有限

公司，CA1210），Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试

剂盒 （北京索莱宝科技有限公司，CA1020），组织

细胞裂解液 （北京索莱宝科技有限公司，R0010），

二辛可宁酸 （bicinchoninic acid, BCA） 蛋白浓度测

定试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司，PC0020），
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SweScript All-in-One RT SuperMix for qPCR （武汉赛

维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ， G3337）， 2×Universal 

Blue SYBR Green qPCR Master Mix （武汉赛维尔生物

科 技 有 限 公 司 ， G3326）， 辣 根 过 氧 化 物 酶

（horseradish peroxidase, HRP） 标 记 山 羊 抗 兔 二 抗

（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， A0208）， TBST

（上海碧云天生物技术有限公司，ST673），人肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α） 酶联

免 疫 吸 附 试 验 （enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA） 试剂盒 （中国江苏科艾博生物科技有限公

司，CB11762-Hu），人白细胞介素-6 （Interleukin-

6, IL-6） ELISA 试剂盒 （江苏科艾博生物科技有限

公司，CB10373-Hu），兔抗人 Beclin1 抗体 （武汉三

鹰生物技术有限公司，11306-1-AP），兔抗人 LC3-

Ⅱ/LC3-Ⅰ抗 体 （武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ，

14600-1-AP），兔抗人 P62 抗体 （武汉三鹰生物技

术 有 限 公 司 ， 18420-1-AP）， 兔 抗 人 β-actin 抗 体

（北京博奥森生物技术有限公司，bs-0061R），RNA

抽 提 试 剂 （北 京 优 逸 兰 迪 生 物 技 术 有 限 公 司 ，

U7431），RNA EX Buffer （深圳默鸿生物科技有限

公 司 ， B9025） ， miR-139-5p 抑 制 剂 和 oe-

LOC101928477 （江苏通用生物科技有限公司，根

据 LOC101928477 已知序列合成）。

1.2　实验方法　

1.2.1 　 实验分组与干预 　将 ECA109 细 胞 置 于 含

10% 胎 牛 血 清 的 RPMI-1640 完 全 培 养 基 中 常 规 培

养。实验分为以下 5 组。A 组 （空白对照，仅培养

ECA109 细胞）：常规培养细胞；B 组 （空载病毒对

照，ECA109+oe-NC）： 感 染 空 载 慢 病 毒 （滴 度

1×108 TU/mL）； C 组 （LOC101928477 过 表 达 ，

ECA109+oe-LOC101928477）：感染 LOC101928477 过

表 达 慢 病 毒 （滴 度 1×108 TU/mL）； D 组 （miR-

139-5p 抑制，ECA109+miR-139-5p 抑制剂）：转染

miR-139-5p 抑制剂 （终浓度 10 nmol/L）；E 组 （联

合 干 预 ， ECA109+miR-139-5p 抑 制 剂 +oe-

LOC101928477）： 共 转 染 miR-139-5p 抑 制 剂

（10 nmol/L） 并感染 LOC101928477 过表达慢病毒。

病毒感染 24 h 后更换新鲜完全培养液，并加入嘌呤

霉素 （2 μg/mL） 进行筛选。所有干预处理时间为

24 h。

1.2.2 　 细胞培养与传代 　细胞融合度达 80%～90%

时进行传代，吸除原有培养基，加 2 mL 磷酸盐缓

冲液 （phosphate buffered saline, PBS） 润洗，去掉漂

浮的死细胞，加 2 mL 胰蛋白酶，放进培养箱消化

2 min。显微镜下观察细胞形态变圆、间隙变大后，

加 入 等 体 积 的 完 全 培 养 液 终 止 消 化 。 轻 柔 吹 打

制 成单细胞悬液，1 000 r/min 离心 3 min，弃上清

液，加入 4 mL 新鲜完全培养液重悬后，接种到 2 个

T25 培 养 瓶 ， 放 入 37 ℃ 、 5% 二 氧 化 碳 培 养 箱 中

培养。

1.2.3 　 细胞转染与病毒感染 　将 对 数 生 长 期 的

ECA109 细胞接种于 6 孔板，培养过夜至次日细胞

融合率达 50%～70%。取-80 ℃冻存的病毒于冰上

融化，吸除旧培养基，每孔加入 2 mL 新鲜无双抗

培养液。根据预实验确定的感染复数计算结果，每

孔吸取 100 μL 病毒液加入细胞培养孔中进行感染，

轻柔混匀，置于 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱中孵

育。感染 24 h 后，弃去含病毒的培养基，更换为新

鲜完全培养液 （含 100 μg/mL 青霉素和 100 μg/mL

链霉素） 继续培养。感染 48～72 h 后，更换为含适

宜浓度抗生素的完全培养液进行筛选。

1.2.4 　 CCK-8 法检测细胞活力 　收集对数生长期

的 ECA109 细胞，制备单细胞悬液并计数，按 5×

10³个细胞/孔接种于 96 孔板 （100 μL/孔），培养过

夜 使 细 胞 贴 壁 。 按 实 验 分 组 更 换 为 含 处 理 药 物

（或病毒） 的培养基，空白对照孔加入无血清培养

基。分别处理 24、48、72 h 后，避光条件下每孔加

入 10 μL CCK-8 试 剂 ， 继 续 于 培 养 箱 中 孵 育 2 h。

使 用 酶 标 仪 测 定 450 nm 波 长 处 的 光 密 度 （optical 

density, OD）。

1.2.5 　 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检 测 细 胞 凋 亡 　

收 集 对 数 生 长 期 的 ECA109 细 胞 ， 消 化 离 心 后 重

悬。按 5×105 个细胞/孔接种于 6 孔板，培养过夜使

细 胞 贴 壁 。 按 分 组 更 换 为 含 处 理 药 物 （或 病 毒）

的培养基，A 组加入无血清培养基，处理 48 h。处

理结束后，收集各组细胞 （含培养上清液），1 000 

r/min 离 心 5 min。 弃 上 清 液 ， 细 胞 沉 淀 用预冷的

PBS 轻柔洗涤 3 次。每管细胞沉淀用 600 μL Annexin 

V-FITC 结合缓冲液重悬。取 100 μL 细胞悬液至流

式管中，加入 5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，室

温 避 光 孵 育 15 min。 再 加 入 5 μL 碘 化 丙 啶

（propidium iodide, PI） 染 液 和 400 μL Annexin V-

FITC 结合缓冲液，轻柔混匀后，立即上机进行流
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式细胞术检测。

1.2.6 　 细胞划痕试验 　在 6 孔板底面，用马克笔

沿直尺画 3 条平行直线作为标记线。消化收集对数

生长期 ECA109 细胞，计数后按 5×105 个细胞/孔接

种于标记好的 6 孔板中，培养过夜至细胞形成单层

并基本长满 （接近 100% 融合）。用 200 μL 移液器

吸头 （垂直于孔板和标记线），施加适当压力沿直

尺划出 2 条贯穿孔板的直线划痕，使划痕与标记线

相交形成固定检测点。弃旧培养液，用 PBS 轻柔润

洗孔板 2～3 次以去除滑落的细胞碎片，按分组加

入含处理试剂的培养液或无血清培养液。在划痕

完成后即刻 （0 h） 于显微镜下对固定检测点进行

拍照记录，将培养板放回 37 ℃、5% 二氧化碳培养

箱中培养，分别于 24、48 h 取出培养板，在显微镜

下观察并拍摄相同位置的划痕宽度。

1.2.7 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR） 检 测

LOC101928477、miR-139-5p 基因表达  使 用 TRIzol

法 提 取 细 胞 总 RNA， 采 用 SweScript All-in-One RT 

SuperMix for qPCR 试剂盒进行逆转录。反应体系为

20 μL： 5×RT Buffer 4 μL、 RT Enzyme Mix 1 μL、

Oligo （dT）  18 Primer （10μmol/L） 1 μL、 Random 

Hexamer Primer （10μmol/L） 1 μL、RNA 模板 2 μg、

RNase-Free H2O 补足至 20 μL。反应条件：25 ℃孵

育 10 min，42 ℃逆转录 60 min，70 ℃灭活 15 min，

产物 cDNA 置于-20 ℃保存备用。以 cDNA 为模板，

在 qRT-PCR 仪 上 进 行 检 测 。 qRT-PCR 扩 增 体 系

（ 总 体 积 20 μ L）： TB Green Premix Ex Taq ll 

(Tli RNaseH Plus) 10 μL， 正 向 引 物 和 反 向 引 物 各

0.8 μL， cDNA 模 板 2 μL， ROX Reference Dye ll

（50×） 0.4 μL， H2O 6 μL。 qRT-PCR 反 应 条 件 ：

95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s；60 ℃退火 30 s；

共 40 个循环。以 GAPDH 为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法

计算 LOC101928477、miR-139-5p 相对表达量。引

物序列见表 1。

1.2.8 　 Western blotting 实 验 检 测 细 胞 中 Beclin 1、

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、P62 及 β-actin 蛋白表达  用 RIPA

裂解液提取细胞总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。取

30 μg 蛋 白 样 品 经 SDS-PAGE 电 泳 分 离 后 ， 转 至

PVDF 膜。用 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h。加入一抗

（Beclin1、 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、P62、β-actin，稀释比例均

为 1∶2 000）， 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 TBST 洗 膜 后 ， 加 入

HRP 标记的二抗 （1∶5 000） 室温孵育 1 h。ECL 化

学发光显影，用 Image Lab 软件分析条带灰度值，以

目的蛋白与β-actin 的灰度值比值表示各蛋白相对表

达量。

1.2.9 　 ELISA 检测 TNF-α和 IL-6 水平 　 收 集 细

胞培养上清液，于 2～8 ℃条件下 3 000 r/min 离心

20 min， 仔 细 吸 取 上 清 液 ， 分 装 后 于 -20 ℃ 保 存

待 测 。 按 照 TNF- α 和 IL-6 的 ELISA 试 剂 盒 说 明

书 步 骤 进 行 操 作 ： 在 预 先 包 被 抗 体 的 微 孔 板 中

依 次加入标准品、待测样品、HRP 标记的检测抗

体 ， 温 育 并 彻 底 洗 涤 后 ， 加 入 底 物 TMB 显 色 。

TMB 在 HRP 催 化 下 转 化 为 蓝 色 产 物 ， 加 入 终 止

液 后 转 为黄色。使用酶标仪在 450 nm 波长处测定

OD 值，根 据 标 准 曲 线 计 算 样 品 中 TNF-α 和 IL-6

水平。

1.3　统计学方法　

数据分析采用 GraphPad Prism 9.3 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分

析或重复测量设计的方差分析，两两比较用 SNK-q

检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

表 1　qRT-PCR引物

基因

LOC101928477

miR-139-5p

GAPDH

引物序列（5'-3'）

正向引物：CAGCAAAGGAAAAGTGGCA

反向引物：TTCATCCTTGGGCTCTCCCA

正向引物：CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACTGGAGA

反向引物：ACACTCCAGCTGGGTGTACAGTGCACGTGTC

正向引物：GGAAGCTTGTCACAATGGAAATC

反向引物：TGATGACCCTTTGCTCCC

长度/bp

198

52

168
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2  结果 

2.1　LOC101928477对ECA109细胞活力的影响

各组 ECA109 细胞在 24、48、72 h 的细胞活力

比较，采用重复测量设计的方差分析，结果：①不

同时间点细胞活力比较，差异有统计学意义 （F =

4011.700，P =0.000）；②各组细胞活力比较，差异

有统计学意义 （F =145.400，P =0.000），其中 A 组

与 B 组之间差异无统计学意义 （P >0.05），C、D、

E 组细胞活力均低于 B 组 （P <0.05）；③各组细胞

活 力 变 化 趋 势 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （F =

7.120，P =0.000）。见表 2。

2.2　LOC101928477对ECA109细胞凋亡的影响　

A、B、C、D、E 组 ECA109 细胞凋亡率分别为

（3.80±0.85）% 、（6.33±1.16）% 、（43.20±1.20）% 、

（30.13±2.20）%、（17.97±0.40）%，经方差分析，差异

有 统 计 学 意 义 （F =477.207， P =0.000）； A 组 与 B

组 ECA109 细 胞 凋 亡 率 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（P >0.05），C、D、E 组 ECA109 细胞凋亡率均高于

B 组 （P <0.05），C 组 ECA109 细胞凋亡率均高于 D、

E 组 （P <0.05），D 组 ECA109 细胞凋亡率高于 E 组

（P <0.05）。见图 1。

2.3　LOC101928477对ECA109细胞迁移的影响

A、B、C、D、E 组 EC109 细 胞 迁 移 率 分 别 为

（36.8±2.9）% 、（35.2±2.8）% 、（5.9±5.5）% 、（22.9±

4.3）%、（9.8±1.4）%，经方差分析，差异有统计学意

义（F =48.996，P =0.000）；A 组与 B 组 EC109 细胞迁

移率比较，差异无统计学意义（P >0.05）；B 组 EC109

细胞迁移率高于 C、D、E 组（P <0.05）；C 组 EC109 细

胞迁移率低于 D、E 组（P <0.05）。见图 2。

表 2　各组 ECA109 细胞不同时间点细胞活力的比较

（x±s）

组别

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

24 h

0.64±0.10

0.64±0.10

0.56±0.20

0.52±0.20

0.50±0.10

48 h

1.12±0.04

1.12±0.50

0.90±0.90

0.90±0.90

0.90±0.10

72 h

2.15±0.60

2.14±0.40

1.80±0.30

1.72±0.10

1.60±0.10

105

104

103

102

102 103 104 105

Annexin-VFITC-A

PI
-A

105

104

103

102

102 103 104 105

Annexin-VFITC-A

PI
-A

105

104

103

102

102 103 104 105

Annexin-VFITC-A

PI
-A

A 组                                                                           B 组                                                                           C 组

105

104

103

102

102 103 104 105

Annexin-VFITC-A

PI
-A

105

104

103

102

102 103 104 105

Annexin-VFITC-A

PI
-A

D 组                                                                              E 组

图1　各组ECA109细胞的流式细胞图

·· 24
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2.4　 LOC101928477 对 ECA109 细 胞 中

LOC101928477和miR-139-5pmRNA表达的影响

各组 ECA109 细胞中 LOC101928477 相对表达量

比 较 ， 经 方 差 分 析 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （P <

0.05）；A 组与 B 组比较，差异无统计学意义 （P >

0.05）；B 组低于 C 组 （P <0.05）；C 组高于 D、E 组

（P <0.05）；D 组低于 E 组 （P <0.05）。各组 ECA109

细 胞 miR-139-5p 相 对 表 达 量 比 较 ， 经 方 差 分 析 ，

差异有统计学意义 （F =18.7，P =0.000）；两组比

较结果显示：A 组与 B 组比较，差异无统计学意义

（P >0.05）；B 组低于 C 组 （P <0.05）；C 组高于 D、

E 组 （P <0.05）；D 组与 E 组比较，差异无统计学意

义 （P >0.05）。见表 3。

2.5　LOC101928477 对 ECA109 细胞自噬相关蛋

白表达的影响　

各 组 ECA109 细 胞 中 Beclin1 蛋 白 表 达 水 平 比

较，经方差分析，差异有统计学意义 （F =28.150，

P =0.000）； A 组 与 B 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（P >0.05）；B 组低于 C 组 （P <0.05）；C 组高于 D 组

（P <0.05）；D 组低于 E 组 （P <0.05）。见表 4。

各 组 ECA109 细 胞 中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋 白 表 达

水平比较，经方差分析，差异有统计学意义 （F =

42.370，P =0.000）；A 组与 B 组比较，差异无统计

学意义 （P >0.05）；B 组低于 C 组 （P <0.05）；C 组

0 h

24 h

A 组                                                        B组                                                            C 组

0 h

24 h

D 组                                                         E 组

图2　各组ECA109细胞迁移能力的划痕试验

表 3　各组ECA109细胞中LOC101928477、miR-139-5p 

相对表达量的比较 （x±s）

组别

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

F 值

P 值

LOC101928477

1.00±0.28

1.15±0.22

6.75±0.91

3.82±0.57

5.07±0.85

34.260

0.000

miR-139-5p

1.00±0.14

0.84±0.08

2.05±0.19

0.95±0.14

1.51±0.15

18.730

0.000

·· 25
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高于 D、E 组 （P <0.05）；D 组低于 E 组 （P >0.05）。

见表 4。

各 组 ECA109 细 胞 中 P62 蛋 白 表 达 水 平 比 较 ，

经方差分析，差异有统计学意义 （F =12.580，P =

0.000）；A 组与 B 组比较，差异无统计学意义 （P >

0.05）；B 组高于 C、E 组 （P <0.05）；C 组与 D 组、

E 组比较，差异无统计学意义 （P >0.05）；D 组高

于 E 组 （P <0.05）。见表 4 和图 3。

2.6　LOC101928477 对 ECA109 细胞 TNF-α和

IL-6分泌的影响　

各组 ECA109 细胞中 TNF-α水平比较，经方差

分 析 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （F =138.153， P =

0.000）；A 组与 B 组比较，差异无统计学意义 （P >

0.05）；B 组低于 C、D、E 组 （P <0.05）；C 组低于

D、E 组 （P <0.05）；D 组低于 E 组 （P <0.05）。各

组 ECA109 细胞中 IL-6 水平比较，经方差分析，差

异有统计学意义 （F =141.278，P =0.000）；A 组与

B 组比较，差异无统计学意义 （P >0.05）；B 组低

于 C、D、E 组 （P <0.05）；C 组与 D 组比较，差异

无 统 计 学 意 义 （P >0.05）； D 组 低 于 E 组 （P <

0.05）。见表 5。

3  讨论 

本研究系统探讨了 lncRNA LOC101928477 对人

ESCC 细 胞 行 为 的 调 控 作 用 ， 并 探 究 其 通 过 调 控

miR-139-5p 介导自噬通路参与 ESCC 进展的分子机

制，为 ESCC 的靶向治疗提供了新的理论依据和潜

在靶点。

本研究核心发现证实，过表达 LOC101928477

能显著诱导 ESCC 细胞自噬激活，具体表现为：自

噬关键效应分子 Beclin 1 表达上调；自噬体形成标

志物 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ升高；自噬底物 P62 蛋白降解

加速。尤为重要的是，这一促自噬效应被证明高

度 依 赖 于 miR-139-5p 的 活 性 调 控 ： 当 使 用 miR-

139-5p 抑 制 剂 阻 断 该 miRNA 功 能 时 ，

LOC101928477 过表达诱导的自噬增强被显著逆转

（Beclin 1 下调，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ下调，P62 上调）。

这提示 LOC101928477 可能通过正向调控 miR-139-

5p 表达发挥促自噬作用，符合经典的“lncRNA 作

为 miRNA 海绵”调控模型[4]。该发现拓展了 ESCC

自 噬 调 控 网 络 ， 为 了 解 lncRNA 通 过 靶 向 调 控

miRNA 在 肿 瘤 代 谢 重 编 程 中 的 作 用 提 供 了 直 接

证据。

值得关注的是，LOC101928477 通过调控 miR-

139-5p 所诱导的自噬激活，并未促进 ESCC 细胞存

活 ， 反 而 显 著 抑 制 细 胞 增 殖 、 迁 移 并 促 进 凋 亡 。

这与传统认知中“自噬保护肿瘤细胞”的观点似

乎矛盾[13-14]，但与近年来关于“过度自噬诱导自噬

性细胞死亡”的研究趋势一致[15]。可能的机制包

括 ： 持 续 性 自 噬 过 度 消 耗 关 键 细 胞 器 和 大 分 子 ，

导致代谢崩溃[16]；自噬激活可能通过降解促生存蛋

白 （如 MCL-1） 间接促进凋亡进程[17]；miR-139-5p

表 4　各组自噬相关蛋白相对表达量的比较 

（x±s）

组别

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

F 值

P 值

Beclin1

0.69±0.07

0.71±0.01

1.06±0.05

0.73±0.07

0.94±0.1

28.150

0.000

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
0.47±0.10

0.54±0.13

1.33±0.06

0.61±0.09

0.81±0.08

42.370

0.000

P62

1.14±0.09

1.13±0.11

0.63±0.10

0.88±0.10

0.56±0.09

12.580

0.000

A 组      B组      C 组     D 组     E 组

60 kD

18 kD

15 kD

62 kD

43 kD

A 组      B组      C 组     D 组     E 组

Beclin1

LC3-Ⅰ
LC3-Ⅱ

P62

β-actin

60 kD

18 kD

15 kD

62 kD

43 kD

图3　各组EC109细胞自噬相关蛋白表达

表 5　各组ECA109细胞中TNF-α、IL-6水平的比较 

（pg/mL， x±s）

组别

A 组

B 组

C 组

D 组

E 组

F 值

P 值

TNF-α
40.63±1.35

42.32±1.63

52.20±4.32

61.87±5.3

82.45±2.89

138.153

0.000

IL-6

78.55±3.89

80.63±9.01

122.12±8.65

128.24±11.12

178.17±7.78

141.278

0.000
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本 身 已 被 报 道 靶 向 抑 制 多 个 促 癌 基 因 （ 如

ROCK1[18]、FOXM1[19]），经 LOC101928477 调控后的

miR-139-5p 上调，可能协同增强自噬通路的抑癌

效应[20-21]。本研究的表型数据充分支持这一解释：

LOC101928477 过 表 达 介 导 的 自 噬 激 活 （C 组 ，

LOC101928477 过表达组），伴随细胞活力下降、迁

移能力抑制和凋亡率增加，而阻断 miR-139-5p 表

达 （D 组，miR-139-5p 抑制剂组） 则显著逆转上述

生物学效应。这一结果证实，LOC101928477 可作

为内源性调控因子，通过正向调控 miR-139-5p 的

表达在 ESCC 中发挥抑癌作用。

本研究报道 LOC101928477 通过调控 miR-139-

5p 可显著激活 ESCC 细胞 TNF-α和炎症因子 IL-6 的

分泌。这一发现具有重要的研究价值。已有研究

证实，细胞自噬可通过激活炎症小体或损伤相关

分子模式介导 NLRP3 等炎症通路[22-23]，而促炎因子

的分泌增多又可能反馈调控相关信号通路，参与

肿瘤细胞的生物学行为调控[24]；肿瘤微环境中持续

炎症反应是驱动癌细胞侵袭和免疫逃逸的关键因

素[25]。 因 此 ， LOC101928477 可 通 过 “ 诱 导 自 噬→
调节炎症因子分泌→抑制细胞迁移”的级联反应

参与 ESCC 的恶性进展调控，这一通路也可能成为

阻断 ESCC 恶性进展的新靶标。

综上所述，本研究证实 lncRNA LOC101928477

在食管鳞癌 ECA109 细胞中发挥抑癌作用，其机制

与 调 控 miR-139-5p 表 达 相 关 。 具 体 表 现 为 ：

lncRNA LOC101928477 可激活细胞自噬，抑制细胞

增 殖 与 迁 移 ， 促 进 细 胞 凋 亡 ， 并 上 调 炎 症 因 子

TNF- α 与 IL-6 的 分 泌 。 上 述 发 现 提 示 lncRNA 

LOC101928477 在 ESCC 中具有潜在抑癌功能，或可

为其靶向治疗提供新理论依据。然而，本研究目

前仅限于细胞水平验证，缺乏体内实验数据支持，

此为主要的局限性。未来研究将通过构建动物模

型 ， 进 一 步 证 实 lncRNA LOC101928477 通 过 miR-

139-5p 调控自噬通路在体内的抑癌效应，并评估

其作为 ESCC 治疗靶点的潜力。
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