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Abstract
AIM: To detect the expression level of miR-130a 
in hepatocellular carcinoma and to analyze the 
effect of miR-130a on hepatocellular carcinoma 
cell proliferation.

METHODS: MiR-130a expression levels in he-
patocellular carcinoma and non-tumor pericar-
cinous tissues, as well as normal liver and hepa-
tocellular carcinoma cell lines were determined 
by qRT-PCR. The CYLD 3'-UTR as the target 
of miR-130a was predicted by bioinformatics 
analysis. The reporter activity was evaluated by 
the dual luciferase reporter assay. After HepG2 
cells were transfected with a synthetic miR-130a 
inhibitor (anti-miR-3666) or a synthetic control 
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MiR-130a靶向调控CYLD基因及其对肝癌细胞增殖的影响

倪 芳, 赵 华, 汪心怡, 陈 卓, 汪思应

®

■背景资料
肝细胞癌在导致
死亡的恶性肿瘤
中居世界第3位 . 
由于其恶性生物
学行为的分子机
制 不 清 ,  导 致 肝
癌患者存活率很
低 .  近 年 来 的 研
究表明microRNA
在肝癌的发生发
展中发挥重要作
用 ,  但 仍 有 大 量
microRNA的功能
是未知的. 

miRNA (anti-miR-C), the expression of CYLD 
protein in the transfected HepG2 cells was de-
termined by Western blot, and cell proliferation 
was determined by MTT assay.

RESULTS: MiR-130a expression was up-reg-
ulated in hepatocellular carcinoma compared 
to non-tumor pericarcinous tissues. The results 
of dual luciferase assays validate CYLD as a 
specific target gene of miR-130a. Inhibition of 
miR-130a resulted in the upregulation of CYLD 
protein expression in HepG2 cell line. MiR-130a 
knockdown significantly inhibited the cell pro-
liferation of HepG2 cells.

CONCLUSION: MiR-130a is overexpressed in 
hepatocellular carcinoma. Inhibition of miR-130a 
promotes the proliferation of hepatocellular 
carcinoma cells. MiR-130a may become a new 
potential therapeutic target for hepatocellular 
carcinoma.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 检测microRNA-130a(miR-130a)在肝癌
中的表达水平及其对CYLD 基因表达的调控, 
并探讨miR-130a对肝癌细胞增殖的影响.

方法: 采用qRT-PCR检测miR-130a在原发性肝
癌组织及对应的癌旁组织、肝癌细胞系和正
常肝细胞中的表达差异, 利用靶基因预测分析
软件预测miR-130a潜在靶基因CYLD后, 构建
携带靶基因CYLD野生型及突变型3'UTR序列
的双荧光素酶报告基因质粒, 应用双荧光素酶
报告基因实验体系进行验证; 采用miR-130a
抑制剂下调肝癌细胞系HepG2中miR-130a的
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■研发前沿
MiRNA与恶性肿
瘤的发生发展密
切相关, 本研究中
的miR-130a在肝
癌中的表达及其
在肝癌发生发展
中的作用鲜有研
究报道. 我们利用
生物信息学方法
预测到miR-130a
与抑癌基因CYLD 
mRNA 3'UTR存
在相互作用位点, 
并验证miR-130a
对CYLD的靶向调
控作用, 同时观察
miR-130a对肝癌
细胞增殖的影响.

表达, Western blot检测CYLD蛋白的表达变化; 
MTT法检测肝癌细胞增殖的改变.

结果: MiR-130a在原发性肝癌组织中的表达
明显高于对应的癌旁组织(P <0.05), 在肝癌
细胞系中的表达也显著高于正常肝细胞(P < 
0.05); 双荧光素酶报告基因系统验证CYLD
是m i R-130a的直接靶基因; H e p G2细胞中
转染miR-130a抑制剂下调miR-130a表达后. 
Western blot检测结果显示CYLD蛋白表达水
平显著上调; miR-130a抑制剂转染的HepG2细
胞其增殖受到明显抑制.

结论: MiR-130a在肝癌中表达上调, 下调miR-
130a后可以促进靶基因CYLD的表达, 并可以
抑制肝癌细胞的增殖活性, miR-130a有可能成
为原发性肝癌治疗的新靶点.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: MiR-130a在肝癌中表达上调, 下调

miR-130a后可以促进靶基因CYLD 的表达, 并可

以抑制肝癌细胞的增殖活性, miR-130a有可能成

为原发性肝癌治疗的新靶点.

倪芳, 赵华, 汪心怡, 陈卓, 汪思应. MiR-130a靶向调控CYLD基因

及其对肝癌细胞增殖的影响.  世界华人消化杂志  2014; 22(11): 

1504-1509  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/1504.
asp  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i11.1504

0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)作为危

害性很强的恶性肿瘤之一, 具有高增殖活性, 高
转移等恶性生物学特性, 其在导致死亡的恶性

肿瘤中居世界第3位[1-3]. 近年来, 尽管不同的治

疗方案应用于肝癌的临床治疗, 但由于其恶性

生物学行为的分子机制不清, 导致其存活率依

然没有明显升高. MicroRNA(miRNA)是近年来

发现的一种存在于真核生物中的内源性单链非

编码RNA, 通常在转录后水平调节靶基因的表

达, 进而参与细胞的增殖、分化和凋亡等多种

生命过程[4,5]. 越来越多的研究表明, miRNA在肝

癌的发生发展中发挥重要作用[6-12], 但仍有大量

miRNA的功能是未知的. 本研究中的miR-130a
在肝癌中的表达及其在肝癌发生发展中的作用

鲜有研究报道. 我们利用生物信息学方法预测

到miR-130a与抑癌基因CYLD mRNA 3'UTR存
在相互作用位点, 提示miR-130a可能通过靶向

抑癌基因CYLD参与肿瘤的发生发展. 本研究

拟检测miR-130a在肝癌中的表达情况, 并验证

miR-130a对CYLD的靶向调控作用, 同时观察

miR-130a对肝癌细胞增殖的影响, 为肝癌防治

提供线索.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2011-03/2013-03安徽医科大学第

一附属医院31例原发性肝癌组织标本及对应

的癌旁组织, 患者年龄38-67岁. 所有标本均经

病理学检查确诊, 取出后迅速放入液氮保存备

用. DMEM培养基、胎牛血清均购自Gibco公
司; 人正常肝脏细胞株HL-02以及肝癌细胞系

Hep3B、HepG2和Huh7均由本实验室长期保存. 
脂质体Lipofectamine 2000购自Invitrogen TRIzol
购自Invitrogen公司; MicroRNA逆转录检测试剂

盒(miScript Reverse Transcription kit)、hsa-miR-
130a及内参RNU6B引物、microRNA荧光定量

PCR检测试剂盒(miScript SYBR Green PCR kit)
均购自Qiagen公司; 双荧光素酶报告基因检测

试剂盒(Dual-Luciferase Reporter Assay System)     
购自Promega公司; miR-130a模拟体(mimics)及
阴性对照(miR-C)、miR-130a抑制体(inhibitor)
及阴性对照(anti-miR-C)均购自上海吉玛生物公

司; CYLD兔抗人单克隆抗体购自Cell Signaling
公司; HRP标记的山羊抗兔二抗购自北京中杉金

桥生物公司.
1.2 方法

1.2.1 qRT-PCR检测miR-130a的表达: TRIzol提
取细胞或组织总RNA(含miRNA), 采用miScript 
Reverse Transcription Kit(含通用反向引物)(Qia-
gen)合成cDNA; 依据miScript SYBR Green PCR 
kit说明书配置PCR反应液(20 μL体系), 按下列

条件扩增: 95 ℃预变性10 s, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 34 s, 
40个循环. 反应结束后, 以RNU6B为内参, 进行

相对定量分析.
1.2.2 双荧光素酶报告基因质粒的构建: 首先

通过生物信息学在线软件Targetscan预测miR-
130a的靶基因, GenBank中查找miR-130a靶基因

CYLD  3'UTR序列, 由上海生工合成CYLD-WT 
3'UTR(含有预测的miR-130a与CYLD 3'UTR结
合序列上下游各150 bp左右的片段)、CYLD-
mutant 3'UTR基因(删除整段预测的miR-130a与
CYLD 3'UTR结合序列), 两端带有NotⅠ和Xho
Ⅰ酶切位点; 之后重组入双荧光素酶报告基因

质粒psi-CHECK2多克隆位点, 分别获得野生型
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■相关报道
C Y L D 作为肿瘤
抑 制 基 因 ,  在 多
种肿瘤的发生发
展中发挥重要作
用, 最新研究报道
CYLD在肝癌的发
生发展也起重要
作用. 然而, CYLD
基因表达调控的
机 制 还 很 不 清
楚. 很多研究表明
microRNA在肝癌
的发生发展中起
重要调控作用, 然
而miR-130a在肝
癌中的作用却知
之甚少.

及突变型克隆并测序鉴定正确性.
1.2.3 双荧光素酶报告基因活性检测: 将H E-
K293A细胞接种到24孔板中, 每孔8×104细胞, 
待细胞会和度达到80%左右时进行转染, 按照

Lipofectamine 2000说明书配制转染试剂, 将0.2 
μg的双荧光素酶报告质粒及20 nmol/L终浓度的

miR-130a mimics或阴性对照共转染HEK293A细

胞, 5 h后更换DMEM完全培养基, 48 h后用Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega)检测

荧光素酶的活性.
1.2.4 Western blot检测CYLD蛋白表达水平: 在
肝癌细胞株HepG2细胞中分别转染miR-130a抑
制体(anti-miR-130a)和阴性对照(anti-miR-C), 48 
h后, 收集上述不同转染组的HepG2细胞, 加入

RIPA蛋白裂解液, BCA法测定蛋白浓度. 每孔

40 μg上样进行SDS-PAGE凝胶电泳后, 用水浴

式电转仪转至PVDF膜上. 5%脱脂牛奶室温封闭

1 h, 加入1∶1000稀释的兔抗人CYLD单克隆抗

体, 4 ℃孵育过夜, TBST洗膜后, 然后加入HRP
标记的羊抗兔二抗(1∶8000), 室温孵育l h, 取出, 
TBST洗膜, 化学发光法检测后分析结果.
1.2.5 MTT法检测细胞增殖活性: 转染anti-miR-
130a组和anti-miR-C组HepG2细胞株, 在转染后

24 h消化细胞, 以2000个/孔的细胞密度接种于

96孔板中, 每孔加入100 μL培养液, 各组设6个复

孔, 37 ℃ 5%CO2培养箱培养; 分别于培养12、
24、36、48 h的时间点, 每孔加入5 g/L的MTT 

溶液50 μL, 在 37 ℃, 5%CO2培养箱内继续孵育4 
h后, 弃上清, 加入150 μL DMSO溶解; 490 nm测

定吸光度(A )值.
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件对数据

进行统计分析, 数据以mean±SD表示, 均数间的

比较采用t检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 miR-130a在肝癌细胞系和肝癌组织中的表达

qRT-PCR结果表明, miR-130a在肝癌组织中的

表达显著高于对应的癌旁组织(P <0.01); 同时, 
miR-130a在肝癌细胞系中的表达也明显高于正

常肝细胞(P <0.01), 差异有统计学意义(图1).
2.2 生物信息学预测miR-130a靶向CYLD 基因

3'UTR区域 我们通过Targetscan在线分析软件

(www.targetscan.org)分析, hsa-miR-130a可特异

结合CYLD基因3'UTR区域的190-196位碱基, 结
合位点见图2. 
2.3 miR-130a对CYLD 基因的直接调控作用 为
了进一步证明miR-130a对CYLD基因具有直接

调控作用, 将CYLD基因WT3'UTR序列(包含软

件预测的整段miR-130a结合位点)及CYLD基因

mutant 3'UTR序列(删除了整段预测的miR-130a
结合位点)克隆入双荧光素酶报告基因质粒psi-
CHECK2(图2), 并通过测序鉴定正确. 双荧光

素酶报告基因实验结果表明: miR-130a能通过

CYLD-WT 3'UTR抑制荧光素酶的活性, 当miR-
130a与psi-CHECK2 mutant 3'UTR共转染后, 则
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图  1  qRT-PCR分别检测检测miR-130a
在肝癌细胞系和正常肝脏细胞中的表达
水平. A: 原发性肝癌; B: 癌旁组织中.

A B P<0.01

T7

Promoter

CYLD 3'UTR (Position 190-196)
hsa-miR-130a

5'         …UUAAUAAGAAGCAUUUUGCACUC…

3'         …UACGGGAAAAUUGUAACGUGAC…

Renilla CYLD 3'UTR Firefly
Promoter

HSV-TK

图  2  生物信息学软件预测miR-130a与CYLD 基因3'UTR区域特异结合.
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■创新盘点
本 研 究 报 道 的
miR-130a, 其在肝
癌中的作用鲜有
研究报道, 我们首
次通过双荧光素
酶报告基因实验
证实了C Y L D 是
miR-130a的潜在
靶基因, 并且证明
在肝癌细胞中下
调miR-130a后, 可
以促进抑癌基因
C Y L D 蛋白的表
达, 并且可以抑制
肝癌细胞的增殖, 
表明在肝癌细胞
中, 可能由于miR-
130a的高表达, 抑
制 了 抑 癌 基 因
CYLD 的表达, 进
而促进肝癌细胞
的增殖等恶性生
物学行为.

不能对报告基因的活性产生抑制效应(图3A). 
Western blot实验结果发现: 转染miR-130a inhibi-
tor能显著上调肝癌细胞中CYLD蛋白表达(图
3B). 以上结果表明miR-130a对CYLD的表达具

有直接调控作用.
2.4 miR-130a对肝癌细胞增殖的影响 MTT检测

结果显示, 转染anti-miR-130a后的HepG2细胞

生长速度较anti-miR-C对照组明显减慢(P <0.05,  
图4).

3  讨论

原发性肝癌是世界范围内高发的恶性肿瘤之一, 
肝癌细胞具有易侵袭转移、高增殖性等恶性生

物学行为, 这也是导致肝癌预后不良的主要原

因. 近年来的研究表明: 癌基因的激活或抑癌基

因的失活或突变参与肝癌等恶性肿瘤的发生发

展, 如p53、Her2、PTEN及CYLD等基因表达异

常或突变与多种肿瘤的发生发展密切相关[13-16]. 
CYLD是2003年Nature杂志报道的一个新的肿

瘤抑制基因[17], 众多研究提示CYLD作为一种

去泛素化酶, 其去泛素化活性可以抑制核因子

(nuclear factor kappa B, NF-κB)、JNK、WNT/
b-catenin等信号途径的激活, 在细胞周期的调

控、介导细胞凋亡、抑制肿瘤发生等分子事件

中有着重要的调控作用[18-23]. 已有的研究结果表

明很多实体瘤或血液肿瘤细胞中存在CYLD基

因的低表达或突变, 进而参与肿瘤的发生发展. 
最新的研究显示, CYLD在肝癌的发生发展中也

发挥着重要作用[24-29]. 然而, CYLD基因表达调控

的机制还很不清楚.
近年来发现的microRNA, 是调控基因表

达的重要分子, 某些表达失调的miRNA与恶性

肿瘤的发生发展密切相关, 本研究报道的miR-
130a, 其在肝癌中的作用知之甚少, 有研究报道

miR-130a能够提高肝癌细胞对化疗药物顺铂的

耐药性[30], 而我们的研究发现miR-130a在人肝

癌细胞系以及原代的肝癌组织中高表达, 并首

次通过双荧光素酶报告基因实验证实了CYLD
是miR-130a的潜在靶基因, 也进一步证明了在

肝癌细胞中下调miR-130a后, 可以促进抑癌基

因CYLD蛋白的表达, 并且可以抑制肝癌细胞的

增殖, 表明在肝癌细胞中, 可能由于miR-130a的
高表达, 抑制了抑癌基因CYLD的表达, 低表达

的肝癌细胞NF-κB等信号途径可能会异常活化, 
而这些信号转导途径的异常活化与肝癌等肿瘤

的增殖等恶性生物学行为呈正相关关系. 因此, 
miR-130a上调可能是肝癌恶性发展的机制之一, 
这可能为肝癌的治疗提供新的靶点.
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                                                                                                                                • 消息 •

中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 


