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ＣＲＮＤＥ 过表达促进人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 增殖和迁移
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摘要:目的 探讨长链非编码 ＲＮＡ(ｌｎｃＲＮＡ)结直肠差异性表达基因(ＣＲＮＤＥ)对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和迁移能力的

影响及作用机制ꎮ 方法 构建 ＣＲＮＤＥ 过表达质粒ꎬ进行慢病毒包装后感染 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎮ 实验分别设置阴性对照

组(ＬＶ５ / ＮＣ)和 ＣＲＮＤＥ 过表达组(ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ)ꎮ 应用 ２ ５ μｇ / ｍＬ 嘌呤霉素干预 ４ ~ ５ 周ꎬ筛选出 ＣＲＮＤＥ 过表

达 ＨｅｐＧ２ 细胞系ꎻＣＣＫ８ 和细胞划痕实验检测细胞的增殖及迁移能力变化ꎻｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两

组细胞 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达变化ꎮ 结果 与 ＬＶ５ / ＮＣ 组相比ꎬＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组

ＣＲＮＤＥ 表达显著升高(Ｐ<０ ０１)ꎬ且 ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组细胞的增殖和迁移能力均显著提高(Ｐ<０ ０１)ꎻ同时ꎬＬＶ５ /
ＣＲＮＤＥ 组细胞 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｂａｘ 表达均明显降低(Ｐ<０ ０１)ꎬ而 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｂｃｌ￣２ 表达则明显升高(Ｐ<０ ０１)ꎮ
结论 ＣＲＮＤＥ 可通过促进 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ抑制 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｂａｘ 表达ꎬ进而增强 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖和

迁移能力ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｃｈａｉｎ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＣＲＮＤＥ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ＣＲＮＤＥ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ
ｐａｃｋｅｄ ｉｎｔｏ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ. Ｔｈｅｎꎬ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＬＶ５ / ＮＣ ａｎｄ ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ ｖｅｃ￣
ｔｏｒｓ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ２ ５ μｇ / ｍＬ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ｆｏｒ ４－５ ｗｅｅｋｓꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＲＮＤＥ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ. ＣＣＫ８ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５ / ＮＣ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＲＮＤＥ ｉｎ ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０ ０１). Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ０１ꎬ Ｐ<０ ０１). Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０ ０１ꎬ Ｐ<０ ０１)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０ ０１ꎬ Ｐ<０ ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＲＮＤＥ ｍａｙ ｓｔｉｍｕ￣
ｌａｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ / Ｂｃｌ￣２ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｂａｘ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＣＲＮＤＥꎻｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻＨｅｐＧ２ꎻｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 肝细胞癌(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬＨＣＣ)是肝

癌最常见的临床类型ꎬ约占肝癌的 ９０％ꎬ其具有转

移性早、转移范围广和侵袭性强等特点[１￣２]ꎮ 早期

手术联合药物治疗是主要的临床治疗手段ꎮ 然而ꎬ
多种未知因素导致了 ＨＣＣ 临床预后差、复发性

高[３]ꎮ 因此ꎬ深入探索 ＨＣＣ 的转移分子机制对控制

ＨＣＣ 复发、转移及临床治疗均具有重要作用ꎮ 结直

肠差异性表达基因( ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｎｅｏｐｌａｓｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬＣＲＮＤＥ)作为长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)家族中的一员ꎬ在调控肿瘤的

发生发展中扮演着重要角色[４￣６]ꎮ 因此ꎬ本实验通

过研究 ＣＲＮＤＥ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和迁移能力的影

响及作用机制ꎬ以期为降低 ＨＣＣ 转移、复发及靶向

药物治疗提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

ＤＭＥＭ 细胞培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清

(Ｇｉｂｉｃｏ 公司)ꎻＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒和

ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒[天根生化科技(北京)有限公

司]ꎻｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＧＡＰＤＨ、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司)ꎻＲＩＰＡ(强)蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒和 ＣＣＫ８ 细胞增殖检测试剂盒(上海碧云天

生物技术研究所)ꎻＥＣＬ 检测试剂盒、ＰＶＤＦ 膜、彩虹

预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ ＣＲＮＤＥ 过

表达及阴性对照慢病毒(上海吉玛制药技术有限公

司)ꎻ人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２(中国科学院上海细胞

库)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞培养及 ＣＲＮＤＥ 过表达细胞系的建立:
复苏后的 ＨｅｐＧ２ 细胞于 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ 恒温细胞培

养箱中培养ꎬ隔天换液、观察细胞状态ꎬ待细胞铺满

培养瓶时进行传代ꎮ 按 １×１０６ 个 / ｍＬ 的标准将细胞

接种于 ６ 孔培养板ꎬ待细胞汇合度为 ７０％ ~ ８０％时

进行慢病毒感染ꎮ 实验设置阴性对照组(ＬＶ５ / ＮＣ)

和 ＣＲＮＤＥ 过表达组(ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ)ꎬ参照吉玛基因

慢病毒感染实验指南进行操作ꎬ感染 ６ ｈ 后按 １ ∶ ４
进行 细 胞 传 代ꎬ 同 时 将 细 胞 培 养 基 更 换 为 含

２ ５ μｇ / ｍＬ嘌呤霉素的培养基作用 ４ ~ ５ 周ꎬ筛选出

ＣＲＮＤＥ 过表达 ＨｅｐＧ２ 细胞系ꎮ
１ ２ ２　 ＣＣＫ８ 实验检测细胞增殖能力:取对数增殖

期的细胞ꎬ０ ２５％胰蛋白酶消化后进行细胞计数ꎬ将
两组细胞分别按 ２×１０３ 个 /孔接种于 ９６ 孔细胞培养

板ꎬ参照 ＣＣＫ８ 细胞增殖检测试剂盒说明书分别检

测 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 细胞 Ａ４５０ ｎｍ值ꎮ 以 ＬＶ５ / ＮＣ 组为

参照ꎬ计算 ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组细胞增殖能力ꎮ
１ ２ ３　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力:以 １×１０６

个 /孔将 ３ 组细胞分别接种于 １２ 孔细胞培养板ꎬ细
胞贴壁增殖后更换培养基ꎬ观察细胞状态、汇合度ꎬ
待细胞汇合度为 ６０％ ~ ７０％时进行细胞划痕实验ꎮ
应用直径 １ ０ μｍ 的划痕器垂直于细胞培养板在每

孔划出 ３ 条平行线ꎬＤＭＥＭ 培养基洗去划落细胞ꎬ倒
置显微镜下观察、拍照ꎬ即为 ０ ｈ 细胞划痕宽度ꎮ 然

后继续培养 ４８ ｈ 进行拍照ꎬ即为 ４８ ｈ 细胞划痕宽

度ꎮ 应用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ ０ 软件测量每孔多个点

划痕间距ꎬ计算细胞迁移率ꎬ即细胞迁移率 ＝ (划痕

宽度 ０ ｈ－划痕宽度 ２４ ｈ / ４８ ｈ) /划痕宽度 ０ ｈꎮ
１ ２ ４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 相对表达量:参
照细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡꎮ 以

总 ＲＮＡ 为模板ꎬ参照反转录试剂盒说明书进行反转

录操作ꎮ 以上述产物为模板ꎬ使用 ＡＢＩ ７５００ 型 ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪ꎬ按下述设置反应程序: ９５ ℃、 ５ ｓꎬ
６０ ℃、３４ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 应用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法检测各

基因 Ｃｔ 值ꎮ 引物序列见表 １ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内

参ꎬ以 ＬＶ５ / ＮＣ 组为参照ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法分析各基因

的相对表达量ꎬ并进行统计分析ꎮ
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平:应用 ＲＩＰＡ
(强)细胞裂解液进行冰上匀浆操作ꎬ提取组织总蛋

白ꎬＢＣＡ 法定量后ꎬ按 ５０ μｇ /孔的量加样、电泳ꎮ 湿

法转膜后ꎬ应用浓度为 ５％脱脂奶粉室温封闭１ ５ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ ｍｉｎꎮ 参考抗体说明书进行抗体稀释ꎬ

０２２
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表 １　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｎａｍｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′) 　

ＧＡＰＤＨ Ｆ:ＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧＣＧＴＣ

Ｒ:ＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＧＡＣＴＣＣ

ＣＲＮＤＥ Ｆ:ＣＧＡＴＣＧＣＧＣＴＡＴＴＧＴＣＡＴＧＧ

Ｒ:ＴＣＣＧＣＣ ＴＣＧＣＴＴＡＧＡＣＡＴＴＧ

Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ:ＴＣＧＣＴＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＧＣ

Ｒ:ＧＧＡＡＡＣＴＣＴＣＴＣＧＧＴＣＣＡＧＣ

Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ:ＡＡＣＡＧＣＡＡＣＧＡＣＧＧＧＴＴＡＧＴ

Ｒ:ＣＡＧＡＣＡＣＧＧＴＴＧＣＡＧＴＴＧＡＣ

Ｂａｘ Ｆ:ＣＴＧＧＡＣＣＣＧＧＴＧＣＣＴＣＡＧＧＡ

Ｒ:ＴＧＧＴＧＣＡＣＡＧＧＧＣＣＴＴＧＡＧＣ

Ｂｃｌ￣２ Ｆ:ＧＧＡＴＡＡＣＧＧＡＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴ

Ｒ:ＣＡＡＧＣＴＣＣＣＡＣＣＡＧＧＧＣＣＡＡＡ

４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 相应的

ＩｇＧ 二抗室温孵育 １ ５ ｈꎬ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次

１０ ｍｉｎꎻＥＣＬ 发光、显影、曝光ꎮ 应用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 吸

光度分析软件检测各蛋白条带吸光度值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ
为内参ꎬ各蛋白的相对表达量＝目的蛋白吸光度值 /
ＧＡＰＤＨ 吸光度值ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 进行统计分析ꎬ数据结果以均

数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ组间比较采用 Ｆ 检验和 ｔ 检
验ꎮ 每组实验均重复 ３ 次ꎮ

２　 结果

２ １　 ＣＲＮＤＥ 过表达细胞系的建立

经过 ４~５ 周嘌呤霉素筛选后ꎬ成功建立 ＣＲＮＤＥ
过表达 ＨｅｐＧ２ 细胞系ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测表明ꎬ
ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组 ＣＲＮＤＥ 的表达为(８ ６６５±０ ９２９)ꎬ显
著高于 ＬＶ５ / ＮＣ 组的(１ １２７±０ １５１)(Ｐ<０ ０１)ꎮ
２ ２　 ＣＲＮＤＥ 过表达对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力的

影响

与 ＬＶ５ / ＮＣ 组相比ꎬＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组 ２４、４８ 和

７２ ｈ 细胞增殖能力均显著增加 (Ｐ<０ ０５ꎬＰ<０ ０１)
(图 １)ꎮ
２ ３　 ＣＲＮＤＥ 过表达对 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移能力的

影响

与 ＬＶ５ / ＮＣ 组相比ꎬＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组细胞迁移

能力明显增强(Ｐ<０ ０１)(图 ２)ꎮ

∗Ｐ<０ ０５ꎬ∗∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５ / ＮＣ ｇｒｏｕｐ
图 １　 ＣＲＮＤＥ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＲＮＤＥ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２
　 　 　 ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

２ ４ 　 ＣＲＮＤＥ 过表达对 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达的影响

与 ＬＶ５ / ＮＣ 组相比ꎬ ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ 组细胞中

Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达明显降低(Ｐ<０ ０１)ꎬ而
Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达则显著升高(Ｐ<０ ０１)
(图 ３)ꎮ
２ ５ 　 ＣＲＮＤＥ 过表达对 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达的影响

与 ＬＶ５/ ＮＣ 组相比ꎬＬＶ５/ ＣＲＮＤＥ 组 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｂａｘ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０ ０１)ꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｂｃｌ￣２
蛋白表达则明显升高(Ｐ<０ ０１)(图 ４)ꎮ

３　 讨论

ＣＲＮＤＥ 作为长链非编码 ＲＮＡ 家族中重要的

一员ꎬ最早在结直肠癌中被发现ꎬ并被认为是结直

肠癌早期检测中有潜力的组织和血浆生物学标志

物[７] ꎮ 目前研究证实ꎬＣＲＮＤＥ 可调控胶质瘤、乳
腺癌和肝癌等肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁移ꎬ并具

有作为肿瘤检测标志物的潜力[８￣１０] ꎮ Ｂ 淋巴细胞

瘤￣２ 基因(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢｃｌ￣２)和 Ｂｃｌ￣２ 相关

Ｘ 蛋白( Ｂｃｌ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢａｘ)是反映细

胞增殖和(或)凋亡的经典指标ꎬ其中 Ｂｃｌ￣２ 抑制细

胞凋亡ꎬ而 Ｂａｘ 则可拮抗 Ｂｃｌ￣２ 的生物学功能ꎬ进
而促进细胞凋亡ꎬ二者的平衡失常是导致肿瘤发

生发展的重要因素[１１￣１２] ꎮ 本研究发现 ＣＲＮＤＥ 可

促进 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ同时抑制 Ｂａｘ 表达ꎬ
表明 ＣＲＮＤＥ 可 通 过 抑 制 细 胞 凋 亡 进 而 促 进

ＨｅｐＧ２ 细胞增殖ꎬ为深入研究 ＣＲＮＤＥ 调控 ＨｅｐＧ２
增殖的分子机制奠定了基础ꎮ

１２２



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(２)

Ａꎬ Ｂ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙｓ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ＬＶ５ / ＮＣ ａｎｄ ＬＶ５ / ＣＲＮＤＥ ｇｒｏｕｐｓ
(×１００)ꎻ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５ / ＮＣ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 ＣＲＮＤＥ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＲＮＤＥ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝３)

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５ / ＮＣ
图 ３　 ＣＲＮＤＥ 过表达对 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
　 　 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２表达的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＲＮＤＥ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
　 　 　 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＢａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２
　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝３)

ＡꎬＢ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ
Ｎ￣ｃｏｄｈｅｒｉｎꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ꎻ∗Ｐ < ０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＬＶ５ / ＮＣ ｇｒｏｕｐ
图 ４　 ＣＲＮＤＥ 过表达对 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
　 　 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＲＮＤＥ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 　 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＢａｘ ａｎｄ
　 　 　 Ｂｃｌ￣２(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

　 　 同时ꎬ上皮￣间质转化 ( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)是决定肿瘤细胞侵袭和迁移能力的

重要因素ꎬ其中上皮标志物 Ｅ￣钙黏蛋白(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)
的减少和间质标志物 Ｎ￣钙黏蛋白(Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)的增

加又是检测 ＥＭＴ 的重要指标ꎬ其可通过减弱肿瘤细

胞间的黏附能力ꎬ增加肿瘤细胞远处转移和形成转

移灶的能力[１３￣１４]ꎮ 同样ꎬ本研究发现 ＣＲＮＤＥ 可通

过抑制 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达及促进 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达

进而促进 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＥＭＴ 的发生发展ꎬ增强其迁

移和侵袭能力ꎮ
然而ꎬＣＲＮＤＥ 是如何靶向调控下游基因以及通

过哪些信号通路促进 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和迁移等仍

需要深入研究ꎮ

２２２
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