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Abstract
AIM: To investigate the expression of microRNA-377 
(miR-377) and histone methyltransferase SMYD3 in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and to analyze their 
correlation.

METHODS: Quantitative real-time PCR was 
performed to detect miR-377 expression in dif-
ferent liver tissues and cell lines. Quantitative 
real-time PCR and Western blot were employed 
to detect the expression of SMYD3 (a target gene 
of miR-377) mRNA and protein, respectively. 
After transfection of HepG2 cells with a miR-377 
mimic, quantitative real-time PCR and West-
ern blot were used to detect the expression of 
SMYD3 mRNA and protein, respectively.

RESULTS: MiR-377 mRNA was underexpressed 
in HCC and tumor-adjacent tissue compared to 
normal liver tissue (0.331 ± 0.059 and 0.139 ± 0.064 
vs 0.874 ± 0.178, both P < 0.05). MiR-377 mRNA 
was also underexpressed in HepG2 cells com-
pared to L-02 cells (0.145 ± 0.021 vs 0.868 ± 0.194, 
P < 0.05). SMYD3 mRNA and protein were over-
expressed in HCC and tumor-adjacent tissue 
compared to normal liver tissue (mRNA: 3.836 
± 0.137 and 5.836 ± 0.965 vs 1.235 ± 0.332, both P 
< 0.05; protein: 0.381 ± 0.020 and 0.484 ± 0.030 vs 
0.252 ± 0.015, both P < 0.05). SMYD3 mRNA and 
protein were overexpressed in HepG2 cells com-
pared to L-02 cells (mRNA: 0.845 ± 0.047 vs 0.348 
± 0.134, P < 0.05; protein: 0.575 ± 0.008 vs 0.259 
± 0.007, P < 0.05). SMYD3 mRNA and protein 
expression in HepG2 cells was down-regulated 
after transfection of an miR-377 mimic (mimic vs 
empty control & negative control: mRNA, 0.125 
± 0.010 vs 0.857 ± 0.1635 and 0.779 ± 0.167; pro-
tein, 0.092 ± 0.026 vs 0.347 ± 0.040 and 0.383±0.054; 
all P < 0.05).

CONCLUSION: miR-377 is down-regulated 
and its target gene SMYD3 is overexpressed in 
HCC, which suggests that miR-377 down-reg-
ulation promotes the carcinogenesis of hepa-
tocellular carcinoma by up-regulating SMYD3 
expression.

Key Words: MicroRNA-377; SMYD3; Hepatocellular 
carcinoma
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■背景资料
MicroRNA作为一
类大约22 nt大小
的保守的非编码
单链小RNA, 通过
调控分化 ,  增殖 , 
凋亡, 迁移等细胞
行为, 在肿瘤的发
生和发展过程中
起着类似癌基因
或抑癌基因的作
用. SMYD3作为
一种组蛋白甲基
转移酶, 通过组蛋
白甲基化修饰在
肝 癌 ,  大 肠 癌 等
多种肿瘤发生和
进展中发挥重要
调控作用. 但关于
miR-377和SMYD3
在肝癌发生和进
展中的相互关系
尚缺乏��.

■同行评议者
秦建民 ,  副教授 , 
上海中医药大学
附属普陀医院肝
胆外科
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摘要
目的: 探讨microRNA-377(miR-377)与组蛋白
甲基转移酶SMYD3在肝癌中的表达规律及与
肝癌的相关性. 

方法: 利用实时定量PCR分别检测不同肝组
织及肝细胞系中miR-377表达水平, 应用实时
定量PCR和Western blot分别检测不同肝组织
及肝细胞系中SMYD3 mRNA和蛋白水平的
表达情况. 通过转染miR-377模拟物上调其在
肝癌细胞株HepG2中表达后, 应用实时定量
PCR、Western blot分别检测转染前后HepG2
中SMYD3 mRNA和蛋白表达的变化. 

结果: MiR-377 mRNA在人肝癌旁组织和肝
癌组织中的表达较正常肝脏明显降低(0.331
±0.059, 0.139±0.064 vs  0.874±0.178, 均
P <0.05); 在HepG2中的表达较L-02明显降
低(0.145±0.021 vs  0.868±0.194, P <0.05). 
S M Y D3 m R N A和蛋白质在人肝癌旁组织
和肝癌组织中的表达较正常肝脏明显升高 
(mRNA: 3.836±0.137, 5.836±0.965 vs  1.235
±0.332; 蛋白: 0.381±0.020, 0.484±0.030 vs  
0.252±0.015; 均P <0.05). SMYD3 mRNA和
蛋白质在肝癌细胞系HepG2中的表达较正常
肝细胞系L-02明显升高(mRNA: 0.845±0.047 
vs  0.348±0.134; 蛋白: 0.575±0.008 vs  0.259
±0.007, 均P <0.05). 转染miRNA-377模拟物
上调HepG2中miR-377表达后转染组SMYD3 
mRNA和蛋白表达较空白组和阴性对照组均
明显下降(mRNA: 0.125±0.010 vs  0.857±
0.163, 0.779±0.167; 蛋白: 0.092±0.026 vs  
0.347±0.040, 0.383±0.054, 均P <0.05).

结论: m iRNA-377在肝癌中表达明显下调, 
其靶基因S M Y D3表达上调 ;  表达下调的
miRNA-377丧失对SMYD3表达的抑制可能是
肝癌发生的重要机制.

关 键 词 :  微 小 R N A - 3 7 7 ;  组 蛋 白 甲 基 转 移 酶

SMYD3; 肝细胞癌
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0  引言

微小RNA(microRNA, miRNA)是一类大约22 nt

大小的保守非编码小RNA, 主要通过转录后水

平对其靶基因表达进行负性调控[1]. 大量研究

发现多种恶性肿瘤中均有miRNA的异常表达. 
SMYD3是具有催化组蛋白H3-K4发生甲基化

作用的组蛋白甲基转移酶, 通过使组蛋白甲基

化, 活化下游癌基因, 在肝细胞癌、大肠癌等多

种恶性肿瘤的发生和发展中发挥重要的调控作 
用[2], 但在恶性肿瘤中miRNA和SMYD3之间是

否具有表达相关性未见报道. 我们在不同的肝

脏组织及细胞系中检测miR-377及SMYD3的表

达差异, 并通过在HepG2细胞中上调miR-377表
达检测miR-377对SMYD3表达的影响, 初步探讨

肝细胞癌中SMYD3的表达异常与miR-377表达

的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 15例正常肝组织, 43例肝癌旁组织及肝

癌组织来源于2009-08-15/2010-02-08在我院行

门诊肝组织活检及肝癌切除病例, 所有病例均

为35-45岁男性患者, 术前均未接受放化疗, 组织

性质均经过病理学确诊, 组织收集后立即放入

-80 ℃保存备用. L-02细胞和HepG2细胞由我院

普外科实验室冻存; SMYD3一抗(兔抗人)购自

美国Santa Cruz公司; miRNA实时定量PCR检测

试剂盒购自GeneCopoeia公司; 引物由Invitrogen
公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 实时定量PCR检测各肝脏组织及细胞中

miR-377 mRNA表达: 应用TRIzol一步法分别

提取组织和细胞中总RNA, 逆转录得到cDNA
后进行实时定量P C R反应 ,  m i R-377正向引

物5'-ATCACACAAAGGCAAC-3', 反向引物

5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3', 内参U6正向引

物5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3', 反向引物

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3', 反应参数

设置: 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 10 s, 60 ℃ 20 s, 72 ℃ 
10 s, 循环40次, 所得数据用2-ΔΔCt公式校正后用

来评定各样本间的差异.
1.2.2 实时定量PCR检测各肝脏组织及细胞中

SMYD3 mRNA表达: 应用TRIzol一步法分别

提取组织和细胞中总RNA, 逆转录得到cDNA
后进行实时定量PCR反应, SMYD3正向引物

5'-TGAATGTGACTGTTTCCGTTGC-3', 反向引

物5'-ATTGCTGCTTATGATCGCCTGG-3', 产物

172 bp, 内参β-actin正向引物5'-GAACGGTGAA
GGTGACAG-3', 反向引物5'-TAGAGAGAAGT
GGGGTGG-3', 产物168 bp, 反应参数设置: 95 ℃ 

■研发前沿
目前关于miRNA
的��热点主要
集 中 在 m i R N A
在肿瘤发生和进
展中所参与的具
体 信 号 通 路 及
miRNA本身的表
达变化与其他表
观遗传学的关系.

■相关报道
大量��发现大
量 肿 瘤 中 都 有
miRNA表达异常, 
如肝癌中miR-1, 
miR-223, miR-29
表达下调促进肝
癌细胞增殖, 抑制
凋亡, 而miR-221, 
miR-222却在肝细
胞癌中表达上调, 
这说明miRNA确
实在肝细胞癌中
起着癌基因或抑
癌 基 因 的 作 用 . 
另外, 应用RNAi
特异性的抑制肝
癌细胞HepG2中
S M Y D 3 的 表 达
后, 肝癌细胞的增
殖受到明显的抑
制 ,  且 细 胞 凋 亡
明 显 增 加 ,  说 明
SMYD3在肝细胞
癌发生中起着重
要的促进作用, 但
是关于miR-377和
SMYD3在肝癌发
生和进展中的相
互关系未见报道.
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2 min; 94 ℃ 30 s, 57 ℃ 30 s; 72 ℃ 30 s, 循环45
次; 72 ℃ 5 min[3], 所得数据用2-ΔΔCt公式校正后用

来评定各样本间的差异.
1.2.3 L-02和HepG2细胞培养: 两种细胞均在含

100 mL/L胎牛血清(四季青)的改良型RPMI 1640
培养基(Hyclone), 50 mL/L CO2, 37 ℃饱和湿度

条件下培养, 每2-3 d用0.25%胰酶消化传代一次.
1.2.4 Wes te rn b lo t检测各肝脏组织及细胞中

SMYD3蛋白表达: 各肝脏组织取0.5 mg, 收集六

孔板中融合达80%的细胞, 分别提取总蛋白. 应
用Bradford蛋白浓度试剂盒(碧云天)测定总蛋白

浓度. 将定量后的蛋白质样品以每孔20 μg点样

于SDS-PAGE凝胶上样孔中, 200 V电泳至溴酚

蓝迁移到距分离胶底部0.5 cm处, 300 mA转膜70 
min, 将转好的硝酸纤维素膜至于5%的脱脂奶粉

中, 室温振荡封闭2 h, 然加入1∶400 SMYD3一
抗, 4 ℃孵育过夜, TBS缓冲液漂洗3次, 每次10 
min, 再加入1∶10 000 HRP标记的二抗, 37 ℃于

摇床孵育1 h, TBS缓冲液漂洗3次, 每次10 min,
化学发光显影, 胶片曝光, 结果用UVP扫描仪扫

描成像.
1.2.5 转染miR-377 mimics上调HepG2细胞中

miR-377表达: 取稳定生长的对数生长期HepG2
细胞消化计数后, 以每孔3.0×105个细胞密度

种植于6孔细胞培养板中, 分为空白组、实验

组、阴性对照组, 空白组加入无血清无抗生素

的Opti-MEM培养基2 mL, 实验组加入终浓度为

50 nmol/L的miR-377 mimics(广东锐博)和5 μL 
Lipofectamine 2000(Invitrogen), 阴性对照组加入

终浓度为50 nmol/L的阴性对照试剂(广东锐博)
和5 μL Lipofectamine 2000(Invitrogen), 最后各

组均用Opti-MEM培养基调至每孔2 mL, 转染步

骤严格按照说明书进行. 转染24 h后应用实时定

量PCR检测各组SMYD3 mRNA表达情况; 48 h后
应用Western blot检测各组SMYD3蛋白表达情况.

统计学处理  各组实验重复3次 ,  数据经

SPSS16.0软件分析, 计量资料采用mean±SD表

示, 组间计量资料应用t检验和方差分析(One-
Way ANOVA, LSD method), 以P <0.05为具有统

计学意义.

2  结果

2.1 miR-377 mRNA在不同肝脏组织及肝细胞

系中的表达 实时定量PCR结果显示miR-377 
mRNA在正常肝脏, 肝癌旁组织, 肝癌组织中的

表达量分别为0.874±0.178、0.331±0.059、
0.139±0.064, miR-377 mRNA在肝癌旁组织

和肝癌组织中的表达较正常肝脏明显降低(均
P <0.05), 而肝癌旁组织和肝癌组织之间无明显

差异(图1A). miR-377mRNA在HepG2中的表达

明显低于在L-02的表达(0.145±0.021, 0.868±
0.194, P <0.05, 图1B). 
2.2 SMYD3 mRNA和蛋白在不同肝组织和细胞

系中的表达 实时定量PCR结果和Western blot
结果显示在正常肝脏, 肝癌旁组织, 肝癌组织中

SMYD3 mRNA表达量分别为: 1.235±0.332、
3.836±0.137、5.836±0.965, 蛋白表达量分别

为: 0.252±0.015、0.381±0.020、0.484±0.030;
在L-02和HepG2中SMYD3 mRNA表达量分别

为: 0.348±0.134、0.845±0.047; 蛋白表达量分

别为: 统计结果显示SMYD3 mRNA和蛋白在肝

癌旁组织和肝癌组织中的表达较正常肝脏明显

升高(均P <0.05), 且在肝癌组织中较肝癌旁组织

亦明显升高(均P <0.05). SMYD3 mRNA和蛋白

在HepG2中表达较L-02明显升高(均P <0.05).
2.3 上调miR-377表达后HepG2中SMYD3 mRNA
和蛋白的表达 转染miR-377 mimics 24 h后提取

总RNA进行实时定量PCR检测, 空白组、实验

组、阴性对照组SMYD3 mRNA表达量分别为

0.857±0.163、0.125±0.010、0.779±0.167; 48 
h后提取总蛋白行Western blot检测各组SMYD3
蛋白表达量分别为0.347±0.040、0.092±
0.026、0.383±0.054, 统计结果显示相对于空白

组和阴性对照组, 实验组中SMYD3 mRNA和蛋

白的表达明显降低(均P <0.05), 而空白组和阴性

对照组之间无明显差异(图2, 3).

3  讨论

组蛋白修饰包括组蛋白的甲基化, 乙酰化, 磷
酸化, 泛素化等是基因表观遗传学调控的重要

图  1  实时定量PCR检测miR-377 mRNA的表达. A: 不同

肝组织miR-377 mRNA表达. 1: 正常肝组织; 2: 肝癌旁; 3: 

肝癌组织; B: 不同肝细胞系中miR-377 mRNA的表达; 1: 

L-02; 2: HepG2.
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■创新盘点
本 文 首 次 将
m i R - 3 7 7 和
SMYD3联系到一
起, 证实两者在肝
细胞癌的发生和
进展中的相互关
系, 从而为肿瘤中
表观遗传学的作
用机制提供了新
的依据.
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内容, 其中SMYD3是具有催化组蛋白发生甲

基化作用的组蛋白甲基转移酶, 能特异性的使

组蛋白H3第四位赖氨酸残基(H3-K4)发生二

甲基化和三甲基化, 从而对其下游的靶基因起

到活化作用[2]. 研究表明SMYD3在肝癌, 大肠

癌, 宫颈癌, 乳腺癌等大量恶性肿瘤中异常高表

达, 激活下游癌基因, 从而导致肿瘤的发生和发 
展[2,4-7]; 应用RNAi特异性的抑制肝癌细胞HepG2
中SMYD3的表达后, 肝癌细胞的增殖受到明显

的抑制, 且细胞凋亡明显增加[8-10]. 另外, 降低肝

癌细胞HepG2中SMYD3的表达后其下游癌基因

c-Met表达下调且由肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)介导的肝癌细胞的迁移和侵

袭受到明显的抑制[11]. 我们前期研究亦发现乙型

肝炎相关肝癌中SMYD3高表达与乙肝病毒感染

关系密切[12,13]. 所有这些均表明SMYD3的异常

高表达与肿瘤发生关系密切, 但SMYD3的异常

高表达的原因尚不明确, 是否受肿瘤中miRNA
异常表达的调控还不清楚.

MicroRNA作为一类大约22 nt大小的保守

的非编码单链小RNA, 通过序列部分互补结合

抑制目的基因的表达, 调控分化, 增殖, 凋亡, 迁
移等细胞行为, 在肿瘤的发生和发展过程中起

着类似癌基因或抑癌基因的作用[14]. 目前认为

miRNA在肿瘤发生中的主要作用机制为: 成熟

miRNA引导RNA介导的基因沉默复合物(RNA-
induced gene silencing complexes, RISCs)靶定

mRNA, miRNA与mRNA的3'非编码区互补, 通
过裂解或抑制mRNA翻译, 进而下调靶基因的

表达[15-18]. 大量研究表明异常表达的miRNA在

许多肿瘤中发挥重要的调控作用, 如在肝癌中, 
miR-1, miR-223, miR-29等低表达促进肝癌细

胞增殖, 抑制凋亡[19-21], 而miR-122低表达促进

肝癌肝内转移[22], 特定microRNA表达谱与肝癌

病因, 病理, 转移, 生存, 癌基因表达等特性相 
关[23-25]. 另外, 在肝细胞癌中有些miRNA高表

达, 发挥癌基因作用, 比如miR-221, miR-222, 
m iR-602等 [26-28]. 除此之外, 胃癌中miR-143, 

miR-145表达下调[29], 宫颈癌中miR-218表达下

调[30]等, 这些研究均表明miRNA与肿瘤之间有

密切关系, 但miR-377的生物学特性及与肝细胞

癌之间的关系尚未见报道, 而且肿瘤中miRNA
异常表达的机制尚不明确, 是否受到其他表观

遗传学改变如DNA甲基化, 组蛋白甲基化的影

响尚不清楚.
我们通过MicroCosm Targets Version 5预

测miR-377可能为作用于SMYD3的miRNA基

础上, 发现相对于正常肝脏组织, 肝癌旁组织

及肝癌组织中的miR-377 mRNA表达均明显降

低, 且相对于正常肝细胞L-02, 肝癌细胞HepG2
中的miR-377 mRNA亦明显降低, 而肝癌组织

SMYD3 mRNA表达明显升高, 提示我们异常表

达的miR-377和SMYD3可能在肝癌发生进展中

发挥调控作用. 利用mimic技术上调miR-377功
能后进一步验证了miR-377可以抑制SMYD3的
表达. 结合我们既往发现SMYD3在肝癌表达异

常增加, 提示我们表达下降的miR-377丧失对

SMYD3抑制作用导致的SMYD3在肝癌组织的

异常高表达可能是肝癌发生进展的重要机制, 
但肝癌中miRNA-377异常低表达的机制尚不明

确, 是否受到DNA甲基化或组蛋白甲基化的调

控将是我们下一步的研究内容.
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■应用要点
本文初步证实了
在肝细胞癌的发
生 和 发 展 过 程
中 可 能 是 由 于
miRNA-377的表
达下调导致其靶
基因SMYD3表达
上调, 从而促进了
肝癌的发生和发
展, 提示人为增强
miRNA-377的表
达可能成为一种
有价值的预防和
治疗肝细胞癌的
方法.
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■同行评价
本 � � 采 用 实
时 定 量 P C R 、

Western blot和基
因转染技术等分
子生物学技术揭
示miRNA-377与
组蛋白甲基转移
酶SMYD3在肝癌
发生中作用, 具有
一定的��意义.


