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摘   要：核纤层蛋白 B1 (nuclear lamina protein B1, LMNB1)高表达于肝癌组织中，通过敲低

LMNB1 探讨其对肝癌细胞增殖的影响及其机制。利用 siRNA 在肝癌细胞中敲低 LMNB1，Western 
blotting 检测敲低效果，使用端粒重复序列扩增法(telomeric repeat amplification protocol assay, 
TRAP)检测其端粒酶活性变化。利用实时定量聚合酶链反应(quantitative real-time polymerase chain 
reaction, qPCR)检测其端粒长度变化。并通过 CCK-8、克隆形成、Transwell、划痕实验检测其生长，

侵袭和迁移能力变化。利用慢病毒系统构建稳定敲低 LMNB1 的 HepG2 细胞，检测其端粒长度及

端粒酶活性变化，采用 SA-β-gal 衰老染色检测细胞衰老情况，通过裸鼠皮下成瘤实验及对肿瘤后

续的组化染色，SA-β-gal 衰老染色，端粒荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization, FISH)检
测其对成瘤性的影响。最后利用生物信息分析的方法寻找 LMNB1 在临床肝癌组织中的表达情况，

及其与临床分期、病人生存期的关系。HepG2 和 Hep3B 中敲低 LMNB1 后端粒酶活性显著降低，

细胞增殖、迁移和侵袭能力显著降低，细胞和裸鼠成瘤实验证明稳定敲低 LMNB1 后端粒酶活性

降低的同时端粒长度缩短，细胞发生衰老，此外细胞成瘤性降低，Ki-67 表达降低，生物信息分析

结果显示，LMNB1 高表达于肝癌组织，且与肿瘤分期和患者生存相关。LMNB1 在肝癌细胞中过

表达，其有望成为评估肝癌患者临床预后的指标和精准治疗的靶点。 

·医药生物技术· 
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Abstract: Lamin B1 (LMNB1) is highly expressed in liver cancer tissues, and its influence and 
mechanism on the proliferation of hepatocellular carcinoma cells were explored by knocking 
down the expression of the protein. In liver cancer cells, siRNAs were used to knock down 
LMNB1. Knockdown effects were detected by Western blotting. Changes in telomerase activity 
were detected by telomeric repeat amplification protocol assay (TRAP) experiments. Telomere 
length changes were detected by quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR). 
CCK8, cloning formation, transwell and wound healing were performed to detect changes in its 
growth, invasion and migration capabilities. The lentiviral system was used to construct HepG2 
cells that steadily knocked down LMNB1. Then the changes of telomere length and telomerase 
activity were detected, and the cell aging status was detected by SA-β-gal senescence staining. 
The effects of tumorigenesis were detected by nude mouse subcutaneous tumorigenesis 
experiments, subsequent histification staining of tumors, SA-β-gal senescence staining, 
fluorescence in situ hybridization (FISH) for telomere analysis and other experiments. Finally, 
the method of biogenesis analysis was used to find the expression of LMNB1 in clinical liver 
cancer tissues, and its relationship with clinical stages and patient survival. Knockdown of 
LMNB1 in HepG2 and Hep3B cells significantly reduced telomerase activity, cell proliferation, 
migration and invasion abilities. Experiments in cells and tumor formation in nude mice had 
demonstrated that stable knockdown of LMNB1 reduced telomerase activity, shortened 
telomere length, senesced cells, reduced cell tumorigenicity and KI-67 expression. 
Bioinformatics analysis showed that LMNB1 was highly expressed in liver cancer tissues and 
correlated with tumor stage and patient survival. In conclusion, LMNB1 is overexpressed in 
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liver cancer cells, and it is expected to become an indicator for evaluating the clinical prognosis 
of liver cancer patients and a target for precise treatment. 
Keywords: nuclear lamina protein B1 (LMNB1); hepatocellular carcinoma; telomerase; telomere; 
cell senescence 

 
肝癌是一种起病隐匿、恶性程度高、预后

较差的恶性肿瘤，易发生肝内和肝外转移[1-2]。

肝癌按发生部位(肝细胞或肝内胆管上皮细胞)的
不同，研究者将其分为肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC) 、 肝 内 胆 管 癌 (intrahepatic 
cholangiocarcinoma, ICC)和混合型肝细胞-胆管

癌(combined hepatocellular cholangiocarcinoma, 
cHCC-CCA)，其中肝细胞癌最为常见[3]，据最

新数据统计，其可占到肝癌的 80%左右。随着

人们的生活习惯和工作环境的变化，并且医疗

卫生检测水平的提高，肝癌的确诊人数在逐年增

加。2020 年全球的肝癌确诊患者超过了 90 万，

在我国，原发性肝癌是排在第 4 位的常见恶性

肿瘤。由于肝癌多于晚期才被诊断，导致其在

肿瘤致死病因中排第 2 位[3]。肝癌发生发展机

制仍不清楚，目前只能通过手术、放化疗和肝

移植等手段治疗，但预后仍较差且易复发，有

研究表明其 5 年生存率仅为 12.1%[4-5]。 
细胞核被认为是真核细胞中最重要的细胞

器之一，它包含了整个细胞遗传图谱[6]。核纤

层位于核膜的内层，是由许多蛋白质组成的蛋

白质网络，包括核纤层蛋白(lamins)，其主要的

一个作用是维持细胞的生理平衡[7-8]。核纤层蛋

白有 A 型和 B 型两种类型，A 型核纤层蛋白在

力传递过程中占据重要位置 [9-10]，LMNB1、
LMNB2、LMNB3 构成 B 型核纤层蛋白，LMNB1
基因编码核纤层蛋白 B1 (nuclear lamina protein 
B1, LMNB1)。LMNB1 是一个重要的核骨架组

成蛋白[11]，近年来，对 B 型核纤层蛋白尤其是

LMNB1 蛋白的研究越来越受到关注，尤其是在

肺腺癌(lung adenocarcinoma, LUAD)中[12-13]。最

新生物信息学方面的研究报道，LMNB1 是肝细

胞癌潜在的治疗靶点和预后的生物标志物[14]，

且循环血中 LMNB1 生物标志物可检测早期肝

癌[15]，但具体调控机制仍不清楚。本研究首次

揭示了核纤层蛋白 B1 在肝细胞癌的生长、侵袭

和转移中的作用及机制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

293T 细胞、HepG2 细胞、Hep3B 细胞、

shLMNB1 慢病毒质粒系统由本实验室保存。

DMEM 细胞培养基、PBS 缓冲液、FBS、胰酶

购于中科迈晨科技有限公司，RIPA 裂解液、12%
电泳胶、电泳缓冲液、TBST 缓冲液购于翌圣生

物科技 (上海 )股份有限公司，端粒探针购自

PANAGENE ， siRNAs 和 RNAiMAX 购 自

Invitrogen公司，Anti-Lamin B1 (66095)和 β-actin 
(01003) 购 自 Proteintech 公 司 。 TRAPeze® 
Telomerase Detection kit 购自 Millipore 公司，

SA-β-gal 衰老染色试剂盒购自 Beyotime 公司，

CCK-8 试剂盒购自同仁化学公司，DNA 提取试

剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  细胞培养 

293T 细胞、HepG2 细胞、Hep3B 细胞用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养于 37 °C、

5% CO2 的细胞培养箱中，根据细胞生长情况和

密度进行换液和传代。 
1.2.2  Western blotting 分析 

处理后的细胞加入 RIPA 裂解液进行总蛋

白提取，蛋白定量后使用自制 12%电泳胶进
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行 SDS-PAGE，冰浴转膜 2 h，5%脱脂牛奶常

温封闭 1 h，一抗 Anti-Lamin B1 (1:4 000)、
β-actin (1:5 000)常温孵育 2 h，TBST 缓冲液

洗膜 3 次/5 min，二抗(1:5 000)常温 1 h，TBST
缓冲液洗膜 3 次/5 min，使用化学发光显色法显

影并保存。 
1.2.3  RNA 干扰和 shRNA 系统 

siRNAmix 冰上解冻，200 μL 无血清、无

双抗 DMEM 中加入 6 μL 20 μmol/L siRNAmix、
5 μL RNAiMax 试剂后混匀，在生物安全柜内室

温静置 20 min。均匀加入悬浮的细胞中，做好标

记，摇晃混匀，6 h 后换液，72 h 进行后续实验。 
取病毒包装质粒 PLP1 (0.84 μg)+PLP2 

(0.4 μg)+VSVG (0.56 μg)及目的质粒 1 μg，加至

200 μL 无血清无双抗的培养基中，充分混匀。

加入 8.4 μL PEI，吹吸混匀，室温静置 20 min。
把混合液均匀逐滴加入提前铺好的 293T 细胞

中，摇匀；4 h 后换液。48 h 后收集 293T 细胞

中形成的病毒液并过滤，随后以 500 μL/孔的量

加入 6 孔板的 HepG2 细胞中(密度约为 60%)。
加病毒液后 48 h 按 1 μg/mL 加入嘌呤霉素

(puromycin)，连续加抗生素 3 d 后，剩下的细

胞都是低表达 LMNB1 的稳定克隆细胞。 
1.2.4  CCK8 和划痕实验 

将 LMNB1 敲低后的 HepG2 细胞接种于

96 孔板上(3×103 个细胞/孔板)。CCK8 按照制

造商的建议检测细胞增殖。 
在超净工作台上，用笔在 6 孔板背面画

一条水平线，每条水平线与板孔之间的间距

为 1 cm。将转染了 siLMNB1 的 HepG2 细胞和

阴性对照组铺于 6 孔板上。每个孔加 2 mL 培养

基培养 20 h，使其生长成单层细胞。用 10 μL
的移液器画垂直线、水平线。在每个孔细胞沿

孔板壁上缓慢加入 PBS 洗涤 2 次，以清除受损

细胞。沿孔壁缓慢加入 2 mL 无血清培养基，避

免冲散单层贴壁细胞。将 6 孔板移至培养箱继

续培养，分别于 0、6、12 h 用显微镜连续拍照。 
1.2.5  Transwell 和克隆形成 

将敲低 LMNB1 后的 HepG2 细胞消化并悬

浮于无血清培养基中。在 24 孔板上加入含 20%
胎牛血清的培养基 600 μL，上腔基质胶室加入

约 200 μL 细胞悬液，培养 16 h。4%多聚甲醛

固定腔室 30 min，PBS 洗涤 2 次，0.1%结晶紫

溶液分别染色 30 min。用棉签将上室面的细胞

和基质清除。显微镜下观察穿过上室面细胞图

像，利用 Image J 软件计算细胞侵袭数。 
收集处理后在对数阶段生长的细胞，在六孔

板中以每孔 500、1 000 或 1 500 个细胞的密度种

植。培养两周后，细胞用 4%多聚甲醛固定，并

用结晶紫(Solarbio, C8470)染色并拍照观察。 
1.2.6  实时定量聚合酶链反应 (quantitative 
real-time polymerase chain reaction, qPCR)平
均端粒长度测定 

使用 KingFisher Flex DNA 提取仪(Thermo 
Fisher)，MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra 
2.0 试剂盒从细胞中分离基因组 DNA。端粒及

内参 PCR 的扩增引物见表 1，以 500 nmol/L 的

终浓度使用。使用美国 Bio-Rad 公司 CFX-96 
qPCR 仪上进行 qPCR 检测。端粒(T) PCR 程序

设置为 95 °C 10 min；95 °C 15 s，56 °C 1 min，
20 个循环，4 °C 保存。36B4 (S) PCR 程序设置

为 95 °C 10 min；95 °C 15 s，60 °C 1 min，     
30 个循环，4 °C 保存。每个样本测量 2 次，

用各组 Tel 引物和 36b4 引物扩增的 Ct 值计算出

2ΔΔCt，来计算各个样本的相对端粒长度。 
 

表 1  PCR 扩增的引物序列 
Table 1  Primers sequences of PCR amplification 
Primer name Sequence (5′→3′) 
tel1b CGGTTT(GTTTGG)5GTT 
tel2b GGCTTG(CCTTAC)5CCT 
36B4u CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 
36B4d CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 
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1.2.7  端粒重复序列扩增法 (telomeric repeat 
amplification protocol assay, TRAP) 

TRAP 检测使用 TRAPeze®端粒酶检测试

剂盒进行。即培养的细胞在冰上用 1×CHAPS
裂解缓冲液(1:200 加入 RNase inhibitor)裂解

30 min。在 12 000 r/min 离心 30 min 后，使用

Bio-Rad 蛋白分析试剂盒测量总蛋白浓度。样品

稀释成为 25 ng/μL，一般每个样品取 25 ng 即  
1 μL 进行 PCR 反应。反应体系按每个样品 2 μL 
10×TRAP 缓冲液，0.4 μL TS 引物，0.4 μL 引物

混合物，0.4 μL dNTPs (50 μmol/L)，0.2 μL RNA
酶抑制剂，0.2 μL Taq DNA 聚合酶，15.4 μL 水

(DEPC 处理)，1 μL 样品，设置测序 37 °C     
30 min；90 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，25 个

循环，72 °C 5 min，4 °C 保存。最终反应化合

物与 GelRed 上样缓冲液(generay biotech)混合，

在 0.5×Tris-borate-EDTA (TBE)的 10%聚丙烯酰

胺凝胶(29:1 丙烯/双丙烯)跑胶分离，200 V 跑胶

50 min。使用 ChemiDocTM 成像系统(Bio-Rad)
对凝胶进行拍照。 
1.2.8  SA-β-gal 衰老染色 

细胞用 1 mL β-半乳糖苷酶染色固定液，室

温固定 15min。弃掉细胞固定液，用 1 mL PBS
洗 3 次，每次静置 3 min，弃 PBS。加入 1 mL
染色工作液，具体染色工作液量可以按细胞量

调整，染色工作液配制为(β-半乳糖苷酶染色

液 A：10 μL/每个样本，β-半乳糖苷酶染色液

B：10 μL/每个样本，β-半乳糖苷酶染色液 C：

930 μL/每个样本，X-Gal溶液：50 μL/每个样本)，
37 °C 孵育过夜(染色时常在显微镜下观察，控

制染色时间)。弃染色液，用 1 mL PBS 洗 2 次，

每次静置 3 min，弃 PBS。最后加入 500 μL PBS，
在光学显微镜下使用低倍镜观察，每个实验组

取 5 个视野，衰老染色阳性细胞(面积)百分比=
染成深蓝色的衰老细胞(面积)/视野中全部细胞

(面积)。 

1.2.9  荧 光 原 位 杂 交 (fluorescence in situ 
hybridization, FISH) 

含组织的石蜡载玻片在 10 mmol/L 柠檬

酸钠 (pH 6.5)中 88 °C 孵育 10 min，室温下用

PBS(pH 7.2)冲洗 1 min，在玻片染色缸中用

25%、50%和 95%乙醇脱水，在玻片染色缸

中 37 °C 用 1%胃蛋白酶溶液处理 2 min。每

张 载 玻片用 80 μL 10 mg/mL RnaseA 溶液

(NanoMagBio)孵育，盖上盖玻片，置于 37 °C
加热块中 2 h，去掉盖玻片，PBS 冲洗 1 min。
然后将载玻片浸入 25%、50%和 95%的乙醇中，

风干。然后，每个样品用 100 μL 端粒探针

(TelC-Alexa594, PANAGENE)杂交，先 80 °C 变

性 20 min，室温避光过夜(至少 16 h)。杂交后，

载玻片置于 70%甲酰胺缓冲液中，冲洗 15 min。
用新鲜甲酰胺缓冲液冲洗载玻片 4 次，每次

15 min，在室温下用 Tween 20 缓冲液冲洗

4 次，每次 5 min。室温下用 80 μL DAPI (稀
释溶剂为 PBS 缓冲液，稀释比为 1:1 000)复染

细胞核 5 min。载玻片滴加 20-25 μL PBS 后封

片，尽快在荧光显微镜下观察或置于–20 °C
封闭箱中保存。利用 Image J 程序评估端粒的

荧光强度。 
1.2.10  动物实验 

动物实验设计符合动物实验相关伦理规定，

并获得解放军总医院第四医学中心医学伦理委

员会审批(2020KY007-KS002)。将 12 只 4 周龄

雌性 BALB/c 裸鼠随机分为 2 组，每组 6 只。一

组注射稳定敲低 LMNB1 的 HepG2 细胞，另一

组注射对照 HepG2 细胞。将细胞悬浮液 100 μL 
(含 5×106 个细胞)和基质胶 100 μL 混合注入裸鼠

背部皮下。7 d 后用游标卡尺测量肿瘤生长情况，

计算肿瘤体积：体积=(最长直径×最短直径 2)/2。
植入后第 30 天处死小鼠。测量裸鼠体重，解剖

分离皮下肿瘤。测量肿瘤大小。肿瘤组织分为

4 部分。采用 SA-β-gal 检测组织衰老情况。其
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次，切片石蜡包埋组织。免疫组化石蜡切片检

测 LMNB1 和 Ki-67 的表达。FISH 检测端粒长

度。最后用 TRAP 检测肿瘤组织端粒酶活性。 
1.2.11  统计学方法 

计量资料用 xs 表示，GraphPad Prism 9.0

作图和数据统计分析，利用 GraphPad Prism 9.0

自带的分析功能计算，两组之间的比较采用非

配对 t 检验，如果 P<0.05 时则认为差异具有统

计学差异，*: P<0.05，**: P<0.01，ns: P>0.05

即差异无统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  敲低 LMNB1 降低端粒酶活性并显著

抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵袭 
使用 siRNA 在 HepG2 细胞和 Hep3B 细胞

中敲低 LMNB1 基因，通过 Western blotting (WB)
检测两种细胞中LMNB1表达被成功敲低(图 1A、

1B)，利用 TRAP 实验发现敲低 LMNB1 后 
 

 
 

图 1  敲低 LMNB1 降低端粒酶活性并显著抑制肝癌细胞增殖、迁移和侵袭 
Figure 1  Knockdown of LMNB1 reduced telomerase activity and significantly inhibited hepatoma cell 
proliferation, migration and invasion. The effect of knockdown of LMNB1 using siRNAs in HepG2 cells (A) 
and in in Hep3B cells (B) were examined by Western blotting. Telomerase activity after knockdown of 
LMNB1 in HepG2 cells (C) and in Hep3B cells (D) were detected by TRAP assay (**: P<0.01). E: Cell 
growth after knockdown of LMNB1 in HepG2 cells (E) and in Hep3B cells (F) were examined by CCK8 
assay (**: P<0.01). G: Telomere length after knockdown of LMNB1 in HepG2 cells was detected by qPCR 
(ns: P>0.05). H: The invasive ability after knockdown of LMNB1 in HepG2 cells was detected by transwell 
assay (**: P<0.01), scale bar=20 μm. I: Healing ability was tested by scratch test (**: P<0.01), scale bar=100 μm. 
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两种细胞的端粒酶活性都显著降低 (图 1C、

1D)，CCK-8 实验显示细胞增殖被显著抑制(图
1E、1F)。端粒是生物染色体末端的一个非常重

要的保护性结构，其长度的稳定是肿瘤细胞维

持自身永生化的重要前提，而端粒酶是维持端

粒长度的重要途径。通过对敲低 LMNB1 的

HepG2 细胞进行 qPCR 检测端粒长度发现，其

端粒并没有因为端粒酶活性的降低而缩短(图
1G)，为了继续研究端粒酶活性降低对细胞增殖

方面的影响，我们进行了克隆形成实验和划痕

实验，结果显示 HepG2 细胞敲低 LMNB1 后侵

袭和迁移能力显著降低(图 1H、1I)。 

2.2  长时间敲低 LMNB1 会使肝癌细胞端

粒磨损并发生细胞衰老 
利用慢病毒系统构建稳定敲低 LMNB1 的

HepG2 细胞，WB 检测 shLMNB1 HepG2 细胞

构建成功(图 2A)，长时间敲低 LMNB1 后端粒

酶活性也显著降低(图 2B)，此外与瞬时敲低不

同，qPCR 结果显示端粒出现了缩短(图 2C)。
SA-β-gal 细 胞 衰 老 染 色 结 果 显 示 ， HepG2 
shLMNB1 组衰老染色阳性细胞比例显著增加

(图 2E)。说明长时间敲低 LMNB1 会使得端粒酶

活性持续降低，不足以维持肿瘤细胞的端粒长

度，使其端粒出现缩短并诱导细胞衰老的发生。 
 

 
 

图 2  长时间敲低 LMNB1 会使肝癌细胞端粒磨损，发生细胞衰老 
Figure 2  The continuous knocking down of LMNB1 causes the telomeres of liver cancer cells to erode, 
causing them to undergo cellular senescence. A: The effect of HepG2 cell stable knockdown LMNB1 was 
detected by Western blotting. B: Telomerase activity after stable knockdown of LMNB1 was detected by 
TRAP assay (**: P<0.01). C: Cellular senescence after stable knockdown of LMNB1 was detected by 
SA-β-gal experiments (**: P<0.01), scale bar=20 μm. D: Telomere length after stable knockdown of LMNB1 
in HepG2 cells was detected by qPCR (**: P<0.01). 
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2.3  敲低 LMNB1 抑制肝癌细胞裸鼠皮下

成瘤 
在 shLMNB1 HepG2 细胞裸鼠皮下成瘤实

验中，两组裸鼠的体重无明显差异，说明两组

的营养状况相似。shLMNB1 HepG2 组的小鼠肿

瘤体积明显小于对照组(图 3A)，肿瘤组织取出

后进行 TRAP 实验显示，敲低组的端粒酶活性

显著弱于对照组(图 3B)，免疫组化显示敲低组

的肿瘤组织 LMNB1 蛋白和恶性程度标记物

KI-67 的表达都显著低于对照组(图 3C)，在对

肿瘤组织进行 FISH 端粒原位杂交结果显示，敲

低组的端粒荧光强度显著弱于对照组(图 3D)，
SA-β-gal 实验结果显示敲低组的衰老细胞明显增

加(图 3E)。shLMNB1 HepG2 细胞长期缺少端粒

酶活性，使得端粒缩短，细胞发生衰老，从而表

达出细胞生长抑制，肿瘤体积显著小于对照组。 

2.4  LMNB1高表达于肝癌组织中且与患者

预后相关 
利用 GEPIA 网站(http://gepia.cancer-pku.cn/)

从 GTEx 和 TCGA 数据库中获得肝癌组织和癌

旁正常组织中 LMNB1 mRNA 的转录数据，分

析纳入 369 个肿瘤组织和 160 个正常组织，结 
 

 
 

图 3  敲低 LMNB1 抑制肝癌细胞裸鼠皮下成瘤 
Figure 3  Knocking down LMNB1 inhibits the subcutaneous tumorigenesis capacity of hepatic cancer cells 
in nude mice. A: HepG2 cells stably expressing shcontrol or shLMNB1 were injected subcutaneously in nude 
mice (n=6 for each group) (**: P<0.01). Tumor value and mice bodyweight were measured 1 month later (ns: 
P>0.05). B: Telomerase activity in tumors of each mice was detected by TRAP (**: P<0.01). C: The 
expression of LMNB1 and Ki-67 in tumors of two groups were detected by immunohistochemistry (**: 
P<0.01), scale bar=50 μm. D: Telomere length was evaluated in paraffin embedded sections of tumor tissue 
using Q-FISH, scale bar=50 μm. The Image J software was used to analyze the telomere length of tumor 
sections, as indicated by fluorescence intensity. E: Cellular senescence of two groups were detected by 
SA-β-gal experiments (**: P<0.01), scale bar=50 μm. 
 



 
 

王瑞官 等/核纤层蛋白 B1 通过影响端粒酶活性调控肝癌细胞生长  

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1617 

 

果显示 LMNB1 高表达于肝癌组织(图 4A)，在

肿瘤早期分期上(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期)，LMNB1 表达

与肿瘤分期呈现正相关关系，即临床分期晚的

病人其 LMNB1 有更高的表达(图 4B)，患者的

总体生存期(OS)和无病生存期(DFS)分析结果

显示，肝癌患者 LMNB1 高表达与总生存期和

无病生存期均呈现负相关关系(图 4C、4D)。 

3  讨论 
鉴于肝癌在全球范围内的高发病率和致

死率，且早期隐匿，预后不佳，迫切需要寻找

和研究有效的肝癌治疗及预后预测的生物标

志物[16]。有研究整合了 TCGA-LIHC、GSE14520
和 TIMER2 等数据库来探索肝细胞癌中的关键

基因，发现 LMNB1 高表达于肝细胞癌。在我

们的研究中，使用 GEPIA 确定了 LMNB1 高表

达于肝癌组织，于是我们使用 siRNA 和 shRNA
瞬时和稳定长时间敲低 LMNB1，探究其对肝癌

细胞生长的影响及其潜在机制。 
端粒位于真核生物染色体末端，由端粒

DNA 和 Shelterin 复合体组成[17]。Shelteirn 由

TRF1、TRF2、TIN2、RAP1、TPP1 以及 POT1

组成[18]。它能与端粒 DNA 特异性结合形成“帽

子”结构，防止染色体暴露的末端诱发 DNA 损 
 

 
 

图 4  LMNB1 高表达于肝癌组织中且与患者预后相关 
Figure 4  LMNB1 is highly expressed in liver cancer tissues and is associated with patient prognosis. A: The 
expression of LMNB1 at mRNA level in LIHC patients from TCGA and GTEx dataset by using bioinformatics’ 
analyses (*: P<0.05). B: The expression of LMNB1 in the different pathological stages of LIHC patients. C: 
Disease free survival analysis of LIHC patients. D: Overall survival analysis of LIHC patients.  
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伤修复机制而发生降解[19]，端粒的不稳定在衰

老性疾病和肿瘤的发生发展过程中都起着非常

重要的作用。由于末端复制问题的存在，大多

数人体细胞端粒会随着细胞的复制而逐渐缩

短，但肿瘤细胞可实现永生化，一方面是因为

约 85%−90%的肿瘤细胞激活了端粒酶表达，它

们以自身端粒酶 RNA 组分 (telomerase RNA 
component, TERC)为模板，在端粒酶逆转录酶

(telomerase reverse transcriptase, TERT)亚基

的催化作用下，合成端粒序列，以限制端粒在

增 殖 细 胞 中 的 快 速 损 耗 [20] ， 另 一 方 面 约

10%−15%的肿瘤细胞没有端粒酶活性，利用

同源重组的方式来维持端粒长度，实现自身的

永 生化，叫作端粒延长替代机制 (alterative 
lengthening of telomere, ALT)[21]。但是，末端复

制问题、辐射、氧化应激等会造成端粒磨损，

当端粒缩短达到一定临界值，DNA 损伤反应机

制(DNA damage response mechanism, DDR)被
激活，触发一系列事件(ATM, ATR-p53-p21CIP1
等)，细胞周期不可逆阻滞，发生细胞衰老，因

此端粒也被誉为“生命的时钟”[22]，在我们的实

验中，短期敲低 LMNB1 会出现端粒酶活性的

降低，端粒长度没有发生变化，但在长期敲低

LMNB1 以后，端粒酶活性持续降低，使得其不

足以抵抗细胞的复制性衰老引起的端粒缩短，

于是 qPCR 结果显示端粒显著缩短，后续可能

诱发 DDR 的激活，触发一系列事件使细胞周期

不可逆阻滞，细胞衰老阳性比例增加，肿瘤生

长受到抑制。 
核纤维层蛋白分为 A 型和 B 型两类。A 型

和 B 型层膜在蛋白质结构、表达、定位方式、

生物化学等方面存在差异 [23]。研究发现，

LMNB1 在细胞衰老和增殖、DNA 复制和基因

表达、染色体分散和聚集、DNA 片段和端粒稳

定等方面发挥着关键作用，同时还能保持细胞

核的完整和形态。已有研究证明 LMNB1 表达

异常与神经系统疾病和肿瘤相关 [24-27]。鉴于

LMNB1 在其他肿瘤细胞中具有不同而复杂的

生物学功能，深入研究将为研究各种疾病的病

理机制，探索癌症治疗的创新生物标志物和靶

点奠定基础。 
在本研究中，使用了 siRNA 敲低肝癌细胞

的 LMNB1 表达，发现其端粒酶活性显著降低，

细胞生长、迁移和侵袭能力被显著抑制，但端

粒长度却没有发生缩短，可能由于端粒位于异

染色质区，一方面其长度的改变需要时间的积

累，另一方面可能机体从端粒酶途径以外的机

制来进行了端粒长度的代偿。于是我们使用了

慢病毒系统，在 HepG2 细胞中稳定敲低了

LMNB1 的表达，发现其端粒酶活性也降低了，

且伴随着端粒长度显著地缩短。端粒长度的缩

短，诱发了细胞的衰老，并在后续的裸鼠成瘤

实验中得到了进一步证实。通过对数据库的整

理，我们发现肝癌患者癌组织 LMNB1 的表达

水平与肿瘤的临床分期呈现正相关关系，与病

人的总生存期和无病生存期均呈现负相关关

系。这些结果表明 LMNB1 通过影响端粒酶活

性调控肝癌细胞生长，敲低 LMNB1 会降低端粒

酶活性，使端粒缩短诱发细胞衰老来抑制肝癌

细胞的增殖、迁移和侵袭。LMNB1 是核纤层蛋

白的重要组成成分，参与细胞力学传导的同时

也参与构成纤层相关结构域 (lamina-associated 
domains, LADs)。端粒为异染色质附着在 LADs
区，富含高度的表观遗传修饰。首先，LMNB1
蛋白的表达减少，可能会改变端粒区染色体的

可及性，使得端粒酶募集到端粒区的能力发生

变化，从而影响端粒长度。此外，端粒酶启动

子区也富含甲基化修饰，LMNB1 蛋白表达的降

低，可能通过改变端粒酶启动子区甲基化的状

态，从而影响了端粒酶的活性。最后，端粒酶
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需要 TERT 亚基与 TERC 亚基的结合而发挥作

用，LMNB1 是否也会影响端粒酶的装配，也需

要更多的实验来证明。鉴于 LMNB1 在肿瘤细

胞中的多种功能，LMNB1 如何影响肝癌细胞中

的端粒酶活性，是否存在 LMNB1 影响肝癌细

胞生长的其他机制等还需进一步实验研究。 
综上所述，本研究证明敲低 LMNB1 能通

过抑制端粒酶活性使端粒缩短，从而诱发细胞

衰老，抑制肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭。使

得 LMNB1 有望成为肝癌治疗的一个新的靶点

及新的预后评估生物标记物。 
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