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真核表达载体ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ的构建及其表达活性研究
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　　［摘要］　目的　构建靶向 ｍｉＲ１２６的真核表达载体 ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６海绵体（ｓｐｏｎｇｅ），并探讨其下调 ｍｉＲ１２６的
表达对肝癌ＨｅｐＧ２细胞体外生长的影响，为后续深入研究 ｍｉＲ１２６在肝癌发生中的作用提供前期实验基础。方法　 合
成ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ，构建ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ真核表达载体，体外瞬时转染肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，荧光显微镜下观察
ＥＧＦＰ的表达情况；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测细胞中ｍｉＲ１２６的表达水平；ＭＴＴ法和克隆形成实验检测细胞的增殖变化；划痕实
验观察细胞的体外迁移能力改变。结果　 成功构建 ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ真核表达载体（命名为 ｐｍｉＲ１２６ｓｐ）；
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，与对照组（ｐＣｏｎｔ）相比，ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组中 ｍｉＲ１２６表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＭＴＴ检测发
现，ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组中细胞增殖数目明显减少（Ｐ＜０．０５）；此外，ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组的克隆形成数和细胞迁移数均明显减少
（Ｐ＜０．０５）。结论　 ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ可显著下调ｍｉＲ１２６的表达水平进而抑制肝癌细胞ＨｅｐＧ２的体外增殖及迁移能力。
　　［关键词］　 ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ；肝癌；ＨｅｐＧ２细胞；细胞增殖
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　　肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是我国常见
的恶性肿瘤之一，恶性死亡率居第２位，严重危害人们
健康［１－２］。近年的研究［３－４］表明，微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）的表达异常与肝癌的发生、发展密切相关，其
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可发挥癌基因或抑癌基因的作用，促进或抑制肿瘤的

生长、侵袭和转移。ｍｉＲ１２６是ｍｉＲＮＡｓ家族中的重要
成员，位于 ＥＧＦＬ７基因７号内含子中，其在血管和心
脏、肺等组织的内皮细胞中高表达［５］。有研究报道，

与正常肝组织相比，ｍｉＲ１２６在肝癌组织中表达异常，
与肝癌的发生、预后尤其是肝移植后的再复发相

关［６］。但目前关于ｍｉＲ１２６与肝癌具体关系及作用机
制仍待深入研究阐明。

　　目前，改变特定ｍｉＲＮＡｓ的表达，从而研究其生物
学功能的技术主要有 ｍｉＲＮＡ的反义核酸（Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＡＳＯ）［７－８］、抑 制 剂 （Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和
Ａｎｔａｇｏｍｉｒ［９］。ｍｉＲＮＡ海绵体（ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅ）是新近
报道的一种长效抑制特定ｍｉＲＮＡ表达或功能的方法，
其实质是一条在３′非翻译区（３′ＵＴＲ）含若干个特定
ｍｉＲＮＡｓ分子结合位点的非编码 ｍＲＮＡ序列，可与特
定ｍｉＲＮＡｓ分子稳定结合，从而抑制该 ｍｉＲＮＡｓ分子
的后续降解和释放［１０－１２］。已有研究显示［１３－１４］，

ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅ可有效下调特定ｍｉＲＮＡｓ的水平或使其
丧失功能，成为ｍｉＲＮＡｓ生物学功能研究的重要手段。
因此，本研究中我们拟利用分子生物学技术，构建靶向

ｍｉＲ１２６的 ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ真核表达载体，观察其下
调肝癌细胞 ＨｅｐＧ２中 ｍｉＲ１２６表达的效率和细胞体
外生长及迁移的改变，为后续深入研究 ｍｉＲ１２６在肝
癌发生、发展中的作用和机制提供前期实验基础。

１　材料与方法

１．１　细胞株及主要试剂和仪器
　　肝癌细胞株ＨｅｐＧ２、大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞由本实验
室保存，质粒抽提试剂盒购自天根生化科技有限公司，限制性

内切酶ＫｐｎⅠ、ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；ＭＴＴ、ＤＭＳＯ试剂购自
Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；优质胎牛血清
购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ｐＥＧＦＰＣ２真核表达载体和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；二氧化碳培养箱购自
Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｃ１０００ＴＭ ＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪、Ｓ１０００ＴＭ

ＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒＰＣＲ仪购自ＢｉｏＲａｄ公司；ＩＸ５１倒置显微镜、ＩＸ
７１倒置荧光显微镜购自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ的合成
　　在ｍｉＲＢａｓｅ数据库中检索出 ｈｓａｍｉＲ１２６的序列，ｍｉＲ１２６
正义序列：５′ＣＡＴＴＡＴＴＡＣＴＴＴＴＧＧＴＡＣＧＣＧＣＴＧＴＧＡＣＡＣＴＴＣＡ
ＡＡＣＴＣＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＴＡＡＴＡＡＴＧＣＧ３′；ｍｉＲ１２６反义序列：５′
ＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＣＴＣＡＣＧＧＴＡＣＧＡＧＴＴＴＧＡＡＧＴＧＴＣＡＣＡＧＣＧＣＧＴ
ＡＣＣＡＡＡＡＧＴＡＡＴＡＡＴＧ３′。把 ｍｉＲ１２６反义序列中 ＣＴＣＡ转
换成ＧＧＴ；ＧＴＴＴ突变成ＣＧＣＧ，截取５′ＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧＧ
ＴＡＣＧＡＣＧＣＧ３′，把６个这样的相同片段串联起来，最终 ｍｉＲ
１２６ｓｐｏｎｇｅ序列为 ５′ＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧＧＴＡＣＧＡＣＧＣＧＣＧ
ＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧＧＴＡＣＧＡＣＧＣＧＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧＧＴＡＣＧＡ
ＣＧＣＧＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧＧＴＡＣＧＡＣＧＣＧＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧ

ＧＴＡＣＧＡＣＧＣＧＣＧＣＡＴＴＡＴＴＡＧＧＴＣＧＧＴＡＣＧＡ３′。最后在 ５′端
加上 ＨｉｎｄⅢ 酶切位点，３′端加上 ＫｐｎⅠ酶切位点。ｍｉＲ１２６
ｓｐｏｎｇｅ序列由上海生工生物有限公司合成。
１．３　ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ重组质粒的构建
　　用 ＨｉｎｄⅢ／ＫｐｎⅠ双酶切骨架载体 ｐＥＧＦＰＣ２、目的片段
ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ，回收片段，１６℃过夜连接。连接反应体系：
１０×Ｔ４Ｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ、２μＬ，ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ、０．０３ｐｍｏｌ，ｐＥＧＦＰ
Ｃ２、０．３ｐｍｏｌ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ，总２０μＬ。连接后转
化，挑取６个菌落，接种到含１０μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ培养基
中。质粒小抽法抽提质粒，并用 ＨｉｎｄⅢ和 ＫｐｎⅠ双酶切鉴定。
重组质粒命名为 ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ（ｐｍｉＲ１２６ｓｐ），送
上海生物工程有限公司测序。

１．４　细胞培养和转染
　　肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２在含 １０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉
素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素及２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺的 ＲＰＭＩ１６４０的培
养基中，３７℃、５％ＣＯ２全湿度培养。当细胞贴壁达８０％～９０％
时，按３×１０５／ｍＬ的细胞密度接种于６孔板中。细胞转染试验
分组：①阴性对照组（ｐＣｏｎｔ组）：转染 ｐＥＧＦＰＣ２空白质粒；
②实验组（ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组）：转染 ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ
重组质粒。转染方法按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
转染试剂说明书操作。转染４８ｈ后，倒置荧光显微镜下观察
ＥＧＦＰ的表达量进而估算转染效率。
１．５　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１２６的表达
　　收集转染后细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ试剂抽提总 ＲＮＡ，再用 ｍｉＲ
１２６逆转录引物对ＲＮＡ样品进行逆转录，ＲＴＰＣＲ法对样品中
ｍｉＲ１２６表达量进行检测。ｍｉＲ１２６的表达量以 ＧＡＰＤＨ为内
参，用２－△△Ｃｔ方法计算，比较 ｍｉＲ１２６的相对表达水平。ｍｉＲ
１２６逆转录条件：１６℃、３０ｍｉｎ；４２℃、３０ｍｉｎ；８５℃、３０ｍｉｎ；
４℃ 保存。ＧＡＰＤＨ反应条件 ：４２℃、１ｈ；７０℃、１０ｍｉｎ；４℃保
存。实验步骤：取ＥＰ管，依次加入ＲＮＡ样品７．５μＬ、寡核苷酸
１μＬ、ＤＥＰＣ处理后的水 ３．５μＬ，轻轻混匀，置于 ＰＣＲ仪上
６５℃５ｍｉｎ，之后立即取出，冰浴２ｍｉｎ以上；再加缓冲液３μＬ、
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，混匀，冰浴５ｍｉｎ后，于ＰＣＲ仪上进行逆
转录。分别利用探针和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料于 ＲＴＰＣＲ仪检
测ｍｉＲ１２６和 ＧＡＰＤＨ的表达，ｍｉＲ１２６上游引物：５′ＡＣＧＴＡ
ＡＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴＴＣ３′，下游引物：５′ＧＡＴＣＴＴＧＡＡＧＴＴＣＡＣ
ＣＴＴＧＡＴＧＣ３′。ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧ
ＧＡＴＴ３′，下游引物：５′ＡＴＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧＧＡＡ３′。ｍｉＲ
１２６反应条件：９５℃、５ｍｉｎ，９５℃、１５ｓ，６０℃、１５ｓ，共４０个循
环。ＧＡＰＤＨ反应条件：９５℃、１０ｍｉｎ，９５℃、１５ｓ，６０℃、１ｍｉｎ，
共５０个循环。
１．６　ＭＴＴ实验检测转染后ＨｅｐＧ２细胞的增殖
　　分别收集上述转染后各组细胞制备成单细胞悬液，调整细
胞密度至１×１０４／ｍＬ，每孔２００μＬ接种于９６孔培养板，每组细
胞设１０个复孔。３７℃、５％ＣＯ２全湿度培养７２ｈ后，每孔加入
５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ２０μＬ，继续孵育４ｈ，弃孔内培养液，每孔加入
１５０μＬ二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ），振荡１０ｍｉｎ，待
结晶物充分溶解后，酶标仪检测 ５７０ｎｍ处各孔光密度
［Ｄ（５７０）］值。
１．７　克隆形成实验检测转染后ＨｅｐＧ２细胞的体外增殖
　　分别收集上述转染后各组细胞制备成单细胞悬液，６孔板中
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每孔接种 ２ｍＬ，保持每孔细胞数目依次为 ４００和 ８００个；置
３７℃、５％ＣＯ２中培养１０ｄ，当出现肉眼可见克隆时，弃去培养液，
终止培养。ＰＢＳ洗涤２次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，置空气中干
燥，用１％结晶紫染液染色３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗去染液，干燥后拍照。
１．８　划痕实验检测转染后ＨｅｐＧ２细胞的体外迁移
　　培养ＨｅｐＧ２细胞，按细胞密度３×１０５接种于１２孔板，培养
１２ｈ；分别转染ｐＥＧＦＰＣ２空白质粒和ｐｍｉＲ１２６ｓｐ重组质粒，
每组设６个复孔；用２００μＬ枪头沿板中线刮出１ｍｍ刮痕，ＰＢＳ
洗涤３次，显微镜下观察刮痕内无细胞，加上无血清培养液，继
续培养６０ｈ；吸去培养上清液，加入新的培养液；光学显微镜下
计算刮痕内细胞总数，并拍照；弃去培养液，每孔加入４％多聚
甲醛０．５ｍＬ，固定３０ｍｉｎ，弃甲醛后干燥，用１％结晶紫染液染
色３０ｍｉｎ；用ＰＢＳ洗去染液，干燥后拍照。
１．９　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍＴＭ统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，组间比
较采用两独立样本资料的ｔ检验或单因素方差分析。

２　结果

２．１　ｐｍｉＲ１２６ｓｐ重组质粒阳性克隆的 ＰＣＲ鉴定和
双酶切、测序鉴定

　　连接产物转化ＤＨ５α感受态细胞，Ｋａｎ抗性筛选培养１２ｈ
后随机挑取６个克隆，培养１６ｈ，菌液经 ＰＣＲ后，电泳鉴定，结
果显示均可见４４０ｂｐ大小的目的条带（图１Ａ），提示所挑取的
６个克隆均为阳性克隆；进一步提取ｐｍｉＲ１２６ｓｐ重组质粒，经
ＨｉｎｄⅢ和 ＫｐｎⅠ双酶切，２．０％琼脂糖凝胶电泳后，可见约
４．８ｋｂ的线性化 ｐＥＧＦＰＣ２及 １７０ｂｐ大小的目的条带（图
１Ｂ）。ＤＮＡ测序结果（图１Ｃ）显示，插入片段与ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ
序列保持一致。这些结果表明，成功构建重组载体 ｐＥＧＦＰＣ２
ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ。
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Ａ：ＰＣＲ鉴定　Ｍ：标准；１～６：大肠杆菌菌落克隆；Ｂ：双酶切鉴定　
Ｍ：标准；１：ｐｍｉＲ１２６ｓｐ重组质粒；２：双酶切后 ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ目
的条带；Ｃ：测序结果

图１　ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ质粒克隆的鉴定

２．２　ｐｍｉＲ１２６ｓｐ转染后下调 ＨｅｐＧ２细胞 ｍｉＲ１２６
的表达

　　ｐｍｉＲ１２６ｓｐ转染肝癌 ＨｅｐＧ２细胞后，４８ｈ后倒置荧光显
微镜观察转染效率，结果可见约３５％的细胞为 ＥＧＦＰ阳性；进
一步利用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ特异探针检测各组细胞中 ｍｉＲ１２６成
熟体的表达水平，结果显示，与 ｐＣｏｎｔ组相比，ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组
细胞中ｍｉＲ１２６成熟体的表达水平显著减少［（２８．６７±０．６１）
ｖｓ（１．０５±０．１２），Ｐ＜０．０５］，表明 ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ可显著抑制
ＨｅｐＧ２细胞ｍｉＲ１２６的表达水平。
２．３　瞬时转染ｐｍｉＲ１２６ｓｐ抑制ＨｅｐＧ２细胞的增殖
　　ＭＴＴ结果显示，对照组Ｄ（５７０）为（０．７１±０．０３），而ｐｍｉＲ
１２６ｓｐ组为（０．４８±０．０２）（Ｐ＜０．０５）；此外，克隆形成试验也显
示，与ｐＣｏｎｔ组相比，ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组的克隆形成数明显减少
（Ｐ＜００５，图２Ａ、Ｂ）。这表明，转染ｐｍｉＲ１２６ｓｐ后，ＨｅｐＧ２细
胞的增殖能力显著减弱。
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Ａ：克隆形成实验；Ｂ：克隆形成数分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与
ｐＣｏｎｔ组比较

图２　瞬时转染ｐｍｉＲ１２６ｓｐ对肝癌ＨｅｐＧ２细胞体外
增殖的影响

２．４　瞬时转染ｐｍｉＲ１２６ｓｐ抑制 ＨｅｐＧ２细胞的体外
迁移

　　进一步观察了ＨｅｐＧ２细胞体外迁移能力的变化。划痕实
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验结果显示，与ｐＣｏｎｔ组相比，ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组细胞的体外迁移
能力也受到显著抑制［（２６．１２±３．５６）ｖｓ（７．１７±１．２９），Ｐ＜
００５，图３］。提示下调 ｍｉＲ１２６后可明显抑制 ＨｅｐＧ２细胞的
体外迁移能力。
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Ａ：ｐＣｏｎｔ组光镜下观察细胞迁移数；Ｂ：ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组光镜下观

察细胞迁移数；Ｃ：ｐＣｏｎｔ组结晶紫染色；Ｄ：ｐｍｉＲ１２６ｓｐ组结晶紫

染色

图３　划痕实验检测转染ｐｍｉＲ１２６ｓｐ后抑制ＨｅｐＧ２细胞的

体外迁移　（×１００）

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅ技术首先是由２００７年麻省理工大
学ＰｈｉｌｌｉｐＳｈａｒｐ等开发出的一种长效抑制ｍｉＲＮＡ活性
的方法［１１］。其实质是一条在３′非翻译区含４～７个特
定 ｍｉＲＮＡｓ分子结合位点的非编码 ｍＲＮＡ序列。
ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅ与反义核酸、抑制剂、Ａｎｔａｇｏｍｉｒ和基因
敲除等技术相比有一定优势［１０－１２］。首先，自然界中本

身就存在ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅ结构，在动物细胞应用上具有
天然优势；其次，ｍｉＲＮＡ种子区域（ｓｅｅｄｒｅｇｉｏｎ）编码多
个不同的基因，功能复杂，因而基因敲除技术上比较困

难；再次，体内外的细胞对反义核酸、抑制剂和

Ａｎｔａｇｏｍｉｒ具有强烈的抵抗性，难以达到最佳抑制效
果。因此，本研究也利用了 ｓｐｏｎｇｅ原理选择６个针对
ｍｉＲ１２６结合位点的重复序列的海绵体结构，利用分
子生物学技术成功构建了 ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ
真核表达载体。结果显示，转染该载体后，人肝癌细胞

ＨｅｐＧ２中ｍｉＲ１２６的表达明显降低。更重要的是，我
们还观察到ｍｉＲ１２６下调后，肝癌细胞增殖和迁移能
力都明显削弱。这些结果提示，基于 ｓｐｏｎｇｅ原理的真
核表达载体技术可以用于探讨ｍｉＲ１２６在肿瘤细胞中
的生物学功能，这为我们后续深入研究特定ｍｉＲＮＡ分
子的生物学功能提供了重要的实验基础。

　　大量研究显示，ｍｉＲＮＡｓ在肝癌发生、发展中起了
重要的调控作用［１５］。如，Ｂａｅ等［１６］最新发现，ｍｉＲ２９ｃ
在ＨＣＣ中明显下调，其通过与癌基因ＳＩＲＴ１的３′ＵＴＲ
端结合，下调ＳＩＲＴ１的表达，进而阻止细胞周期蛋白的
翻译，从而抑制肝癌细胞的生长；Ｆａｎ等［１７］研究也表

明，ｍｉＲ２０ａ在 ＨＣＣ中的表达量明显下降，其与肝移
植后ＨＣＣ的再复发和预后不良密切相关。他们进一
步发现，ｍｉＲ２０ａ可通过下调抗凋亡基因 Ｍｃｌ１的表
达，进而抑制细胞周期进程和诱导细胞凋亡，从而抑制

肝癌细胞的增值；相反的，Ｍａ等［１８］则发现，ｍｉＲ２２４在
ＨＣＣ中显著升高，其可通过下调靶基因 ＰＰＰ２Ｒ１Ｂ的
表达，促进ＡＫＴ磷酸化进而激活 ＡＫＴ信号途径，从而
促进ＨＣＣ细胞的增殖、侵袭和迁移；Ｃｈｅｎ等［１９］还报

道，ｍｉＲ２１６ａ在早期肝癌形成过程中显著升高，其可
通过下调 ＴＳＬＣ１，从而刺激肝癌细胞的增值和迁移。
此外，还有大量报道［２０－２１］ｍｉＲＮＡｓ具有组织特异性，
其在血浆中的水平变化可用来作为肿瘤组织分类和鉴

定的一种新型生物学标记。这些研究均表明，ｍｉＲＮＡｓ
与肝癌的发生、发展密切相关。因此，深入探讨特定

ｍｉＲＮＡｓ分子在肝癌发生、发展中的功能不仅对于阐
明肝癌的发生机制，而且对于今后肝癌的临床诊断和

基因治疗新靶标开发均具有重要意义。

　　已有的研究显示ｍｉＲ１２６的表达水平变化与多种
肿瘤密切相关。如，Ｓｎｏｗｄｏｎ等［２２］最新报道，在原发

性膀胱癌中 ｍｉＲ１２６高表达，发挥了癌基因的作用；
Ｚｈａｎｇ等［２３］则报道乳腺癌中 ｍｉＲ１２６低表达，抑制乳
腺癌细胞向肺转移，起抑癌基因的作用。本课题组在

研究中也发现过表达ｍｉＲ１２６可抑制乳腺癌的体外生
长［２４］。然而，目前 ｍｉＲ１２６在肝癌发生、发展过程中
的确切功能和机制仍不清楚。新近 Ｂａｒｓｈａｃｋ等［２５］报

道，ｍｉＲ１２６在临床肝细胞癌中高表达，提示 ｍｉＲ１２６
可能发挥了癌基因的作用，联合检测 ｍｉＲ１２６和 ｍｉＲ
２００，可用来鉴别诊断原发性肝癌和转移性肝癌。本研
究将ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ真核表达载体体外转
染肝癌ＨｅｐＧ２细胞后，观察下调 ｍｉＲ１２６表达对肝癌
细胞生长的影响。ＭＴＴ实验和克隆形成实验显示下
调ｍｉＲ１２６表达后，肝癌细胞的体外生长受到明显抑
制。此外，划痕实验进一步发现下调 ｍｉＲ１２６表达也
显著抑制了 ＨｅｐＧ２细胞的体外侵袭能力，提示 ｍｉＲ
１２６在肝癌的发生、发展中起癌基因的作用。值得一
提的是，新近Ｃｈｅｎ等［２６］报道，肝移植后肝癌的再复发

与ｍｉＲ１２６的低表达密切相关，且他们发现过表达
ｍｉＲ１２６可抑制肝癌 ＳＭＭＣ７７２１细胞的体外增殖和
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迁移。据此结合已有的研究进展，我们推测，ｍｉＲ１２６
在肝癌发生中的作用可能与肝癌细胞的种类或病理学

类型等密切相关。此外，本研究未进一步检测 ｍｉＲ
１２６相关靶分子表达的改变。因此，肝癌发生、发展中
ｍｉＲ１２６的确切功能及机制仍待后续深入研究阐明。
　　总之，本研究利用 ｍｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅ原理，成功构建
ｐＥＧＦＰＣ２ｍｉＲ１２６ｓｐｏｎｇｅ真核表达载体，并发现下调
ｍｉＲ１２６可抑制人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的体外生长和转
移。这为我们在后续研究中，深入探讨 ｍｉＲ１２６在肝
癌细胞生长中的作用机制，以及基于 ｍｉＲＮＡｓ的肝癌
生物治疗靶标开发提供了前期实验基础。
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