
■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 . 
miRNA-21高表
达时 ,  可能发挥
与原癌基因类似
的作用 ,  与肝癌
的发生关系密切. 
本文以甲醛对肝
脏miRNA-21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 miRNA-21 and its downstream proteins 
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP-3) 
and reversion-inducing cysteine-rich protein 
with Kazal motifs (RECK) 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 10:00 am daily. The control 
group was injected with equal volume of 
normal saline. Real-time quantitative PCR 
(RT-PCR) was used to detect the changes 
of express ion of miRNA-21 af ter 30 d . 
Immunohistochemistry and Western blot were 
used to test the expression of TIMP-3 and RECK 
in the liver. 

RESULTS: The relative expression levels of 
miRNA-21 in the low-, medium-, and high-
concentration groups, compared with that 
in the control group, were 1.16 ± 0.18, 1.61 ± 
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■研发前沿
目 前 普 遍 认 为
miRNA-21的高表
达及其下游因子
的表达紊乱是导
致肝癌等肿瘤发
生发展的重要原
因, miRNA-21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miRNA-21
的表达需要进一
步研究. 

0.29 and 2.48 ± 0.49, respectively. There were 
significant differences in miRNA-21 expression 
among different groups (F = 38.02, P < 0.0001). 
The expression values of TIMP-3 in the control 
group, low-, medium-, and high-concentration 
groups were 1.30 ± 0.058, 1.04 ± 0.083, 0.85 ± 
0.070 and 0.23 ± 0.067, respectively, and there 
were significant differences among different 
groups (F = 125.8, P < 0.0001). The expression 
values of RECK in the control group, low-, 
medium-, and high-concentration groups 
were 1.24 ± 0.057, 1.11 ± 0.056, 0.68 ± 0.042 
and 0.35 ± 0.066, respectively, and there were 
also significant differences among different 
groups (F = 158.7, P < 0.0001). The relative 
expression of miRNA-21 showed a negative 
association with expression of TIMP-3 and 
RECK (r = -0.990, P = 0.01; r = -0.974, P = 0.026, 
respectively). 

CONCLUSION: The expression of miRNA-21 
in the liver is significantly increased by 
formaldehyde in a dose-dependent manner. 
Formaldehyde can decrease the expression of 
TIMP-3 and RECK in the same dose-dependent 
manner.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要

目的:  探讨甲醛对小鼠肝脏m i R N A-21
及其下游基质金属蛋白酶组织抑制因子
-3(the tissue inhibitors of metalloproteinase 3, 
TIMP-3)和伴有Kazal基序富含半胱氨酸的
逆转诱导蛋白(reversion-inducing cysteine-
rich protein with Kazal motifs, RECK)的影响. 

方法: 将40只♀昆明小鼠随机分为甲醛染毒
组(高浓度组、中浓度组、低浓度组)和对照
组, 每组10只. 每日上午10时给予染毒组腹
腔注射不同浓度的甲醛溶液, 给予对照组注
射等量的生理盐水, 持续30 d. 应用实时荧光
定量多聚核苷酸链式反应(RT-PCR)检测各

组小鼠肝组织中miRNA-21的表达量, 同时
用Western blot、免疫组织化学二步法检测
各组小鼠肝组织中TIMP-3和RECK蛋白的
表达情况. 

结果: 低浓度组、中浓度组、高浓度组中
的miRNA-21相对于对照组的表达量分别
是1.16±0.18、1.61±0.29、2.48±0.49, 组
间有明显差异(F  = 38.02, P <0.0001). 对照
组、低浓度组、中浓度组、高浓度组中
的TIMP-3蛋白的相对表达量分别是1.30±
0.058、1.04±0.083、0.85±0.070、0.23±
0.067, 组间有明显差异(F  = 125.8, P <0.0001). 
对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组
中的RECK蛋白的相对表达量分别是1.24±
0.057、1.11±0.056、0.68±0.042、0.35±
0.066, 组间有明显差异(F  = 158.7, P <0.0001). 
随着染毒溶液浓度的增加, miRNA-21相对
表达量与TIMP-3相对表达量呈负相关(r  = 
-0.990, P  = 0.01), 与RECK相对表达量亦呈
负相关(r  = -0.974, P  = 0.026). 

结论: 甲醛染毒可以升高miRNA-21在肝脏
中的表达, 且呈浓度依赖关系. 同时可降低
TIMP-3和RECK蛋白的表达, 亦呈浓度依赖
关系. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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的逆转诱导蛋白

核 心 提 示 :  一 定 浓 度 的 甲 醛 可 以 上 调 肝

脏m i R N A-21的表达 ,  且呈浓度依赖关系 ; 
miRNA-21的过表达可下调基质金属蛋白酶组

织抑制因子-3和伴有Kazal基序富含半胱氨酸的

逆转诱导蛋白的表达, 从而发挥其促进肿瘤发

生发展的作用. 
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0  引言

甲醛是一种高挥发性有机化合物, 作为化学原

料, 被广泛应用于室内装修和工业领域, 研究

表明, 甲醛可导致人类鼻咽癌、白血病, 并具
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■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
的miRNA以及其
下游因子可以发
现, miRNA的表
达紊乱最终可与
癌 症 发 生 关 联 . 
即甲醛可能会通
过影响miRNA的
表达而致癌. 

有多系统毒性, 特别是中枢神经系统、生殖

系统和呼吸系统的不良反应[1-4], 世界卫生组

织(World Health Organization, WHO)已将甲醛

列为人类致癌物. 尽管如此, 在人类的生产生

活过程中, 甲醛仍无处不在, 例如食品(如水产

品)自身固有, 或在其加工储藏过程中自身产

生的内源性甲醛[5,6], 尤其近年来一些不法厂商

利用甲醛的杀菌、防腐的特性, 为改善食品感

官, 延长食品保存时间, 而将其添加到食品中, 
都明显增加了人体接触甲醛的可能性. 进入人

体的甲醛需要经过肝脏代谢, 所以其对肝脏的

损伤以及与多种高发肝脏疾病之间的关系也

受到广泛关注. 1993年由Lee等[7]在研究线虫

时首次发现的微小RNA(microRNA, miRNA), 
作为一类内源性非编码蛋白质的小分子单链

RNA, 通过与靶基因mRNA分子的3'端非编码

区完全或部分互补配对, 使相应的mRNA分子

降解或抑制其翻译过程, 从而可以对基因进行

转录后水平的调控[8]. 到目前为止, 已在人类

基因组内发现了上千种miRNA, 调控至少30%
以上的基因[9]. 近年研究证实miRNAs表达异

常与肿瘤的发生发展关系密切, 其主要通过上

述方式调节特异靶基因的表达, 影响后者在体

内的生物学作用, 包括细胞的增殖、凋亡、侵

袭和转移等生物学过程, 从而在肿瘤的发生和

发展过程中扮演重要角色. 作为较早发现的人

类miRNA之一, miRNA-21已被证实在肝细胞

癌等的多种肿瘤组织中的表达量存在明显升

高的现象[10-15], 甚至有研究提出, 当miRNA-21
高表达时, 可能发挥与原癌基因类似的作用. 
本研究中, 我们用RT-PCR检测miRNA-21, 用
Western blot、免疫组织化学二步法检测其下

游因子基质金属蛋白酶组织抑制因子-3(the 
tissue inhibitors of metalloproteinase 3, TIMP-3)
和伴有Kazal基序富含半胱氨酸的逆转诱导蛋

白(reversion-inducing cysteine-rich protein with 
Kazal motifs, RECK)蛋白, 分析甲醛溶液浓

度与以上三者在肝脏组织中表达量之间的关

系, 探讨甲醛对肝脏miRNA-21及其下游蛋白

TIMP-3和RECK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  材料和方法

1.1 材料 ♀昆明小鼠40只, 2周龄, 体质量为20 g
±2 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、饮水. TRIzol提取液

(Invitrogen公司); miRcute miRNA cDNA第一

链合成试剂盒、miRcute miRNA荧光定量检

测试剂盒、BCA蛋白质定量试剂盒(天根生化

科技有限公司); miRNA-21引物、U6引物(广
州易锦生物技术有限公司); 兔抗鼠TIMP-3多
克隆抗体、兔抗鼠RECK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); 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG(赛默飞世尔科技); PVDF膜(罗氏); ECL显
色液(武汉博士德生物工程有限公司). 主要仪

器: 荧光PCR仪、低温高速离心机(Eppendorf
公司); 电泳仪、电泳槽、转膜槽(Bio-Red公
司) ;  化学发光、多色荧光及活体成像系统

(VILBER公司); 切片机、电热恒温水温箱、

摇床. 
1.2 方法

1.2.1 分组染毒: 试验前观察1 wk, 然后随机将

小鼠随机分为对照组和3个染毒组, 每组10只, 
对照组为9 g/L生理盐水, 染毒组甲醛浓度分别

为20 mg/kg(低浓度组)、40 mg/kg(中浓度组)
和80 mg/kg(高浓度组). 在无菌条件下, 采用腹

腔注射的方法, 每天上午10时注射1次, 每次注

射0.1 mL/10 g. 染毒组注射不同浓度甲醛溶液, 
对照组注射为生理盐水. 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, 取
100 mg用于提取蛋白, 剩余组织经40 g/L甲醛

溶液固定、常规石蜡包埋、切片. 
1.2.2 提取肝组织总RNA: 取新鲜肝组织100 mg
置入研磨器内, 加入1 mL TRIzol提取液, 冰上

快速彻底研磨, 收集匀浆, 剧烈震荡15 s后于

30 ℃温箱孵育5 min. 加入1/5匀浆体积的氯

仿, 漩涡混匀15 s, 30 ℃温箱孵育5 min, 离心

(12000 r/min, 15 min, 4 ℃). 取上清液并记录上

清液体积, 加入等体积的异丙醇, 上下颠倒混匀,  
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1 mL. 
4 ℃离心, 7500 r/min, 5 min. 弃上清, 空气干燥

5-10 min, 紫外分光光度计测定总RNA浓度与

纯度. 
1.2.3 miRNA的逆转录与RT-PCR: 将总RNA
溶于D E P C处理水中至20 μ L. 按m i R c u t e 
miRNA cDNA第一链合成试剂盒说明进行

miRNA 3'末端加Poly(A)处理及逆转录反应. 
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■创新盘点
本研究通过观察
甲醛对小鼠肝脏
miRNA-21的影
响来探讨甲醛促
进肝癌发生发展
可能性 ,  并进一
步检测了与肝癌
相 关 的 两 种 蛋
白 :  基质金属蛋
白 酶 组 织 抑 制
因子-3(the tissue 
i n h i b i t o r s  o f 
metalloproteinase 
3 ,  T I M P - 3 ) 和
伴有K a z a l基序
富 含 半 胱 氨 酸
的 逆 转 诱 导 蛋
白 ( r e v e r s i o n -
inducing cysteine-
rich protein with 
K a z a l  m o t i f s , 
RECK), 在多个
层次上探讨甲醛
促进肝癌发生发
展的可能机制. 

选择U6 snRNA作为内参, 按miRcute miRNA
荧光定量检测试剂盒说明书对各样本进行

miRNA-21含量检测, miRNA-21上游引物序列

5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3', U6
上游引物序列为5'-GCTTCGGCAGCACATAT
ACTAAAAT-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. 用2-△△Ct法整理数据, △Ct = CtmiRNA-

21-Ctu6, △△Ct = Ct实验组-Ct对照组. 
1.2.4 免疫组织化学检测: 按PV6001免疫组

织化学试剂盒说明对切片进行脱腊、抗原修

复、血清封闭、加一抗、加二抗、显色、复

染、脱水和封片操作. 各样本切片在400×光

镜下随机观察3个不同的视野, 每个视野记数

200个细胞, TIMP-3与RECK均以细胞质出现

黄色颗粒为阳性. 结果判定: (1)根据阳性染色

强度计分: 细胞无染色记0分; 细胞呈浅黄色, 
为弱阳性, 计1分; 细胞染成棕黄色, 为中等阳

性, 计2分; 细胞呈深棕色无背景着色, 为强阳

性, 计3分; (2)根据阳性细胞比例计分: 阳性细

胞表达≤5%, 计0分; 阳性细胞表达≤25%, 计
1分; 25%<阳性细胞≤50%, 计2分; 阳性表达

数在50%以上, 计3分. 上述两种判定标准计

分相乘为评定该视野目的蛋白表达量的最终

计分. 
1.2.5 提取肝组织总蛋白: 取新鲜肝组织100 mg
置入研磨器内, 加入1 mL细胞裂解液(RIPA∶

PMSF∶cocktail = 98∶1∶1), 冰上快速彻底研

磨, 收集匀浆, 离心(12000 r/min, 15 min, 4 ℃), 
取上清液并计量体积. 按BCA蛋白质定量试剂

盒说明书测定各样本总蛋白浓度. 
1.2.6 Western blot检测: TIMP-3蛋白分子量

21 kDa, 选择分离胶浓度为12%, RECK蛋白分子

量104 kDa, 选择分离胶浓度为8%, 浓缩胶浓度

均为5%. 样本蛋白含量为40 μg/孔, 上样体积

10 μL. 根据各样本蛋白浓度向上清液中加入

相应 loading和裂解液, 煮蛋白(95 ℃, 5 min). 
电泳恒压80 V, 待条带进入分离胶后转电压为

120 V, 待目的条带完全跑开. 选择GAPDH蛋白

作为内参, 进行细化. 转膜电流为恒流130 mA, 时
间TIMP-3为30 min, GAPDH为60 min, RECK
为110 min. 脱脂奶粉封闭2 h, TBST洗膜10 min
×3次, 敷一抗, 4 ℃过夜. TBST洗膜10 min×
3次, 敷二抗, 常温2 h. TBST洗膜10 min×3次, 
进行荧光CCD检测, 用FusionCapt Advance软

件对所得条带定量分析, 获得数据. 
统计学处理 用GraphPad Prism5软件进行

统计学分析, 其定量资料以mean±SD形式表

示, 多样本均数比较采用单因素方差分析, 多
组样本均数间的两两比较采用LSD法进行分

析, 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 RT-PCR检测结果分析 扩增曲线表明对数

期阶段模板拷贝数与荧光累计值之间存在线

性关系, 以此形成定量的基础(图1A). 在PCR反
应完毕后进行融解曲线分析, miRNA-21的融

解曲线均为单峰, 说明扩增产物单一, 同时也

进一步验证了引物的特异性与可信性(图1B). 
2.2 miRNA-21在各组中的表达情况 用单因

素方差分析统计经2-△△C t方法处理所得各实

验组数据值, 低浓度组、中浓度组、高浓度

组中的miRNA-21相对于对照组的表达量分

别是1.16±0.18、1.61±0.29、2.48±0.49, 
组间有明显差异(F  = 38.02, P <0.0001). LSD
法检验各组间m i R N A-21表达量差异, 结果

显示高浓度组与中浓度组、低浓度组相比 , 
miRNA-21表达均明显升高, 差异有统计学意义
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图  1  RT-PCR检测各组miRNA-21表达情况. A: 扩增曲线; 

B: 溶解曲线. 
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■应用要点
本 研 究 证 实 甲
醛 扰 乱 了 肝 脏
miRNA-21的表
达 ,  同时下调了
下 游 致 癌 基 因
的表达 ,  证实了
miRNA-21有类
似原癌基因的作
用 ,  也进一步验
证了甲醛可促进
肝癌发生发展的
假说 .  对避免接
触过量甲醛 ,  预
防肝癌提供了理
论依据 ,  也为治
疗及控制肝癌提
供了潜在靶点. 

(P<0.001、P<0.001), 且中浓度组与低浓度组相

比, miRNA-21表达量升高, 差异具有统计学意

义(P<0.01). 
2.3 免疫组织化学检测各组TIMP-3和RECK蛋

白的表达 如图2所示, 镜下观察肝组织切片, 
TIMP-3和RECK蛋白均表达于肝细胞的胞质

中, 染色呈浅黄色至深棕色. 用单因素方差分

析统计各组样本镜下视野目的蛋白表达量计

分. 对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组

中的TIMP-3蛋白的表达量分别是7.72±1.55、
6.42±1.82、5.02±1.98、3.41±1.59, 组间有

明显差异(F  = 67.52, P <0.0001). LSD法检验各

组间TIMP-3表达量差异, 结果显示对照组、

低浓度组、中浓度组、低高度组4组TIMP-3表
达量呈阶梯样减少, 相邻两组间差异均有统计

学意义(P <0.05、P <0.05、P <0.05). 对照组、

A B

C D

E F

G H

图  2  免疫组织化学检测各组目的蛋白表达情况(×400). A-D: TIMP-3的表达; E-H: RECK的表达. A, E: 对照组; B, F: 

低浓度组; C, G: 中浓度组; D, H: 高浓度组. TIMP-3: 基质金属蛋白酶组织抑制因子-3; RECK: 伴有Kazal基序富含半胱

氨酸的逆转诱导蛋白. 
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■名词解释
R E C K 蛋白 :  由
RECK 基因编码, 
含971个氨基酸, 
其中半胱氨酸含
量高达9 .2%, 含
有 3 个 中 心 的 丝
氨酸水解酶抑制
剂区域, 2个与表
皮生长因子重复
序列同源性区域, 
能在转录后水平
抑制多种MMP的
表达. 

低浓度组、中浓度组、高浓度组中的RECK蛋

白的表达量分别是8.00±1.44、6.73±1.76、
5.50±1.85、3.83±1.66, 组间有明显差异(F  = 
33.37, P <0.0001). LSD法检验各组间RECK表

达量差异, 结果显示对照组、低浓度组、中浓

度组、低高度组4组RECK表达量呈阶梯样减

少, 相邻两组间差异均有统计学意义(P <0.05、
P <0.05、P <0.05). 
2.4 Western blot检测各组TIMP-3和RECK的表

达 如图3所示, TIMP-3和RECK蛋白在肝脏组

织中的表达量对染毒浓度的升高而减少. 用单

因素方差分析统计经FusionCapt Advance软件

处理所得各组数据值. 对照组、低浓度组、中

浓度组、高浓度组中的TIMP-3蛋白的相对表

达量分别是1.30±0.058、1.04±0.083、0.85
±0.070、0.23±0.067, 组间有明显差异(F  = 
125.8, P <0.0001). LSD法检验各组间TIMP-3
表达量差异, 结果显示高浓度组、中浓度组、

低浓度组与对照组相比 ,  T I M P-3表达均减

少, 差异有统计学意义(P <0.001、P <0.001、
P <0.05), 且高浓度组与中浓度组、低浓度组

相比, TIMP-3表达明显减少, 差异有统计学意

义(P <0.001、P <0.001), 中浓度组与低浓度组

相比, TIMP-3表达无统计学差异(P >0.05). 对
照组、低浓度组、中浓度组、高浓度组中的

RECK蛋白的相对表达量分别是1.24±0.057、
1.11±0.056、0.68±0.042、0.35±0.066, 组
间有明显差异(F  = 158.7, P <0.0001). LSD法

检验各组间RECK表达量差异, 结果显示高浓

度组、中浓度组与对照组相比, R E C K表达

均明显减少, 差异有统计学意义(P <0.001、
P <0.001), 且低浓度组、中浓度组、低高度

组3组RECK表达呈阶梯样减少, 相邻组间差

异均有统计学意义(P <0.001、P <0.001), 低浓

度组与对照组相比, RECK表达无统计学差异

(P >0.05). 
2.5 miRNA-21相对表达量与TIMP-3及RECK
蛋白相对表达量的相关性  随着染毒溶液浓

度的增加, miRNA-21相对表达量与TIMP-3
相对表达量呈负相关(r  = -0.990, P  = 0.01), 与
RECK相对表达量亦呈负相关(r  = -0.974, P  = 
0.026)(图4). 

3  讨论

甲醛作为一种具有多系统多器官毒性的人类

致癌物, 对人体重要的解毒器官肝脏存在不可

避免的不良反应, 可以导致肝功能损害, 甚至诱

发肝癌, 国外曾经就有居住在含有甲醛建筑材

料的建筑中发生急性中毒性肝炎的报告[16]. 研
究[17,18]发现甲醛可以使人体内的氧自由基生

成增多以及抗氧化酶活性降低, 而过多的自

由基通过作用于脂质发生过氧化反应生成终

产物丙二醛(malonaldehyde, MDA), 最终导致

蛋白质、核酸等生物大分子的交联聚合. 有专

家曾用小鼠做实验, 静式吸入甲醛, 持续28 d, 
测定肝脏组织中超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)活力、谷胱甘肽(glutathione, 
GSH)及MDA含量, 结果显示甲醛染毒能引起

肝脏中抗氧化无GSH含量减少, 抗氧化酶SOD
活力降低, 以及脂质过氧化产物MDA含量增

加, 说明氧化损伤是甲醛肝毒性的机制之一. 
尽管如此, 目前关于甲醛的肝脏毒性机制以及

诱发肝癌的机制, 研究尚不完善. 

对照组     低浓度组    中浓度组   高浓度组

TIMP-3

GAPDH

RECK

GAPDH

图  3  Western blot检测各组目的蛋白表达情况. TIMP-3: 

基质金属蛋白酶组织抑制因子-3; RECK: 伴有Kazal基序

富含半胱氨酸的逆转诱导蛋白.
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图  4  miRNA-21相对表达量与TIMP-3及RECK蛋白相对表
达量的相关性. TIMP-3: 基质金属蛋白酶组织抑制因子-3; 

RECK: 伴有Kazal基序富含半胱氨酸的逆转诱导蛋白.
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■同行评价
甲醛对肝损害和
致癌作用已有报
告 ,  但机制未完
全明确 .  本文是
动物研究 ,  探讨
miRNA-21在发
病中的作用 ,  发
现甲醛染毒可以
升高miRNA-21
在肝脏中的表达, 
下 调 T I M P - 3 和
RECK蛋白. 论文
有创新性 ,  研究
方法合理.

m i R N A s因其能参与调控多种细胞活

动, 包括生长、代谢、增殖、分化和凋亡, 已
经成为近年来研究的热点 .  研究发现 ,  甲醛

可以导致动物鼻黏膜上皮细胞以及肺细胞

中的miRNA表达紊乱, 并对人类呼吸系统的

miRNA同样具有扰乱作用[19-21], 这为甲醛诱发

肝癌的机制研究提供了新的思路. 现有研究显

示, miRNA-21在肝再生早期可能参与基因表

达调控[22], 也可作用于靶基因程序性细胞死亡

因子4(programmed cell death protein-4, PDCD4)
而抑制乳腺癌细胞凋亡 [11].  另有学者证实

miRNA-21在肝癌组织中的表达上调[12,23,24], 与正

常肝脏相比, miRNA-21在肝癌细胞株(HepG2, 
PLC、Huh7)中的克隆指数明显升高[25], 且通

过多种机制促进肝癌的发生, 并和细胞的增殖

及肿瘤的侵袭转移密切相关. miRNA-21与肝癌

有关的下游因子包括TIMP-3、RECK、PTEN
等. 其中TIMP-3是基质金属蛋白酶(ma t r ix 
metalloproteinases, MMPs)组织抑制因子家族

中的一员, 通过减少MMPs对细胞外基质和基

底膜的降解, 以及干扰其对原发和继发肿瘤的

生长调节, 起到防止新生血管形成、抑制肿瘤

侵袭和转移的作用[26,27]. RECK作为新发现的

M M P s抑制剂, 也可在转录后水平下调多种

MMPs(例如MMP-2、MMP-9、MMP-14)的
有效表达[28,29], 其中MMP-2和MMP-9是肿瘤

侵袭转移过程中涉及到的主要蛋白水解酶[30]. 
RECK是miRNA-21的直接靶基因, TIMP-3也
作为miRNA-21信号通路的下游效应器发挥作

用[31], miRNA-21上调能抑制RECK和TIMP-3
的表达, 导致MMPs的表达升高, 从而增强肝癌

细胞的侵袭性和迁移能力. 
本研究中用RT-PCR法检测各浓度甲醛染

毒组与对照组小鼠肝脏组织miRNA-21的表

达量, 结果显示, 各染毒组与对照组相比, 表
达量均有所增加, 而且染毒浓度越高, 表达量

增加越明显. 提示甲醛可以上调肝脏组织中

miRNA-21的表达, 且染毒浓度越高, 上调作用

越明显. 对TIMP-3和RECK蛋白的检测, 我们

分别采用了免疫组织化学法和Western blot法. 
免疫组织化学法结果显示染毒组较对照组两

种蛋白表达均减少, 且随染毒浓度升高, 表达

均呈递减趋势. 此处的免疫组织化学法对各样

本目的蛋白表达量的计分判定不仅考虑到其

表达强度, 同时结合阳性细胞百分比分进行计

分, 使最终统计结果更加可信[32]. Western blot
检测结果显示, TIMP-3在中浓度组与低浓度

组之间的差异不明显, RECK在低浓度组与对

照组之间的差异不明显, 此外所得结果与免疫

组织化学结果一致, 两种蛋白的表达随染毒浓

度升高呈递减趋势. 将Western blot检测所得各

组TIMP-3和RECK表达量结果与miRNA-21表
达量进行相关性分析, 结果显示miRNA-21与
TIMP-3、RECK的表达均呈负相关, 具有统计

学意义. 
免疫组织化学及Western blot所得结果均

符合上调的miRNA-21对TIMP-3和RECK蛋白

表达的下调作用, 说明甲醛可以影响肝脏组织

miRNA-21及其下游因子的表达, 从而发挥其

促进肿瘤发生发展的作用, 也从miRNA水平阐

释了甲醛导致肝癌发生发展的一条可能的信

号通路, 进一步完善了甲醛的肝脏毒性学说. 
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