
肝癌是第二常见的癌症相关死亡原因，近年来也成

为我国癌症死亡的主要原因之一［1-2］。肝细胞肝癌患者

在被确诊时往往已是中晚期，并常伴有肝内外的转移。

肿瘤复发和转移仍然是肝癌治疗失败的主要原因［3-4］。

因此，明确肝癌的分子机制，寻找一种有效的生物标志
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摘要：目的 探索DNMT3B对肝癌细胞的增殖与侵袭的影响。方法 收集2008年5月~2013年5月在重庆医科大学附二院确诊

的175例肝癌患者并制作成组织芯片，分析DNMT3B蛋白表达水平的差异与患者的预后情况及患者肿瘤无瘤生存率与肿瘤特

异性生存率的关系。使用单因数与多因素Cox回归分析DNMT3B的表达对肝癌患者预后的影响。使用小干扰RNA（siRNA）

与慢病毒过表达干扰DNMT3B的表达，利用CCK-8及 EDU染色检测肝癌细胞增殖情况，对细胞进行Transwell 实验检测细胞

迁移侵袭能力分析。结果 免疫组化显示DNMT3B蛋白在肝癌中的表达率（67.4%）高于配对癌旁组织的表达率（41.1%）。

DNMT3B的高表达与肿瘤大小（P=0.001）、血管侵犯（P=0.004）、肝内转移（P=0.018）密切相关。DNMT3B高表达患者其肿瘤

无瘤生存率与肿瘤特异性生存率低于DNMT3B低表达患者（P<0.005）。沉默DNMT3B显著抑制Huh-7细胞增殖，Transwell 实

验检测结果表明，与对照组相比沉默DNMT3B抑制Huh-7细胞的迁移与侵袭能力。Western blot检测显示，沉默DNMT3B的表

达升高了LATS1的表达水平，降低了YAP1的表达，激活了Hippo信号通路。同时，甲基化特异性PCR显示LATS1的甲基化水

平降低。结论 肝癌中DNMT3B的表达高于癌旁组织，并且DNMT3B的高表达与患者的低生存率密切相关。沉默DNMT3B

抑制细胞增殖、迁移和侵袭能力。DNMT3B主要通过甲基化LATS1并抑制其表达，促进癌基因YAP1的表达进而抑制Hippo信

号通路的抑癌作用，从而促进肝癌恶性发展。
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Abstract: Objective To explore the role of DNMT3B in regulating the proliferation and invasion of hepatocellular carcinoma
(HCC) cells. Methods We collected the tumor tissues and adjacent tissues from a total of 175 patients with HCC diagnosed in
the Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University between May, 2008 and May, 2013 to prepare the tissue
microarrays. The association of the expression of DNMT3B with the prognosis and the tumor-free survival and tumor-specific
survival rates of the patients was analyzed. Univariate and multivariate Cox regression analyses were used to analyze the
effect of DNMT3B expression on the prognosis of HCC. We used RNA interference technique to knock down the expression of
DNMT3B in Huh-7 hepatoma cells and observed the changes in cell proliferation using CCK-8 assay and EDU staining and in
cell migration and invasion ability using Transwell assay. Results The positive rates of DNMT3B was significantly higher in
HCC tissues than in paired adjacent tissues (67.4% vs 41.1%, P=0.015). A high DNMT3B expression in HCC was significantly
associated with the tumor size (P=0.001), vascular invasion (P=0.004), and intrahepatic metastasis (P=0.018). The patients with
high DNMT3B expressions had significantly lower tumor-free and tumor-specific survival rates than those with low DNMT3B
expressions (P<0.005). In Huh-7 cells, silencing DNMT3B significantly inhibited the cell proliferation and inhibited cell
migration and invasion. Western blotting showed that silencing DNMT3B obviously increased LATS1 expression, decreased
the expression of YAP1, and activated Hippo signaling pathway. Methylation-specific PCR showed that the methylation level
of LATS1 was decreased in the cells with DNMT3B silencing. Conclusion The expression level of DNMT3B is significantly
higher HCC tissues than in the adjacent tissues, and the high expression of DNMT3B is closely related to the low survival rate
of the patients. Silencing DNMT3B inhibits the proliferation, migration and invasion of HCC cells. DNMT3B promotes the
progression of HCC primarily by enhancing the expression of YAP1 through methylation of LATS1 and inhibition of its
expression, which inhibits the anti-cancer effect of Hippo signaling pathway.
Keywords: hepatocellular carcinoma; DNMT3B; prognostic significance; malignant progression

DNMTDNMT33BB通过通过 HHippoippo 信号通路促进肝癌细胞的增殖与侵袭信号通路促进肝癌细胞的增殖与侵袭
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物来判断肝癌患者的高风险复发与转移是一个紧要的

任务。

研究发现，DNA甲基化是在DNA甲基化转移酶

（DNMTs）催化下，以S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体，将活

性甲基转移至DNA链中特定碱基［5］。在该化学修饰过

程中，DNA甲基化可以改变染色质结构和转录因子的

工作效率，从而调控目的基因的表达［6］。槟榔生物碱可

募集DNMT3B来调节口腔癌中的miR-486-3p/DDR1

轴而抬头看口腔癌的恶性发展［7］。TGF-β1/miR-200s/

miR-221/DNMT3B调节环负责肿瘤相关成纤维细胞激

活状态的维持，也是癌相关成纤维细胞促进乳腺癌恶性

程度的必要机制［8］。同时，DNA甲基化可导致肿瘤抑制

基因的失活，而在肝癌中观察到多个肿瘤抑制基因的甲

基化而失去活性［6］。最新研究发现DNMT3B是哺乳动

物基因重新甲基化所必需的关键酶，并且DNMT3B在

多种恶性肿瘤中高表达，其可作为预防癌症复发的潜在

治疗靶标［9-10］。然而，现有对肝癌中DNMT3B蛋白的研

究并不清楚。因此，本研究检测DNMT3B在肝癌中的

表达情况与临床意义，并检测沉默DNMT3B后Huh-7

细胞增殖、迁移及侵袭能力的变化情况，深入探索

DNMT3B在肝癌恶性发展过程中的具体分子机制，并

探讨了DNMT3B作为肝癌的预后指标的可行性，为后

续相关研究提供线索。

1 资料和方法

1.1 临床资料

收集2008年5月~2013年5月在重庆医科大学附

二院确诊的175例肝癌患者。所有的组织样本在肿瘤手

术切除后立刻进行处理，用4%福尔马林液固定（pH=7），

固定24 h后进行石蜡包埋，并制作成组织芯片。最终，

肝癌的组织学上确诊由两名资深的重庆医科大学第二

附属医院病理科病理学专家完成，其使用的方法是苏木

精和伊红（HE）染色片检验法。所有研究对象都收集了

完整的临床资料与随访信息。纳入标准：术后病理学检

查证实为原发性肝脏细胞癌；随访时间超过5年；切缘

无癌残留；临床资料完整。排除标准：缺少病理学诊断；

病危或合并其他肿瘤；资料不全等影响疗效判断者。取

肝癌组织及相应癌旁组织（距肿瘤边缘2 cm以上且经

病理证实无癌细胞残余）于液氮中保存备用。

研究内容包括诊断时的年龄、性别、肿瘤大小、

TNM分期、肝硬化、肝内转移、血管侵犯、乙型肝炎病毒

感染和血清AFP水平（μmg/mL）。截止2018 年7月，完

成了对所有研究对象的随访与调查。本研究严格遵守

赫尔辛基宣言和重庆医科大学附属第二医院伦理审查

委员会的指导方针。

1.2 主要耗材与试剂

人Huh-7细胞株购于中科院上海细胞所，胎牛血

清、DNMEM培养液、青霉素/链霉素溶液（Hyclone），

siRNA、转染试剂、EdU细胞增殖检测试剂盒（锐博生

物），Western blot配胶试剂盒（康为生物），DNMT3B、

LATS1、YAP1、Bcl-2、Bax、Ki-67、GAPDH及二抗（Abcam），

Matrigel 基质胶（BD），Transwell小室（Corning），CCK8

试剂盒（凯基生物），总DNA提取试剂盒与总RNA提取

试剂盒（天根生化科技），DNA甲基化试剂盒（ZYMO

RESEARCH），荧光定量 PCR 试剂 SYBR Premix EX

Taq、逆转录试剂盒Prime Script RT Master Mix及甲基

化特异性PCR试剂（TaKaRa）。

1.3 细胞培养与siRNA转染

Huh-7细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM培养

液中，培养条件为37 ℃、5% CO2、100%饱和湿度。每隔

1 d对细胞的生长情况进行观察，每2~3 d对细胞进行换

液或传代。实验分为空白对照组（control）、阴性对照组

（si-NC）和实验组(si-DNMT3B)。转染前取对数生长期

的Huh-7细胞，以5×103细胞铺于96孔板，以4×104细胞

铺于24孔板，2×105 细胞铺于6孔板，采用Lipofectamine

3000试剂，将 siRNA转染至Huh-7细胞。转染后48 h

收集细胞，提取细胞总蛋白或总DNA等进行后续实验。

1.4 慢病毒转染

实验分为空白对照组（control）、阴性对照组（NC）

和实验组（LV-DNMT3B）。转染前取对数生长期的

Huh-7细胞，以1×105细胞铺于6孔板，加入1 mL完全培

养基，再加20 μL慢病毒。转染完成后收集细胞，提取细

胞总蛋白或总DNA等进行后续实验。

1.5 qRT-PCR法检测DNMT3B基因的表达情况

总RNA提取方法参照天根总RNA提取试剂盒说

明书对各组Huh-7细胞进行RNA的提取。紫外分光光

度计检测提取RNA到浓度及纯度。采用Takara公司的

逆转录试剂盒将RNA反转录为 cDNA。qRT-PCR 以

GAPDH为内参对照，采用2-ΔΔCt法分析定量PCR的结果。

1.6 甲基化特异性PCR检测LATS1甲基化水平

总DNA提取方法参照天根总DNA提取试剂盒说

明书对各组Huh-7细胞进行DNA的提取，用5 μg DNA

进行亚硫酸氢盐处理，采用 TaKaRa EpiTaq HS（for

bisulfite-treated DNA）试剂盒进行PCR反应，具体方法

参见其说明书。以凝胶电泳检测LATS1的甲基化水平。

1.7 Western blot 检测DNMT3B以及相关蛋白的表达

提取转染前后各组细胞的总蛋白。采用 10%的

SDS-PAGE 分离胶分离蛋白质样品，随后进行转膜

（300 mA，恒流湿转），用5%脱脂奶粉常温封闭1 h，加入

DNMT3B、LATS1、YAP1、Bcl-1、Bax、Ki-67一抗4 ℃孵

育过夜，TBST洗膜，二抗孵育（37 ℃，1 h），TBST 洗膜

等步骤。使用ECL化学发光试剂盒显影。所用一抗稀
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释比例为：DNMT3B（1∶2000）、LATS1（1∶3000）、YAP1

（1∶2000）、Bcl-1（1∶3000）、Bax（1∶2000）、Ki-67（1∶3000）、

GAPDH（1∶5000）。

1.8 CCK8检测细胞增殖能力

根据转染后接种于96孔板的分组，待细胞贴壁后

在 0、24、48 及 72 h 每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，在

37 ℃、5% CO2的细胞培养箱内孵育1 h，利用酶标仪检

测A450 nm ，取3个复孔的均值，绘制细胞生长曲线。

1.9 EdU细胞增殖检测细胞增殖能力

根据转染后接种于96孔板的分组，待细胞贴壁后

每孔加入100 μL EDU染料试剂，避光、室温、脱色摇床

孵育30 min后，每孔再加入100 μL Hoechst 33342反应

液，避光、室温、脱色摇床孵育30 min，在荧光显微镜下

观察细胞EDU的摄取情况。

1.10 Transwell 实验检测细胞迁移侵袭能力

取转染后接种于6孔板的分组细胞，以无血清培养

液悬浮为 1 × 106/mL 细胞浓度，接种于预铺好胶的

Transwell 小室的上室中，放入完全培养基条件的24 孔

板培养，37 ℃、5% CO2孵育8 h后甲醛固定并HE染色，

在倒置显微镜下观察并计数细胞。

1.11 免疫组化

为确定DNMT3B在肝癌中的表达情况，采用免疫

组化染色检测样本组织芯片。二甲苯被用于脱蜡和水

化，在梯度的酒精系列中脱水，在100 ℃ 10 mmol/L 枸

橼酸钠溶液（pH 6.0）中加热10 min进行抗原修复，在沸

腾后冷却20 min，反复3次。在PBS（pH 7.2）冲洗后，在

3%过氧化氢与山羊血清室温中分别封闭15 min以避免

非特异性蛋白结合。此后，在切片上滴加DNMT3B单

克隆抗体（1∶300）并在4 ℃的温度下孵育过夜。接着，

用生物素标记的二抗体孵育37 ℃ 30 min孵育，再与亲

和素辣根酶在37 ℃孵育20 min。使用DAB对切片进

行显色，显色后用流水冲洗15 min。切片使用1%苏木

精复染。梯度乙醇脱水。最后，中性胶封闭。

1.12 免疫组织化学染色法的评分系统

所有组织芯片的染色情况分析均由两位经验丰富

的病理学专家进行独立评估，使用半定量评价方法得

分，评分参数包括染色强度（范围0~3：0，无；1，弱；2，中；

3,强）和的阳性细胞百分比（范围 0~4：0，0%<5%；1，6%

~25%；2，26%~50%；3，51%~75%；4，76%~100%）。采

用阳性细胞的比例与强度相加的计算方式来确定最终

的染色分数。以总分≤4被定义为DNMT3B的低表达，

而>4被定义为DNMT3B的高表达。

1.13 统计学分析

使用SPSS 20.0软件对数据进行了分析处理，所有

实验数据采用均数±标准差表示。实验组与对照组的比

较采用独立样本 t检验，多组间采用单因素方差分析。

DNMT3B的表达与肝癌患者临床病理特征之间的关系

采用卡方检验和Fisher精确检验。肿瘤无瘤生存率定

义为在从尽可能切除肿瘤后到肿瘤复发之间的时间。

肿瘤特异性生存率定义为从尽可能切除肿瘤后到患者

因肿瘤原因死亡之间的时间。使用Kaplan-Meier与

log-rank test检验来分析患者的肿瘤无瘤生存率与肿瘤

特异性生存率。使用单因数与多因素Cox回归分析

DNMT3B的表达对肝癌患者预后的影响。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 患者的临床病理特征和DNMT3B的表达

本研究共纳入175例患者，包括肝癌组织与配对的

癌旁组织，男89例（50.8%），女86例（49.1%）。DNMT3B

低表达组有男性患者27例，女性患者30例。DNMT3B

高表达组有男性患者62例，女性患者56例。83例患者

<45岁，92例患者≥45岁；DNMT3B低表达组<45岁的

患者32例，≥45岁的患者25例，DNMT3B高表达组<45

岁的患者51例，≥45岁的患者67例。所有研究对象的

临床病理特征细节见表1。DNMT3B主要表达在癌组

织与癌旁组织的细胞核与部分胞浆中，结果表明，在肝

癌中DNMT3B的表达率是67.4%（图1A），配对癌旁的

表达率是41.1%（图1B），肝脏组织中的表达率是40%

（图1C）。

2.2 DNMT3B表达与肝癌患者临床病理特征间的关系

DNMT3B在肝癌中的表达在肿瘤大小（P=0.001）、

血管侵犯（P=0.004）、肝内转移（P=0.018）的差异有统计

学意义。然而，DNMT3B的表达在年龄、性别、AFP、肝

硬化、HBV和TNM分期的差异无统计学意义（P>0.05，

表1）。

2.3 DNMT3B在肝癌中的表达与患者肿瘤无瘤生存率

的关系

DNMT3B在肝癌低表达组中的1年肿瘤无瘤生存

率为91.1%，3年肿瘤无瘤生存率为68.5%。但DNMT3B

在肝癌高表达组中的1年肿瘤无瘤生存率为77.8%，3年

肿瘤无瘤生存率为48.7%。对数秩检验结果显示，肿瘤

无瘤生存率在两组之间的差异有统计学意义（P=0.047，

图2A），肝癌DNMT3B低表达组的肿瘤无瘤生存率显

著高于DNMT3B高表达组。

单因素、多因素分析显示，肿瘤大小、肝内转移、血

管侵犯、DNMT3B的表达与肝癌中患者肿瘤无瘤生存

率有显著相关性（P<0.05，表2）。

2.4 DNMT3B在肝癌中的表达与患者肿瘤特异性生存

率的关系

DNMT3B在肝癌中低表达组的1年肿瘤特异性生

存率为 90.4%，3 年肿瘤特异性生存率为 64.3%。
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DNMT3B在肝癌中高表达组1年肿瘤特异性生存率分

别为81.4%，3年肿瘤特异性生存率分别为45.5%。对

数秩检验结果显示，两组总生存率差异有统计学意义

（P=0.014，图2B），肝癌DNMT3B低表达组的肿瘤特异

性生存率高于DNMT3B高表达组。

单因素、多因素分析显示，肿瘤大小、肝内转移、血

管侵犯、DNMT3B的表达与肝癌患者肿瘤特异性生存

率有显著相关性（P<0.05，表3）。

2.5 过表达与沉默DNMT3B对肝癌细胞DNMT3B蛋

白表达的影响

Huh-7细胞转染si-DNMT3B 48 h后，qRT-PCR检

测显示，实验组细胞的DNMT3B mRNA水平显著下

调，与空白对照组和阴性对照组比较差异有统计学意义

（P=0.021，图3A）。Western blot 检测显示，实验组细胞

的DNMT3B 蛋白表达水平显著降低，与空白对照组和

阴性对照组比较差异有统计学意义（P=0.037，图3B）。

Huh-7细胞转染慢病毒成功后，qRT-PCR检测显示，实

验组细胞的DNMT3B mRNA水平显著上升，与空白对

照组和阴性对照组比较差异有统计学意义（P=0.039，图

3C）。Western blot检测其蛋白质水平显示，实验组细胞

的DNMT3B 蛋白表达水平显著上升，与空白对照组和

阴性对照组比较差异有统计学意义（P=0.011，图3D）。

2.6 过表达与沉默DNMT3B对肝癌细胞增殖能力的影响

Huh-7细胞成功转染si-DNMT3B后，通过CCK-8

实验检测细胞增殖情况，结果显示，与空白对照组和阴

性对照组比较，随着转染时间的延长，实验组细胞的吸

光度值下降速率逐渐增大，在转染后72 h降低最明显

（P=0.018，图4A）。通过细胞EDU摄取情况来检测细

胞增殖情况，结果显示，实验组细胞的EDU摄取能力显

著下降，与空白对照组和阴性对照组比较差异有统计学

意义（P=0.033，图4B）。Huh-7细胞转染慢病毒成功后，

通过CCK-8实验检测细胞增殖情况，结果显示，与空白

对照组和阴性对照组比较，随着转染时间的延长，实验

组细胞的吸光度值逐渐升高，在转染后72 h升高的最为

Variable

Age (year)

<50

≥50

Gender

Male

Female

Tumor size (cm)

≤5

>5

AFP (ng/mL)

≤20

>20

Liver cirrhosis

Presence

Absence

HBsAg

Positive

Negative

TNM stage

I/II

III/IV

Vascular invasion

Presence

Absence

Intrahepatic metastasis

Presence

Absence

Cases

83

92

89

86

77

98

64

111

113

62

120

55

89

86

89

86

99

76

DNMT3B expression

Low (n=57)

32

25

27

30

35

22

21

36

36

21

39

18

32

25

20

37

25

32

High (n=118)

51

67

62

56

42

76

43

75

77

41

81

37

50

68

69

49

74

44

P

0.109

0.521

0.001

0.959

0.786

0.976

0.876

0.004

0.018

表1 DNMT3B的表达情况与患者临床病理特征
Tab.1 DNMT3B expression and clinicopathological features of
HCC patients
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Fig.1 Expression of DNMT3B in hepatocellular carcinoma (HCC) tissues. A: HCC; B: Non-tumor; C: Liver tissue.
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图2 肝癌患者不同DNMT3B表达程度的肿瘤无瘤生存率与肿瘤特异性生存率
Fig.2 Tumor-free survival rate and tumor-specific survival rate of HCC patients with different levels
of DNMT3B expression. A: Recurrence-free survival; B: Disease-specific survival.
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Variable

Gender

Male

Female

Age (year)

<50

≥50

AFP (ng/mL)

≤20

>20

HBsAg

Positive

Negative

Liver Cirrhosis

Presence

Absence

TNM stage

I/II

III/IV

Tumor size (cm)

≤5

>5

Intrahepatic metastasis

Presence

Absence

Vascular invasion

Presence

Absence

DNMT3B expression

High

Low

n

89

86

83

92

64

111

120

55

113

62

89

86

77

98

99

76

89

86

57

118

Univariate analysis

HR (95% CI)

1.365 (0.884-2.674)

-

-

0.694 (0.674-1.864)

-

-

1.081 (0.559-1.836)

-

-

1.264 (0.636-2.008)

-

-

0.570 (0.983-2.647)

-

-

0.863 (0.578-1.867)

-

-

1.360 (0.492-1.650)

-

-

2.962 (1.064-3.478)

-

-

1.506 (0.895-2.647)

-

-

1.236 (1.297-3.644)

-

-

P

0.669

-

-

0.396

-

-

0.763

-

-

0.457

-

-

0.364

-

-

0.630

-

-

0.035

-

-

0.016

-

-

0.007

-

-

0.002

-

-

Multivariate analysis model

HR (95% CI)

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

1.089 (1.075-2.637)

-

-

2.551 (0.482-3.664)

-

-

2.907 (1.239-4.778)

-

-

1.336 (1.079-2.847)

-

-

P

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

0.043

-

-

0.021

-

-

0.005

-

-

0.001

-

-

表2 肝癌各种影响因素对患者无瘤生存率的影响
Tab.2 Influence of different factors on tumor-free survival of HCC patients
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显著（P=0.011，图4C）。通过细胞EDU摄取情况来检测

细胞增殖情况，结果显示，实验组细胞的EDU摄取能力

显著上升，与空白对照组和阴性对照组比较差异有统计

学意义（P=0.021，图4D）。

2.7 Transwell 侵袭实验检测过表达与沉默DNMT3B

对肝癌细胞侵袭迁移能力的影响

与空白对照组和阴性对照组比较，实验组细胞的侵

袭迁移细胞数目减少，差异有统计学意义（P=0.016，图

5A）。而空白对照组和阴性对照组细胞侵袭迁移的数

目差异没有统计学意义。Huh-7细胞转染慢病毒成功

后，通过Transwell实验检测细胞侵袭迁移能力，结果显

示，与空白对照组和阴性对照组比较，实验组细胞的侵

袭迁移细胞数目显著增加，差异有统计学意义（P=

0.014，图5B）。而空白对照组和阴性对照组细胞侵袭迁

移的数目差异没有统计学意义（P>0.05）。

2.8 甲基化特异性PCR检测肝癌细胞LATS1甲基化情况

甲基化特异性PCR结果显示，与空白对照组和阴

性对照组比较，实验组细胞的LATS1甲基化水平显著

降低（P=0.001，图6）。而空白对照组和阴性对照组细胞

侵袭转移的数目差异没有统计学意义。

表3 肝癌各种影响因素对患者肿瘤特异性生存率的影响
Tab.3 Influence of different factors on tumor-specific survival rate of patients with HCC

Variable

Gender

Male

Female

Age (year)

<50

≥50

AFP (ng/mL)

≤20

>20

HBsAg

Positive

Negative

Liver Cirrhosis

Presence

Absence

TNM stage

I/II

III/IV

Tumor size (cm)

≤5

>5

Intrahepatic Metastasis

Presence

Absence

Vascular invasion

Presence

Absence

DNMT3B expression

High

Low

n

89

86

83

92

64

111

120

55

113

62

89

86

77

98

99

76

89

86

57

118

Univariate analysis

HR (95% CI)

0.608 (0.531-1.801)

-

-

0.558 (0.304-1.517)

-

-

1.290 (0.369-1.446)

-

-

1.670 (1.054-2.558)

-

-

0.984 (0.617-1.678)

-

-

1.393 (0.831-1.967)

-

-

1.060 (1.764-3.647)

-

-

1.476 (1.367-2.808)

-

-

1.696 (0.905-3.607)

-

-

1.446 (1.891-4.804)

-

-

P

0.221

-

-

0.489

-

-

0.637

-

-

0.847

-

-

0.473

-

-

0.843

-

-

0.040

-

-

0.034

-

-

0.003

-

-

0.012

-

-

Multivariate analysis model

HR (95% CI)

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

1.283 (1.178-3.617)

-

-

1.481 (0.647-2.714)

-

-

2.318 (1.763-5.078)

-

-

1.660 (1.379-3.957)

-

-

P

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

0.013

-

-

0.020

-

-

0.015

-

-

0.004

-

-

HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval.
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2.9 沉默DNMT3B对Hippo信号通路相关基因表达的

影响

Western blot 结果显示，与空白对照组和阴性对照

组比较，实验组细胞的LATS1和BAX的表达水平显著

升高（P<0.05），同时，DNMT3B、YAP1、BCL-2、KI-67的

表达水平显著降低（P<0.05，图7）。空白对照组和阴性

对照组细胞侵袭转移的数目差异没有统计学意义。

3 讨论

研究表明肿瘤细胞中抑癌基因的甲基化失活是促

进肿瘤转移的主要基础，当基因启动子区域出现甲基化

改变，基因表达就会出错，其结果是基因表达沉默产生

非正常蛋白质，干扰正常细胞的构成，使细胞的功能和

身份识别遭到大规模破坏，细胞变异并导致癌症［11-12］。

DNMT3B是一种从头甲基转移酶，可以完全甲基化靶

基因的启动子区域，并且在许多恶性肿瘤中高表达，例

如白血病［13］，黑色素瘤［14］和膀胱癌［15］。最新研究发现

DNMT3B对DNA的从头甲基化起到了主要作用，可使

基因启动子区完全甲基化，其可作为防止抑癌基因甲基

化失活的重要治疗靶点［16］。在肺癌中DNMT3B可介导

MEG3甲基化而低表达，激活Akt/p70S6K/S6轴与HIF-

1α，引起支气管上皮恶性转化，表明肿瘤细胞的恶化依

赖抑癌基因的甲基化失活［17］。同样，在肝癌中

DNMT3B的高表达可造成抑癌基因甲基化失活，直接

影响肝癌患者术后肿瘤的复发与转移［18］。此外,使用去

甲基化药物抑制DNMT3B表达能降低了肿瘤抑制基因

的甲基化程度，从而恢复这些基因的表达，显着降低肿

瘤细胞的增殖和侵袭能力［19-20］。目前，作用于DNMT3B

的去甲基化药物如地西他滨已经在患者中单独使用或

与化疗联合使用，用于治疗抑癌基因的甲基化改变［21］。

本研究结果与之前的研究一致，并进一步表明，

DNMT3B的高表达能够增加患者的肿瘤体积，肝内转

移和血管侵犯的情况。特别是，肝癌DNMT3B高表达

组比DNMT3B低表达组表现出更多的恶性肿瘤的浸润

性生长和较低生存率，这表明DNMT3B能够促进肿瘤

细胞增殖、侵袭，并促进癌细胞的迁移。

那么，DNMT3B到底是如何促进肝癌细胞的增殖

与侵袭的呢？研究表明，LATS1是Hippo信号通路的核

心因子，并已明确LATS1基因启动子区存在大量可发

生甲基化的CpG岛位点，在多种恶性肿瘤中LATS1发

生DNA甲基化而失活，激活YAP1，调控多种促癌因子，

推动肝癌的恶性发展［20－22］。LATS1基因在肝癌中存在

高度甲基化并低表达的情况，LATS1 的低表达导致

YAP1活化，导致其活化进入细胞核，活化的YAP1激活

MAGL并促进肿瘤的恶性发展［24］。作为Hippo信号通

路的核心因子，LATS1在调节下游癌基因YAP的表达

中起关键作用［25-27］。据报道LATS1的缺失导致各种类

型的癌症的形成，包括神经胶质瘤［28］、胃癌［29］和转移性

图3 过表达与沉默DNMT3B后Huh-7细胞中DNMT3B的mRNA和蛋白水平
Fig.3 mRNA and protein expression of DNMT3B in Huh-7 cells transfected with si-DNMT3B and LV-DNMT3B.
A: Expression of si-DNMT3B mRNA (*P<0.05); B: Protein expression of si-DNMT3B; C: Expression of LV-
DNMT3B mRNA (*P<0.05); D: Protein expression of LV-DNMT3B.
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前列腺癌［30］。此外，LATS1活性受到肾细胞癌CpG岛

甲基化的高度抑制，并导致46.7%（14/30）肾癌组织中

LATS1低表达，表明LATS1高甲基化在肾癌中LATS1

的下调中起重要作用［31］。由此推测，DNMT3B通过诱

导LATS1的甲基化从而促进肝癌细胞的增殖和侵袭。

本研究通过免疫组化的方法检测了175例原发性

肝癌患者的DNMT3B表达情况，我们分析了DNMT3B

的表达与患者临床病理特征及预后的关系。本研究发

现DNMT3B在肝癌中阳性表达率显著高于癌旁组织，

DNMT3B在肝癌中的高表达与肿瘤大小、血管侵犯和

肝内转移有密切的关系。通过分析在肝癌中DNMT3B

高表达患者的生存率，本研究发现DNMT3B高表达组

表现出较低的1年和3年肿瘤无瘤生存率与肿瘤特异性

生存率。同时，高DNMT3B的表达与肝癌的不良预后

有密切关系。为了进一步探讨DNMT3B在肝癌恶性发

展中的作用，利用 siRNA干扰DNMT3B的表达，检测

Huh-7细胞中沉默DNMT3B后对细胞增殖与侵袭能力

的影响。结果显示，沉默DNMT3B后Huh-7细胞的增

殖与侵袭能力显著受到抑制。为进一步阐明沉默

DNMT3B在Huh-7细胞中调控细胞增殖侵袭的分子机

制，使用特异性PCR检测肝癌细胞LATS1的甲基化情

况，结果发现沉默DNMT3B显著抑制LATS1的甲基化

水平，恢复其正常表达，并抑制癌基因YAP1的表达，激

活Hippo信号通路，发挥其抑癌作用进而抑制肝癌细胞

的增殖与侵袭能力。

总之，本研究结果表明在肝癌中DNMT3B的表达

量较高，DNMT3B的高表达与肿瘤大小、血管侵犯、肝

内转移密切相关。生存分析结果显示DNMT3B高表达

患者的肿瘤无瘤生存率与肿瘤特异性生存率更低。本

研究表明DNMT3B的高表达能够增加肿瘤的恶性程

度，同时降低患者的生存率。本研究在细胞水平验证了

沉默DNMT3B对肝癌细胞增殖侵袭能力的影响以及其
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图4 过表达与沉默DNMT3B后对Huh-7细胞增殖能力影响
Fig.4 Effect of transfection with si-DNMT3B and LV-DNMT3B on proliferation of Huh-7 cells. A, C: CCK8 assay of cell
proliferation (**P<0.05); B, D: Cell proliferation detected by EDU uptake.
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分子机制，为肝癌的治疗提供了理论基础。当然，本次

临床研究仍有限，未来的研究中将更多的探讨

DNMT3B影响肝癌发生发展的具体的机制以及针对

DNMT3B基因特异性靶向治疗。

图5 过表达与沉默DNMT3B后对Huh-7细胞侵袭及迁移能力的影响
Fig.5 Effects of si-DNMT3B (A) and LV-DNMT3B (B) on invasion and migration of Huh-7 cells (*P<0.05).
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图6 转染 si-DNMT3B后对LATS1的甲基化水
平影响
Fig.6 Effect of transfection with si-DNMT3B on
methylation level of LATS1 in Huh-7 cells.
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图7 沉默DNMT3B对Hippo信号通路相关基因表达的影响
Fig.7 Effect of silencing DNMT3B on the expression of Hippo
signaling pathway-related genes in Huh-7 cells. *P<0.05, **P<
0.01.
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