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摘   要 背景与目的：有研究表明长链非编码 RNA RUSC1-AS1（lncRNA RUSC1-AS1）与肿瘤的恶性生物学行

为密切相关，但其对肝细胞癌（肝癌）的影响尚不清楚。笔者前期研究显示，lncRNA RUSC1-AS1 与

微小 RNA-326（miR-326）存在结合位点，因此本研究探讨 lncRNA RUSC1-AS1 在肝癌中的表达，以

及是否通过靶向 miR-326 调控肝癌细胞生物学行为。

方法：用 qRT-PCR 检测 41 例肝癌组织和对应癌旁组织中 lncRNA RUSC1-AS1 与 miR-326 的表达。以

lncRNA RUSC1-AS1 表达抑制质粒 / 阴性对照质粒、miR-326 模拟物 / 阴性对照序列、miR-326 抑制物 /

阴性对照序列为工具，采用 MTT 法、Transwell 法、流式细胞术、Western blot 法观察接受不同转染处

理的 MHCC97-H 细胞的增殖能力、迁移和侵袭能力、凋亡以及相关蛋白表达的变化。采用荧光素酶报

告实验分析 lncRNA RUSC1-AS1 和 miR-326 的靶向关系，并用 qRT-PCR 验证。

结果：与癌旁组织比较，肝癌组织中 lncRNA RUSC1-AS1 表达水平明显升高，miR-326 表达水平明显

降低（均 P<0.05）。转染 lncRNA RUSC1-AS1 表达抑制质粒或 miR-326 模拟物后，肝癌 MHCC97-H

细胞的增殖能力以及迁移与侵袭能力明显降低，细胞凋亡率明显升高，cyclin D1、MMP-2、MMP-9、

Bcl-2 蛋白表达水平明显降低，P21、Bax 蛋白表达水平明显升高（均 P<0.05）。MHCC97-H 细胞转染

lncRNA RUSC1-AS1 表达抑制质粒的同时 miR-326 抑制物，前者对 MHCC97-H 细胞以上作用被取消（均

P<0.05）。双荧光素酶报告实验及 qRT-PCR 验证结果显示，miR-326 为 lncRNA RUSC1-AS1 的靶分子。

结论：lncRNA RUSC1-AS1 在肝癌中表达上调，其可通过靶向调控 miR-326 的表达促进肝癌细胞的恶

性生物学行。 
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肝 细 胞 癌 （ 以 下 简 称 肝 癌 ） 是 世 界 常 见 的

恶 性 肿 瘤 之 一 ， 我 国 肝 癌 患 者 病 死 率 在 世 界 上 占

较 高 比 例 ， 癌 细 胞 肝 内 转 移 是 患 者 术 后 复 发 的 重

要 原 因 [ 1 - 2 ]。 细 胞 增 殖 和 凋 亡 调 控 的 失 衡 是 引 起

肿 瘤 发 生 发 展 的 重 要 原 因 [ 3 ]； 肝 癌 细 胞 的 迁 移 、

侵 袭 是 导 致 癌 其 转 移 的 重 要 因 素 [ 4 ]。 然 而 ， 介 导

肝 癌 增 殖 、 迁 移 、 侵 袭 和 凋 亡 的 潜 在 分 子 机 制

尚 未 完 全 不 清 楚 。 长 链 非 编 码 R N A （ l o n g  n o n -
coding   RNA，lncRNA）是一类长度>200 nt的非

编 码 R N A ， 其 可 通 过 多 种 方 式 发 挥 其 生 物 学 功

能，研究[5-7]表明lncRNA可以作为一种竞争性内源

性RNA（competing endogenous RNA，ceRNA）

与 微 小 R N A （ m i c r o R N A ， m i R N A ） 相 互 作 用 ，

参 与 调 控 靶 基 因 的 表 达 ， 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 中 发

挥 重 要 的 作 用 。 大 量 研 究 [ 8 - 1 0 ]表 明 ， l n c R N A 在

肿 瘤 的 发 生 发 展 过 程 中 起 重 要 作 用 ， 可 调 控 细 胞

增 殖 、 分 化 、 凋 亡 、 迁 移 、 侵 袭 等 过 程 。 既 往

研 究 发 现 敲 除 l n c R N A C A S C 1 5 可 以 通 过 Y 染 色 体

上 的 性 别 决 定 区 相 关 高 迁 移 率 族 盒 蛋 白 4 （ s e x -
dertermining region of Y chromosome related high 

mobil i ty  group box 4，SOX4）/Wnt/β-连环蛋白

（ β - c a t e n i n ） 信 号 通 路 明 显 抑 制 肝 癌 细 胞 的 增

殖，迁移和侵袭，并在体外促进细胞凋亡 [ 11]。沉

默lncRNA LEF1 -AS1可以抑制肝癌细胞的增殖和

侵袭，且可抑制体内肿瘤的生长 [12]。RUSC1 -AS1

是一个新发现的肿瘤相关的lncRNA，研究[13]表明

RUSC1 -AS1在乳腺癌组织中高表达，其表达水平

与 肿 瘤 大 小 和 临 床 等 级 呈 正 相 关 ， 而 与 患 者 的 整

Abstract	 Background and Aims: Studies have demonstrated that long non-coding RNA RUSC1-AS1 (lncRNA RUSC1-AS1) 

has a close relationship with the malignant biological behaviors of tumors. However, its role in hepatocellular carcinoma 

(HCC) is still unclear. Our previous study demonstrated that there are binding interactions between lncRNA RUSC1-

AS1 and microRNA-326 (miR-326). Therefore, this study was conducted to investigate the expression of lncRNA 

RUSC1-AS1 in HCC, and whether it regulates the biological behaviors of HCC cells by targeting miR-326. 

Methods: The expressions of lncRNA RUSC1-AS1 and miR-326 in 41 paired specimens of HCC tissue and 

tumor adjacent were detected by qRT-PCR. Using lncRNA RUSC1-AS1 expression inhibition plasmid/

negative control plasmid, miR-326 mimics/negative control sequences and miR-326 inhibitors/negative control 

sequences as tools, the changes in proliferative ability, migration and invasion abilities, and apoptosis as well as 

the expressions of the related proteins in HCC MHCC97-H cells after different transfection treatments were 

determined by MTT assay, Transwell assay, flow cytometry and western blot analysis, respectively. The targeting 

relationship between lncRNA RUSC1-AS1 and miR-326 was analyzed by luciferase report assay, and then 

validated by qRT-PCR.	

Results: In HCC tissue compared with adjacent tissue, the expression level of lncRNA RUSC1-AS1 was 

significantly increased, and the expression level of miR-326 was significantly decreased (both P<0.05). In 

MHCC97-H cells after transfection with lncRNA RUSC1-AS1 expression inhibition plasmid or miR-326 

mimics, the proliferative ability as well as the migration and invasion abilities were significantly reduced, while the 

apoptosis rate was significantly increased, and the protein expression levels of cyclin D1, MMP-2, MMP-9, Bcl-2 were 

significantly reduced, while the protein expression levels of P21, Bax were significantly increased (all P<0.05). 

In MHCC97-H cells transfected with lncRNA RUSC1-AS1 expression inhibition plasmid with simultaneous 

transfection of miR-326 inhibitors, the influences of the former on MHCC97-H cells were abolished (all P<0.05). 

The results of luciferase report assay and qRT-PCR validation showed that miR-326 was a target molecule for 

lncRNA RUSC1-AS1. 

Conclusion: The expression of lncRNA RUSC1-AS1 is up-regulated in HCC, and it can promote the malignant 

biological behaviors of HCC cells by targeting miR-326.

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; RNA, Long Noncoding; MicroRNAs; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness; 

Apoptosis
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体生存呈负相关；沉默RUSC1 -AS1显著抑制了乳

腺癌MCF-7和BT549细胞的活力、克隆能力及细胞

周期进程并诱导了其凋亡。RUSC1 -AS1在喉鳞状

细胞癌中上调表达，非甲基化可调节RUSC1 -AS1

的表达，且RUSC1 -AS1与可能是喉鳞状细胞癌的

重要预后生物标志物[14]。然而lncRNA RUSC1-AS1

在 肝 癌 中 的 表 达 和 功 能 国 内 外 尚 未 见 报 道 。 笔 者

前期采用Starbase预测显示，lncRNA RUSC1-AS1

和 微 小 R N A -3 2 6 （ m i R -3 2 6 ） 存 在 结 合 位 点 。 因

此，本研究检测lncRNA RUSC1 -AS与miR -326在

肝 癌 及 癌 旁 组 织 中 的 表 达 ， 通 过 分 子 生 物 学 实 验

分析lncRNA RUSC1-AS表达对肝癌细胞增殖、迁

移、侵袭和凋亡的影响及其与miR-326的关系。

1　材料与方法

1.1  一般资料

收集2017年1月—2019年12月收治的肝癌患者

经 手 术 切 除 的 肝 癌 组 织 及 对 应 的 癌 旁 组 织 （ 距 离

肿瘤边缘2~5 cm）标本41例，其经病理检测确认

为 肝 癌 ， 患 者 手 术 前 未 进 行 过 手 术 及 放 化 疗 ， 所

有 患 者 均 知 情 且 签 署 知 情 同 意 书 ， 本 研 究 经 本 院

伦理委员会审核批准。

1.2  主要材料

肝 癌 M H C C 9 7 - H 细 胞 购 自 美 国 A T C C ； 胎 牛

血清、RPMI-1640培养基购自美国Gibco公司；胰

蛋白酶购自美国Sigma公司；TRIzol试剂、反转录

试剂盒、荧光定量试剂盒购自日本Takara公司；

Lipofectamine TM 2000转染试剂购自美国Invitrogen

公司；miR -326模拟物/抑制物、lncRNA RUSC1 -
AS1表达抑制质粒及各自阴性对照购自广州锐博生

物技术有限公司；四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）

试 剂 盒 购 自 武 汉 益 普 生 物 科 技 有 限 公 司 ； R I P A

蛋 白 裂 解 液 购 自 北 京 百 奥 莱 博 科 技 有 限 公 司 ； 二

辛可宁酸（bicinchonin ic  ac id，BCA）试剂盒购

自美国Bio -wor ld公司；聚偏二氟乙烯膜购自美国

Mil l ipo re公司；ECL发光液购自美国Advans ta公

司；cycl in  D1抗体购自美国Biorby t公司；P21、

MMP-2、MMP-9、Bcl-2、Bax、GAPDH抗体购自

美国Abbiotec公司；Transwell小室、Matrigel胶购

自美国BD公司；膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素/碘化

丙锭（annexin V -FITC/PI）凋亡检测试剂盒购自

上海BestBio贝博生物公司；双荧光素酶报告基因

检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；荧光素

酶报告载体购自江苏百奥迈科生物技术有限公司。

1.3  实验方法

1.3.1  细胞培养与分组　肝癌 MHCC97-H 细胞用

含 10% 胎 牛 血 清 的 RPMI-1640 培 养 液 在 37 ℃、

5% CO2 条 件 下 培 养，2 d 换 液 1 次， 待 细 胞 融

合 至 80%~90% 左 右 时， 用 胰 蛋 白 酶 进 行 消 化 传

代， 取 对 数 生 长 期 细 胞 进 行 实 验。 取 对 数 生 长 期

MHCC97-H 细 胞， 按 照 每 孔 2×105 个 细 胞 接 种

于 六 孔 板 中， 待 细 胞 贴 壁 后 根 据 LipofectamineTM 

2000 说 明 书 进 行 转 染， 将 lncRNA RUSC1-AS1

表 达 抑 制 质 粒（si-RUSC1-AS1 组 ）/ 阴 性 对 照

质 粒（si-NC 组 ）、miR-326 模 拟 物（miR-326

组 ）/ 阴 性 对 照 序 列（miR-NC 组 ） 分 别 转 染 至

MHCC97-H 细 胞 中； 将 lncRNA RUSC1-AS1 表

达 抑 制 质 粒 分 别 与 miR-326 抑 制 物（si-RUSC1-
AS1+anti-miR-326 组 ） 及 其 阴 性 对 照 序 列（si-
RUSC1-AS1+anti-miR-NC 组 ） 转 染 至 MHCC97-H

细胞中。 

1.3.2  qRT-PCR 检 测 lncRNA RUSC1-AS1 和

miR-326 的表达水平　用 TRIzol 试剂提取组织和

细胞中的总 RNA，将 RNA 反转录成 cDNA，按照

荧 光 定 量 试 剂 盒 使 用 说 明 进 行 PCR， 每 个 样 品 设

3 个重复，循环条件为 95 ℃ 5 min，95℃ 30 s，

60 ℃ 30 s；72 ℃ 30 s， 共 40 个 循 环；60 ℃ 延

长 5 min。 相 对 表 达 量 用 2- △ △ Ct 法 计 算。lncRNA 

RUSC1-AS1 和 miR-326 分 别 以 GAPDH 和 U6 为

内参，lncRNA RUSC1-AS1 上游引物序列：5'-CAG 

GGT CCC ACT ATG TTG CT-3'，下游引物序列：

5'-CCA TTT TAT AGG CGG GGA GT-3'；GAPDH

上 游 引 物 序 列：5'-TGT TGC CAT CAA TCA CCC 

CTT-3'， 下 游 引 物 序 列：5'-CTC CAC GAC GTA 

CTC AGCG-3'；miR-326 上 游 引 物 序 列：5'-CAT 

CTG TCT GTT GGG CTG GA-3'，下游引物序列：

5'-AGG AAG GGC CCA GAG GCG-3'；U6 上游引

物序列：5'-CGG GTT TGT TTT GCA TTT CT-3'，

下游引物序列：5'-AGT CCC AGC ATG AAC AGC 

TT-3'；引物由上海生工生物工程公司合成。

1.3.3  MTT 法 检 测 细 胞 增 殖　 取 对 数 生 长 期

MHCC97-H 细 胞， 按 照 每 孔 5×104 个 细 胞 接 种

于 六 孔 板 中， 在 各 组 细 胞 培 养 至 24 、48 、72 h

时， 每 孔 分 别 加 入 5 mg/mL 的 MTT 溶 液 20 μL，

于培养箱中继续孵育 4 h 后弃去上清液，每孔加入

DMSO 150 μL，振荡反应 10 min 使沉淀溶解，用

酶标仪于波长 450 nm 处检测吸光度（OD）值。
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1.3.4  Western blot 法 检 测 cyclin D1、P21、

MMP-2、MMP-9、Bcl-2、Bax 蛋 白 表 达　 用

RIPA 蛋白裂解液提取细胞总蛋白，用 BCA 试剂盒

进行蛋白定量。各组蛋白上样量 60 μg，进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳，经电转将蛋白转移至聚偏二氟乙

烯 膜 上。 用 5% 脱 脂 牛 奶 室 温 封 闭 90 min， 分 别

加 入 相 应 的 一 抗（1:800），4 ℃ 孵 育 过 夜，PBS

洗涤 3 次，每次 5 min；再加入二抗（1:1 200）室

温孵育 2 h，PBS 洗涤 3 次，每次 10 min，后在暗

室中用 ECL 发光液显影，用 ChemiDoc XRS+ 系统

成 像， 再 用 Quantity One 凝 胶 分 析 软 件 处 理， 测

定各组蛋白条带的灰度值，以目的条带和 GAPDH

条带的比值作为蛋白表达水平。

1.3.5  Transwell 检测细胞迁移和侵袭　细胞迁移

实验：分别将 600 μL 含胎牛血清的 RPMI-1640 完

全 培 养 液 和 200 μL 细 胞 悬 液 加 入 Transwell 小 室

的 下 室 和 上 室 中， 放 入 细 胞 培 养 箱 中 培 养 24 h。

取 出 小 室， 吸 去 培 养 液 后 用 棉 签 轻 轻 擦 去 上 层 细

胞，PBS 洗涤，4% 多聚甲醛固定 30 min，再用 0.1%

结 晶 紫 染 色 10 min， 显 微 镜 观 察 并 拍 照， 计 算 结

晶紫染色细胞数即为迁移细胞数。细胞侵袭实验：

将 60 μL Matrigel 与 300 μL 无血清的 RPMI-1640

培 养 液 中 混 匀， 然 后 取 100 μL 平 铺 于 Transwell

小室的上室，凝固后按细胞迁移实验操作进行。

1.3.6  流式细胞仪检测细胞凋亡　取转染 48 h 后

生 长 状 态 良 好 的 细 胞， 吸 弃 上 清 液，PBS 漂 洗 细

胞 2 次，吸弃 PBS 液，加 1~2 mL 胰酶消化细胞使

之脱壁，静置 5~8 min，轻摇使之形成均匀细胞悬

液，结合缓冲液终止消化，分别加 annexin V-FITC

和 PI 各 5 μL，轻摇混匀，常温避光孵育 15 min，

上流式细胞仪检测细胞凋亡率。每组设 3 个复孔，

实验重复 3 次。

1.3.7  荧 光 素 酶 报 告 实 验 检 测 lncRNA RUSC1-
AS1 和 miR-326 的 靶 向 关 系　 构 建 lncRNA 

RUSC1-AS1 的野生型和突变型的荧光素酶表达载

体 质 粒 WT-RUSC1-AS1 和 MUT-RUSC1-AS1， 用

LipofectamineTM 2000 将 WT-RUSC1-AS1 和 MUT-
RUSC1-AS1 质粒分别与 miR-326 模拟物及相应的

对照序列共转染至 293T 细胞 中。转染 48 h 后按

照说明书检测荧光素酶活性。

1.4  统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析，计量资

料用均数±标准差（x± s）表示，两组比较行 t检

验，多组间比较采用单因素方差分析。P<0 .05为

差异有统计学意义。

2　结　果  

2.1  lncRNA RUSC1-AS1 和 miR-326 在肝癌组

织中的表达

应用qRT -PCR检测41例肝癌组织和癌旁组织

中lncRNA RUSC1 -AS1和miR -326的表达水平，

结果显示，与癌旁组织比较，肝癌组织中RUSC1-
AS1表达水平明显升高，miR-326表达水平明显降

低（均P<0.05）（图1）。

2.2  干 扰 lncRNA RUSC1-AS1 表 达 对

MHCC97-H 细胞增殖的影响

与si-NC组比较，si-RUSC1-AS1组MHCC97-H

细胞中RUSC1 -AS1表达水平明显降低，24、48、

7 2  h 细 胞 O D 值 明 显 降 低 ， c y c l i n  D 1 蛋 白 表 达 水

平 明 显 降 低 ， P 2 1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （ 均

P<0.05）（图2）。

图 1　qRT-PCR 检测结果　　A：lncRNA RUSC1-AS1 在肝癌组织中的表达；B：miR-326 在肝癌组织中的表达
Figure 1　Results of qRT-PCR detection　　A: Expression of lncRNA RUSC1-AS1 in HCC tissues; B: Expression of miR-326 in in HCC 
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2.3  干扰 lncRNA RUSC1-AS1 表达对 MHCC97-H
细胞迁移、侵袭的影响

与si-NC组比较，si-RUSC1-AS1组MHCC97-H

细胞迁移、侵袭数明显降低，MMP -2、MMP -9蛋

白表达水平明显降低（均P<0.05）（图3）。

图 2　干扰 lncRNA RUSC1-AS1 表达对 MHCC97-H 细胞增殖的影响　　A：lncRNA RUSC1-AS1 相对表达量；B：细胞增

殖曲线；C：增殖相关蛋白的表达
Figure 2　Influence of lncRNA RUSC1-AS1 interference on proliferation of MHCC97-H cells　　A: Relative expression levels of lncRNA 

RUSC1-AS1; B: Cell proliferation curves; C: Expression levels of the proliferation-associated proteins
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图 3　干扰 lncRNA RUSC1-AS1 表达对肝癌 MHCC97-H 细胞迁移、侵袭的影响　　A：Transwell 实验结果；B：迁移侵袭相

关蛋白表达
Figure 3　Influence of lncRNA RUSC1-AS1 interference on migration and invasion of MHCC97-H cells　　A: Results of Transwell assay; 

B: Expression levels of the migration- and invasion-related proteins 
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2.5  miR-326 过表达对 MHCC97-H 细胞增殖、

迁移、侵袭和凋亡的影响

与miR -NC组比较，miR -326组MHCC97 -H细

胞中miR -326表达水平明显升高，24、48、72 h

细 胞 O D 值 明 显 降 低 ， 细 胞 迁 移 、 侵 袭 数 明 显 降

低，细胞凋亡率明显升高，cycl in  D1、MMP-2、

MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平明显降低，P21、Bax

蛋白表达水平明显升高（P<0.05）（图5）。

2.6  干 扰 lncRNA RUSC1-AS1 表 达 同 时 抑 制

miR-326 表达对 MHCC97-H 细胞增殖、迁

移侵袭和凋亡的作用

与si -RUSC1 -AS1+an t i -miR -NC组比较，si -
RUSC1 -AS1+an t i -miR -326组MHCC97 -H细胞中

miR -326表达水平明显降低，24、48、72 h细胞

O D 值 明 显 升 高 ， 细 胞 迁 移 、 侵 袭 数 明 显 升 高 ，

细 胞 凋 亡 率 明 显 降 低 ， c y c l i n  D 1 、 M M P - 2 、

MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平明显升高，P21、Bax

蛋白表达水平明显降低（均P<0.05）（图6）。

2.4  干扰 lncRNA RUSC1-AS1 表达对 MHCC97-H
细胞凋亡的影响

与si-NC组比较，si-RUSC1-AS1组MHCC97-H

细 胞 凋 亡 率 明 显 升 高 ， B c l - 2 蛋 白 表 达 水 平 明

显降低，Bax蛋白表达水平明显升高（均P<0.05）

（图4）。
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图 4　干扰 lncRNA RUSC1-AS1 表达对肝癌 MHCC97-H 细胞凋亡的影响　　A：流式细胞术检测结果；B：凋亡相关蛋白

表达
Figure 4　Influence of lncRNA RUSC1-AS1 interference on apoptosis of MHCC97-H cells　　A: Results of flow cytometry analysis; 

B: Expression levels of apoptosis-related proteins
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图 5　miR-326 过表达对肝癌 MHCC97-H 细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响　　A：miR-326 相对表达量；B：细胞增殖曲线；

C：Transwell 实验结果；D：流式细胞术检测结果；E：增殖、迁移、侵袭和凋亡相关蛋白的表达
Figure 5　Infl uence of miR-326 overexpression on proliferation, migration, invasion and apoptosis of MHCC97-H cells　　A: Relative 

expression levels of miR-326; B: Cell proliferation curves; C: Results of Transwell assay; D: Results of flow cytometry analysis; 
E: Expression levels of proteins associated with  proliferation, migration, invasion and apoptosis
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图 6　干扰 lncRNA RUSC1-AS1 表达同时抑制 miR-326 表达对 MHCC97-H 细胞增殖、迁移侵袭和凋亡的作用　　A：miR-
326 相对表达量；B：细胞增殖曲线；C：Transwell 实验结果；D：流式细胞术检测结果；E：增殖、迁移、侵袭和凋亡

相关蛋白的表达
Figure 6　Infl uence of lncRNA RUSC1-AS1 interference with miR-326 inhibition on proliferation, migration, invasion and apoptosis of 

MHCC97-H cells　　A: Relative expression levels of miR-326; B: Cell proliferation curves; C: Results of Transwell assay; D: Results 
of fl ow cytometry analysis; E: Expression levels of proteins associated with  proliferation, migration, invasion and apoptosis
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2.7  lncRNA RUSC1-AS1 靶向调控 miR-326 的

表达

StarBase在线软件预测显示lncRNA RUSC1 -
AS1与miR-326存在互补的核苷酸序列（图7A）。

在 M H C C 9 7 - H 细 胞 中 共 转 染 m i R - 3 2 6 模 拟 物 或 阴

性 对 照 序 列 和 W T - R U S C 1 - A S 1 或 M U T - R U S C 1 -
A S 1 ， 双 荧 光 素 酶 报 告 实 验 结 果 显 示 （ 图 7 B ） ，

过表达miR-326明显降低包含WT-RUSC1-AS1质粒

的荧光素酶活性（P<0.05），但不影响包含MUT-
R U S C 1 - A S 1 质 粒 的 荧 光 素 酶 活 性 （P>0 . 0 5 ） 。

q R T - P C R 检 测 测 转 染 l n c R N A  R U S C 1 - A S 1 过 表

达质粒、干扰质粒或阴性对照序列的MHCC97 -H

细 胞 中 m i R - 3 2 6 表 达 水 平 ， 结 果 显 示 ， 过 表 达

RUSC1-AS1导致miR-326表达水平明显降低，抑制

RUSC1 -AS1表达导致miR -326表达水平明显升高

（均P<0.05）（图7C）。

3　讨　论 

越 来 越 多 的 研 究 [ 1 5 - 1 7 ]表 明 l n c R N A 在 肝 癌 的

发 生 发 展 中 发 挥 重 要 的 作 用 ， 其 可 能 通 过 调 控 抑

癌 或 致 癌 基 因 起 作 用 。 因 此 ， 研 究 影 响 肝 癌 的

lncRNA对于揭示肝癌发生发展的分子机制至关重

要。已有大量研究表明多种lncRNA影响肝癌的进

展，如lncRNA LBX2 -AS1通过充当miR -384的竞

争内源RNA，从而上调胰岛素受体底物1（insulin 

recep to r  subs t ra te -1，IRS1）的表达来驱动肝癌

的 发 展 ； 敲 低 l n c R N A  L B X 2 - A S 1 会 减 弱 肝 癌 细

胞增殖，迁移和 侵袭，并在体外诱导其凋亡 [ 18]。

LINC01139通过与miR -30家族竞争性结合，通过

上 调 成 髓 细 胞 瘤 转 录 因 子 第 2 亚 型 （ M Y B  p r o t o -
oncog e n e  l i k e  2 ， M Y B L 2 ） 来 促 进 肝 细 胞 癌 的

发 展 ； L I N C 0 1 1 3 9 可 能 成 为 肝 癌 患 者 的 潜 在 治

疗 靶 点 和 预 后 生 物 标 志 物 [ 1 9 ] 。 近 年 来 研 究 表 明

lncRNA RUSC1 -AS1在人类肿瘤中起重要作用，

已 有 研 究 [ 1 3 - 1 4 ] 报 道 l n c R N A  R U S C 1 - A S 1 在 乳 腺

癌、喉鳞状细胞癌中具有致癌作用。且有研究 [20]

报道lncRNA RUSC1 -AS1在宫颈癌组织和细胞系

中高表达，RUSC1 -AS1的高表达与宫颈癌患者的

FIGO分期，淋巴结转移和较短的总生存期显著相

关；干扰lncRNA RUSC1 -AS1表达通过上调miR -
744抑制了宫颈癌细胞的体外增殖，迁移和侵袭，

诱 导 细 胞 凋 亡 ； 并 阻 碍 体 内 肿 瘤 的 生 长 。 然 而 目

前lncRNA RUSC1-AS1在肝癌发生发展中的作用尚

不清楚。本研究重点研究lncRNA RUSC1-AS1在肝

癌组织中的表达，并进一步探究lncRNA RUSC1 -
AS1对肝癌细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响及

其潜在的作用机制。

本研究首先在20例肝癌组织和对应的癌旁组

织中检测lncRNA RUSC1-AS1的表达差异，结果发

现lncRNA RUSC1 -AS1在肝癌组织中的表达水平
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图 7　lncRNA RUSC1-AS1 与 miR-326 的关系分析　　A：lncRUSC1-AS1 的序列中含有与 miR-326 互补的核苷酸序列； 

B：双荧光素酶报告实验结果；C：lncRNA RUSC1-AS1 调控 miR-326 的表达
Figure 7　Analysis of relationship between lncRNA RUSC1-AS1 and miR-326　　A: Complementary nucleotide sequence of miR-326 in 

lncRUSC1-AS1 sequence; B: Results of luciferase report assay; C: Regulatory effect of lncRNA RUSC1-AS1 on miR-326 expression
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显著高于对应的癌旁组织，表明lncRNA RUSC1 -
AS1在肝癌组织可能起促癌作用，与在其他癌症中

的作用相同。功能试验发现干扰lncRNA RUSC1 -
A S 1 表 达 后 ， 肝 癌 M H C C 9 7 - H 细 胞 在 培 养 至 2 4 、

48、72 h时细胞OD值显著降低，细胞迁移、侵袭

数显著降低，细胞凋亡率显著升高，cycl in  D1、

MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平显著降低，

P 2 1 、 B a x 蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高 。 c y c l i n  D 1 、

P 2 1 是 细 胞 周 期 相 关 蛋 白 ， 其 表 达 水 平 与 细 胞 增

殖有关，cyc l in  D1是正调控因子，P21是负调控

因子，cyc l in  D1低表达，P21高表达抑制细胞增

殖 [ 2 1 ]。 M M P - 2 、 M M P - 9 是 基 质 金 属 蛋 白 酶 家 族

成 员 ， 其 高 表 达 可 降 解 细 胞 外 基 质 ， 促 进 细 胞 迁

移、侵袭[22]。Bcl-2、Bax是调控细胞凋亡的关键因

子，Bcl-2是抗凋亡因子，Bax是促凋亡因子，其表

达水平可反映细胞凋亡情况 [23]。表明干扰lncRNA 

R U S C 1 - A S 1 表 达 可 显 著 抑 制 M H C C 9 7 - H 细 胞 增

殖、迁移和侵袭，并促进细胞凋亡。

研究 [24-27]表明miRNA也参与调控肝癌细胞的

发 生 发 展 过 程 ， 影 响 癌 细 胞 的 增 殖 、 凋 亡 、 转 移

等。有研究[28]报道miR-326在肝癌组织和细胞系中

下 调 表 达 ， m i R - 3 2 6 的 低 表 达 与 肝 癌 患 者 的 T N M

分期，分化和淋巴结转移密切相关；miR-326过表

达通过直接靶向LIM和SH3蛋白1（LIM and  SH3 

p ro t e in  1，LASP1）在体外抑制了肝癌细胞的增

殖和侵袭，并激活了细胞凋亡。还有研究 [ 29]表明

miR-326过表达可显著抑制前列腺癌细胞增殖，集

落形成，迁移和侵袭，诱导G 0/G 1细胞周期阻滞并

促 进 前 列 腺 癌 细 胞 凋 亡 。 上 调 m i R - 3 2 6 显 著 抑 制

了 乳 腺 癌 细 胞 生 长 和 集 落 形 成 ， 且 阻 滞 了 细 胞 周

期，并诱导了细胞凋亡 [ 30]。本实验结果显示，与

癌旁组织相比，miR-326在肝癌组织中表达水平显

著升高。过表达miR-326后，肝癌MHCC97-H细胞

培养至24、48、72 h时细胞OD值显著降低，细胞

迁 移 、 侵 袭 数 显 著 降 低 ， 细 胞 凋 亡 率 显 著 升 高 ，

cyclin D1、MMP-2、MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平

显著降低，P21、Bax蛋白表达水平显著升高。说

明 过 表 达 m i R - 3 2 6 可 显 著 抑 制 M H C C 9 7 - H 细 胞 增

殖、迁移和侵袭，并促进细胞凋亡。

为进一步研究lncRNA RUSC1 -AS1对肝癌细

胞的影响的机制是否与miR-326有关，本实验通过

StarBase在线软件预测可能与lncRNA RUSC1-AS1

结合的miRNA，结果发现lncRNA RUSC1 -AS1与

m i R - 3 2 6 存 在 结 合 位 点 ， 双 荧 光 素 酶 报 告 实 验 结

果证实lncRNA RUSC1-AS1可靶向miR-326。且过

表达lncRNA RUSC1-AS1导致miR-326表达水平显

著降低，抑制lncRNA RUSC1 -AS1表达导致miR -
326表达水平显著升高，表明lncRNA RUSC1-AS1

确实可调控miR -326的表达。研究报道lncRNA可

通过调控miR -326表达影响肿瘤进展，如lncRNA 

DDX11-AS1通过调节miR-326/IRS1轴促进胃癌的

细胞进程和奥沙利铂耐药性[31]。lncRNA TDRG1通

过靶向miR-326调节子宫颈癌中丝裂原活化蛋白激

酶1（mitogen-activated protein kinase1，MAPK1）

的表达来促进细胞增殖、迁移和侵袭[32]。LncRNA 

S N H G 3 通 过 靶 向 m i R - 3 2 6 促 进 肝 细 胞 肿 瘤 的 发 

生[33]。lncRNA H19可以作为ceRNA海绵来修饰miR-
326并调节TWIST1表达参与肝细胞癌的发展 [34]。

本 实 验 结 果 显 示 ， 抑 制 m i R - 3 2 6 表 达 的 同 时 干 扰

lncRNA RUSC1 -AS1表达，培养24、48、72 h后

细胞OD值显著升高，且细胞迁移、侵袭数显著升

高，细胞凋亡率显著降低，cycl in  D1、MMP-2、

MMP-9、Bcl-2蛋白表达水平显著升高，P21、Bax

蛋白表达水平显著降低。说明抑制miR-326表达可

能逆转了干扰lncRNA RUSC1-AS1表达对肝癌细胞

增殖、迁移、侵袭的抑制和凋亡促进作用。

综上所述，肝癌组织中lncRNA RUSC1 -AS1

异常高表达，干扰lncRNA RUSC1-AS1表达可能通

过上调miR-326表达抑制肝癌细胞的增殖、迁移和

侵袭，并促进细胞凋亡。lncRNA RUSC1-AS1的异

常 高 表 达 可 能 是 促 进 肝 癌 进 展 的 驱 动 因 素 ， 其 可

作为生物治疗肝癌的潜在作用靶点。
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