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Abstract. L�N ������ �L�N� �� � ������ �� ��� ��� ����-L�N ������ �L�N� �� � ������ �� ��� ��� ����-
���� ������ ����l�, w���� pl��� �� ��p������ ��l� �� �ul��pl� 
�u���-��l���d �u�������. T�� �u����� ��ud� d����������d ���� 
L�N �u������� �� � p��-����g��� �� AG� g������ ������ ��ll�. 
It was found that LYN expression levels were significantly 
raised in gastric cancer tissue and were significantly associated 
w��� ��� p����l�g���l g��d�� �� p������� w��� g������ ������. 
T��� w�� �����pl����d �� �������g d�w� L�N �� AG� ��ll� 
u���g ����� ����p�� RNA ���RNA� pl����d ������������, w��� 
��v���� ��������p����-qu��������v� PCR d�������� v�������g 
��� �������v����� �� RNA ������������. I� w�� ��u�d ���� ��� 
��ll p��l��������� ��d ��l��� ��������� ���l����� �� AG� ��ll� 
were significantly inhibited, using CCK‑8 and clone formation 
������, ���p����v�l�. Fu���������, L�N �����d�w� w�� ��u�d 
�� ��du�� �p�p����� ��d ������� ���� ��g������ ��d ��v����� �� 
AGS cells, using flow cytometry and Transwell assays, respec-
��v�l�. A ���������l ��v����g����� �u����� �ugg����d ���� L�N 
�����d�w� ���ul��d �� ��� ����v����� �� ��� ��������d���l 
�p�p����� p���w��. L���w���, ��� W��/β-������� p���w�� w�� 
������v���d �� L�N �����d�w�, ���lud��g d�������d l�v�l� �� 
W��3�, β-�������, ����l ����l� ��������p�����l ��p������ �����l�1 
��d ����l2. Ep����l��l-����������l ���������� ����������l 
������� ����lud��g N-��d����� ��d v�������� w��� �l�� ��u�d 
�� �� d�w���gul���d, ��d E-��d����� w�� up��gul���d �� 
LYN‑silenced AGS cells. Finally, the AKT/�TOR p���w�� 
w�� ��u�d �� �� d�w���gul���d �� L�N �����d�w� �� AG� 
cells, including decreased levels of phosphorylated (p)‑AKT 
(Ser473), p‑mTOR (Ser2448), and the down‑stream effector 
p70S6 kinase (p70S6K). Furthermore, the AKT pathway acti-
v����, ���ul�� l��� g��w�� ������-1 �IGF-1�, w�� ��u�d �� ��v���� 
��� ���������� ������� �� L�N �����d�w� �� ��� p��l���������, 
��g������ ��d ��v����� �� AG� ��ll�. I� ����lu����, ��� �u����� 

��ud� d����������d ���� L�N pl��� �� ����g���� ��l� �� ��� 
p��l���������, �u�v�v�l ��d ��v����� �� �u��� g������ ������ 
��ll� �� ����v����g ��� ��������d���l �p�p����� p���w��, ��d 
d�w���gul����g ��� W��/β‑catenin and AKT/�TOR p���w���. 
T�� �u����� �������� p��v�d�� � ���p�������v� ����g�� ���� ��� 
��gul����� �� L�N �� g������ ������ ��d ��� ��lp w��� ��� 
d�v�l�p���� �� ��w �u��� ��������� ������g���.

Introduction

G������ ������ �� �u�����l� ��� ����� ���� ������ �u��� 
��p� �w��� 1,000,000 ��wl� d��g����d ����� �� 2012 �l���� 
��d �� ��� ����d ��g���� ��u�� �� ������-��l���d d����� w��ld-
w�d� �����u����g ��� 74,000 d����� �� 2012� �1,2�. Cu����� 
���������� u��d ��� ��� ���l� d��g����� �� ��� d������ �u�� �� 
���������������� ����g�� ��d �������d���� ����g�� 19-9 ��� 
unsatisfactory due to their low sensitivity and specificity (3,4). 
T��������, ��� ��j����� �� p������� �u������g ���� ��� d������ 
��� d��g����d �� ��� �dv����d ���g��, ����� �����p����d w��� 
��l�g���� p��l���������, �x�����v� ��v�����, l��p� ��d� ��d 
d������ ���������� �5�, w��� �u�g��� ��d ����������p� ��u� 
����g ��� ���� �����d� �� ���������. H�w�v��, >50% �� 
p������� w��� �dv����d g������ ������ �xp������� ���������� 
��d ��l�p�� ����� ���������, l��d��g �� � ��g� �����l��� ���� 
�� p������� �6�, � 5-���� �v���ll �u�v�v�l ���� �� ~15% ��d � 
��d��� �v���ll �u�v�v�l ���� �� <1 ���� �7�. T��������, �� �� 
��������� �� d�v�l�p ��w �����p�u��� ������g��� ��d �� �xpl��� 
�������v� ���������� ��� ��� ���l� d��g����� �� g������ ������.

L�N ������ �L�N�, � ������ �� ��� ��� ����l� �������� 
������� ���� �u������� �� � p��-����g��� �� �u��� p��g���-
����, �� ��p����d �� �� ���qu���l� �v���xp�����d �� �u����u� 
�u��� ��p��, ���lud��g ������� ���l�g���u� l�u�����, ����l 
������, ���v���l ������, ���d ��d ���� �qu���u� ��ll �����-
noma, gastric cancer and prostate cancer (8‑12). For example, 
L�u et al �9� ��p����d ���� L�N p������� �u��� p��l��������� 
��d ���������� �� ���v���l ������ ���� in vitro ��d in vivo, ��d 
����v���� ��� �����l�u���-6/�TAT3 p���w�� �9�. M����v��, � 
�����d �xp������� l�v�l �� L�N ��� ���� ���w� �� �� ������-
���d w��� � p��� p��g����� �� ���-���ll ��ll lu�g ������, �� 
w�ll �� p�������g �u��� p��g������� �13�.

I� ��� ���� p��v��u�l� ��u�d, ��w�v��, ���� d��������, � 
L�N-���g����g ��l��ul�� d�ug, ��� ��� p�������l �� ������� 
�u��� g��w�� �� L�N-p�����v� �d������������ ��ll l���� 
��d x���g����� �13�. A��� et al �14� ��p����d ���� L�N ��� 
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��� p�������l �� ������� ��ll �p�p����� �� �u���� �� ���������g 
��� p��-�p�p����� p������ B�� �� ��� ��������d���l �p�p����� 
p���w�� �14�. I� ��g��d� �� g������ ������, � p��v��u� ��ud� 
��� ���w� ���� L�N �xp������� �� d�w���gul���d �� DNA 
�����l�����, ��d ���� �l����d DNA �����l����� �� L�N �� 
���������d w��� �u����g������, ��v����� ��d ���������� �15�; 
��w�v��, ��� ��l��������p ���w��� L�N ��d g������ ������ 
p��g������� �� ��l�l� ����d �� ��� �p�d����l�g���l ���l���� �� 
�u��� ��d ���-�u��� ���pl��, w��� d����� �v�d���� ���ll ����g 
required to confirm this relationship.

T�u�, �� ��� p������ ��ud�, ��� ��� w�� �� ��v����g��� ��� 
������ �� L�N �� ��� p��l���������, �u�v�v�l ��d ���������� �� 
�u��� g������ ������ u���g RNA ������������ ������l�g�. T�� 
��������d���l �p�p����� p���w��, ��� W��/β-������� p���w��, 
and the AKT/mTOR pathway were also investigated to eluci-
d��� ��� p�������l ��gul����� ��������� �� ������ �� L�N �� 
gastric cancer. This current research therefore identified a novel 
�����p�u��� ���g�� ��� ��� ��������� �� �u��� g������ ������.

Materials and methods

Ethics approval and consent to participate. T���u� ���pl��, 
���lud��g g������ ������ ��=73� ��d p������������ ����u�� 
��=73� w��� ��ll����d ���� ��� B��j��g F����d���p H��p���l �� 
��� C�p���l M�d���l U��v������ �� C���� ���w��� J��u��� 2015 
��d D������� 2017 ��� ���u���������������� �IHC� ���l����. 
These patients included 55 males and 18 females with a median 
age of 53.8 years (age range, 31‑78). Clinicopathological 
p��������� �� ���� �u��� w�� �l�������d �����d��g �� ��� 
tumor‑node‑metastasis (TNM) classification system recom-
���d�d �� ��� U���� ��� I�����������l C����� C�����l �16�. 
T�� p���� �� g������ ������ ����u�� ��d p������������ 
����u�� w��� ��ll����d ��� ��v���� ��������p����-qu��������v� 
PCR �RT-qPCR� ��d w������ �l�����g ���l����. T�� p������ 
��ud� w�� �pp��v�d �� ��� ������ ��������� �� ��� B��j��g 
F����d���p H��p���l �� ��� C�p���l M�d���l U��v������ �� 
C����. All p������� p��v�d�d w������ �������d �������.

Bioinformatics. G��� Exp������� P����l��g I��������v� 
A��l���� �GEPIA; ���p://g�p��.������-p�u.��/� �� �� ��l��� 
���v�� u��d �� ���l�z� ��� RNA �xp������� ��d �u�v�v�l �����-
l����� �� g���� �� d�������� �u��� ��p��, ��� d��� ��v��g ���� 
�x������d ���� ��� C����� G����� A�l�� ��d G�����p�-T���u� 
Exp������� d������ �16�. T�� GEPIA d������� w�� u��d �� 
���l�z� ��� �xp������� �� L�N �� g������ ������ ��d �����l 
����u�� �����d��g �� � p��v��u� ��ud� �17�.

IHC analysis. G������ �u��� �� p������������ ����u�� w��� 
��x�d w��� 10% �����l�� �� ���� ���p����u�� ��� 24 �, 
embedded in paraffin and sectioned (5 µm thick) for immu-
��������������l �������g. T�� ����u� �������� w��� ���� 
deparaffinized in xylene at room temperature for 20 min and 
����d����d �� g��d�d ������l. F�ll�w��g ���u������ �� 3% H2O2 
��� 5-10 ���, ��� �������� w��� ���u����d �� PB� �� ������g 
�� ���l ��� 5-10 ��� ��� ����g�� ������v�l. A���� �l�����g w��� 
�����l g��� ���u� �20-��ld d�lu���� w��� PB�; B��j��g ��l����� 
������� & T�����l�g� C�., L�d.� ��� 1 � �� ���� ���p����u��, 
�������� w��� ������d w��� ����-L�N ������ ������d��� ����. 
no. 2796; 1:10; Cell Signaling Technology, Inc.) at 4˚C over-
��g�� ��d ���u����d w��� �������d��� p���x�d���-���jug���d 

goat anti‑rabbit IgG secondary antibodies (cat. no. ab205718; 
1:500; Abcam) at 4˚C for 2 h, then visualized using a 
3,3'-d���������z�d��� �������d����l���d� d�v�l�p�� �D���; 
Ag�l��� T�����l�g���, I��.� �� ���� ���p����u�� ��� 5-20 ���. 
A total of four random fields were then chosen at x40 magni-
fication under a light microscope (Nikon Corporation) and 
���g�� w��� ��p�u��d, ��d L�N �������g w�� �v�lu���d.

U�d�� ��� x40 ��j����v�, �������g w�� �����d �� ��ll�w�: 
‘0’, �� �������g; ‘1’, w���l� p�����v�; ‘2’, ��d�����l� p�����v�; 
��d ‘3’ ������gl� p�����v��. T�� p�������g� �� p�����v�l� ������d 
��ll� w�� �����d �� ��ll�w�: ‘0’=0%; ‘1’=1-25%; ‘2’=26-50%; 
‘3’=51-75%; ��d ‘4’=76-100%. Tw� ��d�p��d��� p����l�g���� 
w��� ��v�lv�d �� ��� �v�lu����� �� �l�d��. L�w �xp������� 
was identified when the sum of the score was <6, the cut‑off 
derived from X‑tile analysis (18), otherwise the samples were 
defined as high expression (19).

Cell culture and transfection. Hu��� g������ ������ AG� ��ll� 
w��� pu������d ���� ��� C�ll B��� �� T�� C������ A��d��� 
�� ��������, ��d ���������d �� DMEM ���g��-Ald����; 
Merck KGaA) supplemented with 10% FBS (Gibco; Thermo 
Fisher Scientific, Inc.) at 37˚C in 5% CO2.

T�� ����� ����p�� RNA ���RNA� ���g����g L�N ���-L�N� 
��d ��g���v� ������l �NC� ��RNA �������l�d; ��NC� w��� 
d���g��d ��d p��v�d�d �� ����g��� G���P����� C�., L�d., ��d 
�l���d ���� ��� p�DNA3.1 �+� v����� �I�v����g��; T����� 
Fisher Scientific, Inc.) following the manufacturer's protocol. 
C�ll� w��� ���d�d �� � 6-w�ll pl��� �1x105 ��ll�/w�ll� ��d ���u-
bated at 37˚C overnight. When cell confluence reached 40‑60%, 
��-L�N �50 �M� ��d ��NC �50 �M� w��� ����������d ���� AG� 
��ll� u���g L�p����������® 6000 �I�v����g��; T����� F����� 
Scientific, Inc.) according to the manufacturer's protocols. Cells 
were then cultured for 6‑8 h at 37 ̊ C. Subsequently, the medium 
���������g ��� ������������ ���g��� w�� ����v�d ��d ��ll� w��� 
cultured in DMEM for 24‑48 h prior to further experimenta-
����. T�� ��qu����� �� ��� ��RNA w��� �� ��ll�w�: ��NC, 
5'-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'; ��1-L�N, 5'-GTCTGA 
TGTGTGGTCCTTT-3'; ��2-L�N, 5'-GCACTACAAAATT 
AGA AGT-3'; ��3-L�N, 5'-GGAACTCGAGTTCCCATAG-3'.

T�� ��RNA� w��� u��d �� ��� ��ll�w��g �u�������l ��d 
����������� ��v����g������: P��l��������� ������, ��l��� 
��������� ������, �p�p����� d��������, T����w�ll ������ ��d 
��g��l��g p���w�� ������g. I��ul�� l��� g��w�� ������ �IGF�-1 
�M�dC���Exp����� w�� d����lv�d �� d�������d w���� ��d ���� 
diluted to a final concentration (200 ng/ml) with DMEM. Cells 
w��� ������d w��� IGF-1 �200 �g/�l� ��� 24 �.

RT‑qPCR. After transfection for 48 h, mRNA expression 
l�v�l� �� L�N �� AG� ��ll� w��� d������d u���g RT-qPCR. 
I� �����, ����l RNA �� ��� AG� ��ll� w�� ��ll����d u���g 
TRIz�l® ���g��� �I�v����g��; T����� F����� ����������, 
I��.� ��d u��l�z�d �� ��������z� ���pl�������� DNA u���g 
M-MLV R�v���� ��������p���� ��� �I�v����g��; T����� 
F����� ����������, I��.� �����d��g �� ��� ���u����u����' 
p������l. T�� ���p����u�� p������l w�� �� ��ll�w�: 60 ��� 
of incubation at 37˚C. The RT‑qPCR reaction was conducted 
u���g � �up��R��l P��M�x ���BR-G����� RT-qPCR ��� 
�T���g�� B������ C�., L�d.� �����d��g �� ��� ���u����u����' 
p������l. �RNA �xp������� l�v�l� w��� ���l�z�d u���g �� 
FTC-3000 ���l-���� qu��������v� ������l ���l�� �Fu�gl�� 
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B������, I��.� u���g GAPDH �� �� �������l ������l. T�� ����-
mocycling conditions were as follows: 95˚C for 30 sec, 95˚C 
for 10 sec, 60˚C for 30 sec and 72˚C for 15 sec, for a total 
�� 45 ���l��. T�� 2-ΔΔCq �����d w�� u��d ��� g��� �xp���-
sion quantification (20). The primers used for qPCR were as 
��ll�w�: L�N ���w��d, 5'-TGTGGCCAAACTCAACACCT-3' 
��d ��v����, 5'-TGCTGCAGGGTCTTCATGAG-3'; GAPDH 
���w��d, 5'-TGTTCGTCATGGGTGTGAACC-3' ��d ��v����, 
5'-ATGGACTGTGGTCATGAGTCC-3'.

Proliferation assay. For the CCK‑8 assays, a CCK‑8 kit 
�B��j��g ��l����� ������� & T�����l�g� C�., L�d.� w�� u��d �� 
accordance with the manufacturer's protocol. Briefly, the shNC 
�� ��-L�N ����������d AG� ��ll� w��� ���d�d �� � d������ �� 
3,000 ��ll�/w�ll �� 96-w�ll pl����. A� � ������ �� ���� p����� �0, 
24, 48 and 72 h), CCK‑8 reagent was added into each well and 
the cells were incubated for 1.5 h at 37˚C. Cell viability was 
��p�������d �� ��� OD v�lu� �� 450 ��.

F�� ��� ��l��� ��������� ������, ��� ��NC �� ��-L�N 
����������d AG� ��ll� �~500 ��ll�� w��� ���d�d ���� � 10-�� 
�ul�u�� d��� ��d �ul�u��d w��� ��� �������������d p������l 
u���l l��g� ��l����� w��� �����d �~10 d����. T�� ��ll� w��� 
then fixed using methanol at room temperature for 20 min, 
w����d �w��� �� PB�, ��d ������d u���g 0.1% ������l v��l�� �� 
���� ���p����u�� ��� 30 ���. T�� ��l����� w��� ���� ���g�d 
��d ��u���d u���g � B��-R�d C����D�� XR� ���g��g 
������ �B��-R�d L�����������, I��.� ��d I��g� L�� ����w��� 
�v������ 3.0; B��-R�d L�����������, I��.�.

Cell apoptosis analysis. A���� ������������ ��� 24 �, ��ll� 
w��� ���v����d ��d w����d �w��� u���g 1X PB�. C�ll� 
�1-5x105� w��� ���� ������d u���g A���x�� V ��d p��p�d�u� 
iodide (BD Biosciences) supplemented with 1 µg/ml RNase 
(Sigma‑Aldrich; Merck KGaA) at 37˚C in the dark for 30 min. 
T�� p�������g� �� ��ll� u�d��g���g �p�p����� w�� ���l�z�d 
u���g � FAC���l��u� �l�w ��������� �BD FAC�C���� II; 
BD B����������� u���g C�llQu���P�� ����w��� �v������ 5.1; 
B�����-D�������� ��d C��p����.

Western blotting. C�ll� w��� l���d w��� RIPA l���� �u���� 
�B������� I�����u�� �� B��������l�g�� ��� 30 ��� �� ���. 
Following centrifugation at 12,000 x g for 15 min at 4˚C, a BCA 
p������ ����� ��� �B������� I�����u�� �� B��������l�g�� w�� 
used to detect protein concentration. Total cell extracts (20 µg) 
w��� �u�j����d �� 10% �D�-PAGE, w��� ��p�����d p������� 
���� ����g �l����d �� PVDF ���������. T�� ��������� w��� 
�l����d w��� 5% ���-��� d�� ��l� ��� 1 � �� ���� ���p����u��, 
probed overnight at 4˚C with primary antibodies, and incu-
����d w��� ��� �������d��� p���x�d���-���jug���d �����d��� 
������d��� �1:3,000; ���. ��. �A00001-2; P������T��� G��up, 
I��.� �� ���� ���p����u�� ��� 1 �. P������ ���d� w��� ���� 
v��u�l�z�d u���g �� ECL d�v�l�p��g ������, ��d ���l�z�d 
u���g I��g�J ����w��� �v������ 1.52�; N������l I�����u��� �� 
H��l���. T�� ������d��� ����-B�l-2 �1:1,000; ���. ��. 15071�, 
����-B�x �1:1,000; ���. ��. 2772�, ����-�l��v�d ���p���-9 
�1:1,000; ���. ��. 7237�, ����-�l��v�d ���p���-3 �1:1,000; ���. 
no. 9661), anti‑GAPDH (1:1,000; cat. no. 2118), anti‑Wnt3 
�1:1,000; ���. ��. 2391�, ����-β-������� �1:1,000; ���. ��. 9562�, 
����-E-��d����� �1:1,000; ���. ��. 14472�, ����-N-��d����� 
�1:1,000; ���. ��. 4061�, ����-v������� �1:1,000; ���. ��. 49636�, 

����-����l ����l� ��������p�����l ��p������ �����l�1 �1:1,000; 
cat. no. 3879), anti‑Snail2 (1:1,000; cat. no. 9585), anti‑AKT 
(1:1,000; cat. no. 9272), anti‑phosphorylated (p)‑AKT (Ser473) 
�1:1,000; ���. ��. 4060�, ����-�TOR �1:1,000; ���. ��. 2972�, 
anti‑p‑mTOR (Ser2448) (1:1,000; cat. no. 2971), and anti‑p70S6 
kinase (p70S6K; 1:1,000; cat. no. 9204) were all purchased 
���� C�ll ��g��l��g T�����l�g�, I��.

Cell invasive and migratory analysis. A���� AG� ��ll� w��� 
transfected with shNC or sh‑LYN for 48 h, cell invasion and 
��g������ w��� �������d u���g T����w�ll ������. F�� ��ll ��v�-
����, T����w�ll ������� w��� p�������d w��� M����g�l® �C�����g, 
Inc.) at 37˚C for 30 min. A total of 2x105 ��ll� w��� ���d�d ���� 
the upper chamber with 500 µl serum‑free medium, while the 
lower chamber contained 500 µl medium containing 10% FBS 
as an inducer. After 24 h of culture at 37˚C, the residual cells 
�� ��� upp�� �u����� �� ��� �������� w��� ����v�d, ��d 
the cells on the lower surface of the membrane were fixed 
u���g �������l ��� 30 ��� �� ���� ���p����u��, ������d 
w��� 0.1% ������l v��l�� ��� 10 ��� �� ���� ���p����u�� ��d 
then counted at x100 magnification using a light microscope 
�N���� C��p��������.

T�� p������ ��� ��� ��ll ��g������ ����� w�� ��� ���� �� ��� 
��� ��ll ��v����� �����, �x��p� ���� ��� T����w�ll ��������� 
w��� ��� p�������d w��� M����g�l.

Statistical analysis. D��� ��� p�������d �� ��� ���� ± ����-
d��d d�v������. All ����������l ���l���� w��� p�������d u���g 
P���� 7 �G��p�P�d ����w���, I��.�. O��-w�� �� �w�-w�� 
ANOVA� ��ll�w�d �� p���-��� B��������� ����� w��� u��d 
w��� �ul��pl� ���p������� w��� ��d�. C��p������� ���w��� 
�w� g��up� w��� ���l�z�d u���g ��d�p��d���-���pl�� �-�����. 
P<0.05 was considered to indicate a statistically significant 
d���������. All �xp�������� w��� p�������d �� ���pl�����.

Results

LYN is upregulated in gastric cancer tissues. T�� GEPIA 
d������� w�� u��d �� ���l�z� ��� �xp������� �� L�N �� g������ 
������ ����u��. A� ���w� �� F�g. 1A, �� ��pu����g ‘L�N’ ��d 
‘������� �d������������ ��TAD�’, �� w�� ��u�d ���� L�N 
expression was significantly upregulated in gastric tumor tissues 
���p���d �� �����l ������l� �P<0.05�. IHC ���l���� w�� ���� 
used to validate the expression profile of LYN in gastric tumor 
����u�� ���p���d w��� �����l ����u��. B��� ��� ���g�� �� ����u� 
�������� �F�g. 1B� ��d ����������l ���l���� �T��l� I� �ugg����d � 
significant increase in LYN expression levels in gastric tumor 
����u� �P<0.05�. T�� ����������� ���w��� L�N �xp������� ��d 
�l�����p����l�g���l p��������� w�� ���������� ���l�z�d. A� 
���w� �� T��l� II, �� w�� �ugg����d ���� L�N �xp������� l�v�l� 
were significantly associated with the pathological grades and 
T ���g�� �� g������ ������ p������� �P<0.05�, �u� ���� ����� w�� 
no significant association with patient sex, age or tumor diam-
����. M����v��, RT-qPCR ���l���� ���w�d ���� L�N �RNA 
w�� up��gul���d �� g������ ������ ����u� ���p���d w��� ��� 
p����������u� �����l ����u� �P<0.01; F�g. 1C�. A� ��d�����d 
�� w������ �l�����g, L�N p������ w�� �l�� ��g�l� �xp�����d 
�� g������ ������ ����u� �F�g. 1D�. T��������, ��� p������ d��� 
�ugg����d ���� L�N w�� up��gul���d �� g������ ������ ��d ��� 
�� ���������d w��� g������ ������ p��g�������.
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Inhibition of AGS cell proliferation by downregulating LYN. 
T� ��v����g��� ��� �u������ �� L�N �� �u��� g������ ������, � 
l���-��-�u������ �xp������� w�� p�������d. T���� ��RNA� 
���� ���g���d d�������� l��� �� L�N w��� �����du��d ���� �u��� 
g������ ������ AG� ��ll�. A� ���w� �� F�g. 2A, ��1-L�N �x���-
ited the highest efficiency for knocking down LYN, and was 
��u� ��l����d ��� �u�������l �v�lu�����. Fu���������, w������ 
�l�����g d����������d ��� ������������ ������ ���� ��-L�N ��d 
�� ��� p������ �xp������� �� L�N �F�g. 2B�. C�ll g��w�� w�� 
analyzed using a CCK‑8 assay (Fig. 2C) and colony formation 
����� �F�g. 2D�. T�� ���ul�� �� ���� ����� ���l���� �ugg����d 
���� d�w���gul����� �� L�N ��������d ��� ��ll p��l�������v� 
��d ��l��� ��������� ���l����� �� AG� g������ ������ ��ll�. T�� 
��l��� �u���� w�� d�������d ���� 270±12 �� ��� NC g��up �� 
120±10 �� ��� ��-L�N g��up �F�g. 2D; P<0.05�.

Downregulation of LYN induces AGS cell apoptosis by 
activating the apoptosis pathway. I�du����� �� ��ll �p�p����� 

�� �� ��p������ ��������� �����d ��� ���������� �� ��ll 
v����l���, ��������� ��� �u����� ��ud� ���l�z�d ��ll �p�p����� 
in LYN‑silenced AGS cells using flow cytometry. As shown 
�� F�g. 3A ��d B, ��� p�������g� �� �p�p����� AG� ��ll� w�� 
significantly increased by the downregulation of LYN when 
���p���d �� ��� NC g��up. T�u�, �� ��d�� �� �u����� ��v��-
��g��� ��� p��-�p�p����� ��������� �� ������ �����d L�N 
�����d�w� �� AG�, ��� �xp������� l�v�l� �� p������� ��v�lv�d 
�� ��� �p�p����� p���w�� w��� ���l�z�d u���g w������ �l�����g. 
Ov���ll, B�x ���d� �� ��� �������� �� ��������d��� �� ��d�� 
�� ��du�� ��� �p����g �� ��� p�������l��� ���������� �PT� p���. 
T��� �� �u�� l��d� �� ��� ��l���� �� ���������� c �� �� ����-
pl��� �21�, w���� ����v���� ��� ���p��� �����d� ��d ��du��� 
�p�p����� �21�. B�l2 pl��� �� ����-�p�p����� ��l� ����ug��u� 
��� p������ �� �l�����g ��� �p����g �� ��� PT p��� ����ug� 
���p�����v� ������������ w��� B�x �21�. D�w���gul����� �� 
LYN significantly decreased the expression levels of Bcl2 and 
��������d ��� �xp������� l�v�l� �� B�x, �l��v�d ���p���-9 ��d 
�l��v�d ���p���-3 �F�g. 3C ��d D�. T���� ��g�����, ����� d��� 
suggested that downregulation of LYN significantly promotes 
AG� ��ll �p�p����� �� ����v����g ��� �p�p����� p���w��.

Inhibition of AGS cell migration and invasion by down‑regu‑
lation of LYN. I� �dd����� �� � ����� �� �l���� �������� 
p��l���������, ��g������ ��d ��v����� ��� �l�� ��p������ ����u��� 
�� ������ ��ll� ���� ����� ���gg�� �u��� ���������� �22,23�. I� 
��d�� �� ������ ��� ������� �� L�N �����d�w� �� ����� �w� 
����u��� �� AG�, T����w�ll ������ w��� p�������d. A� ���w� 
in Fig. 4A and B, knockdown of LYN significantly decreased 
��� �u���� �� ��v���v� ��d ��g������ ��ll�, �ugg�����g ���� 
cell invasion and migration were significantly inhibited by 
��� l��� �� L�N. T�u�, �� ��d�� �� d�������� ��� u�d��l���g 

F�gu�� 1. L�N �� up��gul���d �� g������ ������ ����u��. �A� T�� �xp������� �� L�N �RNA �� ���� �u��� �TAD ��d �����l ����u�� w�� ��v����g���d u���g 
bioinformatics analysis on the GEPIA website. (B) Immunohistochemistry analysis was performed to investigate the expression profile of LYN in both human 
g������ ������ ��d p���-��������� ����u��. �C� RT-qPCR ���l���� w�� p�������d �� �x����� ��� �xp������� �� L�N �RNA �� �u��� g������ ������ ����u�� 
��=10� ��d p���-��������� ����u�� ��=10�. �D� Exp������� �� L�N p������ w�� d������d v�� w������ �l�����g �� g������ ������ ����u�� ��=10� ��d p���-��������� 
����u�� ��=10�. *P<0.05 ��d ***P<0.01 �� ��d�����d. L�N, L�N ������; N, �����l ����u��; �TAD, ������� �d������������; T, �u��� ����u��.

T��l� I. L�N �xp������� �� g������ ������ ����u�� ���p���d 
w��� p������������ ����u��.

 L�N �xp�������
 ------
  L�w,  H�g�, 
G��up � � �%� � �%� P-v�lu�

Gastric cancer tissues 73 15 (20.5) 58 (79.5) 0.001�

Paracarcinoma 73 45 (61.6) 28 (38.4)

�P<0.05. L�N, L�N ������. 
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��������� �� ������ �����d ��� ����l��� �� AG� ��ll�, ��� 
����u� �� ��� W��/β-������� ��g��l��g p���w�� w�� ��v����-
g���d. T�� W��/β-������� ��g��l��g p���w�� ��� ���� ��p����d 
�� p������ �p����l��l-����������l ���������� �EMT� �� 

�u����, w���� �� ������l� ��� ������l �v��� �� �u��� ��v����� 
��d ���������� �24�. W��� ��� p���w�� �� ���gg���d, W��3� 
���d� �� ��� ��ll �u����� ����p����, w���� ���� l��d� �� ��� 
���u�ul����� �� ����pl����� β-�������. T��� �� �u�� ��u��� 

F�gu�� 2. D�w���gul����� �� L�N �������� ��� p��l��������� �� AG� �u��� g������ ������ ��ll�. �A� T���� ��-L�N pl����d� w��� ����������d ���� AG� ��ll� 
to knockdown LYN, using a scrambled shRNA used as an NC. Interference efficiencies were detected using reverse transcription‑quantitative PCR. (B) LYN 
protein expression was detected via western blotting in AGS cells transfected with shRNAs. (C) AGS cell proliferation was detected using a CCK‑8 assay. 
�D� T�� �l��� ��������� ���l��� �� AG� ��ll� w�� d������d u���g � �l��� ��������� �����. All �xp�������� w��� p�������d �� ���pl�����. *P<0.05 v�. ���p����v� 
NC. L�N, L�N ������; NC, ��g���v� ������l; OD, �p����l d������; ��, ����� ����p��.

F�gu�� 3. D�w���gul����� �� L�N ��du��� �p�p����� �� AG� ��ll� �� ����v����g ��� ��������d���l �p�p����� p���w��. �A� C�ll �p�p����� w�� d������d u���g 
Annexin V/PI staining and flow cytometry detection. (B) Quantification of the apoptosis assay. (C) Proteins involved in the mitochondrial apoptotic pathway, 
including Bcl2, Bax, cleaved caspase‑9 and cleaved caspase‑3 were detected using western blotting, and (D) the density of protein bands was quantified using 
I��g�J ����w���. All �xp�������� w��� p�������d �� ���pl�����. *P<0.05 v�. ���p����v� NC. L�N, L�N ������; NC, ��g���v� ������l; PI, p��p�d�u� ��d�d�; ��, 
����� ����p�� RNA.
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����pl����� β-������� �� �������� �� ��� �u�l�u�, ����v����g 
��� ��������p���� �� ���g���d g���� �u�� �� �������u��v�l� 

�xp�����d M�C ��d ���l�� D1 �24�. I� ��� p������ ��ud�, 
L�N �����d�w� l�d �� � d������� �� ��� �xp������� l�v�l� �� 
W��3�, β-�������, ����l1 ��d ����l2 �F�g. 4C ��d D� �� w�ll 
�� ��� EMT ����������l ������� N-��d����� ��d v�������, 
w������ E-��d����� ��������d �F�g. 4C ��d D�. T���� ��g�����, 
����� ���ul�� �ugg����d ���� d�w���gul����� �� L�N �������� 
��� ��ll ����l��� �� g������ ������ ����ug� ��� ������v����� �� 
��� W��/β-������� ��g��l��g p���w��.

Downregulation of LYN inhibits the proliferation and inva‑
sion of AGS cells via the AKT/mTOR signaling pathway. T�� 
AKT/mTOR signaling pathway is an important pathway in 
��gul����g �u����u� p�����l�g���l p��������, ���lud��g ��� 
p�������� �� ��ll p��l���������, �u�v�v�l ��d ��v����� �25�. I� 
general, when the AKT/mTOR signaling pathway is activated, 
the phosphorylation levels of AKT are increased, resulting 
�� ��� p���p����l����� ��d ����v����� �� ��� d�w������� 
��g��l��g p������ �TOR �26�. I� �u��, �TOR ��gul���� ��� 
d�w������� ��������� ���� ��� ��p������ �� ��llul�� g��w�� �u�� 
as p70S6K, resulting in the enhanced translation of a subset 
�� g���� ���� ��� ��qu���d ��� p������ ���������, ��ll g��w��, 
���������� �� �p�p�����, ����l������� �� ��ll p��l��������� ��d 
�u����g������ �26�. I� ��� p������ ��ud�, ��� ������ �� L�N 
knockdown on the AKT/mTOR pathway was investigated. As 
���w� �� F�g. 5A ��d B, d�w���gul����� �� L�N ���ul��d �� ��� 
decreased expression levels of p‑AKT (Ser473), p‑mTOR and 
p70S6K, while the total expression of AKT and mTOR did not 
appear to be influenced. These data suggest that the AKT/mTOR 
��g��l��g p���w�� �� ������v���d �� ��� d�w���gul����� �� L�N 

F�gu�� 4. D�w���gul����� �� L�N �������� ���� ��ll ����l��� ��d ��� W��/β‑catenin signaling pathway in AGS cells. (A) Images of (magnification, x100), 
and (B) quantification of cell invasion and migration of AGS cells, detected using Transwell assays. (C) Proteins involved with the Wnt/β-������� ��g��l��g 
p���w��, ���lud��g W��3�, β-�������, N-��d�����, E-��d�����, v�������, ����l1 ��d ����l2 w��� d������d u���g w������ �l�����g, ��d �D� ��� d������ �� p������ 
bands was quantified using ImageJ software. All experiments were performed in triplicate. *P<0.05 v�. ���p����v� NC. L�N, L�N ������; NC, ��g���v� ������l; 
��, ����� ����p��; ����l, ����l ����l� ��������p�����l ��p������.

T��l� II. A����������� ���w��� L�N �xp������� ��d �l�����-
p����l�g���l p��������� �� g������ ������ p�������.

Cl�����p����l�g���l  L�N l�w L�N ��g�
p��������� � � �%� � �%� P-v�lu�

��x
  Male 55 9 (16.4) 46 (83.6) 0.122
  Female 18 6 (33.3) 12 (66.7)
Ag�, �����
  <60 31 9 �29.0� 22 �71.0� 0.123
  ≥60 42 6 (14.3) 36 (85.7)
Tu��� d�������, ��
  <5 30 6 (20.0) 24 (80.0) 0.923
  ≥5 43 9 (20.9) 34 (79.1)
P����l�g���l g��d��g
  I‑II 20 8 (40.0) 12 (60.0) 0.012�

  III‑IV 53 7 (13.2) 46 (86.8)
T ���g�
  Stage 1‑2 12 7 (58.3) 5 (41.7) 0.036�

  Stage 3‑4 59 50 (84.7) 9 (15.3)

�P<0.05. L�N, L�N ������; T, �u���. 
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�� AG� g������ ������ ��ll�. Fu���������, �� ��v����g��� w������ 
����g�� �� ��ll p������p� ��du��d �� L�N �����d�w� ���u���d 
through the AKT/mTOR pathway, a rescue experiment using 
an AKT pathway activator, IGF‑1, was performed. As shown 
in Fig. 5C and D, the CCK‑8 and Transwell invasion assays 
d����������d ���� IGF-1 ��d ��� p�������l �� ��v���� ��� ������-
���� ������� �� L�N �����d�w� �� ��� p��l���������, ��g������ 
��d ��v����� �� AG� ��ll� ���p���d w��� ��� L�N-��l����d 
g��up �P<0.05�. T���� ��g�����, ����� d��� �ugg����d ���� ��� 
p��-����g���� �u������ �� L�N �� �u��� g������ ������ ��ll� 
was mediated through the AKT/mTOR pathway.

Discussion

I��������g �v�d���� ���w� ���� ��� ���-��l���d p������ ������ 
L�N pl��� ��p������ ��l�� �� � v������ �� �u���-��l���d 
p����l�g���l p��������, ���lud��g p��l���������, d��������������, 
�u��p��g�, �u�v�v�l ��d ���������� �11,27-29�. F�� �x��pl�, 
L�N ��gul���� ��� l���l�z����� ��d �����l��� �� ����l ����l� 
p������� ����ug� ��� V�v-R��1-p21-����v���d ������ p���w��, 
p�������g EMT ��d ���������� �� p������ �u���� �30�. I� � 
p��v��u� ��ud�, �� w�� ��u�d ���� �� �u������-d�p��v�d ���d�-
�����, �����d �xp������� l�v�l� �� L�N ��d ��� p�������l �� 
���� p������ �u��� g��w�� ��d �u��p��g�, �� w�ll �� �� 
������� ��ll d���� �� �u��� gl���l������ �u���� in vitro ��d 
in vivo (31). Furthermore, it has been found that the specific 
���������� �� L�N, u���g ���ll ����������g RNA, �� Ew��g'� 
sarcoma significantly decreases primary tumor growth and 
l���� ����v��� w��l� �l�� ��du���g lu�g ���������� in vivo �27�.

L�N �� �l�� ��p����d �� �� ��v�lv�d �� ��� ��gul����� �� 
�u���-��l���d ���u�� ���p�����. F�� �x��pl�, �� ��� ���� 

��u�d ���� ��� ���������� �� L�N d�������� ��� �u���� �� 
���l��d-d���v�d �upp������ ��ll� �� ���d ��d ���� ������, 
�ugg�����g ���� L�N ��� �� � p�������l �����p�u��� ��� �u��� 
���u�������p� �10�. A������ ��ud� ��� ���w� ���� L�N �� 
��v�lv�d �� ��d�����g ���� ��� ��������� ��du����� ����v��� 
�� LL-37 �� w�ll �� ��������� �������� p�p��d�� �� ��������� 
��ll� �32�. I� ��� p������ ��ud�, �� w�� d����������d ���� L�N 
was upregulated in human gastric cancer tissue, being signifi-
����l� ���������d w��� p����l�g���l g��d��g ��d ��� T ���g� �� 
g������ ������ p�������. M����v��, �� w�� ��u�d ���� �����d�w� 
�� L�N ��������d p��l���������, ��g������ ��d ��v�����, w��l� 
�l�� ��du���g �p�p����� �� �u��� g������ ������ AG� ��ll�, 
�xp����g � p��-����g���� ��l� ��� L�N �� g������ ������. T�� 
�u����� ���ul�� ��� �x���d ��� u�d������d��g �� ��� �u������ �� 
L�N �� �u��� g������ ������, p��v�d��g � ����� ��� ��� �l�����l 
�ppl������� �� L�N.

T�� u�d��l���g ��������� �� ������ �����d ��� ����v��� 
�� L�N �� �u��� g������ ������ w�� �u����� ��v����g���d 
�� ���u���g �� ��v���l ��� p���w��� �� �u��� p��g�������, 
p������l� ��� ��������d���l �p�p�����, W��/β-������� ��d 
AKT/mTOR signaling pathways. The results indicated that 
L�N �����d�w� d�������d ��� �xp������� �� ����-�p�p����� 
p������ B�l2 ��d ����v���d ��� B�x/���p��� �����d�. W��� 
�p�p����� �� ����v���d, B�x �l�g�����z��, ��d �����l������ �� ��� 
��������d���l �u��� �������� �� ��d�� �� �������� ��� p����-
���l���. T��� �� �u�� l��d� �� ��� ��l���� �� ���������� c ��d 
�u����� ����v����� �� ��� ���p��� �����d� �33,34�. B�l2 �u��-
����� �� �� ����-�p�p����� p������ �� ���p�����v�l� ���d��g �� 
B�x �33,34�. Fu���������, � p��v��u� ��ud� ���w�d ���� L�N 
��� ��� p�������l �� ���� p���p����l��� ��� p��-�p�p����� p������ 
B�� �� T��92 ��d T��161, ��d �� �u����� p������ ��� ���d��g �� 

Figure 5. Downregulation of LYN inhibits the AKT/mTOR signaling pathway in AGS cells. (A) Proteins involved in the AKT/mTOR pathway, including AKT, 
p‑AKT (Ser473), mTOR, p‑mTOR (Ser2448) and p70S6K were detected using western blotting, and (B) the density of protein bands was quantified using 
ImageJ software. (C) A CCK8 assay was used to measure the proliferation of AGS cells transfected with sh‑LYN or sh‑LYN+IGF‑1. (D) A Transwell assay was 
used to measure the migration (magnification, x100) and invasion (magnification, x100) of AGS cells transfected with sh‑LYN or sh‑LYN+IGF‑1. All experi-
����� w��� p�������d �� ���pl�����. *P<0.05 v�. ���p����v� NC. IGF, ���ul�� l��� g��w�� ������; L�N, L�N ������; NC, ��g���v� ������l; p, p���p����l���d.



�U  ��d  ZHANG: L�N A� AN ONCOGENE IN GA�TRIC CANCER VIA WNT/β‑CATENIN AND AKT/�TOR 653

B�� �� ��� ����-�p�p����� p������ B�l-xL. T���, �� �u��, �������� 
��� p�������l��� �� ��� ��������d���l �u��� �������� ��d 
�u���qu��� ����v����� �� ��� ���p��� �����d� �14�.

The AKT/mTOR pathway is a key pathway in the regula-
���� �� �ul��pl� ���l�g���l p��������, ���lud��g ��� p�������� �� 
p��l���������, �u�v�v�l ��d g��� �xp������� �35,36�. A p��v��u� 
��ud� �ugg����d ���� L�N ��du��� ��� ����v����� �� EGFR �� lu�g 
�d������������ ��ll�, w���� �u����� p������� ��� ����v����� �� 
the PI3K/AKT signaling pathway (37). Further studies have 
���w� ��w L�N �� ��v�lv�d �� ��gul����g ��� ����v����� �� ��� 
PI3K/AKT signaling pathway in murine bone marrow‑derived 
macrophages (38), human myeloma (39) and colon cancer (40). 
T�� �u����� ��ud� �ugg����d ���� L�N �����d�w� ���ul��d �� 
the inactivation of the AKT/mTOR pathway, including a reduc-
tion in the phosphorylation levels of AKT and mTOR, as well 
as a reduction in the expression levels of p70S6K. Furthermore, 
IGF‑1, an AKT pathway activator, could reverse the inhibitory 
������� �� L�N �����d�w� �� ��� p��l���������, ��g������ ��d 
invasion of AGS cells. When the AKT signal is activated, the 
W��/β-������� ��g��l��g p���w�� ��� �� p������d �� gl���g�� 
�������� ������ 3β. T�� W��/β-������� ��g��l��g p���w�� �� 
�l�� �� ��p������ ��g��l��g p���w�� w���� ��d����� �u��� 
��ll p��l��������� ��d ���������� �� g������ ������. T�� �u����� 
���ul�� ���w�d ���� ��� W��/β-������� p���w�� w�� ������v���d 
�� L�N-��l����d AG� g������ ������ ��ll�. M����v��, L�N 
�����d�w� �l�� l�d �� d�������d �xp������� �� ��� EMT 
����������l ������� N-��d����� ��d v�������, ��d ��������d 
��� �xp������� �� ��� �p����l��l ������ E-��d�����. T���� ���ul�� 
��� ���������� w��� p��v��u� ��ud��� ���� ��u�d ���� L�N ��d ��� 
p�������l �� p������ ���������� ��d EMT �� �u���� �� ��gu-
l����g ��� �����l��� �� ��� ����l ����l�, w��l� �l�� d��������g ��� 
�xp������� �� E-��d����� �30�. I� �dd�����, ��� ������v����� �� 
the AKT/mTOR pathway also induces mitochondrial apoptosis 
����ug� ��gul����� �� ��� B�x/B�l2 �����. T���� ��g�����, ��� 
p������ ��ud� p��v�d�� � ��v�l u�d������d��g �� ��� ��gul����� 
��������� �� ������ �� L�N �� g������ ������, p�����ul��l� 
����ug� ��� ����v����� �� ��� ��������d���l �p�p����� p���w��, 
��d ��� ������v����� �� ��� W��/β‑catenin and AKT/mTOR 
��g��l��g p���w���. H�w�v��, ��� �u����� ��ud� ��l� d����-
������d ��� ����g���� �u������ �� L�N �� AG� ��ll, w���� l����� 
��� �ppl�������. Fu����� ��ud��� ���uld ��v����g��� ��� �u������ �� 
L�N �u������ �� ����� �u��� ��ll l����.

I� ����lu����, ��� �u����� ���ul�� ��v��l�d ���� L�N �����-
d�w� ���� ��������d ��� p��l��������� ��d ����l��� �� �u��� 
g������ ������ AG� ��ll�, ��d ��du��d �p�p����� ����ug� ��� 
��gul����� �� ��� ��������d���l �p�p�����, W��/β-������� 
and AKT/mTOR pathways. Furthermore, the current results 
�ugg����d ���� L�N ��� �� � p�������l �����p�u��� ���g�� ��� 
�u�u�� ����������.
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