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MiR-301b抑制转录因子 Klf4影响肝癌细胞迁移 *
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摘要 目的：探讨 miR-301b对肝癌细胞迁移能力的影响及其分子机制，为肝癌的分子靶向治疗研究提供新线索。方法：体外培养

人肝癌细胞株 SK-Hep-1、HCC-LM3和人永生化肝细胞株 L02，采用 RT-PCR方法检测 miR-301b表达。通过生物信息学软件

Targetscan及 miRanda预测 miR-301b的靶基因，筛选出转录因子 Klf4基因为 miR-301b的下游靶基因，通过双荧光素酶报告基

因实验和Western Blot实验证明其调控作用。通过划痕和 Transwell实验探究 miR-301b靶向 Klf4基因对肝癌细胞迁移性的影

响，Western Blot检测 miR-301b对上皮间质转化标记物 E-cadherin、N-cadherin蛋白表达的影响。结果：与正常肝细胞相比，肝癌细

胞株中 miR-301b 表达水平明显升高。瞬时转染 miR-301b mimic 后，实验组 miR-301b 的表达显著高于对照组；瞬时转染

miR-301b inhibitor后，实验组 miR-301b的表达显著低于对照组。双荧光素酶报告基因实验显示：miR-301b直接作用于 Klf4基因

的 3'UTR区，并下调 Klf4蛋白的表达，与软件预测结果相符合。划痕实验及 Transwell迁移实验显示：miR-301b通过下调 Klf4基

因，促进肝癌细胞的迁移。进一步实验显示：过表达 miR-301b显著下调 E-cadherin的表达，而上调 N-cadherin的表达。结论：

miR-301b在肝癌细胞 SK-Hep-1、HCC-LM3中高表达，可能通过抑制靶基因 Klf4的表达，促进肝癌的迁移，miR-301b可能参与了

肝癌细胞的上皮间质转化过程。
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MiR-301b Affects the Migration of Hepatocellular Carcinoma

by Inhibiting Klf4*

To investigate the effect of miR-301b on the migration of hepatocellular carcinoma cells and the underlying

molecular mechanisms. Human liver cancer cell lines including SK-Hep-1, HCC-LM3 and human immortalized liver cell line

L02 were cultured in vitro. The expression of miR-301b was detected by RT-PCR. Through bioinformatics software Targetscan and mi-

Randa, we predicted target genes of miR-301b and selected transcription factor Klf4 gene as the downstream target gene of miR-301b.

Through the dual luciferase reporter gene experiment and Western Blot experiment, we proved its regulating effect. The role of miR-301b

on the migration of hepatocellular carcinoma cells were verified by wound healing assay and transwell migration assay. The effect of

miR-301b on the expression of E-cadherin and N-cadherin were investigated by Western Blot. Compared with human immortal-

ized liver cell line L02, the expression of miR-301b in HCC cell lines were significantly increased. After being transfected with miR-301b

mimic, the expression of miR-301b was significantly improved than that of the control group. And the expression of miR-301b was sig-

nificantly decreased than that of the control group after being transfected with miR-301b inhibitor. The dual-luciferase reporter gene ex-

periment showed that miR-301b directly bound with Klf4's 3 'UTR region and decreased the expression of its protein, which were consis-

tent with the software predicting results. The wound healing and Transwell experiment results showed that miR-301b inhibited the migra-

tion of hepatocellular carcinoma by downregulating Klf4. Further experiments showed that overexpression of miR-301b significantly re-

duced the level of E-cadherin and increased the level of N-cadherin, which were involved in the process of EMT. miR-301b

was over-expressed in SK-Hep-1 and HCC-LM3 cells, and promoted the migration ability of HCC cells by inhibiting the expression of

Klf4 gene, which may be involved in epithelial mesenchymal transformation progress of HCC cells.
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前言

原发性肝细胞癌(Hepatocellular carcinoma, HCC)是我国最

常见的恶性肿瘤之一，其发病率及死亡率居高不下[1]。早期肝癌

患者通过手术治疗、肝动脉化疗栓塞术(TACE)可以获得较理

想的治疗效果。但大部分肝癌患者起病隐匿，合并基础肝病，早

期症状不明显或不典型，早期诊断比较困难，确诊时往往已经

丧失了手术时机[2]。近年来，晚期肝癌患者通过化疗及分子靶向

药物也可获益，例如多种激酶抑制剂索拉菲尼和瑞格菲尼[3]。然

而，其五年生存率仍然很低[4]，这主要是由于肝癌极易发生术后

肝内复发、肝内或肝外转移[5]。因此，为深入肝癌的分子诊断和

基因靶向治疗，对其发生与发展的分子机制的研究十分重要[6]。

MicroRNAs是一类长度为 17～25个核苷酸的内源性非编

码小 RNA，参与肿瘤血管生成、干细胞分化、神经元发育、肿瘤

细胞代谢、增殖、凋亡、迁移、侵袭等过程[7]。MicroRNAs的表达

紊乱可导致基因表达异常，它通过转录后调控编码基因及相关

蛋白的降解，在肝癌等肿瘤的发生、发展中发挥重要的作用[8]。

转录因子是基因转录调控与转录后调控过程的组成部分，与

microRNAs 成为生物信息学的重要研究方向 [9]。研究显示

MiR-301b基因在结肠癌[10]、胰腺癌[11]恶性黑色素瘤[12]中均高表

达，表明 miR-301b 在肿瘤的发生具有重要作用。但目前，

miR-301b在肝癌中的作用以及具体的分子机制尚不明确。本

研究主要探讨了 miR-301b对肝癌细胞迁移能力的影响及其分

子机制，以期为肝癌的分子靶向治疗研究提供新线索。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞株 SK-Hep-1、HCC-LM3和人永生化肝细胞株

L02购于上海中科院典型培养物保藏委员会细胞库；胎牛血清

购自 Gibco公司；DMEM购自 Hyclone公司；0.25 %胰酶购自

Invitrogen 公司；蛋白裂解液(RIPA)、蛋白酶抑制剂(PMSF)及

BCA蛋白浓度试剂盒购自上海碧云天公司；Trizol试剂购自美

国 Invitrogen公司；氯仿、酒精(浓度为 75 %)、DEPC水购自上

海生工公司；引物、质粒、mimic、inhibiotor均购自广州锐博公

司；逆转录试剂盒、RT-PCR试剂盒购自 Takara公司；Lipo2000

试剂盒购自 Invitrogen公司；双荧光素报告基因试剂盒购自

Promega公司；Transwell小室购自 Corning公司；普通显微镜

及荧光显微镜、全自动酶标仪、NanoDrop 1000及 ABI 7500仪

购自美国 Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 细胞株培养于含 10 %胎牛血清的 DMEM

高糖培养基中，置于 37℃，含 5 % CO2的无菌培养箱。36 H-48

H后细胞即可达对数生长期，吸走细胞培养皿中的旧培养基，

用 2 mL无菌 PBS冲洗两遍。加入适量 0.25 %胰酶 -0.02 %

EDTA消化细胞，显微镜下观察细胞形态的变化，当观察到细

胞层出现间隙增大、细胞变圆，即可吸弃胰酶，加入 1 mL含 10

%胎牛血清的 DMEM培养基终止消化，1000 r/min离心 3 min。

吸弃离心管中上层培养基混合物，用含 10 %胎牛血清的

DMEM培养基轻柔吹打制悬后，按 1:3比例进行细胞传代，观

察细胞生长状态并及时换液、补液。

1.2.2 瞬时转染 取对数生长期细胞接种于 6孔板，每孔 2×

105个细胞，待细胞融合度为 60 %-70 %时进行瞬时转染，按照

Lipo2000试剂盒剂量、步骤进行操作(每次均共转 1 滋g带绿色
荧光的 GFP空质粒以便观察转染效率)。

1.2.3 细胞总 RNA提取及实时定量 PCR(Real time PCR) 按

照 Trizol法提取细胞总 RNA，并用 NanoDrop1000测定 RNA

的浓度，置于冰上备用。使用 PrimeScript RT reagent Kit gDNA

Eraser (Perfect Real Time)逆转录试剂盒进行逆转录反应，所得

cDNA存放于 -20 ℃冰箱。使用 miScript SYBR Green PCR Kit

及 ABI 7500检测仪检测 miR-301b表达。

1.2.4 蛋白提取及浓度测定 取对数生长期细胞，预冷 PBS

冲洗三遍后，裂解液 RIPA与蛋白酶抑制剂 PMSF按 100:1的

比例配制，加入适量 RIPA+PMSF混合液裂解细胞，冰上反应

20min后，于 4℃，12000 r/min离心 30 min，上清液即为蛋白液，

使用 BCA蛋白浓度试剂盒测定蛋白浓度，随后加入 25 %体积

5× 蛋白上样缓冲液，100 ℃加热 10 min处理使蛋白变性。

1.2.5 miR-301b靶基因预测 通过 Targetscan及 miRanda网

站预测 miR-301b的未知靶基因为转录因子 Klf4。根据其靶基

因 3'UTR区与 miR-301b结合位点构建野生型及突变型 Klf4

荧光素酶表达载体，即为WT-vector、MUT-vector。将其分别与

miR-301b mimic、miR-301b inhibitor共转染，进行双荧光素报

告基因实验检测双荧光素活性。进一步在细胞内转染

miR-301b mimic、miR-301b inhibitor，利用Western Blot实验(见

1.2.6)检测 Klf4蛋白的表达变化。

1.2.6 Western Blot 按照对照、miR-301b mimic、miR-301b

inhibitor分组，于转染 48 H后收取蛋白。依次按照配胶、上样、

电泳、转膜、封闭、4 ℃敷一抗过夜、常温敷二抗、显影的顺序进

行Western blot实验，检测 Klf4、E-cadherin、N-cadherin蛋白表

达水平的变化。

1.2.7 划痕实验 取对数生长的 SK-Hep-1、HCC-LM3 细胞，

消化后进行细胞计数并铺板，细胞融合度达到 70 %左右时，按

照对照组、mimic组、mimic-klf4组(SK-Hep-1细胞)；对照组、in-

hibitor组、inhibitor-siklf4组(HCC-LM3细胞)进行转染。转染后

24 H进行划痕实验。具体：持 10 滋L枪头垂直划过培养皿底
部，用无菌 PBS小心冲走划落的细胞，进行 0 H拍照，并记录

位置。24 H后根据记录位置再次拍照。

1.2.8 Transwell迁移实验 细胞按照对照组、mimic组、mim-

ic-klf4 组(SK-Hep-1 细胞)；对照组、inhibitor 组、inhibitor-siklf4

组(HCC-LM3细胞)转染，用胰酶消化后，高糖 DMEM培养基

重悬，进行细胞计数。取孔径为 8.0 滋m的 Transwell小室置于

24孔板上，上室内接种 2× 105个细胞，加入不含胎牛血清的

DMEM共计 100 滋L，下室加入 700 滋L含有 10 %胎牛血清的

DMEM。培养 36 H后，取出小室，用棉签擦去上室内未迁移的

细胞，甲醛固定 30 min，纯水冲洗后，结晶紫染色 20 min，冲洗、

晾干后显微镜下拍照并计数。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0软件进行数据分析，实验均重复三次，实验

结果以均数± 标准差表示，两组间的均数差异用 t检验分析，

以 P＜0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 miR-301b在肝癌细胞中的表达

如 图 1 所 示 ，miR-301b 在 肝 癌 细 胞 株 (SK-Hep-1、

HCC-LM3)中的表达均高于人永生化肝细胞 L02(P<0.05)，提示

肝癌细胞内 miR-301b 的表达异常可能参与了肝癌的发生

发展。

2.2 瞬时转染效率的验证

细胞每次进行瞬时转染时均共转 GFP空质粒，24 H后于

倒置荧光显微镜下观察转染效率，见图 2A。根据图 1结果，

SK-Hep-1 细胞中 miR-301b 的表达较 HCC-LM3 细胞的表达

低，故 SK-Hep-1细胞瞬时转染 miR-301b mimic，而 HCC-LM3

细胞瞬时转染 miR-301b inhibitor。 SK-Hep-1 细胞 转染

miR-301b mimic 后，miR-301b 的表达较对照组中明显增加

(P<0.05)，HCC-LM3细胞转染 miR-301b inhibitor后，miR-301b

的表达较对照组明显减少(P<0.05)，见图 2B。以上结果提示这

两个 RNA干扰试剂的有效性。

2.3 miR-301b的靶基因预测及验证

通过生物信息学软件预测 miR-301b的未知靶基因，按照

评分高低及已有研究进行排列后，显示可能为转录因子 Klf4。

在 Klf4的 3'UTR区存在 miR-301b的结合位点，见图 3A。Klf4

的 WT-vector、MUT-vector 与空白对照、miR-301b mimic 共转

后，进行双荧光素酶报告基因实验。结果发现，野生型 Klf4载

体与 miR-301b mimic共转染的细胞中荧光素酶活性明显降低

(P<0.05)。见图 3B。而在 SK-Hep-1和 HCC-LM3细胞中转染

miR-301b mimic 后，Klf4 蛋白表达降低；转染 miR-301b in-

hibitor后，Klf4蛋白表达升高。见图 4。由此可见，miR-301b基

因直接靶向转录因子 Klf4的 3'UTR端，并降低 Klf4蛋白表达。图 1 miR-301b在 L02、SK-Hep-1和 HCC-LM3细胞的表达

Fig.1 The expression ofmiR-301b in L02, SK-Hep-1 and HCC-LM3 cells

图 2 转染效率的验证

Fig.2 Verification of the Transfection efficiency

Note: A: GFP green fluorescence was observed by fluorescence microscope. B: The level of miR-301b gene after transfection.

2.4 miR-301b对肝癌细胞迁移能力的影响

细胞按对照组、miR-301b mimic 组、miR-301b mimic-klf4

组 (SK-Hep-1细胞)；对照组、miR-301b inhibitor组、miR-301b

inhibitor-siklf4组(HCC-LM3细胞)进行转染后，采用划痕实验

及 Transwell迁移实验验证对肝癌细胞迁移力的影响。实验结

果显示：miR-301b mimic 组较对照组细胞迁移能力增高(P<0.

01)，而 miR-301b mimic-klf4组较 miR-301b mimic组其细胞迁

移能力降低(P<0.05)，这说明 miR-301b mimic可以促进肝癌细

胞迁移，并可以被 Klf4质粒逆转；miR-301b inhibitor组较对照

组细胞迁移能力降低(P<0.05)，而 miR-301b inhibitor-siklf4 组

较 miR-301b inhibitor组其细胞迁移能力增强(P<0.05)，这说明

miR-301b inhibitor抑制肝癌细胞的迁移，并可以被 siklf4质粒

逆转。见图 5、图 6。

2.5 miR-301b对肝癌细胞上皮间质化 (epithelial to mesenchy-

mal transition, EMT)过程的影响

在 SK-Hep-1、HCC-LM3细胞株中，转染 miR-301b mimic

48 H后，Western Blot实验结果显示，上皮细胞标志物 E-cad-

herin表达较对照组明显减少，而间质细胞标志物 N-cadherin

表达明显增高；转染 miR-301b inhibitor后，上皮细胞标志物

E-cadherin表达较对照组明显增加，而间质细胞标志物 N-cad-

herin表达明显降低，见图 7。
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图 5 miR-301b促进肝癌细胞迁移(划痕实验)

Fig. 5 miR-301b promoted the migration of hepatocellular carcinoma (wound healing assay)

3 讨论

原发性肝细胞癌是一类恶性程度极高的肿瘤，其病因及具

体的分子机制尚不十分明确，普遍认为是一个多因素、多阶段、

多步骤的复杂过程[13,14]。microRNA是近年来生命科学新的研究

热点之一。前人的研究发现 miR-301b属于促癌基因[15-17]。本研

究中证实肝癌细胞株 SK-Hep-1、HCC-LM3 中 miR-301b 的呈

高表达。在转染了 miR-301b 的模拟物和抑制物后，细胞内

miR-301b 的相应升高和降低，这说明模拟物和抑制物对于

miR-301b的干扰是有效的，转染后可以用于后续实验。生物信

息学软件预测 Klf4可能是 miR-301b的下游靶基因。Klf4是一

个结构上高度保守、具有锌指结构的转录因子，Klf4主要在胃

肠道、血管内皮细胞中表达，故称 "胃肠富集型 Klf"[18]。在肝癌

中，Klf4呈低表达状态[19]，并与不良预后相关，是一个公认的抑

癌基因[20,21]。随后，通过双荧光素酶报告基因和Western Blot实

验证明 miR-301b与 Klf4 3'UTR区直接结合并抑制 Klf4蛋白

的表达。

图 4 miR-301b抑制 KLF4蛋白表达

Fig. 4 miR-301b inhibited the expression of KLF4 protein

图 3 Klf4是 miR-310b潜在的一个靶基因

Fig.3 Klf4 was a potential target of miR-301b

Note: A: The binding site of miR-301b in Klf4 3'-UTR. B: Luciferase

reporter assay.
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图 6 miR-301b促进肝癌细胞迁移(Transwell迁移实验)

Fig. 6 miR-301b promoted the migration of hepatocellular carcinoma (Transwell migration assay)

图 7 miR-301b影响 E-cadherin、N-cadherin蛋白表达

Fig.7 miR-301b affected the expression of E-cadherin, N-cadherin protein.

肿瘤细胞的侵袭性与转移性是恶性肿瘤的基本生物学特

征之一，尤其是在肿瘤发展的终末阶段，快速浸润和转移是造

成癌症预后不良的最主要原因。侵袭和转移过程包括细胞间黏

附性改变、细胞外基质(ECM)降解、细胞迁移及血管生成等过

程。细胞的迁移行为广泛存在于组织发育、皮肤愈合、血管发生

等许多正常的生理过程中,也存在于肿瘤发生与发展的病理过

程中。在肿瘤细胞的迁移过程中，涉及细胞极化产生、细胞和细

胞外基质间黏附力的变化、细胞骨架重排、ECM的重塑等，这

些步骤在迁移过程中的协调也涉及复杂的分子信号调节[22]。由

此，我们对 miR-301b在肝癌细胞的迁移特性进行了研究。通过

转染 miR-301b的模拟物及抑制物观察 miR-301b基因对肝癌

细胞迁移能力的影响，划痕实验和 Transwell迁移结果均显示，

miR-301b的模拟物促进肝癌细胞的迁移，其作用可以被 Klf4

质粒逆转；miR-301b的抑制剂抑制肝癌的迁移，其作用可以被

siklf4逆转，这说明 miR-301b调控 Klf4共同参与肝癌细胞的

迁移过程。

研究表明 EMT与肝癌细胞的侵袭、转移和肿瘤耐药密切

等相关。EMT过程最明显的标志性变化是上皮标志物 E-cad-

herin的减少或丢失，间质标志物 N-cadherin的表达升高[23,24]，

表现为肿瘤细胞极性缺失，细胞间连接疏松，胞内骨架蛋白发

生重建。其中，E-cadherin蛋白属于 I型钙黏着蛋白，主要功能

是介导细胞间的黏附连接、维持上皮细胞特性等[25]。E-cadherin

的异常表达是肿瘤侵袭和转移过程中一个重要的前提条件[26]。

本研究结果表明 miR-301b可以通过下调 E-cadherin蛋白及上

调 N-cadherin蛋白的表达来促进 EMT过程，进而促进肝癌细

胞的迁移能力。

综上所述，miR-301b在肝癌细胞中高表达，通过抑制靶基

因 Klf4来增强肝癌细胞迁移能力。这为进一步研究 miR-301

在肝癌细胞中的分子机制奠定了基础，为肝癌的分子诊断和基

因靶向治疗提供了新思路。
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