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摘要　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对

肝细胞癌（ＨＣＣ）发展的调控机制。 方法　 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检

测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在肝癌组织和肝癌细胞系中的表达水平。 采

用 ＣＣＫ⁃８、ＥｄＵ、流式细胞术、细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

检测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对 ＨＣＣ 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭中的作

用。 运用双荧光素酶报告和 ＲＮＡ 下拉实验探明 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１、
ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 和 ＧＴＰＢＰ４ 之间的相互作用。 结果　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
在肝癌组织和细胞中表达上调。 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 表达下调可抑制

ＨＣＣ 细胞的增殖、迁移和侵袭，并诱导其凋亡。 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
直接与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 结合，并竞争性抑制其表达，以提高 ＨＣＣ
细胞中促癌基因 ＧＴＰＢＰ４ 的表达水平。 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的作用是

由 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴介导的。 结论 　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可通

过调控 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴从而促进 ＨＣＣ 细胞的增殖、
迁移和侵袭，并抑制其凋亡。
关键词 　 肝细胞癌； ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１； ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ； ＧＴ⁃
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　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世

界上与癌症相关死亡的主要疾病之一。 根据 ２０１８
年《全球癌症统计》，全球已诊断出约 ８４１ ０００ 例新

的肝癌病例，并且全球已有 ７８２ ０００ 人死于肝癌［１］。
目前，肝癌外科手术治疗仅在这种疾病的初期有效。
然而，大多数患者的肝癌在诊断明确时已发展到晚

期，放疗和化疗疗效有限。 因此，有必要进一步了解

肝癌进展的分子机制，并研发出针对肝癌更有效的

靶向疗法［２］。
近年来，越来越多的证据［３］表明 ＬｎｃＲＮＡｓ 作为

癌症患者诊断和预后的生物学标志物，为癌症治疗

提供了新的治疗靶点。 有研究［４］表明 ＬｎｃＲＮＡ 的异

常表达在肝癌的发生和转移中起着至关重要的作

用，如 ＭＡＬＡＴ１ 与肿瘤转移有关，并可预测肝移植

术后的复发［５］。 此外，ＬｎｃＲＮＡ⁃ＬＥＴ 可抑制肝癌的

侵袭和腹腔转移［６］。 ＦＧＤ５ 反义 ＲＮＡ １（ＦＧＤ５ ａｎｔｉ⁃
ｓｅｎｓｅ ＲＮＡ １，ＦＧＤ５⁃ＡＳ１）是一位于染色体 ３ｐ２５. １ 的

新近被确认的 ＬｎｃＲＮＡ。 最近，ＬｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
初步被确定为肝癌的潜在治疗靶标［７］；然而，Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在肝癌发生发展中的调控作用仍

不得而知。

１　 材料与方法

１． １　 临床样本　 从在南昌大学第二附属医院接受

手术的 ６０ 例肝癌患者中，获得肿瘤组织和邻近配对

正常组织。 收集所有组织样本并在液氮中冷冻，然
后在 － ８０ ℃下保存以备后用。
１． ２　 细胞培养　 从中科院上海细胞库购买了 ４ 种

肝癌细胞系，分别为 ＨｅｐＧ２、ＨｕＨ⁃７、Ｌｉ⁃７、ＳＮＵ⁃３８７，
以及正常人肝细胞系 Ｌ０２。 将细胞系放在补充有

１０％胎牛血清（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国加利福尼亚州卡尔斯

巴德公司）的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国加

利福尼亚州卡尔斯巴德公司）中，并在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 的条件下培养。
１． ３　 细胞转染　 分别用由上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ 公司合

成的 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 过表达载体、ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ｓｈＲＮＡ（ ｓｈ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１）、ＮＣ ｓｈＲＮＡ（ ｓｈ⁃ＮＣ）和 ＧＴＰＢＰ４ ｓｈＲＮＡ
（ｓｈ⁃ＧＴＰＢＰ４）、ＮＣ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 对 ＨｅｐＧ２
和 ＨｕＨ⁃７ 细胞系进行转染。 ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１：５′⁃ＧＡＡ
ＣＴＣＡＧＣＧＴＴＧＡＣＴＡＴＴＣＴ⁃３′；ｓｈ⁃ＧＴＰＢＰ４： ＧＧＡＴＧＴ⁃
ＧＣＡＣＡＧＴＧＡＴＣＡＡＧＡ； ｓｉ⁃ＮＣ： ５′⁃ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴ⁃
ＧＴＣＡＣＧＴ⁃３′。 根据制造商说明使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国加利福尼亚州卡尔斯巴德公

司）进行转染。 采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和绿色荧光显微镜评

估转染效率。
１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 和 ＥｄＵ 分析　 通过 ＣＣＫ⁃８ 和 ＥｄＵ 测

定法检测细胞增殖。 根据制造商说明（上海 Ｂｅｙｏ⁃
ｔｉｍｅ 公司），采用 ＣＣＫ⁃８ 分析，并在 ４５０ ｎｍ 处测量
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吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。 同时按照制造商说

明，使用 ＥｄＵ Ａｐｏｌｌｏ ＤＮＡ 体外试剂盒（广州 ＲＩＢＯ⁃
ＢＩＯ 公司），通过 ＥｄＵ 分析确定细胞增殖，并在荧光

显微镜下观察细胞。
１． ５　 细胞划痕实验　 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 ５０
μｌ 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、７２ ｈ。 每孔随机选择 ３ 个

观察范围。
１． ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 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

１ ０００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。 ４８ ｈ 后，通过使用

４％甲醇固定细胞，然后用 ０. １％ 结晶紫（美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）染色。 在 ５ 个不同的视野（放大

１００ 倍）中，分别对迁移和侵袭的细胞进行计数。
１． ７　 双荧光素酶报告实验　 使用 ＧＴＰＢＰ４ 野生型

（ｗｔ）或突变型（ｍｕｔ）启动子报告子与 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 或

ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 进行重组后转染 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞

系。 转染 ４８ ｈ 后，使用双荧光素酶报告检测系统（美
国威斯康星州 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）检测荧光素酶活性。
１． ８　 ＲＮＡ 下拉实验　 将 ＰｉｅｒｃｅＴＭ磁性 ＲＮＡ⁃蛋白质

下拉试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）用

于 ＲＮＡ 下拉实验。 首先将 ＲＮＡ 结合到磁珠上，以
接收用于蛋白质结合的 ＲＮＡ。 此后，在添加蛋白质

裂解物之前，ＲＮＡ 结合珠在蛋白质⁃ＲＮＡ 结合缓冲

液中被平衡。 通过添加适当的缓冲液洗涤珠子，在
磁力架上涡旋后分离。 最后，通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析测

定沉淀物中 ＲＮＡ 的特异性。
１． ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）从组织样品和细胞中提取总 ＲＮＡ。 根据制造

商协议，使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ
公司）将 ＲＮＡ 反转录为第一链 ｃＤＮＡ。 通过 Ｆａｓｔ⁃
Ｓｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ （德国 Ｒｏｃｈｅ 公

司）对 ＰＣＲ 定量扩增产物，并标准化为 ＧＡＰＤＨ 和

Ｕ６。 引 物： ＦＧＤ５⁃ＡＳ１， （ Ｆ ） ５′⁃ＧＴＣＡＣＴＧＴＴＣＧＧＴＧ
ＧＴＣＴＧＣ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＣＡＧＴＣＡＧＧＴＧＴＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ⁃
３′；ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ， （ Ｆ） ５′⁃ＧＣＡＧＧＡＡＣＴＴＧＴＧＡＧＴＣＴＣＣ⁃
３′，（Ｒ）５′⁃ＣＴＴＧＡＡＣＡＣＴＣＡＧＡＧＧＡＡＧＧ⁃３′； ＧＴＰＢＰ４，
（Ｆ）５′⁃ＧＴＴＧＣＴＡＡＡＧＡＴＴＡＴＧＴＧＣＧＡＣＴＧ⁃３′，（Ｒ）５′⁃
ＣＡＡＡＣＧＧＧＡＴＡＡＡＴＧＣＴＧＡＣＧ⁃３′； ＧＡＰＤＨ， （ Ｆ ） ５′⁃
ＴＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＣＡＡＧＡＧＧＧＴＡＧＴ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＴＧＴＡ
ＴＣＣＡＡＡＣＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＡＣ⁃３′。

１． １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 使用含有蛋白酶和磷酸

酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）
提取总蛋白。 根据制造商说明，使用 ＢＣＡ 蛋白分析

试剂盒（上海）测定蛋白质浓度。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离蛋白质，并将其转移至 ＰＶＤＦ 膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司），然后与一抗在 ４ ℃孵育过夜，其后与 ＨＲＰ 偶

联的二抗（１ ∶ ５ ０００ 稀释）孵育。 用 ＥＣＬ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测试剂（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）对蛋白质进行可

视化。 免疫反应带使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ（美国 ＮＩＨ 公司）进
行定量。
１． １１　 统计学处理　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 进行统计

分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，数据至少来自 ３ 个独立实

验。 通过不配对 ｔ 检验、单向 ＡＮＯＶＡ 和双向 ＡＮＯ⁃
ＶＡ 分析组间差异。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在肝癌组织和细胞中表达情况　 首

先通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在肿瘤组织和相应

癌旁非癌组织中的表达。 与癌旁正常肝组织相比，
ＨＣＣ 组织中 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的 ＲＮＡ 表达水平增加（图
１Ａ）；与正常肝细胞 Ｌ０２ 相比，４ 种 ＨＣＣ 细胞系

（ＨｅｐＧ２、ＨｕＨ⁃７、Ｌｉ⁃７ 和 ＳＮＵ⁃３８７） 中 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的

ＲＮＡ 表达水平也均有升高（图 １Ｂ）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中的亚细胞定位，
结果表明 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 主要位于细胞质中（图 １Ｃ）。

图 １　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 组织和细胞中的表达

Ａ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在非肿瘤组织和 ＨＣＣ 组织中的

ＲＮＡ 表达水平；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在四种 ＨＣＣ 细胞系和

正常人肝细胞系 Ｌ０２ 中的 ＲＮＡ 表达水平；Ｃ：通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分别分

析 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的亚细胞定位测定； １：
ＨｅｐＧ２；２：ＨｕＨ⁃７；与癌旁组织比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与正常肝细胞 Ｌ０２
比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ２　 下调 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对 ＨＣＣ 细胞增殖及凋亡的

影响 　 用 ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 转 染 后， ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在

ＨｅｐＧ２ 细胞系中的表达水平降低了 ７０％ ，在 ＨｕＨ⁃７
细胞系中的表达水平降低了 ６５％ （图 ２Ａ、 Ｂ）。
ＣＣＫ⁃８ 和 ＥｄＵ 检测表明，下调 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可抑制

ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞系的增殖能力 （图 ２Ｃ、Ｄ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验表明，下调 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可使增殖相

关标志物 ＰＣＮＡ 和 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达蛋白水平降低（图
２Ｅ）。 流式细胞仪检测 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对细胞凋亡，
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的下调使膜联蛋白 Ｖ（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ）阳性细

胞的百分比在 ＨｅｐＧ２ 细胞中从 ８％ 增至 ２４％ ，在
ＨｕＨ⁃７ 细胞中从 ７％ 增至 ２０％ （图 ２Ｆ）。 为了进一

步证实 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对肝癌细胞凋亡的影响，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ４ 种凋亡标志物 （ Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９）的蛋白水平。
如图 ２Ｇ 所示，在 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞系中，ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ 的表达沉默降低了 Ｂｃｌ⁃２ 的表达水平，而同时

增加了 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ ａｂｃａｍ、 ａｂ２３０２ ） 和

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ （ａｂｃａｍ、ａｂ２３２４）的表达水平。
２． ３　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 下调对 ＨＣＣ 细胞的迁移和侵袭

的影响 　 细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验表明下调

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可以抑制 ＨＣＣ 细胞迁移和侵袭（图 ３Ａ ～
Ｃ）。 在分子水平上检测迁移 ／侵袭相关的蛋白 Ｃｏｘ⁃
２、ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 的表达水平变化，结果表明 ｓｈ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 组 Ｃｏｘ⁃２、ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 的蛋白表达水

平低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组（图 ３Ｄ）。 以上实验结果显示，下调

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可抑制 ＨＣＣ 细胞的迁移和侵袭。
２． ４ 　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 细胞中靶向 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ
情况　 通过搜索在线生物信息学数据库来预测

ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 是 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的潜在下游靶标（图 ４Ａ）。
使用 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 实现 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 过表达，并
且通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析验证了转染效率（图 ４Ｂ）。 基

因分析表明，将 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 转染到 ＨＣＣ 细胞

中可抑制带有 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 结合位点的 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１
序列的萤光素酶报告基因的活性。 在 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 中

的 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的预测结合位点发生突变后，荧光素

酶活性的变化被消除（图 ４Ｃ）。 此外，ＲＮＡ 下拉试

验进一步证实 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 确实与 ＨＣＣ 细胞中的

ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 结合（图 ４Ｄ）。 此外， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析显

示，ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中的 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 沉默后，
ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的表达水平升高（图 ４Ｅ）。 与非肿瘤组

织和正常人肝细胞系Ｌ０２相比，在肿瘤组织和ＨＣＣ

图 ２　 下调 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对 ＨＣＣ 细胞增殖及凋亡的影响

Ａ：ｓｈ⁃ＮＣ 或 ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 转染 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞后 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测；Ｂ：绿色荧光显微镜进行验证转染效率 × １００；Ｃ：ＣＣＫ⁃８ 测定结果；
Ｄ：ＥｄＵ 分析图像 × １００；Ｅ：ＰＣＮＡ 和 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白水平；Ｆ：ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对细胞凋亡率的影响；Ｇ：对 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白质水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析；１：ｓｈ⁃ＮＣ 组；２：ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 组；ａ：Ｂａｘ；ｂ：Ｂｃｌ⁃２；ｃ：Ｃａｓｐａｓｅ⁃３；ｄ：Ｃａｓｐａｓｅ⁃９；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗ Ｐ ＜
０. ０１
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细胞系中，ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 表达水平显著降低（图 ４Ｆ、
４Ｇ）。 Ｐｅａｒｓｏｎ 的相关性分析表明，ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 与

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 呈负相关（图 ４Ｈ）。 这些数据为 ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ 可海绵化 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 提供了证据。

图 ３　 下调 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 对 ＨＣＣ 细胞的迁移和侵袭的影响

Ａ：细胞划痕实验 × １００；Ｂ：通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验确定由 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｓｈＲＮＡ 转染的 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞的迁移细胞数 × １００；Ｃ：通过 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验确定由 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ｓｈＲＮＡ 转染的 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞的侵袭细胞数 × １００；Ｄ：Ｃｏｘ⁃２、ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 表达水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析；

１：ｓｈ⁃ＮＣ 组；２：ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 组；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 细胞中靶向 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 情况

　 　 Ａ：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 与 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 之间的结合位点；Ｂ：ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的表达水平；Ｃ：在 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 中的 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的

预测结合位点发生突变后，荧光素酶活性的变化；Ｄ：ＲＮＡ 下拉测定；Ｅ：ＨＣＣ 细胞中 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的表达；Ｆ：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 在 ＨＣＣ 组织的表达水

平；Ｇ：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 在肝癌细胞系中的表达水平；Ｈ：ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 之间的相关分析；与 ＮＣ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｂｉｏ － ＮＣ 组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１；与癌旁组织比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；Ｇ：与 Ｌ０２ 细胞系比较：▼▼Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ５　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 通过与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 竞争性结合对

ＧＴＰＢＰ４ 的影响 　 使用 Ｓｔａｒｂａｓｅ ｖ２. ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔａｒ⁃
ｂａｓｅ． ｓｙｓｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ）分析表明 ＧＴＰＢＰ４ 是 ｍｉＲ⁃８７３⁃
５ｐ 的下游靶基因，存在潜在的结合序列（图 ５Ａ）。
双荧光素酶报告实验表明，ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 可抑制野生

型 ＧＴＰＢＰ４⁃ＷＴ 的荧光素酶活性（图 ５Ｂ）。 ＲＮＡ 下

拉实验同样表明，ＧＴＰＢＰ４ 仅被 Ｂｉｏ⁃ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ⁃ｗｔ
下拉，进一步验证了 ＧＴＰＢＰ４ 与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的相互

作用（图 ５Ｃ）。 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

表明：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 过表达可导致 ＧＴＰＢＰ４ ｍＲＮＡ 和

蛋白质水平明显下降，证实了 ＧＴＰＢＰ４ 是 ｍｉＲ⁃８７３⁃
５ｐ 的靶标（图 ５Ｄ、Ｅ）；ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 对 ＧＴＰＢＰ４ 荧光

素酶活性的抑制作用可被 ＧＴＰＢＰ４ 的过表达所部分

抵消（图 ５Ｆ）；ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的表达下调可降低 ＧＴ⁃
ＰＢＰ４ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平（图 ５Ｇ、Ｈ）。
２． ６ 　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴在 ＨＣＣ
中的作用 　 为了进一步研究 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃８７３⁃
５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴对 ＨＣＣ 的影响，课题组首先通过 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 证实了 ＨｅｐＧ２ 细胞系的转染效率（图 ６Ａ）。
ＣＣＫ⁃８ 和 ＥｄＵ 实验显示 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 抑制剂可使

ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 沉默引起的 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖减少的效应

增强，而此效应又可由 ＧＴＰＢＰ４ 的敲低所阻遏（图
６Ｂ、Ｃ）。 流式细胞术分析细胞凋亡显示 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ
抑制剂可消除 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 下调对细胞凋亡的影响，
且当 ＧＴＰＢＰ４ 沉默后，细胞凋亡得以恢复（图 ６Ｄ）。
细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析表明，ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 抑

制剂可增强 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 下调对细胞的迁移和侵袭的

抑制效应，而此效应又可通过抑制 ＧＴＰＢＰ４ 表达来

恢复（图 ６Ｅ、Ｆ、Ｇ）。 上述结果表明 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可通

过 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴影响 ＨＣＣ 细胞的生物学

行为。

３　 讨论

　 　 本研究表明 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 组织和

细胞中高表达， ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 竞争性地抑制

ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的表达，从而增强了 ＨＣＣ 细胞中 ＧＴ⁃
ＰＢＰ４ 的表达水平。 以上研究结果提示， ｌｎｃＲＮＡ
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在促进 ＨＣＣ 进程中发挥了推进作用，其
可能作为 ＨＣＣ 的一种新的治疗靶标。
　 　 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 已被确定为包括肝癌在内

的多种癌症的潜在致癌基因［８⁃１２］。 本研究显示，ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 组织中的表达明显高于相

图 ５　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 竞争性结合对 ＧＴＰＢＰ４ 的影响

　 　 Ａ：ＧＴＰＢＰ４ 的 ３′⁃ＵＴＲ 中 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的潜在结合序列；Ｂ：由 ＧＴＰＢＰ４⁃ＷＴ 以及 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 或 ＮＣ ｍｉｍｉｃ 的 ３′⁃ＵＴＲ 所共转染的

ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞的荧光素酶信号的比率；Ｃ：ＲＮＡ 下拉实验；Ｄ：ｍｉｍｉｃ 转染的 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中 ＧＴＰＢＰ４ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｅ：ＮＣ ｍｉｍｉｃ
或 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 转染的 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中 ＧＴＰＢＰ４ 的蛋白水平；Ｆ：荧光素酶报告基因测定；Ｇ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测在转染 ｓｈ⁃ＮＣ 或 ｓｈ⁃
ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中 ＧＴＰＢＰ４ 的表达水平；Ｈ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测在转染 ｓｈ⁃ＮＣ 或 ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ⁃７ 细胞中 ＧＴ⁃
ＰＢＰ４ 的表达水平；１：ＮＣ ｍｉｍｉｃ 组；２：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组；３：ｓｈ⁃ＮＣ 组；４：ｓｈ⁃ＦＧＤ５ － ＡＳ１ 组；５：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ＋ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 组；６：Ｂｉｏ⁃ＮＣ 组；
７：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ⁃ｗｔ 组；８：ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ⁃ｍｕｔ 组；与 ＧＴＰＢＰ４⁃ｍｕｔ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｂｉｏ⁃ＮＣ 组比较：▽▽Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＮＣ ｍｉｍｉｃ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；
与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：▼▼Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ６　 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴在 ＨＣＣ 中的作用

Ａ：ＨｅｐＧ２ 细胞系的 ＧＴＰＢＰ４ 和 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的表达水平；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 测定曲线；Ｃ：ＥｄＵ 分析图像；Ｄ：流式细胞术检测细胞凋亡率；Ｅ：细胞划

痕观察细胞的迁移能力变化 × １００；Ｆ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析迁移能力变化 × １００；Ｇ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析侵袭能力变化 × １００；１：Ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＮＣ 抑制

剂组；２：ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ ＮＣ 抑制剂组；３：ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 抑制剂组；４：ｓｈ⁃ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 抑制剂 ＋ ｓｈ⁃ＧＴＰＢＰ４ 组；与 ｓｈ⁃ＧＴ⁃
ＰＢＰ４ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 抑制剂组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｓｈ⁃ＦＧＤ５ｖＡＳ１ ＋ ＮＣ 抑制剂组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ ｍｉＲ⁃
８７３⁃５ｐ 抑制剂组比较：▲▲Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ ＋ ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 抑制剂 ＋ ｓｈ⁃ＧＴＰＢＰ４ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

应的非肿瘤组织，ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 的表达下调可

抑制 ＨＣＣ 细胞的恶性表型，包括增殖、迁移和侵袭，
结果表明 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 的发展中发挥

着至关重要的促进作用。
该研究表明 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 主要在 ＨＣＣ 细

胞质中表达，生物信息学分析显示 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 具有
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与 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 互补的序列。 根据先前的研

究报道，ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 在多种癌症中均具有抑癌作

用［１３］。 因此，可推测 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可通过与

ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 相互作用从而发挥其致癌作用。 本研

究结果表明， ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可负性调控 ｍｉＲ⁃
８７３⁃５ｐ。 此外，生物信息学分析表明，ＧＴＰＢＰ４ 可能

是 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 的下游靶标。 在最近的研究中，ＧＴ⁃
ＰＢＰ４ 已被报道可促进包括 ＨＣＣ 在内的多种癌症的

进展［１４ － １５］。 然而，在 ＨＣＣ 中 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ 和 ＧＴ⁃
ＰＢＰ４ 的关系尚不清楚。 在本研究中，通过荧光素酶

报告实验和 ＲＮＡ 下拉实验，证实了 ＧＴＰＢＰ４ 是 ｍｉＲ⁃
８７３⁃５ｐ 的直接靶标。 此外，拯救分析结果表明，ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 可通过 ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴促

进 ＨＣＣ 的发展，但是，需要更多的体内实验来进一

步证实研究结果。
该研究为 ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃ＡＳ１ 在 ＨＣＣ 进展中发

挥重要作用提供了理论依据。 此外，ｌｎｃＲＮＡ ＦＧＤ５⁃
ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃８７３⁃５ｐ ／ ＧＴＰＢＰ４ 轴为肝癌的分子基础研

究预示了新视角，并为开发新的 ＨＣＣ 诊断和治疗策

略提供了新的前景。
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细胞外囊泡协同递送维替泊芬 ／ ＴＲＡＩＬ 诱导口腔鳞癌
细胞凋亡及增殖抑制实验研究

王文晶，李昆珊，刘铁军，刘　 昕，仇永乐

摘要　 目的　 制备细胞外囊泡（ＥＶｓ）共载体系，以协同递送

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ） ／维替泊芬（ＶＰＦ）
组合用于诱导口腔鳞癌细胞凋亡及增殖抑制。 方法　 通过

超速离心、过滤法分离纯化 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ 共载 ＥＶｓ（ＭＳＣＴ⁃
ＥＶｓ ／ ＶＰＦ）。 通过 ＢＣＡ 法检测 ＣＤ６３、ＣＤ９ 和 ＴＲＡＩＬ 表达，确
认 ＥＶｓ 来源。 用高效液相法检测 ＶＰＦ 载药量，绘制体外释

放曲线。 使用 ＭＴＴ 法检测细胞毒性和半数抑制浓度

（ＩＣ５０）。 通过流式细胞仪检测细胞凋亡，最后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
被用于检测 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞中凋亡相关蛋白

和 ＹＡＰ 表达的影响。 结果 　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 颗粒圆整，分
散性良好，直径约为 １００ ｎｍ；纳米体系载药量为（１５. ４３ ±
０. ４４）％ ，在 １０ ｈ 内释放 ５７. ８％的 ＶＰＦ，４５ ｈ 释放约 ８２. ５％ ；
ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 均可抑制 ＳＣＣ２５ 肿瘤细胞生长，呈剂量依

赖性，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 的质量比（ｗｔ％ ）在 １０ ∶ １ ～ ５ ∶ １ 的

比例范围内显示出最佳抑制效果；在 １００ ∶ ５ ～ １００ ∶ １５
（ｗｔ％ ）比例下，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 的半抑制浓度（ ＩＣ５０ ）低于游

离 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ＋游离 ＶＰＦ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），显示出更高效的抑

制作用。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对鳞癌细胞的高效抑制作用部分

源自对 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 ＹＡＰ 的调

控。 结论 　 通过 ＥＶｓ 递送固定比例的 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ，对口腔

鳞癌细胞展现出高效抑制作用，为多药耐药肿瘤的治疗提供
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了新思路。
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　 　 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）是肿瘤坏死因子超

家族成员之一［１］，能通过抑制肿瘤增殖和促进肿瘤

凋亡在多种癌症治疗过程中发挥作用，曾被认为是

极具前景的选择［２］。 然而，恶性肿瘤对 ＴＲＡＩＬ 诱导

细胞凋亡的耐药性阻碍了其应用拓展。 Ｙｅｓ 激酶相

关蛋白（ ｙｅｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）的活化及过表

达与多种肿瘤细胞耐药性相关。 如黑色素瘤细胞对

丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶抑制剂的耐药性源自激动

蛋白对 ＹＡＰ ／转录联合激活因子通路的重塑活化，
卵巢癌细胞对紫杉醇的耐药性涉及到 ＹＡＰ 的过表

达。 近期基因组分析显示 ＹＡＰ 在口腔鳞状细胞癌

（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＯＳＣＣ）中过表达［３］。
Ｈｉｅｍｅｒ ｅｔ ａｌ［４］证明 ＹＡＰ 的核积聚可促进口腔鳞癌

细胞的增殖和迁移。 Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ［５］ 研究表明，ＹＡＰ 能

有效的抑制 ＭＣＦ１０Ａ 细胞中 ＴＲＡＩＬ 表达。 故推测

通过 ＹＡＰ 抑制剂维替泊芬（ ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ， ＶＰＦ）有望

提高 ＯＳＣＣ 细胞对 ＴＲＡＩＬ 的敏感性。 该研究为改善

口腔鳞癌细胞对 ＴＲＡＩＬ 作用的耐药性，制备协同递

送 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ 的细胞外囊泡（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃
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