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乌索酸通过抑制 ｍｉＲ２１表达诱导肝癌 ＨｅｐＧ２细胞
凋亡的机制
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摘　要　探讨乌索酸通过调控ｍｉＲ２１表达从而诱导肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用机制。采用ＭＴＴ方法检测乌索酸对
肝癌细胞增殖的抑制作用；ｑＰＣＲ检测肝癌细胞中ｍｉＲ２１的表达水平及乌索酸对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲ２１表达的调控作用；
转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ进ＨｅｐＧ２细胞中上调ｍｉＲ２１的表达后，ＭＴＴ、流式细胞检测法、ＲＴＰＣＲ方法分别分析 ｍｉＲ２１在乌索
酸对细胞的增殖、凋亡以及对凋亡相关基因的调控过程中的作用。结果显示，与肝正常细胞 Ｌ０２以及肝癌 ＳＭＣＣ７７２１、
Ｂｅｌ７４０２细胞相比较，乌索酸对肝癌ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制效果最强，且ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ２１的表达水平最高。乌索酸
可下调ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ２１的表达，且在２４ｈ的下调作用最强。ｍｉＲ２１的表达上调可以部分抵消乌索酸对ＨｅｐＧ２细胞
的抑制增殖及促进凋亡，部分抵消下调凋亡抑制基因Ｂｃｌ２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达和上调促凋亡基因Ｂａｘ表达的作用。结果提示，乌
索酸通过抑制ｍｉＲ２１的表达诱导肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡。
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　　恶性肿瘤是威胁人类健康的第二大杀手，仅次
于心血管疾病。从全球范围内来看，肝癌是最常见

的五大恶性肿瘤之一，每年约有９０万人群受到其
影响，７０万患者被肝癌夺去生命，其肿瘤致死率在
各类癌症中高居第３位［１］。早期预防和治疗是防

治肝癌的关键，而化学治疗仍然是治疗的主要

手段。

乌索酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）又名熊果酸，属于五
环三萜类化合物，广泛存在于自然界多种植物中，如

山楂、熊果、陆英等。研究证明其具有多种生物学活

性，包括抗菌、抗氧化、免疫调节等作用。近年来发

现乌索酸可通过诱导肿瘤细胞的凋亡而抑制其增

殖，包括肝癌、乳腺癌、前列腺癌、肺癌、黑色素瘤和

子宫内膜癌等［２－３］。值得注意的是，乌索酸同时被

证明具有良好的肝保护作用［４］，因此乌索酸这类既

能诱导肝癌细胞凋亡，并能有效保护正常肝细胞的

化合物，是抗肝癌药物研究的热点。

ｍｉＲ２１是目前研究较为深入的一种 ｍｉＲＮＡ，
研究表明，其与肿瘤相关的细胞增殖、凋亡、侵袭和

转移都有联系，在多种肿瘤细胞中过表达，试验敲

除ｍｉＲ２１可以减少癌变［５］，因此，ｍｉＲ２１作为一
个潜在的抗凋亡因子受到广泛的关注。有文献报

道，ｍｉＲ２１参与调控的信号通路与乌索酸凋亡机
制有交叉点［６］，为研究 ｍｉＲ２１在乌索酸的凋亡机
制中的调控作用提供了理论基础。本课题组前期

研究表明乌索酸可促进 ＨｅｐＧ２细胞的凋亡［７］，本

研究针对乌索酸对肝癌细胞的促凋亡作用和 ｍｉＲ
２１对肿瘤细胞的抗凋亡作用，研究两者之间的联
系，深入研究乌索酸的抗肿瘤作用机制，为后续研

究抗肿瘤药物靶点提供理论基础。

!

　材　料

１１　药品与试剂
乌索酸（ＵＡ，纯度大于９９８％，受赠于宜春学

院陈武教授）；胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０和 ＤＭＥＭ（美
国Ｇｉｂｃｏ公司）；胰酶（美国Ａｍｅｒｓｃｏ公司）；噻唑兰
ＭＴＴ和二甲基亚砜 ＤＭＳＯ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；总
ＲＮＡ提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ、转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００、凋亡检测试剂盒（上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ｍｉＲ２１ｑＰＣＲ引物试剂盒、ＥｚＯｍｉｃｓＳＹＢＲｑＰＣＲ

ｋｉｔｓ、ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ（南通百奥生物技术公司）；实
验中所用的各引物ＤＮＡ均合成于上海生工生物工
程有限公司，其序列见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／

°Ｃ

Ｌｅｎｇｔｈ／
ｂｐ

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ＣＧＡＣＧＴＴＧＣＣＣＣＣＴＧＣＣＴＧ ５８ ２５０
ＡＡＧＧＡＡＡＧＣＧＣＡＡＣＣＧＧＡＣＧＡ

Ｂｃｌ２ ＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣＣ ５８ １８４
ＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣ

Ｂａｘ ＴＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ ５８ ２８５
ＴＣＣＣＧＧＡＧＧＡＡＧＴＣＣＡＡＴＧＴＣ

ＧＡＰＤＨ ＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＣＣＧＧＡＴＴ ５８ ２２２
ＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ

１２　细胞株
人肝细胞Ｌ０２、肝癌细胞株ＨｅｐＧ２、人肝癌细胞

株ＳＭＣＣ７７２１和人肝癌细胞株Ｂｅｌ７４０２（中国药科
大学郭青龙教授惠赠，本实验室继以保存），所有细

胞均培养于含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基中。
１３　仪　器

ＰｏｗｅｒＷａｖｅＸＳ２全波长酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ
公司）；ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

"

　方　法

２１　ＭＴＴ法测定ＵＡ对人肝癌细胞的增殖抑制率
将细胞（活细胞率超过９５％）接种于９６孔培

养板，每孔７５×１０３个细胞，空白孔不接种细胞。
待细胞培养２４ｈ证实贴壁后去掉培养基，加入不
同浓度（１０，２０，４０，６０μｍｏｌ／Ｌ）的 ＵＡ，阴性孔加入
含０３％ ＤＭＳＯ的无血清培养基作为溶剂对照，空
白孔则加入无血清培养基作为对照，每孔２００μＬ，
细胞分别培养４８ｈ后吸去培养基，每孔加入５ｍｇ／
ｍＬＭＴＴ２０μＬ，孵育 ４ｈ。弃上清液，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，酶标仪测定４９０ｎｍ处的吸收度，按
计算细胞生长抑制率并作图计算 ＩＣ５０。每个剂量
浓度设３个平行孔。
２２　ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１在人肝细胞 Ｌ０２和人肝
癌细胞中的表达水平

采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂，按照说明书的方法提取各细
胞总ＲＮＡ，取总ＲＮＡ１μｇ以ｍｉＲＮＡＲＴｐｒｉｍｅｒ逆
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转录合成 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，选用 Ｕ６ＲＮＡ
作为内参照，使用 ＥｚＯｍｉｃｓＳＹＢＲｑＰＣＲｋｉｔｓ扩增
ｍｉＲ３０ａ，通过ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法对 ｍｉＲ３０ａ进行相
对定量。反应条件为：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，
６１℃ ３０ｓ（３０次），７２℃ １０ｍｉｎ。
２３　ｑＰＣＲ检测ＵＡ对ｍｉＲ２１在人肝癌ＨｅｐＧ２细
胞中表达水平的影响

加药组加入３０μｍｏｌ／ＬＵＡ，对照组加入０３％
ＤＭＳＯ，分别培养２４和４８ｈ后收集细胞，提取ＲＮＡ
后ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１的表达水平差异。ｑＰＣＲ步
骤同“２２”项。
２４　ＭＴＴ方法检测 ｍｉＲ２１过表达对 ＵＡ抑制肝
癌ＨｅｐＧ２细胞增殖作用的影响

将ＨｅｐＧ２细胞（活细胞率超过９５％）接种于６
孔培养板，每孔含５×１０５个细胞，待细胞培养２４ｈ
证实贴壁后用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒将
５０ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ和阴性对照 ＲＮＡ（ＮＣ
ＲＮＡ）转染入肝癌ＨｅｐＧ２细胞上调 ｍｉＲ２１表达水
平。ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ在人肝癌 ＨｅｐＧ细
胞中转染效率。转染２４ｈ后消化细胞重新铺９６
孔板 ＭＴＴ方法检测抑制率，ＭＴＴ具体步骤见
“２１”项。
２５　流式细胞仪检测 ｍｉＲ２１过表达对 ＵＡ抑制
肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡作用的影响

将ＨｅｐＧ２细胞（活细胞率超过９５％）接种于６
孔培养板，每孔含５×１０５个细胞，待细胞培养２４ｈ
证实贴壁后用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒将
５０ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ和 ＮＣ 转 染 入 肝 癌
ＨｅｐＧ２细胞上调 ｍｉＲ２１表达水平，ＮＣＲＮＡ作为
阴性对照。转染２４ｈ后加入２０和３０μｍｏｌ／ＬＵＡ
处理２４ｈ，按照凋亡检测试剂盒步骤处理细胞后上
流式细胞仪检测。

２６　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２１过表达对ＵＡ抑制凋亡
相关基因表达作用的影响

用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒将５０ｎｍｏｌ／Ｌ
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ和ＮＣ转染入肝癌ＨｅｐＧ２细胞，转染
２４ｈ后加入１０，２０，３０，４０μｍｏｌ／ＬＵＡ处理２４ｈ，采
用Ｔｒｉｚｏｌ试剂，按照说明书的方法提取总 ＲＮＡ，取
总ＲＮＡ１μｇ以ＯｌｉｇｏｄＴ１８逆转录合成 ｃＤＮＡ。以
ｃＤＮＡ为模板，选用 ＧＡＰＤＨ作为内参，用 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
和Ｂｃｌ２验证引物进行平行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ条件
如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５４℃退

火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃再延伸
７ｍｉｎ。反应产物进行琼脂糖电泳检测。
２７　统计学分析

结果数据以 珋ｘ±ｓ标准差表示，用 ＳＰＳＳ统计软
件进行数据分析，分析用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５被认为
具有统计学意义。

#

　结　果

３１　ＵＡ对人肝癌 ＨｅｐＧ２，ＳＭＭＣ７７２１，Ｂｅｌ７４０２
细胞的增殖抑制作用

为了检测ＵＡ对人肝癌细胞生长增殖情况的
影响，通过 ＭＴＴ法检测了细胞在经 ＵＡ处理之后
的存活情况。结果（图１）显示，４８ｈ处理后，随着
剂量的增加，ＵＡ对肝癌 ＨｅｐＧ２、Ｂｅｌ７４０２、ＳＭＣＣ
７７２１细胞生长的抑制作用呈浓度依赖性的增加，
且ＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用最为显著，
当药物浓度高于２０μｍｏｌ／Ｌ时 ＨｅｐＧ２细胞的存活
率与阴性对照相比有极其显著性差异（Ｐ＜００１）。
加权回归法计算半数生长抑制浓度（ＩＣ５０）显示，
ＨｅｐＧ２、Ｂｅｌ７４０２、ＳＭＣＣ７７２１细胞在４８ｈ的ＩＣ５０分
别为（２８８±２１２），（３５８±１７３）和（３９６±
３１３）μｍｏｌ／Ｌ，证明ＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞的细胞增殖
抑制作用最强。

３２　ｍｉＲ２１在肝癌 ＨｅｐＧ２，ＳＭＭＣ７７２１，Ｂｅｌ７４０２
细胞中高表达

ｑＰＣＲ方法检测 ｍｉＲ２１在肝细胞 Ｌ０２和肝癌
细胞中的表达水平，结果（图２）显示：与Ｌ０２相比，
ｍｉＲ２１在不同肝癌细胞中都有不同程度的表达上
调，其中，ＨｅｐＧ２、Ｂｅｌ７４０２、ＳＭＣＣ７７２１细胞中 ｍｉＲ
２１的表达量分别是 Ｌ０２的４９、２８和１５倍，结
果表明ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ２１表达水平最高。
３３　ＵＡ下调ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ２１的表达水平

在３种肝癌细胞中，ＵＡ对 ＨｅｐＧ２细胞的增
殖抑制作用最强，且 ｍｉＲ２１在 ＨｅｐＧ２中的表达
量最高，所以利用ＨｅｐＧ２细胞作为后续实验对象。
采用ＵＡ对 ＨｅｐＧ２细胞的 ＩＣ５０浓度３０μｍｏｌ／Ｌ作
为加药浓度，处理２４和４８ｈ后检测 ｍｉＲ２１的表
达水平变化。ｑＰＣＲ结果（图３）显示：在有效浓度
３０μｍｏｌ／ＬＵＡ的作用下，ｍｉＲ２１的表达下调，但是
表达变化不呈时间依赖性，２４ｈ表达下调 ５０％，
４８ｈ表达下调３０％，结果表明 ＵＡ在２４ｈ对 ｍｉＲ
２１的表达抑制效果最强。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ（ＵＡ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｓｕｃｈａｓＨｅｐＧ２（Ａ），Ｂｅｌ７４０２（Ｂ）ａｎｄＳＭＣＣ
７７２１（Ｃ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍａｓｓａｙ．Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｓｕｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ
（ＵＡ），ｗｈｉｃｈｓｅｒｖｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｗａｓｄｅｓｉｇｎａｔｅｄａｓ１００％．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｌｏｓｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓ．
Ｅａｃｈｐｏｉｎｔｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅｉｓｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆｓｉｘｗｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ２１ｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ．ＴｈｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｆｏｒＬ０２ｗａｓｓｅｔ１（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．Ｐ＜００１ｖｓＬ０２ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ２１ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３０
μｍｏｌ／ＬＵＡｆｏｒ２４ｈａｎｄ４８ｈｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ（珋ｘ±ｓ，ｎ
＝３）．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３４　ｍｉＲ２１过表达部分消除了 ＵＡ抑制肝癌
ＨｅｐＧ２细胞增殖的作用

为了证实ｍｉＲ２１对ＵＡ抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖
作用的影响，把 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ转染入细胞提高
ｍｉＲ２１的表达水平（图４Ｂ），ＮＣＲＮＡ作为阴性对
照，由于ＵＡ在２４ｈ对ｍｉＲ２１表达下调作用最强，
所以ＭＴＴ方法检测２４ｈ时ＵＡ对两组细胞的增殖
抑制率。结果显示（图 ４Ａ），当药物浓度高于
２０μｍｏｌ／Ｌ时，ＵＡ对转染 ｍｉＲ２１细胞的增殖抑制
率与阴性对照相比显著性降低。

Ｆｉｇｕｒｅ４　（Ａ）Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔ
ｒａｚｏｌｉｕｍａｓｓａｙ．ＭｉＲ２１ａｎｄＮＣ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ．Ａｆｔｅｒ２４ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＵＡ．Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｓｕｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＵＡ，ｗｈｉｃｈ
ｓｅｒｖｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｗａｓｄｅｓｉｇｎａｔｅｄａｓ１００％．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｌｏｓｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓ．Ｐ＜
００５．（Ｂ）ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１ｗｉｔｈ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ，ｏｒＮＣｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝
３）．Ｐ＜００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ

３５　ｍｉＲ２１过表达部分消除了 ＵＡ促进肝癌
ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用

为了证实ｍｉＲ２１对ＵＡ促进ＨｅｐＧ２细胞凋亡
作用的影响，把ｍｉＲ２１转染入细胞提高ｍｉＲ２１的
表达水平，ＮＣＲＮＡ作为阴性对照，由于 ＵＡ在
２４ｈ对ｍｉＲ２１表达下调作用最强，所以流式细胞
仪方法检测２４ｈ时 ＵＡ对两组细胞的凋亡率。结
果如图５所示，２０与３０μｍｏｌ／ＬＵＡ处理两组细胞
２４ｈ后，转染ｍｉＲ２１细胞的细胞凋亡率（ＵＲ为晚
期凋亡，ＬＲ为早期凋亡，凋亡率为两者之和）分别
是１７９３％和４０３３％，与阴性对照组细胞相比显
著性降低。

３６　ｍｉＲ２１过表达部分消除了ＵＡ抑制凋亡相关
基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的作用

为了进一步证实ｍｉＲ２１对ＵＡ促进ＨｅｐＧ２细
胞凋亡作用的影响，转染 ｍｉＲ２１后用不同浓度的
ＵＡ处理２４ｈ，ＲＴＰＣＲ检测凋亡抑制基因 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
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和ｂｃｌ２和促凋亡基因 Ｂａｘ的 ｍＲＮＡ表达水平变
化。结果如图 ６所示，ＵＡ处理未转染 ｍｉＲ２１的
ＨｅｐＧ２细胞后，ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 Ｂｃｌ２呈浓度依赖性下

调，Ｂａｘ呈浓度依赖性上升，而转染了 ｍｉＲ２１后，
ＵＡ对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 Ｂｃｌ２的下调作用和对 Ｂａｘ的上
调作用明显下降。

Ｆｉｇｕｒｅ５　（Ａ）Ｅｘｔｅｎｔｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓ；（Ｂ）ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＵＡｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ２，ｓｕｒｖｉｖｉｎａｎｄ
ｂａｘｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓｏｒＮＣｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＵＡ
（１０，２０，３０，４０μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ２４ｈ，ａｎｄｔｏｔａｌＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄａｎｄ
ｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ

'

　讨　论

目前认为，肝肿瘤细胞的发生演化是一个多基

因、多因素、多阶段的过程［１］。当细胞凋亡被认定

为肿瘤细胞恶变的一个重要原因后，越来越多的研

究开始集中在诱导肿瘤细胞凋亡的层面。目前很

多天然的化合物被发现能有效诱导肿瘤细胞的凋

亡，这其中也包括 ＵＡ［８］。研究认为 ＵＡ能诱导多
种体外培养的肿瘤细胞凋亡并抑制肿瘤增殖，但其

具体机制尚未明确。ｍｉＲＮＡ是近几年抗肿瘤研究
热点之一，研究发现 ｍｉＲＮＡ在肿瘤的发生发展中
起着重要作用，如参与肿瘤转移、凋亡、血管生成以

及耐药性等［９］。ｍｉＲ２１是最早研究与肿瘤凋亡相

关的ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ２１在多种肿瘤中过表达，与肿瘤
细胞抗凋亡作用密切相关［１０］。本课题研究证实了

ｍｉＲ２１在多种肝癌细胞中高表达。ＵＡ处理２４ｈ
后，ｍｉＲ２１的表达水平降低。并且，增加细胞中
ｍｉＲ２１的表达可以部分消除 ＵＡ对细胞增殖的抑
制作用、对细胞凋亡的促进作用以及对抗凋亡基因

表达的下调作用，说明 ｍｉＲ２１参与了 ＵＡ的抗肿
瘤作用机制，为后续抗肿瘤药物靶点研究提供理论

基础。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类由内源基因编码的
长度约为２２个核苷酸的非编码单链ＲＮＡ分子，其
作用机制是与靶 ｍＲＮＡ不完全互补结合，在蛋白
质翻译水平上抑制其表达。本研究表明ｍｉＲ２１在
ＵＡ的促凋亡过程中的作用可能与上调抗凋亡基
因Ｂｃｌ２和ｓｕｒｖｉｖｉｎ有关。细胞凋亡可依赖于线粒
体和死亡受体信号传导通路。绝大多数细胞凋亡

是通过线粒体信号通路来实现的，并受到一系列基

因的调控，Ｂｃｌ２家族是该途径的主要调节者，ｂｃｌ２
属于Ｂｃｌ２家族中的抗凋亡基因。Ｂｃｌ２能阻断引
起细胞凋亡的最后通路，通过防止受损 ＤＮＡ翻译
成参与细胞凋亡基因的信号，或者通过阻止这些基

因产物的活动，起到保护这些细胞的作用［１１］。

９４７
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ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因一个凋亡抑制基因，　作为 ＩＡＰ家族的
一个成员，ｓｕｒｖｉｖｉｎ是目前发现的抗凋亡作用最强
的分子之一［１２］。有研究表明Ｂｃｌ２是ｍｉＲ２１的直
接靶基因，ｍｉＲ２１的过表达可上调 Ｂｃｌ２的表
达［１３］。而ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因是否是 ｍｉＲ２１的直接靶基
因还需进一步的探讨。

实验结果表明，ｍｉＲ２１的过表达可以部分消
除ＵＡ对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用、促凋
亡作用以及对凋亡抑制基因的下调作用。但是，并

没有完全消除 ＵＡ的促细胞凋亡作用，说明在 ＵＡ
促肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡过程中还存在其他的分子
机制和作用靶点，有待进一步研究。
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