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摘要　目的　探究线粒体Ｌｏｎ蛋白酶１（ＬＯＮＰ１）在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达水平及其对ＨＣＣ发生发展的影响。方法　利用
实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）和免疫印迹实验检测人体肝癌组织中ＬＯＮＰ１表达情况。构建ＬＯＮＰ１稳定敲降Ｈｅｐ３Ｂ和ＨＣＣＬＭ３细胞
系，通过ＣＣＫ８、ＥｄＵ实验和平板克隆实验探究 ＬＯＮＰ１对肝癌细胞系细胞增殖的影响。通过细胞划痕和细胞迁移实验探究
ＬＯＮＰ１对肝癌细胞系迁移的影响。利用 ＣｒｅＬｏｘｐ系统构建肝细胞 ＬＯＮＰ１条件敲除小鼠，小鼠肝脏组织送转录组测序探究
ＬＯＮＰ１缺失对肝细胞的影响。利用Ｔｕｎｅｌ染色以及ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／Ｐｌ流式分析探究ＬＯＮＰ１对肝癌细胞系细胞凋亡的影响。
结果　人肝脏组织的免疫印迹和ｑＰＣＲ实验验证了ＬＯＮＰ１在肝癌组织中高表达。平板克隆实验结果显示，ＬＯＮＰ１敲降的细
胞克隆形成数目较对照组明显减少（Ｐ＜００１）。ＣＣＫ８和 ＥｄＵ染色实验结果显示，ＬＯＮＰ１敲降的细胞增殖速度低于对照组
（Ｐ＜００１）。细胞划痕实验和细胞侵袭实验结果显示，ＬＯＮＰ１敲降的肝癌细胞系细胞迁移能力明显小于对照组细胞（Ｐ＜
００１）。ＬＯＮＰ１条件敲除小鼠肝脏组织转录组结果提示 ＬＯＮＰ１会影响肝细胞凋亡通路。Ｔｕｎｅｌ染色以及 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／Ｐｌ
流式分析结果显示ＬＯＮＰ１敲降肝癌细胞发生更多细胞凋亡。结论　ＬＯＮＰ１在肝细胞癌组织中高表达，在肝癌细胞系中敲降
ＬＯＮＰ１会促进细胞凋亡，并对细胞增殖和迁移能力有抑制作用。
关键词　ＬＯＮＰ１；肝细胞癌；凋亡；线粒体；转录组测序；慢病毒感染
中图分类号　Ｒ７３５７
文献标志码 Ａ

２０２５－０２－１８接收

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８２１２０１０８０１２、８１９３００８６）；

安徽省临床医学研究转化专项立项项目 （编号：

２０２２０４２９５１０７０２０００８）；安徽省高校科研项目（编号：

２０２２ＡＨ０１００７０）；安徽省优秀青年基金项目 （编号：

２４０８０８５Ｙ０４１）

作者简介：白一鹏，男，硕士研究生；

徐登球，男，博士，副研究员，硕士生导师，通信作者，Ｅ

ｍａｉｌ：ｘｕｄｅｎｇｑｉｕ＠１６３．ｃｏｍ．

孙倍成，男，教授，博士生导师，通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｂｃ＠

ｎｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　肝细胞癌（ＨＣＣ，ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ）是导
致癌症相关死亡的第三大原因［１］，由于起病隐秘，患

者早期临床表现较少，大多数患者在发病时病情已进

展到晚期。手术切除癌组织是 ＨＣＣ的有效治疗方
法，但５年内复发率高达７０％，５年生存率仅为５０％
［２］。索拉非尼［３］、瑞戈非尼［４］和乐伐替尼［５］等临床

药物只能将 ＨＣＣ患者中位生存期延长仅２～３个月，
因此探索ＨＣＣ发病机制和治疗策略非常重要。
　　线粒体 Ｌｏｎ蛋白酶１（ｌｏｎｐｅｐｔｉｄａｓｅ１，ＬＯＮＰ１）
是一种线粒体蛋白酶，驻留在线粒体基质中，通过降

解蛋白功能维持线粒体蛋白更新来控制线粒体蛋白

质的质量，对于线粒体稳态起着重要作用［６－７］。除

了降解错误折叠或受损蛋白质的主要功能外，

ＬＯＮＰ１蛋白酶还通过受控的蛋白水解过程在精细
调节线粒体活性方面发挥着关键作用［８］，这意味着

ＬＯＮＰ１作为一种线粒体蛋白酶可能调节人体多种
生理过程。此前已有一些报道表明 ＬＯＮＰ１在肿瘤
发生发展中的作用，如线粒体ＬＯＮＰ１可诱导线粒体
ＤＮＡ泄露促进 ＰＤＬ１介导的免疫逃逸［９］；ＬＯＮＰ１
ＰＹＣＲ１轴引起的线粒体氧化应激维持免疫抑制肿
瘤微环境，促进癌症进展和转移［１０］。这些结果都表

明ＬＯＮＰ１过表达对肿瘤有促进作用，但是 ＬＯＮＰ１
在 ＨＣＣ中的作用仍待探索。该研究旨在探讨
ＬＯＮＰ１在肝癌细胞增殖和迁移中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　动物实验均按照相关指南和伦
理规定进行，并获得中国科学院合肥肿瘤医院实验

动物中心机构动物关怀与使用委员会（ＩＡＣＵＣ）的
批准（批准号：ＤＷＬＬＰＦ２０２４０１０４０７）。３只 ６周龄
雄性体质量为１８～２０ｇ的 ＬＯＮＰ１ｄｅｆｉｃｉｅｎｔＣ５７ＢＬ／
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６小鼠和 ３只 ６周龄雄性体质量为 １８～２０ｇ的
ＬＯＮＰ１ＦｌｏｘＣ５７ＢＬ／６小鼠饲养于中国科学院合肥
肿瘤医院实验动物中心的特定病原体无感染设施

中。小鼠被饲养在塑料笼中，自由获取颗粒食物和

水，环境温度维持在（２２±２）℃，并接受１２ｈ的光暗
循环。用于繁配的ＬＯＮＰ１ｆｌｏｘ小鼠、Ａｌｂｃｒｅ小鼠来
自南京集萃药康公司。

１．１．２　主要试剂和仪器　人肝癌细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ、
ＨＣＣＬＭ３以及 ２９３Ｔ细胞购自中国科学院细胞库。
ＤＭＥＭ培养基、青－链霉素双抗、ＰＢＳ、胎牛血清、胰
酶（货号：３１９００５ＣＬ、４５０２０１ＥＬ、３１１０１１、０８５
１５０、３２５０４３）均购自南京维森特生物技术公司；ＰＥＩ
（货号：ＨＹＫ２０１４）购自美国ＭＣＥ公司；ＲＮＡ提取、
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／Ｐｌ、ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＢＣＡ试剂盒
（货号：ＲＣ２０１、Ａ２１１０１、Ｒ２２３０１、Ｅ１１２０１）均购自
南京诺唯赞公司；ＬＯＮＰ１抗体、ＧＡＤＰＨ抗体、兔二
抗、小 鼠 二 抗 （货 号：１５４４０１ＡＰ、６０００４１Ｉｇ、
ＳＡ００００１２、ＲＧＡＭ００１）均购自武汉三鹰生物公司；
免疫染色封闭液、ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ、ＲＩＰＡ裂解液、ＰＭＳＦ、
ＣＣＫ８、细胞凋亡 Ｔｕｎｅｌ试剂盒、Ｅｄｕ细胞增殖试剂
盒、结晶紫染液（货号：Ｐ０２６０、Ｃ０３５１１ｍｌ、Ｐ００１３Ｂ、
ＳＴ５０５、Ｃ００３７、Ｃ１０８６、Ｃ００７８Ｓ、Ｃ０１２１１００ｍｌ）均购自
上海碧云天生物技术公司。流式细胞仪（型号：ＤＸＰ
Ａｔｈｅｎａ，美国Ｃｙｔｅｋ公司），倒置显微镜（型号：ＤＭｉ８，
德国Ｌｅｉｃａ公司），实时荧光定量 ＰＣＲ系统（型号：
Ｑｕａｎｔｓｔｕｄｉｏ５，美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
１．２　方法
１．２．１　病例资料收集　本项课题研究中所使用的
临床样本均收集自南京大学医学院附属鼓楼医院

ＨＣＣ和肝血管瘤（正常肝组织）患者的手术标本。
组织离体后对 ＨＣＣ组织、正常肝组织液氮冻存，用
于组织ＲＮＡ及蛋白的提取。该研究通过南京大学
医学院附属鼓楼医院伦理委员会批准（批号：２０１８
０９９０２），所有的人体组织样本使用均获得手术患者
的知情同意。

１．２．２　蛋白提取及免疫印迹实验　从液氮中取出
冻存组织样本，置于冰上剪碎并加入含蛋白酶抑制

剂的ＲＩＰＡ裂解液和研磨珠放入研磨机研磨，收集
样本到 １５ｍｌ离心管中，冰上裂解 ３０ｍｉｎ后，
１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ后收集上清液，使用
ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度，制取可用于实验的样
本，９５℃ 金属浴７ｍｉｎ，用于免疫印迹实验蛋白上
样；对于细胞，弃去培养基并用 ＰＢＳ洗涤２遍，加入
含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解３０ｍｉｎ，

收集样本后同上处理。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳对

样品中的不同分子量蛋白质进行分离。随后，将分

离的蛋白质转移至醋酸纤维素薄膜上。为了封闭非

特异性结合位点，使用５％脱脂牛奶溶液在室温下
封闭薄膜１ｈ。接着，加入按１∶２０００稀释的ＬＯＮＰ１
抗体或ＧＡＤＰＨ抗体，在４℃冰箱中孵育过夜。第２
天，使用ＴＢＳＴ缓冲液洗涤薄膜３次，以去除未结合的
抗体。接下来，加入与目标抗体相对应的种属来源的

按１∶５０００稀释的兔抗体或鼠抗体，在室温下通过摇
床轻轻孵育１ｈ。最后，使用ＴＢＳＴ洗涤３次，随后进
行显影处理以检测目标蛋白的表达情况。

１．２．３　ＲＮＡ提取及实时定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）　将冻存的
ＨＣＣ患者癌组织和正常肝脏组织冰上剪碎、加入研
磨珠研磨，按照总ＲＮＡ提取试剂盒说明书来提取总
ＲＮＡ。将总 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ后，使用 ｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行 ｑＰＣＲ实验。ＰＣＲ扩增所使用的引
物序列如 下：ＬＯＮＰ１，（正义链）５′ＡＧＣＣＴＴＡＴＧＴＣＧ
ＧＣＧＴＣＴＴＴＣ３′；（反 义 链）５′ＣＧＴＣＣＣＣＧＴＧＴＧＧ
ＴＡＧＡＴＴＴＣ３′；Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＸ），（正义链）５′ＣＣＣＧＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴＣ
ＣＧＡＧ３′；（反义链）５′ＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴ
ＧＡＴ３′；凋亡蛋白酶激活因子１（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ１，ＡＰＡＦ１），（正义链）５′ＡＡＧＧＴＧ
ＧＡＧＴＡＣＣＡＣＡＧＡＧＧ３′；（反义链）５′ＴＣＣＡＴＧＴＡＴＧ
ＧＴＧＡＣＣＣＡＴＣＣ３′；细 胞 色 素 ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，
ＣＹＣＳ），（正义链）５′ＣＴＴＴＧＧＧＣＧＧＡＡＧＡＣＡＧＧＴＣ
３′；（反义链）５′ＴＴＡＴＴＧＧＣＧＧＣＴＧＴＧＴＡＡＧＡＧ３′；半
胱氨酸天冬氨酸蛋白酶９（Ｃａｓｐａｓｅ９，ＣＹＣＳ），（正义
链）５′ＣＴＴＣＧＴＴＴＣＴＧＣＧＡＡＣＴＡＡＣＡＧＧ３′；（反义链）
５′ＧＣＡＣＣＡＣＴＧＧＧＧＴＡＡＧＧＴＴＴ３′。
１．２．４　细胞增殖实验　首先，使用胰蛋白酶对细胞
进行消化处理，随后１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ收集细
胞。将收集到的细胞重新悬浮于适当的培养基中，

并进行细胞计数。根据需要将细胞悬液稀释至浓度

为２×１０４个细胞／ｍｌ。接着，将每孔１００μｌ的细胞
悬液加入至９６孔板中，每个孔中大约有２０００个细
胞。接下来，连续２天进行实验，每天都重复以下步
骤：首先，每孔加入１０μｌＣＣＫ８试剂，确保混合均
匀后将９６孔板放入３７℃孵育箱中，孵育１５ｈ。然
后，使用酶标仪在 ４５０ｎｍ波长处测量各孔的吸光
度，以评估细胞的增殖和活性情况。

１．２．５　平板克隆实验　首先，选择对数生长期的细
胞，使用胰蛋白酶进行消化，随后１０００ｒ／ｍｉｎ离心３
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ｍｉｎ收集细胞。将细胞重悬并计数后，按照梯度稀释
方法将细胞悬液稀释至浓度为０５×１０４个细胞／ｍｌ。
接着，将每个６孔板的孔中加入２ｍｌ的细胞悬液。
将培养板置于细胞培养箱中培养，持续两周。培养结

束后，用４％的多聚甲醛溶液对细胞进行固定。然
后，使用结晶紫染色法对细胞进行染色，染色完成后

拍摄显微镜图像，并手动计数每孔中的细胞数量。

１．２．６　细胞划痕实验　在６孔板中铺设细胞，待细
胞生长至汇合度达到１００％时，用２００μｌ移液枪的
尖端垂直于细胞培养板表面轻轻划出一道划痕。此

时拍摄初始（０ｈ）的划痕图像。接着，将培养板放入
３７℃的培养箱中继续培养２４ｈ。２４ｈ后，再次对相
同位置进行拍照，观察并记录划痕宽度的变化，并进

行统计学分析，以评估细胞迁移的情况。

１．２．７　细胞侵袭实验　首先，选择对数生长期的细
胞，使用胰蛋白酶进行消化，随后１０００ｒ／ｍｉｎ离心３
ｍｉｎ收集细胞。将细胞重悬并计数后，使用无血清
培养基将细胞悬液调整至浓度 ５×１０４个／ｍｌ。然
后，取２００μｌ细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，
而在下室中加入６００μｌ含１０％胎牛血清的培养基。
经过２４ｈ的培养后，取出上室，丢弃其中的培养基，
并使用棉签轻轻擦去滤膜表面未能穿透的细胞，将

小室背面的细胞用４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ。
随后进行结晶紫染色，最后使用显微镜观察染色后

的细胞，拍照并进行细胞计数与统计分析。

１．２．８　ＥｄＵ染色检测细胞增殖率　用胰酶消化细
胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ收集细胞，重悬计数后稀
释至浓度８×１０４个／ｍｌ，取１ｍｌ加入１２孔板中，细
胞培养箱培养至细胞汇合度５０％时，按照ＥｄＵ细胞
增殖检测试剂盒说明书，加入 ＥｄＵ工作液，３７℃培
养箱孵育３ｈ后，弃去培养液，４％ 多聚甲醛固定细
胞２０ｍｉｎ，用免疫染色封闭液洗涤细胞２遍，强力通
透液室温孵育 １０ｍｉｎ。接着加入１００μｌＣｌｉｃｋ反应
液室温避光孵育３０ｍｉｎ，封闭液洗涤３次后，每孔加
入０５ｕｇ／ｍｌ的ＤＡＰＩ室温避光孵育２０ｍｉｎ，洗涤３
次，倒置荧光显微镜下拍照。

１．２．９　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／Ｐｌ细胞凋亡检测　用胰酶
消化细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ收集细胞，重悬计
数后梯度稀释至浓度８×１０４个／ｍｌ，取２ｍｌ加入６
孔板，细胞培养箱培养至细胞汇合度７０％时，加入
胰酶收集细胞，按照诺唯赞 Ａ２１１０１说明书进行染
色，流式上机检测细胞凋亡数量。

１．２．１０　Ｔｕｎｅｌ染色　用胰酶消化细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ收集细胞，重悬计数后梯度稀释至浓度８

×１０４个／ｍｌ，取１ｍｌ加入１２孔板，细胞培养箱培养
至细胞汇合度５０％时，按照说明书进行染色，最后
使用徕卡倒置显微镜进行拍摄。

１．２．１１　质粒构建及细胞转染　用于敲降 ＬＯＮＰ１
的质粒由实验员设计引物合成，将短发卡序列插入

ｐＬＶＸＩＲＥＳＰｕｒｏ载体中，首先，从感受态细胞中提取
质粒，并通过测序确认其序列的正确性。在确认无误

后，使用ＰＥＩ试剂对２９３Ｔ细胞进行转染。转染后，分
别在２４ｈ和４８ｈ收集病毒液，随后用该病毒液感染
Ｈｅｐ３Ｂ和ＨＣＣＬＭ３细胞。在感染过程中，加入促感
染试剂ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ以提高转染效率。接着，通过使用
嘌呤霉素进行筛选，成功获得稳定转染的细胞株。

１．２．１２　肝细胞 ＬＯＮＰ１敲除小鼠构建和肝脏转录
组测序　将 ＬＯＮＰ１ｆｌｏｘ小鼠与 ＡｌｂＣｒｅ小鼠交配，
最终可得到ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ带Ａｌｂｃｒｅ小鼠，即得到肝细胞
ＬＯＮＰ１敲除的小鼠。将６周龄的雄鼠取脏组织提
取ＲＮＡ送北京百迈克生物公司进行转录组测序。
１．２．１３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９软件
进行统计学分析，实验至少重复进行３次。正态分
布且方差齐的组间两两均值比较使用 ｔ检验，以 Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＯＮＰ１在ＨＣＣ中高表达　本研究提取了２０
例正常人的肝组织和 ＨＣＣ病人的肝癌组织 ＲＮＡ，
ｑＰＣＲ结果显示 ＨＣＣ组织的 ＬＯＮＰ１相对于正常肝
脏组织有更高的表达水平（ｔ＝２９１，Ｐ＜００５）（图
１Ａ）。免疫印迹检测了１２个正常肝组织和 ＨＣＣ组
织ＬＯＮＰ１蛋白水平，结果显示 ＨＣＣ组织 ＬＯＮＰ１表
达水平更高（ｔ＝７８２，Ｐ＜００５）（图１Ｂ）。
２．２　敲降ＬＯＮＰ１对ＨＣＣ细胞增殖的影响　为了
探究ＬＯＮＰ１对肝癌细胞增殖的影响，本研究用短发
夹ＲＮＡ慢病毒感染ＨＥＰ３Ｂ和ＨＣＣＬＭ３肝癌细胞系
来构建ＬＯＮＰ１敲降稳转细胞系，通过免疫印迹验和
ｑＰＣＲ验证了 ＬＯＮＰ１敲降效率（图２Ａ、２Ｂ）。ＣＣＫ８
实验结果显示，相对于对照组，ＨＥＰ３Ｂ和ＨＣＣＬＭ３细
胞 ＬＯＮＰ１敲降组的细胞活力在 ２４～９６ｈ均降低
（ｔＨＥＰ３Ｂ＝５３６６、７１４２、１０７８、１８７２，ｔＨＣＣＬＭ３＝５０２０、
１３４４、１３２２、１７５４，均Ｐ＜００５）（图２Ｃ）。平板克隆
实验结果表明，ＨＥＰ３Ｂ以及ＨＣＣＬＭ３细胞ＬＯＮＰ１敲
降后细胞克隆形成数目明显减少（ｔ＝２７９１、２０６８，均
Ｐ＜００５）（图２Ｄ－２Ｅ）。ＥｄＵ染色实验结果提示，
ＬＯＮＰ１敲降后细胞增殖率低于对照组（ｔ＝２６７６，Ｐ＜
００５）（图２Ｆ）。
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图１　ＬＯＮＰ１在ＨＣＣ中高表达
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图２　ＬＯＮＰ１敲降对肝癌细胞系增殖的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬＯＮＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＬＯＮＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｂ：ｑＰＣＲｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＬＯＮＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ｎ＝５）；Ｃ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｆｏｒｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎ３ＢａｎｄＬＭ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ｎ＝５）；Ｄ：Ｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｉｎ３Ｂｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ｎ＝３）；Ｄ：Ｃｅｌｌｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓ
ｓａｙｉｎＬＭ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ｎ＝３）；Ｆ：ＥｄＵａｓｓａｙｆｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ３ＢａｎｄＬＭ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（×４，ｎ＝３）；３Ｂ：ＨＥＰ３Ｂｃｅｌｌｓ；

ＬＭ３：ＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．

·２７８· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



２．３　ＬＯＮＰ１敲降对 ＨＣＣ细胞迁移的影响　为了
探究ＬＯＮＰ１对肝癌细胞迁移的影响，本研究用构建
好的ＬＯＮＰ１敲降的 ＨＣＣＬＭ３和进行细胞划痕实验
和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验。细胞划痕实验结果显示，ＬＯＮＰ１
敲降的ＨＣＣＬＭ３细胞后划痕愈合速度慢于对照组
（ｔ＝３６４，Ｐ＜００５）（图 ３Ａ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果
显示ＬＯＮＰ１敲降的 ＨＣＣＬＭ３细胞相同时间内穿过
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的数量低于对照组（ｔ＝１３７４，Ｐ＜
００５）（图３Ｂ）。
２．４　ＬＯＮＰ１缺失导致细胞凋亡通路增强　为了进
一步探究ＬＯＮＰ１如何影响肝细胞，本研究利用 Ｃｒｅ
Ｌｏｘｐ系统构建了肝细胞 ＬＯＮＰ１条件敲除性小鼠

（图４Ａ）。随后收取６周龄ＬＯＮＰ１敲除雄鼠和６周
龄野生型对照小鼠的肝脏组织提取ＲＮＡ送ＲＮＡ测
序。主成分分析显示对照组和敲除组有显著差异

（图４Ｂ）。敲除小鼠组相对于对照组小鼠有１１７７
个基因下调，１６１０个基因上调（图４Ｃ）。差异表达
分析显示凋亡通路基因在 ＬＯＮＰ１敲除小鼠中上调
（图４Ｄ）。这些结果提示ＬＯＮＰ１表达降低可能会导
致细胞凋亡增强。

２．５　ＬＯＮＰ１敲降导致肝癌细胞凋亡增强　为了验
证ＬＯＮＰ１敲降后细胞凋亡是否增强，本研究采用
ｑＰＣＲ验证ＨＥＰ３Ｂ和 ＨＣＣＬＭ３细胞 ＲＮＡ中凋亡相
关基因。ｑＰＣＲ结果显示ＨＣＣ３Ｂ的ＬＯＮＰ１敲降细

图３　ＬＯＮＰ１敲降对肝癌细胞系迁移的影响 （ｎ＝３）
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图４　肝细胞ＬＯＮＰ１条件敲除鼠肝脏组织转录组测序结果（ｎ＝３）
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图５　ＬＯＮＰ１敲降的肝癌细胞系凋亡增强
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　　Ａ：ｑＰＣＲｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈＬＯＮＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（ｎ＝５）；Ｂ：ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈＬＯＮＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（ｎ＝３）；Ｃ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈＬＯＮＰ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；３Ｂ：ＨＥＰ３Ｂｃｅｌｌｓ；ＬＭ３：

ＨＣＣＬＭ３ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．

胞的凋亡相关基因 ＢＡＸ、ＡＰＡＦ１、ＣＹＣＳ、ＣＡＳ９（ｔ＝
１０１８、２２７１、８４７、９３３，均 Ｐ＜００５）以及 ＨＣＣ３Ｂ
的ＬＯＮＰ１敲降细胞的凋亡相关基因 ＢＡＸ、ＡＰＡＦ１、
ＣＹＣＳ、ＣＡＳ９（ｔ＝４５８、８９９、１２８９、６５４，均 Ｐ＜
００５）表达增强（图５Ａ）。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／Ｐｌ流式

分析同样显示 ＬＯＮＰ１敲降的细胞表现出更高的细
胞凋亡率（ｔ＝７２８、５１３，均 Ｐ＜００５）图 ５Ｂ）。
ＴＵＮＥＬ染色显示 ＬＯＮＰ１敲降细胞的凋亡增强（图
５Ｃ）。
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３　讨论

　　作为癌症相关死亡的第三大原因，ＨＣＣ已成为
全球严重的健康威胁因素，预计其发病率将在未来

继续增加［１］。尽管近年来医学的发展在一定程度

上延长了 ＨＣＣ患者的总体生存期，但 ＨＣＣ的发病
率和病死率仍然居高不下，临床上仍缺乏疗效好、副

作用小的治疗药物。因此，探索ＨＣＣ的发病机制和
新的治疗策略对临床 ＨＣＣ患者的生存和预后具有
重要意义。

　　肝脏是人体的最大的代谢器官，线粒体是细胞
的能量工厂，而驻留在线粒体基质中的线粒体蛋白

酶ＬＯＮＰ１是线粒体的重要成分，缺乏 ＬＯＮＰ１会导
致以中枢神经系统、眼部、牙齿、耳部和骨骼多系统

发育障碍为特征的 ＣＯＤＡＳ综合征［１１］；ＬＯＮＰ１除了
发挥蛋白酶的作用之外，ＬＯＮＰ１也被证实是伴侣蛋
白［１２－１４］。总之，ＬＯＮＰ１对于线粒体、细胞、肝脏、肝
脏疾病扮演着重要的角色，仍有巨大的探索空间。

本研究实验结果显示，ＬＯＮＰ１在肝癌组织的表达水
平显著高于癌旁组织。另一从 Ｐｒｉｄｅ数据库
（ＰＸＤ００６５１２）的蛋白质组数据中提取１０１例 ＨＣＣ
癌组织和９８例 ＨＣＣ癌旁组织的 ＬＯＮＰ１蛋白定量
值的研究分析发现，ＬＯＮＰ１在 ＨＣＣ癌组织中高表
达（Ｐ＜００５）［１５］。张岩等人［１６］的研究也显示，

ＬＯＮＰ１蛋白在ＨＣＣ癌组织中的阳性表达率显著高
于癌旁组织。这些研究结果与本研究结果一致。此

外，酪蛋白水解肽酶 Ｐ（ｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅＰ，
ＣＬＰＰ）也是一种线粒体蛋白酶，ＣＬＰＰ和 ＬＯＮＰ１组
成了线粒体蛋白酶系统。根据Ｉｓｈｉｚａｗａｅｔａｌ［１７］的研
究显示，选择性激活 ＣＬＰＰ会诱导癌细胞凋亡。而
ＬＯＮＰ１与 ＣＬＰＰ有很多相似性，本研究在肝癌细胞
系中敲降ＬＯＮＰ１后促进肝癌细胞系的细胞凋亡，并
且细胞增殖和迁移能力受到抑制，提示通过调控线

粒体蛋白酶系统来治疗癌症是一个潜在的研究方

向。

　　总之，本研究发现ＬＯＮＰ１在肝细胞癌中存在过
量表达的情况；在体外构建ＬＯＮＰ１敲降细胞系会降
低肝癌细胞系的增殖和迁移能力；肝细胞ＬＯＮＰ１敲
除小鼠肝脏组织转录组测序结果显示 ＬＯＮＰ１敲除
的肝脏凋亡通路表达增强，提示ＬＯＮＰ１可能通过促
进细胞的凋亡来抑制肝癌细胞的增殖和迁移。

　　本项研究尚且存在些许的不足：一方面，ＬＯＮＰ１
对肝细胞癌的肿瘤生物学特性的研究局限于细胞水

平，未开展动物肿瘤模型实验的研究，后续将构建动

物肿瘤模型，在体内进一步探究ＬＯＮＰ１对肿瘤的抑
制作用；另一方面，ＬＯＮＰ１如何导致肝癌细胞凋亡
没有深入探究，后续将进一步通过新实验来探究

ＬＯＮＰ１低表达如何促进肝癌细胞的凋亡。
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