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　　［摘要］　目的　探讨激活 ｍｉＲ１０１３ｐ／ＥＺＨ２通路在增敏索拉非尼抗肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中的意义。
方法　将人肝癌细胞ＨｅｐＧ２分成对照组（ＤＭＳＯ）和索拉非尼处理组（１０μｍｏｌ／Ｌ），处理２４ｈ后，定量
ＰＣＲ检测ｍｉＲ１０１３ｐ表达水平变化；生物信息学预测ｍｉＲ１０１３ｐ结合的靶基因；在肝癌细胞中过表达
ｍｉＲ１０１３ｐ后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量 ＰＣＲ检测 ｚｅｓｔｅ同源蛋白 ２增强子（ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＺＨ２）表达水平变化；双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ１０１３ｐ和 ＥＺＨ２的靶向关系；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测索拉非尼处理对ＥＺＨ２表达水平的影响；在 ＨｅｐＧ２细胞中过表达 ｍｉＲ１０１３ｐ或添加 ＥＺＨ２抑
制剂ＥＰＺ６４３８后联合索拉非尼处理，ＣＣＫ８检测对 ＨｅｐＧ２细胞存活的影响。结果　索拉非尼处理后
ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ１０１３ｐ表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１０１３ｐ可在 ＨｅｐＧ２细胞中下调 ＥＺＨ２的
表达（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１０１３ｐ与ＥＺＨ２ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ存在直接结合（Ｐ＜０．０５）；索拉非尼处理后 ＨｅｐＧ２
细胞中ＥＺＨ２表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；过表达 ｍｉＲ１０１３ｐ或 ＥＺＨ２抑制剂 ＥＰＺ６４３８均可增加索
拉非尼对ＨｅｐＧ２细胞杀伤的敏感性（Ｐ＜０．０５）。结论　激活ｍｉＲ１０１３ｐ／ＥＺＨ２通路可增敏索拉非尼的
抗肝癌细胞ＨｅｐＧ２效果。
　　［关键词］　ｍｉｃｒｏＲＮＡ；索拉非尼；耐药；肝癌；ＥＺＨ２
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ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１０１３ｐｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｍｉＲ１０１３ｐｃｏｕｌｄｂｉｎｄｔｏｔｈｅ３’ＵＴＲｏｆＥＺＨ２ｍＲＮＡ，ａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１０１３ｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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　　肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全
球常见的恶性肿瘤之一，严重威胁着人类的生存和健

康［１］。根据２０１８年全球癌症统计［２］，每年约８４万人
患肝癌，死亡人数高达７８万人，其中男性多见，约为女
性患者的２～３倍。肝癌的治疗主要分为手术治疗、化
疗、介入治疗等。由于大多数肝癌发病隐匿，通常出现

临床症状时已达中晚期，发生转移从而失去了手术治

疗的最佳时期。因此，化疗成为中晚期肝癌主要的治

疗方式之一［３－４］。索拉非尼（Ｓｏｒａｆｅｎｉｂ）是一种多激酶
抑制剂，同时也是一种新型多分子靶点化疗药，临床上

多用于晚期恶性肿瘤，特别是肝癌的治疗。索拉非尼

能平均延长肝癌晚期患者３个月生存期，但由于患者
先天或获得性的耐药，通常用药不超过６个月即产生
索拉非尼耐药［５］。因此，探讨肝癌细胞对索拉非尼的

耐药机制以及增强索拉非尼对肝癌细胞的杀伤是提高

肝癌患者生存期、降低肝癌患者病死率的关键。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种内源性单链
的非编码 ＲＮＡ小分子，长度约为２２ｎｔ。ｍｉＲＮＡ可以
与靶 ｍＲＮＡ的 ３’ＵＴＲ发生特异性的碱基互补配对，
抑制靶基因的表达，从而在转录后水平发挥基因调控

功能［６］。研究表明，ｍｉＲＮＡ在肿瘤发生、发展过程中
发挥着重要的调控作用，同时ｍｉＲＮＡ也参与肿瘤细胞
对化疗药物产生抵抗的过程［７－９］。ｍｉＲ１０１３ｐ在多种
癌症中呈现低表达水平，如肝癌［１０］、胃癌［１１］、鼻咽

癌［１２］、膀胱癌［１３］、乳腺癌［１４］等，并且 ｍｉＲ１０１３ｐ可通
过调控下游靶 ｍＲＮＡ的表达水平而促进肿瘤细胞的
增殖迁移。但 ｍｉＲ１０１３ｐ是否参与肝癌对索拉非尼
的耐药机制尚不明确。因此，本研究着重探讨 ｍｉＲ
１０１３ｐ在 ＨｅｐＧ２细胞抵抗索拉非尼中发挥的作用及
可能机制，并探讨相关增敏措施，旨在为提升索拉非尼

的临床疗效提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株由本实验室保存。高糖
ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清和 ０．２５％胰酶均购自 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液、ＰＭＳＦ、

ＣＣＫ８试剂购自江苏碧云天公司；索拉非尼购自Ｓｉｇｍａ
公司；转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ｍｉＲ１０１３ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）及其对照物（ｍｉｍｉｃｓＮＣ）
购自上海吉荧公司；ＥＺＨ２３’ＵＴＲ双荧光素酶报告基
因野生型和突变型质粒构建于上海吉玛公司；ｍｉＲ
１０１３ｐ、Ｕ６、ＥＺＨ２以及 ＧＡＰＤＨ基因引物购自生工生
物工程（上海）股份有限公司；总 ＲＮＡ提取试剂盒购
自杭州博日公司；ｍｉＲＮＡ反转录试剂盒（ＭｉｒＸｍｉＲＮＡ
ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ）购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；
ｍＲＮＡ反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
ｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ）和荧光定量ＰＣＲ试剂盒［ＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）］均购自日本
ＴａＫａＲａ公司；双荧光素酶报告基因检测试剂盒（Ｄａｕｌ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司；ＥＺＨ２抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＧＡＰＤＨ抗体、山
羊抗兔二抗购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＰＶＤＦ膜、
ＥＣＬ发光液、电泳凝胶试剂盒购自 ＢｉｏＲａｄ公司；
ＥＺＨ２抑制剂（ＥＰＺ６４３８）购自ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将ＨｅｐＧ２细胞置于含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养
箱中静置培养。每日对细胞进行换液，换液时用 ＰＢＳ
缓冲液轻微冲洗３次，加入０．２５％胰酶静置数分钟消
化细胞，而后加入适量新鲜的１０％胎牛血清培养基重
悬细胞使其重新贴壁生长。待细胞进入对数生长期时

便可进行加药或转染处理。

１．２．２　ＲＮＡ提取及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测基因表达水
平　　ＨｅｐＧ２细胞经索拉非尼处理 ２４ｈ后弃去含药
培养基，用ＰＢＳ缓冲液冲洗３次。加入０．２５％胰酶将
细胞消化下来，再次加入含血清培养基中和胰酶并收

集细胞悬液，离心收集细胞后按总ＲＮＡ提取试剂盒步
骤提取肝癌细胞的总ＲＮＡ。采用Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司ｍｉＲＮＡ
反转试剂盒 ＭｉｒＸｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ将
ｍｉＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，作为ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ
１０１３ｐ表达水平的模板；采用 ｍＲＮＡ反转录试剂盒
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ将ｍＲＮＡ
反转录为ｃＤＮＡ，作为ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＥＺＨ２ｍＲＮＡ

６９１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表达水平的模板。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测试剂盒为ＴａＫａＲａ
公司生产的ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨ
Ｐｌｕｓ），检测结果采用２－ΔΔＣｔ法分析后作图。
１．２．３　双荧光素酶报告基因实验　　使用ｍｉｃｒｏＲＮＡ
的靶标预测网站 Ｓｔａｒｂａｓｅ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ）预测 ｍｉＲ１０１３ｐ的靶标基因及其结合位点。
为验证ｍｉＲ１０１３ｐ是否与 ＥＺＨ２的３’ＵＴＲ区存在直
接结合，进行双荧光素酶报告基因实验。ＥＺＨ２野生
型（ＷＴ）报告基因质粒中包含 ｍｉＲ１０１３ｐ的结合位
点，而突变型（ＭＵＴ）报告基因质粒中包含突变的ｍｉＲ
１０１３ｐ的结合位点。将 ＨｅｐＧ２细胞以１×１０４／孔接种
于４８孔板中，分别设置３个对照组以及１个实验组，
每组设置３个复孔。对照组一转染０．２μｇ野生型报
告基因质粒和 ０．２μｇｍｉｃｒｏＲＮＡ模拟对照物（ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ）；对照组二转染０．２μｇ突变型报告基因质粒
和０．２μｇｍｉｃｒｏＲＮＡ模拟对照物（ＮＣｍｉｍｉｃｓ）；对照
组三转染 ０．２μｇ突变型报告基因质粒和 ０．２μｇ
ｍｉＲ１０１３ｐ模拟物（ｍｉＲ１０１３ｐｍｉｍｉｃｓ）；实验组转染
０．２μｇ野生型报告基因质粒和０．２μｇｍｉＲ１０１３ｐ模
拟物（ｍｉＲ１０１３ｐｍｉｍｉｃｓ）。转染４８ｈ后，使用双荧光
素酶报告基因检测试剂盒进行测定。通过 Ｆｌｕｃ／Ｒｌｕｃ
比值反应ｍｉＲ１０１３ｐ与ＥＺＨ２的３’ＵＴＲ区结合情况。
１．２．４　总蛋白提取及含量测定　　ＨｅｐＧ２细胞以
５×１０４／孔接种于 ６孔板中，分别设置对照组（ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ）和实验组（ｍｉＲ１０１３ｐｍｉｍｉｃｓ）。待细胞生长
达到５０％时，分别向对照组中转染模拟对照物（ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ），实验组中转染 ｍｉＲ１０１３ｐ模拟物（ｍｉＲ１０１
３ｐｍｉｍｉｃｓ）。处理２４ｈ，弃去培养基，用ＰＢＳ清洗细胞
３次。每孔加入１００μＬ含１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＲＩＰＡ裂解液，
用细胞刮反复刮取贴壁细胞并置于冰上作用２０ｍｉｎ。
将裂解液移入 １．５ｍＬＥＰ管中，４℃、１４０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，收集上清于新的ＥＰ管中。使用ＢＣＡ法对蛋白
浓度进行测定并标定为统一浓度。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　将定量变性后的蛋白质
以每孔４０μｇ上样，在电泳凝胶中进行电泳分离。将
分离后的目的蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，用含脱脂奶粉
的ＰＢＳＴ溶液封闭１ｈ。用ＰＢＳＴ清洗３次，每次１０ｍｉｎ，
然后将膜分别放置于含对应抗体溶液中 ４℃隔夜孵
育。一抗的稀释浓度为 １∶１０００。将膜用 ＰＢＳＴ清洗
３次后再用含山羊抗兔二抗的 ＰＢＳＴ溶液室温孵育
１ｈ。ＰＢＳＴ洗膜后，使用化学发光法在化学发光仪中
显影曝光。

１．２．６　ＣＣＫ８检测细胞生存率

１．２．６．１　索拉非尼单用及联合 ｍｉＲ１０１３ｐ模拟物
（ｍｉｍｉｃｓ）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、索拉非尼与 ｍｉＲ
１０１３ｐ联用组，每组设置３个复孔。待细胞生长融合
至 ５０％时，分别向对照组中转染模拟对照物（ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ），向索拉非尼与 ｍｉＲ１０１３ｐ联用组中转染
ｍｉＲ１０１３ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）。转染用量按照上海吉荧
公司推荐使用。转染２４ｈ后索拉非尼组和索拉非尼与
ｍｉＲ１０１３ｐ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
每组的细胞存活率。

１．２．６．２　索拉非尼联合 ＥＺＨ２抑制剂（ＥＰＺ６４３８）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／ｍＬ）、ＥＰＺ６４３８
组（５μｍｏｌ／ｍＬ）、索拉非尼（１０μｍｏｌ／ｍＬ）与ＥＰＺ６４３８
（５μｍｏｌ／ｍＬ）联合组，每组分别设置 ３个复孔。
ＨｅｐＧ２细胞分别接种于９６孔板中，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）］，计算每组的细胞存
活率。

１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０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　索拉非尼下调ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ１０１３ｐ的表达
　　为明确索拉非尼处理对ｍｉＲ１０１３ｐ表达的影响，
采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＨｅｐＧ２细胞经索拉非尼处理
前后ｍｉＲ１０１３ｐ的表达变化。１０μｍｏｌ／ｍＬ索拉非尼
处理２４ｈ后，ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ１０１３ｐ基因表达量
显著下调（０．６４５±０．０８１ｖｓ．１．０００±０．０３１，Ｐ＜０．０５）
２．２　过表达ｍｉＲ１０１３ｐ增加ＨｅｐＧ２细胞对索拉非尼

的敏感性

　　为明确ｍｉＲ１０１３ｐ表达下调在 ＨｅｐＧ２细胞耐受
索拉非尼中的意义，在ＨｅｐＧ２细胞中过表达ｍｉＲ１０１３ｐ
后使用索拉非尼处理２４ｈ，ＣＣＫ８实验结果表明，过表
达ｍｉＲ１０１３ｐ可显著增强 ＨｅｐＧ２对索拉非尼的敏感
性（Ｐ＜０．０５，图１）

７９１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）
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１：对照组；２：索拉非尼组；３：ｍｉＲ１０１３ｐ组；４：索拉非尼与
ｍｉＲ１０１３ｐ联用组　ａ：Ｐ＜０．０５，与索拉非尼组比较

图１　上调ｍｉＲ１０１３ｐ增加索拉非尼对ＨｅｐＧ２细胞杀伤
效果　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　ｍｉＲ１０１３ｐ靶向抑制ＥＺＨ２的表达
　　利用生物信息学网站Ｓｔａｒｂａｓｅ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．
ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）预测ｍｉＲ１０１３ｐ结合的靶基因，根据结
合评分及靶基因的生物学功能，选定 ＥＺＨ２为 ｍｉＲ
１０１３ｐ的候选靶基因（图 ２）。为验证 ｍｉＲ１０１３ｐ对
ＥＺＨ２的调控作用，在 ＨｅｐＧ２细胞中过表达 ｍｉＲ１０１
３ｐ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现ＥＺＨ２的蛋白表达显著下
调（图 ３Ａ），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测证实 ＥＺＨ２的 ｍＲＮＡ
水平也显著下调（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。

图２　生物信息学预测发现ｍｉＲ１０１３ｐ与ＥＺＨ２的３’ＵＴＲ
区存在结合位点
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达ｍｉＲ１０１３ｐ后ＥＺＨ２蛋白表达
变化；Ｂ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测过表达 ｍｉＲ１０１３ｐ后 ＥＺＨ２
ｍＲＮＡ表达变化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　ｍｉＲ１０１３ｐ靶向抑制ＥＺＨ２的表达

２．４　ｍｉＲ１０１３ｐ与ＥＺＨ２的３’ＵＴＲ存在直接结合
　　为了验证ｍｉＲ１０１３ｐ是否与 ＥＺＨ２的３’ＵＴＲ区
存在直接结合，先构建含有 ＥＺＨ２３’ＵＴＲ区野生型
（ＥＺＨ２ｗｔ３’ＵＴＲ）与突变 ｍｉＲ１０１３ｐ结合位点的突
变型（ＥＺＨ２ｍｕｔ３’ＵＴＲ）报告基因质粒（图４Ａ）；通过
双荧光素酶报告基因检测发现，过表达 ｍｉＲ１０１３ｐ可
抑制野生型报告基因活性，而对突变型报告基因无抑

制作用（图 ４Ｂ），说明 ｍｉＲ１０１３ｐ与 ＥＺＨ２的 ３’ＵＴＲ
区存在直接结合，可通过促进 ＥＺＨ２ｍＲＮＡ的降解而
抑制ＥＺＨ２的表达。
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Ａ：ｍｉＲ１０１３ｐ、ＥＺＨ２ｗｔ３’ＵＴＲ和 ＥＺＨ２ｍｕｔ３’ＵＴＲ的序
列对比；Ｂ：双荧光素酶报告基因验证 ｍｉＲ１０１３ｐ与 ＥＺＨ２
３’ＵＴＲ存在直接结合（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　 １：对照组一；２：实验
组；３：对照组二；４：对照组三　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组一比较

图４　ｍｉＲ１０１３ｐ与ＥＺＨ２的３’ＵＴＲ存在直接结合

２．５　索拉非尼处理上调ＨｅｐＧ２细胞中ＥＺＨ２基因表达
　　ＨｅｐＧ２细胞经索拉非尼处理２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测 ＥＺＨ２的蛋白表达显著上调（图 ５），Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测证实 ＥＺＨ２的 ｍＲＮＡ表达水平也明显上调
（１．９０６±０．１０５ｖｓ．１．０００±０．０９６，Ｐ＜０．０５）。
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测索拉非尼处理后ＥＺＨ２的
蛋白表达变化

２．６　ＥＺＨ２抑制剂ＥＰＺ６４３８可增加ＨｅｐＧ２细胞对索
拉非尼的敏感性

　　结果显示，使用ＥＺＨ２抑制剂ＥＰＺ６４３８（５μｍｏｌ／ｍＬ）
联合索拉非尼处理ＨｅｐＧ２细胞后，可显著增加索拉非

８９１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



尼对ＨｅｐＧ２细胞的杀伤效果（Ｐ＜０．０５，图６）。
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１：对照组；２：索拉非尼组；３：ＥＰＺ６４３８组；４：索拉非尼与
ＥＺＰ６４３８联合组　ａ：Ｐ＜０．０５，与索拉非尼组比较

图６　各组处理后ＨｅｐＧ２细胞的存活率比较　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　近年来，全球肝癌的发病率持续增长，尤其在发展
中国家肝癌依旧是高发病率及高病死率的恶性肿瘤之

一［１５］。索拉非尼是晚期肝癌最常用的分子靶向治疗

药物，肝癌对索拉非尼的耐药严重影响着肝癌患者的

生存和预后［１６－１８］，探索肝癌细胞对索拉非尼耐药的机

制以及提高索拉非尼的敏感性成为临床上急需解决的

问题之一。

　　ｍｉＲＮＡ在肿瘤发生、发展及治疗的各个方面起到
调控作用，包括肿瘤对化疗药物的耐药过程［１９－２１］。目

前研究表明多种 ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与了索拉非尼耐药。
ｍｉＲ２１在索拉非尼处理后呈上调趋势，通过Ａｋｔ／ＰＴＥＮ
途径抑制自噬，参与索拉非尼获得性耐药［２２］。ｍｉＲ
１２２在索拉非尼耐药的肝癌细胞中呈现低表达水平，
并且可以通过抑制胰岛素样生长因子１受体（ＩＧＦ１Ｒ）
从而参与索拉非尼的耐药过程［２３］。ｍｉＲ３４ａ在肝癌组
织和细胞系中呈现低表达水平，通过对 Ｂｃｌ２的调控
作用参与索拉非尼的耐药［２４］。ｍｉＲ２７ｂ通过激活 ｐ５３
依赖性的细胞凋亡和降低 ＣＹＰ１Ｂ１介导的药物解毒
作用来增强索拉非尼对肝癌的杀伤作用［２５］。以上研

究提示，ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与肝癌中索拉非尼耐药机制，
ｍｉｃｒｏＲＮＡ在耐药中发挥的作用也被广泛关注有望成
为新的化疗靶点。

　　ｍｉＲ１０１３ｐ调控着肿瘤细胞的增殖和生长能力，迁
移、侵袭能力，包括自噬水平等，在多种肿瘤细胞中呈现

低表达水平。ｍｉＲ１０１３ｐ在子宫内膜癌（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｃａｎｃｅｒ，ＥＣ）组织中的表达水平明显低于正常组织，并
且ｍｉＲ１０１３ｐ还通过抑制ＥＺＨ２的表达促进ＥＣ细胞
自噬［２６］。在胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）细胞系

中ｍｉＲ１０１３ｐ呈低表达水平，ｍｉＲ１０１３ｐ通过直接靶
向ＴＲＩＭ４４的３’ＵＴＲ来减弱ＴＲＩＭ４４诱导的上皮间充
质转化（ＥＭＴ），从而调节ＧＢＭ细胞的增殖和迁移［２７］。

在非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）
中，ｍｉＲ１０１３ｐ通过靶向 ＭＡＬＡＴ１来阻断 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路，从而抑制 ＮＳＣＬＣ的生长和转移［２８］。本研

究结果表明，索拉非尼处理可显著下调 ＨｅｐＧ２细胞
中的 ｍｉＲ１０１３ｐ水平，且过表达 ｍｉＲ１０１３ｐ则可显
著增强索拉非尼对肝癌细胞的杀伤效果，说明 ｍｉＲ
１０１３ｐ的表达下调可能是肝癌细胞耐受索拉非尼的
重要原因。

　　为探究ｍｉＲ１０１３ｐ参与耐药的相关机制，通过生
物信息学分析、双荧光素酶报告基因实验、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验确定了 ＥＺＨ２为 ｍｉＲ１０１３ｐ作
用的靶基因。即 ｍｉＲ１０１３ｐ下调后可导致 ＥＺＨ２表
达上调而引起耐药；而 ＥＺＨ２的抑制剂（ＥＰＺ６４３８）可
以显著增敏索拉非尼的杀伤效果，从而进一步证实

ｍｉＲ１０１３ｐ／ＥＺＨ２参与了肝癌细胞对索拉非尼的耐
药。研究表明［２９－３２］，ＥＺＨ２是一种赖氨酸特异性的甲
基转移酶，能使组蛋白 Ｈ３上的赖氨酸 ２７（ｋ２７）发生
甲基化。ＥＺＨ２在多种肿瘤组织中的表达明显高于癌
旁组织，调控肿瘤细胞的生长、增殖、迁移和细胞周期

等，该基因表达升高往往预示不良预后。在肝癌细胞

中，ＥＺＨ２的高表达与索拉非尼耐药相关。有研究报
道［３３］，ＥＺＨ２可通过转录抑制 ｍｉＲＮＡ１３９、ｍｉＲＮＡ
１２５ｂ、ｍｉＲＡＮＧ１２２等一组 ｍｉＲＮＡ的表达，降低该组
ｍｉＲＮＡ对ＩＧＦ１Ｒ的靶向抑制作用，使得 ＩＧＲＦ１Ｒ表达
升高，从而参与肝癌细胞的索拉非尼耐药。说明 ｍｉＲ
１０１３ｐ表达降低导致的ＥＺＨ２表达升高可能通过多种
途径引起肝癌细胞对索拉非尼耐药。

　　综上所述，本研究阐明 ｍｉＲ１０１３ｐ／ＥＺＨ２信号通
路参与了肝癌对索拉非尼的耐药过程。索拉非尼抑制

ｍｉＲ１０１３ｐ／ＥＺＨ２信号通路，通过上调 ｍｉＲ１０１３ｐ的
表达，可以显著增敏索拉非尼，促进细胞死亡。本研究

还发现ＥＰＺ６４３８联合索拉非尼用药能显著增加肝癌
对索拉非尼的敏感性，提高索拉非尼对肝癌的杀伤力，

促进细胞死亡。ｍｉＲ１０１３ｐ是否还能通过靶向其他
基因参与索拉非尼耐药？ｍｉＲ１０１３ｐ是否还能参与
其他化疗药物的耐药过程？是否存在其他 ｍｉＲＮＡ靶
向ＥＺＨ２参与索拉非尼耐药？将成为我们下一步探索
的目标。这些结果的完善，可能为设计完善针对肝癌

的索拉非尼化疗新方案提供思路。

９９１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２２）
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