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　　［摘要］　目的　观察 ｍｉＲ３９３４５ｐ在肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）中的表达，探讨其
临床意义及分子机制。方法　收集５３例２０１３年９月至２０１４年８月在本院确诊的肝细胞癌患者的癌
旁组织及肿瘤组织。实时定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测组织和细胞 ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达；应用人类癌症基
因库（ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）分析正常肝组织与肝癌组织中 ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达；用 χ２检验
和ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线分析ｍｉＲ３９３４５ｐ与临床病理特征及生存预后之间的相关性；采用 ＲＴｑＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率；ＣＣＫ８实验、平板克隆实验及ＥｄＵ实验评价ＨＣＣＬＭ３细胞的活性及增殖
能力；分析ＨＣＣ组织中 β内酰胺酶（ｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＬＡＣＴＢ）ｍＲＮＡ与 ｍｉＲ３９３４５ｐ表达的相关性；
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测 ｍｉＲ３９３４５ｐ下游靶基因，通过荧光素酶报告基因实验加以验证。结果　
ｍｉＲ３９３４５ｐ在肝癌组织及细胞中高表达（Ｐ＜０．０５），且其高表达与肿瘤大小、肿瘤数量、血管侵犯及
ＴＮＭ分期显著相关（Ｐ＜０．０５）；与ｍｉＲ３９３４５ｐ低表达组相比，ｍｉＲ３９３４５ｐ高表达组的肝癌患者５年生
存率更低；ＣＣＫ８实验、平板克隆实验及ＥｄＵ实验结果证实：敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ可显著抑制 ＨＣＣＬＭ３细
胞的增殖能力（Ｐ＜０．０５）；ＬＡＣＴＢ被证实是 ｍｉＲ３９３４５ｐ的直接作用靶点，且其介导了 ｍｉＲ３９３４５ｐ的
生物学功能。结论　ｍｉＲ３９３４５ｐ通过靶向抑制抑癌基因ＬＡＣＴＢ的表达促进肝癌细胞的增殖能力。
　　［关键词］　 肝细胞癌；ｍｉＲ３９３４５ｐ；β内酰胺酶；细胞增殖
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　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）是全球常
见的恶性肿瘤之一，严重威胁着人们的身体健康［１］。

肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是原发性肝
癌最常见的病理类型，通常起病隐匿、早期缺乏典型临

床症状且缺乏有效的早期诊断靶标，故早期确诊难度

较大；再加上ＨＣＣ进展较为迅速且恶性程度高，导致
ＨＣＣ患者预后往往较差。因此，基于 ＨＣＣ的诊治现
状，对其发病机制进行深入探索，进而寻求有效的早期

诊断指标和预后监测指标就显得尤为重要且迫切。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类长度为２１～２５ｎｔ的非编码
单链ＲＮＡ，其在进化上具有高度保守性，能够通过与
靶基因 ｍＲＮＡ特异性的碱基互补配对导致靶基因
ｍＲＮＡ降解或抑制其翻译，从而实现在转录后水平对
基因的表达进行调控。ｍｉＲＮＡｓ广泛参与了肝细胞癌
的发生和发展，其可通过调控肿瘤细胞的增殖［２］、侵

袭及转移［３］等多种恶性生物学过程，进而发挥其促癌

或者抑癌的生物学作用。研究表明 ｍｉＲ３９３４５ｐ在非
小细胞肺癌［４］和神经母细胞瘤［５］均发挥促癌功能，而

ｍｉＲ３９３４５ｐ在ＨＣＣ中的表达及功能目前均不清楚。
　　β内酰胺酶（ｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＬＡＣＴＢ）是一种位于
线粒体膜间隙的哺乳动物活性位点丝氨酸蛋白，其从

细菌青霉素结合蛋白进化而来的，在哺乳动物的肝脏、

心脏和骨骼肌的组织中普遍存在。研究发现 ＬＡＣＴＢ
可通过减少线粒体磷脂酰乙醇胺合成过程中线粒体磷

脂酰丝氨酸脱羧酶的水平，调控线粒体脂质代谢，而进

一步影响细胞的分化，继而影响肿瘤进展［６］。研究显

示ＬＡＣＴＢ在乳腺癌［７］、结直肠癌［８］及肝癌组织［９］中

表达均明显下调，表明其在肿瘤细胞的增殖、侵袭和远

处转移等恶性生物学行为中起到重要的调节作用。而

ＬＡＣＴＢ与 ｍｉＲ３９３４５ｐ的关系也不清楚。因此，本研
究旨在探讨ｍｉＲ３９３４５ｐ在肝癌组织及细胞中的表达
情况、临床意义及生物学功能，并进一步研究其分子机

制，从而为ＨＣＣ的临床诊治提供潜在的分子靶标。

１　材料与方法

１．１　组织与细胞
　　收集５３例２０１３年９月至２０１４年８月在本院肝
胆外科手术治疗后经病理证实为肝细胞癌患者的癌旁

肝脏组织及肿瘤组织。患者术前均未行非手术相关治

疗，均有详细的随访信息。本课题经本院伦理委员会

审核（２０２０伦审科字第 １０７号），且获得患者知情同
意。ＨＥＫ２９３Ｔ、正常永生化人肝细胞 Ｌ０２及肝癌细胞
株（Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＭＨＣＣ９７Ｌ、ＳＫＨｅｐ１、ＭＨＣＣ９７Ｈ、
ＨＣＣＬＭ３）均购自中科院上海细胞库。
１．２　试剂
　　培养细胞所使用的 ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清购
自美国Ｇｉｂｃｏ公司；双抗（氨苄青霉素和链霉素）由美
国ＨｙＣｌｏｎｅ公司提供；提取ＲＮＡ所使用的ＴＲＩｚｏｌ试剂
及转染所需的 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司提供；ｍｉＲ３９３４５ｐ（ｍｉＲＡ１００１１６５１１００）和 Ｕ６
（ｍｉＲＡＮ０００２１１００）的 引 物 序 列、ｍｉＲ３９３４５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ（ａｎｔｉｍｉＲ３９３４５ｐ，ｍｉＲ２００１８３４９１５）及阴
性对照序列（ａｎｔｉｍｉＲＮＣ，ｍｉＲ２Ｎ００００００１１５）、靶向
ＬＡＣＴＢ的小干扰ｓｉＲＮＡ（ｓｉＧ０００１１４２９４Ａ１５）由广州锐
博生物技术有限公司提供（ｍｉＲ３９３４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ被用
来敲减 ＨＣＣ细胞中 ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达；小干扰
ｓｉＬＡＣＴＢ被用来敲减ＨＣＣ细胞中ＬＡＣＴＢ的表达）；ＥＣＬ
发光液购自美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；ＬＡＣＴＢ抗体（货号
ａｂ１３１１７１）购自Ａｂｃａｍ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自
上海碧云天生物技术有限公司；ＲＩＰＡ裂解液购自西安
赫特生物科技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　含１０％胎牛血清、１００ＩＵ／ｍＬ青
霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ培养基被用来培

０２２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



养Ｌ０２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＭＨＣＣ９７Ｌ、ＳＫＨｅｐ１、ＭＨＣＣ９７
Ｈ、ＨＣＣＬＭ３细胞，培养条件为５％ＣＯ２、３７℃的恒温培
养箱。

１．３．２　转染　　ＨＣＣＬＭ３细胞常规培养接种于６孔
板中，待细胞汇合度达 ５０％左右时，将 ｍｉＲ３９３４５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ和／或ＬＡＣＴＢｓｉＲＮＡ及相应的阴性对照序列
按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书步骤加入６孔板中，
用无双抗含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基培养 ６ｈ
后，更换成完全培养基继续培养，４８ｈ后收取细胞，进
行转染效率检测和功能学实验。

１．３．３　实时定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）　　ＴＲＩｚｏｌ法提取
ＨＣＣ组织及细胞中ＲＮＡ，逆转录及定量操作按照说明
书步骤进行，分别以Ｕ６和βａｃｔｉｎ为内参，通过２－△△Ｃｔ

法分别计算 ｍｉＲ３９３４５ｐ及ＬＡＣＴＢ相对表达量，每个
样本独立重复实验 ３次。ｍｉＲ３９３４５ｐ正向引物：５′
ＧＣＣＡＧＣＴＣＣＴＡＣＡＴＣＴＣＡＧＣ３′；ＬＡＣＴＢ引物：正向
５′ＡＣＡＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＡＴＧＡＡ３′，反 向 ５′ＴＧＡＣＴＡ
ＣＣＡＧＧＴＴＴＧＡＡＧＡ３′。
１．３．４　ＣＣＫ８检测　　调整经转染的 ＨＣＣＬＭ３细胞
为５×１０４／ｍＬ，并接种 １００μＬ细胞悬液至 ９６孔培养
板，每组设５个复孔，在细胞培养箱中进行常规培养。
分别在０、２４、４８、７２ｈ各取出 １个培养板进行检测。
在避光情况下，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，继续在细
胞培养箱中孵育０．５ｈ，通过酶标仪测定４５０ｎｍ波长
处的光密度值 Ｄ（４５０），整理数据结果并绘制细胞生
长曲线。

１．３．５　克隆形成实验　　调整经转染的 ＨＣＣＬＭ３细
胞密度，使得每个小皿中的细胞数为１０００个，然后将
小皿置于细胞培养箱中培养，定期观察细胞生长状态。

当小皿中的单个细胞形成肉眼可见的细胞团块时将其

取出，依次进行 ＰＢＳ清洗、甲醇固定、结晶紫染色、拍
照。对细胞克隆进行计数和统计学分析。

１．３．６　ＥｄＵ细胞增殖检测　　调整经转染的
ＨＣＣＬＭ３细胞为５×１０４／ｍＬ，并接种１００μＬ细胞悬液
至９６孔培养板，置于培养箱中培养；按照试剂盒说明
书配制 ＥｄＵ培养基，并用其孵育细胞，对细胞进行
ＥｄＵ标记。按照说明书依次进行细胞固定、Ａｐｏｌｌｏ染
色、ＤＮＡ染色、拍照。计算 ＥｄＵ阳性细胞比并对结果
进行统计学分析。

１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　利用 ＲＩＰＡ裂解液抽提
经转染的ＨＣＣＬＭ３细胞的总蛋白并用 ＢＣＡ法进行蛋
白定量。将待检测蛋白样品按 ４０μｇ／孔上样后行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后通过湿转法将蛋白转移至ＰＶＤＦ
膜上，将膜用 ５％脱脂牛奶封闭 ２ｈ后进行一抗
（ＬＡＣＴＢ，１∶１０００；βａｃｔｉｎ，１∶１０００）４℃孵育过夜；第
２天，用ＴＢＳＴ溶液洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；二抗室温孵

育１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；最后，在暗室进行
ＥＣＬ化学发光显影。
１．３．８　荧光素酶报告基因实验　　利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）预测 ｍｉＲ３９３４
５ｐ的靶基因，获得预测价值较高的靶基因ＬＡＣＴＢ。分
别构建含野生型和突变型 ＬＡＣＴＢ３′ＵＴＲ的荧光素酶
表达载体（ＷＴ３′ＵＴＲ和 ＭＵＴ３′ＵＴＲ）。实验分２组：
ＷＴ３′ＵＴＲ组和 ＭＵＴ３′ＵＴＲ组。取对数生长期细胞
接种于２４孔板，待２９３Ｔ细胞汇合度达５０％左右时，分
别共转染含 ＷＴ３′ＵＴＲ和 ＭＵＴ３′ＵＴＲ荧光素酶表达
质粒及ｍｉＲ３６９１５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ和阴性对照序列。使用
荧光素酶报告基因实验检测仪进行实验结果测定。将

荧光素酶活性和海肾荧光活性的比值进行整理后进行

统计学分析。

１．４　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，采用ｔ检验；ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达与 ＨＣＣ患者各临
床病理特征之间的相关性采用 χ２检验；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
生存曲线分析 ｍｉＲ３９３４５ｐ表达与 ＨＣＣ患者生存预
后的关系；通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性检验分析 ＨＣＣ中
ｍｉＲ３９３４５ｐ与ＬＡＣＴＢ表达的相关性。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。实验均重复３次。

２　结果

２．１　ｍｉＲ３９３４５ｐ在ＨＣＣ中的表达及其临床意义
　　采用ＲＴｑＰＣＲ检测５３对肝癌及癌旁组织中ｍｉＲ
３９３４５ｐ的表达，结果显示：ｍｉＲ３９３４５ｐ在肝癌组织
中的表达显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．００１，图 １Ａ）。在
ＴＣＧＡ在线数据库 ＥＮＣＯＲＩ中检索 ｍｉＲ３９３４５ｐ在
５０例正常肝组织及３７０例肝癌组织中的表达，结果也
发现ｍｉＲ３９３４５ｐ在 ＨＣＣ组织中高表达（Ｐ＝０．０３８，
图１Ｂ）。另外，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ３９３４５ｐ在正常肝
细胞 Ｌ０２及肝癌细胞株（Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＭＨＣＣ９７Ｌ、
ＳＫＨｅｐ１、ＭＨＣＣ９７Ｈ、ＨＣＣＬＭ３）中的表达，结果显
示：相较于正常肝细胞 Ｌ０２，ｍｉＲ３９３４５ｐ在各肝癌细
胞系中的表达均显著上调（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。以 ｍｉＲ
３９３４５ｐ在５３例ＨＣＣ组织的中位表达值，将这 ５３例
ＨＣＣ患者分为ｍｉＲ３９３４５ｐ高表达组（ｎ＝２７）和 ｍｉＲ
３９３４５ｐ低表达组（ｎ＝２６），分析 ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达
与ＨＣＣ患者的临床病理特征及生存预后之间的关系。
结果如表 １所示：ｍｉＲ３９３４５ｐ的高表达与肿瘤大小
（Ｐ＝０．０４０）、肿瘤数量（Ｐ＝０．０１３）、血管侵犯 （Ｐ＝
０．００６）及ＴＮＭ分期 （Ｐ＝０．０１７）相关。另外，生存分
析结果显示：与 ｍｉＲ３９３４５ｐ低表达组比较，ｍｉＲ
３９３４５ｐ高表达组患者的总体生存时间更短，预后更
差（Ｐ＝０．００４，图１Ｄ）。

１２２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）
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Ａ：ｍｉＲ３９３４５ｐ在５３对ＨＣＣ及癌旁组织中的表达水平　ａ：Ｐ＜０．００１，与癌旁组织比较；Ｂ：ＴＣＧＡ数据库检索显
示ｍｉＲ３９３４５ｐ在ＨＣＣ组织中高表达　ａ：Ｐ＝０．０３８，与正常组织比较；Ｃ：ｍｉＲ３９３４５ｐ在各肝癌细胞系中的表达
　１：Ｌ０２；２：Ｈｅｐ３Ｂ；３：Ｈｕｈ７；４：ＭＨＣＣ９７Ｌ；５：ＳＫＨｅｐ１；６：ＭＨＣＣ９７Ｈ；７：ＨＣＣＬＭ３；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｌ０２比较；Ｄ：ｍｉＲ
３９３４５ｐ高、低表达组患者的总体生存时间比较　ａ：Ｐ＝０．００４，与ｍｉＲ３９３４５ｐ高表达组比较

图１　ｍｉＲ３９３４５ｐ在ＨＣＣ中的表达及其与总体生存率的关系

表１　ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达与ＨＣＣ患者临床病理
特征之间的相关性（例）

ｍｉＲ３９３４５ｐ表达水平
临床病理特征 ｎ Ｐ值

高表达组（ｎ＝２７）低表达组（ｎ＝２６）
年龄／岁 ０．９２２
　≥６０ ３５ １８ １７
　＜６０ １８ ９ ９
性别 ０．３１７
　男 ３８ ２１ １７
　女 １５ ６ ９
ＨＢＶ感染 ０．６６８
　阴性 ９ ４ ５
　阳性 ４４ ２３ ２１
肝硬化 ０．６０６
　无 ５ ２ ３
　有 ４８ ２５ ２３
血清ＡＦＰ／ｎｇ·ｍＬ－１ ０．４６５
　≤４００ １２ ５ ７
　＞４００ ４１ ２２ １９
肿瘤长径 ０．０４０
　≤５ｃｍ ２５ ９ １６
　＞５ｃｍ ２８ １８ １０
肿瘤数量 ０．０１３
　１ ３４ １３ ２１
　≥２ １９ １４ ５
血管侵犯 ０．００６
　无 ３３ １２ ２１
　有 ２０ １５ ５
ＴＮＭ分期 ０．０１７
　Ⅰ＋Ⅱ ４３ １８ ２５
　Ⅲ＋Ⅳ １０ ９ １

２．２　敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ抑制肝癌细胞的增殖能力
　　在各肝癌细胞系中，ＨＣＣＬＭ３细胞系中的 ｍｉＲ
３９３４５ｐ表达最高（图１Ｃ）。因此，ＨＣＣＬＭ３细胞系被
用作进行ｍｉＲ３９３４５ｐ敲减的细胞模型进行后续的功
能学研究。在 ＨＣＣＬＭ３细胞系中，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎａ
２０００瞬时转染 ｍｉＲ３９３４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，对细胞中的
ｍｉＲ３９３４５ｐ进行敲减，转染效率差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．００１，图 ２）。ＣＣＫ８实验、平板克隆实验及
ＥｄＵ实验分别被用来评价 ＨＣＣＬＭ３细胞的活性及增
殖能力，结果表明：与对照组比较，敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ
后ＨＣＣＬＭ３细胞的活性明显下降（Ｐ＜０．０５，图３Ａ），其
增殖能力被显著抑制（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ、Ｃ）。
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图２　敲减ＨＣＣＬＭ３细胞中ｍｉＲ３９３４５ｐ表达的
转染效率检测
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１：ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组；２：ａｎｔｉｍｉＲ３９３４５ｐ组；ａ：Ｐ＜０．００１，与ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较

Ａ：敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ显著抑制ＨＣＣＬＭ３细胞的活性；Ｂ：敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ显著抑制ＨＣＣＬＭ３细胞的克隆形成能

力；Ｃ：敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ显著抑制ＨＣＣＬＭ３细胞的增殖能力

图３　敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ对ＨＣＣＬＭ３细胞增殖能力的影响

２．３　ＬＡＣＴＢ是ｍｉＲ３９３４５ｐ的直接作用靶点
　　采用ＴａｒｅｇｅｔＳｃａｎ数据库预测ｍｉＲ３９３４５ｐ的作用
靶点，结果显示：ＬＡＣＴＢｍＲＮＡ的 ３′非翻译区存在与
ｍｉＲ３９３４５ｐ直接结合的作用位点（图４Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ
结果显示：相较于癌旁正常组织，ＬＡＣＴＢ在肝癌组织
中低表达（Ｐ＜０．００１，图４Ｂ）。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析发
现：在 ＨＣＣ组织中，ＬＡＣＴＢｍＲＮＡ与 ｍｉＲ３９３４５ｐ的
表达呈负相关（ｒ＝－０．７３０３，Ｐ＜０．０００１，图４Ｃ）。在
转染 ｍｉＲ３９３４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的 ＨＣＣＬＭ３细胞中检测
ＬＡＣＴＢ的表达，结果显示：在敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ后，
ＬＡＣＴＢ在ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著被上调（Ｐ＜０．０５，
图４Ｄ、Ｅ），证实ｍｉＲ３９３４５ｐ可负向调控 ＬＡＣＴＢ的表
达。双荧光素酶报告基因实验结果显示，敲减 ｍｉＲ
３９３４５ｐ可显著增强含野生型ＬＡＣＴＢｍＲＮＡ３′ＵＴＲ的

质粒载体的荧光素酶活性，而对含突变型 ＬＡＣＴＢ
ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ的质粒载体荧光素酶活性的影响差异无
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｆ）。表明 ＬＡＣＴＢ是 ｍｉＲ
３９３４５ｐ的直接作用靶点。
２．４　ＬＡＣＴＢ介导 ｍｉＲ３９３４５ｐ对肝癌细胞增殖能力

的促进作用

　　在ＨＣＣＬＭ３中，对ｍｉＲ３９３４５ｐ和ＬＡＣＴＢ进行敲
减，转染效率通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验进行验证（图５Ａ）。
ＣＣＫ８实验结果证实：敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ可显著抑制
ＨＣＣＬＭ３细胞的活性，而敲减ＬＡＣＴＢ可逆转这一效应
（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）；平板克隆实验和 ＥｄＵ实验也证实：
敲减 ＬＡＣＴＢ可逆转敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ对 ＨＣＣＬＭ３细
胞增殖能力的抑制作用（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：转染效率检测；Ｂ：敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ对 ＨＣＣＬＭ３细胞活性抑制效应的影响；Ｃ：敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ对 ＨＣＣＬＭ３
细胞克隆形成能力抑制效应的影响；Ｄ：敲减ｍｉＲ３９３４５ｐ对ＨＣＣＬＭ３细胞增殖能力抑制效应的影响

图５　ＬＡＣＴＢ介导了ｍｉＲ３９３４５ｐ对ＨＣＣＬＭ３细胞增殖能力的促进作用
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３　讨论

　　研究表明ｍｉＲＮＡｓ可在转录后水平对原癌基因或
抑癌基因的表达进行调控，进而影响肿瘤细胞的多种

生物学行为，如增殖、凋亡、血管生成、侵袭及转移等，

从而在肿瘤进展过程中发挥抑癌或者促癌作用［１０－１２］。

ＺＨＡＯ等［１３］研究发现：ｍｉＲ４２４５ｐ在 ＨＣＣ中表达下
调，功能学实验证实过表达ｍｉＲ４２４５ｐ可通过影响细
胞周期从而抑制ＨＣＣ细胞的增殖能力，进一步研究发
现癌基因Ｅ２Ｆ７介导了 ｍｉＲ４２４５ｐ对 ＨＣＣ细胞增殖
能力的抑制作用。另有研究发现 ｍｉＲ３１７４在 ＨＣＣ组
织和细胞中表达上调，并且其高表达与肿瘤大小相关；

功能学研究发现过表达 ｍｉＲ３１７４可促进细胞增殖且
抑制细胞凋亡，进一步机制探索发现ｍｉＲ３１７４可靶向
抑制ＦＯＸＯ１，进而调控Ｂｉｍ、Ｐ２１、ｃｙｃｌｉｎＤ１及ｃｍｙｃ等
基因的表达，从而发挥其生物学功能［１４］。本课题组之

前的研究也发现：在 ＨＣＣ中高基质硬度环境下 ｍｉＲ
３６８２３ｐ的表达上调，后者可通过促进细胞凋亡从而
抑制ＨＣＣ细胞的增殖［１５］。还发现 ｍｉＲ７６９５ｐ［１６］和
ｍｉＲ１３０３ｐ［１７］在 ＨＣＣ中高表达，而且其可以促进
ＨＣＣ细胞增殖和迁移能力，在 ＨＣＣ进展中发挥促癌
作用。ＹＵ等［１８］研究表明：处于缺氧微环境中的 ＨＣＣ
细胞可分泌大量包含 ｍｉＲ１２７３ｆ的外泌体，在外泌体
的介导下，ｍｉＲ１２７３ｆ可与处在常氧环境下的肿瘤细胞
发生交互作用，促进其增殖能力。另外，有研究发现

ｍｉＲ３９３４５ｐ在非小细胞肺癌和神经母细胞瘤中均发
挥促癌功能，可影响肿瘤细胞的增殖从而促进肿瘤进

展［４－５］。本研究结果显示：ｍｉＲ３９３４５ｐ在肝癌组织及
细胞中表达上调，且其高表达与较恶的临床病理特征

和较差的生存预后相关，提示 ｍｉＲ３９３４５ｐ在 ＨＣＣ进
展中可能发挥促癌功能；ＣＣＫ８实验、平板克隆实验及
ＥｄＵ实验证实敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ显著抑制 ＨＣＣ细胞
的活性及增殖能力。而缺氧微环境或者高基质硬度微

环境是否可以作为上游驱动因素影响 ｍｉＲ３９３４５ｐ在
ＨＣＣ中的表达，我们将在后续的研究中进行探索。
　　ＬＡＣＴＢ是一种存在于哺乳动物肝脏、心脏和骨骼
肌等组织细胞线粒体膜间隙的可溶性聚合体蛋白［１９］。

研究表明ＬＡＣＴＢ作为一种与脂质代谢有关的蛋白［７］，

可以参与人体的多种生理生化反应，并在其中发挥重

要作用［６，２０］。ＫＥＣＫＥＳＯＶＡ等［７］早在 ２０１７年就发现
ＬＡＣＴＢ在乳腺癌组织和细胞系中表达下调，进一步研
究证实ＬＡＣＴＢ通过影响线粒体脂质代谢和肿瘤细胞
的状态进而发挥抑癌作用。从此，ＬＡＣＴＢ在其他肿瘤

发生、发展过程中的作用逐渐被探索。在结直肠癌中

研究发现：ＬＡＣＴＢ通过与 ＭＤＭ２竞争型结合 ｐ５３，减
少ｐ５３的降解从而稳定其表达，最终ＬＡＣＴＢ通过抑癌
蛋白ｐ５３发挥其抑癌功能［２１－２３］。另外，ＸＵＥ等［９］发现

ＬＡＣＴＢ在肝癌组织中异常低表达，并且其低表达与肝
癌患者的预后相关，进一步实验发现ＬＡＣＴＢ参与肝癌
细胞的增殖、迁移和侵袭等生物学过程，证实 ＬＡＣＴＢ
在ＨＣＣ中的抑癌作用。本研究通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据
库预测到 ＬＡＣＴＢ是 ｍｉＲ３９３４５ｐ的潜在下游靶点。
经过统计学分析，发现在 ＨＣＣ组织中 ＬＡＣＴＢｍＲＮＡ
和ｍｉＲ３９３４５ｐ的表达呈负相关；在 ＨＣＣＬＭ３细胞中
敲减 ｍｉＲ３９３４５ｐ可上调 ＬＡＣＴＢ的表达，即 ｍｉＲ
３９３４５ｐ可负向调控 ＬＡＣＴＢ的表达；接着通过双荧光
素酶报告基因实验证实ｍｉＲ３９３４５ｐ与ＬＡＣＴＢｍＲＮＡ
３′ＵＴＲ之间存在直接结合；最后，通过回复实验证实
ＬＡＣＴＢ介导了ｍｉＲ３９３４５ｐ的生物学功能。
　　综上所述，本研究发现 ｍｉＲ３９３４５ｐ在 ＨＣＣ组织
及细胞中异常高表达，且其高表达与不良临床病理特

征和较差的生存预后显著相关。在ＨＣＣ细胞中，敲减
ｍｉＲ３９３４５ｐ可通过靶向上调抑癌基因ＬＡＣＴＢ的表达
从而抑制 ＨＣＣ细胞的增殖能力。表明 ｍｉＲ３９３４５ｐ
可作为潜在的ＨＣＣ分子标志物和治疗靶点。
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ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＯＸＰ４［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉＲｅｐ，２０２０，４０（６）：
ＢＳＲ２０１９４０１１．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＢＳＲ２０１９４０１１．

［３］ＭＡＪＩＤＡ，ＷＡＮＧＪＸ，ＮＡＷＡＺＭ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１２４３ｐ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇＣＲＫＬ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｏｌＢｉｏｓｃｉ，２０２０，７：
２２３．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｍｏｌｂ．２０２０．００２２３．

［４］ＲＥＮＡＪ，ＷＥＮＺＺ，ＺＨＥＮＧＬＪ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ
３９３４５ｐｅｎｈａｎｃｅｓＡ５４９ ｃｅｌｌｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇＴＰ５３ＩＮＰ１［Ｊ］．ＥｘｐＴｈｅｒＭｅｄ，２０１９，１８（３）：１６５３－

１６６０．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｅｔｍ．２０１９．７７１８．
［５］ＹＥＷ，ＬＩＡＮＧ Ｆ，ＹＩＮＧ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｍｉｃｒｏＲＮＡ３９３４５ｐ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＴＰ５３ＩＮＰ１
［Ｊ］．ＥｘｐＴｈｅｒＭｅｄ，２０１９，１８（５）：３７２９－３７３６．ＤＯＩ：１０．

５２２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）



３８９２／ｅｔｍ．２０１９．８００７．
［６］ＣＵＣＣＨＩＤ，ＭＡＵＲＯＣ．ＬＡＣＴＢｍｅｄｉａｔｅｄｔｕｍｏｕｒｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｂｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ
Ｄｉｆｆｅｒ，２０１７，２４（７）：１１３７－１１３９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄ．
２０１７．６０．

［７］ＫＥＣＫＥＳＯＶＡＺ，ＤＯＮＡＨＥＲ ＪＬ，ＤＥＣＯＣＫ Ｊ，ｅｔａｌ．
ＬＡＣＴＢ ｉｓ ａ ｔｕｍｏｕｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｔｈａｔｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｃｅｌｌｓｔａｔｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１７，５４３（７６４７）：
６８１－６８６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ２１４０８．

［８］ＺＥＮＧＫ，ＣＨＥＮ Ｘ，ＨＵ Ｘ，ｅｔａｌ．ＬＡＣＴＢ，ａｎｏｖｅｌ
ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｉｌｅｎｃｅｄ ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ， ｉｎｈｉｂｉｔｓｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ＭＤＭ２ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐ５３
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１８，３７
（４１）：５５３４－５５５１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１３８８０１８０３５２７．

［９］ＸＵＥＣ，ＨＥＹ，ＺＨＵＷ，ｅｔａｌ．ＬｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＡＣＴＢ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｍｏｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｓｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１８，１０
（１２）：４１５２－４１６２．

［１０］ＬＩＹ，ＺＨＯＵ Ｙ，ＭＡ Ｌ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ３６７７３ｐｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＧＳＫ３β
［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＳｉｎ（Ｓｈａｎｇｈａｉ），２０２０，５２
（１２）：１４０４－１４１２．ＤＯＩ：１０．１０９３／ａｂｂｓ／ｇｍａａ１２５．

［１１］ＳＩＴ，ＮＩＮＧＸＪ，ＺＨＡＯＨＷ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ９５ｐ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＰＤＫ４［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＧｅｎｅ
Ｔｈｅｒ，２０２０：１－１３．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１７０２０００２５３ｗ．

［１２］ＤＵＡＮＸＨ，ＬＩＷ，ＨＵ Ｐ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１８３５ｐ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｍａｌｉｇｎａｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＰＤＣＤ４ｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＢｉｏｓｃｉＲｅｐ，
２０２０， ４０（１０）： ＢＳＲ２０２０１７６１． ＤＯＩ：１０．１０４２／
ＢＳＲ２０２０１７６１．

［１３］ＺＨＡＯＹＣ，ＺＨＵＣＱ，ＣＨＡＮＧＱ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ４２４５ｐ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＥ２Ｆ７［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０２０，１５
（１１）：ｅ０２４２１７９．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０２４２１７９．

［１４］ＷＡＮＧＱ，ＹＡＮＧＸ，ＺＨＯＵＸ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ３１７４ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＯＸＯ１ｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ，２０２０，５２６（４）：８８９－８９７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｂｒｃ．２０２０．０３．１５２．

［１５］ＹＡＯＢＷ，ＮＩＵＹＳ，ＬＩＹＺ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｍａｔｒｉｘｓｔｉｆｆｎｅｓｓ
ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｍｉＲ３６８２３ｐＰＨＬＤＡ１ＦＡＳ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒ，２０２０，１１（２１）：６１８８－６２０３．ＤＯＩ：
１０．７１５０／ｊｃａ．４５９９８．

［１６］ＸＩＡＮＹ，ＷＡＮＧＬ，ＹＡＯＢ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ７６９５ｐ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇＲＹＢＰ［Ｊ］．
ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１９，１１８：１０９３４３．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１９．１０９３４３．

［１７］张雷，王宇锋，王亮，等．ｍｉＲ１３０ｂ３ｐ通过靶向作用于
ＩＮＴＳ６促进肝细胞癌生长和转移［Ｊ］．山西医科大学学
报，２０１９，５０（５）：５４３－５５０．ＤＯＩ：１０．１３７５３／ｊ．ｉｓｓｎ．
１００７６６１１．２０１９．０５．００３．
ＺＨＡＮＧＬ，ＷＡＮＧＹＦ，ＷＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１３０ｂ
３ｐｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＩＮＴＳ６［Ｊ］．ＪＳｈａｎｘｉＭｅｄＵｎｉｖ，
２０１９，５０（５）：５４３－５５０，ＤＯＩ：１０．１３７５３／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７
６６１１．２０１９．０５．００３．

［１８］ＹＵＹ，ＭＩＮＺ，ＺＨＯＵＺ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ
ｐｒｏｍｏｔｅｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ｖｉａｍｉＲ１２７３ｆｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２０１９，３８５（１）：
１１１６４９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｅｘｃｒ．２０１９．１１１６４９．

［１９］ＰＯＬＩＡＮＳＫＹＴＥＺ，ＰＥＩＴＳＡＲＯＮ，ＤＡＰＫＵＮＡＳＡ，ｅｔａｌ．
ＬＡＣＴＢ ｉｓ ａ ｆｉｌａｍｅｎｔｆｏｒｍｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００９，１０６
（４５）：１８９６０－１８９６５．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．０９０６７３４１０６．

［２０］ＬＩＨＴ，ＤＯＮＧＤＹ，ＬＩＵＱ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＬＡＣＴＢ，ａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｓ，２０１９，２７（４）：
４２３－４２９．ＤＯＩ：１０．３７２７／０９６５０４０１７Ｘ１５０３０１７８６２４５７９．

［２１］ＬＡＮＧＶ， ＰＡＬＬＡＲＡ Ｃ， ＺＡＢＡＬＡ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｅｔｒａｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ５３ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ａｂｅｒｒａｎｔ
ｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＭｏｌＯｎｃｏｌ，
２０１４，８（５）：１０２６－１０４２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｏｌｏｎｃ．２０１４．
０４．００２．

［２２］ＲＵＳＳＯＡ，ＥＳＰＯＳＩＴＯＤ，ＣＡＴＩＬＬＯＭ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎｒｐＬ３
ｉｎｄｕｃｅｓＧ１／Ｓａｒｒｅｓｔｏｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｐ２１（Ｗａｆ１／
ｃｉｐ１）ｌｅｖｅｌｓｉｎａｐ５３ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，
２０１３，１２（１）：７６－８７．ＤＯＩ：１０．４１６１／ｃｃ．２２９６３．

［２３］ＷＡＬＥＲＹＣＨＤ，ＬＩＳＥＫ Ｋ， ＳＯＭＭＡＧＧＩＯ Ｒ， ｅｔａｌ．
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