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ｍｉＲＮＡ２１１通过 ＢＩＮ１介导肝癌细胞 ＰＤＬ１依赖的免疫逃逸研究

赵　亮１，艾尔哈提·胡赛音１，布祖克拉·阿布都艾尼２，尼加提江·艾比布拉１，亚力坤·赛来１　（１．新疆医科大学
第一附属医院全科医学科／普通外科，新疆 乌鲁木齐 ８３００５４；２．新疆医科大学第一附属医院重症二科，新疆 乌鲁木齐 ８３００５４）

［摘　要］　目的　探讨ｍｉＲ２１１对程序性死亡－配体１（ＰＤＬ１）介导的肝癌细胞免疫逃逸作用及其相关机制。方法　收集我
院１９例肝癌患者肿瘤组织，通过ｑＲＴＰＣＲ检测肝癌组织中ｍｉＲ２１１和ＰＤＬ１表达水平并分析两者的相关性。检测人肝癌ＨｅｐＧ２、
ＨＣＣＬＭ３细胞和人正常肝上皮细胞ＨＬ０２中ｍｉＲ２１１和ＰＤＬ１表达水平。将ＨｅｐＧ２细胞分为ｍｉＲＮＣ组（转染ｍｉＲＮＣ）、ｍｉＲ２１１
组（转染ｍｉＲ２１１），检测２组细胞中ｍｉＲ２１１和ＰＤＬ１表达水平以及ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率。采用荧光素酶报告基因实
验检测ｍｉＲ２１１和ＢＩＮ１的靶向关系。再将ＨｅｐＧ２细胞分为ｍｉＲＮＣ＋ｏｅＮＣ组（转染ｍｉＲＮＣ和ｏｅＮＣ）、ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组（转染
ｍｉＲ２１１和ｏｅＮＣ）及ｍｉＲ２１１＋ｏｅＢＩＮ１组（转染ｍｉＲ２１１和ｏｅＢＩＮ１），检测各组细胞中ｍｉＲ２１１、ＢＩＮ１和ＰＤＬ１表达及ＮＫ９２细胞
对肝癌细胞的杀伤率。结果　肝癌患者肿瘤组织中ｍｉＲ２１１和ＰＤＬ１表达呈正相关（ｒ＝０．６００７，Ｐ＝０．００１）。与ＨＬ０２细胞比较，
ＨｅｐＧ２和ＨＣＣＬＭ３细胞中ｍｉＲ２１１、ＰＤＬ１表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１组 ｍｉＲ２１１、ＰＤＬ１表达水平升高
（Ｐ＜０．０５），ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率降低（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ２１１靶向结合并抑制 ＢＩＮ１。与 ｍｉＲＮＣ＋ｏｅＮＣ组比较，
ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组ｍｉＲ２１１、ＰＤＬ１表达水平升高（Ｐ＜０．０５），ＢＩＮ１表达水平降低（Ｐ＜０．０５），ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率降低
（Ｐ＜０．０５）。与ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１＋ｏｅＢＩＮ１组 ＢＩＮ１表达水平升高（Ｐ＜０．０５），ＰＤＬ１表达水平降低（Ｐ＜０．０５），
ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率升高（Ｐ＜０．０５）。结论　在肝癌细胞中，ｍｉＲ２１１靶向抑制 ＢＩＮ１表达，从而促进 ＰＤＬ１依赖的免
疫逃逸。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是一种
原发性肝癌［１］，其具有高死亡率、强侵袭性、易转移、

高复发率和高致死率的特点，给患者及其家庭带来了

沉重的经济及精神负担，极大危害患者的生命健

康［２］。尽管肝癌的诊断与治疗已经取得了巨大的进

展，但由于肿瘤细胞的免疫逃逸，目前肝癌的治疗效果

及预后仍不容乐观。

随着高通量测序技术的发展，越来越多的非编码

ＲＮＡ被发现，其在表观遗传修饰中发挥重要作用，可
调控基因和染色体表达，从而影响细胞生长及分化，有

极大的研究价值。ｍｉＲＮＡ是生物体内长度为１７～２２个
核苷酸的高度保守的内源性非编码小分子 ＲＮＡ，可以
调控蛋白质的翻译过程［３］。ｍｉＲＮＡ２１１是一种
ｍｉＲＮＡ，近年来越来越多的研究报道 ｍｉＲ２１１与癌症
的发展相关。Ｈｕ等［４］的研究发现，结直肠癌患者的

血液中ｍｉＲ２２１显著增加，并且体液循环中的ｍｉＲ２１１
可作为诊断结直肠癌的敏感标志物；Ｃｈｅｎ等［５］发现，

与相邻非肿瘤组织相比，ｍｉＲ２１１在软骨肉瘤中的表
达显著增加，ｍｉＲ２１１过表达可促进软骨肉瘤细胞的
增殖、迁移和侵袭。

免疫逃逸是肿瘤细胞逃避免疫细胞杀伤的一种方

式，也是肿瘤细胞在体内进展的主要原因，通过改变自

身表型，降低免疫细胞对其识别能力，从而逃避免疫系

统的攻击［６］。程序性死亡因子１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，
ＰＤ１）／程序性死亡 －配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ１
ｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）信号通路可抑制 Ｔ细胞的增殖与活
化，是目前肿瘤免疫治疗的研究热点。研究表明，肿瘤

细胞中 ＰＤＬ１的异常表达会促进肿瘤细胞的免疫逃
逸，从而降低免疫治疗效果［７］。一些 ｍｉＲＮＡｓ可以通
过干扰免疫攻击相关分子的表达来影响癌症免疫监视

和免疫逃逸［８］。Ｙａｏ等［９］发现内质网应激诱导的外泌

体ｍｉＲ２７ａ３ｐ可以通过调节巨噬细胞中 ＰＤＬ１表达
促进乳腺癌细胞的免疫逃逸。有研究表明，ｍｉＲ２１１
与肝癌的发展相关，人体外周血循环中的 ｍｉＲ２１１水
平对于肝癌具有一定的诊断价值，并能预测肝癌患者

的预后［１０］。然而 ｍｉＲ２１１在调节肝癌发展中的作用
和潜在分子机制仍需进一步研究。本研究探讨肝癌细

胞中ｍｉＲ２１１能否通过ＰＤＬ１介导肿瘤细胞的免疫逃
逸，以期为肝癌的免疫治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　临床样本
收集２０１９年３月至２０２１年３月于我院接受手术

切除的１９例肝癌患者肿瘤组织，年龄４６～６１岁。纳
入标准：①符合肝癌诊断标准，且经病理学检查诊断为
肝癌；②未接受放、化疗等。排除标准：①凝血功能异
常；②并发其他恶性肿瘤；③心、肾、肺功能异常。术中
切除的新鲜标本置于 －８０℃冰箱保存。本研究经我
院医学伦理委员会审核批准（２０１９０１１６０２４），所有患
者家属均对本研究知情，并签署知情同意书。

１．２　细胞和主要试剂
人正常肝上皮细胞 ＨＬ０２、肝癌细胞株 ＨＣＣＬＭ３

和ＨｅｐＧ２购自中科院上海细胞库；ＮＫ９２细胞购自美
国ＡＴＣＣ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清购自美
国Ｇｉｂｏｃｏ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，ＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂购
自上海翌圣公司；ＮＫ细胞杀伤活性检测试剂购自美
国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＢＩＮ１ＷＴ（野生型）和 ＢＩＮ１ＭＵＴ（突
变型）质粒由南京金斯瑞生物科技有限公司利用生物

信息学数据库和 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计构建；过表达载
体阴性对照（ｏｅＮＣ）、ＢＩＮ１过表达载体（ｏｅＢＩＮ１）购
自武汉金开瑞生物工程有限公司；ＰＤＬ１抗体、ＢＩＮ１
抗体、ＧＡＰＤＨ抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司，ＰＤＬ１、
ｍｉＲ２１１、ＢＩＮ１、ＧＡＰＤＨ的引物由上海生工生物工程有
限公司合成。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　人正常肝上皮细胞ＨＬ０２、肝癌
细胞株ＨＣＣＬＭ３和ＨｅｐＧ２均使用含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，ＮＫ９２细胞培养于含２０％胎
牛血清及１％青链霉素混合液的Ｌ５００培养液中，并置
于３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养，同时根据细胞
生长密度更换新鲜的培养基，待细胞生长融合度为

８０％～９０％时进行消化和传代，并取对数生长期的细
胞进行后续实验。

１．３．２　细胞转染与分组　　取对数生长期的 ＨｅｐＧ２
细胞以３．５×１０６个／孔的密度接种于６孔板中，待细胞
生长融合度为８０％ ～９０％时，将细胞分为 ｍｉＲＮＣ组
（转染ｍｉＲＮＣ）、ｍｉＲ２１１组（转染ｍｉＲ２１１）、ｍｉＲＮＣ＋
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ｏｅＮＣ组（转染 ｍｉＲＮＣ和 ｏｅＮＣ）、ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ
组（转染 ｍｉＲ２１１和 ｏｅＮＣ）及 ｍｉＲ２１１＋ｏｅＢＩＮ１组
（转染ｍｉＲ２１１和ｏｅＢＩＮ１）。
１．３．３　ＮＫ细胞毒性实验　　按ＮＫ细胞杀伤活性检
测试剂盒说明书操作。以培养２４ｈ后的 ＮＫ９２细胞
为效应细胞，以经不同方式处理的ＨｅｐＧ２细胞为靶细
胞，６００ｇ离心５ｍｉｎ，并以ＰＢＳ洗涤２次，按２∶１、５∶１、
１０∶１效靶比加入９６孔板，每组设３个复孔，３７℃、５％
ＣＯ２培养箱继续培养３ｈ。加入１０μＬ裂解液继续培
养１ｈ，再次离心后吸上清转板，加反应底物并于室温
避光放置３０ｍｉｎ，加反应终止液终止反应，于酶标仪下
检测４５０ｎｍ波长处的ＯＤ值。计算细胞杀伤活性，实
验重复３次，取平均值。细胞杀伤率（％）＝（实验组
平均ＯＤ值－靶细胞自然释放组平均 ＯＤ值 －效应细
胞自然释放组平均 ＯＤ值）／（靶细胞最大释放组平均
ＯＤ值－靶细胞自然释放组平均ＯＤ值）×１００％。
１．３．４　荧光素酶报告基因实验　　通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
Ｈｕｍａｎｖｅｒ．７．２在线预测软件对ｍｉＲ２１１进行生物学分
析，根据实验设计分别将携带ＢＩＮ１ＷＴ和ＢＩＮ１ＭＵＴ的
质粒转染到经ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ２１１转染处理的 ＨｅｐＧ２细
胞中，常规培养２ｄ；按照荧光素酶检测试剂盒说明书，
采用酶标仪测定荧光素酶活性。相对荧光素酶活性＝
报告基因酶活性／海肾萤光素酶活性。
１．３．５　ｑＲＴＰＣＲ检测肿瘤组织或细胞中 ＰＤＬ１、
ｍｉＲ２１１、Ｂ１Ｎ１的表达　　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取肝癌
组织样本及肝癌细胞株 ＨＣＣＬＭ３和 ＨｅｐＧ２中的总
ＲＮＡ，酶标仪检测总 ＲＮＡ的纯度和含量。按照
ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书依次进行逆转录和 ｑＲＴＰＣＲ
实验，反应体系：ｃＤＮＡ模板 ２ｎｇ，上下游引物各
０．４μＬ，ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补充至
１０μＬ；反应条件：９５℃预变性 ３０ｓ，９５℃变性 ７ｓ，
５５℃退火３０ｓ，７２℃ １５ｓ，４０个循环周期，引物序列
见表１。采用２－△△Ｃｔ法计算ｍＲＮＡ的相对表达量。

表１　引物序列

基因 引物

ＧＡＰＤＨ 正向 ５ＡＡＴＧＧＧＣＡＧＣＣＧＴＴＡＧＧＡＡＡ３
反向 ５ＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣ３

ＰＤＬ１ 正向 ５ＴＴＧＣＴＧＡＡＣＧＣＣＣＣＡＴＡＣＡＡ３
反向 ５ＴＧＴＣＣＣＧＴＴＣＣＡＡＣＡＣＴＧＡＧ３

ｍｉＲ２１１ 正向 ５ＣＣＣＴＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＣＧＣＣＴＡ３
反向 ５ＧＧＧＡＡＧＴＧＡＣＡＡＣＴＧＡＧＣＡＣ３

ＢＩＮ１ 正向 ５ＧＧＣＴＧＣＧＣＡＧＡＡＡＧＡＡＧＡＡＣ３
反向 ５ＧＡＧＡＧＣＴＣＴＧＡＧＡＴＧＧＧＧＡＣ３

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肿瘤组织或细胞中 ＰＤＬ１、
ＢＩＮ１的表达　　收集各组细胞，使用 ＲＩＰＡ裂解液提

取总蛋白，通过ＢＣＡ法进行蛋白定量。样品变性后通
过ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳（１２０Ｖ，６０ｍｉｎ）分离，并将蛋
白转至ＰＶＤＦ膜（３００ｍＡ，５０ｍｉｎ）。５％脱脂牛奶４℃
封闭 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ５ｍｉｎ，３次，加入 ＰＤＬ１抗体
（１∶１０００）、ＢＩＮ１抗体（１∶１０００），４℃摇床孵育过夜。
ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ，３次，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗
（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ，５次。显影
曝光，使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析系统对蛋白条带的
灰度值进行分析。实验重复３次，取平均值。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件
进行数据分析。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数法分析 ＰＤＬ１
和ｍｉＲ２１１的相关性，符合正态分布的计量资料以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肝癌组织中ＰＤＬ１和ｍｉＲ２１１表达的相关性
肝癌组织中 ＰＤＬ１和 ｍｉＲ２１１的表达呈正相关

（ｒ＝０．６００７，Ｐ＝０．００１），见图１。

图１　肝癌组织中ＰＤＬ１和ｍｉＲ２１１表达的相关性分析

２．２　不同细胞中ＰＤＬ１和ｍｉＲ２１１的表达水平
与正常肝 ＨＬ０２细胞比较，肝癌 ＨＣＣＬＭ３和

ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ２１１和 ＰＤＬ１ｍＲＮＡ表达水平升
高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图 ２ａ。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＨＬ０２细胞比较，ＨＣＣＬＭ３
和ＨｅｐＧ２细胞中ＰＤＬ１蛋白表达水平升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２ｂ。因此，选择ｍｉＲ２１１相
对表达水平较低的ＨｅｐＧ２细胞进行后续实验。
２．３　过表达ｍｉＲ２１１促进肝癌细胞中ＰＤＬ１表达

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与 ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１
组ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ２１１和 ＰＤＬ１ｍＲＮＡ表达水平
升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图 ３ａ。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１组
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ＨｅｐＧ２细胞中ＰＤＬ１蛋白表达水平升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），见图３ｂ。
２．４　过表达ｍｉＲ２１１降低 ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的

杀伤率

　　ＮＫ细胞毒性实验结果显示，与 ｍｉＲＮＣ组比较，
ｍｉＲ２１１组 ＨｅｐＧ２细胞在不同 ＮＫ９２∶ＨｅｐＧ２效靶比
时 ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率均显著降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　ｍｉＲ２１１靶向ＢＩＮ１

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＨｕｍａｎｖｅｒ．７．２在线预测软件结果显
示，ｍｉＲ２１１的潜在靶点为 ＢＩＮ１，见图 ５ａ。ｑＲＴＰＣＲ
结果显示，与 ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１组 ＨｅｐＧ２细胞
中ＢＩＮ１ｍＲＮＡ表达水平降低，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见图５ｂ。荧光素酶报告基因检测结果显
示，与ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１组ＨｅｐＧ２细胞在ＢＩＮ１
ＷＴ中荧光素酶活性降低（Ｐ＜０．０５），而在 ＢＩＮ１ＭＵＴ
中荧光素酶活性无显著变化（Ｐ＞０．０５），见图５ｃ。
２．６　过表达ＢＩＮ１逆转ｍｉＲ２１１对肝癌细胞ＰＤＬ１表

达的促进作用

　　ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ｍｉＲＮＣ＋
ｏｅＮＣ组比较，ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组ＨｅｐＧ２细胞ｍｉＲ２１１
和ＰＤＬ１表达水平升高，ＢＩＮ１表达水平降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组比较，
ｍｉＲ２１１＋ｏｅＢＩＮ１组 ＨｅｐＧ２细胞 ＢＩＮ１表达水平升
高，ＰＤＬ１表达水平降低（Ｐ＜０．０５），而 ｍｉＲ２１１表达
水平无显著变化（Ｐ＞０．０５），见图６。

ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２１１和ＰＤＬ１ｍＲＮＡ表达水平；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＬ１蛋白表达水平　：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜０．００１
图２　ＨＬ０２、ＨＣＣＬＭ３、ＨｅｐＧ２细胞中ＰＤＬ１和ｍｉＲ２１１表达水平比较

ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２１１和ＰＤＬ１ｍＲＮＡ表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＬ１蛋白表达　：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜０．０１；：Ｐ＜０．００１
图３　ＨｅｐＧ２细胞中过表达ｍｉＲ２１１对ＰＤＬ１的影响

：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜０．０１
图４　过表达ｍｉＲ２１１降低ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率

ａ：ｍｉＲ２１１和 ＢＩＮ１的结合位点预测；ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ＢＩＮ１
ｍＲＮＡ表达水平；ｃ：荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ２１１和
ＢＩＮ１结合情况 　：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜０．０１

图５　ｍｉＲ２１１靶向抑制ＢＩＮ１
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２．７　过表达 ＢＩＮ１逆转 ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀
伤率

　　ＮＫ细胞毒性实验结果显示，与 ｍｉＲＮＣ＋ｏｅＮＣ
组比较，ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组在不同ＮＫ９２∶ＨｅｐＧ２效靶
比时ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率降低，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ｍｉＲ２１１＋ｏｅＮＣ组比较，
ｍｉＲ２１１＋ｏｅＢＩＮ１组在不同 ＮＫ９２∶ＨｅｐＧ２效靶比时
ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），见图７。

ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１１、ＢＩＮ１、ＰＤＬ１ｍＲＮＡ表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＤＬ１、ＢＩＮ１蛋白表达　：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜０．０１；
：Ｐ＜０．００１

图６　ＨｅｐＧ２细胞中过表达ｍｉＲ２１１和ＢＩＮ１对ＰＤＬ１表达的影响

：Ｐ＜０．０５；：Ｐ＜０．０１
图７　ＨｅｐＧ２细胞中过表达ｍｉＲ２１１和ＢＩＮ１对ＮＫ细胞敏感

性的影响

３　讨论

近年来，肝癌在世界范围内的发病率呈上升趋势，

我国肝癌导致的社会和经济负担在所有肿瘤中排名第

一［１１］。目前手术切除和肝移植是肝癌的主要治疗方

式。随着医疗技术的发展，肝癌患者的生活质量日益

提高，但术后复发严重影响患者的预后［１２］。

非编码ＲＮＡ是人类基因转录组的主要组成部分，

包括 ｍｉＲＮＡ、小核 ＲＮＡ、长链非编码 ＲＮＡ和环状
ＲＮＡ［１３］。ｍｉＲＮＡ是内源性产生的长度为１７～２２个核
苷酸的单链非编码ＲＮＡ，可通过识别同源序列和干扰
转录、翻译或表观遗传过程来调节基因表达。ｍｉＲＮＡ
几乎影响了所有的遗传途径，包括细胞周期检查点、细

胞增殖及细胞凋亡等过程［１４］。有研究表明，ｍｉＲＮＡ
参与了癌症的发展，ｍｉＲＮＡ表达的失调与各种癌症的
发生相关［１５］。Ｌｕ等［１６］对人类正常组织和肿瘤组织中

的２１７种ｍｉＲＮＡｓ进行分析发现，与正常组织相比，肿
瘤组织中的ｍｉＲＮＡｓ表达谱发生了显著变化。先前的
研究揭示了 ｍｉＲ２１１作为肿瘤抑制因子或肿瘤启动
子，在一些癌症的发展中发挥着关键的作用［１７］。Ｙｅ
等［１８］发现，ｍｉＲ２１１在人类非小细胞肺癌细胞系和组
织中表达上调，ｍｉＲ２１１的过表达增强了非小细胞肺
癌细胞的增殖、侵袭能力。Ｚｈａｏ等［１９］在结直肠癌组织

和细胞中检测到 ｍｉＲ２１１表达上调，ｍｉＲ２１１可能通
过脂肪酸结合蛋白４促进ＳＷ４８０细胞的迁移、侵袭和
上皮间质转化。有研究表明，ｍｉＲ２１１参与了肝癌的
发展［２０］。Ｕｒａ等［２１］测定了肝癌组织中１８８个ｍｉＲＮＡｓ
的表达发现，ｍｉＲ２１１的表达显著上调。ｍｉＲ２１１在肝
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癌组织中表达上调，过表达 ｍｉＲ２１１的肝癌细胞显示
出更强的侵袭能力［２２］。本研究结果显示，肝癌组织和

细胞中ｍｉＲ２１１的表达水平均显著上调，与以上研究
结果基本一致，提示ｍｉＲ２１１可能参与肝癌的发展。

肿瘤免疫逃逸是指肿瘤细胞通过各种机制躲避免

疫系统的识别和攻击，从而使肿瘤得以发展和转移。

ＰＤ１与其配体 ＰＤＬ１结合后，可激活细胞内信号通
路，抑制免疫细胞的激活，从而减少免疫细胞分泌抗体

和细胞因子，甚至耗尽免疫细胞，从而维持免疫系统稳

态，帮助肿瘤实现免疫逃逸［２３］。本研究结果显示，肝

癌组织和细胞中ＰＤＬ１的表达水平均显著上调，且与
ｍｉＲ２１１的表达呈正相关；过表达 ｍｉＲ２１１降低了
ＮＫ９２细胞对肝癌细胞的杀伤率，说明 ｍｉＲ２１１可能
通过促进ＰＤＬ１的表达帮助肿瘤细胞实现免疫逃逸。

ＢＩＮ１是 ＢＡＲ蛋白家族的一员，有研究发现在
７６％的原发性肝癌和多个肝癌细胞系中 ＢＩＮ１的
ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著下调，ＢＩＮ１的缺失可能促进
肝癌细胞的快速生长［２４］。有研究发现，ＢＩＮ１通过抑
制非小细胞肺癌中的 ｃＭＹＣ和 ＥＧＦＲ／ＭＡＰＫ信号通
路来逆转ＰＤＬ１介导的免疫逃逸，ＢＩＮ１和ＰＤＬ１的异
常表达可能是患者预后不良的影响因素［２５］。本研究

通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＨｕｍａｎｖｅｒ．７．２在线预测软件预测发
现，ＢＩＮ１是ｍｉＲ２１１可能的靶标，通过荧光素酶报告
基因系统证实两者能够直接结合；此外，ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，过表达 ＢＩＮ１可逆转 ｍｉＲ２１１
对肝癌细胞ＰＤＬ１表达的促进作用，并增加 ＮＫ９２细
胞对肝癌细胞的杀伤率。以上结果说明，ｍｉＲ２１１通
过靶向抑制ＢＩＮ１从而调节 ＰＤＬ１介导的肝癌细胞的
免疫逃逸。

综上所述，本研究发现 ｍｉＲ２１１和 ＰＤＬ１在肝癌
组织和细胞中高表达，且二者表达呈正相关，ｍｉＲ２１１
可能通过 ＰＤＬ１依赖的免疫逃逸机制促进肝癌的发
展。此外，我们还发现，ｍｉＲ２１１的促肿瘤作用通过
ＢＩＮ１介导，提示 ｍｉＲ２１１与 ＢＩＮ１可能是肝癌治疗的
新靶点，可为进一步探讨肝癌的免疫疗法提供新的思

路，但还需要在动物模型中进一步验证。
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１１５１－１１５７．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１３２７７－０１５－３８３５－ｙ．
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ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＡＢＰ４ｖｉａＰＰＡＲγ
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体外膜肺氧合辅助下急性呼吸衰竭动物模型的远距离转运

李波，李仕杰，陈祥舟，张秋霞，刘宸铖，王　咏　（陆军军医大学第二附属医院心血管外科／全军心血管外科研究所，重庆
４０００３７）

［摘　要］　目的　介绍一种在体外膜肺氧合（ＥＣＭＯ）辅助下远距离转运急性呼吸衰竭（ＡＲＦ）动物模型的方法。方法　选用
成年泰国小香猪５头，经麻醉诱导后逐层分离股动静脉，制作ＡＲＦ模型，随后经股动静脉插管予ＥＣＭＯ辅助呼吸、循环，情况稳定后
进行远距离转运。期间记录转运距离、ＥＣＭＯ转流时间、转运过程中的突发情况等关键数据。结果　本实验共进行５次，每次均到
达计划目的地且能安全返回出发地。制作缺氧模型氧分压３５．２～６４．５ｍｍＨｇ，平均（５４．７±１０．２）ｍｍＨｇ；ＥＣＭＯ辅助后氧分压
３４５～４２０ｍｍＨｇ，平均（３９５．１±４５．８）ｍｍＨｇ；ＥＣＭＯ转流时间１２０～４５０ｍｉｎ，平均（２５８．９±６７．４）ｍｉｎ；转运距离８～７０ｋｍ，平均
（５８．５±１２．７）ｋｍ。在５次转运过程中出现了３次突发情况，１次为管道打折、１次为不明原因流量下降、１次为置管处出现渗血。
结论　建立ＡＲＦ模型后在ＥＣＭＯ辅助下进行远距离转运的方法简单实用，可为ＥＣＭＯ辅助下院间转运、战创伤的后方转运等远距
离转运提供参考。

［关键词］体外膜肺氧合；远距离转运；急性呼吸衰竭；动物模型
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ｔｏｒ１（ＢＩＮ１）ａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒｉｎ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄ，２０１２，１８（１）：５０７－５１８．ｄｏｉ：

１０．２１１９／ｍｏｌｍｅｄ．２０１１．００３１９．

［２５］ＷａｎｇＪ，ＪｉａＹ，ＺｈａｏＳ，ｅｔａｌ．ＢＩＮ１ｒｅｖｅｒｓｅｓＰＤＬ１ｍｅｄｉａｔｅｄｉｍｍｕｎｅ

ｅｓｃａｐｅｂｙｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅｃＭＹＣａｎｄＥＧＦＲ／ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ

ｗａｙｓｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１７，３６（４５）：６２３５－

６２４３．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｏｎｃ．２０１７．２１７．

（编辑：龙小芬）

７０２局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２３，３２（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ


