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ｐｉＲ￣０２０８２９ 通过胰岛素样生长因子
结合蛋白￣３ 调控肝癌增殖的机制
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摘要:目的　 探讨 ｐｉＲ￣０２０８２９ 调控原发性肝癌恶性增殖的作用及相关分子机制ꎮ 方法　 采用实时定量 ＰＣＲ 法检

测肝癌和癌旁肝组织 ｐｉＲ￣０２０８２９ 表达水平的差异ꎻ采用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线分析 ｐｉＲ￣０２０８２９ 表达水平与肝癌

患者总生存期、无进展生存期的关系ꎻ采用短发夹 ＲＮＡ(ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡꎬ ｓｈＲＮＡ)干扰技术敲低 ＳＮＵ３８７ 细胞中

ｐｉＲ￣０２０８２９ 的表达(敲低组)ꎬ并以转染阴性对照载体的 ＳＮＵ３８７ 细胞为敲低对照组ꎻ采用 ｐｉＲ￣０２０８２９ 模拟物处理

Ｈｅｐ３Ｂ 细胞实现过表达(ｐｉＲ￣０２０８２９ 过表达组)ꎬ并以转染模拟物阴性对照的 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞为过表达对照组ꎮ 采用

ＣＣＫ￣８ 法检测 ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达 / 过表达后对肝癌细胞 ＳＮＵ３８７ / Ｈｅｐ３Ｂ 增殖活力的影响ꎻ采用肝癌细胞裸鼠皮

下移植瘤实验ꎬ将 ３２ 只裸鼠均分为拮抗剂组(尾静脉注射 ｐｉＲ￣０２０８２９ Ａｎｔａｇｏｍｉｒ)、拮抗剂对照组(注射Ａｎｔａｇｏｍｉｒ
ＮＣ)、模拟物组(注射 ｐｉＲ￣０２０８２９ ｍｉｍｉｃ)和模拟物对照组(注射 ｍｉｍｉｃ ＮＣ)ꎻ至实验结束ꎬ观察不同处理组对裸鼠

皮下成瘤瘤体质量的影响ꎻ采用克隆形成实验检测 ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达 / 过表达后对肝癌细胞 ＳＮＵ３８７ / Ｈｅｐ３Ｂ 体

外增殖能力的影响ꎮ 结果　 相较于癌旁组织ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌组织表达水平升高ꎮ 生存分析显示ꎬｐｉＲ￣０２０８２９
相对高表达的肝癌患者总生存时间、无进展生存时间较低表达患者缩短ꎬ提示 ｐｉＲ￣０２０８２９ 高表达肝癌患者预后

差ꎮ 体外实验证实ꎬ ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达后导致肝癌细胞增殖活力下降ꎬ克隆形成数目减少 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ
ｐｉＲ￣０２０８２９￣ｍｉｍｉｃ 处理后导致肝癌细胞增殖活性升高ꎬ克隆形成数目增加ꎮ 裸鼠皮下移植瘤实验证实ꎬｐｉＲ￣０２０８２９
Ａｎｔａｇｏｍｉｒ 处理后导致肝癌细胞裸鼠皮下成瘤质量低于拮抗剂对照组ꎻｐｉＲ￣０２０８２９￣ｍｉｍｉｃ 处理后导致肝癌细胞裸

鼠皮下成瘤瘤质量高于模拟物对照组ꎮ 拮抗剂组裸鼠移植瘤体免疫组织化学染色显示ꎬＫｉ￣６７ 阳性率低于拮抗剂

对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达导致凋亡相关蛋白 Ｂ 细胞淋巴瘤￣２(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬ Ｂｃｌ￣２)、Ｂ 细胞淋

巴瘤￣ｘｌ(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－ｘｌꎬＢｃｌ￣ｘｌ)表达下调ꎬ半胱天冬酶￣３(ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣ａｓｐａｒｔｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ３)表达上调(Ｐ<
０.０５)ꎻｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达导致细胞周期蛋白依赖性激酶 ４(ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ４ꎬ ＣＤＫ４)、细胞周期蛋白 Ｄ１
(Ｇ１ / Ｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)表达下调(Ｐ<０.０５)ꎻｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达导致其靶分子胰岛素样生长因子

结合蛋白￣３( ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＩＧＦＢＰ３)表达上调(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 通过靶向

抑制 ＩＧＦＢＰ３ 表达而促进肝癌细胞恶性增殖ꎬ该分子有望成为抗肝癌靶向治疗新的分子靶标ꎮ
关键词:Ｐｉｗｉ 相互作用 ＲＮＡꎻ胰岛素样生长因子结合蛋白￣３ꎻ肝癌ꎻ增殖ꎻ凋亡
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｉＲＮＡ￣０２０８２９ (ｐｉＲ￣０２０８２９) ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＨＣＣ) ａｎｄ ｉｔｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｉｎ ＨＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ (ＯＳ)
ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ￣ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ( ＰＦＳ) ｉｎ ＨＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ
ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＮＵ３８７ ｃｅｌｌｓ (ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｗｉｔｈ ＳＮＵ３８７ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｃｔｏｒ ｓｅｒｖｉｎｇ ａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ｐｉＲ￣０２０８２９ ｍｉｍｉｃ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｉｎ Ｈｅｐ３Ｂ ｃｅｌｌｓ
(ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｗｉｔｈ Ｈｅｐ３Ｂ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒｖｉｎｇ ａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＳＮＵ３８７ / Ｈｅｐ３Ｂ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｐｉＲ￣０２０８２９
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬ ３２ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ａｎｔａｇｏｍｉｒ
ｇｒｏｕｐ ( ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ Ａｎｔａｇｏｍｉｒ)ꎬ ａｎｔａｇｏｍｉｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎｔａｇｏｍｉｒ ＮＣ)ꎬ ｍｉｍｉｃ
ｇｒｏｕｐ ( ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｍｉｍｉｃ)ꎬ ａｎｄ ｍｉｍｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｍｉｃ ＮＣ)ꎻ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＳＮＵ３８７ / Ｈｅｐ３Ｂ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ
ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＨＣＣ)
ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｓｈｏｒｔｅｒ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ ｐｉＲ￣０２０８２９
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ａ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＨＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｌｅｄ
ｔｏ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ (Ｐ < ０. ０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｍｉｍｉｃ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＣＣ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｓｕｂｃｕｔａ￣
ｎｅｏｕｓ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｐｉＲ￣０２０８２９ Ａｎｔａｇｏｍｉｒ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔａｇｏｍｉｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｍｉｍｉｃ ｌｅｄ ｔｏ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ
ｔｕｍｏｒｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｎｔａｇｏｍｉｒ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ Ｋｉ￣６７ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔａｇｏｍｉｒ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０. ０５) . Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｂ￣ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ (Ｂｃｌ￣２) ａｎｄ Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣ｘｌ (Ｂｃｌ￣ｘｌ)ꎬ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣ａｓｐａｒｔｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３
(Ｃａｓｐａｓｅ￣３) (Ｐ<０.０５) . Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ａｌｓｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ＣＤＫ４ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ (Ｐ < ０. ０５) . Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｔａｒｇｅｔ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ( ＩＧＦＢＰ３)
(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｐｉＲ￣０２０８２９ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＩＧＦＢＰ３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣ＨＣＣ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｉｗｉ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ＲＮＡꎻ Ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎻ Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肝癌是全球最常见的恶性肿瘤之一[１]ꎮ 在过

去二十年里ꎬ肝癌已经成为国内实体肿瘤死亡的第

三大原因[２￣３]ꎮ 尽管外科手术、经肝动脉介入栓塞

治疗、放疗以及系统治疗的开展ꎬ显著改善了肝癌患

者的临床预后ꎬ但患者总体生存率仍然较低ꎬ在国内

肝癌患者约有 ６４％在初诊时已处于中晚期[４]ꎬ上述

治疗手段疗效十分有限ꎬ且现有肝癌诊断生物标志

物的特异性和敏感性均有待提高ꎮ 早发现、早治疗

是提高肝癌患者生存率的关键因素ꎬ临床亟需开发

用于鉴定晚期癌症诊断和预后的新型生物标志物ꎬ
并探索有效治疗干预新靶点ꎮ

非编码 ＲＮＡ(如 ｍｉＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡ)与癌症恶性

进展的关系已得到广泛研究ꎬ但 ｐｉＲＮＡ 作为非编码

ＲＮＡ 家族的重要成员ꎬ其在肿瘤发生发展中的作用

尚不明确ꎬ相关研究较少ꎮ ｐｉＲＮＡ 于 ２００１ 年首次

在果蝇睾丸中被发现ꎬ可维持男性生育能力[５]ꎮ 迄

今为止ꎬ在人类细胞中已收录近 ９００ 万条 ｐｉＲＮＡ 序

列[６]ꎮ ｐｉＲＮＡ 由 ２４ 至 ３１ 个核苷酸组成ꎬ其中 ５′￣
末端尿苷或 １０ｔｈ￣ 腺苷位ꎬ缺乏清晰的二级结构序

列[７]ꎮ 研究表明ꎬｐｉＲＮＡ 可以与 ＰＩＷＩ 蛋白结合形

成 ｐｉＲＮＡ / ｐｉｗｉ 复合物ꎬ影响转座子沉默、精子发

生、基因组重排、表观遗传调控、蛋白质调控以及生

殖干细胞维持[８]ꎮ 近年研究发现ꎬｐｉＲＮＡ 在某些癌

症中表达异常ꎬ表明 ｐｉＲＮＡ 可能在肿瘤发生中发挥

重要作用ꎬ并与癌症预后相关[９￣１３]ꎮ
既往研究表明ꎬｐｉＲＮＡ 家族在肝癌组织中显著

异常表达ꎮ 其中 ｐｉＲ￣１５２５４、ｐｉＲ￣１０２９、ｐｉＲ￣３２１３２ 和

ｐｉＲ￣４３５９７ 等 ｐｉＲＮＡ 分子在肝癌组织表达水平显著



徐静怡ꎬ等.ｐｉＲ￣０２０８２９ 通过胰岛素样生长因子结合蛋白￣３ 调控肝癌增殖的机制 ３　　　　 　

高于非肿瘤组织[１４]ꎮ ｐｉＲ￣０１７７２４ 可通过沉默 ＰＬＩＮ３
表达发挥抑制肝癌细胞增殖、侵袭的作用ꎬ而既往研

究显示ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 在正常肝组织、肝硬化组织和肝

癌组织中的表达水平ꎬ随着疾病进展而显著升

高[１５]ꎮ 上述研究结果提示ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌进展

中可能发挥调控作用ꎬ但其具体功能及分子机制的

研究报道较少ꎮ 研究结合前期甲基化筛选结果ꎬ将
ＩＧＦＢＰ３ 确定为 ｐｉＲ￣０２０８２９ 的潜在靶基因ꎮ 胰岛素

样生长因子结合蛋白 ３( ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＩＧＦＢＰ３)是 ＩＧＦＢＰ 家族中血清含

量最为丰富的成员ꎬ体内约 ９０％以上的胰岛素样生

长因子￣Ⅰ与 ＩＧＦＢＰ３ 结合形成复合物[１６]ꎮ ＩＧＦＢＰ３
不仅是血液中 ＩＧＦ 的主要转运蛋白ꎬ还可通过 ＩＧＦ
依赖性和非依赖性两种途径调控细胞增殖与凋

亡[２]ꎮ 大量研究表明ꎬＩＧＦＢＰ３ 在多种恶性肿瘤中

发挥抑癌作用ꎬ其表达下调与肿瘤进展及不良预后

密切相关[１７]ꎮ 在肝癌中ꎬＩＧＦＢＰ３ 被证实可通过抑

制 ＩＧＦ 信号通路、促进细胞凋亡等机制发挥抗肿瘤

效应[１８]ꎮ 然而ꎬＩＧＦＢＰ３ 在肝癌中的上游调控机制

尚不完全清楚ꎬ探讨其表观遗传调控网络有望为肝

癌靶向治疗提供新的思路ꎮ
本研究通过选择 ｐｉＲ￣０２０８２９ 作为靶分子ꎬ探讨

其在肝癌恶性增殖中的作用ꎬ并揭示其靶向调控

ＩＧＦＢＰ３ 的分子机制ꎬ以期为肝癌的临床研究提供参

考和新的治疗方式ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞系

人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＳＮＵ３８７ 均

属于细胞实验常用人肝癌细胞系ꎮ 均得到美国典型

培养物保藏中心(Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬ
ＡＴＣＣ)认证ꎬ并经过中国科学院细胞库细胞株信息

(Ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｅｄ ｂｙ Ｓｈｏｒｔ Ｔａｎｄｅｍ Ｒｅｐｅａｔꎬ ＳＴＲ)鉴定ꎮ
１.１.２　 实验动物及肝组织标本

６ 周龄雄性裸鼠 ３２ 只ꎬ体质量 １６~２０ ｇꎬ均由山

东第一医科大学实验动物学院(山东省实验动物中

心)提供ꎮ 本研究通过山东第一医科大学附属省立医

院动物伦理委员会审批(批准文号: ＮＳＦＣ￣２０２３￣１１９)ꎮ
正常肝组织由我院肝移植科提供ꎬ来源于正常

人类供肝术中修剪出的正常肝脏ꎻ肝硬化组织和肝

癌组织由我院肝胆外一科外科肝癌切除手术获得的

肝癌标本以及癌旁肝硬化组织ꎮ 正常肝组织、肝硬

化组织、肝癌组织获取后经组织病理切片ꎬ由两名病

理医生阅片ꎬ并通过病理确定组织符合诊断标准ꎮ
手术患者随访由 ３ 名硕士研究生连续性长达 ３ 年的

电话及门诊随访并记录在册ꎬ本研究经山东第一医

科大学附属省立医院医学伦理委员会批准(ＮＳＦＣ:
Ｎｏ.２０２０￣１２７)ꎮ
１.１.３　 主要试剂与仪器

Ｈａｎｋ 平衡液、ＤＭＥＭ 细胞购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司ꎻ转染试剂脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂购

自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ细胞培养用胎牛血清购自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液购自江苏碧云天生物

公司ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒购自日本同仁化学研究所ꎻ
Ｂｃｌ￣２抗体 (货 号 ａｂ１８２８５８)、 Ｂｃｌ￣ｘｌ 抗 体 (货号 ａｂ
３２３７０)、Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体(货号 ａｂ３２３５１)、ＣＤＫ４ 抗体(货
号 ａｂ１０８３５７)、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 抗体(货号 ａｂ１６６６３)、Ｐ￣Ｒｂ 抗

体(ｐｈｏｓｐｈｏＳ８０７ꎬ货号:ａｂ１８４７９６)、ＩＧＦＢＰ３ 抗体(货号

ａｂ２２０４２９)、ＧＡＰＤＨ 抗体(货号 ａｂ８２４５)均购自英国

Ａｂｃａｍ 公司ꎻ正置光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司ꎻ正置荧光显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司ꎻＢｉｏ￣Ｒａｄ
化学发光显色仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ)购自上海木

森生物科技公司ꎻ 实时定量 ＰＣＲ 仪器 ( 型号:
ＡＢＩ７５００)购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 赛默飞公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ｐｉＲ￣０２０８２９
的表达

实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测正常肝组织、肝硬化

组织、肝癌组织、癌旁组织以及 ４ 种肝癌细胞系中

ｐｉＲ￣０２０８２９ 表达量的变化ꎮ 使用 ＴＲｉｚｏｌ 超纯 ＲＮＡ
提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ每 ３０ ~ ５０ ｍｇ 组织和每

１０ ｃｍ２面积贴壁细胞各加入 １ ｍＬ ＴＲｉｚｏｌ 试剂ꎮ 使

用 Ｅｖｏ Ｍ￣ＭＬＶ 反转录试剂盒纯化总 ＲＮＡ 并逆转录ꎬ
以制备 ｃＤＮＡ 样品ꎮ 采用 ＳＹＢＲ 􀅺 Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｏ
Ｔａｑ ＨＳ ｑＰＣＲ 试剂盒(货号:ＡＧ１１７０１)进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ ＰＣＲ 反应体系(总体积 ２０ μＬ)如下:２Ｘ ＳＹＢＲ 􀅺
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混液 １０ μＬꎬｃＤＮＡ 模板(１００ ｎｇ)
２ μＬꎬ上游引物 ０.４ μＬꎬ下游引物(Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ)０.４ μＬꎬ
剩余体积用无 ＲＮａｓｅ 水补足至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条

件:９５ ℃预热变性 １ ｍｉｎꎬ９５ ℃反应 ５ ｓꎬ６０ ℃反应

３０ ｓꎬ２ 次ꎬ４０ 个循环ꎬ最后进入解离阶段ꎮ
１.２.２　 慢病毒质粒转染

慢病毒敲低表达质粒转染实验:复能基因公司

设计针对 ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低表达的慢病毒载体质粒ꎬ
将载体分为阴性对照载体和 ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低载体ꎮ
首先 ＳＮＵ３８７ 细胞培养ꎬ在转染前 １ ｄ(２０ ~ ２４ ｈ)将
肝癌细胞以 ５×１０４ / ｍＬ 密度接种至 １２ 孔细胞培养

板内ꎬ第 ２ 天细胞生长密度达到约 ７０％ ~ ８０％且贴

壁ꎮ 将细胞分为空白对照组(未做任何处理的细

胞)、敲低对照组(转染阴性对照载体的细胞)和敲

低组(转染 ｐｉＲ￣０２０８２９￣ｓｈＲＮＡ 载体的细胞)ꎮ 在敲

低对照组和敲低组中分别加入相应的阴性对照病毒
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液和 ｐｉＲ￣０２０８２９￣ｓｈＲＮＡ 病毒液ꎬ通过脂质体 ２０００
转染试剂进行病毒质粒转染ꎬ细胞培养箱内培养 ６ ｈ
后ꎬ去除含有脂质体和病毒液的培养液ꎮ 每孔加入

１ ｍＬ新鲜细胞培养液继续培养ꎬ用于后续实验ꎮ 慢

病毒过表达质粒转染实验:取对数生长期 ２９３Ｔ 细

胞ꎬ吸净细胞培养液ꎬ通过脂质体 ２０００ 转染 ｐｉＲ￣
０２０８２９ 表达质粒、混合 ｐＰＡＣＫ￣ＲＥＶ、ｐＰＡＣＫ￣ＶＳＶ
和 ｐＰＡＣＫ￣ＧＡＧ 包装质粒共同转染 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 分

别于转染 ２４、４８、７２ ｈ 收集细胞培养上清ꎬ经无菌细

胞滤器过滤除菌后即得到病毒液ꎮ 应用上述病毒液

转染目的细胞(Ｈｅｐ３Ｂ)ꎬ并进行嘌呤霉素筛选培养ꎮ
筛选培养存活的目的细胞进行 ＰＣＲ 实验验证过表

达效果ꎮ
１.２.３　 采用 ＣＣＫ￣８ 法检测 ｐｉＲ￣０２０８２９ 调控肝癌细

胞增殖

取对数生长期肝癌细胞进行实验ꎬ分为敲低组

(ＳＮＵ３８７ 细胞ꎬ转染 ｐｉＲ￣０２０８２９￣ｓｈＲＮＡ)和敲低对

照组(ＳＮＵ３８７ 细胞ꎬ转染阴性对照载体)ꎻ过表达组

(Ｈｅｐ３Ｂ 细胞ꎬ转染 ｐｉＲ￣０２０８２９ 模拟物)和过表达对

照组(Ｈｅｐ３Ｂ 细胞ꎬ转染无功能序列的模拟物阴性

对照)ꎮ 肝癌细胞按３×１０３个 /孔接种于 ９６ 孔板中ꎬ
每孔终体积为１００ μＬ细胞悬液ꎬ培养过夜贴壁ꎮ 次

日ꎬ每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 溶液避光反应ꎮ 加好

ＣＣＫ￣８ 的 ９６ 孔板在细胞培养箱内继续孵育 ０.５ ~
４.０ ｈꎮ 在酶标仪中于４５０ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ
１.２.４　 采用细胞克隆形成实验检测 ＰｉＲ￣０２０８２９ 干

扰敲低表达和模拟过表达

将对数生长期 ＳＮＵ３８７ 肝癌细胞分为 ｐｉＲ￣
０２０８２９ 干扰敲低表达组和空白敲低对照组ꎻ对数生

长期 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞分为过表达组和过表达对照组ꎻ肝
癌细胞按 ２×１０３ 个 /孔的数量接种于 ６ 孔板中ꎬ将接

种好的细胞于培养箱中继续培养至 １４ ｄꎬ中途每 ３ ｄ
进行细胞换液并观察细胞状态ꎮ 实验终止时每孔加

入１ ｍＬ ４％多聚甲醛ꎬ固定细胞 ３０ ~ ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗

涤细胞 １ 次ꎮ 每孔加入洁净、无杂质结晶紫染液

５００ μＬꎬ染细胞 １０ ~ ２０ ｍｉｎꎮ 用 ｄｄＨ２Ｏ 洗涤细胞数

次ꎬ晾干ꎬ单反数码相机拍照整理ꎬ进行克隆计数ꎮ
每个实验组设 ３ 个复孔ꎮ
１.２.５　 肝癌细胞荷瘤裸鼠体内动物模型建立

６ 周龄裸鼠随机分成拮抗剂组(接种 ＳＮＵ３８７
细胞ꎬ尾静脉注射 ｐｉＲ￣０２０８２９ 拮抗剂)、拮抗剂对照

组(接种 ＳＮＵ３８７ 细胞ꎬ尾静脉注射拮抗剂阴性对

照)、模拟物组(接种 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞ꎬ尾静脉注射 ｐｉＲ￣
０２０８２９ 模拟物)和模拟物对照组(接种 Ｈｅｐ３Ｂ 细

胞ꎬ尾静脉注射无功能序列的模拟物阴性对照)ꎬ每
组 ８ 只ꎮ 在无菌条件下ꎬ胰酶消化细胞ꎬ将处于对数

生长期的 ＳＮＵ３８７ 细胞计数后将其重悬于生理盐水

中ꎬ每只裸鼠皮下注射 １×１０７ 个细胞ꎮ 模型建立后ꎬ
拮抗剂组和拮抗剂对照组裸鼠于皮下成瘤后(接种

后 ２ 周)ꎬ尾静脉注射相应试剂:拮抗剂组注射 ｐｉＲ￣
０２０８２９ 拮抗剂ꎬ拮抗剂对照组注射等剂量生理盐

水ꎬ每周 ２ 次ꎬ连续注射至实验结束ꎮ 模拟物组和模

拟物对照组裸鼠于皮下接种 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞 ２ 周后ꎬ分
别尾静脉注射 ｐｉＲ￣０２０８２９ 模拟物和无功能序列的

模拟物阴性对照ꎬ每周 ２ 次ꎬ连续注射至实验结束ꎮ
实验期间定期测量肿瘤体积ꎬ实验结束时采用颈椎

脱臼法处死裸鼠ꎬ剥离皮下瘤体ꎬ拍照后使用分析天

平称重ꎬ记录瘤质量ꎮ 实验过程中ꎬ每日观察裸鼠一

般状态及肿瘤生长情况ꎬ记录各组动物存活数量ꎮ
至实验结束时ꎬ模拟物组和模拟物对照组各有 ３ 只裸

鼠死亡ꎬ５ 只裸鼠纳入瘤体质量统计分析ꎻ拮抗剂组

和拮抗剂对照组全部存活ꎬ纳入最终分析ꎮ
１.２.６　 采用免疫组织化学染色法检测裸鼠瘤体组

织 Ｋｉ￣６７ 的表达

切取裸鼠皮下肿瘤ꎬ４％中性多聚甲醛固定ꎬ常
规脱水、石蜡包埋ꎬ５ μｍ 病理切片ꎮ 将组织切片在

６０~６５ ℃电热恒温箱中烘烤 １ ｈ 后ꎬ使用全自动脱

蜡机进行脱蜡处理ꎮ 脱蜡后使用柠檬酸修复液进行

抗原修复ꎬ自然冷却至室温后ꎬ加入 ３％过氧化氢溶

液清除内源性过氧化物酶活性ꎬ用 ５％ＢＳＡ 于 ３７ ℃
封闭抗原 ６０ ｍｉｎꎮ 吸弃封闭液ꎬ滴加 Ｋｉ￣６７ 特异性

Ｉ 抗抗体于湿盒中 ４ ℃孵育过夜ꎮ 第 ２ 天室温复温

湿盒中的切片 １５ ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 次ꎬ
５ ｍｉｎ /次ꎬ滴加相应二抗ꎬ于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ
清洗 ３ 次后ꎬ ＤＡＢ 溶液显色至出现明显棕黄色ꎬ将
切片用自来水中止反应ꎮ 将切片置于苏木精染核

２~５ ｍｉｎꎬ ｄｄＨ２Ｏ 洗去多余苏木精ꎬ迅速使用酸性分

化液分化 ２０ ｓꎬ自来水流水冲洗ꎬ返蓝 １０ ｍｉｎ 后取出

切片ꎬ脱水ꎬ中性树脂封片ꎮ 待干燥后在显微镜下观

察染色结果ꎮ
１.２.７　 采用 Ａｉｐａｔｈｗｅｌｌ 图像分析系统进行免疫组化

染色定量检测

①循迹:自动定位并沿待测组织圈定待测区域ꎻ
②选色:根据 ＨＳＩ 自动进行阳性判断ꎻ③运算:自动

定位细胞核并扩展胞质范围ꎬ计算弱、中、强阳性细

胞数量以及面积、累积光密度(ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎ￣
ｓｉｔｙꎬ ＩＯＤ)、组织面积等不同参数ꎻ④分析:高倍下逐步

计算待测区域ꎮ 本实验评价项目包括:阳性细胞比率、
阳性细胞密度、平均光密度值、Ｈ￣ＳＣＯＲＥ＝ Σ (ｐｉ×ｉ)＝
(弱阳性细胞百分比×１) ＋ (中阳性细胞百分比×２)
＋ (强阳性细胞百分比×３)、ＩＲＳ ＝阳性强度评分×阳
性细胞百分比ꎮ 其中阳性强度评分可分为 ５ 级:０
级无阳性着色ꎻ１ 级淡黄色弱阳性ꎻ２ 级棕黄色中阳

性ꎻ３ 级棕褐色强阳性ꎻ阳性细胞百分比可分为４ 级:



徐静怡ꎬ等.ｐｉＲ￣０２０８２９ 通过胰岛素样生长因子结合蛋白￣３ 调控肝癌增殖的机制 ５　　　　 　

０ 级 ０％ ~ ５％ꎻ１ 级 ６％ ~ ２５％ꎻ２ 级 ２６％ ~ ５０％ꎻ３ 级

５１％ ~７５％ꎻ４ 级>７５％ꎮ
１.２.８　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测凋亡相关蛋白、

周期相关蛋白和 ＩＧＦＢＰ３ 的表达

使用 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解刮下肝癌细胞并收集ꎮ
４ ℃ꎬ１５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 收集细胞裂解物并

确定蛋白质提取物的浓度ꎮ 蛋白质样品(每个泳道

３０ μｇ)通过 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ 后通过电转方式

转移到 ＮＣ 膜上ꎮ 用含有 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封

闭 ＮＣ 膜 １ ｈꎬ ４ ℃下分别过夜孵育一抗 Ｂ 细胞淋巴

瘤￣２(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬ Ｂｃｌ￣２)、Ｂ 细胞淋巴瘤￣ｘｌ
(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣ｘｌꎬ Ｂｃｌ￣ｘｌ)、半胱天冬酶￣３(ｃｙｓｔｅｉｎｅ￣
ａｓｐａｒｔｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ３)、细胞周期蛋白依赖性

激酶 ４( ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ４ꎬ ＣＤＫ４)、细胞周

期蛋白 Ｄ１(Ｇ１ / Ｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)、磷
酸化视网膜母细胞瘤蛋白 ( ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｒｅｔｉｎｏ￣
ｂｌａｓｔｏｍａ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ｐ￣Ｒｂ)、ＩＧＦＢＰ３、甘油醛￣３￣磷酸脱氢

酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰ￣
ＤＨ)ꎬ次日使用 ＴＢＳＴ 将膜洗涤 ３ 次ꎬ１０ ｍｉｎ /次ꎮ 在常

温下孵育相应的二抗ꎬ孵育条件ꎬ室温 １ ｈꎮ 使用 ＨＲＰ
蛋白发光液于 ｉＢｒｉｇｈｔ 蛋白免疫印迹成像系统中显影成

像并分析蛋白条带的灰度值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ计算

Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘｌ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣＤＫ４、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｐ￣Ｒｂ、ＩＧＦＢＰ３

蛋白的表达量ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计学软件ꎮ 符合正态分布的

计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差

分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ不同分组间肿

瘤患者总生存时间、无进展生存时间以生存曲线方

式呈现数据ꎬ生存分析采用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析法ꎮ
检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌组织中的表达水平及其与

患者预后的关系

与肝硬化组织和正常肝组织相比ꎬｐｉＲ￣０２０８２９
在肝癌组织(肝细胞癌)表达水平升高ꎮ 与配对的

癌旁组织相比ꎬｐｉＲＮＡ￣０２０８２９ 在肝癌组织中的表达

水平升高(Ｐ<０.０５)(图 １Ａ、Ｂ)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存

分析显示ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 相对高表达与 ｐｉＲ￣０２０８２９ 相

对低表达的肝癌患者相比ꎬ总生存时间缩短 (图

１Ｃ)ꎻ与 ＰｉＲ￣０２０８２９ 相对低表达的肝癌患者相比ꎬ
ｐｉＲ￣０２０８２９ 相对高表达的肝癌患者无进展生存时间

缩短(图 １Ｄ)ꎮ

图 １　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌组织和非肝癌组织中的表达水平(Ａ、Ｂ)及其在肝癌患者中表达水平对生存时间的影响(Ｃ、Ｄ)(∗Ｐ<
０.０５ꎻ ＃Ｐ<０.０１)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ (Ａꎬ Ｂ) ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ
ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ (Ｃꎬ Ｄ)(∗Ｐ<０.０５ꎻ ＃Ｐ<０.０１)
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２.２　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 对肝癌细胞增殖能力的影响

在 ＳＮＵ３８７ 细胞中ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 相对表达量最

高ꎬＨｅｐ３Ｂ 细胞中相对表达量最低(图 ２Ａ)ꎮ 细胞

内 ｓｈＲＮＡ 干扰抑制 ｐｉＲ￣０２０８２９ 的表达水平 (图

２Ｂ)ꎮ 与敲低对照组相比ꎬ敲低组 Ａ４５０ 吸光度值降

低ꎬ表明肝癌细胞增殖活性下降ꎻ过表达组肝癌细胞

Ｈｅｐ３Ｂ 的增殖活性增强 (Ｐ < ０.０１)ꎬ见图 ２Ｃꎮ 在

ｐｉＲ￣０２０８２９ 干扰敲低表达( ｓｈＲＮＡ)后ꎬ肝癌细胞的

体外克隆形成数目减少ꎬ表明肝癌细胞增殖能力下

降(Ｐ<０.０５)ꎬ过表达组与过表达对照组相比ꎬ肝癌

细胞克隆形成能力增强(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２Ｄꎮ

图 ２　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 对肝癌细胞增殖能力的影响
Ａ:４ 种肝癌细胞系中 ｐｉＲ￣０２０８２９ 的表达( ＃Ｐ<０.０１)ꎻ Ｂ:ＳＮＵ３８７ 细胞中ｐｉＲ￣０２０８２９的敲低效果( ＃Ｐ<０.０１)ꎻ Ｃ:ＣＣＫ￣８ 检
测 ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低组和模拟物处理组对肝癌细胞增殖活性的影响( ＃Ｐ<０.０１)ꎻ Ｄ:克隆形成实验检测 ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低组
和模拟物处理组对肝癌细胞克隆形成能力的影响( ＃Ｐ<０.０１)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｉｎ ｆｏｕｒ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ( ＃Ｐ < ０. ０１)ꎻ Ｂ: Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ
ｐｉＲ￣０２０８２９ ｉｎ ＳＮＵ３８７ ｃｅｌｌｓ ( ＃Ｐ<０.０１)ꎻ Ｃ: ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ａｎｄ ｍｉｍｉｃ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ( ＃Ｐ<０.０１)ꎻ Ｄ: Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｉｎｇ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ａｎｄ ｍｉｍｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ ( ＃Ｐ<０.０１) .

２.３　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 对小鼠皮下成瘤能力的影响

与拮抗剂对照组相比ꎬ拮抗剂组成瘤能力降低ꎻ
与模拟物对照组相比ꎬ模拟物组肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ 体

内成瘤能力增强ꎬ见图 ３ꎮ 实验结束后ꎬ留取裸鼠皮



徐静怡ꎬ等.ｐｉＲ￣０２０８２９ 通过胰岛素样生长因子结合蛋白￣３ 调控肝癌增殖的机制 ７　　　　 　

下瘤体进行称重ꎬ相较于对照组ꎬ模拟物组裸鼠皮下

成瘤质量增加ꎻ拮抗剂组皮下成瘤的瘤体质量减轻ꎮ
与对照组相比ꎬ Ｋｉ￣６７ 在拮抗剂组裸鼠瘤体组织表

达水平降低(图 ３Ｂ)ꎬ提示成瘤能力下降ꎮ

图 ３　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 对裸鼠肝细胞癌细胞致瘤性的影响
Ａ:各组裸鼠皮下瘤体比较ꎻ Ｂ:裸鼠瘤体组织中 Ｋｉ￣６７ 的表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｏｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓｅｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓꎻ Ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ￣６７ ｉｎ ｔｕｍｏｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ.

２.４　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 对细胞增殖 /凋亡调控信号分子表

达水平的影响

与敲 低 对 照 组 相 比ꎬ 敲 低 组 Ｂｃｌ￣２、 Ｂｃｌ￣ｘｌ、
ＣＤＫ４、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐ￣Ｒｂ 等蛋白表达水平降低(Ｐ<
０.０５)ꎻＣａｓｐａｓｅ３ 蛋白酶、抑癌基因蛋白 ＩＧＦＢＰ３ 在

敲低组表达水平升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 灰度值半定量分

析显示ꎬ与敲低对照组相比ꎬ敲低组 Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘｌ、
ＣＤＫ４、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ｐ￣Ｒｂ 蛋白表达水平降低 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ而 Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白表达水平升高

(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与拮抗剂对照组相比ꎬＩＧＦＢＰ３ 在拮

抗剂组表达水平升高 ꎬ与细胞实验结果一致ꎮ 见

图 ４ꎮ
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图 ４　 ｐｉＲ￣０２０８２９ 对细胞增殖 /凋亡调控信号分子表达水平的影响
Ａ:ｐｉＲ￣０２０８２９ 敲低组和阴性对照组中 Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘｌ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣＤＫ４、ｐ￣Ｒｂ 及 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白的表达ꎻ Ｂ:各蛋白灰度值的
半定量分析结果(∗Ｐ < ０. ０５ꎻ＃Ｐ < ０. ０１)ꎻ Ｃ:裸鼠瘤体组织中拮抗剂组与拮抗剂对照组 ＩＧＦＢＰ３ 的表达 (∗Ｐ < ０. ０５ꎻ
＃Ｐ<０.０１)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ / ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂｃｌ￣ｘｌꎬ Ｃａｓｐａｓｅ３ꎬ ＣＤＫ４ꎬ ｐ￣Ｒｂꎬ ａｎｄ ＩＧＦＢＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉＲ￣０２０８２９ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｅｙ ｓｃａｌｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ (∗Ｐ<
０.０５ꎻ＃Ｐ< ０.０１)ꎻ Ｃ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦＢＰ３ ｉｎ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔａｇｏｍｉｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ￣ＮＣ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (∗Ｐ<０.０５ꎻ＃Ｐ<０.０１) .

３　 讨　 论

非编码 ＲＮＡｓ 是重要的表观遗传调控分子ꎬ参
与调控了多种疾病的发生[１９￣２１]ꎮ 其中ꎬ非编码 ＲＮＡ
家族中的微小 ＲＮＡ 调控肝癌等实体瘤增殖的相关

研究被广泛报道[２２￣２４]ꎮ 然而ꎬｐｉＲＮＡ 作为非编码

ＲＮＡ 家族的重要成员ꎬ其在肝癌中的生物学功能及

分子机制尚不明确[１８ꎬ２５￣２６]ꎮ
ｐｉＲＮＡ 分子与肝癌关系的研究报道较少ꎬ既往研

究显示ꎬｐｉＲ￣１０２９、ｐｉＲ￣１５２５４、ｐｉＲ￣３５３９５、ｐｉＲ￣３２１３２ 等分

子在肝癌组织表达水平显著高于癌旁组织[２７]ꎬ且上

述分子调控肝癌生物学行为的相关研究较少ꎮ 本研

究结果显示ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌组织中表达水平显

著高于癌旁和正常肝组织ꎬ且其高表达与患者总生

存期和无进展生存期缩短密切相关ꎮ 与既往报道

ｐｉＲＮＡ 在肝癌中异常表达的趋势一致[１５]ꎬ提示

ｐｉＲ￣０２０８２９ 可能作为促癌因子参与肝癌进展ꎮ
ｐｉＲＮＡｓ 分子在肝癌生物学行为调控中发挥不

同的作用效应ꎮ 例如ꎬｐｉＲ￣０１７７２４ 在肝癌组织显著

低表达ꎬ且体外实验证实沉默 ｐｉＲ￣０１７７２４ 表达会导

致肝癌细胞 ＳＭＭＣ￣７７２１ 增殖、侵袭能力下降[２８]ꎻ
ｐｉＲ￣４３５９７ 分子在肝癌组织高表达ꎬ且发挥促进肝癌

细胞恶性生物学功能的调控效应[２９]ꎮ 然而ꎬ关于

ｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌进展中的调控作用相关研究报道

较少ꎮ 为进一步验证其功能ꎬ本研究通过体外细胞

增殖 等 实 验 和 体 内 裸 鼠 成 瘤 实 验 发 现ꎬ 敲 低

ｐｉＲ￣０２０８２９ 表达可显著抑制肝癌细胞增殖活力、克
隆形成能力及皮下成瘤能力ꎬ而过表达 ｐｉＲ￣０２０８２９
则产生相反效应ꎮ 由此表明ꎬｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌中

发挥促癌基因的作用ꎬ其高表达是肝癌恶性增殖的

重要驱动因素ꎮ
ｐｉＲＮＡ 分子调控靶基因通常显示抑制性调控

效应ꎮ 例如ꎬｐｉＲ￣０１７７２４ 调控肝癌增殖、侵袭等恶性
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生物学行为是通过抑制靶基因 ＰＬＩＮ３ 表达实现

的[２８]ꎮ 探索 ｐｉＲ￣０２０８２９ 调控的靶基因成为揭示其

调控肝癌增殖分子机制的重要方法ꎬ本研究结合前

期甲基化筛选结果ꎬ将 ＩＧＦＢＰ３ 确定为 ｐｉＲ￣０２０８２９
的潜在靶基因ꎮ ＩＧＦＢＰ３ 作为重要的肿瘤调控基因

被广泛研究ꎮ ＩＧＦＢＰ３ 基因同其他“抑癌基因”一

样ꎬ其启动子甲基化及其引起的基因转录沉默可见

于多种肿瘤发生过程ꎬ包括肝癌、早期非小细胞肺

癌、前列腺癌、膀胱癌ꎮ ＩＧＦＢＰ３ 在胃癌中表达下调ꎬ
其低表达与淋巴结转移和 ＴＮＭ 分期进展相关ꎬ且
与患者预后不良有关[３０]ꎮ 非小细胞肺癌研究中证

实ꎬＩＧＦＢＰ３ 的恢复表达可以抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路

和肿瘤增殖[３１]ꎮ 肝癌研究证实ꎬＩＧＦＢＰ３ 高表达患

者预后优于低表达患者ꎬ且该基因抑制肝癌细胞增

殖、侵袭ꎬｐｉＲＮＡ 是调控靶基因启动子甲基化的重

要非编码 ＲＮＡ 家族[３２]ꎮ 本研究结果显示ꎬ ｐｉＲ￣
０２０８２９ 通过抑制 ＩＧＦＢＰ３ 表达ꎬ解除其对细胞增殖

和凋亡的负向调控ꎬ进而促进肝癌细胞恶性增殖ꎮ
ＩＧＦＢＰ３ 作为胰岛素样生长因子结合蛋白家族成员ꎬ
已被多项研究证实具有抑癌作用ꎬ可通过 ＩＧＦ 依赖

性及 非 依 赖 性 通 路 调 控 肿 瘤 细 胞 增 殖 与 凋

亡[１７ꎬ３３￣３６]ꎮ 本研究进一步明确了 ｐｉＲ￣０２０８２９ / ＩＧ￣
ＦＢＰ３ 轴在肝癌中的调控关系ꎬ丰富了肝癌表观遗传

调控网络的内涵ꎮ 与既往研究对比ꎬｐｉＲＮＡ 在不同

肿瘤中可能发挥截然不同的功能ꎮ 例如ꎬｐｉＲ￣８２３ 在

胃癌中表现为抑癌因子ꎬ而在乳腺癌中则发挥促癌

作用[６ꎬ１６ꎬ３７￣３９]ꎮ 本研究中 ｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌中呈现

促癌效应ꎬ提示 ｐｉＲＮＡ 的功能具有组织特异性ꎬ其
作用机制需结合特定肿瘤微环境进行分析ꎮ 此外ꎬ
ｐｉＲＮＡ 作为新型生物标志物的潜力已在多种肿瘤

中得到初步验证[３９￣４０]ꎬ本研究为 ｐｉＲ￣０２０８２９ 在肝癌

诊断及预后评估中的应用提供了实验依据ꎮ
综上所述ꎬ本研究阐明了 ｐｉＲ￣０２０８２９ 通过靶向

抑制 ＩＧＦＢＰ３ 表达ꎬ调控凋亡与周期相关蛋白ꎬ从而

促进肝癌细胞恶性增殖的分子机制ꎮ 该发现不仅为

理解肝癌发生发展的表观遗传调控提供了新视角ꎬ
也为开发基于 ｐｉＲ￣０２０８２９ / ＩＧＦＢＰ３ 轴的靶向治疗策

略奠定了理论基础ꎮ 未来研究将进一步扩大临床样

本验证ꎬ并探索其在肝癌早期诊断、疗效监测及靶向

治疗中的转化应用前景ꎮ
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ＡＫＴ [Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２４ꎬ １４(１): ２２４. ＤＯＩ:１０.１０３８ /
ｓ４１５９８￣０２３￣４８７６０￣８

[２３] Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｒꎬ Ｌｉｕ Ｓ Ｑꎬ Ｄｏｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＤ６３￣ｈｉｇｈ ｍａｃｒｏ￣
ｐｈａｇｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣６８７６￣５ｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｅｐａｔｏ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｖｉａ ＰＴＥＮ / Ａｋｔ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ＥＭＴ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｈｅｐａｔｏｌ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０２５ꎬ ９ ( １):
ｅ０６１６. ＤＯＩ:１０.１０９７ / ｈｃ９.０００００００００００００６１６

[２４] 黄湘俊ꎬ 张文兴. 肝细胞癌中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣８８８ 基因家族

的表达特征及临床意义 [Ｊ] . 临床肝胆病杂志ꎬ ２０１９ꎬ
３５(１): １１９￣１２２.
Ｈｕａｎｇ Ｘｉａｎｇｊｕｎꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘｉｎｇｗｅｎ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｅａｔｕｒｅｓ
ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣８８８ ｇｅｎｅ ｆａｍ￣
ｉｌｙ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ３５(１): １１９￣１２２.

[２５] Ｋｕｒａｍｏｃｈｉ￣Ｍｉｙａｇａｗａ Ｓꎬ Ｗａｔａｎａｂｅ Ｔꎬ Ｇｏｔｏｈ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ.
ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｂｙ Ｐｉｗｉ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ＭＩＬＩ ａｎｄ ＭＩＷＩ２ ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ
ｆｅｔａｌ ｔｅｓｔｅｓ [Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖꎬ ２００８ꎬ ２２(７): ９０８￣９１７.

[２６] Ｓａｉｔｏ Ｋꎬ Ｎｉｓｈｉｄａ Ｋ Ｍꎬ Ｍｏｒｉ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｓｓｏｃｉａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｉｗｉ ｗｉｔｈ ｒａｓｉＲＮＡｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ
ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｇｅｎｏｍｅ
[Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖꎬ ２００６ꎬ ２０(１６): ２２１４￣２２２２.

[２７] Ｔｉｅｒｎｏ Ｄꎬ Ｇｒａｓｓｉ Ｇꎬ Ｓｃａｇｇｉａｎｔｅ Ｂ. Ｎｅｗ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ: ａ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ＰＩＷＩ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ＲＮＡｓ? [ Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０２４ꎬ ３０ ( ２２):
２８４３￣２８４８.

[２８] Ｗｕ Ｙ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＩＷＩＬ１ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ＲＮＡ ｐｉＲ￣０１７７２４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＨＣＣ ｂｙ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＰＬＩＮ３ [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０２３ꎬ １３. ＤＯＩ:１０.
３３８９ / ｆｏｎｃ.２０２３.１２０３８２１

[２９] Ｒｕｉ Ｔꎬ Ｗａｎｇ Ｋꎬ Ｘｉａｎｇ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｐｉＲＮＡｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ＨＣＣ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄꎬ ２０２３ꎬ １８: １９８９￣２００１.
ＤＯＩ: １０.２１４７ / ＩＪＮ.Ｓ３９８４６２

[３０] Ａｎｓａｒｉ Ａꎬ Ｇｈｅｙｓａｒｚａｄｅｈ Ａꎬ Ｓｈａｒｉｆｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｉｎｉｃｏ￣
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｒｅｓ Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉꎬ ２０２４ꎬ １９(１) . ＤＯＩ:
１０.４１０３ / １７３５￣５３６２.３９４８１９

[３１] Ｃｏｒｔéｓ￣Ｓｅｍｐｅｒｅ Ｍꎬ ｄｅ Ｍｉｇｕｅｌ Ｍ Ｐꎬ Ｐｅｒｎíａ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. ＩＧ￣
ＦＢＰ￣３ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｈｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＩＧＦＩＲ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] .
Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ ２０１２ꎬ ３２(１０): １２７４￣１２８３.

[３２] Ｈａｎａｆｕｓａ Ｔꎬ Ｓｈｉｎｊｉ Ｔꎬ Ｓｈｉｒａｈａ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｒ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐ５３ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＩＧＦＢＰ３ ｔｈａｔ
ｉｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｂｙ ｔｕｍｏｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒꎬ ２００５ꎬ ５(１) . ＤＯＩ:１０.１１８６ / １４７１￣２４０７￣５￣９

[３３] Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｚｈｕ Ｙ Ｚꎬ Ｃａｏ Ｘ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＰＩＷＩ / ｐｉＲＮＡｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃａｎｃｅｒｓ
[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２３ꎬ ２２ ( １): ４５. ＤＯＩ:１０. １１８６ /
ｓ１２９４３￣０２３￣０１７４９￣３

[３４] Ｔｏｒｎｇ Ｐ Ｌꎬ Ｌｉｎ Ｃ Ｗꎬ Ｃｈａｎ Ｍ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙ￣
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦＢＰ￣３ ａｎｄ ｐ５３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｅｎｄｏｍ￣
ｅｔｒｉｏｉｄ ｃａｒｃｉｎｏｍａ [ Ｊ ] . Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２００９ꎬ ８: １２０.
ＤＯＩ:１０.１１８６ / １４７６￣４５９８￣８￣１２０
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梁振ꎬ等.基于 ＣＵＳＵＭ 分析的腹腔镜宫颈癌根治术学习曲线与围手术期并发症的回顾性分析 ４１　　　 　

ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｉｎ ｏｎｃｏｌｏｇｙ[ Ｊ] . Ｊ Ｎａｔｌ Ｃｏｍｐｒ Ｃａｎｃ Ｎｅｔｗꎬ
２０１９ꎬ １７(１): ６４￣８４.

[１７] Ｍａｒｔｈ Ｃꎬ Ｌａｎｄｏｎｉ Ｆꎬ Ｍａｈｎｅｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ:
ＥＳＭＯ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｐｒａｃｔｉｃｅ Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗ￣ｕｐ [ Ｊ] . Ａｎｎ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１７ꎬ ２８: ｉｖ７２￣
ｉｖ８３. ＤＯＩ:１０.１０９３ / ａｎｎｏｎｃ / ｍｄｘ２２０

[１８] Ｇｏｐｕ Ｐꎬ Ａｎｔｏｎｙ Ｆꎬ Ｃｙｒｉａｃ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐｄａｔｅｓ ｏｎ ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｍｅｄ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ
１５４(２): ２９３￣３０２.

[１９] Ｙａｎｇ Ｘ Ｍꎬ Ｃｈｅｎ Ｓ Ｂꎬ Ｌｉ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｐａｒｏｓｃｏｐｉｃ ｒａｄｉ￣
ｃａｌ ｈｙｓｔｅｒｅｃｔｏｍｙ ｗｉｔｈ Ｋａｒｅｚ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｓｔａｇｅ ＩＢ３ ａｎｄ
ＩＩＡ２ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ: ａ ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｈｏｒｔ
ｓｔｕｄｙ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｓｕｒｇꎬ ２０２５ꎬ １１１(７): ４５１６￣４５２７.

[２０] Ｐａｈｉｓａ Ｊꎬ Ｍａｒｔíｎｅｚ￣Ｒｏｍáｎ Ｓꎬ Ｔｏｒｎé Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａ￣
ｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌａｐａｒｏｓｃｏｐｉｃａｌｌｙ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｒａｄｉｃａｌ ｖａｇｉｎａｌ
ｈｙｓｔｅｒｅｃｔｏｍｙ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｗｅｒｔｈｅｉｍ￣ｍｅｉｇｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｅａｒｌｙ￣ｓｔａｇｅ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｅｌｅｖｅｎ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ
[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１０ꎬ ２０(１): １７３￣１７８.

[２１] 申沛ꎬ 朱前勇ꎬ 郭伟平ꎬ 等. 腹腔镜下宫颈癌根治术致

泌尿系统脏器损伤的原因及预防[ Ｊ] . 中国内镜杂志ꎬ
２０１４ꎬ ２０(１１): １１６８￣１１７１.
Ｓｈｅｎ Ｐｅｉꎬ Ｚｈｕ Ｑｉａｎｙｏｎｇꎬ Ｇｕｏ Ｗｅｉｐｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｅａ￣
ｓｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｉｔｏｕｒｉｎａｒｙ ｏｒｇａｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｔｏ

ｌａｐａｒｏｓｃｏｐｉｃ ｒａｄｉｃａｌ ｈｙｓｔｅｒｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｃｈｉｎａ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙꎬ ２０１４ꎬ ２０(１１):
１１６８￣１１７１.

[２２] 王家飞ꎬ 赵卫东. 腹腔镜下宫颈癌根治术的学习曲线

的分析[Ｊ] . 安徽医药ꎬ ２０１５ꎬ １９(１): ６１￣６５.
Ｗａｎｇ Ｊｉａｆｅｉꎬ Ｚｈａｏ Ｗｅｉｄｏｎｇ. Ｌｅａｒｎｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｅｒｉｔｏｎｅｏｓｃｏｐｉｃ ｒａｄｉｃａｌ ｈｙｓｔｅｒｅｃｔｏｍｙ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ
[Ｊ] . Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１５ꎬ
１９(１): ６１￣６５.

[２３] Ｋｉｍ Ｓꎬ Ｍｉｎ Ｋ Ｊꎬ Ｌｅｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅａｒｎｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｃｏｕｌｄ ａｆ￣
ｆｅｃｔ ｏｎｃｏｌｏｇｉｃ ｏｕｔｃｏｍｅ ｏｆ ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｒａｄｉｃａｌ
ｈｙｓｔｅｒｅｃｔｏｍｙ ｆｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ ] . Ａｓｉａｎ Ｊ Ｓｕｒｇꎬ
２０２１ꎬ ４４(１): １７４￣１８０.
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