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LncRNA HOTAIR 通过靶向 DNMT1/PTEN 通路促进肝癌转移
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【摘 要】：背景：长链非编码 RNA（Long non-coding RNA，LncRNA）在肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）的发生发

展中发挥重要作用。本研究旨在探讨 HOTAIR在 HCC 中的表达模式及其调控肿瘤转移的具体机制。方法：采用 Northern blot检

测临床样本中 HOTAIR 的水平；通过 Western blot 分析 HOTAIR、DNMTs与 PTEN之间的调控关系；利用划痕试验和 Transwell

实验评估细胞的迁移与侵袭能力。结果：HOTAIR在肝癌组织中显著高表达。HOTAIR能够上调 DNMT1和 DNMT3A的表达，进

而抑制抑癌基因 PTEN的水平。过表达 HOTAIR显著增强了肝细胞的迁移和侵袭能力，而这一效应可被 DNMT1的敲低所逆转。

回复实验证实，敲低 DNMT1可显著逆转 HOTAIR引起的 PTEN下调及细胞迁移能力的增强。结论：HOTAIR通过 DNMT1/PTEN

轴促进肝癌的进展，可能作为肝癌治疗的潜在靶点。
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1 前言

肝细胞癌（hepatocellular cacinoma，HCC）是全球癌症相

关死亡的第四大原因，也是肝硬化患者的主要死因。该疾病预

后较差，全球范围内的死亡率与发病率相当[1,2]，在东亚、东南

亚及非洲等地区发病率尤其突出。HCC 是原发性肝癌最主要的

病理类型，约占总病例数的 75%~85%。在我国，HCC 的发病

率高居恶性肿瘤第 4位，其死亡率高、侵袭性强且预后极差，

严重威胁国民健康 [3]。流行病学研究显示，乙型肝炎病毒

（HBV）感染、丙型肝炎病毒（HCV）感染、长期大量饮酒、

非酒精性脂肪肝、黄曲霉毒素暴露及遗传易感因素等是肝癌发

生的重要危险因素，其中 HBV感染是驱动我国 HCC 发生的关

键因素，约 84.4%的病例归因于 HBV感染[4]。临床观察表明，

HCC 的发生通常经历慢性肝炎到肝硬化在转变为肝癌的病理

演变过程[5]。

长链非编码 RNA（Long non-coding RNA，LncRNA）是在

整个细胞中发现的超过 200个核苷酸的转录本，缺乏蛋白质编

码功能，其功能与 RNA 结合蛋白（RBP）和核酸的相互作用

密切相关[6,7]。目前，LncRNA已被广泛研究，揭示了具有结构

和调节作用的复合物，可实现基因组织和控制转录[8]。LncRNA

可以通过其一级序列和二级结构与核酸和/或蛋白质结合来调

节基因表达程序，从而控制细胞分裂、应激反应、分化、生存

和衰老等细胞过程的数量增长[9,10]。通过影响这些过程，越来

越多的人认识到 LncRNA 对组织和机体的生理有直接的影响

器官，以及越来越多的疾病过程[11,12]。HOTAIR在肝细胞癌组

织中高表达，其表达量显著高于癌旁组织和非癌组织，敲低

HOTAIR可以抑制肝癌细胞的增殖、迁移、侵袭和自噬功能[13]。

然而，HOTAIR驱动肝癌演变的具体分子机制，特别是其在表

观遗传调控方面的作用，仍有待进一步阐明。

DNA 甲基化是由 DNA 甲基转移酶（DNA Methyltrans-

ferase，DNMT）介导的常见表观修饰，在调控肿瘤相关基因表

达中起着至关重要的作用[14,15]。已有研究表明，LncRNA可作

为分子支架，通过招募 DNMT 等修饰酶导致抑癌基因的启动

子区高度甲基化，从而引起基因沉默[16]。PTEN作为一种经典

的抑癌蛋白，通过拮抗 PI3K/AKT通路抑制肿瘤细胞的运动能

力，但在肝癌中常因表观遗传修饰而表达缺失[17]。

本研究 LncRNA HOTAIR为研究靶点，以肝癌临床组织标

本与细胞系为研究对象，采用 Northern blot、Western blot、细

胞划痕实验及 Transwell实验等技术，检测 HOTAIR在肝癌组

织中的表达水平，探讨其对肝癌细胞迁移与侵袭能力的调控作

用，深入解析 HOTAIR通过调控 DNMT1/PTEN信号轴介导肝

癌侵袭转移的分子机制。本研究旨在明确 HOTAIR在肝癌中的

生物学功能及调控机制，为肝癌的早期诊断、预后评估及靶向

治疗提供全新的实验依据与理论支持。

2 材料方法

2.1临床标本收集

选取我院肝胆外科住院并确诊肝癌患者接受手术切除的

肝细胞癌标本。所有患者术前均未接受放疗、化疗或介入治疗。

手术过程中，在完整切除肿瘤组织的同时，同步采集距离瘤体

边缘 2 cm以上的癌旁正常组织作为对照。标本离体后立即置

入无酶冷冻管中，迅速投入液氮速冻，随后转入-80℃超低温
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冰箱长久保存，以确保 RNA及蛋白组分的生物活性。本研究

方案经我院医学伦理委员会严格审查通过，所有受试者均在术

前签署知情同意书。

2.2细胞培养与传代

本研究选用的实验细胞系包括人肝癌细胞株 HepG2、Huh7

以及人正常肝上皮细胞株 THLE-2。所有细胞均通过短串联重

复序列（STR）鉴定，并确认无支原体污染后用于后续实验。

人肝癌 HepG2、Huh7细胞采用高糖 DMEM完全培养基进行常

规培养，培养基内添加 10%胎牛血清与 1%青链霉素双抗溶液。

THLE-2 细胞采用 DMEM 培养基进行培养。所有细胞均置于

37°C、5%CO₂的恒温培养箱中。当细胞融合度达到 80%～90%

时，吸弃旧培养基，用无菌 PBS润洗两次，利用 0.25%胰蛋白

酶进行消化传代，传代比例为 1:3～1:5。本研究所有实验均选

用处于对数生长期的细胞进行。

2.3细胞转染

构建 HOTAIR 过表达载体（HOTAIR‑OE）、阴性对照

（NC‑OE）、HOTAIR 敲低载体（sh‑HOTAIR）、阴性对照

（sh‑NC）、DNMT1 过表达载体（DNMT1‑OE）及 DNMT1

敲低载体（sh‑DNMT1），均由生物公司合成。体外培养肝癌

细胞至对数生长期，随后接种铺板；待 6孔板内细胞汇合度稳

定在 60%～70%，参照 Lipofectamine™3000操作指南开展细胞

转染。培养 6 h后替换完全培养基，继续孵育 48～72 h，收集细胞

样本，采用蛋白质免疫印迹法检测转染效率，用于后续实验。

2.4 Northern blot检测临床样本中 HOTAIR的表达

采用 TRIzol 试剂盒（Invitrogen）参照说明书提取组织总

RNA。取 30–50 mg组织匀浆后，经氯仿抽提、异丙醇沉淀及

75%乙醇洗涤，复溶于 RNase-free 水中。利用 NanoDrop检测

确保 A260/A280比值处于 1.8–2.1范围内。制备含 2.2 mol/L甲

醛的 1.2%琼脂糖变性凝胶。每孔上样 15μg变性后的 RNA，在

1×MOPS缓冲液中进行电泳。通过紫外透射仪评估 28S与 18S

核糖体 RNA的完整性。随后利用向下毛细管虹吸法，将 RNA

转移至带正电荷的尼龙膜上，并经 120 mJ/cm²能量紫外交联固

定。膜在 42°C预杂交液中浸泡 1 h，随后加入标记的 HOTAIR

特异性单链 cDNA探针进行杂交。洗膜后采用化学发光法或放

射自显影记录信号，重点分析 2.2 kb位置的特异性杂交带强度。

2.5 Western Blot实验

弃掉原有培养基，采用预冷的 PBS润洗细胞三遍，加入含

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA强效裂解液，冰上充分

裂解 30 min。12000 r/min、4°C离心 15 min，收集上清液，通

过 BCA法测定总蛋白含量并统一各组蛋白上样量。取 30μg蛋

白样品于 10%SDS-PAGE 凝胶中进行电泳分离（恒压 80V 至

120V），随后通过湿法转移技术将蛋白转移至 0.22μmPVDF

膜上。

使用含 5%脱脂奶粉的 TBST溶液室温封闭 1 h，随后分别

加入 PTEN（1:1000）、DNMT1（1:500）、DNMT3A（1:500）

及β-actin（1:2000）的一抗，置于 4°C摇床上震荡过夜。次日

用 TBST 洗膜 3 次（每次 10 min），加入对应的 HRP 偶联二

抗室温孵育 1.5 h。经 ECL化学发光显影液处理后，利用凝胶

成像系统记录蛋白条带强度。

2.6细胞划痕试验

将待测细胞均匀接种于 6孔板中，使其在 24 h内达到 90%

以上的融合度。使用 200μL无菌加样枪头，沿板底中心线进行

垂直刻划，确保各组划痕宽度尽量一致。用 PBS 轻缓润洗 3

次以去除悬浮的细胞碎片，更换为含 1%FBS的低血清培养基

以抑制细胞增殖对迁移的影响。分别在 0 h及 48 h在倒置相差

显微镜下观察同一视野并拍照。利用 ImageJ 软件测量划痕面

积，并计算相对愈合百分比。

2.7 Transwell迁移及侵袭实验

采用 Transwell 小室评估细胞的运动能力。迁移实验：将

5×104 个经无血清培养基悬浮的细胞加入上室，下室加入含

20%FBS的完全培养基作为趋化因子；侵袭实验：需预先在上

室底部包被Matrigel胶，其余步骤同迁移实验。各组细胞孵育

48 h后，用甲醇固定穿膜细胞，并经 0.1%结晶紫染色，最后在

显微镜下随机选取 5个高倍视野进行细胞计数并取其平均值。

3 结果

3.1 HOTAIR在肝细胞癌组织中的表达模式

Northern blot结果显示，在 2.2 kb位置可观察到 HOTAIR

的特异性杂交条带。通过对 12对临床样本进行检测发现，与

配对的癌旁组织（adjacent）相比，HOTAIR 在肝细胞癌组织

（tumor）中的表达水平普遍显著升高（图 1），提示其在肝癌

发生发展中具有潜在的促癌作用。

图 1 肝细胞癌组织及对应癌旁组织中 HOTAIR表达水平

的 Northern blot检测

3.2 HOTAIR通过 DNMTs负向调控 PTEN蛋白表达

本研究分别在HepG2和THLE-2细胞中进行干预实验并检

测蛋白水平（图 2）。Western blot 结果显示，在 HepG2 细胞

中，敲低 HOTAIR（sh-HOTAIR）导致 DNMT1 和 DNMT3A
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水平下降，同时抑癌蛋白 PTEN 表达上调；而在 sh-HOTAIR

基础上回补 DNMT1 或 DNMT3A表达，可显著抑制 PTEN的

回升。在 THLE-2细胞中，过表达 HOTAIR（HOTAIR-OE）诱

导了 DNMT1 和 DNMT3A的表达，并伴随 PTEN水平下调；

而通过 sh-DNMT1/3A干扰 DNMTs表达，可逆转 HOTAIR对

PTEN 的抑制作用。以上结果表明，HOTAIR 通过正向调控

DNMTs水平进而介导 PTEN的蛋白抑制。

图 2 HOTAIR对 DNMT1及 PTEN蛋白表达的调控作用

3.3 HOTAIR通过 DNMT1增强肝癌细胞的迁移能力

划痕试验结果显示（图 3），THLE-2细胞过表达 HOTAIR

后，48 h内的划痕愈合速度明显加快，而联用 sh-DNMT1可显

著削弱 HOTAIR 对迁移的促进效应。在 HepG2 细胞中，敲低

HOTAIR 显著抑制了细胞迁移，使划痕愈合变慢；而回补

DNMT1（DNMT1-OE）则可部分恢复细胞的迁移活性。这说

明 HOTAIR促进细胞迁移的功能高度依赖于 DNMT1。

图 3 划痕实验。0 h及 48 h拍照记录不同处理组细胞划痕

愈合情况

3.4 HOTAIR-DNMT1轴对肝癌细胞侵袭与趋化迁移的影响

Transwell 实验进一步验证了上述结果。在侵袭实验中：

THLE-2细胞过表达 HOTAIR后穿过Matrigel 胶的细胞数显著

增多，干扰 DNMT1表达后该效应被显著抵消；在 HepG2中，

敲低 HOTAIR显著抑制了细胞侵袭，而回补 DNMT1可部分挽

救其侵袭能力。在迁移实验中：各组细胞穿膜数量的变动趋势

与侵袭实验基本一致（图 4）。结果证实，HOTAIR通过 DNMT1

介导的信号轴显著增强了肝癌细胞的体外迁移与侵袭潜力。

图 4 Transwell实验。上图为侵袭实验，下图为迁移实验，48 h

后染色并计数。

4 讨论

肝细胞癌恶性程度高、侵袭转移能力强，术后复发率居高

不下，总体预后较差，其发生发展涉及多基因、多通路的协同

调控[18]。近年来，长链非编码 RNA介导的表观遗传调控在肿

瘤恶性进展中的作用逐渐受到关注，为解析肝癌转移机制提供

了新的视角[19]。本研究通过临床样本检测、体外分子实验与功

能实验证实，LncRNAHOTAIR在肝癌组织中高表达，并通过

调控 DNMT1/PTEN通路促进肝癌细胞迁移与侵袭，为阐明肝

癌侵袭转移的表观遗传机制提供了实验依据。

本研究结果显示，HOTAIR在肝癌组织中的表达水平显著

高于配对癌旁组织，提示其在肝癌中可能发挥促癌作用。已有

研究证实，HOTAIR在多种恶性肿瘤中异常高表达，可通过调

控基因转录、染色质修饰等方式参与肿瘤增殖、侵袭及转移过

程，与肿瘤分期及不良预后密切相关[20]。本研究结果与已有报

道一致，进一步明确 HOTAIR在肝癌中的异常表达模式，证实

其作为促癌基因参与肝癌发生发展，为后续机制研究奠定基础。

本研究发现 HOTAIR可通过 DNMT1 和 DNMT3A上调机

制，抑制抑癌基因 PTEN 的蛋白水平。DNA甲基化是肿瘤中

常见的表观遗传修饰，DNMT1作为关键的维持性甲基转移酶，

可介导抑癌基因启动子区域高甲基化，导致基因转录沉默[21]。

PTEN作为经典抑癌基因，通过负调控 PI3K/AKT 通路抑制肿

瘤细胞增殖、迁移及侵袭，在肝癌中常因表观修饰而表达下调

[22]。本研究证实，HOTAIR通过正向调控 DNMT1介导 PTEN

沉默，且该效应可经回复实验逆转，明确 HOTAIR-DNMT1-

PTEN为肝癌中具有功能意义的调控轴，完善了 lncRNA介导

DNA甲基化调控肿瘤转移的理论体系。

细胞功能实验显示，过表达 HOTAIR可显著增强肝癌细胞

的迁移与侵袭能力，敲低 DNMT1可逆转该效应；敲低 HOTAIR

则明显抑制细胞迁移侵袭，回补 DNMT1可部分恢复细胞恶性
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表型。上述结果提示，HOTAIR促进肝癌细胞转移的作用依赖

于 DNMT1的表达，进一步验证 HOTAIR通过 DNMT1/PTEN

通路发挥生物学功能。结合分子机制可推断，HOTAIR 通

DNMT1介导 PTEN甲基化沉默，解除对下游通路的抑制，进

而增强肝癌细胞的运动能力与侵袭潜能，与肿瘤转移的经典调

控机制结果一致。

本研究结果具有一定的临床研究意义。HOTAIR在肝癌组

织中特异性高表达，且与转移表型密切相关，具备作为肝癌侵

袭转移分子标志物的潜在可能。同时，HOTAIR/DNMT1轴可

为肝癌抗转移治疗提供潜在靶点，现有 DNMT 抑制剂已在临

床相关疾病中应用，本研究为该类药物在肝癌中的应用提供了

理论支持。

本研究仍存在临床样本数量较少的局限性。未开展

HOTAIR表达与患者临床病理特征及预后的相关性分析；同时

未探讨 HOTAIR的上游调控机制及下游 EMT、PI3K/AKT通路

活化情况，完整调控网络仍需完善。

综上，本研究证实LncRNA HOTAIR在肝癌组织中高表达，

通过 DNMT1/PTEN信号轴促进肝癌细胞迁移与侵袭，可为阐

明肝癌转移的分子机制提供新的理论依据，也可为肝癌分子标

志物筛选与靶向治疗提供潜在方向。

5 结论

本研究证实，LncRNA HOTAIR在肝细胞癌组织中呈显著

异常高表达状态，可通过正向调控 DNA 甲基转移酶 DNMT1

的表达，抑制抑癌基因 PTEN的蛋白表达，进而显著增强肝癌

细胞的迁移与侵袭能力，最终促进肝癌的恶性进展。

HOTAIR/DNMT1/PTEN 信号轴是调控肝癌侵袭转移的关键分

子通路，HOTAIR有望成为肝癌早期诊断、预后评估的潜在分

子标志物，靶向 HOTAIR/DNMT1轴的表观遗传干预策略可为

肝癌的临床治疗提供全新的思路与方向。
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