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miR-129-3p与LPAR3在肝癌细胞中的表达水平及其靶向关系研究*
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  摘 要:目的 探究微小RNA(miR)-129-3p与溶血磷脂酸受体3(LPAR3)在肝癌细胞中的表达水平及其

靶向调控机制。方法 细胞学实验:选取3种肝癌细胞系 HepG2、BEL-7402、SMMC-7721及正常肝细胞系

HL-7702作为研究对象,通过实时荧光定量聚合酶链式反应(qPCR)检测 miR-129-3p与LPAR3的表达水平,
生物信息学软件DBmiR预测miR-129-3p与LPAR3的靶向关系,并使用双荧光报告实验探究 miR-129-3p与

LPAR3在4种细胞系HepG2、BEL-7402、SMMC-7721和HL-7702的靶向关系。裸鼠荷瘤实验:将20只裸鼠

分为野生组(n=10)和miR-129-3p组(n=10),分别接种野生型 HepG2细胞和转染 miR-129-3p的 HepG2细

胞,绘制肿瘤生长曲线并通过小动物活体成像检测肿瘤体积,qPCR和
 

western
 

blot
 

检测肿瘤组织miR-129-3p,
LPAR3的表达水平及PI3K/AKT信号通路分子。结果 细胞实验表明,与对照细胞相比,3种肝癌细胞中

miR-129-3p显著低表达,LPAR3显著高表达,差异有统计学意义(P<0.01),生物信息学软件和双荧光报告实

验证实miR-129-3p与LPAR3具有靶向调控关系(P<0.01)。裸鼠荷瘤实验表明:与对照组相比,miR-129-3p
组肿瘤生长显著受到抑制,肿瘤体积显著降低,qPCR和 Western

 

blot实验表明肿瘤组织中miR-129-3p显著升

高,LPAR3、PI3K、AKT表达水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.01)。结论 miR-129-3p在肝癌细胞中

显著低表达,与LPAR3具有靶向调控关系;miR-129-3p的高表达水平可以显著抑制肿瘤生长,其机制可能与

PI3K/AKT信号通路的调控相关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

targeted
 

regulation
 

mechanism
 

of
 

microRNA
(miR)-129-3p

 

and
 

lysophosphatidic
 

acid
 

receptor
 

3
 

(LPAR3)
 

in
 

hepatoma
 

cells.Methods Cytology
 

experi-
ment:three

 

liver
 

cancer
 

cell
 

lines
 

HepG2,BEL-7402,SMMC-7721
 

and
 

normal
 

liver
 

cell
 

line
 

HL-7702
 

were
 

se-
lected

 

as
 

the
 

research
 

objects.The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-129-3p
 

and
 

LPAR3
 

were
 

detected
 

by
 

qPCR,the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-129-3p
 

and
 

LPAR3
 

was
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

software
 

DBmiR
 

and
 

double
 

fluorescence
 

report
 

experiment
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-129-3p
 

and
 

LPAR3
 

in
 

four
 

cell
 

lines
 

HepG2,BEL-7402,SMMC-7721
 

and
 

HL-7702.Nude
 

mice
 

tumor
 

bearing
 

experiment:
20

 

nude
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups,wild
 

group
 

(n=10)
 

and
 

miR-129-3p
 

group
 

(n=10).The
 

two
 

groups
 

were
 

inoculated
 

with
 

wild
 

type
 

HepG2
 

cells
 

and
 

HepG2
 

cells
 

transfected
 

with
 

miR-129-3p
 

respective-
ly.The

 

tumor
 

growth
 

curve
 

was
 

drawn
 

and
 

the
 

tumor
 

volume
 

was
 

detected
 

by
 

small
 

animal
 

imaging
 

in
 

vivo.
The

 

expression
 

levels
 

of
 

miR-129-3p,LPAR3
 

and
 

PI3K/AKT
 

signal
 

pathway
 

molecules
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

cells,the
 

expression
 

of
 

miR-129-3p
 

was
 

significantly
 

lower
 

and
 

LPAR3
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

three
 

hepatoma
 

cells
 

(P<0.01).Bioinfor-
matics

 

software
 

and
 

double
 

fluorescence
 

report
 

experiment
 

confirmed
 

that
 

miR-129-3p
 

had
 

a
 

targeted
 

regula-
tory

 

relationship
 

with
 

LPAR3
 

(P<0.01).The
 

tumor
 

bearing
 

experiment
 

in
 

nude
 

mice
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

tumor
 

growth
 

of
 

miR-129-3p
 

group
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

and
 

the
 

tumor
 

vol-
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ume
 

was
 

significantly
 

reduced.qPCR
 

and
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-129-3p,
LPAR3,PI3K

 

and
 

AKT
 

in
 

tumor
 

tissues
 

were
 

significantly
 

increasedand,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

de-
creasd

 

(P<0.01).Conclusion The
 

expression
 

of
 

miR-129-3p
 

is
 

significantly
 

low
 

in
 

hepatoma
 

cells
 

and
 

has
 

a
 

targeted
 

regulatory
 

relationship
 

with
 

LPAR3.The
 

overexpression
 

of
 

miR-129-3p
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

tumor
 

growth,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

PI3K/AKT
 

signal
 

pathway.
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  肝癌是发生在肝脏的恶性肿瘤,与饮酒、病毒性

肝炎、食用霉变食物相关,患者早期常无特殊症状,是
我国常见的恶性肿瘤之一[1-2]。我国肝癌患者年龄为

40~50岁,男性比女性多见,高发于东南沿海地区,其
病因和发病机制尚未明确[3-4]。研究表明表观遗传学

尤其是微小RNA(miRNA)在肝癌的发生发展中发挥

着重要的调控作用[5-6],如 miR-129家族的 miR-129-
5p可通过靶向钙调素依赖性蛋白激酶Ⅳ(CAMK4)
抑制肝癌生长[7],或可通过抑制 Wnt信号通路减弱肝

癌细胞的增殖并促进其凋亡[8],但 miR-129-3p在肝

癌中的表达水平情况尚不清晰。溶血磷脂酸受体3
(LPAR3)和 PI3K 信 号 通 路 参 与 多 种 癌 症 进 展,
LPAR3异常表达参与调控了卵巢癌等癌症的耐药

性[9-10],PI3K/AKT信号通路也参与了肝癌细胞的增

殖、凋亡、侵袭等过程[11-12],但 miR-129是否可以通过

靶向调控LPAR3并影响PI3K/AKT信号通路尚不

清晰。因 此,本 研 究 将 通 过 多 种 肝 癌 细 胞 系 分 析

miR-129-3p和 LPAR3的表达水平,探究其靶向关

系,并通过裸鼠荷瘤实验确定 miR-129-3p对肿瘤发

展及PI3K/AKT信号通路的影响,为 miR-129-3p在

肝癌的作用提供分子机制和理论基础。
1 材料与方法

1.1 材料 人肝细胞及肝癌癌细胞株 HL-7702、
HepG2、BEL-7402、SMMC-7721购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库/中国科学院上海生命科

学研究院细胞资源中心。
SPF级雌性裸鼠,(20±2)g,20只,购于北京科兴

中维生物技术 有 限 公 司[SYXK(京)
 

2019-0052],
18~22

 

℃,湿度50%~60%,氨浓度≤20
 

ppm,换气

次数10~20次/小时,适应性饲养1周分为对照组和

miR-129-3p组。
1.2 仪器与试剂 RPMI-1640及DMEM 购于美国

gibico公司,胎牛血清和青链霉素购于澳大利亚Aus-
bian公司;10

 

cm培养皿、15
 

mL离心管、1.5
 

mL
 

EP
管等试验耗材购于美国Corning公司;miR-129-3p质

粒购于广州Ribobio公司;miR-129-3p、LPAR3、PI3K
及AKT引物由生工生物工程(上海)股份有限公司设

计并合成;ABI
 

7500
 

qPCR仪购于美国 ABI公司;
Western

 

blot电泳仪购于美国bio-rad公司。
1.3 方法

1.3.1 qPCR 检 测 细 胞 及 组 织 中 miR-129-3p、
LPAR3、PI3K、AKT表达 细胞采用1

 

mL
 

Trizol
 

提

取总 RNA;肿瘤组织采用液氮中进行研磨,加入1
 

mL
 

Trizol
 

提取总 RNA;严格按照 miRNA
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit试剂盒逆转录试剂盒和SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

Kit
 

PCR试剂盒进行逆转录并通过

qPCR仪进行表达水平检测,所有操作在冰上进行并

避免RNA酶污染。7500
 

Fast系统进行实时荧光定

量PCR的条件:预变性95
 

℃
 

10
 

min,变性95
 

℃
 

10
 

s,退火60
 

℃
 

30
 

s,延伸72
 

℃
 

20
 

s,35个循环,引物由

生工生物工程(上海)股份有限公司设计并提供,分别

使用U6和GHAPDH分别作为内参,以2-ΔΔCt 计算

miR-129-3p、LPAR3、PI3K、AKT相对表达水平。见

表1。
1.3.2 荧光报告酶实验 MIRDB生物信息学软件

预测miR-129-3p在LPAR3上的结合关系,荧光素酶

报告实验验证 miR-129-3p与LPAR3基因的靶向关

系,由广州Ribobio公司构建并提供LPAR3野生型

(WT)和突变型(MUT)报告基因质粒,并分别与

miR-129-3p
 

mimic或NC质粒转染至细胞中。转染

48
 

h后,按照Dual
 

Luciferase
 

reporter
 

Assay
 

System
说明书分别检测萤火虫荧光素酶活性和海肾荧光素

酶活性,以萤火虫荧光素酶/海肾荧光素酶比值表示

荧光素酶相对活性,实验重复3次。

表1  qPCR检测中不同基因的引物序列

基因名 引物序列(5'-3') 大小(bp)

miR-129-3p F:5'-ACA
 

CTC
 

CAG
 

CTG
 

GGA
 

AGC
 

CCT
 

TAC
 

CCC
 

AA-3' 127

R:
 

5'-TGG
 

TGT
 

CGT
 

GGA
 

GTC
 

G-3'

LPAR3 F:5'-TCT
 

TAG
 

GAG
 

CCT
 

TCG
 

TGG
 

TGT-3' 131

R:5'-GCT
 

GAT
 

GCT
 

GTC
 

CTC
 

CAG
 

GTA-3'

PI3K F:5'-GCC
 

CAG
 

GCT
 

TAC
 

TAC
 

AGA
 

C-3' 142

R:5'-
 

AAG
 

TAG
 

GGA
 

GGC
 

ATC
 

TCG-3'
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续表1  qPCR检测中不同基因的引物序列

基因名 引物序列(5'-3') 大小(bp)

AKT F:5'-
 

AGT
 

CCC
 

CAC
 

TCA
 

ACA
 

ACT
 

TCT-3' 138

R:5'-GAA
 

GGT
 

GCG
 

CTC
 

AAT
 

GAC
 

TG-3'

U6 F:5'-GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CAT
 

ATA
 

CTA
 

AAA
 

T-3' 121

R:5'-CGC
 

TTC
 

ACG
 

AAT
 

TTG
 

CGT
 

GTC
 

AT-3'

β-actin F:5'-CTC
 

CAT
 

CCT
 

GGC
 

CTC
 

GCT
 

GT-3' 129

R:5'-GCT
 

GTC
 

ACC
 

TTC
 

ACC
 

GTT
 

CC-3'

1.3.3 细胞培养及转染条件 各组细胞培养条件:

RPMI-1640/DMEM完全培养液(内含10%胎牛血

清、青霉素100
 

μg/mL、链霉素100
 

μg/mL
 

),置CO2
培养箱内,5%

 

CO2,37
 

℃静置培养;细胞转染:用胰

酶消化细胞后重选,严格按照转染试剂盒lipo3000
(11668-027,Invitrogen公司)说明书将 NC和 miR-
129-3p质粒进行转染,6~8

 

h后,更换成完全培养基

重新加入完全培养基,置于5%
 

CO2 培养箱中37
 

℃
培养,用于后续各组实验。

1.3.4 裸 鼠 荷 瘤 实 验  将 野 生 型 人 肝 癌 细 胞

HEPG2和转染 miR-129-3p的细胞调整至2×107

个/毫升的细胞悬液。将所得细胞悬液以1
 

mL无菌

注射器接种于20只裸鼠右侧腋下皮下,注入细胞悬

液每只裸鼠注射0.2
 

mL。对照组(n=10)注射野生

型HEPG2细胞,miR-129-3p组裸鼠(n=10)注射转

染miR-129-3p的HEPG2细胞,7
 

d后测量肿瘤体积,
建模成功的判断标准:皮下瘤块体积≥0.5

 

cm3,肿瘤

生长达到标准的入组进入后续分组及实验,成瘤后每

3天用游标卡尺测量皮下瘤块的长短径,计算肿瘤体

积=长径×短径2×1/2,连续21
 

d,绘制两组裸鼠肿

瘤生长曲线及每只裸鼠肿瘤生长曲线。

1.3.5 Western
 

blot
 

检测蛋白表达 取适量肿瘤组

织液氮下研磨,加入1
 

mL
 

RIPA蛋白裂解液冰上提

取细胞总蛋白,使用BCA法测定蛋白浓度。加入5×
SDS的蛋白上样缓冲液95

 

℃
 

10
 

min煮沸后备用。
将样品分别加入不同的泳道进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳,浓缩胶电压80
 

V
 

10
 

min,分离胶电压120
 

V
 

1.5
 

h,后转至PVDF膜,用5%脱脂奶粉封闭。加入特异

性一 抗 LPAR3
 

Antibody(1∶1
 

000,PA5-27074,

Thermer
 

fisher,美国),PI3K
 

Antibody(1∶1
 

000,

ab125633,abcam,英国),AKT(1∶1
 

000,ab8805,ab-
cam,英国)和GAPDH(1∶10

 

000,ab8245,abcam,英
国)于4

 

℃冰箱过夜。TBST洗膜3次,每次5
 

min,
加入特 异 性 的 羊 抗 兔 二 抗(1:2

 

000),孵 育1
 

h。

TBST洗膜3次,每次5
 

min,采用ECL化学发光液

曝光显影,使用Photoshop图像分析软件系统进行半

定量分析。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行统计学

分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,组间

比较采用t检验,多组间比较采用 ANOVA
 

方差分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 miR-129-3p在肝组织和癌旁组织中的表达比

较 如表2所示与对照组正常肝细胞相比,肝癌细胞

HepG2、BEL-7402、SMMC-7721中 miR-129-3p相对

表达水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.01)。
表2  不同细胞系中 miR-129-3p

 

和
 

LPAR3相对

   表达水平的比较(x±s)

项目 miR-129-3p LPAR3

HL-7702 1.68±0.15 1.80±0.43

HepG2 0.77±0.14* 3.81±0.12*

BEL-7402 0.84±0.18** 4.18±0.27**

SMMC-7721 0.69±0.12** 3.68±0.37**

F 12.60 14.33

P <0.01 <0.01

  注:与
 

HL-7702比较,*P<0.05;**P<0.01。

2.2 miR-129-3p与LPAR3的靶向关系确定 生物

信息学软件 MIRDB预测LPAR3为 miR-129-3p具

有靶向关系,进一步通过荧光报告实验证实了在 HL-
7702、HepG2、BEL-7402、SMMC-7721

 

4种细胞系中

miR-129-3p与LPAR3均具有靶向关系,差异具有统

计学意义(P<0.01),见图1。

2.3 miR-129-3p对裸鼠肿瘤生长的抑制作用 两组

裸鼠荷瘤后精神状态均较好、活动频繁、饮食饮水量

正常。荷瘤第7天对小鼠进行筛选,各组有10只裸

鼠肿瘤体积≥0.5
 

cm3 且大小均一,成瘤率为71%,
肿瘤体积未达到实验标准的未入组本试验。如图2
所示,miR-129-3p组裸鼠肿瘤体生长速度显著低于对

照组,肿瘤积显著低于对照组,由此可见肿瘤生长受

到显著抑制,差异有统计学意义(P<0.01)。

2.4 肿瘤组织 miR-129-3p、LPAR3、PI3K、AKT的

表达水平 与对照组相比,miR-129-3p相对表达水平

显著升高,LPAR3、PI3K、AKT显著降低,差异有统
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计学意义(P<0.01),见表3。

  注:A为 HL-7702细胞;B为 HepG2细胞;C为BEL-7402细胞;D为SMMC-7721细胞。

图1  miR-129-3p与LPAR3的靶向关系

  注:A为肿瘤生长曲线;B为小鼠活体成像。

图2  miR-129-3p对裸鼠肿瘤生长的抑制作用

表3  qPCR检测肿瘤组织 miR-129-3p、LPAR3、

   PI3K、AKT相对表达水平(x±s)

组别 miR-129-3p LPAR3 PI3K AKT

对照组 1.28±0.15 1.80±0.43 2.40±0.33 4.80±0.43

miR-129-3p组 2.69±0.32** 0.68±0.37** 1.68±0.37** 2.21±0.31**

t 2.35 5.36 4.55 5.23

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

  注:与对照组比较*P<0.05;**P<0.01。

2.5 肿瘤组织LPAR3、PI3K、AKT蛋白的相对表达

水平  与 对 照 组 相 比,miR-129-3p 组 肿 瘤 组 织

LPAR3、PI3K、AKT显著降低,差异有统计学意义

(P<0.01),见表4。
表4  肿瘤组织LPAR3、PI3K、AKT相对表达水平(x±s)

组别 LPAR3 PI3K AKT

对照组 1.87±0.63 1.40±0.13 1.80±0.23

miR-129-3p组 1.31±0.37** 0.63±0.17** 0.51±0.11**

t 3.31 4.31 4.50

P <0.01 <0.01 <0.01

  注:与对照组比较*P<0.05;**P<0.01。

3 讨  论

肝癌是肝脏恶性肿瘤,可分为原发性和继发性两

大类。原发性肝脏恶性肿瘤起源于肝脏的上皮或间

叶组织,是我国高发的危害极大的恶性肿瘤;继发性

肝癌与原发性肝癌相比较较为少见,继发性或称转移

性肝癌系指全身多个器官起源的恶性肿瘤侵犯至肝

脏,一般多见于胃、胆道、胰腺、结直肠、卵巢、子宫、

肺、乳腺等器官恶性肿瘤的肝转移[13-14]。MiRNA是

多种癌症发生发展的重要调控分子,尤其是参与了肝

脏细胞分化和组织发育过程中的基因的转录后调控

过程[15-16]。研究表明 miR-129对肝脏疾病发展中具

有调 控 作 用,如 miR-129-5p 在 非 酒 精 性 脂 肪 肝

(NAFLD)患者中显著异常表达,并且异常表达的

MiR-129-5p在NAFLD患者可能是一种潜在的诊断

生物标志物[17],也有研究通过在碳CCl4大鼠模型证

实了升高的miR-129-5p可通过PEG3的NF-κB信号

通路减轻肝纤维化[18]。本研究通过3种肝癌细胞系

及对照细胞系证实了 miR-129-3p在3种肝癌细胞中

均出现显著低表达,提示 miR-129-3p可能对肝癌细

胞具有抑制作用,因此本实验进行了裸鼠荷瘤实验进

一步探究过表达 miR-129-3p是否会干预肝癌细胞在

小鼠体内的增殖,结果证实转染 miR-129-3p的肝癌

细胞在小鼠体内增殖显著降低,肿瘤生长受到显著抑

制,由此提示:miR-129-3p对肝癌的发生发展具有显

著的抑制作用。

LPAR3主要位于细胞的细胞质中,编码G蛋白

耦联受体家族以及EDG蛋白家族的一个成员。该蛋

白作为溶血磷脂酸的细胞受体发挥作用,并介导溶血

磷脂酸诱发的钙动员。该受体主要与G(q/11)α蛋白

结合可通过吸附 miRNA影响基因表达,尤其可以激

活RAS/MAPK和PI3K/AKT通路[10-19]。研究表明

上调的 miR-15b通过靶向LPAR3抑制PI3K/AKT
通路,进而缓解卵巢癌[20],但是miR-129-3p是否可以

靶向LPAR3进而调控PI3K/AKT从而发挥抑制肿

瘤作用上不明确,因此本研究首先通过生物信息学分

析软件DBmiR预测了miR-129-3p与LPAR3具有调

控作用,本研究进一步在3种肝癌细胞和1种对照细

胞中 通 过 荧 光 报 告 实 验 证 实 了 miR-129-3p 与

LPAR3的靶向作用,由此证实在细胞水平上,miR-
129-3p与LPAR3的调控作用。为了进一步在体内实

验中证实这种靶向调控关系,本文通过裸鼠实验,分
别荷瘤野生型 HepG2和转染 miR-129-3p的 HepG2
细胞,证实了在过表达 miR129-3p的小鼠肿瘤组织

中,LPAR3出现了显著低表达,这与细胞学实验结果
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一致,进 一 步 在 体 内 实 验 证 明 了 miR-129-3p 与

LPAR3的靶向作用。由于LPAR3可以调控PI3K/

AKT信号通路活性[20-21],本研究探究了肿瘤组织中

的PI3K/AKT表达水平,结果证实低表达LPAR3会

抑制PI3K和AKT的mRNA及蛋白表达水平,由此

推测在肝癌细胞中,miR-129的高表达会靶向LPAR3
基因,调控PI3K/AKT信号通路,实现抑制肿瘤发展

的作用。
综上所述,本研究通过细胞学实验和体内裸鼠荷

瘤实验证实了 miR-129-3p在肝癌细胞中低表达,

miR-129-3p可以通过靶向LPAR3,抑制PI3K/AKT
信号通路,实现抑制肿瘤的发生发展的作用。本研究

可以 进 一 步 获 取 临 床 样 本,探 究 miR-129-3p 对

LPAR3的靶向作用及下游信号通路的调控作用,完
善miR-129-3p的调控机制和信号通路。
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