
肝细胞癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率

和死亡率分别位居世界第六和第四［1］。同时，由于

慢性乙型病毒肝炎的流行，肝癌患者在中国更为常

见［2］。由于手术切除和经导管动脉化疗栓塞术的开
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［摘 要］ 目的：探讨miR⁃1254对肝癌细胞生物学行为的影响及其潜在机制。方法：①RT⁃qPCR检测miR⁃1254在肝癌和癌旁

组织或细胞系中的表达。②构建过表达和敲低miR⁃1254的肝癌细胞系，Transwell实验与HUVEC体外成管实验研究miR⁃1254
对肝癌细胞迁移、侵袭与血管形成的影响。③Target Scan预测miR⁃1254的靶基因，RT⁃qPCR与Western blot测定靶基因的表

达，双重萤光素酶报告基因证实miR⁃1254的靶基因。结果：①miR⁃1254在肝癌组织和肝癌细胞系中的表达上调（P < 0.01）；②
miR⁃1254促进肝癌细胞的迁移、侵袭与血管形成；③配对盒基因5（paired box gene 5，PAX5）在肝癌组织和细胞系中的表达下

调，PAX5是miR⁃1254的直接靶标，miR⁃1254负向调控肝癌中PAX5的表达；④过表达PAX5能够逆转过表达miR⁃1254对肝癌

细胞进展的的促进作用。结论：miR⁃1254通过靶向PAX5促进肝癌细胞的迁移、侵袭与血管形成，因而它是肝癌的一个潜在的

治疗靶标。
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［Abstract］ Objective：This study explores the effects and mechanisms of miR⁃1254 on liver cancer cells. Methods：①RT⁃qPCR
was used to detect the expression of miR⁃1254 in liver cancer and adjacent tissues or cell lines. ②HUVEC tube ⁃formation assays and
transwell assays were used to demonstrate effects of miR⁃1254 on migration，invasion and vascular formation of liver cancer cells. ③
Target Scan was used to predict the target gene of miR⁃1254. RT⁃qPCR and western blot were used to measure the expression of the
target gene. Dual luciferase reporter assay was used to confirm the target gene. Results：①miR⁃1254 was up⁃regulated in liver cancer
tissues and cell lines. ② miR⁃1254 promoted migration，invasion and vascular formation of liver cancer cells. ③The paired box gene 5
（PAX5）was down⁃regulated in liver cancer tissues and miR⁃1254 negatively regulated the expression of PAX5，which was confirmed to
be the direct target of miR⁃1254. ④Over ⁃expressing PAX5 could reverse the promotive effects on HCC cells caused by the over ⁃
expresssion of miR⁃1254. Conclusion：miR⁃1254 promoted migration，invasion and vascular formation of liver cancer cells through
targeting PAX5. So miR⁃1254 might have the value of target therapy in liver cancer.
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展，肝癌的临床结局及预后已逐渐得到改善。然

而，复发和转移仍然是影响肝癌患者长期生存的主

要问题［3］。因此，深入研究肝癌的发生和发展，对于

改善肝癌的早期诊断和治疗至关重要。

MicroRNA（miRNA）是一类进化保守的小型非

编码RNA，由18~25个核苷酸组成。经典研究发现，

miRNA与mRNA的 3′端的非翻译区（3′⁃untranslated
region，3′⁃UTR）结合导致其降解或翻译的抑制，从

而下调靶mRNA的表达［4］。大量研究表明miRNA
影响癌症的进展，包括肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭

和凋亡［5］。最近已发现miR⁃1254够能调节结直肠

癌的肿瘤发生和发展［6］。但是，miR⁃1254在肝癌中

的确切功能仍不清楚。

配对盒（paired box，PAX）基因是一类转录因子

家族，它们调节细胞的分化、迁移和增殖。根据结

构相似性，该家族分为 9 个亚类，其中一部分

（PAX3、PAX4、PAX6、PAX7）包含完整的同源域，

而一些亚类（PAX2、PAX5、PAX8）包含部分同源

域，其余的（PAX1和PAX9）则完全不包含同源域［7］。

其中，PAX5 在淋巴瘤和淋巴细胞性白血病中被

广泛研究，被认为是与 B细胞发育缺陷相关的癌

基因［8］。然而，PAX5在非淋巴细胞起源的肿瘤中

通常被认为是抑癌基因。研究表明，PAX5 介导

的 p53通路可抑制胃癌的肿瘤发生［9］。在乳腺癌

中，研究人员证明了 PAX5通过上调miR⁃215抑制

乳腺癌的进展［10］。而且，研究发现 PAX5通过下

调β⁃catenin信号通路抑制非小细胞肺癌细胞的增

殖和转移［11］。然而，目前尚无关于肝癌中 miR⁃
1254与 PAX5之间关系以及其对肝癌发生和发展

的报道。

本研究揭示了miR⁃1254如何影响肝癌细胞的

生物学行为及其潜在分子机制，对该调控轴的了解

有助于未来寻找治疗肝癌的新策略。

1 对象和方法

1.1 对象

在南京医科大学第一附属医院肝胆中心，从接

受肝癌切除术的 50例初诊为肝癌的患者中获得人

肝癌组织和配对的癌旁组织。手术切除后，所有组

织在液氮中迅速冷冻。病理科进行病理诊断，证实

所有肿瘤样本均为肝细胞癌。本研究得到了南京

医科大学第一附属医院伦理委员会的批准，并且所

有患者在手术前均签署了知情同意书，同意收集组

织供科学研究使用。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

人类肝癌细胞系Hep3B、MHCC97⁃H、HepG2、
SMMC⁃7721以及人类正常肝细胞系LO2，人脐静脉

内皮细胞HUVEC均购自上海中国科学院。所有细

胞均在 37 ℃、5％CO2 下，含有 10％胎牛血清（Life
Technologies公司，美国）和抗生素（100 U/mL青霉素

G和100 mg/mL链霉素）的DMEM培养基（Life Tech⁃
nologies公司，美国）中培养。

1.2.2 细胞转染

miR⁃1254 过表达载体（pre ⁃miR⁃1254）、miR⁃
1254敲低载体（miR⁃1254⁃inhibitor）和PAX5过表达

载体（lv⁃PAX5）及其各自的阴性对照载体（negative
control，NC），由上海 Gene Pharma 公司设计并构

造。使用pre⁃miR⁃1254及NC载体转染Hep3B细胞，

miR⁃1254⁃inhibitor 及 NC 载体转染 SMMC⁃7721细

胞，使用 pre⁃miR⁃1254和 lv⁃PAX5载体或其阴性对

照载体（lv⁃NC）共转染Hep3B细胞。慢病毒感染肝

癌细胞后，再用7 g/mL的嘌呤霉素（Sigma⁃Aldrich公
司，美国）筛选转染成功的细胞。

1.2.3 RNA提取和实时荧光定量PCR（RT⁃gPCR）
采用TRIzol法（TaKaRa公司，日本）提取肝癌组

织及细胞中的总RNA。使用Nanodrop 2000（Nano⁃
Drop公司，美国）检测RNA纯度和浓度。miR⁃1254
与U6引物（广州锐博生物技术公司），PAX5与 β⁃ac⁃
tin引物（南京Realgene公司）序列如下：miR⁃1254正
向 5′⁃ AGCCTGGAAGCTGGAGCCTGCAGT⁃3′，反向

5′⁃GCGAGCACAGAATTAATACGAC⁃3′；U6正向 5′⁃
CTCGCTTCGGCAGCACA ⁃ 3′ ，反 向 5′ ⁃ AAC⁃
GCTTCACGAATTTGCGT⁃3′；PAX5正向：5′⁃ACTT⁃
GCTCATCAAGGTGTCAG⁃3′；反向 5′⁃TCCTCCAAT⁃
TACCCCAGGCTT⁃3′；β⁃actin正向 5′⁃TGACGTGGA⁃
CATCCGCAAAG⁃3′；反向：5′⁃TGACGTGGACATCC⁃
GCAAAG ⁃ 3′。miR ⁃ 1254 及 U6 按照茎环法采用

Bulge⁃LoopTM miRNA qRT⁃PCR Starter Kit试剂盒（广

州锐博生物公司）逆转录，而 PAX5 与 β⁃actin 的

mRNA按照常规方法采用 PrimeScriptRT Reagent 试
剂盒（TaKaRa公司，日本）逆转录，逆转录构建cDNA
文库后，采用 SYBR Green Master（TaKaRa公司，日

本）RT⁃gPCR法检测miR⁃1254及PAX5的相对表达

量，使用 ABI StepOnePlus Detection system（ABI 公
司，美国）进行扩增反应。U6用作检测miR⁃1254的
内参，β⁃actin用作检测PAX5基因的内参，每组设计

3个重复孔，采用 2-ΔΔCT法计算miR⁃1254及PAX5的
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相对表达量。

1.2.4 Transwell实验

采用 Transwell小室（Millipore公司，美国）测定

转染后肝癌细胞的迁移和侵袭能力。进行迁移实

验时，将 2×104 个转染细胞接种在上腔室中，用

100 μL无血清DMEM培养基培养，在下腔室中用含

10％的胎牛血清DMEM培养基进行培养。进行侵

袭实验时，将同样的转染细胞按照上述方法接种，

但上腔内底部预先涂有 1层Matrigel膜（Corning公
司，美国）。在培养箱中培养24 h后，取出小室，用无

菌棉签拭去上腔内膜表面未迁移的细胞，再用PBS溶
液小心地冲洗2次后，甲醛固定后再使用0.1％的结

晶紫染色30 min，以上实验均独立重复3次。

1.2.5 HUVEC体外成管实验

如上所述，培养并转染了 pre⁃miR⁃1254、miR⁃
1254⁃inhibitor、lv⁃PAX5载体及其相应对照载体的肝

癌细胞。当细胞达到80％汇合度时，将培养基更换

为无血清的DMEM培养基。继续培养24 h后，收集

上清液作为条件培养基，并保存在-80 ℃。在 96孔
板的每个孔中预先涂 50 μL Matrigel（Corning公司，

美国），使其在 37 ℃下聚合 30 min。将人脐静脉内

皮细胞HUVEC以2×105个/mL的密度悬浮在不同的

上清液中，并将 100 μL的细胞悬浮液添加到每个

Matrigel预包被的孔中。4 h后，使用倒相显微镜拍

摄成管图像。使用 Image Pro Plus软件（Media Cy⁃
bernetics公司，美国）测量并计算每个孔中HUVEC
的成管面积。以上实验均独立重复3次。

1.2.6 Western blot实验

首先，用RIPA裂解缓冲液（上海碧云天公司）

提取细胞总蛋白，然后使用 10％十二烷基硫酸钠⁃
聚丙烯酰胺凝胶（上海碧云天公司）进行电泳，并转

移到聚偏二氟乙烯膜上（BioRad公司，美国）。接下

来，将膜在Quick Block封闭液（上海碧云天公司）中

封闭15 min，然后在4 ℃与特定的一抗孵育过夜。此

步骤中使用了PAX5抗体和β⁃actin（Biorbyt公司，英

国）作为内参，TBST溶液用于洗涤未结合的抗体，每

次洗15 min，重复3次。接下来，将膜在室温下于二

抗中孵育1 h，再用PBST溶液洗涤3次，每次15 min。
最后，使用增强的化学发光检测系统检测目标蛋

白。所有抗体稀释浓度均为1∶1 000，以上实验均独

立重复3次。

1.2.7 双重荧光素酶报告基因实验

委托上海Gene Pharma公司合成 PAX5 3′⁃UTR
的野生型（wild type，WT）和突变型（mutant type，

MUT）序列，并将其插入到pmiR⁃GLO双重荧光素酶

载体中。使用 Lipofectamine 2000（Invitrogen公司，

美国），将WT⁃PAX5 3′⁃UTR和MUT⁃PAX5 3′⁃UTR
转染过表达miR⁃1254或敲低miR⁃1254及其对照的

肝癌细胞。海肾荧光素酶表达质粒也被转染到细

胞中，作为参考对照。48 h 后，使用裂解缓冲液

（Promega公司，美国）裂解收获的细胞。双重荧光

素酶报告基因检测系统（Promega公司，美国）检测

萤火虫和海肾荧光素酶活性。

1.3 统计学方法

所有统计数据均使用SPSS22.0软件（IBM公司，

美国）进行分析。每个实验重复3次，计量数据以均

数±标准差（x ± s）表示，使用独立的 Student′s t检验

比较两组之间的差异，方差分析比较两组以上的差

异。P ≤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR⁃1254在肝癌组织和肝癌细胞系中上调

通过RT⁃qPCR从 50例肝癌组织和配对邻近组

织中检测了miR⁃1254的表达。与邻近的组织相比，

肝癌组织中的miR⁃1254表达明显上调（n=50，P <
0.01，图 1A）。此外，与正常肝细胞系 LO2相比，肝

癌细胞系中miR⁃1254的表达显着增加（P < 0.01，
图 1B）。通过慢病毒载体 pre⁃miR⁃1254 和 miR⁃
1254⁃inhibitor 过表达或敲低肝癌细胞中的 miR⁃
1254，再采用 RT⁃qPCR来验证转染效果。结果显

示，与对照组相比，转染 pre ⁃miR ⁃ 1254 载体的

Hep3B 细胞中 miR ⁃ 1254 的表达显著增加（P <
0.001，图 1C），而转染 miR⁃1254⁃ inhibitor 载体的

SMMC ⁃ 7721 细胞中 miR ⁃ 1254 的表达显著降低

（P < 0.001，图 1D）。

2.2 miR⁃1254促进肝癌细胞的迁移、侵袭与血管

形成

Transwell实验表明，与对照组相比，过表达miR⁃
1254 显著增强了 Hep3B 细胞的迁移和侵袭能力

（P < 0.01，图 2A）。相反，与对照组相比，敲低miR⁃
1254 抑制了 SMMC⁃7721 细胞的迁移和侵袭（P <
0.01，图2B）。HUVEC体外成管实验显示，与对照组

相比，过表达miR⁃1254的Hep3B细胞的培养上清液

促进了 HUVEC 的成管过程，而敲低 miR⁃1254 的

SMMC⁃7721细胞的培养上清液抑制了HUVEC的成

管过程（P < 0.01，图2C）。
2.3 PAX5是miR⁃1254在肝癌中的直接靶标

使用 Target Scan 网站（7.1 版；http：//www.tar⁃
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A：与癌旁组织相比，miR⁃1254在肝癌组织中的表达增高；B：与正常肝细胞（LO2）相比，miR⁃1254在肝癌细胞（Hep3B、MHCC⁃97H、HepG2、
SMMC⁃7721）中的表达增高；C：过表达miR⁃1254载体显著上调Hep3B细胞中miR⁃1254的表达量；D：敲低miR⁃1254载体显著下调SMMC⁃7721
细胞中miR⁃1254的表达量。两组比较，*P < 0.01，**P < 0.001。

图1 miR⁃1254在肝癌、癌旁组织以及细胞中的表达水平

Figure 1 The expression of miR⁃1254 in liver cancer tissues，peri⁃tumor tissuses，and cells
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getscan.org）筛选出 PAX5可能是miR⁃1254的靶向

mRNA（图 3A）。双重荧光素酶报告基因实验结果

表明，与对照组相比，过表达 miR⁃1254降低WT⁃
PAX5 3′⁃UTR的荧光素酶活性，而不是MUT⁃PAX5
3′⁃UTR的荧光素酶活性（P < 0.01，图3B）。此外，与

对照组相比，敲低miR⁃1254增加了WT⁃PAX5 3′⁃
UTR的荧光素酶活性，而不增加MUT⁃PAX5 3′⁃UTR
的荧光素酶活性（P < 0.05，图3C）。
2.4 miR⁃1254负向调控PAX5在肝癌中的表达

RT⁃qPCR测量PAX5在肝癌组织与配对的癌旁

组织、正常肝细胞株LO2、人类肝癌细胞系Hep3B、
MHCC97⁃H、HepG2和 SMMC⁃7721细胞中的表达，

结果显示，PAX5在肝癌组织和肝癌细胞株中的表

达相对较低（P < 0.01，图 4A）。RT⁃qPCR测量结果

显示，与对照组相比，在Hep3B细胞中过表达miR⁃
1254降低了PAX5的mRNA表达量，相反在 SMMC⁃
7721细胞中沉默miR⁃1254后增加了 PAX5的表达

（P < 0.01，图4B）。此外，Western blot也证明了过表

达或敲低miR⁃1254降低或增加肝癌细胞中PAX5的
蛋白相对表达量（P < 0.01，图4C）。

A：过表达miR⁃1254显著促进Hep3B细胞的迁移与侵袭；B：敲低miR⁃1254显著抑制SMMC⁃7721细胞的迁移与侵袭；C：过表达miR⁃1254
的促进HUVEC的成管，而敲低miR⁃1254抑制HUVEC的成管。两组比较，*P < 0.01。

图2 miR⁃1254调节肝癌的迁移、侵袭和血管形成（×20）
Figure 2 miR⁃1254 regulates the migration，invasion and vascular formation of liver cancer（×20）
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2.5 过表达 PAX5逆转过表达miR⁃1254对肝癌细

胞的迁移、侵袭和血管形成的促进作用

Transwell实验表明，与过表达miR⁃1254组相

比，同时过表达 PAX5降低了Hep3B细胞的迁移能

力（P < 0.01，图5A）。相应地，同时过表达PAX5也降

低了Hep3B细胞的侵袭能力（P < 0.01，图 5B）。此

外，HUVEC体外成管实验显示，与过表达miR⁃1254
组相比，同时过表达PAX5逆转了Hep3B细胞的培养

上清液促进HUVEC的成管过程（P < 0.01，图5C）。
3 讨 论

相关研究表明，miRNA的异常表达会促进肝癌

细胞的增殖、迁移、侵袭和转移［12］。miR⁃1254被报

道通过靶向CD36表现出对口腔鳞状细胞癌的抗肿

瘤活性［13］。此外，研究发现miR⁃1254靶向分泌型卷

曲相关蛋白1（SFRP1）促进了肺癌细胞的增殖［14］。但

是，miR⁃1254对肝癌细胞的生物学功能的影响尚不

清楚。本实验证明了miR⁃1254可能是肝癌的一个

潜在的治疗靶点。

miRNA通常靶向下游mRNA的 3′⁃UTR来调节

肿瘤细胞的发生和发展进程。为了进一步研究miR⁃
1254对肝癌细胞的生物学作用的机制，通过生物信

息学网站的工具预测了miR⁃1254的潜在靶标。据

报道，PAX5在肝癌中起抑癌作用［15］，因此本研究对

A：预测的miR⁃1254与PAX5直接结合位点；B：过表达miR⁃1254显著降低野生型组的荧光素酶活性；C：敲低miR⁃1254增加野生型组的荧

光素酶活性。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图3 miR⁃1254在肝癌中的作用靶点

Figure 3 The target of miR⁃1254 in liver cancer
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图4 miR⁃1254负向调控PAX5在肝癌细胞中的表达

Figure 4 miR⁃1254 negatively regulates the expression of PAX5 in liver cancer cells
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筛选出的候选靶标中的 PAX5进行了进一步研究。

有研究报道，PAX5通过上调被认为是抑癌基因的

miR⁃215来抑制乳腺癌的增殖和迁移［10］。另外，相

关研究发现PAX5抑制了乳腺癌细胞中的miR⁃155，
而miR⁃155反过来又抑制了PAX5形成了反馈环［16］。

本研究证实了miR⁃1254通过直接靶向PAX5促进了

肝癌细胞的发生和发展，基于以下的证据：①在

mRNA水平上，miR⁃1254在肝癌组织和肝癌细胞系

中表达上调，而 PAX5的表达量明显地降低，表明

miR⁃1254可能是肝癌的促进因子，而PAX5可能是

肝癌的抑制因子。②体外实验证实了miR⁃1254促
进了肝癌细胞的迁移、侵袭与血管形成。③双重荧

光素酶报告基因测定表明，miR⁃1254对WT⁃PAX5⁃
3′⁃UTR的荧光素酶活性有影响，对MUT⁃PAX5⁃3′⁃
UTR 的荧光素酶活性没有影响，这表明 PAX5 是

miR⁃1254的直接靶标。④过表达或敲低miR⁃1254
降低或增加了肝癌细胞中PAX5的mRNA和蛋白表

达水平。⑤过表达 PAX5后能够抑制过表达miR⁃
1254对肝癌细胞的迁移、侵袭和血管形成的促进作

用。但是，miR⁃1254/PAX5轴调控肝癌的具体信号

通路机制，本实验并未进行进一步研究，有待未来

深入的实验进一步探索。

综上所述，miR⁃1254在肝癌中高表达，通过靶

向作用 PAX5抑制其在肝癌中的表达，从而促进肝

癌的迁移、侵袭和血管形成，因而miR⁃1254/PAX5调
控轴可以作为未来治疗肝癌的一个潜在靶点。
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