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长链非编码RNA LINC00313与miR-342-3p/膜联蛋白A2轴

在肝细胞癌细胞中的作用与机制

吴剑飞，白雪峰，田晰晰，杨季红，张全，赵继森，于国栋，张锐

（河北大学附属医院 肝胆外科，河北 保定 071000）

摘     要             背景与目的：肝细胞癌 （HCC） 是造成癌症相关性死亡的常见原因之一，研究表明长链非编码 RNA

（lncRNA） 调控微小 RNA （miRNA） 的表达，进而通过抑制靶 mRNA 翻译或促进 mRNA 降解来参与肿瘤

发生及进展过程。LINC00313 作为一种具有致癌活性的 lncRNA 参与肿瘤发生及进展过程；膜联蛋白 A2

（ANXA2） 在包括 HCC 的多种恶性肿瘤中表达上调，促进恶性表型的发生，并可能受上游 miR-342-3p

的调控。因此，本研究探讨 LINC00313、miR-342-3p、ANXA2 在 HCC 细胞中的表达及其相互关系。

方 法 ：用 qRT-PCR 与 Western blot 检 测 人 肝 实 质 细 胞 及 HCC 细 胞 系 （Li-7、 HuH-7、 Hep3B2.1-7） 中

LINC00313、miR-342-3p 及 ANXA2 表达。将体外培养的 Li-7 细胞分为空白对照组 （无处理）、LINC00313 

siRNA 组 （转染 LINC00313 siRNA）、miR-342-3p 模拟物组 （转染 miR-342-3p 模拟物）、共转染阴性对照

组 （转 染 阴 性 siRNA 序 列 与 阴 性 miRNA 序 列）、 共 转 染 组 （转 染 LINC00313 siRNA 及 miR-342-3p 抑 制

物），用 qRT-PCR 与 Western blot 检测各组细胞 LINC00313、miR-342-3p 及 ANXA2 表达；MTT 实验及平板

集落形成实验检测各组细胞增殖；进行 TUNEL 染色检测各组细胞凋亡；Transwell 侵袭及 Western blot 分

别检测各组细胞侵袭数目及上皮-间充质转化 （EMT） 相关蛋白波形蛋白 （vimentin）、E-钙黏蛋白

（E-cadherin） 表达；免疫荧光染色检测各组细胞 Bcl-2 关联 X 蛋白 （Bax） /B 淋巴细胞瘤-2 （Bcl-2）；双

荧光素酶报告实验分析 Li-7 细胞中 LINC00313 对 miR-342-3p、miR-342-3p 对 ANXA2 的靶向调控。建立皮

下裸鼠异种移植瘤模型，验证 LINC00313 沉默对 Li-7 细胞体内生长的影响。

结果：与人肝实质细胞比较，Li-7、HuH-7、Hep3B2.1-7 细胞的 LINC00313、ANXA2 mRNA 及蛋白表达均

明显升高，而 miR-342-3p 表达均明显降低 （均 P<0.05）。与对照组比较，LINC00313 siRNA 组、miR-342-

3p 模拟物组细胞 ANXA2 mRNA 及蛋白表达、增殖率、集落生成率、侵袭细胞数目、vimentin 蛋白表达

均明显降低 （P<0.05），miR-342-3p 表达、凋亡率、E-cadherin 蛋白表达、Bax/Bcl-2 比值均明显升高 （均

P<0.05）；与 LINC00313 siRNA 组比较，共转染组细胞 ANXA2 mRNA 及蛋白表达、增殖率、集落生成率、

侵袭细胞数目、vimentin 蛋白表达均明显升高，而 miR-342-3p 表达、凋亡率、E-cadherin 蛋白表达、Bax/

Bcl-2 比值均明显降低 （均 P<0.05）。Li-7 细胞中，LINC00313 可靶向下调 miR-342-3p 表达，miR-342-3p 可

靶 向 下 调 其 ANXA2 表 达 （均 P<0.05）。 体 内 实 验 结 果 显 示 ， 与 无 处 理 的 Li-7 细 胞 移 植 瘤 比 较 ，

LINC00313 敲低的 Li-7 细胞移植瘤的体积与质量均明显降低，肿瘤组织中 LINC00313、ANXA2 mRNA 及

蛋白表达均明显降低，而 miR-342-3p 表达明显升高 （均 P<0.05）。

结论：LINC00313 在 HCC 细胞中的表达上调，LINC00313 可能通过抑制 miR-342-3p 而增加后者靶基因

ANXA2 的表达，进而促进 HCC 细胞的恶性表型。
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Abstract             Background and Aims: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common cause of cancer-related 

mortality. Studies have shown that long non-coding RNAs (lncRNAs) regulate the expression of 

microRNAs (miRNAs), which, in turn, participate in tumorigenesis and progression by inhibiting target 

mRNA translation or promoting mRNA degradation. LINC00313 is a cancer-promoting lncRNA that 

contributes to tumor development and progression. Annexin A2 (ANXA2) is upregulated in various 

malignant tumors, including HCC, promoting a malignant phenotype, and it may be regulated by 

upstream miR-342-3p. This study was conducted to explore the expression of LINC00313, miR-342-3p, 

and ANXA2 in HCC cells and their interrelationships.

Methods: The expressions of LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 were assessed in human liver 

tissue cells and HCC cell lines (Li-7, HuH-7, Hep3B2.1-7) using qRT-PCR and Western blot. Li-7 cells 

were cultured in vitro and divided into different groups: control (untreated), LINC00313 siRNA group 

(transfected with LINC00313 siRNA), miR-342-3p mimics group (transfected with miR-342-3p 

mimics), negative control co-transfection group (transfected with negative siRNA and negative miRNA), 

and co-transfection group (transfected with LINC00313 siRNA and miR-342-3p inhibitor). The 

expressions of LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 were analyzed in these groups using qRT-PCR 

and Western blot. Cell proliferation was assessed using MTT assay and colony formation assay. 

Apoptosis was detected by TUNEL staining. Transwell invasion assay and Western blot were performed 

to evaluate cell invasion and expressions of epithelial-mesenchymal transition-related proteins (vimentin 

and E-cadherin), respectively. Immunofluorescence staining was used to determine the Bax/Bcl-2 ratio in 

the cells. Dual-luciferase reporter assay was conducted to analyze the regulatory relationship between 

LINC00313 and miR-342-3p and between miR-342-3p and ANXA2 in Li-7 cells. Furthermore, a 

xenograft tumor model in nude mice was established to validate the impact of LINC00313 knockdown 

on Li-7 cell growth in vivo.

Results: Compared to human liver tissue cells, the expressions of LINC00313 as well as ANXA2 

mRNA and protein was significantly upregulated in Li-7, HuH-7, and Hep3B2.1-7 cells, while miR-342-

3p expression was significantly downregulated (all P<0.05). Compared to the control group, the 

LINC00313 siRNA group and miR-342-3p mimics group showed significant reductions in ANXA2 

mRNA and protein expressions, cell proliferation, colony formation, and invasion, as well as decreased 

vimentin protein expression (all P<0.05). Furthermore, miR-342-3p expression, apoptosis rate, E-

cadherin protein expression, and Bax/Bcl-2 ratio were significantly increased in these groups (all P<

0.05). When compared to the LINC00313 siRNA group, the co-transfection group exhibited elevated 

ANXA2 mRNA and protein expressions, increased cell proliferation, colony formation, and invasion, as 

well as enhanced vimentin expression. However, it reduced miR-342-3p expression, apoptosis rate, E-

cadherin protein expression, and Bax/Bcl-2 ratio (all P<0.05). In Li-7 cells, LINC00313 could negatively 

regulate miR-342-3p expression, while miR-342-3p could negatively regulate ANXA2 expression (both 

P<0.05). In vivo experiments demonstrated that compared to untreated Li-7 cell xenografts, LINC00313 
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knockdown in Li-7 cells significantly reduced tumor volume and mass. Additionally, LINC00313 and 

ANXA2 mRNA and protein expression in tumor tissues were markedly decreased, while miR-342-3p 

expression was significantly increased (all P<0.05).

Conclusion: LINC00313 is upregulated in HCC cells and may promote a malignant phenotype by 

inhibiting miR-342-3p, thereby increasing the expression of its target gene, ANXA2, in HCC cells.

Key words           Carcinoma, Hepatocellular; RNA, Long Noncoding; MicroRNAs; Annexin A2

CLCCLC  numbenumberr: R735.7

肝 细 胞 癌 （hepatocellular carcinoma， HCC） 是

最 常 见 的 原 发 性 肝 癌 组 织 学 亚 型 ， 在 全 球 范 围 广

泛 流 行 ， 是 造 成 癌 症 相 关 性 死 亡 的 三 大 常 见 原 因

之一，因其高复发率和转移率导致患者预后很差，

作 为 一 种 高 病 死 率 疾 病 ， 给 患 者 身 心 造 成 极 大 危

害[1-2]。由于缺乏明显的症状，大多数 HCC 患者在

晚期才被确诊，治疗选择有限[3]。尽管在过去几十年

中 ， 在 HCC 的 诊 断 和 治 疗 方 面 取 得 了 进 展 ， 但 复

发 率 和 转 移 率 仍 然 很 高 。 为 了 应 对 目 前 的 情 况 ，

必 须 制 定 筛 查 和 监 测 HCC 的 新 战 略[2,4]。 随 着 生 物

信 息 学 的 蓬 勃 发 展 ， 已 经 确 定 许 多 生 物 标 志 物 与

HCC 的 发 展 有 关 ， 但 临 床 上 可 用 于 早 期 检 测 和 预

后 评 估 的 可 靠 肿 瘤 生 物 标 志 物 数 量 仍 然 很 少 。 因

此 ， 有 必 要 鉴 定 新 的 潜 在 生 物 标 志 物 ， 这 可 能 有

助于更新诊断技术和提高治疗效果。

研 究[5] 表 明 ， 长 链 非 编 码 RNA （long non-

coding RNA，lncRNA） 通过多种机制在癌症 （包括

HCC） 发展中发挥重要作用。LINC00313 作为一种

具有致癌活性的 lncRNA 参与肿瘤发生及进展过程，

能通过促进非小细胞肺癌中 M2 巨噬细胞的分化而

促 进 其 进 展[6]， 并 可 加 速 宫 颈 癌 细 胞 的 生 长 、 上

皮 - 间 充 质 转 化 （epithelial-mesenchymal transition，

EMT） 和 迁 移[7]。 微 小 RNA （microRNA， miRNA）

是一类进化上保守的非编码 RNA （ncRNA），长度

为 18~25 个核苷酸，通过介导靶基因的转录参与一

系列生理和病理过程[8]。许多 miRNA 的异常表达与

HCC 的 发 生 和 进 展 有 关[9-10]。 研 究[11] 表 明 ， 调 控

miRNA 的表达是 LINC00313 介导肿瘤发生发展的机

制 之 一 ， LINC00313 可 通 过 吸 收 miR-342-3p 而 促 使

骨 肉 瘤 细 胞 增 殖 、 迁 移 、 侵 袭 和 体 内 肿 瘤 生 长 ，

敲除 LINC00313 可逆转上述过程。而 miR-342-3p 是

一 种 肿 瘤 抑 制 因 子 ， 在 胶 质 母 细 胞 瘤 、 喉 鳞 状 细

胞 癌 及 HCC 等 肿 瘤 中 明 显 下 调 ， 对 其 进 行 过 表 达

可抑制胶质母细胞瘤、喉鳞状细胞癌细胞的增殖、

迁 移 和 侵 袭[12-13]， 并 可 通 过 减 轻 HCC 细 胞 增 殖 、

迁 移 和 集 落 形 成 而 抑 制 其 进 展[14]。 研 究[15] 显 示 ，

miR-342-3p 可 通 过 靶 向 下 调 膜 联 蛋 白 A2 （annexin 

A2， ANXA2） 而 抑 制 结 直 肠 癌 细 胞 增 殖 、 EMT、

迁移和侵袭。而 ANXA2 作为一种致癌基因在膀胱

癌 、 HCC 中 高 表 达 ， 并 与 膀 胱 癌 患 者 的 高 病 理 分

级 和 分 期 、 低 总 体 生 存 率 等 显 著 相 关[16]， 下 调 其

表达可减轻 HCC 细胞的增殖、EMT、迁移和侵袭，

并抑制其体内肿瘤生长和肺转移[17-18]。由此推测，

LINC00313 可 能 通 过 miR-342-3p/ANXA2 轴 调 节 HCC

细胞增殖、凋亡和侵袭，本文通过体外培养人肝癌

细胞系 Li-7，对此预测进行分析探讨。

1     材料与方法 

1.1 试剂与仪器　

人 肝 实 质 细 胞 、 HuH-7 细 胞 、 Li-7 细 胞 、

Hep3B2.1-7 细胞、人肝实质细胞完全培养基购自武

汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 （货 号 ： CP-H043、

CL-0120、 CL-0139、 CL-0102、 CM-H043）； 一 步 法

反 转 录 荧 光 定 量 试 剂 盒 购 自 上 海 雅 吉 生 物 科 技 有

限 公 司 （货 号 ： B639277）； 兔 抗 人 β - 肌 动 蛋 白

（β -actin） 抗 体 、 E- 钙 黏 蛋 白 （E-cadherin） 抗 体 、

波形蛋白 （vimentin） 抗体、B 淋巴细胞瘤 2 （Bcl-2）

抗体、小鼠抗人 Bcl-2 关联 X 蛋白 （Bax） 抗体、免

疫荧光染色试剂盒-抗小鼠 Alexa Fluor 488、双荧光

素酶报告基因检测试剂盒、免疫荧光染色试剂盒-

抗 兔 Alexa Fluor 555、 结 晶 紫 染 色 液 购 自 上 海 碧 云

天 生 物 技 术 有 限 公 司 （货 号 ： AF1216、 AF6759、

AF0243、 AF1213、 AF0054、 P0188、 RG089S、

P0179、C0121）；兔抗人 ANXA2 抗体、MTT 检测试

剂 盒 、 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 驴 抗 兔 IgG 二 抗 、

TUNEL 检 测 试 剂 盒 购 自 英 国 Abcam 公 司 （货 号 ：

ab185957、ab211091、ab205722、ab66108）。

HM-PCR1 荧 光 定 量 PCR 检 测 仪 购 自 山 东 恒 美

电子科技有限公司；HED-SY96S 全自动多功能酶标

仪 购 自 山 东 格 蓝 普 物 联 科 技 有 限 公 司 ； XP-200 荧

光 显 微 镜 购 自 青 岛 明 博 环 保 科 技 有 限 公 司 ； SQ-

188 迷 你 双 垂 直 蛋 白 电 泳 槽 、 WH-600-LCD 电 泳 仪

电 源 、 SQ-189 迷 你 双 垂 直 蛋 白 转 印 电 泳 槽 购 自 上

海江美生物科技有限公司。

1.2 实验方法　

1.2.1 细胞培养　将 购 买 的 冻 存 人 肝 实 质 细 胞 及

Li-7、 HuH-7、 Hep3B2.1-7 细 胞 快 速 置 于 40 ℃ 温 水

浴 中 解 冻 复 苏 ， 离 心 并 洗 涤 后 分 别 加 入 人 肝 实 质

细 胞 完 全 培 养 基 及 混 有 10% 胎 牛 血 清 与 1% 青 - 链

霉 素 双 抗 的 RPMI-1640 培 养 基 、 DMEM 高 糖 培 养

基、MEM 培养基混匀培养，均于约 80% 细胞汇合

后进行传代。

1.2.2 qRT-PCR 检测细胞 LINC00313、miR-342-3p 及

ANXA2 表达　使 用 TRIzol 试 剂 按 照 其 说 明 指 导 分

别提出各细胞总 RNA 后，采用一步法反转录荧光

定 量 试 剂 盒 制 备 PCR 反 应 混 合 液 按 照 其 说 明 指 导

设 定 反 应 条 件 ， 40 个 循 环 结 束 后 得 到 各 细 胞

LINC00313、 miR-342-3p 及 ANXA2 循 环 阈 值 ， 采 用

2- ΔΔ Ct 算法分别进行分析，同时与内参基因 β-actin、

U6 （LINC00313 及 ANXA2 内参为 β-actin，miR-342-3p

的内参为 U6） 相比得到其相对表达，引物序列见

下表 1。

1.2.3 Western blot 检测细胞 ANXA2 蛋白表达　使用

RAPI 裂解液按照其说明指导分别提出各细胞总蛋

白 后 ， 采 用 BCA 法 测 出 其 浓 度 后 置 于 沸 水 浴 中 煮

沸 变 性 ， 每 种 细 胞 取 15 µg 总 蛋 白 跑 电 泳 后 湿 转 ，

所 得 分 离 后 的 蛋 白 以 3% 牛 血 清 白 蛋 白 溶 液 封 闭

后，自膜上剪下 β-actin、ANXA2 蛋白条带进行抗原

抗体反应，在 4 ℃下将膜与一抗 ANXA2 （1∶1 000）、

β -actin （1∶2 000） 孵 育 24 h， 次 日 ， 洗 去 一 抗 ，

添加 IgG 二抗 （1∶2 000） 室温孵育 2 h，洗涤后显

色，摄取各蛋白图像后以 Image J 软件分析，定量

各蛋白灰度值后统计得到其相对表达。

1.2.4 细 胞 分 组 与 处 理　 Li-7 细 胞 传 代 后 接 种 在

24 孔 板 培 养 （每 孔 接 种 约 1.5×105 个 细 胞）， 36 h

后 分 为 对 照 组 、 LINC00313 siRNA 组 、 miR-342-3p

模 拟 物 组 、 共 转 染 阴 性 对 照 组 、 共 转 染 组 ， 除 对

照组外的其余各组细胞使用脂质体 2000 按照其说

明 指 导 分 组 进 行 转 染 ： LINC00313 siRNA 组 转 染

LINC00313 siRNA， miR-342-3p 模 拟 物 组 转 染 miR-

342-3p 模拟物，共转染阴性对照组转染阴性 siRNA

序列及阴性 miRNA 序列，共转染组转染 LINC00313 

siRNA 及 miR-342-3p 抑制物，转染 24 h 后采集各组

细 胞 冻 存 在 液 氮 备 用 。 qRT-PCR 检 测 各 组 细 胞 中

LINC00313、 miR-342-3p 及 ANXA2 mRNA 表 达 ；

Western blot 检测各组细胞中 ANXA2 蛋白表达。

1.2.5 MTT 实验检测细胞增殖活性　Li-7 细胞传代

后 接 种 在 96 孔 板 培 养 （每 孔 接 种 约 1×104 个 细

胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h 后采

用 MTT 试 剂 盒 按 照 其 说 明 指 导 检 测 各 组 细 胞 增 殖

率 ， 所 用 公 式 为 ： 细 胞 增 殖 率 = 转 染 组 吸 光 值/对

照组吸光值×100%。

1.2.6 平板集落形成实验检测细胞集落形成能力　

Li-7 细 胞 传 代 后 接 种 在 12 孔 板 培 养 （每 孔 接 种 约

50 个细胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h

后更换新的培养基继续培养，3 周后可见细胞集落

形 成 ， 对 其 进 行 洗 涤 、 固 定 、 结 晶 紫 染 色 、 洗 涤

处 理 ， 然 后 采 用 显 微 镜 观 察 并 摄 取 各 组 图 像 ， 以

Image J 软 件 定 量 其 各 组 细 胞 集 落 数 目 后 算 出 其 集

落生成率，所用公式为：集落生成率=转染组细胞

集落数/对照组细胞集落数×100%。

1.2.7 TUNEL 染色检测各组 Li-7 细胞凋亡　Li-7 细

胞传代后接种在 24 孔板培养 （每孔接种约 1.5×105 个

细胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h 后

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences
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HM-PCR1 荧 光 定 量 PCR 检 测 仪 购 自 山 东 恒 美

电子科技有限公司；HED-SY96S 全自动多功能酶标

仪 购 自 山 东 格 蓝 普 物 联 科 技 有 限 公 司 ； XP-200 荧

光 显 微 镜 购 自 青 岛 明 博 环 保 科 技 有 限 公 司 ； SQ-

188 迷 你 双 垂 直 蛋 白 电 泳 槽 、 WH-600-LCD 电 泳 仪

电 源 、 SQ-189 迷 你 双 垂 直 蛋 白 转 印 电 泳 槽 购 自 上

海江美生物科技有限公司。

1.2 实验方法　

1.2.1 细胞培养　将 购 买 的 冻 存 人 肝 实 质 细 胞 及

Li-7、 HuH-7、 Hep3B2.1-7 细 胞 快 速 置 于 40 ℃ 温 水

浴 中 解 冻 复 苏 ， 离 心 并 洗 涤 后 分 别 加 入 人 肝 实 质

细 胞 完 全 培 养 基 及 混 有 10% 胎 牛 血 清 与 1% 青 - 链

霉 素 双 抗 的 RPMI-1640 培 养 基 、 DMEM 高 糖 培 养

基、MEM 培养基混匀培养，均于约 80% 细胞汇合

后进行传代。

1.2.2 qRT-PCR 检测细胞 LINC00313、miR-342-3p 及

ANXA2 表达　使 用 TRIzol 试 剂 按 照 其 说 明 指 导 分

别提出各细胞总 RNA 后，采用一步法反转录荧光

定 量 试 剂 盒 制 备 PCR 反 应 混 合 液 按 照 其 说 明 指 导

设 定 反 应 条 件 ， 40 个 循 环 结 束 后 得 到 各 细 胞

LINC00313、 miR-342-3p 及 ANXA2 循 环 阈 值 ， 采 用

2- ΔΔ Ct 算法分别进行分析，同时与内参基因 β-actin、

U6 （LINC00313 及 ANXA2 内参为 β-actin，miR-342-3p

的内参为 U6） 相比得到其相对表达，引物序列见

下表 1。

1.2.3 Western blot 检测细胞 ANXA2 蛋白表达　使用

RAPI 裂解液按照其说明指导分别提出各细胞总蛋

白 后 ， 采 用 BCA 法 测 出 其 浓 度 后 置 于 沸 水 浴 中 煮

沸 变 性 ， 每 种 细 胞 取 15 µg 总 蛋 白 跑 电 泳 后 湿 转 ，

所 得 分 离 后 的 蛋 白 以 3% 牛 血 清 白 蛋 白 溶 液 封 闭

后，自膜上剪下 β-actin、ANXA2 蛋白条带进行抗原

抗体反应，在 4 ℃下将膜与一抗 ANXA2 （1∶1 000）、

β -actin （1∶2 000） 孵 育 24 h， 次 日 ， 洗 去 一 抗 ，

添加 IgG 二抗 （1∶2 000） 室温孵育 2 h，洗涤后显

色，摄取各蛋白图像后以 Image J 软件分析，定量

各蛋白灰度值后统计得到其相对表达。

1.2.4 细 胞 分 组 与 处 理　 Li-7 细 胞 传 代 后 接 种 在

24 孔 板 培 养 （每 孔 接 种 约 1.5×105 个 细 胞）， 36 h

后 分 为 对 照 组 、 LINC00313 siRNA 组 、 miR-342-3p

模 拟 物 组 、 共 转 染 阴 性 对 照 组 、 共 转 染 组 ， 除 对

照组外的其余各组细胞使用脂质体 2000 按照其说

明 指 导 分 组 进 行 转 染 ： LINC00313 siRNA 组 转 染

LINC00313 siRNA， miR-342-3p 模 拟 物 组 转 染 miR-

342-3p 模拟物，共转染阴性对照组转染阴性 siRNA

序列及阴性 miRNA 序列，共转染组转染 LINC00313 

siRNA 及 miR-342-3p 抑制物，转染 24 h 后采集各组

细 胞 冻 存 在 液 氮 备 用 。 qRT-PCR 检 测 各 组 细 胞 中

LINC00313、 miR-342-3p 及 ANXA2 mRNA 表 达 ；

Western blot 检测各组细胞中 ANXA2 蛋白表达。

1.2.5 MTT 实验检测细胞增殖活性　Li-7 细胞传代

后 接 种 在 96 孔 板 培 养 （每 孔 接 种 约 1×104 个 细

胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h 后采

用 MTT 试 剂 盒 按 照 其 说 明 指 导 检 测 各 组 细 胞 增 殖

率 ， 所 用 公 式 为 ： 细 胞 增 殖 率 = 转 染 组 吸 光 值/对

照组吸光值×100%。

1.2.6 平板集落形成实验检测细胞集落形成能力　

Li-7 细 胞 传 代 后 接 种 在 12 孔 板 培 养 （每 孔 接 种 约

50 个细胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h

后更换新的培养基继续培养，3 周后可见细胞集落

形 成 ， 对 其 进 行 洗 涤 、 固 定 、 结 晶 紫 染 色 、 洗 涤

处 理 ， 然 后 采 用 显 微 镜 观 察 并 摄 取 各 组 图 像 ， 以

Image J 软 件 定 量 其 各 组 细 胞 集 落 数 目 后 算 出 其 集

落生成率，所用公式为：集落生成率=转染组细胞

集落数/对照组细胞集落数×100%。

1.2.7 TUNEL 染色检测各组 Li-7 细胞凋亡　Li-7 细

胞传代后接种在 24 孔板培养 （每孔接种约 1.5×105 个

细胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h 后

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

LINC00313
正向

反向

ANXA2
正向

反向

β-actin
正向

反向

miR-342-3p
正向

反向

U6
正向

反向

序列（5'→3'）

GGA AGC ACT TAG ACC CTG CC
GCC GCT GTT GGT TTC ATC TC

CTC TAC ACC CCC AAG TGC AT
TCA GTG CTG ATG CAA GTT CC

ACA GGC ATC GTG ATG GAT TCT
CAG CAGTGGTGGTGAAGTTAT

CAG GGA GGC GTG GAT CAC TG
CGT CGG GGG CTC ATG GAG CGG

ATT GGA ACG ATA CAG AGA AGA TT
GGA ACG CTT CAC GAA TTT G
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洗 涤 、 固 定 各 组 细 胞 ， 接 着 采 用 TUNEL 检 测 试 剂

盒 按 照 其 说 明 指 导 进 行 TUNEL 染 色 ， 洗 涤 后 孵 育

DAPI 染液，洗涤后采用显微镜观察并摄取各组图

像，以 Image J 软件定量其各组凋亡细胞数目及总

细胞数目后算出其凋亡率，所用公式为：凋亡率=

凋亡细胞数目/总细胞数目×100%。

1.2.8 Transwell 实验检测细胞侵袭能力　Li-7 细胞传

代 后 混 匀 ， 接 种 在 24 孔 Transwell 培 养 板 上 室 中

（预先用基质胶包被） 培养 （每孔接种约 1.5×105 个

细胞），36 h 后按照 1.2.4 中所示分组转染，24 h 后

更 换 为 不 含 胎 牛 血 清 的 RPMI-1640 培 养 基 继 续 培

养 ， 与 此 同 时 在 下 室 加 入 适 量 含 有 10% 胎 牛 血 清

的 RPMI-1640 培 养 基 ， 24 h 后 对 下 室 细 胞 进 行 洗

涤 、 固 定 、 结 晶 紫 染 色 、 洗 涤 处 理 ， 然 后 采 用 显

微镜观察并摄取各组图像，以 Image J 软件定量其

各组细胞数目作为其侵袭数目。

1.2.9 Western blot 检测细胞 EMT 相关蛋白表达　将

1.2.4 中采集的各组 Li-7 细胞分别提取总蛋白后，进

行 Western blot 检测各组细胞中 vimentin 、 E-cadherin

蛋 白 表 达 ， 具 体 方 法 见 1.2.3 。 实 验 所 用 一 抗

vimentin 、 E-cadherin 均 按 1∶1 000 比 例 稀 释 ； β
-actin 按照 1∶2 000 比例稀释。

1.2.10 免疫荧光染色检测细胞 Bax/Bcl-2 比值　Li-7

细胞传代后接种在 24 孔板培养 （每孔接种约 1.5×

105 个 细 胞）， 36 h 后 按 照 1.2.4 中 所 示 分 组 转 染 ，

24 h 后洗涤、固定各组细胞，以 3% 过氧化氢取出

细胞 内 过 氧 化 物 酶 后 孵 育 小 鼠 源 Bax 一 抗 和 兔 源

Bcl-2 一抗溶液 （均稀释 150 倍），洗涤后孵育均稀

释 200 倍的 Alexa Fluor 488 标记的抗兔二抗与 Alexa 

Fluor 555 标记的抗小鼠二抗，洗涤后做 DAPI 染色，

再 次 洗 涤 后 采 用 显 微 镜 观 察 并 摄 取 各 组 图 像 ， 以

Image J 软件定量其各组细胞绿色和红色荧光强度，

以各组绿色荧光强度/红色荧光强度作为 Bax/Bcl-2。

1.2.11 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 实 验 验 证

LINC00313 对 miR-342-3p、miR-342-3p 对 ANXA2 的

靶向调控　Li-7 细胞传代后接种在 24 孔板培养 （每

孔 接 种 约 1.5×105 个 细 胞）， 36 h 后 随 机 分 为 野 生

型 （WT） -LINC00313+miR-NC 组 （ 转 染 野 生 型

LINC00313 和阴性 miRNA 序列质粒）、WT-LINC00313+

miR-342-3p 组 （转 染 野 生 型 LINC00313 和 miR-342-

3p 模 拟 物 质 粒）、 突 变 型 （MUT） -LINC00313+

miR-NC 组 （转 染 突 变 型 LINC00313 和 阴 性 miRNA

序 列 质 粒）、 MUT-LINC00313+miR-342-3p 组 （转 染

突 变 型 LINC00313 和 miR-342-3p 模 拟 物 质 粒 ）、

WT-ANXA2+miR-NC 组 （转 染 野 生 型 ANXA2 3'-UTR

报 告 质 粒 和 阴 性 miRNA 序 列 ）、 WT-ANXA2+

miR-342-3p 组 （转 染 野 生 型 ANXA2 3'-UTR 报 告 质

粒 和 miR-342-3p 模 拟 物）、 MUT-ANXA2+miR-NC 组

（转染突变型 ANXA2 3'-UTR 报告质粒和阴性 miRNA

序 列）、 MUT-ANXA2+miR-342-3p 组 （转 染 突 变 型 

ANXA2 3'-UTR 报告质粒和 miR-342-3p 模拟物），使

用脂质体 2000 按照其说明指导分组进行转染 24 h，

然 后 采 用 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 按 照 其

说明指导测定各组细胞双荧光素酶相对活性。

1.2.12 体内动物研究　建 立 皮 下 裸 鼠 异 种 移 植 瘤

模型，评估敲低 LINC00313 的 Li-7 细胞在体内的生

长 能 力 。 从 上 海 斯 莱 克 实 验 动 物 有 限 责 任 公 司 购

买 12 只 雄 性 BALB/c 裸 鼠 （4 周 龄）， 并 随 机 分 为

2 组 （n=6）。 将 稳 定 转 染 sh-LINC00313 和 sh-NC 慢

病 毒 的 Li-7 细 胞 分 别 皮 下 注 射 到 裸 鼠 的 左 侧 腋 下

（1×106个/100 μL），记为 sh-LINC00313 组和 sh-NC 组。

每 7 天 测 量 1 次 肿 瘤 大 小 ， 并 按 公 式 计 算 肿 瘤 体

积：肿瘤体积=0.5× （长径×短径 2）。4 周后取出

肿瘤进行称重，并提取肿瘤组织总 RNA 和总蛋白

进 一 步 检 测 瘤 组 织 LINC00313、 miR-342-3p、

ANXA2 mRNA 和 ANXA2 蛋 白 表 达 。 动 物 实 验 获 得

河 北 大 学 动 物 护 理 与 使 用 委 员 会 的 批 准 （伦 理 批

件号：2022-0922）。

1.3 统计学处理　

本 研 究 数 据 采 用 平 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表

示，并以 GraphPad Prism 8.0 软件做统计学分析，采

用 单 因 素 方 差 分 析 进 行 多 组 间 差 异 比 较 ， 两 两 之

间差异进一步比较行 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2     结　果 

2.1 不 同 细 胞 中 LINC00313、miR-342-3p 及

ANXA2表达水平　

与 人 肝 实 质 细 胞 比 较 ， Li-7、 HuH-7、 Hep3B

2.1-7 细胞中的 LINC00313 以及 ANXA2 的 mRNA 及蛋

白 表 达 均 升 高 ， 而 miR-342-3p 表 达 均 降 低 （均 P<

0.05）（图 1）。

2.2 各 组 Li-7 细 胞 LINC00313、miR-342-3p 及

ANXA2 mRNA表达　

与 对 照 组 比 较 ， LINC00313 siRNA 组 细 胞

LINC00313、 ANXA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 降 低 ， miR-

342-3p 表达升高 （均 P<0.05）；miR-342-3p 模拟物组

细 胞 LINC00313 表 达 无 明 显 差 异 （P>0.05），

ANXA2 mRNA 及蛋白表达降低，而 miR-342-3p 表达

升 高 （ 均 P<0.05）； 共 转 染 阴 性 对 照 组 细 胞

LINC00313、miR-342-3p、ANXA2 mRNA 及蛋白表达

无明显差异 （均 P>0.05）。与 LINC00313 siRNA 组比

较，共转染组细胞 LINC00313 表达无明显差异 （P>

0.05）， miR-342-3p 表 达 降 低 ， 而 ANXA2 mRNA 及

蛋白表达升高 （均 P<0.05）（图 2）。

2.3 各组Li-7细胞增殖与凋亡的检测结果　

与 对 照 组 比 较 ， LINC00313 siRNA 组 、 miR-

342-3p 模拟物组细胞增殖率、集落生成率降低，凋

亡率升高 （均 P<0.05）；共转染阴性对照组细胞增

殖 率 、 集 落 生 成 率 、 凋 亡 率 无 明 显 差 异 （均 P>

0.05）。与 LINC00313 siRNA 组比较，共转染组细胞

增 殖 率 、 集 落 生 成 率 升 高 ， 凋 亡 率 降 低 （均 P<

0.05）（图 3）（表 2）。
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图1　LINC00313、miR-342-3p与ANXA2 mRNA及蛋白表达检测　　　　A：不同细胞中LINC00313、miR-342-3p、ANXA2 mRNA

表达量；B：不同细胞中 ANXA2 蛋白表达量  

Figure 1　 Detection of LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 mRNA and protein expressions　　 A: Expression levels of 

LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 mRNA in different cells; B: Expression levels of ANXA2 protein in different cells
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2.2 各 组 Li-7 细 胞 LINC00313、miR-342-3p 及

ANXA2 mRNA表达　

与 对 照 组 比 较 ， LINC00313 siRNA 组 细 胞

LINC00313、 ANXA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 降 低 ， miR-

342-3p 表达升高 （均 P<0.05）；miR-342-3p 模拟物组

细 胞 LINC00313 表 达 无 明 显 差 异 （P>0.05），

ANXA2 mRNA 及蛋白表达降低，而 miR-342-3p 表达

升 高 （ 均 P<0.05）； 共 转 染 阴 性 对 照 组 细 胞

LINC00313、miR-342-3p、ANXA2 mRNA 及蛋白表达

无明显差异 （均 P>0.05）。与 LINC00313 siRNA 组比

较，共转染组细胞 LINC00313 表达无明显差异 （P>

0.05）， miR-342-3p 表 达 降 低 ， 而 ANXA2 mRNA 及

蛋白表达升高 （均 P<0.05）（图 2）。

2.3 各组Li-7细胞增殖与凋亡的检测结果　

与 对 照 组 比 较 ， LINC00313 siRNA 组 、 miR-

342-3p 模拟物组细胞增殖率、集落生成率降低，凋

亡率升高 （均 P<0.05）；共转染阴性对照组细胞增

殖 率 、 集 落 生 成 率 、 凋 亡 率 无 明 显 差 异 （均 P>

0.05）。与 LINC00313 siRNA 组比较，共转染组细胞

增 殖 率 、 集 落 生 成 率 升 高 ， 凋 亡 率 降 低 （均 P<

0.05）（图 3）（表 2）。

3

2

1

0

LI
N

C
00

31
3

相
对

表
达

量

人肝实质细胞

P<0.05

Li-7细胞

Hep3B2.1-7细胞
HuH-7细胞

1.5

1.0

0.5

0.0

m
iR

-3
42

-3
p

相
对

表
达

量

人肝实质细胞

P<0.05

Li-7细胞

Hep3B2.1-7细胞
HuH-7细胞

3

2

1

0A
N

X
A

2 
m

R
N

A
相

对
表

达
量

人肝实质细胞

P<0.05

Li-7细胞

Hep3B2.1-7细胞
HuH-7细胞

1.5

1.0

0.5

0.0A
N

X
A

2
蛋

白
相

对
表

达
量

人肝实质细胞

P<0.05

Li-7细胞

Hep3B2.1-7细胞
HuH-7细胞

人肝实质细胞

Li-7细胞
Hep3B2.1-7细胞

HuH-7细胞

37 kDa

42 kDa

ANXA2

β-actin

A

B
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表达量；B：不同细胞中 ANXA2 蛋白表达量  

Figure 1　 Detection of LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 mRNA and protein expressions　　 A: Expression levels of 

LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 mRNA in different cells; B: Expression levels of ANXA2 protein in different cells
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图2　各 组 Li-7 细 胞 中 LINC00313、 miR-342-3p 与 ANXA2 mRNA 及 ANXA2 蛋 白 表 达　　　　 A： 各 组 细 胞 中 LINC00313、

miR-342-3p、ANXA2 mRNA 表达量；B：各组细胞中 ANXA2 蛋白表达量  

Figure 2　Expressions of LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 mRNA, and ANXA2 protein in each group of Li-7 cells　　A: 

Expression levels of LINC00313, miR-342-3p, and ANXA2 mRNA in each group of cells; B: Expression levels of ANXA2 

protein in each group of cells  

对照组 LINC00313 siRNA 组 共转染组miR-342-3p 模拟物组 共转染阴性对照组

对照组 LINC00313 siRNA 组 共转染组miR-342-3p 模拟物组 共转染阴性对照组

A

B
图3　增殖与凋亡检测　　A：结晶紫染色检测各组 Li-7 细胞集落生成；B：TUNEL 染色检测各组 Li-7 细胞凋亡 （×200）

Figure 3　Cell proliferation and apoptosis detection　　A: Crystal violet staining to assess colony formation in each group of Li-7 

cells; B: TUNEL staining to detect apoptosis in each group of Li-7 cells (×200)

2.4 各组 Li-7 细胞侵袭和 EMT 相关蛋白表达的检

测结果　

与对照组比较，LINC00313 siRNA组、miR-342-3p

模 拟 物 组 细 胞 侵 袭 数 目 、 vimentin 蛋 白 表 达 降 低 ，

E-cadherin 蛋白表达升高 （均 P<0.05）；共转染阴性

对照组细胞侵袭数目、vimentin 及 E-cadherin 蛋白表

达无明显差异 （均 P>0.05）。与 LINC00313 siRNA 组

比 较 ， 共 转 染 组 细 胞 侵 袭 数 目 、 vimentin 蛋 白 表

达 升 高 ， E-cadherin 蛋 白 表 达 降 低 （均 P<0.05）

（图 4）（表 3）。

表2　各组Li-7细胞增殖率、集落生成率与凋亡率 （%，x̄ ± s，n=6）

Table 2　Proliferation rate, colony formation rate, and apoptosis rate of each group of Li-7 cells (%, x̄ ± s, n=6)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与LINC00313 siRNA组比较，P<0.05

Notes：1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. LINC00313 siRNA group

表3　各组Li-7细胞侵袭数目与EMT相关蛋白相对表达量 （x̄ ± s，n=6）

Table 3　Number of invaded Li-7 cells and relative expression levels of EMT-related proteins in each group (x̄ ± s, n=6)

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与LINC00313 siRNA组比较，P<0.05

Notes：1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. LINC00313 siRNA group
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共转染阴性对照组
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对照组 LINC00313 siRNA 组 miR-342-3p 模拟物组 共转染阴性对照组 共转染组

A

B

图4　细胞侵袭和 EMT 相关蛋白表达的检测  A：Transwell 实验检测 Li-7 细胞侵袭 （结晶紫染色，×200）；B：Western blot

检测各组细胞 EMT 相关蛋白表达

Figure 4　Detection of cell invasion and EMT-related protein expressions  A: Transwell assay to assess Li-7 cell invasion 

(crystal violet staining, ×200); B: Western blot analysis to detect the expression of EMT-related proteins in each group of 

cells
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2.4 各组 Li-7 细胞侵袭和 EMT 相关蛋白表达的检

测结果　

与对照组比较，LINC00313 siRNA组、miR-342-3p

模 拟 物 组 细 胞 侵 袭 数 目 、 vimentin 蛋 白 表 达 降 低 ，

E-cadherin 蛋白表达升高 （均 P<0.05）；共转染阴性

对照组细胞侵袭数目、vimentin 及 E-cadherin 蛋白表

达无明显差异 （均 P>0.05）。与 LINC00313 siRNA 组

比 较 ， 共 转 染 组 细 胞 侵 袭 数 目 、 vimentin 蛋 白 表

达 升 高 ， E-cadherin 蛋 白 表 达 降 低 （均 P<0.05）

（图 4）（表 3）。

表2　各组Li-7细胞增殖率、集落生成率与凋亡率 （%，x̄ ± s，n=6）

Table 2　Proliferation rate, colony formation rate, and apoptosis rate of each group of Li-7 cells (%, x̄ ± s, n=6)

组别

对照组

LINC00313 siRNA 组

miR-342-3p 模拟物组

共转染阴性对照组

共转染组

增殖率

100.00±0.00
48.90±6.211）

43.85±7.141）

98.37±10.32
92.04±11.252）

集落生成率

100.00±0.00
45.80±7.451）

40.35±5.951）

97.90±10.15
90.75±9.402）

凋亡率

1.65±0.28
52.75±6.381）

60.12±8.051）

1.93±0.57
2.81±0.842）

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与LINC00313 siRNA组比较，P<0.05

Notes：1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. LINC00313 siRNA group

表3　各组Li-7细胞侵袭数目与EMT相关蛋白相对表达量 （x̄ ± s，n=6）

Table 3　Number of invaded Li-7 cells and relative expression levels of EMT-related proteins in each group (x̄ ± s, n=6)

组别

对照组

LINC00313 siRNA 组

miR-342-3p 模拟物组

共转染阴性对照组

共转染组

侵袭细胞数（个）

253.30±34.50
78.95±11.251）

58.80±6.451）

243.75±30.95
232.05±41.402）

vimentin 表达量

0.80±0.14
0.21±0.031）

0.16±0.021）

0.78±0.19
0.76±0.152）

E-cadherin 表达量

0.30±0.05
0.79±0.091）

0.82±0.131）

0.31±0.06
0.33±0.042）

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与LINC00313 siRNA组比较，P<0.05

Notes：1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. LINC00313 siRNA group
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图4　细胞侵袭和 EMT 相关蛋白表达的检测  A：Transwell 实验检测 Li-7 细胞侵袭 （结晶紫染色，×200）；B：Western blot

检测各组细胞 EMT 相关蛋白表达

Figure 4　Detection of cell invasion and EMT-related protein expressions  A: Transwell assay to assess Li-7 cell invasion 

(crystal violet staining, ×200); B: Western blot analysis to detect the expression of EMT-related proteins in each group of 

cells
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2.5 各组Li-7细胞凋亡相关蛋白表达的检测结果　

与 对 照 组 比 较 ， LINC00313 siRNA 组 、 miR-

342-3p 模 拟 物 组 细 胞 Bax/Bcl-2 升 高 （0.56±0.07 vs. 

0.23±0.04 ， P<0.05）； 共 转 染 阴 性 对 照 组 细 胞

Bax/Bcl-2 无 明 显 差 异 （0.24±0.03  vs. 0.23±0.04 ，

P>0.05）。与 LINC00313 siRNA 组比较，共转染组细

胞 Bax/Bcl-2 降 低 （0.28±0.06  vs. 0.56±0.07， P<

0.05）（图 5）。

2.6 LINC00313 对 Li-7 细胞 miR-342-3p、miR-342-

3p对ANXA2的靶向调节　

查询 Starbase 数据库可知 LINC00313 与 miR-342-

3p 间 存 在 结 合 位 点 （图 6A）。 与 WT-LINC00313+

miR-NC 组 比 较 ， WT-LINC00313+miR-342-3p 组 相 对

荧 光 素 酶 活 性 显 著 降 低 （P<0.05） ； MUT-

LINC00313+miR-NC 组 与 MUT-LINC00313+miR-342-3p

组之 间 相 对 荧 光 素 酶 活 性 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>

0.05）（图 6B）。

查 询 Starbase 数 据 库 可 知 miR-342-3p 与 ANXA2

间 存 在 结 合 位 点 （图 7A）。 与 WT-ANXA2+miR-NC

组比较，WT-ANXA2+miR-342-3p 组相对荧光素酶活

性 明 显 降 低 （P<0.05）； MUT-ANXA2+miR-NC 组 与

MUT-ANXA2+miR-342-3p 组 之 间 相 对 荧 光 素 酶 活 性

无明显差异 （P>0.05）（图 7B）。

Bax

对照组 LINC00313 siRNA 组 共转染组miR-342-3p 模拟物组 共转染阴性对照组

Bcl
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Me
rge

图5　免疫荧光染色检测各组Li-7细胞Bax、Bcl-2表达 （×100）

Figure 5　Immunofluorescence staining to detect the expression of Bax and Bcl-2 in each group of Li-7 cells (×100)
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图6　LINC00313 对 miR-342-3p 的 靶 向 作 用 分 析　　 A：

LINC00313 与 miR-342-3p 之间结合位点；B：各组相

对荧光素酶活性比较 

Figure 6　Analysis of the targeting effect of LINC00313 on 

miR-342-3p　　 A: Binding sites between 

LINC00313 and miR-342-3p; B: Comparison of 

relative luciferase activity in each group

2.7 LINC00313对Li-7细胞体内生长的影响　

与 sh-NC 组 比 较 ， sh-LINC00313 组 肿 瘤 体 积 和

重量明显降低 （均 P<0.05）（图 8）（表 4），肿瘤组

织 LINC00313、 ANXA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 降 低 ，

miR-342-3p 表达升高 （均 P<0.05）（图 9）（表 5）。

3     讨　论 

临床治疗 HCC 主要选择手术切除、外科介入、

放 化 疗 、 生 物 和 免 疫 治 疗 等 ， 虽 可 一 定 程 度 缓 解

患 者 病 情 ， 但 患 者 生 存 期 仍 然 不 长 ， 还 很 易 转 移

和 复 发 ， 总 体 来 说 疗 效 不 理 想 ， 对 其 发 病 机 制 进

行 深 入 探 究 对 于 改 进 其 治 疗 手 段 具 有 重 要 临 床 意

义[19-20]。 本 研 究 通 过 比 较 人 肝 实 质 细 胞 和 不 同 人

HCC 细 胞 系 中 LINC00313、 miR-342-3p 及 ANXA2 表

达 水 平 ， 发 现 与 人 肝 实 质 细 胞 相 比 ， LINC00313、

ANXA2 表达在 HCC 细胞中上调，miR-342-3p 表达下

降 ； 体 外 侵 袭 测 定 、 TUNEL 染 色 、 MTT 测 定 和 集

落 形 成 测 定 以 及 体 内 裸 鼠 肿 瘤 异 种 移 植 模 型 的 结

果证明了 LINC00313 在 HCC 中的促癌作用。

sh-NC 组

sh-LINC00313 组

图8　两组裸鼠移植瘤代表图

Figure 8　Representative images of xenograft tumors in 

nude mice from two groups
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图7　miR-342-3p 对 ANXA2 的靶向作用分析　　A：miR-

342-3p 与 ANXA2 之间结合位点；B：各组相对荧光素

酶活性比较

Figure 7　Analysis of the targeting effect of miR-342-3p on 

ANXA2　　 A: Binding sites between miR-342-3p 

and ANXA2; B: Comparison of relative luciferase 

activity in each group

ANXA2

β-actin

37 kD

42 kD

sh-NC 组 sh-LINC00313 组

图9　两组裸鼠移植瘤中ANXA2蛋白表达

Figure 9　ANXA2 protein expressions in the two groups of 

xenograft tumors in nude mice

表5　两 组 裸 鼠 移 植 瘤 中 LINC00313、 miR-342-3p 和

ANXA2表达比较 （x̄ ± s，n=6）

Table 5　Comparison of LINC00313, miR-342-3p, and 

ANXA2 expression in xenograft tumors from two 

groups of nude mice (x̄ ± s, n=6)

注：1）与 sh-NC组比较，P<0.05

Note: 1)P<0.05 vs. sh-NC group

表4　沉默LINC00313对裸鼠移植瘤生长的影响 （x̄ ± s，n=6）

Table 4　The effect of silencing LINC00313 on the growth of xenograft tumors in nude mice (x̄ ± s, n=6)

注：1）与 sh-NC组比较，P<0.05

Note: 1)P<0.05 vs. sh-NC group
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2.7 LINC00313对Li-7细胞体内生长的影响　

与 sh-NC 组 比 较 ， sh-LINC00313 组 肿 瘤 体 积 和

重量明显降低 （均 P<0.05）（图 8）（表 4），肿瘤组

织 LINC00313、 ANXA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 降 低 ，

miR-342-3p 表达升高 （均 P<0.05）（图 9）（表 5）。

3     讨　论 

临床治疗 HCC 主要选择手术切除、外科介入、

放 化 疗 、 生 物 和 免 疫 治 疗 等 ， 虽 可 一 定 程 度 缓 解

患 者 病 情 ， 但 患 者 生 存 期 仍 然 不 长 ， 还 很 易 转 移

和 复 发 ， 总 体 来 说 疗 效 不 理 想 ， 对 其 发 病 机 制 进

行 深 入 探 究 对 于 改 进 其 治 疗 手 段 具 有 重 要 临 床 意

义[19-20]。 本 研 究 通 过 比 较 人 肝 实 质 细 胞 和 不 同 人

HCC 细 胞 系 中 LINC00313、 miR-342-3p 及 ANXA2 表

达 水 平 ， 发 现 与 人 肝 实 质 细 胞 相 比 ， LINC00313、

ANXA2 表达在 HCC 细胞中上调，miR-342-3p 表达下

降 ； 体 外 侵 袭 测 定 、 TUNEL 染 色 、 MTT 测 定 和 集

落 形 成 测 定 以 及 体 内 裸 鼠 肿 瘤 异 种 移 植 模 型 的 结

果证明了 LINC00313 在 HCC 中的促癌作用。

sh-NC 组

sh-LINC00313 组

图8　两组裸鼠移植瘤代表图

Figure 8　Representative images of xenograft tumors in 

nude mice from two groups
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对
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光

素
酶
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性
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P<0.05

ANXA2 5'-uccccguggccaucccUGUGAGg-3'

miR-342-3p 3'-ugcccacgcuaaagacACACUCu-5' A

B
图7　miR-342-3p 对 ANXA2 的靶向作用分析　　A：miR-

342-3p 与 ANXA2 之间结合位点；B：各组相对荧光素

酶活性比较

Figure 7　Analysis of the targeting effect of miR-342-3p on 

ANXA2　　 A: Binding sites between miR-342-3p 

and ANXA2; B: Comparison of relative luciferase 

activity in each group

ANXA2

β-actin

37 kD

42 kD

sh-NC 组 sh-LINC00313 组

图9　两组裸鼠移植瘤中ANXA2蛋白表达

Figure 9　ANXA2 protein expressions in the two groups of 

xenograft tumors in nude mice

表5　两 组 裸 鼠 移 植 瘤 中 LINC00313、 miR-342-3p 和

ANXA2表达比较 （x̄ ± s，n=6）

Table 5　Comparison of LINC00313, miR-342-3p, and 

ANXA2 expression in xenograft tumors from two 

groups of nude mice (x̄ ± s, n=6)

组别

sh-NC 组

sh-LINC00313 组

LINC00313
1.02±0.11
0.35±0.061）

miR-342-3p
0.99±0.12
2.04±0.171）

ANXA2 
mRNA

1.00±0.08
0.42±0.051）

ANXA2
蛋白

0.91±0.06
0.37±0.041）

注：1）与 sh-NC组比较，P<0.05

Note: 1)P<0.05 vs. sh-NC group

表4　沉默LINC00313对裸鼠移植瘤生长的影响 （x̄ ± s，n=6）

Table 4　The effect of silencing LINC00313 on the growth of xenograft tumors in nude mice (x̄ ± s, n=6)

组别

sh-NC 组

sh-LINC00313 组

肿瘤体积（mm3）
1 周

112.70±14.61
106.54±12.39

2 周

234.40±26.38
155.31±20.751）

3 周

402.28±35.60
197.50±27.121）

4 周

619.30±48.15
248.69±35.041）

肿瘤质量（g）
0.75±0.07
0.22±0.041）

注：1）与 sh-NC组比较，P<0.05

Note: 1)P<0.05 vs. sh-NC group
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LINC00313 参与各种人类癌症的发病及进展过

程 ， 可 增 强 睾 丸 生 殖 细 胞 瘤 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 性

特 性 ， 并 减 弱 其 免 疫 细 胞 浸 润[21]； 还 可 通 过 下 调

miR-4429 促 使 非 小 细 胞 肺 癌 发 生 发 展 ， 其 高 表 达

预 示 着 其 患 者 预 后 不 良[22]。 本 研 究 结 果 显 示 ， 与

人 肝 实 质 细 胞 相 比 ， 人 肝 癌 细 胞 系 Li-7、 HuH-7、

Hep3B2.1-7 细 胞 LINC00313 表 达 升 高 ， 表 明

LINC00313 参 与 HCC 的 发 生 ； 以 LINC00313 siRNA

转染 Li-7 细胞，可降低细胞增殖率、集落生成率、

侵 袭 数 目 、 vimentin 蛋 白 表 达 ， 升 高 细 胞 凋 亡 率 、

E-cadherin 蛋 白 表 达 、 Bax/Bcl-2， 表 明 敲 低

LINC00313 可抑制 HCC 细胞增殖、EMT 及侵袭，诱

导 其 大 量 凋 亡 ， 发 挥 明 显 抗 癌 效 应 ； 体 内 实 验 进

一 步 证 实 敲 低 LINC00313 可 抑 制 HCC 细 胞 体 内 生

长，揭示 LINC00313 可作为潜在的 HCC 治疗靶点。

越 来 越 多 的 证 据[23-24] 表 明 ， lncRNA/miRNA 轴

在 癌 症 发 生 发 展 中 起 着 关 键 作 用 。 据 报 道[11]，

LINC00313 可 通 过 靶 向 下 调 miR-342-3p 而 促 使 骨 肉

瘤发生及进展，敲低 LINC00313 可上调 miR-342-3p，

进 而 降 低 骨 肉 瘤 细 胞 增 殖 、 体 内 生 长 、 迁 移 和 侵

袭能力，并促使其凋亡。另外过表达 miR-342-3p 可

抑 制 非 小 细 胞 肺 癌 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 、 侵 袭 和 血

管 生 成[25]， 还 可 通 过 降 低 HCC 细 胞 增 殖 及 迁 移 能

力 而 发 挥 抗 肿 瘤 功 能[26]。 本 研 究 结 果 显 示 ， 与 人

肝 实 质 细 胞 相 比 ， Li-7、 HuH-7、 Hep3B2.1-7 细 胞

中 miR-342-3p 表达均降低，这与 LINC00313 表达趋

势相反；以 miR-342-3p 模拟物转染 Li-7 细胞，可抑

制 HCC 细 胞 增 殖 、 EMT、 转 移 并 促 进 其 凋 亡 ， 表

明 miR-342-3p 在 HCC 中发挥抑癌作用。双荧光素酶

报告基因实验结果显示 LINC00313 与 miR-342-3p 存

在 靶 向 关 系 ； 实 时 荧 光 定 量 PCR 结 果 显 示 ， 敲 低

LINC00313 可上调 miR-342-3p 表达；提示 LINC00313

可靶向下调 Li-7 细胞 miR-342-3p 表达；体内实验证

实 敲 低 LINC00313 可 升 高 裸 鼠 移 植 瘤 中 miR-342-3p

表达，表明敲低 LINC00313 可能通过靶向上调 miR-

342-3p 抑制 HCC 进展。

ANXA2 是一种多效性钙依赖性磷脂结合蛋白，

在乳腺癌[27]、肺癌[28]和肝癌[29]等多种癌症中异常表

达。ANXA2 是 miR-342-3p 的下游直接作用靶点，其

可被 miR-342-3p 靶向下调来对 CRC 起到明显抗癌作

用[15]。 ANXA2 在 胰 腺 癌 症 细 胞 中 表 达 上 调 可 促 进

其 增 殖 和 转 移[30]， 且 ANXA2 可 通 过 下 调 自 然 杀 伤

细 胞 和 树 突 状 细 胞 的 比 例 及 其 效 应 分 子 的 表 达 来

促 进 HCC 的 免 疫 逃 逸[31]。 下 调 ANXA2 表 达 可 抑 制

HCC 的 体 外 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 以 及 体 内 肿 瘤

生长[17]。由此推测调控 miR-342-3p/ANXA2 轴可能是

LINC00313 影响 HCC 细胞增殖、凋亡和侵袭的分子

机 制 。 本 研 究 结 果 显 示 ， 与 人 肝 实 质 细 胞 相 比 ，

Li-7、 HuH-7、 Hep3B2.1-7 细 胞 ANXA2 mRNA 及 蛋

白表达均升高，这与 miR-342-3p 表达趋势相反；双

荧 光 素 酶 报 告 基 因 实 验 结 果 显 示 miR-342-3p 与

ANXA2 存 在 靶 向 关 系 ； 实 时 荧 光 定 量 PCR 结 果 显

示 ， 过 表 达 miR-342-3p 可 下 调 ANXA2 表 达 。 以 上

结果提示 LINC00313 可能通过靶向 miR-342-3p 进而

调控 ANXA2 表达。体内实验证实敲低 LINC00313 在

升 高 裸 鼠 移 植 瘤 中 miR-342-3p 表 达 的 同 时 可 降 低

ANXA2 表达，提示 LINC00313 可能通过 miR-342-3p/

ANXA2 轴介导 HCC 的发生过程。

为了进一步验证 LINC00313 在 HCC 中的作用机

制 ， 本 研 究 以 LINC00313 siRNA 及 miR-342-3p 抑 制

物 联 合 转 染 Li-7 细 胞 ， 相 比 LINC00313 siRNA 单 独

转 染 ， 可 升 高 细 胞 ANXA2 mRNA 及 蛋 白 表 达 、 增

殖 率 、 集 落 生 成 率 、 侵 袭 数 目 、 vimentin 蛋 白 表

达 ， 降 低 其 miR-342-3p 表 达 、 凋 亡 率 、 E-cadherin

蛋白表达、Bax/Bcl-2，表明 miR-342-3p 抑制剂可减

弱敲低 LINC00313 对 HCC 细胞增殖、EMT 及侵袭的

抑 制 作 用 ， 消 除 其 对 HCC 细 胞 凋 亡 的 促 进 作 用 ，

最 终 逆 转 其 对 HCC 的 抗 癌 功 效 ， 揭 示 敲 低

LINC00313 抑制 HCC 细胞增殖及侵袭并促进其凋亡

是通过上调 miR-342-3p 实现的。

综 上 所 述 ， LINC00313 通 过 调 节 miR-342-3p/

ANXA2 轴 而 介 导 HCC 的 发 生 及 恶 性 进 展 ， 敲 低

LINC00313 可通过上调 miR-342-3p 而降低 ANXA2 表

达 ， 进 而 减 弱 HCC 细 胞 增 殖 、 侵 袭 能 力 ， 促 使 其

凋 亡 ， 本 文 为 HCC 发 病 机 制 的 深 入 阐 释 提 供 了 新

的 科 学 依 据 ， 并 提 供 了 新 的 潜 在 治 疗 靶 点 ， 有 助

于 HCC 临 床 诊 疗 技 术 的 开 发 改 进 。 然 而 ， 本 研 究

也存在一定局限性，如未过表达 ANXA2 进一步验

证 LINC00313 的 调 控 机 制 ， 仅 使 用 一 种 HCC 细 胞

系 ， 在 未 来 的 实 验 中 将 结 合 其 他 HCC 细 胞 系 和 上

调 ANXA2 来验证这一结论。此外，收集临床样本

来 验 证 LINC00313、 miR-342-3p、 ANXA2 在 肝 癌 组

织 及 正 常 组 织 中 的 表 达 ， 也 是 下 一 步 研 究 的 重 点

之一。
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