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miR-377-5p通过下调HIF-1α及其相关VEGF信号通路抑制肝细胞癌
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[摘 要] 目的：探讨miR-377-5p与缺氧诱导因子-1α（hypoxia inducible factor-1，HIF-1α）的靶向关系以及通过控血管内皮生长

因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）信号通路对肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）细胞增殖、侵袭和EMT的调

控作用。方法：qPCR检测35例人HCC组织及癌旁组织标本中miR-377-5p的表达水平。将HepG2细胞分为对照组、mimic NC

组、miR-377-5p mimic组，qPCR检测转染效率；EdU染色、Transwell和Western blotting（WB）检测miR-377-5p过表达对HepG2细

胞增殖、侵袭及其增殖相关蛋白Ki-67、增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）及上皮间质转化（epithelial-mes‐

enchymal transition，EMT）标志蛋白E-cadherin、N-cadherin表达的影响；qPCR、WB检测miR-377-5p过表达对HepG2细胞中，缺氧

诱导因子-1α（hypoxia inducible factor-1α，HIF-1α）表达的影响。荧光素酶报告基因实验验证 miR-377-5p 与 HIF-1α基因的靶向

关系。结果：HCC 组织中 miR-377-5p 表达水平较癌旁组织降低（P<0.01）。与对照组相比，miR-377-5p mimic组HepG2

细胞中miR-377-5p水平明显升高，细胞的增殖、侵袭能力降低（均 P<0.01），EMT、N-cadherin 表达水平降低（均 P<0.01）而

E-cadherin表达水平显著升高（P<0.01）；miR-377-5p mimic 组中 HIF-1α mRNA 和蛋白表达水平均降低（P<0.01 或 P<0.05）。

miR-377-5p靶向抑制HIF-1α基因表达，并抑制VEGF通路的激活（均P<0.05）。结论：miR-377-5p通过靶向抑制HIF-1α基因表达

和下调VEGF信号通路从而抑制HepG2细胞的增殖、侵袭和EMT。
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miR-377-5p inhibits proliferation and invasion of hepatocellular carcinoma
HepG2 cells by down-regulating HIF-1α and related VEGF signaling pathway

YANG Jin, HE Kai, ZHANG Mengyu, WU Lile, QIN Shu, FENG Chunhong, LUO Ming, XIA Xianming (Department of Hepatobiliary
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[Abstract] Objective：To explore the targeting relationship between miR-377-5p and hypoxia inducible factor-1 (HIF-1α), and investi‐

gate the regulatory effect of miR-377-5p on proliferation, invasion and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of hepatocellular carci‐

noma (HCC) cells through vascular endothelial growth factor (VEGF) signaling pathway. Methods：：The expression of miR-377-5p in

35 pairs of human HCC tissues and para-cancerous tissues was detected by qPCR. Then, HepG2 cells were divided into control

group, mimic-NC group and miR-377-5p mimic group. qPCR was used to detect the transfection efficiency; the effects of miR-377-5p

over-expression on proliferation and invasion of HepG2 cells were examined by EdU staining and Transwell assay, respectively; and the

effect of miR-377-5p over-expression on the expressions of proliferation-related protein Ki-67, proliferating cell nuclear antigen

(PCNA) and epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers (E-cadherin and N-cadherin) were detected by Western blotting (WB);

the effect of miR-377-5p over-expression on the expression of hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) in HepG2 cells was detected by qP‐

CR and WB; and the targeting relationship between miR-377-5p and HIF-1α gene was determined by Luciferase reporter gene assay.

Results: The expression of miR-377-5p in HCC tissues was significantly lower than that in para-cancerous tissues (P<0.01). Compared

with the control group, the expression of miR-377-5p in HepG2 cells of miR-377-5p mimic group elevated significantly, and the prolif‐

eration, invasion and the expression of N-caderin proteins decreased,significantly (all P<0.01), while the expression of E-caderin in‐

creased significantly (P<0.01). At the same time, the mRNA and protein expressions of HIF-1α in miR-377-5p mimic group decreased
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significantly (P<0.01 or P<0.05). miR-377-5p targetedly inhibited the expression of HIF-1α gene and suppressed the activation of

VEGF pathway (all P<0.05). Conclusion: miR-377-5p inhibits the proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells via targetedly inhib‐

iting HIF-1α expression and suppressing the activation of VEGF signaling pathway.

[Key words] miR-377-5p; hypoxia inducible factor-1 (HIF-1α); hepatocellular carcinoma (HCC); HepG2 cell; proliferation; invasion;

epithelial-mesenchymal transition (EMT)
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是消化

系统最常见的恶性肿瘤之一。诱发HCC的原因较多，

如乙型肝炎病毒[1]、肥胖[2]、脂肪肝[3]、真菌毒素积累[4]等，

这使得HCC的发病率持续上升[5-6]。目前，分子靶向药

物治疗是晚期HCC的主要治疗手段[7]。近年来，随着对

微小RNA（microRNA，miRNA）研究的深入，miRNA逐

渐成为肿瘤治疗领域的研究热点[8-9]。其中，miR-377是

miRNA家族中重要一员，位于人类染色体14q32.2区域

的miRNA簇上，其成熟体包括miR-377-3p和miR-377-

5p。研究表明，miR-377-3p在胃癌[10]、卵巢癌[11]中发挥

抑制肿瘤的重要作用，而miR-377-5p仅被简单地提及，

其发挥的作用机制尚不明朗。缺氧诱导因子-1α（hypoxia

inducible factor-1α，HIF-1α）是具有转录活性的核蛋白，

缺氧时HIF-1α稳定表达并与HIF-1β形成二聚体，诱导

下游基因转录以及缺氧反应[12]。HIF-1α在低氧条件下

调控血管内皮生长因子（vascular endothelial growth

factor, VEGF），控制血管生成、细胞增殖和转移，在

肿瘤的发生发展中起重要作用[13]。因此，本课题通

过研究 miR-377-5p 对 HCC 细胞中 HIF-1α 基因和

VEGF信号通路的调控作用以及对HCC细胞的增殖、

侵袭和上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，

EMT）的影响，旨在为临床上对HCC的靶向治疗提供实

验依据。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞株及主要试剂

35例HCC及相应的癌旁组织标本均由南昌大学

第二附属医院提供。其中男性 22例，女 13例，年龄

38~71岁，中位年龄 55岁；肿瘤组织均经病理学证实

为HCC组织。所有患者术前均未进行放化疗或其他

治疗，标本采集前均告知患者并签署知情同意书，且

获得所在医院伦理委员会批准。

人HCC细胞株HepG2购自北京协和基础研究所

细胞中心。

胎牛血清、RPMI 1640高糖培养基购自美国Gibco

公司，胰酶购自北京索莱宝公司，TRIzol Reagent、TaqMan

miRNA逆转录试剂盒、TaqMan miRNA定量PCR试剂

盒购自美国Thermo Fisher公司，逆转录试剂盒、PCR试

剂盒购自日本TaKaRa公司，Lipofectamine® 2000试剂

购自美国 Invitrogen公司，EdU细胞增殖检测试剂盒购

自北京索莱宝公司，HIF-1ɑ、VEGF、VEGFR2、p38、β-

Actin兔抗人一抗及辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊

抗兔二抗均购自CST公司。

1.2 细胞培养、转染及分组处理

HepG2细胞复苏后，在37 ℃、5%CO2条件下将细

胞培养于含10%FBS的RPMI 1640高糖培养基中，当

细胞汇合度达90%时进行细胞传代培养。

传代2~3次，待细胞状态稳定后取对数生长期细

胞用于实验。将HepG2细胞以 1×105个/孔的密度培

养于 6 孔板，待细胞汇合度达 50% 时，将细胞分为

Control、mimic NC、miR-377-5p mimic、HIF-1ɑ、mim‐

ic+HIF-1ɑ组，除Control组不做处理以外，其余各组

根据对应组别分别加入mimic NC、miR-377-5p mim‐

ic、HIF-1ɑ过表达载体，操作步骤按照转染试剂盒说

明书的方法执行即可，转染48 h后用于后续试验。

1.3 qPCR检测HCC组织与HepG2细胞中miR-377-

5p和HIF-1α的表达

HCC肿瘤组织及癌旁组织或HepG2细胞均使用

TRIzol Reagent提取总RNA，通过超微量核算蛋白测定

仪测定浓度。用TaqMan miRNA逆转录试剂盒或TaKaRa

逆转录试剂盒合成cDNA。引物序列：miR-377-5p F为

5'-GTCGTGGAGTCGGCAATT-3'，R 为 5'-GGCATCAC

ACAAAGGCAAC-3'；HIF-1α F 为 5'-ATTCCAGCAG

ACTCAAATACAAGA-3'，R 为 5'-GACTCAAAGCGA

CAGATAACACG-3'；β -actin F 为 5'-CTCCATCCTG‐

GCCTCGCTGT-3'，R 为 5'-GCTGTCACC TTCACC‐

GTTCC-3'。PCR反应条件：95 ℃预变性2 min，95 ℃变

性15 s，59 ℃退火15 s，共35个循环。目的分子mRNA

相对表达水平通过2-△△Ct法进行计算。

1.4 荧光素酶报告基因实验验证miR-377-5p与HIF-

1α的靶向关系

应用生物信息学软件 PicTar、TargetScan数据库

对miR-377-5p与HIF-1α的靶向关系进行预测。构建

HIF-1α野生型（Wt）和突变型（Mut）pGL3-荧光素酶

报告载体。将HepG2细胞分为空白对照组、HIF-1α

Wt组、HIF-1α Mut组，分别将miR-377-5p mimic与构

建的HIF-1α Wt和Mut荧光质粒共转染至HepG2细

胞，且各组分别设置 miR-377-5p mimic NC 阴性对

照，每组设 3个复孔，48 h后通过荧光素酶报告基因

检测系统检测荧光素酶活性。
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1.5 EdU染色法检测HepG2细胞的增殖能力

将miR-377-5p mimic以及阴性对照miR-377-5p

mimic NC分别转染至HepG2细胞，48 h后按照EdU

细胞增殖检测试剂盒操作说明进行即可。每孔加入

50 µmol/L 的 EdU 100 µl 培养基孵育 2 h，PBS 清洗

后，每孔加入4%多聚甲醛固定30 min，弃固定液后，

每孔加入甘氨酸对固定液进行中和反应，PBS清洗后

每孔加入 100 µl渗透剂后孵育 10 min；PBS清洗；每

孔加入100 µl的1×Apollo染色液孵育30 min，弃染色

反应液；加入100 µl 0.5% Triton X-100清洗2~3次；每

孔加入 100 µl 甲醇清洗后再 PBS 清洗。每孔加入

100 µl Hoechst 33342 反应液孵育 30 min 后，PBS 清

洗，共聚焦显微镜获取图像及分析。通过计数与EdU

染料结合的细胞数目，衡量细胞的增殖能力。

1.6 Transwell实验检测HepG2细胞的侵袭能力

将各转染组 HepG2 细胞以 1×105/ml 密度接种

200 µl预铺有Matrigel基质胶的Transwell小室上室，

下室加入 600 µl 含 20% FBS 的 RPMI 1640 培养基。

于37 ℃、5%CO2条件下培养24 h后，用棉签擦去基质

胶和上室未穿膜细胞，4%多聚甲醇固定 10 min后，

Giemsa染色30 min，光学显微镜下随机选择5个视野

观察、计数侵袭细胞数。

1.7 Wesern blotting（WB）检测HepG2细胞中HIF-1α、

VEGF、VEGFR2、p38蛋白的表达

将各转染组HepG2细胞消化，以1×105个细胞/孔

分别培养于 6孔板，48 h后使用PBS清洗细胞，用含

有 PMSF 的 RIPA 裂解液裂解细胞，提取总蛋白。

BCA试剂盒检测蛋白浓度后，进行 SDS-PAGE、转

膜，5% 脱脂奶粉封闭 120 min后，加入稀释度均为

1∶1 000的HIF-1α、VEGF、VEGFR2、p38和β-Actin一

抗，后加入1∶2 000的HRP标记的山羊抗兔二抗室温孵

育60 min后，加入BCL化学发光显色液，于暗室中进行

曝光显影，分析蛋白条带的灰度值，以β-actin作为内

参进行比较。

1.8 统计学处理

qPCR、EdU、Transwell、WB 等实验均重复 3 次。

所有实验数据均用统计软件 SPSS 19.0进行统计分

析。正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较用

独立的 t检验，多组间比较采用单因素方差分析。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-377-5p在HCC组织中低表达

qPCR 检测结果（图 1）显示，HCC 组织中 miR-

377-5p的表达水平显著低于癌旁组织（P<0.01）。

2.2 miR-377-5p过表达可抑制HepG2细胞的增殖

转染miR-377-5p mimic后，miR-377-5p mimic组

HepG2细胞中miR-377-5p表达水平显著高于对照组

和 mimic-NC组（均P<0.01，图 2A）。结果说明，成功

构建miR-377-5p过表达HepG2细胞株。EdU染色结

果（图 2B）所示，miR-377-5p mimic组HepG2细胞的

增殖率显著低于对照组和mimic-NC组（均P<0.01）。

WB实验（图2B）显示，miR-377-5p mimic组HepG2细

胞中Ki-67、PCNA蛋白表达水平均显著低于对照组

和 mimic-NC组（均P<0.01）。结果表明，miR-377-5p

过表达显著抑制HepG2细胞的增殖并下调增殖相关

蛋白Ki-67、PCNA的表达水平。

**P<0.01 vs Para-cancer group

图1 miR-377-5p在HCC组织中的表达

Fig.1 Expression of miR-377-5p in HCC tissues

2.3 miR-377-5p过表达可抑制HepG2细胞的侵袭及EMT

Transwell 实验结果（图 3A）显示，miR-377-5p

mimic组HepG2细胞的侵袭数量显著少于对照组和

mimic-NC 组（均 P<0.01）。WB 实验结果（图 3B）显

示，与对照组和mimic-NC组比较，miR-377-5p mimic

组HepG2细胞中E-cadherin蛋白表达水平显著升高

（P<0.01），而N-cadherin表达水平显著下降（P<0.01）。

实验结果表明，miR-377-5p 过表达显著抑制 HepG2

细胞的侵袭能力及EMT进程。

2.4 miR-377-5p靶向抑制HIF-1α基因

通过生物信息学软件及相关数据库预测 miR-

377-5p与HIF-1α的靶向关系，HIF-1α基因序列上存

在与miR-377-5p相结合的位点（图 4A）。转染miR-

377-5p mimic后，qPCR实验结果（图4B）显示，与对照组

和mimic-NC组比较，miR-377-5p mimic 组 HepG2 细

胞中 HIF-1α mRNA表达水平显著下降（P<0.05）；WB

实验结果（图 4C）显示，miR-377-5p mimic 组 HepG2

细胞中HIF-1α蛋白表达水平显著下降（P<0.01）。转

染pc-HIF-1α后，qPCR实验结果（图4D）显示，与对照

组和Vector组比较，pc-HIF-1α转染组HepG2细胞中

HIF-1α mRNA表达水平显著升高（P<0.01）。荧光素

酶报告基因实验结果（图 4E）显示，与 Vector 组和

HIF-1α Mut组比较，HIF-1α Wt组荧光素酶活性显著
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下降（P<0.01）。实验结果表明，miR-377-5p靶向作用

于HIF-1α，从而在mRNA和蛋白水平上下调HIF-1α

的表达。

2.5 miR-377-5p逆转HIF-1α过表达诱导的VEGF通

路活化

WB实验结果显示，与对照组比较，miR-377-5p

mimic组HepG2细胞中HIF-1α蛋白的表达水平显著

下降（P<0.05），HIF-1α组中HIF-1α蛋白的表达水平

显著上升（P<0.05）；与HIF-1α组比较，mimic+HIF-1α

组HepG2细胞中 HIF-1α 蛋白表达水平显著下降

（P<0.05；图 5A）。与对照组比较，miR-377-5p mimic

组细胞中VEGF、VEGFR2、p38蛋白表达水平均显著

下降（均 P<0.05），HIF-1α组中 VEGF、VEGFR2、p38

蛋白表达水平均显著上升（均P<0.05），与HIF-1α组

相比，mimic+HIF-1α组中 VEGF、VEGFR2、p38 蛋白

表达量均显著下降（均P<0.05，图5B）。

**P<0.01 vs Control or mimic-NCgroup

A: Transfection of miR-377-5p in cells; B: The proliferation of cells was determined by EdU assay (×400);

C: The expressions of proliferation-related proteins were detected by WB assay

图2 miR-377-5p过表达对HepG2细胞增殖的影响

Fig.2 Effects of miR-377-5p over-expression on proliferation of HepG2 cells

**P<0.01 vs Control or Mimic-NCgroup

A: The cell invasion was determined by Transwell test (Giemsa staining,×400);

B: The expressions of EMT-related proteins were detected by WB assay

图3 miR-377-5p过表达对HepG2细胞侵袭的影响

Fig.3 Effects of miR-377-5p over-expression on invasion of HepG2 cells
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*P<0.05,**P<0.01 vs Control or Mimic-NC orVector group

A: Prediction of target gene of miR-377-5p; B: The gene expression of HIF-1α; C: Relative protein level of HIF-1α; D: Transfection of

HIF-1α over-expression vector; E: Luciferase assay for testing the targeting relationship between miR-377-5p and HIF-1α

图4 miR-377-5p与HIF-1α基因的靶向关系

Fig.4 Targeting relationship between miR-377-5p and HIF-1α gene

3 讨 论

随着HCC发病率逐年升高，人类的健康受到了

严重的威胁。中国是乙型肝炎的高发国家，使得

HCC成为中国最常见的恶性肿瘤之一[14]。目前，临

床上对于HCC的治疗主要取决于HCC临床分期，治

疗方案包括肝切除术[15]、局部消融治疗[16]、分子靶向

药物治疗、栓塞治疗等[17]。近年来研究发现，miR-377

在多种肿瘤中起重要作用。WANG等[10]发现，miR-

377在胃癌组织及细胞系中表达显著低于正常的胃

组织，且miR-377过表达可抑制胃癌细胞增殖、迁移

和侵袭。CAO等[18]发现，在宫颈癌组织中miR-337-

3p的表达水平显著低于正常组织，且miR-337-3p 表

达水平与宫颈癌的主要临床病理特征密切相关。本

研究结果发现，在HCC组织中miR-337-5p的表达水

平显著低于癌旁组织。结果提示，miR-337-5p可能

也起到抑制HCC发展的重要作用。

为进一步验证上述的猜想，本课题研究了miR-

377-5p对HepG2细胞增殖及增殖相关蛋白和EMT标

志性蛋白表达的影响以及对HCC细胞侵袭力的影

响。Ki-67是与核糖体RNA转录有关的核蛋白，近几

十年来，Ki-67蛋白已被广泛用作人肿瘤细胞的增殖

标志物[19]。增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear

antigen，PCNA）在DNA复制和复制相关过程中起关

键作用，同时发挥启动细胞增殖的作用，可较好反应

细胞增殖状态[20]。在肿瘤组织中，EMT的过度活化

导致肿瘤细胞的迁移、侵袭能力增强[21]，而细胞黏附

因子 E-cadherin 表达下调，N-cadherin 表达上调是

EMT活化的标志。本研究结果显示，miR-377-5p过

表达可以显著降低 HepG2 细胞增殖水平和侵袭能

力，下调增殖相关蛋白Ki-67、PCNA的表达量，同时

上调 E-cadherin、下调 N-cadherin。这提示 miR-377-

5p过表达抑制HepG2细胞的增殖，同时还抑制EMT

过程减少HCC细胞的转移及侵袭。

HIF-1普遍存在于人和哺乳动物细胞内，其活性

亚基HIF-1α的表达受缺氧信号的调控。有研究[22]显

示，缺氧可以通过活化EMT过程促进喉癌细胞侵袭

和迁移。LEE等[23]发现，ELK3可以通过调控HIF-1α

表达促达，进而促进HCC细胞的迁移和侵袭。此外，

ZHANG等[24]发现，HIF-1α通过与结肠癌细胞中的肿
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瘤起始因子 E 盒结合锌脂蛋白 1（zine finger E-box

binding proteinic1，ZEB1）的启动子结合而增强EMT

和肿瘤转移。本研究结果显示，miR-377-5p可以靶

向抑制HIF-1α基因的表达，其机制可能是miR-377-

5p调控HIF-1α基因的表达进而影响HepG2细胞的增

殖和侵袭。

*P<0.05 vs Control group; △P<0.05 vs HIF-1α group

A: Effect of miR-377-5p on protein level of HIF-1α; B: Effect of miR-377-5p and HIF-1α on VEGF pathway

图5 miR-377-5p对HIF-1α过表达诱导的VEGF通路活化的影响

Fig.5 Effects of miR-377-5p on activation of VEGF pathway induced by over-expression of HIF-1α

VEGF是一种血管内皮细胞的特异性有丝分裂

原，在低氧环境下VEGF与内皮细胞膜上VEGF受体

结合，进而激活有丝分裂原活化蛋白激酶（mitogen-

activated protein kinase，MAPK），诱导血管内皮细胞

增生。同时，VEGF是HIF-1的靶基因之一，受HIF-1作

用的调控。VEGF受体主要分为 3种，其中VEGFR-1

和VEGFR-2主要分布在肿瘤血管内皮表面，调控肿

瘤血管的生成[25-26]。已有较多的研究[27]证实，VEGF

对肿瘤细胞EMT发挥着调控作用。MAPK可以分为

4个亚族，其中p38、MAPK在近几年中被发现与多种

肿瘤细胞凋亡有密切关系。有研究[28]显示，在乳腺癌

MCF-7细胞中VEGF/VEGFR2和 p38之间存在信号

转导的联系，并且抑制该通路的活性有助于降低乳

腺癌MCF-7细胞对三苯氧胺耐药性。本研究结果显

示，miR-377-5p过表达显著抑制HIF-1α蛋白的表达，

并逆转 HIF-1α过表达诱导的下游靶基因 VEGF、

VEGFR2、p38蛋白表达水平升高。

综上所述，miR-377-5p可以靶向抑制HIF-1α基

因的表达，进而抑制EMT进程，减弱HepG2细胞侵

袭与转移能力；另一方面，通过下调HIF-1α表达，抑

制 HIF-1α/VEGF/p38 通路，进而抑制 HepG2 细胞的

增殖和侵袭。目前，关于miR-377-5p作用机制的相

关报道不多，且大量研究证明在癌症患者中HIF-1的

靶基因乳酸脱氢酶（lactic dehydrogenase，LDH）水平

明显升高，因此后期本课题组将探究miR-377-5p靶

向抑制HIF-1α基因后对LDH和下游MAPK通路的

调控作用，以期进一步探明miR-377-5p在抑制肿瘤

发展过程中的作用机制。
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