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【摘要】目的  探讨硫利达嗪对肝癌 Huh-7 细胞生物行为的影响和机制。方法  

肝癌 Huh-7 细胞分为对照组及硫利达嗪低、中、高浓度组。转染 miR-3174 模拟物及

其阴性对照、miR-3174 抑制物及其阴性对照至 Huh-7 细胞，并用硫利达嗪处理 miR-

3174 模拟物。CCK-8 法和平板克隆实验检测硫利达嗪对 Huh-7 细胞增殖的影响；划痕

愈合实验和 Transwell 实验检测硫利达嗪对 Huh-7 细胞迁移和侵袭的影响；实时荧光定

量 PCR 检测硫利达嗪对 Huh-7 细胞中 miR-3174 表达的影响。蛋白质印迹法检测 E- 钙

黏蛋白（E-cadherin）和 N- 钙黏蛋白（N-cadherin）的表达。并通过上述方法检测干

扰 miR-3174 表达或上调 miR-3174 联合硫利达嗪对 Huh-7 细胞生物行为的影响。结果  

硫利达嗪处理和干扰 miR-3174 表达后 Huh-7 细胞中 miR-3174 表达降低，增殖、迁移

和侵袭能力及 N-cadherin 蛋白表达降低，E-cadherin 蛋白表达升高（P ＜ 0.05）。上调

miR-3174 表达可减弱硫利达嗪处理对 Huh-7 细胞恶性生物学行为的影响。结论  硫利达

嗪通过下调 miR-3174 表达可抑制肝癌 Huh-7 细胞增殖、迁移和侵袭。
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【Abstract】Objective  To study the effect and possible mechanism of thioridazine on 
the biological behavior of liver cancer Huh-7 cells. Methods  Hepatocellular carcinoma Huh- 7 
cells were randomly divided into a control group and low, medium, and high concentration 
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groups of thiazidine. The miR-3174 mimics and its negative control, miR-3174 inhibitor and 
its negative control were transfectel to Huh-7 cells, and the miR-3174 mimics and its negative 
control were treated with thiolidazine. Effect of thioridazine on the proliferation of Huh-7 cells 
was assessed by CCK-8 method and plate cloning experiment; effect of thioridazine on the 
migration and invasion of Huh-7 cells was calculated using scratch healing test and Transwell 
experiment; effect of thioridazine on the expression of miR-3174 in Huh-7 cells was detected 
by RT-qPCR; E-cadherin and N-cadherin proteins expression was analyzed using Western 
blotting. The effects of interference with miR-3174 or miR-3174 up-regulation combined 
with thioridazine on the biological behavior of Huh-7 cells were detected by the above 
methods. Results  After thiolidazine treatment and interference with miR-3174 expression, 
miR-3174 expression in Huh-7 cells was decreased, proliferation, migration and invasion 
ability, N-cadherin protein expression were decreased, and E-cadherin protein expression 
was increased (P<0.05). Up-regulating the expression of miR-3174 attenuated the effect of 
thiolidazine treatment on the malignant biological behavior of Huh-7 cells. Conclusion  
Thioridazine inhibits the proliferation, migration and invasion of liver cancer Huh-7 cells by 
down-regulating miR-3174 expression.
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肝癌是常见的恶性肿瘤，发病率和死亡率均

较高 [1]。手术加辅助放化疗是早期原发性肝癌的

一线治疗方法，但大多数肝癌患者确诊时已为晚

期或发生转移，无根治治疗策略，总体 5 年生存

率仅为 14%~44.5%[2]。因此，探讨肝癌转移的分

子机制、开发有效的治疗策略对改善肝癌患者长

期预后意义重大。硫利达嗪是一种抗精神病药物，

广泛用于严重精神障碍的治疗 [3]。近年研究报道

硫利达嗪可诱导多种癌细胞凋亡、抑制血管生成、

抑制转移、逆转化疗耐药，具有抗癌活性 [4-7]。

然而，硫利达嗪在肝癌中的抗癌活性并未完全阐

明。微小 RNA（miRNA）参与调控细胞增殖、凋

亡、转移等过程 [8]。研究发现 miR-3174 在肝癌

组织和细胞系中表达上调，其表达水平与肿瘤大

小、Edmondson 分级相关，并促进肝癌细胞增殖、

抑制细胞凋亡 [9]。然而，miR-3174 对肝癌细胞转

移的影响尚未见报道。本研究以肝癌细胞 Huh-7

为研究对象，探讨硫利达嗪、miR-3174 对其生物

行为的影响，并以 miR-3174 为切入点探讨硫利

达嗪抑制肝癌的潜在机制。

1  材料与方法

1.1  材料	
人肝癌细胞 Huh-7（武汉普诺赛生命科技公

司）；硫利达嗪（纯度 99%，货号：Y0000541，

美 国 Sigma 公 司 ）；miR-3174 抑 制 物（anti-

miR-3174）、 模 拟 物（miR-3174-mimics） 以 及

各 自 的 阴 性 对 照（anti-miR-NC、miR-mimics-

NC）、PCR 引物均由上海生工生物提供；细胞计

数试剂盒（CCK-8）、TRIzol 试剂（北京索莱宝

生物公司）；一抗 E- 钙黏蛋白（E-Cadherin，货

号：YT710）、N- 钙黏蛋白（N-Cadherin，货号：

YT745）、磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH，货号：

SY0636）、一步法 miRNA 反转录试剂盒、miRNA

荧光定量 PCR 试剂盒（北京百奥莱博生物公司）。

Multiskan FC 酶 标 仪（ 美 国 Thermo Fisher

公 司）；ABI Prism® 7500 型 实 时 荧 光 定 量 PCR

（RT-qPCR）仪（美国 Applied Biosystems 公司）；

Eclipse Ti-S 倒置荧光显微镜（日本 Nikon 公司）；

DYY-6E 型电泳仪、WD-9413A 型凝胶成像分析

系统（北京六一生物科技有限公司）。

1.2  方法
1.2.1  细胞培养与分组

Huh-7 细胞在 DMEM 培养基（含 1% 青 / 链

霉素、10% 胎牛血清）中培养，当细胞铺满瓶底

的 80% 时胰酶消化，按照 1 ∶ 4 比例传代，每周

换液 3 次。以 2×105 个 / 孔的密度将第 5 代对数

期 Huh-7 细胞接种至 6 孔板，当细胞铺满 6 孔板
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50% 时进行瞬时转染，即用 LipofectamineTM 2000

分 别 转 染 miR-mimics-NC、miR-3174-mimics、

anti-miR-NC、anti-miR-3174 至 Huh-7 细 胞，

转染 48 h 收集 Huh-7 细胞，采用 RT-qPCR 检测

miR-3174 表达以验证转染效果。实验分组：分别

用含 0，10，20，30 μmol·L-1 硫利达嗪 [3] 的培养

液孵育 Huh-7 细胞，分别命名为对照组（control）、

低、 中、 高 浓 度 硫 利 达 嗪 组（Thioridazine-L、

M、H）。 转 染 anti-miR-3174、anti-miR-NC 的

Huh-7 细胞分别命名为 anti-miR-3174 组、anti-

miR-NC 组；用含 30 μmol·L-1 硫利达嗪的培养液

孵 育 转 染 miR-3174-mimics、miR-mimics-NC 的

Huh-7 细胞，别命名为硫利达嗪 + miR-NC 组、

硫利达嗪 +miR-3174 组。

1.2.2  CCK-8法检测Huh-7细胞增殖
以 6×103 个 / 孔的密度将未转染或转染的

Huh-7 细胞接种于 96 孔板，按照分组给予对应浓

度的硫利达嗪，37℃培养箱孵育 24 h 后，每孔加

10 μL CCK-8 溶液，培养箱再孵育 2 h。用分光光

度计测定光密度（OD）值，检测波长 450 nm，

并计算细胞抑制率 [（OD 对照孔 -OD 实验孔）/

（OD 对照孔 -OD 空白孔）×100%]。

1.2.3  平板克隆实验检测Huh-7细胞增殖
于培养板（直径 60 mm）中接种各组 Huh-7

细胞，每孔 1 000 个，孵育 2 周。当出现细胞集

落时终止培养。将 Huh-7 细胞用甲醇固定、结晶

紫染色，显微镜下计数克隆形成数。

1.2.4  划痕实验检测检测Huh-7细胞迁移
能力

将对数生长期的 Huh-7 细胞接种于 6 孔板，

当细胞 90% 融合时，用无菌 100 μL 枪头在细胞

生长单层垂直划线，PBS 漂洗细胞 2 次。随后加

入含有不同浓度硫利达嗪的无血清培养基，对照

组加入相同浓度的二甲基亚砜无血清培养基，继

续培养 24 h 后进行拍照；每组随机选取 4 个视

野，采用 Image J 软件对图片进行分析处理，计

算划痕愈合率 [（1- 划痕宽度 24 h/ 划痕宽度 0 h）

×100%]。

1.2.5  Transwell实验检测细胞侵袭
在 Transwell 上室（含基质胶）加入 200 μL

各组 Huh-7 细胞悬液（5×105 个 /mL），下室加

入 500 μL 培养基（含血清）。培养 24 h 后，将

穿膜细胞用 4% 多聚甲醛固定，结晶紫染色，在

显微镜下计数侵袭数量。

1.2.6   蛋白质印记法检测E-cadherin和
N-cadherin蛋白表达

提取各组细胞总蛋白，通过电泳分离蛋白并

转膜。于 5% 脱脂奶粉中将膜封闭 2 h 后，4℃下

与一抗 E-cadherin、N-cadherin、GAPDH（1 ∶ 800）

孵育过夜，室温下与二抗（1 ∶ 1 500）孵育 2 h，

显影。Image J 软件分析条带灰度值，计算目的蛋

白相对表达量（与 GAPDH 比较）。

1.2.7  RT-qPCR检测Huh-7细胞中miR-
3174表达

按照 TRIzol 试剂使用说明提取各组 Huh-7

细 胞 的 总 RNA。 以 总 RNA 为 模 板， 合 成 第

一 链 cDNA， 随 后 进 行 扩 增 反 应。 反 应 程 序：

94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s， 共 40 个 循

环， 采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 miR-3174 相 对 表 达 量。

miR-3174上游引物：5’-GTCAGGGATGGCAAC 

TTTATCCACT-3’，下游引物：5’-GGAACCTG 

AAGGTCCGAGTCA-3’；U6 上游引物：5’-GCTT 

CGGCAGCACATATACTAAAAT-3’，下游引物：

5’-CGCTTCAGAA TTTGCGTGTCAT-3’。

1.3  统计分析
SPSS 22.0 统计软件用于统计分析，计量资料

以 sx ± 表示。两组间比较采用 t 检验，3 组及 3

组以上的组间比较采用单因素方差分析和 SNK-q
检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  硫利达嗪对Huh-7细胞增殖的影响
与对照组比较，低、中、高浓度硫利达嗪

组 Huh-7 细胞克隆形成数显著减少，增殖抑制

率显著升高，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）；

且硫利达嗪对 Huh-7 细胞克隆形成和增殖的抑

制作用具有浓度依赖性。结果见图 1 和表 1。

2.2  硫利达嗪对Huh-7细胞迁移和侵袭的
影响

与对照组比较，低、中、高浓度硫利达嗪组

划痕愈合率下降，侵袭细胞数减少，N-cadherin

表达降低，E-cadherin 表达升高，差异具有统计

学意义（P ＜ 0.05）；此外，硫利达嗪对 Huh-7

细胞迁移和侵袭的影响具有浓度依赖性。结果见

图 2、图 3 和表 2。
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表1  硫利达嗪对Huh-7细胞增殖的影响

（ sx ± ，n=9）

Table 1.  Effects of thiolidazine on the 

proliferation of Huh-7 cells ( sx ± , n=9）

分组 抑制率（%） 克隆形成数（个）

control 0.00±0.00 97.51±7.57

Thioridazine-L 24.91±2.04a 78.80±5.24a

Thioridazine-M 54.74±5.32ab 61.12±5.19ab

Thioridazine-H 73.19±6.16abc 45.81±4.35abc

F 534.087 137.401

P ＜0.001 ＜0.001
注：与contro l组比较， aP<0.05；与Thior idaz ine-L组比较，
bP<0.05；与Thioridazine-M组比较，cP<0.05

图1  硫利达嗪对Huh-7细胞克隆形成的影响

Figure 1. Effect of thiolidazine on the clonal formation of Huh-7 cells

图2  迁移侵袭相关蛋白表达

Figure 2. Expression of migration-invasion 

related proteins

图3  硫利达嗪对Huh-7细胞划痕愈合和侵袭细胞数的影响

Figure 3. Effect of thiolidazine on scratch healing and the number of invasive cells in Huh-7 cells
注：A：划痕愈合实验（×100）；B：细胞侵袭实验（结晶紫染色，×200）
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表2  硫利达嗪对Huh-7细胞迁移侵袭的影响（ sx ± ，n=9）

Table 2. Effects of thiolidazine on migration and invasion of Huh-7 cells ( sx ± , n=9）

分组 划痕愈合率（%） 侵袭细胞数（个） E-cadherin N-cadherin

control 73.17±6.39 111.05±10.94 0.26±0.02 0.56±0.04

Thioridazine-L 57.68±4.02a 86.16±7.83a 0.39±0.04a 0.44±0.04a

Thioridazine-M 41.73±3.79ab 69.09±4.89ab 0.51±0.05ab 0.32±0.03ab

Thioridazine-H 26.71±2.36abc 51.81±4.31abc 0.67±0.05abc 0.19±0.02abc

F 188.210 102.820 156.814 201.800

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001
注：与control组比较，aP<0.05；与Thioridazine-L组比较，bP<0.05；与Thioridazine-M组比较，cP<0.05

2.3  硫利达嗪对Huh-7细胞miR-3174表
达的影响

与对照组比较，低、中、高浓度硫利达嗪组

Huh-7 细胞 miR-3174 表达显著减少，差异具有统

计学意义（P ＜ 0.05）。此外，硫利达嗪对 miR-

3174 表达的抑制作用具有浓度依赖性。结果见表 3。

2.4  干扰miR-3174表达对Huh-7细胞增
殖、迁移和侵袭的影响

与 anti-miR-NC 组相比，anti-miR-3174组

表3  硫利达嗪对Huh-7细胞miR-3174表达的

影响（ sx ± ，n=9）

Table 3. Effects of thiolidazine on miR-3174 

expression in Huh-7 cells ( sx ± , n=9)

分组 miR-3174

control 1.00±0.00

Thioridazine-L 0.76±0.05a

Thioridazine-M 0.61±0.05ab

Thioridazine-H 0.42±0.04abc

F 327.109

P ＜0.001
注：与contro l组比较， aP<0.05；与Thior idaz ine-L组比较，
bP<0.05；与Thioridazine-M组比较，cP<0.05

图4  迁移侵袭相关蛋白表达

Figure 4.  Expression of migration and invasion 

related proteins

Huh-7 细胞中 miR-3174 表达水平显著降低，差

异具有统计学意义（P ＜ 0.05），表明转染 anti-

miR-3174 后 Huh-7 细 胞 中 miR-3174 表 达 受 到

抑 制。 与 anti-miR-NC 组 比，anti-miR-3174 组

Huh-7 细胞克隆形成数和侵袭细胞数减少，划痕

愈合率和 N-cadherin 表达水平降低，增殖抑制率

和 E-cadherin 表达升高，差异具有统计学意义（P
＜ 0.05）。结果见图 4、表 4 和图 5。

表4  干扰miR-3174表达对Huh-7细胞增殖、迁移侵袭的影响（ sx ± ，n=9）

Table 4. Effects of interference with miR-3174 expression on proliferation, migration and invasion of 

Huh-7 cells ( sx ± , n=9)

分组 miR-3174
抑制率

（%）

克隆形成数

（个）

划痕愈合率

（%）

侵袭细胞数

（个）
E-cadherin N-cadherin

anti-miR-NC 1.00±0.00 5.81±0.54 99.47±6.92 74.48±6.63 112.61±10.92 0.24±0.03 0.55±0.04

anti-miR-3174 0.29±0.03 58.52±5.05 55.48±5.05 33.77±3.12 60.44±5.93 0.61±0.05 0.25±0.02

t 71.000 21.135 15.405 16.667 12.592 19.036 20.125

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001
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2.5  上调miR-3174逆转了硫利达嗪对
Huh-7细胞恶性表型的作用

与 硫 利 达 嗪 +miR-NC 组 比， 硫 利 达 嗪 + 

miR-3174 组 克 隆 形 成 数 和 侵 袭 细 胞 数 增 加，

miR-3174 表 达、 划 痕 愈 合 率、N-cadherin 表 达

升高，增殖抑制率和 E-cadherin 表达降低，差异

具有统计学意义（P ＜ 0.05）。结果见图 6、图 7

和表 5。

图6  迁移侵袭相关蛋白表达

Figure 6. Expression of migration-invasion 

related proteins

图7  上调miR-3174逆转了硫利达嗪对Huh-7细胞恶性表型的影响

Figure 7. Upregulation of miR-3174 reversed the effect of thiolidazine on the malignant phenotype of 

Huh-7 cells
注：A：细胞克隆形成；B：划痕愈合实验（×100）；C：细胞侵袭实验（结晶紫染色，×200）

图5  干扰miR-3174表达对Huh-7细胞克隆形成、划痕愈合和侵袭细胞数的影响

Figure 5. Effects of interference with miR-3174 expression on clonal formation, scratch healing and 

the number of invasive cells in Huh-7 cells
注：A：细胞克隆形成；B：划痕愈合实验，×100；C：细胞侵袭实验（结晶紫染色，×200）
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3  讨论

硫利达嗪已被证实通过多种途径发挥抗癌作

用。研究显示硫利达嗪对乳腺癌细胞有显著的增

殖抑制作用，诱导肿瘤细胞发生 G0/G1 期阻滞、

自噬及凋亡，并抑制乳腺癌细胞裸鼠异种移植瘤

生长和肺转移 [10-12]。胶质瘤中硫利达嗪可激活腺

苷酸活化蛋白激酶、Wnt/β- 连环蛋白信号通路

进而增强 p62 介导的胶质瘤细胞自噬和凋亡 [13]。

硫利达嗪还通过诱导含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶依赖性肺癌干细胞 G0/G1 周期阻滞和凋

亡 [14- 15]。在本研究中，硫利达嗪可降低 Huh-7 细

胞的增殖、迁移和侵袭能力，与 Lu 等 [5] 报道其

抗肝癌作用吻合。上皮细胞 - 间充质转化是一

个多步骤的生物学过程，在肿瘤转移初始阶段上

皮细胞 E-cadherin 表达减少，N-cadherin 表达增

加，获得向周围或远处组织转移的能力 [16]。本

研究发现，硫利达嗪可降低 N-cadherin 表达，

增加 E-cadherin 表达，提示硫利达嗪可抑制肝癌

Huh-7 细胞增殖能力，并通过阻断上皮细胞 - 间

充质转化抑制肝癌细胞迁移和侵袭。

为进一步证实硫利达嗪在肝癌中的作用机

制，本研究在体外检测 miR-3174 表达水平。结

果表明，硫利达嗪显著下调 miR-3174 的表达，

且 呈 浓 度 依 赖 性。miR-3174 是 由 约 22 nt 组 成

的单链非编码 RNA，研究发现 miR-3174 在肝癌

组织和细胞中上调，其表达水平与肿瘤大小和

Edmondson 分级高度相关，且上调的 miR-3174

在体内外促进肝癌细胞增殖并抑制细胞凋亡，是

肝癌的潜在治疗靶点 [17]。此外，miR-3174 通过

靶向蝶呤 -4α- 甲醇胺脱水酶 2 促进结直肠癌

细胞增殖和周期进展 [18]。本研究证实转染 anti-

表5  上调miR-3174逆转了硫利达嗪对Huh-7细胞恶性表型的作用（ sx ± ，n=9）

Table 5.  Upregulation of miR-3174 reversed the effect of thiolidazine on the malignant phenotype of 

Huh-7 cells ( sx ± , n=9)

分组 miR-3174
抑制率

（%）

克隆形成数

（个）

划痕愈合率

（%）

侵袭细胞数

（个）
E-cadherin N-cadherin

硫利达嗪+miR-NC 1.00±0.00 74.38±6.55 42.37±4.29 25.27±2.21 49.76±4.65 0.69±0.05 0.17±0.02

硫利达嗪+miR-3174 2.86±0.23 27.91±2.86 83.79±6.23 62.36±5.03 91.17±7.05 0.35±0.03 0.47±0.04

t 24.261 19.506 16.427 20.253 14.710 17.493 20.125

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

miR-3174 干扰 miR-3174 可降低 N-cadherin 表达，

促进 E-cadherin 表达，抑制 Huh-7 细胞的恶性生

物学行为。由于干扰 miR-3174 表达和硫利达嗪

抗肿瘤作用类似，且硫利达嗪明显抑制 miR-3174

表达，表明硫利达嗪的抗肿瘤作用可能与下调

miR-3174 表达有关。恢复实验表明，上调 miR-

3174 表达减弱了硫利达嗪对 Huh-7 细胞的抗增

殖、抗迁移和侵袭作用。这些结果表明硫利达嗪

通过下调 miR-3174 表达来抑制肝癌细胞 Huh-7

增殖、迁移和侵袭。

总之，硫利达嗪可抑制肝癌细胞 Huh-7 的增

殖、迁移和侵袭，其机制与下调细胞内 miR-3174

表达有关，这初步揭示了硫利达嗪抗肝癌的分子

机制，为硫利达嗪在肝癌中的应用提供了重要理

论依据。
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