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摘要　 目的　 探究 ｌｎｃＲＮＡ ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌中的差异表

达及促进肝癌发生的可能机制。 方法 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌组织 ／癌旁组织（ｎ ＝ ９１）中表达；ＴＣＧＡ
数据库可视化软件 ＵＡＬＣＡＮ 分析 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在大样本肝

癌组织（ｎ ＝ ３７１）中表达；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在正常

肝细胞 ＴＨＬＥ⁃２ 和肝癌细胞系 Ｈｕｈ ７、ＢＥＬ⁃７４０５、ＳＮＵ⁃３８７、
Ｈｅｐ ３Ｂ 中表达。 ｓｉＲＮＡ 技术沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达后，ＣＣＫ⁃
８ 法、细胞克隆形成实验、Ｅｄｕ 法检测沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 对

Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞增殖的影响，流式检测沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 对 Ｈｅｐ
３Ｂ 细胞凋亡、周期的影响。 基于肝癌组织中 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１
和 ＴＭ６ＳＦ２ 表达量， 统 计 并 分 析 表 达 相 关 性。 结果 　
ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌组织中高表达；ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在 ＴＣＧＡ 数

据库中大样本肝癌组织中高表达；ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在不同肝癌

细胞系 Ｈｕｈ ７、ＢＥＬ⁃７４０５、ＳＮＵ⁃３８７ 和 Ｈｅｐ ３Ｂ 中均不同程度

高表达。 ｓｉＲＮＡ 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 抑制 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞的增殖

能力，促进细胞凋亡能力，影响细胞周期，Ｇ１ 期细胞增多。
肝癌组织中 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 与 ＴＭ６ＳＦ２ 表达负相关。 结论 　
ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 是一个重要的促癌非编码 ＲＮＡ，该研究为肝癌

患者的肿瘤靶向治疗提供理论基础。
关键词　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１；肝癌；ＴＭ６ＳＦ２；细胞增殖；细
胞凋亡；细胞周期
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　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ）是目

前常见的恶性肿瘤之一，病死率高，且该病的发病率

和病死率呈现稳步上升趋势［１］。 手术切除是治疗

肝癌最有效的治疗方法，但高复发率、早期远处转移

及对化疗和放疗的频繁抵抗导致预后不良［２］。 因

此，寻找有效的生物标志物对肝癌的早期发现和预

后改善具有重要意义。 长非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ， ｌｎｃＲＮＡｓ）是一类位于细胞核或细胞

质中，长度超过 ２００ ｂｐ 的核苷酸［３］。 已经证实 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡｓ 可以调节大脑发育、胚胎发育、组织分化和器

官发生等［４ － ５］。 最近的研究［６］ 表明，ｌｎｃＲＮＡｓ 也参

与了癌症中许多复杂的细胞过程。 如 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１
在头颈部鳞状细胞癌（ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＮＳＣＣ） 中异常表达。 然而， ＳＨ３ＢＰ５⁃
ＡＳ１ 在肝癌发生发展中的作用尚不清楚。 该研究旨

在探讨 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌中的表达特点并分析其

对人肝癌细胞株 Ｈｅｐ ３Ｂ 和 Ｈｕｈ ７ 细胞增殖、凋亡、
周期的影响。

１　 材料与方法

１． １　 组织样本与主要试剂　
１． １． １　 病例资料与实验细胞　 从在复旦大学附属

中山医院青浦分院接受肝切除术的患者中收集了总

共 ９１ 对肝癌和肿瘤邻近组织。 所有肝癌患者均未

接受任何术前治疗，如射频消融、经导管动脉化疗栓

塞、免疫治疗和靶向治疗。 组织样本由 ２ 名组织病

理学专家确认。 所有样品立即在液氮中速冻，随后

储存在 － ８０ ℃用于 ＲＮＡ 提取。 正常肝细胞 ＴＨＬＥ⁃
２ 和肝癌细胞系 Ｈｕｈ ７、ＢＥＬ⁃７４０５、ＳＮＵ⁃３８７ 和 Ｈｅｐ
３Ｂ 均购自中科院上海细胞库。
１． １． ２ 　 主要试剂 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂和 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒购自美国麻省

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；ＳＹＢＲ ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ购

自大连宝生物公司；ＣＣＫ⁃８、ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ⁃４８８ 细

胞增殖检测试剂盒、ＦＩＴＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 凋亡检测试剂

盒和 ｃｙｃｌｅ ＴＥＳＴ ＰＬＵＳ ＤＮＡ 试剂盒购自上海碧云天

生物公司。 引物序列合成购自深圳华大基因公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和跨膜蛋白

６ 超家族成员 ２ （ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ６ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍ⁃
ｂｅｒ ２， ＴＭ６ＳＦ２） 在肝癌组织 ／ 细胞中表达 　 ＴＲＩｚｏｌ
试剂用于从 ＨＣＣ 组织和培养细胞中分离总 ＲＮＡ。
使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂

盒将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析使用

ＳＹＢＲ ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ在 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７３００ 序列

检测系统中进行。 采用 ２ － ΔΔＣｔ 法计算 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１
和 ＴＭ６ＳＦ２ 表达，由 ＧＡＰＤＨ 归一化相对基因表达。
ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 引物序列（Ｆ：５′⁃ＡＴＣＡＧＧＣＴＣＡＧＧＴＴＴ⁃
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ＧＣＴＣＣ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＡＧＧＣＴＡＧＣＡＧＧＧＴＡＧＴＣＴＴＣＡ⁃
３′）；ＴＭ６ＳＦ２ 引物序列（Ｆ：５′⁃ＣＣＣＴＡＡＧＧＴＧＣＡＧＡＴ⁃
ＧＣＴＧＡ⁃３′；Ｒ：５′⁃ＣＡＣＧＧＴＡＧＧＴＧＡＡＧＧＧＴＧＴＧ⁃３′）。
１． ２． ２ 　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达 　 设计并合成两对

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 特异性小干扰 ＲＮＡ（ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ） 序列， ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１⁃１ 序列 （ Ｆ：５′
ＧＣＵＧＵＵＵＡＡＵＧＵＵＣＵＵＡＡＡＵＡ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＵＵＵＡＡ⁃
ＧＡＡＣＡＵＵＡＡＡＣＡＧＣＣＧ⁃３′）；ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１⁃２ 序列

（ Ｆ： ５′⁃ＧＧＡＧＡＣＵＡＡＧＵＧＡＡＧＡＣＵＡＣＣ⁃３′； Ｒ： ５′⁃
ＵＡＧＵＣＵＵＣＡＣＵＵＡＧＵＣＵＣＣＵＧ⁃３′）。 通过转染 试

剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染至对数期的 Ｈｅｐ ３Ｂ 细

胞。 培养 ４８ ｈ 后通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＳＨ３ＢＰ５⁃
ＡＳ１ 沉默效率。 基于 ＴＣＧＡ 数据库可视化软件

ＵＡＬＣＡＮ［６］分析。
１． ２． ３　 细胞增殖活性检测 　 ① ＣＣＫ⁃８ 法：以每孔

５ ０００个细胞的密度种植到 ９６ 孔板后，１０ μｌ ＣＣＫ⁃８
试剂加入到每个孔中，孵育 ２ ｈ 后，使用酶标仪测量

４５０ ｎｍ 处的吸光度。 检测时间点分别为细胞贴壁

后的 ０、２４、４８、７２ ｈ。 ② 细胞克隆形成实验：将 ５００
个细胞种植到细胞培养 ６ 孔板中。 持续培养直至出

现可见克隆，除去培养基，并用 ４％多聚甲醛溶液将

细胞固定 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，用 ０ư １％结晶紫染色，拍照并

计数。 ③ 流式检测 ＥｄＵ 法：将细胞培养在 １２ 孔板

上 ４８ ｈ 后，按照 ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ⁃４８８ 细胞增殖检测

试剂盒操作，添加 １００ ｍｇ ／ Ｌ ＥｄＵ 试剂，孵育 ２ ｈ，并
用 ＤＡＰＩ 试剂对细胞核染色 ５ ｍｉｎ，细胞悬液样品进

行流式检测并分析 ＥｄＵ ＋ 阳性细胞比例。
１． ２． ４　 流式检测细胞凋亡和细胞周期　 胰蛋白酶

法收获细胞。 在 ＦＩＴＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和碘化丙啶双重

染色后，使用 ＦＩＴＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 凋亡检测试剂盒，通
过流式细胞仪进行细胞凋亡检测。 使用 ｃｙｃｌｅ ＴＥＳＴ
ＰＬＵＳ ＤＮＡ 试剂盒对细胞进行氧化丙啶染色后，通
过流式细胞仪进行细胞周期检测，并通过 ＦＡＣＳｃａｎ
软件进行分析。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １７ư ０ 软件进行数据

分析，采用 �ｘ ± ｓ 进行描述，组间差异用单因素方差

分析进行比较，如方差分析结果显示组间差异有统

计学意义，则进一步采用 ｔ 检验进行组间差异的两

两比较。 应用 χ２ 检验分析 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和 ＴＭ６ＳＦ２
表达的关系。 Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌中表达水平 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
结果显示 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌组织中相对表达量为

（３ư ４６ ± ０ư ８０），在癌旁组织中相对表达量为（１ư ６２
± ０ư ７４），其在临床肝癌组织中高表达（Ｐ ＜ ０ư ０５，图
１Ａ）。 基于 ＴＣＧＡ 数据库可视化软件 ＵＡＬＣＡＮ 分

析，结果表明 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在大样本肝癌组织（ｎ ＝
３７１）中高表达，且在肝癌临床分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中同样

高表达（Ｐ ＜ ０ư ０５，图 １Ｂ）。 细胞水平检测结果显

示，相对于正常肝细胞 ＴＨＬＥ⁃２，ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在不

同肝癌细胞系 Ｈｕｈ ７、ＢＥＬ⁃７４０５、ＳＮＵ⁃３８７ 和 Ｈｅｐ ３Ｂ
中表达均不同程度升高（Ｐ ＜ ０ư ０５，图 １Ｃ）。
２． ２　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达效率检测　 Ｈｅｐ ３Ｂ 细

胞中，通过 ｓｉＲＮＡ 技术沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达后，
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在空白组中相对

表达量为（１ư ０２ ± ０ư ０９），在对照组中相对表达量为

（０ư ９８ ± ０ư ０５），在 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃１ 组中相

对表达量为（０ư １６ ± ０ư ０３），在 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默

组⁃２ 中相对表达量为（０ư ３２ ± ０ư ０２），表达量分别降

为之前的约 １ ／ ６、１ ／ ３。 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达的

Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞用于后续功能研究（Ｐ ＜ ０ư ０１）。
２． ３　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 对 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞增殖的影

响 　 ＣＣＫ⁃８ 结果显示，相较于对照组， ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃
ＡＳ１ 沉默组⁃１ 和 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃２ 在 ４８ ｈ
和 ７２ ｈ 吸光度值（４５０ ｎｍ） 均降低 （Ｐ ＜ ０ư ０５，图
２Ａ）。 细胞克隆形成实验结果显示空白组、对照组、
ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃１ 和 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃
２ 细胞克隆数分别为（３２３ư ００ ± １９ư ００）、（３１２ư ３０ ±
１６ư ０７）、（１５６ư ００ ± ９ư １６） （Ｆ ＝ １１１ư ８０，Ｐ ＜ ０ư ０５）和
（１８１ư ７０ ± １５ư ６３） （Ｆ ＝ ６４ư ５４，Ｐ ＜ ０ư ０５） （图 ２Ｂ）。
Ｅｄｕ 结果显示空白组、对照组、ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默

组⁃１ 和 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃２ Ｅｄｕ ＋ 阳性细胞比

例分别为（２５ư ４２ ± １ư ２０）、（２５ư ８５ ± ０ư ７７）、（１４ư ６９
± １ư １３）（Ｆ ＝ １０９ư １０，Ｐ ＜ ０ư ０５）和（１６ư ５６ ± １ư １５）
（Ｆ ＝ ７３ư ７６，Ｐ ＜ ０ư ０５）（图 ２Ｃ）。 以上结果均表明沉

默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 具有抑制 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞增殖能力。
２． ４　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 对 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞凋亡的影

响　 流式结果显示，空白组、对照组、ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１
沉默组⁃１ 和 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃２ 总细胞凋亡率

分别为（１２ư ７７ ± ０ư ８０）、（１３ư ５８ ± ０ư ６３）、（２６ư ４７ ±
０ư ８２）和（２３ư ５６ ± １ư ４７）；与对照组比较，ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃
ＡＳ１ 沉默组⁃１ （Ｆ ＝ ３１ư ２５，Ｐ ＜ ０ư ０５）和 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃
ＡＳ１ 沉默组⁃２（Ｆ ＝ ２６ư ０６，Ｐ ＜ ０ư ０５）总细胞凋亡率

增加，差异有统计学意义 （图 ３），结果表明沉默

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 促进 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞凋亡能力。
２． ５　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 对 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞周期影响

　 流式结果显示空白组、对照组和 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉
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图 １　 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌中表达水平

　 　 Ａ： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在癌旁组织 ／ 肝癌组织中表达；Ｂ： ＴＣＧＡ 数据库可视化软件 ＵＡＬＣＡＮ 软件分析 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌组织及

不同肝癌临床分期中表达；Ｃ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在正常肝细胞 ＴＨＬＥ⁃２ 和肝癌细胞系Ｈｕｈ ７、ＢＥＬ⁃７４０５、ＳＮＵ⁃３８７、Ｈｅｐ ３Ｂ 中表达；１：正

常组织（ｎ ＝ ５０）；２：肝癌Ⅰ期（ｎ ＝ １７１）；３：肝癌Ⅱ期（ｎ ＝ ８６）；４：肝癌Ⅲ期（ｎ ＝ ８５）；５：肝癌Ⅳ期（ｎ ＝ ５）；与癌旁组织组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与正常

组织组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＴＨＬＥ⁃２ 组相比较：△Ｐ ＜ ０ư ０５，△△Ｐ ＜ ０ư ０１

图 ２　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 抑制 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞增殖作用

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法；Ｂ：细胞克隆形成实验　 × １；Ｃ：流式检测 Ｅｄｕ 法；１：空白组；２：对照组；３：ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃１；４：ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组⁃
２；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与对照组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ３　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 促进 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞凋亡作用
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图 ４　 沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 对 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞周期影响

默组处于 Ｇ１ 期细胞的比例为 （ ２０ư ０５ ± ３ư ４９ ）、
（２０ư ８６ ± １ư ８９）、（３５ư ９５ ± ２ư ７０）和（３３ư ５９ ± ２ư ０３）
（Ｐ ＜ ０ư ０５ ），处于 Ｓ 期细胞的比例为 （ ２２ư ６８ ±
７ư ５２）、（２４ư ７４ ± １ư ０９）、（２７ư ２９ ± ６ư ９８）和（３０ư １７ ±
１０ư ５５），处于 Ｇ２ 期细胞的比例为（５７ư ２７ ± ４ư ９７）、
（５４ư ４０ ± ２ư ４０ ）、 （ ３６ư ７６ ± ９ư ６６ ） 和 （ ３６ư ２４ ±
１０ư ３９）。 见图 ４。 结果表明，与对照组相比，沉默

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 组 Ｇ１ 期细胞增多。
２． ６　 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和 ＴＭ６ＳＦ２ 在肝癌组织中表达

负相关 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 细胞中

ＴＭ６ＳＦ２ 的表达情况，结果显示，与对照组相比，沉
默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 组中 ＴＭ６ＳＦ２ 呈现高表达 （ Ｐ ＜
０ư ０５，图 ５Ａ）。 基于肝癌组织中 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和

ＴＭ６ＳＦ２ 表达量，统计并分析表达相关性，结果显示

两者在肝癌组织中表达负相关（Ｒ２ ＝ ０ư ２６，９５％ ＣＩ：
－ ０ư ３９ ～ － ０ư １９，Ｐ ＜ ０ư ０５，图 ５Ｂ）。

图 ５　 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和 ＴＭ６ＳＦ２ 在肝癌组织中表达负相关

　 　 Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 细胞中 ＴＭ６ＳＦ２ 表达；１：对
照组；２： ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 沉默组； Ｂ： 肝癌组织中 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和

ＴＭ６ＳＦ２ 表达相关性

３　 讨论

　 　 肝癌是全球第 ６ 大常见癌症，也是癌症相关死

亡的主要原因之一。 虽然目前肝癌的诊断和治疗已

经取得了重大进展，但肝癌患者的长期生存率仍然

很低。 肝癌预后不良主要有两个原因：一是肿瘤复

发；二是原发性肿瘤在剩余肝脏的发展 ／转移［７］。

肿瘤转移是一个复杂的过程，涉及多种基因改变。
越来越多的学者［８］ 开始关注肝癌发生和发展过程

中多种因素的协同作用，包括 ｍｉＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡ 和表

观遗传因素等。 在过去的几年中，诸多 ｌｎｃＲＮＡｓ 在

肝癌发展 ／转移中的重要性已经被证实。 Ｈｕａｎｇ ｅｔ
ａｌ［９］研究表明 ｌｎｃＲＮＡ⁃ＭＩＡＴ 通过吸附 ｍｉＲ⁃２１４ 促进

肝癌细胞的增殖和侵袭；Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ［１０］ 研究表明 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ⁃Ｄ１６３６６ 在大样本肝细胞癌患者组织和血清

中含量较对照组明显降低，其表达受肿瘤大小、Ｈｂ⁃
ｓＡｇ、门静脉癌栓、Ｃｈｉｌｄ⁃Ｐｕｇｈ 评分、治疗和肿瘤转移

的影响，可作为 ＨＣＣ 的独立诊断和预后指标。 Ｌｅｅ
ｅｔ ａｌ［１１］ 在针对 ７９ 例肝癌患者的前瞻性研究中，表
明外周血 ｌｎｃＲＮＡ⁃ＡＴＢ 与肝癌 ＴＮＭ 分期及 Ｔ 分期、
门静脉血栓形成等预后因素有关，表明 ｌｎｃＲＮＡ⁃
ＡＴＢ 的升高是病死率和疾病进展的独立预测因子。
　 　 ｌｎｃＲＮＡ ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 是 ＳＨ３ＢＰ５ 的反义转录本

１，长度为 ５ ５９２ ｂｐ。 目前有关 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肿瘤

研究中较少，仅检索到的文献是 Ｌｉｎａ ｅｔ ａｌ［６］ 在研究

ＨＮＳＣＣ 中，应用加权基因共表达网络分析（ＷＧＣ⁃
ＮＡ）对与 ＨＮＳＣＣ 预后相关的 ｌｎｃＲＮＡｓ 共表达模块

进行分析，结果表明 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 可以作为 ＨＮＳＣＣ
的独立预后因子，主要参与血管发育、分解代谢过程

的正向调节和生长调节等生物学过程。 该研究旨在

探索 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌中的差异表达及其促进肝

癌发生的可能机制。 首先，基于收集到的临床肝癌

样本，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 定量检测 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达

量，结果显示其在肝癌组织中高表达；同时，通过

ＴＣＧＡ 数 据 库 在 线 分 析 网 站 ＵＡＬＣＡＮ， 表 明

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在大样本肝癌组织（ ｎ ＝ ３７１）中高表

达；此外，细胞水平检测结果同样显示 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１
在不同肝癌细胞中高水平表达。 以上均表明

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌中高表达，其在肝癌发生发展

中发挥重要作用。 为了研究 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 在肝癌细

胞中的潜在功能，该研究通过 ｓｉＲＮＡ 技术沉默

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 表达，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示设计的 ２ 个
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平行 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 均是有效的，选择沉默效率更

高的 ｓｉ⁃ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１⁃１ 用于后续实验。
　 　 肿瘤细胞增殖活性与其生长、转移、复发和浸润

等生物学行为及预后密切相关［１２］。 该研究通过

ＣＣＫ⁃８、细胞克隆形成实验和 Ｅｄｕ 方法检测 ｓｉ⁃
ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 后 Ｈｅｐ ３Ｂ 的增殖，结果一致表明，沉
默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 抑制肝癌细胞增殖能力。 细胞凋

亡，也称为程序性细胞死亡，是在特定时间段内活跃

发生的基因调控的细胞死亡过程。 该研究结果显示

沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 促进 Ｈｅｐ ３Ｂ 细胞凋亡能力。 细

胞凋亡是细胞生长分化调节的重要手段，又是机体

免受肿瘤危害的重要保护机制，癌变了的细胞发生

凋亡的能力通常极低，而增殖能力则相应增强，这直

接导致了瘤细胞快速而病态地分裂增殖［１３］，表明

ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 可能通过抑制凋亡促进肿瘤生长。 在

肿瘤中，常见调节细胞周期机制和频率元件的错乱

反映出异常的细胞周期对肿瘤恶性增殖表型的重要

性［１４］。 该研究结果显示，沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 组 Ｇ１

期细胞增多，说明沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 可能将肝癌细

胞阻断在 ＤＮＡ 合成前期，从而抑制细胞增殖。
　 　 ＴＭ６ＳＦ２ 主要表达于与载脂蛋白 Ｂ（ＡＰＯＢ）⁃脂
蛋白产生相关的组织中，包括肝脏、小肠和肾脏，提
示在脂蛋白代谢中可能发挥作用。 该课题组前期研

究［１５］表明 ＴＭ６ＳＦ２ 在肝癌中表达降低，该研究表明

ＴＭ６ＳＦ２ 在沉默 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 肝癌细胞中高表达，且
基于肝癌组织中 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和 ＴＭ６ＳＦ２ 两者表达

负相关，提示 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 可能基于 ＴＭ６ＳＦ２ 发挥

作用。
　 　 综上所述，该研究表明 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 是一个重

要的促癌非编码 ＲＮＡ。 该研究可为肝癌患者的肿

瘤靶向治疗提供理论基础。
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重组 ＰＡＣＡＰ１３ 神经肽对小鼠胸腺功能的影响
吴倩妍１，梁　 阳２，刘贞银３，张华华１

摘要　 目的　 在细胞、器官及个体水平探究垂体腺苷酸环化

酶激活肽重组 １３ 肽（ＰＡＣＡＰ１３ 肽）对胸腺功能的影响及其

机制。 方法　 通过体外原代培养胸腺上皮细胞（ＴＥＣ）及骨

髓间充质干细胞（ＭＳＣ），设置淋巴细胞组、淋巴细胞 ＋ ＴＥＣ
组、淋巴细胞 ＋ ＭＳＣ 组、淋巴细胞 ＋ ＴＥＣ ＋ ＭＳＣ 组，检测

ＰＡＣＡＰ１３ 肽处理后各组淋巴细胞的增殖情况，检测培养液

中细胞因子白细胞介素（ ＩＬ）⁃１、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６ 和转化生长因子

（ＴＧＦ）的含量；上述各组细胞加入地塞米松（Ｄｅｘ）诱导细胞

凋亡，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 流式双染检测 ＰＡＣＡＰ１３ 肽对各组

淋巴细胞凋亡的情况。 设置胸腺组、胸腺 ＋ ＴＥＣ 组、胸腺 ＋
ＭＳＣ 组、胸腺 ＋ ＴＥＣ ＋ ＭＳＣ 组，并添加 ＰＡＣＡＰ１３ 肽，实时定

量 ＰＣＲ（ ｑＰＣＲ） 检测胸腺信号结合 Ｔ 细胞受体删除环

（ｓｊＴＲＥＣ）的含量。 注射降植烷诱导狼疮模型小鼠，随机分

为模型组和 ＰＡＣＡＰ１３ 组，模型组注射 ０． ９％ 生理盐水，ＰＡＣ⁃
ＡＰ１３ 组注射 ＰＡＣＡＰ１３ 肽，ｑＰＣＲ 检测胸腺、脾脏 ｓｊＴＲＥＣ 含

２０２２ － ０３ － ２５ 接收
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量；ＥＬＩＳＡ 检测血清狼疮相关自身抗体水平及逆转录 ＰＣＲ
（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测胸腺相关 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果　 与淋巴

细胞组相比，淋巴细胞 ＋ ＴＥＣ 组、淋巴细胞 ＋ ＭＳＣ 组、淋巴细

胞 ＋ ＴＥＣ ＋ ＭＳＣ 组胸腺淋巴细胞增殖率增加，凋亡率下降（Ｐ
＜ ０ư ０５）；与对照组相比，ＰＡＣＡＰ１３ 组淋巴细胞增殖率增加，
凋亡率下降，细胞培养液中细胞因子 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃６ 和 ＴＧＦ
增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 与胸腺组相比，胸腺 ＋ ＴＥＣ 组、胸腺 ＋ ＭＳＣ
组、胸腺 ＋ ＴＥＣ ＋ ＭＳＣ 组胸腺 ｓｊＴＲＥＣ 含量增加；与对照组相

比，ＰＡＣＡＰ１３ 肽组胸腺 ｓｊＴＲＥＣ 含量增加。 与模型组相比，
ＰＡＣＡＰ１３ 组狼疮小鼠胸腺和脾脏中 ｓｊＴＲＥＣ 的含量增加（Ｐ
＜ ０ư ０５），胸腺中 Ａｉｒｅ、Ｆｅｚｆ２、Ｆｏｘｐ３、ＴＧＦ⁃β ｍＲＮＡ 表达水平

增加（Ｐ ＜ ０ư ０１），胸腺 ＣＸＣＬ１３ ｍＲＮＡ 表达水平下降（Ｐ ＜
０ư ０１），血清自身抗体抗 ｄｓＤＮＡ 抗体、抗 ＲＮＰ ／ ｓｍ 抗体、ＡＮＡ
水平下降（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 结论 　 ＰＡＣＡＰ１３ 肽能促进胸腺淋巴

细胞增殖和抗凋亡，在体外及体内均具有增强胸腺淋巴细胞

的生成和输出能力以及降低狼疮小鼠自身抗体水平的免疫

调节作用，其作用机制与调节胸腺细胞因子分泌和基因转录

水平有关。
关键词 　 ＰＡＣＡＰ１３ 肽；胸腺；胸腺上皮细胞；骨髓间充质干

细胞
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