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摘要　 目的　 探讨丝氨酸 ／苏氨酸激酶 ３（ＡＫＴ３）能否逆转

ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ／ ２９ａ⁃３ｐ 对人肝星状细胞 ＬＸ⁃２ 活化的协同抑制作

用。 方法　 利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、Ｓｔａｒｂａｓｅ、ｍｉＲＤＢ 和 ＤＩＡＮＡ 预测

ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基因，对筛选出的靶基因

进行 ＫＥＧＧ、ＧＯ 和蛋白 － 蛋白互作（ ＰＰＩ）分析；ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ
分析候选靶基因与两个 ｍｉＲＮＡｓ 结合的自由能，并通过双萤

光素酶报告实验确定它们的靶向关系；采用 ＣＣＫ⁃８、Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）法检测 ＬＸ⁃２ 细胞增

殖、迁移以及纤维化标志物的表达。 结果 　 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和

ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基因有 ２４ 个，且它们富集在与肝纤维

化相关的信号通路和生物学过程；候选靶基因 ＡＫＴ３ 与 ｍｉＲ⁃
２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的结合自由能分析结合双萤光素酶实

验结果提示 ＡＫＴ３ 是 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基

因；ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 能够单独或协同抑制

ＬＸ⁃２ 细胞的增殖、迁移以及纤维化标志物 α⁃平滑肌肌动蛋

白（α⁃ＳＭＡ）和 Ｉ 型胶原 α１ 链（ＣＯＬ１Ａ１）ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜
０. ０５），ＡＫＴ３ 过表达后能够逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 对 ＬＸ⁃２ 细胞的上述协同抑制作用（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论

　 ＡＫＴ３ 过表达可逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细

胞活化的协同抑制作用。
关键词　 ＬＸ⁃２；丝氨酸 ／苏氨酸激酶 ３；ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ；ｍｉＲ⁃２９ａ⁃
３ｐ；增殖；迁移
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　 　 肝纤维化是一种病理性修复反应，针对肝脏损

伤所产生，其主要特征是肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）活化，细胞外基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）过度沉积，慢性肝损伤可发展为肝硬化，最终

发展为肝癌［１］。 越来越多的 ｍｉＲＮＡｓ 参与到 ＨＳＣｓ
的增殖、上皮间充质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、炎症和凋亡等生物学功能，调控肝

纤维化。 丝氨酸 ／苏氨酸激酶（ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ，ＡＫＴ）是由 ＡＫＴ１、ＡＫＴ２ 和 ＡＫＴ３ 组成的蛋白

激酶家族的创始成员，又称蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ），调节不同的细胞功能，并在许多癌症

中发挥重要作用［２］，ｍｉＲ⁃４３３ 通过下调靶基因 ＡＫＴ３
抑制三阴性乳腺癌细胞的增殖［３］。 课题组前期研

究［４］显示 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 在胆总管结扎

诱导的胆汁淤积性肝纤维化大鼠肝脏和活化的肝星

状细胞 ＬＸ⁃２ 中低表达，但是 ＡＫＴ３ 作为 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ
和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的功能靶基因以及 ＡＫＴ３ 在肝纤维

化发生发展过程中的具体机制仍未被完全阐明。 该

研究探讨过表达 ＡＫＴ３ 能否逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃
２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞活化的协同抑制作用。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器

１． １． １　 主要试剂　 人肝星状细胞 ＬＸ⁃２ 购自武汉普

诺赛生物有限公司；ＤＭＥＭ 高糖培养基购自北京

ＥａｌｌＢｉｏ 公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、三氯甲烷

购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；反转录试剂盒、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试

剂盒购自北京聚合美生物科技有限公司；新快速

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购自庄盟生物有限公

司；ＡＫＴ３ 兔单克隆抗体购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；
ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、结晶紫染液、双萤光素酶报告基因检

测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室购自美国康宁公司；ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃｓ ／ ＮＣ 购

自天津中实同创有限公司；ｐｃＤＮＡ３. １、ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＡＫＴ３ 购自通用生物（安徽）股份有限公司。
１． １． ２　 主要仪器　 ＣＯ２ 培养箱（型号：ＢＰＮ⁃８０ＣＨ）
购自上海一恒科学仪器有限公司，生物安全柜（型
号：ＡＣ２⁃４Ｓ１）购自艺斯高（上海）贸易有限公司；垂

·２３１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



直电泳槽（型号：ＪＹ⁃ＳＣＺ２ ＋ ）购自北京君意东方电

泳设备有限公司，电泳仪电源（型号：ＤＹＹ⁃６Ｃ）、转
印电泳系统（型号：ＤＹＹ⁃ＴＣ⁃ＤＹＣＰ⁃４０Ｄ）购自北京六

一科技有限公司，核酸蛋白检测仪（型号：Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００）、实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＡ⁃
ＢＩ）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；倒置荧光显微镜（型号：
ＣＫＸ５３）购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司。
１． ２ 　 生物信息学分析 　 利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、Ｓｔａｒｂａｓｅ、
ｍｉＲＤＢ 和 ＤＩＡＮＡ 数据库预测 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃
２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基因，并用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 预测两个

ｍｉＲＮＡｓ 与靶基因的结合位点，ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 分析计算

ｍｉＲＮＡｓ 和靶基因的结合自由能。 将获得的共同靶基

因在仙桃学术网站上进行基因本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ）功能与京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙ⁃
ｃｌｏｐｅｄｉａ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）信号通路分析。
１． ３ 　 细胞培养与转染 　 ＬＸ⁃２ 细胞培养于含 １０％
胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和 １％ 青链霉素

混合液的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中，培养环境为 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２。 用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 试 剂 将 ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ、ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃２２⁃
３ｐ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、ｐｃＤＮＡ３. １ 空载质粒、ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 过表达质粒分别或共同转染 ＬＸ⁃２ 细

胞，转染 ２４ ｈ 后进行后续实验。
１． ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）实验 　 使用

ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞的总 ＲＮＡ，利用反转录试剂盒

逆转录为 ｃＤＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测目的基因的表达水

平，反应条件为 ９５ ℃、３０ ｓ，循环数为 １；９５ ℃、５ ｓ，
６０ ℃、３４ ｓ，循环数为 ４０。 采用 ２ － ΔΔＣｔ的方法计算基

因的相对表达量，ＧＡＰＤＨ 作为 α⁃平滑肌肌动蛋白

（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）、 Ｉ 型胶原 α１ 链

（ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ α１ ｃｈａｉｎ，ＣＯＬ１Ａ１）和 ＡＫＴ３ 表达的

内参，Ｕ６ 作为 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 表达的内

参，引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

引物名称 序列（５′→３′）
ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ Ｆ： ＣＡＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＴＧＡＡＧＡＡＣＴＧＴ
ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ Ｆ： ＣＣＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧＡＡＡＴＣＧＧＴＴＡ
Ｕ６ Ｆ： ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ

Ｒ： ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ
α⁃ＳＭＡ Ｆ： ＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＡＴＣＧＡＣＡＴＣ

Ｒ： ＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＧＴＧＣＴ
ＡＫＴ３ Ｆ： ＡＧＡＴＧＣＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＡＣＡＴＴＣ

Ｒ： ＧＴＣＴＡＣＴＧＣＴＣＧＧＣＣＡＴＡＧＴＣＡＴＴＡＴＣ
ＣＯＬ１Ａ１ Ｆ： ＡＡＡＧＡＴＧＧＡＣＴＣＡＡＣＧＧＴＣＴＣ

Ｒ： ＣＡＴＣＧＴＧＡＧＣＣＴＴＣＴＣＴＴＧＡＧ

１． ５　 双萤光素酶报告实验　 共转染实验分组如下：
质粒 １ ＋ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、质粒 １ ＋ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、质
粒 １ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、质粒 ２ ＋ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、质粒

２ ＋ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、质粒 ２ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、
质粒 ３ ＋ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、质粒 ３ ＋ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、质
粒 ３ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、质粒 ４ ＋ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、质粒

４ ＋ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ、质粒 ４ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ。
２４ 孔细胞培养板中每孔质粒转染量为 ２００ ｎｇ，ｍｉＲ⁃
２２⁃３ｐ ／ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 或 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 转染终浓度

为 ４０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，每组 ３ 个复孔。 转染 ４８ ｈ 后按照双

萤光素酶报告基因检测试剂盒说明书裂解细胞，加
入 ２００ μｌ 裂解液裂解后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
每孔取上清液 ２０ μｌ，加入到避光的 ９６ 孔板中。 然

后加入 １００ μｌ 萤火虫萤光素酶试剂，测定萤光强度

（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ ｕｎｉｔ，ＲＬＵ），再加入 １００ μｌ 海肾萤光素

酶试剂，测定 ＲＬＵ，计算二者比值。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 细胞用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解

后用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒进行蛋白浓度测定，然后

用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行电泳，湿转法将蛋白转至 ＰＶＤＦ
膜上，接着用 ５％ 脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ。 一抗

（ＡＫＴ３， ａｂ ２８３９８６０， １ ∶ ３ ０００； ＧＡＰＤＨ， ａｂ ９４８５，
１ ∶ ５ ０００）４ ℃孵育过夜后，ＴＢＳＴ 洗膜 ４ 次，每次 １０
ｍｉｎ；二抗（ ａｂ ６７２１，１ ∶ ５ ０００）室温摇床孵育 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗膜 ４ 次。 最后经显影仪成像并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件识别条带灰度进行分析。
１． ７　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 实验分组为：ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １ 组、ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组、ｍｉＲ⁃
２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组、 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ＋ ｍｉＲ⁃
２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组、 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 组、 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＡＫＴ３ 组、ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 组、
ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３
组。 将 ｍｉＲＮＡｓ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 质粒共

转染 ＬＸ⁃２ 细胞，使每孔 ｍｉＲＮＡｓ ｍｉｍｉｃｓ 或 ＮＣ 的终

浓度是 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，每孔质粒总质量是 ２ μｇ。 各组

转染 ２４ ｈ 后细胞用胰酶消化后接种至 ９６ 孔细胞培

养板，每孔 ２ ０００ 个细胞。 在培养 ２４、４８、７２、９６ ｈ
时，分别向各孔中加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂和 １００ μｌ
无双抗培养基的混合液，孵育 ２ ｈ 后在 ４５０ ｎｍ 波长

条件下测定细胞的吸光度值，实验独立重复 ３ 次，计
算不同培养时间各组光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值
的平均值和标准差。
１． ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 转染后的细胞按 ５ × １０４ 个 ／
孔的密度接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室并加入无血
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清 ＤＭＥＭ 培养基，下室加入含 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
培养基。 培养 ２４ ｈ 后终止培养，弃去上室培养液并

用棉签擦净，结晶紫染色 １０ ｍｉｎ 后倒置显微镜下观

察细胞迁移情况，随机选取视野拍照并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软
件计数各组细胞迁移数，将对照组细胞迁移数标准

化为 １。
１． ９　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ １８. ０ 统计学软件对

实验数据进行分析，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行绘图。 呈正态分布的数据以平均值 ±标准差表

示，实验独立重复 ３ 次，两组间的差异比较采用双尾

ｔ 检验，多组间比较使用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 靶基因的筛选及其 ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 功能分析　
通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、 Ｓｔａｒｂａｓｅ、 ｍｉＲＤＢ 和 ＤＩＡＮＡ 预测

ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基因，共筛选出

２４ 个共同靶基因（图 １Ａ）。 然后对筛选出的 ２４ 个

共同靶基因进行 ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 功能分析，ＫＥＧＧ 通

路分析及富集分类结果显示，这些共同靶基因与

ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ、Ｒａｓ、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍｅｃｈａ⁃
ｎｉｓｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｍＴＯＲ）等信号通路

相关（图 １Ｂ、１Ｃ）。 ＧＯ 分析结果显示，在生物过程

方面，主要富集在细胞分化、衰老调控、细胞分解代

谢、氧化应激反应等；在细胞组分方面，主要富集在

上皮细胞增殖、平滑肌细胞分化等（图 １Ｄ）。
２． ２　 靶基因的蛋白互作分析　 ＳＴＲＩＮＧ 网站对 ２４
个靶基因进行蛋白 － 蛋白互作（ＰＰＩ）分析，其中 ８
个蛋白具有相互作用，且磷酸酶和张力蛋白同源物

（ＰＴＥＮ）、神经母细胞瘤鼠肉瘤同系物 （ ＮＲＡＳ）、
ＡＫＴ３ 为排名靠前的 ３ 个蛋白，见图 ２Ａ，图中圆圈代

表节点，节点越大则介数中心度越大，边的粗细代表

连接评分，边越粗，蛋白间的互作关系越强。 通过文

献查找、研究现状、ｍｉＲＮＡｓ 靶点评分、保守性分析

等多方面的评估，初步确定 ＡＫＴ３ 为共同候选靶基

因。 ＡＫＴ３ 的 ＰＰＩ 分析结果显示其与 ｍＴＯＲ、磷酸肌

醇依赖性蛋白激酶 １（ＰＤＰＫ１）、糖原合成酶激酶 ３β
（ＧＳＫ３Ｂ）等蛋白存在相互作用关系（图 ２Ｂ）。
２． ３ 　 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 转染有效

性检测　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ

图 １　 生物信息学网站筛选并分析 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基因

Ａ：生物信息学网站分析 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶基因；Ｂ：靶基因的 ＫＥＧＧ 通路富集分析；Ｃ：靶基因的 ＫＥＧＧ 通路分析；Ｄ：靶基

因的 ＧＯ 功能分析
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图 ２　 靶基因的蛋白互作网络分析

Ａ：候选靶基因的 ＰＰＩ 分析；Ｂ：ＡＫＴ３ 的 ＰＰＩ 分析

在 ＬＸ⁃２ 细胞中的表达水平。 与对照组相比，ｍｉＲ⁃
２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 表达水平明显升高，其相

对表达量为 ４２. ７２ ± ３. ７７（ ｔ ＝ １９. １６，Ｐ ＜ ０. ０００ １）；
ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 表达水平明显升

高，其相对表达量为 ５３. ０９ ± ６. ０２ （ ｔ ＝ １４. ９７，Ｐ ＝
０. ０００ １）。 以上结果提示这两个 ｍｉＲＮＡｓ 的 ｍｉｍｉｃｓ
可有效升高 ＬＸ⁃２ 细胞中相应 ｍｉＲＮＡ 的水平。
２． ４　 ＡＫＴ３ 是 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶

基因 　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 查找并绘制 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃
２９ａ⁃３ｐ 与 ＡＫＴ３ 的结合位点图（图 ３Ａ），ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ
数据库查找分析 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 与 ＡＫＴ３
之间 的 最 小 配 对 结 合 自 由 能 （ ＭＦＥ ） 分 别 为

－ １０６. ３、 － ９３. ８ ｋＪ ／ ｍｏｌ，提示均具有序列结合的可

能性（图 ３Ｂ）。 双萤光素酶报告实验结果（图 ３Ｃ）提
示，质粒 １ 含有 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的结合位

点，分别与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 或 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染

后，萤光素酶活性均显著降低，差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ３１０. ９，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 质粒 ２ 突变 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ
结合位点，含有 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 结合位点，与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 共转染后，其萤光素酶活性差异无统计学意

义（ ｔ ＝ ０. ８６７，Ｐ ＝ ０. ４３），而与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共

转染后，其萤光素酶活性降低，差异有统计学意义（ ｔ
＝ ２０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 质粒 ３ 含有 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 的

结合位点，突变 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 结合位点，与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 共转染后，其萤光素酶活性降低，差异有统计

学意义（ ｔ ＝ ２７. ２０，Ｐ ＜ ０. ０００ １），而与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 共转染后，其萤光素酶活性差异无统计学意

义（ ｔ ＝ １. ０１，Ｐ ＝ ０. ３７）。 质粒 ４ 均突变 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ
和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的结合位点，当与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 或 ｍｉＲ⁃
２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 共转染后，萤光素酶活性差异均无统

计学意义 （Ｆ ＝ ２. ７５，Ｐ ＝ ０. １４）。 以上结果表明

ＡＫＴ３ 是 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 共同的靶基因。
２． ５ 　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 质粒转染有效性检测 　
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测各组细胞中

ＡＫＴ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平。 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３
质粒转染 ＬＸ⁃２ 细胞后，与 ｐｃＤＮＡ３. １ 组相比，细胞

中 ＡＫＴ３ ｍＲＮＡ 的相对表达量是 １５ ８８０ ± １ ６４１（ ｔ ＝
１６. ７６，Ｐ ＜ ０. ０００ １），蛋白的相对表达量是 １. ４８ ±
０. ２１（ ｔ ＝ ３. ０９，Ｐ ＝ ０. ０３），见图 ４。 以上结果提示

ＬＸ⁃２ 细胞中转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 后可有效升高细

胞中 ＡＫＴ３ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。
２． ６　 ＡＫＴ３ 过表达逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ
对 ＬＸ⁃２ 细胞增殖的协同抑制作用　 ＣＣＫ⁃８ 实验结

果（图 ５）提示，在转染后的 ２４、４８、７２、９６ ｈ，ｍｉＲ⁃２２⁃
３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 不仅可以单独抑制 ＬＸ⁃２
细胞的增殖，二者的半剂量组合也可以协同抑制

ＬＸ⁃２ 细胞的增殖；当 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 质粒与两个

ｍｉＲＮＡｓ ｍｉｍｉｃｓ 共转染时，两个 ｍｉＲＮＡｓ ｍｉｍｉｃｓ 对细

胞增殖产生的抑制作用可以被部分逆转，差异有统

计学意义（Ｆ２４ ｈ ＝ ２２９. ４，Ｆ４８ ｈ ＝ １５３. ４，Ｆ７２ ｈ ＝ ８９. ５，
Ｆ９６ ｈ ＝ ７８. ７，Ｐ ＜ ０. ０００ １），即 ＡＫＴ３ 过表达逆转

ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞增殖的协同

抑制作用。
２． ７　 ＡＫＴ３ 过表达逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ
对 ＬＸ⁃２ 细胞迁移的协同抑制作用　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

结果（图 ６）所示，ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ
能够抑制 ＬＸ⁃２ 细胞的迁移能力，且二者的半剂量组

合可协同抑制 ＬＸ⁃２ 细胞的迁移能力， ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＡＫＴ３ 与两个 ｍｉＲＮＡｓ 共转染后，两个 ｍｉｍｉｃｓ 对 ＬＸ⁃２
细胞迁移的抑制作用被部分逆转，差异有统计学意
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图 ３　 ＡＫＴ３ 是 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 的共同靶点

Ａ：ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 与 ＡＫＴ３ ３′ＵＴＲ 的结合位点及 ＭＦＥ；Ｂ：ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 与 ＡＫＴ３ ３′ＵＴＲ 的结合位点及 ＭＦＥ；Ｃ：双萤光素酶报告基因分析两个

ｍｉＲＮＡｓ 与 ＡＫＴ３ ３′ＵＴＲ 的靶向作用；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ４　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 质粒转染有效性检测

Ａ：ＬＸ⁃２ 细胞中 ＡＫＴ３ ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：ＬＸ⁃２ 细胞中 ＡＫＴ３ 蛋白表达；Ｃ：蛋白表达量化结果；与 ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗∗ Ｐ ＜
０. ０００ １
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图 ５　 ＡＫＴ３ 过表达逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞增殖的协同抑制作用

与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；

与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５，＆＆ Ｐ ＜ ０. ０１，＆＆＆ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较： ＄ Ｐ ＜ ０. ０５， ＄ ＄ Ｐ ＜

０. ０１；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 比较：△Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５，▲▲Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃

２２⁃３ｐ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：＠ Ｐ ＜ ０. ０５，＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 ＡＫＴ３ 过表达逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞迁移的协同抑制作用

Ａ：各组细胞迁移情况 × １００；Ｂ：细胞迁移数量量化结果；与ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与ｍｉｍ⁃

ｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５，＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍ⁃

ｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较： ＄ ＄ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 比较：△Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 比

较：▲▲Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１

义（Ｆ ＝ ９５. １７，Ｐ ＜ ０. ０００ １），即 ＡＫＴ３ 过表达可以逆

转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞迁移的协

同抑制作用。
２． ８　 ＡＫＴ３ 过表达逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ
对 ＬＸ⁃２ 细胞中纤维化标志物表达的协同抑制作用

　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 能

够单独或协同抑制纤维化标志物 α⁃ＳＭＡ （ Ｆ ＝
４１. ５４，Ｐ ＜ ０. ０００ １ ） 和 ＣＯＬ１Ａ１ （ Ｆ ＝ ７７. ３４， Ｐ ＜
０. ０００ １） 的 ｍＲＮＡ 表达， ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 与两个

ｍｉＲＮＡｓ 共 转 染 后， ＬＸ⁃２ 细 胞 中 的 α⁃ＳＭＡ 和

ＣＯＬ１Ａ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平降低可被 ＡＫＴ３ 过表达

而逆转，差异有统计学意义，即 ＡＫＴ３ 过表达逆转

ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞中纤维化标

志物表达的协同抑制作用，见图 ７。

３　 讨论

　 　 ｍｉＲＮＡｓ 生物学的一个重要特征就是单个

ｍｉＲＮＡ可以靶向数百个ｍＲＮＡｓ，从而调节整个蛋白
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图 ７　 ＡＫＴ３ 过表达逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 中纤维化标志物表达的协同抑制作用

Ａ：α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｂ：ＣＯＬ１Ａ１ ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｃ： ＡＫＴ３ ｍＲＮＡ 相对表达量；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ０００ １；与 ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 组比较：＃ Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃ Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃ Ｐ ＜
０. ０００ １；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５，＆＆ Ｐ ＜ ０. ０１，＆＆＆ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较： ＄ Ｐ ＜ ０. ０５，
＄ ＄ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 比较：△Ｐ ＜ ０. ０５，△△ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＡＫＴ３ 比较：▲ Ｐ ＜
０. ０５，▲▲Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ＋ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｐｃＤＮＡ３. １ 组比较：＠ Ｐ ＜ ０. ０５，＠ ＠ Ｐ ＜ ０. ０１

质表达网络，一个 ｍＲＮＡ 可以被多个 ｍｉＲＮＡｓ 靶

向［５］。 与这些特性相关的主要后果有两个，一是多

个 ｍｉＲＮＡｓ 和其他因素可能会竞争特定 ｍＲＮＡｓ 上

的结合位点；二是特定 ｍｉＲＮＡｓ 靶标在不同细胞中

的定位可以影响 ｍｉＲＮＡｓ 和特定 ｍＲＮＡｓ 之间的预

期相互作用。 关于两个或多个 ｍｉＲＮＡｓ 通过靶基因

对疾病的作用，已有研究［６］ 表明，ｍｉＲ⁃１４０ｅ － ５ｐ 和

ｍｉＲ⁃１４６ａ 的协同作用通过靶向 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ ／核因

子⁃κＢ（ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ）信号传导对骨关节炎软骨细

胞中炎症介质的产生具有很强的保护作用。 ｃｉｒｃ⁃
ＥＲＢＩＮ 通过靶向 ｍｉＲ⁃１２５ａ⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃１３８⁃５ｐ 促进

结直肠癌细胞的增殖、侵袭、血管生成和转移，从而

协同增加 ｅＩＦ４Ｅ 结合蛋白 １（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎ⁃
ｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，４ＥＢＰ⁃１）的表达增

强缺氧诱导因子⁃１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂ⁃
ｕｎｉｔ ａｌｐｈａ，ＨＩＦ⁃１α）表达［７］。

ｍｉＲＮＡｓ 与靶基因的相关研究中，挽救实验是

进一步验证二者之间靶定关系和调控作用的重要实

验。 过表达 ｍｉＲ⁃１２９７ 或 敲 低 自 噬 启 动 激 酶 １
（ＵＬＫ１）后可下调心肌纤维化小鼠原代心肌成纤维

细胞中 ＣＯＬ１Ａ１ 和 α⁃ＳＭＡ 的蛋白水平，ＵＬＫ１ 过表

达可以逆转 ｍｉＲ⁃１２９７ 对心肌纤维化的调节作用［８］。
过表达 ｍｉＲ⁃１０ａ⁃５ｐ 可明显抑制肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２
和 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 的迁移、侵袭能力以及 ＥＭＴ 进程，靶
基因着丝粒复合体亚基 １ （ ＳＫＡ１） 过表达逆转了

ｍｉＲ⁃１０ａ⁃５ｐ 对这两个肝癌细胞系的抑制作用［９］。
Ｔｕｏ ｅｔ ａｌ［１０］研究结果表明，ｍｉＲ⁃２０４⁃３ｐ 抑制间充质

干细胞对巨噬细胞的极化作用，而过表达 Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ 基

序趋化因子受体（ＣＸＣＲ４）抵消了这一过程。 Ｒｅｎ ｅｔ
ａｌ ［１１］发现靶点 ＤＮＡＪＣ３⁃ＡＳ１ 可显著逆转 ｍｉＲ⁃１４４
诱导的阿霉素耐药的乳腺癌细胞系 ＭＣＦ⁃７ 的凋亡，
逆转 ｍｉＲ⁃１４４ 对自噬的抑制。 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 通过靶向

丝裂原活化蛋白激酶 １４（ＭＡＰＫ１４）显著抑制破骨细

胞的增殖并诱导其凋亡［１２］，ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 能够抑制心

脏成纤维细胞到肌成纤维细胞转化和肺动脉相关的

心脏纤维化进展［１３］，课题组前期研究［１４］ 显示 ｍｉＲ⁃
２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 能够抑制 ＨＳＣｓ 的活化以及肝

纤维化的进程，但是二者联合应用发挥作用的机制

目前未见相关报道。
本研究通过生物信息学分析结合双萤光素酶报

告实验证明了 ＡＫＴ３ 为 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 共

同的靶基因，为进一步证明 ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃
３ｐ 是通过靶向 ＡＫＴ３ 调控 ＬＸ⁃２ 细胞的生物学效

应，设计并进行挽救实验。 ＣＣＫ⁃８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 实验结果提示，ＡＫＴ３ 过表达能够逆转 ｍｉＲ⁃２２⁃
３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ 对 ＬＸ⁃２ 细胞增殖、迁移能力以及

肝纤维化标志物 α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ１Ａ１ ｍＲＮＡ 表达的

协同抑制作用。
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２０２０， ２４（４）：２０７０ － ６．

［９］ 　 Ｓｈｅｎ Ｄ， Ｚｈａｏ Ｈ Ｙ， Ｇｕ Ａ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲＮＡ⁃１０ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＫＡ１ ［ Ｊ］ ．

Ｋａｏｈｓｉｕｎｇ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２１， ３７（９）：７８４ － ９４．
［１０］ Ｔｕｏ Ｌ， Ｓｏｎｇ Ｈ， Ｊｉａｎｇ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ⁃

ｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲＮＡ⁃２０４⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｃｕｔｅ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｈｅａｒｔ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４
（ＣＸＣＲ４） ｉｎ ｖｉｔｒｏ［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｈｏｒａｃ Ｄｉｓ， ２０２１， １３（８）：５０７７ － ９２．

［１１］ Ｒｅｎ Ｒ Ｐ， Ｙｕａｎ Ｚ Ｇ， Ｘｕ Ｚ Ｙ． ＭｉＲＮＡ⁃１４４ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＤＮＡＪＣ３⁃
ＡＳ１ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｍｉｃｈｉｇａｎ
Ｃａｎｃｅｒ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ⁃７ ｔｏ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ， ２０２１， １２
（２）：９８８５ － ９２．

［１２］ Ｊｉａ Ｘ Ｌ， Ｙａｎｇ Ｍ， Ｈｕ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃２２⁃３ｐ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＡＰＫ１４［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ，
２０２１， ２２（１）：６９２ － ７０．

［１３］ Ｈｓｕ Ｃ Ｈ， Ｌｉｕ Ｉ Ｆ， Ｋｕｏ Ｈ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ／ ＴＨＢＳ２ ａｘｉｓ ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｅｓ ＰＡＨ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２
（１９）：１０５７４．

［１４］ Ｗａｎｇ Ｙ Ｔ， Ｚｈａｎｇ Ｒ Ｈ， Ｌｉ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃
３ｐ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＡＫＴ３［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ （Ｍａｙｗｏｏｄ）， ２０２２， ２４７（１９）： １７１２ －
３１．

ＡＫＴ３ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ／ ２９ａ⁃３ｐ
ｏｎ ＬＸ⁃２ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

Ｚｈａｎｇ Ｒｏｎｇｈｕａ１，Ｚｈａｎｇ Ｙａｎａｎ１，Ｈａｎ Ｘｉａｎｇｙａｎｇ１，Ｃｕｉ Ｘｉａｏｙａｎ１，Ｔｉａｎ Ｘｉａｏｌｉ２，Ｚｈａｎｇ Ｇｕａｎｇｌｉｎｇ３，Ｌｉｕ Ｚｈｉｙｏｎｇ４

（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｈｅｂｅｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　 ０６３２１０；２Ｐａｒａｐｌｅｇｉａ Ｓａｎａｔｏｒｉｕｍ ｏｆ

Ｔａｎｇｓｈａｎ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　 ０６３０００；３Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｈｅｂｅｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ⁃Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　 ０６３０００；

４Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　 ０６３２１０）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ３ （ＡＫＴ３） ｉｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ／ ２９ａ⁃３ｐ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ＬＸ⁃２． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ， Ｓｔａｒ⁃
ｂａｓｅ， ｍｉＲＤＢ ａｎｄ ＤＩＡＮＡ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＥＧ），ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）， ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ （ＰＰＩ）． Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｍｉＲＮＡｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． ＣＣＫ⁃８， Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ＬＸ⁃
２ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ２４ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ， ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ． Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉ⁃
ｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ＡＫＴ３ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＡＫＴ３ ｗａｓ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ） ａｎｄ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ α１ ｃｈａｉｎ （ＣＯＬ１Ａ１）
ｏｆ ＬＸ⁃２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｏｒ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５），
ａｎｄ ＡＫＴ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ＬＸ⁃２
ｃｅｌｌｓ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ⁃ａｂｏｖｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ３ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＸ⁃２ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＬＸ⁃２； ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ３； ｍｉＲ⁃２２⁃３ｐ； ｍｉＲ⁃２９ａ⁃３ｐ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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