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盐酸石蒜碱通过 circASH2L/miR-124-3p轴调控肝癌 HCCLM3细胞的
恶性生物学行为
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［摘 要］ 目的：探讨盐酸石蒜碱（lycorine hydrochloride，LH）对肝癌HCCLM3细胞恶性生物学行为的影响及其对 circASH2L/

miR-124-3p轴的调控作用。方法：将HCCLM3细胞分为不同浓度LH处理组（LH-L、LH-M、LH-H组）和Con、si-NC、si-circASH2L、

LH+pcDNA、LH+pcDNA-circASH2L组；以CCK-8法、平板克隆形成实验、流式细胞术、细胞划痕实验和Transwell小室实验分别

检测HCCLM3细胞的增殖、克隆形成、凋亡、迁移和侵袭；qPCR法检测HCCLM3细胞中 circASH2L和miR-124-3p的表达量；双荧

光素酶报告基因实验检测 circASH2L 和 miR-124-3p 的靶向关系；WB 法检测 cleaved-caspase3、cleaved-caspase9、E-cadherin、

N-cadherin蛋白表达量。结果：与Con组比较，LH不同浓度组细胞增殖抑制率升高（P<0.05），凋亡率与 cleaved-caspase3、cleaved-

caspase9、E-cadherin 蛋白水平升高（均 P<0.05），miR-124-3p 的表达水平升高（P<0.05），克隆形成数与侵袭细胞数减少（均

P<0.05），划痕愈合率与N-cadherin蛋白水平降低（P<0.05），circASH2L的表达水平降低（P<0.05），且不同浓度组间比较差异有统

计学意义（P<0.05）。circASH2L可负向调控 miR-124-3p。与 si-NC组比较，si-circASH2L组细胞增殖抑制率升高（P<0.05），凋亡

率与 cleaved-caspase3、cleaved-caspase9、E-cadherin 蛋白水平升高（均 P<0.05），划痕愈合率与 N-cadherin 蛋白水平降低（均

P<0.05），克隆形成数与侵袭细胞数减少（均 P<0.05）。与 LH+pcDNA组比较，LH+pcDNA-circASH2L组 miR-124-3p的表达水平

降低（P<0.05），细胞增殖抑制率降低（P<0.05），凋亡率与 cleaved-caspase3、cleaved-caspase9、E-cadherin 蛋白水平降低（均

P<0.05），克隆形成数与侵袭细胞数增多（均P<0.05），划痕愈合率与N-cadherin蛋白水平升高（均P<0.05）。结论：LH可通过调控

circASH2L/miR-124-3p轴来抑制肝癌细胞HCCLM3的增殖、迁移、侵袭并诱导其凋亡。
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Lycorine hydrochloride regulates the malignant biological behaviors of liver

cancer HCCLM3 cells through the circASH2L/miR-124-3p axis
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[Abstract] Objective: To explore the effect of lycorine hydrochloride (LH) on the malignant biological behaviors of liver cancer

HCCLM3 cells and its regulation on circASH2L/miR-124-3p axis. Methods: HCCLM3 cells treated with different concentrations of

LH were divided into LH groups with different concentrations (LH-L group, LH-M group and LH-H group), Con group, si-NC group,

si-circASH2L group, LH+pcDNA group, LH+pcDNA-circASH2L group. CCK-8 assay, plate clone formation test, flow cytometry,

wound-healing assay, and Transwell assay were used to detect the proliferation, clone formation, apoptosis, migration and invasion of

HCCLM3 cells. qPCR was used to detect the expression levels of circASH2L and miR-124-3p in HCCLM3 cells. Dual luciferase
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reporter gene assay was used to experiment detect the targeting relationship between circASH2L and miR-124-3p. WB was used to

detect the expression of cleaved-caspase3, cleaved-caspase9, E-cadherin, and N-cadherin.Results: Compared with the Con group, the

cell proliferation inhibition rates of LH groups with different concentrations were increased (P<0.05), the apoptosis rates and the expression

levels of cleaved-caspase3, cleaved-caspase9 and E-cadherin were increased (all P<0.05), the expression levels of miR-124-3p were

increased (P<0.05), the number of clone formation and invasive cells was decreased (all P<0.05), the wound-healing rates and the

expression levels of N-cadherin were decreased (all P<0.05), and the expression levels of circASH2L were decreased (P<0.05), and the

difference among different concentration groups was statistically significant (all P<0.05). CircASH2L could negatively regulate

miR-124-3p. Compared with the si-NC group, the cell proliferation inhibition rates of the si-circASH2L group was increased (P<0.05), and

the apoptosis rate and the expression levels of cleaved-caspase3, cleaved-caspase9 and E-cadherin were increased (all P<0.05), the

wound-healing rate and the expression levels of N-cadherin were decreased (all P<0.05), and the number of clone formation and

invasive cells was decreased (all P<0.05). Compared with the LH+pcDNA group, the expression level of miR-124-3p in the LH+

pcDNA-circASH2L group was decreased (P<0.05), the cell proliferation inhibition rate was decreased (P<0.05), the apoptosis rate and

the expression levels of cleaved-caspase3, cleaved-caspase9 and E-cadherin were decreased (all P<0.05), the number of clone formation

and invasive cells was increased (P<0.05), and the wound-healing rate and expression level of N-cadherin were increased (all P<0.05).

Conclusion: LH can inhibit the proliferation, migration and invasion of liver cancer HCCLM3 cells and induce their apoptosis by

regulating the circASH2L/miR-124-3p axis.

[Key words] lycorine hydrochloride (LH); circASH2L; miR-124-3p; liver cancer; HCCLM3 cell; proliferation; migration; invasion

[Chin J Cancer Biother, 2021, 28(10): 969-977. DOI: 10.3872/j.issn.1007-385x.2021.10.003]

肝癌是威胁人类健康的恶性肿瘤之一，具有病

死率高、恶性程度高等特点，手术切除、化疗药物等

方法对肝癌具有一定治疗效果，但也具有一定局限

性。近年来，抗肿瘤中药成为研究重点，其具有多

靶点、低毒性与疗效好等特性，越来越多的研究［1-3］

发现，中药对肝癌的发展进程具有明显的抑制作

用。石蒜碱是从石蒜鳞茎中提取的一种生物碱，具

有 诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 作 用［4］。 盐 酸 石 蒜 碱

（lycorine hydrochloride，LH）是一种从石蒜科植物中

提取的生物碱，其与肝癌等肿瘤关系的相关报道

尚少。

环状 RNA（circular RNA，circRNA）在肿瘤等多

种疾病发生过程中发挥重要调控作用。研究［5］表明，

circASH2L 在卵巢癌中表达上调，并可通过调节

miR-665/VEGFA 轴促进卵巢癌的发生，但其在肝癌

中的表达状态及其是否可作为 LH 抗肝癌的潜在作

用靶点尚未可知。生物信息学预测显示，circASH2L

与 miR-124-3p 存在结合位点，miR-124-3p 在肝癌细

胞中低表达，上调其表达可通过靶向CRKL抑制肝癌

细胞的生长和转移［6］，但 circASH2L/miR-124-3p通路

是否可作为 LH 治疗肝癌的潜在途径尚未阐明。因

此，本研究主要探究 LH 是否能通过 circASH2L/

miR-124-3p 轴 影 响 肝 癌 细 胞 生 物 学 功 能 ，以 及

circASH2L与miR-124-3p的靶向关系，旨在为探寻肝

癌治疗的有效药物提供实验资料。

1 材料与方法

1.1 实验细胞与主要试剂

LH购自上海源叶生物有限公司（纯度≥98%），肝

癌细胞HCCLM3购自中国科学院上海生命科学研究

院。DMEM培养基、Opti-MEM减血清培养基与胎牛

血清均购自美国Gibco公司，TRIzol试剂购自北京全

式金生物有限公司。逆转录与荧光定量 qPCR 试剂

购自北京天根生化有限公司，LipofectamineTM2000试

剂购自美国 Invitrogen 公司，miR-NC、miR-124-3p

mimic、si-NC、si-circASH2L 购自广州锐博生物有限

公司，CCK-8试剂、凋亡检测试剂盒、Transwell小室、

matrigel 基质胶购自北京索莱宝有限公司，兔抗人

cleaved-caspase3、 cleaved-caspase9、 E-cadherin、

N-cadherin 单克隆抗体与 HRP 标记的山羊抗兔 IgG

二抗均购自美国Santa Cruz公司。

1.2 实验分组和细胞转染

HCCLM3 细胞接种于 24 孔板（3×103 个/孔），分

为 LH-L、LH-M、LH-H 组，分别加入含有不同浓度

（1.2、2.4、4.8 μmol/L）LH 的培养液中培养 24 h［7］，将

正常培养（不加 LH）的 HCCLM3 细胞作为 Con 组。

取 250 μl Opti-MEM 减 血 清 培 养 基 稀 释 si-NC、

si-circASH2L，充分混匀，室温下放置 5 min，同时用

250 μl 的 Opti-MEM 减 血 清 培 养 基 稀 释

LipofectamineTM2000 转 染 试 剂 并 充 分 混 匀 ，将

LipofectamineTM2000 稀释工作液分别与转染序列稀

释液充分混匀后室温下放置 20 min，将其加入

HCCLM3 细 胞 培 养 液 中（分 别 记 为 si-NC 组 、

si-circASH2L 组），6 h 后弃上清液，将培养基更换为

DMEM 正 常 培 养 基 ，培 养 24 h。 将 pcDNA、

pcDNA-circASH2L分别转染入HCCLM3细胞后加入

含有 4.8 μmol/L LH 的培养液培养 24 h，分别记为
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LH+pcDNA组、LH+pcDNA-circASH2L组。

1.3 CCK-8 实验检测 LH 对 HCCLM3 细胞增殖的

影响

待HCCLM3细胞生长汇合度达到 70%左右时用

胰酶消化并制备成单细胞悬液（2.5×105 个/ml），取

100 μl 细胞悬液接种于 96 孔板，按照“1.2”中的分组

处理细胞，每孔加入 10 μl CCK-8 溶液（10 mg/ml）与

100 μl 培养液，于培养箱内培养 2 h，用酶标仪检测

450 nm 波长处的光密度（D）值并计算细胞增殖抑制

率［（D 对照组–D 实验组）/（D 对照组–D 空白组）×100%］。

1.4 平板克隆形成实验检测 LH 对 HCCLM3 细胞克

隆形成的影响

取各组 HCCLM3 细胞接种于 6 孔板（1×103 个/

孔），于培养箱内培养 14 d，每 3 d更换一次培养液，观

察细胞状态，待细胞出现>50 个集落终止培养，弃培

养液，甲醛固定 30 min后用 PBS洗涤，用 500 μl 吉姆

萨染色液染色，计克隆数。

1.5 流式细胞术检测 LH 对 HCCLM3 细胞凋亡的

影响

收集各组 HCCLM3 细胞后制备单细胞悬液，加

入 5 μl Annexin Ⅴ-FITC 后室温避光孵育 15 min，加

入 5 μl PI染色 10 min，用FACS Calibur流式细胞仪检

测细胞凋亡情况。

1.6 细胞划痕实验检测 LH 对 HCCLM3 细胞迁移能

力的影响

收集各组 HCCLM3 细胞接种于 6 孔板（1×104

个/孔），待细胞生长汇合度达到 90% 左右，用无菌

移液枪（200 μl）垂直于 6 孔板划线，PBS 洗涤，拍照

后记为 0 h，更换为不含胎牛血清的培养基继续培

养 24 h，拍照后计算细胞迁移距离并计算划痕愈合

率［（0 h 划痕宽度−24 h 划痕宽度）/0 h 划痕宽度×

100%］。

1.7 Transwell 实验检测 LH 对 HCCLM3 细胞侵袭能

力的影响

用预涂 matrigel 基质胶的 Transwell 小室进行侵

袭实验，将各组HCCLM3细胞（2.5×105个/ml）接种于

上室（200 μl/孔），下室加入含 10%胎牛血清的培养液

孵育 24 h，弃小室内培养液，PBS洗涤，用棉签擦拭上

室内侧的细胞，用 4% 多聚甲醛固定膜下侧细胞 30

min，PBS洗涤，晾干后用 0.1% 结晶紫染色液染色 30

min，PBS洗涤后晾干，于显微镜下观察并拍照，统计

并计算侵袭细胞数。

1.8 qPCR 检 测 HCCLM3 细 胞 中 circASH2L 和

miR-124-3p的表达水平

用 TRIzol 试剂盒提取细胞总 RNA，用逆转录试

剂盒逆转录为 cDNA，以 2 μl cDNA进行 qPCR反应。

按照试剂盒说明书配制反应体系：SYBR Green

Master Mix 10 μl，正反向引物各 0.8 μl，cDNA 2 μl，

ddH2O 补足体系至 20 μl；反应条件：95 ℃预变性

2 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，

共 40 次 循 环 。 circASH2L 以 GAPDH 为 内 参 ，

miR-124-3p 以 U6 为 内 参 ，采 用 2−ΔΔCt 法 计 算

circASH2L和miR-124-3p相对表达量。

1.9 双荧光素酶报告基因实验检测 circASH2L 和

miR-124-3p的靶向关系

StarBase（http：//starbase.sysu.edu.cn/）在线预测结

果显示 circASH2L 和 miR-124-3p 存在结合位点，将

circASH2L 的 miR-124-3p 结合位点序列克隆至报告

基因质粒的R-Luc 3'UTR区构建荧光素酶报告基因质

粒 WT-circASH2L，用点突变试剂盒对结合位点进行

突 变 并 构 建 突 变 型 载 体 MUT-circASH2L。 WT-

circASH2L、MUT-circASH2L 分 别 与 miR-124-3p

mimic或 miR-NC共转染入 HCCLM3细胞，48 h后收

集细胞并裂解细胞，加入F-Luc底物检测其荧光强度，

加入 R-Luc 底物检测荧光强度，以 R-Luc/F-Luc 荧光

强度的比值表示细胞相对荧光素酶活性。

1.10 WB 法检测 cleaved-caspase3、cleaved-caspase9、

E-cadherin、N-cadherin蛋白表达

收集各组 HCCLM3细胞后加入 150 μl细胞裂解

液裂解细胞，对蛋白样品进行 SDS-PAGE，将分离的

蛋白条带凝胶转移至 PVDF膜，取 PVDF膜置于封闭

液中室温封闭 2 h，加入 cleaved-caspase3、cleaved-

caspase9、E-cadherin、N-cadherin、GAPDH 一抗（稀释

比分别为 1∶800、1∶800、1∶600、1∶600、1∶1 000），4 ℃

孵育过夜，加入二抗（稀释比为 1∶2 000），室温孵育

2 h，用 ImageJ软件分析各条带灰度值，以GAPDH为

内参，以目的蛋白与内参蛋白条带灰度值的比值表

示目的蛋白相对表达量。

1.11 统计学处理

各组实验设置 3 个复孔，实验重复 3 次。采用

SPSS 21.0统计学软件分析数据，符合正态分布的计

量资料以 x̄x̄ ±s表示，两组间比较采用独立样本 t检验，

多组间比较采用单因素方差分析，以 P<0.05 或 P<

0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 LH抑制肝癌HCCLM3细胞的增殖

克隆形成实验和 CCK-8 实验检测结果显示，与

Con 组比较，LH-L、LH-M、LH-H 组细胞增殖抑制率

均 显 著 升 高（P<0.01），克 隆 形 成 数 显 著 减 少

（P<0.01），且不同剂量组间比较差异亦具有统计学意

义（均P<0.01，图1，表1）。
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2.2 LH促进肝癌HCCLM3细胞的凋亡

WB法（图 2A）和流式细胞术（图 2B）检测结果显

示，与Con组比较，LH-L、LH-M、LH-H组细胞凋亡率

均 显 著 升 高（P<0.01），凋 亡 相 关 蛋 白 cleaved-

caspase3、cleaved-caspase9表达水平升高（均P<0.01），

且不同剂量组间比较差异均有统计学意义（均

P<0.01）。

2.3 LH抑制肝癌HCCLM3细胞的迁移、侵袭

与 Con组比较，LH-L组、LH-M 组、LH-H 组划痕

愈合率降低（P<0.01），侵袭细胞数减少（P<0.01），

E-cadherin 蛋白水平升高（P<0.01），N-cadherin 蛋白

水平降低（P<0.01），且不同剂量组间比较差异均有统

计学意义（均P<0.01，图3，表2）。

2.4 LH 对 肝 癌 HCCLM3 细 胞 中 circASH2L 和

miR-124-3p表达的影响

qPCR检测结果（表 3）显示，与Con组比较，LH-L

组、LH-M 组、LH-H 组 circASH2L 的表达水平降低

（P<0.01），miR-124-3p的表达水平升高（P<0.01），且不

同剂量组间比较差异均有统计学意义（均P<0.01）。

图1 LH对肝癌HCCLM3细胞克隆形成的影响

Fig.1 Effect of LH on the clone formation of liver cancer HCCLM3 cells

表1 LH对肝癌HCCLM3细胞增殖的影响（x̄x̄ ±s）

Tab.1 EffectofLHontheproliferationof livercancer

HCCLM3cells（x̄x̄ ±s）

Group

Con

LH-L

LH-M

LH-H

F

P

Inhibition rate（%）

0.00±0.00

21.63±2.34**

42.57±4.19**△△

68.85±5.67**△△▲▲

564.287

0.000

Clone formation

91.95±7.02

73.54±6.13**

52.24±6.70**△△

35.24±3.03**△△▲▲

156.280

0.000

**P<0.01 vs Con group, △△P<0.01 vs LH-L group, ▲▲P<0.01 vs

LH-M group

**P<0.01 vs Con group, △△P<0.01 vs LH-L group, ▲▲P<0.01 vs LH-M group

A: Expression of apoptosis-related protein; B: Apoptosis detected by flow cytometry

图2 LH对肝癌HCCLM3细胞凋亡的影响

Fig.2 Effect of LH on the apoptosis of liver cancer HCCLM3 cells
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2.5 circASH2L靶向调控miR-124-3p的表达

StarBase 预测结果（图 4）显示，circASH2L 与

miR-124-3p存在结合位点。双荧光素酶报告基因实

验检测结果（表 4）显示，共转染 miR-124-3p mimic可

明显降低野生型载体 WT-circASH2L 的荧光素酶活

性（P<0.01），而 未 能 影 响 突 变 型 载 体 MUT-

circASH2L 的荧光素酶活性。与 pcDNA 组比较，

pcDNA-circASH2L 组 miR-124-3p 的表达水平降低

（0.42±0.04 vs 1.00±0.06，P<0.05）；与 si-NC 组比较，

si-circASH2L 组 miR-124-3p 的表达水平升高（2.89±

0.24 vs1.03±0.07，P<0.05）。

**P<0.01 vs Con group, △△P<0.01 vs LH-L group, ▲▲P<0.01 vs LH-M group

A: Expression of migration and invasion-related proteins; B: Effect of LH on the migration of HCCLM3 cells (×100);

C: Effect of LH on the invasion of HCCLM3 cells (×200)

图3 LH对肝癌HCCLM3细胞迁移和侵袭的影响

Fig.3 Effect of LH on the migration and invasion of liver cancer HCCLM3 cells

表2 LH对肝癌HCCLM3细胞迁移和侵袭的影响（x̄x̄ ±s）

Tab.2 Effect of LH on the migration and invasion of liver

cancer HCCLM3 cells（x̄x̄ ±s）

Group

Con

LH-L

LH-M

LH-H

F

P

Wound-healing rate/%

66.95±5.03

48.23±5.92**

36.14±3.69**△△

22.67±2.74**△△▲▲

156.178

0.000

Number of
invasion cells

84.17±7.12

67.70±5.84**

51.69±6.02**△△

33.91±3.17**△△▲▲

127.390

0.000

**P<0.01 vs Con group, △△P<0.01 vs LH-L group, ▲▲P<0.01 vs

LH-M group

表3 LH对肝癌HCCLM3细胞中 circASH2L和miR-124-3p

表达的影响（x̄x̄ ±s）

Tab.3 Effect of LH on the expression of circASH2L and

miR-124-3p in HCCLM3 cells（x̄x̄ ±s）

Group

Con

LH-L

LH-M

LH-H

F

P

circASH2L expression

1.00±0.06

0.81±0.06**

0.63±0.05**△△

0.48±0.04**△△▲▲

161.204

0.000

miR-124-3p expression

1.00±0.07

1.89±0.16**

2.67±0.22**△△

3.49±0.25**△△▲▲

289.008

0.000

**P<0.01 vs Con group, △△P<0.01 vs LH-L group, ▲▲P<0.01 vs

LH-M group
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2.6 干扰 circASH2L 表达对肝癌 HCCLM3 细胞增

殖、凋亡、迁移及侵袭的影响

与 si-NC 组比较，si-circASH2L 组细胞增殖抑制

率升高［（58.77±6.11）% vs（6.33±0.69）%，P<0.01］，克

隆 形 成 数 减 少［（42.77±4.43）vs（96.23±7.49）个 ，

P<0.01）］，凋亡率升高［（21.81±2.11）% vs（5.89±

0.53）%，P<0.01］，划痕愈合率降低［（30.89±3.16）%

vs （68.13±6.17）% ，P<0.01］，侵 袭 细 胞 数 减 少

［（43.95±4.00）vs（85.88±7.62）个，P<0.05］，cleaved-

caspase3、cleaved-caspase9、E-cadherin 蛋白水平升高

而N-cadherin蛋白水平降低（均P<0.01，图5）。

2.7 circASH2L 过表达逆转了 LH 对肝癌 HCCLM3

细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭的作用

与 LH+pcDNA 组比较，LH+pcDNA-circASH2L

组 miR-124-3p 的表达水平降低（P<0.05），细胞增殖

抑制率降低（P<0.05），克隆形成数增多（P<0.05），

凋亡率降低（P<0.05），划痕愈合率升高（P<0.05），

侵 袭 细 胞 数 增 多（P<0.05），cleaved-caspase3、

cleaved-caspase9、E-cadherin 蛋 白 水 平 降 低

（均 P<0.01），N-cadherin 蛋 白 水 平 升 高（P<0.01，

图 6，表 5）。

图4 CircASH2L的序列中含有与miR-124-3p互补的核苷酸序列

Fig.4 The sequence of circASH2L contains a nucleotide

sequence complementary to miR-124-3p

表4 CircASH2L靶向结合miR-124-3p（x̄x̄ ±s）

Tab.4 CircASH2L targeted binding miR-124-3p（x̄x̄ ±s）

Group

miR-NC

miR-124-3p

t

P

Relative luciferase activity

WT-circASH2L

0.99±0.06

0.39±0.03**

26.833

0.000

MUT-circASH2L

0.97±0.05

1.00±0.06

1.152

0.266

**P<0.01 vs miR-NC group

**P<0.05 vs si-NC group

A: Expression of apoptosis, migration and invasion-related proteins; B: Effect of circASH2L expression on the clone formation of

HCCLM3 cells; C: Effect of circASH2L expression on the apoptosis of HCCLM3 cells;

D: Effect of circASH2L expression on the migration of HCCLM3 cells (×100);

E: Effect of circASH2L expression on the invasion of HCCLM3 cells (×200)

图5 干扰 circASH2L表达对肝癌HCCLM3细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭的影响

Fig.5 Effect of interfering with circASH2L expression on the proliferation，apoptosis，migration and invasion

of liver cancer HCCLM3 cells
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**P<0.05 vs LH+pcDNA group

A: Expression of apoptosis, migration and invasion-related proteins; B: CircASH2L overexpression reversed the effect of LH on the

clone formation of HCCLM3 cells; C: CircASH2L overexpression reversed the effect of LH on the apoptosis of HCCLM3 cells

apoptosis; D: CircASH2L overexpression reversed the effect of LH on the migration of HCCLM3 cells (×100);

E: CircASH2L overexpression reversed the effect of LH on the invasion of HCCLM3 cells (×200)

图6 circASH2L过表达逆转了LH对肝癌HCCLM3细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的作用

Fig.6 Overexpression of circASH2L reversed the effects of LH on the proliferation，apoptosis，migration and

invasion of liver cancer HCCLM3 cells

表5 CircASH2L过表达逆转了LH对肝癌HCCLM3细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭的作用（x̄x̄ ±s）

Tab.5 CircASH2L overexpression reversed the effects of LH on the proliferation，apoptosis，migration and invasion of liver

cancer HCCLM3 cells（x̄x̄ ±s）

Group

LH+pcDNA

LH+pcDNA-
circASH2L

t

P

circASH2L
expression

1.00±0.07

3.42±0.29

24.336

0.000

miR-124-3p
expression

1.00±0.06

0.36±0.04

26.626

0.000

Inhibition
rate/%

69.17±5.49

23.53±2.55

22.619

0.000

Clone
formation/n

33.89±3.01

81.15±7.01

18.585

0.000

Apoptosis
rate/%

28.59±3.09

13.49±1.24

13.606

0.000

Wound-healing
rate/%

20.88±2.48

57.42±5.41

18.419

0.000

Number of
invasive cells

31.94±3.12

75.37±6.66

17.715

0.000

·· 975



中国肿瘤生物治疗杂志, 2021, 28(10)

3 讨 论

术后肿瘤细胞转移是肝癌患者预后的危险因

素。肝癌转移涉及多种基因异常表达及相关信号通

路异常，中草药来源的单体化合物在肝癌等肿瘤的

治疗上具有良好的应用前景［8］。circRNA 具有稳定

性、多样性与组织特异性等特性，可充当miRNA的海

绵分子来调控细胞增殖及转移等生物学过程。

circRNA 在肝癌中表达异常。并可调节肝癌细胞增

殖、迁移及侵袭等生物学行为，还可能作为肝癌靶向

治疗的潜在靶点［9-10］，但 circRNA 是否可作为中草药

抗肿瘤的治疗靶点尚未被阐明。

LH 通过激活 FBXW7-MCL1轴而抑制胃癌细胞

增殖并诱导凋亡［11］。LH 通过死亡受体途径诱导乳

腺癌MCF-7细胞凋亡［12］，但LH对肝癌细胞生物学行

为的影响尚未可知。本研究结果显示，随着LH浓度

的升高，HCCLM3细胞增殖抑制率升高，而克隆形成

数减少，提示LH可抑制HCCLM3细胞增殖及克隆形

成，且呈剂量依赖性。线粒体凋亡途径是诱导细胞

凋亡的主要途径之一，当细胞接收到凋亡信号时线

粒体释放细胞色素 c 而激活 caspase 级联反应，进而

促进细胞凋亡［13］。本研究结果显示，LH 作用后

HCCLM3 细胞凋亡率升高，凋亡相关蛋白 cleaved-

caspase3、cleaved-caspase9 水平升高，且随着药物浓

度的升高而明显升高，提示 LH 可促进肝癌细胞凋

亡，且呈剂量依赖性。肿瘤细胞转移与 EMT 有关，

E-cadherin表达下调或N-cadherin表达上调均可促进

EMT 进而增强细胞转移能力［14］。本研究结果显示，

LH可明显降低HCCLM3细胞划痕愈合率，减少侵袭

细胞数，促进E-cadherin表达而抑制N-cadherin表达，

且呈剂量依赖性，提示LH可抑制HCCLM3细胞迁移

及侵袭。

本研究进一步探究 LH 调控 HCCLM3 细胞生物

学行为的作用机制，结果显示，LH 处理后 HCCLM3

细胞中 circASH2L 的表达水平降低，而 miR-124-3p

的表达水平升高，提示LH可能通过调控 circASH2L/

miR-124-3p轴而发挥抗肝癌的作用。circ-ASH2L通

过充当 miR-34a 的海绵分子而促进胰腺导管腺癌进

展［15］。本研究结果显示，干扰 circASH2L 表达后

HCCLM3细胞增殖抑制率升高，细胞的克隆形成、迁

移及侵袭能力均明显降低，而细胞凋亡率明显升高，

提示干扰 circASH2L 表达可抑制 HCCLM3 细胞增

殖、克隆形成、迁移及侵袭，还可促进细胞凋亡。本

研究证实 HCCLM3 细胞中 circASH2L 可靶向结合

miR-124-3p，并可负向调控 miR-124-3p 的表达。研

究表明，miR-124-3p 在子宫内膜癌［16］、结直肠癌［17］、

膀胱癌［18］和胃癌［19-20］等肿瘤中表达下调，并可调控细

胞增殖及转移等生物学过程。本研究结果显示，

circASH2L 过表达后可明显降低 miR-124-3p 的表达

水平，进而降低LH对HCCLM3细胞增殖、克隆形成、

凋亡、迁移及侵袭的作用，提示 circASH2L 过表达可

逆转LH对HCCLM3细胞生物学功能的作用。

综上所述，LH 可抑制 HCCLM3 细胞增殖、克隆

形成、迁移及侵袭，并可促进细胞凋亡，还可抑制细

胞中 circASH2L 的表达而促进 miR-124-3p 的表达，

同时证实 circASH2L 可靶向结合 miR-124-3p，表明

LH 调控 HCCLM3 细胞生物学行为与 circASH2L/

miR-124-3p轴密切相关，circASH2L可能是肝癌治疗

的潜在靶点。结果为进一步揭示 LH 抗肝癌的分子

机制奠定实验基础，但仍需进行体内动物实验进一

步验证LH对肝癌生长的抑制作用。
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