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ＭｉｃｒｏＲＮＡ２２４在肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中的
表达及其靶基因的预测分析

李琼　王阁　单锦露　陈川　张志敏　许文　雒喜忠　王东

　　【摘要】　目的　应用基因芯片技术研究ｍｉｃｒｏＲＮＡ２２４在肝癌ＨｅｐＧ２细胞中的表达，通过生物信息学
预测其下游靶基因，并初步揭示其在肝癌发生过程中的作用。方法　利用基因芯片技术筛选得到和正常
肝上皮ＬＯ２细胞比较差异表达的基因，通过生物信息学预测表达上调的ｍｉｃｒｏＲＮＡ２２４的靶基因，并对其靶
基因进行功能注释。结果　与ＬＯ２细胞比较，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２２４在肝癌ＨｅｐＧ２细胞中呈高表达。ＭｉｃｒｏＲＮＡ２２４
预测靶基因有２６４个，其多个基因涉及细胞周期、信号转导、细胞增殖、细胞分化和细胞凋亡等众多生物学
过程。结论　ＭｉｃｒｏＲＮＡ２２４在肝癌ＨｅｐＧ２细胞中呈现高表达，可能间接或直接地调控其下游靶基因表
达，在肝癌发生过程中起着重要的作用。
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类在真核细胞中发现
的长２０～２４ｎｔ的小 ＲＮＡ分子，是由一段具有发夹
样环状结构、长 ７０～８０ｎｔ的单链 ＲＮＡ前体经过
Ｄｉｃｅｒ酶加工生成。最近的研究发现，ｍｉＲＮＡ在肝
癌组织中的异常表达可能在肝细胞癌变的病理过程

中起重要作用［１］。本研究应用基因芯片技术，

检测肝癌ＨｅｐＧ２细胞和正常肝上皮ＬＯ２细胞中
ｍｉＲＮＡ表达的差异谱，为进一步分析其调控的靶基
因提供靶标。
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１　材料与方法
１．１　试剂
　　肝癌 ＨｅｐＧ２细胞和正常肝上皮 ＬＯ２细胞为本
实验室冻存；细胞总ＲＮＡ抽提试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｍｉＲＮＡ分离试剂盒购自美国Ａｍｂｉｏｎ
公司；荧光标记、芯片杂交、结果检测等在北京博奥

生物芯片有限责任公司实验室进行，相关试剂与器

材由该公司提供。利用靶基因预测软件 ＭＩＲＡＮＡＤ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ）并结合 Ｇｅｎｂａｎｋ等数据
库进行靶基因预测和分析。

１．２　基因表达谱的检测
　　基因表达谱的检测采用北京博奥生物芯片有限
责任公司的哺乳动物ｍｉＲＮＡ芯片，其中包含５０９条
探针，每条探针重复杂交３次，所有实验步骤严格按
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照该公司的实验操作规程进行。

１．２．１　细胞ＲＮＡ的提取和ｍｉＲＮＡ的分离：按细胞
培养操作规程培养肝癌 ＨｅｐＧ２细胞和正常肝上皮
ＬＯ２细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞中的总ＲＮＡ，通
过异丙醇沉淀法浓缩 ＲＮＡ，用分光光度计定量，甲
醛变性凝胶电泳质检总 ＲＮＡ的质量。各自取５０～
１００μｇ总ＲＮＡ用ｍｉＲＮＡ分离试剂盒分离ｍｉＲＮＡ。
１．２．２　ｍｉＲＮＡ样品的荧光标记、杂交、清洗与扫
描：利用Ｔ４ＲＮＡ连接酶标记法［２］进行荧光标记，再

用无水乙醇沉淀，吹干后用于芯片杂交。将标记好

的ＲＮＡ溶于１６μｌ杂交液中（１５％甲酰胺；０．２％十
二烷基磺酸钠；３×标准柠檬酸盐溶液；５０×
Ｄｅｎｈａｒｄｔ液），于 ４２℃杂交过夜。杂交结束后，在
４２℃左右含０．２％十二烷基磺酸钠，２×标准柠檬酸
盐溶液的液体中洗４ｍｉｎ，然后在０．２×标准柠檬酸
盐溶液中室温洗４ｍｉｎ，甩干后用ＬｕｘＳｃａｎ１０Ｋ／Ａ双
通道激光扫描仪（北京博奥生物芯片有限责任公

司）行芯片扫描。

１．２．３　图像与数据分析：ＬｕｘＳｃａｎ３．０图像分析软
件对芯片图像进行分析，所得数据用 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｉｃｒｏａｒｒａｙｓ（ＳＡＭ，ｖｅｒｓｉｏｎ２．１）软件挑选
差异表达基因。筛选条件为：ＦＤＲ（ＦａｌｓｅＤｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｒａｔｅ）控制在５％以内，倍数变化不低于２倍。
１．３　生物信息学预测ｍｉＲＮＡ２２４靶基因
　　选用ＭＩＲＡＮＡＤ靶基因预测软件对肝癌细胞中
上调的 ｍｉＲＮＡ２２４的 ５′端序列搜索靶基因，寻找
ｍｉＲＮＡ２２４可能在 ｍＲＮＡ水平起作用的下游靶基
因。并结合Ｇｅｎｂａｎｋ数据库分别对其预测的部分靶
基因进行分析。

２　结果
２．１　基因芯片表达谱分析结果
　　１４３个ｍｉＲＮＡ在肝癌ＨｅｐＧ２细胞中表达，其中
６６个上调和７７个下调。在肝癌ＨｅｐＧ２细胞和正常
肝上皮ＬＯ２细胞中表达差异较明显的部分上调和
下调ｍｉＲＮＡ见表１。
２．２　ｍｉＲＮＡ２２４靶基因的生物学预测和主要功能
分析

　　根据文献［１］，我们从基因芯片分析结果中挑
选了在肝癌 ＨｅｐＧ２细胞和在肝癌组织中表达均上
调的ｍｉＲＮＡ２２４。用ＭＩＲＡＮＡＤ对ｍｉＲＮＡ２２４的靶
基因进行预测，发现靶基因有２６４个，结合 Ｇｅｎｂａｎｋ
数据库得到相关靶基因的信息。预测的结果显示：

ｍｉＲＮＡ２２４调节的靶基因范围非常广泛，包括与细

胞周期、增殖和凋亡相关基因、原癌基因（Ｒａｓ、Ｂｃｌ２
等）、抑癌基因（ＤＰＨ１等）、细胞信号和转导蛋白基
因、结缔组织生长因子等各个方面。见表２。

表１　在肝癌ＨｅｐＧ２细胞和正常肝上皮ＬＯ２细胞中
部分差异表达的ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ名称 倍数变化 ｍｉＲＮＡ名称 倍数变化

表达上调 表达下调

　ｈｓａｍｉＲＮＡ１５ｂ １９．５４０ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ１２２ａ ０．０２７

　ｈｓａｍｉＲＮＡ３０１ １４．６８７ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ４５１ ０．０８７

　ｈｓａｍｉＲＮＡ１９３ａ ７．２１０ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ３７０ ０．１５１

　ｈｓａｌｅｔ７ｅ ６．８７１ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ１９８ ０．１７５

　ｈｓａｍｉＲＮＡ２８ ６．３６８ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ５２０ｅ ０．１８８

　ｈｓａｍｉＲＮＡ４２４ ６．３３３ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ２０２ ０．１９９

　ｈｓａｍｉＲＮＡ１８ｂ ６．２７１ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ１３４ ０．２１５

　ｈｓａｍｉＲＮＡ１４８ｂ ５．７３４ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ５２０ｂ ０．２２０

　ｈｓａｍｉＲＮＡ１８ａ ５．６７３ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ５２３ ０．２４３

　ｈｓａｍｉＲＮＡ２２４ ５．１３９ 　ｈｓａｍｉＲＮＡ３７３ ０．４５６

表２　ＭＩＲＡＮＡＤ预测ｍｉＲＮＡ２２４的部分靶基因

基因ＩＤ 基因符号 基因名称

９０４２７ ＢＭＦ Ｂｃｌ２修饰因子

１００１８ ＢＣＬ２Ｌ１１ Ｂｃｌ２样１１（细胞凋亡协助者）

３０２６ ＨＡＢＰ２ 透明质酸相关蛋白

１０２１ ＣＤＫ６ 周期素依赖性激酶６

１０２５ ＣＤＫ９ 周期素依赖性激酶９

１０２９８ ＰＡＫ４ 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶４

１８０１ ＤＰＨ１ 白喉酰胺合成样蛋白１

５９１６ ＲＡＲＧ 视黄酸受体γ

８２００ ＧＤＦ５ 生长分化因子５

７１２６ ＴＮＦＡＩＰ１ ＴＮＦα诱导蛋白１

２５６４ ＧＡＢＲＥ γ氨基丁酸受体

８３１ ＣＡＳＴ 钙蛋白酶抑制剂

１６４９ ＤＤＩＴ３ ＤＮＡ损伤诱导的转录因子３

１４９０ ＣＴＧＦ 结缔组织生长因子

３　讨论
　　ｍｉＲＮＡ对其靶基因表达起着负性调控的作用。
ｍｉＲＮＡ通过两种方式与靶ｍＲＮＡ结合：一是当两者
完全互补时，其作用方式类似于 ＲＮＡ干扰，即与完
全互补的同源 ｍＲＮＡ配对结合，导致靶 ｍＲＮＡ降
解；二是当两者不完全互补时，则通过与靶 ｍＲＮＡ
的３′端非翻译区不完全匹配结合，抑制其 ｍＲＮＡ的
翻译，这种方式在大多数动物中起主要作用。近年

来的多项研究发现，许多ｍｉＲＮＡ在不同肿瘤组织中
的表达水平有不同程度上调或下调，说明肿瘤发生

与ｍｉＲＮＡ表达之间存在着一定的相关性［３－８］。

·８９２· 中华消化外科杂志２００８年８月第７卷第４期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ａｕｇｕｓｔ２００８，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．４



　　大量研究已证实，ｍｉＲＮＡ的异常表达与肿瘤发
生关系密切，并且在不同的肿瘤组织中有着不同的

ｍｉＲＮＡ表达谱，但目前对 ｍｉＲＮＡ的具体作用机制
认识有限。研究 ｍｉＲＮＡ作用机制的关键是能准确
预测ｍｉＲＮＡ的靶基因和正确认识ｍｉＲＮＡ及其靶基
因的相互作用。本研究利用基因芯片技术，发现与

正常肝上皮 ＬＯ２细胞比较，肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中有
１４３个 ｍｉＲＮＡ表达，其中包括 ６６个表达上调和
７７个表达下调。从表达差异的 ｍｉＲＮＡ里挑选出在
肝癌ＨｅｐＧ２细胞和在肝癌组织中均呈现一致高表
达的ｍｉＲＮＡ２２４，提示 ｍｉＲＮＡ２２４可能在维持肝癌
组织及细胞恶性表型中起关键作用。通过生物信息

学方法对ｍｉＲＮＡ２２４的靶基因进行预测，结果显示
其调节靶基因包括与细胞周期、增殖和凋亡相关基

因、原癌基因、抑癌基因、细胞信号和转导蛋白基因、

结缔组织生长因子等，涉及肿瘤发生、发展的多个方

面。这说明高表达的 ｍｉＲＮＡ２２４是肝癌发生、发展
过程中的重要分子事件。ＤＰＨ１和 ＰＡＫ４就是预测
的靶基因之一。ＤＰＨ１又名卵巢癌抑癌基因 １，是
１９９６年Ｓｃｈｕｌｔｚ等通过定位克隆和等位基因丢失谱
等研究方法发现的与肝癌、肺癌、卵巢癌、乳腺癌等

多种肿瘤有关的抑癌基因，定位于人染色体一个高

度保守的区域１７ｐ１３．３，与 ｐ５３基因位于同一染色
体上。有研究发现，ＤＰＨ１与 ｐ５３抑癌基因有着密
切的联系［９］。ＰＡＫ４为丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶４，
又名ｐ２１活化激酶，它位于人第１９号染色体上，大
小约为５４ｋｂ。ＰＡＫ是一类进化上保守的丝氨酸／
苏氨酸蛋白激酶，为 Ｒｈｏ家族小鸟苷三磷酸酶
（ＲｈｏＧＴＰａｓｅ）Ｃｄｃ４２和 Ｒａｃ下游重要的靶蛋白，参
与许多重要的细胞活动［１０］。ＰＡＫ４是最新发现的
ＰＡＫ家族中的一员，也是目前研究的最为广泛的Ⅱ
类ＰＡＫ，是生物学界新近发现的一种细胞信号转导
领域中的重要因子。研究发现，ＰＡＫ４是 Ｃｄｃ４２的
一个靶点，对细胞癌变和 Ｒａｓ驱动的肿瘤细胞不依
赖性贴壁生长具有极其重要的影响，同时也是角化

细胞生长因子抵抗上皮细胞癌化过程中的一种重要

的调节因子［１１］。

　　总之，在肝癌组织和肝癌ＨｅｐＧ２细胞中均呈现
高表达的 ｍｉＲＮＡ２２４可能通过其下游的靶基因直
接或间接地在肝癌的发生过程中发挥着重要作用。
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