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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ２２４影响肝癌细胞迁移的可能机制。方法　采用双荧光素酶实验、载体构建和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验等对预测的ｍｉＲ２２４靶基因进行验证。ｑＲＴＰＣＲ检测正常肝细胞株Ｌ０２和肝癌细胞株Ｈｅｐ３Ｂ中ｍｉＲ２２４的表达；划
痕实验观察ｍｉＲ２２４对肝癌细胞迁移的影响。结果　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与正常肝细胞株Ｌ０２比较，ｍｉＲ２２４在肝癌细胞
株Ｈｅｐ３Ｂ中明显高表达（相对表达倍数 １．６７９２，Ｐ＜０．０５）；划痕实验显示，与 ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ阴性对照组（迁移率：
５６４３％～５８．３３％）以及空白组（迁移率：６０．４８％ ～６６．９４％）比较，ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ组（迁移率：８０．１２％ ～８２．０２％）的
Ｈｅｐ３Ｂ细胞迁移能力明显增强（Ｐ＜０．０５），反之亦然，提示ｍｉＲ２２４表达水平和肝癌细胞的迁移能力成正相关；双荧光素
酶实验结果显示：与对照组比较，ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ组细胞的荧光信号明显下降（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示：与
对照组比较，上调ｍｉＲ２２４的表达水平后 ＨＯＸＤ１０表达下降，下调其表达水平 ＨＯＸＤ１０表达上升（Ｐ＜０．０５）。结论　
ｍｉＲ２２４通过调控靶基因ＨＯＸＤ１０的表达，参与调节肝癌细胞的迁移。
　　［关键词］　 肝细胞肝癌；ｍｉＲＮＡ２２４；ＨＯＸＤ１０；迁移
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（５６．４３％ ｔｏ５８．３３％）ａｎｄｂｙｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ（６０．４８％ ｔｏ６６．９４％）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉＲ２２４ｎｅｇａｔｉｖｅ
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ａｆｆｅｃｔｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣｖｉａｄｉｒｅｃｔｌｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＨＯＸＤ１０．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ２２４ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅ
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　　原发性肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
具有恶性程度高、侵袭转移快和预后差的特点，位居世

界常见肿瘤的第５位［１］。其癌细胞侵袭和转移是治疗

的一大难题，也是决定其预后的关键环节［２］。目前对于

肝癌细胞的侵袭、转移的具体机制还不十分明了。

　　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ是一类分布广泛的非编码蛋白质的小
ＲＮＡｓ，通过与靶 ｍＲＮＡ分子的３′端非编码区互补结
合，在翻译水平特异性抑制靶基因的表达，参与调节多

种疾病发生的生物学信号通路，并具有类似抑癌基因

或癌基因的功能［１，３］。大量研究发现，ｍｉＲＮＡ的异常
表达和 ＨＣＣ的侵袭和迁移密切相关。例如：ｍｉＲ１２２
可抑制肝癌细胞的迁移、浸润和生长［４］；ｍｉＲ３４ａ通过
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抑制ｃＭｅｔ的功能，抑制肝癌细胞的侵袭和转移；ｍｉＲ２１
通过抑制ＰＴＥＮ的活性，促进肝癌细胞的生长、转移和
侵袭［５］。而ｍｉＲ２２４在肝癌组织和肝癌细胞中明显高
表达，目前研究证实其参与了肝癌细胞的增殖、凋亡等

过程的调节［２］。我们前期的研究提示，ｍｉＲ２２４还可能
是参与调控肝癌细胞侵袭、迁移的重要分子［６］。

　　在ｍｉＲ２２４预测的众多靶基因中，关于调控细胞
凋亡［２］、增殖［７］等的研究较多，但涉及侵袭和迁移的

研究很少，而ＨＯＸＤ１０受 ｍｉＲ１０ｂ的调控参与调节乳
腺癌细胞的侵袭和迁移能力［８］。因此我们锁定

ＨＯＸＤ１０作为研究重点，尝试探讨其在肝癌细胞迁移
中的机制。ＨＯＸＤ１０是ＨＯＸ基因家族成员之一，是细
胞增殖分化的调节基因，参与细胞的分化和发育过程。

ＨＯＸＤ１０基因的持续表达能够在体内抑制新生血管的
发生，有助于上皮细胞维持持久的分化表型，同时还能

够抑制ｍｉＲ２２４整合素、ＭＭＰ１４和ＵＰＡＲ等基因的表
达［９］。我们高度怀疑 ＨＯＸＤ１０是 ｍｉＲ２２４参与调控
肝癌细胞侵袭和转移的直接靶基因。

　　本研究对预测的靶基因进行验证，并探讨ｍｉＲＮＡ
２２４影响肝癌细胞迁移能力的可能机制，从而为靶向
治疗ＨＣＣ提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　ｍｉＲＮＡ靶基因预测
　　通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＰｉｃＴａｒ和 ｍｉＲＢａｓｅ等筛选出 ｍｉＲＮＡ２２４
的靶基因。

１．２　细胞株和组织样本
　　人肾上皮细胞２９３细胞，正常肝细胞株Ｌ０２以及肝癌细胞
株Ｈｅｐ３Ｂ（上海细胞生物学研究所）。细胞使用 ＤＭＥＭ，加
１０％胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，Ｌｏｇａｎ，ＵＴ，ＵＳＡ）以及１％的抗生
素（青霉素／链霉素）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）于３７℃，５％ＣＯ２的孵箱中
培养。

１．３　双荧光素酶实验
　　对２９３细胞株分２组，①ＮＣ组（对照组）：共转染 ｐＹｒＭｉｒ
ＴａｒｇｅｔＨＯＸＤ１０３Ｕ报告质粒（ＹＲＢＩＯ，湖南）和 ｍｉＲＮＡＮＣ
（ＧｅｎｅＰＨａｒｍａ，上海）；②ＭＩ组：共转染 ｐＹｒＭｉｒＴａｒｇｅｔＨＯＸＤ１０３Ｕ
报告质粒和ｈｓａｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ（ＧｅｎｅＰＨａｒｍａ，上海）。细胞转
染２４ｈ后，依据双荧光素酶检测试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）说明处理细
胞，使用双荧光素酶检测仪器（Ｓｉｒｉｕｓｓｉｎｇｌｅｔｕｂｅｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ，
Ｂｅｒｔｈｏｌｄ）检测。萤火虫荧光素酶作为内参。
１．４　细胞转染
　　正常肝细胞株Ｌ０２以及肝癌细胞株Ｈｅｐ３Ｂ，使用６孔板接
种，密度为５０％。使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）和
ｍｉＲＮＡＮＣ、ｈｓａｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）、ｈｓａｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）（ＧｅｎｅＰＨａｒｍａ，上海）转染。４８ｈ后收集细胞
并做相应实验。所有的转染独立进行３次。
１．５　免疫印迹检测
　　Ｈｅｐ３Ｂ细胞分为 ４组，①ＭＩ组：细胞采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００＋ｈｓａｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ进行转染；②ＭＩＮＣ组：细胞采用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋ｈｓａｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｇｅｎｅ
ＰＨａｒｍａ，上海）进行转染；③ＩＮ组：细胞采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋
ｈｓａｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ进行转染；④ＩＮＮＣ组：细胞采用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋ｈｓａｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ进行转
染。转染４８ｈ后的细胞使用裂解液ＲＩＰＡ提取蛋白，具体方法
参照［６］。孵育一抗（ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＨＯＸＤ１０，Ａｂｃａｍ），１∶１０００，
４℃，２ｈ。二抗（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｒａｂｂｉｔＩｇＧ，Ｓｉｇｍａ），
１∶１００００，室温，１ｈ。ＧＡＰＤＨ作为内参。使用ＥＣＬ检测试剂检
测条带信号（Ａｍｅｒｓｈａｍ）。
１．６　ＲＮＡ提取和ｑＲＴＰＣＲ检测
　　使用ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）法提取总ＲＮＡ，分光光度法用
于检测ＲＮＡ样本的浓度和纯度，并对ＲＮＡ完整性进行评价。
　　ｑＲＴＰＣＲ用于检测 ｍｉＲＮＡ２２４和 ＨＯＸＤ１０的水平。依据
说明使用逆转录试剂盒（Ｔｏｙｏｂｏ公司，日本）逆转录合成ｃＤＮＡ，
再进行ｑＲＴＰＣＲ定量。最后上机（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙＳｔｅｍｓ）检测。
１．７　划痕实验
　　Ｈｅｐ３Ｂ细胞进行分组。①空白组：细胞采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００进行转染；②ＭＩ组：细胞采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋ｈｓａ
ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ进行转染；③ＭＩＮＣ组：细胞采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００＋ｈｓａｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ进行转染；④ＩＮ组：
细胞采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋ｈｓａｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ进行转染；
⑤ＩＮＮＣ组：细胞采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋ｈｓａｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ进行转染；⑥ＳＩ组：细胞采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００＋ｓｉＲＮＡＨＯＸＤ１０（ＧｅｎｅＰＨａｒｍａ，上海）进行转染；⑦ＳＩＮＣ
组：细胞采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＋ｓｉＲＮＡＨＯＸＤ１０ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
（ＧｅｎｅＰＨａｒｍａ，上海）进行转染。转染４８ｈ后的Ｈｅｐ３Ｂ细胞，用
２００μＬ的枪头垂直划痕，２４ｈ后观察细胞迁移情况。
　　迁移率＝（ｄ０ｈ－ｄ２４ｈ）／ｄ０ｈ×１００％
１．８　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析。组
间差异采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ｍｉＲ２２４在肝癌细胞中高表达，并与肝癌细胞的
迁移能力相关

　　实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示：与正常肝细胞株 Ｌ０２
（相对表达倍数１）比较，肝癌细胞株Ｈｅｐ３Ｂ中ｍｉＲ２２４高表达
（相对表达倍数１．６７９２，Ｐ＜０．０５）。
　　在Ｈｅｐ３Ｂ细胞中转染 ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ，上调 ｍｉＲ２２４的表
达，并应用划痕实验检测细胞迁移能力的变化。结果显示：相

对于ＭＩＮＣ组（迁移率：５６．４３％ ～５８．３３％）及空白组（迁移
率：６０．４８％ ～６６．９４％），ＭＩ组（迁移率：８０．１２％ ～８２．０２％）
Ｈｅｐ３Ｂ细胞的迁移能力明显增强（Ｐ＜０．０１，图１Ａ）。提示ｍｉＲ
２２４表达的上调可以明显促进肝癌细胞株的迁移。用 Ｈｅｐ３Ｂ
细胞转染ｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，降低 ｍｉＲ２２４的表达水平，同样用
划痕实验检测细胞迁移能力的变化，结果显示：和ＩＮＮＣ组（迁
移率：４８．２４％ ～５３．６６％）以及空白组（迁移率：５８．８８％ ～
６６１４％）相比，ＩＮ组（迁移率：４０．０４％～４５．５０％）的 Ｈｅｐ３Ｂ细
胞株的迁移能力明显下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）。表明
ｍｉＲ２２４表达水平与肝癌细胞株的迁移潜能紧密相关。
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Ａ：转染ｍｉＲ２２４Ｍｉｍｉｃ（ＭＩ）后Ｈｅｐ３Ｂ细胞的迁移能力；Ｂ：转染ｍｉＲ２２４Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＩＮ）后Ｈｅｐ３Ｂ细胞的迁移能力
图１　倒置显微镜观察肝癌细胞迁移能力的变化　（×４０）

２．２　ＨＯＸＤ１０是ｍｉＲ２２４的直接靶基因
　　在２９３细胞中共转染ｐＹｒＭｉｒＴａｒｇｅｔＨＯＸＤ１０３Ｕ报告质粒和
ｈｓａｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ），对照组共转染 ｐＹｒＭｉｒＴａｒｇｅｔ
ＨＯＸＤ１０３Ｕ报告质粒、ｈｓａｍｉＲＮＡｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）。
与ＮＣ组（２３．９８±０．８７）相比，ＭＩ组（１５．１８±０．４６）细胞的荧光
信号明显下降 （Ｐ＜０．０５），表明ＨＯＸＤ１０是ｍｉＲ２２４直接调控
的靶基因。进一步转染 ｍｉＲ２２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（２００ｎｍｏｌ／Ｌ）和
ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）到 Ｈｅｐ３Ｂ细胞，检测 ＨＯＸＤ１０的
表达变化。结果表明：与对照组（ＭＩＮＣ：０．１４１３±０．０６５６；
ＩＮＮＣ：０．１３９１±０．０４１６）比较，ＭＩ组 Ｈｅｐ３Ｂ中的 ＨＯＸＤ１０蛋
白水平（０．０７９３±０．０２１５）降低（Ｐ＜０．０５），而 ＩＮ组的
ＨＯＸＤ１０蛋白水平（０．２０９７±０．０７４２）明显增高（Ｐ＜０．０５，图２），
进一步证明ｍｉＲ２２４可直接调控靶基因ＨＯＸＤ１０的表达。
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１：ＭＩ组；２：ＭＩＮＣ组；３：ＩＮ组；４：ＩＮＮＣ组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈｅｐ３Ｂ细胞中ＨＯＸＤ１０蛋白的表达

２．３　ｍｉＲ２２４通过ＨＯＸＤ１０调控肝癌细胞迁移
　　为进一步明确ｍｉＲ２２４参与调节肝癌细胞迁移的作用机

制，将Ｈｅｐ３Ｂ细胞株转染 ｓｉＲＮＡＨＯＸＤ１０（１００ｎｍｏｌ／Ｌ），抑制
ＨＯＸＤ１０的表达；同时转染ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ），上调
ｍｉＲ２２４的表达，观察肝癌细胞迁移能力的变化情况。划痕实
验的结果表明：和 ＳＩＮＣ组以及空白组相比，ＳＩ组的细胞迁移
能力明显增加，并且此结果与 ＭＩ组的结果一致（Ｐ＜０．０５，
图３、４）。这提示在体外通过ｓｉＲＮＡ或者 ｍｉＲ２２４ｍｉｍｉｃｓ抑制
ＨＯＸＤ１０的表达均可促进肝癌细胞迁移。

! " # $

!%"

&%'

&%(

&%#

&

!
"

#

)

)*

)*+

$%

１：空白组；２：ＳＩＮＣ组；３：ＳＩ组；４：ＭＩ组
ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＳＩＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜
００１，与ＳＩ组比较

图３　各组肝癌细胞迁移率变化
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图４　划痕实验观察ｍｉＲ２２４通过ＨＯＸＤ１０调控肝癌细胞的迁移　（×４０）

３　讨论

　　Ｗａｎｇ等［２］提出过表达的ｍｉＲＮＡ２２４靶向作用凋
亡抑制因子５（ＡＰＩ５）并抑制 ＡＰＩ５的转录表达进而
促进肝癌细胞凋亡。ｍｉＲＮＡ２２４在多种肿瘤中充当癌
性ｍｉＲＮＡ参与肿瘤的发生、发展。其作为肝癌特异性
的ｍｉＲＮＡ［１４］，在肝癌中的研究较多。本研究进一步探
讨其影响肝癌细胞迁移的可能机制，结果提示过表达

的ｍｉＲ２２４通过负性调控靶基因ＨＯＸＤ１０的表达影响
肝癌细胞迁移能力。

　　ＨＯＸＤ１０是ＨＯＸ基因家族成员之一，被认为是一
种抑制细胞侵袭的基因［１５］。大量的研究表明，ＨＯＸ
家族在细胞发生发展中调控无数信号通路，直接参与

器官发生，细胞分化与固定，迁移以及细胞周期和凋亡

通路的调控［１５－１８］。有研究提示：ＨＯＸＤ１０可抑制垂体
肿瘤细胞的增殖以及肿瘤形成［１９］。另外，ＨＯＸＤ１０受
ｍｉＲ１０ｂ直接调控，通过下游分子ＲＨＯＣ影响乳腺癌细
胞的侵袭能力［２０］。那么在肝癌细胞中ＨＯＸＤ１０是否仍
充当影响癌细胞迁移的角色呢？根据前期的实验基础，

在预测的靶基因中我们选择了 ＨＸＯＤ１０，本研究显示
ＨＯＸＤ１０受到ｍｉＲ２２４的直接调控，并影响肝癌细胞迁
移，表明在肝癌中ＨＸＯＤ１０参与调控癌细胞的迁移。但
是ｍｉＲＮＡ可调控多个靶基因，而同一个靶基因受多个
ｍｉＲＮＡ调控。所以在肝癌中涉及影响癌细胞迁移的靶
基因还有那些？而ＨＯＸＤ１０是如何影响癌细胞迁移的？
可能的调节网络是怎样的？这需要进一步研究。

　　综上所述，本研究提示在肝癌中过表达的ｍｉＲＮＡ
２２４通过靶向作用ＨＯＸＤ１０参与调控肝癌细胞的迁移。
这使ｍｉＲＮＡ２２４的研究更全面并为临床治疗拓宽思路。
志谢　感谢肖何、张诗珩、戴楠、寸艳萍、张辉等对本课题的帮助
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胰头低度恶性肌纤维母细胞肉瘤１例
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１　临床资料

　　患者，男性，５０岁，因“反复腹痛、腹胀６个月，加重伴消瘦
３个月”于２０１３年４月２１日入我院胃结直肠肛门外科就诊。
体检：腹部平坦，未见异常搏动。剑突下扪及一包块，大小约

１０ｃｍ×９ｃｍ×５ｃｍ，边界不清，活动度欠佳，压痛，余腹无压
痛，无反跳痛及肌紧张。叩诊呈鼓音，无移动性浊音，肠鸣音

４／ｍｉｎ。４月２６日行上腹部ＭＲＩ检查示：胰头部一类椭圆形软
组织肿块，大小约７．８１ｃｍ×４．５８ｃｍ，边缘不规则，边界尚清
晰，其内呈混杂长Ｔ１混杂长Ｔ２信号，并可见小片状短 Ｔ１信号
（图１Ａ、Ｂ），增强扫描病变不均匀强化（图１Ｃ、Ｄ）。７月１５日
ＣＴ定位检查示：平扫胰头部见一软组织肿块，大小约８．６ｃｍ×
６．２ｃｍ，密度欠均匀，其中心见较低密度区，ＣＴ值８～３５ＨＵ，肿
块边缘不规则，分界尚清（图２Ａ）；增强后肿块中度强化，其内
低密度区未见明显强化（图２Ｂ）。该患者在 ＣＴ引导下行胰头
包块穿刺活检，穿刺标本肉眼呈灰白灰褐色碎米样组织。病理

观察示：镜下见肿瘤细胞呈梭形，核大，深染，细胞排列呈编织

状、束状，有一定异型性，核分裂象为 ２／１０ＨＰＦ。免疫组化：
ＳＭＡ（＋＋）、Ｄｅｓｍｉｎ（－）、Ｃａｌｐｏｎｉｎ（＋）、Ｓ１００单（－）、ＣＤ１１７
（－）、ＣＤ２１（－）、ＣＤ２３（－）、ＣＤ５６（－）、Ｓ１００多（＋）、Ｓｙｎ
（＋）、Ｋｉ６７（５０％）、ＣＫ（－）、Ｄｏｇ１（－）。病理诊断：胰头低度
恶性肌纤维母细胞肉瘤（图３）。
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Ａ：Ｔ１ＷＩ呈低信号；Ｂ：Ｔ２ＷＩ呈混杂高信号；Ｃ：ＭＲ增强（动脉期）不
均匀强化；Ｄ：ＭＲ增强（延迟期）强化减退
图１　胰头低度恶性肌纤维母细胞肉瘤患者上腹部ＭＲＩ表现

!
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Ａ：平扫；Ｂ：增强扫描
图２　胰头低度恶性肌纤维母细胞肉瘤患者腹部ＣＴ表现
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