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长非编码 RNA SNHG18对人胃癌细胞 BGC823增殖和凋亡的影响 *
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摘要 目的：探究长非编码 RNA SNHG18对胃癌细胞增殖和凋亡的影响。方法：采用实时定量 PCR(qRT-PCR)技术检测人胃癌组

织及癌旁组织和胃癌细胞系中 lncRNA SNHG18的表达；采用 MTT和克隆形成试验观察转染 SNHG18过表达质粒后胃癌细胞

BGC823增殖活力的变化；通过流式细胞术检测 lncRNA SNHG18对胃癌细胞 BGC823凋亡的影响。结果：相较于癌旁组织和胃

正常粘膜上皮细胞系 GSE-1，胃癌组织及胃癌细胞系中 SNHG18的表达水平显著降低(P<0.05)；胃癌细胞过表达 SNHG18增殖活

力以及克隆形成的能力均显著降低(P<0.05)，而细胞凋亡率明显升高(P<0.05)。结论：胃癌组织中长非编码 RNA SNHG18呈低表

达，可促进胃癌细胞增殖并抑制其凋亡，可能在胃癌发生发展过程中发挥重要作用。
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Effect of Long non-coding RNA SNHG18 on the Proliferation and Apoptosis
of Gastric Cancer BGC823 Cell Line*

To investigate the effects of long non-coding RNA SNHG18 on the proliferation and apoptosis of gastric

cancer cells. Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of lncRNA SNHG18 in human gastric

cancer tissues and adjacent normal tissues and gastric cancer cell lines. MTT and colony formation assays were used to observe the

changes of proliferation activity of gastric cancer BGC823 cells after transfection of pcDNA-SNHG18. The effect of lncRNA SNHG18

on the apoptosis of gastric cancer cells was verified by flow cytometry. Compared with paracancerous tissues and normal gastric

mucosal epithelial cell line GSE-1, the expression of SNHG18 was down-regulated in gastric cancer tissues and gastric cancer cell lines

(P<0.05); and over expression SNHG18 in gastric cancer cells could inhibit the proliferation of gastric cancer cell line BGC823 and pro-

mote apoptosis of BGC823 cells. The expression of long non-coding RNA SNHG18 is down-regulated in the gastric cancer

tissues, which may play an important role in the regulation of proliferation and apoptosis of gastric cancer BGC823 cells.
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前言

恶性肿瘤已成为全球范围内仅次于心脑血管疾病的第二

大死因[6]，其中胃癌是目前世界上最常见的恶性肿瘤之一。近年

来，功能基因组学的飞速发展将越来越多的目光聚焦到非编码

转录产物的研究，其中存在着一类长度大于 200 nt，但并不具

备编码功能蛋白质的 RNA，即长非编码 RNA(long noncoding

RNAs, lncRNAs)[1,2]，很多 lncRNAs能参与调节疾病表观基因组

和基因组表达 [3]，包括肿瘤的恶性和临床进展 [4,5]。研究表明

lncRNAs参与肿瘤细胞周期调控、肿瘤恶性增殖、肿瘤侵袭与

转移等过程，并与肿瘤化疗药物耐药性相关 [7-9]。因此，阐明

lncRNA在胃癌细胞增殖及转移过程中的作用和分子机制，能

为临床上胃癌恶性进展诊断及发病机制提供一定的参考依据。

LncRNA SNHG18(small nucleolar RNA host gene 18)位于人类

第 5号染色体，其转录本长 1503 bp。既往研究表明 LncRNA

SNHG18在肝细胞癌中作为肿瘤抑制因子并可作为肝癌的独

立诊断指标[10]，但其在胃癌中的作用角色尚未被研究。本研究

首先采用实时荧光定量 PCR检测 SNHG18在胃癌组织和胃癌
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细胞系中的表达，并利用在线数据网站探究其与胃癌患者预后

之间的关系，再通过构建过表达质粒提高胃癌细胞中 SNHG18

表达水平，探讨其对胃癌细胞增殖和凋亡的影响，以期明确

SNHG18在胃癌中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

胃癌细胞系(BGC823、SGC7901)以及正常胃粘膜上皮细胞

系(GES-1)均购于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

胃癌配对的肿瘤组织及相邻癌旁组织样本从 2017 年 4 月至

2018年 4月取自江苏省人民医院确诊为胃癌并接受手术治疗

的患者，并经过病理科严格鉴定为胃癌。本课题研究通过了南

京医科大学伦理委员会的同意，并得到了所有取样患者的知情

同意。所有的组织取下后立即置于液氮中，并放于 -86℃超低

温冰箱储存，直至提取组织样本的 RNA。培养细胞的 RPMI

1640及 DMEM培养基、TRIzol试剂均购买于美国 Invitrogen

公司；逆转录及实时定量 PCR试剂盒购买于日本 Takara公司

(货号：RR820A)；转染试剂 X-tremeGENE购于中国上海罗氏公

司；细胞凋亡试剂盒购买于美国 BD公司。

1.2 方法

1.2.1 胃癌细胞的培养 BGC823细胞需要培养在含有 10 %

胎牛血清(10 % FBS)的 RPMI 1640培养基中，贴壁生长；在培

养基中可根据需要添加双抗 (100 U / mL青霉素和 100 mg/mL

链霉素)。细胞常规培养在含有 5 % CO2的 37℃恒温培养箱

中，平均每 2-3天更换成新的培养基，当培养皿中细胞融合度

达到 80 %-90 %时，按 1:3或 1:4的比例进行细胞传代。

1.2.2 实时定量 PCR 提取胃癌组织及细胞的总 RNA，根据

NCBI-Gene提供的基因序列，设计并合成 lncRNA SNHG18和

内参 GAPDH 的引物。SNHG18 上游引物：5'-GGGCTGCTT-

TATTGCTCACC-3'，下游引物：5'-TGAAATCCAAGTGGAGG-

GGC-3'；GAPDH上游引物：5'-GGGAGCCAAAAGGGTCAT-3'，

下游引物：5'-GAGTCCTTCCACGATACCAA-3'。实时荧光定量

PCR反应体系 20 滋L：ddH2O 6.0 滋L、模板 cDNA 2.0 滋L、上游
引物 0.8 滋L、下游引物 0.8 滋L、ROX Reference Dye (50× ) 0.4

滋L、SYBR 10.0 滋L，每个样本设置 3个复孔。反应条件为：第一

阶段预变性 95℃ 30 s，第二阶段 95℃ 5 s，60℃ 30 s进行 40

个循环。每个模板的 Ct值与该模板的起始拷贝数的对数存在

线性关系，起始拷贝数越多，Ct值越小。

1.2.3 质粒的构建与转染 根据 NCBI-Gene 提供的人类

SNHG18基因的全长转录本序列，插入到真核表达载体 pcD-

NA3.1+中，构建 SNHG18过表达质粒 pcDNA- SNHG18，将上

述质粒转化为大肠杆菌，并加入至液体 LB培养基中，同时加

入适当比例的相应抗生素，匀速 200 r/min摇晃菌液，使菌体扩

增培养。约 14-16小时，待菌液浑浊，根据去除内毒素的质粒提

取试剂盒(E.Z.N.A.誖 Endo-Free Plasmid Mini Kit Ⅱ，OMEGA)

提取质粒后保存于 -20℃冰箱用于后续试验。按每孔 2× 105个

细胞 /mL的密度将肿瘤细胞接种在六孔板中培养，待细胞贴壁

后，每孔转染 4 滋g质粒。转染质粒时，首先将 BGC823细胞分

为两组，分别为阴性对照组和 SNHG18过表达组，标记为 Emp-

ty vector和 pcNDA-SNHG18。运用转染试剂 X-tremeGENE进

行细胞转染，步骤参照试剂说明书。转染后置于细胞培养箱中

继续培养以待后续实验。

1.2.4 MTT实验 将转染后 24 h的细胞接种于 96孔培养板

中，每孔约 2000-3000个细胞；待 80%的细胞贴壁后，使细胞同

步化 12 h，弃去原有培养基。每个样品在 96孔板中设置 6个复

孔，每孔总反应体积为 200 滋L；设置 0 h、24 h、48 h、72 h、96 h

五个时间点，每孔加入 20 滋L的MTT反应液(5 mg/mL，溶于无

菌 PBS)，37℃避光孵育 4 h。4 h后弃去上清液，每孔加入 150

滋L二甲亚砜 (DMSO)，振荡混匀后使用酶联免疫检测仪测定

490 nm波长处的吸光度。

1.2.5 平板克隆形成实验 将六孔板中转染后 24 h的细胞，

选择适当的细胞密度(600-1000个 /mL)接种于六孔板中，吹打

混匀成单细胞悬液，使细胞分散均匀分布在六孔板中，每个样

品准备三个副孔。放入培养箱中培养，每 5天更换成新鲜的完

全培养基，培养 10-14天，7天后注意每天观察克隆形成状态；

当培养皿中出现肉眼可见的细胞克隆斑点时，终止培养。弃去

培养液，六孔板每孔加入 1 mL纯甲醇，固定细胞；30 min后弃

去甲醇，每孔加入 1 mL 0.1 %结晶紫染色液进行细胞染色。染

20-30 min后，用 PBS缓慢冲洗六孔板，直至洗去染色液，倒扣

于室温空气干燥。将六孔板倒置在看片灯上，用数码相机进行

拍照，并在计算机上对图片进行计数或用显微镜观察六孔板直

接计出克隆斑点的数目。

1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡 取转染后 36-48 h的对照组

及实验组的细胞(包括细胞培养上清液，注意使用不含 EDTA

的胰酶消化细胞)，吹打混匀成细胞悬液，转移至标记好的流式

管中，离心机调整为 1500× g，低速离心 5 min。弃去上清，加入

预冷的 PBS清洗 2次，小心吸尽细胞沉淀上残留的 PBS(可用

纸吸尽)，涡旋振荡 30 s，使细胞成均匀悬浮液。每管加入 200

滋L含钙离子的结合缓冲液，再加入 5 滋L Annexin V-FITC荧光
探针和 5 滋L的碘化丙锭(PI)，轻轻振荡混匀，避光孵育 15 min。

最后加入 400 滋L结合缓冲液，涡旋振荡混匀后，上流式细胞仪
利用 FL1和 FL3双通道波长检测。

1.3 统计学分析

实验数据皆用 SPSS17.0 软件分析，以三次试验的平均

值± 标准误表示，组间差异用双尾 Student's t检验，以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 LncRNA SNHG18在胃癌组织及胃癌细胞中低表达

我们在收集的 10对胃癌组织及其配对的癌旁组织中检测

SNHG18 的表达，结果显示相较于邻近正常组织，lncRNA

SNHG18在胃癌组织中呈现低表达(图 1)。我们进一步在胃正

常黏膜细胞系 GES-1和胃癌细胞系 BGC823及 SGC7901中检

测 SNHG18的表达，结果显示 SNHG18在胃癌细胞系中表达

水平低于为正常黏膜细胞系，且在 BGC823细胞中的表达水平

最低(图 2)。我们推测低表达的 lncRNA SNHG18在肿瘤的恶性

增殖中发挥了重要作用。为了探究 SNHG18的临床意义，我们

进一步通过分析在线网站 kmplot(http://kmplot.com/analysis/in-

dex.php?p=service&cancer=gastric)，发现 SNHG18高表达的患

者比 SNHG18低表达的病人预后较好(图 3)。
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2.2 在 BGC823细胞中上调 SNHG18的表达

为了探究 SNHG18 在胃癌细胞 BGC823 中发挥的作用，

我们构建了 SNHG18 的过表达质粒，通过转染外源性上调

BGC823细胞中 SNHG18的水平，以 pcDNA作为对照，时并通

过实时定量 PCR检测转染效率。结果显示转染 SNHG18过表

达质粒组的 BGC823 细胞中，SNHG18 的表达水平上调了

1244倍(图 4)，证实外源性的过表达的效果显著。

2.3 过表达 SNHG18对 BGC823胃癌细胞增殖的影响

为了检测 SNHG18对胃癌细胞细胞恶性增殖的影响，我们

进行了 MTT及克隆形成实验探究转染 SNHG18过表达质粒

之后，胃癌细胞的增殖活力。MTT结果显示相较于对照组，过

表达 SNHG18细胞的增殖活力明显降低(图 5)，且克隆形成能

力减弱(图 6)。

2.4 过表达 SNHG18对 BGC823胃癌细胞凋亡的影响

一般认为恶性转化的肿瘤细胞是因为失控生长，过度增

殖。从细胞凋亡的角度看则认为是肿瘤的凋亡机制受到抑制不

能正常进行细胞死亡清除的结果。为了检测 SNHG18对胃癌

细胞凋亡的影响，运用流式细胞术检测细胞凋亡，结果显示过

表达 SNHG18能促进胃癌细胞 BGC823的细胞凋亡(图 7)。

图 1 10对胃癌及癌旁组织中 SNHG18的表达情况

Fig.1 Expression of SNHG18 in 10 pairs of gastric cancer and adjacent

tissues

图 2 SNHG18表达水平的降低预示着胃癌患者的不良预后

Fig.2 Decreased expression of SNHG18 predicts poor prognosis in

patients with gastric cancer

图 3 SNHG18在胃癌细胞及胃正常黏膜细胞系中的表达

Fig.3 Expression of SNHG18 in the gastric cancer cells and normal gastric

mucosal cell GES-1

图 4 在胃癌细胞 BGC823中过表达 SNHG18的水平

Fig.4 Overexpression of SNHG18 in gastric cancer cell line BGC823

图 5 MTT实验检测过表达 SNHG18对 BGC823细胞增殖活力的影响

Fig.5 Effects of overexpression SNHG18 on the proliferation of BGC823

cells by MTT assay
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3 讨论

全球大约 2/3的胃癌发生在发展中国家，而我国每年新发

病例约 67万例，占全世界病例的 42%左右，死亡率为欧美发达

国家的 4-8倍，是目前严重威胁我国人民健康和生命的癌症之

一[11]。在临床诊断中，由于胃癌的早期临床症状并不典型，并且

患者确诊时多以进展期胃癌为主，常伴有胃癌向淋巴结和腹腔

内侵袭、转移[12]。目前研究认为胃癌发生发展是多基因网络调

控、多步骤和多阶段发生发展的主动过程，已发现多种蛋白编

码基因在胃癌中表达异常，包括 p53、Rb、CDKN2A、APC等抑

癌基因的失活和Myc、Jun、Bcl-2等原癌基因的激活等[9,13,14]。但

迄今为止，胃癌的发病因素仍未完全清楚。

近年来，应用新一代癌症转录组测序揭示了数千种 lncR-

NAs，越来越多的研究表明 lncRNAs的异常表达与不同的癌症

类型相关[15]。这些 lncRNAs在基因调控中具有关键作用，因此

影响肿瘤细胞稳态的各个方面，包括细胞增殖、凋亡、迁移或基

因组稳定性[16-19]。在功能上有一部分与肿瘤的恶性转化有关[20-22]。

Zhang等发现在食管鳞状细胞癌中上调的非编码 RNA SNHG6

可促进癌细胞恶性增殖并具有一定的临床诊断价值[23]。长非编

码 RNA HCP5通过激活 ZEB1和与 miR-139-5p的相互作用而

促进结直肠癌的上皮 -间质转化，从而加速肿瘤的恶性进展[24]。

LncRNA MEG3通过 p53信号通路抑制胃癌的增殖和转移[25]。

因此，鉴定与肿瘤相关的 lncRNAs，并深入研究其在肿瘤细胞

恶性增殖、恶性进展中的作用及潜在机制成为当务之急。

lncRNA不仅有可能作为肿瘤诊断的标志物，还有可能作为肿

瘤治疗的新方向[26]，为临床上胃癌治疗和诊断提供新的思路及

策略。

在本研究中，我们探究了 lncRNA SNHG18在胃癌恶性进

展中的作用。LncRNA SNHG18位于人类第 5号染色体，其转

录本长 1503 bp，已有文献报道，LncRNA SNHG18在肝细胞癌

中作为肿瘤抑制因子并可作为肝癌的独立诊断指标[10]，但其在

胃癌中的作用角色尚未被研究。首先我们通过 TCGA在线数

据网站 GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/)对 SNHG18在各种肿

瘤中的表达水平进行分析，发现 SNHG18在多种肿瘤中差异

表达，相较于邻近正常组织，其在大部分肿瘤组织中呈现低表

达水平。我们进一步在收集的 10对胃癌组织及其配对的癌旁

组织中检测 SNHG18的表达，结果显示 SNHG18在胃癌组织

及胃癌细胞中低表达。同时我们还检测了为正常黏膜细胞系

GES-1 和胃癌细胞系 BGC823 及 SGC7901 中 SNHG18 的表

达，结果显示 SNHG18在胃癌细胞系中表达水平低于为正常

黏膜细胞系。我们推测低表达的 lncRNA SNHG18在肿瘤的恶

性增殖中发挥了重要作用。为了探究 SNHG18的临床意义，我

们进一步通过分析在线网站 kmplot(http://kmplot.com/analy-

sis/index.php?p=service&cancer=gastric)发现 SNHG18高表达的

患者预后好于 SNHG18 低表达的病人。因此，我们推测

SNHG18在胃癌的发生发展中起到重要的抑癌基因的作用。

但 SNHG18在胶质瘤中被报道发挥的是类似癌基因的作

用，并促进了肿瘤的放射抗性[27]，这说明同一个 lncRNA在不同

的肿瘤中发挥的作用可能不同。既往就有文献报道一种定位于

细胞质中的 lncRNA SPRY4-IT1在不同的肿瘤中发挥着截然

图 6 平板克隆形成实验检测过表达 SNHG18后对 BGC823细胞增殖的影响

Fig.6 Effects of overexpression SNHG18 on the proliferation of BGC823 cells by colony formation assay

图 7 流式细胞术检测过表达 SNHG18对胃癌细胞 BGC823细胞凋亡的影响

Fig.7 Effects of SNHG18 overexpression on the apoptosis of BGC823 cells detected by flow cytometry
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相反的作用。在食管癌和膀胱癌中，SPRY4-IT1发挥的是类似

癌基因的作用，可以促进食管癌和膀胱癌细胞的增殖、侵袭和

转移，并可成为肿瘤诊断的新型生物标志物[28,29]。在胆管癌中，

lncRNA SPRY4-IT1 受转录因子 SP1 的转录激活，高表达的

SPRY4-IT1通过 EZH2/LSD1/DNMT1蛋白复合体和海绵吸附

miR-101-3p 在胆管癌中发挥致癌特性 [30]。但在胃癌中，

SPRY4-IT1发挥的则是类似抑癌基因的作用，降低 SPRY4-IT1

的表达导致胃癌细胞的恶性转移[31]。这些研究结论说明同一个

lncRNA在不同的肿瘤中发挥的作用可能不同甚至完全相反。

一般认为恶性转化的肿瘤细胞是因为失控生长，过度增

殖。我们通过在胃癌细胞中过表达 SNHG18的表达，进行MTT

以及克隆形成实验，发现过表达 SNHG18能显著抑制胃癌细

胞 BGC823的恶性增殖。从细胞凋亡的角度，肿瘤的凋亡机制

受到抑制不能正常进行细胞死亡清除的结果。研究表明 lncR-

NA在肿瘤细胞凋亡受抑制中也发挥了重要的作用。Wang等[32]

发现 LncRNA SNHG7通过抑制肿瘤抑制因子 p15和 p16的表

达从而促进胃癌细胞的增殖和抑制细胞凋亡。LncRNA CD-

KN2B-AS1能够促进宫颈癌细胞转移并促抑制癌细胞的凋亡

和衰老[33]。我们在胃癌细胞中过表达 SNHG18，检测其对胃癌

细胞凋亡的影响，结果显示过表达 SNHG18能够够促进肿瘤

细胞 BGC823的凋亡。

综上所述，胃癌组织中长非编码 RNA SNHG18呈低表达，

可促进胃癌细胞增殖并抑制其凋亡，可能在胃癌细胞中发挥类

似抑癌基因的作用，参与胃癌的恶性进程，其可作为潜在的胃

癌患者的预后和生存指标。现阶段关于肿瘤中差异表达的

lncRNA多为在肿瘤组织和癌细胞中高表达的 lncRNA，即发挥

癌基因角色的 lncRNA[34-36]，而在肿瘤组织和癌细胞中低表达的

lncRNA则研究较少[37]。本研究的研究对象 SNHG18就是在胃

癌组织和细胞中表达下调的 lncRNA，首次证实 SNHG18在胃

癌的恶性进展中起抑癌基因的作用。但 SNHG18对于胃癌细

胞侵袭转移的影响及具体机制还需要进一步研究。同时，还需

继续扩大临床研究的样本量，进一步确认 SNHG18作为胃癌

的诊断和预后分子标志物所发挥的重要作用。
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