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　　［摘要］　目的　通过研究 ｍｉＲＮＡ１４５ａ５ｐ在肝前体细胞和小鼠感染乙肝病毒 Ｘ（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ
Ｘ，ＨＢｘ）不同时间的变化情况，初步探讨ＨＢｘ导致肝癌发生的机制。方法　通过慢病毒将 ＨＢｘ基因转
染到１４１９肝前体细胞中，构建ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞系，并通过肝门静脉将ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞悬液
注入ＫＭ小鼠体内，建立具有完整免疫系统的 ＨＢｘ小鼠模型，并分别于３０、９０、１８０、３６０ｄ收集肝脏组
织。通过ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢｘ在 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞和 ＨＢｘ小鼠中的表达。将 ｍｉＲ
１４５ａ５ｐｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染到ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞和饲养１８０ｄＨＢｘ小鼠中，ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ
１４５ａ５ｐ、ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、细胞凋亡和细胞周期因子的ＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、细胞凋亡和
细胞周期因子的蛋白质表达，ＣＣＫ８检测细胞增殖。结果　成功构建能够稳定表达ＨＢｘ的细胞模型和
动物模型。ＨＢｘ过表达后，ｍｉＲ１４５ａ５ｐ在 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞和 ＨＢｘ小鼠中的表达下调，而 ｃＭｙｃ
和Ｋｒａｓ的表达升高。使用ｍｉＲ１４５ａ５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃ／ａｇｏｍｉｒ）可以抑制细胞增殖并下调 ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、
Ｂｃｌ２、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，并上调 Ｂａｄ和 Ｂａｘ的表达，而 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／
ａｎｔａｇｏｍｉｒ）与ｍｉＲ１４５ａ５ｐ模拟物组的结果相反。结论　ＨＢｘ过表达导致小鼠肝癌发生，其机制可能与
ＨＢｘ调节ｍｉＲ１４５ａ５ｐ及其靶基因ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的表达和抑制细胞凋亡有关。
　　［关键词］　ＨＢｘ；肝癌；ｍｉＲ１４５ａ５ｐ；ｃＭｙｃ；Ｋｒａｓ
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　　肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的病
死率在全球癌症死亡率中排名第二，并且是全球癌症

相关死亡的第三大主要原因［１］，大约５０％的ＨＣＣ是由
乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢＶｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染引起的［２］。

而在ＨＢＶ中，病毒调节蛋白 ＨＢｘ的长期稳定表达可
以紊乱细胞转录和增殖，并使肝细胞对致癌因子敏感。

在肝癌的早期，ＨＢｘ是 ＨＢＶ的关键蛋白，起着重要作
用，它被募集到细胞染色质中并调节特定遗传基因座

的染色质动力学［３］。ＭｉＲＮＡ是小的保守非编码ＲＮＡ，
可与靶基因 ｍＲＮＡ分子的 ３＇ＵＴＲ互补，从而促进靶
基因ｍＲＮＡ的降解或抑制 ｍＲＮＡ翻译。它在调节基
因表达中起重要作用，并参与多种生物学过程。现有

研究显示，ＨＢｘ可通过上调或下调ｍｉＲＮＡ表达来诱导
肝癌的发展［４－６］。ＭｉＲＮＡ１４５是目前已发现的抑癌基
因，其通过调节靶基因ｃＭｙｃ和 Ｋｒａｓ的表达来调节肿
瘤细胞的增殖［７－９］。而 ｃＭｙｃ和 Ｋｒａｓ作为原癌基因，
在癌症发展过程中均为高表达［１０］。ｍｉＲＮＡ１４５在肝
癌中作为抑癌基因处于低表达水平［１１－１２］，而在胃癌

中，ｍｉＲＮＡ１４５可以通过抑制靶基因 ｃＭｙｃ的表达来
抑制胃癌细胞的增殖和侵袭［１３］。

　　由于ＨＢｘ是否能导致 ＨＣＣ这一理论和具体机制
均尚未阐明，本研究采用转染 ＨＢｘ的肝前体细胞
（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９）和转染 ＨＢｘ不同时间段的小鼠，
观察 ＨＢｘ对 ｍｉＲＮＡ１４５ａ５ｐ及其靶基因 ｃＭｙｃ和
Ｋｒａｓ的调节作用；通过给予 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞和
ＨＢｘ小鼠（饲养至１８０ｄ）ｍｉＲＮＡ１４５ａ５ｐ模拟物和抑
制剂，观察ｍｉＲＮＡ１４５ａ５ｐ对肝细胞的凋亡、增殖和周
期的调节作用，探讨ＨＢｘ诱导ＨＣＣ的机制，为ＨＢｘ导
致ＨＣＣ理论提供新的依据，也为 ＨＣＣ的诊断和治疗
奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞及动物　　永生化小鼠肝前体细胞株１４
１９由美国芝加哥大学分子肿瘤研究中心馈赠，经慢病
毒转染后的ＥＧＦＰ１４１９（空载对照）和ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞株由本课题组前期构建并保存。无特殊病原

体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级昆明小鼠由重庆医科
大学动物中心提供并饲养。

１．１．２　主要试剂　　ＦＢＳ胎牛血清购自 ＣＥＬＬＢＯＸ
公司，细胞培养基 ＤＭＥＭ（高糖）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，
ＴＲＩｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒购自北京康为世纪生物科
技有限公司，柱式 ｍｉｃｒｏＲＮＡ抽提试剂盒和 ｍｉＲＮＡ第
一链ｃＤＮＡ合成（茎环法）试剂盒均购自上海生工生
物工程（上海）股份有限公司，反转录试剂盒购自

Ｖａｚｙｍｅ公司，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自
Ｂｉｍａｋｅ公司，ＨＢｘ抗体购自Ａｂｃａｍ公司，ＧＡＰＤＨ抗体
购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ抗体
购自Ａｂｃｅｐｔａ公司，Ｂａｄ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２抗体均购自Ａｂｃｌｏｎａｌ
公司，ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ抗体购自万类生物科技有限公司，
ＣｙｃｌｉｎＥ抗体购自Ａｂｗａｙｓ公司，ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎＴＭＭａｘ转染
试剂购自 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司，ｍｉＲＮＡ１４５ａ５ｐｍｉｍｉｃ、
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ａｇｏｍｉｒ、ａｎｔａｇｏｍｉｒ均购自莱博斯生物公司，
ＣＣＫ８试剂盒购自 ＭＣＥ公司，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配置试
剂盒购自碧云天生物技术公司，ＥＣＬ显影液购自
Ａｄｖａｎｓｔａ公司，ＤＡＢ显色液及免疫组化 ＳＰ试剂盒购
自北京中山金桥生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　　肝前体细胞株 １４１９、
ＥＧＦＰ１４１９、ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９在含有１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ高葡萄糖培养基中于 ３７℃，５％ＣＯ２条件下培
养，并传代 ３次后进行后续测试。细胞转染时分为 ６
组：①ｎｏｒｍａｌ组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞），②ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎ
组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞＋转染试剂），③ｍｉｍｉｃｓｍｉＲ
１４５组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞＋转染试剂＋ｍｉｍｉｃｓｍｉＲ
１４５），④ｍｉｍｉｃｓＮＣｍｉＲ１４５组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞
＋转染试剂＋ｍｉｍｉｃｓＮＣｍｉＲ１４５），⑤ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｍｉＲ
１４５组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞＋转染试剂＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｍｉＲ１４５），⑥ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｍｉＲ１４５组（ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞＋转染试剂＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｍｉＲ１４５）。
１．２．２　动物模型的构建及分组　　根据课题组前期
报道［１４］，构建动物模型时，将小鼠分为３组：生理盐水
组（ｎ＝１０）、ＥＧＦＰ１４１９细胞组（ｎ＝１０）和ＨＢｘＥＧＦＰ
１４１９细胞组（ｎ＝４０）。分别将２００μＬ生理盐水、ＥＧＦＰ
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１４１９细胞和 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞（５×１０５细胞悬浮
于２００μＬＰＢＳ）悬浮液通过肝门静脉注射入小鼠体
内。选择６～８周龄的小鼠，手术前２４ｈ禁食，乙醚麻
醉小鼠，待小鼠昏迷后固定其四肢，用酒精对腹部进行

消毒，剑突下行约２ｃｍ纵向切口使肝门静脉暴露，用
血管夹夹住门静脉远端，从近端缓慢注射。注射完成

后，用ＰＢＳ湿润的棉签按压止血，并在止血后迅速缝
合腹腔。肝脏收集时间为手术后 ３０、９０、１８０、３６０ｄ。
进行机理研究时将小鼠分为 ６组：①ＨＢｘ１８０ｄ组
（ｎ＝１０），②ＨＢｘ１８０ｄＮＳ（生理盐水）组（ｎ＝１０），
③ＨＢｘ１８０ｄａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５组（ｎ＝１０），④ＨＢｘ１８０ｄ
ａｇｏｍｉｒＮＣｍｉＲ１４５（阴性对照）组（ｎ＝１０），⑤ＨＢｘ
１８０ｄａｎｔａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５组（ｎ＝１０），⑥ＨＢｘ１８０ｄａｎ
ｔａｇｏｍｉｒＮＣｍｉＲ１４５（阴性对照）组（ｎ＝１０）。术后
１８０ｄ，通过尾静脉注射ａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５ａ５ｐ、ａｎｔａｇｏｍｉｒ
ｍｉＲ１４５ａ５ｐ、ａｇｏｍｉｒＮＣｍｉＲ１４５ａ５ｐ、ａｎｔａｇｏｍｉｒＮＣ
ｍｉＲ１４５ａ５ｐ和生理盐水。２４ｈ后对小鼠实施安乐
死。所有收集的肝脏组织保存在４％多聚甲醛和液氮
中，以备后续试验使用。

１．２．３　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的 ａｇｏｍｉｒ、ａｎｔａｇｏｍｉｒ、模拟物、抑
制剂和对应ＮＣ　　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ模拟物是双链 ＲＮＡ：
有义序列（５′ＧＵＣＣＡＧＵＵＵＵＣＣＣＡＧＧＡＡＵＣＣＣＵ３′）和
反义序列（５′ＡＧＧＧＡＵＵＣＣＵＧＧＧＡＡＡＡＣＵＧＧＡＣ３′），
ｍｉＲ１４５ａ５ｐ抑制剂为单链 （５′ＡＧＧＧＡＵＵＣＣＵＧＧ
ＧＡＡＡＡＣＵＧＧＡＣ），且与ｍｉＲ１４５ａ５ｐ完全互补。非靶
向的阴性对照序列（对于模拟物：有义序列 ５′ＵＣＡ
ＣＡＡＣＣＵＣＣＵＡＧＡＡＡＧＡＧＵＡＧＡ３′；反义序列 ５′ＵＣ
ＵＡＣＵＣＵＵＵＣＵＡＧＧＡＧＧＵＧＵＵＧＵＧＡ３′；对于抑制剂：
５′ＵＣＵＡＣＵＣＵＵＵＣＵＡＧＧＡＧＧＵＵＧＵＧＡ３′）用作对照。
模拟物和抑制剂用于体外实验；ｍｉＲ１４５ａ５ｐａｇｏｍｉｒ和
ａｎｔａｇｏｍｉｒ分别与模拟物序列和抑制剂序列一样，但对
组织细胞的亲和力更高，因此将ａｇｏｍｉｒ和ａｎｔａｇｏｍｉｒ用
于体内实验。

１．２．４　苏木素伊红（ＨＥ）染色法　　小鼠肝脏切片
脱蜡后染色并封片，于光学显微镜下观察拍照。

１．２．５　反转录聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）　　总
ＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ经提取后检测其质量和相应浓度，反
转录试剂盒将 ＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ（茎环法）反转录为
ｃＤＮＡ，利用ＳＹＢＲ荧光定量法检测其浓度，检测体系
为１０μＬ（ｃＤＮＡ２μＬ，ＳＹＢＲ５μＬ，引物１μＬ，无酶水
２μＬ）。引物序列见表１。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　将适量的小鼠肝组织放
入标记好的ＥＰ管中，加入２００μＬ预先配制的裂解液
（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），用组织研磨机充分研磨后，在
冰上放置３０ｍｉｎ，每５分钟振动１次。裂解后，于４℃

以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，吸出上清液，用 ＢＣＡ法
测定蛋白质浓度。将上样缓冲液添加到剩余的上清液

中，在１００℃下加热１５ｍｉｎ，然后在－８０℃下保存。电
泳分离蛋白质后将其转移到ＰＶＤＦ膜上，用５％的脱脂
奶粉封闭 ２ｈ，摇床上孵育一抗，于 ４℃下过夜。经
ＴＢＳＴ洗涤后，将 ＰＶＤＦ膜与二抗在室温下孵育 ２ｈ。
用ＥＣＬ显色法显色，Ａｎａｌｙｓｉｓ分析软件对目的条带进
行检测分析。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 序列（５’３’）
ＧＡＰＤＨ 上游：ＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧＧＴ

下游：ＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴ
ＨＢｘ 上游：ＴＧＣＧＧＡＣＧＡＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＧ

下游：ＧＧＧＣＡＡＣＡＴＴＣＧＧＴＧＧＧＣＧＴ
ｃＭｙｃ 上游：ＣＣＣＡＡＧＧＧＡＡＧＡＣＧＡＴＧＡＣＧ

下游：ＧＣＴＧＡＧＡＡＡＣＣＧＣＴＣＣＡＣＡＴＡＣ
Ｋｒａｓ 上游：ＧＧＡＣＴＣＴＧＡＡＧＡＴＧＴＧＣＣＴＡＴＧＧ

下游：ＴＧＣＴＧＡＧＧＴＣＴＣＡＡＴＧＡＡＣＧＧＡ
Ｕ６ 上游：ＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴＡＧＣＡＴＧＧＣＣＣＣＴＧ

下游：ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ
上游：ＣＧＧＴＣＣＡＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＧＡ

ｍｉＲ１４５ａ５ｐ 下游：ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ
上游：ＴＣＣＡＴＣＴＧＡＣＣＣＴＣＣＧＣＣ

Ｂｃｌ２ 下游：ＣＣＣＡＧＴＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣＣＣＴ
上游：ＣＴＣＣＧＡＡＧＧＡＴＧＡＧＣＧＡＴＧＡＧ

Ｂａｄ 下游：ＴＴＧＴＣＧＣＡＴＣＴＧＴＧＴＴＧＣＡＧＴ
上游：ＴＧＡＡＧＡＣＡＧＧＧＧＣＣＴＴＴＴＴＧ

Ｂａｘ 下游：ＡＡＴＴＣＧＣＣＧＧＡＧＡＣＡＣＴＣＧ
上游：ＧＣＧＴＡＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 下游：ＡＣＴＴＧＡＡＧＴＡＡＧＡＴＡＣＧＧＡＧＧＧＣ
上游：ＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＴＣＡＧＴＣＣＧＣ

ＣｙｃｌｉｎＥ 下游：ＣＡＣＡＧＴＣＴＴＧＴＣＡＡＴＣＴＴＧＧＣＡ
上游：ＴＣＡＧＣＡＣＡＧＴＴＣＧＴＧＡＧＧＴＧ

ＣＤＫ４ 下游：ＴＣＣＡＴＣＡＧＣＣＧＴＡＣＡＡＣＡＴＴＧ

１．２．７　细胞转染试验　　ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞在
９６孔（或６孔）平板中以 １×１０５／ｍＬ的浓度培养。用
ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎＴＭＭａｘ转染试剂转染 ｍｉＲ１４５ａ５ｐｍｉｍｉｃ、
ｍｉＲ１４５ａ５ｐｍｉｍｉｃＮＣ、ｍｉＲ１４５ａ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｍｉＲ
１４５ａ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ。转染２４ｈ后，进行后续操作。
１．２．８　细胞增殖试验（ＣＣＫ８）　　在 ９６孔板中以
１×１０５／ｍＬ的浓度培养 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞，并根据
上述转染方法对其进行处理。转染处理２４ｈ后，向每
个孔中添加１０μＬＣＣＫ８试剂，并在３７℃下孵育２～
４ｈ，在多功能酶标仪上 ４９０ｎｍ处测量光密度值
Ｄ（４９０）。
１．３　统计学分析
　　ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件统计数据，数据以 珋ｘ±ｓ
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表示，采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　体内外ＨＢｘ表达鉴定
　　为了验证 ＨＢｘ是否成功转染到 １４１９细胞中，
通过 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９
细胞中 ＨＢｘ的表达。与 ＥＧＦＰ１４１９细胞和１４１９细
胞相比，ＨＢｘ在 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞中特异性表达

（图１Ａ、Ｃ、Ｅ）。ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也表明，
与正常组小鼠和ＥＧＦＰ组小鼠相比，ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９组
小鼠在３０、９０、１８０、３６０ｄ能稳定表达ＨＢｘ（图１Ｂ、Ｄ、Ｆ）。
２．２　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ，ｃＭｙｃ和 Ｋｒａｓ在 ３种细胞株中的

表达变化

　　与未转染 ＨＢｘ的１４１９细胞相比，ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞中ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的表达低于ＥＧＦＰ１４１９组和
１４１９组（图２Ａ），而ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的ｍＲＮＡ和蛋白质
的表达增加（图２）。
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Ａ、Ｃ、Ｅ：分别为ＨＢｘ在细胞内ｍＲＮＡ和蛋白的表达　　１：１４１９细胞株组；２：ＥＧＦＰ１４１９细胞株组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞株
组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，与１４１９组、ＥＧＦＰ１４１９组比较；Ｂ、Ｄ、Ｆ：分别为 ＨＢｘ在小鼠体内 ｍＲＮＡ和蛋白的表达 １：ＮＳ小鼠
组；２：ＥＧＦＰ１４１９小鼠组；３～６：分别为 ３０、９０、１８０、３６０ｄ的 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９小鼠组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，与 ＮＳ小鼠组、
ＥＧＦＰ１４１９小鼠组比较

图１　细胞株及小鼠ＨＢｘ的鉴定
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１：１４１９细胞株组；２：ＥＧＦＰ１４１９细胞株组；３：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞株组；ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与１４１９组、ＥＧＦＰ１４１９组比
较。Ａ：ｍｉＲ１４５ａ５ｐ、ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的ｍＲＮＡ表达；Ｂ、Ｃ：ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的蛋白表达及半定量分析

图２　ｍｉＲ１４５，ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ在３种细胞株中的表达
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２．３　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ，ｃＭｙｃ和 Ｋｒａｓ在 ＨＢｘ小鼠不同时
间时期的表达变化

　　与未转染 ＨＢｘ的小鼠相比，ｍｉＲ１４５ａ５ｐ在 ＨＢｘ
小鼠中的表达低于正常组和对照组，并且其表达随时

间下降（图 ３Ａ）。ｃＭｙｃ的 ｍＲＮＡ表达在第 ３０和 ９０
天，与对照组和盐水组相比无统计学意义，而第１８０和
３６０天时其表达明显高于对照组和盐水组（图 ３Ａ）。
然而，Ｋｒａｓ的ｍＲＮＡ表达在３０、９０、１８０ｄ时，低于盐水
组和对照组，但在第３６０天显着高于盐水组和对照组
（图３Ａ）。在对ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ蛋白表达进行检测时发
现，在３０、９０、１８０、３６０ｄ的蛋白表达均高于盐水组和
对照组（图 ３Ｂ、Ｃ）。表明 ＨＢｘ可以在体内和体外将
ｍｉＲ１４５ａ５ｐ维持在较低水平，从而降低 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ
对ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的调节作用，并促进原癌基因 ｃＭｙｃ
和Ｋｒａｓ的表达。

２．４　小鼠肝脏组织肿瘤鉴定
　　观察３６０ｄ的ＨＢｘ小鼠肝脏组织时，发现一些小
鼠有肉眼可见的直径约１ｃｍ的结节性病变从肝脏表
面突出。ＨＥ染色结果显示，肝小叶结构基本消失，肝细
胞异型增生且大小不一，核染色质浓染及多核（图４）。
２．５　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的上调抑制了 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细

胞的增殖以及ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的表达
　　首先检测 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ，ｃＭｙｃ和 Ｋｒａｓ的表达，结
果表明，ｍｉＲ１４５ａ５ｐ模拟物已成功转染到 ＨＢｘＥＧ
ＦＰ１４１９细胞和 ＨＢｘ小鼠中。与对照组相比，ｍｉＲ
１４５ａ５ｐ的表达量升高可逆转由 ＨＢｘ引起的体外（图
５Ａ～Ｇ）和体内（图６）ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、细胞周期因子和凋
亡因子的异常表达。ＣＣＫ８结果表明，ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的
过表达可以抑制ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞的增殖（图５Ｈ）。
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０．００１，与ＮＳ小鼠组、ＥＧＦＰ１４１９小鼠组比较。
Ａ：ｍｉＲ１４５ａ５ｐ、ｃＭｙｃ和ＫｒａｓｍＲＮＡ在各组ＨＢｘ小鼠中的表达；Ｂ、Ｃ：ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ蛋白在各组小鼠中的表达及半定量分析。

图３　小鼠感染ＨＢｘ后不同时期ｍｉＲ１４５、ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ表达变化
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Ａ：肝肿瘤组织照片；Ｂ：正常肝组织；Ｃ：肝癌组织

图４　小鼠肝脏组织肿瘤的鉴定结果
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２．６　下调ｍｉＲ１４５ａ５ｐ可促进ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞
增殖以及ｃＭｙｃ和Ｋｒａｓ的表达

　　与对照组相比，ｍｉＲ１４５的体外表达量降低可促
进由 ＨＢｘ引起的体外（图 ７Ａ～Ｇ）和体内（图 ８）

ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、细胞周期因子和凋亡因子的异常表达。
ＣＣＫ８结果表明，ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的低表达可以促进ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９细胞的增殖（图７Ｈ）。
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１：ｍｉｍｉｃｓｍｉＲ１４５＋ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；２：ｍｉｍｉｃｓＮＣｍｉＲ１４５＋ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；３：Ｅｎｄｏ
Ｆｅｃｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；４：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ｍｉｍｉｃｓｍｉＲ１４５＋ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎ＋
ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组比较。
Ａ：ｍｉＲ１４５、ｃＭｙｃ和ＫｒａｓｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｂｃｌ２、Ｂａｄ和ＢａｘｍＲＮＡ表达；Ｃ：ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ表达；Ｄ～Ｇ：ｃＭｙｃ、
Ｋｒａｓ、Ｂｃｌ２、Ｂａｄ、Ｂａｘ、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达及半定量分析；Ｈ：转染 ｍｉｍｉｃｓｍｉＲ１４５后 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细
胞活力。

图５　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ模拟物在体外的作用
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１：ＨＢｘ１８０ｄａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５小鼠组；２：ＨＢｘ１８０ｄａｇｏｍｉｒＮＣｍｉＲ１４５小鼠组；３：ＨＢｘ１８０ｄＮＳ；４：ＨＢｘ１８０ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，
ｃ：Ｐ＜０．００１，与ＨＢｘ１８０ｄａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５小鼠组比较
Ａ：ｍｉＲ１４５、ｃＭｙｃ和ＫｒａｓｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｂｃｌ２、Ｂａｄ和 ＢａｘｍＲＮＡ表达；Ｃ：ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１的 ｍＲＮＡ表达；Ｄ～Ｇ：
ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、Ｂｃｌ２、Ｂａｄ、Ｂａｘ、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达及半定量分析。

图６　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ模拟物在体内的作用
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１：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｍｉＲ１４５＋ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；２：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣｍｉＲ１４５＋ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；３：Ｅｎｄ
ｏＦｅｃｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；４：ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｍｉＲ１４５＋ＥｎｄｏＦｅｃ
ｔｉｎ＋ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞组比较。
Ａ：ｍｉＲ１４５、ｃＭｙｃ和ＫｒａｓｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｂｃｌ２、Ｂａｄ和 ＢａｘｍＲＮＡ表达；Ｃ：ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１的 ｍＲＮＡ表达；Ｄ～Ｇ：
ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、Ｂｃｌ２、Ｂａｄ、Ｂａｘ、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达及半定量分析；Ｈ：转染 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｍｉＲ１４５后 ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞活力

图７　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ抑制剂在体外的作用
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１：ＨＢｘ１８０ｄａｎｔａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５小鼠组；２：ＨＢｘ１８０ｄａｎｔａｇｏｍｉｒＮＣｍｉＲ１４５小鼠组；３：ＨＢｘ１８０ｄＮＳ；４：ＨＢｘ１８０ｄ；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜
０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ＨＢｘ１８０ｄａｎｔａｇｏｍｉｒｍｉＲ１４５小鼠组比较。
Ａ：ｍｉＲ１４５、ｃＭｙｃ和ＫｒａｓｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｂｃｌ２、Ｂａｄ和 ＢａｘｍＲＮＡ表达；Ｃ：ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１的 ｍＲＮＡ表达；Ｄ～Ｇ：
ｃＭｙｃ、Ｋｒａｓ、Ｂｃｌ２、Ｂａｄ、Ｂａｘ、ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达及半定量分析。

图８　ｍｉＲ１４５ａ５ｐ抑制剂在体内的作用

３　讨论

　　这项研究结果显示，当 ＨＢｘ显着上调时，它会导
致肝癌的发生。ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的表达在 ＨＢｘＥＧＦＰ１４
１９细胞和ＨＢｘ小鼠中均被下调。ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的表达
随转染 ＨＢｘ时间的增长而降低。而当过表达 ｍｉＲ
１４５ａ５ｐ时可抑制 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞的增殖，下调
ｍｉＲ１４５ａ５ｐ则可促进 ＨＢｘＥＧＦＰ１４１９细胞的增殖。

机制研究表明，可能通过 ＨＢｘｍｉＲ１４５ａ５ｐｃＭｙｃ／
Ｋｒａｓ轴促进ＨＣＣ的形成。
　　ＨＢＶ在 ＨＣＣ的发生和发展中起着重要作用［１５］。

在ＨＢＶ感染过程中，适应性免疫从免疫耐受转变为进
行性免疫刺激，经过失活，激活和疲惫后，它会触发免

疫反应疾病因子［１６］。ＨＢｘ是ＨＢＶ病毒中的关键基因
片段，可干扰多种细胞过程，例如氧化，ＤＮＡ修复，信
号转导，转录，蛋白质降解，细胞周期进程和凋亡。

９５７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）



ＨＢｘ的致癌因素可能是 ＨＢｘ介导的转录反式激活和
信号通路［１７］。ＨＣＣ具有较高的发病率和死亡率，当前
有效的潜在治疗方法仍然仅限于手术切除和肝移植，

给社会带来了沉重的负担［１８］。在 ＨＣＣ的早期筛查
中，并非总是能够找到最广泛使用的肝癌生物标志物
ＡＦＰ（甲胎蛋白）。因此，迫切需要寻找新的诊断和特
异性生物标志物用于靶向治疗［１９］。

　　ＭｉＲＮＡ失调可导致多种癌症并影响细胞稳
态［２０］。ＭｉＲ１４５可用于临床疾病的诊断，ＦＵ等［２１］检

测结核病患者血清中 ｍｉＲ１４５的表达，并通过绘制特
定的受体曲线来评估 ｍｉＲ１４５的诊断准确性。ＨＥ
等［２２］研究显示，抗ｍｉＲ１４５和减活 ｍｉＲ１４５均会触发
小鼠肝脏的代谢性炎症。这从一定角度解释了 ＨＢｘ
小鼠在老年期出现肝癌：ｍｉＲ１４５在老年 ＨＢｘ小鼠中
表达较低，从而导致了代谢性肝炎和ＨＣＣ。
　　为了了解ＨＢｘ是否可以通过调控ｍｉＲ１４５ａ５ｐ表
达导致肝癌的发生，我们使用两种不同的方法：抑制

ｍｉＲ１４５ａ５ｐ表达和过表达 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ。结果表明，
抑制ｍｉＲ１４５５ｐ会导致细胞增殖和周期加快，细胞凋
亡减慢以及肿瘤因子的过度表达。而 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的
过表达结果则与抑制ｍｉＲ１４５ａ５ｐ相反。
　　作为ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的靶基因之一，ｃＭｙｃ已被证明
为一种癌蛋白，在多种癌症（包括ＨＣＣ）和预后中均高
度表达［２３－２４］。在动物实验中发现，ｃＭｙｃ的过度表达
可导致低分化 ＨＣＣ的发生。目前，ｃＭｙｃ被认为是
“不可治疗的”［２５

－２６］。而 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ的另外一个靶
基因Ｋｒａｓ在人类肝癌中突变被认为是最高的过度表
达，Ｋｒａｓ属于 Ｒａｓ家族，ＨＣＣ中发现 Ｒａｓ通路均被激
活［２７］。ＹＥ等［２８］在转基因的 ＡｌｂＣｒｅ；ＫｒａｓＧ１２Ｄ小
鼠中发现肝细胞特异性 ＫｒａｓＧ１２Ｄ的表达可引起小鼠
肝细胞癌，而在 ＫｒａｓＧ１２Ｄ和 ＨＢｘ双转基因小鼠中，
ＨＢｘ的共表达促进了ＫｒａｓＧ１２Ｄ诱导的ＨＣＣ的发生和
发展。以上研究表明，寻找 ｃＭｙｃ和 Ｋｒａｓ的上游调控
因子可以抑制ＨＣＣ的发生发展。
　　然而，基于 ｍｉＲＮＡ的疗法的实施仍面临重大挑
战，主要是解决ｍｉＲＮＡ模拟物／抑制剂被循环ＲＮＡ酶
破坏并将ｍｉＲＮＡ准确地递送至病灶的问题。随着美
国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准首个用于治疗可
损害心脏和神经功能的罕见疾病的 ＲＮＡｉ药物 ｐａｔｉｓｉ
ｒａ，核酸药物已成为临床事实，也为核酸药物的临床应
用带来了曙光［２９］。随着新型冠状病毒的全球流行，

ＲＮＡ疫苗的研究也越来越多［３０－３１］。

　　综上所述，本研究通过观测 ｍｉＲ１４５ａ５ｐ在 ＨＢｘ
ＥＧＦＰ１４１９细胞和 ＨＢｘ小鼠中的生物学功能，为
ｍｉＲ１４５ａ５ｐ作为肝癌的诊断物和靶向治疗奠定了基

础，ｍｉＲＮＡ可能是今后在 ＨＣＣ进程中进行研究和干
预的新方向。
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