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[摘  要] 目的：本研究旨在探究长链非编码RNA淋巴瘤易位变体1(lncRNA PVT1)和细胞因子信号抑制

因子2(SOCS2)在胆管癌(CCA)细胞增殖和迁移中的作用,从而为CCA的发病机制提供新的理论见解。方

法：收集2021年10月至2023年11月期间在承德医学院附属医院经手术确诊并经病理诊断的20例胆管癌

患者的癌组织及癌旁组织样本。培养正常胆管上皮细胞(HIBEC)和胆管癌细胞系(RBE、HCCC9810、

HUCCT1)。采用实时定量逆转录PCR(qRT-PCR)检测lncRNA PVT1的表达。将小干扰RNA(siRNA)

转染入HUCCT1细胞以下调lncRNA PVT1的表达。通过细胞计数试剂盒8(CCK-8)检测细胞增殖情况,

采用蛋白质印迹法(WB)分析胆管癌组织和细胞中SOCS2的表达水平,以及lncRNA PVT1敲低前后的情

况。结果：qRT-PCR显示,CCA组织中 lncRNA PVT1的表达显著高于相邻组织(P<0.05)。在细胞系

中,HUCCT1细胞中lncRNA PVT1的表达最高(与HIBEC相比,P<0.0001),且siRNA-PVT1-3的敲低效果

最为显著(P<0.0001)。lncRNA PVT1的敲低显著降低了HUCCT1细胞的增殖(P<0.01)和迁移(P<0.0001)。

WB 结果表明,CCA组织中SOCS2的表达低于正常组织(P<0.05),而敲低lncRNA PVT1后,SOCS2的表达

得以恢复(P<0.0001)。结论：lncRNA PVT1在CCA中表达上调,通过抑制SOCS2促进肿瘤进展。沉默

lncRNA PVT1可恢复SOCS2的表达,从而抑制CCA细胞的增殖。 
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[Abstract] Objective: This study aims to investigate the roles of long non-coding RNA plasmacytoma variant 

translocation 1 (lncRNA PVT1) and cytokine signaling suppressor 2 (SOCS2) in the proliferation and migration 

of cholangiocarcinoma (CCA) cells, thereby providing novel theoretical insights into the pathogenesis of 

CCA.Methods: Cancer and adjacent tissue samples were collected from 20 CCA patients surgically confirmed 

and pathologically diagnosed at Chengde Medical University Affiliated Hospital between October 2021 and 

November 2023. Normal bile duct epithelial cells (HIBEC) and CCA cell lines (RBE, HCCC9810, HUCCT1) 

were cultured. lncRNA PVT1 expression was quantified using real-time quantitative reverse transcription PCR 

(qRT-PCR). Small interfering RNA (siRNA) was transfected into HUCCT1 cells to downregulate lncRNA 

PVT1. Cellular proliferation was assessed via Cell Counting Kit-8 (CCK-8), Western blotting (WB) analyzed 

SOCS2 expression in CCA tissues and cells before and after lncRNA PVT1 knockdown.Results: qRT-PCR 

revealed significantly elevated lncRNA PVT1 expression in CCA tissues compared to adjacent tissues (P < 0.05). 

Among cell lines, HUCCT1 exhibited the highest lncRNA PVT1 expression (P < 0.0001 vs. HIBEC), and 

siRNA-PVT1-3 achieved the most effective knockdown (P < 0.0001). lncRNA PVT1 knockdown markedly 

reduced HUCCT1 proliferation (P < 0.01) and migration (P < 0.0001). WB demonstrated decreased SOCS2 

expression in CCA tissues versus normal tissues (P < 0.05), which was reversed following lncRNA PVT1 

knockdown (P < 0.0001).Conclusion: lncRNA PVT1 is upregulated in CCA and promotes tumor progression 
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by suppressing SOCS2. Silencing lncRNA PVT1 restores SOCS2 expression, thereby inhibiting CCA cell 

proliferation. 
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胆管癌(CCA)是一种起源于胆道系统的高度侵袭性恶性肿

瘤,其特点是起病隐匿、早期诊断困难且预后不良[1]。近年来,

其发病率和死亡率呈上升趋势[2]。尽管手术切除仍是最有效的

治疗方法,但由于早期临床症状不明显且缺乏可靠的生物标志

物,往往导致诊断延迟,大多数患者就诊时已处于晚期,错失了

最佳治疗时机[3]。长链非编码 RNA(lncRNA)是指长度超过200

个核苷酸(nt)的非编码转录本,通过染色质修饰、转录调控和转

录后机制调节基因表达,在肿瘤发生中发挥着关键作用[4]。位于

原癌基因Myc下游50kb处的浆细胞瘤变异转位1(PVT1)lncRNA与

癌症进展密切相关[5]。细胞因子信号抑制因子2(SOCS2)是SOCS

蛋白家族的一员,通过抑制致癌通路发挥肿瘤抑制作用。尽管已

有文献报道SOCS2在乳腺癌中表达下调[6],但其在胆管癌(CCA)

中的作用尚未得到研究。本研究旨在探究长链非编码RNA PVT1

通过调控SOCS2促进胆管癌细胞增殖的机制。 

1 材料与方法 

1.1细胞系及组织样本来源 

实验所需细胞系：正常胆管上皮细胞(HIBEC),CCA细胞

(RBE、HCCC9810和HUCCT1)。其中HIBEC和RBE购买于武汉普诺赛

生命科技公司,HCCC9810和HUCCT1购买于北京珠联合璧生物科

技公司。CCA及癌旁组织；本研究经过我院伦理委员会批准

(LL2021018),收集了承德医学院附属医院在2021年10月至

2023年11月间,经过手术及病理确认的20名胆管癌(CCA)患者

的癌及癌旁组织样本,患者术前均未接受放射或化学治疗。已

取得病人或家属知情同意,并签署知情同意书。 

1.2细胞培养 

将实验所需细胞系分别置入含10%胎牛血清的RPMI-1640培

养基中,标记信息后放入37℃、5%CO2培养箱中培养。 

1.3细胞转染 

按照每孔(2-3)×105细胞铺到六孔板中,24h后细胞密度达到

60%,进行转染。将Lipofectamine3000,siRNA或NC分别加入转染专

用培养基中,静置后混匀,6孔板换液,培养箱中经过48h的培养,收

集细胞。siRNA由广州锐博生物科技有限公司合成,序列见表1。 

表1  siRNA序列表 

产品名称 靶序列(5'-3')

si-h-PVT1_001 GTGACCTTGGCACATACAG

si-h-PVT1_002 GAGCTGCGAGCAAAGATGT

si-h-PVT1_003 GGCACCTTCCAGTGGATTT

Negative control
UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

ACGUGACACGUUCGGAGAATT

Homo GAPDH

GUAUGACAACAGCCUCAAGTT

CUUGAGGCUGUUGUCAUACTT

 

1.4实时荧光定量聚合酶链式反应(qRT-PCR) 

收集组织或细胞,提取总RNA,使用PCR扩增仪将其逆转为

cDNA,以cDNA为模版进行qPCR扩增反应。预变性95℃10min(Taq

酶激活),变性90℃5sec,退火60℃20sec,延伸72℃10sec,共

40-45个循环。实验对照基因为标准内参基因GAPDH。引物见表2。 

表2  qRT-PCR 引物序列 

 

1.5 CCK-8法 

细胞对数期消化重悬后铺板,培养24小时至60%-70%密度转

染。12小时后消化计数,每孔接种2×103细胞于96孔板,加PBS

防蒸发。12小时后吸去旧培养基,加入100μl含10%CCK-8培养

基。分别于0,24,48,72,96小时检测450nm吸光度。 

1.6 Western Blotting实验 

应用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液提取总

蛋白,BCA法测蛋白浓度。计算浓度和上样量,混合后加热冷却,

配制蛋白样品。安装胶,加入样品,恒压电泳,转移至PVDF膜上,

洗膜10min,快速封闭液封闭5min,加入一抗,使其浸泡,4℃冰箱

过夜。TBST洗膜,加入二抗,室温孵育1小时。加入显影液后,用

显影仪显影拍照。以β-actin作为内参。 

1.7统计学方法 

将实验结果收集,每项实验重复至少三次,并使用Graphpad 

Prism10.0进行作图及统计学分析。使用单因素方差分析t检验

进行数据分析,以均值±标准差进行统计,P＜0.05时被认为具

有统计学意义。 

2 结果 

2.1 PVT1在CCA组织和细胞中表达上调 

我们将收集到的20例CCA患者的癌及癌旁组织标本进行

qRT-PCR检测,结果显示lncRNA PVT1在CCA组织中表达上调(图

1A,P<0.05)。将正常胆管上皮细胞(HIBEC)和3种CCA细胞(RBE、

HCCC9810、HUCCT1)qRT-PCR实验,结果显示lnc RNA PVT1在CCA

细胞中的表达水平明显高于正常胆管上皮细胞,且HUCCT1细

胞尤为显著(图1B,P<0.000 1),因此,后续实验选用HUCCT1

细胞。 

2.2敲低lncRNA PVT1抑制HUCCT1的增殖能力 

为检测lncRNA PVT1对CCA细胞增殖能力的影响,我们合成

了si-PVT1序列,si-PVT1-3序列对lncRNA PVT1的敲低效果最为
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显著(图2A,P<0.0001)。接下来,将si-PVT1-3及NC分别转染到

HUCCT1细胞中,用CCK-8法分析转染后的HUCCT1细胞增殖能力的

变化。结果显示,与NC组相比,lncRNA PVT1敲低后细胞活力明显

下降,HUCCT1细胞的增殖活性受到了抑制(图2B)。 

 
图1 lncRNA PVT1在CCA组织及细胞中表达均呈上升趋势 

A：采用qRT-PCR检测组织中lncRNA PVT1的表达B：采用

qRT-PCR分析lncRNA PVT1在HIBEC、RBE、HCCC9810及HUCCT1细

胞系中的表达*P<0.05,**P<0.01,****P<0.0001。 

 

图2 敲低lncRNA PVT1抑制CCA细胞的增殖能力A：通过qRT-PCR

检测三种siRNA的敲低效率B：通过CCK8观察细胞的增殖能力的

变化*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.0001 

2.3 SOCS2在胆管癌中低表达 

为验证SOCS2在HUCCT1细胞中的表达水平,我们进行了WB实

验。结果表明,SOCS2在HUCCT1细胞中低表达(图3A,P<0.05)。随

后,将si-PVT1和阴性对照组(si-NC)转染到HUCCT1细胞中,48小

时后提取细胞总蛋白制备成样品进行实验。结果显示,敲低

lncRNA PVT1增加了SOCS2的表达(图3B,P<0.0001)。 

3 讨论 

CCA是一种肝胆系统常见的具有高度侵袭性的恶性肿瘤,占

消化系统肿瘤的3%[7],但5年生存率仍低于5%。众多研究揭示,

全球范围内CCA的发病率呈现上升趋势,并且预后较差。迫切需

要发现新的早期诊断标志物及其作用靶点,以期为CCA的早期诊

断、治疗和不良预后的改善提供重要支撑。lncRNA可通过表观

遗传修饰、与microRNA(miRNA)和蛋白质的相互作用以及作为

miRNA前体或假基因等调节基因表达,影响细胞增殖、迁移、侵

袭等生命过程。lncRNA与肿瘤侵袭和转移密切相关,如SNHG6在

结直肠癌(CRC)组织和癌细胞系中大量过表达,作为调节关键枢

纽,海绵化miRNA并上调其靶标mRNA的表达；并与TGF-β/Smad

和Wnt/β-catenin等细胞通路相互作用,促进了肿瘤细胞的侵

袭和转移[8]。 

 

图3 WB实验验证SOCS2表达水平 

A：SOCS2在HUCCT1细胞中表达下调B：lncRNA PVT1基因的

下调促进了SOCS2的表达**P<0.01,***P<0.001 

lncRNA PVT1在肾癌、卵巢癌、乳腺癌等多种类型的肿瘤中

高度表达,与不良预后相关。我们通过qRT-PCR进行验证发现

lncRNA PVT1在CCA组织及细胞中的表达水平均呈上调趋势,表

明lncRNA PVT1可能在CCA进展的分子机制中起着至关重要的作

用。CCK-8测定结果证明,敲除lncRNA PVT1导致HUCCT1细胞增殖

显著减少。细胞活力降低表明lncRNA PVT1可能参与促进细胞生

长,通过增强细胞周期进程或抑制凋亡的途径。划痕和

Transwell试验证明,敲除lncRNA PVT1后HUCCT1细胞的迁移能

力受损,这表明lncRNA PVT1可能促进CCA细胞侵袭的特性。有研

究表明,lncRNA PVT1通过与表观遗传修饰复合物(PRC2)结合,

可以调节血管生成素样4(ANGPTL4)启动子的组蛋白甲基化,从

而促进胆管癌细胞增殖和侵袭[9]。由此可见,lncRNA PVT1是参

与CCA发生发展的一个重要的致癌基因。此外,lncRNA PVT1也可

直接与RNA结合蛋白相互作用,在肿瘤中发挥相应的作用。 

SOCS2主要作为细胞因子信号转导的负反馈调节因子。

SOCS2的结构包括一个保守的SH2结构域和一个SOCS盒,SH2结构

域能够与磷酸化的酪氨酸残基结合,从而抑制细胞因子受体的

信号传导,而SOCS盒则具有E3泛素连接酶的功能,能够促进靶蛋

白的泛素化降解[10]。研究表明,SOCS2在多种肿瘤中表现出下调,

提示其在肿瘤抑制中的重要作用。SOCS2的下调可能导致细胞增

殖和迁移能力的增强,从而促进肿瘤的发展。本研究通过WB实验

发现,与正常胆管上皮细胞相比,SOCS2在HUCCT1中的表达量显

著降低。为了进一步探究lncRNA PVT1调控SOCS2的具体机制,
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敲低lncRNA PVT1后使用WB实验检测SOCS2的表达,结果显示

SOCS2的表达量显著增加。因此,lncRNA PVT1与SOCS2结合并影

响其表达,二者的表达呈负相关,而这也间接证明了SOCS2可能

是lncRNA PVT1对CCA产生生物学效应的重要原因。 

本研究也有局限性,体内实验验证不足以及lncRNA PVT1调

控SOCS2的具体机制尚不清楚,仍需要我们继续探索。 

综上所述,本研究确立了lncRNA PVT1和SOCS2表达在CCA发

生发展中的重要作用。通过比较生物信息学分析和各种细胞实

验检测,阐明了lncRNA PVT1对细胞增殖的影响,揭示了其作为

治疗靶点的潜力。lncRNA PVT1通过抑制SOCS2表达加速CCA细胞

的增殖,造成肿瘤进展和患者不良预后。早期识别lncRNA PVT1

的变化并对其进行干预,将对CCA的早期诊断、改善不良预后以

及提高生存率有重要意义。 
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