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长链非编码 ＲＮＡ ＴＩＮＣＲ
通过 ｍｉＲ￣７ 调控肝癌细胞系 Ｈｕｈ７ 侵袭和迁移

田小星ꎬ 秦溧嫔ꎬ 李　 茜∗

(重庆市第五人民医院 感染性疾病科ꎬ 重庆 ４０００６２)

摘要:目的 研究长链非编码 ＲＮＡ(ｌｎｃＲＮＡ) 组织分化诱导非蛋白质编码 ＲＮＡ(ＴＩＮＣＲ)通过 ｍｉＲ￣７ 调控肝癌 Ｈｕｈ７
细胞侵袭和迁移的机制ꎮ 方法 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 测定 Ｈｕｈ７ 细胞中 ＴＩＮＣＲ 表达ꎮ Ｈｕｈ７ 细胞中转染 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡꎬ
ＣＣＫ￣８ 法测定增殖ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法测定侵袭和迁移ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＭＭＰ￣２ 和 ＭＭＰ￣９ 蛋白表达ꎮ 生物信息学

软件预测发现 ＴＩＮＣＲ 和 ｍｉＲ￣７ 有结合位点ꎬ荧光素酶报告系统鉴定二者靶向关系ꎮ Ｈｕｈ７ 细胞中共转染 ｍｉＲ￣７ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｒ 和 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡꎬ利用上述方法测定细胞增殖、迁移和侵袭变化ꎮ 结果 肝癌细胞中 ＴＩＮＣＲ 表达水平明显高

于正常肝细胞(Ｐ<０ ０５)ꎮ 转染 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 后的 Ｈｕｈ７ 细胞中 ＴＩＮＣＲ 水平降低(Ｐ<０ ０５)ꎬ细胞增殖、迁移以及

侵袭能力均下降(Ｐ<０ ０５)ꎬ细胞中 ＭＭＰ￣２ 和 ＭＭＰ￣９ 蛋白水平也降低(Ｐ<０ ０５)ꎮ ＴＩＮＣＲ 靶向负调控 ｍｉＲ￣７ 表达ꎮ
ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可以提高下调 ＴＩＮＣＲ 后的肝癌细胞增殖、迁移、侵袭能力以及 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达水平

(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论 下调 ＴＩＮＣＲ 可以通过靶向促进 ｍｉＲ￣７ 表达抑制肝癌细胞 Ｈｕｈ７ 侵袭和迁移ꎮ

关键词: 肝癌ꎻｍｉＲ￣７ꎻ迁移ꎻ组织分化诱导非蛋白质编码 ＲＮＡ
中图分类号:Ｒ７３５ ７　 　 文献标志码:Ａ

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈｕｈ７ ｂｙ ｌｎｃＲＮＡ ＴＩＮＣＲ ｖｉａ ｍｉＲ￣７

ＴＩＡＮ Ｘｉａｏ￣ｘｉｎｇꎬ ＱＩＮ Ｌｉ￣ｐｉｎꎬ ＬＩ Ｑｉａｎ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ｔｈｅ Ｆｉｆｔｈ Ｐｅｏｐｌｅｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００６２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ)ＴＩＮＣＲ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｖａ￣
ｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ￣７. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＩＮＣＲ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ. ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ꎻ Ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒꎻ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＩＮＣＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣７ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ｓｙｓｔｅｍ. Ｉｎ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓꎬ ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＴＩＮＣＲ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ(Ｐ<０ ０５) . Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＩＮＣＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ(Ｐ<０ ０５) ꎬ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０ ０５)ꎬ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０ ０５).



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(８)

ＴＩＮＣＲ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＩＮＣＲ(Ｐ <
０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＩＮＣＲ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒ￣
ｇｅｔｉｎｇ ａｔ ｍｉＲ￣７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ ｍｉＲ￣７ꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｎｏｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ

　 　 肝细胞癌(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ)的侵袭和迁

移与细胞内异常表达的基因调控有关ꎬ这些基因通

过复杂的调控网络影响肝癌细胞向远端转移[１]ꎮ
长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)最

初被认为是转录“噪音”ꎬ人们认为其在生命进程中

没有调控功能ꎬ随着研究不断深入ꎬ人们逐渐发现

ｌｎｃＲＮＡ 不仅参与正常生理过程ꎬ还与疾病的发生有

关[２]ꎮ 在心血管系统疾病以及恶性肿瘤等常见疾

病中均发现 ｌｎｃＲＮＡ 异常表达ꎬｌｎｃＲＮＡ 也逐渐成为

靶向治疗疾病的潜在靶点[３]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 组织分化诱

导非蛋白编码 ＲＮＡ ( ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｎｏｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬＴＩＮＣＲ)参与肿瘤进展ꎬ在
不同的肿瘤组织中的作用不同ꎬＴＩＮＣＲ 在前列腺癌

等肿瘤中发挥抑制作用ꎬ而在非小细胞肺癌等肿瘤

中发挥促进作用[４￣５]ꎮ 研究报道显示ꎬＴＩＮＣＲ 在肝

癌组织中的表达水平高于正常癌旁组织ꎬ并且

ＴＩＮＣＲ 高表达与肝癌患者的预后、淋巴结转移等有

关[６]ꎮ 前期的预实验发现 ＴＩＮＣＲ 与 ｍｉＲ￣７ 有互补

结合位点ꎮ ｍｉＲ￣７ 是一个在肝癌中表达下调的肿瘤

抑制因子ꎬ可以抑制肝癌细胞的侵袭和迁移[７]ꎮ 本

次实验探讨 ＴＩＮＣＲ 对肝癌细胞迁移和侵袭的影响

和靶向调控机制ꎬ为靶向基因治疗肝癌提供资料ꎬ为
研究肝癌转移分子机制提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

正常肝细胞 Ｌ￣０２ 和肝癌细胞系 ＨＣＣ９２０４、
Ｈｕｈ７、ＳＮＵ４４９(ＡＴＣＣ 公司)ꎻ引物(金斯瑞生物科技

股份有限公司)ꎻＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒

[宝生物工程 (大连) 有限公司]ꎻ ｓｈＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ、
ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ (湖南丰晖生物科技有限公司)ꎻ
ＭＭＰ￣９ 抗体(Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司)ꎻｍｉＲ￣７ ｍｉｍ￣
ｉｃｓ、 ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ、 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ、 ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
(上海正茂生物科技有限公司)ꎻＭＭＰ￣２ 抗体(北京

义翘神州科技有限公司)ꎮ

１ ２　 方法

１ ２ １　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 测定肝癌细胞中 ＴＩＮＣＲ 表达

变化:收集对数期的正常肝细胞 Ｌ￣０２ 和肝癌细胞

ＨＣＣ９２０４、Ｈｕｈ７、ＳＮＵ４４９ꎬ在细胞中添加 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解

试剂ꎬ提取细胞总 ＲＮＡꎬＲＮＡ 溶解在 ＤＥＰＣ 水中ꎬ以
紫外分光光度计检测 Ａ２６０ / Ａ２８０ꎮ ｃＤＮＡ 合成用 Ｐｒｉ￣
ｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒ꎬ反转录体系为:１ μＬ
的 ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ⅰ、４ μＬ 的 ５×ＰｒｉｍｅＣＳｒｉｐｔ ＲＴ、
１ μＬ的 Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ、１ μＬ 的 Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ、
２ μＬ的 ＲＮＡꎬ添加 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ￣Ｈ２Ｏ 补足 ２０ μＬꎻ反
转录条件为:３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃孵育 ５ ｓꎮ 使用

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬＰＣＲ 体

系为:０ ８ μＬ 的 ｆｏｒｗａｒｄ 和 ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ、２ μＬ 的

ｃＤＮＡ、１０ μＬ 的 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ、０ ４ μＬ 的 ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＤｙｅＩＩꎬ添加 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ￣Ｈ２Ｏ 补足 ２０ μＬꎻ
ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃ ３０ ｓꎬ ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３４ ｓꎬ
共 ４０ 个循环ꎮ 按照 ２－△△Ｃｔ法计算目的基因表达水

平ꎮ 内参基因为 ＧＡＰＤＨꎮ 引物:ＴＩＮＣＲ 上游引物:
５′￣ＧＣＴＧＡＧＧＴＧＡＣＧＧＴＣＴＣＡＡＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物: ５′￣
ＧＣＣＴＣＣＣＡＧＴＴＴＣＡＴＧＧＡＣＡ￣３′ꎮ
１ ２ ２　 细胞转染和下调效果测定:将肝癌 Ｈｕｈ７ 细

胞分成对照、ｓｈ￣ＮＣ、ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ 组ꎬｓｈ￣ＮＣ、ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ
组细胞分别为用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂转染

ｓｈＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ、ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 的 Ｈｕｈ７ 细胞ꎮ 转染

具体步骤按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂说明进

行ꎮ 取培养 ２４ ｈ 以后的对照、ｓｈ￣ＮＣ、ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ 组细

胞ꎬ用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法测定 ＴＩＮＣＲ 表达变化ꎬ步
骤同 １ ２ １ꎮ
１ ２ ３　 ＣＣＫ￣８ 法测定肝癌细胞增殖:将 ３ 组细胞接

种到 ９６ 孔板中ꎬ每个孔中添加 ４ ０００ 个细胞、
１００ μＬ细胞培养液ꎬ将细胞板放在 ３７ ℃的培养箱中

培养 ２４ ｈꎬ将上清吸弃ꎮ 然后在细胞中添加 ＣＣＫ￣８
工作液 １０ μＬ 和 １００ μＬ 的新鲜细胞培养液ꎮ 避光

反应 ２ ｈ 以后ꎬ用全自动酶标仪测定每个孔的 Ａ 值ꎬ
检测波长调整为 ４５０ ｎｍꎮ
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田小星　 长链非编码 ＲＮＡ ＴＩＮＣＲ 通过 ｍｉＲ￣７ 调控肝癌细胞系 Ｈｕｈ７ 侵袭和迁移

１ ２ ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室测定肝癌细胞迁移和侵袭:取
出在－２０ ℃保存的 Ｍａｔｒｉｇｅｌꎬ吸取 ６００ μＬ 的不含血

清的细胞培养液添加到 １００ μＬ 的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 中ꎮ 在

放入 ２４ 孔板中的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中添加 ４０ μＬ 的

Ｍａｔｒｉｇｅｌ 稀释液ꎬ放在 ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ 将小室湿

化ꎮ Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｓｈ￣ＮＣ、ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ 组共 ３ 组细胞用不含

血清的细胞培养液悬浮ꎬ吸取 １００ μＬ 添加到小室的

上室中ꎬ然后在下室中添加 ５００ μＬ 的含血清的细胞

培养液ꎬ放在 ３７ ℃的培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 以冰预冷

的 ４％多聚甲醛溶液固定 ３０ ｍｉｎꎬ然后用 ０ １％的结

晶紫染色 １０ ｍｉｎꎮ 在 ４００×显微镜下随机选取 ６ 个

视野ꎬ计数细胞侵袭数目ꎬ结果取均值ꎮ 细胞迁移实

验前不用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 湿化小室ꎬ其余步骤与侵袭实验

相同ꎮ
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定肝癌细胞中 ＭＭＰ￣９ 和

ＭＭＰ￣２ 蛋 白 表 达: 收 集 对 数 期 的 对 照、 ｓｈ￣ＮＣ、
ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ组共 ３ 组细胞ꎬ提取细胞总蛋白ꎮ 在细胞

蛋白中加入 １ / ２ 体积的上样缓冲液充分混合煮沸

５ ｍｉｎꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳蛋白上样量为 ３０ μｇꎬ
在浓缩胶中使用 ８０Ｖ 电压电泳至溴酚蓝染料进入

分离胶ꎬ然后调整到 １００ Ｖ 电压电泳至溴酚蓝染料

进入凝胶底部边缘 １ ｃｍ 处ꎮ 取出凝胶ꎬ在 ４ ℃环境

下把蛋白电转移到 ＮＣ 膜上ꎬ转膜电流设置为

２００ ｍＡ恒流ꎮ 取出 ＮＣ 膜ꎬ放在封闭液(含有 ５％脱

脂奶粉的 ＴＢＳＴ)中ꎬ于室温环境下结合 １ ５ ｈꎻ然后

放在一抗稀释液(用封闭液按照 １ ∶ １ ０００ 稀释)中ꎬ
于 ４ ℃条件下孵育过夜ꎻ最后将 ＮＣ 膜放在二抗稀

释液(用封闭液按照 １ ∶ ４ ０００ 稀释的辣根过氧化

物酶标记的二抗)中ꎬ在室温环境中孵育 １ ５ ｈꎮ
按照 ＥＣＬ 显色试剂盒显色ꎮ Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条

带的灰度值ꎬＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ分析目的蛋白相

对表达量变化ꎮ
１ ２ ６　 ＴＩＮＣＲ 靶向关系预测以及鉴定:在线生物学

软件 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 分析 ＴＩＮＣＲ 的靶基因ꎬｍｉＲ￣７ 可能为

ＴＩＮＣＲ 的靶基因ꎮ 构建突变以后的 ＴＩＮＣＲ 荧光素

酶报告载体(ＭＵＴ)和没有突变的 ＴＩＮＣＲ 荧光素酶

报告载体 ( ＷＴ)ꎬ 将 ＭＵＴ 和 ＷＴ 分别同 ｍｉＲ￣７
ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 共转染到 Ｈｕｈ７ 细胞中ꎬ培养

２４ ｈ 以后ꎬ检测细胞荧光素酶活性变化ꎬ检测步骤

同荧光素酶活性检测试剂盒ꎮ
１ ２ ７　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测肝癌细胞中 ｍｉＲ￣７

表达:收集对数期的对照、ｓｈ￣ＮＣ、ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ 组共 ３
组细胞ꎬ提取细胞总 ＲＮＡꎬ按照 １ ２ 中 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
方法测定 ｍｉＲ￣７ 表达变化ꎬ内参设置为 Ｕ６ꎮ 引物:
ｍｉＲ￣７ 上 游 引 物: ５′￣ＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡＣＧＡＴ
ＧＴ￣３′ꎬ下游引物: ５′￣ＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧ￣３′ꎮ
１ ２ ８　 检测 ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对下调 ＴＩＮＣＲ 的肝癌

细胞增殖、侵袭和迁移影响:在肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中分

别共转染 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ 和 ＴＩＮＣＲ
ｓｈＲＮＡ、ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ命名为 ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ＋Ａｎｔｉ￣ＮＣ、
ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ＋Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣７ 组ꎬＣＣＫ￣８ 法测定增殖(步骤

参照 １ ２ ３)ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法测定迁移和侵袭(步
骤参照 １ ２ ４)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＭＭＰ￣２ 和 ＭＭＰ￣９
蛋白表达(步骤参照 １ ２ ５)ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２１ ０ 软件分析实验结果ꎬ计量资料用

均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组数据用独立样本 ｔ 检
验ꎬ多组差异比较采用单因素方差ꎬ组间比较采用

ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ

２　 结果

２ １　 ＴＩＮＣＲ 在肝癌细胞中的表达水平高于正常肝

细胞

肝癌细胞中 ＴＩＮＣＲ ｍＲＮＡ 表达水平高于正常

肝细胞(Ｐ<０ ０５)ꎮ 肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中 ＴＩＮＣＲ 表达

水平最高(表 １)ꎮ

表 １　 ＴＩＮＣＲ 在正常肝细胞 Ｌ￣０２ 和肝癌 ＨＣＣ９２０４、
　 　 Ｈｕｈ７、ＳＮＵ４４９ 细胞中的表达水平

Ｔａｂｌｅ １　 ＴＩＮＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 　 Ｌ￣０２ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ＨＣＣ９２０４ꎬ Ｈｕｈ７ꎬ
　 　 　 　 ＳＮＵ４４９ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｃｅｌｌｓ ＴＩＮＣＲ ｍＲＮＡ

Ｌ￣０２ １ ００±０ １２

ＳＮＵ４４９ １ ４５±０ １０∗

ＨＣＣ９２０４ １ ７８±０ １５∗

Ｈｕｈ７ ２ ４４±０ ２３∗＃

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｌ￣０２ ｃｅｌｌꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣＣ９２０４、
ＳＮＵ４４９ ｃｅｌｌｓ.

２ ２　 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 可明显下调肝癌Ｈｕｈ７ 细胞中

ＴＩＮＣＲ 表达水平

Ｈｕｈ７ 细胞中转染 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 以后ꎬ细胞中

３４０１



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(８)

ＴＩＮＣＲ 表达水平明显低于转染 ｓｈＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ 后的

细胞(Ｐ<０ ０５)ꎮ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 可明显下调 Ｈｕｈ７
细胞中 ＴＩＮＣＲ 表达水平(表 ２)ꎮ

表 ２　 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 转染以后肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中

　 　 ＴＩＮＣＲ ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｔａｂｌｅ ２　 ＴＩＮＣＲ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ
　 　 　 　 Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＴＩＮＣＲ ｍＲＮＡ

ｃｏｎｔｒｏｌ １ ００±０ １０

ｓｈ￣ＮＣ ０ ９８±０ １２

ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ ０ ２６±０ ０４∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ.

２ ３　 下调 ＴＩＮＣＲ 可明显降低 Ｈｕｈ７ 细胞增殖、侵
袭和迁移能力

Ｈｕｈ７ 细胞中转染 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 以后ꎬ细胞 Ａ
值、迁移数目、侵袭数目和 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２ 蛋白表达

量均明显低于转染 ｓｈＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ 后的细胞(Ｐ<０ ０５)ꎮ
下调 ＴＩＮＣＲ 可明显抑制肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞增殖、侵袭

和迁移能力(图 １ꎬ表 ３)ꎮ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 转染以后肝癌

　 　 Ｈｕｈ７ 细胞中 ＭＭＰ￣２和 ＭＭＰ￣９蛋白表达

Ｆｉｇ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９
　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 ａｆｔｅｒ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２ ４　 ＴＩＮＣＲ 靶向调控 ｍｉＲ￣７
ＴＩＮＣＲ 和 ｍｉＲ￣７有互补结合位点ꎬ并且肝癌 Ｈｕｈ７

细胞中共转染 ｍｉＲ￣７ ｍｉｍｉｃｓ 和 ＴＩＮＣＲ￣ＷＴ 以后ꎬ细
胞荧光素酶活性明显低于共转染 ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ 和
ＴＩＮＣＲ￣ＷＴ 的细胞 ( Ｐ < ０ ０５)ꎮ ＴＩＮＣＲ 靶向调控

ｍｉＲ￣７(图 ２ꎬ表 ４)ꎮ

图 ２　 生物信息学软件预测 ＴＩＮＣＲ 和 ｍｉＲ￣７结合位点

Ｆｉｇ ２　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ＴＩＮＣＲ ａｎｄ
　 　 　 ｍｉＲ￣７ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

表 ４　 ＷＴ 和 ＭＵＴ 转染以后肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞荧光素

　 　 酶活性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ Ｈｕｈ７
　 　 　 　 ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＷＴ ａｎｄ ＭＵＴ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＭＵＴ ＷＴ

ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ １ ００±０ １１ 　 　 １ ００±０ １０

ｍｉＲ￣７ ｍｉｍｉｃｓ １ ０２±０ １３ 　 　 ０ ５６±０ ０５∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

２ ５　 下调 ＴＩＮＣＲ 可明显促进肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中

ｍｉＲ￣７表达

肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中转染 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 以后ꎬ细
胞中 ｍｉＲ￣７ 表达水平明显高于转染 ｓｈＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ
后的细胞(Ｐ<０ ０５)ꎮ 下调 ＴＩＮＣＲ 可明显促进肝癌

Ｈｕｈ７ 细胞中 ｍｉＲ￣７ 表达(表 ５)ꎮ
２ ６　 ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可明显促进下调 ＴＩＮＣＲ 的肝

癌 Ｈｕｈ７ 细胞增殖、侵袭和迁移

与共转染 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ 和 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 的肝

表 ３　 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 转染以后肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞的 Ａ 值、迁移数目、侵袭数目以及 ＭＭＰ￣９、ＭＭＰ￣２蛋白表达量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａ ｖａｌｕｅꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ￣９ ａｎｄ ＭＭＰ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　 　 　 　 ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ Ａ ｖａｌｕｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ＭＭＰ￣２ ＭＭＰ￣９

ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ４９±０ ０６ ６２ ５１±３ ５２ ５５ ６７±３ ２６ ０ ７７±０ ０８ ０ ５１±０ ０６

ｓｈ￣ＮＣ ０ ５１±０ ０５ ６１ ８７±４ ６３ ５６ ２１±２ ７４ ０ ７６±０ ０６ ０ ５３±０ ０４

ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ ０ ３４±０ ０３∗ ４３ １４±２ ３４∗ ３２ ４１±２ ３７∗ ０ ３１±０ ０４∗ ０ ３３±０ ０５∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ.
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田小星　 长链非编码 ＲＮＡ ＴＩＮＣＲ 通过 ｍｉＲ￣７ 调控肝癌细胞系 Ｈｕｈ７ 侵袭和迁移

表 ５　 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 转染以后肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中

　 　 ｍｉＲ￣７表达水平

Ｔａｂｌｅ ５　 ｍｉＲ￣７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ
　 　 　 　 Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ￣７

ｃｏｎｔｒｏｌ １ ００±０ ０８

ｓｈ￣ＮＣ ０ ９７±０ ０９

ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ ２ ４１±０ １６∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ.

癌 Ｈｕｈ７ 细胞比较ꎬ共转染 ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ＴＩＮＣＲ
ｓｈＲＮＡ 后的细胞 Ａ 值、迁移数目、侵袭数目和 ＭＭＰ￣２、
ＭＭＰ￣９ 蛋白水平均升高(Ｐ<０ ０５)ꎮ ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
可明显促进下调 ＴＩＮＣＲ 的肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞增殖、侵
袭和迁移(图 ３ꎬ表 ６)ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ＴＩＮＣＲ
　 　 ｓｈＲＮＡ 转染后肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞中 ＭＭＰ￣２和
　 　 ＭＭＰ￣９蛋白水平

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９
　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
　 　 　 ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ

３　 讨论

真核生物的绝大多数基因组都会被转录ꎬ转录

过程中常常产生没有翻译功能的 ｌｎｃＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ
主要是由 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 转录形成的ꎬ具有调控

ＤＮＡ 甲基化、染色质重塑、蛋白质修饰以及影响基

因转录等功能ꎬｌｎｃＲＮＡ 作用方式和调控机制多样ꎬ
在人体的不同生理进程中扮演不同的角色[８]ꎮ
ＴＩＮＣＲ 具有促进细胞增殖的作用ꎬ其参与肿瘤发

生ꎬ并且在不同的肿瘤中的研究报道不同[４￣５]ꎮ
ＴＩＮＣＲ 在肺癌中表达上调ꎬ并且其高表达与肿瘤患

者的临床病理特征有关ꎬ下调 ＴＩＮＣＲ 表达可以抑制

肿瘤细胞的恶性转移潜能[５]ꎮ ＴＩＮＣＲ 在前列腺癌

中扮演肿瘤抑制因子的作用ꎬ其可以抑制肿瘤转

移[４]ꎮ ＴＩＮＣＲ 在肝癌中高表达ꎬＴＩＮＣＲ 可能是肝癌

进展的促进因子[６]ꎮ 实验表明ꎬＴＩＮＣＲ 在肝癌细胞

中的表达水平高于正常肝细胞ꎬ并且下调 ＴＩＮＣＲ 可

以抑制肝癌细胞增殖ꎬ这与上述研究结果相符合ꎬ均
说明 ＴＩＮＣＲ 在肝癌进展中可能发挥促进作用ꎮ

基质金属蛋白酶是存在于人体内的细胞外基质

降解酶ꎬ其可以将细胞外基质降解而促进细胞的运

动[９]ꎮ 在肿瘤转移过程中ꎬ肿瘤细胞从原来的位置

脱落ꎬ并随着血管或淋巴管进入新的组织和器官ꎬ通
过恶性增殖形成转移灶[１０]ꎮ 肿瘤细胞合成的基质

金属蛋白酶是肿瘤转移的基础[１１]ꎮ ＭＭＰ￣２ 和

ＭＭＰ￣９ 二者均是基质金属蛋白酶家族成员ꎬ也是目

前发现的与肿瘤转移关系最为密切的基质金属蛋白

酶[１２]ꎮ 实验表明ꎬ下调 ＴＩＮＣＲ 后的肝癌细胞侵袭

和迁移能力下降ꎬ细胞中 ＭＭＰ￣２ 和 ＭＭＰ￣９ 蛋白表

达水平也降低ꎬ提示 ＴＩＮＣＲ 在肝癌转移中可能发挥

促进作用ꎬ靶向抑制 ＴＩＮＣＲ 可能是抑制肝癌恶性进

展的途径ꎮ
现阶 段 对 于 ｌｎｃＲＮＡ 作 用 机 制 研 究 发 现ꎬ

ｌｎｃＲＮＡ 可以通过靶向调控下游基因的表达发挥不

同的生物学作用ꎬ并且 ｌｎｃＲＮＡ 在不同的组织以及

病理进程中的靶向调控作用可能不同[１３] ꎮ 本次实

表 ６　 ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ 转染后肝癌 Ｈｕｈ７ 细胞 Ａ 值、迁移数目、侵袭数目和 ＭＭＰ￣２、
　 　 ＭＭＰ￣９蛋白以及 ｍｉＲ￣７表达水平

Ｔａｂｌｅ ６　 Ａ ｖａｌｕｅꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ￣２ꎬ ＭＭＰ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
　 　 　 　 ａｎｄ ｍｉＲ￣７ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ Ｈｕｈ７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ￣７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ＴＩＮＣＲ ｓｈＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ￣７ Ａ ｖａｌｕｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ ＭＭＰ￣２ ＭＭＰ￣９

ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ＋Ａｎｔｉ￣ＮＣ １ ００±０ １２ ０ ３３±０ ０４ ４０ ６９±３ ４７ ３１ １５±２ ０６ ０ ３０±０ ０３ ０ ３２±０ ０４

ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ＋Ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣７ ０ ３４±０ ０５∗ ０ ４６±０ ０６∗ ５６ ４５±３ ２９∗ ４７ ８６±４ １１∗ ０ ６８±０ ０８∗ ０ ６５±０ ０６∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ￣ＴＩＮＣＲ＋Ａｎｔｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ.
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(８)

验发现ꎬＴＩＮＣＲ 靶向调控肝癌细胞系中 ｍｉＲ￣７ 的表

达ꎮ ｍｉＲ￣７ 是一个在肝癌组织中表达下调的 ｍｉＲＮＡ
分子ꎬ过表达 ｍｉＲ￣７ 可以抑制肝癌细胞系的侵袭和

迁移[７]ꎮ 本次实验发现ꎬＴＩＮＣＲ 靶向调控肝癌细胞

系中 ｍｉＲ￣７ 的表达ꎬ并且下调 ｍｉＲ￣７ 可以逆转下调

ＴＩＮＣＲ 对肝癌细胞侵袭和迁移的抑制作用ꎬ这充分

证明下调 ＴＩＮＣＲ 抑制肝癌细胞侵袭和迁移与靶向

调控 ｍｉＲ￣７ 有关ꎮ

总而言之ꎬ下调 ＴＩＮＣＲ 抑制肝癌细胞恶性增殖

和转移潜能ꎬ其作用机制与靶向调控 ｍｉＲ￣７ 有关ꎬ目
前对于其下游的具体调节机制还不清楚ꎬ靶向抑制

ＴＩＮＣＲ 表达可能是抑制肝癌进展和转移的有效途

径ꎮ 本实验结果为研究 ＴＩＮＣＲ 在肿瘤进展中的调

控网络提供了参考ꎬ为明确肝癌分子发生机制奠定

了基础ꎮ
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