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摘要 目的 研究 microRNA-200a( miR200a) 影响肝细胞癌

的进展及调控索拉非尼治疗效果。方法 构建人肝癌细胞

miR200a 稳转 细 胞 株: miR200a 过 表 达、对 照 组 ( Control ) 、
miR200a 敲低。采用 qRT-PCR 法检测各转染细胞株 miRNA

表达量，MTT 的方法检测细胞活力，Western blot 分析各目标

蛋白表达量; Transwell 法检测肝癌细胞迁移、侵袭能力。转

染细胞 株 添 加 索 拉 非 尼，复 测 MTT 及 Western blot，验 证

miR200a 调控索拉非尼对细胞的作用和相应蛋白表达量变

化，SPF 级 BALB /c-nu 雄鼠 18 只，随机分为 3 组，每组 6 只。

每组皮下种植 miR200a 过表达、Control、miR200a 敲低细胞，

待成瘤后每组裸鼠每天注射索拉非尼，连续 14 d，处死裸鼠，

取出瘤体，计算肿瘤体积，免疫组化验证瘤体目标蛋白表达

及定位。结果 上调 miR200a 不仅可以抑制人肝癌细胞的

细胞活力及迁移侵袭能力，还可以降低 SIRT1 的表达。并且

上调 miR200a 明 显 减 小 裸 鼠 的 肿 瘤 体 积。结 论 上 调

miR200a 可以负性调控人肝癌细胞的增殖和迁移能力，并增

加索拉非尼的药物疗效，这种作用可能是通过调控 SIRT1 表

达来完成。
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原发性肝癌在全球恶性肿瘤中发病率位居第 6
位，病死率第 4 位［1］。进展期肝癌的一线临床常用

治疗药物为索拉非尼。肝癌患者使用索拉非尼后常

出现耐药现象。如何改善此现象成为该研究的切入

点。微 小 核 糖 核 酸 ( microRNA ) 是 一 类 分 子 量

20 ～ 25 个碱基的小分子非编码 RNA。microRNA 常

与目的基因 mRNA 3'端通过碱基互补配对原则不完

全互 补 结 合，进 而 调 控 目 的 基 因。miR200a 是

miR200 家族的一员，因其在肿瘤进展和转移的重要

性而备受关注。研究［2］表明 miR200 家族成员在癌

症中的主要作用被认定为肿瘤抑制因子。前期实验

中已验证 miR200a 可抑制人肝细胞癌上皮间质转

化( 结果未发表) 。
SIRT1 是哺乳动物 sirtuin 家族 ( SIRT1-SIRT7 )

的成员之一，是一种 NAD + 依赖性组蛋白去乙酰化

酶，其在机体各种生命活动过程中起着非常重要的

作用。SIRT1 的过表达显著上调血管内皮生长因子

受体，促进肿瘤新生血管的形成，增强了迁移和侵袭

能力［3］，这与索拉非尼抗肿瘤机制相关。并有研

究［4］报道 SIRT1 的过表达是导致索拉非尼耐药现

象发生的重要原因。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 人肝癌 Huh-7 细胞株来自中国科

学院细胞库。
1． 1． 2 实验动物 18 只雄性 BALB /c-nu 裸鼠，4 ～
6 周龄，体质量 18 ～ 22 g，购自江苏集萃药康生物科

技有限公司，动物生产许可证号: SCKK ( 苏) 2018-
0008。
1． 1． 3 试剂与仪器 DMEM 高糖细胞培养基购自

美国 Hyclone 公司，胎牛血清购自美国 Gibco 公司，

BCA 试剂盒、4% 多聚甲醛、MTT、青链霉素、结晶紫

均购自北京碧云天生物技术有限公司，β-actin 和

SIRT1 购自美国 Cell Signaling Technology 公司，山羊

抗兔 /鼠 IgG 二抗购自北京中杉金桥有限公司，二甲

双胍和索拉非尼购自上海 MCE 公司。细胞培养箱

购自美国 Thermo Fisher 公司，荧光倒置显微镜购自

日本 O-LYMPUS 公司，酶标仪购自上海科华生物工

程股份有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 将人肝癌细胞构建 miR200a 稳

转细胞株: miR200a 过表达组、Control 组、miR200a
敲低组，10%胎牛血清 + 1%双抗的高糖培养基中培

养，细胞培养箱培养条件为: 37 ℃、5% CO2。每 2 ～
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3 d 更换培养液，细胞数为 70% ～ 90% 时，0. 25% 胰

酶消化，传代( 不超过 10 代) 。
1． 2． 2 分组与处理 将处于对数生长期转染细胞

常规接种于 96 孔板( 2. 5 × 103 个 /孔，100 μl /孔) 或

6 孔板( 3 × 105 个 /孔，2 ml /孔) ，每组细胞加入终浓

度为 10 μmol /L 索拉非尼处理 24、48、72 h。
1． 2． 3 细胞活力的测定 将转染细胞接种于 96 孔

板内，每孔 2 500 个，处理结束后每组取 5 孔，加入 5
mg /ml MTT 溶液 10 μl，37 ℃孵育 4 h 后加入 150 μl
异丙醇室温振荡 10 min，酶标仪于波长 570 nm 和

630 nm 处测定吸光度( OD) 值，用 570 nm 处 OD 值

光度 － 630 nm 处 OD 值反映细胞活力。
1． 2． 4 Western blot 法检测 SIRT1 的表达 转染细

胞 PBS 洗 2 遍，加入蛋白裂解液( RIPA ∶ 蛋白酶抑

制剂 ∶ 磷酸酶抑制剂比例为 1 ∶ 100 ∶ 100) ，待细胞

裂解完全后吸取悬液在 4 ℃离心机离心并吸取蛋白

上清液，储存于 － 80 ℃冰箱，用 BCA 法测蛋白浓度

并进行蛋白质定量，加上样缓冲液煮沸 10 min 变

性，以蛋白质 30 μg 进行 SDS-PACE 电泳。转膜后，

用含 5% BSA 的 TBST 室温慢摇封闭 1. 5 h，分别加

入 β-actin 和 SIRT1 抗体，4 ℃ 孵育过夜，加入相应

的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 /兔抗体孵育 1 h，

洗膜后用显影仪检测蛋白显影。
1． 2． 5 Transwell 实验检测细胞迁移侵袭能力 无

血清 DMEM 培养基饥饿处理目标细胞 6 h，迁移、侵
袭重悬细胞悬液细胞数分别为 2 × 104 和 1 × 105

个。下室中加入含 30% 胎牛血清的 DMEM 培养基

600 μl，上室中加入 150 μl 经过不同处理的细胞悬

液，放入孵箱中孵育 48 h，每组设 2 个复孔。取出小

室，纯水洗涤，4% 多聚甲醛固定 25 min 以上，加入

0. 1%结晶紫水溶液染色 20 min，纯水洗净。用棉签

擦净上室里存留的液体和细胞，在倒置显微镜下拍

照且计数，随机选择不同的视野进行统计学分析。
1． 2． 6 动物分组及处理 SPF 级 BALB /c-nu 雄鼠

18 只，饲养于恒温恒湿、12 h /12 h 昼夜交替的环境

中，自由摄取水和食物。采用随机数表法将裸鼠分

为 3 组( n = 6 ) ，每组皮下种植 miR200a 过表达组、
Control 组、miR200a 敲低组细胞 ( 1 × 106 个 /只) 皮

下种植于裸鼠右侧腋窝下。待瘤体达 50 mm3 时，

开始注射索拉非尼，每次注射前记录裸鼠的体质量

和瘤体的大小。注射药物 14 d 后处死裸鼠，取出瘤

体记录相应的体积。
1． 2． 7 RNA 提取 取出转染细胞 PBS 清洗 2 次，加

入 TRIzol 1 ml( 全程冰上操作) 10 min，吹匀，将各孔

裂解 液 吸 到 1. 5 ml EP 管 中，加 入 三 氯 甲 烷 200
μl /管，上下颠倒振摇混匀。冰上静置，低温离心。离

心后小心吸取最上层无色液体移入一新的无酶EP 管

中。加入异丙醇混匀，冰上静置，离心，去上清液，加

入无酶水稀释75%乙醇，混匀，离心。弃上清液，干燥

沉淀。加入适量无酶水，测取总 RNA 浓度及纯度，并

用琼脂糖凝胶电泳验证质量，－80 ℃保存。
1． 2． 8 qRT-PCR 法检测 将提取总 RNA 按 10 μl
反应体系进行逆转录: PrimeScriptTMRT Master MIX 2
μl，总 RNA 量 1 000 ng，加无酶水至 10 μl，根据逆转

录试剂盒说明书逆转录成 cDNA。最后以 cDNA 为

模板使用对应引物进行目的基因的扩增，反应体系

为 10 μl，cDNA 1. 6 μl，特异性引物 3. 2 μl，SYBR
5. 2 μl。以 GAPDH 作为内参。miRNA 逆转录及目

的基因扩增按相关试剂盒操作。
1． 2． 9 免疫组化法检测 将裸鼠肿瘤冰冻切片用

纯水冲洗 2 次，每次 5 min，10% 过氧化氢去离子水

∶ 甲醇( 1 ∶ 9) 孵育 10 min，以灭活内源性过氧化物

酶活性，TBST 冲洗 3 次，每次 5 min，破膜液 ( 浓度

0. 25% Triton X-100 的 TBS) 10 min，TBST 冲洗，滴

加 10% 山羊血清封闭液，室温孵育 2 h，油性笔画

圈，滴加一抗，4 ℃ 过夜。回收一抗，TBST 冲洗，滴

加反应增强液，清洗滴加相应辣根过氧化物酶标记

的二抗，纯水冲洗，DAB 显色后自来水冲洗终止反

应，苏木精染核 20 s，纯水冲洗。梯度脱水、固定、中
性树胶封片后镜下观察。
1． 3 统计学处理 使用 GraphPad Prism 7. 0 软件

对实验数据进行统计分析。每组实验均单独重复 3
次。计量资料以 �x ± s 表示，计量资料两组间比较采

用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析 ( One-
way ANOVA) 。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 转染细胞系 qRT-PCR 验证 miR200a 表达量

及 miR200a 对肝癌细胞的活力的影响 miR200a
过表 达 组 miR200a 表 达 量 最 高、Control 组 居 中、
miR200a 敲 低 组 最 低 ( F = 33. 05，P = 0. 000 6 ) 。
miR200a 抑 制 肝 癌 细 胞 的 活 力，MTT 法 检 测

miR200a 转染处理后细胞活性的变化。miR200a 过

表达细胞活力低于 Control 组，miR200a 敲低组细胞

活力高于 Control 组( F = 249. 6，P ＜ 0. 001) ，差异均

有统计学意义( 图 1) 。
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图 1 miR200a 对肝癌细胞的活力的影响

A: qRT-PCR 检测转染细胞系 miR200a 表达量; B: MTT 检测 miR200a 对肝癌细胞活力的影响; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 miR200a 对肝癌的迁移侵袭能力的影响 Tr-
answell 小室实验结果显示转染细胞系经小室培养
48 h 后迁移和侵袭结果: miR200a 过表达组穿膜的

细胞数明显少于 Control 组和 miR200a 敲低组( F =
37. 58，P = 0. 007 5; F = 70. 43，P = 0. 003 0 ) 。转染

细胞系添加索拉非尼处理后 miR200a 过表达组、
Control 组和 miR200a 下调组穿膜细胞明显少于相

应未加药处理组( 图 2) 。
2． 3 miR200a 对索拉非尼抑制肝癌细胞的药效作

用的影响 用不同浓度 ( 0、2、4、8、12、16 μmol /L)

索拉非尼处理 Control 组细胞 24、48、72 h，且当索拉

非尼浓度为 12 μmol /L 时，Control 组细胞 IC50。因

此，该研究选择 12 μmol /L 为该实验的最适浓度。
用 12 μmol /L 处理转染细胞系 48 h，miR200a 过表

达细胞活力低于 Control 组，miR200a 敲低组细胞活

力高于 Control 组( F = 157. 8，P ＜ 0. 05) ( 图 3) 。
2． 4 miR200a 对肝癌细胞 SIRT1 转录和翻译过程

的影响 qRT-PCR、Western blot 结果显示: 与 Con-
trol 组比较，MiR200a 过表达组 SIRT1 的表达量明显

降低，miR200a 敲低组表达量明显上升( F = 78. 63，

P = 0. 002 6) 。加入 12 μmol /L 索拉非尼后处理 48
h，miR200a 组 SIRT1 的表达减低 ( F = 16. 39． P =
0. 001 9) 。miR200a 可以下调 SIRT1 表达，miR200a
抑制人肝癌细胞株增殖与迁移，并且可能参与调控
SIRT1 影响索拉非尼药效，并在相关网址预测其作

用靶点( 图 4) 。
2． 5 miR200a 对裸鼠肿瘤进展的影响 在裸鼠皮

下成瘤实验中，miR200a 过表达组体积 明 显 低 于
Control 组和 miR200a 敲低组且相应瘤体免疫组化

图结果显示 miR200a 过表达组 Ki67 表达明显少于
Control 组和 miR200a 敲低组( 图 5) 。

3 讨论

肝细胞肝癌是由多种基因、多种因素调控的恶

性疾病，常见的基因作用途径包括: RAS 蛋白 － 有

丝分裂原活化蛋白激酶 ( RAS-MAPKK) 通路、Janus
激酶 /信号转导和转录激活因子( JAK-STAT) 通路、
Wnt /β-连环蛋白 ( Wnt /β-catenin) 通路和磷酸酰肌

醇 3 激酶 /蛋白激酶 B /雷帕霉素靶蛋白( PI3k /Akt /
mTOR) 通路［5 － 8］。以索拉非尼为代表的多激酶抑

制剂是治疗肝癌的一线用药，延长患者的生存时间，

通过以上信号通路抑制肝癌的进展。索拉非尼耐药

导致 肝 癌 进 展 也 是 肝 癌 治 疗 中 的 棘 手 问 题，研

究［9 － 10］表明这一机制主要依赖 SIRT1 调控，SIRT1
通过去乙酰化抑制 β-catenin 表达激活 Wnt /β / cate-
nin 通路和 NAD /SIRT1 /AMPK axis 通路参与索拉非

尼耐药机制。通过检索 miRbase 数据库预测 SIRT1
的 mRNA 3'端是 miR200a-3p 结合位点。miR200a
在包括乳腺癌、结直肠癌、肾癌、肝癌等多种肿瘤中

调控不同靶基因发挥着抑癌作用［11 － 14］，该实验结果

显示上调 miR200a 可以抑制肝癌细胞的增殖和侵

袭行 为，下 调 可 以 促 进 肝 癌 的 进 展。实 验 显 示

miR200a 不仅抑制 SIRT1 蛋白表达，而且负性调控

其 mRNA 水平。在体内和体外实验中，上调肝癌细

胞中 miR200a 水平可以强化索拉非尼的抑癌作用，

下调则诱导索拉非尼的耐药效果。这一研究展现了

miR200a 作为未来抗肝癌治疗临床应用的潜质。二

甲双胍是 2 型糖尿病患者的一线用药，近年来有研

究［15］表明二甲双胍可以抑制肝癌细胞的生长，该实

验使用二甲双胍可以上调肝癌细胞中 miR200a 的

表达，并可提升索拉非尼的抑癌药物疗效。实验结

果未发表。
综上所述，miR200a 下调 SIRT1 抑制人肝癌细

胞增殖和迁移的能力，在肝癌细胞中上调 miR200a
可以增加索拉非尼药物敏感性。在临床上，大部分

肝癌患者的 miR200a 水平一般多为低表达，这与大

部分肝癌患者索拉非尼耐药相符。未来该课题组将
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图 2 miR200a 对肝癌细胞的迁移、侵袭能力的影响

1: Control 组; 2: miR200a 过表达组; 3: miR200a 敲低组; A ～ C: 1、2、3 组对肝癌细胞迁移能力的影响; D: 相应细胞数; E ～ G: 1、2、3 组调控

miR200a 肝癌细胞侵袭能力的影响; H: 相应细胞数; I ～ K: 1、2、3 组添加索拉非尼对肝癌细胞迁移能力的影响; L ～ N: 1、2、3 组添加索拉非尼对

肝癌细胞侵袭能力的影响; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 3 筛选索拉非尼浓度对肝癌细胞活力的影响

A ～ C: 24、48、72 h 不同浓度索拉非尼对 Control 组肝癌细胞活力的影响; D: 12 μmol /L 索拉非尼对转染细胞系细胞活力的影响; 1: 上调

miR200a 组; 2: 对照组; 3: 下调组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 4 miR200a 对 SIRT1 转录及翻译的影响

A: qRT-PCR 检测 miR-200a 转染 Huh-7 细胞系 SIRT1 mRNA 表达量; B: Western blot 转染细胞系 SIRT1 蛋白表达量; C: Western blot 检测转

染细胞加入索拉非尼后 SIRT1 蛋白表达; D: SIRT1 与 β-actin 的比值; E: SIRT1 与 β-actin 的比值; F: 预测 miR200a 对 SIRT1 作用靶点; 1:

miR200a 过表达组; 2: Control 组; 3: anti-miR200a 组; 4 ～ 6: 分别为 1 ～ 3 添加 12 μmol /L 索拉非尼处理组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 miR200a 对 Ki67 的表达的影响

A ～ C: 不同转染细胞系添加索拉非尼处理裸鼠皮下成瘤 Ki67 免疫组化图 × 100; D ～ F: 不同转染细胞系添加索拉非尼处理裸鼠皮下成瘤

Ki67 免疫组化图 × 400

进一步完善 miR200a 如何增加索拉非尼药敏性的

相关实验机制，为未来研制新的肝癌靶向药物治疗

方案和提高患者远期生存率提供理论基础。
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Study on the effect of microRNA-200a on the progression of hepatocellular
carcinoma and the therapeutic effect of sorafenib

Wei Sheng，Zhou Dachen，Fang Chao，et al
( Dept of General Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the effect of microRNA-200a( miR200a) on the progression of hepatocellular carci-
noma and the therapeutic effect of sorafenib． Methods The stable transformation cell lines of human hepatocellular
carcinoma miR200a were constructed: miR200a overexpression，Control and miR200a knockdown． The expression
of miR200a in each transfected cell line was detected by qRT-PCR，the expression of protein was detected by West-
ern blot method，the cell's vitality was detected by MTT method，and the ability of cell migration and invasion was
detected by transwell method． After adding sorafenib to the transfected cell line，the effect of miR200a on the regu-
lation of sorafenib on cells and the changes of cell vitality and corresponding protein expression were detected by
MTT and Western blot． Eighteen SPF male BALB /c-nu mice were randomly divided into 3 groups，with 6 mice in
each group． miR200a overexpression，Control and miR200a knockdown cells were subcutaneously implanted in
each group． After tumor formation，each group of nude mice were injected with sorafenib every day for 14 days．
The nude mice were killed and the tumor volume was calculated． The expression and localization of tumor target
protein were verified by immunohistochemistry． Results miR200a could inhibit the cell viability and migration a-
bility of hepatocellular carcinoma cells，and reduce the expression of SIRT1 at the same time． MiR200a significant-
ly reduced the tumor volume of nude mice． Conclusion miR200a can inhibit the proliferation and migration of hu-
man hepatocellular carcinoma cell line and increase the efficacy of sorafenib，which may be achieved by regulating
the expression of SIRT1．
Key words miR200a; hepatocellular carcinoma; sorafenib; SIRT1
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