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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 ｍｉＲ⁃２０６ 过表达对人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭和迁移的影响及其分子机制。 方法　 ＨｅｐＧ２
细胞分为四组：ＨｅｐＧ２ 空白对照组，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组，ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组和 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测 ｍｉＲ⁃２０６ 表达和 ＶＥＧＦＡ 的 ｍＲＮＡ 水平。 荧光素酶实验确认 ｍｉＲ⁃２０６ 与 ＶＥＧＦＡ 的靶向关系。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＶＥＧＦＡ，抗波形蛋白，Ｎ⁃钙粘蛋白和纤维连接蛋白的表达。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞侵袭。 划痕实验分析细胞迁移。
结果　 转染 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 后 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０６ 表达显著上升，ＶＥＧＦＡ 的 ｍＲＮＡ 水平显著下降（Ｐ ＜ ０ ００１）。
ｍｉＲ⁃２０６ 与 ＶＥＧＦＡ 存在直接靶向关系。 与对照组相比，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组 ＶＥＧＦＡ 的蛋白水平，每个视野下的侵袭

细胞数目，痕愈合率显著下降 （Ｐ ＜ ０ ０１）。 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ＶＥＧＦＡ 的蛋白水平，每个视野下的侵袭细胞数目，痕愈

合率显著高于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组相比，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ＶＥＧＦＡ 的蛋白水平，每个

视野下的侵袭细胞数目，痕愈合率显著降低（Ｐ ＜ ０ ０１）。 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达

低于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达高于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 与 ｐｃ⁃
ＶＥＧＦＡ 组相比，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达降低（Ｐ ＜ ０ ０１）。 结论

ｍｉＲ⁃２０６过表达通过靶向 ＶＥＧＦＡ 抑制人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭和迁移。
【关键词】 　 肝癌；ｍｉＲ⁃２０６；ＶＥＧＦＡ；侵袭；迁移；上皮间质转化
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２０６ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨｅｐＧ２． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ＨｅｐＧ２ （ｃｏｎｔｒｏｌ） ｇｒｏｕｐ， ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ
ｇｒｏｕｐ， ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２０６ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ
ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ． Ａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ



ｏｆ ＶＥＧＦＡ ｂｙ ｍｉＲ⁃２０６． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ， ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， ａｎｄ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ａ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ． Ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ａ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２０６ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｃｌｉｎｅｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＶＥＧＦＡ （Ｐ ＜ ０ ００１）． ＶＥＧＦＡ ｗａｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２０６． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＶＥＧＦＡ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｐｅｒ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０１）．
Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＥＧＦＡ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｐｅｒ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＥＧＦＡ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｃｅｌｌｓ ｐｅｒ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０ ０１ ）． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｉｎ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２０６ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＶＥＧＦＡ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｍｉＲ⁃２０６； ＶＥＧＦＡ； ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

　 　 据统计 ２０１５ 年全世界新增肝癌病例 ８５ ４ 万，
发病率第六位；肝癌死亡病例 ８４ 万，死亡率第四

位［１］。 目前对早期肝癌的治疗一般采用外科手术

进行部分切除或者进行肝脏移植再结合术后的辅

助性治疗；对中后期的肝癌患者只能采取化疗，免
疫疗法及靶向治疗等［２］。 靶向治疗是一种新兴的

治疗方法，寻找合适的靶点对靶向治疗至关重要。
小 ＲＮＡ （ ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ， ｍｉＲｓ） 是一类短的非编码

ＲＮＡ，长度仅为 ２２ 个核苷酸左右，会影响基因表达

的转录后调控。 目前发现许多在肝癌中异常表达

的 ｍｉＲｓ，这些 ｍｉＲｓ 在肝癌的发生发展中发挥着重

要作用，有望成为靶向治疗的靶点［３ － ４］。 深入研究

ｍｉＲｓ 在肝癌中的作用对肝癌的治疗具有重要意义。
本研究的主要目的是探索 ｍｉＲ⁃２０ 在人肝癌 ＨｅｐＧ２
细胞侵袭和迁移中的功能。

１　 材料和方法

１ １　 细胞

人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 来源于 ＡＴＣＣ （Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）。
１ ２　 主要试剂

ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清及转染试剂 ＴｕｒｂｏＦｅｃｔ
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅｇｅｎｔ 购自赛默飞世尔科技公司；ＲＮＡ
提取试剂盒和定量 ＰＣＲ 试剂盒 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ购自大连 Ｔａｋａｒａ 公司；载体 ｐｃＤＮＡ３ １⁃ＥＧＦＰ
购自 Ｂｉｏｆｅｎｇ；荧光素酶检测试剂盒来源于 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室及人工基底膜购自美国 ＢＤ 公

司；抗血管内皮生长因子 Ａ （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ， ＶＥＧＦＡ）抗体、抗波形蛋白（ ｖｉｍｅｎ⁃
ｔｉｎ）抗体、抗 Ｎ⁃钙粘蛋白（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体和抗纤维

连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 细胞培养分组与转染

ＨｅｐＧ２ 细胞于含 １０％胎牛血清和 １％青链霉素

的 ＤＭＥＭ 培养基，并置于 ３７℃ ５％ ＣＯ２ 的恒温培养

箱中培养。 当细胞增殖到约 ８０％ 进行传代。 通过

转染 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 过表达 ｍｉＲ⁃２０６，转染 ｐｃ⁃ＶＥＧ⁃
ＦＡ 过表达 ＶＥＧＦＡ。 ＨｅｐＧ２ 细胞分为四组：ＨｅｐＧ２
组（对照组）， ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组， ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组和

ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组。 按照转染试剂 Ｔｕｒ⁃
ｂｏＦｅｃｔ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅｇｅｎｔ 的说明书向 ＨｅｐＧ２ 细胞

单独或同时转染 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 和 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 过表

达载体。
１ ３ ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增分析

用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，然后反转成

ｃＤＮＡ，最后进行 ＰＣＲ，ｍｉＲ⁃２０６ 上游引物：５’⁃ＣＡ⁃
ＧＡＴＣＣＧＡＴＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＧＧ⁃３ ’， ｍｉＲ⁃２０６ 下 游 引

物：５’⁃ＡＴＧＣ ＴＴＧＴＴＣＴＣＧＴＣＴＣＴＧＴＧＴＣ⁃３ ’。 ＶＥＧ⁃
ＦＡ 上游引物：５⁃’ ＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧ ＧＡＡＡＧＡＧＧ⁃
ＴＡＧ⁃３’，ＶＥＧＦＡ 下游引物：５ ’⁃ＣＣＣＣＡＡＡＡＧＣＡＧ⁃
ＧＴＣＡＣＴＣＡＣ⁃３’。

根据 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 说明书进行 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ，用公式 ２ ⁃ΔΔＣｔ计算相对表达量。
１ ３ ３　 荧光素酶实验

首先用洗涤液洗涤待测细胞，弃去洗涤液后在

孔中加入 １ 倍的细胞裂解液将细胞裂解。 室温下，
振荡器上振荡 ５ ～ １０ ｍｉｎ，移入离心管中进行离心，
３０００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ，离心后取上清进行发光测定。 按

照试剂盒说明书和仪器操作说明对待测样品进行

发光值测定。

６９ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



１ ３ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ，抗波形蛋白，Ｎ⁃
钙粘蛋白和纤维连接蛋白的表达

用 ＰＢＳ 清洗待测细胞 ３ 次，加入含蛋白酶抑制

剂的细胞裂解液进行总蛋白提取，１００℃变性 ５ ｍｉｎ。
然后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离并转至 ＰＶＤＦ
膜。 ５％的 ＢＳＡ 封闭 １ ｈ，再加入相应的一抗，４℃过

夜孵育，第 ２ 天加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室
温孵育 １ ５ ｈ。 最后加入发光液后于凝胶成像仪进

行曝光拍照并统计灰度值计算相对表达量。
１ ３ ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞侵袭

首先用无血清的培养基将待测细胞制成 １ ×
１０６ 个 ／ ｍＬ 的细胞悬液，然后将细胞悬液加入铺有

人工基底膜的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的上室中，同时在下室中加

入含 ２０％胎牛血清的培养基。 ３７℃培养 ２４ ｈ 后，用
０ ５％的结晶紫对上室底部细胞进行染色，并用棉签

除去上室内侧的细胞。 显微镜下观察并统计细胞

数量。
１ ３ ６　 划痕检测细胞迁移

待测细胞制成 １ × １０６ 个 ／ ｍＬ 的细胞悬液后加

入 ６ 孔板中，过夜培养至形成单层细胞。 在单层细

胞上用 １０ μＬ 的枪头划横线，ＰＢＳ 洗 ３ 次以洗去因

划痕而脱落的细胞。 显微镜下拍照测量划痕宽度，
培养 ２４ ｈ 后再取出拍照测量划痕宽度。
１ ４　 统计学方法

用 ＳＰＳＳ １６ ０ 软件进行统计学分析，实验数据

以平均数 ±标准差（ｘ ± ｓ）表示，两两比较用独立的 ｔ
检验，Ｐ ＜ ０ ０５ 为差有显著性。

２　 结果

２ １　 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 中 ｍｉＲ⁃
２０６ 表达的影响

由图 １ 可知，转染 ｍｉｍｉｃ⁃ｓｃｒａｍｂｌｅ 后 ＨｅｐＧ２ 细

胞中 ｍｉＲ⁃２０６ 表达没有明显变化。 转染 ｍｉＲ⁃２０６
ｍｉｍｉｃ 后 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０６ 表达显著上升（Ｐ
＜ ０ ００１）。 由此可见，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 可显著增强

ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０６ 的表达。
２ ２　 ｍｉＲ⁃２０６ 过表达对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＶＥＧＦＡ 的

ｍＲＮＡ 水平的影响

如图 ２ 所示，转染 ｍｉｍｉｃ⁃ｓｃｒａｍｂｌｅ 不会影响

ＶＥＧＦＡ 的 ｍＲＮＡ 水平。 转染 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 会显

著降低 ＶＥＧＦＡ 的 ｍＲＮＡ 水平（Ｐ ＜ ０ ００１）。 以上

结果说明，ｍｉＲ⁃２０６ 过表达可减弱 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＶＥＧ⁃
ＦＡ 的 ｍＲＮＡ 水平。

注：与对照组比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１。

图 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｍｉＲ⁃２０６ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２０６
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

注：与对照组比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１。

图 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＶＥＧＦＡ 的 ｍＲＮＡ 水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

２ ３　 ｍｉＲ⁃２０６ 与 ＶＥＧＦＡ 的靶向关系

生物信息学预测显示 ｍｉＲ⁃２０６ 可直接靶向

ＶＥＧＦＡ，利用荧光素酶实验验证 ｍｉＲ⁃２０６ 与 ＶＥＧＦＡ
的靶向关系。 如图 ３ 所示，向 ＶＥＧＦＡ 野生型的细胞

中转染 ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 后荧光素酶活性显著下降（Ｐ
＜ ０ ０１）。 但向 ＶＥＧＦＡ 突变型的细胞中转染 ｍｉＲ⁃
２０６ ｍｉｍｉｃ 后荧光素酶活性却没有明显变化。 上述

结果表明，ｍｉＲ⁃２０６ 与 ＶＥＧＦＡ 存在直接靶向关系。
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注： ＋ ：添加； － ：不添加； 与 ＶＥＧＦＡ 野生型的细胞比，∗∗ Ｐ
＜ ０ ０１．

图 ３　 荧光素酶实验检测 ｍｉＲ⁃２０６ 与

ＶＥＧＦＡ 的靶向关系

Ｎｏｔｅ． ＋ ：Ａｄｄ． － ：Ｎｏｔ ａｄｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＶＥＧＦＡ ｗｉｌｄｔｙｐｅ

ｃｅｌｌｓ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃２０６ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ

２ ４　 ｍｉＲ⁃２０６ 对 ＶＥＧＦＡ 表达的影响

由图 ４ 可知，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组 ＶＥＧＦＡ 的蛋白

水平显著低于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组

ＶＥＧＦＡ 的蛋白水平显著高于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。
与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组相比，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ
组 ＶＥＧＦＡ 的蛋白水平显著降低（Ｐ ＜ ０ ０１）。 由此

可见，ｍｉＲ⁃２０６ 负向调控 ＶＥＧＦＡ 表达。
２ ５　 ｍｉＲ⁃２０６ 过表达靶向 ＶＥＧＦＡ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞

侵袭的影响

如图 ５ 所示，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组每个视野下的侵

袭细胞数目显著少于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 ｐｃ⁃ＶＥＧ⁃
ＦＡ 组每个视野下的侵袭细胞数目显著多于对照组

（Ｐ ＜ ０ ０１）。 与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组相比，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ
＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组每个视野下的侵袭细胞数目显著下

降（Ｐ ＜ ０ ０１）。 以上结果说明，ｍｉＲ⁃２０６ 过表达可

通过靶向 ＶＥＧＦＡ 减弱 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭。
２ ６　 ｍｉＲ⁃２０６ 过表达靶向 ＶＥＧＦＡ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞

迁移的影响

图 ６ 显示，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组划痕愈合率显著低

于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组划痕愈合率显

著高于对照组 Ｐ ＜ ０ ０１）。 与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组相比，
ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组划痕愈合率显著降低

（Ｐ ＜ ０ ０１）。 上述结果表明，ｍｉＲ⁃２０６ 过表达可通

过靶向 ＶＥＧＦＡ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移。

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜０ ０１；与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ４　 蛋白印记检测 ＶＥＧＦＡ 的蛋白水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶＥＧＦＡ

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１；与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组比较，＃＃Ｐ
＜ ０ ０１。

图 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞侵袭

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

８９ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



２ ７　 ｍｉＲ⁃２０６ 过表达靶向 ＶＥＧＦＡ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞

上皮间质转化相关蛋白表达的影响

由图 ７ 可知，ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ 组 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达低于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。
ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表

达高于对照组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组相比，
ｍｉＲ⁃２０６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达降低。 由此可见，ｍｉＲ⁃２０６ 过表

达可通过靶向 ＶＥＧＦＡ 减弱 ＨｅｐＧ２ 细胞上皮间质转

化相 关 蛋 白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
表达。

３　 讨论

随着分子生物学的发展和非编码 ＲＮＡ 的发

现，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 受到越来越多的关注。 大量研究

表明 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 的异常表达常与包括癌症在内

的各类疾病相关。 这些 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 在癌症的发

展进程中起着重要作用，会影响所有的生物学过

程 ［５ － ６］ 。 越来越多的文献报道 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 可通

过靶向目标基因的方式调控癌细胞的增殖，凋
亡，侵袭及迁移等 ［７ － ８］ 。 ｍｉＲ⁃２０６ 作为一种独立

的预后因素，在癌症中的作用受到了越来越多研

究者的青睐 ［１，２，９ － １０］ 。
大量研究表明 ｍｉＲ⁃２０６ 在调控细胞侵袭和迁移

方面发挥着重要作用。 有数据显示 ｍｉＲ⁃２０６ 可直接

靶向 ＦＭＮＬ２ 降低结肠直肠癌细胞侵袭［１１］。 Ｚｈａｎｇ
等［１２］发现在非小细胞肺癌中，ｍｉＲ⁃２０６ 与 ＳＯＸ９ 存

在直接靶向，可抑制细胞侵袭。 据报道 ｍｉＲ⁃２０６ 可

通过靶向 ＡＮＸＡ２ 和 ＫＲＡＳ 减弱胰腺癌细胞侵

袭［１３］。 有数据显示在肾细胞癌中 ｍｉＲ⁃２０６ 可靶向

ＧＡＫ 降低细胞迁移能力［１４］。 Ｈｕａｎｇ 等［１５］发现 ｍｉＲ⁃
２０６ 可负向调控 ＹＲＤＣ 抑制膀胱癌细胞迁移。 有研

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１；与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ６　 划痕实验分析细胞迁移

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

注：与对照组比较，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１；与 ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上皮间质转化相关蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｃ⁃ＶＥＧＦＡ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

９９中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



究发现在乳腺癌中过表达 ｍｉＲ⁃２０６ 可通过靶向

ＰＦＫＦＢ３ 抑制细胞迁移［１６］。
越来越多的文献报道肝癌中也存在许多可以

调控细胞侵袭和迁移的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ。 有研究表明在

肝癌细胞中，ｍｉＲ⁃６２５ 可直接靶向 ＩＧＦ２ＢＰ１ 降低细

胞侵袭［１７］。 Ｌｉｕ 等［１８］ 发现 ｍｉＲ⁃１４１ 与 Ｔｉａｍ１ 存在

直接靶向，可抑制肝癌细胞侵袭。 Ｌｉ 等［１９］发现在肝

癌细胞 ＬＭ３ 中，ｍｉＲ⁃２６ｂ 与 ＥｐｈＡ２ 存在直接靶向关

系，可降低细胞迁移。 有数据显示在肝癌细胞 Ｈｕｈ７
和 ＨｅｐＧ２ 中，ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 可直接靶向 ＭＭＰ⁃１４ 减弱

细胞迁移［２０］。
本研究表明，在肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 中，ｍｉＲ⁃２０６ 与

ＶＥＧＦＡ 存在直接靶向关系，负向调控 ＶＥＧＦＡ 表达；
ｍｉＲ⁃２０６ 过表达可通过靶向 ＶＥＧＦＡ 抑制细胞侵袭

和迁移，减弱上皮间质转化相关蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ， Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 表达。 下一步将通过体内实

验研究 ｍｉＲ⁃２０６ 在肝癌的发生发展过程中的功能及

其机制，为寻找肝癌的治疗靶点奠定基础。
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［２０］ 　 Ｌｉ Ｔ， Ｘｉｅ Ｊ， Ｓｈｅｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｒ⁃１５０⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｍｐ１４ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，
２０１４，９（１２）：ｅ１１５５７７．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － １５

００１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８


