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ｈｏｓｔｇｅｎｅ１２，ＳＮＨＧ１２）对肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）发展的调控机制。方法　通过 ＲＴ
ｑＰＣＲ检测长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）ＳＮＨＧ１２在肝癌组织和肝癌细胞系中的表
达水平；分析肝癌组织中ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的表达水平与ＨＣＣ患者临床病理参数的关系；运用 ＭＴＴ实
验、细胞集落形成实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验、划痕愈合实验、裸鼠成瘤实验检测 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２、ｍｉＲ１２９
５ｐ、ＧＴＰＢＰ４在肝癌细胞活性、增殖、迁移、侵袭中的作用；采用荧光素酶报告基因、ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验来评估 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２、ｍｉＲ１２９５ｐ、ＧＴＰＢＰ４之间的互相作用。结果　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在
肝癌组织和肝癌细胞系中表达上调（Ｐ＜０．０５）；ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平较高的ＨＣＣ患者相比其表达
水平较低的患者预后更差（Ｐ＜０．０５）；ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平与肿瘤大小、ＴＮＭ分期、淋巴结转移存
在正相关的关系；ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２可促进 ＨＣＣ的细胞活性、增殖、迁移及侵袭（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１２９５ｐ
在肝癌组织中表达下调，其可抑制肝癌细胞活性、增殖、迁移及侵袭（Ｐ＜０．０５）；ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２可通
过与ｍｉＲ１２９５ｐ进行竞争性结合，从而促进ＧＴＰＢＰ４的表达（Ｐ＜０．０５）；ＧＴＰＢＰ４在ＨＣＣ组织中表达上
调，其可促进肝癌细胞活性、增殖、迁移及侵袭（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２可通过调控 ｍｉＲ
１２９５ｐ／ＧＴＰＢＰ４轴从而促进ＨＣＣ的进展。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世界
范围内最普遍的恶性肿瘤之一，也是癌症致死率的第

３大原因［１］。尽管在早期 ＨＣＣ诊断和新疗法开发方
面已经取得了一定的进步，但是该疾病的预后依然较

差，尤其是它的复发率较高［２］。因此，了解 ＨＣＣ的发
病机制、确认分子在其中所起到的关键作用，对于该疾

病的早期诊断与治疗来说尤为重要。

　　长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）
是一类转录本长度超过２００ｎｔ的 ＲＮＡ分子，它们并不
编码蛋白，而是以ＲＮＡ的形式在多种层面上（表观遗
传调控、转录调控以及转录后调控等）调控基因的表

达水平。大量证据表明ＬｎｃＲＮＡ可能在多种生物学过
程中起到了重要的作用，ＬｎｃＲＮＡ的失调可能在包括
癌症在内的不同疾病发展过程中扮演了重要的角色
［３－４］。尽管利用 ＲＮＡ测序技术已经发现了成千上万
种ＬｎｃＲＮＡ，但它们的功能在很大程度上仍尚不清楚。
据报道，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在包括胰腺癌、肾癌、宫颈癌
在内的多种癌症中表达上调，并扮演致癌基因的角

色［５－７］。尽管ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２也被发现在ＨＣＣ中出
现表达上调现象［８－９］，但是其在 ＨＣＣ的发展过程中的
临床意义和生物学作用尚未阐明。在本研究中，我们

研究了 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在 ＨＣＣ中的表达、临床意
义、功能及作用机制。

１　材料与方法

１．１　组织样本与细胞培养
　　在２０１０年１月到２０１８年１２月期间，从南昌大学
第二附属医院总共采集了９０对ＨＣＣ组织与匹配的正
常肝脏组织。所有组织样本均由病理学医师展开了病

理学和组织学检查。研究获得了南昌大学第二附属医

院伦理委员会的批准，得到了所有患者的知情同意书

（审批号：２０２００２３）。在添加了 １０％胎牛血清 ＦＢＳ，
（Ｇｉｂｃｏ，美国）和１％链霉素青霉素（１００μｇ／ｍＬ链霉
素、１００单位／ｍＬ青霉素）的ＤＭＥＭ或ＲＰＭＩ１６４０培养
基中，培养人类肝癌细胞系ＨｅｐＧ２．２．１５、ＳＭＭＣ７７２１、

Ｈｕｈ７、ＳＭＭＣ７７２１，以及人类正常肝脏细胞系Ｌ０２。细
胞放入含有５％ＣＯ２的加湿箱中，在３７℃下培养。实
验中采用的所有细胞系均接受了防伪验证，培养过程

中远离细菌和支原体感染。

１．２　ＲＮＡ分离与ＲＴｑＰＣＲ
　　根据厂商说明，利用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）从新鲜组织和培养细胞中分离出总
ＲＮＡ。通过 ＲｅａｄｙＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＭｉｘ（Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）合成 ｃＤＮＡ。ｍＲＮＡ和 ＬｎｃＲＮＡ的水平
通过 ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）
（Ｒｏｃｈｅ，德国）来量化，利用 βａｃｔｉｎ作为内参实现
ｍＲＮＡ水平的标准化。根据厂商说明，利用 ｍｉＲＮＡ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＴａｑＭａｎＭｉＲＮＡ实验试剂盒（ｍｉＲ１２９５ｐ，ＩＤ
４６２０５１＿ｍａｔ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）量化 ｍｉＲ
ＮＡ的水平。利用Ｕ６ｓｎＲＮＡ（ＩＤ００１９７３，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ
ｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）标准化 ｍｉＲ１２９５ｐ的表达。使用
的ＰＣＲ引物如下：ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２正义链 ５′ＣＡＣ
ＣＡＴＧＴＴＧＧＣＣＡＧＧＣＴＧＧＴ３′；ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２反义
链５′ＧＧＣＣＡＡＡＧＡＧＴＧＡＣＣＡＴＣＡＴＣ３′；ＧＴＰＢＰ４正义
链 ５′ＧＧＣＡＡＧＧＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＴＴＴ３′；ＧＴＰＢＰ４
反 义 链 ５′ＧＧＧＣＣＣＣＣＡＡＡＧＣＣＧＣＡＧＴＧＣＡＧＧＴ３′；
βａｃｔｉｎ正义链 ５′ＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣ３′；
βａｃｔｉｎ反义链５′ＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣ３′。
１．３　细胞转染
　　根据厂商说明，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ，美国）将ｍｉＲＮＡ或质粒转染到肝癌细胞中。根据
厂商说明，用携带空慢对照载体或 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
敲除载体ｓｈＲＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的慢病毒来感染肝癌
细胞。

１．４　ＭＴＴ细胞活性实验
　　将３×１０３个Ｈｕｈ７或ＨｅｐＧ２细胞转染上指定的质
粒，然后种植到９６孔板中，培育２４ｈ。接下来，在加入
ＭＴＴ后的第２４、４８、７２ｈ评估细胞增殖率，利用 Ｑｕａｎｔ
通用微孔板分光光度计（ＢｉｏＴｅｋ，美国）测量４９０ｎｍ处

４８７１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的光密度值Ｄ（４９０）。
１．５　细胞集落形成实验
　　将 Ｈｕｈ７或 ＨｅｐＧ２细胞转染上指定的质粒，然后
种植到１２孔板中（每孔３００个细胞），培养１２ｄ。接下
来，用结晶紫让细胞染色，计数大于５０个细胞（菌落）
的细胞块。

１．６　细胞侵袭实验
　　利用８μｍ孔隙聚碳酸酯膜的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室来评
估细胞的侵袭能力。上室涂有基质胶，用于侵袭分析

或未涂覆基质胶进行迁移分析。上室每孔有 １０００
个／孔浓度的细胞以及无血清培养基，底部腔室为含有
１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ。４８ｈ后，通过使用 ４％甲醇固定
细胞，然后用０．１％结晶紫（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）染色。
在５个不同的视野（×１００倍）中，分别对迁移和侵袭
的细胞进行计数。

１．７　划痕愈合迁移实验
　　肝癌细胞种植到１２孔板中，培养达到７０％左右的
融合度。接下来，利用一个 ５０μＬ小管的管尖部分造
成划痕。通过 １×ＰＢＳ除去没有附壁的细胞。再次将
细胞放入含有１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ中分别培养 ０、４８、
７２ｈ。每孔随机选择３个观察范围。
１．８　荧光素酶报告基因实验
　　使用ＧＴＰＢＰ４野生型（ｗｔ）或突变型（ｍｕｔ）启动子报
告子与ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２或ｍｉＲ１２９５ｐ进行重组后转染
ＨｕＨ７和ＨｅｐＧ２细胞系。转染４８ｈ后，使用双荧光素酶
报告检测系统（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）检测荧光素酶活性。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　用 ＲＩＰＡ裂解液裂解转染后的细胞，然后采用蛋
白酶抑制剂混合物（Ｒｏｃｈｅ，德国）提取总蛋白质。总
蛋白质的浓度采用 ＢＣＡ法测定（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）。采用
１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离出蛋白质裂解物（３０μｇ／ｌａｎｅ），
然后转移到聚偏二氟乙烯薄膜上。按照厂商说明，将

薄膜与一抗在４℃下过夜培养：用来抵抗 ＧＴＰＢＰ４抗
体 ａｂ１０４０１７），、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白抗体（ａｂ４６９）、Ｅ钙黏蛋
白抗体（ａｂ１４１６）、ＧＡＰＤＨ抗体 （ＥＰＲ１６８９１），抗体购
自Ａｂｃａｍ（Ｅｕｇｅｎｅ，美国）。接下来，将薄膜放在 ＨＲＰ
相关二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ，美国）中培养，然后用 ＡｌｐｈａＩｎｎｏ
ｔｅｃｈ（美国）成像软件量化Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的数据。
１．１０　免疫组织化学染色分析（ＩＨＣ）
　　ＧＴＰＢＰ４抗体稀释比例为１∶６０００，以ＰＢＳ做阴性
对照，免疫组织化学采用 ＳＰ法。原始实验数据的判
读方式：判读ＧＴＰＢＰ４的染色强度（０／１＋／２＋／３＋）和染
色阳性率，癌组织和癌旁组织分别判读。原始实验数

据的标准化方案：染色强度评分：０分（阴性），１分
（１＋），２分（２＋），３分（３＋）。染色阳性率评分：０分

（阴性），１分（１％～２５％），２分（２６％～５０％），３分
（５１％～７５％），４分（７６％～１００％）。总评分和分组：以
“染色强度评分”和“染色阳性率评分”的乘积为总评

分进行分组，≤３分为抗体低表达组，＞３分为抗体高
表达组。

１．１１　体内裸鼠实验
　　所采用的动物计划得到了南昌大学第二附属医院
动物管理委员会的批准（审批号：２０２０６７１）。获取 ６
周龄 ＢＡＬＢ／ｃ无胸腺雌性裸鼠（中国上海中科院动物
学学院），用于体内研究。在开始接种肿瘤细胞之前，

将动物通过完全随机化分组。将转染了慢病毒或 ｌｅｎ
ｔｉｓｈＲＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的Ｈｕｈ７细胞（１×１０７）以皮下
注射方式接种到裸鼠的腋窝。每 １组内包括 ６只小
鼠。利用电子秤和游标卡尺分别测定肿瘤的重量与大

小，用ｔ检验来比较各组之间的肿瘤生长情况。每个
实验重复３次。
１．１２　统计学分析
　　数据分析采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验、单向 ＡＮＯＶＡ、双
向ＡＮＯＶＡ检验进行。用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法构建生存曲
线，然后用的对数秩分析该曲线。ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表
达与临床病理特征之间的关联采用 Ｐｅａｒｓｏｎ卡方检验
来分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＨＣＣ中的 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达与临床病理特
征之间的关系

　　按照癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ），我们首先分析了
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在 ＨＣＣ患者中的表达水平和预后
值。发现与正常肝脏组织相比（正常组；ｎ＝５０），
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在ＨＣＣ组织中被上调（肿瘤组；ｎ＝
３７４）（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ）。随后的 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲
线分析表明对于 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平较高的
ＨＣＣ患者，其 １０年整体生存率要低于那些 ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２表达水平低的患者（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。接着，
我们对ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在９０对 ＨＣＣ肿瘤组织和相
邻正常组织中的表达水平进行评估。与ＴＣＧＡ数据一
致，我们发现相比于相邻正常组织，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
的表达水平在 ＨＣＣ组织中出现显著上调（Ｐ＜０．０５，
图１Ｃ）。此外，我们发现 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平
较高的ＨＣＣ患者，其５年整体生存率要低于那些Ｌｎ
ｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平较低的患者（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）。
我们还对正常人类肝脏细胞系 Ｌ０２和 ４个肝癌细胞
系 Ｈｕｈ７、ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ７７２１、ＨｅｐＧ２．２．２．１５中的
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达展开比较。我们发现在４个肝

５８７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）
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ＨＣＣ患者的数据集合，利用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线来评估ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达较高和较低的 ＨＣＣ患者预后情况；Ｅ：正
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图１　ＬＩＮＣ００３４６在 ＨＣＣ中表达上调并与患者预后有关

癌细胞系中的ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平要高于正常
人类肝脏细胞系（Ｐ＜０．０５，图１Ｅ）。最后，我们分析了
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平与其他临床病理特征之间
的关联，发现ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平与肿瘤大小、
ＴＮＭ分期、淋巴结转移存在正相关的关系（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２对肝癌细胞增殖与侵袭的影响
　　为了观察ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达对肝癌细胞恶性
行为的影响，我们首先测定了 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在
Ｈｕｈ７和 ＨｅｐＧ２细胞在转染后的表达水平，以确认
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２过表达与敲除质粒的有效性（Ｐ＜０．０５，
图２Ａ）。接下来，展开ＭＴＴ、集落形成实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实
验、划痕愈合实验。我们发现ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的过表
达能够增强 ＨＣＣ的细胞活性、增殖、迁移及侵袭，而
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达沉默则可抑制 ＨＣＣ的细胞活
性、增殖、迁移及侵袭（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ～Ｅ）。因此，我
们认为，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在 ＨＣＣ的细胞中扮演了致
癌基因的角色。

表１　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在ＨＣＣ患者中的临床以及病理特征

ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平
临床及病理特征 例数 Ｐ值

高 低

年龄（岁）

　≥５０ ５２ ８ ４４ Ｐ＝０．９１１

　＜５０ ４８ ７ ４１

性别

　男 ７４ １０ ６１ Ｐ＝０．２０２

　女 １６ ５ １１

肿瘤大小

　≥５ｃｍ ４６ ４ ４２ Ｐ＝０．０３８

　＜５ｃｍ ４４ １１ ３３

ＴＮＭ分期

　Ⅰ－Ⅱ ６０ １４ ４６ Ｐ＝０．０１６

　Ⅲ－Ⅳ ３０ １ ２９

淋巴结转移

　有 ４９ １３ ３６ Ｐ＝０．００６

　无 ４１ ２ ３９
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测肝癌细胞中的ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２过表达或敲除效力；Ｂ～Ｄ：ＭＴＴ和集落形成实验检测ＨＣＣ的细
胞活性和增殖能力（×１００）；Ｅ～Ｊ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕愈合实验分别检测ＨＣＣ的细胞侵袭和迁移　ａ：Ｐ＜０．０００１，
ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，ｄ：Ｐ＜０．０１

图２　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２促进肝癌细胞的增殖与侵袭

７８７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）



２．３　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在肝癌细胞中与 ｍｉＲ１２９５ｐ
的相互作用

　　利用在线软件程序ｓｔａｒＢａｓｅｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．
ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）预测 ｍｉＲ１２９５ｐ是 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
的潜在下游靶标（图３Ａ）。为了确认ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
直接靶向作用于ｍｉＲ１２９５ｐ的假设，将野生型或变异
型ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２序列插入荧光素酶报告基因质粒
中。随后的荧光素酶报告基因实验表明 ｍｉＲ１２９５ｐ
确实能够直接与 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２结合（Ｐ＜０．０５，

图３Ｂ、３Ｃ）。此外，我们发现 ｍｉＲ１２９５ｐ可以影响内
源性ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达水平（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）。相
反，我们发现内源性 ｍｉＲ１２９５ｐ表达水平受 ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２过表达或敲低的影响（Ｐ＜０．０５，图３Ｅ）。我们
还发现，ｍｉＲ１２９５ｐ表达在 ＨＣＣ组织中被显著下调，
而且展示出与ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达之间的负相关关
系（Ｐ＜０．０５，图３Ｆ、３Ｇ）。结合起来看，这些结果显示
ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２可能充当 ｍｉＲ１２９５ｐ的分子海绵，
从而下调ｍｉＲ１２９５ｐ的表达水平。
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Ａ：使用ＳｔａｒＢａｓｅｖ３．０软件来预测潜在ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２ｍｉＲＮＡ靶标；Ｂ、Ｃ：荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ１２９５ｐ是ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２的一个靶向目标；Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１２９５ｐ影响内源性 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的水平；Ｅ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＬｎｃＲＮＡ
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图３　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２靶向ｍｉＲ１２９５ｐ的情况
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２．４　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２通过 ｍｉＲ１２９５ｐ调控肝癌细
胞的增殖与侵袭

　　我们通过ＲＴｑＰＣＲ确认了 ｍｉＲ１２９５ｐ模拟物及
其抑制剂的转染效率（Ｐ＜０．０５，图４Ａ），并利用 ＭＴＴ、
集落形成、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、划痕愈合实验，评估了 ｍｉＲ１２９
５ｐ对ＨＣＣ的细胞活性、增殖、迁移及侵袭中的影响。
我们发现肝癌细胞在转染 ｍｉＲ１２９５ｐ模拟物之后，
ＨＣＣ的细胞活性、增殖、迁移、侵袭都出现了下降，而
这些能力在转染了 ｍｉＲ１２９５ｐ抑制剂之后都出现了
上升（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ～Ｅ）。接下来，通过展开挽救实
验，验证 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２是否在肝癌细胞中通过
ｍｉＲ１２９５ｐ发挥自己的生物学功能。我们发现 ｍｉＲ
１２９５ｐ能够阻遏 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２对肝癌细胞活性、
增殖、迁移、侵袭的促进作用（Ｐ＜０．０５，图５Ａ～Ｄ）。因
此，我们认为 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２可通过调控 ｍｉＲ１２９
５ｐ来促进肝癌细胞的活性、增殖、迁移与侵袭。
２．５　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２通过ｍｉＲ１２９５ｐ调控ＧＴＰＢＰ４

的表达

　　为了研究 ｍｉＲ１２９５ｐ在 ＨＣＣ中的作用机制，我
们使用在线软件程序 ｓｔａｒＢａｓｅｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．
ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）来预测ｍｉＲ１２９５ｐ靶向目标，发现 ＧＴ
ＰＢＰ４是ｍｉＲ１２９５ｐ的潜在下游靶标（图 ６Ａ）。我们
通过荧光素酶报告基因实验，发现 ｍｉＲ１２９５ｐ能够与
ＧＴＰＢＰ４的野生型３＇ＵＴＲ结合，但不能够与 ＧＴＰＢＰ４
变异型３＇ＵＴＲ结合（Ｐ＜０．０５，图６Ｂ）。我们发现ｍｉＲ
１２９５ｐ模拟物的转染能够导致内源性 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ
和蛋白质水平的下降（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ、６Ｄ）。相反，我
们发现 ｍｉＲ１２９５ｐ抑制剂的转染会导致内源性 ＧＴ
ＰＢＰ４ｍＲＮＡ和蛋白质水平的上调（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｃ、
６Ｄ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果显示，ＨＣＣ组织中的 ＧＴ
ＰＢＰ４蛋白质水平显著高于相邻正常组织（Ｐ＜０．０５，图
６Ｅ）。此外，我们还通过免疫组织化学（ＩＨＣ）发现ＧＴ
ＰＢＰ４在ＨＣＣ组织中的表达水平要明显高于正常肝脏
组织（Ｐ＜０．０５，图６Ｆ）。而且，我们发现相比于非肿瘤
组织，９０个成对ＨＣＣ组织中的ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ水平被
上调（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｇ），并且，这些组织中的 ＧＴＰＢＰ４
ｍＲＮＡ水平表现出与 ｍｉＲ１２９５ｐ存在负相关性（Ｐ＜
０．０５，图６Ｈ）。为了验证 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２表达敲除
是否通过靶向作用于 ｍｉＲ１２９５ｐ来限制 ＧＴＰＢＰ４的

表达，我们发现ＧＴＰＢＰ４表达水平在ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
敲除后显著降低，但是在转染 ｍｉＲ１２９５ｐ抑制剂后，
至少部分恢复了ＧＴＰＢＰ４的表达水平（Ｐ＜０．０５，图６Ｉ）。
相反，我们发现ｍｉＲ１２９５ｐ过表达能够阻遏肝癌细胞
中外源性 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２诱导的 ＧＴＰＢＰ４表达（Ｐ＜
０．０５，图６Ｊ）。因此总的来说，我们认为ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
可能通过与ｍｉＲ１２９５ｐ实现竞争性结合，从而实现对
ＧＴＰＢＰ４表达的调控。
２．６　ＧＴＰＢＰ４对肝癌细胞增殖与侵袭的影响
　　为了确定 ＧＴＰＢＰ４表达对肝癌细胞的影响，我们
构建了ＧＴＰＢＰ４过表达和敲除质粒，并通过 ＲＴｑＰＣＲ
来确认其效力（Ｐ＜０．０５，图 ７Ａ）。接下来，通过 ＭＴＴ
实验来评估ＧＴＰＢＰ４对肝癌细胞活性的影响。我们发
现Ｈｕｈ７和ＨｅｐＧ２细胞的活性在外源性ＧＴＰＢＰ４过表
达之后被提高，而且该活性在 ＧＴＰＢＰ４敲除之后受到
了抑制（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ）。在集落形成实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验、划痕愈合实验中也观察到了类似的趋势，表明

ＨＣＣ的细胞活性、增殖、迁移、侵袭力在 ＧＴＰＢＰ４过表
达后得到了增强，相反，在ＧＴＰＢＰ４沉默后受到了抑制
（Ｐ＜０．０５，图 ７ＣＥ）。这些数据表明 ＧＴＰＢＰ４可能在
肝癌细胞中充当了致癌因子。

２．７　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在体内对 ｍｉＲ１２９５ｐ和 ＧＴ
ＰＢＰ４的表达以及ＨＣＣ生长的影响

　　为了确认 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在体内对 ＨＣＣ发展
的影响，将 Ｈｕｈ７细胞稳定转染上 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＬｎ
ｃＲＮＡＳＮＨＧ１２或对照载体，注射到裸鼠的皮下。与对
照组相比，在ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２下调的Ｈｕｈ７异种移植
物中，肿瘤大小与重量显著下降（Ｐ＜０．０５，图８Ａ～Ｃ）。
此外，我们通过 ＲＴｑＰＣＲ发现 ｓｈＲＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
组内，ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２和 ＧＴＰＢＰ４的表达水平下降，
而ｍｉＲ１２９５ｐ的表达水平上升（Ｐ＜０．０５，图８Ｄ）。后
续Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示在 ｓｈＲＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２组
中，ＧＴＰＢＰ４、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达水平显著低于对照
组，而ｓｈＲＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２中的 Ｅ钙黏蛋白的表达
水平显著提高（Ｐ＜０．０５，图 ８Ｅ）。在 ｓｈＲＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２组的ＩＨＣ染色实验中也观察到了类似的趋势
（Ｐ＜０．０５，图 ８Ｆ）。由此我们认为，在体内，ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２也可能通过与ｍｉＲ１２９５ｐ的竞争性结合，以抵
抗ｍｉＲ１２９５ｐ对ＧＴＰＢＰ４表达的抑制作用。
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图４　ｍｉＲ１２９５ｐ抑制肝癌细胞的增殖与侵袭
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图５　ｍｉＲ１２９５ｐ可部分阻遏由ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２所诱导的肝癌细胞的恶性行为
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Ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ７．１预测ＧＴＰＢＰ４的３＇ＵＴＲ中ｍｉＲ１２９５ｐ靶向序列。ｍｉＲ１２９５ｐ的野生型（ｗｔ）靶向序列和包含了６个改造
后核苷酸（ＧＴＰＢＰ４３＇ＵＴＲ变异）的变异型（ｍｕｔ）。；Ｂ：荧光素酶实验检测验证ＧＴＰＢＰ４是ｍｉＲ１２９５ｐ的一个靶向目标；Ｃ：
ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ１２９５ｐ模拟物影响内源性ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ的水平；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲ１２９５ｐ模拟物影响内源性
ＧＴＰＢＰ４的蛋白水平；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１０对ＨＣＣ和相邻正常组织中的 ＧＴＰＢＰ４表达；Ｆ：ＩＨＣ分析 ＨＣＣ和邻近正常组
织中ＧＴＰＢＰ４的表达（×２００）；Ｇ：ＲＴｑＰＣＲ测定９０对 ＨＣＣ和正常相邻组织中的 ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ水平；Ｈ：ＧＴＰＢＰ４ｍＲＮＡ
和ｍｉＲ１２９５ｐ表达水平之间的相关分析；Ｉ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝癌细胞中的ＧＴＰＢＰ４表达；Ｊ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测共转染ｍｉＲ
１２９５ｐ模拟物抵消了ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在肝癌细胞诱导的ＧＴＰＢＰ４上调作用　ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．００１；ｃ：Ｐ＜０．０１；ｄ：Ｐ＜
０．０００１，ＮＳ：差异无统计学意义

图６　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２通过ｍｉＲ１２９５ｐ促进肝癌细胞中ＧＴＰＢＰ４的表达
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测肝癌细胞中的ＧＴＰＢＰ４过表达以及敲除效应；Ｂ、Ｃ：ＭＴＴ和集落形成实验分别检测细胞活性与增殖能力；
Ｄ～Ｆ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕愈合实验分别评估肝癌细胞的侵袭与迁移（×１００）　ａ：Ｐ＜０．００１；ｂ：Ｐ＜０．０１；ｃ：Ｐ＜０．０５

图７　ＧＴＰＢＰ４促进ＨＣＣ的细胞增殖与侵袭
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Ａ～Ｃ：ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２下调抑制 ＨＣＣ肿瘤生长；Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ检测异种移植肿瘤中 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２、ｍｉＲ１２９５ｐ的
表达；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＩＨＣ实验检测异种移植肿瘤中ＧＴＰＢＰ４、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白、Ｅ钙黏蛋白的蛋白表达水平（×２００）
ａ：Ｐ＜０．０１；ｂ：Ｐ＜０．００１

图８　ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２通过ｍｉＲ１２９５ｐ／ＧＴＰＢＰ４促进体内ＨＣＣ生长

３　讨论

　　ＬｎｃＲＮＡ通常以转录或转录后方式调节关键基因
的表达，包括致癌基因和肿瘤抑制基因，进而发挥生物

学作用［１０］。其可能充当竞争性内源 ＲＮＡ（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ）来海绵化（ｓｐｏｎｇｉｎｇ）ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ（ｍｉＲＮＡ），从而影响 ｍｉＲＮＡ的靶向基因表达［１１］。

本研究我们对 ＨＣＣ进展中 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２所起的
作用展开了研究。发现 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的表达在原
发性ＨＣＣ组织和肝癌细胞系中表达上调，这与 ＴＣＧＡ
以及ＲＮＡ测序数据分析的结果一致［８－９］。我们发现

ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２充当了致癌的 ＬｎｃＲＮＡ，其可促进肝
癌细胞活性、增殖、迁移与侵袭。机制上，我们发现

ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２可作为一种分子海绵，与ｍｉＲ１２９５ｐ
竞争性结合，从而缓解 ｍｉＲ１２９５ｐ对 ＧＴＰＢＰ４表达的
抑制作用，最终促进ＨＣＣ的进展。
　　最近报道表明 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在癌症发生、发
展的调控中扮演了重要的角色。例如，ＷＡＮＧ等［７］发

现 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在宫颈癌中被上调，ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２默化能够抑制膀胱癌细胞的增殖与迁移，并
诱导细胞周期停滞与凋亡。ＬＩ等［５］报道称 ＬｎｃＲＮＡ
ＳＮＨＧ１２在胰腺癌中上调，它能够促进癌症细胞的生
长与吉西他滨耐药，与ｍｉＲ１８８３ｐ竞争性结合以及诱

导ＢＲＤ４能够机械地介导这一作用。此外，ＷＡＮＧ
等［１２］发现 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２作为一种致癌 ＬｎｃＲＮＡ，
能够激活非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中的 ＪＡＫＳＴＡＴ３信
号通道，促进细胞增殖，抑制细胞凋亡。ＬＩＵ等［６］报道

称ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的上调与肾癌患者的整体生存率
不高有关。尽管ＴＣＧＡ和ＲＮＡ测序数据已经表明Ｌｎ
ｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在 ＨＣＣ中被上调［８－９］，但是至今还没

有详细的实验数据来阐明 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在 ＨＣＣ
发生中的作用机制。

　　通过对作为连接载体的 ｍｉＲ１２９５ｐ展开生物信
息学分析，发现它能够靶向作用于 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２
和ＧＴＰＢＰ４的３＇ＵＴＲ。报道称 ｍｉＲ１２９５ｐ可能通过
靶向作用于Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白来抑制肝癌细胞的增殖［１３］。

ＬＩ等［１４］发现 ｍｉＲ１２９５ｐ可能通过激活 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ
信号通道来促进 ＨＣＣ的转移。ＴＡＯ等［１５］发现 ｍｉＲ
１２９５ｐ可能通过靶向作用于ＵＢＥ３Ｃ来抑制ＨＣＣ的转
移和上皮间充质转化。ＺＨＡＮＧ等［１６］指出，ｍｉＲ１２９
５ｐ靶向作用于ＦＺＤ７／Ｗｎｔ信号通道，抑制肝癌细胞的
生长。我们研究发现，ｍｉＲ１２９５ｐ可能充当肿瘤抑制
因子，抑制ＨＣＣ的细胞活性、增殖、迁移及侵袭。
　　ＧＴＰＢＰ４在胃癌、结直肠癌中表达显著上调，与肿
瘤侵袭转移相关［１７－１８］。乳腺癌 ＧＴＰＢＰ４表达量高者
的生存期较短［１９］。在本研究中，我们发现 ＧＴＰＢＰ４在
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ＨＣＣ组织中表达上调，并在肝癌细胞中发挥了致瘤的
作用。

　　综上，我们发现 ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ１２在 ＨＣＣ作为一
种致癌基因可与ｍｉＲ１２９５ｐ的竞争性结合，从而充当
分子海绵，阻遏ｍｉＲ１２９５ｐ对促肝癌基因 ＧＴＰＢＰ４表
达的抑制作用。我们的研究结果为理解肝癌中 Ｌｎ
ｃＲＮＡＳＮＨＧ１２的致瘤作用机制提供了实验基础，将可
能有助于确认新的 ＨＣＣ生物标记以及潜在的靶向疗
法目标。
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