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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ１４８ｂ／ＤＵＳＰ１信号通路调节巨噬细胞分泌细胞因子ＣＤ２０６的表达对肝癌
发生的影响。方法　利用全自动磁珠提取纯化系统提取外周血单核细胞并培养，用粒细胞巨噬细胞集落
刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）和巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）分别诱导生成 Ｍ１型和 Ｍ２型巨噬细胞，ＣＤ６８、ＣＤ２０６进行表型鉴定，
ＥＬＩＳＡ检测Ｍ１和Ｍ２型巨噬细胞分泌的细胞因子ＣＤ２０６的表达，ＣＣＫ８和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测巨噬细胞
分泌细胞因子ＣＤ２０６对肝癌细胞（ＨｅｐＧ２和Ｈｕｈ７细胞）增殖、侵袭、转移的影响，双荧光素酶报告基因系
统验证ｍｉＲ１４８ｂ与ＤＵＳＰ１的靶向结合。结果　初步分离并鉴定Ｍ１和Ｍ２型巨噬细胞，Ｍ２型巨噬细胞分
泌的细胞因子ＣＤ２０６促进肝癌细胞的生长和侵袭、转移，双荧光素酶报告基因证实ＤＵＳＰ１为ｍｉＲ１４８ｂ的
靶基因，ｍｉＲ１４８ｂ／ＤＵＳＰ１信号通路促进肝癌的发生、发展，巨噬细胞标志物与肝癌患者的临床病理特征相
关。结论　ｍｉＲ１４８ｂ／ＤＵＳＰ１信号通路影响巨噬细胞分泌的细胞因子促进肝癌发生、发展。
　　［关键词］　 巨噬细胞；微小ＲＮＡ；ＤＵＳＰ１信号通路；肝癌
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是常见
的恶性肿瘤之一，其发病率及病死率均位居恶性肿瘤

的前列［１］。流行病学调查提示：ＨＣＣ是一种与炎症密
切相关的恶性肿瘤，炎症在ＨＣＣ的发生和转移过程中
具有促进作用，然而炎症引起ＨＣＣ的分子和细胞机制
尚未完全明确［２］。近年研究发现，肿瘤相关巨噬细胞

（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）是肿瘤微环境
中浸润的主要细胞，可以对肿瘤的增殖、血管形成以及

迁移、侵袭等多种生物学行为产生影响［３］。研究表明

ｍｉＲＮＡｓ通过调控免疫相关基因的表达影响免疫系统
的发育和功能，进而参与诸如自身免疫性疾病炎症及

肿瘤等相关疾病的发生、发展［４］。有关ｍｉＲ１４８ｂ的研
究提示其在炎症反应中具有重要的作用，其与恶性肿

瘤的发病关系近年来引起许多学者的重视［５－７］。以往

研究表明ｍｉＲ１４８ｂ与肝癌的发生、发展、预后密切相
关［８］，但其如何参与巨噬细胞调控肝癌发生的作用及

分子机制尚不清楚。本研究通过体外分离培养外周血

单核细胞诱导生成 Ｍ１和 Ｍ２型巨噬细胞，证实 ｍｉＲ
１４８ｂ调节巨噬细胞分泌的细胞因子参与肝癌细胞生
长、侵袭和转移，通过 ＨＣＣ临床组织样本分析巨噬细
胞标志物与肝癌患者临床病理特征的关系，旨在为肝

癌的发病机制提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　本实验采用的人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２和Ｈｕｈ７细胞
冻存于液氮中，于３７℃水浴快速解冻复苏后，１０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，分别培养在适宜各自生长的培养基中。肝
癌组织和相应癌旁组织标本（４０例）由重庆医科大学
附属第一医院生物样本库提供。本研究经重庆医科大

学附属第一医院伦理学委员会批准。

１．２　巨噬细胞分离和培养
　　采用全自动磁珠提取纯化系统分离外周血单核细
胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ），用含
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基调整细胞数为３×
１０６／ｍＬ，置于６孔板中培养。３７℃、５％ ＣＯ２孵箱培养
３ｈ后，用预温的培养基洗去未黏附细胞，加入含１０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基２ｍＬ及粒细胞巨噬细
胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕ
ｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）和巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃ
ｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ），终浓度为
１０００Ｕ／ｍＬ。隔２ｄ半量换液，培养７ｄ，成贴壁细胞。
１．３　细胞瞬时转染
　　细胞转染按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）试剂说明书的要求，分别混匀脂质体、无血清的培

养基和质粒，或ｍｉＲＮＡ模拟物，或ｍｉＲＮＡ抑制剂，或各

自的阴性对照，培养４～６ｈ后换为含血清的培养基。
ｍｉＲＮＡ及其对照序列转染的终浓度为 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ。
ｍｉＲ１４８ｂ模拟物（ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ）和阴性对照，ｍｉＲ
１４８ｂ抑制剂（ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和阴性对照，ＤＵＳＰ１ｓｈＲ
ＮＡ及阴性对照购自上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ
　　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取总 ＲＮＡ。
使用ＭＭＬＶ逆转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）进行第１链
ｃＤＮＡ的合成，以Ｕ６ＲＮＡ作为ｍｉＲＮＡ的内参基因，以
βａｃｔｉｎ作为其他内参基因。使用 ＡＢＩ７５００实时荧光
定量ＰＣＲ仪及ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，ＵＳＡ）进
行基因检测。ｍｉＲ１４８ｂ成熟体和 Ｕ６引物由广州
Ｒｉｂｏｂｉｏ公司合成。ＣＤ６８基因上游：５′ＧＣＴＡＣＡＴＧ
ＧＣＧＧＴＧＧＡＧＴＡＣＡＡ３′，下 游：５′ＡＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＣ
ＡＧＣＡＡＧＡＴＧＧ３′；ＣＤ２０６上游：５′ＴＴＣＧＧＡＣＡＣＣＣＡＴＣ
ＧＧＡＡＴＴＴ３′，下游：５′ＣＡＣＡＡＧＣＧＣＴＧＣＧＴＧＧＡＴ３′；
βａｃｔｉｎ上游：５′ＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴ３′，下
游：５′ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴ３′。
１．５　双荧光素酶载体构建
　　利用ＰＣＲ方法，根据 ＤＵＳＰ１（ｈｕｍａｎ）３′ＵＴＲ序
列信息设计其扩增引物，设计扩增引物如下。ＤＵＳＰ１
３′ＵＴＲ上游：５′ＧＣＧＧＣＧＡＴＣＧＣＡＡＧＧＣＣＡＣＧＧＧＡＧＧ
ＴＧＡＧ３′，下游：５′ＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＧＡＧＡＧＧＧＡＴＴＧＧ
ＧＴＧＴＧＧＴＴＧ３′；ＤＵＳＰ１ｍｕｔ上游：５′ＴＧＴＴＴＴＣＡＣＧＴ
ＧＡＣＴＴＧＧＡＡＡＡＴＡＣＣＡＧＴＧＴＴＧ３′，下游：５′ＡＴＴＴＴＣ
ＣＡＡＧＴＣＡＣＧＴＧＡＡＡＡＣＡＡＡＣＣＴＧＣＴＴＡ３′；以２９３Ｔ基
因组ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增ＤＵＳＰ１基因的３′ＵＴＲ序
列，将其克隆到 ｐｍｉＲＲＢＲＥＰＯＲＴＴＭ（Ｒｉｂｏｂｉｏ）双荧光
素酶报告载体中，所用载体的报告荧光为 ｈＲｌｕｃ，校正
荧光为ｈｌｕｃ（做内参校正）。
１．６　双荧光素酶检测分析
　　ＨｅｐＧ２细胞培养至对数生长期，按４×１０３／孔接种
于９６孔板中，每孔总体积１００μＬ，３７℃培养箱中培养
２４ｈ，采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００试剂转染，将 ｍｉＲＮＡ
ｍｉｍｉｃｓ、Ｎｃｏｎｔｒｏｌ与靶基因３′ＵＴＲ报告基因载体及突
变载体共转入 ＨｅｐＧ２细胞，转染终浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ，
转染 ４８ｈ后采用 ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ
（Ｐｒｏｍｅｇａ）检测荧光值。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　提取细胞的总蛋白，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定
蛋白浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测按我们前期研究［９］的方法

进行，分别用 ＤＵＳＰ１（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＡ）、
ａｎｔｉβａｃｔｉｎ（Ａｂｃａｍ），经化学发光法检测各蛋白的表达
情况。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ分析条带光密度，以目的蛋
白与βａｃｔｉｎ光密度比值作为蛋白的相对表达量。

１７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）



１．８　ＣＣＫ８实验
　　在９６孔板中配置１００μＬ的细胞悬液。将培养板
在培养箱预培养２４ｈ（３７℃，５％ ＣＯ２），向培养板加入
１０μＬ不同浓度的待测物质，将培养板在培养箱孵育
一段适当的时间（６、１２、２４、４８ｈ），向每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ溶液（注意不要在孔中生成气泡），将培养板在培
养箱内孵育１～４ｈ，用酶标仪测定在波长４５０ｎｍ处的
光密度值［Ｄ（４５０）］，若暂时不测定光密度值，可以向
每孔中加入 １０μＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液或者 １％
ＳＤＳ溶液，并遮盖培养板避光保存在室温条件下。２４ｈ
内测定，光密度不会发生变化。

１．９　侵袭转移实验
　　所有细胞培养试剂和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置 ３７℃温
育；待测细胞培养至对数生长期，消化细胞，用 ＰＢＳ和
无血清培养基先后洗涤１次，用无血清培养基悬浮细
胞，计数，调整细胞数为２×１０５／ｍＬ；在下室（即２４孔
板底部）加入６００～８００μＬ含１０％血清的培养基，上
室加入１００～１５０μＬ细胞悬液，继续在孵箱培养２４ｈ；
用镊子小心取出小室，吸干上室液体，移到预先加入约

８００μＬ甲醇的孔中，室温固定３０ｍｉｎ；取出小室，吸干
上室固定液，移到预先加入约８００μＬＧｉｅｍｓａ染液的
孔中，室温染色１５～３０ｍｉｎ；轻轻用清水冲洗浸泡数
次，取出小室，吸去上室液体，用湿棉棒小心擦去上室

底部膜表面上的细胞；用小镊子小心揭下膜，底面朝上

晾干，移至载玻片上用中性树胶封片；显微镜下取９个
随机视野计数，统计结果。

１．１０　统计学处理
　　实验至少重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ
１６．０统计软件行χ２检验。

２　结果

２．１　Ｍ１和Ｍ２巨噬细胞的表型鉴定
　　外周血单核细胞经 ＧＭＣＳＦ诱导转化为 Ｍ１型巨
噬细胞，细胞体积较大，形态主要为圆形和类圆形；经

ＭＣＳＦ诱导转化为Ｍ２型巨噬细胞，形态主要为扁长型

（图１）。ＲＴＰＣＲ检测 Ｍ１巨噬细胞标志物 ＣＤ６８及
Ｍ２巨噬细胞标志物ＣＤ２０６的表达（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ刺
激巨噬细胞模拟肿瘤微环境，ＥＬＩＳＡ检测巨噬细胞分
泌的细胞因子ＣＤ２０６，结果显示，ＬＰＳ可明显增加细胞
因子 ＣＤ２０６分泌水平，且 Ｍ２型巨噬细胞分泌的
ＣＤ２０６明显高于Ｍ１型巨噬细胞。
２．２　巨噬细胞促进肝癌细胞生长和侵袭转移
　　Ｍ１和 Ｍ２型巨噬细胞分别与人肝癌细胞株
ＨｅｐＧ２细胞和 Ｈｕｈ７细胞中共培养４８ｈ，ＣＣＫ８实验
结果显示，Ｍ２型巨噬细胞能明显促进肝癌细胞的生长
（Ｐ＜０．０５，图２）。为了检测巨噬细胞否对肝癌细胞的
侵袭转移产生影响，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发现Ｍ２型细胞也可
以促进肝癌细胞的侵袭与转移（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：Ｍ１型；Ｂ：Ｍ２型
图１　倒置显微镜观察Ｍ１和Ｍ２型巨噬细胞形态
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图２　ＣＣＫ８实验检测与巨噬细胞共培养对ＨｅｐＧ２细胞和

Ｈｕｈ７细胞生长的影响
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图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测与巨噬细胞共培养对肝癌细胞侵袭、转移的影响　（×４００）
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２．３　ＤＵＳＰ１是ｍｉＲ１４８ｂ的靶标基因
　　ＨｅｐＧ２细胞分别转染 ｍｉＲ１４８ｂｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
以及各自的阴性对照，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，增
加增强ｍｉＲ１４８ｂ表达可以使ＤＵＳＰ１的蛋白水平发生
下调，而抑制 ｍｉＲ１４８ｂ的表达可以使 ＤＵＳＰ１的蛋白
水平发生上调，初步证实 ｍｉＲ１４８ｂ可以调节 ＤＵＳＰ１
在肝癌的发生发展中产生作用（图４Ａ、Ｂ）。为了进一
步证实ＤＵＳＰ１确实是 ｍｉＲ１４８ｂ的靶基因，通过双荧
光素酶报告基因系统检测，结果显示ｍｉＲ１４８ｂ确实可
以与ＤＵＳＰ１的３′ＵＴＲ特异性结合（图４Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ｍｉＲ１４８ｂｍｉｍｉｃｓ的肝癌细胞
ＤＵＳＰ１的蛋白表达　１：ＣｏｎｔｒｏｌｄｓＲＮＡ；２：ｍｉＲ１４８ｂｍｉｍ
ｉｃｓ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的肝癌
细胞ＤＵＳＰ１的蛋白表达　１：ＣｏｎｔｒｏｌｄｓＲＮＡ；２：ｍｉＲ１４８ｂ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；Ｃ：ｍｉＲ１４８ｂ与 ＤＵＳＰ１基因 ３′ＵＴＲ预测结合
靶点；Ｄ：双荧光素酶报告基因系统验证 ｍｉＲ１４８ｂ与
ＤＵＳＰ１基因３′ＵＴＲ预测结合靶点　１：ＤＵＳＰ１基因３′
ＵＴＲ（ＷＴ）；２：ＤＵＳＰ１基因３′ＵＴＲ（ＭＴ）；ａ：Ｐ＜００１，与
ＮＣ组比较
图４　ｍｉＲ１４８ｂ与ＤＵＳＰ１基因３′ＵＴＲ结合并调控其表达

２．４　ｍｉＲ１４８ｂ／ＤＵＳＰ１信号通路调控巨噬细胞促进
肝癌细胞生长和侵袭转移

　　虽然通过靶向验证确定ＤＵＳＰ１为 ｍｉＲ１４８ｂ的下
游靶基因，为了进一步探讨该信号通路是否在巨噬细

胞促进肝癌细胞生长和侵袭转移中发挥作用。首先在

Ｍ２型巨噬细胞中转染 ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ抑制其表达（图
５），转染ｍｉＲ１４８ｂｍｉｍｉｃｓ的Ｍ２巨噬细胞经ＬＰＳ处理
后，其分泌的细胞因子ＣＤ２０６的表达水平较对照组明
显增加（Ｐ＜０．０５），而转染 ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的 Ｍ２
巨噬细胞经 ＬＰＳ处理后，ＣＤ２０６的表达量明显下调
（Ｐ＜００５），共转染ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ
后，ＣＤ２０６分泌量上调，初步证实该信号通路可调节细
胞因子 ＣＤ２０６的分泌；ＣＣＫ８实验结果显示，转染
ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可以抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 Ｈｕｈ７
的生长（Ｐ＜０．０５），而共转染 ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和
ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ后，分泌量增加的ＣＤ２０６可以促进细胞
生长（Ｐ＜００５，图６）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，转染
ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的肝癌细胞ＨｅｐＧ２和Ｈｕｈ７的侵袭
转移能力明显降低（Ｐ＜００５），而共转染 ｍｉＲ１４８ｂ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ的肝癌侵袭转移能力明显
增加（Ｐ＜０．０５，图７）。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＮｓｈＲＮＡ；３：ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ
图５　Ｍ２巨噬细胞中转染ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ抑制其表达
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１：ｍｏｃｋ；２：ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；３：ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ；４：ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋Ｎ１ｓｈＲＮＡ

ａ：Ｐ＜００５，与ｍｏｃｋ比较
图６　ＣＣＫ８实验检测肝癌细胞ＨｅｐＧ２和Ｈｕｈ７的生长情况
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ａ：Ｐ＜００５，与ｍｏｃｋ比较；ｂ：Ｐ＜００５，与 ｍｉＲ１４８ｂｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ比较

图７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测肝癌细胞ＨｅｐＧ２（Ａ）和Ｈｕｈ７（Ｂ）的
侵袭转移情况

２．５　巨噬细胞分泌因子ＣＤ２０６与临床特征的相关性
分析

　　为了研究ＨＣＣ组织标本中的 ＣＤ２０６的表达水平
是否临床病理特征存在一定的相关性，检测 ４０例
ＨＣＣ组织标本中 ＣＤ２０６ｍＲＮＡ的表达 ＣＤ２０６水平，
发现ＣＤ２０６的表达与 ＡＬＴ、ＡＳＴ、肝癌的 ＴＮＭ分期明
显相关（Ｐ＜００５，表１）。

表１　ＣＤ２０６的表达与肝癌患者临床病理特征的相关系分析

血清ＣＤ２０６浓度 （ｐｇ／ｍＬ）
临床特征

例数

（ｎ＝４０）
Ｐ值

＜１００ ≥１００
年龄（岁）

　＜４０ １３ ８ ５
０．８９０　≥４０ ２７ １６ １１

性别

　男性 １４ １０ ４
０．２９７　女性 ２６ １４ １２

ＡＦＰ（μｇ／Ｌ）
　＜４００ １５ １０ ５

０．５０５　≥４００ ２５ １４ １１
ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）
　＜４０ １０ ２ ８

０．００３　≥４０ ３０ ２２ ８
ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）
　＜４０ １５ ９ ６

０．００８　≥４０ ２５ １１ １４
ＴＮＭ分期
　Ⅰ １７ ５ １２
　Ⅱ ５ ４ １ ０．０３６
　Ⅲ １５ １２ ３

３　讨论

　　炎症是导致肿瘤发生或促进肿瘤发展的最主要因
素之一，约２０％的恶性肿瘤由炎症诱发或促进。炎症
与肝癌的发生发展同样有着密切联系［１０］。ＴＡＭｓ是炎
性细胞的主要成分，通过表达多种细胞因子、生长因

子、趋化因子介导免疫反应参与肿瘤发展的多个环节

相关，包括肿瘤细胞形成、增殖、浸润、血管生成及转

移［１１－１３］。肿瘤相关巨噬细胞与肝癌的不良预后也存在

相关性［１４］，但其与肝癌发生的分子机制仍然不清楚。

　　异常表达的ｍｉＲ１４８ｂ频繁出现在多种肿瘤中，对
肿瘤细胞的增殖、血管生成、侵袭转移等病理过程都有

着调控作用［１５－１６］。Ｚｈａｎｇ等［１７］研究发现肝癌中 ｍｉＲ
１４８ｂ表达显著下调，可将肝癌细胞阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期而
抑制肿瘤细胞的增殖，ｍｉＲ１４８ｂ还可以通过调节
ＷＮＴ１基因的表达来发挥抑制肝癌细胞的侵袭与转移
的作用，进一步构建动物模型研究发现，ｍｉＲ１４８ｂ能
够在动物体内减慢肿瘤细胞生长。同时，有学者报道

肝癌中ｍｉＲ１４８ｂ的表达降低与患者的生存期存在相
关性［８］。由此可见，ｍｉＲ１４８ｂ确实在肝癌的发生过程
中起着至关重要的作用。但其在 ＴＡＭｓ对肝癌发生的
作用及其分子机制尚未完全阐明。

　　在细胞的炎症反应中，ＭＡＰＫ的激活处于核心地
位。ＤＵＳＰ１在细胞内主要催化已活化的 ＭＡＰＫ家族
成员（ｐ３８、ＪＮＫ、ＥＲＫ）特异性基序 ＴｘＹ中磷酸基团的
水解，抑制其活性，从而减轻炎症反应［１８］。ＤＵＳＰ１在
多种肿瘤中存在异常的表达，近来的研究表明 ＤＵＳＰ１
在肝癌的发生发展及其预后中有着重要的作用［１９］。

同时，有学者报道 ｍｉＲＮＡ可以调控巨噬细胞中的
ＤＵＳＰ１的表达水平参与肿瘤的发生、发展［２０］。

　　为了探讨在肝癌中是否存在着异常表达的能调控
ＤＵＳＰ１的ｍｉＲＮＡｓ参与了ＴＡＭｓ对肝癌的发生过程影
响，本研究首先提取外周血单核细胞并诱导生成 Ｍ１
型和Ｍ２型巨噬细胞，经ＬＰＳ处理后的Ｍ２型巨噬细胞
分泌的细胞因子 ＣＤ２０６显著增加，并且 Ｍ２型巨噬细
胞能够明显促进肝癌细胞的生长和侵袭转移；我们进

一步的研究证实，ＤＵＳＰ１是 ｍｉＲ１４８ｂ的靶基因，转染
ｍｉＲ１４８ｂｍｉｍｉｃｓ的 Ｍ２巨噬细胞经 ＬＰＳ处理后，
ＣＤ２０６的表达水平明显增加，而转染 ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ的Ｍ２型巨噬细胞经 ＬＰＳ处理后，ＣＤ２０６的表达量
明显下调，共转染ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ
后，ＣＤ２０６分泌量上调；转染 ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可以
抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 Ｈｕｈ７的生长和侵袭转移，而
共转染ｍｉＲ１４８ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ＤＵＳＰ１ｓｈＲＮＡ后，分泌量

４７２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



增加的ＣＤ２０６可以促进细胞生长和侵袭转移；同时，
ＣＤ２０６的表达与肝癌的ＴＮＭ分期明显相关。因此，提
示在巨噬细胞中 ｍｉＲ１４８ｂ可以通过靶向调控 ＤＵＳＰ１
的表达水平参与调控肝癌的发生、发展过程。

　　总之，本研究发现了 ｍｉＲ１４８ｂ调节 ＤＵＳＰ１影响
细胞因子ＣＤ２０６的分泌参与了肝癌的发生过程，初步
探讨了ｍｉＲ１４８ｂ／ＤＵＳＰ１这一信号通路抑制肝癌细胞
生长、侵袭和转移的机制，将可能为肝癌的分子靶向的

治疗提供新的治疗策略。
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ｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１２，５（５）：１２７７－１２８０．
ＤＯＩ：１０．３８９２／ｍｍｒ．２０１２．７９４

［１６］ＳｈｅｎＪ，ＨｕＱ，ＳｃｈｒａｕｄｅｒＭ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ１４８ｂ
ａｎｄｍｉＲ１３３ａａｓｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１４，５（１４）：５２８４－５２９４．

［１７］ＺｈａｎｇＪＧ，ＳｈｉＹ，ＨｏｎｇＤＦ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１４８ｂｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇＷＮＴ１／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１５，５：
８０８７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｒｅｐ０８０８７

［１８］ＬｅｉＹＹ，ＷａｎｇＷＪ，ＭｅｉＪＨ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｉｎｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．Ａｓｉａｎ
ＰａｃＪＣａｎｃｅｒＰｒｅｖ，２０１４，１５（２０）：８５３９－８５４８．

［１９］ＦｒａｕＭ，ＦｅｏＦ，ＰａｓｃａｌｅＲＭ．Ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｔｈｉｏ
ｎｉｎｅａｄｅｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓｏｆｌｉｖ
ｅｒｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２０１３，
５９（４）：８３０－８４１．

［２０］ＷａｎｇＱ，ＳｈｉＳ，ＨｅＷ，ｅｔａｌ．ＲｅｔａｉｎｉｎｇＭＫＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇＪＮＫｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙＲＩＰ１ｆｏｒｃｉｓｐｌａｔｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈｍｉＲ９４０ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，
２０１４，５（５）：１３０４－１３１４．ＤＯＩ：１０．７３１４／ＡＰＪＣＰ．２０１４．
１５．２０．８５３９

（收稿：２０１５０６０７；修回：２０１５０９２５）

（编辑　邓强庭）
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