
■背景资料
甲醛作为一种常
见的化学性污染
物 ,  已被列为人
类致癌物 .  但其
对 肝 脏 的 致 癌
作 用 尚 未 明 确 . 
miRNA122作为
重要的肝脏调控
因子 ,  与肝癌的
发 生 关 系 密 切 . 
本文以甲醛对肝
脏miRNA122及
其下游蛋白的影
响 为 研 究 方 向 , 
讨论甲醛诱发肝
癌的可能性. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of formaldehyde 
on miRNA122 and its downstream molecules 
a disintegrin and metal loproteinase 10 
(ADAM10) and serum response factor (SRF) in 
the liver of mice. 

METHODS: Forty female Kunming mice were 
randomly divided into three formaldehyde 
groups (low-, medium- and high-concentration 
groups) and a control group. The three 
formaldehyde groups were intraperitoneally 
injected with different concentrations of 
formaldehyde at 9:00 am daily. The control 
group was injected with equal volume of normal 
saline. After 30 d, the expression of miRNA122 in 
the liver was examined by real-time quantitative 
PCR (qRT-PCR). Immunohistochemistry was 
performed to observe the expression of ADAM10 
and SRF in the liver. 

RESULTS: The relative expression levels 
of miRNA122 in the control group, low-, 
medium-, and high-concentration groups were 
0.99 ± 0.005, 0.94 ± 0.074, 0.72 ± 0.062, and 0.38 
± 0.091, respectively. There were significant 
differences between different groups (F = 
22.988, P < 0.01). Formaldehyde significantly 
reduced the expression of miRNA122 in a dose-
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■研发前沿
目 前 普 遍 认 为
miRNA122的下调
及其下游因子的
表达紊乱是导致
肝癌的重要原因, 
miRNA122与肝
癌的关系已成为
当今研究热点. 外
部化学物质能否
影响miRNA122
的表达需要进一
步研究. 

dependent manner. The expression of ADAM10 
and SRF was significantly higher in the three 
formaldehyde groups than in the control 
group (H = 21.484, P = 0.000; H = 31.566, P = 
0.000, respectively). The relative expression of 
miRNA122 showed a negative association with 
ADAM10, as well as SRF (r = -0.975, P = 0.025; r 
= -0.799, P = 0.02, respectively). 

CONCLUSION: Formaldehyde can significantly 
reduce the expression of miRNA122 in the liver 
in a dose-dependent manner. Formaldehyde 
may induce hepatocellular carcinoma by 
increasing the expression of ADAM10 and SRF. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨甲醛对小鼠肝脏miRNA122及其
下游解离素-金属蛋白酶10(a disintegrin and 
metalloproteinase 10, ADAM10)和血清应答
因子(serum response factor, SRF)的影响. 

方法: 将40只♀昆明小鼠随机分为3个甲醛
染毒组(低浓度组、中浓度组和高浓度组)和
1个对照组, 每组10只. 染毒组每日上午9:00
腹腔注射不同浓度的甲醛溶液, 对照组注射
等量的生理盐水. 30 d后, 实时定量PCR检
测(real-time quantitative PCR, qRT-PCR)法
检测4组小鼠肝脏组织miRNA122的表达情
况; 免疫组织化学法检测4组小鼠肝脏组织
ADAM10和SRF的表达情况. 

结果: 对照组、低浓度组、中浓度组、高浓
度组小鼠肝脏miRNA122的相对表达量分别
是0.99±0.005、0.94±0.074、0.72±0.062
和0.38±0.091, 各组之间有明显差异(F  = 
22.988, P <0.01). 与对照组相比, 甲醛可明显
降低肝脏中miRNA122的表达, 且呈浓度依
赖关系; 染毒组中ADAM10和SRF的表达均
明显高于对照组(H  = 21.484, P  = 0.000; H  = 

31.566, P  = 0.000). miRNA122相对表达量与
ADAM10及SRF阳性表达率均呈负相关(r  = 
-0.975, P  = 0.025; r  = -0.799, P  = 0.02). 

结 论 :  甲 醛 染 毒 可 以 明 显 降 低 肝 脏 中
miRNA122的表达, 且呈浓度依赖关系; 并可
能通过增加ADAM10、SRF蛋白的异常表达
进而诱发肝癌. 

© 2015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: 一定浓度的甲醛可以抑制肝脏中

miRNA122的表达, 随着甲醛浓度增高, 这一抑

制作用越发明显; 作为一种重要的抑癌基因, 
miRNA122的降低可导致下游解离素-金属蛋白

酶10(a disintegrin and metalloproteinase 10)和血

清应答因子(serum response factor)蛋白过量表

达, 最终可能导致肝癌发生. 
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0  引言

甲醛作为一种高挥发性有机化合物, 被广泛

应用于室内装修及工业产品制造, 以海产品

为代表的某些食品中也含有不同含量的甲醛, 
近年来一些不法商贩甚至直接在食品中添加

甲醛以延长食品保质期[1,2]. 甲醛对人体的伤

害主要集中于呼吸道、肝脏、肾脏、神经系

统及免疫系统[3]. 其中, 由于甲醛进入人体后

需要经肝脏代谢, 其与肝癌发生的关系受到了

广泛的关注[4]. miRNA122是一种肝脏高表达

的miRNA, 占肝脏中所有miRNA的70%以上[5], 
具有肝脏特异性, 在肝癌细胞中呈低表达状

态. 已有研究[6]显示, 肝癌及某些肝脏疾病的发

生和发展与miRNA122关系密切. miRNA122
的下调可以激活下游基因[7], 促进其下游靶蛋

白如解离素-金属蛋白酶10(a disintegrin and 
metalloproteinase 10, ADAM10), 血清应答因子

(serum response factor, SRF)表达. ADAM10、
SRF在肝癌组织中呈高表达状态[8,9], 均可促进

肿瘤发生[10], 这一系列改变最终可能导致肝癌



顾鹏, 等. 甲醛对肝脏miRNA122及其下游解离素-金属蛋白酶10和血清应答因子的影响

2015-12-08|Volume 23|Issue 34|WCJD|www.wjgnet.com 5437

■相关报道
Rager等的研究
发 现 甲 醛 可 以
使 人 类 细 胞 中
miRNA的表达受
到影响 .  通过分
析这些发生改变
miRNA的下游靶
基 因 可 以 发 现 , 
m i R N A 的 改 变
最终可与癌症发
生关联 .  即甲醛
可能会通过影响
miRNA而致癌. 

发生. 虽然已有多方面文献分别从病理学层面

及生物化学层面观察并解释了甲醛对肝脏损

害的机制, 但甲醛对miRNA122及下游基因蛋

白的影响尚未见文献报道. 腹腔注射能准确把

握甲醛剂量, 客观评判甲醛量与肝损伤的关系. 
因此本实验采用腹腔注射的方法染毒, qRT-
PCR检测肝脏miRNA122, 免疫组织化学法检

测肝脏组织miRNA122下游蛋白ADAM10、
SRF, 探讨甲醛对miRNA122表达量的影响, 在
miRNA及蛋白水平上解释甲醛对肝脏的致癌

作用. 

1  材料与方法

1.1 材料 ♀昆明小鼠40只, 2周龄, 体质量20-25 g, 
购自青岛派特福德白鼠养殖合作社. 试验期间

小鼠自由进食进水. TRIzol试剂(青岛云山生

物科技有限公司); miRcute miRNA First-strand 
cDNA Synthesis Kit、miRcute miRNA qRT-
PCR Detection Kit(SYBR Green)(TIANGEN
公司); m i R N A122上游引物、内参U6引物

(GeneCopoeia公司); 兔抗鼠ADAM10多克隆

抗体、兔抗鼠SRF多克隆抗体(北京博奥森生

物技术有限公司); PV6001免疫组织化学试剂

盒、DAB显色液(北京中杉金桥生物技术有限

公司). 主要仪器: 荧光PCR仪(Eppendorf公司); 
低温高速离心机(Eppendorf公司); 切片机、电

热恒温水温箱. 
1.2 方法

1.2.1 分组染毒: 分组试验前观察试验小鼠1 wk, 
然后随机将体质量为25 g的♀昆明鼠分为对照

组和3个染毒组, 每组10只, 染毒组甲醛染毒

浓度分别为低浓度组20 m g/k g、中浓度组

40 mg/kg、高浓度组80 mg/kg, 设置9 g/L生理

盐水阴性对照组. 在无菌条件下, 临用时配制

甲醛溶液. 采用腹腔注射的方式, 试验组注射

不同浓度的溶液, 每天上午9:00注射1次, 每次

注射0.1 mL/10 g. 对照组腹腔注射等体积的生

理盐水. 注射30 d后处死小鼠. 小鼠肝脏取出后

取100 mg用于提取总RNA, 剩余组织经40 g/L
甲醛固定、常规石蜡包埋、切片. 
1.2.2 肝组织总RNA的提取: 取小鼠肝脏组织

100 mg置于玻璃研磨器中, 加1 mL TRIzol液于

冰上充分研磨, 氯仿抽提, 离心(12000 r/min, 
15 min, 4 ℃); 吸取上清液加等体积异丙醇, 
30 ℃温箱孵育5 min, 离心(12000 r/min, 10 min, 

4 ℃); 弃上清, 加预冷的750 mL/L乙醇(DEPC
水配置)1 mL洗涤, 离心(7500 r/min, 5 min, 
4 ℃); 弃上清, 空气干燥5-10 min, 将RNA溶于

DEPC水中至20 µL. 测吸光度值定浓度. 10 g/L
琼脂糖电泳验证总RNA质量. 
1.2.3 miRNA的逆转录及实时荧光定量PCR: 
本实验采用对R N A加p o l y (A)尾 ,  再使用

Oligo(dt)-universai tag通用逆转录引物进行逆

转录反应, 最终生成miRNA对应的cDNA第一

链. 此次试验以U6 snRNA为内参, 扩增反应体

系则参照miRcute miRNA qRT-PCR Detection 
Kit(SYBR Green) (TIANGEN公司)说明书进

行. 小鼠肝脏组织20 µ L反转录体系包括加

poly(A)尾RNA 2 µL, 10×RT Primer 2 µL, 10×
RT Buffer 2 µL, Super Pure dNTPs 1 µL, RNasin 
(40 U/µL)1 µL, Quant RTase 0.5 µL, RNase-Free 
ddH2O 11.5 µL. 混匀, 短暂离心后37 ℃反应60 
min. 合成的cDNA用于qRT-PCR, 20 µL体系包

括2×miRcute miRNA Premix(with SYBR)10 
µL, Forward Pr imer 2 µL(自备), Reverse 
Primer(10 µmol/L)0.4 µL, miRNA第一链cDNA 
2 µL, ddH2O 5.6 µL. 其中Reverse Primer由
miRcute miRNA qRT-PCR Detection Kit试剂

盒提供, miRNA122及内参U6上游引物购自

GeneCopoeia公司, miRNA122上游引物序列为

5'-GGGTGGAGTGTGACAATGG-3', U6上游

引物序列为5'-GCTTCGGCAGCACATATACTA
AAAT-3'. 反应条件: 起始模板变性94 ℃ 2 min, 
变性和退火、延伸94 ℃ 20 s, 60 ℃ 34 s, 45个
循环. 所得结果采用2-△△Ct法进行结果分析, 将
不同样本的2-△△Ct进行比较. △Ct = Ctmi122-Ctu6, 
△△Ct = Ct实验组-Ct对照组. 
1.2.4 免疫组织化学检测: 采用免疫组织化学

PV6001两步法. 结果判断: ADAM10以细胞质

出现棕黄色颗粒为阳性; SRF以细胞核和/或细

胞质出现棕黄色颗粒为阳性. 在400倍显微镜

下选择染色最强的5个视野, 每个视野计数100
个细胞, 高倍镜下计数阳性细胞比例, 以>20%
为阳性表达. 

统计学处理 采用SPSS19.0软件程序进行

统计学分析, 其定量资料以mean±SD形式表

示, 两样本均数用t检验, 多样本均数比较采用

单因素方差分析(One-way ANOVA), 采用单因

素方差分析法中的LSD法对多组样本均数间

的两两比较进行分析, 有序多分类资料采用秩
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■创新盘点
本研究通过观察
甲醛对小鼠肝脏
miRNA122的影
响来探讨甲醛导
致肝癌的可能性, 
并进一步检测了
与肝癌相关的两
种蛋白: 解离素-
金属蛋白酶10(a 
disintegrin and 
metalloproteinase 
10, ADAM10)和
血 清 应 答 因 子
(serum response 
factor, SRF), 在
多个层次上探讨
甲醛导致肝癌的
可能机制. 

和检验, 相关性分析采用Pearson法, 处理结果

以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 RNA纯度及完整性分析 总RNA经紫外分

光光度计测定A 260/280的比值, 选择A 260/280值于

1.8-2.0的RNA样品进行逆转录. 用琼脂糖凝胶

电泳鉴定RNA质量, 琼脂凝胶电泳显示28S、
18S条带清晰可见(图1), 说明总RNA无明显降

解, 完整性好. 
2.2 m i R N A122在各组中的表达情况  对照

组、低浓度组、中浓度组、高浓度组中的

miRNA122相对表达量分别是0.99±0.005、
0.94±0.074、0.72±0.062、0.38±0.091, 组
间有明显差异(F  = 22.988, P <0.01). 其中, LSD
法研究各组间miRNA122表达差异可发现高

浓度组与中浓度组、低浓度组、对照组相

比, miRNA122均明显下降, 有统计学意义(P  = 
0.001, P  = 0.000, P  = 0.000); 中浓度组与低浓

度组、对照组比较, miRNA122明显下降, 有统

计学意义(P  = 0.013, P  = 0.006); 低浓度组与对

照组比较, miRNA122表达无统计学差异(P  = 
0.511). 与对照组相比, 低浓度组miRNA122表
达量有轻微下调趋势, 统计学分析显示这种下

调并无统计学意义, 然而随着染毒浓度的增加, 
中浓度组、高浓度组miRNA122在肝细胞中的

表达呈明显阶梯状下降趋势, 表达差异有统计

学意义. 
2.3 小鼠肝脏组织中ADAM10和SRF的表达 如
图2所示, ADAM10主要在细胞质表达, 阳性染

色表现为细胞质中出现棕黄色颗粒; 随着染毒

浓度的增加, 阳性表现逐渐增强, 中浓度组、

高浓度组与对照组相比阳性表现尤为明显, 并
且高浓度组肝脏细胞出现排列紊乱, 异型性增

加的现象. SRF主要在细胞核与细胞质中表达, 
以细胞核为主, 阳性染色表现为细胞核及胞质

中出现棕黄色颗粒; 随着染毒浓度的增加, 阳
性细胞核数量逐渐增多, 染色逐渐增强, 并且

高浓度组肝脏细胞出现排列紊乱, 胞膜消失的

现象. 染毒组中ADAM10和SRF的表达均明显

高于对照组, ADAM10和SRF的阳性表达率在

对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组间

差异均有统计学意义(H  = 21.484, P  = 0.000; H  
= 31.566, P  = 0.000)(表1).
2.4 miRNA122相对表达量与ADAM10及SRF

阳性表达率的相关性 随着染毒浓度的增加, 
miRNA122相对表达量与ADAM10阳性表达率

呈负相关(r  = -0.975, P  = 0.025), 与SRF阳性表

达率亦呈负相关(r  = -0.799, P  = 0.02)(图3).

3  讨论   

甲醛作为一种常见的化学性室内空气污染物, 
对人体呼吸系统、消化系统及神经内分泌系

统均有损害作用, 世界卫生组织已将甲醛列为

人类致癌物[11]. 其中, 甲醛对人类呼吸系统的

危害是最早被发现和研究的[12,13], 在研究甲醛

对呼吸系统损伤的各种机制中, 人们已将目光

重点放在甲醛对呼吸系统miRNA的扰乱作用

上, 并取得了丰硕的成果[14]. 例如, 有人曾将灵

长类动物暴露于不同浓度的甲醛气体中, 取
实验动物鼻黏膜上皮细胞提取miRNA, 通过

qRT-PCR检测其表达量. 结果发现在中浓度和

高浓度染毒组中, 分别有3种和13种miRNA表

达紊乱. 人类肺细胞暴露于1×10-6甲醛气体中

4 h后, 提取miRNA并收集相关蛋白, 发现在气

态甲醛的影响下, 人类肺细胞中miRNA的表

达受到了影响[15,16]. 基于以上研究, 甲醛对呼

28S
18S

5S

1             2          3           4

图  1  小鼠肝脏总RNA凝胶电泳图. 1: 正常肝组织; 2: 低浓

度组肝组织; 3: 中浓度组肝组织; 4: 高浓度组肝组织.

ADAM10: 解离素-金属蛋白酶10; SRF: 血清应答因子. 

     分组 ADAM10阳性率 SRF阳性率

对照组  1(10) 2(20)

低浓度组  3(30) 7(70)

中浓度组  6(60) 9(90)

高浓度组  9(90) 10(100)

H值 21.484      31.566

P值   0.000  0.000

表  1  不同组中ADAM10和SRF的表达 [n  = 10, n (%)]
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■应用要点
本 研 究 证 实 甲
醛 扰 乱 了 肝 脏
miRNA122这一
关键抑癌因子的
表达 ,  同时增加
了下游致癌基因
的表达 ,  证实了
miRNA122的抑
癌作用 ,  也进一
步验证了甲醛可
导致肝细胞肝癌
的假说 .  对避免
接 触 过 量 甲 醛 , 
预防肝癌提供了
理论依据. 

吸道miRNA干扰作用的研究成果为其对肝脏

miRNA的干扰的研究提供了依据和参考. 目
前, 已有多方面文献从生物化学及病理学角度

证明了甲醛对肝脏确实存在损害作用, 并有提

高肝癌发生率的可能. 如有专家用不同浓度甲

醛持续灌胃5 d后检测肝细胞超氧化物歧化酶

性能及丙二醛量来研究甲醛对肝脏的影响. 结
果发现高浓度组小鼠肝细胞中超氧化物歧化

酶明显低于对照组; 而丙二醛量则明显高于对

照组; 高浓度组的肝脏系数也高于对照组, 说
明一定量的甲醛可以破坏小鼠脂质过氧化的

平衡状态, 明显减弱其抗氧化的能力, 引起肝

脏代偿性肥大. 另一部分专家则采用了腹腔注

射的方法来研究甲醛对小鼠肝脏的毒性作用, 
获得了与上述实验相同的结果. 同时, 在甲醛

染毒组中, 还能观察到细胞染色质变性、线粒

A B

C D

E F

G H

图  2  肝组织中ADAM10及SRF的表达(×400). A-D: 对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组ADAM10表达; E-H: 对

照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组SRF表达. ADAM10: 解离素-金属蛋白酶10; SRF: 血清应答因子.
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■同行评价
甲 醛 对 健 康 的
影 响 是 需 要 极
为 关 注 的 卫 生
问题 ,  本文探讨
了 甲 醛 对 小 鼠
肝脏miRNA122 
及 其 下 游 蛋 白
ADAM10和SRF 
的影响 ,  发现甲
醛可以降低肝细
胞中miRNA122 
的 表 达 ,  同 时
甲 醛 可 以 增 加
ADAM10和SRF 
蛋白的表达 .  该
研究有助于理解
甲醛对肝脏的损
伤机制. 

体膜损害以及线粒体嵴的消失等毒性损害[17,18]. 
尽管如此, 甲醛对肝脏中miRNA的影响尚未见

到相关文献报道. 本研究着眼于肝脏miRNA水

平, 旨在通过研究肝脏miRNA及相关下游蛋白

的扰乱, 在新的层次上阐释甲醛对肝脏的损害

及可能诱发肝癌的机制. 
大量研究表明, miRNA122是一种肝脏特

异性的miRNA, 在肝脏中高度表达, 在肝癌细

胞中表达量明显下降[19], 在肝细胞生长、应激

反应、脂质代谢、病毒感染、细胞增殖、基

因表达、肝细胞表型维持以及肝细胞肝癌等

多种生物学过程方面起调控作用[20-23], 是肝脏

重要的调控因子之一, 与肝癌和多种急慢性肝

脏疾病关系密切[24,25]. 目前已发现miRNA122
致癌机制与ADAM10、SRF、IGF-1R、cyclin 
D1等多种因子关系密切[26]. ADAM10是一种跨

膜金属蛋白, 通过调节Notch、上皮细胞型钙黏

蛋白、表皮生长因子、表皮生长因子受体2和
炎性细胞因子, 参与肿瘤的形成和炎性疾病的

发病. 研究[27]表明, ADAM10在肝癌组织中高表

达, 并在肿瘤的形成过程中起重要作用, 可能是

肿瘤和炎性疾病的一个潜在治疗靶点[28]. SRF
是一个重要的转录因子, 涉及调控细胞增殖、

迁移、分化、血管发生和凋亡多种基因的表

达, 在肝细胞癌的发生发展中起重要作用[29]. 
ADAM10与SRF均是miRNA122的靶蛋

白, 被miRNA122所抑制, 在肝癌组织中, 由
于miRNA122的下调, ADAM10与SRF会有上

调的表现, 可以促进肿瘤的生长. 本研究首先

采用qRT-PCR技术检测对照组和不同浓度染

毒(甲醛)组小鼠肝脏miRNA122的表达量, 结
果显示低浓度组与对照组相比, 表达量略有

下降, 但并无统计学差异, 说明低浓度组与对

照组相比miRNA122表达量并无明显变化. 然

而, 随着染毒浓度增加, 中浓度组与高浓度组

miRNA122量与对照组相比出现了明显的下

降趋势, 且染毒浓度越高, 下降趋势越明显, 在
高浓度给药的情况下, miRNA122的表达量只

有对照组的0.38倍. 这说明甲醛确实可以干扰

肝脏miRNA122的表达, 使其表达量下降, 并
且其下降程度与甲醛浓度有关. 这一点与甲

醛对呼吸道miRNA的扰乱情况也是相符合的. 
miRNA122表达量的下降无疑会造成其抑癌

机制的减弱, 导致肿瘤的发生[30,31]. 在随后的

研究中, 用免疫组织化学的方法测定小鼠肝脏

组织中相关蛋白的表达. 发现ADAM10在对照

组、低浓度组、中浓度组、高浓度组的胞质

中阳性率呈逐渐上升的趋势, 染色程度也逐渐

强化, 其中在中浓度组、高浓度组尤为明显. 
SRF在胞核与胞质中显色, 在由低到高4个组

中阳性率也呈上升趋势, 而且, 在高倍镜下观

察均可发现高浓度组组织出现了细胞膜消失, 
细胞正常结构形态发生改变的现象. ADAM10
与S R F蛋白在4个实验组组织中表达率的逐

渐升高与m i R N A122在4组中表达量的逐步

减低能较好的相对应, 说明甲醛扰乱了肝脏

miRNA122这一关键抑癌因子的表达, 同时增

加了ADAM10、SRF两种miRNA122下游致癌

因子的表达, 进一步证实了miRNA122的抑癌

作用, 也从miRNA水平上阐释了甲醛导致肝癌

发生的可能机制, 在一定程度上证实了甲醛可

导致肝细胞肝癌的假说. 
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