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摘   要 目的：探讨肝细胞癌（HCC）中 miR-376c 的表达情况、临床意义及作用机制。

方法： 用 real-time PCR 检 测 miR-376c 在 HCC 组 织 与 癌 旁 组 织、 以 及 不 同 HCC 细 胞 系 与 正 常 肝 细

胞中的表达，分析 miR-376c 的表达与 HCC 患者临床病理特征及预后的关系；将 HCC 细胞分别转染

miR-376c 模拟物和阴性对照组序列后，用 Transwell 法和划痕实验检测细胞的迁移及侵袭，Western 

blot 检测 miR-376c 可能的靶点高迁移率族蛋白 A2（HMGA2）的表达；用免疫组化检测 HCC 组织中

HMGA2 的表达，并分析 miR-376c 与 HMGA2 之间的相关性。

结果：  与癌旁组织或正常肝细胞比较，miR-376c 在 HCC 组织及不同 HCC 细胞中的表达均明显下调

（均 P<0.05），miR-376c 的低表达与门静脉侵犯（P=0.019）、TNM 分期（P=0.012）及 Edmondson

分级（P=0.009）有关；miR-376c 低表达的患者 3 年生存率明显低于其高表达的患者（P=0.0081）。

与转染阴性对照序列的 HCC 细胞比较，转染 miR-376c 模拟物的 HCC 细胞的迁移及侵袭数（56.00 vs. 

26.00；45.33 vs. 18.33）明显减少、划痕愈合率明显减低（95.33% vs. 60.00%）、HMGA2 的表达明显

下调（均 P<0.05）；miR-376c 高表达的 HCC 组织中 HMGA2 表达量明显低于 miR-376c 低表达的 HCC

组织（P<0.05），HCC 组织中 miR-376c 与 HMGA2 的表达呈负相关（r=-0.541，P<0.01）。

结论：miR-376c 可能是一种抑癌因子，其在 HCC 中表达降低，从而削弱了对 HMGA2 的抑制、促进

了 HCC 细胞的迁移与侵袭。
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是 世 界 上 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 [ 1 - 4 ]。 近 年 来 随

着 诊 疗 手 段 的 不 断 进 步 ， H C C 患 者 的 预 后 已 有

一 定 的 改 善 , 但 是 H C C 恶 性 程 度 高 、 易 转 移 、 易

复 发 的 特 点 使 得 H C C 患 者 的 预 后 仍 不 能 令 人 满

意 [ 1 - 2 ,  5 - 6 ]。 因 此 ， 探 究 H C C 细 胞 侵 袭 和 转 移 的 潜

在 机 制 ， 寻 找 新 的 临 床 有 效 的 治 疗 靶 点 是 当 前 提

升HCC诊疗水平的主要任务之一 [ 1,6-9 ]。微小RNA

（microRNA，miRNA）是近年来在肿瘤领域研究

的热点之一，它是一类长度约18~25个核苷酸序列

的不编码蛋白质的单链RNA小分子 [1,  10 ]。miRNA

作 为 癌 基 因 或 者 抑 癌 基 因 ， 可 以 通 过 与 下 游 靶

基 因 的 相 互 作 用 来 调 控 肿 瘤 的 发 生 发 展 [ 1 ,  1 0 - 1 1 ]。 

miR -376c的长度为20~24个核苷酸序列，其可以

通 过 参 与 调 控 基 因 的 转 录 后 翻 译 来 影 响 基 因 的 表

达水平 [12-13]。研究发现，miR -376c在多种肿瘤中

的表达趋势不一，其在头颈部鳞状细胞癌 [ 14]、胆

管癌 [15]及子宫颈癌 [12]等肿瘤中表达下调，而在卵

巢癌 [ 1 6 ]中表达上 调。并且在关于非小细胞肺癌的

不 同 研 究 中 ， 其 在 肿 瘤 组 织 中 的 表 达 趋 势 也 不 一

致 [17-18]。异常表达的miR -376c可以通过调控其下

游 靶 基 因 的 表 达 水 平 来 影 响 肿 瘤 细 胞 的 侵 袭 、 迁

移 、 增 殖 、 凋 亡 以 及 对 化 疗 药 物 的 敏 感 性 等 生 物

学行为 [12,17-19]。但是miR -376c在肝细胞癌中的表

达 情 况 及 其 具 体 作 用 目 前 尚 罕 有 报 道 。 高 迁 移 率

族蛋白A2（high mobility group A2，HMGA2）是

由HMGA2基因编码的蛋白。研究[20-22]发现HMGA2

在HCC中表达上调，可以受le t -7、miR -107以及

miR-663a等多种miRNA的调控从而促进HCC细胞

的侵袭转移，但是其是否受miR -376c调控目前也

尚未报道。本研究首先探讨了HCC组织中miR-376c

的 表 达 情 况 ， 然 后 分 析 m i R - 3 7 6 c 的 临 床 意 义 ，

并 进 一 步应用人工合成的miR -376c模拟物过表达

HCC细胞中的miR-376c从而分析其对HCC细胞的作

用。此外，还在HCC组织中分析了其与HMGA2表

达的相关性。总之，本研究主要探究了miR -376c

在HC C 中的表达情况及其临床意义，并初步 探究

m i R - 3 7 6 c 对 H C C 细 胞 侵 袭 转 移 的 影 响 及 潜 在 机

制，旨在为研发真正临床有效的HCC靶向治疗药物

以及改善HC C 的诊治水平提供一定的研究基础。

1　材料与方法

1.1  组织标本和细胞  

收集并筛选83例HCC组织和对应的癌旁组织

标本，所有标本均来自2012年7月―2013年12月 

the clinicopathologic features and prognosis of HCC patients were analyzed. After the HCC cells were transfected 
with miR-376c mimics or negative control sequence, the cell migration and invasion were measured by Transwell 
assay and wound healing assay respectively, and the protein expression of high mobility group A2 (HMGA2), 
a potential downstream target of miR-376c, was measured by Western blot analysis. The protein expressions of 
HMGA2 in HCC tissues were also examined by immunohistochemical staining, and then the correlation between 
miR-376c and HMGA2 expressions was analyzed.
Results: Compared with tumor adjacent tissues or normal hepatic cells, the miR-376c expressions in HCC tissue 
and different types of HCC cells were significantly down-regulated (all P<0.05); the miR-376c expression was 
significantly related with the portal vein infiltration (P=0.019), advanced TNM stage (P=0.012) and advanced 
Edmondson degree (P=0.009); the 3-year survival rate in patients with low miR-376c expression was significantly 
lower than that in those with high miR-376c expression (P=0.0081). In HCC cells compared with HCC cells 
transfected with negative control sequence, the numbers of migrating and invading cells (56.00 vs. 26.00;  
45.33 vs. 18.33) and wound healing rate (95.3% vs. 60%) were significantly reduced, and the HMGA2 protein 
expression was significantly down-regulated (all P<0.05); the HMGA2 protein expression in HCC tissues with 
high miR-376c expression was significantly lower than that in those with low miR-376c expression (P<0.05), and the 
miR-376c expression was negatively correlated with HMGA2 expression in HCC tissues (r=–0.541, P<0.01). 
Conclusion: MiR-376c is probably a tumor suppressor, and is down-regulated in HCC, which thereby weakens 
the inhibition on HMGA2 and promotes the migration and invasion of HCC cells.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; MicroRNAs; High Mobility Group Proteins; Neoplasm Invasiveness
CLC number: R735.7
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在 西 安 交 通 大 学 第 一 附 属 医 院 肝 胆 外 科 接 受 手 术

治 疗 的 H C C 患 者 ， 其 中 男 6 8 例 ， 女 1 5 例 ； 年 龄

3 0 ~ 7 4 岁 ， 中 位 年 龄 4 9 岁 。 所 有 患 者 的 肿 瘤 标 本

均经病理证实为HC C ，对应的癌旁组织为距肿瘤

边缘>2 cm 的肝组织，术前均未接受化疗、放疗

等 其 他 辅 助 治 疗 ， 所 有 组 织 取 得 后 均 尽 快 保 存 于

液氮或者多聚甲醛（40 g/L）中。患者术后随访时

间为36个月。本课题经西安交通大学第一附属医

院 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 并 且 实 验 获 得 患 者 知 情 同

意后开展的。正常永生化人肝细胞L02与肝癌细胞

株MHCC -97L、SMMC -7721、MHCC -97H、Hep -
3B、HepG2均购自中科院上海生物化学与细胞生

物学研究所。

1.2  实验试剂  

m i R - 3 7 6 c 特 异 性 引 物 、 m i R N A  内 参 U 6 引

物 、 m i R - 3 7 6 c 过 表 达 模 拟 物 、 阴 性 对 照 序 列 、

miRNA逆转录试剂盒（All- in-One™  miRNA First-
St rand  cDNA Synthes i s  Ki t）以及miRNA qPCR

试 剂 盒 （ A l l - i n - O n e ™  m i R N A  q P C R  K i t ） 均

购 自 G e n e c o p o e i a 公 司 。 T R I z o l 试 剂 和 脂 质 体

（LipofectamineTM 2000）均购自Invitrogen公司。

胎牛血清（fetal  bovine serum，FBS）购自Gibco

公司，DMEM购自ThermoFisher Scient i f ic公司；

ECL发光剂购自Mil ipo re公司；兔抗人HMGA2多

克 隆 抗 体 购 自 A b c a m 公 司 ； B C A 蛋 白 定 量 试 剂 盒

购自上海碧云天生物技术有限公司；Matrigel基质

胶 购 自 B D 公 司 ； R I P A 裂 解 液 （ 强 ） 购 自 西 安 赫

特生物科技有限公司；Transwel l小室购自Becton 

Dickinson Labware公司；小鼠抗人β-actin单克隆

抗体购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.3  实验方法

1.3.1  细 胞 培 养 与 转 染　 正 常 肝 细 胞 L02 与

M H C C - 9 7 H 、 H e p G 2 、 M H C C - 9 7 L 、 H e p - 3 B 、

SMMC-7721 细胞用含 100 mL/L 胎牛血清的 DMEM

培 养 基， 置 于 50 mL/L CO2、37 ℃ 的 恒 温 培 养 箱

中进行培养。转染操作按照 LipofectamineTM 2000

试 剂 说 明 书 上 的 步 骤 进 行。 首 先 用 6 孔 板 将 细 胞

培 养 至 融 合 度 为 50%~70% 时， 然 后 将 100 nmol 

 miR-376c 模 拟 物 及 100 nmol 阴 性 对 照 序 列 分

别 加入 6 孔板中，用无双抗 100 mL/L 胎牛血清的

DMEM 培养液培养 8 h 后换成正常培养液继续培养，

后续转染效果检测及相关功能实验在转染 48 h 后收

取细胞进行。

1.3.2  real-time PCR　按 TRIzol 试剂说明书上的

步骤提取组织或者细胞中的总 RNA, 并应用超微量

核 酸 定 量 光 谱 仪（Thermo Nanodrop 1000） 检 测

RNA 的浓度和纯度。逆转录操作按照 miRNA 逆转

录试剂盒说明书上的步骤进行。real-time PCR 按

照 miRNA qPCR 试 剂 盒 说 明 书 上 的 步 骤 进 行， 以

U6 为内参，2- △△ Ct 法计算 miR-376c 的相对表达量。

独 立 重 复 实 验 3 次。miR-376c 正 向 引 物：5'-AAC 

ATA GAG GAA ATT CCA CGT-3'；U6 snRNA 正向

引物：5'-CGC AAG GAT GAC ACG CAA ATT C-3'。

1.3.3  Transwell 小室迁移及侵袭实验　侵袭实验

时，先按 1:8 的稀释比例将 50 mg/L 的 Matrigel 胶

稀释后铺于小室底部；迁移实验时不铺胶 。收取

转染 48 h 后的各组 MHCC-97H 细胞，离心、重悬

将细胞浓度调整为 1×106 个 /mL。24 孔板下室加

入 600 μL 含 100 mL/L 胎 牛 血 清 的 完 全 培 养 基，

取 各 组 细 胞 悬 液 200 μL 加 入 Transwell 小 室 的 上

室。 每 组 重 复 3 个 样 本。24 h 后 取 出 小 室， 首 先

用 PBS 溶 液 将 小 室 清 洗 3 次， 然 后 用 棉 签 将 小 室

的 微 孔 膜 上 层 的 Matrigel 胶 及 细 胞 轻 轻 拭 净， 接

着用多聚甲醛（40 g/L，15 min）固定，用结晶紫

（1 g/L，5 min）染色，并用 PBS 溶液洗净，最后

将小室置于倒置显微镜下进行观察计数，每个样本

随机选取 5 个视野进行计数并求其平均数，以此评

估细胞的侵袭迁移能力。

1.3.4  细胞划痕实验　用记号笔在培养板背面画 3 条

横 行 平 行 线， 间 距 约 0.5 cm， 定 位 划 痕 区 域。 将

实验组、对照组细胞用胰酶消化、用培养基重悬后

均 匀 种 于 6 孔 板 中， 细 胞 密 度 约 1×106 个 /mL，

于 37 ℃、5% CO2 的 培 养 箱 中 常 规 培 养。 当 细 胞

均 匀 铺 满 板 底， 且 为 单 层 细 胞 时， 将 无 菌 直 尺 置

于培养板上，与标记线垂直，用 200 μL 枪头用力

均匀沿直尺划线，与标记线存在交叉点。PBS 清洗

3 次，去除悬浮细胞，加入无血清培养基，继续于

37 ℃、5%CO2 的培养箱中常规培养。于划痕后 0、

48 h 在倒置显微镜下观察、拍照。

1.3.5  免疫组化　先将组织标本进行常规脱水、石蜡

包埋，制作 4 μm 切片。取出切片置于 60 ℃烘箱中

20 min，常规二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，3%H2O2

阻 断 灭 活 内 源 性 过 氧 化 物 酶（37 ℃，10 min），

抗 原 修 复（0.01 mmol/L 枸 橼 酸 缓 冲 液，96 ℃，

15 min）， 滴 加 山 羊 血 清 液 封 闭（100 mL/L， 

37 ℃，10 min），滴加 HMGA2 抗体（1:200，4 ℃

过 夜 ），PBS 洗 涤 后， 滴 加 生 物 素 标 记 的 二 抗

（1:1 000，37 ℃，60 min）；滴加链霉亲和素 -

过 氧 化 物 酶（SP），37 ℃ 孵 育 40 min，DAB 显

色 8 min，在显微镜下掌握染色程度，自来水冲洗
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10 min 终止反应；苏木素复染 2 min，自来水冲洗

15 min；常规脱水、透明、干燥、封片。免疫组化

评分 = 染色强度评分 × 阳性细胞百分比评分，每

张 切 片 的 最 终 评 分 为 5 个 视 野 的 平 均 分。 染 色 强

度 评 分：（-） 为 0 分，（+） 为 1 分，（++） 为

2 分，（+++）为 3 分；阳性细胞（肿瘤细胞或肝

细胞）百分比评分：0 分为阳性细胞比例≤ 5%，

1 分 为 阳 性 细 胞 比 例 >5%~ ≤ 25%，2 分 为 阳 性

细 胞 比 例 >25%~ ≤ 50%，3 分 为 阳 性 细 胞 比 例

50%>~ ≤ 75%，4 分为阳性细胞比例 >75%。

1.3.6  细胞蛋白抽提及 Western blot 实验　细胞转

染 48 h 后， 用 RIPA 裂 解 液 抽 提 细 胞 总 蛋 白， 用

BCA 法进行蛋白定量。Western blot 实验时，首先

将待检测蛋白样品按 30 μg/ 孔上样后行 SDS-PAGE

电泳，然后用湿转法将蛋白转移至 PVDF 膜上，用

5% 脱牛奶粉液封闭 2.0 h 后，加入相应的 HMGA2

抗 体（1:1 000） 或 者 β-actin 抗 体（1:1 000）， 

4 ℃孵育过夜。次日取出膜，在室温孵育 30 min，

用 TBST 溶液（TBS，1 mL/L Tween-20）洗膜 3 次，

10 min/ 次， 洗 去 残 余 的 一 抗； 分 别 加 HRP 标 记

的抗兔或抗小鼠二抗（1:5 000），室温孵育 2 h。

TBST（TBS，1 mL/L Tween-20）洗膜 3 次，8 min/ 次，

洗去残余的二抗后在暗室进行发光检测目的蛋白。

1.3.7  miRNA 靶基因的预测　应用生物信息学软

件 TargetScanHuman 预测 miR-376c 的靶基因。

1.4  统计学处理

应用SPSS 22.0等统计软件处理数据，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，使用的统计学方

法包括t检验、Pearson χ2检验以及Pearman相关性

检验等；用Graphpad Prism 6及Adobe PhotoShop 

CS5等作图软件进行图表的绘制。P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结　果

2.1  HCC 组织中 miR-376c 的表达

real - t ime PCR结果显示，与在癌旁组织中的

表达水平（3.433 0±0.120 2）比较，miR-376c在

HCC组织中的表达水平（0.9 667±0.1 217）明显

下调（P<0.01）（图1）。

2.2  HCC 组织中 miR-376c 表达量的临床意义

以HCC组织中miR-376c的平均水平（0.966 7± 

0.121 7）为界，83例患者被分为miR-376c高表达

组（44例）和miR -376c低表达组（39例）。分析

miR -376c的表达与HCC患者的临床病理特征之间

的关系，结果显示，miR -376c的表达水平与门静

脉侵犯与否、TNM分期及Edmondson分级有关（均

P < 0 .05），而与年龄、性别、肿瘤大小、甲胎蛋

白、肿瘤个数无关（均P>0.05）（表1）。对两组

患者的随访进行分析，结果显示，与miR -376c高

表达组患者比较，miR-376c低表达组患者的3年总

体生存率明显要低（P<0.01）（图2）。
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图 1　癌旁组织和 HCC 组织中 miR-376c 的表达 
Figure 1　The miR-376c expressions in HCC tissues and adjacent 

normal tissues 

表 1　HCC 中 miR-376c 的表达量与临床病理因素的关系 

[n（%）]
Table 1　Relations of miR-376c expression with clinicopathologic 

features of HCC [n (%)]

因素
miR-376c 高表

达组（n=44）

miR-376c 低表

达组（n=39）
χ2 P

性别
　男 38（86.4） 30（76.9）

1.244 0.265
　女 6（13.6） 9（23.1）
年龄（岁）
　≥ 50 24（54.5） 18（46.2）

0.582 0.445
　＜ 50 20（45.5） 21（53.8）
肿瘤直径（cm）
　≥ 5 5（11.4） 7（17.9）

0.725 0.395
　＜ 5 39（88.6） 32（82.1）
甲胎蛋白（ng/mL）
　≥ 400 31（70.5） 29（74.4）

0.157 0.692
　＜ 400 13（29.5） 10（25.6）
肿瘤数目（个）
　1 38（86.4） 32（82.1）

0.291 0.590
　≥ 2 6（13.6） 7（17.9）
静脉侵犯
　无 41（93.2） 29（74.4）

5.545 0.019
　有 3（6.8） 10（25.6）
TNM 分期
　I+II 40（90.9） 27（69.2）

6.244 0.012
　III+IV 4（9.1） 12（30.8）
Edmondson 分级
　I+II 41（93.2） 28（71.8）

6.744 0.009
　III+IV 3（6.8） 11（28.2）
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图 2　miR-376c 高表达与低表达患者 3 年总体生存率比较
Figure 2　Comparison of the 3-year overall survival rates between 

HCC patients with high and low miR-376c expression

2.3  miR-376c 在不同的 HCC 细胞系中的表达

应用real - t ime PCR检测正常永生化人肝细胞

L02以及不同的HCC细胞系MHCC-97H、HepG2、

MHCC-97L、Hep-3B、SMMC-7721中miR-376c的

表 达 水 平 。 结 果 显 示 ， 与  在 L 0 2 细 胞 中 的 表 达 相

比 ， 5 种 H C C 细 胞 系 中 m i R   - 3 7 6 c 的 表 达 均 明 显 下

调，而与其他4种HCC细胞系相比，MHCC-97H细

胞中的miR -376c的表达量为最低，差异均有统计

学意义（均P<0.05）（图3）。
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图 3　miR-376c 不同 HCC 细胞系与正常肝细胞中的表达
Figure 3　The of miR-376c expressions in different HCC cell 

lines and normal hepatic cells

2.4  过表达 miR-376c 对 HCC 细胞的迁移与侵袭

的影响

为 探  讨 m i R - 3 7 6 c 对 H C C 细 胞 生 物 学 行 为 的

影响，用miR -376c模拟物上调MHCC -97H细胞中

的 m i R - 3 7 6 c 的 表 达 水 平 ， 用 r e a l - t i m e  P C R 检 测

转 染 效 果 ， 结 果 显 示 ， 过 表 达 组 中 m i R - 3 7 6 c 的

表 达 水 平 （ 0 . 4 0 0  0 ± 0 . 5 7 7  4 ） 明 显 高 于 阴 性 对

照组（15.170 0±0.441 0），差异有统计学意义

（P<0.01）（图4）。
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图 4　转染效果检测
Figure 4　Transfection effi  ciency determinations

P<0.001

Transwell迁移实验结果显示，过表达MHCC -
9 7 H 细 胞 的 m i R - 3 7 6 c 后 ， 迁 移 的 细 胞 数 目 明

显 减 少 [ （ 5 6 . 0 0 ± 2 . 0 0 ） v s . （ 2 6 . 0 0 ± 1 . 1 6 ） ，

P < 0 . 0 5 ] （ 图 5 A - B ） ； T r a n s w e l l 侵 袭 实 验 表

明 ， 相 比 对 照 组 而 言 ， 过 表 达 M H C C - 9 7 H 细 胞

的 m i R - 3 7 6 c 后 ， 侵 袭 的 细 胞 数 目 也 明 显 被 抑 制

[ （ 4 5 . 3 3 ± 1 . 8 8 ） v s . （ 1 8 . 3 3 ± 1 . 8 7 ） ， P < 0 . 0 1 ]

（图5C-D）。此外，划痕实验结果显示，过表达

MHCC -97H细胞的miR -376c后，划痕的愈合率明

显降低[（95.33±1.45）% vs.（60.00±2.08）%，

P<0.01]（图6）。

2.5  mi  R-376c 可抑制 HMGA2 蛋白的表达

用生物信息学软件（TargetScanHuman）分析

发现，HMGA2可能为miR-376c的潜在的靶点之一

（图7A）。为了探讨miR-376c是否能调控HMGA2

的表达，分别在MHCC -97H细胞中转染miR -376c

模拟物和阴性 对 照 序 列 ， 然 后 检 测 对 应 的 细 胞 中

H M G A 2 蛋 白 的 表 达 变 化 ， 结 果 显 示 ， 模 拟 物 组

细 胞 中 的 H M G A 2 蛋 白 表 达 水 平 明 显 低 于 阴 性 对

照组（ P < 0 .05）（图7B）。
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图 5　miR-376c 对 MHCC-97H 细胞的迁移和侵袭能力的影响　　A：Transwell 实验检测细胞的迁移能力（×100）；B：迁移

细胞数的统计图；C：Transwell 实验检测细胞的侵袭能力（×100）；D：侵袭细胞数的统计图
Figure 5　Influence of miR-376c on migration and invasion abilities of MHCC-97H cells　　A: Cell migration ability measured by 

Transwell assay (×100); B: Statistical plot of number of migrating cells; C: Cell invasion ability measured by Transwell assay (×100);  
D: Statistical plot of numbers of invading cells
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图 6　划痕实验检测细胞的迁移能力
Figure 6　Cell migration ability measured by wound scratch healing assay
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图 7　miR-376c 对 HMGA2 表达的影响　　A：生物信息学分析显示 miR-376c 可与 HMGA2 基因的 3' 非编码区结合；B：过

表达 miR-376c 的 MHCC-97H 细胞中 HMGA2 蛋白水平降低
Figure 7　Influence of miR-376c on HMGA2 expression　　A: Bioinformatics analysis showing that miR-376c binds to 3’-UTR site of 

HMGA2 gene; B: Overexpressed miR-376c decreasing HMGA2 protein expression in MHCC-97H cells
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HMGA2

β-actin

miR-376c：3'-ugcaccuuaaaggaGAUACAa-5'

HMGA2：5'-guguuucagcaugaCUAUGUa-3'
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2.6  HCC 组织中 miR-376c 表达水平与 HMGA2

蛋白表达水平的相关性

为 了 进 一 步 证 实 m i R - 3 7 6 c 可 调 控 H M G A 2 蛋

白的表达，应用免疫组化法分别检测了miR -376c

高表达组和低表达组的HCC组织中HMGA2的表达

情况。结果发现，HMGA2在HCC组织中的染色为

棕 黄 色 或 者 棕 褐 色 ， 主 要 着 色 部 位 为 细 胞 核 ， 有

部分存在于细胞质或者细胞膜上（图8A-B）。并

且 ， m i R - 3 7 6 c 高 表 达 组 中 的 H M G A 2 蛋 白 表 达 强

度明显低于miR-376c低表达组[（1.00±0.12）vs .  

（6.50±0.13）]，差异有统计学意义（ P <0.01）

（图8C）。

此外，为了进一步明确miR-376c和HMGA2的

表达量之间的相关性，采用了Spearman相关分析

法进行了统计分析，结果显示，在HC C 组织 中，

m i R - 3 7 6 c  与 H M G A 2 的 表 达 呈 明 显 负 相 关 （ r =

-0.541，P<0.01）（图8D）。

3　讨　论
 

HCC是最致命的肿瘤之一，尽管过去数十年

H C C 的 治 疗 手 段 已 经 有 了 诸 多 改 善 ， 但 是 目 前

HCC患者的生存率仍然不容乐观[5, 23]。因此，寻找

新的治疗靶点， 有效推动HC C 靶向治疗的发展是

目 前 需 要 迫 切 解 决 的 问 题 [ 4 ,  2 3 ]。 m i R N A 是 一 类 不

编  码蛋白质的RNA小分子,可在肿瘤中异常表达，

从而调控肿瘤的发生发展 [1,24-26]。系列研究发现，

m i R - 3 7 6 c 在 骨 肉 瘤 、 胆 管 癌 、 前 列 腺 癌 、 宫 颈

癌 、 卵 巢 癌 等 肿 瘤 中 均 为 异 常 表 达 ， 其 作 为 抑 癌

基 因 或 者 癌 基 因 可 以 参 与 调 节 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 、

凋 亡 、 侵 袭 、 迁 移 以 及 化 疗 抵 抗 性 等 生 物 学 行

为[12, 14-16, 19,  27]。Jin等[28]研究发现，miR  -376c在骨

肉瘤组织和细胞系中均为低表达，并且miR -376c

可通过直接靶向作用于TGF -α来抑制骨肉瘤的生

长和侵袭；Iwaki等[15]研究发现，mi  R-376c在胆管

癌 中 为 抑 癌 基 因 ， 能 够 抑 制 胆 管 癌 细 胞 的 侵 袭 和

迁移；Ye等 [16]研究发现，过表达卵巢癌细胞中的

miR -376c可以促进肿瘤细胞的增殖，增加肿瘤细
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图 8　HCC 组织中 miR-376c 和 HMGA2 的表达量的相关性　　A-B：miR-376C 低表达和高表达 HCC 组织中 HMGA2 的表达

检测（×400）；C：HMGA2 的免疫组化评分；D: Spearman 法分析 miR-376c 与 HMGA2 表达量的相关性
Figure 8　Correlation of miR-376c expression with HMGA2 expression in HCC tissues　　A–B: Th e HMGA2 expression in HCC tissues 

with low and high miR-376C expression (×400)；C: Immunohistochemistry score for HMGA2; D: Spearman correlation analysis of 
correlation between miR-376c and HMGA2 expression
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胞对化疗药物的抵抗性。而miR -376c在HCC中的

表达情况及其对 HC C 细胞的作用及其机制目前尚

罕有报道。

本研究发现，HCC组织中miR -376c的表达水

平明显下调，且与HCC的门静脉侵犯与否、TNM

分 期 及 E d m o n d s o n 分 级 显 著 相 关 ， 此 外 ， m i R -
3 7 6 c 高 表 达 组 H C C 患 者 预 后 较 好 。 上 述 结 果 提

示，在HCC中，miR -376c为抑癌基因，且可能对

肿 瘤 细 胞 的 侵 袭 、 迁 移 具 有 抑 制 作 用 。 为 了 探 究

miR -376c对HCC细胞的侵袭、迁移的影响，本研

究首先检测了miR -376c在HCC细胞系中的表达情

况。与在HCC组织标本中的表达情况一致，miR -
376c在HCC细胞系中的表达与正常肝细胞相比明

显下调。而Transwel l迁移侵袭实验以及细胞划痕

实 验 结 果 均 表 明 ， m i R - 3 7 6 c 可 以 抑 制 H C C 细 胞

的迁移及侵袭能力，这和在胆管癌 [15]、骨肉瘤 [28]

中的研究结果一致。上述结果表明，miR -376c为

HCC的抑癌基因，可以通过抑制HCC细胞的侵袭

迁移能力从而抑制肝癌的发生发展。

为 进 一 步 探 讨 m i R - 3 7 6 c 在 H C C 中 的 潜 在 作

用 机 制 ， 本 研 究 首 先 应 用 生 物 信 息 学 工 具 预 测 发

现 m i R - 3 7 6 c 在 H C C 中 的 可 能 的 作 用 靶 点 之 一 为

HMGA2。而据文献 [21]报道，HMGA2在HCC中为

过表达，可促进HCC细胞的侵袭、迁移、EMT及

增殖，并且HMGA2可通过与miRNA相互作用，从

而 共 同 调 节 H C C 的 发 生 发 展 。 例 如 ， H u a n g 等 [ 2 0 ]

研究发现，miR -603a可以抑制HCC细胞的增殖、

迁移和侵袭，它可以通过直接作用于HMGA2来发

挥 其 抑 癌 作 用 。 因 此 ， 结 合 生 物 信 息 学 资 料 和 相

关 文 献 报 道 推 测 ， 在 H C C 中 H M G A 2 可 以 受 m i R -
376c的调控。实验结果显示，上调HCC细胞中的

miR-376c的表达水平后HMGA2的蛋白水平相应下

调。这提示miR-376c可能通过负向调控HMGA2的

表 达 水 平 发 挥 作 用 。 为 了 进 一 步 证 实 上 述 结 果 ，

本研究分析了HCC组织中miR -376c的表达和miR -
376c表达水平的相关性。首先应用免疫组化染色

检 测 H M G A 2 蛋 白 在 m i R - 3 7 6 c 高 表 达 组 和 低 表 达

组的HCC组织中的表达情况并进行Spearman相关

分 析 。 结 果 显 示 ， H M G A 2 蛋 白 在 m i R - 3 7 6 c 低 表

达组的HCC组织中HMGA2蛋白的表达明显要强；

Spearman相关分析显示，HCC组织中的miR-376c

和HMGA2的表达呈明显负相关关系。上述结果进

一步说明了，HMGA2可能是miR-376c的下游直接

作用靶点。但是在HCC中，miR -376c是否可通过

负向调控HMGA2蛋白的表达发挥其抗HCC迁移与

侵袭的作用，miR -376c的上游调控因子及机制如

何，以及HMGA2是否是miR-376c的直接作用靶点

和具体作用机制都有待进一步深入研究。

综上，HCC中miR -376c的表达下调，并且与

患者的门静脉侵犯、TNM分期及Edmondson分级及

预后密切相关。此外，miR -376c能抑制HCC细胞

的侵袭与迁移，而HMGA2可能是miR-376c的下游

直接作用靶点。因此，本研究可能为HC C 靶向治

疗的研究提供一定的实验基础。 
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