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　　［摘要］　目的　探讨 ｍｉＲ１８５对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１生长增殖、侵袭迁移能力的影
响。方法　构建ｍｉＲ１８５过表达载体、合成 ｍｉＲ１８５反义寡聚核苷酸（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯ），
经脂质体转染肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１。利用 ＣＣＫ８和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞的增殖、侵
袭和迁移能力；生物信息学数据库预测结合基因芯片结果确定 ｍｉＲ１８５的候选靶基因 ＮＲ１Ｄ１；利用实
时荧光定量ＰＣＲ技术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲ１８５对细胞中ＮＲ１Ｄ１基因表达水平的影响；荧光报告载
体实验验证ｍｉＲ１８５对靶基因的调控作用。结果　ｍｉＲ１８５在人肝癌细胞中的ｍＲＮＡ表达水平显著低
于正常肝细胞（Ｐ＜００１）；过表达 ｍｉＲ１８５使人肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移能力降低，下调肝癌细胞
中ＮＲ１Ｄ１基因的ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平（Ｐ＜００１）；荧光报告载体实验证明ｍｉＲ１８５可以通过作用
于ＮＲ１Ｄ１ｍＲＮＡ的３′端非翻译区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）下调其表达水平（Ｐ＜００５）。结论　ｍｉＲ１８５
能抑制肝癌细胞的增殖、侵袭迁移能力，ＮＲ１Ｄ１是ｍｉＲ１８５的直接靶基因。
　　［关键词］　ｍｉＲ１８５；肝癌细胞；细胞增殖；肿瘤浸润；细胞运动
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世界
上最常见的恶性肿瘤之一，其发病率在男性中居第

５位，在女性中居第 ９位［１］，严重威胁人类的身体健

康。由于肝癌的发病隐匿、复发率高、侵袭性强等特点

给临床治疗带来了极大困难，往往在诊断时肿瘤已无

法根治切除［２－３］。ｍｉＲＮＡ影响肿瘤发生与发展的病
理学机制已经很清晰，即其可在肿瘤发生与发展的过

程中表现为抑癌基因或癌基因，而这有赖于其所调控

靶基因的生物学功能。ｍｉＲ１４８ｂ可以通过靶定
ＤＵＳＰ１抑制肝癌细胞的生长、侵袭和迁移［４－５］。研究

表明ｍｉＲ１８５在人肝癌细胞中呈低表达，且其高表达
能诱导肝癌细胞凋亡、抑制细胞增殖及侵袭［６］。肝脏

是维持机体代谢平衡的中枢器官，在肝细胞中 ＮＲ１Ｄ１
（又名Ｒｅｖｅｒｂα或ＥＡＲ１）调节核心时钟基因 ＢＭＡＬ１
（ｂｒａｉｎａｎｄｍｕｓｃｌｅａｒｎｔｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１）的表达［７］。

ＮＲ１Ｄ１是一大类转录调节因子之一。涉及遗传、基因
组、生物化学和药理技术的研究表明，ＮＲ１Ｄ１在昼夜
节律调节中扮演着非常重要的角色［８］，其可直接将细

胞外激素信号和核内基因转录联系起来，也可调节机

体各种生理代谢过程［９－１１］。本研究旨在探讨ｍｉＲ１８５
过表达对人肝癌细胞中 ＮＲ１Ｄ１蛋白表达的调控作用
及对ＨＣＣ侵袭行为的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞、主要试剂和仪器
　　人肝癌细胞系ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１、人正常肝细
胞系（ＬＯ２）购自上海复祥生物公司，ｐｃＤＮＡ３购自美国
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰ本室构建，胎牛血清购
自美国ＢＩ公司，ＤＭＥＭ培养基、青霉素和链霉素购自
美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＣＣＫ８试剂盒购自日本同仁公司，
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ孔径聚碳酸酯膜）和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ购
自美国ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ公司，ｍｉＲＮＡ第１链ｃＤＮＡ合成
试剂盒购自上海生工生物工程有限公司，兔抗人

ＮＲ１Ｄ１单克隆抗体由 Ａｂｃａｍ公司提供，兔抗人
ＧＡＰＤＨ单克隆抗体和抗兔二抗由美国 ＫＰＬ公司提
供，ＢＸ６３全自动显微镜扫描系统购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司，ＣＯ２细胞培养箱和１３００ＳＥＲＩＥＳＡ２超净工作台购
自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０全波长读数仪购
自美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司，伯乐电泳转印系统、凝
胶成像系统购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，实时荧光定量
ＰＣＲ仪 ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐＲｅａｌｐｌｅｘ４购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司。

１．２　ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ７７２１和ＬＯ２细胞培养
　　用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基于３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度条件下培养细胞，每２～３天消化传代。实
验分组：ｍｉＲ１８５组，转染 ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉｍｉＲ１８５质粒；
ｐｃＤＮＡ３组，转染 ｐｃＤＮＡ３空载质粒；反义寡聚核苷酸
（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯ）１８５组，转染 ｍｉＲ１８５
ＡＳＯ寡聚核苷酸；ＡＳＯＮＣ组，转染乱序寡聚核苷酸。
转染前１ｄ将细胞按需接种于细胞培养板，次日按
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂说明书进行质粒的转染，
转染时细胞达到 ７０％ ～９０％的板底面积。ＡＳＯ１８５
是ｍｉＲ１８５的反义寡聚苷酸序列，可以经脂质体转染
肝癌细胞，通过碱基互补配对与ｍｉＲ１８５结合封闭其功
能。用ＣＣＫ８和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测方法确定ｍｉＲ１８５
对肝癌细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响，确定ｍｉＲ１８５
在肝癌细胞中起到的作用。

１．３　ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖的影响
　　用ＣＣＫ８试剂盒检测ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ
７７２１细胞增殖的影响。将两种细胞分别接种于９６孔
板，次日进行转染。实验分为４组：ｍｉＲ１８５组、ｐｃＤＮＡ３
组、ＡＳＯ１８５组和 ＡＳＯＮＣ组，每组重复３次。分别于
２４、４８ｈ和７２ｈ加ＣＣＫ８试剂１０μＬ／孔，孵育３ｈ后用
酶标仪测定波长为４５０ｎｍ的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．４　ｍｉＲ１８５对ＳＭＭＣ７７２１细胞侵袭的影响
　　在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中进行，在聚碳酸酯膜上室面铺

９１９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）



Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，整个操作在冰上和无菌条件下进行，３７℃
固化 １ｈ备用。实验分为 ｍｉＲ１８５组、ｐｃＤＮＡ３组、
ＡＳＯ１８５组和ＡＳＯＮＣ组，每组重复３次。４８ｈ后用
含１％血清的ＤＭＥＭ培养基洗涤ＳＭＭＣ７７２１细胞，调
整细胞浓度，在上室接种５×１０４／１００μＬ，下室加入含
１０％血清的完全培养基作为趋化剂。３７℃、５％ ＣＯ２
条件下培养２４ｈ后，擦掉上室的细胞，用４％多聚甲醛
固定３０ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，然
后在显微镜下计数５个不重复视野的穿膜细胞数。细
胞侵袭抑制率 ＝［（对照组侵袭细胞数 －实验组侵袭
细胞数）／对照组侵袭细胞数］×１００％。
１．５　ｍｉＲ１８５对ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移的影响
　　方法同１．４，但 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的聚碳酸酯膜上不
铺Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，细胞迁移抑制率 ＝［（对照组迁移细胞
数－实验组迁移细胞数）／对照组迁移细胞数］×
１００％。
１．６　生物信息学预测结合基因芯片结果确定 ｍｉＲ

１８５的功能靶基因
　　ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和ＰｉｃＴａｒ数据库预测结合基因芯片结
果确定 ｍｉＲ１８５的候选靶基因 ＮＲ１Ｄ１，数据库预测结
果显示在 ＮＲ１Ｄ１基因 ｍＲＮＡ的 ３′端非翻译区
（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）有与 ｍｉＲ１８５互补结合的
位点（图１）。
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图１　ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ区ｍｉＲ１８５的结合位点

１．７　实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞中 ｍｉＲ１８５和
ＮＲ１Ｄ１ｍＲＮＡ水平

　　 ①检测过表达ｍｉＲ１８５后ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ１８５
ｍＲＮＡ水平。将细胞接种于６孔板，实验分为ｍｉＲ１８５
组和ｐｃＤＮＡ３组，重复３次。转染４８ｈ时用 ＴＲＩｚｏｌ提
取总ＲＮＡ，检测浓度及纯度，并用琼脂糖凝胶电泳鉴
定ＲＮＡ的完整性，然后以总ＲＮＡ为模板，ｍｉＲＮＡ第１
链ｃＤＮＡ合成试剂盒进行第 １链 ｃＤＮＡ的合成，以
ｃＤＮＡ为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ检测，以 Ｕ６为
阳性对照基因校正ＰＣＲ模板的拷贝数，基因相对表达
量采用２－ΔΔＣｔ值计算。②检测人正常肝细胞ＬＯ２和人
肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ７７２１中 ｍｉＲ１８５ｍＲＮＡ水
平，实验方法和计算方法同①。③检测过表达ｍｉＲ１８５
后ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１ｍＲＮＡ水平，实验方法和计算
方法同①，但逆转录时使用ＭＭＬＶ逆转录酶试剂盒，
以ＧＡＰＤＨ为阳性对照基因。

１．８　ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１基因蛋白表达
水平的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１蛋白表达
水平。将ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板，实验分为ｍｉＲ１８５
组、ｐｃＤＮＡ３组、ＡＳＯ１８５组和 ＡＳＯＮＣ组，每组重复
３次，转染４８ｈ后加入预冷的 ＲＩＰＡ细胞裂解液裂解
细胞，经超声机粉碎后离心取上清。提取的细胞蛋白

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转移到硝酸纤维素膜上，５％脱脂
奶粉封闭，加入一抗（抗 ＮＲ１Ｄ１抗体，内参为抗
ＧＡＰＤＨ抗体），４℃孵育过夜，洗膜后加入 ＨＲＰ标记
的二抗进行杂交，ＥＣＬ试剂显色，采用成像仪拍照，以
目的条带与内参ＧＡＰＤＨ的光密度值比值表示蛋白的
相对表达水平。

１．９　荧光报告载体实验验证ＮＲ１Ｄ１是ｍｉＲ１８５的靶
基因

　　构建 ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ载体，然后转
染到 ＨｅｐＧ２细胞中，实验分为 ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰ组、
ｐｃＤＮＡ３／ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ组、ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ１８５
组、ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ｐｃＤＮＡ３组、ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ＡＳＯ
１８５组和ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ＡＳＯＮＣ组。将ＨｅｐＧ２细胞
接种于９６孔培养板，次日转染寡聚核苷酸和质粒，第
３天转染 ＥＧＦＰ表达质粒，第２次转染４８ｈ后用荧光
显微镜观察细胞内荧光基因的表达情况。实验重复

３次。每个样品的３个数据取平均值，计算各组相对
荧光值，比较各组间 ＥＧＦＰ表达强度值的关系并绘制
柱状图。

１．１０　统计学分析
　　计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计
软件，方差齐性采用 Ｌｅｖｅｎｅ’ｓ检验，两两比较采用
ＬＳＤ法，检验水准为α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖的影响
　　在ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞中分别转染ｐｃＤＮＡ３／
ｐｒｉｍｉＲ１８５和对照ｐｃＤＮＡ３质粒，或转染ＡＳＯ１８５和对
照ＡＳＯＮＣ寡聚核苷酸，０、２４、４８、７２ｈ分别测定每孔细
胞Ｄ（４５０）值，ＣＣＫ８实验结果表明过表达 ｍｉＲ１８５可
以抑制ＨｅｐＧ２和 ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖，抑制细胞
中的ｍｉＲ１８５可以促进细胞增殖（图２）。
２．２　ｍｉＲ１８５对ＳＭＭＣ７７２１细胞侵袭和迁移的影响
　　ｍｉＲ１８５组细胞侵袭和迁移的能力明显低于
ｐｃＤＮＡ３对照组，而 ＡＳＯ１８５组与 ＡＳＯＮＣ组相比
ＳＭＭＣ７７２１细胞的侵袭和迁移能力均增强（表１）。
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Ａ：ＨｅｐＧ２细胞；Ｂ：ＳＭＭＣ７７２１细胞
ａ：Ｐ＜００１，与ｐｃＤＮＡ３组比较；ｂ：Ｐ＜００１，与ＡＳＯＮＣ组比较
图２　ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２和ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖的影响

表１　ｍｉＲ１８５对ＳＭＭＣ７７２１细胞迁移抑制率和侵袭抑制率
的影响 （ｎ＝３）

组别
细胞侵袭

（个）

细胞迁移

（个）

侵袭抑制

率（％）

迁移抑制

率（％）

ｍｉＲ１８５组 ７４．１±３．６ ８０．９±５．８ ３３．０±５．３ ４０．７±４．８
ｐｃＤＮＡ３组 １１０．９±６．６ １３６．７±９．１ ０ ０
ＡＳＯ１８５组 １２４．４±３．８ １５４．６±４．２ －１６．１±５．７ －８．５±４．２
ＡＳＯＮＣ组 １０７．４±５．７ １４２．６±４．５ ０ ０

２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞中 ｍｉＲ１８５和
ＮＲ１Ｄ１的ｍＲＮＡ水平

　　①实时荧光定量 ＰＣＲ检测过表达 ｍｉＲ１８５后
ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ１８５ｍＲＮＡ水平。转染 ｐｃＤＮＡ３／
ｐｒｉｍｉＲ１８５质粒后，细胞中 ｍｉＲ１８５基因明显过表
达，相对表达量是 ｐｃＤＮＡ３组的 ７．７３倍，表明转染
ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉｍｉＲ１８５质粒能够使ｍｉＲ１８５ｍＲＮＡ表达
量增加。②实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＨｅｐＧ２细胞、
ＳＭＭＣ７７２１细胞和ＬＯ２细胞中 ｍｉＲ１８５ｍＲＮＡ水平，
结果表明 ｍｉＲ１８５在肝癌细胞中低表达（Ｐ＜００１，
图３）。③实时荧光定量 ＰＣＲ检测过表达 ｍｉＲ１８５后
ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１ｍＲＮＡ水平。转染ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉ
ｍｉＲ１８５质粒后，细胞中 ＮＲ１Ｄ１ｍＲＮＡ的相对表达量
明显低于对照组，是对照组的０．２１倍（Ｐ＜００１），表
明过表达ｍｉＲ１８５可以降低ＮＲ１Ｄ１ｍＲＮＡ表达量。
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图３　肝癌细胞和正常肝细胞中 ｍｉＲ１８５ｍＲＮＡ的相对

表达量

２．４　ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１基因蛋白表达
水平的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１蛋白的表
达水平，结果显示，ｍｉＲ１８５组ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１蛋
白表达量较 ｐｃＤＮＡ３组明显减少（Ｐ＜００１），ＡＳＯ１８５
组ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１蛋白表达量较 ＡＳＯＮＣ组明
显增加（Ｐ＜００１，图４）。这表明过表达ｍｉＲ１８５可以
下调肝癌细胞中ＮＲ１Ｄ１蛋白表达，而抑制ｍｉＲ１８５的
表达使ＮＲ１Ｄ１的蛋白表达量增加。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：ｍｉＲ１８５组；２：ｐｃＤＮＡ３组；
３：ＡＳＯ１８５组；４：ＡＳＯＮＣ组；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００１，与ｐｃＤＮＡ３组比较；ｂ：Ｐ＜００１，与ＡＳＯＮＣ组比较
图４　ｍｉＲ１８５对ＨｅｐＧ２细胞中ＮＲ１Ｄ１蛋白表达水平的影响

２．５　荧光报告载体实验验证ＮＲ１Ｄ１是ｍｉＲ１８５的靶
基因

　　将ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ质粒与 ｍｉＲ１８５
ＡＳＯ共转染ＨｅｐＧ２细胞，所得的 ＥＧＦＰ荧光强度与共
转染ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ质粒和ＡＳＯＮＣ组
相比明显升高，表明内源 ｍｉＲ１８５的功能被其反义寡
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聚核苷酸ｍｉＲ１８５ＡＳＯ封闭后，对ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ的抑
制作用减低，导致ＥＧＦＰ表达升高。相反，将ｐｃＤＮＡ３／
ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ质粒与 ｐｃＤＮＡ３／ｐｒｉｍｉＲ１８５共
转染 ＨｅｐＧ２细胞，所得的 ＥＧＦＰ荧光强度与共转染
ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ质粒和 ｐｃＤＮＡ３组相比
明显降低，表明过表达 ｍｉＲ１８５后，对 ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ
的抑制作用加强，导致ＥＧＦＰ表达量减少。此外，单转
染 ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ质粒组比单转染
ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰ质粒组的ＥＧＦＰ荧光表达强度低，是由
于ＨｅｐＧ２细胞内源性的 ｍｉＲ１８５发挥了抑制 ＮＲ１Ｄ１
３′ＵＴＲ的作用，导致ＥＧＦＰ表达减少（图５）。

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡｓ是一类内源性非编码、长度为１８～２２个
核苷酸的小 ＲＮＡ分子，其通过结合目标 ｍＲＮＡ的３′
ＵＴＲ区，引起靶 ｍＲＮＡ降解或抑制其翻译，在转录后
沉默目的基因，从而对生物的发育、分化、增殖以及细

胞凋亡等生物活动进行精确调节，ｍｉＲＮＡ基因约占人
类基因的１％，是最大的基因表达调控家族之一，调节
人类近３０％的基因表达［１２］。ｍｉＲ１８５是一个长度为
２２个核苷酸的非编码小分子 ＲＮＡ，定位于人染色体
２２ｑ１１．２１，在肿瘤的发生、发展过程中扮演着非常重要
的角色，对于肿瘤细胞的生长、侵袭迁移和耐药性等多

种生物学行为具有非常重要的作用［１３］。Ｌｉｕ等［１４］对

人结肠癌细胞 ＳＷ１１１６、Ｌｏｖｏ研究发现，ｍｉＲ１８５能下
调ＲｈｏＡ／Ｃｄｃ４２表达，抑制细胞周期 Ｇ１／Ｓ期的转变、
诱导细胞凋亡和抑制细胞侵袭。在肝癌组织和肝癌细

胞中ｍｉＲ１８５呈低表达状态，可作为肿瘤抑制因子，在
ＨＣＣ发生、发展中起重要作用［６］。Ｚｈｉ等［１５］研究发

现，ｍｉＲ１８５的低表达使早期肝癌患者生存率更低且

复发时间更短，因此上调 ｍｉＲ１８５可能是一个潜在的
肝癌分子治疗策略。

　　ＮＲ１Ｄ１是重要的转录调节因子，可直接将胞外刺
激信号和核内基因转录联系起来，在生物体中广泛调

节机体的各种生理代谢过程。ＮＲ１Ｄ１通过识别并结
合靶基因启动子上ＲＯＲ应答元件而抑制基因 ＢＭＡＬ１
转录，是昼夜节律时钟核心转录因子 ＣＬＯＣＫ和
ＢＭＡＬ１的负调节因子［１６］。ＢＭＡＬ１／ＣＬＯＣＫ异质二聚
体可以在细胞周期 Ｇ１早期下调癌基因 ＭＹＣ的转录，
激活ＷＥＥＬ基因表达从而活化Ｇ２／Ｍ检查点阻止细胞
进入Ｍ期［１７－１８］。所以ＮＲ１Ｄ１可通过抑制 ＢＭＡＬ１基
因的转录而促进细胞分裂增殖。癌症是机体在各种致

瘤因素的作用下，局部组织细胞在基因水平上失去对

其生长的正常调控导致异常增生与分化而形成的，在

体内一个或几个癌变前的细胞逃脱凋亡的监管就可能

会发展成癌症。

　　ｍｉＲ１８５能够明显抑制肝癌细胞的生长、侵袭和
迁移。生物信息学数据库资料结合基因芯片结果表

明：ＮＲ１Ｄ１可能是 ｍｉＲ１８５的靶基因，其３′ＵＴＲ区有
与ｍｉＲ１８５结合的保守位点；采用荧光报告载体实验
证明ＮＲ１Ｄ１是 ｍｉＲ１８５的直接靶基因。在 ｍｉＲ１８５
的功能受到抑制或过表达 ｍｉＲ１８５的肝癌细胞中，
ＮＲ１Ｄ１在ｍＲＮＡ和蛋白水平上的表达都有明显升高
或降低，也证明ＮＲ１Ｄ１受到ｍｉＲ１８５的负性调控。这
说明ｍｉＲ１８５可能是通过下调ＮＲ１Ｄ１的表达，抑制肝
癌细胞的生长。

　　ｍｉＲ１８５作为一个关键性的调节 ｍｉＲＮＡ，可下调
ＮＲ１Ｄ１蛋白表达抑制肝癌细胞的生长增殖、侵袭迁移
行为，为进一步研究肝癌的诊断和治疗提供新的思路

和方向。
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Ａ：荧光显微镜观察ＥＧＦＰ荧光表达强度（×２００）；Ｂ：ＥＧＦＰ荧光表达强度统计结果　１：ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰ组；２：ｐｃＤＮＡ３／ＮＲ１Ｄ１３′
ＵＴＲ组；３：ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ１８５组；４：ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ｐｃＤＮＡ３组；５：ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ＡＳＯ１８５组；６：ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ＡＳＯ
ＮＣ组；ａ：Ｐ＜００５，与ｐｃＤＮＡ３／ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ＋ＡＳＯＮＣ组比较

图５　ｐｃＤＮＡ３／ＥＧＦＰＮＲ１Ｄ１３′ＵＴＲ荧光报告载体验证ＮＲ１Ｄ１是ｍｉＲ１８５的直接靶基因
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ｉｎｅａｒｌｙｓｔａｇｅ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１３，６７（５）：

３９３－３９８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１３．０３．０２２

［１６］ＳａｄａｃｃａＬＡ，ＬａｍｉａＫＡ，ｄｅＬｅｍｏｓＡＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｔｒｉｎｓｉｃ

ｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋｏｆｔｈｅｐａｎｃｒｅａｓｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｎｏｒｍａｌｉｎｓｕｌｉｎ

ｒｅｌｅａｓｅａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ，

２０１１，５４（１）：１２０－１２４．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００１２５０１０

１９２０８

［１７］ＬｅｅＳ，ＤｏｎｅｈｏｗｅｒＬＡ，ＨｅｒｒｏｎＡＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｃｉｒｃａ

ｄｉａｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｏｆｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｍｏｒｄｅ

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１０，５（６）：ｅ１０９９５．

ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００１０９９５

［１８］ＦｕＬ，ＰａｔｅｌＭＳ，ＢｒａｄｌｅｙＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｃｋ

ｍｅｄｉａｔｅｓｌｅｐｔｉｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００５，

１２２（５）：８０３－８１５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２００５．０６．０２８
（收稿：２０１６０１１３；修回：２０１６０２１２）

（编辑　汪勤俭）

３２９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）


