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靶向肝素酶基因的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ在胃癌中的表达
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　　［摘要］　目的　检测胃癌组织中肝素酶基因（ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，ＨＰＡ）及可能靶向其表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）的表达水
平。方法　应用实时定量ＰＣＲ检测 ＨＰＡ在胃癌组织中的表达变化；根据 ｍｉＲＮＡｓ与 ＨＰＡ３′非翻译区（３′ＵＴＲ）序列的结
合情况，运用生物信息学方法筛选出可能靶向 ＨＰＡ的ｍｉＲＮＡｓ，并利用实时定量ＰＣＲ检测这些 ｍｉＲＮＡｓ在胃癌组织中的表

达水平。结果　ＨＰＡ在胃癌组织中表达水平较癌旁组织和正常组织高；生物信息学分析显示，ｍｉＲ１８ｂ、ｍｉＲ１３７、ｍｉＲ５０２
和ｍｉＲ２９９３ｐ可能结合于 ＨＰＡ的３′ＵＴＲ上，抑制其表达；实时定量 ＰＣＲ检测结果显示，胃癌组织 ｍｉＲ１８ｂ、ｍｉＲ１３７、

ｍｉＲ５０２和ｍｉＲ２９９３ｐ的表达均较癌旁组织和正常组织低。结论　胃癌组织 ＨＰＡ高表达，而可能靶向 ＨＰＡ的 ｍｉＲ１８ｂ、
ｍｉＲ１３７、ｍｉＲ５０２和ｍｉＲ２９９３ｐ低表达，提示上述靶向 ＨＰＡ的ｍｉＲＮＡｓ可能参与了胃癌的发生发展。

　　［关键词］　肝素酶；胃肿瘤；微ＲＮＡｓ；基因表达；生物信息学
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　　肝素酶（ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，ＨＰＡ）是体内唯一降解硫
酸乙酰肝素蛋白聚糖（ＨＳＰＧ）的βＤ葡萄糖醛酸内
切酶，其通过裂解硫酸肝素糖胺聚糖链（ＨＳＧＡＧ）
降解 ＨＳＰＧ，破坏由细胞外基质和基底膜构成的组
织屏障，产生促肿瘤侵袭转移的生物学效应［１］。研
究发现各种恶性肿瘤的演进、浸润及远处转移可能

与肝素酶基因密切相关，并且肝素酶的表达与胃癌
腹膜、淋 巴 结 转 移 显 著 正 相 关［２３］。ＭｉｃｒｏＲＮＡ
（ｍｉＲＮＡ）是一类在进化上高度保守，长１８～２５个核
苷酸的单链非编码小ＲＮＡ，主要通过碱基互补配对
原则结合于靶基因的３′非翻译区（３′ＵＴＲ），从而抑
制靶基因的表达。ｍｉＲＮＡ参与了包括细胞增殖、分
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化、凋亡以及肿瘤发生和转移等各种生理病理过程，
利用ｍｉＲＮＡ与肿瘤相关蛋白之间的相互作用，能发
挥促进或抑制肿瘤形成的生物学功能［４５］。

　　本研究通过在基因水平检测肝素酶在胃癌组织
中的相对表达水平，生物信息学筛选能靶向其表达
的内源性 ｍｉＲＮＡｓ，并确定这些 ｍｉＲＮＡｓ在胃癌组
织中的表达，为进一步明确胃癌转移过程中 ｍｉＲ
ＮＡｓ的异常表达与肝素酶表达上调的特异相关性提
供基础，为探索胃癌发生、发展和转移的分子机制，
确立转移防治靶点，寻求新的干预策略提供参考。

１　材料和方法

１．１　胃癌组织　选取第二军医大学长海医院胃癌
根治术后肿瘤组织病理标本６例，同时选取相应的
癌旁对照组织（距胃癌旁５ｃｍ处黏膜组织）。正常
胃组织ＲＮＡ购自美国Ａｍｂｉｏｎ公司。

１．２　核酸提取　采用 ＴＲＩｚｏｌ一步法制备组织

ＲＮＡ。具体操作参照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）说明书进行。对提取的总ＲＮＡ用紫外分

光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）测Ｄ２６０／Ｄ２８０值，以确
定其浓度和纯度。对总 ＲＮＡ样品进行１％琼脂糖
凝胶电泳以检测其完整性。

１．３　反转录合成ｃＤＮＡ　使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ反转
录试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司）将ＲＮＡ反转录合成

ｃＤＮＡ。１０μｌ反应体系中含有ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ缓冲

体系（１×），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ反转录酶混合物Ⅰ（１×），
寡聚胸腺嘧啶引物（２５ｐｍｏｌ），随机引物（５０ｐｍｏｌ），
总ＲＮＡ 样品（５００ｎｇ），去离子水（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）。

ｍｉＲＮＡｓ的反转录反应体系中需加入对应 ｍｉＲＮＡ
的反转录引物。反应条件为３７℃１５ｍｉｎ（反转录反
应），８５℃５ｓ（反转录酶的失活反应）。

１．４　实时定量ＰＣＲ　运用ＯｎｅＳｔｅｐＳＹＢＲＰｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司）在Ｒｏ
ｔｏｒＧｅｎｅ３０００Ａ型号的实时定量ＰＣＲ仪（美国Ｑｉａ
ｇｅｎ公司）上分别检测肝素酶和相关 ｍｉＲＮＡｓ的表
达，扩增基因的引物序列见表１。反应条件为９５℃
３０ｓ（预变性反应），９５℃５ｓ，６０℃１５ｓ（ＰＣＲ循环反
应，共４０个循环）。

表１　扩增基因的引物序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＨＰＡ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＴＴＧＣＴＡＴＣＣＧＡＣＡＣＣＴＴＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＣＴＧＡＣＡＧＧＣＣＣＡＡＴＴＴＡ

ｍｉＲ１８ｂ ＲＴｐｒｉｍｅｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＴＡＡＣＴＧＣＡ
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＡＡＧＧＴＧＣＡＴＣＴＡＧＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ

ｍｉＲ１３７ ＲＴｐｒｉｍｅｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＴＡＣＧＣＧＴ
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＴＡＴＴＧＣＴＴＡＡＧＡＡＴＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ

ｍｉＲ５０２ ＲＴｐｒｉｍｅｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＴＡＧＣＡＣＣＣ
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＡＴＣＣＴＴＧＣＴＡＴＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ

ｍｉＲ２９９３ｐ ＲＴｐｒｉｍｅｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＡＡＧＣＧＧＴＴＴ
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＡＴＧＴＧＧＧＡＴＧＧＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣ

１．５　生物信息学筛选　根据 ｍｉＲＮＡｓ与 ＨＰＡ的

３′ＵＴＲ序列的结合情况，运用多个生物信息学在线
软件筛选出可能作用于 ＨＰＡ的 ｍｉＲＮＡｓ。常用的
生物信息学软件为ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．
ｏｒｇ／）、ＰｉｃＴａｒ（ｗｗｗ．ｐｉｃｔａｒ．ｍｄｃｂｅｒｌｉｎ．ｄｅ／）和

ｍｉＲａｎｄａ（ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ）。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
处理，组间比较采用ｔ检验。检验水准 （α）为

０．０５。　　　　

２　结　果

２．１　肝素酶在胃癌组织中的表达　提取的组织

ＲＮＡ样品经１％琼脂糖凝胶电泳检测，２８Ｓ、１８Ｓ及

５Ｓ小分子 ＲＮＡ 条带清晰，说明完整性良好（图

１Ａ）。实时定量ＰＣＲ结果（图１Ｂ）显示，相对于正常
胃组织，ＨＰＡ在癌旁组织的表达水平较高，在胃癌
组织中明显升高（Ｐ＜０．０１），提示 ＨＰＡ在胃癌的发
生发展中可能发挥重要作用。
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图１　实时定量ＰＣＲ检测ＨＰＡ基因在

胃癌组织中的相对表达

Ｆｉｇ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＡｍＲＮＡ

ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ａ：ＧｅｌｏｆＲＮＡｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍａｐａｉｒｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｍ：

Ｍａｒｋｅｒ２０００；１，２：ＲＮＡｓａｍｐｌｅｓｏｆａｄｊａｃｅｎｔａｎｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＰＡｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

２．２　生物信息学分析　经过几个生物信息学软件

对 ＨＰＡ基因序列的综合分析，发现 ｍｉＲ１８ｂ、ｍｉＲ

１３７、ｍｉＲ２９９３ｐ和 ｍｉＲ５０２可能作用于 ＨＰＡ 基

因，其作用靶点如表２，其中ｍｉＲ１８ｂ和ｍｉＲ１３７与

ＨＰＡ基因分别有两个结合靶点。结果提示 ｍｉＲ

１８ｂ、ｍｉＲ１３７、ｍｉＲ２９９３ｐ 和 ｍｉＲ５０２ 可能通过

ＨＰＡ基因影响胃癌的发生和发展。

２．３　ｍｉＲＮＡｓ在胃癌中的表达　实时定量ＰＣＲ结

果显示，相对于正常胃组织，ｍｉＲ１８ｂ、ｍｉＲ１３７、

ｍｉＲ２９９３ｐ和ｍｉＲ５０２在胃癌组织的表达水平明

显较低，分别为正常胃组织含量的５０％、５０％、４５％
和６９％（图２）。结果提示这些ｍｉＲＮＡｓ的表达可能

与胃癌的发生发展密切相关。

表２　ｍｉＲＮＡｓ作用于ＨＰＡ基因的可能靶点位置

Ｔａｂ２　ＰｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓｏｆｍｉＲＮＡｓｔａｒｇｅｔｉｎｇＨＰＡｇｅｎｅ

ｍｉＲＮＡ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（３′５′）

Ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅ

Ｐｏｓｉｔｏｎｏｆ
ＨＰＡ３′ＵＴＲ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｍｉＲ１８ｂ ＧＡＵＵＧＡＣＧＵＧＡＵＣＵＡＣＧＵＧＧＡＡＵ ７９９８２１ ＡＣＴＣＡＡＴＴＧＡＴＣＣＴＣＣＣＡＣＣＴＴＧ

ｍｉＲ１８ｂ ＧＡＵＵＧＡＣＧＵＧＡＵＣＵＡＣＧＵＧＧＡＡＵ １４７４１４９７ ＧＡＧＡＡＡＣＴＡＴＣＴＡＴＴＴＧＣＡＣＣＴＴＡ

ｍｉＲ１３７ ＧＡＵＧＣＧＣＡＵＡＡＧＡＡＵＵＣＧＵＵＡＵＵ １５３０１５２２ ＴＣＧＧＴＴＴＴＣＴＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴＡＡ

ｍｉＲ１３７ ＧＡＵＧＣＧＣＡＵＡＡＧＡＡＵＵＣＧＵＵＡＵＵ １７８５１８０７ ＡＡＴＴＣＡＡＡＴＧＧＣＴＴＡＡＧＣＡＡＴＡＡ

ｍｉＲ２９９３ｐ ＵＵＣＧＣＣＡＡＡＵＧＧＵＡＧＧＧＵＧＵＡＵ １８０７１８２８ ＡＧＧＡＡＡＴＧＴＡＴＡＴＴＣＣＣＡＣＡＴＡ

ｍｉＲ５０２ ＡＵＣＧＵＧＧＧＵＣＵＡＵＣＧＵＵＣＣＵＡ １２９６１３１７ ＡＡＴＡＴＧＧＴＣＡＧＧＡＡＧＣＡＡＧＧＡＡ

　Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓ

图２　ｍｉＲＮＡｓ在胃癌组织中的相对表达水平

Ｆｉｇ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲＮＡｓ

ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　恶性肿瘤中导致 ＨＰＡ过表达以及酶活性增强

的机制尚不明确。但研究［６９］表明，ＨＰＡ表达可能

受几个方面的影响，包括启动子甲基化、转录剪切、

转录因子等多个方面。（１）早期生长反应基因１
（ＥＧＲ１）：其能结合在 ＨＰＡ基因转录启动子中的高

效诱导区，激活 ＨＰＡ基因转录启动子，从而诱导肿

瘤细胞中 ＨＰＡ 表达［７］。（２）构成性转录因子

（Ｓｐ１）：其对 ＨＰＡ１启动子高效诱导区中的ＧＣ盒

具有高亲和力［８］，因此对 ＨＰＡ转录也可能存在一

定的调控作用。（３）ｐ５３：野生型ｐ５３的去除或活性

的抑制均可导致 ＨＰＡ１表达和酶活性的明显增高，

ｐ５３通过组蛋白脱酰基作用调控 ＨＰＡ 的表达［９］。

总之，ＨＰＡ的表达调控是多因素、多因子、多层次共

同作用完成的，这些因素和因子或多或少地参与了

肿瘤细胞内其他信号转导网络，从而使整个肿瘤细

胞具有转移、侵袭、抗凋亡、血管生成等诸多恶性特

质。

　　ｍｉＲＮＡｓ作为真核细胞内的一类具有基因表达

微调功能的内源性非编码小 ＲＮＡ分子，在不同物
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种间具有非常高的同源性，据预测有１／３的人类基

因都被其调控。研究表明，ｍｉＲＮＡｓ通过调节其靶

基因的表达，几乎参与了所有生命活动，包括细胞增

殖和凋亡、器官生成、个体发育、造血、脂肪代谢

等［１０］。Ｐａｖｉｃｉｃ等［１１］报道，肿瘤组织中 ｍｉＲ１８ｂ的

甲基化程度较正常组织明显升高，甲基化的 ｍｉＲ

１８ｂ调控能力受到明显抑制。Ｄｅｎｇ等［１２］的研究发

现，ｍｉＲ１３７通过抑制羧基末端结合蛋白１（ｃｔｂｐ１）

的表达调节黑素瘤的发生发展，同时也发现 ｍｉＲ

１３７是肿瘤发生发展过程中一个重要蛋白ｃｄｃ４２的

抑制因子［１３］。这些结果的发现提示肿瘤的发生发

展过程受多元化信号通路网络调控，ｍｉＲＮＡｓ作为

细胞内源性调控因子，对肿瘤的治疗和预后具有重

要意义。

　　本研究根据生物信息学技术筛选出几个可能靶

向肝素酶基因的 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１８ｂ、ｍｉＲ１３７、ｍｉＲ

２９９３ｐ和ｍｉＲ５０２），鉴定了它们在胃癌组织中的相

对表达水平，推测这几个 ｍｉＲＮＡｓ可能通过调节肝

素酶的表达影响胃癌的发生和发展。以 ｍｉＲＮＡｓ
调控肝素酶表达的功能，作为新的治疗切入点，通过

对疾病发生发展过程中 ｍｉＲＮＡｓ调控网络的深入

研究，对了解胃癌的发病原因、机制以及寻找基因治

疗新的药物靶点都具有重要意义。
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Ｍｅｄ，２０１１，１７（７８）：７２６７３５．
［１２］ＤｅｎｇＹ，ＤｅｎｇＨ，ＢｉＦ，ＬｉｕＪ，ＢｅｍｉｓＬＴ，ＮｏｒｒｉｓＤ，ｅｔａｌ．Ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ１３７ｔａｒｇｅｔｓｃａｒｂｏｘｙｌｔｅｒｍｉｎａｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｉｎ

ｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＳｃｉ，２０１１，７：１３３１３７．
［１３］ＬｉｕＭ，ＬａｎｇＮ，ＱｉｕＭ，ＸｕＦ，ＬｉＱ，ＴａｎｇＱ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１３７

ｔａｒｇｅｔｓＣｄｃ４２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅＧ１ａｒｒｅｓｔａｎｄｉｎ

ｈｉｂｉｔｓｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１１，

１２８：１２６９１２７９．
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