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ＬＥＴＭ１在肝癌中的表达及其对ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖和凋亡的影响

周宝勇，蒋　宁，廖　锐，郑　军，杜成友　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肝胆外科）

　　［摘要］　目的　探讨亮氨酸拉链 ＥＦｈａｎｄ结构域跨膜蛋白１（ｌｅｕｃｉｎｅｂｎｚｉｐｐｅｒ／ＥＦｈａｎｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＥＴＭ１）在肝癌组织中的表达水平及通过 ＲＮＡｉ技术靶向 ＬＥＴＭ１基因对肝癌细
胞株ＳＭＭＣ７７２１的增殖及凋亡的影响。方法　采用免疫组织化学方法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重庆医科大
学附属第一医院肝胆外科２０１２年９月至２０１３年４月共６０例肝癌组织及其癌旁肝组织中ＬＥＴＭ１蛋白
表达情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２及人正常肝细胞株 ＬＯ２中的 ＬＥＴＭ１
蛋白表达情况。将ＬＥＴＭ１ｓｉＲＮＡ经Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＴＭ脂质体转染ＳＭＭＣ７７２１（实验组为ｓｉＬＥＴＭ１、
对照组为ｓｉＮＣ），实时荧光定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测 ＬＥＴＭ１转染后肝癌 ＳＭＭＣ７７２１细胞株
中ＬＥＴＭ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达。ＣＫＫ８及流式细胞术检测ＬＥＴＭ１低表达对肝癌细胞增殖及细胞凋亡
的影响。结果　①免疫组织化学结果显示，ＬＥＴＭ１蛋白在肝癌组织中的阳性表达率为 ７３．３３％
（４４／６０），明显高于癌旁组织中的表达率２８．３３％（１７／６０，Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＬＥＴＭ１
蛋白在肝癌组织中的表达相对量（２．３３５±０．２２１）较癌旁组织（１．３８６±０．０８１）明显增高（Ｐ＜０．０１）。
②ＬＥＴＭ１蛋白表达与肝癌肿瘤直径及门静脉侵犯有关（Ｐ＜０．０５），而与肝癌患者性别、年龄、甲胎蛋白、
ＨＢｓＡｇ、Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级及 ＴＮＭ分期无关（Ｐ＞０．０５）。③ＬＥＴＭ１蛋白在 ＳＭＭＣ７７２１及 ＨｅｐＧ２中的表
达相对量［（分别为（１．４４７±０．１４９）、（１．１９０±０．１１３）］均明显高于 ＬＯ２［（０．９１８±０．０２７），Ｐ＜０．０５］。
④ｓｉＬＥＴＭ１组与ｓｉＮＣ组和空白组比较，ｓｉＬＥＴＭ１组细胞的增殖受到抑制（Ｐ＜０．０１），尤以７２ｈ及９６ｈ
最为显著；ｓｉＬＥＴＭ１早期细胞凋亡数（１４．６±２．３）％与ｓｉＮＣ早期细胞的凋亡数（６．３±０．７）％比较，差
异有统计学意义（Ｐ＝０．０４）。结论　ＬＥＴＭ１蛋白在肝癌组织的表达显著高于癌旁组织；基因沉默
ＬＥＴＭ１后的肝癌细胞其增殖能力明显减弱，凋亡能力明显增强。
　　［关键词］　 肝细胞癌；ＲＮＡ干扰；ＬＥＴＭ１；细胞增殖；凋亡
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ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｉＮＣａｎｄ
ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｉＬＥＴＭ１）．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄ
ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＥＴＭ１ｉｎｔｈｅｓｉｌｅｎｃｅｄｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＬＥＴＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ７３．３３％ ＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓ（４４／６０），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｏｆｐａｒａｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ（２８．３３％，１７／６０，Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｗａｓａｌｓｏｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓｔｈａｎｔｈｅｐａｒａｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ（２．３３５±０．２２０ｖｓ１．３８６±０．０８０，
Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＥＴＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｎｄｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｉｎｖａｓｉｏｎ（Ｐ＜
００５），ｂｕｔｎｏｔｗｉｔｈｇｅｎｄｅｒ，ａｇｅ，ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＢｓＡｇ，ＥｄｍｏｎｄｓｏｎｇｒａｄｅａｎｄＴＮＭｓｔａｇｅ（Ｐ＞０．０５）．
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＬＥＴＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＳＭＭＣ７７２１（１．４４７±０．１４９）ａｎｄ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（１．１９０±０．１１３）ｔｈａｎｔｈｅＬＯ２ｃｅｌｌｓ（０．９１８±０．０２７，Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉＮＣｇｒｏｕｐ
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ｄｕｃｈｅｎｇｙｏｕ＠１２６．ｃｏｍ

　　肝癌是一种常见的恶性肿瘤，其恶性程度极高，我
国是世界上肝癌发病集中的国家，每年新发病例及死

亡病例约占全球的５０％［１］。现有的治疗方法主要以

肝切除及肝移植为主，然而术后肿瘤复发率高，预后不

容乐观。亮氨酸拉链 ＥＦｈａｎｄ结构域跨膜蛋白 １
（ｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ／ＥＦｈａｎｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ１，ＬＥＴＭ１）是最新发现的线粒体蛋白，报道指出其
能诱发 ＷｏｌｆＨｉｒｓｃｈｈｏｒｎ综合征［２］。Ｐｉａｏ等［３］发现，

ＬＥＴＭ１在宫颈癌中高表达，可激活ＰＩ３ＫＡｋｔ信号传导
通路从而影响宫颈癌的发生、发展；同时研究报道

ＬＥＴＭ１蛋白在结肠癌组织中高表达［４］。ＬＥＴＭ１可能
在肝癌的发生、发展过程中也发挥着一定的作用。本

研究采用免疫组织化学方法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＥＴＭ１
在肝癌组织的表达情况及其与临床参数的关系，并应

用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术靶向沉默
肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１中的 ＬＥＴＭ１基因，使细胞中
ＬＥＴＭ１蛋白表达减少，观察其对细胞增殖和凋亡的影
响，以期为肝癌治疗提供新方向和新的治疗策略。

１　材料与方法

１．１　标本来源
　　６０例取自重庆医科大学附属第一医院肝胆外科

２０１２年９月至２０１３年４月手术切除并经病理确诊的
肝细胞癌及其相应癌旁组织标本（距癌组织边缘 ＞
３ｃｍ），所取组织部分用４％多聚甲醛固定，部分存于
液氮中。患者术前均未行放疗、化疗及免疫抑制等治

疗。其中男性４７例，女性１３例。年龄１８～７９岁，中
位年龄５７岁。肿瘤直径０．８～１６ｃｍ，肿瘤最大１例，
最小１例，肿瘤直径＞５ｃｍ有４０例，≤５ｃｍ有２０例；
Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ标本分级：Ⅰ～Ⅱ级２６例，Ⅲ～Ⅳ级３４例。
所选标本均进行术前谈话，并获得患者或其家属同意。

　　人肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１、ＨｅｐＧ２及人正常肝细
胞株ＬＯ２由重庆医科大学附属第一医院实验研究中
心惠赠。

１．２　主要试剂
　　兔抗人 ＬＥＴＭ１多克隆抗体、兔抗人 ＧＡＰＤＨ多克
隆抗体、ＨＲＰ标记羊抗兔二抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；免疫
组织化学法（ＳＰ）试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉
金桥生物技术公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ｓｉＲＮＡ（Ｏｒｉｇｅｎｅ公司）；全蛋白提取试
剂、ＢＣＡ试剂盒、ＥＣＬ发光试剂盒、ＲＮＡＴＲＩｚｏｌ提取试
剂盒、ＴＲＩｚｏｌ提取试剂、逆转录和 ＰＣＲ试剂盒、ＣＣＫ８
试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒等（碧云
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天生物技术公司）；ＬＥＴＭ１和ＧＡＰＤＨ引物由上海生工
生物工程有限公司合成；其余实验材料及试剂取自重

庆医科大学附属第一医院实验研究中心。

１．３　免疫组织化学法
　　４％多聚甲醛溶液固定的标本行常规石蜡包埋，制
成４μｍ厚切片。参照免疫组化试剂盒说明书操作：
切片经二甲苯脱蜡水化后，枸橼酸微波高温修复抗原，

３％过氧化氢 １０ｍｉｎ阻断内源性过氧化物酶，血清
３７℃ 封闭２０ｍｉｎ，ＬＥＴＭ１抗体（１∶５０）４℃孵育过夜，
二抗孵育后加入辣根酶标记链霉卵白素工作液孵育

２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染，常规脱水，封片。用
ＰＢＳ代替ＬＥＴＭ１抗体作为空白对照。
１．４　结果判定
　　在排除非特异性染色的前提下，ＬＥＴＭ１在细胞质
内以黄色、棕黄色、棕褐色为阳性。计分方法 Ａ：按切
片中细胞染色的深浅评分，０分为无染色，１分为浅黄
色，２分为棕黄色，３分为棕褐色；Ｂ：按切片中的阳性
细胞比例评分，每个标本计数３张切片，每张切片随机
选择５个视野，每个视野１００个细胞，计数５００个细胞
中染色阳性的细胞数，０分为染色细胞数≤５％，１分为
染色细胞数占 ＞５％ ～２５％，２分为染色细胞数占 ＞
２５％～５０％，３分为染色细胞数占 ＞５０％ ～７５％，４分
为染色细胞数＞７５％。每例标本染色积分＝Ａ×Ｂ，若
乘积≤１为阴性，＞１为阳性。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　提取肝癌组织、癌旁组织及 ＬＯ２、ＳＭＭＣ７７２１、
ＨｅｐＧ２细胞株的总蛋白。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心
２０ｍｉｎ（ｒ＝１０ｃｍ），取上清，－２０℃保存备用。ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度，按每孔上样量５０μｇ
进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，恒流冰浴电转至 ＰＶＤＦ膜上，
５％ 脱脂牛奶封闭 ２ｈ，一抗孵育 ４℃ 过夜（ＬＥＴＭ１
１∶５００，ＧＡＰＤＨ１∶１０００），ＨＲＰ标记羊抗兔二抗
（１∶２０００），ＥＣＬ显色，暗室曝光显影，ＧＡＰＤＨ为内参，
实验重复３次。
　　ＬＥＴＭ１蛋白表达抑制率计算：抑制率（％）＝［１－
（ｓｉＬＥＴＭ１组 ＬＥＴＭ１条带灰度／ｓｉＬＥＴＭ１组 ＧＡＰＤＨ
条带灰度）／（ｓｉＮＣ组 ＬＥＴＭ１条带灰度／ｓｉＮＣ组
ＧＡＰＤＨ条带灰度）］
１．６　细胞培养及细胞转染
　　将人肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１细胞接种于含１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，于５％ ＣＯ２、３７℃恒温培

养箱中培养。转染前２４ｈ按 ３×１０５／孔接种于 ６孔

板，加入无血清的培养基２ｍＬ，使转染时细胞密度约
为４０％。将 ｓｉＲＮＡＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００复合体（复合
体的配置按照说明书操作）加到６孔板中，转染体系
为５００μＬ，ｓｉＲＮＡ终浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ，其中实验组为
ｓｉＬＥＴＭ１组，阴性对照组为无义ｓｉＲＮＡ表达载体的转
染，即ｓｉＮＣ组，空白组孔内加入相同密度的未转染的
ＳＭＭＣ７７２１细胞。
１．７　实时荧光定量ＰＣＲ
　　按ＴＲＩｚｏｌ和反转录试剂说明书要求提取ｓｉＮＣ细
胞、ｓｉＬＥＴＭ１细胞中总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ
为模板行 ＰＣＲ扩增。ＬＥＴＭ１基因上游引物为 ５′
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＧＴＣＣＡＴＣＴＴＡＣＴＧＡＧＧ３′，下游引
物为 ５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＡＧＣＴＣＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＣＧ
３′［５］；ＧＡＰＤＨ为内参，上游引物为 ５′ＡＧＡＡＧＧＣＴ
ＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下游引物为 ５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣ
ＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′。反应体系 ２０μＬ，包括 ｃＤＮＡ模板
１μＬ，上下游引物各０．５μＬ，２×ＰＣＲｍｉｘｔｕｒｅ１０μＬ，
ＤＥＰＣ水８μＬ，ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃
变性３０ｓ，５５℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸６０ｓ，３５个循环。
每孔设计２个复孔。采用２－ΔΔＣｔ分析法，按照公式分别
计算实验组、对照组及空白组的 ΔＣｔ，以空白组的 ΔＣｔ
为参照，计算２－ΔΔＣｔ，即为ＬＥＴＭ１ｍＲＮＡ相对表达量。
　　ΔＣｔ＝Ｃｔ实验组 －Ｃｔ对照组
　　ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ靶基因 －ΔＣｔ内参基因
１．８　ＣＣＫ８实验
　　将指数生长期的 ｓｉＮＣ细胞、ｓｉＬＥＴＭ１细胞接种
于９６孔板内，按接种密度７０％～８０％，每孔５０００个／
２００μＬ，设６个复孔，空白孔为未转染的 ＳＭＭＣ７７２１
细胞。分别于２４、４８、７２ｈ和９６ｈ分别终止培养。终
止培养前４ｈ，每孔中加入 ＣＣＫ８溶液２０μＬ，放置培
养箱中孵育４ｈ，选择４５０ｎｍ波长，在酶标仪上测定各
孔光密度值［Ｄ（４５０）］，记录结果，绘制生长曲线。
１．９　细胞凋亡实验
　　取接种密度７０％～８０％的转染细胞，消化、收集细
胞，用４℃预冷的ＰＢＳ洗细胞２次，以１ｍＬ结合缓冲液
重悬细胞，调整细胞浓度为１×１０５／ｍＬ，用ＡｎｎｅｘｉｎＶ和
碘化丙啶（ＰＩ）双染１５ｍｉｎ后用流式细胞术检测细胞
凋亡率。

１．１０　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０进行统计学分析，定量资料用
珋ｘ±ｓ进行描述，用ｔ检验进行均值差异的比较；临床病
理特征的数据采用 χ２检验及校正的 χ２检验。检验水
准α＝０．０５。
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２　结果

２．１　肝癌组织中ＬＥＴＭ１的表达
　　ＨＥ染色及免疫组织化学结果显示，ＬＥＴＭ１主要
定位于细胞质，阳性表达主要染成黄色、棕黄色或棕褐

色（图１）。ＬＥＴＭ１在肝癌组织和癌旁组织的阳性表
达率分别为７３．３３％（４４／６０）及２８．３３％（１７／６０），差
异有统计学意义（χ２＝２４．３０７，Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果如图２所示，ＬＥＴＭ１在肝癌组织的表达
量为（２．３３５±０．２２１），明显高于癌旁组织的相对表达
量［（１．３８６±０．０８１），ｔ＝１６．５７９，Ｐ＜０．０１］。
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Ａ：癌旁组织；Ｂ：癌组织
图１　ＬＥＴＭ１在肝癌组织及癌旁肝组织中的表达　（ＳＰ×４００）
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１、３、５：癌组织；２、４、６：癌旁组织
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＥＴＭ１在肝癌组织及癌旁组织

中的表达

２．２　ＬＥＴＭ１与肝癌临床参数的关系
　　ＬＥＴＭ１蛋白与肝癌肿瘤直径及门静脉侵犯有关，
（Ｐ＜０．０５），而与肝癌患者性别、年龄、甲胎蛋白、
ＨＢｓＡｇ、Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级及 ＴＮＭ分期无关（Ｐ＞０．０５，
表１）。
２．３　ＬＯ２、ＨｅｐＧ２及 ＳＭＭＣ７７２１细胞株中 ＬＥＴＭ１的

表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＬＥＴＭ１蛋白在人肝癌
细胞株ＳＭＭＣ７７２１及 ＨｅｐＧ２中的表达相对量［分别
为（１．４４７±０．１４９）、（１．１９０±０．１１３）］均明显高于人
正常肝细胞株 ＬＯ２［（０．９１８±０．０２７），Ｐ＜０．０５］，而
ＳＭＭＣ７７２１与 ＨｅｐＧ２相比两者差异无统计学意义
（ｔ＝１．９７６，Ｐ＝０．１８７，图３）。
２．４　ＲＮＡｉ沉默ＳＭＭＣ７７２１中ＬＥＴＭ１的鉴定
　　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，对照组ＬＥＴＭ１的Ｃｔ值为
（２１．７８７±０．０５９），ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值为（１１．１１０±
００９５），实验组ＬＥＴＭ１的 Ｃｔ值为（２４．８８０±０２１７），

ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值为（１１．９１３±０．３０４）；ＬＥＴＭ１ｍＲＮＡ
在ｓｉＮＣ细胞中的相对表达量为１、在 ｓｉＬＥＴＭ１细胞
中的相对表达量为（０．２１４±０．０７９），２组细胞之间差
异有统计学意义（ｔ＝１７．１４７，Ｐ＝０．００３）。

表１　ＬＥＴＭ１表达与肝癌临床参数的关系

ＬＥＴＭ１蛋白的表达
组别 例数 χ２值 Ｐ值

阴性 阳性

组织部位

　癌 ６０ １６ ４４
２４．３０７ ＜０．０１

　癌旁 ６０ ４３ １７

性别

　男 ４７ １３ ３４
０．１０９ ０．７４１

　女 １３ ３ １０

年龄（岁）

　≤５０ ２７ ７ ２０
０．０１４ ０．９０７

　＞５０ ３３ ９ ２４

肿瘤直径（ｃｍ）

　≤５ ２０ ９ １１
５．１５６ ０．０２３

　＞５ ４０ ７ ３３

甲胎蛋白（ｎｇ／ｍＬ）

　≤４００ ４３ １２ ３１
０．１１９ ０．７３０

　＞４００ １７ ４ １３

ＨＢｓＡｇ

　阳性 ４８ １２ ３６
０．３４１ ０．５５９

　阴性 １２ ４ ８

门静脉侵犯

　有 １５ １ １４
４．０９１ ０．０４３

　无 ４５ １５ ３０

ＴＮＭ分期（ＡＪＣＣ）

　Ⅰ～Ⅱ １９ ５ １４
０．００２ ０．９６７

　Ⅲ～Ⅳ ４１ １１ ３０

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级

　Ⅰ～Ⅱ ２６ ８ １８
０．３９５ ０．５３０

　Ⅲ～Ⅳ ３４ ８ ２６
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１：ＬＯ２；２：ＨｅｐＧ２；３：ＳＭＭＣ７７２１
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＥＴＭ１在ＬＯ２、ＨｅｐＧ２及

ＳＭＭＣ７７２１中的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＬＥＴＭ１蛋白在 ｓｉＮＣ
细胞、ｓｉＬＥＴＭ１细胞中的相对表达量分别为（０．３７７±
０．０１３）、（０．１８０±０．０１６），两组细胞比较差异有统计

５４９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）



学意义（ｔ＝１４．２０８，Ｐ＝０．００５，图 ４）。ｓｉＬＥＴＭ１组
ＬＥＴＭ１蛋白表达抑制率约为５２．２％。
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１：ｓｉＮＣ组；２：ｓｉＬＥＴＭ１组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染细胞中ＬＥＴＭ１蛋白的表达

２．５　对转染后ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖的影响
　　根据ＣＣＫ８检测结果绘制的生长曲线，结果显示
ｓｉＬＥＴＭ１组较 ｓｉＮＣ组和空白组曲线降低，尤其在
７２、９６ｈ时，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组、ｓｉＮＣ组比较
图５　ＣＣＫ８检测ＬＥＴＭ１转染对ＳＭＭＣ７７７２１细胞

增殖的影响

２．６　对转染后ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡的影响
　　流式细胞术检测结果显示，ｓｉＬＥＴＭ１组早期细胞
凋亡数为（１４．６±２．３）％，ｓｉＮＣ组早期细胞的凋亡数
为（６．３±０．７）％，差异有统计学意义（ｔ＝４．８７１，Ｐ＝
００４，图６）。
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Ａ：ｓｉＮＣ组；Ｂ：ｓｉＬＥＴＭ１组
图６　流式细胞术检测ＬＥＴＭ１转染对ＳＭＭＣ７７２１细胞

凋亡的影响

３　讨论

　　ＬＥＴＭ１是一种线粒体内膜结合蛋白，其中包含

２个ＥＦ手，一个跨膜结构域，一个亮氨酸拉链和几个
卷曲螺旋结构域，最先发现为 ＷｏｌｆＨｉｒｓｃｈｈｏｒｎ综合征
患者中的染色体上缺失的基因之一［２－３］。ＷｏｌｆＨｉｒ
ｓｃｈｈｏｒｎ综合征是由４号染色体短臂末端片段缺失引
起的一种染色体疾病，主要临床表现为特殊面容、生长

迟缓、智力低下、癫痫和多发畸形［６］。ＬＥＴＭ１是线粒
体和核糖体之间形成的络合物的一种锚固蛋白，编码

人类同源酵母线粒体形态相关的 Ｍｄｍ３８蛋白，
Ｍｄｍ３８／ＬＥＴＭ１的缺乏可减少线粒体编码稳态水平的
蛋白质，降低呼吸链中细胞色素 ｂ和 ＡＴＰ的插入，影
响呼吸链的生物合成［７－８］。ＬＥＴＭ１可以调节线粒体
的生物合成和翻译系统，并参与细胞中 Ｃａ２＋及 Ｋ＋的
运输［９］。随后又有研究表明，ＬＥＴＭ１蛋白在肿瘤细胞
浆中通过糖酵解产生能量，ＬＥＴＭ１蛋白高表达诱导线
粒体功能障碍，导致糖酵解的增加，使 ＡＴＰ增加，进而
影响ＮＡＤＨ／ＮＡＤＰＨ的比值，活化人第１０号染色体缺
失的磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，ＰＴＥＮ），进一步激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转
导通路，使Ａｋｔ持续的活化，从而参与细胞生长凋亡及
肿瘤细胞侵袭［１０－１１］。Ｌｅｅ等［１２］通过质谱分析发现

ＭＡＴＲ３、ＬＥＴＭ１、ＩＬＦ２及 ＩＱＧＡＰ２等可能是 ＨＣＣ的潜
在的分子靶点。

　　本研究结果显示，ＬＥＴＭ１蛋白在肝癌组织中的表
达水平显著高于癌旁组织。这与 Ｐｉａｏ等［３］发现

ＬＥＴＭ１蛋白在宫颈癌中高表达及高爱花等［４］指出

ＬＥＴＭ１蛋白在结肠癌组织中高表达是一致的。
ＬＥＴＭ１蛋白在ＳＭＭＣ７７２１及ＨｅｐＧ２中的表达相对量
均明显高于 ＬＯ２（Ｐ＜０．０５）。ＬＥＴＭ１不仅在宫颈癌、
结肠癌、三阴性乳腺癌［１３］、头颈部鳞状细胞癌［１４］等肿

瘤中高表达，本研究结果显示ＬＥＴＭ１在肝癌组织也呈
高表达。我们进而分析了 ＬＥＴＭ１蛋白与临床参数的
相关性，结果显示ＬＥＴＭ１蛋白表达与肝癌肿瘤直径及
门静脉侵犯有关，而与肝癌患者性别、年龄、甲胎蛋白、

ＨＢｓＡｇ、Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级及 Ｔ分期无关。这表明
ＬＥＴＭ１可能参与了肝癌细胞的增殖与侵袭转移。
　　在体外研究中进一步对 ＳＭＭＣ７７２１中的 ＬＥＴＭ１
基因进行沉默，观察其对肝癌细胞株的增殖及凋亡的

影响。ＣＣＫ８实验中 ｓｉＬＥＴＭ１组较 ｓｉＮＣ组和空白
组曲线明显降低（Ｐ＜０．０１），说明 ＬＥＴＭ１低表达的肝
癌细胞增殖能力明显减弱。流式细胞术检测结果显

示，ｓｉＮＣ组早期细胞的凋亡数（６．３±０．７）％，与 ｓｉ
ＬＥＴＭ１组早期细胞凋亡数（１４．６±２．３）％比较，差异

６４９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



有统计学意义（Ｐ＜０．０１），说明沉默 ＬＥＴＭ１的肝癌细
胞凋亡明显增多。

　　综上所述，本研究表明，ＬＥＴＭ１蛋白在肝癌病程
进展中可能发挥了一定的作用，但 ＬＥＴＭ１在肝癌发
生、发展中的具体作用机制有待进一步研究。

参考文献：

［１］ＴｏｒｒｅＬＡ，ＢｒａｙＦ，ＳｉｅｇｅｌＲＬ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓ

ｔｉｃｓ，２０１２［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１５，６５（２）：８７０１０８．

ＤＯＩ：１０．３３２２／ｃａａｃ．２１２６２

［２］ＮｏｗｉｋｏｖｓｋｙＫ，ＦｒｏｓｃｈａｕｅｒＥＭ，ＺｓｕｒｋａＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ＬＥＴＭ１／ＹＯＬ０２７ｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｅｎｃｏｄｅｓａｆａｃｔｏｒｏｆｔｈｅｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌＫ＋ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｗｉｔｈａｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎｔｈｅＷｏｌｆ

Ｈｉｒｓｃｈｈｏｒｎｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００４，２７９（２９）：

３０３０７－３０３１５．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．Ｍ４０３６０７２００

［３］ＰｉａｏＬ，ＬｉＹ，ＫｉｍＳＪ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＬＥＴＭ１ａｎｄ

ＭＲＰＬ３６ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＡＴＰ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｎｅｃｒｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９

（８）：３３９７－３４０４．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８５４７２．ＣＡＮ０８

３２３５

［４］高爱花，金永民，孙红花，等．ＬＥＴＭ１蛋白在结肠癌组织

中的表达及临床意义［Ｊ］．世界华人消化杂志，２０１４，２２

（５）：７１８－７２３．ＤＯＩ：１０．１１５６９／ｗｃｊｄ．ｖ２２．ｉ５．７１８

［５］金艳花，郑善子，姜昌镐．ＬＥＴＭ１基因真核表达载体的构

建［Ｊ］．延边大学医学学报，２０１３，３６（４）：２４７－２４９．

ＤＯＩ：１０．１６０６８／ｊ．１０００１８２４．２０１３．０４．０１１

［６］ＭｉｓｃｅｏＤ，ＢａｒｏｙＴ，ＨｅｌｌｅＪＲ，ｅｔａｌ．１．５Ｍｂｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ４ｐ１６．３ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｓｔｎａｔａｌｇｒｏｗｔｈｄｅｌａｙ，

ｐｓｙｃｈｏｍｏｔｏｒｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ｅｐｉｌｅｐｓｙ，ｉｍｐｕｌｓｉｖｅｂｅｈａｖｉｏｒａｎｄａ

ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｓｋｅｌｅｔａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２０１２，５０７

（１）：８５－９１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｇｅｎｅ．２０１２．０７．０２１

［７］ＢａｕｅｒｓｃｈｍｉｔｔＨ，ＭｉｃｋＤＵ，ＤｅｃｋｅｒｓＭ，ｅｔａｌ．Ｒｉｂｏｓｏｍｅ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓＭｄｍ３８ａｎｄＭｂａ１ｄｉｓｐｌａｙｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｓｆｏｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌ

Ｃｅｌｌ，２０１０，２１（１２）：１９３７－１９４４．ＤＯＩ：１０．１０９１／ｍｂｃ．

Ｅ１００２０１０１

［８］ＮｏｗｉｋｏｖｓｋｙＫ，ＰｏｚｚａｎＴ，ＲｉｚｚｕｔｏＲ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓｏｎ：

ＳＧＰｓｙｍｐｏｓｉｕｍｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｍｅｄｉｃｉｎｅ：

ｔｈｅｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙｏｆＬＥＴＭ１［Ｊ］．ＪＧｅｎＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，１３９

（６）：４４５－４５４．ＤＯＩ：１０．１０８５／ｊｇｐ．２０１１１０７５７

［９］ＨａｓｈｉｍｉＨ，ＭｃＤｏｎａｌｄＬ，ＳｔｒｉｂｒｎａＥ，ｅｔａｌ．Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍｅ

Ｌｅｔｍ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｏｔａｓｓｉｕｍｈｏｍｅｏ

ｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１３，２８８（３７）：２６９１４－２６９２５．

ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．Ｍ１１３．４９５１１９

［１０］ＬｉＴ，ＷａｎｇＧ．ＣｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／

ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ：ｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｏｐｐｏｒｔｕ

ｎｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１４，１５（１０）：１８８５６－１８８９１．

ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１５１０１８８５６

［１１］ＣｈｅｎｇＧＺ，ＰａｒｋＳ，ＳｈｕＳ，ｅｔａｌ．ＡｄｖａｎｃｅｓｏｆＡＫＴｐａｔｈ

ｗａｙｉｎｈｕｍａｎｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄａｓａｔａｒｇｅｔｆｏｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒ

ｄｒｕｇｄｉｓｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．ＣｕｒｒＣａｎｃｅｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２００８，８

（１）：２－６．ＤＯＩ：１０．２１７４／１５６８００９０８７８３４９７１５９

［１２］ＬｅｅＹＹ，ＭｃＫｉｎｎｅｙＫＱ，ＧｈｏｓｈＳ，ｅｔａｌ．Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ

ｔｉｓｓｕｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｓｉｇｎａｔｕｒｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，２０１１，１０（１１）：

５０７０－５０８３．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｐｒ２００５２０４

［１３］ＷａｎｇＣＡ，ＬｉｕＱ，ＣｈｅｎＹ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ／ＥＦｈａｎｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ１ｏｖｅｒｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＥｘｐＭｏｌＰａｔｈｏｌ，２０１５，９８（２）：２５４－２５９．ＤＯＩ：１０．１０１６／

ｊ．ｙｅｘｍｐ．２０１４．１２．０１２

［１４］ＣｈｅｎＬ，ＹａｎｇＹ，ＬｉｕＳ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｕｃｉｎｅ

ｚｉｐｐｅｒＥＦｈａｎｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１ｐｒｅｄｉｃｔｓ

ｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＲｅｓＩｎｔ，２０１４，２０１４：８５０３１６．ＤＯＩ：１０．

１１５５／２０１４／８５０３１６．
（收稿：２０１６０１３１；修回：２０１６０５２３）

（编辑　邓强庭）

７４９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）


