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摘要： 目的 探讨长链非编码（lncRNA）核仁小RNA宿主基因 15（SNHG15）靶向调节微小RNA-141（miR-141）对甲状腺癌细

胞侵袭、凋亡影响及机制。方法 本研究起止时间为 2018年 10月至 2019年 5月，参照Lipofectamine 2000说明将 SNHG15小干

扰RNA（siRNA）、siRNA阴性对照（siRNA control）、miR-141抑制剂（miR-141 inhibitor）或抑制剂阴性对照（inhibitor control）转染

至甲状腺癌FRO细胞，细胞随机分组空白对照（si-control）组、转染阴性对照（si-NC）组、转染 SNHG15 siRNA（si-SNHG15）组、转

染 SNHG15 siRNA和 inhibitor control（si-SNHG15+anti-control）组和转染 SNHG15 siRNA和 miR-141 inhibitor（si-SNHG15+anti-
miR-141）组，，转染48 h，qRT-PCR检测SNHG15和miR-141 mRNA表达；Transwell小室及流式细胞术分别检测细胞侵袭能力及

凋亡率；双荧光素酶报告系统检测 SNHG15和miR-141的靶向关系。Western blotting检测上皮钙黏素（E-cadherin）、B细胞淋巴

瘤/白血病 -2（Bcl-2）和 Bcl-2相关 X蛋白（Bax）蛋白表达。结果 与 si-control组比较，si-SNHG15组中 SNHG15 mRNA表达

［（1.000）比（0.263±0.032）］明显降低，细胞侵袭能力［（168.6±7.1）个比（78.2±3.3）个］明显降低，凋亡率［（4.31±0.42）%比

（33.11±1.69）%］明显升高，E-cadherin［（0.105±0.011）比（0.602±0.058）］和Bax表达［（0.049±0.008）比（0.263±0.028）］明显升高，

Bcl-2表达［（0.587±0.063）比（0.131±0.015）］明显降低（P<0.05）。SNHG15与miR-141存在靶向关系。与 si-SNHG15+anti-control
组比较，si-SNHG15+anti-miR-141组细胞侵袭能力［（79.9±4.2）个比（130.3±5.2）个］明显升高，凋亡率［（34.08±1.63）%比（15.66±
0.87）%］降低，E-cadherin［（0.641±0.062）比（0.309±0.032）］和 Bax表达［（0.282±0.030）比（0.144±0.015）］明显降低，Bcl-2表达

［（0.138±0.017）比（0.478±0.052）］明显升高（P<0.05）。结论 lncRNA SNHG15可靶向调节miR-141影响甲状腺癌细胞侵袭和

凋亡，机制与调节E-cadherin、Bcl-2和Bax表达有关。
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Abstract： Objective To explore the effect of long-chain non-coding RNA (lncRNA) small nucleolar RNA host gene 15 (SNHG15)
targeting miR-141 on invasion and apoptosis of thyroid cancer and its mechanism.Methods This research started from October 2018
and ended in May 2019. According to Lipofectamine 2000, SNHG15 small interfering RNA (siRNA), siRNA negative control (siRNA
control), miR-141 inhibitor (miR-141 inhibitor) or Inhibitor negative control (inhibitor control) was transfected into thyroid cancer FRO
cells. The cells were randomly assigned into blank control (si-control) group, transfection negative control (si-NC) group, transfection of
SNHG15 siRNA (si-SNHG15) group, transfection of SNHG15 siRNA and inhibitor control (si-SNHG15+anti-control) group and trans
fection of SNHG15 siRNA and miR-141 inhibitor (si-SNHG15+anti-miR-141) group. Cells were transfected for 48 hours, and the ex
pressions of SNHG15 and miR-141 were detected by qRT-PCR. The invasive ability and apoptotic rate of cells were detected by Tran
swell chamber and flow cytometry. The targeting relationship between SNHG15 and miR-141 was detected by double luciferase report
ing system. Western blotting was used to detect the expressions of E-cadherin, B-cell lymphoma/leukemia-2 (Bcl-2) and Bcl-2 related X
protein (Bax) proteins.Results In the si-SNHG15 group, by comparison with the si-control group, the expressions of SNHG15 mRNA
[(1.000) vs (0.263±0.032)] and Bcl-2 [(0.587±0.063) vs (0.131±0.015)] and the cell invasion ability [(168.6±7.1) vs (78.2±3.3)] were sig
nificantly lower, , while the apoptotic rate [(4.31±0.42) % vs (33.11±1.69)% ], and the expressions of E-cadherin [(0.105±0.011) vs
(0.602±0.058)] and Bax [(0.049±0.008) vs ( 0.263±0.028)] were significantly higher (P<0.05). SNHG15 had a targeting relationship
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with miR-141. In the si-SNHG15+anti-miR-141 group, by comparison with the si-SNHG15+anti-control group, the cell invasion ability
[(79.9±4.2) vs (130.3±5.2)] and Bcl-2 expression [(0.138±0.017) vs (0.478±0.052)] were significantly higher, while the apoptosis rate
[(34.08± 1.63)% vs (15.66±0.87)% ], and the expressions of E-cadherin [(0.641±0.062) vs (0.309±0.032)] and Bax [(0.282±0.030) vs
(0.144±0.015)] were significantly lower (P<0.05).Conclusion lncRNA SNHG15 can target miR-141 to affect the invasion and apopto
sis of thyroid cancer cells, and its mechanism is related to regulating the expressions of E-cadherin, Bcl-2 and Bax.
Key words： Thyroid neoplasms； RNA，long noncoding； RNA，small nucleolar； LncRNA SNHG15; MicroRNA-141; Inva
sion; Apoptosis

甲状腺癌是头颈部肿瘤及内分泌系统中最常

见的恶性肿瘤，女性发病率高于男性。甲状腺癌的

发病率在全球范围内呈现持续快速增长趋势［1］。近

些年来，分子靶向治疗肿瘤成为研究热点。长链非

编码RNA（lncRNA）是一类转录本长度大于200 nt的
非编码RNA，在多种肿瘤中以原癌基因或抑癌基因

形式存在，参与肿瘤发生和发展［2-3］。lncRNA核仁小

RNA宿主基因 15（SNHG15）定位于 7p13染色体上，

与乳腺癌、胰腺癌、骨肉瘤等多种肿瘤细胞生长有

关［4-6］。研究显示，lncRNA SNHG15在甲状腺癌细胞

中表达升高，抑制 lncRNA SNHG15表达可降低细胞

增殖能力，并诱导细胞凋亡［7］，但其对甲状腺癌细胞

侵袭、凋亡的分子机制尚未明确。生物信息学预测

显示，miR-141是 lncRNA SNHG15的靶基因。本研

究起止时间为2018年10月至2019年5月，以甲状腺

癌FRO细胞为研究对象，旨在探讨 lncRNA SNHG15
是否通过调控miR-141表达影响甲状腺癌细胞的侵

袭和凋亡。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器 人甲状腺癌 FRO细胞购自美国

ATCC。DMEM培养基、FBS均购自美国Gibco公司；

实时荧光定量PCR试剂盒及反转录试剂盒均购自日

本TaKaRa公司；SNHG15小干扰RNA（si-SNHG15）、

miR-141抑制剂 inhibitor（anti-miR-141）及 miR-141
模拟物（mimics）均由上海吉玛制药技术有限公司合

成；Transwell小室购自美国 corning公司；细胞凋亡试

剂盒及流式细胞仪均购自美国BD公司；鼠抗人上皮

钙黏素（E-cadherin）单抗、鼠抗人B细胞淋巴瘤/白血

病-2（Bcl-2）单抗、鼠抗人Bcl-2相关X蛋白（Bax）单抗

及 HRP标记的二抗均购自美国 CST；二喹啉甲酸

（BCA）蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天公司。

本研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关

要求。

1.2 细胞培养 FRO细胞在含 10% FBS的 DMEM
培养基中，于 5%体积分数二氧化碳、饱和湿度及

37 ℃培养箱中常规培养、传代。选择生长至对数期

的细胞进行试验研究。

1.3 转染 待 FRO细胞生长至对数期后，以 3×105
个/孔接种于 6孔板中，37 ℃培养箱过夜，使转染时

细胞达到 70%~80% 的生长融合度。参照 Lipo
fectamine 2000试剂盒（美国 Invitrogen）说明，将 SN
HG15小干扰 RNA（siRNA）、siRNA阴性对照（siR
NA control）、miR-141抑制剂（miR-141 inhibitor）或

抑制剂阴性对照（inhibitor control）转染至甲状腺癌

FRO细胞，细胞随机分组空白对照（si-control）组、转

染阴性对照（si-NC）组、转染 SNHG15 siRNA（si-SN
HG15）组、转染 SNHG15 siRNA和 inhibitor control
（si-SNHG15+anti-control）组和转染 SNHG15 siRNA
和 miR-141 inhibitor（si-SNHG15+anti-miR-141）组。

转染48 h，收集细胞用于后续研究。

1.4 qRT-PCR实验 提取细胞总RNA，并逆转录

合成为 cDNA。以 cDNA为模板，参照PCR试剂盒设

置反应条件，反应体系为 20 µL，采用实时荧光定量

PCR 仪 进 行扩增。SNHG15：正向引物 5′-CAAC
CATAGCGGTGCAAC TGTGC-3′，反 向 引 物 3′-
GGCTGAACCAAGTTGCAAGTC ATG-5′。 SNHG15
内参GAPDH：正向引物 5′-CAGTGCCAGCCTCGTC
TAT-3′，反向引物：3′-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-

5′。miR-141：正向引物 5′-GGGCATCTTCCAGTA
CAGT-3′，反向引物 3′-CAGTGCGTGTCG TGGAGT-

5′。miR-141内参 U6 ：正向引物 5′-CTCGCTTCG
GCAGCACATATACT-3′，反向引物3′-ACGCTTCAC
GAATTTGCGTGTC-5′。

以检测所得到的 Ct均值，采用 2-△△Ct方法计算

SNHG15和miR-141的相对表达量。每组设置 6个
复孔，实验重复3次。

1.5 细胞侵袭能力检测 采用 Transwell实验检测

甲状腺癌细胞的侵袭能力。Transwell小室上室接

种 5×104个含无血清培养基的细胞，下室装含有

10% FBS的培养基。37 ℃条件下孵育细胞 48 h，甲
醇固定，结晶紫染色，棉签轻轻擦除小室内基底膜

的细胞。显微镜下每膜随机选择 5个视野，计数穿

膜细胞数。取均值，实验重复3次。

1.6 细胞凋亡检测 收集转染后的细胞，制备成单

细胞悬液，并将细胞浓度调整为 5×105个/毫升。取 1
mL细胞，离心，弃掉上清，预冷的 PBS洗涤细胞，离

心，弃掉上清，加 200 µL的结合缓冲液重悬细胞，然

后再加入Annexin V-FITC和PI各5 µL，轻柔混匀，室
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温条件下避光反应15 min，1 h内，通过流式细胞仪检

测。实验重复3次，取均值，计算细胞的凋亡率。

1.7 荧光素酶报告实验 Diana Tools、Starbase和
TargetScan靶基因软件显示 SNHG15与 miR-141有
可结合的位点，构建野生型（WT）及突变型（MUT）
SNHG15载体，与miR-141 mimics共转染进 FRO细

胞。按照荧光素酶活性检测试剂盒说明检测 FRO
细胞荧光素酶活性。相对荧光素酶活性=萤火虫荧

光素酶活性值/海参荧光素酶活性值。

1.8 蛋白表达检测 细胞中加入适量蛋白裂解液提

取总蛋白，BCA法测定蛋白浓度。蛋白于100 ℃变性

5 min，每孔道上样 30 µg变性蛋白，12% SDS-PAGE
分离蛋白，常规湿法转膜，然后加 5%脱脂奶粉封闭

膜2 h，洗膜，加 E-cadherin、Bcl-2、Bax及内参GAPDH
一抗（1∶500），4 ℃孵育过夜，洗膜，加二抗（HRP标记

的羊抗鼠），37 ℃摇床震荡封闭 1 h，加入ECL液，凝

胶成像系统曝光，Quantity One软件对蛋白印迹条带

定量。以检测的目的蛋白与GAPDH蛋白灰度值比

值为各蛋白的相对表达量。实验重复3次。

1.9 统计学方法 所有实验数据采用 SPSS 21.0软
件进行分析。观测资料主要为计量资料，用 x̄ ± s表
示，多组差异比较采用单因素方差分析，两两比较

采SNK-q检验。 以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 抑制SNHG15表达对FRO细胞侵袭能力的影

响 qRT-PCR结果显示，si-SNHG15转染 FRO细胞

48 h，SNHG15 mRNA表达明显低于 si-control组（P<
0.05），而 si-NC组 SNHG15 mRNA表达与 si-control
组差异无统计学意义（P>0.05）。Transwell小室检测

细胞侵袭结果显示，与 si-control组比较，si-SNHG15
组细胞侵袭能力明显降低（P<0.05）。见表1。

2.2 抑制 SNHG15表达对 FRO细胞凋亡的影响

Annexin V-FITC/PI双染后流式细胞仪检测结果显

示，与 si-control组（4.31±0.42）%和 si-NC组（4.68±
0.53）%比较，si-SNHG15组 FRO细胞凋亡率（33.11±

1.69）%明显升高（P<0.05）。见图1。

2.3 靶向关系验证 经生物信息学分析发现，SN
HG15和miR-141存在可结合的位点（图 2）。将 SN
HG15野生型（SNHG15-WT）及 SNHG15突变型（SN
HG15-MUT）分别与miR-141mimics共转染FRO细胞，

双荧光素酶报告实验显示，SNHG15-WT与 miR-

141mimics共转染FRO细胞后，荧光素酶活性明显降

低（P<0.05），而SNHG15-MUT与miR-141mimics共转

染FRO细胞后，荧光素酶活性无明显变化（P>0.05）（表

2），说明 SNHG15与miR-141存在靶向关系。qRT-

PCR结果显示，与si-control组（1.000）相比，si-SNHG15
组细胞中miR-141 mRNA表达（3.012±0.187）明显升高

（P<0.05），而 与 si-SNHG15+anti-control 组（3.045±
0.172）相比，si-SNHG15+anti-miR-141组相比中miR-

141 mRNA表达（1.413±0.067）明显降低（P<0.05）。说

明SNHG15靶向负调控miR-141表达。

2.4 抑制miR-141表达可减弱 SNHG15对FRO细

胞侵袭和凋亡的影响 如表3所示，si-SNHG15转染

FRO细胞后，与 si-control组比较，si-SNHG15组细胞

侵袭能力明显降低，凋亡率升高（P<0.05），而将 si-
SNHG15与 anti-miR-141共同转染 FRO细胞后，与

si-SNHG15+anti-control组比较，细胞侵袭能力明显

升高，凋亡率降低（P<0.05）。

表1 抑制SNHG15表达后FRO细胞SNHG15 mRNA表达

及侵袭细胞数/x̄ ± s
组别

si-control
si-NC
si-SNHG15
F值

P值

重复次数

6
6
6

SNHG15 mRNA
1

0.991±0.099
0.263±0.032①
119.542
0.000

侵袭细胞数

168.6±7.1
165.9±6.4
78.2±3.3①
256.934
0.000

注：SNHG15为 lncRNA核仁小RNA宿主基因15，si-control为空白

对照组，si-NC为转染阴性对照组，si-SNHG15为转染SNHG15 siRNA组。

①与 si-control组比较，P<0.05。

si-SNHG15组si-NC组si-control组

注：SNHG15为 lncRNA核仁小RNA宿主基因15，si-control为空白

对照组，si-NC为转染阴性对照组，si-SNHG15为转染SNHG15 siRNA组。

图1 抑制SNHG15表达后FRO细胞凋亡图

图2 生物信息学预测SNHG15和miR-141的结合位点

表2 荧光素酶活性检测结果/x̄ ± s
组别

miR-control
miR-141mimics
t值

P值

重复次数

6
6

SNHG15野生型

1.000±0.026
0.326±0.036①
26.289
0.000

SNHG15突变型

1.000±0.018
0.991±0.015
0.665
0.542

①与miR-control组比较，P<0.05。
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2.5 抑制miR-141表达可减弱 SNHG15对FRO细

胞 E-cadherin、Bcl-2和 Bax表达的影响 Western
blotting检测抑制 SNHG15或共同抑制 SNHG15和
miR-141表达后 FRO细胞侵袭相关的 E-cadherin及
与凋亡相关的 Bcl-2和 Bax表达，结果如图 3和表 4
所示，与 si-control组比较，si-SNHG15组 E-cadherin
和Bax表达明显升高，Bcl-2表达明显降低（P<0.05），

将 si-SNHG15与 anti-miR-141共同转染FRO细胞后，

与 si-SNHG15+anti-control组比较，E-cadherin和 Bax
表达明显降低，Bcl-2表达明显升高（P<0.05）。

3 讨论

作为一种新近发现的非编码 RNA类，lncRNA
在人类疾病诊断及肿瘤治疗中应用广泛。lncRNA
可通过多种分子机制及途径对基因表达进行调解，

进而影响多种生物学功能，其表达及调控异常与多

种恶性肿瘤发生及发展密切相关。目前大量研究

表明 lncRNA 可作为肿瘤诊疗的一种生物标志

物［8-10］。因此，研究 lncRNA在甲状腺癌中的作用对

于其治疗尤为重要。有研究显示，肝癌组织中 ln
cRNA SNHG15表达高于临近非肿瘤组织，其表达与

组织学分级、TNM分期及静脉侵袭有关［11］；lncRNA
SNHG15可通过调节miR-153影响胶质瘤微血管内

皮细胞的生长［12］；上调 lncRNA SNHG15表达可通过

调控基质金属蛋白酶 2（MMP2）/基质金属蛋白酶 9
（MMP9）促进胃癌细胞侵袭和迁移［13］。但 lncRNA
SNHG15对甲状腺癌的影响还未知。本研究将 SN
HG15特异性 siRNA转染甲状腺癌 FRO细胞，SN
HG15表达明显降低，细胞侵袭能力降低，凋亡率升

高，提示抑制 SNHG15表达可明显降低甲状腺癌细

胞生长。

微小RNA（microRNA或miRNA）是一类非编码

小分子RNA，长度约为 18~22 nt，可在转录后水平调

节基因表达，miR-141是微小RNA家族中的一员，与

结直肠癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞生长有关［14-15］。

研究显示，甲状腺癌中miR-141表达降低，miR-141
可通过靶向胰岛素受体底物 2抑制甲状腺癌细胞生

长和转移［16］。生物信息学显示 SNHG15与miR-141
有可结合位点，本研究通过荧光素酶报告实验进一

步证实 SNHG15靶向负调控miR-141表达。细胞侵

袭及凋亡实验表明，抑制 SNHG15与miR-141表达

可减弱抑制 SNHG15对甲状腺癌细胞侵袭和凋亡的

影响，说明 SNHG15可调控miR-141影响甲状腺癌

细胞侵袭和凋亡。

肿瘤侵袭迁移是一个复杂的过程，EMT是影响

肿瘤侵袭转移的一个关键步骤，而 E-cadherin的减

少或丢失是 EMT形成的一个最重要标志［17］。有研

究显示，BCORL1可通过下调E-cadherin促进甲状腺

癌细胞侵袭转移［18］；Dickkopf-1（DKK-1）可通过抑

制β-catenin/E-cadherin促进甲状腺癌细胞存活和迁

移［19］。本研究结果显示，抑制 SNHG15表达可上调

E-cadherin表达，而同时抑制 SNHG15和miR-141表

表3 SNHG15靶向miR-141对FRO细胞侵袭和凋亡影响/x̄ ± s
组别

si-control
si-SNHG15
si-SNHG15+anti-control
si-SNHG15+anti-miR-141
F值

P值

重复次数

6
6
6
6

侵袭细胞数

167.9±6.8
78.8±3.9①
79.9±4.2
130.3±5.2②
210.027
0.000

凋亡率/%
4.38±0.45
33.86±1.77①
34.08±1.63
15.66±0.87②
377.672
0.000

注：si-control为空白对照组，si-SNHG15为转染 SNHG15 siRNA
组，si-SNHG15+anti-control为转染 SNHG15 siRNA和 inhibitor control
组，si-SNHG15+anti-miR-141为转染 SNHG15 siRNA和 miR-141 in
hibitor组。

①与 si-control组比较，P<0.05。②与 si-SNHG15+anti-control组
比较，P<0.05。

表4 SNHG15靶向miR-141对FRO细胞E-cadherin、Bcl-2
和Bax蛋白表达的影响/x̄ ± s

组别

si-control
si-SNHG15
si-SNHG15+
anti-control
si-SNHG15+
anti-miR-141
F值

P值

重复

次数

6
6
6

6

E-cadherin
0.105±0.011
0.602±0.058①

0.641±0.062

0.309±0.032②

92.603
0.000

Bcl-2
0.587±0.063
0.131±0.015①

0.138±0.017

0.478±0.052②

91.481
0.000

Bax
0.049±0.008
0.263±0.028①

0.282±0.030

0.144±0.015②

72.314
0.000

注：si-control为细胞随机分组空白对照组，si-SNHG15为转染

SNHG15 siRNA组，si-SNHG15+anti-control为转染 SNHG15 siRNA和

inhibitor control组，si-SNHG15+anti-miR-141为转染 SNHG15 siRNA
和miR-141 inhibitor组，E-cadherin为上皮钙黏素，Bcl-2为 B细胞淋

巴瘤/白血病-2，Bax为Bcl-2相关X蛋白。

①与 si-control组比较，P<0.05。②与 si-SNHG15+anti-control组
比较，P<0.05。

1

2

3

4

65 7 8

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；2—Bcl-2相关X蛋白；3—B细胞

淋巴瘤/白血病 -2；4—上皮钙黏素；5—空白对照组；6—转染 SN
HG15 siRNA组；7—转染 SNHG15 siRNA和 inhibitor control组；8—转

染SNHG15 siRNA和miR-141 inhibitor组。

图3 FRO细胞E-cadherin、Bcl-2和Bax蛋白表达条带
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达可降低 E-cadherin表达，提示 SNHG15调控 miR-

141对甲状腺癌侵袭影响与调节 E-cadherin表达有

关。诱导细胞凋亡是肿瘤治疗的主要机制。Bcl-2
和Bax均为Bcl-2家族成员，发挥抑凋亡和促凋亡作

用，Bcl-2/Bax比率是启动细胞凋亡的“分子开关”，

是目前研究较多的与肿瘤凋亡相关的两个基因［20］。

多项研究表明，对Bcl-2和Bax表达调节可影响肿瘤

细胞凋亡［21-22］。本研究结果显示，抑制 SNHG15表
达可上调Bax表达，下调Bcl-2表达，而同时抑制 SN
HG15和miR-141表达可下调Bax表达，上调Bcl-2表
达，提示 SNHG15调控miR-141对甲状腺癌细胞凋

亡影响与调节Bcl-2和Bax表达有关。

综上所述，SNHG15可靶向调节miR-141表达，

降低甲状腺癌细胞侵袭能力，诱导细胞凋亡，机制

与调节 E-cadherin、Bcl-2和 Bax表达有关。本研究

可能为甲状腺癌的诊疗提供理论依据，但仍需更深

入的探究。
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