
２０１７ 年 ６ 月

第 ２７ 卷　 第 ６ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊｕｎｅ， ２０１７

Ｖｏｌ． ２７　 Ｎｏ． ６

［通讯作者］杜朝阳（１９７４ － ），女，主治医师，主要研究方向：血液内科 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｏｃｔｏｒ６８１＠ １６３． ｃｏｍ。

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

ｍｉＲ⁃２１４ 通过靶向调控 Ｅ２Ｆ３ 抑制肝癌细胞的增殖

杜朝阳，杨如玉，李　 超，段丽娟

（河南省南阳市中心医院血液科，河南　 ４７３００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃２１４ 通过靶向调控 Ｅ２Ｆ 转录因子 ３（Ｅ２Ｆ３）抑制肝癌细胞的增殖。 方法　 ＲＴ⁃ＰＣＲ
法检测细胞株 ＳＭＭＣ⁃７７２１、ＨｅｐＧ２、ＳＫ⁃Ｈｅｐ⁃１ 和 Ｈｕｈ ７ 中 ｍｉＲ⁃２１４ 的表达量，并利用脂质体转染 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ。 采用 ＭＴＴ 法检测 ｍｉＲ⁃２１４ 对肝癌细胞活力的影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色试剂盒检测 ｍｉＲ⁃２１４ 对细胞凋亡

的影响，流式细胞术检测 ｍｉＲ⁃２１４ 对细胞周期的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃２１４ 对肝癌细胞中 Ｅ２Ｆ３
蛋白及 ｍＲＮＡ 表达量的影响，并通过荧光素酶报告基因进行验证。 结果　 ＳＭＭＣ⁃７７２１、ＳＫ⁃Ｈｅｐ⁃１、Ｈｕｈ ７ 及 ＨｅｐＧ２
中 ｍｉＲ⁃２１４ 的表达量分别为（０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０８）、（０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０３）、（０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０３）、（０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０１），其中 ＨｅｐＧ２ 中 ｍｉＲ⁃２１４
表达量最低，因此选用 ＨｅｐＧ２ 作为后续实验细胞株。 ＨｅｐＧ２ 细胞转染 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃２１４
ｍｉｍｉｃｓ 组中 ｍｉＲ⁃２１４ 表达量（０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０６）明显高于 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 组（０􀆰 １４ ± ０􀆰 ０１），ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 组细胞活力

（０􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０３）明显低于 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 组（０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ０６），ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 组细胞凋亡率（３６􀆰 ３７ ± ３􀆰 ４３）％ 明显高于

ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 组（３􀆰 ７４ ± ０􀆰 ３４）％ ，ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 组 Ｇ１ 期明（５７􀆰 ７９ ± ５􀆰 ７８）显长于 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 组（４５􀆰 ３１９ ± ４􀆰 ５３），
ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 组中 Ｅ２Ｆ３ 蛋白［（０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０２）、（０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２）］及 ｍＲＮＡ 表达量明显低于 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 组［（０􀆰 ９８ ±
０􀆰 ０９）、（０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １０）］，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ｍｉＲ⁃２１４ 过表达能通过下调 Ｅ２Ｆ３ 表达抑制肝

癌细胞的增殖。
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０􀆰 ０９） ａｎｄ ｍＲＮＡ （０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２ ｖｓ． ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １０） ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｍｉＲ⁃２１４； Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； Ｅ２Ｆ３； Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　 　 原发性肝癌是肝细胞或肝内管细胞发生的恶

性肿瘤， 其中 ９０％ 为肝细胞肝癌 （ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ），是位居世界第五位及致死率第 ３
位的肿瘤［１， ２］。 目前，手术切除和肝移植是 ＨＣＣ 最

为有效的治疗方法，然而，临床研究表明超过 ５０％
的接受肝切除术的 ＨＣＣ 患者出现术后复发［１， ２］。
因此，探讨肝癌的发生发展的相关机制，对于肝癌

的诊断，治疗及预后具有重要的意义。
ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ ｍｉＲＮＡ） 是 一 类 非 编 码 小 分 子

ＲＮＡ，能够结合于靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３’ ⁃ＵＴＲ 区域，
降解或者阻遏靶基因的翻译，从而抑制靶基因的

表达。 近些年大量研究证实 ｍｉＲＮＡ 在肿瘤的发生

发展中起着重要的作用，包括肝癌［３］ 。 ｍｉＲＮＡ 微

阵列研究显示，ｍｉＲ⁃２１４ 在肝癌组织中的表达明显

低于正常肝组织［４］ 。 同时恢复肝癌细胞中 ｍｉＲ⁃
２１４ 的表达，能显著的抑制细胞的增殖，但具体的

作用机制未知。 而 ｍｉＲＮＡ 对细胞生物学行为的调

控作用，大部分源于其对靶基因的调控作用［５， ６］ 。
研究表明 Ｅ２Ｆ 家族基因 Ｅ２Ｆ 转录因子 ３（Ｅ２Ｆ３）在
肝癌组织中高表达，并与肝癌的发生发展密切相

关，且有研究显示 ｍｉＲ⁃２１４ 与 Ｅ２Ｆ３ 在多种病理情

况下的表达具有相关性［７， ８］ ，提示 ｍｉＲ⁃２１４ 可能通

过调控 Ｅ２Ｆ３ 调控细胞的生物学行为。 所以本研

究将在此基础上，探讨 ｍｉＲ⁃２１４ 在肝癌细胞株中

的表达，及恢复其表达后对细胞的增殖、凋亡行为

的影响及具体机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞株

人 ＳＫ⁃Ｈｅｐ⁃１ 购 于 中 国 科 学 院 细 胞 库。 人

ＨｅｐＧ２、ＳＭＣＣ⁃７７２１、Ｈｕｈ ７ 购于美国菌种保藏中心

（ＡＴＣＣ）。
１􀆰 ２　 试剂及主要仪器　

四唑盐试剂 （ＭＴＴ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；兔抗

Ｅ２Ｆ３、ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体（美国 Ｅｐｉｔｍｉｃｓ 公司）；ｔｒｉｚｏｌ

试剂盒（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；辣根过氧化物酶标记山羊

抗兔 ＩｇＧ（Ｈ ＋Ｌ），Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色试剂盒，细胞周期检测

试剂盒（碧云天生物技术研究所）；胎牛血清，ＤＭＥＭ 培

养基，胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ 公司）；结晶紫（Ｓｉｇｍａ 公司）。
ＣＯ２ 培养箱，超净工作台（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）；ＴＳ１００ 倒置显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ 型流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）；迷你双垂直电

泳仪，迷你转印电泳仪，ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ 凝胶成像系

统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 合成、配制、存储及转染　

在广州市锐博生物科技有限公司订购合成

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃ 及对照 ｍｉｍｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ｍｉＲ⁃
２１４ ＮＣ）。 合成样品先离心，然后每 ５ ｎｍｏｌ ｍｉＲＮＡ
中加入 ２５０ μＬ ＤＥＰＣ 水稀释，配成 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 母液，
分装， － ２０℃保存备用。 转染前 １ ｄ，在无双抗培养

基中接种细胞（６ 孔板，每孔加 ２０００ μＬ，其他按比例

增加或减少），转染时细胞的汇合度要达到 ５０％ ；用
适量无血清 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ􀳏 Ｉ 培养基稀释 ｍｉＲＮＡ （２５０
μＬ），轻轻混匀。 摇匀 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００，取适量用

Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ􀳏 Ｉ 稀释并轻轻混匀后室温孵育 ５ ｍｉｎ。
将稀释的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 和稀释的 ｍｉＲＮＡ 轻轻

混 合， 室 温 孵 育 （２０ ～ ３０） ｍｉｎ； 将 ｍｉＲＮＡ ／
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 复合物加入 ６ 孔板，前后轻轻摇

动混合；６ ｈ 以后换成含 １０％血清的 ＤＭＥＭ 培养基，
于 ３７℃，ＣＯ２ 培养箱培养，并用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃
２１４ 的表达。
１􀆰 ４　 ＭＴＴ 检测细胞活力

将处于生长对数期的 ＨｅｐＧ２ 细胞消化，细胞浓

度调整为 ２ × １０４ 个 ／ ｍＬ，接种于 ９６ 孔板，每孔 ２００
μＬ，转染 ４８ ｈ 后，加入 ２０ μＬ 终浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的

ＭＴＴ，继续培养 ４ ｈ 后，加 １５０ μＬ 二甲基亚砜，震荡

１０ ｍｉｎ，采用酶标仪于 ５７０ ｎｍ 处测吸光度（Ａ）值，
每个实验组三个平行复孔。
１􀆰 ５　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色检测细胞凋亡

将处于生长对数期的 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于 ６ 孔

８２ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６



板，细胞浓度调整为 １ × １０４ 个 ／ ｍＬ，接种于 ６ 孔板，
每孔 １ ｍＬ，转染 ４８ ｈ 后，用不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶

消化收集细胞，４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤

３ 次，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色液避光染色 １５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，在荧光显微镜下观察并拍照。 每个

实验组三个平行复孔。
１􀆰 ６　 流式细胞术检测细胞周期

将处于生长对数期的 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于 ６ 孔

板，细胞浓度调整为 １ × １０４ 个 ／ ｍＬ，接种于 ６ 孔板，
每孔 １ ｍＬ，转染 ４８ ｈ 后，按细胞周期检测试剂盒说

明书进行检测：用不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化细胞，
离心，并重悬，接着加入 ５ μＬ 终浓度为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ
的 Ｒｎａｓｅ，３７℃孵育 １ ｈ，再加入 碘化丙啶染液，室温

下避光染色 ３０ ｍｉｎ，用流式细胞仪进行细胞周期检

测分析。 每个实验组三个平行复孔。
１􀆰 ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ｍｉＲ⁃２１４ 在不同肝癌细胞株中

的表达

参考 ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒使用说明书提取总 ＲＮＡ，并
用微量紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 的纯度，通过一步

法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒将逆转录 ＲＮＡ，并进行 ＰＣＲ 扩

增，最后将扩增产物用于 ２％ 的琼脂糖胶电泳。 引

物分别加入 ２５ μＬ ＰＣＲ 反应体系中，反应条件为

９４℃变性 ４５ ｓ，５９℃复性 ４５ ｓ，７２℃延伸 ６０ ｓ，共 ３５
个 循 环。 ｍｉＲ⁃２１４ 上 游 引 物： ５ ’⁃
ＧＧＡＣＡＧＧＡＣＧＣＡＣＡＧＴＣＡ⁃３ ’， 下 游 引 物： ５ ’⁃
ＣＡＧＡＣＧＡＧＧＣＴＣＣＧＴＧＧＴ⁃３’，Ｅ２Ｆ３ 上游引物：５’⁃
ＡＧＡＡＡＧＣＧＧＴＣＡＡＴＣＡＧＴＡＣＣＴ⁃３’，下游引物：５’⁃
ＴＧＧＡＣＴＴＣＧＴＡＧＴＧＣＡＧＣＴＣＴ⁃３’， ＧＡＰＤＨ 上游 引

物：５’⁃ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡ⁃３’，下游引物：５’⁃
ＴＧＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴ⁃３’。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅ２Ｆ３ 的表达

将处于生长对数期的 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于 ６ 孔

板，细胞浓度调整为 １ × １０４ 个 ／ ｍＬ，接种于 ６ 孔板，
每孔 １ ｍＬ，转染 ４８ ｈ 后，刮下细胞，离心，后加入适

量的 ＲＩＰＡ 裂解液，裂解 ３０ ｍｉｎ，离心，小心吸取上

清液，即可获得总蛋白。 根据 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白

浓度。 蛋白变性，上样，进行十二烷基苯磺酸钠凝

胶电泳，后湿法转膜 ３０ ｍｉｎ 左右。 将膜浸入一抗溶

液（兔抗 Ｅ２Ｆ３，ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体，稀释度 １：１００）
孵育，４℃过夜；次日二抗溶液（辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ））中室温孵育 １ ～ ２ ｈ。 将膜

取出漂洗，在凝胶成像系统中曝光。 用 “ Ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｎｅ”软件统计分析各抗体条带灰度值。 每个实验组

三个平行复孔。
１􀆰 ９　 荧光素酶报告基因表达分析

ｍｉＲ⁃２１４ 及 Ｅ２Ｆ３ 重组载体共转染到 ＨｅｐＧ２ 细

胞中。 分组如下： ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ＋ Ｗｔ Ｅ２Ｆ３，ｍｉＲ⁃
２１４ ＮＣ ＋ Ｗｔ Ｅ２Ｆ３，ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ＋ Ｍｕｔ Ｅ２Ｆ３，
ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ ＋ Ｍｕｔ Ｅ２Ｆ３。 应用双荧光素酶检测系

统检测转染好的荧光素酶活性，计算公式：相对荧

光值 ＝萤火虫荧光素酶荧光值 ／海肾荧光素酶荧光

值。 每个实验组三个平行复孔。
１􀆰 １０　 统计学方法

数据用 􀭰ｘ ± ｓ 表示，采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统

计，组间比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 四株肝癌细胞中 ｍｉＲ⁃２１４ 的表达情况

如图 １，ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ｍｉＲ⁃２１４ 在 ＳＭＭＣ⁃
７７２１、ＳＫ⁃Ｈｅｐ⁃１、Ｈｕｈ ７ 及 ＨｅｐＧ２ 细胞中的表达情况

分别为 （ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０８ ）， （ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０３ ）， （ ０􀆰 ３３ ±
０􀆰 ０３），（０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０１），其中 ＨｅｐＧ２ 中 ｍｉＲ⁃２１４ 表达

量最低，因此选用 ＨｅｐＧ２ 作为后续实验细胞株。
２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞中 ｍｉＲ⁃
２１４ 表达量的影响

如图 ２ 所示，ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中的表达量分别为

（０􀆰 １４ ± ０􀆰 ０１），（０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０６），二者比较，差异具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对肝癌细胞活力的影响

ＨｅｐＧ２ 细 胞 转 染 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及 ｍｉＲ⁃２１４
ｍｉｍｉｃｓ，经 ＭＴＴ 实验发现，二者细胞活力分别为为

（０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ０６），（０􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０３），二者比较，差异具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对肝癌细胞凋亡情况的影响

如图 ３ 所示，ＨｅｐＧ２ 细胞转染 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ，经 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 流式细胞术检测发

现，二者细胞 凋 亡 率 分 别 为 （ ３􀆰 ７４ ± ０􀆰 ３４ ）％ ，
（３６􀆰 ３７ ± ３􀆰 ４３）％ ，二者比较，差异具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃２１４ 对肝癌细胞周期的影响

如图 ４ 所示，ＨｅｐＧ２ 细胞转染 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ， 二 者 Ｇ１ 期 细 胞 数 目 分 别 为

（４５􀆰 ３１９ ± ４􀆰 ５３），（５７􀆰 ７９ ± ５􀆰 ７８），二者比较，差异

具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

９２中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６



２􀆰 ６　 ｍｉＲ⁃２１４ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞中 Ｅ２Ｆ３ 表达量

的影响

如图 ５ 所示，ＨｅｐＧ２ 细胞转染 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ，二者细胞中 Ｅ２Ｆ３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白

表达量分别为 （０􀆰 ９８ ± ０􀆰 ０９）， （０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２ ） 及

（０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １０），（０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０２），二者比较，差异具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ７　 荧光素酶报告基因表达分析

将 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及野生型载体

ｐＭｉｒ Ｅ２Ｆ３ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ、及突变型载体 ｐＭｉｒ Ｅ２Ｆ３ ３’
ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ 转入 ＨｅｐＧ２ 细胞中，结果发现，ｍｉＲ⁃２１４
ｍｉｍｉｃｓ 与野生型载体 ｐＭｉｒ Ｅ２Ｆ３ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ 共转染

组的荧光信号强度明显弱于其它转染组，差异具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 而对于突变型载体 ｐＭｉｒ
Ｅ２Ｆ３ ３’ ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ 来说，各组间荧光强度无任何差

别（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明 Ｅ２Ｆ３ 是 ｍｉＲ⁃２１４ 下游靶基因。
见图 ６。

３　 讨论

原发性肝癌在恶性肿瘤发病中居世界前五，也
是世界第三大致死性癌症［１， ２］。 研究表明，在各种

病理、生理过程，包括癌症过程中，许多 ｍｉＲＮＡｓ 异

常表达［３］。 ｍｉＲＮＡｓ 作为一类新型的调节因子，既
可以作为原癌基因发挥作用，也可以作为抑癌基因

进而调节细胞的生物学特性［３］。 ｍｉＲ⁃２１４ 是在小

鼠 ，大鼠及鸡等种属中高度保守的非编码ＲＮＡ分

注：１：ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ；２：ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ

图 ５　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞中 Ｅ２Ｆ３ 表达量的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ２Ｆ３ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

注：１：ＳＭＭＣ⁃７７２１；２：ＳＫ⁃Ｈｅｐ⁃１；３：Ｈｕｈ ７；４：ＨｅｐＧ２

图 １　 四株肝癌细胞中 ｍｉＲ⁃２１４ 的表达情况

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ

注：１：ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ；２：ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ

图 ２　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌

细胞中 ｍｉＲ⁃２１４ 表达量的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ⁃２１４ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

注：１：ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ；２：ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ

图 ３　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌

细胞凋亡情况的影响（ × ２００）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

注：１：ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ；２：ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ

图 ４　 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞周期的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

０３ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６



１：ｐＭｉｒ Ｅ２Ｆ３ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ；２：ｐＭｉｒ Ｅ２Ｆ３ ３’ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ

图 ６　 荧光素酶报告基因表达分析

Ｆｉｇ． ６　 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
与 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１

子，位于染色体 １ｑ２４􀆰 ３。 最初把 ｍｉＲＮＡｓ 和癌症联

系在一起是在慢性淋巴细胞白血病的研究中，研究

发现在大多数的这类病人中 ｍｉＲ⁃１５ａ 和 ｍｉＲ⁃２１４⁃１
的表达是下调或是缺失的［９］。 后续 ｍｉＲＮＡ 微阵列

进一步的证实肝癌组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 的表达低于癌旁

组织［４］。 提示 ｍｉＲ⁃２１４ 在肝癌组织中是作为抑癌基

因存在的，并参与肝癌的发生发展过程。 因此本研

究在此基础上首先通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ４ 株肝癌细

胞株 ＳＭＭＣ⁃７７２１、 ＳＫ⁃Ｈｅｐ⁃１、 Ｈｕｈ ７ 及 ＨｅｐＧ２ 中

ｍｉＲ⁃２１４ 的表达，结果表明 ｍｉＲ⁃２１４ 在 ＨｅｐＧ２ 的表

达量最低，因而选为后续实验细胞株。 接着通过

ＲＴ⁃ＰＣＲ 法证实了 ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ 及 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ
成功转染 ＨｅｐＧ２ 细胞。 所以进一步采用 ＭＴＴ 法，
Ｈｏｅｃｓｈｔ 染色法检测 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞

活力及凋亡情况的影响，结果表明 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ
能显著的降低细胞活力，并提高细胞凋亡率，与 Ｘｕ
等［５］在骨肉瘤细胞，Ｙａｎｇ 等［６］在胃癌细胞株的研究

结果一致，从而说明恢复 ｍｉＲ⁃２１４ 的表达能显著的

抑制 ＨｅｐＧ２ 的增殖，并诱导细胞凋亡。 而肿瘤细胞

的不可控制的生长增殖源于细胞周期的紊乱，其中

细胞周期一般分为 Ｇ１、Ｇ２ ／ Ｍ 及 Ｓ 期，且 Ｇ１ 期及

Ｇ２ 期是多数抗癌药物作用肿瘤细胞的靶点［１０］。
ｍｉＲ⁃２１４ 能够通过调控细胞周期相关蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１，ＣＤＫ３ 及 ＣＤＫ６ 的表达，从而使细胞周期阻滞于

Ｇ１ 期，最后使肝癌细胞 ＤＮＡ 复制及有丝分裂阻断，
最终导致细胞增殖受阻［１１， １２］。 所以本研究采用流

式细胞术检测 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞周期

的影响，结果与上述报道一致［１１， １２］，ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ
能显著的延长 ＨｅｐＧ２ 细胞的 Ｇ１ 期，使细胞周期阻

滞于 Ｇ１ 期，最终导致细胞增殖阻断。
ｍｉＲＮＡｓ 对肿瘤细胞生物学行为的影响，一般

是通过调控靶蛋白表达量来实现的，有报道证实 １ ／
３ 蛋白的转录表达是由 ｍｉＲＮＡｓ 所调控的［１３］。 Ｅ２Ｆ
家族最初是在腺病毒 Ｅ２ 基因的研究中发现的，后
面陆续发现了 ８ 个的 Ｅ２Ｆ 家族成员，这 ８ 个 Ｅ２Ｆ 家

族成员，由于结构上的差异，导致了功能上的不同。
其中 Ｅ２Ｆ３ 属于激活的亚群，能够促使静息细胞快

速的从 Ｇ１ 期进入 Ｓ 期，在细胞的增殖与凋亡过程

中发挥着重要的作用。 同时研究已经显示 Ｅ２Ｆ３ 在

肝癌组织中高表达，且通过下调 Ｅ２Ｆ３ 表达，能促使

肝癌细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期［８， １４］。 另外研究已经表

明 ｍｉＲ⁃２１４ 与 Ｅ２Ｆ３ 在多种病理过程中的表达量具

有相关性，且有研究也发现 Ｅ２Ｆ３ 是 ｍｉＲ⁃２１４ 的靶

基因［１４， １５］。 所以本研究利用荧光素酶报告基因检

测 Ｅ２Ｆ３ 是否是 ｍｉＲ⁃２１４ 的靶基因，结果表明野生

型的 Ｅ２Ｆ３ 活性被 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 显著下调，提示

Ｅ２Ｆ３ 是 ｍｉＲ⁃２１４ 的靶基因，接着采用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 对 Ｅ２Ｆ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达量的

影响，结果表明 ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ 能显著的降低 Ｅ２Ｆ３
蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达，进一步的证实了 Ｅ２Ｆ３ 确实

是 ｍｉＲ⁃２１４ 的靶基因。
综上所述，提高肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 中 ｍｉＲ⁃２１４ 的

表达，能显著的降低细胞活力，提高细胞凋亡率，并
使细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期，同时能够靶向的下调

Ｅ２Ｆ３ 表达。
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［１２］ 　 王一涵， 冷玉芳， 李娟， 等． 右美托咪啶对慢性神经病理性痛

大鼠脊髓背角神经元凋亡的影响 ［ Ｊ］ ． 中华麻醉学杂志，
２０１２， ３２（３）： ３５３ － ３５７．

〔修回日期〕２０１６ － １１ － ２３

２３ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６


