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程继文１ 　 赵　 璞２ 　 杨薇粒１ 　 郑百俊１

潘伟康１ 　 龚　 伟１ 　 余　 强１ 　 李　 鹏１

【摘要】 　 目的　 初步研究 ｌｅｔ７ｂ 和 ＳＡＬＬ４ 在肝母细胞瘤（ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＨＢ）细胞恶性行为中的
作用及二者间的相互作用机制。 　 方法　 采用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｌｅｔ７ｂ 在正常肝细胞（ＨＬ７７０２）与 ＨＢ 细
胞系、ＨＢ组织及癌旁组织中的表达水平，采用免疫组化法检测 ＳＡＬＬ４ 在 ＨＢ组织及癌旁组织中的表达
水平，并分析 ＨＢ组织中 ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 表达水平的相关性。 通过 ＭＴＴ、细胞周期和凋亡等实验方法上
调或抑制 ＨＢ细胞中 ｌｅｔ７ｂ的表达水平，观察 ｌｅｔ７ｂ 对 ＨＢ 细胞生物学功能的影响；通过生物信息学预
测软件、双荧光素酶报告系统、ｑＲＴＰＣＲ和 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ等实验，从体外水平验证 ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 的靶向
关系。 采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线分析不同 ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 表达水平的肝母细胞瘤患者总体生存率的
差异。 　 结果　 与癌旁组织相比，ｌｅｔ７ｂ在 ＨＢ组织中表达量显著降低，而 ＳＡＬＬ４ 表达量显著升高；ｌｅｔ
７ｂ在肝母细胞瘤组织中的表达水平与 ＰＲＥＴＥＸＴ分期存在相关性（Ｐ ＝ ０． ００２），且 ＨＢ组织标本中 ｌｅｔ７ｂ
与 ＳＡＬＬ４ 的表达水平存在负相关性（ ｒ ＝ － ０． ７１６，Ｐ ＜ ０． ００１）。 ｌｅｔ７ｂ低表达组 ＨＢ患者的总体生存率显
著低于 ｌｅｔ７ｂ高表达组（Ｐ ＝ ０． ０１７）。 ＳＡＬＬ４ 阳性组 ＨＢ患者的总体生存率显著低于 ＳＡＬＬ４ 阴性和弱阳
性组（Ｐ ＝ ０． ０３４）。 ＭＴＴ、细胞周期和凋亡实验结果显示，ｌｅｔ７ｂ 可抑制肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，促进细胞
的凋亡。 而抑制内源性的 ｌｅｔ７ｂ可促进 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，抑制细胞的凋亡。 生物信息学软件预测及构
建双荧光报告载体荧光检测等实验结果显示，ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 存在一定的靶向关系。 　 结论　 ｌｅｔ７ｂ和
ＳＡＬＬ４ 可作为肝母细胞瘤不良预后的潜在标记物；ｌｅｔ７ｂ作为抑癌基因可以靶向调控 ＳＡＬＬ４ 的表达，抑
制 ＨＢ细胞的增殖。
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ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｔｈ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＡＬＬ４．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 ｌｅｔ７ｂ； Ｌｉｖｅｒ Ｎｅｏｐｌａｓｍｓ； ＳＡＬＬ４； Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　 　 肝母细胞瘤（ ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＨＢ）是儿童最常
见的肝脏恶性肿瘤，约占儿童肝脏原发性恶性肿瘤

的 ８０％ ［１］ 。 随着新生儿重症监护技术的不断进步，

极低出生体重儿存活率得到了显著提高，而肝母细

胞瘤的年发病率也呈上升趋势［２］ 。 近年来，手术切

除 ＋新辅助化疗的联合治疗模式极大地提高了肝
母细胞瘤患儿的长期生存率（５ 年生存率已达 ８０％
以上），但肝母细胞瘤晚期或化疗耐药的患儿预后

仍然很差［３］ 。 虽然铂类药物治疗肝母细胞瘤的疗

效显著，但容易造成长期不良反应（如耳毒性和肾

毒性），给肝母细胞瘤患儿家庭造成沉重的经济和

心理负担［１，４］ 。 迄今，肝母细胞瘤的病因及发病机

制仍不明确，寻找肝母细胞瘤早期的发病机制及潜

在治疗靶点对于肝母细胞瘤患儿早期诊疗及预后

改善至关重要。

２０１７ 年发表在 Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ杂志上的一项研究显
示，ＳＡＬＬ４ 基因在肝母细胞瘤组织中的表达水平较
癌旁正常肝组织呈显著升高趋势，非编码 ＲＮＡ 中
ｌｅｔ７ 家族的表达水平则呈显著下降趋势，其中以
ｌｅｔ７ｂ最为显著。 此外该研究还发现 ＳＡＬＬ４ 基因的
高表达及 ｌｅｔ７ｂ的低表达与肝母细胞瘤的不良预后
及高发病风险密切相关［４］ 。 尽管如此，国内外针对

ｌｅｔ７ｂ在肝母细胞瘤中的可能作用机制的研究仍比
较罕见，因此本研究通过体外实验，初步分析 ｌｅｔ７ｂ
在肝母细胞瘤中的可能作用及作用机制。

材料与方法

一、患者标本及相关病理资料的收集

从西安交通大学第二附属医院病理科收集 ３１
对肝母细胞瘤及对应的瘤旁正常肝组织蜡块，标本

制作时间从 ２０１０ 年 １ 月至 ２０１８ 年 １ 月，均为接受
手术切除治疗后经 １０％中性福尔马林固定得到的
石蜡标本，并经过病理学检查证实。 于本院病案室

查阅入选患者相关临床病理学资料，具体包括：性

别、年龄、肿瘤直径大小、血清甲胎蛋白（ａｌｐｈａ ｆｅｔｏ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）水平、病理类型和 ＰＲＥＴＥＸＴ分期等。
二、细胞培养

ＨＬ７７０２ 正常肝细胞与肝母细胞瘤细胞株
（ＨｅｐＧ２ 和 ＨｕＨ６）的培养环境为含 １０％ ＦＢＳ 及 １％
双抗的 ＤＭＥＭ高糖培养基，３７℃，５％ＣＯ２，每 ２ ～ ３ ｄ
换液 １ 次。 ｌｅｔ７ｂ抑制剂由上海吉玛制药技术有限
公司合成。

三、ＰＣＲ检测 ｌｅｔ７ｂ的表达水平
根据石蜡 ＲＮＡ提取试剂盒（美国 ｏｍｅｇａ 公司）

说明书中操作步骤提取总 ＲＮＡ。 逆转录 ｌｅｔ７ｂ，引
物为：５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣ
ＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＣＣＡＣＡ３′； 逆转录反
应体系：５ × ｐｒｉｍｅｒ Ｓｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２μＬ、ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ
０． ５μＬ、ｌｅｔ７ｂ 逆转录引物 ０． ５μＬ、ＲＮＡ（２００ｎｇ ／ μＬ）
１μＬ、ＲＮＡａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ６μＬ。 反应条件：４２℃ １５
ｍｉｎ × ３ ｃｙｃｌｅｓ；８５℃ ５ｓｅｃ。 逆转录得到 ｃＤＮＡ，并测
定其浓度，然后稀释至 ５０ ｎｇ ／ μＬ， － ２０℃冻存。 Ｒｅ
ａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应部分， ｌｅｔ７ｂ 引物为： Ｆ： ５′ＡＴＣ
ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧ３′；Ｒ：５′ＴＧＣＴＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧ
ＧＴＴＧ３′。 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系： ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ Ⅱ（２ × ） １０ μＬ、Ｆｌｅｔ７ｂｐｒｉｍｅｒ １ μＬ、Ｒ
ｌｅｔ７ｂｐｒｉｍｅｒ １ μＬ、ｃＤＮＡ（１００ ｎｇ ／ μＬ）１ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
７ μＬ。 反应条件：第一步，９５℃ ３０ ｓ；第二步，９５℃
５ ｓ，６０℃３０ ｓ，４０ｃｙｃｌｅｓ循环完成后绘制溶解曲线。

四、ＭＴＴ法检测细胞增殖
转染 ｌｅｔ７ｂ ／ ａｎｔｉｌｅｔ７ｂ 和 ｍｉＲｃｔｒｌ ／ ｍｉＲＣＮ 的

ＨｅｐＧ２ 细胞，在转染后 ２４ ｈ、４８ ｈ 及 ７２ ｈ，于避光条
件下每孔加入 ２０ μＬ浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ的 ＭＴＴ溶液。
４ ｈ后弃掉旧培养基，每孔加入 ＤＭＳＯ １５０ μＬ，室温
下缓慢震荡约 １０ ｍｉｎ，用酶标仪于 ４９０ ｎｍ处检测各
孔的 ＯＤ值，并记录结果。

五、双荧光素酶报告基因实验

通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ） 预测
到 ｌｅｔ７ｂ和 ＳＡＬＬ４ 具有良好的靶向关系。 对 ＳＡＬＬ４
的 ３′ＵＴＲｓ种子区突变两个碱基位点，使之成为突
变型序列（图 １）。
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图 １　 ＳＡＬＬ４ 野生型和突变型碱基序列
Ｆｉｇ． １　 ＳＡＬＬ４ ｗｉｌｄ ／ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　 　 实验分为四组：无处理细胞组、ｌｅｔ７ｂ 与空载体
共转染组、 ｌｅｔ７ｂ 与 ＳＡＬＬ４ＷＴ 共转染组、以及 ｌｅｔ
７ｂ与 ＳＡＬＬ４ＭＴ共转染组；将 ＨＥＫ ２９３ 细胞接种于
９６ 孔板中，采用脂质体（ ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ）２０００ 试剂盒
进行转染。

双荧光素酶报告基因的检测：待培养 ２４ ｈ 后，
每孔更换新鲜的完全培养基 ７５ μＬ。 每孔加入 ７５
μＬ ＤｕａｌＧｌｏ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ 与 ＤｕａｌＧｌｏ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
Ｒｅａｇｅｎｔ的混合液，室温下静置 １０ ｍｉｎ 后于化学发
光仪中检测荧光。 每孔加入 ７５ μＬ ＤｕａｌＧｌｏ ｓｔｏｐ
Ｂｕｆｆｅｒ与 ＤｕａｌＧｌｏ ｓｔｏｐ Ｒｅａｇｅｎｔ 的混合液，室温下静
置 １０ ｍｉｎ后于化学发光仪中检测荧光。

六、统计学处理

所有数据均采用 ＳＰＳＳ１７． ０ 进行统计学分析，由
于本研究中的计量资料基本服从或近似服从正态

分布，故采用（ ｘ ± ｓ）进行统计描述，两组样本间的
比较采用独立样本 ｔ检验。 采用 χ２ 检验或 Ｆｉｓｈｅｒ精
确概率法分析 ｌｅｔ７ｂ与肝母细胞瘤临床病理常数的
关联性；采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析 ｌｅｔ７ｂ 与 ＳＡＬＬ４
表达水平之间的相关性。 采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ 生存曲
线分析不同 ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 表达水平组肝母细胞瘤
患者总体生存率的差异。 Ｐ ＜ ０． ０５为差异具有统计
学意义。

结　 果

一、纳入研究的肝母细胞瘤患儿基本情况

纳入本研究的 ３１ 例肝母细胞瘤患儿中，男 ２０
例，女 １１ 例，年龄 １ 个月至 １２ 岁，平均年龄（１． ４６ ±
０． ７２）岁。 ＰＲＥＴＥＸＴ 分期：Ⅰ期 ３ 例、Ⅱ期 ９ 例、Ⅲ
期 １３ 例、Ⅳ期 ６ 例。 ２３ 例（７４． ２％ ）以腹部包块就
诊，临床表现 ４ 例（１２． ９％ ） 为纳差、腹胀，２ 例
（６． ５％ ）为腹痛，２ 例（６． ６％ ）为黄疸、消瘦，其余无
特殊症状。 病理类型：上皮型 ２４ 例（其中胎儿型 １２
例、胚胎型 １０ 例、粗大小梁型 １ 例、混合上皮型 １
例），混合型 ７ 例。 低危组 ８ 例，中危组 １２ 例，高危

组 １１ 例。
ｌｅｔ７ｂ 表达水平与肝母细胞瘤患者的年龄、性

别、病理类型、ＡＦＰ、危险度等病理参数之间无显著
关联性，但是 ｌｅｔ７ｂ在肝母细胞瘤组织中的表达水
平与 ＰＲＥＴＥＸＴ分期存在统计学关联（Ｐ ＜ ０． ０５）。
见表 １。

表 １　 ｌｅｔ７ｂ与肝母细胞瘤患者临床基本特征的
关联性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｅｔ７ｂ ａｎｄ ｂａｓｉｃ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ

变量

ｌｅｔ７ｂ （２ －△△Ｃｔ）

≤１
（ｎ ＝ ２１）

＞ １
（ｎ ＝ １０）

χ２ 值 Ｐ值

年龄（例）
＜ ３ 岁 １８ ９

≥３ 岁 ３ １
０． １１１ １． ０００

性别（例）
男 １５ ５

女 ６ ５
１． ３５９ ０． ２４４

病理类型

（例）

上皮型 １７ ７

混合型 ４ ３
０． ４６５ ０． ６５２

ＡＦＰ
（ｎｇ ／ ｍＬ）

≥１ ０００ １８ ７
＜ １ ０００ ３ ３

１． ０７２ ０． ３５８

ＰＲＥＴＥＸＴ
分期（例）

Ⅰ ＋Ⅱ ４ ８

Ⅲ ＋Ⅳ １７ ２
１０． ６０８ ０． ００２

发病风险

等级（例）

高风险 ７ ４
中风险 ８ ４
低风险 ６ ２

０． ２８４ ０． ８６８

　 　 二、ｌｅｔ７ｂ 在肝母细胞瘤组织和肝母细胞瘤细
胞中的表达水平

采用 ｑＲＴＰＣＲ 检测 ｌｅｔ７ｂ 在正常肝细胞（ＨＬ
７７０２）、ＨＢ 细胞系（ＨｕＨ６ ｃｌｏｎｅ５ 和 ＨｅｐＧ２）及 ３１
例 ＨＢ 组织标本中的表达情况，结果显示 ｌｅｔ７ｂ 在
ＨＢ细胞系及 ＨＢ 组织中的表达显著下调（图 ２Ａ，
２Ｂ）。 ｌｅｔ７ｂ在 ２ 种肝母细胞瘤细胞系中，在 ＨｅｐＧ２
中的表达水平最低，因此选择 ＨｅｐＧ２ 进行后续的功
能研究实验。

图 ２Ａ　 ｌｅｔ７ｂ 在 ＨＢ 组织中的表达下调 　 图 ２Ｂ　 ｌｅｔ７ｂ 在
ＨＢ细胞系中的表达降低
Ｆｉｇ． ２Ａ　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｅｔ７ｂ ｉｎ ＨＢ ｔｉｓｓｕｅ　 Ｆｉｇ． ２Ｂ　 Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｅｔ７ｂ ｉｎ ＨＢ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
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　 　 三、ＳＡＬＬ４ 在肝母细胞瘤组织中的表达水平呈
显著上调趋势

采用免疫组化法检测 ＳＡＬＬ４ 在肝母细胞瘤组
织及对应的瘤旁正常肝组织中的表达水平，ＳＡＬＬ４
在肝母细胞瘤组织中的表达水平较瘤旁正常肝组

织明显升高。 图 ３Ａ 可见 ＳＡＬＬ４ 蛋白主要表达于
瘤细胞胞浆内，呈棕褐色颗粒状，以弥漫性分布为

主，图 ３Ｂ 可见 ＳＡＬＬ４ 蛋白在正常肝组织中基本不
表达。

图 ３Ａ　 ＳＡＬＬ４ 在 ＨＢ组织中的表达　 图 ３Ｂ　 ＳＡＬＬ４ 在瘤旁
正常肝组织中的表达

Ｆｉｇ． ３Ａ　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＡＬＬ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｉｓｓｕｅ
Ｆｉｇ． ３Ｂ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＡＬＬ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

　 　 四、ｌｅｔ７ｂ对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响
与对照组相比，上调 ｌｅｔ７ｂ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖

活性在 ４８ ｈ和 ７２ ｈ 时均明显受到抑制。 抑制内源
性 ｌｅｔ７ｂ的表达后，与 ｍｉＲｃｔｒｌ 组相比，ＨｅｐＧ２ 细胞
的活性在 ４８ ｈ和 ７２ ｈ 时有明显升高（Ｐ ＜ ０． ０５），提
示 ｌｅｔ７ｂ能够抑制 ＨｅｐＧ２细胞的增殖活性。
　 　 五、ｌｅｔ７ｂ对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响

采用流式细胞仪检测各组转染后 ＨｅｐＧ２ 细胞
凋亡情况。 ｌｅｔ７ｂ 过表达组和 ｍｉＲｃｔｒｌ 组相比， ｌｅｔ
７ｂ组早期凋亡率显著高于对照组（Ｐ ＜ ０． ０１）。 抑
制剂 ａｎｔｉｍｉＲ ｌｅｔ７ｂ 组和 ａｎｔｉＮＣ 组相比，早期凋亡
率无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。
　 　 六、ｌｅｔ７ｂ 与 ＨｅｐＧ２ 细胞周期 Ｓ 期 ／ Ｇ２ 期转变
的关系

采用流式细胞仪检测转染后各组 ＨｅｐＧ２ 细胞
系所处的周期情况。 对 ＨｅｐＧ２ 细胞分别转染 ｌｅｔ７ｂ
和空质粒载体，２４ ｈ 后采用流式细胞仪检测两组细
胞周期改变情况，结果显示转染 ｌｅｔ７ｂ 的 ＨｅｐＧ２ 细
胞 Ｓ期 ／ Ｇ２ 期受到显著阻滞（Ｐ ＝ ０． ０１６）。 将 ｌｅｔ７ｂ

抑制剂转染至 ＨｅｐＧ２ 细胞，可见其周期 Ｓ 期的细胞
比例较对照组有所下降，而 Ｇ２ 期 ／ Ｍ 期的细胞比例
升高（Ｐ ＞ ０． ０５）。
　 　 七、ｌｅｔ７ｂ 对 ＳＡＬＬ４ 野生型和突变型报告基因
荧光活性的影响

如图 ４ 所示，经过共转染 ｌｅｔ７ｂ 和 ＳＡＬＬ４ＷＴ
重组质粒的 ＨＥＫ２９３ 细胞荧光活性显著降低（Ｐ ＝
０． ０１５），而共转染 ｌｅｔ７ｂ和 ＳＡＬＬ４ＭＴ组的 ＨＥＫ２９３
细胞荧光活性无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），提示 ｌｅｔ７ｂ
能够直接结合 ＳＡＬＬ４ 的 ３′ＵＴＲｓ 区域，发挥潜在的
靶向调控作用。

图 ４　 ＨＥＫ２９３ 细胞中的荧光活性检测结果
Ｆｉｇ． ４　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｉｎ ＨＥＫ２９３ ｃｅｌｌｓ

　 　 八、ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 表达水平的相关性分析
采用半定量积分法，每张切片随机选取 ５ 个视

野，高倍镜下计数 ５００ 个细胞，参照 Ａｘｉｏｔｉｓ 等［５］ 制

定的标准，由 ２ 名病理医生采用双盲法分别对同一
切片的染色进行评分，对结果进行复核。 ３１ 例肝母
细胞瘤患者中 ｌｅｔ７ｂ 在瘤组织中的表达下调 ２０ 例；
ＳＡＬＬ４ 蛋白在肝母细胞瘤组织中表达强阳性 １５ 例，
阳性 ８ 例、弱阳性 ７ 例，阴性 １ 例。 ｌｅｔ７ｂ 在 ＨＢ 组
织标本中与 ＳＡＬＬ４ 的表达存在统计学负相关（ ｒ ＝
－ ０． ７１６，Ｐ ＜ ０． ００１），随着 ｌｅｔ７ｂ 的表达水平降低，
ＳＡＬＬ４ 的蛋白表达水平呈现逐渐升高趋势。
　 　 九、ｌｅｔ７ｂ对 ＳＡＬＬ４ 蛋白表达水平的影响

在肝母细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２ 中上调 ｌｅｔ７ｂ 的
表达水平后，ＳＡＬＬ４ 蛋白的表达水平呈明显下降
趋势，而抑制内源性的 ｌｅｔ７ｂ 后，ＳＡＬＬ４ 蛋白的表
达水平较对照组呈上升趋势，提示在 ＨｅｐＧ２ 细胞
中 ｌｅｔ７ｂ对 ＳＡＬＬ４ 蛋白的表达水平有显著抑制作
用（图 ５）。

图 ５　 ＳＡＬＬ４ 蛋白在 ＨｅｐＧ２ 细胞中的表达水平
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＡＬＬ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ
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　 　 十、肝母细胞瘤组织中 ｌｅｔ７ｂ 和 ＳＡＬＬ４ 的表达
水平与肝母细胞瘤患儿生存预后的关系

如图 ６Ａ所示，ｌｅｔ７ｂ 低表达组 ＨＢ 患儿的总体
生存率显著低于 ｌｅｔ７ｂ 高表达组（Ｐ ＝ ０． ０１７）。 如
图 ６Ｂ所示，ＳＡＬＬ４ 阳性组 ＨＢ患者的总体生存率显
著低于 ＳＡＬＬ４ 阴性和弱阳性组（Ｐ ＝ ０． ０３４）。

图 ６Ａ　 ｌｅｔ７ｂ低表达与高表达组 ＨＢ 患者的生存曲线 　 图
６Ｂ　 ＳＡＬＬ４ 低表达与高表达组 ＨＢ患者的生存曲线
Ｆｉｇ． ６Ａ　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ｖｅｒｓｕｓ ｈｉｇｈ ｌｅｔ７ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＨＢ ｐａｔｉｅｎｔｓ 　 Ｆｉｇ． ６Ｂ 　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ｖｅｒｓｕｓ ｈｉｇｈ
ＳＡＬＬ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＢ ｐａｔｉｅｎｔｓ

讨　 论

本研究结果显示在肝母细胞瘤组织中 ｌｅｔ７ｂ 的
表达水平较瘤旁组织呈显著下降趋势，而 ＳＡＬＬ４ 的
蛋白水平呈显著上调趋势，与 Ｓｕｍａｚｉｎ 等［４］ 筛查得

到的结果一致。 我们检测了 ｌｅｔ７ｂ 在肝母细胞瘤细
胞（ＨｅｐＧ２ 和 Ｈｕｈ６）和正常肝细胞（ＨＬ７７０２）中的
表达水平差异，也发现 ｌｅｔ７ｂ 在肝母细胞瘤细胞中
的表达水平显著低于正常肝细胞，且 ｌｅｔ７ｂ 在
ＨｅｐＧ２ 中的表达水平最低，因此我们选择 ＨｅｐＧ２ 细
胞进行后续的功能及机制验证探索实验。 本研究

首次发现 ｌｅｔ７ｂ在肝母细胞瘤组织中的表达水平与
ＰＲＥＴＥＸＴ分期存在统计学相关性，ｌｅｔ７ｂ 低表达组
肝母细胞瘤患者的总体生存率显著低于 ｌｅｔ７ｂ 高表
达组。 Ｓｕｍａｚｉｎ等［４］发现 ｌｅｔ７ｂ 的低表达与肝母细
胞瘤的不良预后密切相关。 本研究发现 ＰＲＥＴＥＸＴ
Ⅲ ／Ⅳ期肝母细胞瘤患者中 ｌｅｔ７ｂ 降低的比例（１７ ／
１９）较 ＰＲＥＴＥＸＴⅠ ／Ⅱ期患者（４ ／ １２）更高。 而 ＰＲＥ
ＴＥＸＴⅢ ／Ⅳ期肝母细胞瘤患者较 ＰＲＥＴＥＸＴⅠ ／Ⅱ期
患者预后不佳这一结论已经基本明确，这也能从侧

面证明 ｌｅｔ７ｂ的低表达与肝母细胞瘤的不良预后密
切相关［４］ 。 但纳入本研究的肝母细胞瘤患者总样

本数仅 ３１ 例，故后续仍需要进一步扩大临床样本量
来验证。

研究发现 ｌｅｔ７ 家族（包括 ｌｅｔ７ｂ）在肝癌等恶性
肿瘤的发生及发展过程中发挥着抑癌基因样作

用［６ － ８］ ，且 ｌｅｔ７ｂ表达下调与前列腺癌、肝母细胞瘤
的不良预后密切相关［４，９］ 。 ｌｅｔ７ 过表达可抑制肝癌

干细胞增殖、体外成球及体内成瘤能力，而下调 ｌｅｔ
７ 的表达水平有促进肝癌干细胞增殖的作用［１０］ 。

上调 ｌｅｔ７ｂ的表达水平还可抑制胶质瘤干细胞样细
胞的自我更新能力和干细胞特性的维持［１１］ 。 本研

究结果表明上调 ｌｅｔ７ｂ 的表达水平，可通过促进
ＨｅｐＧ２ 细胞早期凋亡，进而显著抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的
增殖活性。 抑制内源性 ｌｅｔ７ｂ 的表达，可促进细胞
的增殖，抑制细胞的凋亡。

为进一步研究 ｌｅｔ７ｂ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖活
性的机制，我们利用生物学信息软件预测得知

ＳＡＬＬ４ 与 ｌｅｔ７ｂ存在潜在的靶向关系。 ２０１３ 年发表
在新英格兰医学杂志上的一项研究发现：ＳＡＬＬ４ 高
表达的肝细胞癌具有更强的侵袭性，通过敲除

ＳＡＬＬ４ 或阻断 ＳＡＬＬ４ 的表达水平，可促进肝癌细胞
凋亡及抑制其肿瘤形成［１２］ 。 ＳＡＬＬ４ 可作为胚胎干
细胞的特异性标记物，参与调节肿瘤细胞的恶性生

物学表型［１３］ 。 研究发现 ＳＡＬＬ４ 在肝母细胞瘤组织
中表达水平异常增高，且与肝母细胞瘤的不良预后

密切相关［４，１４］ 。 本研究中通过免疫组化法，检查

ＳＡＬＬ４ 蛋白在肝母细胞瘤组织中的表达水平，发现
与瘤旁组织相比，ＳＡＬＬ４ 蛋白在肝母细胞瘤组织中
的表达水平呈显著上调趋势，ＳＡＬＬ４ 阳性组肝母细
胞瘤患者的总体生存率显著低于 ＳＡＬＬ４ 阴性和弱
阳性组（Ｐ ＝ ０． ０３４），与上述研究结果一致。 本研究
结果还提示肝母细胞瘤组织中 ｌｅｔ７ｂ 的表达水平与
ＳＡＬＬ４ 的表达水平呈显著负相关，双萤光素酶报告
基因实验结果也证实 ｌｅｔ７ｂ与 ＳＡＬＬ４ 有良好的靶向
关系。 我们上调 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｌｅｔ７ｂ 的表达水平
后，ＳＡＬＬ４ 蛋白的表达水平可被显著下调，而抑制
ｌｅｔ７ｂ的表达水平后则可以逆转这个现象。 本研究
结果提示在肝母细胞瘤中 ｌｅｔ７ｂ 可能通过靶向调控
ＳＡＬＬ４ 的表达水平影响其恶性生物学行为。 ＳＡＬＬ４
与转录因子包括 ＳＯＸ２、Ｏｃｔ３ ／ ４、Ｎａｎｏｇ 等，这些因子
相互作用共同维系了肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，
ＣＳＣ）的多功能性，是维持 ＣＳＣ无限增殖、自我更新、
多向分化的重要调控基因［１５］ 。 Ｂｍｉ１ 和 ＰＴＥＮ已被
证实是 ＳＡＬＬ４ 下游的直接靶基因［１６，１７］ 。 而 ＳＡＬＬ４
具体通过下游的哪条通路在肝母细胞瘤中发挥作

用尚需要我们进一步研究。

现有的研究表明肝母细胞瘤可表现出不同的

组织学表型和临床行为，可能是由不同分化程度的

肝干细胞或早期肝前体细胞增殖产生［４］ 。 肝母细

胞瘤中也被证实存在肿瘤干细胞样细胞（也称侧群

细胞，ｓｉｄｅ ｐｏｌｕｌａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ，ＳＰ）的存在，接种到小鼠体
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内后与主群细胞（ｍａｉｎ ｐｏｌｕｌａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ，ＭＰ）相比有
更强的成瘤能力［１８］ 。 ｌｅｔ７ｂ 和 ＳＡＬＬ４ 均为干细胞
标记物，在肝母细胞瘤中 ｌｅｔ７ｂ 是否可以通过靶向
调控 ＳＡＬＬ４ 影响肝母细胞瘤干细胞生物学特性，进
而影响肝母细胞瘤的恶性表型还需要进一步研究。
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