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　　［摘要］　目的　研究长链非编码ＲＮＡＬＩＮＣ０２１６３在肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）组
织及肝癌细胞系中的表达及对肝癌细胞迁移、侵袭的影响。方法　利用 ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ＬＩＮＣ０２１６３在 ５株肝癌细胞系（ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３、ＭＨＣＣ９７Ｈ、ＳＮＵ１８２和 ＳＭＭＣ
７７２１）、正常肝细胞系（Ｌ０２）和６０例肝癌组织及其配对癌旁组织中的差异表达情况，分析ＬＩＮＣ０２１６３的
表达水平与肝癌患者临床病理参数的关系；利用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染 ＬＩＮＣ０２１６３小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）至ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３肝癌细胞内敲低ＬＩＮＣ０２１６３表达；通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测敲低ＬＩＮＣ０２１６３
后肝癌细胞迁移、侵袭能力的改变。结果　ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织中的表达水平明显高于配对癌旁组
织（Ｐ＜０．００１）；ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织中的表达与 ＴＮＭ分期、微血管侵犯（ＭＶＩ）明显相关（Ｐ＜０．０１）；
与正常肝细胞系（Ｌ０２）比较，ＬＩＮＣ０２１６３在５株肝癌细胞系中高表达（Ｐ＜０．００１），其中在ＨｕＨ７细胞系
中表达最高，其次是ＨＣＣＬＭ３细胞系；肝癌细胞ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３敲低ＬＩＮＣ０２１６３的表达后迁移和侵袭
能力明显降低（Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织和肝癌细胞系中的表达上调，其可促进肝癌细
胞的迁移和侵袭，故可能与肝癌的发生、发展密切相关。
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　　肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是一
种常见的消化道恶性肿瘤，其死亡率高居恶性肿瘤第

３位［１］。我国每年死于肝癌的人数约３８．３万，占全球
肝癌死亡人数的５１％［２］，严重威胁我国人民健康。近
几十年来，尽管 ＨＣＣ在手术治疗、放化疗以及分子靶
向治疗等方面取得了很大进展，但由于高侵袭性、高转

移性及高复发等特性，ＨＣＣ患者预后差的现状仍未发
生根本改变［３］。因此，探讨肝癌侵袭转移的机制，寻

找有效的诊断分子标志物和治疗靶点成为目前 ＨＣＣ
研究的重要方向。

　　长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）是转录本长度大于
２００个核苷酸而不具备蛋白质编码功能的 ＲＮＡ分
子［４］，其可以ＲＮＡ的形式参与 Ｘ染色体沉默、基因组
印记、染色质修饰、转录干扰、转录激活和核内运输等

多种生物学活动［５］。研究表明，ｌｎｃＲＮＡ在肿瘤侵袭转
移中发挥重要的调控作用［６］，如 ＡＴＢ［７］、ＨＯＴＡＩＲ［８］和
ＭＶＩＨ［９］可促进 ＨＣＣ的侵袭转移，而 Ｈ１９［１０］可抑制
ＨＣＣ的侵袭转移。本研究前期通过生物信息学分析，
筛选到 １条可能对肝癌发生、发展起重要作用的 ｌｎ
ｃＲＮＡＬＩＮＣ０２１６３（ＥｎｓｅｍｂｌＩＤ：ＥＮＳＧ０００００２５１０２６）。
ＤＯＮＧ等［１１］研究指出，ＬＩＮＣ０２１６３在胃癌中发挥致癌
基因的作用。但是，ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌中的表达及其
作用国内外尚少见相关报道。因此，本研究旨在探讨

ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织及细胞系中的表达情况，分析
其与临床病理参数之间的关系，及其对肝癌细胞迁移、

侵袭能力的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　细胞系　　人肝癌细胞系 ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３、
ＭＨＣＣ９７Ｈ、ＳＮＵ１８２、ＳＭＭＣ７７２１以及人正常肝细胞系
Ｌ０２均购自中国科学院上海生命科学研究院干细胞库。
１．１．２　组织标本　　收集 ２０１７年 １０月至 ２０１９年
５月陆军军医大学第一附属医院 ＨＣＣ患者手术切除
标本６０例。其中男性４９例，女性１１例；年龄２４～７４岁，

中位年龄５３岁。入选标准：患者术前未进行放化疗、
射频消融治疗，术后标本经病理组织学检查证实为

ＨＣＣ。排除标准：其他类型肝肿瘤。临床病理参数包
括：患者的性别、年龄、肝硬化、ＡＦＰ表达水平、肿瘤直
径、数目、病理分级、ＴＮＭ分期和微血管侵犯（ＭＶＩ）情
况。对照组标本来自于同一患者的癌旁组织，距离手

术切缘至少２ｃｍ，且术后病理检查未发现癌细胞。所
收集的新鲜标本于离体３０ｍｉｎ内收集，立即冷冻于液
氮中，并放置于－８０℃超低温冰箱中保存。本研究经
陆军军医大学伦理委员会批准实施，标本检测在所有

研究对象签署知情同意书后进行。

１．１．３　试剂　　ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ培养基购
自Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季青生物
有限技术公司，０．２５％胰酶购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＴＲＩｚｏｌ、
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆
转录试剂盒、荧光定量试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ公司，
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，结晶紫溶液购自碧
云天公司，ｓｉＲＮＡ购自上海吉玛公司，引物由上海生工
公司合成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　肝癌细胞系 ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３、
ＭＨＣＣ９７Ｈ及正常肝细胞系 Ｌ０２复苏后置于含 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，ＳＭＭＣ７７２１、ＳＮＵ１８２置
于含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，在３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，细胞贴壁生长，隔天换液，３～５ｄ
胰酶消化传代。

１．２．２　细胞转染　　取对数生长期肝癌细胞，用
０．２５％胰酶消化，调整细胞至一定浓度，接种于 ６孔
板。待其密度为５０％～７０％时用５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００分别转染 ５μＬＬＩＮＣ０２１６３ｓｉＲＮＡ１８（ｓｉ１８）和
５μＬＬＩＮＣ０２１６３ｓｉＲＮＡ１５１（ｓｉ１５１）至干扰组肝癌细
胞中。ｓｉ１８序 列 正 义 链：５′ＧＣＡＧＡＡＡＣＧＵＧＵＵ
ＧＵＡＵＵＵＴＴ３′；反 义 链：５′ＡＡＡＵＡＣＡＡＣＡＣＧＵＵＵ
ＣＵＧＣＴＴ３′。ｓｉ１５１序列正义链：５′ＧＣＡＡＣＣＡＧＵＡＧ
ＣＡＡＡＵＵＡＵＴＴ３′；反义链：５′ＡＵＡＡＵＵＵＧＣＵＡＣＵＧ
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ＧＵＵＧＣＴＴ３′。阴性对照组加入与实验组等量的 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和 ｓｉＲＮＡＮＣ（ｓｉＮＣ）。ｓｉＮＣ序列正
义链：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′；反义链：
５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′。将 细 胞 分 为
３组，分别是干扰组（ｓｉ１８）、干扰组（ｓｉ１５１）及阴性对
照组（ｓｉＮＣ）。转染后培养箱中常规培养，６ｈ后换成
含双抗培养基，４８ｈ后收集３组细胞进行ｑＲＴＰＣＲ检
测转染效率等后续实验。

１．２．３　组织和细胞总ＲＮＡ提取　　采用ＴＲＩｚｏｌ法提
取ＲＮＡ的具体步骤为：从液氮中取出肝癌组织，用无
ＲＮＡ酶的刀片切下５０ｍｇ左右标本，加１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，
用组织研磨仪破碎，加入２００μＬ氯仿，颠倒混匀，冰上
放置１５ｍｉｎ后，４℃下 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取
４００μＬ上清液至无 ＲＮＡ酶的 ＥＰ管中，加４００μＬ异
丙醇沉淀，然后加入适量 ＤＥＰＣ水溶解。细胞总 ＲＮＡ
的提取参考文献［１２］报道的方法。对获得的总ＲＮＡ采
用分光光度仪检测浓度和纯度，并检查总ＲＮＡ完整性。
１．２．４　逆转录和实时荧光定量 ＰＣＲ　 取 １μｇ总
ＲＮＡ按ＴａＫａＲａ公司的逆转录试剂盒说明书进行逆转
录反应得到ｃＤＮＡ，－２０℃保存。以ｃＤＮＡ为模板进行
ｑＲＴＰＣＲ合成扩增目的基因，以 βａｃｔｉｎ作为内参基
因。反应体系２５μＬ，包括ｃＤＮＡ模板１μＬ，上下游引
物各１μＬ，ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ １２．５μＬ，ＤＥＰＣ
水９．５μＬ。反应条件为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性
５ｓ，６０℃退火延伸３０ｓ，共４０个循环。ＬＩＮＣ０２１６３上
游 引 物： ５′ＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＧＴＣＣＡＧＡＡＴＴＧ３′；
ＬＩＮＣ０２１６３下游引物：５′ＣＡＣＴＡＧＧＧＴＣＣＧＣＡＧＣＴＴＴＡ
３′；βａｃｔｉｎ 上 游 引 物：５′ＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴ
ＴＣＡＡＣＴＣＣ３′；βａｃｔｉｎ下游引物：５′ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴ
ＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴ３′。采用相对定量法，测定目的基
因、内参基因的ＰＣＲ产物的Ｃｔ值，代入公式（即ΔＣｔ＝
Ｃｔ目的基因－Ｃｔ内参基因，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ实验组－ΔＣｔ对
照组），以２－ΔΔＣｔ计算ＬＩＮＣ０２１６３的相对表达量。所有
反应设３个复孔，实验重复３次。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞侵袭实验　　实验分组同
细胞转染实验。将Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶与预冷的无血清培
养基按１∶８比例稀释。取６０μＬ稀释的基质胶均匀铺
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室内，于 ３７℃培养箱中放置 ６０ｍｉｎ。
取３组细胞，加入胰酶消化，无血清的培养基制成 ８×
１０５／ｍＬ的细胞悬液，每个Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中加入１００μＬ
细胞悬液，下室内加入５５０μＬ含１０％胎牛血清的培养
基（注意避免气泡产生）。培养２４ｈ后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
上室，用棉签擦去上室内部未穿过 ＰＣ膜的细胞。无
水甲醇固定３０ｍｉｎ，０．１％结晶紫溶液染色１５ｍｉｎ。倒

置显微镜下（×２００）随机选取５个视野拍照，计数染色的
穿膜细胞数。每组细胞设３个复孔，实验重复３次。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞迁移实验　　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶包被的小室换成不含基质胶的小室，其余步骤

同侵袭实验。

１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据分析。计量资
料若服从正态分布，两组间比较采用ｔ检验；若非正态
分布，配对样本采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验，两独立样
本采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。计数资料比较采用
χ２检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织中的表达
　　经ｑＲＴＰＣＲ检测肝癌以及其配对癌旁组织标本
中ＬＩＮＣ０２１６３的表达，结果表明：与配对癌旁组织相
比，ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织中的表达明显升高，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．００１，图１）。
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图１　ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织与癌旁组织中表达的比较

２．２　ＬＩＮＣ０２１６３的表达与ＨＣＣ患者临床病理参数之
间的关系

　　为了验证ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌发生、发展过程中的
作用，进一步分析 ＬＩＮＣ０２１６３与肝癌临床病理参数之
间的关系。将纳入研究的６０例病例按照ＨＣＣ组织的
ＬＩＮＣ０２１６３相对表达量依次排序，并按中位数方法分
为高表达组及低表达组各３０例。用χ２检验分别验证
两组间临床一般情况及病理参数差异有无统计学意

义。结果显示，ＬＩＮＣ０２１６３的表达水平与性别、年龄、
肝硬化、ＡＦＰ表达水平、肿瘤直径、数目、病理分级等
无明显相关性，而与肿瘤 ＴＮＭ分期和微血管侵犯
（ＭＶＩ）有显著的关联（Ｐ＜０．０１，表１）。相比临床早期
或无微血管侵犯的患者，ＬＩＮＣ０２１６３的表达在临床晚
期（Ⅲ～Ⅳ期）或有微血管侵犯患者中明显升高（Ｐ＜
０．０１，图２）。
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表１　肝癌组织中ＬＩＮＣ０２１６３表达水平与肝癌患者临床病理
参数关联性分析（ｎ＝６０）

ＬＩＮＣ０２１６３表达
参数　　 总例数 χ２值 Ｐ值

低（ｎ＝３０）高（ｎ＝３０）
年龄／岁 ０．０７７ ０．７８１
　＞５５ １９ ９ １０
　≤５５ ４１ ２１ ２０
性别 ０．１１１ ０．７３９
　男性 ４９ ２４ ２５
　女性 １１ ６ ５
肝硬化 １．２００ ０．２７３
　有 ４０ １８ ２２
　无 ２０ １２ ８
ＡＰＦ／ｎｇ·ｍＬ－１ ０．０７１ ０．７９１
　＞２０ ３７ １９ １８
　≤２０ ２３ １１ １２
肿瘤直径／ｃｍ ０．２７１ ０．６０２
　＞５ ２６ １２ １４
　≤５ ３４ １８ １６
肿瘤数目 ０．３７３ ０．５４２
　单发 ４６ ２４ ２２
　多发 １４ ６ ８
病理分级 ３．３５４ ０．０６７
　高／中分化 ４６ ２６ ２０
　低分化 １４ ４ １０
ＴＮＭ分期 ６．７８７ ０．００９
　Ⅰ～Ⅱ期 ２６ １８ ８
　Ⅲ～Ⅳ期 ３４ １２ ２２
微血管侵犯（ＭＶＩ） １１．３８ ０．００１
　有 ３３ １０ ２３
　无 ２７ ２０ ７
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图２　肝癌组织中ＬＩＮＣ０２１６３表达与ＴＮＭ分期及
ＭＶＩ之间关联分析

２．３　ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌细胞系中的表达
　　采用ｑＲＴＰＣＲ检测了 ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌细胞系
及人正常肝细胞系 Ｌ０２中的表达情况，结果显示，与

Ｌ０２相比，ＬＩＮＣ０２１６３在 ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３、ＭＨＣＣ
９７Ｈ、ＳＮＵ１８２和ＳＭＭＣ７７２１细胞系的表达量均上调；
在ＨｕＨ７和 ＨＣＣＬＭ３细胞系中相对高表达，而在
ＳＭＭＣ７７２１细胞系中相对低表达（Ｐ＜０．００１，图 ３）。
基于以上结果，我们选择ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３细胞系为后
续敲低实验研究对象，继而研究 ＬＩＮＣ０２１６３对肝癌细
胞系生物学功能的影响。
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图３　ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌细胞系中的表达

２．４　用ＲＮＡ干扰技术可抑制ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌细胞
中的表达

　　将 ｓｉ１８、ｓｉ１５１、ｓｉＮＣ分别转染 ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３
细胞系干扰 ＬＩＮＣ０２１６３的表达 ４８ｈ后，用 ｑＲＴＰＣＲ
检测干扰效率。结果显示，与转染了 ｓｉＮＣ的对照组
相比，转染了 ｓｉ１８、ｓｉ１５１的实验组细胞 ＨｕＨ７、ＨＣ
ＣＬＭ３中ＬＩＮＣ０２１６３的相对表达量明显低于 ｓｉＮＣ对
照组（Ｐ＜０．０１，图４），提示抑制表达成功，该两条 ｓｉＲ
ＮＡ可用于后续实验对ＬＩＮＣ０２１６３的敲低。
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图４　ｓｉＲＮＡ转染４８ｈ后ｑＲＴＰＣＲ检测ＨｕＨ７、
ＨＣＣＬＭ３细胞中ＬＩＮＣ０２１６３的表达
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２．５　敲低ＬＩＮＣ０２１６３表达对肝癌细胞迁移的影响
　　利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测敲低 ＬＩＮＣ０２１６３表
达对ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３细胞迁移能力的影响，在无基质
胶的条件下，观察敲低 ＬＩＮＣ０２１６３表达的实验组与对
照组穿过小室细胞的数量。该实验结果显示，ＨｕＨ７
与ＨＣＣＬＭ３实验组迁移细胞数明显少于对照组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ５），表明敲低 ＬＩＮＣ０２１６３
表达可以显著抑制肝癌细胞的迁移能力。

２．６　敲低ＬＩＮＣ０２１６３表达对肝癌细胞侵袭的影响
　　利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测敲低 ＬＩＮＣ０２１６３表
达对ＨｕＨ７、ＨＣＣＬＭ３细胞侵袭能力的影响，在有基质
胶的条件下，观察敲低 ＬＩＮＣ０２１６３表达的实验组与对
照组穿过小室细胞的数量。该实验结果显示，ＨｕＨ７
与ＨＣＣＬＭ３实验组侵袭细胞数明显少于对照组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ６），表明敲低 ＬＩＮＣ０２１６３
表达可以显著抑制肝癌细胞的侵袭能力。

３　讨论

　　由于ＨＣＣ发病隐匿，大多数患者被诊断时因已经
浸润并发生远处转移而失去根治性手术机会，此外肝

癌细胞侵袭转移能力强是导致 ＨＣＣ手术治疗失败和
复发的重要原因［１１－１３］。因此，研究 ＨＣＣ细胞侵袭转
移的分子机制，对寻找新的阻断治疗靶点以降低 ＨＣＣ
细胞转移风险具有重要意义。ＬｎｃＲＮＡ因其缺乏完整
的开放阅读框，不参与蛋白质编码功能，曾被认为是基

因组转录过程中产生的“噪音”和“垃圾”而不受人们

重视［１４］。近年越来越多的研究表明，ｌｎｃＲＮＡ虽然不
能编码蛋白质，但其广泛参与机体的生理与病理过程，

在表观遗传水平、转录和转录后水平调控基因的表达。

在肝癌的侵袭转移过程中 ｌｎｃＲＮＡ发挥着至关重要的
作用。ＨＯＴＡＩＲ能够通过抑制 ＲＮＡ结合区域蛋白 ３８
（ＲＢＭ３８）的表达促进肝癌细胞的迁移和侵袭［１５］。
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Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测结果（结晶紫×２００）；Ｂ：ＨｕＨ７细胞迁移细胞数；Ｃ：ＨＣＣＬＭ３细胞迁移细胞数　ａ：Ｐ＜
０．０１，与ｓｉＮＣ比较

图５　敲低ＬＩＮＣ０２１６３表达对肝癌细胞迁移的影响

５８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）



!
"
!
!
#

!
$
$
%
&
'

()

*+

,)

)

-.!/0 -.!12 -.!345

细
胞
数
6

个

7

7

-.!/$ -.!58 -.!545

细
胞
数
6

个

7

7

$

9

:

;+

,+

5+

+

组别 组别

-.!/0

组
-.!58

组
-.!545

组

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测结果（结晶紫×２００）；Ｂ：ＨｕＨ７细胞侵袭细胞数；Ｃ：ＨＣＣＬＭ３细胞侵袭细胞数　ａ：Ｐ＜
０．０１，与ｓｉＮＣ比较

图６　敲低ＬＩＮＣ０２１６３表达对肝癌细胞侵袭的影响

ＭＶＩＨ可以通过下调磷酸甘油酸激酶１（ＰＧＫ１）诱导血
管生成，从而促进肝癌细胞转移［９］。ＡＴＢ通过与 ｍｉＲ
２００家族竞争性结合上调 ＺＥＢ１和 ＺＥＢ２蛋白的表达，
从而诱导上皮间质转化（ＥＭＴ）和肝癌侵袭［７］。Ｈ１９能
够通过增加组蛋白乙酰化激活ｍｉＲ２００家族，从而促进
间质上皮转化（ＭＥＴ），抑制肝癌细胞的迁移和侵
袭［１０］。

　　ＬＩＮＣ０２１６３是一个新近发现的基因间 ｌｎｃＲＮＡ分
子，位于人类染色体 ５ｑ２１．２区域，全长 ３１６ｂｐ，包含
３个外显子。ＤＯＮＧ等［１１］研究发现ＬＩＮＣ０２１６３在胃癌
中呈高表达，且与胃癌患者的不良预后相关。而且在

体外试验中发现，下调 ＬＩＮＣ０２１６３表达后，胃癌细胞
的增殖、侵袭能力减弱。在裸鼠体内试验中，

ＬＩＮＣ０２１６３低表达的胃癌细胞在裸鼠皮下成瘤质量显
著减小，肺转移瘤数量也显著减少。进一步研究其机

制发现ＬＩＮＣ０２１６３通过ｍｉＲ５９３３ｐ／ＦＯＸＫ１信号轴介

导了胃癌细胞的生长和转移。基于 ＴＣＧＡ数据库分
析，ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织中亦高表达，这提示我们去
探究ＬＩＮＣ０２１６３在临床肝癌样本和细胞系中的表达
水平及其具体作用。

　　本研究采用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＬＩＮＣ０２１６３在 ６０例
ＨＣＣ组织和配对癌旁组织中的差异表达，以及５种肝
癌细胞系与正常肝细胞系中的差异表达。发现与癌旁

组织和正常肝细胞相比，ＬＩＮＣ０２１６３在肝癌组织和细
胞中表达均明显升高（Ｐ＜０．００１），在肝癌细胞系ＨｕＨ
７和 ＨＣＣＬＭ３中的上调幅度明显，该结果提示
ＬＩＮＣ０２１６３与肝癌发生、发展相关，可能参与了肝癌的
癌变过程。进一步分析 ＬＩＮＣ０２１６３的表达与 ＨＣＣ患
者临床病理参数间的关系后发现，其表达水平与 ＴＮＭ
分期、是否微血管侵犯（ＭＶＩ）有关（Ｐ＜０．０１），但与性
别、年龄、肝硬化、ＡＦＰ表达水平、肿瘤直径、数目、肝
癌的分化程度等无关，高 ＬＩＮＣ０２１６３表达患者可能有

６８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



较高的ＴＮＭ分期、较大的微血管侵犯（ＭＶＩ）概率。已
有研究［１６］表明，ＭＶＩ是肝癌患者术后复发及转移的高
危因素。上述结果提示，ＬＩＮＣ０２１６３与肝癌进展密切
相关，很可能参与了肝癌的侵袭转移过程。

　　为了进一步验证 ＬＩＮＣ０２１６３是否参与调节肝癌
细胞的迁移及侵袭过程，在体外实验中本研究选择

ＬＩＮＣ０２１６３相对较高表达细胞系 ＨｕＨ７及 ＨＣＣＬＭ３
作为研究模型。我们应用 ｓｉＲＮＡ技术特异性下调
ＬＩＮＣ０２１６３表达，观察其对这两种肝癌细胞生物学功
能的影响。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，下调 ＬＩＮＣ０２１６３
表达能显著抑制ＨｕＨ７及ＨＣＣＬＭ３细胞的体外迁移、
侵袭能力（Ｐ＜０．０１）。以上结果说明，在 ＨＣＣ中
ＬＩＮＣ０２１６３具有调控肝癌迁移和侵袭能力，可能是一
种促进肝癌侵袭转移的致癌基因，这种作用与以往

ＬＩＮＣ０２１６３在胃癌中的研究结果相一致［１１］。

　　综上，本研究证实 ＬＩＮＣ０２１６３在 ＨＣＣ中高表达，
并且与ＨＣＣ的ＴＮＭ分期、ＭＶＩ密切相关，可能通过促
进肝癌侵袭转移发挥致癌基因的作用。这表明

ＬＩＮＣ０２１６３可能成为肝癌诊断的生物标志物和肝癌防
治的新靶点。因此，在下一步的实验中我们将通过裸

鼠体内实验验证这一结果，并探究 ＬＩＮＣ０２１６３发挥促
癌作用的具体信号通路，以期为阐明肝癌的分子机制

及发现新的诊治方法奠定一定的理论基础。
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ａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＡｍＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１７，７（３）：５５４－５６４．

［１４］ＷＡＮＧＴＨ，ＣＨＡＮＣＷ，ＦＡＮＧＪＹ，ｅｔａｌ．２ＯＭｅｔｈｙｌ
ｍａｇｎｏｌｏｌｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＧＡＳ５，ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｓｋｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，
２０１７，８（３）：ｅ２６３８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄｉｓ．２０１７．６６．

［１５］ＤＩＮＧＣ，ＣＨＥＮＧＳ，ＹＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡＨＯＴＡＩＲ ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｖｉａ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｐｒｏｔｅｉｎ３８ｉｎｈｅｐａｔｏ
ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１４，１５（３）：
４０６０－４０７６．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１５０３４０６０．

［１６］刘驰，杨启，秦长岭．微血管侵犯对早期肝癌肝切除术切
缘选择及患者预后的影响［Ｊ］．肝胆外科杂志，２０１７，２５
（５）：３５３－３５７．
ＬＩＵＣ，ＹＡＮＧＱ，ＱＩＮＣＬ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａ
ｓｉｏｎｏｎｔｈｅｃｈｏｉｃｅｏｆｒｅｓｅｃｔｉｏｎｍａｒｇｉｎｏｆｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙｆｏｒ
ｅａｒｌｙｓｔａｇｅｃａｎｃｅｒａｎｄｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＨｅｐａ
ｔｏｂｉｌＳｕｒｇ，２０１７，２５（５）：３５３－３５７．

（收稿：２０１９０７３１；修回：２０１９０９２１）

（编辑　张　维）

７８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）


