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犕犻犮狉狅犚犖犃３４０在肝细胞肝癌中抑制细胞增殖并促进凋亡
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重庆医科大学附属第一医院肝胆外科，重庆４０００１６

　　［摘要］　目的　探讨微ＲＮＡ３４０（ｍｉＲ３４０）在肝细胞肝癌中的表达特点及其对细胞生物学行为的影响。

方法　收集重庆医科大学附属第一医院肝胆外科２０１５年３月至２０１６年９月收治的４０例肝细胞肝癌患者手术后切除

的癌组织和癌旁组织标本。通过ｑＰＣＲ检测组织标本中ｍｉＲ３４０的表达，并分析ｍｉＲ３４０表达与临床病理学指标的关

系。分别培养肝癌细胞株Ｈｅｐ３Ｂ、Ｂｅｌ７４０２、ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１以及正常肝细胞株ＨＬ７７０２，４８ｈ后使用ｑＰＣＲ检

测５种细胞中ｍｉＲ３４０的表达水平。通过转染增加或抑制ＳＭＭＣ７７２１细胞中ｍｉＲ３４０的表达，然后分别于细胞培养

２４、４８、７２ｈ后采用ＣＣＫ８法检测ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡。通过生物信息学软件预测

ｍｉＲ３４０的靶基因，并使用ｑＰＣＲ和蛋白质印迹法进一步验证ｍｉＲ３４０对靶基因的作用。结果　癌组织中ｍｉＲ３４０的

表达低于癌旁组织（犘＜０．０１），并且ｍｉＲ３４０的表达与乙肝表面抗原、ＨＢＶＤＮＡ载量、肿瘤大小以及临床ＴＮＭ分期

有关（犘＜０．０１）。正常肝细胞ＨＬ７７０２内ｍｉＲ３４０的表达高于４种肝癌细胞Ｈｅｐ３Ｂ、Ｂｅｌ７４０２、ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１

（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。增加ｍｉＲ３４０表达可抑制ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖（犘＜０．０５，犘＜０．０１），而抑制ｍｉＲ３４０的表

达则促进ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；增加ｍｉＲ３４０的表达可促进ＳＭＭＣ７７２１细胞的凋亡（犘＜

０．０１），而抑制ｍｉＲ３４０则减少凋亡（犘＜０．０１）。生物信息学分析显示Ｓ期激酶相关蛋白２（犛犓犘２）基因是ｍｉＲ３４０下

游的一个靶基因。ｑＰＣＲ和蛋白质印迹分析结果显示增加ＳＭＭＣ７７２１细胞中ｍｉＲ３４０的表达可抑制ＳＫＰ２的ｍＲＮＡ

和蛋白表达，抑制ｍｉＲ３４０表达则增加ＳＫＰ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达。结论　ｍｉＲ３４０的异常表达可能与乙肝病毒的

感染有关，其异常表达有助于评价病情以及预后。在肝癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１细胞中，ｍｉＲ３４０能够抑制细胞增殖并促

进凋亡，这一作用结果可能是通过ｍｉＲ３４０对ＳＫＰ２的抑制而实现的。
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　　肝癌是一种常见的恶性肿瘤，在２０１２年全球有

７８２５００例新发病例、７４５５００例死亡病例，中国新发

和死亡病例约占世界的５０％
［１］。其中，７０％～９０％

的患者其组织学类型是肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
［２］。ＨＣＣ的发生是一个多步骤的

复杂过程，因此研究ＨＣＣ的发生、诊断、治疗及预后

对提高公众的健康水平极为重要。

研究表明，微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）３４０

（ｍｉＲ３４０）在结直肠癌
［３］、卵巢癌［４］、乳腺癌［５］等多

种肿瘤中充当抑癌因子，其通过抑制细胞的增殖、侵

袭、转移以及诱导细胞凋亡参与肿瘤的发生和发展。

此外有研究指出ｍｉＲ３４０通过结直肠癌细胞的瓦尔

堡效应（Ｗａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔ）影响细胞的增殖
［６］。且在

口腔上皮细胞癌中 ｍｉＲ３４０可上调葡萄糖转运

蛋白１（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＧＬＵＴ１）的表达，从

而导致乳酸分泌增加和葡萄糖摄取增加［７］。可见

ｍｉＲ３４０在多种肿瘤中具有重要的作用，但其在

ＨＣＣ中是否也具有抑癌作用并且能否作为评价病

情或预后的指标，目前尚无相关研究。本研究拟分

析ｍｉＲ３４０在ＨＣＣ患者癌组织和癌旁组织中的表

达特点及其在正常肝细胞系以及肝癌细胞系中的表

达特点，揭示ｍｉＲ３４０对肝癌细胞增殖和凋亡的影

响，并对ｍｉＲ３４０的作用靶点进行预测和验证。

１　材料和方法

１．１　主要材料　正常肝细胞株ＨＬ７７０２和肝癌细

胞株ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２均由重

庆医科大学病毒性肝炎研究所保存。ＭＥＭ培养液

和ＲＰＭＩ１６４０培养液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛

血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国 ＰＡＮ

Ｂｉｏｔｅｃｈ公司。ＭｉＲ３４０模拟质粒（ｍｉＲ３４０ｍｉｍｉｃ；

质粒结构包括克隆载体ｐＬＶＸＺｓＧｒｅｅｎＰｕｒｏ和

ｍｉＲ３４０ＤＮＡ引物序列，序列如下：正义５′ＧＡＴ

ＣＣＧＧＴＴＡＴＡＡＡＧＣＡＡＴＧＡＧＡＣＴＧＡＴＴＴ

ＴＴＴＣＴＣＧＡＧ Ｇ３′，反义５′ＡＡＴ ＴＣＣＴＣＧ

ＡＧＡＡＡＡＡＡＴＣＡＧＴＣＴＣＡＴＴＧＣＴＴＴＡＴＡ

ＡＣＣＧ３′）、ｍｉＲ３４０模拟对照质粒（ｍｉＲ３４０ｍｉｍｉｃ

ｃｏｎｔｒｏｌ；质粒结构包括克隆载体ｐＬＶＸＺｓＧｒｅｅｎ）、

ｍｉＲ３４０抑制质粒（ｍｉＲ３４０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；质粒结构包

括克 隆 载 体 ｐＬＶＸｔｄＴｏｍａｔｏＰｕｒｏ 和 ｍｉＲ３４０

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＤＮＡ引物序列，序列如下：正义５′ＧＡＴ

ＣＣＧＧＡＡＴＣＡＧＴＣＴＣＧＡＣＣＴＴＴＡＴＡＡＴＴ

ＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧ３′，反义５′ＡＡＴＴＣＣＴＣＧ

ＡＧＡ ＡＡＡ ＡＡＴ ＴＡＴ ＡＡＡ ＧＧＴ ＣＧＡ ＧＡＣ

ＴＧＡＴＴＣＣＧ３′）、ｍｉＲ３４０抑制对照质粒（ｍｉＲ

３４０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ；质粒结构包括克隆载体

ｐＬＶＸｔｄＴｏｍａｔｏ）、转染试剂ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎＴＭＭａｘ、

反转录试剂盒以及ｑＰＣＲ试剂盒均购自广州复能基

因有限公司。高纯度ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ提取试剂

盒购自上海玉博生物科技有限公司。ＣＣＫ８试剂盒

购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司。ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ／７ＡＡＤ凋

亡检测试剂盒和ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试

剂盒购自杭州联科生物技术股份有限公司。蛋白质

印迹实验相关试剂盒购自上海碧云天生物技术有限

公司。抗Ｓ期激酶相关蛋白２（Ｓｐｈａｓｅｋｉｎａｓｅ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＳＫＰ２）抗体（ＲＬＴ４３１１）、抗

ＧＡＰＤＨ抗体（ＲＬＭ３２１５）和二抗（ＲＳ０００２）均购自

苏州睿瀛生物技术有限公司。
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第１０期．王孜尧，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４０在肝细胞肝癌中抑制细胞增殖并促进凋亡

１．２　ＨＣＣ癌组织和癌旁组织标本的收集　收集重

庆医科大学附属第一医院肝胆外科２０１５年３月至

２０１６年９月收治的４０例经术后病理确诊为 ＨＣＣ

患者的癌组织和癌旁组织标本，其中癌旁组织要远

离癌组织边缘３ｃｍ以上。标本于术中取下后立即

放入ＲＮＡ保存液中，之后立即置于液氮中保存。

所有纳入患者均同意参与本实验，并签署知情同意

书。本实验方案和内容获得重庆医科大学附属第一

医院伦理学委员会的批准并且严格遵守《赫尔辛基

宣言》。

１．３　肝细胞以及肝癌细胞的培养　肝癌细胞株

ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ培养在含１０％ＦＢＳ的 ＭＥＭ培

养液中，肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２以及正

常肝细胞株 ＨＬ７７０２培养在含有１０％ ＦＢＳ的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中。以上细胞均培养于３７℃、

５％ＣＯ２的环境中。

１．４　ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ的提取、反转录、ｑＰＣＲ　所

有引物均由广州复能基因有限公司合成。各型

肝癌细胞和正常肝细胞均培养４８ｈ后进行

ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ的提取。使用高纯度 ｍｉＲＮＡ

和ｍＲＮＡ提取试剂盒通过离心柱法提取组织和

细胞中的ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ，然后分别用ｍｉＲＮＡ

反转录试剂盒以及第一链合成试剂盒进行反转

录反应。

ｍｉＲＮＡ反转录反应体系为２０μＬ，其中总

ＲＮＡ２μｇ、２．５Ｕ／μＬ多聚腺苷酸聚合酶１μＬ、反转

录酶１μＬ、５×反应缓冲液５μＬ，用双蒸水（不含

ＲＮＡ酶和ＤＮＡ酶）补足２０μＬ；反转录反应条件为

３７℃６０ｍｉｎ、８５℃５ｍｉｎ，４℃放置。ｃＤＮＡ稀释３

倍进行ｑＰＣＲ。以犝６作为内参。引物序列如下：

ｍｉＲ３４０正义５′ＧＣＧＧＴＴＡＴＡＡＡＧＣＡＡＴＧＡ

ＧＡ３′、反义５′ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

３′，Ｕ６正义５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′、

反义５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。

ｑＰＣＲ反应体系为２０μＬ，含２×一体化ｑＰＣＲ试剂

１０μＬ、一体化ｍｉＲＮＡｑＰＣＲ引物２μＬ、通用适配

ＰＣＲ引物２μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ、双蒸水４μＬ。反应条

件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃１５ｓ，

共４０个循环。ｍＲＮＡ反转录分为２步。第１步：总

体积１３μＬ，包括ＲＮＡ２μｇ、２５０μｍｏｌ／Ｌ随机引物

１μＬ，用双蒸水补足１３μＬ；反应条件６５℃１０ｍｉｎ。

第２步：总体积２５μＬ，含ＲＮＡ引物１３μＬ、５×反应

缓冲液５μＬ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ脱氧核糖核苷三磷酸１μＬ、

２５Ｕ／μＬｌＲＮＡ酶抑制剂１μＬ、２００Ｕ／μＬ反转录

酶１μＬ、双蒸水４μＬ；反应条件为３７℃６０ｍｉｎ、８５

℃５ｍｉｎ，４℃放置。ｃＤＮＡ稀释５倍进行ｑＰＣＲ。

以犌犃犘犇犎为内参。引物序列如下：犛犓犘２正义５′

ＡＧＴＣＴＣＴＡＴＧＧＣＡＧＡＣＣＴＴＡＧＡＣＣ３′、反

义５′ＴＴＴＣＴＧＧＡＧＡＴＴＣＴＴＴＣＴＧＴＡＧＣＣ

３′，犌犃犘犇犎 正义５′ＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡ ＴＣＴ

ＴＣＴＴＴＴ３′、反义５′ＧＴＧＡＣＣＡＧＧＣＧＣＣＣＡ

ＡＴＡＣ３′。ｑＰＣＲ反应体系为２０μＬ，含２×一体化

ｑＰＣＲ试剂１０μＬ、一体化ｑＰＣＲ引物２μＬ、ｃＤＮＡ

２μＬ、双蒸水６μＬ。反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃

１０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃１５ｓ，共４０个循环。每个检

验指标设３个复孔，使用２－ΔΔＣｔ法定量ｍｉＲＮＡ和

ｍＲＮＡ的相对表达水平。

１．５　细胞转染　培养ＳＭＭＣ７７２１细胞生长至约

６０％融合时，按照ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｏｎＴＭＭａｘ试剂盒说明

书将ｍｉＲ３４０模拟质粒及其对照质粒、ｍｉＲ３４０抑

制质粒及其对照质粒分别转入细胞内。培养６ｈ后

更换新鲜培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养

２４～７２ｈ，收集各组细胞进行下一步实验。

１．６　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖　将ＳＭＭＣ７７２１

细胞以１×１０５／孔的密度接种于９６孔板，转染成功

后分别在培养２４、４８、７２ｈ时每孔加入含１０％

ＣＣＫ８反应液的培养液１００μＬ，等待对照孔光密度

（犇）值达到１时，在４５０ｎｍ处检测实验孔的犇值。

细胞存活率（％）＝［（实验孔犇值－空白孔犇值）／

（对照孔犇值－空白孔犇值）］×１００％。每一时间

点设５个平行孔。

１．７　流式细胞术检测细胞凋亡　按照细胞凋亡检

测试剂盒要求收集ｍｉＲ３４０模拟质粒组、ｍｉＲ３４０

模拟对照质粒组、ｍｉＲ３４０抑制质粒组、ｍｉＲ３４０抑

制对照质粒组ＳＭＭＣ７７２１细胞。ＰＢＳ洗涤２次，

用５００μＬＰＢＳ重悬细胞后转入１．５ｍＬＥＰ管。用

预冷的ＰＢＳ离心洗涤细胞２次，弃上清。用双蒸水

稀释５×结合缓冲液为１×工作液，取适量预冷的

１×工作液重悬细胞沉淀使细胞密度为１×１０６～１×

１０７／ｍＬ，每个样品管中加入１００μＬ细胞悬液。

ｍｉＲ３４０模拟质粒组、ｍｉＲ３４０模拟对照质粒组样

品管加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ和１０μＬ７ＡＡＤ。

ＭｉＲ３４０抑制质粒组、ｍｉＲ３４０抑制对照质粒组样

品管加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ。轻柔

漩涡混匀后，室温避光孵育５～１５ｍｉｎ。无需洗涤，

ｍｉＲ３４０模拟质粒组和ｍｉＲ３４０模拟对照质粒组样
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第二军医大学学报　２０１７年１０月，第３８卷

品管中再加入３８０μＬ预冷的１×工作液。最后用

美国ＢＤ公司ＩｎｆｌｕｘＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｅｒ＆ＣｅｌｌＳｏｒｔｅｒ

系统检测细胞凋亡情况。

１．８　生物信息学检测　运用ｍｉＲＮＡ靶基因在线预测

软件ＰｉｃＴａｒ（犺狋狋狆：／／狆犻犮狋犪狉．犿犱犮犫犲狉犾犻狀．犱犲／）、ｍｉＲＢａｓｅ

（犺狋狋狆：／／狑狑狑．犿犻狉犫犪狊犲．狅狉犵）、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＨｕｍａｎ

（犺狋狋狆：／／狑狑狑．狋犪狉犵犲狋狊犮犪狀．狅狉犵）进行预测，将得到的３个

软件中至少２个有交集且与细胞增殖和凋亡有关的蛋

白质的编码基因作为ｍｉＲ３４０可能的靶基因。

１．９　蛋白质印迹法检测ｍｉＲ３４０下游可能靶蛋白

ＳＫＰ２的表达　按照蛋白质印迹检测试剂盒要求提

取细胞总蛋白，用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白质定量。使

用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白并转移至ＰＶＤＦ膜

上，用８％脱脂奶粉溶液封闭１ｈ。加入按１∶５００

稀释的一抗，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗涤３次，每次

１０ｍｉｎ；加入１∶８０００稀释的二抗，常温孵育

１８０ｍｉｎ。ＴＢＳＴ洗涤３次，进行化学发光反应并采集

图像。

１．１０　统计学处理　所有实验均重复３次。应用

ＳＰＳＳ１９．０软件分析数据。计量资料以珔狓±狊表示，

５种细胞间ｍｉＲ３４０表达差异的比较采用单因素方

差分析，两组间的比较采用狋检验。ＭｉＲ３４０表达

（以ｍｉＲ３４０相对表达的平均值为界，高于平均值为

高表达，低于平均值为低表达）与临床病理指标的关

系采用χ
２检验进行分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　癌及癌旁组织中ｍｉＲ３４０的表达及其与临床

病理指标的关系　癌组织中ｍｉＲ３４０的表达水平

（０．０３±０．０２）低 于 癌 旁 组 织 （０．０７±０．０２，

犘＜０．０１）。以 ｍｉＲ３４０ 相对表达量的平均值

（０．３９±０．１８）为界，２１例患者的ｍｉＲ３４０低表达，

１９例为高表达。由表１可见，乙肝表面抗原阳性、

ＨＢＶＤＮＡ载量≥１．０×１０
３ Ｕ／ｍＬ、肿瘤大小≥

５ｃｍ和高ＴＮＭ分期的ＨＣＣ患者多呈现ｍｉＲ３４０

低表达（犘＜０．０１）。表明ｍｉＲ３４０可能参与 ＨＣＣ

的形成，其表达可能受乙肝病毒影响，且ｍｉＲ３４０表

达水平可能与ＨＣＣ病情的严重程度相关。

２．２　不同肝癌细胞和正常肝细胞中 ｍｉＲ３４０的

表达　ｑＰＣＲ结果（图１）显示４种肝癌细胞株中ｍｉＲ

３４０的表达均低于正常肝细胞ＨＬ７７０２（犘＜０．０５，犘＜

０．０１），其中ｍｉＲ３４０在ＳＭＭＣ７７２１细胞中的表达最

低，因此选取该细胞开展后续细胞增殖和凋亡实验。

表１　犎犆犆患者犿犻犚３４０的表达

与临床病理指标的关系

犜犪犫１　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犿犻犚３４０犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱

犮犾犻狀犻犮狅狆犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犳犪犮狋狅狉狊犻狀犎犆犆狆犪狋犻犲狀狋狊

狀

Ｆａｃｔｏｒ

ＭｉＲ３４０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｌｏｗ

犖＝２１

Ｈｉｇｈ

犖＝１９
χ
２ｖａｌｕｅ 犘ｖａｌｕｅ

Ａｇｅ ０．９０２ ０．３４２

　＜４０ｙｅａｒｓ ３ １

　≥４０ｙｅａｒｓ １８ １８

Ｇｅｎｄｅｒ １．７１１ ０．１９１

　Ｍａｌｅ １８ １３

　Ｆｅｍａｌｅ ３ ６

ＨＢｓＡｇ ８．８２７ ０．００３

　＋ １９ ９

　－ ２ １０

ＨＢＶＤＮＡ ８．１２０ ０．００４

　＜１．０×１０３Ｕ／ｍＬ ６ １４

　≥１．０×１０３Ｕ／ｍＬ １５ ５

ＡＦＰ ２．４８９ ０．１１５

　＜４００μｇ／Ｌ １３ １６

　≥４００μｇ／Ｌ ８ ３

ＡＬＴ ０．９７３ ０．３２４

　＜４０Ｕ／Ｌ １１ ７

　≥４０Ｕ／Ｌ １０ １２

ＡＳＴ ０．１８６ ０．６６６

　＜４０Ｕ／Ｌ ８ ６

　≥４０Ｕ／Ｌ １３ １３

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ ７．９７７ ０．００５

　＜５ｃｍ １ ８

　≥５ｃｍ ２０ １１

Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ２．５２５ ０．１１２

　Ｙｅｓ １７ １１

　Ｎｏ ４ ８

ＴＮＭｓｔａｇｅ ９．４９５ ０．００９

　Ⅰ ０ ４

　Ⅱ ２ ６

　Ⅲ １９ ９

　　ｍｉＲ３４０：ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４０；ＨＣＣ：Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；

ＨＢｓＡｇ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ；ＨＢＶＤＮＡ：ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ

ＤＮＡ；ＡＦＰ：αＦｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＳＴ：

Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

２．３　ＭｉＲ３４０对ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖和凋亡的

影响　ｑＰＣＲ检测转染后ＳＭＭＣ７７２１细胞内的ｍｉＲ

３４０的表达水平，结果（图２Ａ）显示转染ｍｉＲ３４０模拟

质粒后ＳＭＭＣ７７２１细胞中ｍｉＲ３４０的表达高于转染

了ｍｉＲ３４０模拟对照质粒的细胞，转染了ｍｉＲ３４０抑

制质粒后ｍｉＲ３４０的表达低于转染了ｍｉＲ３４０抑制

对照质粒的细胞（犘＜０．０５）。ＣＣＫ８细胞增殖实验结

果（图２Ｂ、２Ｃ）显示，转染了 ｍｉＲ３４０模拟质粒后

ＳＭＭＣ７７２１细胞的存活率较转染ｍｉＲ３４０模拟对照

质粒的细胞降低，而转染ｍｉＲ３４０抑制质粒的细胞存

活率较转染ｍｉＲ３４０抑制对照质粒的细胞升高（犘＜

０．０５，犘＜０．０１）。流式细胞术结果（图３）显示，与转

染ｍｉＲ３４０模拟对照质粒的细胞相比，转染ｍｉＲ３４０

·２８２１·
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第１０期．王孜尧，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４０在肝细胞肝癌中抑制细胞增殖并促进凋亡

模拟质粒后ＳＭＭＣ７７２１细胞的凋亡率增加（犘＜

０．０１），而转染ｍｉＲ３４０抑制质粒的ＳＭＭＣ７７２１细胞

的凋亡率与转染ｍｉＲ３４０抑制对照质粒的细胞相比

下降（犘＜０．０１）。上述结果表明，ｍｉＲ３４０能够抑制

ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖并促进凋亡。

２．４　ＭｉＲ３４０对 ＳＫＰ２ｍＲＮＡ 和蛋白表达的

影响　运用生物信息学技术发现，３个软件中至少

２个有交集，与细胞增殖、凋亡有关的蛋白质ＳＫＰ２的

编码基因可能是 ｍｉＲ３４０的靶基因。犛犓犘２的

３′ＵＴＲ具有１个ｍｉＲ３４０的结合位点，即“种子序列”

完全互补（图４），提示犛犓犘２基因３′ＵＴＲ与ｍｉＲ３４０

具有较强的结合性。进一步验证ｍｉＲ３４０是否会对

ＳＫＰ２表达具有抑制作用，结果（图５）显示转染ｍｉＲ

３４０模拟质粒后ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＳＫＰ２ｍＲＮＡ和

蛋白质的表达均较转染ｍｉＲ３４０模拟对照质粒的细

胞降低（犘＜０．０５），而转染了ｍｉＲ３４０抑制质粒后

ＳＭＭＣ７７２１细胞中ＳＫＰ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达均较

转染ｍｉＲ３４０抑制对照质粒的细胞升高（犘＜０．０５）。

表明ｍｉＲ３４０能够抑制ＳＫＰ２的表达，而这一抑制作用

也许是通过ｍｉＲ３４０与犛犓犘２的靶向结合而实现的。

图１　狇犘犆犚检测肝癌细胞和正常肝细胞中

犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）的表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）犻狀犺犲狆犪狋狅犿犪

犮犲犾犾犾犻狀犲狊犪狀犱狀狅狉犿犪犾犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲犫狔狇犘犆犚

Ｈｅｐ３Ｂ，Ｂｅｌ７４０２，ＨｅｐＧ２ａｎｄＳＭＭＣ７７２１ａｒｅｈｅｐａｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，

ａｎｄＨＬ７７０２ｉｓｎｏｒｍａｌｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓ

ＨＬ７７０２ｃｅｌｌｓ．狀＝３，珔狓±狊

图２　增加和抑制犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）表达对犛犕犕犆７７２１细胞增殖的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狉狊狌狆狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）狅狀狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犛犕犕犆７７２１犮犲犾犾狊

Ａ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ３４０ｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ３４０ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｂｙｑＰＣＲ；Ｂ：Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｍｉＲ３４０ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；Ｃ：ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３４０ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＭｉＲＮＡ通过翻译后修饰在人类肿瘤的发生、

发展过程中发挥重要的作用，其既可是致癌基因也

可是抑癌基因，同时也可作为肿瘤的治疗靶点和肿

瘤患者预后的评价指标。例如，ｍｉＲＮＡ在诱发人类

癌症发生过程中起关键抑制作用的第１个证据来自

于对慢性淋巴细胞白血病中染色体１３ｑ１４上２个编

码区域缺失的研究，而这２个区域正是编码ｍｉＲ１５ａ

和ｍｉＲ１６１的位置
［８］；至于ｍｉＲＮＡ所起的致癌基

因的作用，较早得出确定结论的便是ｍｉＲ１５５的过

表达会导致Ｂ细胞淋巴瘤、乳腺癌、肺癌和甲状腺

癌［９１０］；而ｍｉＲ１２５则能在乳腺癌中发挥重要的抑

制癌细胞侵袭和转移的作用［１１］；在非小细胞肺癌

中，ｌｅｔ７的减少与较差的预后和较短的患者术后生

存期密切相关［１２］。本研究发现ｍｉＲ３４０在４种肝

癌细胞中的表达较正常肝细胞均降低。同时，在４０

对ＨＣＣ标本中，癌旁组织中ｍｉＲ３４０的表达均高

于癌组织。统计学分析表明，乙肝表面抗原阳性的

患者或者是ＨＢＶＤＮＡ载量大于正常值的患者往

往表现出更低的ｍｉＲ３４０水平；此外，如果患者具有

更高的ＴＮＭ分期或者是更大的肿瘤（≥５ｃｍ），那么

这些患者也表现出更低的ｍｉＲ３４０水平。这些结果

表明ｍｉＲ３４０可能与乙型病毒性肝炎的感染有关。
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图３　犕犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）表达增加和抑制对犛犕犕犆７７２１细胞凋亡的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狉狊狌狆狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）狅狀犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犛犕犕犆７７２１犮犲犾犾狊犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔
犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

图４　犕犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）与犛期激酶相关蛋白２（犛犓犘２）基因的靶向结合位点

犉犻犵４　犜犪狉犵犲狋犲犱犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）犪狀犱犛狆犺犪狊犲犽犻狀犪狊犲犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀２（犛犓犘２）犵犲狀犲

ＵＴＲ：Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｓ；ＷＴ：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ；ＭＵＴ：Ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ

图５　犕犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）对犛犓犘２表达的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犮狉狅犚犖犃３４０（犿犻犚３４０）狅狀犛犓犘２犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

Ａ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犛犓犘２ｍＲＮＡｉｎＳＭＭＣ７７２１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｂ，Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＫＰ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＳＭＭＣ７７２１

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＳＫＰ２：Ｓｐｈａｓｅｋｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２．犘＜０．０５ｖｓｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

狀＝３，珔狓±狊
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第１０期．王孜尧，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３４０在肝细胞肝癌中抑制细胞增殖并促进凋亡

　　研究表明乙型肝炎病毒Ｘ蛋白（ＨＢｘ）能够激

活ＮＦκＢ，后者能够结合到相应ｍｉＲＮＡ的启动子

区域或增强子区域进而对ｍｉＲＮＡ产生反式激活作

用［１３］，因此可能是类似上述机制导致了ｍｉＲ３４０的

异常表达，从而导致ＨＣＣ的发生和发展，但这需要

进一步研究。在生物学功能方面，ｍｉＲ３４０明显抑

制了ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖，并且诱导了其凋亡。

这表明在ＨＣＣ中ｍｉＲ３４０是作为一种抑癌基因发

挥作用的。生物信息学软件预测结果显示ＳＫＰ２是

ｍｉＲ３４０的靶蛋白。研究表明，ＳＫＰ２在晚期肝癌患

者癌组织中的表达升高，并且ＳＫＰ２的过表达与患

者更差的预后有关［１４］。ｑＰＣＲ和蛋白质印迹分析结

果表明ｍｉＲ３４０的增加会抑制ＳＫＰ２ｍＲＮＡ和蛋

白质的表达，同时抑制 ｍｉＲ３４０ 会增加 ＳＫＰ２

ｍＲＮＡ和蛋白质的表达。提示ｍｉＲ３４０可能通过

靶向结合ＳＫＰ２或复合体的形式发挥作用。

　　本研究表明ｍｉＲ３４０在ＨＣＣ中可以抑制细胞

增殖并促进凋亡，而这一作用的机制可能与 ｍｉＲ

３４０抑制了ＳＫＰ２的表达有关，但是ｍｉＲ３４０抑制

ＳＫＰ２的机制是特异性的靶向作用还是以复合体的

形式发挥作用还需要进一步研究。本研究发现

ｍｉＲ３４０的表达量与 ＨＢＶ感染密切相关并且在

ＨＣＣ患者的癌组织以及癌旁组织中的表达有明显

的差异，因此我们推测可能是由于ＨＢＶ的感染导

致抑癌基因ｍｉＲ３４０的异常表达进而引发肝细胞向

恶性转化，而 ＨＣＣ患者异常表达的ｍｉＲ３４０的量

也许能够作为一个预测ＨＣＣ患者病情和预后的指

标，但这一结论还需要进一步的实验和大样本的统

计分析。
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