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　　［摘要］　目的　研究Ｍｕｓａｓｈｉ１在肝细胞肝癌患者癌组织及癌旁组织中的表达，探讨其与临床预后的关系及对肝

癌细胞转移侵袭的影响。方法　收集我院２０００年６月至２０１０年６月间１３８例行根治性肝细胞肝癌切除术患者的术

中肝癌以及癌旁样本，利用免疫组织化学方法检验癌组织与癌旁组织中Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达水平；通过Ｐｅａｒｓｏｎχ
２检验和

Ｆｉｓｈｅｒ精确检验分析Ｍｕｓａｓｈｉ１与患者临床特征以及预后之间的关系。利用ｑＰＣＲ检测癌组织和癌旁组织中犆犇１３３

的表达并对癌组织中Ｍｕｓａｓｈｉ１与ＣＤ１３３的表达水平进行相关性分析。构建稳定过表达Ｍｕｓａｓｈｉ１的人肝癌细胞系

ＳＭＭＣ７７２１细胞，利用Ｓｐｈｅｒｅ成球实验检测Ｍｕｓａｓｈｉ１对肿瘤细胞成球能力的影响，利用肿瘤侵袭实验探究Ｍｕｓａｓｈｉ１对

肿瘤细胞侵袭能力的影响。结果　１３８例肝细胞肝癌患者中有１０５例（７６．１％）癌组织中Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达高于癌旁

组织（犘＜０．０５）。Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达与甲胎蛋白（ＡＦＰ）水平、腹水、远处转移有关（犘＜０．０５），而与性别、年龄、乙肝病

史、肿瘤大小、子灶、门静脉癌栓、镜下癌栓等无关。Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达水平对患者总体生存率和无瘤生存率有显著影响

（犘＜０．０５）。肝癌组织中犆犇１３３ｍＲＮＡ的表达高于癌旁组织（犘＜０．０５），且ＣＤ１３３的表达与Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达呈正相

关（犚２＝０．７８，犘＜０．００１）。体外实验证实过表达 Ｍｕｓａｓｈｉ１的ＳＭＭＣ７７２１细胞的成球能力和侵袭能力增强。

结论　Ｍｕｓａｓｈｉ１在肝细胞肝癌中表达增加，对肝细胞肝癌的进展可能具有促进作用，其表达水平可以为判断预后提

供参考。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１０）：１２３１１２３７］

　　原发性肝癌是一种发病率和致死率相对较高的

常见肿瘤，已成为全球范围内的肿瘤相关死亡的第三

大重要因素［１］。原发性肝癌中７０％～８５％的组织学

类型是肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
［２］。

虽然近年在ＨＣＣ的流行病学、发病机制以及诊疗方

面都取得一定进展，但其高复发和高转移率仍严重影

响患者预后［３４］。探索ＨＣＣ发生、发展、转移和复发

的机制对于控制肿瘤进展、改善患者预后具有重要的

临床意义［５］。肿瘤干细胞（ｔｕｍｏｒｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＴＳＣ）对包

括ＨＣＣ在内的肿瘤的复发与转移起着重要的作用，

因而，对肿瘤的诊断、治疗以及预后评估需要将ＴＳＣ

及其相关指标纳入考虑范围［６］。

Ｍｕｓａｓｈｉ１是最先在果蝇体内被确认的一种

ＲＮＡ结合蛋白
［７］，之后被用作神经干细胞的标志

物［８］。越来越多的证据显示，Ｍｕｓａｓｈｉ１在多种肿瘤

中高表达，包括视网膜母细胞瘤、肺癌、食管腺癌、胶

质瘤、胃肠道肿瘤等［９１４］。在这些肿瘤中，Ｍｕｓａｓｈｉ１

多与ＴＳＣ相关并影响肿瘤的发生与转移。本研究主

要探索Ｍｕｓａｓｈｉ１在ＨＣＣ中的表达及其与肝癌组织

中公认ＴＳＣ标志物ＣＤ１３３的关系，初步探讨其对

ＨＣＣ发生、发展、转移、复发的影响及其与ＨＣＣ患者

预后的关系。

１　材料和方法

１．１　标本来源　收集１３８例于２０００年６月至２０１０

年６月在我院行根治性ＨＣＣ切除术患者的术中肿

瘤标本及其相应的癌旁标本，患者均为随机选择。

纳入标准：（１）术前均未接受其他抗肿瘤治疗；（２）均

接受根治性ＨＣＣ切除术；（３）术后病理报告证实为

ＨＣＣ；（４）患者本人同意参加研究。排除标准：（１）

围手术期死亡病例；（２）患者伴有其他严重的系统性

疾病。将所收集的每例标本均分为２份，１份用甲

醛溶液固定后石蜡包埋以待切片，另１份新鲜组织

样本迅速用液氮冷冻后储存于－８０℃冰箱。本研

究通过第二军医大学东方肝胆外科医院伦理委员会

批准，所有登记的患者均签署知情同意书。

１．２　免疫组织化学染色检测Ｍｕｓａｓｈｉ１表达　石蜡

组织块预先置于－２０℃冷冻处理后，用Ｌｅｉｃａ石蜡切

片机切片，层厚５μｍ，贴于载玻片上，６８℃烤箱烘烤

约１ｈ后用全自动免疫组化仪器脱蜡，二甲苯、梯度乙

醇脱蜡至水，３％过氧化氢甲醇溶液抗原灭活２０ｍｉｎ，

用酸性修复液修复抗原，１％小牛血清白蛋白（ＢＳＡ）

３７℃封闭３０ｍｉｎ。加入按１∶５０比例稀释的

Ｍｕｓａｓｈｉ１抗体（英国Ａｂｃａｍ公司，ａｂ５２８６５），４℃过

夜；第２天复温１５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗４次，加入二抗于

３７℃下孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色后用ｄｄＨ２Ｏ终止反

应，并用苏木精复染约１０ｍｉｎ，盐酸乙醇分化后冲洗

返蓝，梯度乙醇脱水后中性树脂封片。将免疫组织化

学染色标本按以下标准评分：出现棕黄色颗粒的所有

细胞（包括细胞膜、细胞质、细胞核）均判定为

Ｍｕｓａｓｈｉ１阳性细胞。根据染色的深浅程度，将阳性

强度分为３个等级：０，阴性，淡黄色；１，弱阳性，黄或

深黄色；２，阳性，褐或棕褐色。根据阳性细胞所占每

个视野的范围分为４个等级：０，＜２５％；１，≥２５％

且＜５０％；２，≥５０％且＜７５％；３，≥７５％。染色评分

即视野中范围等级与强度等级的乘积。将总评分＜４

定义为低表达，≥４为高表达。所有免疫组化染色评

分均由２位观察者独立完成。

１．３　蛋白质印迹实验检测 Ｍｕｓａｓｈｉ１表达　取大

小约５ｍｍ×５ｍｍ×５ｍｍ的新鲜组织，加入ＲＡＩＰ

裂解液５００μＬ，匀浆后转移到新的ＥＰ管中，４℃、

１２０００×犵离心１５ｍｉｎ，取上清用ＢＣＡ法进行蛋白定

量，然后进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，用湿转仪将蛋白转移

至硝酸纤维素膜上，５％ＢＳＡ溶液封闭，于室温分别

标记一抗 Ｍｕｓａｓｈｉ１（英国 Ａｂｃａｍ公司，ａｂ５２８６５；

１∶１０００稀释）、内参抗体ＧＡＰＤＨ（美国ＣＳＴ公司，

５１３３２；１∶１０００稀释）３ｈ，对应的二抗室温标记１ｈ，

ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ。用ＬＩＣＯＲＯｄｙｓｓｅｙＣｌｘ扫

膜仪检测膜上的蛋白并进行半定量分析。

１．４　ＲＮＡ的抽提、反转录、ｑＰＣＲ实验　分别取绿

豆大小（约５０ｍｇ）的新鲜癌组织及相应的癌旁组织

置入２ｍＬＥＰ管中，用ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司）提取总ＲＮＡ。取约２μｇＲＮＡ７０℃变性，３７℃

反转录１ｈ。使用罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ｑＰＣＲ系统
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第１０期．刘　琛，等．Ｍｕｓａｓｈｉ１在肝细胞肝癌中的表达及其与临床预后的关系

检测组织样品中犕狌狊犪狊犺犻１和犆犇１３３ｍＲＮＡ的表

达。犕狌狊犪狊犺犻１引物序列：正向５′ＧＣＧＡＣＡＣＴＧ

ＣＴＧＧＡＣＡＧＧＡＡＴＴＡ３′，反向５′ＣＴＧＧＴＣＣＡＴ

ＧＡＡＡＧＴＧＡＣＧＡＡ３′；犆犇１３３引物序列：正向５′

ＴＴＣＴＴＧＡＣＣＧＡＣＴＧＡＧＡＣＣＣＡ３′，反向５′

ＴＣＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＡＣＧＣＣＴＣＴＴ３′；内参基因β

犪犮狋犻狀的引物序列：正向５′ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴ

ＴＴＣ３′，反向５′ＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＡ３′。

ｑＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ，１个循环；９５℃３０ｓ、

５６℃４０ｓ、７２℃４０ｓ，４０个循环；９５℃１５ｓ、６０℃３０ｓ、

９５℃１５ｓ，１个循环。

１．５　构建过表达 Ｍｕｓａｓｈｉ１的肝癌细胞系　将人

肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１细胞（我院生物信号转导室

细胞库）接种于含１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ培养液中，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱

中培养，按照１∶３传代。将细胞接种至６孔细胞培

养板，待细胞生长至５０％融合时，换无血清培养液，按

３×１０６ＴＵ／ｍＬ浓度分别加入ｏｖＮＣ、ｏｖＭｕｓａｓｈｉ１

慢病毒（上海吉凯基因化学技术有限公司）以及增敏

剂［ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，吉满生物科技（上海）有限公司，终浓度

１０μｇ／ｍＬ］，约８ｈ后换液，待细胞生长至９０％融合后

逐步扩增并使用嘌呤霉素筛选。通过蛋白质印迹法

检验细胞中Ｍｕｓａｓｈｉ１的过表达效果。

１．６　Ｓｐｈｅｒｅ成球实验　用６孔低黏附细胞培养板

（每孔加入２ｍＬ含１０％ＢＳＡ的ＤＭＥＭ培养液）培

养过表达 Ｍｕｓａｓｈｉ１的ＳＭＭＣ７７２１细胞。５％胰

酶消化细胞后计数细胞，每孔内接种４０００个细胞，

置３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养１０～１４ｄ后，用倒

置显微镜观察细胞球的形成数量。

１．７　肿瘤侵袭实验　２４孔细胞培养板每孔加

７００μＬ含１０％ＢＳＡ的ＤＭＥＭ培养液，其上放置

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，小室内加入５００μＬ含有１０
５ 个细

胞的无血清ＤＭＥＭ悬液。培养１２ｈ后固定，结晶

紫染色，洗净后显微镜下观察，选取５个视野计数细

胞取平均值。

１．８　统计学处理　所有实验均重复３次以上。应

用ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据分析，计量资料以珔狓±狊

表示，两组间比较采用狋检验。采用Ｐｅａｒｓｏｎχ
２ 检

验和Ｆｉｓｈｅｒ精确检验对 Ｍｕｓａｓｈｉ１与ＨＣＣ患者临

床病理指标的关系进行单因素分析。使用Ｋａｐｌａｎ

Ｍｅｉｅｒ生存分析法绘制生存曲线。ＣＤ１３３ 与

Ｍｕｓａｓｈｉ１的相关性分析采用直线相关统计学方

法。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｍｕｓａｓｈｉ１在 ＨＣＣ癌组织及癌旁组织中的

表达　免疫组织化学染色检测结果显示 Ｍｕｓａｓｈｉ１

在癌组织中的表达主要集中在细胞质以及细胞核（图

１Ａ）。所检测的１３８例样本中１０５例（７６．１％）癌组织

中Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达较癌旁组织升高，差异有统计学

意义（５．５０±０．２６ｖｓ１．２０±０．５０，犘＜０．０５）。选取其

中３０例患者的癌组织与癌旁组织进行蛋白质印迹分

析及ｑＰＣＲ，结果显示癌组织中 Ｍｕｓａｓｈｉ１蛋白和

ｍＲＮＡ的表达水平均高于癌旁组织（犘均＜０．０１，图

１Ｂ～１Ｄ）。以上结果表明ＨＣＣ癌组织中 Ｍｕｓａｓｈｉ１

的表达升高。

图１　犎犆犆患者癌组织和癌旁组织中犕狌狊犪狊犺犻１的表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犕狌狊犪狊犺犻１犻狀狋狌犿狅狉犪狀犱犪犱犼犪犮犲狀狋狀狅狀狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲狊狅犳犎犆犆狆犪狋犻犲狀狋狊

Ａ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＭｕｓａｓｈｉ１ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｔｈａｎｉｎａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝５００μｍ；

Ｂ：ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犕狌狊犪狊犺犻１ｉｎ３０ｐａｉｒｓＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｑＰＣＲ（犘＜０．０１）；Ｃ，Ｄ：

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｓｈｏｗｅｄＭｕｓａｓｈｉ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ６ｐａｉｒｓＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（犘＜０．０１）．ＨＣＣ：

Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
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２．２　Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达与ＨＣＣ患者临床病理指标

的关系　Ｍｕｓａｓｈｉ１表达水平的高低与患者的甲胎

蛋白（αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）水平、腹水、远处转移有关

（犘＜０．０５），而与性别、年龄、乙肝病史、肿瘤大小、

子灶、门静脉癌栓、镜下癌栓等无关（犘＞０．０５），见

表１。提示Ｍｕｓａｓｈｉ１的高表达可能与肿瘤的转移

以及恶性转化有关。

表１　犎犆犆组织中犕狌狊犪狊犺犻１的表达与临床病理指标的关系

犜犪犫１　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀狅犳犕狌狊犪狊犺犻１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎犆犆狋犻狊狊狌犲狊狑犻狋犺犻狋狊犮犾犻狀犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊

狀

Ｖａｒｉａｂｌｅ 犖
Ｍｕｓａｓｈｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ
χ
２ｖａｌｕｅ 犘ｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．７５１ ０．３８６

　Ｍａｌｅ １１９ ５０ ６９

　Ｆｅｍａｌｅ １９ １０ ９

Ａｇｅ ０．８４７ ０．３５７

　≤５０ｙｅａｒｓ ７９ ３７ ４２

　＞５０ｙｅａｒｓ ５９ ２３ ３６

ＨＢＶｈｉｓｔｏｒｙ ０．０１８ １．０００

　Ｎｏ １２ ５ ７

　Ｙｅｓ １２６ ５５ ７１

ＡＦＰ １２．２７３ ＜０．００１

　≤２０μｇ／Ｌ ６４ ３８ ２６

　＞２０μｇ／Ｌ ７４ ２２ ５２

ＨＢｓＡｇ ０．００３ １．０００

　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２５ １１ １４

　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １１３ ４９ ６４

ＨＢｓＡｂ １．２７７ ０．３４８

　Ｎｅｇａｔｉｖｅ １２７ ５７ ７０

　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １１ ３ ８

ＨＢｅＡｇ ０．０１８ １．０００

　Ｎｅｇａｔｉｖｅ １２６ ５５ ７１

　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １２ ５ ７

ＨＢｅＡｂ ０．８０９ ０．３９３

　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ６３ ３０ ３３

　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ７５ ３０ ４５

ＨＢｃＡｂ １．２５８ ０．２９４

　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ８ ５ ３

　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １３０ ５５ ７５

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ ０．５３９ ０．４９３

　≤５ｃｍ ２２ ８ １４

　＞５ｃｍ １１６ ５２ ６４

Ａｓｃｉｔｅｓ ４．０６７ ０．０４４

　Ｎｏ ６７ ３５ ３２

　Ｙｅｓ ７１ ２５ ４６

Ｄｉｓｔａｎｔｔｒａｎｓｆｅｒ ６．３３６ ０．０１２

　Ｎｏ ５７ ３２ ２５

　Ｙｅｓ ８１ ２８ ５３

Ｔｕｍｏｒｆｏｃｉ ２．４２１ ０．１５６

　Ｎｏ ５２ ２７ ２５

　Ｙｅｓ ８６ ３３ ５３

ＰＶＴＴ ３．６２７ ０．０５７

　Ｎｏ ３７ ２１ １６

　Ｙｅｓ １０１ ３９ ６２

Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｔｕｍｏｒｔｈｒｏｍｂｕｓ ０．７７５ １．０００

　Ｎｏ １ ０ １

　Ｙｅｓ １３７ ６０ ７７

　　ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＨＢＶ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ；ＡＦＰ：αＦｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＨＢｓＡｇ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ；ＨＢｓＡｂ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｂｏｄｙ；ＨＢｅＡｇ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｅａｎｔｉｇｅｎ；ＨＢｅＡｂ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｅａｎｔｉｂｏｄｙ；ＨＢｃＡｂ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｏｒｅａｎｔｉｂｏｄｙ；ＰＶＴＴ：Ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎ

ｔｕｍｏｒｔｈｒｏｍｂｕｓ
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２．３　Ｍｕｓａｓｈｉ１表达与ＨＣＣ患者预后的关系　根

据Ｍｕｓａｓｈｉ１的差异表达绘制ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存

曲线，统计分析结果表明 Ｍｕｓａｓｈｉ１高表达患者的

总体生存率和无瘤生存率较低表达患者均降低

（犘＜０．０５，图２），说明 Ｍｕｓａｓｈｉ１的高表达与患者

的总体生存呈负相关，与复发呈正相关。

２．４　ＨＣＣ癌组织和癌旁组织中ＣＤ１３３的表达及

其与Ｍｕｓａｓｈｉ１的相关性　通过ｑＰＣＲ检测３０例

ＨＣＣ癌组织以及相应癌旁组织中犆犇１３３的ｍＲＮＡ

表达水平，结果显示癌组织中的犆犇１３３ｍＲＮＡ的

表达高于癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

将３０例癌组织及癌旁组织中的ＣＤ１３３与Ｍｕｓａｓｈｉ１

行相关性分析后发现，Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达与ＣＤ１３３

的表达呈正相关（犚２＝０．７８，犘＜０．００１），见图３。

这一结果提示 Ｍｕｓａｓｈｉ１的高表达可能与ＨＣＣ癌

细胞的干性相关。

图２　犕狌狊犪狊犺犻１的表达与犎犆犆患者预后的关系

犉犻犵２　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀狅犳犕狌狊犪狊犺犻１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狑犻狋犺狆狉狅犵狀狅狊犻狊狅犳犎犆犆狆犪狋犻犲狀狋狊

ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ．狀＝６０ｉｎｌｏｗＭｕｓａｓｈｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；狀＝７８ｉｎｈｉｇｈＭｕｓａｓｈｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ

图３　犆犇１３３在犎犆犆癌组织中的表达（犃）及其

与犕狌狊犪狊犺犻１表达的相关性（犅）

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犇１３３犻狀犎犆犆狋犻狊狊狌犲狊（犃）

犪狀犱犻狋狊狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狑犻狋犺犕狌狊犪狊犺犻１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀（犅）

ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ．犘＜０．０５．狀＝３０

２．５　过表达 Ｍｕｓａｓｈｉ１对ＳＭＭＣ７７２１细胞干性

及侵袭转移能力的影响　在体外利用人肝癌细胞系

ＳＭＭＣ７７２１细胞建立了稳定过表达 Ｍｕｓａｓｈｉ１的

细胞系（图４Ａ）。利用该细胞系进行Ｓｐｈｅｒｅ成球实

验，结果显示：相较对照细胞，稳定过表达Ｍｕｓａｓｈｉ１

的ＳＭＭＣ７７２１细胞的成球能力增强（图４Ｂ）。通过

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验对建立的 Ｍｕｓａｓｈｉ１过表达细胞进

行肿瘤侵袭能力检测，结果显示过表达 Ｍｕｓａｓｈｉ１

后，肿瘤细胞的侵袭能力增强（图４Ｃ）。以上结果提

示，Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达与肿瘤细胞的干性以及侵袭、

转移能力存在密切的关系。

３　讨　论

研究发现在人中枢神经系统肿瘤中高表达的

Ｍｕｓａｓｈｉ１同样也是一种重要的神经干细胞或神经

前体细胞标志物，也有越来越多的研究发现

Ｍｕｓａｓｈｉ１ 在 ＴＳＣ 中高表达
［１５１８］。除此之外，

Ｍｕｓａｓｈｉ１可以作为转录调节因子调节相关ｍＲＮＡ

的功能以及保持细胞的干性和自我更新能力，

Ｍｕｓａｓｈｉ１表达的高低也是一些恶性肿瘤预后评估

的一个潜在因子［１９２１］。有研究报道，作为ＴＳＣ的标
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志物，Ｍｕｓａｓｈｉ１可通过Ｎｏｔｃｈ１信号通路对子宫内

膜癌细胞的细胞周期以及细胞凋亡进行调节［２２］。

最近，Ｆｏｘ等
［２３］发现在胰腺癌的治疗耐受性的发生

中Ｍｕｓａｓｈｉ１起着重要的调节作用，即可促进胰腺

癌对化疗及放疗产生耐受。

图４　过表达犕狌狊犪狊犺犻１犛犕犕犆７７２１细胞系的鉴定、犛狆犺犲狉犲成球实验以及肿瘤侵袭实验结果

犉犻犵４　犇犲犳犻狀犻狋犻狅狀狅犳犛犕犕犆７７２１狅狏犕狌狊犪狊犺犻１犮犲犾犾犾犻狀犲，犛狆犺犲狉犲犳狅狉犿犪狋犻狅狀犪狊狊犪狔犪狀犱犜狉犪狀狊狑犲犾犾犪狊狊犪狔

Ａ：Ｍｕｓａｓｈｉ１ｉｎＳＭＭＣ７７２１ｏｖＭｕｓａｓｈｉ１ｃｅｌｌｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ；Ｂ：Ｓｐｈｅｒｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｐｈｅｒｅｆｏｒｍｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ

ＳＭＭＣ７７２１ｏｖＭｕｓａｓｈｉ１ｃｅｌｌｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ；Ｃ：ＳＭＭＣ７７２１ｏｖＭｕｓａｓｈｉ１ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｅｄｍｏｒｅａｃｔｉｖｅｌｙｔｈａｎｃｏｎｔｒｏｌ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝５００μｍ．
犘＜

０．０５．狀＝４，珔狓±狊

　　本研究发现，Ｍｕｓａｓｈｉ１在ＨＣＣ中的转录及翻

译水平均升高，而且其高表达与ＨＣＣ患者的预后密

切相关。同时，Ｍｕｓａｓｈｉ１的高表达与患者的ＡＦＰ

水平、腹水、远处转移均相关，而与性别、年龄、乙肝

病史、肿瘤大小、子灶、门静脉癌栓和镜下癌栓等无

明显相关性，提示Ｍｕｓａｓｈｉ１与肿瘤的复发转移、恶

性转化有关。另外，Ｍｕｓａｓｈｉ１高表达的癌组织中

ＴＳＣ标志物ＣＤ１３３的表达也升高，并且二者具有相

关性，说明 Ｍｕｓａｓｈｉ１对ＨＣＣ的ＴＳＣ自我更新能

力的维持可能具有重要调节作用。体外实验也显

示，慢病毒过表达Ｍｕｓａｓｈｉ１的肝癌细胞系ＳＭＭＣ

７７２１细胞的成球能力和侵袭能力更强，说明

Ｍｕｓａｓｈｉ１对于肿瘤细胞干性的获得以及转移能力

的增强具有促进作用。

总结实验结果以及对临床病理相关资料进行分

析后，我们发现 Ｍｕｓａｓｈｉ１在 ＨＣＣ癌组织中高表

达，高表达Ｍｕｓａｓｈｉ１的ＨＣＣ患者更容易发生复发

转移并且预后更差。此外，Ｍｕｓａｓｈｉ１在维持肝癌

细胞干性和促进肝癌细胞转移中有着重要的调节作

用。这些结果提示，Ｍｕｓａｓｈｉ１可能是调节ＨＣＣ恶

性转化以及复发转移的重要因子，具体有待进一步

的深入研究。
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