
　第１４卷第２期 延安大学学报（医学科学版） Ｖｏｌ１４Ｎｏ２
　２０１６年６月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＹａｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＭｅｄＳｃｉ） Ｊｕｎ２０１６

ｍｉＲ－２１通过下调 ＰＴＥＮ表达促进肝癌
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摘　要：目的　探讨ｍｉＲ－２１在肝癌组织中的表达、临床意义及可能的分子机制。方法　实时定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ
－２１在肝癌及癌旁组织中的表达，ＭＴＴ法检测 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞的增殖，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞的
侵袭及迁移，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｍｉＲ－２１下游潜在靶点ＰＴＥＮ的表达。结果　ｍｉＲ－２１在肝癌组织中表达水平显
著高于相应癌旁组织；肝癌组织中 ｍｉＲ－２１高表达与肿瘤大小、ＴＮＭ分期、门静脉侵犯及 Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级显著相
关；高表达ｍｉＲ－２１患者３年生存率明显低于低表达组；ｍｉＲ－２１可显著促进ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞的增殖、侵袭及迁
移，并下调ＰＴＥＮ的蛋白水平。结论　ｍｉＲ－２１在肝癌组织中表达显著上调并与肝癌恶性临床病理特征有关，ｍｉＲ
－２１促进肝癌细胞增殖、侵袭及迁移的作用可能与下调ＰＴＥＮ表达有关。
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　　我国乙肝病毒感染率高，肝癌是我国常见恶性
肿瘤之一［１］，肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）是其中最常见的类型，目前手术治疗仍是肝
癌最有效的方法，由于起病隐匿，大部分患者在确诊

时已失去手术时机［２］。因此，研究肝癌的发生、发

展的分子机制及其调控肿瘤侵袭、转移的信号通路

十分必要。小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是由 １８～
２５个核苷酸组成的小分子非编码ＲＮＡ，其通过作用
于靶基因的 ３＇端非编码区互补结合，从而抑制靶
ｍＲＮＡ的翻译或降解靶 ｍＲＮＡ，达到下调靶基因的
表达水平［３］。ｍｉＲ－２１在胃癌、结肠癌等恶性肿瘤
中表达明显上调，并参与调控肿瘤的增殖、凋亡、侵

袭及迁移及不良预后密切相关［４－６］。但ｍｉＲ－２１在
肝癌中的表达水平及其在肝癌发生、发展中的作用

未见报道。ＰＴＥＮ是人类发现的第一个具有酪氨酸
磷酸酶作用的抑癌基因，可以通过拮抗磷酸肌醇激

酶ＰＩ３Ｋ的作用而调控蛋白激酶 Ａｋｔ的磷酸化，对
Ａｋｔ的活化起负调控作用［７，８］。异常表达的 ＰＴＥＮ
与肿瘤的发生、发展关系密切［９，１０］。生物信息学预

测ＰＴＥＮ可能为ｍｉＲ－２１下游潜在靶点。本实验通
过检测ｍｉＲ－２１在肝癌及相应癌旁组织中的表达
水平，并分析其与患者临床病理资料及预后的相关

关系，并通过反义寡核酸技术抑制 ｍｉＲ－２１（ａｎｔｉ－
ｍｉＲ－２１）转染人肝癌细胞系并分析其功能及与
ＰＴＥＮ的关系，初步探讨ｍｉＲ－２１在肝癌发生、发展
中的作用，为肝癌的治疗提供新的治疗思路。

１　材料和方法

１１　材料
收集并筛选２０１１－０１－０１～２０１２－１２－３１期

间在西安交通大学第一附属医院肝胆外科手术治疗

后经病理证实的肝细胞癌患者共计 ７８例，其中男
６３例，女１５例。年龄２８～７２岁，中位年龄５０５岁。
所有入组患者均签署知情同意书。患者术前均未接

受放疗、化疗等其他辅助治疗。患者术后随访时间

为３６个月。癌旁组织为距肿瘤边缘 ＞２ｃｍ的肝组
织，所有组织为术后获得的新鲜标本组织，组织获得

后立即转移至液氮。ｍｉＲＮＡ逆转录试剂盒（Ｎｃｏ
ｄｅＴＭＶＩＬＯＴＭｍＲＮＡｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ）、ＴＲＩｚｏｌ试
剂、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（ＥＸＰＲＥＳＳＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＥＲＴＭｍＲＮＡｑＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ）及脂质体（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００）均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；甲基噻唑基四唑
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）及 ＤＭＳＯ购自

Ｒｏｃｈｅ公司；ｍｉＲ－２１特异性引物、ｍｉＲＮＡ内参基因
ＲＮＵ６Ｂ引物、ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２１及阴性对照（ａｎｔｉ－ｍｉＲ
－ＮＣ）均购自广州锐博生物科技有限公司。ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术研究所，

ＥＣＬ化学发光试剂盒购自 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司。兔抗人
ＰＴＥＮ多克隆抗体及小鼠抗人 β－ａｃｔｉｎ单克隆抗体
（ｍＡｂ）均购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。正常永生化人肝细
胞 ＬＯ２与 ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ－７７２１、Ｈｅｐ－３Ｂ、Ｂｅｌ－
７４０２、ＭＨＣＣ－９７Ｈ肝癌细胞株、购于中国科学院上
海细胞库。ＤＭＥＭ为Ｇｉｂｃｏ公司产品。
１２　方法
１２１　细胞培养　ＬＯ２正常永生化人肝细胞与
ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ－７７２１、Ｈｅｐ－３Ｂ、Ｂｅｌ－７４０２、ＭＨＣＣ
－９７Ｈ肝癌细胞购自中国科学院上海生命科学研究
院生物化学及细胞生物学研究所并培养于含

１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液中，３７℃、
５０ｍＬ／ＬＣＯ２培养箱中常规培养。
１２２　细胞转染　细胞常规培养接种于６孔板中，
待细胞汇合率达７０％左右按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
说明书以１００ｎｍｏｌ／Ｌａｎｔｉ－ｍｉＲ－２１及阴性对照组
（ａｎｔｉ－ｍｉＲ－ＮＣ）加入６孔板中。用无双抗１００ｍＬ／Ｌ
血清的ＤＭＥＭ培养细胞４８ｈ后进行后续试验。
１２３　实时定量 ＰＣＲ检测 ＭＨＣＣ－９７Ｈ及转染后
细胞ｍｉＲ－２１、ＰＴＥＮｍＲＮＡ的水平　ＭＨＣＣ－９７Ｈ
细胞转染后，按 ＴＲＩｚｏｌ说明书提取总 ＲＮＡ，反应条
件３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ。后取２μＬｃＤＮＡ配制
实时定量 ＰＣＲ体系，ＰＣＲ反应：９５℃预变性 ３０ｓ、
９５℃变性５ｓ、６０℃退火延伸３０ｓ，扩增３５个循环。
扩增结束后制作融解曲线。２－△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲ－
２１、ＰＴＥＮｍＲＮＡ的相对表达量。以 ＲＮＵ６Ｂ和 β－
ａｃｔｉｎ分别作为内参。每个样本独立重复实验３次。
１２４　ＭＴＴ试验检测细胞活力　分别收集转染后
２４、４８、７２ｈ后的 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞。以每孔 ２００
μＬ的细胞数为１×１０５个／ｍＬ的单细胞悬液接种于
９６孔板中，每组设６复孔及１个空白对照孔。实验结
束前４ｈ避光加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液常规培养，弃
上清，加入１５０μＬＤＭＳＯ溶液，在酶标仪上测定４９０ｎｍ
的吸光度值。每个样本独立实验重复３次。
１２５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭及迁移实验　取转染４８ｈ后
的ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞，重悬细胞调整细胞数为１×
１０６个／ｍＬ。５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ胶１∶８稀释液包被 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径８μｍ）底部（侵袭实验铺胶、迁移
实验未铺胶）。取各组细胞悬液２００μＬ加入 Ｔｒａｎ
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ｓｗｅｌｌ小室，２４孔板下室加入５００μＬ１００ｍＬ／Ｌ胎牛
血清的完全培养基。每组重复３个样本。继续将
２４孔细胞培养板培养２４ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，用
ＰＢＳ液淋洗，棉签擦去基质胶及微孔膜上层细胞，４０
ｇ／Ｌ多聚甲醛固定，０１％结晶紫染色，在倒置显微
镜下计算移至微孔膜下层的细胞数，每个样本随机

选取８个２００倍视野求细胞计数平均数。
１２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染后 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细
胞ＰＴＥＮ蛋白水平　利用 ＲＩＰＡ（强）试剂盒提取转
染后ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞内总蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒（ＢＣＡｋｉｔ）检测蛋白样品浓度。各组样品均加
样４０μｇ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离后，转移至 ＰＶＤＦ膜上。
５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉封闭１５ｈ，加５０ｇ／ＬＢＳＡ稀释的兔
抗ＰＴＥＮ多克隆抗体（１∶５００）及小鼠抗 β－ａｃｔｉｎ
ｍＡｂ（１∶１０００），４℃过夜；ＴＢＳＴ（ＴＢＳ，１ｍＬ／ＬＴｗｅｅｎ
－２０）洗膜３次，６ｍｉｎ／次；分别加ＨＲＰ标记的抗兔
或抗小鼠二抗（１∶５０００），室温孵育２ｈ，ＥＣＬ化学发
光剂暗室显影。

１２７　统计学分析　使用 ＳＰＰＳＳ１３０统计软件分
析，计量数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间进行 ｔ检验。采用
χ２检验分析 ｍｉＲ－２１表达与临床病理资料间的相
关性。当Ｐ＜００５时，认为差异具有统计学意义。
所有检测实验均重复３次。

２　结果

２１　ｍｉＲ－２１在肝癌组织中表达明显升高
实时定量ＰＣＲ检测 ｍｉＲ－２１在肝癌组织及对

应癌旁组织中的表达。结果显示，在肝癌组织中

ｍｉＲ－２１的相对表达量的表达水平明显高于对应癌
旁组织（Ｐ＜００５，图１）。

图１　ｍｉＲ－２１在肝癌及对应癌旁组织中的表达水平

２２　ｍｉＲ－２１的表达与肝癌患者临床病理资料的
关系

以ｍｉＲ－２１在组织中的中位表达水平为分界
点，将７８例肝癌组织分为 ｍｉＲ－２１高表达组（ｎ＝

４２）与ｍｉＲ－２１低表达组（ｎ＝３６）。结果发现，ｍｉＲ
－２１高表达与肿瘤大小（＞５ｃｍ）、ＴＮＭ分期（Ⅲ期
和Ⅳ期）、门静脉侵犯及Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级相关（Ｐ＜
００５，表１）。

表１　ｍｉＲ－２１的表达与肝癌临床病理特征关系（ｎ＝７８）

项　目 类别
ｍｉＲ－２１高
表达（ｎ＝４２）

ｍｉＲ－２１低
表达（ｎ＝３６） Ｐ

性别
男 ３３ ３０ ０５９５

女 ９ ６

年龄
≤５０岁 ２９ ２４ ０８２２

≥５０岁 １３ １２

肿瘤直径
＜５ｃｍ ２８ ３４ ０００２

≥５ｃｍ １４ ２

肿瘤个数
１个 ３７ ３３ ０６０４

≥２个 ５ ３

ＴＮＭ分期
Ⅰ＋Ⅱ ３２ ３４ ００２６

Ⅲ＋Ⅳ １０ ２

门静脉侵犯
无 ３５ ３５ ００３２

有 ７ １

ＡＦＰ
＜４００ｎｇ／
ｍＬ ２７ ２４ ０８２６
≥ ４００ｎｇ／
ｍＬ １５ １２

ＨＢＶ感染
无 ４ ２ ０５１２

有 ３８ ３４

Ｅｄｍｏｎｄｓｏ
分级

Ⅰ＋Ⅱ ２７ ３３ ０００４

Ⅲ＋Ⅳ １５ ３

２３　ｍｉＲ－２１的表达与患者生存率的关系
以ｍｉＲ－２１在组织中的中位表达水平为分界

点，将患者分为ｍｉＲ－２１高表达组与 ｍｉＲ－２１低表
达组，随访患者３年生存率。结果显示，高表达ｍｉＲ
－２１的患者的３年生存率明显低于低表达组患者，
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５，图２）。

图２　ｍｉＲ－２１高表达组与低表达组的生存曲线
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２４　ｍｉＲ－２１在不同肝癌细胞系中的表达均升高
为进行后续试验，我们检测 ｍｉＲ－２１在肝癌细

胞系中的表达，结果发现，ｍｉＲ－２１在肝癌细胞系中
的表达均高于 ＬＯ２正常肝细胞系，且在 ＭＨＣＣ－
９７Ｈ中表达最高（Ｐ＜００５，图３）。

图３　ｍｉＲ－２１在不同肝癌细胞系中的表达

２５　ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２１转染人肝癌 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞
使其下调ｍｉＲ－２１

为进一步研究 ｍｉＲ－２１对肝癌细胞生物学行
为影响，利用脂质体转染法，将 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２１瞬时
转染入人肝癌ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞中。采用实时定量
ＰＣＲ检测ｍｉＲ－２１转染效率，结果显示实验组 ｍｉＲ
－２１的表达水平显著低于阴性对照组（Ｐ＜００５，
图４）。

图４　ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２１转染ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞后ｍｉＲ－２１的表达

２６　下调ｍｉＲ－２１抑制ＭＨＣＣ－９７Ｈ肝癌细胞增殖
为研究ｍｉＲ－２１对肝癌细胞ＭＨＣＣ－９７Ｈ增殖

能力的影响，采用 ＭＴＴ法检测转染 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
２１２４、４８、７２ｈ后 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞的增殖变化情
况。结果显示，与阴性对照组相比，实验组细胞在转

染ａｎｔｉ－ｍｉＲ－２１４８ｈ后增殖能力明显下降（Ｐ＜
００５，图５）。
２７　下调ｍｉＲ－２１抑制ＭＨＣＣ－９７Ｈ肝癌细胞侵袭

用铺胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验显示，下调 ｍｉＲ－
２１可明显抑制ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞的侵袭能力（Ｐ＜

００５，图６）。

图５　ｍｉＲ－２１抑制ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞增殖

图６　ｍｉＲ－２１抑制ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞侵袭

２８　下调 ｍｉＲ－２１抑制 ＭＨＣＣ－９７Ｈ肝癌细胞的
迁移

为进一步研究 ｍｉＲ－２１对肝癌细胞迁移能力
的影响，未铺胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，ｍｉＲ－２１明
显抑制肝癌细胞的迁移能力（Ｐ＜００５，图７）。

图７　ｍｉＲ－２１抑制ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞迁移

Ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ查询显示 ＰＴＥＮ可能为 ｍｉＲ－２１的靶基

因；Ｂ：下调ｍｉＲ－２１后ＰＴＥＮ的蛋白表达水平

图８　下调ｍｉＲ－２１升高ＰＴＥＮ的表达

２９　ｍｉＲ－２１下调 ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞中 ＰＴＥＮ的
表达

ＰＴＥＮ在肝癌组织及细胞系中存在明显下调，
并可通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的活化而抑制肝癌细胞的
侵袭及迁移能力［１１，１２］。为探讨 ｍｉＲ－２１对肝癌细
胞侵袭及迁移能力的影响，经生物信息学及靶基因
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预测 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ发现［１３，１４］，ＰＴＥＮ为 ｍｉＲ－２１的可
能靶基因（图８Ａ）。我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测下
调ｍｉＲ－２１后ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞中ＰＴＥＮ蛋白的表
达变化，结果发现，下调ｍｉＲ－２１后ＰＴＥＮ蛋白表达
水平明显升高（Ｐ＜００５，图８Ｂ）。

３　讨论

肝细胞肝癌是我国最常见、预后最差的恶性肿

瘤之一，是癌症原因致死第三大肿瘤，其复发及转移

是影响其预后最主要的因素，严重影响患者预

后［１５］。因此，研究ＨＣＣ发生、发展机制及寻找新的
有效的ＨＣＣ特异性分子标志物及治疗靶点为我国
ＨＣＣ的诊断及治疗提供新的途径。

大量研究表明 ｍｉＲＮＡｓ在肝癌的发生、发展起
重要作用，但关于 ｍｉＲＮＡｓ调控肝癌的具体分子机
制仍不明确。有研究表明在乳腺癌中 ｍｉＲ－２１通
过靶向抑制ＰＴＥＮ促进乳腺癌细胞的侵袭和转移及
诱导上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）［１６］；在头颈鳞状细胞癌中 ｍｉＲ－２１可通
过调控ＣＤＫ５的表达促进细胞的迁移及侵袭［１７］；在

非小细胞肺癌中，ｍｉＲ－２１可作为患者的预后指标。
系列研究报道 ＰＴＥＮ在肝癌中明显低表达，与患者
的索拉菲尼敏感性和患者预后明显相关，且可通过

抑制ＰＩ３Ｋ而抑制Ａｋｔ的磷酸化，从而抑制肝癌细胞
ＥＭＴ。而本研究通过对７８例ＨＣＣ组织标本检测发
现，在ＨＣＣ组织中ｍｉＲ－２１的表达水平显著高于对
应癌旁组织，且 ｍｉＲ－２１的高表达与肿瘤大小（≥
５ｃｍ）、高ＴＮＭ分期、门静脉侵犯及高 Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分
级等ＨＣＣ恶性临床病理特征密切相关。通过随访，
发现高表达 ｍｉＲ－２１患者的３年生存率明显低于
低表达，提示 ｍｉＲ－２１的高表达预示患者预后不
良，这提示ｍｉＲ－２１在 ＨＣＣ的发生、发展过程中具
有重要作用。而进一步研究表明，ｍｉＲ－２１在肝癌
细胞系中的表达也明显高于正常永生化肝细胞，通

过在ＭＨＣＣ－９７Ｈ细胞中下调 ｍｉＲ－２１发现，下调
ｍｉＲ－２１可以显著抑制肝癌细胞的增殖、侵袭及迁
移能力。通过生物信息学及文献报道，我们进一步

探讨ｍｉＲ－２１调控肝癌细胞增殖、侵袭及迁移的分
子机制，发现下调 ｍｉＲ－２１可以显著升高 ＰＴＥＮ的
表达，提示在 ＨＣＣ中 ｍｉＲ－２１可能通过调控 ＰＴＥＮ
的表达而发挥促癌作用，提示 ＰＴＥＮ可能为 ｍｉＲ－
２１的靶点。而 ＰＴＥＮ是具有磷酸酶活性的抑癌基
因，在正常细胞中通过拮抗 ＰＩ３Ｋ的作用，使其底物

去磷酸化，减少细胞内 ＰＩＰ２及 ＰＩＰ３含量，对 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路起到负向调控作用。近来研究表明
ＰＴＥＮ在肝癌对索拉菲尼及肝癌细胞的侵袭、迁移
及ＥＭＴ过程中起重要作要作用。因此，说明ｍｉＲ－
２１在肝癌中发挥作用可能是通过抑制 ＰＴＥＮ的表
达实现的。

综上所述，ｍｉＲ－２１在ＨＣＣ组织中表达显著上
调，并与ＨＣＣ的恶性临床病理特征密切相关，且高
表达ｍｉＲ－２１预示患者预后不良。在体外，ｍｉＲ－
２１可能通过下调 ＰＴＥＮ的表达发挥其促进肝癌细
胞增殖、侵袭及迁移的作用。因此，ｍｉＲ－２１可能成
为新的ＨＣＣ分子标志物及生物治疗靶点。
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