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miR-375靶向调控YAP表达对肝癌细胞增殖和侵袭能力的影响
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[摘 要] 目的：探讨miR-375靶向调控Yes相关蛋白（Yes-associated protein, YAP）的表达对肝癌细胞增殖和侵袭能力的影响。

方法：收集2015年1月至2016年12月河南中医药大学第二附属医院普外二科行手术切除的70例肝细胞癌（hepatocellular carci-

noma, HCC）患者的癌组织及对应的癌旁组织标本，以及肝癌细胞系SMMC-7721、Hb611、HepG2和BEL-7405，用 qPCR法检测

HCC癌组织和肝癌细胞中miR-375的表达水平。双荧光素酶报告基因检测miR-375与YAP的相互作用；分析miR-375和HCC患

者的临床病理特征之间的关系，MTT法检测miR-375对肝癌细胞增殖能力的影响，Transwell小室法检测抑制miR-375表达后

HCC细胞侵袭能力的变化；Western blotting检测HepG2细胞中YAP的表达。建立裸鼠肝癌皮下移植瘤模型，观察抑制miR-375

表达后移植瘤体积和质量的变化，免疫组化法和Western blotting检测裸鼠移植瘤中YAP的表达情况。结果：HCC组织中miR-

375和YAP表达水平明显高于癌旁组织（均P<0.05），肝癌HepG2细胞中miR-375的表达水平最高（P<0.05）。miR-375能与YAP

的3’UTR特异性结合，调控YAP的表达活性。抑制miR-375的表达后，HepG2细胞增殖、侵袭的能力显著减弱（均P<0.05），裸鼠

移植瘤体积和质量都明显减小（均P<0.05），移植瘤组织细胞中YAP的表达水平相应下调（P<0.05）。结论：miR-375在肝癌的发

生发展过程中起重要作用，可以通过靶向调控YAP的表达影响肝癌细胞的恶性生物学行为。
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miR-375 affects the proliferation and invasion of hepatoma cells via targeting YAP

ZHANG Xiaolua, DU Meihongb, CHEN Hongyuec, ZHANG Jianganga, WEI Guangyad, ZHAO Lind, GUO Weishengd (a. The First

Department of General Surgery；b. Department of Radiology；c. Thyroid & Mammary Surgerg; d. The Second Department of General

Surgery，Henan Province Hospital of TCM & The Second Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine，
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[Abstract] Objective: To investigate the mechanisms of miR-375 affecting the proliferation and invasion of hepatoma cells via target-

ing YAP (Yes-associated protein). Methods: The cancerous tissues and corresponding para-cancerous tissues of 70 patients with hepato-

cellular carcinoma (HCC) who underwent surgical resection at the Second Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chi-

nese Medicine from January 2015 to December 2016, as well as the hepatoma cell lines SMMC-7721, Hb611, HepG2 and BEL-7405

were collected for this study. qPCR method was used to detect the expression level of miR-375 in collected HCC tissues and different

hepatoma cell lines; Dual luciferase reporter gene assay was used to verify the interaction between miR-375 and YAP; The relationship

between miR-375 and clinicopathological features of HCC patients was also analyzed; MTT assay was used to detect the effect of miR-

375 on the proliferation of hepatoma cells; Transwell invasion assay was used to detect the invasive ability of hepatoma cells after inhib-

iting the expression of miR-375; Western blotting was used to detect the expression of YAP in HepG2 cells. The nude mouse model of

subcutaneously transplanted xenograft was established, and the tumor volume and mass of transplanted hepatoma cells were detected af-

ter inhibiting the expression of miR-375. The expression of YAP in xenograft of nude mice was detected by immunohistochemistry and

Western blotting. Results: The expression of miR-375 and YAP in HCC tissues was significantly higher than that in para-cancerous tis-

sues (all P<0.05). The expression of miR-375 in HepG2 cells was the highest (P<0.05). miR-375 could specifically bind to the 3' UTR

of YAP and regulate the expression activity of YAP. After inhibiting the expression of miR-375, the proliferation and invasion abilities

of HepG2 cells were reduced (all P<0.05); The tumor volume and mass of transplanted xenografts were significantly reduced (both P<

·· 79



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(1)

0.05); The expression of YAP protein in the transplanted xenografts was down-regulated (P<0.05). Conclusion: miR-375 plays an im-

portant role in the occurrence and development of liver cancer, and can influence the malignant biological behaviors of hepatoma cells

by targeting and regulating the expression of YAP.

[Key words] hepatocellular carcinoma; hepatoma cell line; miRNA-375；Yes-associated protein（YAP）；proliferation；invasion

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(1): 79-84. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.01.013]

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是世

界范围内发病率较高的恶性肿瘤之一，术后伴有不

良反应患者的5年生存率只有5%左右[1]，其主要原因

是晚期HCC的手术机会少、术后复发率高[2]。寻找

HCC 的新型生物治疗靶点是目前研究热点。微小

RNA（miRNA）是基因在转录后表达水平的重要调控

因子，监管众多的致癌基因或肿瘤抑制因子[3]，例如，

抑制肿瘤的10号染色体缺失的磷酸酶张力蛋白同源

物（phosphatase tension homology deleted on chromo-

some ten，PTEN）由 miR-21 转录调控[4]，致癌基因

RAS和HMGA2的转录翻译由miR-let-7家族调控[5]。

miRNA可以通过调控部分转录因子或蛋白活性在肿

瘤的发生发展中起重要的调控或信号转导作用。

Hippo信号通路被证明与HCC的发生发展有一定关

联，Yes相关蛋白（Yes-associated protein,YAP）是Hip-

po信号通路的下游转录激活效应因子，当Hippo信号

被抑制时，YAP的磷酸化表达减少，导致其结合不同

的转录因子对肝癌细胞的增殖和凋亡产生影响[6]。

同时研究[7]表明，在小鼠模型中过表达YAP可以导致

小鼠肝癌模型的形成。本课题组前期的研究[8]显示，

62%的HCC患者中YAP呈现过度表达的状态，可以

作为独立的预测患者生存的因子。然而，YAP 在

HCC中的转录调控机制尚未被阐明。所以，本实验

探索及验证miR-375是否可以调控致癌基因YAP对

肝癌细胞增殖和侵袭行为产生影响。

1 资料与方法

1.1 组织标本、细胞系、主要试剂及实验动物

采用 2015年 1月至 2016年 12月在河南中医药

大学第二附属医院普外二科手术切除的70例肝癌患

者的癌及对应的癌旁组织标本，经病理切片确诊为

HCC，其中男性 55例，女性 15例。患者及家属均签

署知情同意书，研究方案获得所在医院伦理委员会

批准。人肝癌细胞系SMMC-7721、Hb611、HepG2和

BEL-7405 是从中山大学细胞研究库获得。RPMI-

1640培养基购自美国Gibco公司，Lipofectamine 2000

转染质粒和 siRNA购自日本TaKaRa公司，miR-375-

siRNA购自美国Sigma公司，一抗YAP兔抗人抗体购

自Abcam公司，二抗辣根过氧化物酶（HRP)标记的山

羊抗兔 IgG购自碧云天公司。PCR引物由 Promega

公司设计。实验用BALB/c雌性 4周龄的裸鼠（动物

合格证号：xmsp20171118221259）购自郑州大学医学

院实验动物中心。

1.2 细胞培养

人肝癌细胞在 10%胎牛血清、100 U/ml青霉素

钠和 100 μg/ml 链霉素的 RPMI 1640 培养基中，于

5%CO2、37 ℃恒温箱中培养。将培养至对数生长期

的细胞用于后续实验。

1.3 qPCR法检测HCC组织和细胞中miR-375表达

将细胞接种在 12孔板中，生长至 50%汇合度时

进行 siRNA转染，90%用于质粒转染。根据制造商的

方案，使用 Lipofectamine 2000 转染质粒和 siRNA。

转染后第 3天收获细胞，并使用 TRIzol试剂提取总

RNA。用 ImProm-ⅡTM逆转录系统对总RNA水平进

行qPCR核酸扩增检测系统分析。反应条件：95 ℃预

变性 10 min、95 ℃变性 15 s、60 ℃退火 32 s，循环 50

次后检测其溶解曲线，通过计算机系统自动分析各

样本Ct值，用2-ΔΔCt计算miRNA的相对表达量。所有

反应用 Step-One Plus实时定量 PCR系统进行，实验

重复 3 次。引物序列：miR-375 F 为 5’-ACTTTG-

TAGTCGTAGTCGTA -3’，R 为 5’- UCGUAGUC-

GUAUGCUAGCUAGA-3’；YAP F为5’-CGG GTTT-

GTGTCGTAGTCGTAAC-3’，R 为 5’-UGACGGAG-

GCUUAUUUUCAUCAGGA-3’。

1.4 双荧光素酶报告基因检测miR-375的靶基因

从人基因组DNA扩增DANCR启动子序列，随

后插入萤光素酶报道载体 pGL3 增强子并指定为

pGL3-DANCR，使用报道质粒DANCR或对照载体共

转染 293U细胞中，培养 28 h后，将 293T细胞在裂解

缓冲液中裂解，并通过荧光素酶测定系统测量野生

型YAP-3’UTR和突变型YAP-3’UTR的荧光素酶活

性的变化、裂解物蛋白质浓度并计算其相对值。实

验重复3次。

1.5 MTT法检测肝癌HepG2细胞的增殖

将对数生长期肝癌HepG2细胞用胰蛋白酶消化

后，加入MTT液混合均匀，在 37℃下孵育 4~6 h。后

吸出上清液，每孔加入150 µl二甲基亚砜形成单细胞

悬浮液并以 1×103细胞/孔的密度接种到 24孔板中。

培养 7 d后，加入 20 µl DMSO，在室温下搅拌 10 min

使晶体充分溶解。分别在24、48、72和96 h于酶标仪

上测定波长 490 nm处的光密度（D）值，计算细胞的

增殖情况。实验重复3次。
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1.6 Transwell小室法检测肝癌HepG2细胞的侵袭

将 HepG2 细胞制成细胞悬液，以 50 µl 接种于

Transwell小室的上室（2×104个/室）中，下室中加入血

清培养基，培养 24 h后，取出Transwell小室，置于甲

醇固定渗透膜并用 0.5%结晶紫染色，在光学显微镜

下（×40）随机选取数个视野，计数穿膜细胞数。实验

重复3次。

1.7 Western blotting检测肝癌HepG2细胞中YAP的

表达

使用RIPA缓冲液提取总细胞裂解物，通过 12%

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，

并转移到 PVDF 膜，用 5% 脱脂奶粉封闭，并在 4 ℃

下加入 YAP 一抗（1∶1 000）孵育过夜。次日，充分洗

涤后加入HRP标记的羊兔 IgG二抗（1∶5 000），室温下

孵育 2 h，PBS洗涤，ECL发光液显色、显影、拍照，用

ProtParam软件对灰度值进行分析，计算蛋白相对表达

量。实验重复3次。

1.8 裸鼠肝癌皮下移植瘤模型的建立及其观察

将1×106个细胞/ml的对照组和miR-375-siRNA组

HepG2细胞分别注射于20只4周龄裸鼠的腋窝皮下。

饲养8周后处死动物，取出皮下移植瘤标本，测量瘤的

体积和质量。取移植瘤组织行免疫组化染色及Western

blotting检测移植瘤组织中YAP的表达情况。

1.9 统计学处理

采用 SPSS17.0统计学软件对数据进行分析，用

Wilcoxon秩和检验分析miR-375在肝癌细胞中的差

异表达，细胞增殖和侵袭实验各组之间差异采用 t检

验和单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 HCC 组织和 HepG2 细胞中 miR-375 和 YAP 均

高表达

qPCR 检测结果显示，HCC 组织中 miR-375 和

YAP的表达水平均显著高于癌旁组织（均P<0.05；图

1A、B)；在不同肝癌细胞中，以 HepG2 细胞 miR-375

的表达水平最高（P<0.05；图1C）。所以，后续实验选

取HepG2细胞。

*P<0.05 vs Paracancer tissues or Other cancer cells

图1 HCC组织（（A,,B））和肝癌细胞（（C））中miR-375和YAP的表达

Fig. 1 Expression of miR-375 and YAP in HCC tissues（（A, B））and liver cancer cell lines（（C））

2.2 YAP是miR-375的靶基因

生物信息学网站（TargetScan 4.2）预测结果显示，

YAP基因与miR-375的碱基序列存在部分互补，推测

YAP可能是miR-375的靶向因子（图2A）。

双荧光素酶报告基因测定结果（图2B）显示，共转

染miR-375进入293U细胞后，野生型YAP 3’UTR报告

基因的相对荧光素酶活性显著增强（P<0.05），突变型YAP

3’UTR报告基因的荧光素酶活性不受miR-375共转染

的影响（t=13.52，P>0.05）。结果表明，miR-375可以结

合YAP的3’UTR处序列上调其蛋白的表达，提示miR-

375可直接影响YAP表达及活性。

2.3 miR-375表达与HCC患者临床病理特征的关系

为证实miR-375在HCC组织标本中的表达与患

者临床病理特征的关系，将miR-375在HCC组织中表

达 ≥70% 定义为高表达水平，<70% 为低表达水

*P<0.05 vs NC group

图2 双荧光素酶实验检测miR-375和YAP之间的调控关系

Fig. 2 Regulatory relationship between miR-375 and YAP

detected by double luciferase assay
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平[13]。miR-375的表达与年龄无明显统计学差异（t=

14.62，P>0.05;表 1）。miR-375的表达与HCC患者病

理分期相关以及淋巴结转移情况有关，随着分期期

别增高，miR-375 在 HCC 组织中表达水平越高（P<

0.05；表1）。

表1 miR-375表达与HCC患者临床病理特征的关系 [n (%)]

Tab. 1 The relationship between expression of miR-375 and clinicopathological features of HCC patients [n (%)]

Clinicopathological feature

Gender

Male

Female

Age（t/a）

≤55

>55

Pathological stage

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Lymph node metastasis

No

Yes

N

55

15

18

52

15

13

35

7

41

29

High expression of miR-375

32（58.18）

8（53.33）

10 (55.56)

31 (59.62 )

7 (46.47)

8 (78.85)

30 (85.71)

6 (85.71)

9 (21.95)

19 (65.52)

Low expression of miR-375

23（41.82）

7（46.67）

8 (44.44)

21 (40.38)

8 (53.33)

5 (11.15)

5 (14.29)

1 (14.29)

32 (78.05)

10 (34.48)

P

0.468

0.865

0.006

0.005

2.4 抑制miR-375表达降低HepG2细胞的增殖能力

MTT细胞增殖实验检测结果（图3）显示，随时间

的推进，96 h时miR-375-siRNA组的肝癌HepG2细胞

的增殖率明显低于NC组（t=12.65，P<0.05）。实验结

果表明，抑制miR-375的表达后可以降低肝癌HepG2

细胞的增殖能力。

*P<0.05 vs NC group

图3 miR-375对HepG2细胞增殖能力的影响

Fig. 3 Effect of miR-375 on proliferation of HepG2 cells

2.5 抑制miR-375表达降低HepG2细胞的侵袭能力

Transwell 侵袭实验结果（图 4）显示，miR-375-

siRNA组肝癌HepG2细胞穿膜细胞数明显低于NC

对照组细胞[（48.8±8.29）vs（225.3±18.6）个，t=15.12，

P<0.05]。实验结果表明，抑制miR-375的表达后可

以降低HepG2细胞的侵袭能力。

图4 miR-375对HepG2细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，×40））

Fig. 4 The effect of miR-375 on invasive ability of

HepG2 cells（（Crystal violet ataining，，×40））

2.6 抑制miR-375表达降低裸鼠肝癌体内成瘤能力

裸鼠肝癌体内成瘤实验结果（图 5）显示，miR-

375-siRNA组裸鼠成瘤受到一定程度的限制，瘤体体

积和质量都小于NC组裸鼠（体积：t=14.02，P<0.05；

质量：t=12.96，P<0.05]。结果表明，抑制 miR-375 的

表达对肝癌细胞的体内成瘤能力具有一定程度的影

响作用。

2.7 抑制miR-375表达降低裸鼠肝癌移植瘤组织中

YAP的表达

免疫组化染色结果（图6A）显示，miR-375-siRNA

组裸鼠移植瘤组织中的 YAP 的表达水平显著低于

NC组裸鼠。Western blotting实验结果印证了免疫组

化的结果（图 6B），即miR-375-siRNA组裸鼠移植瘤

组织中 YAP 的表达水平显著低于对照组 [(0.244±
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0.032) vs (0.923±0.056)；t=13.62，P<0.05]。实验结果

表明，抑制miR-375表达后移植瘤组织中YAP水平相

应下调，miR-375可能通过调控YAP的表达影响肝癌

细胞的增殖和侵袭能力。

3 讨 论

本研究分析了miR-375在HCC组织和肝癌细胞

系中的表达差异，qPCR检测结果发现miR-375在肝

癌HepG2细胞中表达明显上调、YAP在肝癌组织中

表达水平相应上调。有研究[10-12]报道，miR-375在头

颈部肿瘤、胃癌和结肠癌中表达相对上调，但其在肝

癌中的作用尚待确定。本研究结果显示，抑制miR-

375的表达可以减弱肝癌细胞增殖和侵袭能力，从而

抑制肝癌细胞的转移能力。由此结果可以推测，

miR-375的表达在肝癌发生发展过程中起一定的促

癌作用。SELTH等[13]提出，miR-375有可能通过调控

YAP激活相关通路达到相应的目的，所以本研究通

过进一步的研究来印证这一结论的可能性。

*P<0.05 vs NC group

图5 miR-375-siRNA对裸鼠HepG2细胞体内成瘤的影响

Fig. 5 Effect of miR-375-siRNAon tumor formation of

HepG2 cells in nude mice

A: Immunohistochemical staining，×40；B: Western blotting assay

图6 miR-375-siRNA对裸鼠HepG2移植瘤组织中YAP表达的影响

Fig. 6 Effect of miR-375-siRNA on the expression of YAP in HepG2 tissues of nude mice

有较多研究揭示了miRNA在调控肿瘤细胞增殖

和迁移中发挥重要作用。例如，miR-21在多种恶性

肿瘤中呈过表达状态，促进肿瘤细胞增殖[9]。另一方

面，miR-10b参与乳腺癌细胞的侵袭和转移行为[14]。

有研究[15-16]指出，3’-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1（3’-

phosphate dependent protein kinase-1，PDK-1）是miR-

375的另一直接作用靶标，且 PDK-1是AKT信号通

路中的关键组成部分，其可调控肿瘤细胞的增殖和

迁移，在HCC和胰腺癌中存在异常表达。除了其在

恶性肿瘤中的作用外，miR-375也是哺乳动物胰岛细

胞发育和调控胰岛素分泌的重要调节因子[17]。miR-

375在肝癌细胞中过表达状态可以促进细胞增殖和

侵袭行为，这表明miR-375在HCC的发展中的发挥

一定的促癌作用。根据上述研究发现，miR-375 在

HCC的发展和预后过程中均有特殊作用，所以研究

其具体作用机制具有重要的意义。

本研究首先确定了YAP基因的3’UTR序列位点

和 miR-375 相似，可以受 miR-375 负调控表达。此

外，miR-375在HCC患者的肿瘤组织中存在高表达状

态。以往的研究结果表明，YAP 的基因组扩增和

miR-375的表达下调可导致YAP的表达下调，从而促

进HCC的发生发展过程。YAP是细胞增殖中的高效

调节因子，很多研究[18-19]支持其在哺乳动物细胞中存

在明显的致癌作用。例如，YAP的异常表达可以诱

导EMT，进而参与细胞凋亡抑制过程和细胞增殖行

为[20]。有学者[21]指出，结腣组织生长因子（comective

tissue growth factor, CTGF)是YAP的下游靶点，抑制

CTGF表达可以阻断YAP介导的细胞增殖行为，并在

软琼脂细胞集落形成实验中降低了YAP诱导的细胞

集落形成。本研究发现，miR-375的异常表达可以抑

制YAP的表达，说明miR-375可以直接干扰YAP的

信号输出。在裸鼠肝癌成瘤实验中发现，YAP在移

植瘤组织中相应表达降低。因此，可推测miR-375是

靶向针对YAP的潜在调控因子，可用于干预HCC的
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发生发展。

本研究针对miR-375在HCC中的作用及其相关

作用靶点进行了上述初步探讨，并通过验证肝癌

HepG2细胞的增殖和侵袭能力受miR-375和YAP的

相应的调控。miR-375的靶基因可能通过不同的细

胞机制协同作用。本实验鉴定YAP作为miR-375的

靶标，为miR-375的分子网络提供了新的见解。深入

探讨miR-375在肿瘤发生过程中的作用机制和其他

信号通路的联合作用情况将是课题组下一步的研究

方向。

综上所述，本实验证实了 miR-375 和 YAP 在

HCC发生发展中的潜在作用，拓展了对miR-375在肿

瘤发展过程中的作用认识，为进一步研究miR-375在

肝癌中的作用提供了一定的理论支持。
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