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摘   要 目的：探讨长链非编码 RNA MALAT1 在肝癌组织中的表达及意义。

方法：用 qRT-PCR 检测 85 例肝癌组织及其配对癌旁组织中 MALAT1 的表达，分析 MALAT1 的表达与

肝癌患者临床病理因素的关系；在肝癌 SMMC-7721 细胞中分别过表达与敲除基因 MALAT1 后，通过

CCK-8 与 Transwell 实验检测肝癌细胞增殖与侵袭转移能力的改变。

结果：MALAT1 在肝癌组织中的表达明显高于癌旁正常组织（P<0.01）；MALAT1 在肝癌组织中的表

达与肿瘤大小、肝癌的分化程度、TNM 分期、淋巴结转移明显有关（均 P<0.05）。肝癌 SMMC-7721

细胞过表达 MALAT1 后增殖、侵袭与转移能力明显增强，而敲低 MALAT1 后增殖、侵袭与转移能力明

显减弱（均 P<0.05）。

结论：MALAT1 在肝癌组织中表达上调，MALAT1 可促进肝癌细胞增殖、侵袭与转移，故可能与肝癌

的发生发展密切相关。
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qRT-PCR, and the relations of MALAT1 expression with clinicopathologic factors of the patients were analyzed. 
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overexpression or knock-down were examined by CCK-8 and Transwell assay, respectively.
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中 国 是 全 球 肝 癌 发 病 率 最 高 的 国 家 ， 疾 病 病

死率在癌症中位居第3位 [1]。手术仍然是现阶段患

者 长 期 生 存 的 主 要 治 疗 手 段 ， 但 是 术 后 复 发 转 移

高，此外，约80%的患者初诊时就已处于晚期或发

生远处转移而失去手术机会 [2-3]。因此，探讨肝癌

转 移 的 机 制 ， 寻 找 行 之 有 效 的 干 预 手 段 成 为 改 善

肝癌治疗现状的关键。

长链非编码RNA（long  non-cod ing  RNA，

l n c R N A ） 是 长 度 > 2 0 0 个 核 苷 酸 的 非 编 码 R N A ，

可 调 控 转 录 、 转 录 后 和 翻 译 后 等 水 平 的 基 因 表

达 模 式 ， 在 多 种 生 理 学 （ 包 括 细 胞 增 殖 、 表 观

调 控 、 基 因 组 印 记 和 X 染 色 体 失 活 等 ） 和 病 理 学

（ 包 括 癌 症 、 神 经 退 行 性 疾 病 、 免 疫 功 能 障 碍 、

心血管及代谢性疾病等）过程中发挥重要作用[4]。

肺腺癌转移相关转录子1（metas tas i s -assoc ia ted 

lung adenocarcinoma transcript 1，MALAT1）属于

lncRNA家族成员，最早是在进行非小细胞肺癌研究

中发现[5]。越来越多的证据显示MALAT1在多种肿

瘤中均发挥重要的调控作用。有证据显示MALAT1

在多种肿瘤中均呈高表达，并且有望成为肿瘤诊断

指标[6-7]。那么，在肝癌中 MALTA1的表达情况以及

其在肝癌中发挥的作用值得我们深入研究。

本 研 究 拟 通 过 q R T - P C R 检 测 肝 癌 组 织 中

MALAT1的表达情况，并分析其与临床资料各参数

之间的关系，同时通过细胞实验检测MALAT1在肝

癌细胞中的作用。

1　材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  标本来源　85 例肝癌组织及其配对癌旁组

织（距肿瘤边缘 >5 cm）由 2009 年 1 月—2011 年

12 月于中国医科大学附属第四医院和中国医科大

学 辽 阳 中 心 医 院 确 诊 为 肝 细 胞 癌 经 手 术 治 疗 并 经

患者签署知情同意书后取得。所有患者术前均未接

受化疗及放疗。患者的中位年龄 62 岁，临床病理

参数包括：性别、年龄、肿瘤大小、部位、病理类型、

淋巴结转移、TNM 分期及门静脉浸润情况。新鲜

标本切除后立即应用液氮快速冷冻储存。

1.1.2  主 要 材 料 及 试 剂　 肝 癌 细 胞 株 SMMC-

7721 购 自 于 中 国 科 学 院 上 海 细 胞 生 物 研 究 所 细

胞 库。DMEM 培 养 基， 血 清 购 自 于 逍 鹏 生 物 公 司

（Biological Industries，Israel），Transwell 小室

购自美国 Corning 公司；MALAT1 质粒购自吉凯公

司， 转 染 试 剂 Lipofectamine® 2000 购 自 Invitrogen

公司；引物序列由北京鼎国生物技术有限公司合成。 

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养　SMMC-7721 细胞置于含 10% 胎

牛 血 清 的 DMEM 培 养 液 中， 在 37 ℃，5%CO2 培

养箱中进行培养，胰酶消化传代。取对数生长期的

细胞进行实验。

1.2.2  细 胞 转 染　 取 处 于 对 数 生 长 期 细 胞

（ 细 胞 生 长 密 度 约 为 50% 时 ） 用 于 转 染， 经

LipofectamineTM 2000 介导，按照试剂说明书进行

转 染。 转 染 后 孵 箱 内 继 续 常 规 培 养 48 h， 收 集 细

胞用于实验检测。

1.2.3  qRT-PCR　qRT-PCR 检测 mRNA 的表达。

按 说 明 书 提 取 各 组 细 胞 中 的 总 RNA。cDNA 的 合

成以 18 s 作为内参。反转录反应为 20 μL 反应体系，

反 应 条 件 为 16 ℃ 30 min，42 ℃ 30 min，85 ℃  

5 min，4 ℃保存。以 18s 作为内参，qRT-PCR 反应

采用 20 μL 反应体系，反应条件为 95 ℃ 10 min，

95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40 个循环。所有反应均

设 3 个 复 孔。 采 用 相 对 定 量 法， 测 定 目 的 基 因、

Results: The MALAT1 expression in HCC tissue was significantly higher than that in cancer-adjacent normal 

tissue (P<0.01; the MALAT1 expression was significantly related to the tumor size, differentiation, TNM stage 

and lymph node metastasis of the patients (all P<0.05). In SMMC-7721 cells, the abilities of proliferation and 

invasion/metastasis were significantly enhanced after MALAT1 overexpression, and were significantly reduced 

after MALAT1 knock-down (all P<0.05).

Conclusion: MALAT1 expression is up-regulated in HCC tissue, and it can promote proliferation and invasion/

metastasis of HCC cells, so it may be closely associated with the occurrence and development of HCC.

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

CLC number: R735.7
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18s 的 PCR 产物的 Ct 值，代入公式 2- △△ Ct，实验

重复 3 次。

1.2.4  Transwell 小室迁移实验　取对数生长期的

细 胞， 对 照 组、MALAT 组、siMALAT 组 含 无 血

清的培养基重悬，每个 Transwell 小室的上室加入

5×104 细 胞， 下 室 加 入 500 μL 含 10% 胎 牛 血 清

的 培 养 液， 加 入 时 避 免 气 泡 的 产 生。 置 于 孵 箱 内

继续培养 24 h，弃上室中培养液，PBS 洗 3 次，4%

多 聚 甲 醛 固 定 20 min。 用 棉 签 吸 去 上 室 内 液 体，

1% 结晶紫染液室温下染色 10 min，PBS 洗 3 次，

显微镜下每孔随机取 5 个视野拍照。每组细胞均设

3 个复孔，实验重复 3 次。

1.2.5  Transwell 小 室 侵 袭 实 验　 将 预 冷 的

Matrigel 胶与无血清培养基按 1:8 比例稀释，将胶

铺于 Transwell 小室上下室之间，每孔 80 μL 均匀

包被于 Transwell 小室底部膜内，置培养箱 60 min

使之成胶。其余步骤同迁移实验。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计分析，分别采用

秩和检验、Spearson相关分析、进行分析，数据以

均数±标准差（x± s）表示，进行方差分析及 t检

验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  MALAT1 在肝癌组织中的表达

应用qRT -PCR检测肝癌以及对应癌旁组织组

织标本中MALAT1的表达，结果表明MALAT1在肝

癌 组 织 以 及 相 应 癌 旁 组 织 中 均 有 表 达 ， 在 肝 癌 组

织 中 的 表 达 较 癌 旁 组 织 明 显 增 高 ， 差 异 有 统 计 学

意义（P<0.01）（图1）。

2.2  MALAT1 与肝癌患者临床病理因素之间的关系

为 了 验 证 M A L A T 1 在 肝 癌 发 生 发 展 过 程 中 的

作用，进一步分析MALAT1与肝癌临床病例参数之

间的关系，结果显示，肝癌组织中MALAT1的表达

与肿瘤大小、肝癌的分化程度、TNM分期、淋巴

结转移有关（均P<0.05）；肝癌组织中MALAT1的

表 达 与 肝 癌 患 者 的 年 龄 、 性 别 等 临 床 资 料 之 间 均

无关（均P>0.05）（表1）。
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图 1　MALAT1 在肝癌组织与癌旁组织中表达的比较
Figure 1　Comparison of MALAT1 expressions between HCC 

and cancer-adjacent tissue

表1　MALAT1表达与肝癌患者临床病理因素的关系[n（%）]
Table 1　Relations of MALAT1 expression with clinicopathologic 

factors of HCC patients [n (%)]
因素 n 低表达 高表达 P

年龄（岁）
　≥ 45 38 17（44.7） 21（55.3）

>0.05
　＜ 45 47 29（61.7） 18（38.3）
性别
　男 53 23（44.4） 30（56.6）

>0.05
　女 32 23（71.9） 9（28.1）
TNM 分期
　I+II 52 37（71.2） 15（28.8）

<0.05
　III+IV 33 9（27.3） 24（72.7）
肿瘤大小（cm）
　≥ 5 29 15（51.7） 14（48.3）

<0.05
　＜ 5 56 31（55.4） 25（44.6）
肿瘤分化程度
　高分化 52 37（71.2） 15（28.8）

<0.01
　低分化 33 9（27.3） 24（72.7）
淋巴结转移
　有 28 7（25.0） 21（75.0）

<0.05
　无 57 39（68.4） 18（31.6）

2.3  MALAT1 对肝癌细胞增殖侵袭的影响

为 探 讨 M A L A T 1 在 肝 癌 细 胞 中 发 挥 何 种 作

用，在肝癌细胞中分别过表达与敲低MALAT1，并

通过CCK-8与Transwell实验观察MALAT1对肝癌细

胞增殖侵袭的影响。结果提示，过表达MALAT1后

肝 癌 细 胞 增 殖 与 侵 袭 转 移  细 胞 数 较 对 照 组 明 显 升

高；敲低MALAT1的表达后肝癌细胞的增殖与侵袭

转 移 细 胞 数 较 对 照 组 明 显 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学

意义（均P<0.05）（图2-3）。
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图 2　MALAT1 过表达对 SMMC-7721 细胞增殖与侵袭转移的影响　　A：MALAT1 过表达后 24、48 h 后细胞增殖活力较对

照组明显增加；B：MALAT1 过表达后细胞侵袭转移能力较对照组明显增强
Figure 2　Influences of MALAT1 overexpression on proliferation and invasion/metastasis of SMMC-7721 cells　　A: Increased 

proliferation in SMMC-7721 cells 24 and 48 h after MALAT1 overexpression compared with control group; B: Enhanced invasion/
metastasis ability in SMMC-7721 cells after MALAT1 overexpression compared with control group

侵
袭

对照组 MALAT1 过表达

转
移

对照组 MALAT1 过表达

A

B

图 3　敲低 MALAT1 表达对 SMMC-7721 细胞增殖与侵袭转移的影响　　A：敲低 MALAT1 表达后 24、48 h 后细胞增殖活力

较对照组明显降低；B：敲低 MALAT1 表达后细胞侵袭转移能力较对照组明显减弱
Figure 3　Influences of MALAT1 knock-down on proliferation and invasion/metastasis of SMMC-7721 cells　　A: Decreased 

proliferation in SMMC-7721 cells 24 and 48 h after MALAT1 knock-down compared with control group; B: Reduced invasion/
metastasis ability in SMMC-7721 cells after MALAT1 knock-down compared with control group

侵
袭

对照组 MALAT1 过表达

转
移

对照组 MALAT1 过表达

A

B

1.5

1.0

0.5

0.0

O
D

49
0

对照组 MALAT1 过表达

P<0.05

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

O
D

49
0

对照组 MALAT1 过表达

P<0.05

48 h24 h



韩树坤，等：长链非编码RNA MALAT1在肝癌组织中的表达及其在肝癌细胞增殖与侵袭转移中的作用第 1 期 53

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

3　讨　论

肝 癌 是 临 床 上 最 常 见 的 肿 瘤 之 一 ， 全 世 界 范

围 内 每 年 新 发 肝 癌 患 者 常 年 居 高 不 下 ， 占 全 世 界

癌症死亡原因的第3位 [1]。在我国，肝癌占癌症死

亡原因的第2位，肝癌进展快以及转移复发一直是

制 约 肝 癌 治 疗 与 预 后 的 主 要 问 题 ， 也 是 肝 癌 在 世

界 范 围 内 发 生 率 与 病 死 率 常 年 居 高 不 下 的 主 要 原

因 [ 8 ]。 在 肝 癌 发 生 发 展 过 程 中 ， 多 种 基 因 发 挥 促

癌 作 用 ， 使 得 肝 癌 快 速 进 展 。 尤 其 是 近 年 发 现 的

lncRNA，越来越多的证据显示lncRNA在肝癌进展

过程中发挥着不可或缺的作用[9-11]。

lncRNA是长度>200个核苷酸的非编码RNA，

可 以 在 转 录 水 平 以 及 转 录 后 ， 翻 译 水 平 调 控 基 因

表 达 ， 进 而 影 响 人 体 多 种 病 理 生 理 过 程 ， 尤 其 是 

l n c R N A  在 肿 瘤 中 的 作 用 ， 日 益 受 到 重 视 [ 1 2 - 1 5 ]。

M A L A T 1 属 于 l n c R N A 家 族 成 员 ， 最 早 是 在 非 小

细 胞 肺 癌 的 研 究 中 发 现 的 ， 研 究 其 结 构 时 发 现 ，

MALAT1没有足够长度的开放阅读框，这种结构特

点决定了MALAT1不具有蛋白编码功能，是真正意

义的lncRNA[6, 16-18]。近年的研究[19-23]证实MALAT1

在多种肿瘤中均发挥重要的调控作用。Wang等[24]

在 进 行 胆 管 癌 的 研 究 时 发 现 ， M A L A T 1 在 胆 管 癌

组 织 中 表 达 较 正 常 组 织 升 高 ， 并 且 M A L A T 1 能 够

促进胆管癌细胞的增殖与侵袭；Liu等[25]研究证实

MALAT1能够通过与miRNA之间相互作用，进一

步通过HMGB-1实现调控骨肉瘤的进展；Lee等[26]

的研究还发现MALAT1能够促进胃腺癌侵袭。这些

结果提示 MALAT1 在肿瘤发生发展过程中发挥促

癌作用，那么在肝癌中MALAT1发挥怎样的功能？

本 研 究 选 取 8 5 例 肝 癌 组 织 标 本 作 为 研 究 对

象 ， 距 离 肿 瘤 组 织 > 5  c m 的 癌 旁 组 织 作 为 对 照 。

通 过 q R T - P C R 方 法 检 测 肝 癌 组 织 以 及 相 应 癌

旁 组 织 中 M A L A T 1 的 表 达 ， 结 果 发 现  M A L A T 1

在 肝 癌 组 织 中 的 表 达 较 癌 旁 组 织 中 的 表 达 升 高

（P<0 .05）。这一结果提示MALAT1表达与肝癌

的 发 生 关 系 密 切 ， 可 能 参 与 了 肝 癌 的 癌 变 过 程 。

进一步结合临床病例参数分析发现，MALAT1在低

分化，TNM分期，淋巴结转移以及门静脉浸润肝

癌 患 者 中 表 达 升 高 ， 提 示 M A L A T 1 的 表 达 与 肝 癌

进展密切相关。进一步通过在细胞中验证MALAT1

在 肝 癌 细 胞 中 的 作 用 ， 结 果 发 现 肝 癌 细 胞 过 表 达

MALAT1后肝癌细胞增殖活力较对照组显著增加，

同时Transwel l实验提示过表达MALAT1后肝癌细

胞 侵 袭 转 移 能 力 较 对 照 组 亦 显 著 增 强 。 而 在 肝 癌

细 胞 中 敲 低 M A L A T 1 的 表 达 后 ， 肝 癌 细 胞 的 增 殖

活 力 显 著 受 到 抑 制 ， 与 对 照 组 相 比 差 异 显 著 ， 同

样，敲低MALAT1后肝癌细胞侵袭转移能力较对照

组降低（均P<0.05）。这些结果提示MALAT1在肝

癌中发挥着促癌作用。

综 上 ， 本 研 究 结 果 证 实 M A L A T 1 在 肝 癌 中 高

表 达 ， 并 且 与 肝 癌 的 分 期 密 切 相 关 。 同 时 ， 证 实

MALAT1能够促进肝癌的侵袭转移、发挥癌基因的

作用。但是MALAT1的确切调控机制还需要进一步

的细胞以及动物实验来验证。
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