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  摘 要:目的 探讨miR-122通过调控小G蛋白超家族成员RhoA基因对隐匿性乙型肝炎病毒(HBV)复

制与表达的影响及其作用机制。方法 实时荧光定量PCR测定 HBV(+)与 HBV(-)的肝癌患者组织、
HepG2细胞与HepG2.2.15细胞中miR-122表达差异,实时荧光定量PCR和 Western

 

Blot检测 HBV(+)与

HBV(-)的肝癌患者组织、HepG2细胞与HepG2.2.15细胞中RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白的表达差异;按照

实验分组将pEGFP-C1-miR-122与pcDNA3.0-V14RhoA转染至 HepG2.2.15细胞,实时荧光定量PCR测定

miR-122与RhoA
 

mRNA
 

表达,Western
 

Blot检测RhoA
 

蛋白表达;生物信息学方法预测miR-122与RhoA基

因的靶向结合位点,构建野生型RhoA
 

3'非翻译区(3'UTR)和突变型RhoA
 

3'UTR双荧光素酶表达载体,检测

细胞荧光素酶活性变化;酶联免疫吸附试验测定细胞培养上清液中乙型肝炎表面抗原(HBsAg)与乙型肝炎e
抗原(HBeAg)水平,实时荧光定量PCR检测细胞培养上清液中 HBV

 

DNA水平,Western
 

Blot检测细胞内

Rho相关蛋白激酶(ROCK)-1与ROCK-2相对表达水平。结果 相较于HBV(-)肝癌患者组织,HBV(+)肝

癌患者组织中miR-122表达下调,RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平上调(P<0.05);与 HepG2细胞

比较,HepG2.2.15细胞中 miR-122表达也下调,RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平上调(P<0.05)。
经预测发现RhoA

 

mRNA
 

3'UTR与
 

miR-122在特定区域存在碱基互补现象,miR-122
 

mimic和RhoA
 

3'UTR
 

WT重组质粒共转染的细胞中相对荧光素酶活性降低(P<0.05)。此外,过表达miR-122的HepG2.2.15细胞

中RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平下调(P<0.05)。与空白组比较,miR-122组 HepG2.2.15细胞

培养上清液 HBsAg与 HBeAg水平均降低,HBV
 

DNA 表达降低,ROCK-1与 ROCK-2表达均上调(P<
0.05);而V14RhoA组HBsAg与HBeAg水平则高于空白组,HBV

 

DNA表达升高,ROCK-1与ROCK-2表达

均上调(P<0.05)。结论 miRNA-122可通过下调RhoA基因表达抑制 HBV的复制和表达,其机制可能与

抑制Rho/ROCK信号通路激活有关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

miR-122
 

on
 

the
 

replication
 

and
 

expression
 

of
 

occult
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

and
 

its
 

mechanism
 

by
 

regulating
 

RhoA
 

gene,a
 

member
 

of
 

the
 

small
 

G
 

protein
 

superfamily.
Methods Real-time

 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

expression
 

differences
 

of
 

miR-122
 

in
 

HBV
 

(+)
 

and
 

HBV
 

(-)
 

liver
 

cancer
 

patient
 

tissues,HepG2
 

cells
 

and
 

HepG2.2.15
 

cells.Real-time
 

fluo-
rescent

 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

Blot
 

detected
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

RhoA
 

mRNA
 

and
 

RhoA
 

protein
 

in
 

HBV(+)
 

and
 

HBV(-)
 

liver
 

cancer
 

patient
 

tissues,HepG2
 

cells
 

and
 

HepG2.2.15
 

cells;According
 

to
 

the
 

experimental
 

grouping,pEGFP-C1-miR-122
 

and
 

pcDNA3.0-V14RhoA
 

were
 

transfected
 

into
 

HepG2.2.
15

 

cells,Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

measured
 

the
 

expression
 

of
 

miR-122
 

and
 

RhoA
 

mRNA,and
 

Western
 

Blot
 

detected
 

the
 

expression
 

of
 

RhoA
 

protein;Bioinformatics
 

methods
 

predicted
 

the
 

targeted
 

binding
 

site
 

of
 

miR-122
 

and
 

RhoA
 

gene,and
 

constructed
 

wild-type
 

RhoA
 

3'UTR
 

and
 

mutant
 

RhoA
 

3'UTR
 

dual
 

lucif-
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erase
 

expression
 

vectors,and
 

detected
 

the
 

changes
 

in
 

cellular
 

luciferase
 

activity.Enzyme-linked
 

immunosor-
bent

 

assay
 

measured
 

the
 

content
 

of
 

hepatitis
 

B
 

surface
 

antigen
 

(HBsAg)
 

and
 

hepatitis
 

B
 

e
 

antigen
 

(HBeAg)
 

in
 

the
 

cell
 

culture
 

supernatant.Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

detected
 

the
 

level
 

of
 

HBV
 

DNA
 

in
 

the
 

cell
 

culture
 

supernatant,Western
 

Blot
 

detected
 

the
 

expression
 

protein
 

levels
 

of
 

Rho-associated
 

protein
 

kinase
 

(ROCK)-1
 

and
 

ROCK-2
 

in
 

the
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

tissues
 

of
 

HBV(-)
 

liver
 

cancer
 

patients,
the

 

expression
 

of
 

miR-122
 

was
 

down-regulated
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

RhoA
 

mRNA
 

and
 

RhoA
 

protein
 

were
 

up-
regulated

 

in
 

the
 

tissues
 

of
 

HBV(+)
 

liver
 

cancer
 

patients
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

HepG2
 

cells,the
 

expres-
sion

 

of
 

miR-122
 

in
 

HepG2.2.15
 

cells
 

was
 

also
 

down-regulated,and
 

the
 

expression
 

of
 

RhoA
 

mRNA
 

and
 

RhoA
 

protein
 

were
 

up-regulated
 

(P<0.05).It
 

is
 

predicted
 

that
 

RhoA
 

mRNA
 

3'UTR
 

and
 

miR-122
 

had
 

base
 

comple-
mentation

 

in
 

specific
 

regions,and
 

the
 

relative
 

luciferase
 

activity
 

of
 

cells
 

co-transfected
 

with
 

miR-122
 

mimic
 

and
 

RhoA
 

3'UTR
 

WT
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

reduced
 

(P<0.05).In
 

addition,the
 

of
 

RhoA
 

mRNA
 

and
 

RhoA
 

protein
 

was
 

down-regulated
 

in
 

HepG2.2.15
 

cells
 

overexpressing
 

miR-122
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

contents
 

of
 

HBsAg
 

and
 

HBeAg
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

HepG2.2.15
 

cell
 

culture
 

in
 

the
 

miR-122
 

group
 

were
 

reduced,HBV
 

DNA
 

expression
 

was
 

reduced,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ROCK-1
 

and
 

ROCK-2
 

were
 

up-regulated
 

(P<0.05).The
 

HBsAg
 

and
 

HbeAg
 

contents
 

of
 

the
 

V14RhoA
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

blank
 

group,HBV
 

DNA
 

expression
 

increased,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ROCK-1
 

and
 

ROCK-2
 

were
 

also
 

up-regulated
 

(P<0.05).Conclusion miRNA-122
 

can
 

inhibit
 

the
 

replication
 

and
 

ex-
pression

 

of
 

HBV
 

by
 

down-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

RhoA
 

gene.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

Rho/ROCK
 

signaling
 

pathway.
Key

 

words:hepatitis
 

B
 

virus; RhoA; miR-122; HepG2.2.15
 

cells

  乙型肝炎病毒(HBV)是一种逆转录病毒,通过前

基因组RNA逆转录复制DNA。HBV感染可引起急

性或慢性肝炎、肝硬化及肝细胞癌等多种肝脏病及其

并发症的发生,严重危及人类健康[1]。据统计每年约

有686
 

000人死于该疾病的并发症[2]。目前,随着新

型抗病毒药物的研究与开发,可以实现对 HBV的抑

制,然而一旦停止药物抑制治疗,病毒载量反弹会导

致疾病复发[3],如何从感染个体中彻底消除 HBV仍

然是临床治疗中面临的关键问题。微小RNA(miR-
NA)是一类长度为21~24个核苷酸的非编码功能性

小RNA,通过诱导翻译抑制或 mRNA降解来调节互

补靶基因的表达。miRNA在多种细胞过程中发挥重

要作用,包括病毒-宿主相互作用。与其宿主一样,许
多人类和动物病毒可以编码

 

miRNA,并在调控病毒

生命周期及病毒-宿主相互作用的过程中发挥重要作

用[4]。miR-122属于肝脏特异性 miRNA,在调节肝

脏分化与功能维持中均起着关键作用[5]。已有研究

表明,miR-122对HBV和丙型肝炎病毒(HCV)的病

毒复制有不同的调节作用,miR-122可阻断 HBV复

制,而HBV也可抑制miR-122表达,两者的这种相互

作用关系为治疗 HBV 感染的研究提供了潜在方

案[6]。Ras同源基因家族成员RhoA基因是细胞骨架

组织的特征调节因子,能够影响肿瘤细胞的运动、迁
移与侵袭等过程,且该蛋白的过度表达与肿瘤转移和

(或)不 良 预 后 呈 正 相 关[7-8]。本 研 究 拟 以 HBV
 

HepG2.2.15细胞为研究对象,采用分子生物学技术

方法检测模型中患者与细胞 miR-122、RhoA基因表

达差异,再通过进一步的验证实验来初步探讨 miR-
122在HBV复制与表达中的调控作用,为 HBV的分

子发病机制与诊治研究提供实验与理论依据。现报

道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1-10月于乌鲁木齐

市中医医院收治的HBV高复制(+)与 HBV低复制

(-)肝癌患者各16例作为研究对象,年龄18~55
岁,平均(40.54±3.73)岁。本研究获得医院伦理委

员会审批通过。

1.2 仪器与试剂 胎牛血清、青-链霉素双抗液和

DMEM培养基购于美国 Gibco公司,Trizol试剂和

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ试剂盒购于日本Takara公

司,TaqMan
 

MicroRNA
 

assay试剂盒购于北京百奥

莱博生物公司,Lipofectamine2000转染试剂盒购于美

国Invitrogen公司,细胞裂解液、考马斯亮蓝蛋白浓

度测定试剂盒和增强化学发光法超敏发光液购于上

海碧云天生物研究所,PVDF膜美国 Millipore公司,
双荧光素酶报告基因检测试剂盒上海翌圣生物科技

公司,乙型肝炎表面抗原(HBsAg)与乙型肝炎e抗原

(HBeAg)检测试剂盒购于北京万泰生物公司,RhoA
抗体、Rho相关蛋白激酶(ROCK)-1抗体、ROCK-2
抗体、3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)抗体及辣根过

氧化物酶标记二抗购于英国Abcam公司。真核表达

载体pEGFP-C1-miR-122和 RhoA基因过表达质粒

载体pcDNA3.0-V14RhoA均由北京奥科生物技术公

司构建,野生型pLuc-RhoA-3'UTR
 

WT 和突变型
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pLuc-RhoA-3'UTR
 

MUT重组质粒、miR-122
 

mimic
和阴性对照 miR-NC及引物序列均有上海生工生物

工程 有 限 公 司 设 计 构 建 与 合 成。HepG2 细 胞 和

HepG2.2.15细胞购于中国科学院上海细胞生物学研

究所。
1.3 方法

1.3.1 实时荧光定量PCR测定组织与细胞中 miR-
122、RhoA 基因表达 按 Trizol试剂说明书提取

HBV高复制(+)与 HBV低复制(-)肝癌患者肝组

织或HepG2.2.15细胞、HepG2细胞和经转染处理

的HepG2.2.15细胞的总RNA,微量核酸测定仪检

测总RNA浓度与纯度。取A260/A280 值在1.8~2.1
的样品进行逆转录反应,合成cDNA,利用 TaqMan

 

MicroRNA
 

assay试剂盒测定 miR-122相对表达水

平,并 使 用 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ 试 剂 盒 检 测

RhoAmRNA相对表达水平,具体步骤严格按照试剂

盒说明书进行,分别以 U6和GAPDH 作为 miR-122
与RhoA基因的内参基因,运用Primer

 

Premier
 

5.0
软件来设计引物,miR-122:上游5'-TGGAGTGTGA-
CAATGGTG-3',下 游 5'-GTGCAGGGTCCGAGG-
3';U6:上游5'-

 

CTCGCTTCGGCAGCACA-3',下游

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3';RhoA:上 游

5'-ACGTGCCTCCTCATCGTCTT-3',下游5'-TCT-
TCCTGCCCTGCTGTCT-3';GAPDH:上 游 5'-
CAGCCTTTCCTTTCTTTGGGGTTTGG-3',下 游

5'-TGTTTTTGGCATAGAGGTCTTTAG-3'。扩增

结束后,采用2-ΔΔCt法计算 miR-122和RhoA基因的

相对表达水平,ΔCt=实验组/对照组(靶基因Ct值-
内参基因Ct值),ΔΔCt=实验组ΔCt-对照组ΔCt。
1.3.2 细胞培养与转染 冻存的 HepG2.2.15细胞

在37
 

℃水浴融化,以2
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上

清,添加含10%胎牛血清、1%青-链霉素双抗液的

DMEM
 

培养基,吹打悬浮细胞,置于37
 

℃、5%CO2
培养箱中培养,待细胞铺满瓶壁80%以上时进行常规

传代。将对数生长期的细胞接种到6孔板内,细胞密

度为2×105/孔,在培养箱过夜培养后进行转染。实

验分组设置与处理如下:空白组(正常培养的 HepG
2.2.15细 胞)、miR-NC 组 (细 胞 转 染 pEGFP-C1-
NC)、miR-122组(细胞转染pEGFP-C1-miR-122)、
V14RhoA组(细胞转染pcDNA3.0-V14RhoA)、miR-
122+V14RhoA组(细胞转染pEGFP-C1-miR-122与

pcDNA3.0-V14RhoA),根 据 转 染 试 剂 Lipo-
fectamine2000试剂盒说明书操作,其中,脂质体与质

粒的比例设为3∶1。转染后,收集各组细胞进行后续

研究。
1.3.3 Western

 

Blot检测 RhoA蛋白、ROCK-1及

ROCK-2表达 收集各组细胞,PBS清洗后加入细胞

裂解液,冰上静置30
 

min,获取上清液,考马斯亮蓝法

测定蛋白浓度。配置10%浓度十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶,取等量蛋白加入到泳道进行上样,经电

泳分离和转膜后,将含有目的蛋白的膜与5%脱脂奶

粉于室温下共封闭1
 

h。加入稀释的RhoA抗体(1∶
1

 

000)、ROCK-1抗体(1∶1
 

000)及 ROCK-2抗体

(1∶1
 

000),4
 

℃摇床上孵育过夜。次日,弃原液,
TBST洗涤,加入对应稀释的二抗(1∶5

 

000),室温下

再孵育1
 

h,再用TBST洗涤,增强化学发光法显色,
凝胶紫外系统摄取蛋白条带图,Image

 

J图像处理软

件进行灰度扫描检测各条带,结果分析以GAPDH为

内参照,计算目的蛋白的表达。
1.3.4 miR-122与RhoA基因靶向结合位点预测 
通过生物信息学软件 microRNA.org(http://www.
microrna.org/microrna/home.do)和 RNAhybrid
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahy-
brid/)预测 miR-122与RhoAmRNA的3'UTR是否

存在靶向结合位点。
1.3.5 双荧光素酶报告基因系统检测实验验证

miR-122与RhoA基因靶向关系 根据预测的 miR-
122与RhoA

 

3'UTR结合靶位点序列设计启动子片

段,扩增基因片段后,经酶切处理,将该片段插入荧光

素酶报告基因质粒,经过克隆筛选、测序检测等步骤,
构建野生型pLuc-RhoA-3'UTR

 

WT和突变型pLuc-
 

RhoA-3'UTR
 

MUT两种重组质粒。将对数生长期

的HepG2细胞以每孔1×105 个接种于24孔板中,采
用Lipofactamine

 

2000分别将miR-122
 

mimic或对应

阴性对照miR-NC联合质粒载体转染到细胞,置于细

胞培养箱中转染48
 

h,PBS清洗细胞后加入裂解液裂

解,使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒并根据说明

书操作检测各组细胞荧光素酶活性。
1.3.6 

 

酶联免疫吸附试验法检测HBsAg和HbeAg
水平 收集各组细胞转染后的培养上清液,酶联免疫

吸附试验法检测HBsAg和HBeAg水平,严格按各测

定试剂盒说明操作,分别加入样品和试剂,利用酶标

仪进行检测,结束后计算各组细胞培养上清液中 Hb-
sAg和HbeAg水平。
1.3.7 实时荧光定量PCR检测 HBV-DNA水平 
收集各组细胞转染后的培养上清液进行实时荧光定

量PCR,检测 HBV-DNA水平,反应条件:95
 

℃预变

性10
 

min;95
 

℃预变性20
 

s,60
 

℃退火30
 

s,循环40
次。以β-actin作为内参基因,使用引物序列为 HBV

 

DNA:上 游 5'-ACCGACCTTGAGGCATACTT-3',
下游5'-GCCTACAGCCTCCTAGTACA-3';β-actin:
上 游 5'-CACACCCGCCACCAGTTCG-3',下 游 5'-
GTCCTTCTGACCCATTCCCACC-3'。 反 应 结 束

后,由定量系统中SDS软件分析计算出各组细胞培养

上清液中的HBV拷贝数。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数
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据分析,计量资料均以x±s表示,多组间比较采用单

因素方差分析,组间数据比较采用LSD-t检验。P<
0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同组织及细胞中 miR-122和RhoA
 

mRNA、
RhoA蛋白表达比较 实时荧光定量PCR结果显示,
HBV(+)肝癌患者临床样本中 miR-122相对表达水

平(0.37±0.03)显著低于 HBV(-)肝癌患者临床样

本中miR-122相对表达水平(1.00±0.08),差异有统

计学意义(P<0.05);HepG2.2.15细胞中 miR-122
相对表达水平(0.29±0.02)也显著低于 HepG2细胞

中miR-122相对表达水平(1.00±0.06),差异有统计

学意义(P<0.05)。实时荧光定量PCR和 Western
 

Blot检测结果显示,与 HBV(-)肝癌患者临床样本

中RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平(依次为

1.00±0.07、0.38±0.04)比较,HBV(+)肝癌患者临

床样本中RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平

(依次为3.01±0.28、0.86±0.08)显著上调,差异有

统计学意义(P<0.05);HepG2.2.15细胞中RhoA
 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平(依次为2.81±
0.26、0.83±0.07)显著高于 HepG2细胞中 RhoA

 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平(依次为1.00±
0.04、0.22±0.02),差异有统计学意义(P<0.05)。
见图1。

  注:A表示 HBV(-)、HBV(+)肝癌患者临床样本中RhoA蛋白

表达;B表示 HepG2细胞、HepG2.2.15细胞中RhoA蛋白表达。

图1  不同组织与细胞中RhoA蛋白表达

2.2 转染后各组细胞 miR-122和 RhoA
 

mRNA、
RhoA蛋白表达比较 实时荧光定量PCR检测结果

显示,与空白组和 miR-NC组(依次为1.00±0.05、
1.02±0.05)比较,miR-122组 HepG2.2.15细胞中

miR-122相对表达水平(3.03±0.29)显著上调,差异

有统计学意义(P<0.05),表示 miR-122成功转染至

HepG2.2.15细胞。实时荧光定量PCR和 Western
 

Blot检测结果显示,与空白组 HepG2.2.15细胞中

RhoA
 

mRNA和 RhoA蛋白相对表达水平(依次为

1.00±0.03、0.72±0.06)比较,miR-122组 HepG
2.2.15细胞中RhoAmRNA和RhoA蛋白相对表达

水平(依次为0.34±0.03、0.26±0.02)显著下调,而
V14RhoA组细胞中RhoA

 

mRNA和RhoA蛋白相对

表达水平(依次为4.12±0.40、2.16±0.22)显著上

调,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P <0.05);相 较 于

V14RhoA组 HepG2.2.15细胞中 RhoA
 

mRNA和

RhoA蛋 白 相 对 表 达 水 平(依 次 为4.12±0.40、

2.16±0.22),miR-122+V14RhoA组 HepG2.2.15
细胞中RhoA

 

mRNA和RhoA蛋白相对表达水平(依
次为0.59±0.04、0.33±0.03)显著下调,差异有统计

学意义(P<0.05)。见图2。

图2  各组 HepG2.2.15细胞中RhoA蛋白表达

2.3 miR-122与RhoA基因靶向关系预测及验证结

果 通过生物信息学软件 microRNA.org和 RNA-
hybrid预测发现,RhoA 基因是 miR-122的潜在靶

标,RhoA
 

mRNA
 

3'UTR与 miR-122在特定区域存

在碱基互补现象,见图3;为进一步确定miR-122是否

直接靶向RhoA
 

3'UTR,通过双荧光素酶报告基因检

测实验发现,与阴性对照 miR-NC相比,将 miR-122
 

mimic和RhoA
 

3'UTR
 

WT重组质粒共转染的细胞

中相对荧光素酶活性显著降低(P<0.05)。

图3  miR-122与RhoA基因靶向结合位点预测

2.4 各组细胞培养上清液中HBsAg和HbeAg水平

比较 酶联免疫吸附试验检测结果显示,与空白组细

胞培养上清液 HBsAg与 HBeAg的水平(依次为

32.76±3.18、121.95±10.41)比较,miR-122组细胞

培养上清液 HBsAg与 HBeAg水平(依次为6.05±
0.61、34.71±3.45)显著降低,差异有统计学意义

(P<0.05);V14RhoA组 HBsAg与 HbeAg水平(依
次为55.28±5.49、176.45±15.69)显著高于空白组

(依次为32.76±3.18、121.95±10.41),差异有统计

学意义(P<0.05);此外,miR-122+V14RhoA组中

HBsAg与 HbeAg 水 平 (依 次 为 17.43±1.66、
70.09±7.02)均 显 著 低 于 V14RhoA 组 (依 次 为

55.28±5.49、176.45±15.69),差异有统计学意义

(P<0.05)。
2.5 各组细胞培养上清液HBV

 

DNA复制水平比较

 实时荧光定量PCR检测结果显示,miR-122组细胞

培养上清液中HBV
 

DNA表达[(0.59±0.05)×105]
显著低于空白组[(3.89±0.36)×105],差异有统计

学意义(P<0.05);V14RhoA 组 HBV
 

DNA 表达

[(5.18±0.50)×105]显著高于空白组[(3.89±
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0.36)×105],差异有统计学意义(P<0.05);miR-
122+V14RhoA组HBV

 

DNA表达[(3.92±0.37)×
105]显著低于V14RhoA组[(5.18±0.50)×105],差
异有统计学意义(P<0.05)。
2.6 各组细胞

 

Rho/
 

ROCK信号通路相关蛋白表达

比较 Western
 

Blot检测结果显示,与空白组细胞

ROCK-1、ROCK-2相对表达水平(依 次 为0.73±
0.06、0.57±0.05)比较,miR-122组细胞 ROCK-1、
ROCK-2相对表达水平(依次为0.18±0.01、0.20±
0.02)显著下调;V14RhoA组细胞ROCK-1、ROCK-2
相对表达水平(依次为1.21±0.11、1.87±0.15)显著

上调,差异均有统计学意义(P<0.05);与V14RhoA
组 (依 次 为 1.21±0.11、1.77±0.15)比 较,
miR-122+V14RhoA组细胞ROCK-1、ROCK-2相对

表达水平(依次为0.73±0.07、0.64±0.05)显著下

调,差异有统计学意义(P<0.05)。见图4。

图4  各组细胞ROCK-1、ROCK-2表达

3 讨  论

  HBV是慢性肝炎、肝硬化和肝细胞癌的主要驱

动因素,与未感染 HBV的个体相比,HBV感染者患

肝癌的风险大约增加了100倍[9]。且由于该病毒潜

伏期长,很容易发展成持续性感染。HBV可转录为4
个转录本,即3.5

 

kb、2.4
 

kb、2.1
 

kb和0.7
 

kb,包括4
个重叠的开放阅读框:S、P、C和 X,分别能够编码

HBsAg、HBV
 

DNA聚合酶(HBV
 

DNA
 

Pol)、乙型肝

炎核心抗原和HBeAg及HBV
 

X基因编码的X蛋白

(HBx);3.5
 

kb 转 录 物 的 一 个 子 集 即 前 基 因 组

pgRNA被DNA聚合酶包装到核心颗粒中,并作为通

过逆转录合成DNA的模板,以子代病毒粒子形式被

包裹起来并从细胞中分泌或释放[2]。一旦感染肝细

胞后,HBV可建立复制周期长期存在于细胞核中。
尽管多年来诊断技术取得了重大进展,但如何准确又

方便地诊断HBV仍然是一项临床挑战,此外,由于缺

乏对该病毒的有效治愈方法,因此探索 HBV的发病

机制至关重要。
病毒-宿主细胞分子的相互作用是决定病毒感染

期间感染状态的关键过程。研究表明,病毒编码的

miRNA是细胞和病毒转录的关键调节因子,并且可

能在调节细胞或病毒本身的基因表达谱中发挥作

用[10]。许多细胞内miRNA通过与HBV转录本的直

接相互作用来调节 HBV
 

复制,从而影响 HBV生命

周期。FANG等[11]研究表明,miR-155表达与慢性乙

型肝炎患者的T
 

细胞活化呈正相关,并且是 HBV感

染中免疫活化和疾病进展的潜在生物标志物;FAN
等[12]研究发现,HBV 感染的肝细胞癌患者血清中

miR-185水平显著高于 HBV未感染的肝细胞癌患

者,并通过体外研究说明了 miR-185通过靶向肝细胞

癌细胞 中 ETS转 录 因 子 ELK1的 表 达 从 而 抑 制

HBV表面抗原基因启动子的活性与 HBV 复制;
PRATEDRAT等[13]研究揭示了 miR-223-3p与肝细

胞癌肿瘤大小及巴塞罗那分期呈负相关,并在 HBV
相关肝细胞癌患者中水平降低。目前,关于 miR-122
在HBV感染中的研究也已有报道,已知与健康志愿

者相比,慢性乙型肝炎患者的血清中 miR-122表达升

高至1.5倍,而 miR-122在 HBV相关肝细胞癌患者

中表达却明显降低[6];miR122能够与HBV前基因组

RNA的双顺反子mRNA的高度保守区域结合,而该

区域编码 HBV聚合酶和核心蛋白,从而抑制 HBV
基因的表达和复制[14]。此外,还证实了 miR-122表

达增加可以通过调节细胞周期蛋白G1 进而介导P53
活性来减弱

 

HBV复制[15]。本研究检测结果同样显

示,miR-122在HBV感染的肝癌患者组织中的表达

明显低于 HBV 未感染的肝癌患者组织,且 HepG
2.2.15细胞中 miR-122的表达水平也低于 HepG2
细胞。HepG2.2.15细胞是将含 HBV

 

DNA基因重

组质粒导入 HepG2细胞,使其能够在体外稳定复制

HBV
 

DNA,并分泌HBsAg和HBeAg至细胞培养上

清液中,目前已成为体外 HBV 复制研究的理想模

型[16]。本研究结果显示,过表达 miR-122能够降低

细胞培养上清液中 HBsAg与 HBeAg水平,并抑制

HBV
 

DNA表达,这一结果进一步验证说明了 miR-
122在HBV感染的肝癌中可能发挥抑制 HBV

 

DNA
复制与表达的作用。

众所周知,miRNA通过调节靶基因的表达发挥

相关作用。为了进一步揭示 miR-122如何抑制 HBV
 

DNA复制的分子机制,经实验检测发现,HBV感染

的肝癌患者组织及 HepG2.2.15细胞中RhoA
 

mR-
NA与RhoA蛋白均显示为表达上调,从而猜想 miR-
122可能通过靶向调控RhoA基因影响 HBV的复制

过程。通 过 生 物 信 息 学 预 测 到 miR-122与 RhoA
 

mRNA
 

3'UTR在特定区域存在碱基互补,双荧光素

酶报告基因实验进一步验证了两者靶向关系。此外,
在HepG2.2.15细胞中过表达miR-122后发现RhoA

 

mRNA与RhoA蛋白表达水平明显下调,由此推测,
过表达miR-122能够通过靶向下调RhoA基因的表

达从而抑制 HBV
 

DNA复制。RhoA蛋白作为Rho
家族中的一个小 GTPase蛋白,在健康人体组织、胚
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胎组织及包括干细胞在内的所有组织中均有表达。
此外,RhoA基因参与多种细胞作用过程,如细胞生长

与转化、细胞骨架调节、大多肌动蛋白应力纤维形成

及肌动球蛋白收缩等[7]。ROCK是RhoA蛋白的下

游效应子,包括ROCK-1和ROCK-2两种亚型,在接

收RhoA蛋白的活化信号后,介导下游一系列磷酸化

或去磷酸化反应,进而控制细胞行为[17]。由此可见,
Rho/ROCK信号通路与细胞的生长、分化、迁移和发

育等密切相关,该途径的失调与不同种类的疾病发生

发展有关,异常激活后参与多种类型的癌症及其他一

些疾病,包括神经性障碍、糖尿病、哮喘、高血压和骨

关节 炎[18-21]。在 本 研 究 中,HepG2.2.15 细 胞 中

RhoA蛋白显示为激活状态,ROCK-1和ROCK-2相

对表达水平也均上调;而过表达 miR-122后发现细胞

中RhoA蛋白及其下游分子ROCK-1和ROCK-2相

对表达水平降低;说明该途径受到抑制,推测这可能

也是 miR-122调控 HBV
 

DNA 复制与表达的作用

机制。
综上所述,本研究结果表明 miR-122能够通过靶

向下调RhoA基因表达来抑制 HBV
 

DNA复制与表

达,该过程涉及对Rho/ROCK信号通路激活的阻断

作用,这为miRNA治疗HBV感染提供了理论依据。
但本研究仅从体外水平上对此进行了实验研究,针对

miR-122在机体内对HBV复制与表达的抑制机制需

后续深入探究。
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