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摘要 目的 探讨肿瘤调控因子长链非编码 ＲNA( lncＲNA)
PVT1 对肝癌( HCC) 细胞增殖与迁移能力的影响及机制。方
法 通过 TCGA数据库对 HCC 中 PVT1 的表达水平进行分
析。采用瞬时转染技术构建 PVT1 敲低细胞系。通过 CCK-8

实验及划痕实验检测 PVT1 对 HCC 细胞增殖与迁移能力的
影响。采用生物信息预测和荧光素酶实验验证 PVT1 与
miＲ-17-5p的靶向结合情况。利用共转染实验验证 PVT1 能
够通过 miＲ-17-5p实现对 HCC 细胞增殖与迁移的调控。结
果 PVT1 在 HCC 组织和细胞中高表达。敲低 PVT1 后
HCC细胞增殖与迁移能力显著降低。荧光素酶实验证实
PVT1 能够与 miＲ-17-5p 靶向结合，并且 miＲ-17-5p 介导了
PVT1 对 HCC细胞增殖和迁移能力的调控作用。结论 ln-
cＲNA PVT1 能够通过靶向抑制 miＲ-17-5p从而促进 HCC 细
胞的增殖和迁移。
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研究表明［1 － 2］长链非编码 ＲNA ( long non-cod-
ing ＲNA，lncＲNA) 在多种癌症类型的基因组改变、
诊断、预后和治疗预测中发挥着关键作用。到目前
为止，lncＲNA在肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，
HCC) 中已被证实在肿瘤细胞生长、化疗敏感性、药
物诱导的细胞凋亡、肿瘤干细胞调控、治疗结果预测
和病毒性肝炎相关进展中发挥重要作用［3 － 5］。因
此，lncＲNA作为 HCC 发病机制的调控因子，被认为
是潜在的癌症治疗靶点。

TCGA数据库表明 PVT1 在 HCC 组织中表达明
显上调。课题组的细胞水平研究显示，PVT1 促进了
HCC细胞增殖与迁移;通过生物信息学软件预测提

示 PVT1 存在与 miＲ-17-5p 靶向结合的位点; 而
miＲ-17-5p 在 HCC 中常呈低表达并影响其发生发
展。现通过实验证明 PVT1 与 miＲ-17-5p 之间存在
特异性调控关系，进而影响 HCC细胞的增殖和迁移
能力，为 PVT1 调控 HCC 细胞的分子机制奠定了理
论基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 细胞株 HepG2 和 Huh7 购自上海中乔
新舟公司; DMEM、胎牛血清及胰酶均购自美国 Gib-
co公司。培养基通过 DMEM 添加 10%胎牛血清进
行配置，4 ℃保存不超过 1 周。细胞培养于 37 ℃、
5% CO2 的培养箱中，每 1 ～ 2 d换液 1 次，待细胞生
长融合度达到 80% ～90%对细胞进行传代。

ＲIPA 裂解液、BCA 试剂盒、TＲIzol 提取试剂均
购自北京碧云天公司; cDNA逆转录试剂盒及 SYBＲ
Green ＲealTime PCＲ MasterMix 购自美国 Invitrogen
公司; CCK-8 试剂盒及 Lipofectamine 3000 购自美国
Invitrogen公司; lncPVT1 及 siPVT1 由上海吉玛公司
构建; miＲ-17-5p 模拟物、抑制剂及阴性对照寡核苷
酸由上海吉玛基因设计及合成; 双荧光素报告基因

试剂盒购自美国 Invitrogen公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞转染 转染前对细胞进行观测，待细胞
融合度达到 50% ～ 70%时对细胞进行 si-PVT1 及
miＲNA的转染，NC为空载体，作为阴性对照。使用
Lipofectamine 3000 染试剂进行转染实验，根据说明
书步骤将细胞放入培养箱 37 ℃、5% CO2 的环境培

养 6 h左右，随后对细胞进行换液。提取 ＲNA 在转
染后 24 h，蛋白提取在转染后 48 ～ 72 h。si-PVT1 由
吉玛基因设计并构建: F: 5-ATAGGATCCCGATGCT-
GGG-3，Ｒ: 5-ATACGCTCGAGTCCGGAG-3。
1． 2． 2 PCＲ 定量 使用 TＲIzol 对处理后的细胞进
行总 ＲNA提取，随后加入氯仿进行12 000 r /min 离
心 20 min，获取上清液，并加入异丙醇 － 20 ℃过夜，
第 2 天进行12 000 r /min 离心 20 min，随后使用
75%乙醇进行清洗。NanoDrop 检测 ＲNA 的浓度及
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纯度。随后进行逆转录合成 cDNA。PVT1-F: 5'-
TGAGAACTGTCCTTACGTGACC-3'， PVT1-Ｒ: 5'-
AGAGCACCAAGACTGGCTCT -3'; miＲ-17-5p-F: 5'-
CGGCGGCAAAGTGCTTACAG-3'，miＲ-17-5p-Ｒ: 5'-
GTGCAGGGTCCGAGGT-3'; GAPDH-F: 5'-TGT-
TCGTCATGGGTGTGAAC-3'，GAPDH-Ｒ: 5'- ATG-
GCATGGACTGTGGTCAT -3'。
1． 2． 3 双荧光素酶实验 将野生型 Wt-PVT1 和突
变型 Mut-PVT1 序列插入到 pGL4. 74 载体中，构建
Luc-PVT1-WT 和 Luc-PVT1-MUT。所有的细胞 24
孔板过夜后，进行 Luc-PVT1-WT /Luc-PVT1-MUT 与
miＲ-17-5p共转染，共转染时间 12 ～ 24 h。采用双
荧光素酶报道系统检测荧光素酶活性。
1． 2． 4 CCK-8 实验 以 2 × 103 /孔的细胞量将细胞
接种于 96 孔板中，设置 3 个复孔，置于恒温培养箱
中培养 24 h，24 h 后使用 CCK-8 试剂盒，按照说明
书，每孔加入 10 μl CCK-8 溶液，培养箱孵育 2 h，然
后使用酶标仪检测波长在 450 nm 处的吸光度 ( op-
tical density，OD) 值，计算细胞增殖 /抑制率。细胞
增殖 /抑制率 ( % ) = ( 对照组 OD 值 － 敲降组 OD
值) / ( 对照组 OD值 －空白组 OD值) × 100%
1． 2． 5 划痕实验 每株细胞待生长至约 90%融合
时，用移液枪头进行划痕，使用力度均匀，宽窄一致，

分别对细胞进行 0、24 h的观测并记录。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件
( SPSS，Inc．，Chicago，IL，USA) 进行统计分析。采
用独立 t检验分析两组间的差异。组间数据比较采
用单因素方差分析。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学
意义。

2 结果

2． 1 lncＲNA PVT1 在 HCC 中呈高表达 为了探

究 PVT1 在 HCC组织中的表达情况，首先通过 TC-
GA数据库 － 生信网站 ( http: / /ualcan． path． uab．
edu / index． html) 对 PVT1 在 HCC 中的表达进行评
估，见图 1A。结果显示在 HCC中 PVT1 的表达明显
增高( P ＜ 0. 05) 。为探究 PVT1 在 HCC细胞中的表
达情况，使用 L02 细胞系作为对照，对 Huh7、
HepG2、Hep3B 和 Bel-7402 细胞进行 PVT1 的检测，
见图 1B，结果显示 PVT1 在后 3 者中表达增高( P ＜
0. 05) 。
2． 2 lncＲNA PVT1 促进肝癌细胞增殖和迁移 选
取 Hep3B 和 Bel-7402 细胞系进行功能评价实验。
首先通过转染技术构建 PVT1 低表达细胞系，进行
转染效率的检测。结果证实 si-PVT1 能够显著降低
细胞中 PVT1 表达，见图 2A。与阴性对照组 ( si-
NC) 比较，CCK-8 显示 PVT1 敲低后细胞增殖能力
显著下降。见图 2B。并且敲低 PVT1 抑制了肝癌细
胞迁移能力，见图 2C、D( P ＜ 0. 05) 。
2． 3 PVT1 能够与 miＲ-17-5p 靶向结合 通过生
信网站 STAＲBASE和 miＲcode对 PVT1 进行 miＲNA
靶点预测，见图 3A。结果显示 miＲ-17-5p 存在与
PVT1 靶向结合的位点 ( mimic-NC 为阴性对照组，
mimic-17-5p为实验组) 。为了证实预测位点的存
在，使用荧光酶实验在 2 种细胞系中进行验证，见图
3B。结果提示 Wt 组 miＲ-17-5p 能够与 PVT1 结合
( P ＜ 0. 05 ) 。分析 HCC 细胞系中 miＲ-17-5p 的表
达，结果显示 miＲ-17-5p在 HCC 细胞中表达明显下
降，见图 3C。另一方面，通过 TCGA数据库对 PVT1
与 miＲ-17-5p的表达进行了相关性分析，见图 3D。
结果表明 PVT1 与 miＲ-17-5p表达呈现负相关( P ＜
0. 01) 。以上实验证明了 PVT1 能与 miＲ-17-5p结合
且二者表达呈负相关。
2． 4 PVT1通过miＲ-17-5p影响肝癌细胞增殖和

图 1 lncＲNA PVT1 在肝癌组织和细胞中高表达
A: PVT1 在癌和癌旁组织表达情况; B: PVT1 在肝癌细胞系中的表达情况;与癌旁组织比较: * P ＜ 0. 05;与 L02 比较: #P ＜ 0. 05

·339·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Jun; 55( 6)



图 2 长链非编码 ＲNA PVT1 影响肝癌细胞增殖和迁移
A: PVT1 的转染效率; B:细胞的生存能力; C:敲低 PVT1 后 Hep3B细胞的迁移能力; D:敲低 PVT1 后 Bel-7402 细胞的迁移能力;与 si-NC 比

较: ＊＊P ＜ 0. 05，* P ＜ 0. 05

图 3 PVT1 与 miＲ-17-5p靶向结合
A: Targetscan 预测结合位点; B: Hep3B 细胞系相对荧光素酶活性; C: Bel-7402 细胞系相对荧光素酶活性; D: miＲ-17-5p 相对表达量; E:

PVT1 与 miＲ-17-5p表达的相关性( Spearmen-correction: 0． 4993，p-value: 6． 547e-24，Sample: n = 357 ) ; 与 PVT1Wt mimic-NC 比较: * P ＜ 0. 05; 与
PVT1Mut mimic-NC比较: #P ＜ 0. 05;与 L02 比较: △P ＜ 0. 05

迁移能力 为了验证 PVT1 是通过 miＲ-17-5p 靶向
结合从而影响 HCC 细胞的生物学功能。对敲低
PVT1 的细胞系进行 miＲ-17-5p 的检测，见图 4A。
结果提示敲低 PVT1 后导致 miＲ-17-5p 表达升高( P

＜ 0. 05) 。通过共转染实验验证 miＲ-17-5p 抑制了
PVT1 对 HCC细胞增殖的影响，见图 4B。划痕实验
证明 miＲ-17-5p 抑制了 PVT1 诱导的 HCC 细胞迁
移，见图 4C。上述结果表明 PVT1 对 HCC细胞增殖
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图 4 PVT1 通过 miＲ-17-5p促进 HCC细胞增殖和迁移
A: miＲ-17-5p转染效率; B: CCK -8 测定细胞生存能力; C: 细胞迁移能力的测定; a: inhibitor-NC; b: siPVT1 + inhibitor-NC; c: inhibitor; d: in-

hibitor + siPVT1;与 mimic-NC比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与 inhibitor-NC组比较: #P ＜ 0. 05;与 inhibitor组比较: △P ＜ 0. 05

和迁移能力的影响机制是通过 miＲ-17-5p 发挥作
用。

3 讨论

研究［6 － 7］发现 PVT1 能够参与肿瘤细胞多种生
物学功能，包括影响细胞增殖、侵袭和迁移、代谢等
过程。本实验探究了 PVT1 对 HCC 细胞增殖及迁
移能力的影响。近年来，不断有研究证实 ceＲNA是
lncＲNA发挥调控肿瘤细胞功能的具有重要意义的
调控机制。lncＲNA 可通过靶向结合某些 miＲNA，
并间接的抑制 miＲNA对其靶基因的调控作用，从而
实现了对肿瘤发生、发展的影响。有研究［8］发现，
PVT1 能够作为辅助肿瘤诊断或判断患者预后的标
志物。本研究通过 TCGA 数据库分析了 PVT1 在
HCC组织中的表达情况，并在细胞系中证实了
PVT1 在肝癌细胞中的高表达趋势。

miＲNAs 被认为是各种肿瘤的独立调控因子，
在 ceＲNA机制上也发挥着特定的作用。一般认为
miＲNA是 lncＲNA调控肿瘤发生的靶基因，通过与
lncＲNAs相互作用或靶向 mＲNA参与许多人类肿瘤
的生物学过程。miＲ-17-5p 参与肝癌的多种生物学

效应且能在很大程度上提高癌细胞生长［7］。除了
miＲ-17-5p外，其他 miＲNA 例如 miＲ-181a-5p 也与
癌细胞的生命活动息息相关［9］。lncＲNA PVT1 能否
作为 ceＲNA 参与对 miＲ-17-5p 表达的调控需要进
一步验证。
本研究证实 PVT1 能够与 miＲ-17-5p 靶向结

合，并通过共转染实验验证了 lncＲNA PVT1 对肝癌
细胞的影响是通过抑制 miＲ-17-5p 从而发挥作用。
为了探寻 PVT1 在肝癌细胞中的潜在分子机制，通
过荧光素酶实验证实了数据库的预测结果。实验结
果表明 PVT1 可以与 miＲ-17-5p 靶向结合。进一步
实验显示 PVT1 通过阻断 miＲ-17-5p的表达，正向调
控肝癌细胞增殖和能力。但其靶基因和下游的目标
蛋白都是哪些分子，这些问题有待进一步研究。
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Long non-coding ＲNA PVT1 regulates cell proliferation and
metastasis through miＲ-17-5p in hepatocellular carcinoma

Cui Shimeng，Du Jian，Luo Haifeng，et al
( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Dalian Medical University，Dalian 116011)

Abstract Objective To elucidate the role of long non-coding ＲNA ( lncＲNA) ，a novel tumor regulator，PVT1 in
hepatocellular carcinoma ( HCC) ． Methods According to the analysis of TCGA database，PVT1 was highly ex-
pressed in HCC． Transient transfection was used to construct PVT1 knockdown cell lines． CCK-8 assay and scratch
assay were used to evaluate the ability of cell growth and metastasis． Bioinformatics prediction and luciferase assay
were used to validate the targeted binding of PVT1 to miＲ-17-5p． The co-transfection experiment was used to verify
the effect of PVT1 on proliferation and metastasis through miＲ-17-5p． Ｒesults The results showed that PVT1 was
highly expressed in HCC tissues and cell lines． Knockdown of PVT1 decreased the ability of cells proliferation and
metastasis． Luciferase assay confirmed that PVT1 could bind to miＲ-17-5p，and miＲ-17-5p mediated the effect of
PVT1 on the proliferation and metastasis of HCC cells． Conclusion lncＲNA PVT1 can enhance the proliferation
and metastasis of HCC cells through miＲ-17-5p． The above results indicate the important role of PVT1 in HCC and
provide a good prospect for future targeted therapy．
Key words PVT1; miＲ-17-5p; hepatocellular carcinoma; metastasis; proliferation
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