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ｍｉＲ５７６５ｐ调控ＥＭＴ进程抑制肝癌细胞迁移和侵袭

崔　琦，王余彦，卢映君，曾爱中　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院感染科

　　［摘要］　目的　探究 ｍｉＲ５７６５ｐ调控上皮细胞间充质转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）进程在肝癌细胞迁移和侵袭中的影响。方法　采用ＲＴｑＰＣＲ检测重庆医科大学附属第一医院肝
胆外科２０２０年６月至２０２１年１月行肝癌切除术的２７例患者的肝细胞癌组织（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）和癌旁组织，同时检测了肝癌细胞株和正常人肝细胞的 ｍｉＲ５７６５ｐ表达水平。将 ｍｉＲ５７６５ｐ类
似物／阴性对照（ｍｉＲ５７６５ｐｍｉｍｉｃｓ／ｍｉｍｉｃｓＮＣ）转染到ｈｅｐＧ２作为过表达组（ｍｉｍｉｃｓ组）和过表达对照
组（ｍｉｍｉｃｓＮＣ组）；将ｍｉＲ５７６５ｐ抑制剂／阴性对照（ｍｉＲ５７６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）转染至ＳＭＭＣ
７７２１中作为去表达组（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）及去表达对照组（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组）。用ＣＣＫ８和ＥＤＵ检测细胞增殖
能力；划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验测定各组细胞侵袭和迁移能力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｓｎａｉｌ蛋白表达水平变化。结果　ｍｉＲ５７６５ｐ在肝细胞癌组织中较配对癌旁组
织表达明显下降（Ｐ＜０．００１），在肝癌细胞株中较正常人肝细胞表达偏低（Ｐ＜０．００１）。ＳＭＭＣ７７２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组较ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组增殖能力增强（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１），伤口愈合率显著增强（Ｐ＜０．００１），ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁
移和侵袭穿孔细胞数明显增加（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１）。ｍｉｍｉｃｓ组较过表达对照组增殖能力减弱（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０１），伤口愈合率显著降低（Ｐ＜０．０１），迁移和侵袭穿孔细胞数明显减少（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１）。ｍｉＲ５７６５ｐ
过表达组与其对照组比较，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达显著增加，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｓｎａｉｌ蛋白表达明显减少（Ｐ＜０．００１，
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ５７６５ｐ去表达则发生相反的变化（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ５７６５ｐ
抑制肝癌细胞的增殖，同时阻碍ＥＭＴ进程，抑制肝癌细胞侵袭和迁移。
　　［关键词］　ｍｉＲ５７６５ｐ；肝癌；上皮间质转化
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ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍａｔｃｈｅｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．００１），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ５７６５ｐｗａｓｌｏｗｅｒｉｎＨＣＣ
ｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈａｔｏｆｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．００１）．ＳＭＭＣ７７２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｈａｄｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｃａｐａｃｉｔｙ（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅ（Ｐ＜０．００１）ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｐｅｒｆｏｒａｔｅｄｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１），ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄＮＣｇｒｏｕｐ．
ＨｅｐＧ２ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｈａｄｌｏｗｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ
ｒａｔｅ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｆｅｗｅｒｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｐｅｒｆｏｒａｔｅｄｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅｍｉｍｉｃｓＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）在全球
常见的癌症死亡原因中居第四位［１］。由于缺乏有效

的早期检测手段和有力的治疗方案，导致肝细胞癌预

后较差［２］。研究肝细胞癌的发病机制及侵袭转移过

程，发现新的诊断和治疗靶点是现阶段的研究重点。

　　ｍｉＲＮＡ是一种具有组织特异性的、高度保守的、
非蛋白质编码的小分子 ＲＮＡ［３］。ｍｉＲＮＡ可识别特异
的靶基因，且与其３’端非编码区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，
ＵＴＲ）上结合位点结合，携带ＲＮＡ诱导沉默复合物，达
到抑制转录、切割或降解 ｍＲＮＡ作用［４］。近年来，因

为ｍｉＲＮＡ对基因表达的影响，在身体组织和体液中稳
健存在的特性以及它们作为疾病生物标志物的潜在用

途，ｍｉＲＮＡ已成为基础和转化医学研究的热门领域［５］。

较多研究证明，ｍｉＲＮＡ在癌症中通过控制抑癌基因和
原癌基因的表达来参与细胞增殖和凋亡的调节［６］。

　　上皮细胞间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是上皮细胞去分化为间充质表型的一
种多步骤的生物学过程。ＥＭＴ是上皮细胞来源的恶
性肿瘤细胞发生远处转移的重要驱动因素，而肝细胞

是具有高度特化形态的上皮细胞［７］。因此，ＥＭＴ在
ＨＣＣ肝内和肝外转移中起着关键作用［８］。在 ＥＭＴ期
间，上皮形态的丧失表现为上皮标志物减少，这与

ＨＣＣ去分化一致［９］。在ＥＭＴ过程中，中间细丝系统（Ｋ８、
Ｋ１８、Ｋ１９）的黏附连接组分 Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）
和细胞角蛋白表达减少，而间充质蛋白［如 Ｎ钙粘蛋
白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、成纤维
细胞特异性蛋白（ＦＳＰ１）］和 ＥＭＴ转录因子（ＥＭＴ
ＴＦｓ）、锌指转录因子（ｎａｉｌ）、Ｔｗｉｓｔ和 Ｅ盒结合锌指蛋
白 （ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＥｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｈｏｍｅｏｂｏｘ，ＺＥＢ）的表达
增加［１０］。

　　已有相关研究阐述了 ｍｉＲ５７６５ｐ对结直肠

癌［１１］、食管鳞状细胞癌［１２］、胃癌细胞［１３］在增殖、迁移、

凋亡等恶行表型上的影响，但 ｍｉＲ５７６５ｐ对 ＨＣＣ细
胞增殖、迁移和凋亡等方面的影响及其相关的分子机

制尚不明确。本研究将通过检测２７例肝细胞癌确诊
患者的癌组织及其癌旁组织、正常人肝细胞和肝癌细

胞株ｍｉＲ５７６５ｐ的表达水平，统计分析ｍｉＲ５７６５ｐ的
表达水平和临床特征的关系。通过将 ＳＭＭＣ７７２１转
染 ｍｉＲ５７６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｈｅｐＧ２转染 ｍｉＲ５７６５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ，探讨其增殖、迁移和侵袭的影响以及对ＥＭＴ的
调控作用，为阐明肝细胞癌的发病机制和探索诊疗新靶

点提供线索。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　临床样本　　从重庆医科大学附属第一医院
肝胆外科２０２０年６月至２０２１年１月行肝癌切除术的
２７名手术患者中收集 ＨＣＣ样本及其配对癌旁组织，
癌旁组织取肿瘤边缘＞１ｃｍ（远癌旁）范围的肝组织。
所有患者病理诊断为肝细胞癌。在手术治疗前接受免

疫治疗、化疗或放疗的患者被排除在外。该研究获得

重庆医科大学第一附属医院伦理委员会的批准（２０２２
Ｋ８５）。
１．１．２　试剂　　ＭｉＲ５７６５ｐ类似物、抑制剂及对应
阴性对照均由广州锐博生物技术有限公司合成构建，

ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＭｉｒＸｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ和
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒均购自日本 ＴＡＫＡＲＡ公司，
ＣＣＫ８试剂盒购自美国 ＭＣＥ公司，ＥＤＵ试剂盒购自中
国碧云天公司，０．８μｍＴｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国ｃｏｒｎｉｎｇ
公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ（基底胶）购自美国ＢＤ公司，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｓｎａｉｌ单克隆抗体购自中国武汉三鹰公
司，胎牛血清购自以色列 ＢＩ公司，ＤＭＥＭ培养基购自

７６３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）



美国Ｇｉｂｃｏ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及转染　　所有细胞株由重庆医科
大学传染病与寄生虫病学重点实验室购买和储存。细

胞用９０％ＤＭＥＭ高糖加 １０％ ＦＢＳ培养，于细胞孵箱
生长（３７℃，５％ＣＯ２）。取对数生长期细胞接种适量
细胞数于 ６孔板，待其密度长至 ７０％左右，按
ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰＲｅａｇｅｎｔ说明书转染 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ／
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和对应阴性对照。ＳＭＭＣ７７２１转染 ｍｉＲ５７６
５ｐ抑制剂／阴性对照（ｍｉＲ５７６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ）
作为去表达组及其对照组；ｈｅｐＧ２转染 ｍｉＲ５７６５ｐ类
似物／阴性对照（ｍｉＲ５７６５ｐｍｉｍｉｃｓ／ｍｉｍｉｃｓＮＣ）作为
过表达组及其对照组。

１．２．１　ＲＴｑＰＣＲ　　采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组细胞
总ＲＮＡ，取１μｇ按照ＭｉｒＸｍｉＲＮＡＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
反转录试剂盒（加尾法）操作手册反转录合成 ｃＤＮＡ。
采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒进行 ＲＴｑＰＣＲ，Ｕ６
ｓｎＲＮＡ作为内参，反应条件为：９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃
５ｓ，６０℃２０ｓ，４０个循环，９５℃６０ｓ，５５℃３０ｓ，９５℃
３０ｓ。每个样品做 ３个复孔，反应结束后，采用 ２－ΔΔＣｔ

法计算并分析实验结果，扩增引物见表１。

表１　扩增引物序列

引物名称 序列（５′→３′）
ｍｉｒ５７６５ｐ特异引物 ＧＣＧＣＧＡＴＴＣＴＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＣＧＴＣＴＴＴ
反向：Ｕ６ ＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧ
正向：Ｕ６ ＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴＡＧＣ

１．２．３　ＣＣＫ８　 　 将 ＳＭＭＣ７７２１按 ｍｉＲ５７６５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ，ｈｅｐＧ２按 ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉｍｉｃｓＮＣ分
组种入９６孔板中，在３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ，
将培养板取出，在每个孔中添加１０μＬＣＣＫ８试剂，培
养１ｈ。在波长４５０ｎｍ下，酶标仪检测每个孔的Ｄ（４５０）
值。

１．２．４　ＥＤＵ　　配置 ＥＤＵ工作液：按说明书用培养
基１∶５００稀释ＥＤＵ试剂；在每孔中按１∶１加入原有培
养基和ＥＤＵ工作液。孵箱孵育 ２ｈ后，用 ４％多聚甲
醛在常温下固定１５ｍｉｎ；洗涤３次；加入适量通透液，
室温下孵育２０ｍｉｎ；洗涤２次；每孔加入２００μＬ按使
用说明配制ｃｌｉｃｋ反应液，避光下室温孵育３０ｍｉｎ；洗
涤３次。用荧光显微镜观察拍照，ＩｍａｇｅＪ软件测定平
均荧光强度。

１．２．５　划痕实验　　用记号笔在６孔板后，均匀画５条
横线；将适量细胞接种至６孔板，按分组进行转染；待
其长满，用１０μＬ枪头垂直于画线划痕；ＰＢＳ液洗３次，
无血清培养基继续培养，用显微镜拍照。孵箱培养

２４ｈ后再次拍照，ＩｍａｇｅＪ软件测量划痕面积，计算伤

口愈合比。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭和迁移能力　　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验：胰酶消化已转染满２４ｈ的细胞，
离心后用无血清培养基重悬，计数，稀释细胞悬液至合

适浓度。每个小室上层加入１００μＬ细胞悬液，下层加
入６００μＬ完全培养基，细胞孵箱中孵育２４ｈ。拿出小
室吸干液体，在甲醛中固定３０ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液清洗两遍，擦净小室上层细胞。用
显微镜拍照观察，ＩｍａｇｅＪ软件计数。
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验：无血清培养基以 １∶８的比例
稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，铺被至小室中，其余步骤同
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验相同。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ
蛋白表达　　加入适量ＲＩＰＡ裂解液处理３～５ｍｉｎ，细
胞刮刀将细胞刮到ＥＰ管中；冰上吹打，裂解反应３０ｍｉｎ；
４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清总蛋白液入。
依照ＢＣＡ蛋白测定试剂盒操作说明检测蛋白浓度。
５×蛋白上样缓冲液与蛋白溶液按 １∶４混合，１００℃恒
温变性１５ｍｉｎ。制胶，上样电泳，待溴酚蓝出现终止电
泳。转膜；脱脂牛奶封闭３０ｍｉｎ；分别加入 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
（１∶１０００）、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶１０００）、ｓｎａｉｌ（１∶１０００）和
ａｃｔｉｎ（１∶２０００）一抗，４℃下摇床过夜；洗膜，室温孵育
稀释二抗３０ｍｉｎ；ＴＢＳＴ洗膜３次。避光将 ＥＣＬ化学
发光液加入显影剂显影。ＩｍａｇｅＪ软件分析条带的灰
度值，计算蛋白表达水平。

１．３　统计学分析
　　计量资料均以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０
软件进行统计学分析，两两配对比较采用配对ｔ检验，
两组间比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｍｉＲ５７６５ｐ在ＨＣＣ组织和肝癌细胞中表达下调
　　ＲＴｑＰＣＲ检测发现癌旁组织较肝癌组织表达量
著升高（Ｐ＜０．００１，图１）。２７例患者标本的 ｍｉＲ５７６
５ｐ表达量在年龄、性别、分化程度、有无乙肝、有无肝
硬化、有无肿瘤远处转移、有无微血管管癌栓

（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎ，ＭＶＩ）等方面无显著性差异，但
在肿瘤大小、肿瘤个数方面均有明显差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．００１，表２）。运用 ＰＣＲ技术检测正常人肝细胞
ＭＩＨＡ和４种肝癌细胞株 ｈｅｐＧ２、ＳＭＭＣ７７２１、ｈｅｐ３Ｂ、
Ｈｕｈ７中 ｍｉＲ５７６５ｐ的表达，ｍｉＲ５７６５ｐ在 ＭＩＨＡ中
表达水平较高，肝癌细胞系中表达显著降低（Ｐ＜０．００１，
图１Ｂ）。在肝癌细胞系中 ＳＭＭＣ７７２１表达量较高，
ｈｅｐＧ２表达量较低，后续体外实验将 ＳＭＭＣ７７２１去表
达ｍｉＲ５７６５ｐ，而ｈｅｐＧ２过表达ｍｉＲ５７６５ｐ。

８６３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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细胞系

Ａ：通过ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ５７６５ｐ在２７组成对的ＨＣＣ组织中的表达（ｎ＝２７）；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ５７６５ｐ在ＭＩＨＡ细胞和
ＨＣＣ细胞系中的表达（ｎ＝５）　ａ：Ｐ＜０．００１，与癌旁组织组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＭＩＨＡ细胞比较

图１　ｍｉＲ５７６５ｐ在ＨＣＣ组织和细胞系中的表达　（珋ｘ±ｓ）

表２　ｍｉＲ５７６５ｐ的表达水平同临床参数之间的相关性 （珋ｘ±ｓ）

临床特征 ｎ
ｍｉＲ５７６５ｐ
相对表达量

Ｐ

组织 ０．００１
癌旁组织 ２７ ３．７０８±４．０６６
癌组织 ２７ １．３８４±２．０５３
性别 ０．６８６
　男 ２３ １．１９９±１．８５８
　女 ４ ０．７９７±１．４９４
年龄／岁 ０．５１３
　≤６０ １８ ０．９７６±１．２６９
　＞６０ ９ １．４６６±２．６０７
肿瘤大小／ｃｍ ０．０２４
　＜５ １５ １．７８４±２．１４１
　≥５ １２ ０．３３３±０．６７２
分化程度 ０．４５５
　中 ２２ １．１６３±１．８９０
　低 ５ ０．１９７±０．１６４
肿瘤数／个 ０．０００
　１ ２１ １．４５４±１．９２１
　≥２ ６ ０．０３９±０．０３７
乙肝 ０．２９６
　无 ７ ２．０４９±２．７７４
　有 ２０ ０．８２１±１．２４０
肝硬化 ０．４１５
　无 １１ ２．９２０±３．８０３
　有 １６ ４．２５０±４．２７２
转移 ０．１０１
　无 ２２ ０．６５８±１．１０１
　有 ５ ３．２５９±２．７４６
微血管管癌栓 ０．９３１
　无 １４ １．１１０±１．６３７
　有 １３ １．１７１±２．００６

２．２　ｍｉＲ５７６５ｐ在肝癌细胞中抑制增殖
　　ＣＣＫ８实验结果表明，ＳＭＭＣ７７２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组 Ｄ（４５０）值明显增大（Ｐ＜０．００１），而
ｈｅｐＧ２ｍｉｍｉｃｓ组，与ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，Ｄ（４５０）值显著
减低（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。ＥＤＵ细胞增殖实验后，荧光强
度测量结果进一步验证了 ＣＣＫ８的实验结果，揭示了
ｍｉＲ５７６５ｐ对肝癌细胞增殖的抑制作用（图２Ｂ、Ｃ）。
２．３　ｍｉＲ５７６５ｐ在肝癌细胞中抑制迁移和侵袭
　　划痕实验结果可见，划痕 ２４ｈ时 ＳＭＭＣ７７２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组伤口愈合比显著强于 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组（Ｐ＜
０．００１），同时ｈｅｐＧ２ｍｉｍｉｃｓ组伤口愈合比低于 ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图３），提示ｍｉＲ５７６５Ｐ对肝癌细胞迁
移有抑制作用。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移／侵袭实验中 ＳＭＭＣ
７７２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞穿孔数均明显多于 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ
组（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１），而 ｈｅｐＧ２ｍｉｍｉｃｓ组细胞穿孔
数均明显少于ｍｉｍｉｃｓＮＣ组（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１，图４），
进一步验证了ｍｉＲ５７６５ｐ对 ＨＣＣ细胞迁移侵袭的抑
制作用。

２．４　ｍｉＲ５７６５ｐ对肝癌细胞ＥＭＴ的影响
　　蛋白质印迹分析结果表明，过表达的 ｍｉＲ５７６５ｐ
增强了上皮标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，但降低了间充
质标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和ｓｎａｉｌ的表达（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０５）。相反，ｍｉＲ５７６５ｐ的去表达下调了Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达，但上调了 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，ｓｎａｉｌ的表达（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１，图５）。

９６３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）
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图５　ｍｉＲ５７６５ｐ在肝癌细胞中对ＥＭＴ的阻碍作用

３　讨论

　　目前，ＨＣＣ治疗预后较差，即使手术切除术后，复
发率也居高不下，而肿瘤复发和转移是影响ＨＣＣ疗效
的重要因素。因此，抑制肿瘤侵袭和迁移是ＨＣＣ治疗
有效的策略，充分探索肿瘤细胞的侵袭转移机制，是寻

找有效治疗手段的必要过程［１２］。

　　近年来，许多研究证实ｍｉＲＮＡ在肿瘤的生长转移
过程中发挥着重要的作用［１４］。研究表明 ｍｉＲＮＡ在肝
细胞癌的发生发展中有一定的作用。已有研究者发现

ｍｉＲ２１表达的持续失调和相关细胞功能障碍可加速
肝癌的发展［１５］。另有研究证实，ｍｉＲ５９７５ｐ通过靶向
ＴＥＡＤ１对肝癌细胞的恶性表型具有促进抑制作
用［１６］。本研究探索了 ｍｉＲ５７６５ｐ在肝细胞癌中的作
用，通过检测２７例肝细胞癌确诊患者的癌组织及其癌
旁组织、正常人肝细胞和肝癌细胞株 ｍｉＲ５７６５ｐ的表
达水平，统计分析ｍｉＲ５７６５ｐ的表达水平和临床特征
的关系。ＳＭＭＣ７７２１转染 ｍｉＲ５７６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和
ｈｅｐＧ２转染 ｍｉＲ５７６５ｐｍｉｍｉｃｓ后，探讨其增殖、迁移
和侵袭的影响。

　　ＥＭＴ是指上皮细胞通过特定程序转化为具有间
质表型细胞的生物学过程，在此过程中，上皮细胞获得

间充质细胞的特征，细胞运动性和迁移能力增强 ［９］。

在肿瘤恶性进展过程中，肿瘤细胞劫持该过程，改变自

身细胞形态，进而增加其侵袭性和转移能力［１７］。ＥＭＴ
主要特征为上皮细胞标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的丢失和
间质细胞标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白和 ＥＭＴ转
录因子（ＥＭＴＴＦｓ）、ｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ和ＺＥＢ的表达增加。已
有较多证据表明，ｍｉＲＮＡｓ在肝癌 ＥＭＴ进程中发挥着
重要的调节作用，能促进或抑制肿瘤细胞的侵袭与转

移。有研究表明，ｍｉＲ２００家族能维持上皮表型，从而
促进 ＥＭＴ和 ＨＣＣ细胞侵袭［１８］。进一步研究表明，

ｐ５３在 ＨＣＣ进展过程中常受损，能上调 ｍｉＲ２００和
ｍｉＲ１９２家族成员，从而抑制 ＺＥＢ１／２表达和诱导
ＥＭＴ［１９］。ＭｉＲ１４８直接靶向 ｃＭｅｔ并抑制 Ｍｅｔ／Ｓｎａｉｌ
信号传导，因此在 ＨＣＣ中充当肿瘤抑制因子［２０］。同

样，ｍｉＲ４５１增加化疗和放射敏感性并通过靶向ｃＭｙｃ
逆转ＥＭＴ［７］。本研究发现，ｍｉＲ５７６５ｐｍｉｍｉｃｓ组，与
其对照组比较，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达增加，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
和ｓｎａｉｌ蛋白表达明显减少，抑制了 ＥＭＴ的进程。去
表达组相比其对照组，则产生相反的作用效果，两结果

相互印证。

　　本研究结果证实 ｍｉＲ５７６５ｐ在肝癌细胞中的作
用，ｍｉＲ５７６５ｐ在ＨＣＣ癌组织中较配对癌旁组织表达
明显下降，在肝癌细胞株中低表达。ＳＭＭＣ７７２１去表
达ｍｉＲ５７６５ｐ可加快 ＳＭＭＣ７７２１细胞 ＥＭＴ进程，促
进细胞的增殖、迁移和侵袭，而 ｈｅｐＧ２过表达 ｍｉＲ
５７６５ｐ会抑制肝癌细胞相关恶性表型，为肝细胞癌的

２７３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



临床靶向治疗提供新的靶点。

　　ｍｉＲ５７６５ｐ的靶基因鉴定是后续重要的工作。
ｍｉＲＮＡ主要通过与 ３′ＵＴＲ互补序列结合，诱导靶
ｍＲＮＡ的降解。通过分析软件预测 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡｓ
的３′ＵＴＲ区的结合位点，初步筛选出一批靶基因，其
中包括原癌基因ｃｍｙｃ、ＴＲＩＢ２、ａｓｐｈ等，还有与ＥＭＴ相
关基因ＺＥＢ１、ＴＷＩＳＴ１、ｓｎａｉｌ等。ｍｉＲ５７６５ｐ调控ＥＭＴ
其可能与重要肿瘤相关信号通路存在潜在联系，其机

制值得进一步探索，为肝癌靶向治疗的临床实践提供

新的线索。
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