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摘要：目的 探讨非编码RNA IncWDR 26对肝癌细胞（HCC）的周期、侵袭、迁移以及增殖的影响。方法 通过 real⁃time PCR，

比较SMMC⁃7721，PLC/PRF/5，Huh7，SK⁃Hep⁃1以及Hep3B肝癌细胞系和正常肝细胞LO2中 IncWDR 26表达的差异；而后将 In⁃
cWDR 26高表达的慢病毒载体（OE组）和阴性对照载体（Con组）分别转染SMMC⁃7721及SK⁃Hep⁃1两株HCC，通过CCK⁃8法检

测 IncWDR 26对HHC增殖的影响；采用FLUOS分析HHC细胞周期情况；采用细胞凋亡试剂盒检测 IncWDR 26对HHC凋亡的

影响；采用 transwell法测定其侵袭和迁移能力。结果 与正常肝细胞LO2（1.02±0.27）相比，其余5株HCC细胞 IncWDR 26表

达水平相对较低（P＜0.05）；OE组中的两株细胞 IncWDR 26表达量显著高于Con组［SMMC⁃7721（23.04±4.28）比（1.42±0.38），

SK⁃Hep⁃1（16.83±3.94）比（1.21±0.29）］（P＜0.05），OE组中 SMMC⁃7721及 SK⁃Hep⁃1两株细胞培育 1 d后的增殖率均显著低于

Con组中的两组细胞（P＜0.05）；两组中SMMC⁃7721及SK⁃Hep⁃1两株细胞周期位于G0/G1，S及G2/M期的细胞构成比比较差异

无统计学意义（P＞0.05）；OE组中的两株细胞中膜联蛋白V阳性细胞平均率显著高于Con组中两株细胞［SMMC⁃7721（20.14±
2.58）%比（10.07±2.02）%，SK⁃Hep⁃1（27.45±4.34）%比（13.67±2.38）%］（P＜0.05）；OE组中两株HCC细胞侵袭检测和迁移检测

的平均视野内下室表面细胞数均显著低于Con组（P＜0.05）。结论 非编码RNA IncWDR 26能有效抑制HHC增殖的同时，还

能进一步降低其侵袭以及迁移能力，从而达到抑制HCC的作用。
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Abstract：Objective To investigate the effects of non⁃coding RNA IncWDR 26 on the cycle，invasion，migration and proliferation
of hepatoma cells（HCC）.Methods The difference between the expression of IncWDR 26 in SMMC⁃7721，PLC/PRF/5，Huh7，SK⁃
Hep⁃1 and Hep3B hepatoma cell lines and normal hepatocytes LO2 was analyzed by real⁃time PCR；Then，the lentiviral vector（OE
group）and the negative control vector（Con group）with high expression of IncWDR 26 were transfected into two HCCs，SMMC⁃
7721 and SK⁃Hep⁃1，respectively.Detection of the effect of IncWDR 26 on HHC proliferation by CCK⁃8 assay.Analysis of HHC cell
cycle using FLUOS.Detection of the effect of IncWDR 26 on HHC apoptosis using an apoptosis kit.The invasion and migration abili⁃
ty was determined by the transwell method.Results Compared with normal liver cell LO2（1.02±0.27），the expression levels of Inc⁃
WDR 26 in the other 5 HCC cells were relatively low（P＜0.05）.The expression of IncWDR 26 in the two cells in the OE group
was significantly higher than that in the Con group［SMMC⁃7721（23.04±4.28）vs.（1.42±0.38），SK⁃Hep⁃1（16.83±3.94）vs.（1.21±
0.29）］（P＜0.05）.The proliferation rate of SMMC⁃7721 and SK⁃Hep⁃1 cells in the OE group was significantly lower than that in
the Con group（P＜0.05）.There was no significant difference in cell ratio between SMMC⁃7721 and SK⁃Hep⁃1 in G0/G1，S and G2/
M phases（P＞0.05）.The average rate of Annexin V positive cells in the two cells in the OE group was significantly higher than
that in the Con group［SMMC⁃7721（20.14±2.58）% vs.（10.07±2.02）%，SK⁃Hep⁃1（27.45±4.34）% vs.（13.67±2.38）%］（P＜0.05）；

The number of cells in the lower ventricular surface of the two HCC cells in the OE group was significantly lower than that in the
Con group（P＜0.05）.Conclusion Non⁃coding RNA IncWDR 26 can effectively inhibit the proliferation of HHC，and further re⁃
duce its invasion and migration，thereby inhibiting HCC.
Key words：Liver neoplasms/etiology； Transfection； Annexins； IncWDR 26； Cell proliferation； Cell cycle； Long non⁃
coding RNAs（lncRNA）

肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是致死率

相对较高的一种癌症，调查研究结果显示，全世界

2016年死于HCC的人数超过 82万，而此类疾病在

我国发生率也相对较高［1⁃2］。由于其早期诊断相对
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困难，且晚期治疗存活率较低，研究表明，有效治疗

后的HCC病人5年生存率仅达到30%［3］。而近几年

国内外多项研究表明，非编码RNA异常表达是诱发

HCC癌变的主要原因之一，其主要通过小囊泡输送

信息，通过调节肝癌细胞的上皮间质转化、肿瘤微

环境及促进微小血管生成等作用，促进肝癌的发

生、发展以及转移［4］。而笔者前期研究中发现，肝癌

病人中 IncWDR 26段的表达量存在显著升高，但是

通过对比国内外研究发现，此段RNA的功能以及其

对HCC中癌细胞影响的研究相对较少［5］，故本研究

自 2018年 1月至 2019年 1月针对其影响HCC的作

用进行探讨。

1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 细胞株 通过联系中科院细胞库获取 5 株

HCC 细胞系（SMMC⁃7721，PLC/PRF/5，Huh7，SK⁃
Hep⁃1及Hep3B）及1株正常肝细胞系（LO2）。
1.1.2 质粒 IncWDR 26 由本院自行制备。RNA
由德国QIAGEN公司提供，采用北京全式金生物技

术有限公司提供的EasyScript One⁃Step试剂盒进行

PCR处理。

1.1.3 试剂及器材 DMEM培养基，胎牛血清（Fe⁃
tal bovine serum，FBS）由美国Gibco公司提供；青霉

素⁃链霉素双抗液由美国Hyclone公司提供；细胞裂

解液，Cell Counting Kit⁃8试剂盒由江苏碧云天生物

技术有限公司提供，pLKO.1载体由美国爱迪基因公

司提供；ELx800吸收光酶标仪，美国Bio⁃Tek公司生

产；原位细胞增殖试剂盒（FLUOS）由瑞士Roche公
司生产；细胞凋亡试剂盒由江苏凯基生物技术股份

有限公司生产。

1.2 方法

1.2.1 肝癌细胞株的培养 通过将 SMMC⁃7721及

SK⁃Hep⁃1肝癌细胞系置于加入 10%胎牛血清、1×
10 U/L青霉素⁃链霉素的 DMEM培养基中，并放置于

37 ℃、二氧化碳浓度为5%的温箱中培养。

1.2.2 IncWDR 26转染方法 通过RACE测定确定

LncWDR26 转录物靶序列为：CCTGGAATGAGA⁃
CTTGCAA。而后基于慢病毒的短发夹 RNA（shR⁃
NA）表达构建体构建到pLKO.1载体中以敲低 lncW⁃
DR26表达。用编码特异性 shRNA序列的慢病毒载

体（OE组）和阴性对照载体（Con组）分别转染细胞。

随后取对数培养的SMMC⁃7721及SK⁃Hep⁃1肝癌细

胞，以每孔3×103量将细胞注入96孔板中培养，12 h
后进行转染，转染48 h后使用嘌呤霉素选择稳定的

转染细胞，时间为1周。

1.2.3 HCC 细胞及正常杆细胞株中 IncWDR 26 表

达的检测 由通过美国 ABI 公司提供 Step ⁃One
Plus Detection系统分别对5株HCC细胞及1株正常

肝细胞中的非编码RNA进行 real⁃time PCR反向转

录到 cDNA后，通过DNA去除和 cDNA合成，将相对

表达水平计算为与GAPDH的比率归一化的比，而

后采用2⁃ΔΔCt法对比上述6组细胞株中 IncWDR 26平
均表达量的区别。而后对比转染后Con组及OE组

中SMMC⁃7721及SK⁃Hep⁃1与转染前 IncWDR 26表

达量的区别。

1.2.4 IncWDR 26 对 HCC 细胞增殖的影响的检测

方法 取稳定转染且为对数培养的OE组及Con组

的两株细胞，每一株细胞均接种于96孔板，将CCK⁃
8试剂稀与细胞株培养基按照 1∶10稀释后，分别于

每孔加入50 μL，并进行培养，并用酶标仪检测其于

波长450 nm处光密度，共计培养4 d，每日定时测定

其吸光度。增殖率计算公式：（当日光密度-首日光

密度）/首日光密度，而后计算平均增殖率。

1.2.5 IncWDR 26对HHC细胞周期的影响的检测方

法 细胞周期的检测通过原位细胞增殖试剂盒进

行，取稳定转染的OE组及Con组的两株细胞，每一株

细胞均接种于96孔板，采用流式细胞术分析细胞周

期分布，实验数据由Tree Star FlowJo软件进行分析。

1.2.6 IncWDR 26 对 HHC 细胞凋亡的影响的检测

方法 细胞凋亡情况检测通过凋亡试剂盒进行，根

据制造商的说明取稳定转染的OE组及Con组的两

株细胞，每一株细胞均接种于 96孔板后，用荧光素

异硫氰酸酯偶联的膜联蛋白V和 7⁃AAD对细胞染

色后，采用流式细胞仪分析细胞凋亡情况，实验数

据由Tree Star FlowJo软件进行分析。

1.2.7 IncWDR 26 对 HHC 细胞侵袭和迁移能力的

影响的检测方法 将细胞接种在预涂有基质胶的

膜的顶侧用于侵袭测定，迁移测定则需要取出聚碳

酸酯膜进行，二者细胞孵育时间均为 24 h。用棉签

擦拭上室内的细胞，固定下室表面的细胞，并用

0.5％结晶紫溶液染色 15 min后，均随机抽取 10个

不同视野测定平均下室表面细胞数。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 22.0分析实验数据，

计量资料的两组之间比较采用 t检验，多组之间比

较采用方差分析。

2 结果

2.1 HCC细胞株正常杆细胞株中 IncWDR 26表达

的检测结果 与正常肝细胞 LO2 相比，其余 5 株

HCC细胞 IncWDR 26表达水平相对较低（P＜0.05），
具体见表1。
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表1 肝癌（HCC）细胞株正常肝细胞株中

IncWDR 26表达的检测结果

细胞株名称

LO2
SMMC⁃7721
PLC/PRF/5
Huh7
SK⁃Hep⁃1
Hep3B

株数

96
96
96
96
96
96

平均表达量/x̄ ± s
1.02±0.27
0.14±0.02a

0.58±0.09a

0.65±0.04a

0.11±0.02a

0.41±0.09a

注：与LO2比较，aP＜0.05
2.2 转染后Con组及OE组中SMMC⁃7721及SK⁃
Hep⁃1 IncWDR 26表达量的比较 OE组中的两株

细胞 IncWDR 26表达量显著高于Con组（P＜0.05），

具体见表2。
表2 转染后Con组及OE组中SMMC⁃7721及SK⁃Hep⁃1

与转染前 IncWDR 26表达量的比较/x̄ ± s
组别

Con 组

OE 组

t 值

P 值

株数

96
96

SMMC⁃7721
1.42±0.38
23.04±4.28

49.299
0.000

SK⁃Hep⁃1
1.21±0.29
16.83±3.94

38.738
0.000

2.3 IncWDR 26对HHC细胞增殖的影响的检测

结果 OE组中SMMC⁃7721及SK⁃Hep⁃1两株细胞培

育 1 d后的平均增殖率均显著低于Con组中的两组

细胞（均P＜0.01），具体见表3。
表3 IncWDR 26对HHC细胞增殖的影响的检测结果

组别

Con 组

SMMC⁃7721
SK⁃Hep⁃1

OE 组

SMMC⁃7721
SK⁃Hep⁃1

Con 组与 OE 组
SMMC⁃7721 株
比较 t 值

P 值

Con 组与 OE 组
SK⁃Hep⁃1 株
比较 t 值

P 值

株数

96
96

96
96

平均增殖率/（%，x̄ ± s）
1 d

1.14±0.09
1.16±0.12

1.12±0.12
1.13±0.14

1.306

0.192

1.594

0.122

2 d

1.94±0.13
1.73±0.22

1.37±0.12
1.28±0.18

31.567

0.000

15.511

0.000

3 d

2.98±0.34
2.62±0.31

1.79±0.11
1.41±0.13

32.627

0.000

35.268

0.000

4 d

4.82±0.53
4.67±0.42

2.42±0.23
2.04±0.59

40.701

0.000

35.581

0.000

2.4 IncWDR 26对HHC细胞周期的影响的检测

结果 两组中 SMMC⁃7721及 SK⁃Hep⁃1两株细胞周

期位于G0/G1，S及G2/M期的细胞平均率差异无统

计学意义（P＞0.05），具体见表4。

表4 IncWDR 26对HHC细胞周期的影响的

检测结果/（%，x̄ ± s）
组别

Con 组

SMMC⁃7721
SK⁃Hep⁃1

OE 组

SMMC⁃7721
SK⁃Hep⁃1

株数

96
96

96
96

G0/G1期

62.43±3.97
65.94±4.02

61.52±3.29
66.13±4.28

S期

36.87±2.29
22.13±2.34

37.01±2.38
21.03±2.98

G2/M期

5.92±1.89
4.38±0.83

6.34±1.76
4.57±0.87

2.5 IncWDR 26对HHC细胞凋亡的影响的检测

结果 OE组中的两株细胞中膜联蛋白V阳性细胞

平均率显著高于Con组中两株细胞（P＜0.05），具体

见表5。
表5 IncWDR 26对HHC细胞凋亡的影响的检测结果

（平均膜联蛋白V阳性率）/（%，x̄ ± s）
组别

Con 组

OE 组

t 值

P 值

株数

96
96

SMMC⁃7721
10.07±2.02
20.14±2.58

30.112
0.000

SK⁃Hep⁃1
13.67±2.38
27.45±4.34

20.277
0.000

2.6 IncWDR 26对HHC细胞侵袭和迁移能力的

影响的检测结果 OE组中两株HCC细胞侵袭检测

和迁移检测的平均视野内下室表面细胞数均显著

低于Con组（均P＜0.01），具体见表6。
表6 IncWDR 26对HHC细胞侵袭和迁移能力的影响的检

测结果（平均视野内下室表面细胞数）/x̄ ± s
组别

Con 组

SMMC⁃7721
SK⁃Hep⁃1

OE 组

SMMC⁃7721
SK⁃Hep⁃1

Con 组与 OE 组 SMMC⁃7721
株比较 t 值

P 值

Con 组与 OE 组 SK⁃Hep⁃1
株比较 t 值

P 值

株数

10
10

10
10

迁移检测

219.47±27.13
284.05±19.48

28.48±5.04
69.38±4.90

67.815

0.000

104.711
0.000

侵袭检测

97.14±23.49
79.48±9.14

10.48±4.19
9.35±1.04
35.585

0.000

74.696
0.000

3 讨论

非编码RNA是细胞内不参与蛋白质编码的一

组RNA，以往研究将之视为转录“噪音”［6］，但是近几

年研究结果却显示其在针对癌细胞的增殖、周期以

及侵袭等功能起到决定性的作用［7⁃8］。而HCC是目

前我国发病率相对较高的癌症，且病情隐蔽性相对
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较高，发现使一般为晚期，治疗效果较差。而在一

些研究中，HCC 病人癌细胞中 HOTAIR，IncRNA⁃
ATB，UFC1 以及 MALAT1 等非编码 RNA 存在过度

表达的情况，但织 IncRNA MEG3和GAS5等调控作

用相对减弱［9⁃10］，而根据我们之前的研究发现［11］，In⁃
cWDR 26作为非编码RNA的一种，在HCC组织内

作用减弱，故开展本次研究，旨在为HCC诊断和治

疗提供新的方向。

研究结果显示，与正常肝细胞LO2相比，其余6
株HCC细胞 IncWDR 26表达水平相对较低，这一结

果与之前研究相似，说明了 IncWDR 26调控减弱可

能是诱发HCC的关键因素。与此同时针对转染 Inc⁃
WDR 26后的HCC细胞比较结果显示，人工转染 In⁃
cWDR 26可以有效增加HCC细胞内 IncWDR 26的

调控功能。而之后针对增殖情况的研究结果显示，

Con组HCC细胞增殖率显著低于OE组，IncWDR 26
的表达能有效抑制HCC细胞增殖。根据我们之前

的研究结果，IncWDR 26 主要是通过与转录因子

SIX3 相互作用来影响 HCC 细胞。而有研究显

示［12⁃13］，SIX3能有效下调AURKA /B，S100P，TGFB3，
GINS3和BAG1等参与增殖和转移的基因表达，而

IncWDR 26能有效激活 SIX3从而达到抑制HCC增

殖的效果。

膜联蛋白V阳性细胞数是反映HCC细胞凋亡

的指标，而单位面积下下室表面细胞数则是反应

HCC细胞的迁移和侵袭性，针对上述两组指标的研

究结果显示Con组HCC的细胞凋亡情况明显较多，

而迁移和侵袭性则显著下降。癌症病人病情的发

展与上述几个指标有显著关联，此结果显示，IncW⁃
DR 26能有效促进HCC细胞减少的同时，还能减少

其对周围健康组织的影响并降低远处转移的能力。

根据之前的研究显示，IncWDR 26与细胞内另一组

WDR26的调控作用是呈负相关，而WDR26是WD
重复蛋白家族的成员，该家族的记忆涉及多种细胞

过程，包括细胞周期进程，信号转导，细胞凋亡和基

因调控［14］。其被认为是诱导HCC发生的原因可能

有三点：（1）激活丝裂原活化蛋白激酶信号通路［15］；

（2）WDR26 与 Gβ ⁃ γ 复合物结合并控制细胞迁

移［16⁃17］；（3）影响β⁃连环蛋白水平［18］，但具体作用方

式尚不清楚。虽然细胞周期检测结果显示，两组

HCC细胞间各细胞周期构成比比较结果却无显著

差异，但是提升 HCC 细胞内 IncWDR 26 能使得

WDR26调控作用减弱，从而诱导HCC细胞凋亡并

降低其迁移和侵袭能力，同样能达到抑制HCC发展

的功能。

本研究中选择 HCC 细胞株是 SMMC⁃7721 及

SK⁃Hep⁃1，考虑到原有细胞中 IncWDR 26的影响，故

选择两株 IncWDR 26表达量最低的HCC细胞。值得

注意的是，通过对比临床手术病人癌组织中 IncWDR
26表达量与组织大小、病人预后等相关性，能更加有

效地证明此RNA对HCC的影响，故在今后的研究中

可以进行完善，同时还应该开展针对性的靶向治疗方

式研究，力求寻找一个行之有效的诊断及治疗方法。

综上所述，HCC细胞内 IncWDR 26的高表达能

有效抑制癌细胞的增殖，并降低其侵袭及转移能

力，同时还能促进其凋亡，从而有效抑制肿瘤的发

展，对延缓 HCC 病情发展有较好的作用，为针对

HCC的 lncRNA定向诊断和治疗提供了新的方向。
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18～30岁近视病人眼生物测量参数的分布及相关性分析
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摘要：目的 分析18～30岁近视病人眼生物测量参数的分布及相互之间相关性。方法 选取2017年1月至2018年6月安徽

医科大学第一附属医院行准分子激光术前检查的 18～30岁近视病人 2 075例，均选择右眼进行散瞳验光，并按等效屈光度

（SE）分为低度近视组（A组，＜-3D，349只眼），中度近视组（B组，-3D～-6D，1 140只眼），高度近视组（C组，＞-6D，586只眼）。

采用眼前节全景仪（Pentacam）测量眼轴（AL）、角膜曲率半径（CR）及前房深度（ACD），计算平均角膜曲率（K）及角膜曲率半径

比（AL/CR）。结果 三组年龄差异无统计学意义。随着SE的增加，AL、K、AL/CR均逐渐增加，CR值逐渐降低，三组均差异有

统计学意义（P＜0.001）。各组间ACD差异无统计学意义（P＝0.477）。Spearman相关性分析中SE与CR呈线性正相关，与AL
及AL/CR均呈线性负相关（r分别为 0.121，-0.597，-0.782，均P＜0.001）。在与AL相关性分析中，AL与K呈线性负相关（r＝

-0.514，P＜0.001），与CR及ACD呈线性正相关（r分别为0.514，0.296，P＜0.001）。在与AL/CR相关性分析中，AL/CR与CR呈

线性负相关（r＝-0.335，P＜0.001），与AL、ACD呈线性正相关（r为0.592，0.289，P均＜0.001）。随着SE逐渐增加，AL/CR与CR
相关性逐渐减弱，与AL相关性逐渐增强。结论 18～30岁近视病人的屈光度主要与眼轴、角膜曲率（半径）及AL/CR有关，与

前房深度相关性不显著。其中AL/CR对屈光状态的预测优于其他屈光参数。AL及角膜曲率之间可能存在一个相互作用的机

制，通过改变角膜屈光力使屈光状态偏向正视。

关键词：近视； 眼轴长度； 角膜曲率； 角膜曲率半径； 前房深度； 成年人

Distributionandcorrelation analysis of ocular biometric
parameters in myopia patients aged18⁃30 years
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Abstract：Objective To study the distribution and correlation of eye biometric parameters in myopia patients aged 18⁃30 years.
Methods Two thousand and seventy⁃five young myopic patients（18⁃30 years old）who underwent preoperative excimer laser ex⁃
aminations in the First Affiliated Hospital of Anhui Medical University from January 2017 to June 2018 were selected.The patients
received mydriatic refraction in the right eye，and were divided into low myopia group（group A，＜-3D，349 eyes），moderate myo⁃
pia group（group B，-3D to -6D，1 140 eyes）and high myopia group（group C，＞-6D，586 eyes）according to spherical equiva⁃
lent（SE）of right eyes.Pentacam was used to measure axial length（AL），corneal radius of curvature（CR）ratio and anterior cham⁃
ber depth（ACD）.Then，average keratometric reading（K）and the ratio of corneal curvature radius to corneal curvature radius（AL/
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