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[摘 要] 目的：探讨miRNA let-7i-5p在肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）组织中的表达水平及其对RCC细胞 769-P的增

殖、迁移、侵袭和透明质酸结合蛋白4（hyaluronan-binding protein 4，HABP4）表达的影响。方法：利用TCGA RCC数据库及GEO

数据库对 let-7i-5p在RCC组织中的表达进行meta分析。体外常规培养人RCC细胞769-P并对其进行转染，根据转染物不同分为

过表达组（转染 let-7i-5p模拟物）、抑制组（转染 let-7i-5p抑制物）和对照组（转染NC序列）。采用CCK-8、细胞划痕实验、Transwell

实验及WB法检测 let-7i-5p对769-P细胞增殖活力、划痕愈合率、穿膜侵袭细胞数及HABP4表达水平的影响。双荧光素酶报告基

因实验验证 let-7i-5p与HABP4 mRNA的靶向关系。结果：分析TCGA RCC数据库及 5个GEO数据集（GSE23085、GSE47582、

GSE95385、GSE16441和GSE71302）中数据结果显示，let-7i-5p在RCC组织中的表达水平显著高于正常肾组织（均P<0.05）。体

外实验结果显示，与对照组相比，过表达组在24、48及72 h时细胞增殖活力显著升高，而抑制组显著降低（均P<0.01）；过表达组

的划痕愈合率 [（37.276±2.058）% vs（15.663±2.949）%，P<0.01]和穿膜侵袭细胞数[（377.000±34.044）vs（255.667±25.384）个，

P<0.01]均显著升高，而抑制组的划痕愈合率[（8.791±2.568）% vs（15.663±2.949）%，P<0.05]和穿膜侵袭细胞数[（170.333±14.978）

vs（255.667±25.384）个，P<0.01]均显著降低。在野生型HABP4-3’URT质粒组中，过表达 let-7i-5p可显著抑制细胞的荧光素酶活

性（P<0.01）；而在突变型HABP4-3’URT质粒组中，过表达 let-7i-5p对细胞的荧光素酶活性无影响（NS，P>0.05）。WB检测结果

显示，与对照组相比，过表达组的HABP4和E-cadherin的水平均降低（均P<0.01）、CDK2的水平升高（P<0.01），而抑制组则相反

（均P<0.01）。结论：Let-7i-5p在RCC组织中呈高表达，其可能通过靶向HABP4基因来促进769-P细胞的增殖、迁移和侵袭。
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Highly expressed miRNA let-7i-5p in renal cell carcinoma tissues regulates the
malignant biological behaviors of 769-P cells through hyaluronan-binding protein 4
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[Abstract] Objective: To investigate the expression level of miRNA let-7i-5p in renal cell carcinoma (RCC) tissues and to explore its

effect on the proliferation, migration, invasion, and hyaluronan-binding protein 4 (HABP4) expression in human RCC 769-P cells.

Methods: A meta-analysis of let-7i-5p expression in RCC tissues was performed using the TCGA RCC database and GEO database.

The human RCC 769-P cells were routinely cultured for transfection in vitro, and were divided into three groups according to different

transfection materials: overexpression group (transfected with let-7i-5p mimics), inhibition group (transfected with let-7i-5p inhibitors),

and control group (transfected with NC sequence). CCK-8, cell scratch test, Transwell assay, and WB method were used to detect the

effects of let-7i-5p on the proliferation, scratch healing rate, invaded cell numbers and HABP4 expression in 769-P cells. Dual-

luciferase reporter gene assay was performed to demonstrate the targeting relationship between let-7i-5p and HABP4. Results: Data

analysis of TCGA RCC database and 5 GEO data sets (GSE23085, GSE47582, GSE95385, GSE16441, and GSE71302) showed that

the expression level of let-7i-5p was significantly higher in RCC tissues than in normal kidney tissues (all P <0.05). As shown by in

vitro experiments, compared with the control group, the cell proliferation activity of the overexpression group was significantly

increased at 24, 48, and 72 h, while that of the inhibition group was decreased (all P<0.01). The scratch healing rate [(37.276±

2.058)% vs (15.663±2.949)%, P<0.01] and the invaded cell numbers [(377.000±34.044) vs (255.667±25.34), P<0.05] were significantly
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increased in the overexpression group, while the scratch healing rate [(8.791±2.568) % vs (15.663±2.949) %, P<0.05] and the invaded

cell numbers [(170.333±14.978) vs (255.667±25.384), P<0.01] were significantly reduced in the inhibition group. The luciferase

activity was significantly inhibited by the overexpression of let-7i-5p in the wild-type HABP4-3'URT plasmid group (P<0.01), while no

statistical difference was observed in the mutant HABP4-3'URT plasmid group (P>0.05). WB results showed that compared with the

control group, the expression of HABP4 and E-cadherin in the overexpression group was decreased (all P<0.01), and the expression of

CDK2 was increased (P<0.01), while the inhibition group showed the opposite trend (all P<0.01). Conclusion: Let-7i-5p is highly

expressed in RCC tissues and promotes the proliferation, migration, and invasion of 769-P cells possibly by targeting HABP4.

[Key words] renal cell carcinoma (RCC); miRNA; let-7i-5p; 769-P cell; hyaluronan-binding protein 4 (HABP4); proliferation;

migration; invasion
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肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）又称肾腺

癌或肾癌，是一种起源于肾小管上皮细胞的恶性肿

瘤，为泌尿系统最常见的肿瘤之一，近几年其发病率

逐年升高[1]。肿瘤复发是当前RCC治疗中的重大难

题，有近 40%的患者在术后 5年内出现复发[2]。由于

RCC对化疗和放疗均不敏感，目前以外科切除为主

要治疗手段，但复发和转移仍是肿瘤手术后需面对

的难题[3]。因此，寻找RCC生物标志物和特异性的治

疗靶点对预防肿瘤复发、转移和提高患者术后生存

率有重要意义。miRNA是一类内源性不编码蛋白质

的小单链 RNA 分子，可通过与 mRNA 结合并抑制

mRNA翻译或促进其降解而调节基因表达[4-5]。Let-7

是最早被发现的miRNA之一，在物种中高度保守并

广泛表达[6-7]。作为 let-7家族的成员，let-7i-5p已被发

现在各种肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭中发挥重要

作用[8-10]，但其在RCC中的作用仍不清楚。本研究将

let-7i-5p 模拟物（mimic）和抑制物（inhibitor）瞬时转

染至人RCC细胞769-P中以观察其对细胞增殖、迁移

和侵袭的影响，同时探讨此影响是否通过靶向透明

质 酸 结 合 蛋 白 4（hyaluronan-binding protein 4，

HABP4）实现。

1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂

人RCC细胞769-P购自中科院上海细胞研究所，

let-7i-5p模拟物、抑制物和阴性对照（NC）均购自广州

锐博生物科技有限公司，脂质体 LipofectamineTM

3000购自美国Thermo公司，RPMI 1640培养基、胎牛

血清和胰蛋白酶均购自Gibco公司，CCK-8及双荧光

素酶报告基因检测试剂盒均购自上海碧云天生物科

技公司，兔抗HABP4多克隆抗体购自Abnova公司，

鼠源抗 CDK2、抗 E-cadherin 及抗 GAPDH 单克隆抗

体均购自美国Proteintech公司。

1.2 TCGA RCC数据库及GEO数据库中 let-7i-5p表

达数据的meta分析

下载 TCGA RCC 数据库及 GEO 数据库（5 个

RCC 数 据 集 ：GSE23085、GSE47582、GSE95385、

GSE16441 和 GSE71302）中 let-7i-5p 的表达数据，采

用GraphPad Prism 6.0软件进行meta分析，计算所有

样本的标准化均数差（SMD）和95%置信区间（CI）。

1.3 细胞培养、转染和分组

复苏 769-P 细胞，用含 10% 胎牛血清的 RPMI

1640培养基于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养，

用 0.25%胰蛋白酶消化传代。按照 1×105个/孔将对

数生长期的 769-P细胞接种于 6孔板内，待细胞生长

至 50%~60% 汇合时，采用脂质体 LipofectamineTM

3000对 769-P细胞进行转染。根据转染物的不同分

为过表达组（转染 let-7i-5p模拟物）、抑制组（转染 let-

7i-5p抑制物）和对照组（转染NC序列），转染 48 h后

收集细胞，提取蛋白用于WB检测。

1.4 CCK-8法检测 let-7i-5p对769-P细胞增殖的影响

将转染后的细胞按 2×103 个 /孔的密度接种于

96 孔板中，分别于 0、24、48、72 h 后向每个孔加入

10 μl CCK-8 溶液，继续培养 4 h 后用酶标仪测定

450 nm处的各孔光密度（D）值，以D值代表细胞的增

殖活力。

1.5 细胞划痕实验检测 let-7i-5p对 769-P细胞迁移

的影响

将转染后的细胞接种于6孔板中，待细胞生长至

覆盖孔底面积的90%后，用200 μl移液器吸头在孔底

的细胞层上划一直线，形成划痕，培养 24 h。在倒置

显微镜下观察、拍照并测量划痕宽度，划痕愈合率=

（1-24 h时宽度/起始宽度）×100%。

1.6 Transwell 实验检测 let-7i-5p 对 769-P 细胞侵袭

的影响

将Transwell小室用人工基膜（matrigel）包被后，

在上室中加入无血清细胞悬液 200 μl（约含 1×105个

细胞），下室加入 500 μl 含 10% 胎牛血清的 RPMI

1640培养基，24 h 后取出小室用 PBS 洗涤并用棉

签擦除小室上层未穿膜细胞，甲醇固定穿膜细胞

20 min，结晶紫染色，倒置显微镜下计数穿膜细

胞数。
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1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 let-7i-5p 与

HABP4基因间的靶向关系

利用Targetscan数据库（http://www.targetscan.org/

vert_72/）预测 let-7i-5p与HABP4的潜在结合位点，将野

生型或突变型HABP4基因3’端非编码区（3’UTR）序

列克隆至荧光素酶报告质粒pmirGLO上。用脂质体

LipofectamineTM 3000将野生型或突变型荧光素酶报告

质粒与 let-7i-5p模拟物或阴性对照共转染，48 h后用双

荧光素酶报告基因检测试剂盒测定萤火虫和海肾荧光

素酶的活性并计算相对荧光素酶活性。

1.8 WB法检测 let-7i-5p对769-P细胞中相关蛋白表

达的影响

细胞转染 48 h后采用蛋白裂解液提取总蛋白，

BCA 试剂盒测定蛋白浓度，50 μg/泳道上样，通过

10% SDS-PAGE进行蛋白分离，然后通过湿转法将蛋

白转移至PVDF膜，置于 5%脱脂奶粉液中封闭 2 h，

加入一抗 [HABP4（1∶1 000）、CDK2（ 1∶1 000）、

E-cadherin（1∶5 000）、和 GAPDH（1∶5 000）]后 4 ℃

放置过夜，次日加入二抗 [HRP 标记的羊抗兔二抗

（1∶10 000）或HRP标记的羊抗鼠二抗（1∶10 000）]室

温下放置2 h。洗膜后，采用ECL化学发光法进行显影，

采用Gel-ProAnalyzer软件计算各条带的光密度值。

1.9 统计学处理

采用SPSS 23.0版软件进行统计学分析。符合正

态分布的计量数据以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因

素方差分析，多组中两两比较采用SNK法，以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Let-7i-5p在RCC组织中呈高表达

通过TCGA及GEO数据库获得 let-7i-5p在RCC组

织及正常肾组织中的表达数据，对其进行meta分析，结

果（图1）发现，在TCGA RCC数据库及5个GEO数据集

（GSE23085、GSE47582、GSE95385、GSE16441 和

GSE71302）中RCC组织 let-7i-5p表达水平高于正常肾

组织水平，差异有统计学意义（P<0.05）。

图1 RCC组织与正常肾组织 let-7i-5p水平比较的森林图

Fig.1 Forest plot for the comparison of let-7i-5p expression

in RCC and normal kidney tissues

2.2 Let-7i-5p过表达促进769-P细胞的增殖

CCK-8法检测结果（图 2）显示，与对照组相比，

过表达组在 24、48及 72 h时细胞增殖活力均显著升

高，而抑制组则降低，组间差异有统计学意义（均P<

0.01）。

**P<0.01 vs Control group

图2 Let-7i-5p对769-P细胞增殖的影响

Fig.2 The effect of let-7i-5p on the proliferation of 769-P cells

2.3 Let-7i-5p水平变化对769-P细胞迁移的影响

划痕实验结果（图 3）显示，与对照组的相比，过

表达组的划痕愈合率显著升高[（37.276 ±2.058）% vs

（15.663±2.949）% ，P<0.01）]，而抑制组的划痕愈

合率显著降低[（8.791±2.568）% vs（15.663±2.949）%，

P<0.05）]。

2.4 Let-7i水平变化对769-P细胞侵袭的影响

Transwell小室实验结果（图4）显示，与对照组的

（255.667±25.384）个相比，过表达组的穿膜细胞数增

加至（377.000±34.044）个，而抑制组的穿膜细胞数减

少至（170.333±14.978）个，组间差异均有统计学意义

（P<0.05）。

2.5 Let-7i-5p能够与HABP4 mRNA靶向结合

利用Targetscan程序在线预测发现，HABP4基因

的3’UTR含有 let-7i-5p的潜在互补结合位点。双荧

光素酶报告基因实验结果（图 5）表明，let-7i-5p模拟

物与野生型HABP4-3’URT质粒共转染时，荧光素酶

活性显著降低（P<0.05），而与突变型型 HABP4-

3’URT质粒共转染时，荧光素酶活性无显著变化

（P>0.05）。

2.6 let-7i-5p水平变化对769-P细胞中蛋白表达的影响

WB检测结果（图6）显示，与对照组相比，过表达组

的HABP4 和 E-cadherin 的水平均显著降低，CDK2的

水平显著升高（均 P<0.01）；而抑制组的 HABP4和

E-cadherin的水平均显著升高，CDK2的水平显著降低

（均P<0.01）。

3 讨 论

RCC是一种肾恶性肿瘤，主要起源于肾实质肾小
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管上皮系统，占所有肾恶性肿瘤的80%~85%。近年来，

在全球范围内RCC的发病呈现上升的趋势，每年发病

率约增长2%[11]。目前，RCC缺乏早期的诊断标志，晚期

和转移后的RCC对放疗和化疗均不敏感。尽管已在探

究RCC潜在分子机制方面取得了一定进展，但在诊断

和预后预测中仍缺少有效的标志物。近年来，miRNA

已成为一种新型的生物调节因子，可作为新的诊治和

预后生物标志物[12]。越来越多的研究证据[13-14]表明

miRNA在RCC中发挥重要作用，参与细胞增殖、凋亡、

迁移及侵袭等过程。寻求有效的靶向miRNA的基因治

疗靶点已成为RCC研究的热点。

图3 Let-7i-5p对769-P细胞迁移的影响（×100）

Fig.3 The effect of let-7i-5p on the migration of 769-P cells (×100)

图4 Let-7i-5p对769-P细胞侵袭的影响（×200）

Fig.4 The effect of let-7i-5p on the invasion of 769-P cells (×200)

**P<0.01 vs NC group

A: Binding site between let-7i-5p and HABP4; B: The targeted

relationship between let-7i-5p and HABP4 was verified by Dual-

luciferase reporter gene assay

图5 HABP4基因是 let-7i-5p的结合靶标

Fig.5 HABP4 gene was proved to be a binding target of let-7i-5p

Let-7i-5p可以在各种肿瘤（胶质母细胞瘤、结肠

癌、胃癌和食管癌等）中充当抑癌基因，如 let-7i-5p直

接靶向UDP-半乳糖-4-差向异构酶和核因子κB激酶

抑制剂 ε，从而减少胶质母细胞瘤细胞的增殖和迁

移[8，15]；靶向激肽释放酶相关肽酶 6抑制结肠癌细胞

的增殖和转移[10]；通过靶向Ⅰ型胶原 α1链显著抑制

胃癌的增殖、侵袭和转移[16]；通过靶向药物转运蛋白

ABCC10（ATP结合盒亚家族C成员 10）显著抑制食

管癌细胞的增殖并促进顺铂诱导的凋亡[17]。而在肝

细胞癌中，let-7i-5p具有双重作用：一方面，let-7i-5p

通过靶向胰岛素样生长因子 2-mRNA结合蛋白 1、2

和3和抗凋亡蛋白来抑制肝癌的生长[18-19]；另一方面，

let-7i-5p通过靶向肝癌细胞中的血小板反应蛋白-1

逆转组蛋白去乙酰化酶 6（histone deacetylase 6，

HDAC6）的肿瘤抑制作用[9]。HABP4是一种首先在

··1078



扈星, 等 . 肾细胞癌组织中高表达的miRNA let-7i-5p通过透明质酸结合蛋白4调控769-P细胞的恶性生物学行为

霍奇金淋巴瘤细胞中被证实的核/质调节蛋白[20]，它

可以参与细胞增殖、肿瘤发生、RNA转录和剪接以及

端粒维持等生理过程。研究[21]表明，过表达HABP4

引起肿瘤细胞周期发生G1期阻滞，从而抑制细胞增

殖。HABP4 可以通过与内源剪接蛋白 hnRNPQ 和

SFRS9 30结合而影响E1A pre-mRNA的剪接模式[22]。

小分子泛素样修饰体-1（small ubiquitin-like modifier -

1，SUMO-1）修饰的HABP4与转录、RNA剪接、翻译、

核糖体生物发生、有丝分裂细胞周期和凋亡等生物

学过程有关，而SUMO-2修饰的HABP4与基因表达

的控制（转录、剪接和翻译）和端粒的维持密切

相关[22]。

**P<0.01 vs Control group

A: Effect of let-7i-5p overexpression or downregulation on the expression of HABP4, CDK2 and E-cadherin;

B: WB was quantified by gray value analysis using ImageJ software

图6 各组769-P细胞的HABP4、CDK2及E-cadherin蛋白表达水平

Fig.6 The protein expression levels of HABP4, CDK2 and E-cadherin in 769-P cells of each group

本研究首先通过分析 TCGA 及 GEO 数据库中

RCC数据发现，let-7i-5p在RCC组织中的表达水平显

著高于正常肾组织；通过向RCC细胞 769-P中转染

let-7i-5p模拟物上调 let-7i-5p的表达后，发现HABP4

的表达显著降低，细胞周期蛋白CDK2的水平升高、

迁移相关蛋白E-cadherin表达降低，且 769-P细胞增

殖、迁移及侵袭能力增加；而通过转染 let-7i-5p抑制

剂下调 let-7i-5p的表达后，发现HABP4的表达增加，

细胞周期蛋白 CDK2 的水平降低、迁移相关蛋白

E-cadherin表达升高，同时769-P细胞的增殖、迁移与

侵袭能力受到抑制。上述结果提示，在 769-P 细胞

中，let-7i-5p 可发挥促癌基因的功能，同时可能对

HABP4表达具有调节作用。进一步通过Targetscan

数据库分析和荧光素酶报告基因实验测定证实，

HABP4是 let-7i-5p的靶基因。由此推测，let-7i-5p可

能通过调节HABP4的表达参与RCC的发生和发展。

然而HABP4在 let-7i-5p调控RCC细胞增殖、迁移和

侵袭中的重要性及其调控RCC发生发展的具体机制

仍有待进一步的研究。

综上所述 ，本研究发现 let-7i-5p 在 RCC 细胞

769-P 中发挥促癌基因的功能，其可能通过靶向

HABP4来调控肿瘤细胞的增殖、迁移与侵袭。以上

发现为 let-7i-5p作为潜在的RCC诊断标志物和治疗

靶点提供了实验基础。
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