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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ１３４下调叉头盒蛋白Ｍ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＭ１，ＦＯＸＭ１）的机制及其影响肝细
胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）细胞增殖的作用。方法　应用ＣＣＫ８法检测ｍｉＲ１３４对ＨＣＣ细胞
增殖的作用；经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测人正常肝细胞 Ｌ０２和５种 ＨＣＣ细胞系中 ＦＯＸＭ１和
ｍｉＲ１３４的表达；用 ｍｉＲ１３４模拟物（ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ）或 ｍｉＲ１３４抑制剂 （ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）转染 ＨＣＣ
细胞后，经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＦＯＸＭ１及其下游靶基因ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达；应用生物信息
学分析ｍｉＲ１３４在人ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ的可能结合位点，通过报告基因检测实验分析ｍｉＲ１３４与ＦＯＸＭ１
的３′ＵＴＲ的特异性结合；将ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ和ＦＯＸＭ１表达质粒（无３′ＵＴＲ）共转染于ＨＣＣ细胞后，经
ＣＣＫ８法检测细胞的增殖情况。结果　 ｍｉＲ１３４可显著抑制ＨＣＣ细胞增殖（Ｐ＜０．０５）；与人正常肝细
胞Ｌ０２相比，ｍｉＲ１３４在ＨＣＣ细胞中的表达明显降低（Ｐ＜０．０５），而ＦＯＸＭ１蛋白表达明显增强，二者存
在负相关（Ｒ２＝０．７０５，Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１３４可显著下调 ＦＯＸＭ１蛋白及其下游靶基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达
（Ｐ＜０．０５）；报告基因检测实验证实ｍｉＲ１３４可特异性结合于 ＦＯＸＭ１ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ（Ｐ＜０．０１）；细
胞增殖实验检测结果显示，过表达缺失３′ＵＴＲ的ＦＯＸＭ１可显著减弱ｍｉＲ１３４对ＨＣＣ细胞增殖的抑制
效应（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１３４通过靶向结合于ＦＯＸＭ１的３′ＵＴＲ而下调 ＦＯＸＭ１蛋白的表达，从而
抑制ＨＣＣ细胞的增殖。
　　［关键词］　 微小ＲＮＡ１３４；叉头盒蛋白Ｍ１；肝细胞癌；细胞增殖
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ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＭ１（ＦＯＸＭ１）ａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１３４ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｍｉＲ１３４ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｎｏｒｍａｌ
ｌｉｖｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ，Ｌ０２ｃｅｌｌｓ，ｍｉＲ１３４ｗａｓｌｏｗｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｈｉｌｅｔｈｅＦＯＸＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅ
ＨＣＣｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ１３４ｌｅｖｅｌａｎｄＦＯＸＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ
（Ｒ２＝０．７０５，Ｐ＜０．０５）．ｍｉＲ１３４ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＦＯＸＭ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｉｔｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅ，ＣｙｃｌｉｎＤ１，ｉｎＨＣＣｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉＲ１３４ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ
ｂｏｕｎｄｔｏｔｈｅ３′ＵＴＲｏｆＦＯＸＭ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓａｙｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｃｔｏｐｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＯＸＭ１ｗｉｔｈｏｕｔ３′ＵＴＲｉｎＨＣＣｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅｍｉＲ１３４ｍｅｄｉａｔｅｄｇｒｏｗｔｈ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ１３４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓＦＯＸＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｂｙｄｉｒｅｃｔｌｙ
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是常见
的恶性肿瘤。其发病率高，病死率高，预后差［１－３］。因

此，深入阐明ＨＣＣ的发生、发展机制以及寻找抗 ＨＣＣ
治疗的新靶点具有十分重要的意义。近年来，与 ＨＣＣ
密切相关的微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）备受关注。ｍｉｃｒｏＲＮＡ
（ｍｉＲＮＡ）是机体内源性表达的单链、非编码小分子
ＲＮＡ（１９－２２ｎｔ），通过与靶 ｍＲＮＡ相互作用而调节
基因的表达［４］。越来越多的研究发现，ｍｉＲＮＡ密切参
与生物体的生长发育及多种生理病理学过程，尤其与

肿瘤的发生、发展密切相关［５］。ｍｉＲ１３４作为抑癌基
因，密切参与肝癌、肺癌、结直肠癌、子宫内膜癌、垂体

瘤等多种肿瘤的发生、发展［６－９］。文献［１０－１１］报
道，在ＨＣＣ中 ｍｉＲ１３４可通过下调 ＫＲＡＳ及 ＩＴＧＢ１，
抑制ＨＣＣ的远端转移。那么，ｍｉＲ１３４是否存在其他
的调控机制参与ＨＣＣ的发生、发展，仍需深入研究。
　　叉头盒蛋白Ｍ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＭ１，ＦＯＸＭ１）是进化
保守的 ＦＯＸ转录因子家族成员之一［１２］。ＦＸＯＭ１是
一种重要的促癌基因，在多种肿瘤如肝癌、肺癌、乳腺

癌、卵巢癌、前列腺癌中均高表达，并且可以作为肿瘤

患者预后的分子标志［１３］。因此有效抑制ＦＯＸＭ１的表
达及功能无疑有助于肿瘤的防治，但目前关于ＦＯＸＭ１
的自身表达调控机制尚不十分明确。那么作为重要肿

瘤调节因子ｍｉＲ１３４是否参与调节ＦＯＸＭ１，该调节通
路是否是ｍｉＲ１３４发挥抗ＨＣＣ作用的新机制，目前尚
不清楚。

　　因此，本研究在发现ｍｉＲ１３４可显著抑制ＨＣＣ细
胞增殖的基础上，探讨其作用机制。ＨＣＣ细胞中ｍｉＲ
１３４与 ＦＯＸＭ１蛋白表达的负相关性提示二者可能存

在表达调控相关性；进一步研究发现 ｍｉＲ１３４可以特
异性结合于 ＦＯＸＭ１ｍＲＮＡ的 ３′ＵＴＲ，从而下调
ＦＯＸＭ１及其下游靶基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达；过表达
ＦＯＸＭ１可减弱 ｍｉＲ１３４对 ＨＣＣ细胞增殖的抑制效
应。上述研究为阐明ｍｉＲ１３４与ＨＣＣ发生、发展的相
关性，以及 ＦＯＸＭ１自身的表达调控机制积累新的理
论资料，为探索以 ＦＯＸＭ１和 ｍｉＲ１３４为靶标的抗
ＨＣＣ治疗措施提供新的科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒、菌株及细胞系　　ｐｍｉｒＧＬＯ双荧光素
酶报告基因质粒，购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＦＯＸＭ１过表达
质粒ｐＥＧＦＰＦＯＸＭ１由本科室保存；大肠杆菌 ＤＨ５α、
人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ、ＳＭＭＣ７７２１
和人胎肝细胞系Ｌ０２均由本室保存。
１．１．２　主要试剂　　胎牛血清（ＦＢＳ）、ＭＥＭ培养基、
ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＰＢＳ缓冲液购自
北京中杉金桥公司；胰酶购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司；Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
购自美国 Ｉｎｖｉｒｏｇｅｎ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自日本
Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ购自北京康为世纪公司；Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ反转录试剂盒
购自大连 ＴａＫａＲａ公司；ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒购自广州复能基因公司；ＳＹＢＲ
购自美国ＡＢＩ公司；蛋白酶抑制剂购自美国 Ｒｏｃｈｅ公
司；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒、一抗稀
释液均购自江苏碧云天公司；封闭蛋白干粉购自武汉

２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



博士德公司；βａｃｔｉｎ小鼠单克隆抗体（ａｂ８２２６）、
ＦＯＸＭ１兔多克隆抗体（ａｂ８３０９７）购自美国 Ａｂｃａｍ公
司；山羊抗鼠、山羊抗兔二抗均购自北京中杉公司；

ＰＶＤＦ膜、ＥＣＬ化学发光试剂盒均购自美国ＢｉｏＲａｄ公
司；双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及处理　　肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、
Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ、ＳＭＭＣ７７２１和人胎肝细胞 Ｌ０２采
用含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链
霉素的 ＭＥＭ培养基或 ＤＭＥＭ培养基培养，置于５％
ＣＯ２、３７℃ 恒温恒湿培养箱中培养，细胞生长密度达
９０％左右时进行细胞传代，待细胞进入对数生长期后，
转染ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ（５′ＵＧＵＧＡＣＵＧＧＵＵＧＡＣＣＡＧＡＧＧ
ＧＧ３′），ｍｉｍｉｃｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｍｉｍｉｃＮＣ，５′ＵＵＧＵＡＣ
ＵＡＣＡＣＡＡＡＡＧＵＡＣＵＧ３′），ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（５′ＣＣＣ
ＣＵＣＵＧＧＵＣＡＡＣＣＡＧＵＣＡＣＡ３′），ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎ
ｔｒｏｌ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ，５′ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＡＣＡＡ
３′）。转染操作按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书进行。
１．２．２　ＣＣＫ８实验　　取对数生长期的 ＨｅｐＧ２和
Ｈｅｐ３Ｂ细胞，胰酶消化按每孔细胞密度达５０％接种于
９６孔板中，培养２４ｈ后，转染ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１３４
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，或相对应的 ＮＣ；细胞共转染实验分别转染
ｐＥＧＦＰＦＯＸＭ１＋ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ，或 ｐＥＧＦＰＮ１＋ｍｉＲ
１３４ｍｉｍｉｃ。继续培养２４ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８
试剂，３７℃孵育１ｈ于酶标仪４５０ｎｍ波长下测细胞的
光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ１３４表达　　依据
ＴＲＩｚｏｌ说明书提取细胞总 ＲＮＡ，ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ
ｑＲＴＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒将所得 ＲＮＡ逆转录
成ｍｉＲＮＡ第１条链，具体操作按说明书进行。以Ｕ６为
内参 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ１３４表达，成熟 ｍｉＲ１３４
上游引物：５′ＴＧＴＧＡＣＴＧＧＴＴＧＡＣＣＡＧＡＧＧＧＧ３′，下游
引物由试剂盒提供；Ｕ６内参引物上游：５′ＣＧＣＴＴＣＧ
ＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡ３′，下游：５′ＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′。
１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＦＯＸＭ１及 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达
　　依据 ＴＲＩｚｏｌ说明书提取细胞转染 ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ
或ｍｉｍｉｃＮＣ并培养 ２４ｈ后的总 ＲＮＡ，利用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ反转录试剂盒
去除基因组 ＤＮＡ并将所得 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，以
βａｃｔｉｎ为内参进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。引物序列如
下：βａｃｔｉｎ上游：５′ＣＧＡＧＧＣＣＣＣＣＣＴＧＡＡＣ３′，下游：

５′ＧＣＣＡＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＴＡ３′；ＦＯＸＭ１上游：５′
ＡＧＴＡＧＴＧＧＧＣＣＣＡＡＣＡＡＡＴＴＣＡＴ３′，下游：５′ＣＴＴＴ
ＴＧＧＣＡＴＣＡＴＡＧＣＴＧＧＴＴＴＧ３′；ＣｙｃｌｉｎＤ１上游：５′ＣＧＣ
ＣＣＣＡＣＣＣＣＴＣＣＡＧ３′，下 游：５′ＣＣＧＣＣＣＡＧＡＣＣＣＴ
ＣＡＧＡＣＴ３′。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＦＯＸＭ１蛋白的表达　　处
理后的细胞经含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液裂解，
离心取上清，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，加入５×蛋白
上样缓冲液煮沸 １０ｍｉｎ使蛋白变性。取等量蛋白
（８０μｇ）经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，采用半干法
转ＰＶＤＦ膜，转膜结束后于５％脱脂奶粉中室温封闭
２ｈ，封闭结束后将膜置于一抗稀释液（１∶１０００）４℃
孵过夜，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，将膜置于二抗
（１∶１００００）中室温孵育 ２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜 ３次，每次
１０ｍｉｎ，ＥＣＬ化学发光显影。
１．２．６　质粒构建　　经生物信息学预测软件ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）和 ｍｉＲａｎｄａ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／ｇｅｔＧｅｎｅＦｏｒｍ．ｄｏ）预测
ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ上 ｍｉＲ１３４可能结合位点。将包含
ｍｉＲ１３４结合位点的ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ连接至双荧光素
酶报告基因载体ｐｍｉｒＧＬＯ上，命名为ｐｍｉｒＦＯＸＭ１；包
含了ｍｉＲ１３４结合位点突变的ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ连接至
ｐｍｉｒＧＬＯ上，命名为 ｐｍｉｒＦＯＸＭ１Ｍｕｔ；质粒构建由上
海生工公司完成。

１．２．７　报告基因检测　　将ＨｅｐＧ２和Ｈｅｐ３Ｂ细胞接
种于９６孔板中，培养２４ｈ后细胞密度达９０％左右，共
转染报告基因质粒和ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ／ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
或ｍｉｍｉｃＮＣ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ，２４ｈ后，使用双荧光素酶报
告基因检测试剂盒测定报告基因活性，具体操作参照

说明书，报告基因活性以萤火虫荧光素酶活性与海肾

荧光素酶活性之比表示。

１．３　统计学分析
　　所有数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统
计软件进行分析，两组间均数比较采用ｔ检验，多组间
均数比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖情况
　　ＣＣＫ８实验检测ＨｅｐＧ２和Ｈｅｐ３Ｂ细胞转染 ｍｉＲ
１３４ｍｉｍｉｃ或ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，结果显示：相对于对
照组（ＮＣ），ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ可抑制细胞增殖（Ｐ＜

３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



００５，图 １Ａ），而转入 ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ抑制内源性
ｍｉＲ１３４可促进细胞增殖（Ｐ＜００５，图１Ｂ）。
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Ａ：ＨｅｐＧ２和Ｈｅｐ３Ｂ细胞转染ｍｉｍｉｃＮＣ或ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ后细胞

增殖情况　１：ｍｉｍｉｃＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；３：ｍｉｍｉｃＮＣ组；

４：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；Ｂ：ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞转染 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ

或ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后细胞增殖情况　１：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；２：ｍｉＲ

１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；３：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；４：ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组　ａ：Ｐ＜

０．０５，与ｍｉｍｉｃＮＣ组或ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较

图１　ＣＣＫ８检测ＨＣＣ细胞转染ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ或

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后细胞增殖情况

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＨＣＣ细胞系
和人正常胎肝细胞Ｌ０２中的 ＦＯＸＭ１和 ｍｉＲ１３４
的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测了５种ＨＣＣ细
胞系和人正常胎肝细胞 Ｌ０２中的 ＦＯＸＭ１和 ｍｉＲ１３４
的表达。检测结果显示，与人正常胎肝细胞Ｌ０２相比，
ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ细胞中ＦＯＸＭ１蛋白表达显
著升高（图２Ａ、Ｂ），而ｍｉＲ１３４在ＨＣＣ中的表达显著
降低（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ），经Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓ相关性分析显示，
ｍｉＲ１３４的表达与 ＦＯＸＭ１蛋白的表达存在负相关性
（Ｒ２＝０．７０５，Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ１３４对

ＦＯＸＭ１蛋白和ｍＲＮＡ表达的影响
　　ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞转染 ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ、ｍｉｍｉｃ
ＮＣ或 ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ后，分别检测
ＦＯＸＭ１在蛋白和ｍＲＮＡ水平的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示：相对ＮＣ组，ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ可下调 ＦＯＸＭ１蛋
白表达（图３Ａ、Ｂ），相反地，转入ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，
抑制内源性 ｍｉＲ１３４，ＦＯＸＭ１蛋白的表达明显恢复
（图３Ｃ、Ｄ）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ
不影响ＦＯＸＭ１ｍＲＮＡ的表达（图 ３Ｅ）。进一步我们
检测了 ＦＯＸＭ１下游靶基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，结果显
示，ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ可抑制 ＦＯＸＭ１下游靶基因 Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１的表达（Ｐ＜０．０５，图３Ｆ）。以上结果提示 ｍｉＲ
１３４可转录后抑制ＦＯＸＭ１的表达。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果；Ｃ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果；Ｄ：Ｌ０２和５种ＨＣＣ细胞中ＦＯＸＭ１和
ｍｉＲ１３４表达的相关性分析　１：Ｌ０２；２：Ｈｅｐ３Ｂ；３：ＨｅｐＧ２；４：Ｈｕｈ７；５：ＰＬＣ；６：ＳＭＭＣ７７２１　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜
００１，与Ｌ０２比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＨＣＣ细胞中ＦＯＸＭ１与ｍｉＲ１３４的表达

４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＨｅｐＧ２细胞Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：ｍｉｍｉｃＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；Ｂ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果　１：ｍｉｍｉｃＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；Ｃ：ＨｅｐＧ２细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；Ｄ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；Ｅ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检
测ＦＯＸＭ１表达　１：ｍｉｍｉｃＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；３：ｍｉｍｉｃＮＣ组；４：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；Ｆ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达　１：ｍｉｍｉｃＮＣ组；２：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；３：ｍｉｍｉｃＮＣ组；４：ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｍｉｍｉｃ
ＮＣ组（对照组）比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ１３４对ＦＯＸＭ１蛋白和ｍＲＮＡ表达的影响

２．４　双荧光素酶报告基因检测 ｍｉＲ１３４与 ＦＯＸＭ１
３′ＵＴＲ的结合

　　为了进一步探索 ｍｉＲ１３４抑制 ＦＯＸＭ１的分子机
制，经生物信息学预测 ｍｉＲ１３４的结合位点位于
ＦＯＸＭ１ｍＲＮＡ的第２６７２～２６７９之间（命名为ＦＯＸＭ１
ＭＩＲＥ１３４）（图４）。设计并合成包含结合位点以及结合
位点突变的寡核苷酸片段的报告基因质粒，与ｍｉＲ１３４
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及相应的ＮＣ共转染ＨｅｐＧ２和
Ｈｅｐ３Ｂ细胞，检测荧光素酶活性，结果显示，与对照组相
比，ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ可显著抑制 ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ的报告
基因活性（Ｐ＜０．０１，图５Ａ、Ｂ），而 ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ则
可恢复ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ报告基因活性（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ、
Ｄ），此外，ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ或 ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ不影响
ｍｉＲ１３４关键结合位点突变的ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ报告基因
活性（图 ５），以上结果提示，ｍｉＲ１３４直接结合于
ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ，ＦＯＸＭ１是ｍｉＲ１３４的直接靶基因。
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图４　生物信息学预测ｍｉＲ１３４在ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ上的
可能结合位点

２．５　ＣＣＫ８检测过表达 ＦＯＸＭ１后 ｍｉＲ１３４对 ＨＣＣ
细胞增殖的影响

　 　 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ共转染 ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ和
ＦＯＸＭ１过表达质粒 ｐＥＧＦＰＦＯＸＭ１或空载对照质粒
ｐＥＧＦＰＮ１，经ＣＣＫ８检测细胞增殖情况，结果显示：相
对于空载对照组，当过表达 ＦＯＸＭ１后，ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ
对ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞增殖的抑制作用明显减弱
（Ｐ＜０．０５，图６）。

!"#

!"$

%&#

%&$

$&#

$

!
!
'
#
$
"

% ! ( '

)*+,! )*+(-

.

.

#$

１：ｐＥＧＦＰＮ１＋ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；２：ｐＥＧＦＰＦＯＸＭ１＋ｍｉＲ
１３４ｍｉｍｉｃ组；３：ｐＥＧＦＰＮ１＋ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组；４：ｐＥＧＦＰ
ＦＯＸＭ１＋ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组　ａ：Ｐ＜００５，与 ｐＥＧＦＰＮ１＋
ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ组比较
图６　ＣＣＫ８检测过表达ＦＯＸＭ１后ｍｉＲ１３４对ＨＣＣ细胞

增殖的影响

５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）
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Ａ：ＨｅｐＧ２细胞共转染ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ／ＮＣ＋报告基因质粒 ｐｍｉｒＦＯＸＭ１／ｐｍｉｒＦＯＸＭ１Ｍｕｔ的萤火虫荧光素酶／海肾荧
光素酶活性比；Ｂ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞共转染ｍｉＲ１３４ｍｉｍｉｃ／ＮＣ＋报告基因质粒ｐｍｉｒＦＯＸＭ１／ｐｍｉｒＦＯＸＭ１Ｍｕｔ的萤火虫荧
光素酶／海肾荧光素酶活性比；Ｃ：ＨｅｐＧ２细胞共转染ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ＮＣ＋报告基因质粒ｐｍｉｒＦＯＸＭ１／ｐｍｉｒＦＯＸＭ１
Ｍｕｔ的萤火虫荧光素酶／海肾荧光素酶活性比；Ｄ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞共转染 ｍｉＲ１３４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ＮＣ＋报告基因质粒 ｐｍｉｒ
ＦＯＸＭ１／ｐｍｉｒＦＯＸＭ１Ｍｕｔ的萤火虫荧光素酶／海肾荧光素酶活性比　１：ｐｍｉｒＧＬＯ；２：ｐｍｉｒＦＯＸＭ１；３：ｐｍｉｒＦＯＸＭ１Ｍｕｔ
　ａ：Ｐ＜０．０５，与转染ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ｐｍｉｒＦＯＸＭ１比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与转染ｍｉｍｉｃＮＣ＋ｐｍｉｒＦＯＸＭ１比较

图５　双荧光素酶报告基因检测ｍｉＲ１３４与ＦＯＸＭ１３′ＵＴＲ的结合

３　讨论

　　本研究探讨了 ｍｉＲ１３４对 ＦＯＸＭ１的调控作用及
其对肝细胞癌细胞增殖的影响。我们的研究发现，

ｍｉＲ１３４可显著抑制ＨＣＣ细胞增殖；ＨＣＣ细胞中ｍｉＲ
１３４与ＦＯＸＭ１蛋白表达存在负相关；进一步研究发现
ｍｉＲ１３４可抑制 ＦＯＸＭ１及其下游靶基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１的
表达，其调节机制是由ｍｉＲ１３４特异性结合于 ＦＯＸＭ１
ｍＲＮＡ的 ３′ＵＴＲ介导；过表达 ＦＯＸＭ１可减弱 ｍｉＲ
１３４对ＨＣＣ细胞增殖的抑制效应。
　　ｍｉＲＮＡ可通过与靶基因ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ特异性
识别及结合，从而抑制靶基因 ｍＲＮＡ的翻译过程或促
进其降解，实现对基因表达的转录后调控［４－５］。大量

研究表明ｍｉＲＮＡ的表达失调与多种肿瘤有关，可作为
促癌基因又可作为肿瘤抑制基因发挥作用［１４－１５］。一

个ｍｉＲＮＡ可调控多个下游靶基因，同样地，一个基因也
可由多个ｍｉＲＮＡ调控，共同调控肿瘤的进程。ｍｉＲ１３４
是一个重要的肿瘤相关 ｍｉＲＮＡ，多在肿瘤中表达下
调［１６］，ｍｉＲ１３４通过调控多个与肿瘤细胞增殖相关的靶
基因（如ＥＧＦＲ、ＷＷＯＸ、ＫＲＡＳ、Ｍｅｉｓ２、Ｎａｎｏｇ［６，１７－２０］）发

挥重要的抑癌作用。在非小细胞肺癌中，ｍｉＲ１３４通
过下调 ＥＧＦＲ抑制肿瘤细胞增殖［６］；在结直肠癌中，

ｍｉＲ１３４通过削弱 ＥＧＦＲ和 ＰＩ３Ｋ信号通路抑制肿瘤
细胞增殖及肿瘤转移和侵袭［７］；在子宫内膜癌中，

ｍｉＲ１３４通过下调 ＰＯＧＬＵＴ１抑制肿瘤干细胞的增
殖［８］；在垂体瘤中，过表达ｍｉＲ１３４可阻滞细胞周期从
而抑制细胞增殖［９］。除了以上肿瘤细胞增殖靶基因

外，ｍｉＲ１３４是否还调控其他与肿瘤细胞增殖相关的
靶基因及作用机制如何？我们的研究发现ｍｉＲ１３４可
抑制ＨＣＣ细胞的增殖，并与ＦＯＸＭ１的水平呈负相关，
该发现目前尚少见报道，结合生物信息学分析，提示

ＦＯＸＭ１可能是 ｍｉＲ１３４的新靶标。但其具体的机制
尚需深入探讨。

　　研究发现 ＦＯＸＭ１是重要的促癌基因，在多种肿
瘤如肝癌、肺癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌中均过表

达［１３］，且ＦＯＸＭ１的蛋白水平可用来预测接受肝移植
的肝癌患者的预后情况［２１］。ＦＯＸＭ１通过上调基质金
属蛋白酶ＭＭＰ２、ＭＭＰ９促进肿瘤转移［１２，２２］。ＦＯＸＭ１
作为重要的细胞增殖相关的转录因子，可通过调控细胞

周期蛋白 Ｃｄｃ２５Ａ、Ｃｄｃ２５Ｂ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１和

６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



Ｐ２７促进细胞周期Ｇ１～Ｓ期、Ｇ２～Ｍ期的进程，从而促
进细胞增殖［２３－２６］。但目前关于 ＦＯＸＭ１自身的表达
调控机制尚不十分明确，有研究发现，促癌分子 ＲＡＳ
可上调其表达［２７］，而抑癌分子如 ｐ５３［２８］、ｐ１９ＡＲＦ［２９］

可下调其表达 ，核受体 ＬＸＲα也可下调 ＦＯＸＭ１表
达［２３］。文献［３０－３３］报道，一些 ｍｉＲＮＡ也参与
ＦＯＸＭ１的表达调节，如 ｍｉＲ８７７、ｍｉＲ２１６ｂ、ｍｉＲ３７０、
ｍｉＲ２０４等均可以通过下调 ＦＯＸＭ１抑制肿瘤进程。
那么ｍｉＲ１３４抑制ＨＣＣ细胞增殖是否与调节 ＦＯＸＭ１
相关，我们研究发现，ＨＣＣ细胞中 ｍｉＲ１３４的表达明
显降低（Ｐ＜０．０５），ＦＯＸＭ１蛋白表达明显增强，二者
存在负相关性（Ｒ２＝０．７０５，Ｐ＜０．０５），提示二者可能
存在一定的调节作用。进一步的研究发现，ｍｉＲ１３４
特异性结合于ＦＯＸＭ１ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ，在蛋白水平抑
制ＦＯＸＭ１的表达，且过表达ＦＯＸＭ１可减弱ｍｉＲ１３４对
ＨＣＣ细胞增殖的抑制效应。
　　综上所述，本研究证实了 ｍｉＲ１３４可通过下调
ＦＯＸＭ１抑制ＨＣＣ细胞增殖，ｍｉＲ１３４／ＦＯＸＭ１通路是
ｍｉＲ１３４发挥抗ＨＣＣ作用的新机制。为阐明 ｍｉＲ１３４
与ＨＣＣ发生、发展的相关性，以及ＦＯＸＭ１自身的表达
调控机制积累新的理论资料，为探索以 ＦＯＸＭ１和
ｍｉＲ１３４为靶标的抗 ＨＣＣ治疗措施提供新的科学
依据。
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