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　　［摘要］　目的　观察 ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞（ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＬＣＳＣｓ）成球、克隆形成、增
殖、凋亡、迁移的作用，探讨 ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞自我更新能力的调控作用。方法　获取肝癌干细
胞；包装表达ｍｉＲ１２５ｂ的慢病毒并感染肝癌干细胞；光镜计数法检测ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞成球率及
克隆形成率的影响；ＣＣＫ８法检测 ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞增殖能力的影响；ＤＡＰＩ染色观察 ｍｉＲ１２５ｂ
对肝癌干细胞凋亡的影响；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞迁移能力的影响。结果　与对照
组比较，ｍｉＲ１２５ｂ显著降低ＬＣＳＣｓ的成球率（对照组２７．７％，实验组０．０％，Ｐ＜０．０１）以及抑制其克隆
形成能力（对照组２９％，实验组６％，Ｐ＜０．０１）；同时 ｍｉＲ１２５ｂ可促进 ＬＣＳＣｓ的凋亡，抑制 ＬＣＳＣｓ的迁
移能力（Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ１２５ｂ对 ＬＣＳＣｓ的成球能力、克隆形成能力具有明显的抑制作用，表明
ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的自我更新能力具有负向调控作用。ｍｉＲ１２５ｂ也能抑制 ＬＣＳＣｓ的迁移，对 ＬＣＳＣｓ
的凋亡具有促进作用。
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　　肝癌大多数情况下为原发性肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕ
ｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ），其在世界最常见癌症中排名第五，
且病死率居第三［１］。研究证实肝癌干细胞（ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＬＣＳＣｓ）存在于肝癌组织中，且与肝癌的复发、
转移以及肝癌患者的预后差有重要关系［２］。因此，靶向

肝癌干细胞的治疗策略成为肝癌治疗的研究热点。微

小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡ）是新近发现的内源性高度
保守的非蛋白质编码长约 ２２核苷酸单链小分子
ＲＮＡ［３］。ｍｉＲ１２５ｂ是一种非编码、多功能的小ＲＮＡ分
子，通过下调靶基因或在转录水平抑制其表达，在细胞

的增殖、分化、凋亡等多个过程中扮演着重要角色［４］。

研究显示，ｍｉＲ１２５ｂ与肝癌［５］、乳腺癌［６］、肺癌［７］、前列

腺癌［８］、结直肠癌［９］、口腔鳞癌［１０］、胶质瘤［１１］、白血

病［１２］等多种肿瘤的发生、发展有关。ｍｉＲ１２５ｂ既可上
调发挥癌基因作用，也可下调发挥抑癌基因作用。近年

来研究发现ｍｉＲ１２５ｂ参与肝癌细胞的增殖凋亡［１３］、肝

癌细胞的侵袭转移［１４］、肝癌细胞的耐药［１５］，但其对肝癌

干细胞的作用尚不清楚。本研究通过表达ｍｉＲ１２５ｂ的
慢病毒感染肝癌干细胞，探讨ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞
成球与克隆形成、增殖、凋亡、迁移等生物学行为的影

响，揭示ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞自我更新能力的调控
作用，旨在为肝癌干细胞的研究提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器
　　慢病毒质粒：ｐＬＫＯ．１ｍｉＲ１２５ｂＦＰ６３５，ｐＬＫＯ．１
ＳｃｒＦＰ６３５以及３个包装质粒（ｐＭＤ２．Ｇ、ｐＭｄｌｇ／ｐＲＲＥ
及ｐＲＳＶＲｅｖ）由本实验室保存。ＨＥＫ２９３ＦＴ细胞、稳
定表达 ＮａｎｏｇＧＦＰ的 Ｈｕｈ７细胞株由本实验室保存。
恒温ＣＯ２培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）、多功能酶标仪
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、流式细胞仪（美国ＢＤ公司）均由
第三军医大学西南医院全军临床病理学研究所提供。

１．２　主要试剂
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＤＭＥＭ培养基均购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ，以色列
ＢＩ公司），胰蛋白酶、ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ均购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司，细胞因子 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＨＧＦ均购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ
公司，Ｂ２７（美国Ｇｉｂｃｏ公司），谷氨酰胺即ＬＧ（上海生
工），青、链霉素（华北制药）。完全培养基：ＤＭＥＭ培
养基添加１０％（体积比）胎牛血清、青霉素与链霉素
（１００Ｕ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ）；成球培养基：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基、ｂＦＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）、ＥＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）、ＨＧＦ
（１０ｎｇ／ｍＬ）、Ｂ２７（５０×）、ＬＧ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）、青霉素与
链霉素（１００Ｕ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ）。质粒转染试剂盒
ＥｆｆｅｃｔｅｎｅＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｑｉａｇｅｎｅ公司），ＣＣＫ８

试剂盒（碧云天公司），ＤＡＰＩ试剂盒（碧云天公司），
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室（德国ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１．３　测序鉴定ｍｉＲ１２５ｂ基因片段
　　将慢病毒质粒ｐＬＫＯ．１ｍｉＲ１２５ｂＦＰ６３５送测序，鉴
定ｍｉＲ１２５ｂ基因片段，测序结果与已知的ｍｉＲ１２５ｂ序
列 ５′ＣＣＧＧＴＧＴＧＣＧＣＴＣＣＴＣＴＣＡＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＣＣＴＡ
ＡＣＴＴＧＴＧＡＴＧＴＴＴＡＣＣＧＴＴＴＡＡＡＴＣＣＡＣＧＧＧＴＴＡＧＧＣＴ
ＣＴＴＧＧＧＡＧＣＴＧＣＧＡＧＴＣＧＴＧＣＴＡＴＴＴ３′一致。
１．４　获取肝癌干细胞
　　将本实验室保存的稳定感染ＬｖＰＮａｎｏｇＧＦＰ慢病毒
的Ｈｕｈ７细胞扩大培养后，胰酶消化细胞，培养基终止
消化，离心收集细胞，ＰＢＳ重悬细胞，细胞悬液过２００
目筛网后，流式细胞仪分选ＧＦＰ阳性细胞，这群Ｈｕｈ７
Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞为肝癌干细胞［２］。

１．５　脂质体转染法包装慢病毒并感染ＬＣＳＣｓ
　　常规脂质体转染法包装慢病毒，简言之，将 ＨＥＫ
２９３ＦＴ细胞以 １×１０５／ｍＬ铺 ６孔细胞培养板，每孔
２ｍＬ完全培养基，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养，１２ｈ
后细胞完全贴壁，将上述慢病毒质粒及包装质粒在

１５ｍＬＥＰ管中按（１∶１∶１∶１）比例混合好；按质粒转染
试剂盒说明书操作步骤：加入３．２μＬＥｎｈａｎｃｅｒｂｕｆｆｅｒ，
涡旋１ｓ，短暂离心收集管盖上液体，室温静置５ｍｉｎ，
加入ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ１０μＬ，涡旋１０ｓ，室温静置１０ｍｉｎ，这期
间将６孔板中培养液换成１．６ｍＬ新鲜的５％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养液，向混合后的溶液中加入６００μＬ完全培
养液，用移液枪混匀后逐滴覆盖加入６孔板细胞中，于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养。转染１２ｈ后更换２ｍＬ／孔
的完全培养基，继续培养。转染 ４８ｈ后收集上清，
ＰＥＧ６０００纯化后，过滤除菌，滴度测定后分装 －８０℃
保存。将 Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞以１×１０５／ｍＬ的密度铺
６孔细胞培养板，待细胞贴壁后，换成含有 ４ｍｇ／ｍＬ
ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的完全培养基，并加入１０ＭＯＩ的慢病毒，于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养，８～１０ｈ后换新鲜的完全培
养基继续培养。根据加入的不同慢病毒分组：空白组

（不加病毒组）、对照组（ＬｖＳｃｒＦＰ６３５组）和实验组
（ＬｖｍｉＲ１２５ｂ组）。根据 ＦＰ６３５阳性比例，流式细胞
仪检测不同慢病毒感染ＬＣＳＣｓ的效率。
１．６　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的成球率的影响
　　感染４８ｈ后２组细胞均用常规方法收集：胰酶消
化细胞，培养基终止消化，离心，ＰＢＳ重悬细胞，然后对
照组和实验组流式分选ＦＰ６３５阳性细胞。２组细胞均
用流式细胞仪以２０个／孔的密度接种于低黏附９６孔
细胞培养板，每组１２个重复孔，孔板中预先加入１００μＬ
成球培养基，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养，３ｄ后补充
１次成球培养基１００μＬ，再培养７ｄ后，显微镜下计数
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不同组细胞成球个数并计算其成球率［１６］。

　　成球率＝（平均细胞球数／接种细胞数）×１００％
１．７　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的克隆形成能力的影响
　　感染４８ｈ后２组细胞均用常规方法收集：胰酶消
化细胞，培养液终止消化，离心，ＰＢＳ重悬细胞，然后对
照组和实验组流式分选ＦＰ６３５阳性细胞。２组细胞均
用流式细胞仪以细胞数５０／孔接种于２４孔细胞培养
板，每组２４个重复孔，每孔预先加入１ｍＬ完全培养
基，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养，每３天更换一次完
全培养基１ｍＬ，培养１４ｄ后，吸去培养基，用 ＰＢＳ洗
１遍，用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后吸去，０．４％结晶
紫溶液染色５ｍｉｎ后吸去，用水轻柔洗净多余结晶紫
溶液，自然风干，计数不同组≥５０个细胞的克隆并计
算其克隆形成率。

　　克隆形成率＝（平均克隆形成个数／接种细胞数）×
１００％
１．８　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的增殖能力的影响
　　感染４８ｈ后２组细胞均用常规方法收集：胰酶消
化细胞，培养液终止消化，离心，ＰＢＳ重悬细胞，然后对
照组和实验组流式分选 ＦＰ６３５阳性细胞。２组细胞均
以２０００个／孔的密度接种于９６孔细胞培养板，每组２１
个重复孔，每孔预先加入１００μＬ完全培养基，于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱培养。待细胞贴壁后，每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，混匀后在细胞培养箱继续培养２ｈ，于多功
能酶标仪检测波长４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］，每组
每天检测３个复孔，连续检测７ｄ，分析不同组细胞增
殖情况。

１．９　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的凋亡的影响
　　将 Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞以 ５×１０４／ｍＬ的密度铺
２４孔细胞培养板，孔板内已预先放入细胞爬片，每孔
５００μＬ，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养。待细胞贴壁后
加入终浓度４ｍｇ／ｍＬ的ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，再分别加入两种慢
病毒，混匀后于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养，８～１０ｈ后
换新鲜的完全培养基继续培养。２ｄ后，吸去培养液，
用ＰＢＳ洗２遍，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗
２遍，每孔加入３００μＬＤＡＰＩ染色液，覆盖住细胞爬片

即可，室温放置５～１０ｍｉｎ，吸去 ＤＡＰＩ染色液，用 ＰＢＳ
洗１遍，５０％甘油封片，荧光显微镜下观察分析不同组
细胞凋亡情况。

１．１０　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的迁移能力的影响
　　感染４８ｈ后２组细胞均用常规方法收集：胰酶消
化细胞，培养液终止消化，离心，ＰＢＳ重悬细胞，然后对
照组和实验组流式分选 ＦＰ６３５阳性细胞。细胞用无
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基重悬，密度为５×１０５／ｍＬ，将 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ细胞小室置于２４孔细胞培养板中，向小室中
加入１×１０５的细胞即２００μＬ，而２４孔细胞培养板中
加入２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基直至细胞小室内外液
面齐平，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养。１～２ｄ后，吸
去培养液，用ＰＢＳ洗２遍，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，吸
去固定液，将小室适当风干，０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ，
吸去结晶紫染色液，用 ＰＢＳ轻柔洗涤，再用棉签轻轻
擦掉上层未迁移细胞，显微镜下随机５个视野观察细
胞并计数，分析不同组细胞迁移情况。

１．１１　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行
方差分析及ｔ检验。

２　结果

２．１　慢病毒感染ＬＣＳＣｓ的效率
　　慢病毒感染 ＬＣＳＣｓ后第３天，收集细胞，细胞悬
液过２００目筛网后，流式细胞仪检测 ＦＰ６３５阳性细胞
比例，确定两种慢病毒感染效率。结果显示：ＬｖＳｃｒ
ＦＰ６３５和ＬｖｍｉＲ１２５ｂ感染 Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞的效率
分别为７６．２％和６４．４％（图１）。
２．２　ｍｉＲ１２５ｂ降低ＬＣＳＣｓ成球率
　　显微镜下统计结果显示：对照组（ＬｖＳｃｒＦＰ６３５组）
的成球数为（６±１）个／孔，其成球率达到２７７％；而实
验组（ＬｖｍｉＲ１２５ｂ组）各孔均未成球，其成球率为
００％。感染了 ＬｖｍｉＲ１２５ｂ病毒的实验组 Ｈｕｈ７
Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞，其成球率较对照组（感染 ＬｖＳｃｒＦＰ６３５）
而言，呈显著的下降趋势（Ｐ＜０．０１，图２）。这提示ｍｉＲ
１２５ｂ可以明显下调ＬＣＳＣｓ的成球能力。
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Ａ：空白组；Ｂ：对照组；Ｃ：实验组
图１　流式细胞仪检测３组Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞的ＦＰ６３５阳性比例

２７０１
第３７卷第１１期
２０１５年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１５



! "

Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图２　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的成球能力的影响　（×１００）

２．３　ｍｉＲ１２５ｂ抑制ＬＣＳＣｓ克隆形成能力
　　观察各组细胞克隆形成情况，细胞培养过程中空
白组 Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞和感染 ＬｖＳｃｒＦＰ６３５病毒的
对照组Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞可在早期出现克隆，并逐渐
增大及增多，而感染ＬｖｍｉＲ１２５ｂ病毒的实验组Ｈｕｈ７
Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞克隆形成出现比较晚，克隆较小且数目
少。２周后染色可见 ＬｖｍｉＲ１２５ｂ组的克隆比 ＬｖＳｃｒ
ＦＰ６３组小且少。显微镜下观察结果显示：实验组（Ｌｖ
ｍｉＲ１２５ｂ组）克隆形成数为（３±３）个／孔，其克隆形成
率只有６％；而对照组（ＬｖＳｃｒＦＰ６３５组）克隆形成数
为（１４±３）个／孔，其克隆形成率达到２９％（Ｐ＜０．０１，
图３）。过表达ｍｉＲ１２５ｂ的Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞的克隆
形成能力明显下调。这说明 ｍｉＲ１２５ｂ可抑制 ＬＣＳＣｓ
克隆形成能力。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图３　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的克隆形成能力的影响

２．４　过表达ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的增殖能力无影响
　　ＣＣＫ８检测ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ增殖的影响，其结
果显示：与对照组相比，Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞过表达
ｍｉＲ１２５ｂ后，其增殖能力无明显变化（图４）。
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图４　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的增殖能力的影响

２．５　ｍｉＲ１２５ｂ促进ＬＣＳＣｓ的凋亡
　　荧光显微镜下观察各组细胞 ＤＡＰＩ染色情况。可
见未感染慢病毒的 Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞的细胞核呈均
匀染色，几乎看不到凋亡细胞。感染 ＬｖＳｃｒＦＰ６３５的
Ｈｕｈ７Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞同样染色比较均匀，与未感染慢病
毒组的情况类似。而感染 ＬｖｍｉＲ１２５ｂ的 Ｈｕｈ７
Ｎａｎｏｇｐｏｓ细胞可见细胞核固缩变的致密浓染高亮的凋
亡细胞，而且有些可见核碎裂，甚至凋亡晚期出现的向

胞核外突出的凋亡小体（图５）。结果表明 ｍｉＲ１２５ｂ
可促进ＬＣＳＣｓ的凋亡。
２．６　ｍｉＲ１２５ｂ抑制ＬＣＳＣｓ的迁移能力
　　利用 ＬＣＳＣｓ向高浓度血清环境迁移的特点，采用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ研究ｍｉＲ１２５ｂ对 ＬＣＳＣｓ迁移的作用，４００×
高倍视野观察结果显示，与感染了 ＬｖＳｃｒＦＰ６３５的对
照组［（２０８±１８）个／高倍视野］相比，ＬｖｍｉＲ１２５ｂ组
［（１５８±２６）个／高倍视野］的细胞向外迁移能力弱
（Ｐ＜０．０１，图６）。这提示 ｍｉＲ１２５ｂ对 ＬＣＳＣｓ的迁移
具有负向调节能力。
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Ａ：空白组；Ｂ：对照组；Ｃ：实验组　↑：示细胞凋亡
图５　荧光显微镜下观察ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的凋亡的影响　（ＤＡＰＩ×１００）
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图６　ｍｉＲ１２５ｂ对ＬＣＳＣｓ的迁移能力的影响

３　讨论

　　ｍｉＲ１２５ｂ作为抑制基因表达的非编码小ＲＮＡ，在
肝癌细胞的增殖与凋亡、侵袭转移、耐药等方面发挥作

用。但是，ｍｉＲ１２５ｂ对在肝癌发生发展过程中起重要
作用的肝癌干细胞的作用尚未可知。

　　本研究发现 ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞的成球能力
发挥着明显的抑制作用。另外，在克隆形成方面，ｍｉＲ
１２５ｂ同样有着显著的抑制性。这些研究结果证实了
我们的猜想，ｍｉＲ１２５ｂ不仅对肝癌细胞发挥作用，更
重要的是其对肝癌干细胞也发挥明显的抑制作用，负

向调控肝癌干细胞的自我更新能力。而这一点或许是

ｍｉＲ１２５ｂ抑制肝癌发生、发展的主要原因。我们进一
步研究发现，ｍｉＲ１２５ｂ促进肝癌干细胞的凋亡，但是
对肝癌干细胞的增殖没有影响。此外，本研究结果显

示，ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞的迁移能力也有影响，具
有一定的抑制作用。因此，我们相信ｍｉＲ１２５ｂ在肝癌
干细胞中扮演着重要角色。

　　虽然本研究结果显示 ｍｉＲ１２５ｂ对肝癌干细胞的
自我更新能力及迁移能力具有抑制作用，但是，其发挥

作用的作用方式及其作用机制有待进一步探讨。我们

也正在进行这方面的研究，ｍｉＲ１２５ｂ也许通过 Ｎａｎｏｇ
调控肝癌干细胞的自我更新，也许通过 ＺＥＢ１影响肝
癌干细胞的侵袭转移，这些都需要进一步研究去明确。

而本研究结果也为接下来的研究工作奠定了实验室基

础，为肝癌干细胞的研究提供新的实验数据。
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