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LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴影响

肝癌细胞生物学特性的机制研究
王鑫澳  代扬  刘君瑞  董钦鹏  刘家铭  吴玉昊  李恒平*

(湖北医药学院附属襄阳市第一人民医院普外科, 襄阳 441100)

摘要      该文旨在探讨长链非编码RNA(LncRNA)-肝癌高表达基因 (HULC)靶向微小RNA-
597(miR-597)/Ras相关蛋白23(Rab23)分子轴影响肝细胞癌(HCC)细胞生物学特性的机制。以湖北医

药学院附属襄阳市第一人民医院就诊的罹患HCC的76例患者为研究对象 , qRT-PCR检测HCC患者

组织中LncRNA-HULC、miR-597及Rab23表达水平; 并分析上述基因的表达水平与HCC的临床相关

性; 生物信息学方法和双荧光素酶报告实验分析LncRNA-HULC、miR-597、Rab23信号轴的相互作

用机制。以HCC细胞HepG2为研究对象 , 将其分为si-NC组、si-HULC组、si-HULC+anti-NC组、si-
HULC+anti-miR-597组 , 分别采用CCK8、Transwell实验、流式细胞仪检测各组HepG2细胞的增殖、

迁移、侵袭和凋亡情况; 采用Western blot检测HepG2细胞中Ki67、Caspase-3、Caspase-9、Rab23蛋
白的表达情况。结果发现 , HCC组织中LncRNA-HULC、Rab23的表达水平高于癌旁组织 , miR-597
的表达水平低于癌旁组织(P<0.05), 且其表达情况与患者的TNM分期、分化程度等临床病理特征相

关(P<0.05)。LncRNA-HULC靶向负调控miR-597, miR-597靶向负调控Rab23。si-HULC组LncRNA-
HULC、Rab23 mRNA、增殖率、迁移数、侵袭数、Ki67蛋白、Rab23蛋白的表达水平低于si-NC组, 
miR-597、凋亡率、Caspase-3蛋白、Caspase-9蛋白的表达水平高于si-NC组(P<0.05); 与si-HULC组、

si-HULC+anti-NC组比较 , si-HULC+anti-miR-597组中miR-597、凋亡率、Caspase-3蛋白、Caspase-9
蛋白表达水平降低 (P<0.05), Rab23 mRNA、增殖率、迁移数、侵袭数、Ki67蛋白、Rab23蛋白表

达水平升高 (P<0.05)。沉默LncRNA-HULC可能抑制肝癌细胞生物学特性 , 其机制可能是通过靶向

miR-597/Rab23分子轴实现的。
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Mechanism of LncRNA-HULC in Affecting the Biological Characteristics 
of Liver Cancer Cells by Targeting the miR-597/Rab23 Molecular Axis

WANG Xinao, DAI Yang, LIU Junrui, DONG Qinpeng, LIU Jiaming, WU Yuhao, LI Hengping*
(Department of General Surgery, the First People’s Hospital of Xiangyang, Hubei University of Medicine, Xiangyang 441100, China)

Abstract       The aim of this study is to investigate the mechanism by which LncRNA (long non-coding RNA)-
HULC (highly up-regulated in liver cancer) affects the biological characteristics of HCC (hepatocellular carcinoma) 
cells by targeting miR-597 (microRNA-597)/Rab23 (Ras related protein 23) molecular axis. A total of 76 patients 
with HCC who were admitted to the First People’s Hospital of Xiangyang, Hubei University of Medicine as the 
study subjects. QRT-PCR was applied to detect the expression levels of LncRNA-HULC, miR-597, and Rab23 in 
HCC patient tissues, and the expression of the aforementioned genes was analyzed for their clinical correlation with 
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liver cancer. Bioinformatics methods and dual luciferase reporter experiments were applied to analyze the interaction 
mechanisms of LncRNA-HULC, miR-597, and Rab23 signaling axes. HepG2 HCC cells were studied and separated 
into si-NC group, si-HULC group, si-HULC+anti-NC group, and si-HULC+anti-miR-597 group. CCK8, Transwell 
assay, and flow cytometry were applied to detect the proliferation, migration, invasion, and apoptosis of HepG2 cells 
in each group. Western blot was applied to detect the expression of Ki67, Caspase-3, Caspase-9, and Rab23 proteins 
in HepG2 cells. The expression of LncRNA-HULC and Rab23 in HCC tissue was higher than that in adjacent tissues, 
while the expression of miR-597 was lower than that in adjacent tissues (P<0.05), and their expression was correlated 
with clinical and pathological features such as TNM stage and differentiation degree of patients (P<0.05). LncRNA-
HULC targeted and negatively regulated miR-597, while miR-597 targeted and negatively regulated Rab23. The 
LncRNA-HULC, Rab23 mRNA, proliferation rate, migration number, invasion number, and the expression levels of 
Ki67 protein and Rab23 protein in the si-HULC group were lower than those in the si-NC group, and the miR-597, 
apoptosis rate, and the expression levels of Caspase-3 protein and Caspase-9 protein were higher than those in the si-
NC group (P<0.05). Compared with the si-HULC group and si-HULC+anti-NC group, the miR-597 mRNA, apoptosis 
rate, and the expression levels of Caspase-3 protein and Caspase-9 protein in the si-HULC+anti-miR-597 group were 
lower (P<0.05), the Rab23 mRNA, proliferation rate, migration number, invasion number, and the expression levels 
of Ki67 protein and Rab23 protein were higher (P<0.05). In summary, silencing LncRNA-HULC may inhibit the 
biology of liver cancer cells, which may be achieved by targeting the miR-597/Rab23 molecular axis.

Keywords       long non coding RNA; highly up-regulated in liver cancer; micro RNA-597; Ras related 
protein 23; liver cancer; biological characteristics

肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC)是肝

脏恶性肿瘤的主要形式 , 在慢性肝病患者中患病率

最高 , 其发病率在过去30年中呈上升的趋势 , 预计到

2025年有100万人罹患肝癌 [1]。原发HCC的5年生存

率为32.6%, 而局部性和转移性HCC的5年生存率分别

为10.8%和2.4%[2]。因此 , 充分阐明HCC的发病机制 , 
对治疗方法的确定和预后的改善具有重要意义。长

链非编码RNA(long non coding RNA, LncRNA)、微小

RNA(microRNA, miRNA)同是表观遗传调节因子 , 属
于非编码RNA, 负责多种细胞信号通路的调节 , 在肿

瘤的治疗和预后中发挥重要作用 [3]。肝癌高表达基

因 (highly up-regulated in liver cancer, HULC)在2007年
首次被报道其于HCC中显著上调, 随后研究证实其在

胰腺癌、结肠癌、膀胱癌等多种肿瘤中高表达 , 进而

加剧肿瘤发展[4]。相关研究表明, miR-597在HCC中的

下调与HCC的恶性生物学行为有关 [5]。Ras相关蛋白

23(Ras related protein 23, Rab23)存在于脑、肝、卵巢

等组织中 , 参与各种生理病理过程 , 相关研究发现肝

组织Rab23 mRNA和蛋白低表达的HCC患者较Rab23
高表达的HCC患者有更好的生存趋势 , 在HCC细胞

系中敲低Rab23可抑制HCC的疾病进展[6]。本研究前

期通过Starbase网站发现LncRNA-HULC与miR-597、

miR-597与Rab23之间存在结合位点 , 推测LncRNA-
HULC可能靶向miR-597/Rab23分子轴影响HCC的发

展。因此, 本研究探讨LncRNA-HULC对HCC细胞生

物学行为和miR-597/Rab23分子轴的影响 , 为HCC的
靶向治疗提供依据。

1   材料与方法
1.1   HCC癌组织样本收集

回顾性选取2022年1月~2023年6月在湖北医药

学院附属襄阳市第一人民医院手术的 76例HCC患

者癌组织和癌旁组织作为研究对象。所纳入标准 : 
(1) 符合HCC诊断标准 [7]; (2) 术中成功获取HCC及
癌旁组织标本并保存完整。排除标准 : (1) 肝脏手术

史患者 ; (2) 其他部位恶性肿瘤 ; (3) 病例资料不完整

者 ; (4) 自身免疫性疾病者。本研究经湖北医药学院

附属襄阳市第一人民医院医学伦理委员会批准 (第
XYYYE20230082号)。收集所有HCC患者年龄、性别、

肿瘤直径、TNM分期、分化程度等临床基本资料。

1.2   主要试剂与仪器

HCC细胞HepG2(orb413151)购自武汉博欧特生

物科技有限公司 ; Trizol试剂、逆转录试剂盒、荧光

定量PCR试剂盒(abs60154、abs60267、abs60305)购
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自爱必信生物科技有限公司; 细胞增殖–毒性检测试

剂盒 (CK04-500T)购自北京博蕾德生物科技有限公

司 ; 细胞凋亡试剂盒 (CM001-25D)购自武汉青木生

物技术有限公司; si-HULC(439077)购自美国Thermo 
Fisher Scientific公司 ; anti-miR-597(CIH2069)购自

广州威佳科技有限公司 ; HRP、Ki67、Caspase-3、
Caspase-9、Rab23、GAPDH(ab6734、ab92742、
ab184787、ab32539、ab192420、ab59164)购自英

国Abcam公司; 全自动多功能酶标仪(TMR-100)购自

上海净信实业发展有限公司 ; 实时荧光定量PCR仪
(ABI 7500)购自美国ABI公司; 基因引物购自生工生

物工程(上海)股份有限公司。

1.3  方法

1.3.1   qRT-PCR法检测LncRNA-HULC、miR-597、
Rab23的表达情况      使用Trizol试剂从HCC癌组

织和癌旁组织中分离提取总 RNA,  根据逆转录

试剂盒合成 cDNA, 进行实时荧光定量 PCR(real-
time fluorescence quantitative PCR, qRT-PCR)。
LncRNA-HULC(ID: NC_000006.12)、Rab23(ID: 
NC_000006.12)以 GAPDH(ID: NC_000012.12)
作为内参 , miR-597(ID:NC_000008.11)以U6(ID: 
NC_000015.10)作为内参 , 根据2–∆∆Ct计算LncRNA-
HULC、miR-597、Rab23的相对表达量。引物序列见

表1。
1.3.2   双荧光素酶报告基因实验      构建miR-597靶
向序列的HULC野生型报告载体(HULC-WT)和结合

位点突变载体 (HULC-MUT), 将Rab23野生型报告

载体(Rab23-WT)和结合位点突变载体(Rab23-MUT)
克隆至pMIR-REPORT载体上 , 然后分别与miR-597 
mimic或mimic-NC一起被转染到HepG2细胞中, 24 h
后检测荧光素酶活性。

1.3.3   细胞转染      将HepG2细胞随机分为si-NC组、

si-HULC组、si-HULC+anti-NC组、si-HULC+anti-

miR-597组, 每组设置6个复孔, 按1.3.1方法检测各组

HepG2细胞中LncRNA-HULC、miR-597、Rab23的
表达情况。

1.3.4   CCK8检测HepG2细胞的迁移和侵袭情况      将
HepG2细胞以2.0×103个/孔的密度接种于96孔板中, 在
37 °C下分别孵育24、48、72 h, 然后每孔加入10 μL 
CCK8溶液, 37 °C孵育2 h, 然后在450 nm处测量吸光

度(D450)值。

1.3.5   Transwell实验检测HepG2细胞的迁移和侵袭情

况      迁移实验 : 将转染后的HepG2细胞重悬于无血

清培养基中 , 调整浓度为1×104个 /100 μL并将其接种

于24-Transwell无包膜板的上室 , 进行迁移实验 , 在下

室中加入700 μL含10%胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)的生长培养基作为趋化剂 , 在37 °C培养箱中孵

育24 h后 , 在室温下用0.1%结晶紫染色10 min。在显

微镜下拍摄代表性视野并计算迁移数。侵袭实验 : 
上室含matrigel涂层, 其余操作同迁移实验。

1.3.6   流式细胞仪检测HepG2细胞的凋亡      取200 μL
的2×106个HepG2细胞重悬液与凋亡缓冲液混合, 加入

Annexin V-AP(5 μL)和PI (5 μL), 室温避光染色15 min, 
再用800 μL的凋亡缓冲液重悬细胞 , 调整终体积为

1 mL, 取200 μL细胞悬液转移至96孔板, 流式细胞仪

检测HepG2细胞的凋亡率。

1.3.7   Western blot检测HepG2细胞中Ki67、Caspase-3、
Caspase-9、Rab23蛋白的表达情况      用SDS-
PAGE分离 HepG2细胞蛋白并转移到 PVDF膜 , 
将一抗 [Ki67(1 、(000 2׃1)Caspase-3、(000 5׃
Caspase-9(1000 1׃)、Rab23(1000 1׃)]与膜在 4 °C
孵育过夜。然后, 与二抗(1000 1׃)室温孵育2 h, 通过

增强化学发光产生印迹。以GAPDH(1000 2׃)作为内

参。使用ImageJ测量条带强度进行定量比较。

1.4   统计与分析

所有数据均采用SPSS 25.0软件进行分析, 计量

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   qRT-PCR primer sequence

基因

Gene
上游引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3ʹ)

LncRNA-HULC CTG GCA ATA AAC TAA GCA CAA CAT AAT TCA GGG AGAA

miR-597 ACA CTC CAG CTG GG TGG TGT CGT GGA GTC G

Rab23 GAA AGT GCT TCG AAA GCG A TCG CCG AAG TAC TTG TGG C

U6 GCT GGA CTC TAG GGT GCA AG GAG CAT ACC AGG TGG TAG TAG

GAPDH GAA GGT GAA GGT CGG AGT CA AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG
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资料(LncRNA-HULC、miR-597表达等)以(x
_
±s)表示, 

两组间比较行 t检验 , 多组间比较行单因素方差分

析 , 进一步两两比较行SNK-q检验 ; 计数资料 (TNM
分期、分化程度等)以n(%)表示, 组间比较行χ2检验; 
P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   HCC组织和癌旁组织中LncRNA-HULC、

miR-597、Rab23的表达情况

HCC组织LncRNA-HULC、Rab23表达水平

高于癌旁组织 ,  miR-597表达水平低于癌旁组织

(P<0.05)(表2)。
2.2   HCC组织中LncRNA-HULC、miR-597、
Rab23表达与临床病理特征的关系

以HCC组织LncRNA-HULC、miR-597、Rab23

表达的平均值2.18、0.55、1.69为界限 , 将HCC患者

分为LncRNA-HULC高表达组40例 , miR-597高表达

组 37例 , Rab23高表达组 38例。LncRNA-HULC及

Rab23 mRNA高表达率患者中 III+IV患者显著多于

I+II患者 , 分化程度为低+中患者显著高于高分化患

者 (P<0.05); Rab23高表达率患者中 III+IV患者显著

低于 I+II患者 , 分化程度为低+中患者显著低于高分

化患者(P<0.05)(表3)。
2.3   双荧光素酶报告实验检测LncRNA-HULC靶

向miR-597/Rab23分子轴

Starbase网站预测显示 ,  LncRNA-HULC与

miR-597、miR-597和Rab23有靶向结合位点 (表 4
和5)。在转染HULC-WT的细胞中 , miR-597 mimic
的荧光素酶活性降低 (P<0.05); 在转染Rab23-WT
的细胞中 , miR-597 mimic的荧光素酶活性降低

表2   LncRNA-HULC、miR-597、Rab23在组织中的表达情况

Table 2   Expressions of LncRNA-HULC, miR-597 and Rab23 in tissues
组织

Tssue
LncRNA-HULC miR-597 Rab23

Adjacent 0.99±0.29 1.02±0.17 1.00±0.33

HCC 2.18±0.32a 0.55±0.15a 1.69±0.35a

x
_
±s; n=76; aP<0.05, 与癌旁组织比较。

x
_
±s; n=76; aP<0.05 compared with adjacent tissue.

表3   HCC组织中LncRNA-HULC、miR-597、Rab23表达与临床病理特征的关系

Table 3   Relationship between expressions of LncRNA-HULC, miR-597, Rab23 and clinicopathological features in HCC tissues
临床病理特征

Clinicopathologic 
feature

例数

n

LncRNA-HULC高表达

(n=40)
High expression of 
LncRNA-HULC (n=40)

χ2 P

miR-597高表达

(n=37)
High expression of 
miR-597 (n=37)

χ2 P

Rab23高表达

(n=38)
High expression 
of Rab23 (n=38)

χ2 P

Age (years)

  <55 34 16 (47.06%) 0.766 0.381 20 (58.82%) 2.532 0.112 14 (41.18%) 1.916 0.166
 ≥55 42 24 (57.14%) 17 (40.48%) 24 (57.14%)

Gender

  Male 44 26 (59.09%) 1.749 0.186 18 (40.91%) 2.529 0.112 23 (52.27%) 0.216 0.642

  Female 32 14 (43.75%) 19 (59.38%) 15 (46.88%)

Diameter of tumor 
(cm)

  <5 47 21 (44.68%) 3.123 0.077 25 (53.19%) 1.002 0.317 20 (42.55%) 2.732 0.098
 ≥5 29 19 (65.52%) 12 (41.38%) 18 (62.07%)

TNM

  I+II 40 15 (37.50%) 7.755 0.005 27 (67.50%) 11.967 0.001 12 (30.00%) 13.511 0.000

  III+IV 36 25 (69.44%) 10 (27.78%) 26 (72.11%)

Differentiated degree

  High 39 13 (33.33%) 11.967 0.001 26 (66.67%) 10.369 0.001 13 (33.33%) 8.901 0.003

  Low+middle 37 27 (72.97%) 11 (29.73%) 25 (67.57%)

n=76.
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(P<0.05)(表6)。
2.4   沉默LncRNA-HULC对HepG2细胞中LncRNA-
HULC、miR-597、Rab23表达的影响

si-HULC组 LncRNA-HULC、Rab23表达水

平低于 si-NC组 , miR-597表达水平高于 si-NC组 , 
(P<0.05); 与 si-HULC组、si-HULC+anti-NC组相比 , 
si-HULC+anti-miR-597组中miR-597表达水平降低

(P<0.05), Rab23表达水平升高 (P<0.05)(表7)。这表

明沉默LncRNA-HULC和抑制miR-597载体转染成

功。

2.5   LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴

对HepG2细胞增殖的影响

si-HULC组的增殖率低于 si-NC组 (P<0.05); 与
si-HULC组、si-HULC+anti-NC组比较 , si-HULC+anti-
miR-597组增殖率升高(P<0.05)(表8)。这表明沉默Ln-
cRNA-HULC可以抑制HepG2细胞的增殖 , 而抑制miR-
597则可以逆转其沉默LncRNA-HULC的抑制作用。

2.6   LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴

对HepG2细胞迁移和侵袭的影响

si-HULC组的迁移数、侵袭数低于 si-NC组

表4   LncRNA-HULC与miR-597的结合位点

Table 4   Binding sites of LncRNA-HULC and miR-597
基因

Gene
序列

Sequence

LncRNA-HULC aac acg acg agc aca uUC CG UCU g

miR-597 aua aac gua ggg guc AGG ACC Au

大写代表结合位点。

Uppercase represents the binding site.

表5   miR-597与Rab23的结合位点

Table 5   Binding sites of miR-597 and Rab23
基因

Gene
序列

Sequence

Rab23 uaa aaa uac aug uua AGA ACC Aa

miR-597 ugc gaa cuc ggu guu cUC UUG Gu

大写代表结合位点。

Uppercase represents the binding site.

表6   荧光素酶活性比较

Table 6   Comparison of luciferase activities
组别

Group
HULC-WT HULC-MUT Rab23-WT Rab23-MUT

mimic-NC 1.03±0.12 1.00±0.33 0.98±0.15 1.01±0.31

miR-597 mimic 0.28±0.09a 1.02±0.34 0.42±0.013a 1.04±0.35

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与mimic-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with mimic-NC group.

表7   各组HepG2细胞中LncRNA-HULC、miR-597、Rab23表达比较

Table 7   Comparison of LncRNA-HULC, miR-597 and Rab23 expression in HepG2 cells of all groups
组别

Group
LncRNA-HULC miR-597 Rab23

si-NC 1.00±0.17 1.01±0.33 0.99±0.22

si-HULC 0.46±0.15a 1.98±0.38a 0.55±0.18a

si-HULC+anti-NC 0.44±0.14 1.96±0.38 0.53±0.17

si-HULC+anti-miR-597 0.43±0.14 1.13±0.35bc 0.84±0.20bc

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与si-NC组比较; bP<0.05, 与si-HULC组比较; cP<0.05, 与si-HULC+anti-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with si-NC group; bP<0.05 compared with si-HULC group; cP<0.05 compared with si-HULC+anti-NC group.
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表8   LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴对HepG2细胞增殖的影响

Table 8   Effects of LncRNA-HULC targeting miR-597/Rab23 molecular axis on proliferation of HepG2 cells

组别

Group
D450

24 h 48 h 72 h

si-NC 1.17±0.16 1.29±0.18 1.41±0.25

si-HULC 0.43±0.13a 0.56±0.16a 0.68±0.22a

si-HULC+anti-NC 0.41±0.13 0.54±0.16 0.67±0.22

si-HULC+anti-miR-597 0.96±0.15bc 1.07±0.17bc 1.23±0.24bc

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与si-NC组比较; bP<0.05, 与si-HULC组比较; cP<0.05, 与si-HULC+anti-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with si-NC group; bP<0.05 compared with si-HULC group; cP<0.05 compared with si-HULC+anti-NC group.

图1   Transwell实验检测HepG2细胞的迁移和侵袭情况

Fig.1   Migration and invasion of HepG2 cells were detected by Transwell assay

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

Migration

Invasion

si-NC si-HULC si-HULC+anti-NC si-HULC+anti-miR-597

表9   LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴对HepG2细胞迁移和侵袭的影响

Table 9   Effects of LncRNA-HULC targeting miR-597/Rab23 molecular axis on migration and invasion of HepG2 cells
组别

Group
迁移数

Migration number
侵袭数

Invasion number

si-NC 141.65±14.86 128.75±12.93

si-HULC   88.79±12.63a   65.82±10.36a

si-HULC+anti-NC   87.41±12.48   64.33±10.17

si-HULC+anti-miR-597 118.74±13.75bc 102.51±11.74bc

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与si-NC组比较; bP<0.05, 与si-HULC组比较; cP<0.05, 与si-HULC+anti-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with si-NC group; bP<0.05 compared with si-HULC group; cP<0.05 compared with si-HULC+anti-NC group.

(P<0.05); 与 si-HULC组、si-HULC+anti-NC组比

较 , si-HULC+anti-miR-597组迁移数、侵袭数升高

(P<0.05)(图1和表9)。这表明沉默LncRNA-HULC可
以抑制HepG2细胞的迁移和侵袭, 而抑制miR-597则
可以逆转沉默LncRNA-HULC对迁移和侵袭的抑制

作用。

2.7   LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴

对HepG2细胞凋亡的影响

si-HULC组凋亡率高于 si-NC组 (P<0.05); 与 si-
HULC组、si-HULC+anti-NC组比较 , si-HULC+anti-
miR-597组凋亡率降低 (P<0.05)(图2和表10)。这表

明沉默LncRNA-HULC可以促进HepG2细胞的凋亡 , 

而抑制miR-597则抑制细胞的凋亡。

2.8   各组HepG2细胞Ki67、Caspase-3、Caspase-9、
Rab23蛋白表达水平比较

si-HULC组Ki67、Rab23蛋白表达水平低于

si-NC组 , Caspase-3、Caspase-9表达水平高于si-NC组
(P<0.05); 与si-HULC组、si-HULC+anti-NC组比较 , si-
HULC+anti-miR-597组中Ki67、Rab23蛋白表达水平升

高 , Caspase-3、Caspase-9表达水平降低(P<0.05)(图3和
表11)。

3   讨论
HCC的发生和进展涉及慢性病毒性肝炎、非
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图2   流式细胞仪检测HepG2细胞的凋亡率

Fig.2   Apoptosis rate of HepG2 cells was detected by flow cytometry
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表10   LncRNA-HULC靶向miR-597/Rab23分子轴对HepG2细胞凋亡的影响

Table 10   Effects of LncRNA-HULC targeting miR-597/Rab23 molecular axis on apoptosis of HepG2 cells
组别

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

si-NC 1.97±0.63

si-HULC 35.68±3.72a

si-HULC+anti-NC 33.72±3.69

si-HULC+anti-miR-597 18.95±2.85bc

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与si-NC组比较; bP<0.05, 与si-HULC组比较; cP<0.05, 与si-HULC+anti-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with si-NC group; bP<0.05 compared with si-HULC group; cP<0.05 compared with si-HULC+anti-NC group.

si-NC si-HULC
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图3   Western blot检测HepG2细胞中Ki67、Caspase-3、Caspase-9、Rab23蛋白表达情况

Fig.3   Western blot analysis of Ki67, Caspase-3, Caspase-9 and Rab23 protein expression in HepG2 cells

表11   各组HepG2细胞中Ki67、Caspase-3、Caspase-9、Rab23蛋白表达比较

Table 11   Comparison of Ki67, Caspase-3, Caspase-9 and Rab23 protein expressions in HepG2 cells of each group
组别

Group
Ki67 Caspase-3 Caspase-9 Rab23

si-NC 1.28±0.18 0.32±0.10 0.24±0.08 1.36±0.27

si-HULC 0.57±0.14a 1.18±0.15a 1.07±0.12a 0.72±0.23a

si-HULC+anti-NC 0.54±0.13 1.16±0.14 1.05±0.12 0.68±0.22

si-HULC+anti-miR-597 0.96±0.17bc 0.62±0.13bc 0.54±0.10bc 1.15±0.25bc

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与si-NC组比较; bP<0.05, 与si-HULC组比较; cP<0.05, 与si-HULC+anti-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with si-NC group; bP<0.05 compared with si-HULC group; cP<0.05 compared with si-HULC+anti-NC group.
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病毒性肝炎、长期饮酒、某些疾病状态、食用受毒

素污染的主食等若干危险因素, 在亚洲, 慢性乙型肝

炎病毒感染是HCC的主要病因 [8]。由于HCC发病隐

匿且缺乏特异性早期标志物 , HCC的早期诊断和有

效治疗仍然是一个挑战, 大多数患者无症状, 临床表

现出现在疾病晚期 , 导致患者的预后较差 [9]。因此 , 
确定可能涉及HCC进展的分子机制 , 以找到替代治

疗策略至关重要。

miRNA长约 22个核苷酸 ,  l ncRNA长度是

miRNA的8~10倍 , 两者均可作为调节因子 , 通过调

控基因的表达来控制生物学过程 , lncRNA还可以

作为miRNA海绵 , 从而抑制miRNA对mRNA的调

控 [10]。据报道 , 上调LncRNA-HULC在体外和体内

可促进HCC细胞的恶性生物学行为 , 并可通过靶向

miRNA和mRNA来调节下游基因表达[11]。YAN等[12]

发现, HepG2细胞株LncRNA-HULC表达水平明显升

高, LncRNA-HULC通过miR-377-5p/HIF-1α通路, 促
进细胞的增殖和侵袭。董勇等 [13]发现 , 肿瘤相关巨

噬细胞外泌体LncRNA-HULC通过激活Wnt信号通

路 , 促进HCC细胞的侵袭和转移。GUAN等 [14]发现 , 
下调LncRNA-HULC通过靶向miR-3200-5p/ATF4
轴诱导肝癌细胞铁死亡和氧化应激 , 从而调控肝癌

的发展。相关研究表明 , miR-597-3p是一种抑癌基

因。LI等[15]发现, LncRNA LBX2-AS1通过靶向miR-
597-3p上调BRD4的表达 , 促进骨肉瘤的生长并抑制

其对 JQ-1的敏感性。王媛等 [16]发现 , 下调miR-597-
5p能逆转LINC00941低表达对神经胶质瘤细胞恶性

生物学的影响。HU等 [5]发现 , LncRNA GSTM3TV2
通过miR-597/FOSL2轴促进HCC的细胞增殖和侵

袭。相关研究表明 , Ki67、Caspase-3、Caspase-9与
HCC细胞的增殖、凋亡相关 [17]。本研究发现HCC
组织LncRNA-HULC、Rab23高表达 , miR-597低表

达 , 且与患者的TNM分期、分化程度等临床病理特

征相关 , 提示LncRNA-HULC、miR-597、Rab23可
能在HCC患者中发挥重要作用 , 影响患者的临床特

征。进一步通过Starbase网站发现LncRNA-HULC与
miR-597之间存在结合位点, 并通过双荧光素酶报告

实验进一步验证 , 发现沉默LncRNA-HULC可以抑

制进HCC的细胞增殖、迁移、侵袭 , 促进细胞的凋

亡 , 而沉默miR-597则能逆转LncRNA-HULC低表达

对HCC细胞恶性生物学的表现。

Rab23在核内体膜运输中发挥重要作用, 也是一

种致癌基因 , 在正常和癌症组织中的表达受到遗传

和表观遗传因素的影响[18]。WEI等[19]发现, miR-367-
3p能够通过靶向Rab23基因抑制Hedgehog通路, 从而

抑制前列腺癌细胞的增殖、侵袭/转移。LI等[20]发现, 
过表达miR-362-3p可以抑制Rab23的表达 , 从而抑

制HCC细胞在体内的生长和增殖。WEN等 [21]发现 , 
miR-597-3p可靶向抑制Rab23的表达, 降低甲状腺癌

细胞的增殖、侵袭和迁移水平。本研究通过生物信

息学发现并经双荧光素酶报告实验验证miR-597与
Rab23之间存在结合位点 , 沉默LncRNA-HULC导致

miR-597表达水平升高 , Rab23表达水平降低 , 推测

LncRNA-HULC可能通过靶向miR-597/Rab23分子

轴调控HCC恶性细胞生物学行为。

综上所述, 沉默LncRNA-HULC可能抑制肝癌细

胞生物学 , 其机制可能是通过靶向miR-597/Rab23分
子轴实现的。然而, 本研究存在只选用了一个细胞系, 
只在细胞水平上验证了抑制LncRNA-HULC/miR-
597/Rab23相关通路对HepG2细生物学的影响等问

题, 后续会增加细胞系, 重新设计实验在体内水平上

进一步证实。
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