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NS5ATP3通过调节胆固醇代谢
促进HepG2细胞生长

刘雨薇1, 韩凯2, 韩铭3, 袁晓雪3, 梁璞3, 成军3（1.首都医科大学附属北京地坛医院 急诊科，北京 100015；

2.首都医科大学附属北京世纪坛医院 生物医学创新中心，北京 100038；3.首都医科大学附属北京地坛医

院 传染病研究所，北京 100015）

目的 探讨NS5ATP3在非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）

相关肝细胞癌（hepatic cell carcinoma，HCC）发生发展中的作用机制。方法 转染

pNS5ATP3或si-NS5ATP3后检测HepG2细胞内总胆固醇（total cholesterol，TC）水

平，分别采用CCK8法、划痕实验、Caspase-3活性检测法检测细胞增殖、凋亡及迁

移情况。通过聚合酶链式反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-
PCR）和Western blot检测胆固醇合成、细胞增殖、凋亡及细胞周期相关基因和蛋白

（SREBP2、HMGCR、FoxM1）的表达。比较共转染pNS5ATP3和si-HMGCR与单纯转

染pNS5ATP3时下游HCC关键基因FoxM1的表达水平及细胞增殖能力。结果 NS5ATP3
过表达增加了细胞内TC水平 [（0.044 ± 0.008）pmol/mg vs（0.034 ± 0.004）pmol/mg；
t = 3.231，P = 0.023）]，而NS5ATP3沉默后降低了TC水平 [（0.025 ± 0.002）pmol/mg vs
（0.033 ± 0.003）pmol/mg；t = 3.846，P = 0.009）]。Western blot表明，与对照组相

比，过表达NS5ATP3可引起SREBP2和HMGCR蛋白水平增加，p-AMPKα水平显著降

低；沉默NS5ATP3后，SREBP2和HMGCR蛋白水平下降，p-AMPKα水平增高。qRT-
PCR结果也显示，与对照组相比，NS5ATP3过表达上调SREBP2 mRNA（2.45 ± 0.75 vs 
1 ± 0.33；t = 5.159，P = 0.037）和HMGCR mRNA（2.30 ± 0.30 vs 1 ± 0.10；t = 4.432，
P = 0.047）的表达，而沉默NS5ATP3后，SREBP2 mRNA（0.24 ± 0.21 vs 1 ± 0.26；t = 
4.769，P = 0.041）和HMGCR mRNA（0.47 ± 0.13 vs 1 ± 0.21；t = 4.522，P = 0.046）
表达水平显著下降。在48 h和72 h时，过表达NS5ATP3组细胞相对活力显著高于对照组

（1.85 ± 0.06 vs 1.56 ± 0.12，t = 4.583，P = 0.010；3.08 ± 0.19 vs 2.61 ± 0.21，t = 4.790，
P = 0.009），24 h时差异无统计学意义（1.10 ± 0.06 vs 1 ± 0.08，t = 1.873，P = 0.088）。

在24 h、48 h和72 h时，沉默NS5ATP3组细胞相对活力均显著低于对照组（0.90 ± 0.07 
vs 0.98 ± 0.09，t = 3.378，P = 0.020；1.57 ± 0.05 vs 1.63 ± 0.11，t = 2.717，P = 0.035；
1.82 ± 0.23 vs 2.61 ± 0.21，t = 5.010，P = 0.004）。与对照组相比，过表达NS5ATP3后，

细胞中caspase-3/7水平降低（0.69 ± 0.09 vs 1 ± 0.15；t = 3.128，P = 0.026），而沉默

siNS5ATP3后，caspase-3/7活性增高（1.34 ± 0.11 vs 1 ± 0.05；t = 5.141，P = 0.004）。

在24 h、48 h和72 h，过表达NS5ATP3后，细胞迁移率显著升高（21.00 ± 2.08 vs 33.33 ± 
2.40，t = 3.879，P = 0.018；67.33 ±1.20 vs 78.00 ±1.53，t = 5.488，P = 0.005；85.33 ± 
2.60 vs 99.00 ± 0.58，t = 5.125，P = 0.007）；沉默NS5ATP3后，细胞迁移能力显著下

降（36.00 ± 2.65 vs 24.33 ± 2.91，t = 2.969，P = 0.041；67.33 ± 1.20 vs 48.00 ± 3.22，
t =5.633，P = 0.005；92.33 ± 1.45 vs 83.33 ± 1.67，t = 4.070，P = 0.015）。过表达

NS5ATP可显著上调FoxM1 mRNA（1.43 ± 0.10 vs 1 ± 0.06；t = 3.533，P = 0.024）和

CCNB1 mRNA表达（2.07 ± 0.16 vs 1 ± 0.28；t = 4.305，P = 0.013）；沉默NS5ATP3可显

著下调FoxM1 mRNA（0.47 ± 0.17 vs 1 ± 0.21；t = 3.153，P = 0.034）和CCNB1 mRNA
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（0.49 ± 0.20 vs 1 ± 0.11；t = 3.676，P = 0.021）的表达水平。Western blot表明，过表达

NS5ATP3后，FoxM1和Bcl-2的蛋白质表达水平上调；沉默NS5ATP3后，FoxM1和Bcl-2
的蛋白表达水平下调。HMGCR基因沉默后FoxM1 mRNA（0.63 ± 0.18 vs 1 ± 0.17；t = 
2.698，P = 0.036）和蛋白质表达水平均显著下降，提示FoxM1受HMGCR调控。与单

纯过表达NS5ATP3相比，同时过表达NS5ATP3和沉默HMGCR，HMGCR mRNA（0.83 ± 
0.17 vs 2.13 ± 0.26；t = 7.776，P = 0.016）和FoxM1 mRNA（0.92 ± 0.21 vs 1.48 ± 0.10；
t = 4.323，P = 0.049）表达水平均显著下降，48 h细胞增殖相对活力也显著降低（0.91 ± 
0.18 vs 1.33 ± 0.04；t = 4.946，P = 0.016）。结论 NS5ATP3通过HMGCR-FoxM1轴参与

HCC的发生发展，部分解释了NAFLD相关HCC的分子机制。

关键词：肝细胞癌；胆固醇代谢；NS5ATP3；FoxM1；HMGCR

NS5ATP3 promotes HepG2 cell growth by regulating cholesterol metabolism
Liu Yuwei1, Han Kai2, Han Ming3, Yuan Xiaoxue3, Liang Pu3, Cheng Jun3 (1.Department 
of Emergency, Beijing Ditan Hospital, Capital Medical University, Beijing 100015, China; 
2.Biomedical Inovation Center, Beijing Shijitan Hospital, Capital Medical University, Beijing 
100038, China; 2.Institute of Infectious Diseases, Beijing Ditan Hospital, Capital Medical 
University, Beijing 100015, China)
Abstract: Objective To investigate the mechanism of NS5ATP3 in the occurrence and 
development of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)-related hepatocellular carcinoma 
(HCC). Methods The HepG2 cell line was transfected with pNS5ATP3 or si-NS5ATP3, and the 
concentration of total cholesterol (TC), cell proliferation, apoptosis and migration were detected by 
TC test kit, CCK8 method, scratch test and caspase-3 activity detection, respectively. Meanwhile, 
key genes and proteins (SREBP2, HMGCR, FoxM1) involved in cholesterol synthesis, cell 
proliferation, apoptosis and cell cycle were dectected by quantitative real-time polymerase chain 
reaction (qRT-PCR) and Western blot assay. Expression of FoxM1, which had important roles 
in the tumorigenesis of HCC and cell proliferation were compared between HepG2 cell line 
transfected with pNS5ATP3 or co-transfected with pNS5ATP3 and si-HMGCR. Results NS5ATP3 
overexpression increased the intracellular TC level [(0.044 ± 0.008) pmol/mg vs (0.034 ± 
0.004) pmol/mg; t = 3.231, P = 0.023)], while NS5ATP3 silencing decreased the TC level [(0.025 ± 
0.002) pmol/mg vs (0.033 ± 0.003) pmol/mg; t = 3.846, P = 0.009)]. Western blot showed that 
overexpression of NS5ATP3 could increase the protein levels of SREBP2 and HMGCR and 
decrease the protein level of p-AMPKα; after silencing NS5ATP3, the protein levels of SREBP2 
and HMGCR decreased and p-AMPKα increased. qRT-PCR results also showed that compared 
with the control group, NS5ATP3 overexpression could up-regulate the mRNA expression of 
SREBP2 (2.45 ± 0.75 vs 1 ± 0.33; t = 5.159, P = 0.037) and HMGCR (2.30 ± 0.30 vs 1 ± 0.10; t = 
4.432, P = 0.047). After NS5ATP3 was silenced, the mRNA level of SREBP2 (0.24 ± 0.21 vs 1 ± 0.26; 
t = 4.769, P = 0.041) and HMGCR (0.47± 0.13 vs 1 ± 0.21; t = 4.522, P = 0.046) decreased. At 48 h 
and 72 h, the relative viability of cells in NS5ATP3 overexpression group was significantly higher 
than that in control group (1.85 ± 0.06 vs 1.56 ± 0.12, t = 4.583, P = 0.010; 3.08 ± 0.19 vs 2.61 ± 0.21, 
t = 4.790, P = 0.009) and there was no significant difference at 24 h (1.10 ± 0.06 vs 1 ± 0.08, t = 1.873, 
P = 0.088). At 24 h, 48 h and 72 h, the relative viability of cells in NS5ATP3 silenced group was 
significantly lower than that in control group (0.90 ± 0.07 vs 0.98 ± 0.09, t = 3.378, P = 0.020; 
1.57 ± 0.05 vs 1.63 ± 0.11, t = 2.717, P = 0.035; 1.82 ± 0.23 vs 2.61 ± 0.21, t = 5.010, P = 0.004).
Compared with control group, the level of caspase-3/7 decreased after NS5ATP3 overexpression 
(0.69 ± 0.09 vs 1 ± 0.15; t = 3.128, P = 0.026), while the activity of caspase-3/7 increased after 
silencing NS5ATP3 (1.34 ± 0.11 vs 1 ± 0.05; t = 5.141, P = 0.004). After overexpression of 
NS5ATP3 at 24 h, 48 h and 72 h, the cell migration ability increased significantly (21.00 ± 2.08 vs 
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33.33 ± 2.40, t = 3.879, P = 0.018; 67.33 ± 1.20 vs 78.00 ± 1.53, t = 5.488, P = 0.005; 85.33 ± 2.60 vs 
99.00 ± 0.58, t = 5.125, P = 0.007) and after silencing NS5ATP3, the cell migration ability 
decreased significantly (36.00 ± 2.65 vs 24.33 ± 2.91, t = 2.969, P = 0.041; 67.33 ± 1.20 
vs 48.00 ± 3.22, t =5.633, P = 0.005; 92.33 ± 1.45 vs 83.33 ± 1.67, t = 4.070, P = 0.015). 
Overexpression NS5ATP3 significantly up-regulated the mRNA levels of FoxM1 (1.43 ± 0.10 vs 
1 ± 0.06; t = 3.533, P = 0.024) and CCNB1 (2.07 ± 0.16 vs 1 ± 0.28; t = 4.305, P = 0.013), 
silencing NS5ATP3 significantly decreased the mRNA levels of FoxM1 (0.47 ± 0.17 vs 1 ± 
0.21; t = 3.153, P = 0.034) and CCNB1 (0.49 ± 0.20 vs 1 ± 0.11; t = 3.676, P = 0.021). Western 
blot showed that the protein expression levels of FoxM1 and Bcl-2 were up-regulated after 
overexpression of NS5ATP3. After silencing NS5ATP3, the protein levels of FoxM1 and Bcl-2 were 
down-regulated. After silencing HMGCR, the mRNA (0.63 ± 0.18 vs 1 ± 0.17; t = 2.698, P = 
0.036) and protein expression levels of FoxM1 decreased significantly, suggesting that FoxM1 
was regulated by HMGCR. Compared with overexpression of NS5ATP3 group, the mRNA levels 
of HMGCR (0.83 ± 0.17 vs 2.13 ± 0.26; t = 7.776, P = 0.016) and FoxM1 (0.92 ± 0.21 vs 1.48 ± 
0.10; t = 4.323, P = 0.049) in the group of both overexpression NS5ATP3 and silencing HMGCR 
decreased significantly, and the ability of cell proliferation decreased significantly at 48 h (0.91 ± 
0.18 vs 1.33 ± 0.04; t = 4.946, P = 0.016). Conclusions NS5ATP3 participated in the occurrence 
and development of HCC through HMGCR-FoxM1 axis, and ultimately participated in the 
transformation of NAFLD to HCC.
Key words: Hepatocellular carcinoma; Cholesterol metabolism; NS5ATP3; FoxM1; HMGCR

肝细胞癌（hepatic cell carcinoma，HCC）是肝脏

常见的异质性癌症，严重危害人类健康
[1]。HCC病因

较多，以往乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）

和丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）感染造成

的慢性病毒性肝炎是HCC的主要原因。近年来，通

过疫苗接种及抗病毒治疗，各类慢性病毒性肝炎得

到控制，病毒性肝炎相关HCC发病率逐渐下降。有

研究表明，自20世纪中期开始广泛接种乙肝疫苗以

来，HBV相关肝癌发病率下降了70%～85%[2]。然而

随着个体饮食和生活方式的改变，与非酒精性脂肪

性肝病（non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD）

相关的HCC发病率逐年增加[3]。NAFLD是一种临床

综合性疾病，其病变特征涵盖了从简单的脂肪变性

到以肝细胞损伤、炎症或纤维化为特征的非酒精性

脂肪性肝炎（non-alcoholic steatohepatitis，NASH）[4]，

并可进一步发展为肝纤维化、肝硬化和HCC[5]。大

量研究证实NAFLD是HCC的独立危险因素[6]。在

NAFLD向HCC的演变中，包括胆固醇代谢在内的细

胞代谢和能量功能障碍发挥关键作用。研究表明，

负责胆固醇生物合成的甲羟戊酸途径的过度激活

可促进HCC形成[7,8]，而3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶A
还原酶（3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase，
HMGCR）是甲羟戊酸途径的限速酶，它可通过调

控胆固醇合成参与肿瘤的发生发展过程[9]。但调控

这些关键代谢限速酶的上游机制尚未明确。丙型肝

炎病毒非结构蛋白5A反式激活基因（hepatitis C virus 
NS5A-transactivated protein 3，NS5ATP3）是由本实

验室通过酵母双杂交技术鉴别得到的一种新基因，

既往研究表明凋亡相关分子p53蛋白和胆固醇代谢相

关的miR-145均可调节NS5ATP3的表达[10,11]。由于p53
基因是人体内重要的抑癌基因，而miR-145可限制动

脉粥样硬化斑块形态和细胞组成[12]。这些研究间接

表明NS5ATP3可能在HCC和胆固醇代谢中发挥一定作

用，但具体作用及机制目前尚未明确。综合上述研

究，我们假设NS5ATP3可能通过调节胆固醇代谢参与

NAFLD向HCC的演化进程。为探讨这一问题，本研究

通过体外细胞实验，使用HepG2细胞系分析NS5ATP3
在NAFLD相关HCC进展过程中的分子机制。

1 资料与方法

1.1 细胞培养和质粒转染  肝癌细胞系HepG2细胞由

本实验室保存，用含有10%新生牛血清和100单位/ml
青霉素、100 mg/ml链霉素（美国GIBCO公司）的

DMEM培养基，在37 ℃、5% CO2条件下培养。

根据说明书操作，使用jetPRIME（法国Polyplus-
transfection公司）瞬时转染pcDNA3.1/myc-His-
NS5ATP3（pNS5ATP3）或NS5ATP3的siRNA（si-
NS5ATP3）（苏州吉玛基因公司）。

1.2 细胞内总胆固醇水平的检测  HepG2细胞转染

48 h后，按照说明书操作，使用组织细胞总胆固醇

（total cholesterol，TC）检测试剂盒（北京普利莱
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公司）检测HepG2细胞内TC水平。使用细胞总蛋白

浓度对胆固醇水平进行标化。

1 . 3  R N A提取和实时荧光定量聚合酶链式反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction，
qRT-PCR）检测基因表达  按说明书操作，使用总

RNA试剂盒（美国Omega公司）从HepG2细胞中

提取总RNA。使用PrimeScript RT试剂盒（日本

TaKaRa公司）将总RNA逆转录为cDNA。通过qRT-
PCR（美国ABI公司）扩增获得mRNA相对表达水

平。引物序列见表1。
1.4 Western blot检测蛋白表达  HepG2细胞在含有蛋

白酶抑制剂（5872 s，美国CST公司）的哺乳动物

细胞裂解缓冲液中4 ℃下裂解30 min，使用Pierce 
BCA检测试剂盒（23225，美国Thermo Scientific公
司）测量蛋白质浓度。将60 mg总蛋白质进行SDS-
PAGE电泳，然后转印到PVDF膜（ISEQ00010，美

国Millipore公司）上。用5%脱脂牛奶封闭1 h后，

将膜与指定的一抗在4 ℃下孵育过夜。使用以下

一抗：抗NS5ATP3（美国Invitrogen公司）、抗胆

固醇调节元件结合蛋白2（sterol-regulatory element 
binding protein 2，SREBP2）（美国CST公司）、

抗HMGCR（美国Abcam公司）、抗GAPDH（美国

Abcam公司）、抗p-AMPKα（美国Abcam公司）、

抗AMPK（美国Abcam公司）、抗Forkhead家族转

录因子叉头框蛋白M1（forkhead box protein M1，
FoxM1）（美国Abcam公司）、抗Bcl-2（美国CST
公司）。然后，将膜与抗兔或抗小鼠二抗（中国中

杉金桥公司）在室温下孵育1 h，使用增强型化学发

光系统（美国Millipore公司）检测蛋白质条带，并使

用Fusion Solo系统（VILBER，法国）进行分析。

1.5 CCK8法、划痕实验检测细胞增殖及迁移能力  实
验处理前将HepG2细胞以10000个细胞/孔的密度接

种到96孔板上。24 h细胞贴壁后，去除培养基并更

换为100 μl培养基和10 μl CCK-8溶液（日本Dojindo
公司）。37 ℃孵育30 min，使用Varioskan Flash
（美国Thermo Fisher Scientific公司）在450 nm处测

量吸光度。采用12孔板培养细胞，在板底画线标

记，待细胞增殖到80%～90%时，用小号枪头尖端

垂直于标记线进行划痕，用PBS洗涤3次去除漂浮

的细胞，换无血清的DMEM培养基培养。在0 h、
24 h、48 h和72 h在显微镜下观察细胞划痕愈合情况

并计算迁移率（迁移率=迁移距离/原始距离）。

1.6 Caspase-3/7活性检测  将HepG2细胞以15000个
细胞/孔的密度接种到96孔板上。转染后48 h移除

培养基并更换为100 μl caspase-Glo 3/7试剂（美

国Promega公司）。室温下裂解细胞1 h。然后

使用Veritas Microplate Luminometer（美国Turner 
Biosystems公司）测量上清液Caspase-3/7活性。

1.7 统计学处理  使用SPSS 17.0软件和GraphPad 
Prism 7软件进行统计学分析，所有数据均符合正态

分布，以 x ± s表示，两组间比较采用独立样本t检
验。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NS5ATP3调节HepG2细胞内TC水平  NS5ATP3过表

达增加了细胞内TC水平 [（0.044 ± 0.008）pmol/mg                                                                                         
vs（0.034 ± 0.004）pmol/mg；t  = 3.231，P  = 
0.023）]，而NS5ATP3沉默后降低了TC水平 [（0.025 ±                                                       
0.002）pmol/mg vs（0.033 ± 0.003）pmol/mg；t = 
3.846，P = 0.009）]，见图1。
2.2 NS5ATP3通过SREBP2/HMGCR信号转导通路调节

HepG2细胞内TC水平  Western blot表明，与对照组相

比，过表达NS5ATP3可引起SREBP2和HMGCR蛋白

水平增加，p-AMPKα水平显著降低；沉默NS5ATP3
后，SREBP2和HMGCR蛋白水平下降，p-AMPKα
水平增加，见图2A、2B。qRT-PCR结果也显示，与

对照组相比，NS5ATP3过表达上调SREBP2 mRNA
（2.45 ± 0.75 vs 1 ± 0.33；t = 5.159，P = 0.037）和

HMGCR mRNA（2.30 ± 0.30 vs 1 ± 0.10；t = 4.432，
P = 0.047）的表达，而沉默NS5ATP3后，SREBP2 
mRNA（0.24 ± 0.21 vs 1 ± 0.26；t = 4.769，P = 0.041）
和HMGCR mRNA（0.47 ± 0.13 vs 1 ± 0.21；t = 4.522，
P = 0.046）表达水平显著下降，见图2C、2D。

表 1    引物序列

基因 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’）
β-actin CATCCGCAAAGAC CTG AGTACTTGCGCTCAGGAGGA
NS5ATP3 TTGAGTGAACCTCTGTATGTGC CCTCACACGAGACTTTTTGGG
SREBP2 CCCTTCAGTGCAACGGTCATTCAC TGCCATTGGCCGTTTGTGTC
HMGCR CTTGTGTGTCCTTGGTATTAGAGC ATCATCTTGACCCTCTGAGTTACAG
FoxM1 AGAAGTGACCCTGGAGACCT CCTGCTGCCTCACCATCTG
CCNB1 GCAGCAGGAGCTTTTTGCTT CCAGGTGCTGCATAACTGGA

注：β-actin 为 β- 肌动蛋白，NS5ATP3 为丙型肝炎病毒非结构蛋白 5A 反式激活基因（hepatitis C virus NS5A-transactivated protein 
3），SREBP2 为胆固醇调节元件结合蛋白（sterol-regulatory element binding proteins），HMGCR 为 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰辅酶 A 还原酶
（3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase），FoxM1 为叉头框 M1 蛋白（forkhead Box M1），CCNB1 为细胞周期蛋白 B1（cyclinB1）。
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2.3 NS5ATP3对细胞增殖、迁移和凋亡的影响  在48 h
和72 h时，过表达NS5ATP3组细胞相对活力显著高

于对照组（1.85 ± 0.06 vs 1.56 ± 0.12，t = 4.583，
P = 0.010；3.08 ± 0.19 vs 2.61 ± 0.21，t = 4.790，P = 
0.009），24 h时差异无统计学意义（1.10 ± 0.06 vs 
1 ± 0.08，t = 1.873，P = 0.088）。在24 h、48 h和
72 h时，沉默NS5ATP3组细胞相对活力均显著低

于对照组（0.90 ± 0.07 vs 0.98 ± 0.09，t = 3.378，
P = 0.020；1.57 ± 0.05 vs 1.63 ± 0.11，t = 2.717，
P = 0.035；1.82 ± 0.23 vs 2.61 ± 0.21，t = 5.010，P = 
0.004），见图3A、3B。此外，与对照组相比，过

表达NS5ATP3后，细胞中caspase-3/7水平降低（0.69 ± 

0.09 vs 1 ± 0.15；t = 3.128，P = 0.026），而沉默

NS5ATP3后，caspase-3/7活性增加（1.34 ± 0.11 vs 
1 ± 0.05；t = 5.141，P = 0.004），见图3C、3D。在

24 h、48 h和72 h，过表达NS5ATP3后，细胞迁移率

显著升高（21.00 ± 2.08 vs 33.33 ± 2.40，t = 3.879，
P = 0.018；67.33 ± 1.20 vs 78.00 ± 1.53，t = 5.488，
P = 0.005；85.33 ± 2.60 vs 99.00 ± 0.58，t = 5.125，
P = 0.007）；沉默NS5ATP3后，细胞迁移能力显著

下调（36.00 ± 2.65 vs 24.33 ± 2.91，t = 2.969，P = 
0.041；67.33 ± 1.20 vs 48.00 ± 3.22，t = 5.633，P = 
0.005；92.33 ± 1.45 vs 83.33 ± 1.67，t = 4.070，P = 
0.015），见图3E～3H。以上结果表明NS5ATP3可

图 1    NS5ATP3 对细胞内 TC 含量的影响
注：A 以 pcDNA3.1/myc-His-NC（pNC）载体作为对照，用 pcDNA3.1/myc-His-NS5ATP3 载体（pNS5ATP3）转染导致细胞内 TC

含量增加（t = 3.231，P = 0.023）；B 与阴性对照（siNC）相比，沉默 NS5ATP3（siNS5ATP3）降低了细胞内 TC 含量（t = 3.846，
P = 0.009）；*P ＜ 0.05。

图 2    NS5ATP3 对 SREBP2、HMGCR 蛋白和 mRNA 水平以及 p-AMPK 蛋白水平的调节作用
注：A、C 为 NS5ATP3 过表达导致 SREBP2 和 HMGCR 在蛋白质和 mRNA 水平上的表达增加，p-AMPKα 表达水平显著降低；B、D

为 NS5ATP3 的沉默降低了 SREBP2 和 HMGCR 在蛋白质和 mRNA 水平上的表达，p-AMPKα 表达显著上调；*P ＜ 0.05。

A

A

C

B

B

D
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图 3    NS5ATP3 促进细胞增殖、迁移并抑制细胞凋亡
注：A 图示过表达 NS5ATP3 在 48 h 和 72 h 显著促进 HepG2 细胞增殖；B 图示沉默 NS5ATP3 在所有时间点均抑制 HepG2 细胞增

殖；C 图示 NS5ATP3 过表达组 caspase-3/7 水平受抑制，D 图示转染 siNS5ATP3 后，caspase-3/7 活性得到促进；E ～ H 示在每个时间点，
NS5ATP3 过表达组细胞迁移更快，而沉默 NS5ATP3 后细胞迁移更慢；*P ＜ 0.05。

E
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图 4    NS5ATP3 对 FoxM1、细胞增殖、凋亡和细胞周期相关基因 mRNA 和蛋白水平的调控作用
注：A、B、C 示 NS5ATP3 过表达上调 FoxM1、CCNB1 mRNA 表达水平和 FoxM1、Bcl-2 蛋白表达水平；D、E、F 示 NS5ATP3 沉默

下调 FoxM1、CCNB1 mRNA 表达水平和 FoxM1、Bcl-2 蛋白表达水平；*P ＜ 0.05。

促进细胞增殖和迁移并抑制细胞凋亡。

2.4 NS5ATP3调节FoxM1、细胞增殖、凋亡和细

胞周期相关基因的表达   过表达NS5ATP可显著

上调FoxM1 mRNA（1.43 ± 0.10 vs 1 ± 0.06；t = 
3.533，P = 0.024）和CCNB1 mRNA的表达（2.07 ±                                                                                  
0.16 vs 1 ± 0.28；t = 4.305，P = 0.013）；沉默

NS5ATP3可显著下调FoxM1 mRNA（0.47 ± 0.17 
vs 1 ± 0.21；t = 3.153，P = 0.034）和CCNB1 
mRNA（0.49 ± 0.20 vs 1 ± 0.11；t = 3.676，P = 
0.021）的表达水平。Western blot表明，过表达

NS5ATP3后，FoxM1和Bcl-2蛋白表达水平上调；沉

默NS5ATP3后，FoxM1和Bcl-2蛋白表达水平下调。

见图4。

2.5 HMGCR调节FoxM1的表达  HMGCR基因沉默后

FoxM1 mRNA（0.63 ± 0.18 vs 1 ± 0.17；t = 2.698，
P = 0.036）和蛋白表达水平均显著下降，提示

FoxM1受HMGCR调控，见图5。
2.6 NS5ATP3通过HMGCR调控FoxM1表达促进细

胞增殖  与单纯过表达NS5ATP3相比，同时过表达

NS5ATP3和沉默HMGCR，HMGCR mRNA（0.83 ± 
0.17 vs 2.13 ± 0.26；t = 7.776，P = 0.016）和FoxM1 
mRNA（0.92 ± 0.21 vs 1.48 ± 0.10；t = 4.323，P = 
0.049）表达水平均显著下降，48 h细胞增殖相对

活力也显著降低（0.91 ± 0.18 vs 1.33 ± 0.04；t = 
4.946，P = 0.016）。提示NS5ATP3通过HMGCR调
控FoxM1表达，从而促进细胞增殖。
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图 6    NS5ATP3 部分通过 HMGCR 调控 FoxM1 表达促进细胞增殖
注：A 图示与单纯过表达 NS5ATP3 相比，同时过表达 NS5ATP3 和沉默 HMGCR，HMGCR 和 FoxM1 mRNA 表达水平显著下降；B 图

示与单纯过表达 NS5ATP3 相比，同时过表达 NS5ATP3 和沉默 HMGCR，48 h 细胞增殖能力也显著降低；*P ＜ 0.05。

A                                                                                                    B

图 5    HMGCR 调控 FoxM1 表达
注：A 示 HMGCR 沉默导致 HepG2 细胞中 FoxM1 mRNA 表达水平下降；B 示 HMGCR 沉默导致 HepG2 细胞中 FoxM1 蛋白水平

表达降低；*P ＜ 0.05。

3 讨论

HCC是常见的肝脏恶性肿瘤，发病率和恶性程

度均较高。NAFLD、2型糖尿病和代谢综合征等近

年来也被认为是HCC的诱发因素之一。NAFLD是

全球最常见的慢性肝病[13,14]，其主要表现为肝脏脂

肪代谢功能障碍，大量脂肪类物质蓄积造成肝细胞

脂肪变性，尽管这种变性是可逆的，仍有部分患者

会进展为NASH，而NASH可能会发展为HCC。胆

固醇是在NASH期间观察到的一种已知的细胞毒性

脂质[15]，其可能会诱导NASH发展为HCC，但具体

作用机制尚未明确。

在NAFLD发生发展的众多潜在机制中，AMPK
参与的能量代谢紊乱是近年来的研究热点。AMPK
负责多种代谢酶的磷酸化和失活，包括糖原合

酶、乙酰辅酶A羧化酶（acetyl CoA carboxylase，
ACC）、SREBP2、HMGCR和CREB调节的转录共

激活因子2（CREB-regulated transcription coactivator 
2，CRTC2） [16,17]。最近研究表明，AMPK可能

是代谢紊乱的治疗靶点 [18,19]，其可与SREBP-1和
SREBP-2相互作用并使其磷酸化，通过阻遏蛋白水

解成熟和核转位来抑制SREBP激活途径[20]。此外，

胆固醇合成限速酶HMGCR的启动子含有SRE结合

位点，是SREBP-2蛋白的靶标[21]。因此，AMPK磷

酸化后会抑制SREBP2/HMGCR信号转导通路，减

少胆固醇合成，从而抑制NAFLD进展。本研究则

证明了沉默NS5ATP3后激活了AMPK磷酸化，导致

SREBP2和HMGCR mRNA和蛋白质水平降低，从

而降低细胞内总胆固醇水平。而当NS5ATP3过表达

时则促进细胞内胆固醇水平生成。以上结果提示

NS5ATP3通过p-AMPK/SREBP2/HMGCR信号转导通

路参与了胆固醇合成过程，从而在NAFLD发生发

展中发挥作用。

NAFLD向HCC的转变需要多种分子协同作

用，在这些分子中FoxM1起关键作用。首先，

FoxM1是一种与癌症高度相关的转录因子，在包

括HCC在内的多种人类癌症中均有高表达[22,23]。小
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鼠遗传学研究表明FoxM1与HCC的进展和转移有

关[24,25]。并且，肿瘤组织中FoxM1的表达是影响肝

癌术后复发和总生存率的独立预后因素，这表明

FoxM1可能不仅是一个潜在的治疗靶点，也是评价

肝癌预后的生物标志物[26,27]。其次，FoxM1也是控

制胆固醇生物合成的甲羟戊酸途径下游的重要靶点

之一。研究发现，他汀类药物即HMGCR抑制剂，

可显著降低FoxM1的表达[28]。本研究也再次证实了

这一点，当沉默HMGCR后，FoxM1表达也显著下

降。同时，在临床样本中也观察到FoxM1基因表达

与HMGCR或SREBP2在HCC组织中的表达显著正

相关。此外，FoxM1和HMGCR或SREBP2表达决定

了肝癌患者的预后[28]。结合以上研究结果可推论，

NAFLD患者SREBP2/HMGCR途径表达异常会影响

FoxM1表达，进而参与HCC的发生发展过程。本

研究表明NS5ATP3对p-AMPK/SREBP2/HMGCR信
号转导通路具有调控作用，那么NS5ATP3是否会通

过HMGCR进一步调控FoxM1的表达呢？这是本研

究接下来的重点。研究结果显示，过表达NS5ATP3
后，HMGCR表达水平升高，进而导致FoxM1的表

达显著升高，并间接对HepG2细胞的增殖、迁移

起促进作用。而将HMGCR沉默后，可解除过表达

NS5ATP3对FoxM1表达和HepG2细胞增殖能力的影

响。上述研究结果表明，NS5ATP3高表达会激活

AMPK通路中的重要分子HMGCR，加剧脂肪肝症

状，并进一步促进FoxM1的表达而参与NAFLD向

HCC的转变。

本研究同样也存在不足。本研究希望发现

NAFLD向HCC转变的分子机制，HCC的发生发展

包括癌细胞增殖、凋亡及迁移等。本研究中关键

基因NS5ATP3具有促进细胞增殖、迁移及抑制凋亡

的作用。但本研究仅发现NS5ATP3可通过HMGCR
调控FoxM1表达，进而促进HepG2细胞增殖，而

NS5ATP3在HCC中促进迁移、抑制凋亡的作用是否

与NAFLD具有相关性，其机制为何，目前暂不清

楚，这也是未来继续研究的重点。

综上，新基因NS5ATP3可通过抑制AMPK磷酸化

上调SREBP2/HMGCR表达促进肝脏胆固醇合成，并

通过HMGCR-FoxM1轴参与HCC的发生发展。
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