
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００８２１９

下调ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信号通路增强ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的敏感性
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　　［摘要］　目的　探讨下调 ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信号通路后肝癌 ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼敏感性的影
响。方法　将ＨｅｐＧ２细胞分为对照组（ＤＭＳＯ）与索拉非尼处理组（１０μｍｏｌ／Ｌ），索拉非尼处理 ＨｅｐＧ２
细胞２４ｈ后，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ４４４３的变化；脂质体法将 ｍｉＲ４４４３模拟物与 ｍｉＲ４４４３抑制剂转染
ＨｅｐＧ２细胞，通过ＣＣＫ８检测转染ｍｉＲ４４４３模拟物或抑制剂后联用索拉非尼对 ＨｅｐＧ２细胞活性的影
响；生物信息学预测ｍｉＲ４４４３的下游靶基因，索拉非尼处理２４ｈ后通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别
检测下游靶基因 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ及其蛋白水平的变化；转染 ｍｉＲ４４４３模拟物、抑制剂后，ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ以及蛋白含量的变化；在 ＨｅｐＧ２细胞中通过脂质体法转染 ＴＩＭＰ２
ｓｉＲＮＡ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＩＭＰ２蛋白含量；ＣＣＫ８检测敲低 ＴＩＭＰ２后联用索拉非尼对 ＨｅｐＧ２细胞活性
的影响。结果　与对照组相比，索拉非尼处理组 ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ４４４３的含量显著降低（Ｐ＜０．０５）；
转染ｍｉＲ４４４３模拟物可显著降低索拉非尼对细胞活性的抑制（Ｐ＜０．０５），而转染其抑制剂则可显著增
强索拉非尼的这一作用（Ｐ＜０．０５）；生物信息学预测结果显示ｍｉＲ４４４３结合的下游靶基因为ＴＩＭＰ２；索
拉非尼处理后ＨｅｐＧ２细胞中ＴＩＭＰ２的ｍＲＮＡ及蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；而在ＨｅｐＧ２细胞中转染
ｍｉＲ４４４３的模拟物或抑制剂则可使 ＴＩＭＰ２的 ｍＲＮＡ表达量相应下降或上升，转染模拟物后 ＴＩＭＰ２蛋
白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），表明 ｍｉＲ４４４３与 ＴＩＭＰ２间存在调控关系；用 ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ降低 ＴＩＭＰ２表
达后，可显著增强索拉非尼对ＨｅｐＧ２细胞活性的抑制效果（Ｐ＜０．０５）。结论　下调ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信
号通路可以增强ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的敏感性。
　　［关键词］　 索拉非尼；ＨｅｐＧ２细胞；ｍｉＲ４４４３；ＴＩＭＰ２；耐药
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　　肝癌在全球癌症发病率中位居第 ５［１］，是临床上
常见的严重危害人类健康的恶性肿瘤，被发现时大多

已处于中晚期。每年约６０万的肝癌诊断患者中死亡
人数超过２５万，虽然围绕肝癌开展了越来越多的基础
研究，但是肝癌的高发生率以及高病死率仍然是影响

全球健康的一大问题。肝细胞癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是肝癌最常见的一种类型，病死率极
高并且预后差［２］。目前，多靶点抗肿瘤药物索拉非尼

作为一种口服多功能抑制剂，是中晚期肝癌的一线治

疗药物［３－４］。索拉非尼作为一种新的肝癌治疗方案，

患者的生存率以及整体疗效虽然优于以往的药物，但

是原发性和继发性耐药问题极大地降低了药物的有效

性［５］，使得整体疗效不能令人满意。因此，寻找增敏

索拉非尼的新靶点与新措施，对提高肝癌的临床治疗

效果具有重要意义。

　　ｍｉＲＮＡ是一类小的非编码 ＲＮＡ，长度一般在
２２个核苷酸左右［６］，通常由 １９～２３个核苷酸组成。
ｍｉＲＮＡ可以与目的 ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ区部分或全部结
合［７］，通过与ｍＲＮＡ的靶向序列直接配对从而在转录
水平上调控基因的表达［８］。越来越多的研究表明细

胞核与细胞质中均有 ｍｉＲＮＡ的存在，也有少部分
ｍｉＲＮＡ富集在细胞核中［９］。大多数的 ｍｉＲＮＡ可以调
控多个 ｍＲＮＡ，也有少数 ｍｉＲＮＡ只能调控一个基
因［１０］。在人体中，ｍｉＲＮＡ参与超过 ３０％编码基因的
转录后调控，涉及信号转导，细胞增殖、分化、凋亡等多

个生物进程［１１］。ｍｉＲＮＡ在癌症的发展过程中起着重
要作用，可以作为潜在的治疗靶点［１２］。诸多 ｍｉＲＮＡ
可以促进细胞自噬和凋亡，并且与细胞耐药性的产生

有关［１３－１５］，目前针对 ｍｉＲ４４４３与肝癌的相关研究少
见报道。本研究探讨下调 ｍｉＲ４４４３介导的 ｍｉＲ
４４４３／ＴＩＭＰ２信号通路能否增强肝癌 ＨｅｐＧ２细胞对索
拉非尼的敏感性。

１　材料与方法

１．１　药品及试剂
　　索拉非尼（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ）购自 Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ公司；高糖
ＤＭＥＭ培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；胰蛋白酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；总ＲＮＡ提取试剂
盒购自杭州博日公司；ｍｉＲ４４４３模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）及其
对照物（ｍｉｍｉｃｓＮＣ）、ｍｉＲ４４４３抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及其
对照物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）、ＧＡＰＤＨ引物、ＴＩＭＰ２引物均购
自生工生物工程（上海）股份有限公司；ｍｉＲ４４４３引物
和Ｕ６引物购自 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司；ｍＲＮＡ反转录试剂
盒和荧光定量 ＰＣＲ试剂盒均购自日本 ＴａＫａＲａ公司；
ｍｉＲＮＡ逆 转 录 及 荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 盒 购 自
ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司；青霉素／链霉素双抗、蛋白定量试剂
盒、ＲＩＰＡ裂解液均购自碧云天公司；ＰＭＳＦ购自
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＫｉｔ购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＧＡＰＤＨ、ＴＩＭＰ２抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ购自
Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；ＰＶＤＦ膜、ＥＣＬ发光液、电泳凝胶试剂盒
购自ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞株及培养　　人肝癌ＨｅｐＧ２细胞由本教
研室提供。细胞使用含有 １０％的胎牛血清、青霉素
（１００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（１００μｇ／ｍＬ）的ＤＭＥＭ培养基在
５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养。每日进行细胞换液，
换液时先把培养瓶中的ＤＭＥＭ培养基全部吸出，然后
缓慢加入２ｍＬ的 ＰＢＳ缓冲液，轻轻晃动培养瓶清洗
细胞，清洗完毕后吸出 ＰＢＳ缓冲液，向培养瓶中加入
５ｍＬ新的 ＤＭＥＭ培养基。待细胞在培养瓶中长满
时，ＰＢＳ清洗细胞吸出后再加入１ｍＬ０．２５％的胰酶消
化细胞，消化完毕吸出胰酶，用１ｍＬ新的ＤＭＥＭ培养
基重悬细胞，吸取１／５体积的细胞量转移到新的培养
瓶中，再向培养瓶中加入５ｍＬ新的ＤＭＥＭ培养基，轻
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轻摇动培养瓶使细胞在培养瓶中均匀分布，培养瓶放

入培养箱中继续培养。

１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ检测各组细胞中 ｍｉＲ４４４３、ＴＩＭＰ２
ｍＲＮＡ的表达　　ＨｅｐＧ２细胞消化后按 ２×１０５／孔接
种在６孔板中，分别设置对照组和索拉非尼组、ｍｉＲ
４４４３模拟物对照组和 ｍｉＲ４４４３模拟物组、ｍｉＲ４４４３
抑制剂对照组和 ｍｉＲ４４４３抑制剂组。待细胞融合度
达到 ７０％～８０％时分别进行 ＲＮＡ转染和索拉非尼
１０μｍｏｌ／Ｌ的处理。处理完毕后吸出培养板中的培养
基，加入适量的 ＰＢＳ清洗细胞，随后在培养板中按照
ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ。ＲＮＡ提取
完毕后利用分光光度计检测各组 ＲＮＡ的浓度以及光
密度值，提取的ＲＮＡ的光密度值应在１．８～２．１之间。
测得ＲＮＡ的浓度后进行逆转录和荧光定量ＰＣＲ，其具
体操作步骤按照 ｍｉＲＮＡＲＴｑＰＣＲ试剂盒、逆转录和
荧光定量ＰＣＲ试剂盒说明书进行。ｍｉＲＮＡ的扩增条
件为９５℃１０ｍｉｎ预变性；９５℃１０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃
１０ｓ循环反应，共４０个循环；４℃保存。ｍＲＮＡ的扩增
条件为９５℃３０ｓ预变性；９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ循环反
应，共 ４０个循环；４℃保存。ＰＣＲ引物序列如下：
ＴＩＭＰ２上游 ５′ＴＴＧＣＡＧＧＡＧＧＡＡＴＣＧＴ３′，下游 ５′
ＡＣＡＧＧＣＡＡＧＣＡＡＴＧＧ３′。 ｍｉＲ４４４３ 引 物 购 自

ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司。分别以Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ作为内参计
算ｍｉＲ４４４３、ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．２．３　ＣＣＫ８检测细胞存活率
１．２．３．１　索拉非尼单用及联合ｍｉＲ４４４３模拟物检测
　　ＨｅｐＧ２细胞以 ５×１０３／孔接种于 ９６孔板中，分别
设置对照组、索拉非尼组、ｍｉＲ４４４３模拟物组、索拉非
尼与ｍｉＲ４４４３模拟物联用组。待细胞融合至５０％时，
分别向对照组中转染模拟物对照物，向ｍｉＲ４４４３模拟
物组、索拉非尼与ｍｉＲ４４４３模拟物联用组中分别转染
ｍｉＲ４４４３模拟物。转染用量按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司推荐
使用。转染 ２４ｈ后索拉非尼组和索拉非尼与 ｍｉＲ
４４４３模拟物联用组均加入索拉非尼浓度为１０μｍｏｌ／ｍＬ
的培养基。２４ｈ后，每孔加入 １０μＬＣＣＫ８试剂于
３７℃恒温箱中避光孵育２０ｍｉｎ，使用全波长酶标仪于
４５０ｎｍ波长下测定每孔的光密度值［Ｄ（４５０）］，计算
各组细胞的存活率。

１．２．３．２　索拉非尼单用及联合ｍｉＲ４４４３抑制剂检测
　　ＨｅｐＧ２细胞以 ５×１０３／孔接种于 ９６孔板中，分别
设置对照组、索拉非尼组、ｍｉＲ４４４３抑制剂组、索拉非
尼与ｍｉＲ４４４３抑制剂联用组。待细胞融合至５０％时，
向对照组中转染抑制剂对照物，向 ｍｉＲ４４４３抑制剂
组、索拉非尼与 ｍｉＲ４４４３抑制剂联用组中分别转染
ｍｉＲ４４４３抑制剂。转染用量按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司推荐
使用。转染 ２４ｈ后索拉非尼组和索拉非尼与 ｍｉＲ
４４４３模拟物联用组均加入索拉非尼浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ

的培养基。２４ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂于３７℃
恒温箱中避光孵育２０ｍｉｎ，使用全波长酶标仪于４５０ｎｍ
波长下测定每孔的光密度值［Ｄ（４５０）］，计算各组细胞
的存活率。

１．２．３．３　索拉非尼联合ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ检测　　ＨｅｐＧ２
细胞以５×１０３／孔接种于９６孔板中，分别设置对照组、
索拉非尼组（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ组、索拉非尼
（１０μｍｏｌ／Ｌ）与ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ联用组。将细胞培养板
置于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养过夜，后弃去
原培养基，加入含索拉非尼和 ＥＰＺ６４３８的新鲜培养
基。处理２４ｈ后每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂于３７℃恒
温箱中避光孵育２０ｍｉｎ，使用全波长酶标仪于４５０ｎｍ
波长下测定每孔的光密度值［Ｄ（４５０）］，计算各组细胞
的存活率。

１．２．４　总蛋白的提取及浓度测定　　ＨｅｐＧ２细胞消
化后按 ２×１０５／孔接种于 ６孔板中，将 ６孔板放入
３７℃的细胞培养箱中培养，待细胞生长达到５０％时进
行ＲＮＡ的转染，转染处理２４ｈ后，索拉非尼处理组加
入１０μｍｏｌ／Ｌ索拉非尼进行处理，处理２４ｈ后进行总
蛋白的提取。用ＰＢＳ清洗３次细胞，取适量体积的含
１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＲＩＰＡ裂解液加入６孔板中，用细胞刮充
分刮取培养板中的细胞并置于冰上作用５ｍｉｎ。将培
养板中的 ＲＩＰＡ裂解液移入１．５ｍＬＥＰ管中，在４℃
高速离心机１４０００×ｇ的条件下离心５ｍｉｎ，收集上清
于新的ＥＰ管中。酶标仪测定蛋白浓度，测定蛋白时
吸收光的波长为５６２ｎｍ。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＴＩＭＰ２蛋白的表达　
提取的蛋白经过变性处理后每组取 ２０μｇ进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，上下层胶所用电压和时间分别为上层胶
８０Ｖ３０ｍｉｎ，下层胶１２０Ｖ６０ｍｉｎ。电泳结束后在恒压
２０Ｖ的条件下转膜１５ｍｉｎ，然后在含有５％脱脂奶粉的
封闭液中封闭 １．５ｈ。以 １∶１０００的比例稀释兔抗人
ＴＩＭＰ２抗体，以１∶１００００稀释兔抗人ＧＡＰＤＨ抗体，４℃
孵育一抗过夜。一抗孵育完成后用ＰＢＳＴ漂洗３次，每
次漂洗时间为１０ｍｉｎ。漂洗后室温孵育辣根过氧化物
酶标记山羊抗兔的二抗（１∶１００００）１ｈ。二抗孵育后用
ＰＢＳＴ洗膜３次，显影分析各组蛋白含量的变化。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，两组间比较采用独立样本ｔ检验，多组间比较采
用单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　索拉非尼抑制ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ４４４３的表达
　　用１０μｍｏｌ／Ｌ索拉非尼处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ后，
ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，索拉非尼处理组的 ｍｉＲ４４４３
表达量较对照组降低了４０．６７％（Ｐ＜０．０５）。
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２．２　ｍｉＲ４４４３表达水平影响ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼
的敏感性

　　ＨｅｐＧ２细胞转染 ｍｉＲ４４４３抑制剂后使用索拉非
尼处理２４ｈ，ＣＣＫ８检测结果显示，下调 ｍｉＲ４４４３后
可以提升ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的敏感性（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ）；ＨｅｐＧ２细胞转染ｍｉＲ４４４３模拟物后联合索拉
非尼处理 ２４ｈ，ＣＣＫ８检测结果显示，过表达 ｍｉＲ
４４４３后可以降低 ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的敏感性
（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
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Ａ：ＣＣＫ８检测ｍｉＲ４４４３抑制剂与索拉非尼联用后细胞活
性的变化　１：对照组；２：索拉非尼组；３：ｍｉＲ４４４３抑制剂
组；４：索拉非尼与ｍｉＲ４４４３抑制剂联用组；ａ：Ｐ＜０．０５，与
索拉非尼组比较；Ｂ：ＣＣＫ８检测 ｍｉＲ４４４３模拟物与索拉
非尼联用后细胞活性的变化　１：对照组；２：索拉非尼组；
３：ｍｉＲ４４４３模拟物组；４：索拉非尼与 ｍｉＲ４４４３模拟物联
用组；ａ：Ｐ＜０．０５，与索拉非尼组比较

图１　ｍｉＲ４４４３表达水平影响ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的
敏感性

２．３　ＴＩＭＰ２可能是ｍｉＲ４４４３作用的靶基因
　　生物信息学数据库 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ（ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．
ｏｒｇ）预测ｍｉＲ４４４３的下游靶基因，最终确定ｍｉＲ４４４３
在 ＨｅｐＧ２细胞中结合的下游靶基因为 ＴＩＭＰ２，在
ＴＩＭＰ２３′ＵＴＲ区共有３段可以与 ｍｉＲ４４４３互补结合
的区域（图２）。

图２　Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测ｍｉＲ４４４３的下游靶基因及其结合位点

２．４　索拉非尼处理增强ＨｅｐＧ２细胞中ＴＩＭＰ２表达
　　索拉非尼处理 ＨｅｐＧ２细胞 ２４ｈ后，ＲＴｑＰＣＲ检
测ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的变化，结果显示ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ含量
较对照组升高了 ８５．９９％（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果显示，索拉非尼处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ后ＴＩＭＰ２
蛋白含量明显增加（图３），灰度结果显示索拉非尼处
理组ＴＩＭＰ２蛋白的灰度值较对照组上升了 ７５％。表
明索拉非尼处理可增强 ＨｅｐＧ２细胞中 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ
及蛋白水平。
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１：对照组；２：索拉非尼组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测索拉非尼处理后ＴＩＭＰ２蛋白表达及半定
量分析

图３　索拉非尼处理增强ＨｅｐＧ２细胞中ＴＩＭＰ２表达

２．５　下调 ｍｉＲ４４４３表达增强 ＨｅｐＧ２细胞中 ＴＩＭＰ２
ｍＲＮＡ表达

　　ＨｅｐＧ２细胞转染 ｍｉＲ４４４３抑制剂后，ＲＴｑＰＣＲ
检测结果显示，转染抑制剂组ｍｉＲ４４４３的含量较对照
组下降了８８．３３％（Ｐ＜０．０５），ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的含量较
对照组上升了１０６％（Ｐ＜０．０５）。
２．６　上调 ｍｉＲ４４４３表达抑制 ＨｅｐＧ２细胞中 ＴＩＭＰ２

蛋白表达

　　ＨｅｐＧ２细胞转染 ｍｉＲ４４４３模拟物后，ＲＴｑＰＣＲ
检测结果显示，转染模拟物组ｍｉＲ４４４３的含量较对照
组上升了１３５．２３倍（Ｐ＜０．０５），ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的含量
较对照组下降了５８％（Ｐ＜０．０５）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，单独转染 ｍｉＲ４４４３
模拟物后ＴＩＭＰ２的蛋白含量明显减少；转染ｍｉＲ４４４３
模拟物后联合索拉非尼处理 ＨｅｐＧ２细胞 ＴＩＭＰ２蛋白
含量仍然降低 （图４）。结果证实 ＨｅｐＧ２细胞经过索
拉非尼处理后ＴＩＭＰ２的改变是由于 ｍｉＲ４４４３的变化
所引起的。

２．７　抑制ＴＩＭＰ２可增强ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的敏
感性

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＨｅｐＧ２细胞中转染
ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ后 ＴＩＭＰ２蛋白含量低于对照组（图
５Ａ），灰度结果显示转染 ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ组 ＴＩＭＰ２蛋白
的灰度值较对照组下降了 ２７．０７％（Ｐ＜０．０５）；ＣＣＫ８
检测结果显示，单独转染 ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ组的细胞活性
高于其对照组，索拉非尼与 ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ联用组的细
胞活性也高于其对照组（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。结果表明，
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在ＨｅｐＧ２细胞中，下调 ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信号通路可
以增强细胞对索拉非尼的敏感性，促进索拉非尼对

ＨｅｐＧ２细胞的杀伤作用，提升索拉非尼的药效。
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＩＭＰ２蛋白含量的变化及半定量分
析　 １：对照组；２：索拉非尼组；３：ｍｉＲ４４４３模拟物对照
组；４：ｍｉＲ４４４３模拟物组；５：索拉非尼与 ｍｉＲ４４４３模拟物
对照联用组；６：索拉非尼与ｍｉＲ４４４３模拟物联用组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ｍｉＲ４４４３模拟物对照
组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与索拉非尼与ｍｉＲ４４４３模拟物对照联
用组比较

图４　上调ｍｉＲ４４４３表达抑制ＨｅｐＧ２细胞中ＴＩＭＰ２
蛋白表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ后ＴＩＭＰ２蛋白表达

　１：对照组；２：ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比

较；Ｂ：ＣＣＫ８检测索拉非尼联合ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ处理ＨｅｐＧ２

细胞后细胞活性的变化　 １：对照组；２：索拉非尼组；

３：ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ组；４：索拉非尼与 ＴＩＭＰ２ｓｉＲＮＡ联用组；

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与索拉非尼组比较

图５　下调ＴＩＭＰ２的表达可增强ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼的

敏感性

３　讨论

　　肝癌在临床上是一种严重危害人类健康的恶性肿
瘤，随着每年高发生率、高病死率、预后差、耐药性等问

题的日趋暴露，使得越来越多的基础研究围绕肝癌展

开，因此提高肝癌治疗药物的药效也显得越来越重要。

在现有的报道中发现 ｍｉＲＮＡ在多种化疗药物治疗癌
症的过程中发挥重要作用：ｍｉＲ３７４ｂ通过抑制
ｈｎＲＮＰＡ１／ＰＫＭ２信号通路，可以使耐药的 ＨＣＣ细胞
重新对索拉非尼变得敏感［１６］；ｍｉＲ４９４通过抑制
ＰＴＥＮ，激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路增强ＨＣＣ细胞对索拉
非尼的耐药作用［１７］；ｍｉＲＮＡ通过对凋亡、自噬、肿瘤
干细胞、ＮＦκＢ等生物过程中相关的分子或信号通路
进行调控，进而促进或抑制肿瘤细胞对化疗药物顺铂

的敏感性［１８］；过表达 ｍｉＲ４４４３使 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号
通路活化，从而促进肺癌细胞对表柔比星的耐药［１９］。

通过查阅文献可以发现 ｍｉＲ４４４３在多种癌症中发挥
作用：将人正常肝细胞 ＴＨＬＥ培养在高表达 ｍｉＲ４４４３
与低表达 ｍｉＲ４４４３的外泌体中，发现 ＴＩＭＰ２的表达
量分别呈现出下降和上升的趋势，ｍｉＲ４４４３的高表达
可以促进乳腺癌的肝转移［２０］；在卵巢癌组织中 ｍｉＲ
４４４３可以促进卵巢癌的发生和转移［２１］；瘦素和胰岛

素可促进 ｍｉＲ４４４３的表达，抑制其下游靶蛋白
ＮＣＯＡ１和 ＴＲＡＦ４的表达，降低人结肠癌细胞的侵袭
力［２２］。ｍｉＲ４４４３于２０１５年被发现［２３］，与耐药的产生

相关［２４］，过表达 ｍｉＲ４４４３可以促进癌细胞的增殖和
迁移［２５］。在现有的报道中，ｍｉＲ４４４３主要是通过与
ＴＩＭＰ２相互作用促进肿瘤的侵袭、转移和耐药，但是在
索拉非尼治疗肝癌过程中 ｍｉＲ４４４３是否与耐药有关
以及在耐药机制中发挥何种作用尚不清楚。因此，本

研究探讨ｍｉＲ４４４３如何影响肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细胞对
索拉非尼敏感性。

　　基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｒｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
是一类降解细胞外基质与基底膜组分的组蛋白酶。金

属 蛋 白 酶 组 织 抑 制 因 子 （ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＴＩＭＰｓ）是一种能够特异性抑制
ＭＭＰｓ活性的生物因子［２６］。ＭＭＰ２是ＭＭＰｓ家族的重
要成员，可以降解细胞外基质的蛋白，促进肿瘤细胞的

侵袭和转移［２７］。ＴＩＭＰ２是 ＭＭＰ２的天然抑制剂［２８］，

ＴＩＭＰ２与ＭＭＰ２以共价形式相结合，抑制 ＭＭＰ２的活
性。因此，ＴＩＭＰ２是一种肿瘤转移抑制因子［２９］。

ＴＩＭＰｓ与ＭＭＰｓ的状态失衡是恶性肿瘤侵袭和转移的
重要原因［３０］。ＴＩＭＰ２与 ＭＭＰ２是近年来倍受关注的
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一对与肿瘤侵袭性有关的标记物［３１］。本研究显示，在

ＨｅｐＧ２细胞中，ｍｉＲ４４４３属于一种致癌 ｍｉＲＮＡ，索拉
非尼处理可显著下调 ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ４４４３的水
平，降低 ｍｉＲ４４４３的表达量可以增强 ＨＣＣ细胞对索
拉非尼的敏感性。过表达 ｍｉＲ４４４３能够降低索拉非
尼对肝癌细胞的杀伤效果，说明ｍｉＲ４４４３的表达下调
可能是增加索拉非尼对肝癌杀伤力的重要原因。

　　为探究ｍｉＲ４４４３参与耐药的相关机制，通过生物
信息学分析、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验确定
了ＴＩＭＰ２为ｍｉＲ４４４３的靶基因。即ｍｉＲ４４４３表达下
调后导致 ＴＩＭＰ２表达上调促进 ＨｅｐＧ２细胞对索拉非
尼的敏感性；而敲低ＴＩＭＰ２显著降低索拉非尼的杀伤
效果，从而进一步证实 ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信号通路参
与了肝癌细胞对索拉非尼的耐药。ｍｉＲ４４４３通过抑
制ＴＩＭＰ２的表达影响肿瘤细胞的增殖、迁移，进而引
起耐药的发生。以上结果显示，在肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细
胞中索拉非尼能够降低 ｍｉＲ４４４３的表达，减缓了
ｍｉＲ４４４３对ＴＩＭＰ２的抑制，促进其下游靶蛋白ＴＩＭＰ２
的表达，降低了肿瘤细胞侵袭与转移的能力，使得

ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼更加敏感。在增敏索拉非尼
的策略中，我们可以通过下调 ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信号
通路增加其对索拉非尼的敏感性，更好地发挥其药效。

　　综上，本研究在肝癌ＨｅｐＧ２细胞中证实了通过抑
制ｍｉＲ４４４３／ＴＩＭＰ２信号通路能够增强ＨｅｐＧ２细胞对
索拉非尼的敏感性，提升索拉非尼的药效，但是在这条

信号通路发挥作用的过程中是否涉及其他分子？它们

又是如何协助该条信号通路发挥作用的？索拉非尼处

理ＨｅｐＧ２细胞后ｍｉＲ４４４３含量的降低是由什么引起
的？ｍｉＲ４４４３含量的降低具体是通过哪种机制引起
ＴＩＭＰ２发生改变的？等一系列问题仍需要进一步研
究。因此，ｍｉＲ４４４３有望成为一种潜在的靶点。靶向
这一分子可以提高肝细胞肝癌对其化疗药物索拉非尼

的敏感性，增强药效，在肝细胞肝癌的生物治疗中具有

重要意义。
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ｂｉｏｍａｒｋｅｒ［Ｊ］．ＪＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１６，２３８：４２－５１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｊｂｉｏｔｅｃ．２０１６．０９．０１１．

［７］ＢＲＡＯＵＤＡＫＩＭ，ＬＡＭＢＲＯＵＧＩ，ＧＩＡＮＮＩＫＯＵＫ，ｅｔａｌ．
Ｍｉｃｒｏｒｎａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎａｔｕｒｅｓｐｒｅｄｉｃｔｐａｔｉｅｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅｏｕｔｃｏｍｅｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃｅｍｂｒｙｏｎａｌｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ
ｎｅｏｐｌａｓｍｓ［Ｊ］．ＪＨｅｍａｔｏｌＯｎｃｏｌ，２０１４，７：９６．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ１３０４５０１４００９６ｙ．

［８］ＬＥＥＲＣ，ＦＥＩＮＢＡＵＭＲＬ，ＡＭＢＲＯＳＶ．ＴｈｅＣ．ｅｌｅｇａｎｓ
ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｉｃｇｅｎｅＬｉｎ４ｅｎｃｏｄｅｓｓｍａｌｌＲＮＡｓｗｉｔｈａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙｔｏＬｉｎ１４［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９３，７５（５）：８４３－

８５４．ＤＯＩ：１０．１０１６／００９２８６７４（９３）９０５２９ｙ．
［９］ＲＡＳＫＯＪＥＪ，ＷＯＮＧＪＪＬ．ＮｕｃｌｅａｒｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｎｏｒｍａｌ

ｈｅｍｏｐｏｉｅｓｉｓａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＨｅｍａｔｏｌＯｎｃｏｌ，２０１７，１０
（１）：８．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３０４５０１６０３７５ｘ．

［１０］ＥＢＲＡＨＩＭＩＳＯ，ＲＥＩＩＳＩＳ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ４４４３
ａｎｄｍｉＲ５１９５３ｐｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＧｙｎｅｃｏｌＯｂｓｔｅｔ，
２０１９，２９９（５）：１４５３－１４５８．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００４０４０１９
０５１０７ｘ．

［１１］ＬＵＭ，ＷＡＮＧＴ，ＨＥＭ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｒｏｌｅｏｆ
ｍｉＲ３６２２ｂ５ｐｉｎＥＲＢＢ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，
２０１７，８（１４）：２３００８－２３０１９．ＤＯＩ：１０．１８６３２／ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ．
１４９６８．

［１２］ＬＩＭ，ＺＨＡＮＧＸＭ，ＤＩＮＧＸ，ｅｔａｌ．ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ
ＬＩＮＣ００４６０ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｐｏｎｇｉｎｇｍｉＲ４４４３
ｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０２０，２９：０９６３６８９７２０９２７４０．ＤＯＩ：１０．１１７７／
０９６３６８９７２０９２７４０５．

［１３］ＬＥＩＷ，ＹＡＮＣ，ＹＡＪ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１９９ａ３ｐａｆｆｅｃｔｓｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＡＫ４［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１８，１８（１）：６３１．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ１２８８５０１８４４６００．

［１４］ＨＵＡＮＧＬＭ，ＨＵＣＱ，ＣＡＯＨ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２９ｃ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙ

３９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）



ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＵＳＰ２２ｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉ，２０１８，４７（２）：７４７－７５８．ＤＯＩ：１０．１１５９／
０００４９００２７．

［１５］ＷＡＮＧＭ，ＣＡＩＷ Ｒ，ＭＥＮＧ Ｒ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ４８５５ｐ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｕｒｖｉｖｉｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，
２０１８，５０１（１）：４８－５４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１８．０４．
１２９．

［１６］ＺＨＡＮＧＭ，ＺＨＡＮＧＨ，ＨＯＮＧＨ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ３７４ｂｒｅ
ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｏｓｏｒａｆｅｎｉｂｔｈｅｒａｐｙ
ｂｙａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇＰＫＭ２ｍｅｄｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ａｍ
ＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１９，９（４）：７６５－７７８．

［１７］ＬＩＵＫ，ＬＩＵＳＹ，ＺＨＡＮＧＷ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ４９４ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｏｒａｆｅｎｉｂｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＰＴＥＮ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１５，３４（２）：１００３－１０１０．ＤＯＩ：
１０．３８９２／ｏｒ．２０１５．４０３０．

［１８］ＷＡＮＧＳ，ＬＩＭＹ，ＬＩＵＹ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒ
Ｔａｒｇｅｔｓ，２０２０，７：１－１３．ＤＯＩ：１０．１０８０／１４７２８２２２．２０２０．
１７８５４３１．

［１９］ＺＨＡＮＧＷ，ＱＩＡＯＢ，ＦＡＮＪ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ４４４３
ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏ
ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＩＮＰＰ４Ａａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｚｉｅ，２０１８，７３（７）：
３８６－３９２．ＤＯＩ：１０．１６９１／ｐｈ．２０１８．８３１３．

［２０］ＷＡＮＧＪＹ， ＺＨＡＮＧ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｄ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
ＭｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄＴＩＭＰ２ｌｏｓｓｂｙｃａｎｃｅｒｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｅｘｏｓｏｍａｌｍｉＲ４４４３ｐｒｏｍｏｔｅｓｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０２０，２３５（７／８）：５７２２－５７３５．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｐ．２９５０７．

［２１］ＥＢＲＡＨＩＭＩＳＯ，ＲＥＩＩＳＩＳ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ４４４３
ａｎｄｍｉＲ５１９５３ｐｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＧｙｎｅｃｏｌＯｂｓｔｅｔ，
２０１９，２９９（５）：１４５３－１４５８．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００４０４０１９
０５１０７ｘ．

［２２］ＭＥＥＲＳＯＮＡ，ＹＥＨＵＤＡＨ．Ｌｅｐｔｉｎａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ
ｍｉＲ４４４３ｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓＮＣＯＡ１ａｎｄＴＲＡＦ４，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅ
ｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１６，１６（１）：８８２．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２８８５０１６
２９３８１．

［２３］ＸＵＮＭ，ＭＡＣＦ，ＤＵＱＬ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｍｉＲＮＡｓｉｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌＪ，２０１５，
１２：５６．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９８５０１５０２８８２．

［２４］ＣＨＥＮＸ，ＺＨＯＮＧＳＬ，ＬＵＰ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ４４４３ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ
ｉｎｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｃｙｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１６，
１１（８）：ｅ０１６０７８０．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１６０７８０．

［２５］ＭＥＥＲＳＯＮＡ，ＹＥＨＵＤＡＨ．Ｌｅｐｔｉｎａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ
ｍｉＲ４４４３ｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓＮＣＯＡ１ａｎｄＴＲＡＦ４，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅ
ｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１６，１６（１）：８８２．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２８８５０１６
２９３８１．

［２６］ＬＵＤＤＩＡ， ＭＡＲＲＯＣＣＯ Ｃ， ＧＯＶＥＲＮＩＮＩＬ， ｅｔａｌ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ｉｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ：ｈｉｇｈｌｅｖｅｌｓｉｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｔｉｃｌｅｓｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２０，２１（８）：２８４０．ＤＯＩ：１０．３３９０／
ｉｊｍｓ２１０８２８４０．

［２７］ＭＩＭＯＲＩＫ，ＵＥＯ Ｈ，ＳＨＩＲＡＳＡＫＡ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＭＴ１ＭＭＰ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２００１，８（２）：４０１－４０３．ＤＯＩ：１０．
３８９２／ｏｒ．８．２．４０１．

［２８］ＣＨＥＮＧ，ＧＥＤ，ＺＨＵＢ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ９ （ＭＭＰ９）／ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＴＩＭＰ１）ａｎｄＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２ｒａｔｉｏｓｍａｙ
ｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ
［Ｊ］．ＪＩｎｔＭｅｄＲｅｓ，２０２０，４８（４）：３０００６０５２０９１９５９２．
ＤＯＩ：１０．１１７７／０３０００６０５２０９１９５９２．

［２９］ＰＥＥＮＥＹＤ，ＦＡＮ Ｙ，ＮＧＵＹＥＮ Ｔ，ｅｔａｌ．Ｍａｔｒｉｓｏｍｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｎｇｗｉｔｈＴＩＭＰ２
ｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１９，９（１）：２０１４２．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｓ４１５９８０１９５６６３２３．

［３０］ＡＺＮＡＶＯＯＲＩＡＮＳ， ＭＵＲＰＨＹ Ａ Ｎ， ＳＴＥＴＬＥＲ
ＳＴＥＶＥＮＳＯＮＷＧ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｓｐｅｃｔｓｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌ
ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，１９９３，７１（４）：１３６８－

１３８３．ＤＯＩ：１０．１００２／１０９７０１４２（１９９３０２１５）７１：４１３６８：：
ａｉｄｃｎｃｒ２８２０７１０４３２＞３．０．ｃｏ；２ｌ．

［３１］ＮＡＧＡＳＥＨ．ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｌａｔｉｎａｓｅＡ
（ｐｒｏＭＭＰ２）ａｎｄｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓ，１９９８，８
（３）：１７９－１８６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｒ．１９９８．１８．

（收稿：２０２００８２６；修回：２０２０１０２９）

（编辑　汪勤俭）
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