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微小RNA-320a和钠氢交换调控因子1
在肝细胞癌中的表达及机制

丁兢, 段斌炜, 邸亮（首都医科大学附属北京佑安医院 普外中心，北京 100069）

摘要：目的 探讨微小RNA（microRNA，miRNA）-320a和钠氢交换调控因子1（Na+/H+ exchanger 
regulatory factor 1，NHERF1）在肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）中的表达及机制。方

法 收集首都医科大学附属北京佑安医院2015年1月至2016年1月经手术治疗的HCC患者肝癌组织及癌

旁组织。采用反转录聚合酶链式反应（reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）检测

miR-320a和NHERFl在HCC组织、癌旁组织、HCC细胞株Bel-7402和正常肝细胞株HL-7702中的表达。

将体外培养的Bel-7402细胞分为对照组、空白组和miR-320a转染组，空白组中仅加入2 ml全培养基；

对照组加入2 ml空载体质粒；miR-320a组将稀释的miR-320a混合液加入到完全养基中，最终体积为

2 ml；采用RT-PCR检测Bel-7402细胞中miR-320a、NHERF1及β-catenin的表达，采用流式细胞术检测

Bel-7402细胞的凋亡，采用Transwell检测Bel-7402细胞迁移侵袭能力。结果 miR-320a（0.51 ± 0.01 vs 
0.83 ± 0.02）和NHERFl（0.78 ± 0.02 vs 1.42 ± 0.05）在肝癌组织中的表达均显著低于癌旁组织，差异

有统计学意义（t值分别为-80.25、-68.05，P均＜ 0.001）。miR-320a（0.75 ± 0.03 vs 0.81 ± 0.04）和

NHERFl（0.79 ± 0.05 vs 1.58 ± 0.05）在Bel-7402细胞中的相对表达量均显著低于HL-7702，差异有统

计学意义（t = -2.73，P = 0.021，t = -27.60，P ＜ 0.001）。对照组、空白组和miR-320a转染组在Bel-
7402细胞中miR-320a相对表达量分别为0.77 ± 0.04、0.79 ± 0.05和1.28 ± 0.07，差异有统计学意义（H = 
11.66，P = 0.003），miR-320a转染组显著高于对照组和空白组（H值分别为8.308、8.308，P值分别

为0.004、0.004）。对照组、空白组和miR-320a转染组Bel-7402细胞中NHERFl相对表达量分别为0.82 ± 
0.04、0.70 ± 0.04和1.46 ± 0.06，差异有统计学意义（H = 15.17，P = 0.001），miR-320a转染组显著

高于对照组和空白组（H值分别为8.337、8.308，P值分别为0.004、0.004）。空白组、对照组和miR-
320a转染组Bel-7402细胞凋亡率分别为11.2%、11.4%、32.5%，差异有统计学意义（χ2 = 9263.95，
P ＜ 0.001）。其中miR-320a转染组显著高于空白组和对照组（χ2值分别为7508.35、5100.96，P均＜ 
0.001），空白组和对照组间差异无统计学意义（χ2 = 1.024，P = 0.311）。miR-320a组Bel-7402迁移能

力显著降低。对照组、空白组和miR-320a转染组Bel-7402细胞中β-catenin的相对表达量分别为1.66 ± 
0.07、1.62 ± 0.06、0.64 ± 0.02，差异有统计学意义（H = 12.117，P = 0.002）。其中，miR-320a转染

组显著低于空白组和对照组（H值分别为8.308、8.308，P值分别为0.004、0.004），空白组和对照组

间差异无统计学意义（H = 1.641，P = 0.200）。结论 miR-320a和NHERF1在HCC中表达降低，miR-
320a可能通过Wnt信号转导通路发挥作用，抑制癌细胞的增殖。
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Abstract: Objective To investigate the expression and mechanism of microRNA (miRNA)-320a and Na+/
H+ exchanger regulatory factor 1 (NHERF1) on hepatocellular carcinoma (HCC). Methods The liver cancer 
tissues and adjacent tissues of patients with HCC who were operated on in Beijing YouAn Hospital, Capital 
Medical University from January 2015 to January 2016 were collected. Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to detect the expression of miR-320a and NHERF1 in HCC tissues, 
adjacent tissues, HCC cell line BEL-7402 and normal liver cell line HL-7702. BEL-7402 cells were divided 
into control group, blank group and miR-320a transfection group. The blank group was added with 2 ml 
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medium; the control group was added with 2 ml plasmid; the miR-320a transfection group was added with 
diluted miR-320a mixture into the medium, and the final volume was 2 ml. RT-PCR was used to detect 
the expression of miR-320a, NHERF1 and β-catenin in Bel-7402 cells, flow cytometry was used to detect 
the apoptosis of Bel-7402 cells, and Transwell was used to detect the migration ability of Bel-7402 cells. 
Results The expression of miR-320a (0.51 ± 0.01 vs 0.83 ± 0.02) and NHERFl (0.78 ± 0.02 vs 1.42 ± 0.05) 
in liver cancer tissues were significantly lower than those in adjacent tissues, the differences were statistically 
significant (t = -80.25, -68.05; P ＜ 0.001). The expression of miR-320a (0.75 ± 0.03 vs 0.81 ± 0.04) and 
NHERFl (0.79 ± 0.05 vs 1.58 ± 0.05) in Bel-7402 cells were significantly lower than those in HL-7702 cells, 
the differences were statistically significant (t = -2.73, P = 0.021; t = -27.60, P ＜ 0.001). The expression of 
miR-320a in Bel-7402 cells in control group, blank group and miR-320a transfection group were 0.77 ± 0.04, 
0.79 ± 0.05 and 1.28 ± 0.07, the difference was statistically significant (H = 11.66, P = 0.003). The expression 
of miR-320a in Bel-7402 cells in miR-320a transfection group was significantly higher than those in control 
group and blank group (H = 8.308, 8.308; P = 0.004, 0.004). The expression of NHERFl in Bel-7402 cells in 
control group, blank group and miR-320a transfection group were 0.82 ± 0.04, 0.70 ± 0.04 and 1.46 ± 0.06, 
the difference was statistically significant (H = 15.17, P = 0.001). The expression of NHERFl in Bel-7402 
cells in miR-320a transfection group was significantly higher than those in control group and blank group 
(H = 8.337, 8.308; P = 0.004, 0.004). The apoptosis rate of Bel-7402 cells in control group, blank group and 
miR-320a transfection group were 11.2%, 11.4% and 32.5%, respectively, the difference was statistically 
significant (χ2 = 9263.95, P ＜ 0.001). The apoptosis rate of Bel-7402 cells in miR-320a transfection group 
was significant higher than those in blank group and control group (χ2 = 7508.35, 5100.96; all P ＜ 0.001). 
There was no significant difference between blank group and control group (χ2 = 1.024, P = 0.311). The 
migration ability of BEL-7402 cells reduced significantly. The relative expression of β-catenin in Bel-7402 
cells in control group, blank group and miR-320a transfection group were 1.66 ± 0.07, 1.62 ± 0.06 and 0.64 ± 
0.02, respectively, the difference was statistically significant (H = 12.117, P = 0.002). The relative expression 
of β-catenin in Bel-7402 cells in miR-320a transfection group was significant lower than those in blank group 
and control group, (H = 8.308, 8.308; P = 0.004, 0.004). There was no significant difference between blank 
group and control group (H = 1.641, P = 0.200). Conclusions The expression of miR-320a and NHERF1 
decreased in HCC. MiR-320a may inhibit the proliferation of cancer cells by Wnt signal transduction pathways
Key words: Hepatocellular carcinoma; MicroRNA-320a; Na+/H+ exchanger regulatory factor 1; Expression; 
Wnt signaling transduction pathway; Apoptosis

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

我国常见的恶性肿瘤之一，占原发性肝癌的90%，

具有恶性程度高、早期诊断率低、预后差及病死率

高的特点[1]。HCC的治疗手段多样，包括肝切除和肝

移植手术治疗，经肝动脉栓塞治疗、靶向治疗、放

射治疗和化学治疗等，其中靶向治疗的不良反应较

小[2]。近年来，肿瘤相关基因表达的变化在肿瘤的发

生发展及转移中的作用已引起广泛重视。微小RNA
（microRNA，miRNA）是存在于真核生物中的一

类具有调控功能的小型非编码RNA，由20～25个核

苷酸构成，研究表明miRNA是通过转录后水平调控

基因的表达在生物过程中发挥作用的[3]。miR-320a
可影响多种恶性肿瘤的形成、进展和转移，因此受

到越来越多的关注，其在不同组织中的表达存在显

著差异，也在不同的恶性肿瘤中被提及，在胃癌、

乳腺癌中表达下调[4,5]。钠氢交换调控因子1（Na+/
H+ exchanger regulatory factor 1，NHERF1），也称

为EBP50，是由358个氨基酸残基组成的蛋白质[6]。

研究表明，NHERFl在多种肿瘤细胞中表达异常，

NHERF1在宫颈上皮细胞高表达，但在宫颈癌、

直肠癌及乳腺癌等癌细胞中表达降低，并出现定

位异常和入核现象，NHERFl高表达对癌细胞的增

殖具有一定抑制作用[7]。本研究拟探讨miR-320a和
NHERF1在HCC中的表达及机制。

1 资料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 组织材料  2015年1月至2016年1月于首都医科

大学附属北京佑安医院手术治疗的HCC患者共40
例，其中男性25例，女性15例，收集手术切除的

HCC组织和对应的癌旁组织（癌组织周围5 cm未受

到侵袭的组织）。所有患者术前均未进行放射治疗

和化学治疗，甲胎蛋白（alpha fetoprotein，AFP）
阳性（＞ 7 μg/L）。所有标本采集均告知患者，签

署知情同意书，并通过首都医科大学附属北京佑安
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医院伦理委员会备案。

1.1.2 细胞系  人HCC细胞株Bel-7402和正常肝细胞

株HL-7702均购自北京北纳创联生物技术研究院。

1.1.3 试剂  主要试剂为RPMI 1640培养基（美国

sigma公司），0.25%胰蛋白酶消化液（美国Gibco
公司），Trizol®RNA抽提试剂（美国ThermoFisher
公司）， c D N A 合成试剂盒（美国 A g i l e n t 
Technologies公司），Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒

（美国Abcam公司）。

1.2 方法

1.2.1 miR-320a和NHERFl在HCC组织、癌旁组织、

Bel-7402细胞株和HL-7702细胞株中表达的检测  采
用反转录聚合酶链式反应（reverse transcription-
polymerase chain reaction，RT-PCR）检测miR-320a
和NHERFl在HCC组织、Bel-7402细胞株和HL-7702
细胞株中的表达。手术切除的HCC组织和癌旁组织

标本立即放入装有RNA保存液的容器中保存。正常

肝细胞株HL-7702和HCC细胞株Bel-7402置于含有

10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中，于37 ℃、5% 
CO2饱和湿度的条件下培养，每24～48 h传代1次。

收集生长对数期的HL-7702和Bel-7402细胞。参照

相关文献[8,9]，采用Trizol法分别提取肝组织和细胞

株的总miRNA，75%乙醇洗涤沉淀出miRNA后，

再用DEPC水溶解待用。在260 nm和280 nm处测得

吸光度进行配平，然后将RNA按照miRNA逆转

录上样体系逆转录成cDNA，逆转录后的cDNA置

于-80 ℃冰箱保存备用。将逆转录的cDNA稀释后

进行RT-PCR反应，上下游引物各0.2 μmol/L，设置

95 ℃，10 min 1个循环，95 ℃，10 s，60 ℃，20 s，
72 ℃，15 s共40个循环。采用美国Bio-Rad公司荧光

定量PCR仪测定。

1.2.2 过表达miR-320a对Bel-7402细胞的影响

1.2.2.1 分组与细胞培养  在6孔板中分别加入3 ml完
全培养基，其中Bel-7402细胞浓度控制在约50%，

培养过夜，待细胞完全贴壁后，将6孔板内的完全

培养基吸出。实验分3组，空白组、对照组和miR-
320a转染组，空白组为在常规培养的Bel-7402细胞

中仅加入2 ml全培养基；对照组加入2 ml空载体质

粒；miR-320a组：将稀释的miR-320a混合液加入

到完全养基中，最终体积为2 ml。转染miR-320a
的质粒购自上海生物工程有限公司合成。每组设6
个复孔，培养48 h后通过RT-PCR检测miR-320a和
NHERF1及β-catenin的表达。

1.2.2.2 流式细胞术检测Bel-7402细胞凋亡  在培养48 h
后分别收集各组细胞。用0.25%胰蛋白酶消化，

离心收集细胞，PBS清洗3遍，用预冷的PBS将细

胞重悬，制成单细胞悬液。用双蒸水将Binding 
Buffer稀释5倍作为细胞重悬液，重悬细胞浓度为

1 × 106个/ml，每个样品管中加入100 μl细胞悬液。

检测操作参照细胞凋亡检测试剂盒说明书，染色      
30 min后使用流式细胞仪检测，采用Cell Quest软
件分析数据。

1.2.2.3 Transwell检测Bel-7402细胞迁移侵袭能力  生
长48 h后收集各组细胞，在细胞培养小室中，以1 × 
109/L每孔的密度在小室上端接种，加入200 μl无血

清培养基；在小室下端加入300 μl含10%胎牛血清

的培养基，不超过小室上端，每组设3个复孔；培

养24 h后，收集细胞，PBS洗3次，采用多聚甲醛固

定细胞30 min，结晶紫染色30 min，于光学显微镜

下观察并拍照记录。

1.3 统计学处理  采用SPSS 19.0软件进行数据分析，

miR-320a和NHERFl在HCC组织、癌旁组织、Bel-
7402和HL-7702中的相对表达量等计量资料符合正

态分布，以 x ± s表示，两组间比较采用独立样本t
检验。对照组、空白组和miR-320a转染组中miR-
320a和NHERFl和β-catenin符合正态分布，但方差不

齐，采用Kruskal-Wallis秩和检验。Bel-7402细胞凋

亡率为计数资料，以百分数表示，采用χ2检验。以

P ＜ 0.05为差异有统计学意义，秩和检验多组数据

的矫正P = 0.017。
2 结果

2.1 miR-320a和NHERFl在HCC组织和癌旁组织中的

表达  miR-320a和NHERFl在HCC组织中的表达均显

著低于癌旁组织（t值分别为-80.25、-68.05，P均＜ 
0.001），见表1。
2.2 miR-320a和NHERFl在Bel-7402和HL-7702中的表

达  miR-320a和NHERFl在Bel-7402中的相对表达

量均显著低于HL-7702（t = -2.73，P = 0.021，t = 
-27.60，P ＜ 0.001），见表2。
2.3 各组Bel-7402细胞中miR-320a和NHERFl的表达  
对照组、空白组和miR-320a转染组Bel-7402细胞

中miR-320a相对表达量差异有统计学意义（H = 

表 1  miR-320a 和 NHERFl 在 HCC 组织及癌旁组织中的

相对表达量（ x ± s）

组别 miR-320a NHERFl

HCC组织 0.51 ± 0.01 0.78 ± 0.02

癌旁组织 0.83 ± 0.02 1.42 ± 0.05

t值 -80.25 -68.05

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001
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11.66，P = 0.003），miR-320a转染组显著高于对

照组和空白组（H值分别为8.308、8.308，P值分别

为0.004、0.004），对照组和空白组间差异无统计

学意义（H = 0.641，P = 0.423）。3组Bel-7402细
胞中NHERFl相对表达量差异有统计学意义（H = 
15.17，P = 0.001），见表3。
2.4 各组Bel-7402细胞凋亡率  空白组、对照组和

miR-320a转染组Bel-7402细胞凋亡率分别为11.2%、

11.4%、32.5%，差异有统计学意义（χ2 = 9263.95，
P ＜ 0.001）。其中miR-320a转染组显著高于空白

组和对照组（χ2值分别为7508.35、5100.96，P均＜ 
0.001），空白组和对照组间差异无统计学意义（χ2 = 
1.024，P = 0.311），见图1。
2.5 各组Bel-7402的迁移能力  光学显微镜下，miR-
320a组每单个视野内结晶紫染色的Bel-7402细胞的

数目显著少于对照组和空白组，Bel-7402细胞迁移

能力显著降低，空白组和对照组间无显著差异，见

图2。

2.6 各组Bel-7402细胞中β-catenin的相对表达量  对
照组、空白组和miR-320a转染组Bel-7402细胞中

β-catenin的相对表达量分别为1.66 ± 0.07、1.62 ± 
0.06、0.64 ± 0.02，差异有统计学意义（H = 12.117，
P = 0.002）。其中，miR-320a转染组显著低于空白

组和对照组（H值分别为8.308、8.308，P值分别为

0.004、0.004），空白组和对照组间差异无统计学意

义（H = 1.641，P = 0.200）。

表 2  miR-320a 和 NHERFl 在 Bel-7402 和 HL-7702 中的

相对表达量（ x ± s）

组别 miR-320a NHERFl

Bel-7402 0.75 ± 0.03 0.79 ± 0.05

HL-7702 0.81 ± 0.04 1.58 ± 0.05

t值 -2.73 -27.60

P值    0.021 ＜ 0.001

表 3  对照组、空白组和 miR-320a 转染组 Bel-7402 细胞中

miR-320a 和 NHERFl 的相对表达量（ x ± s）

分组 miR-320a NHERFl

对照组 0.77 ± 0.04 0.82 ± 0.04

空白组 0.79 ± 0.05 0.70 ± 0.04

miR-320a转染组 1.28 ± 0.07 1.46 ± 0.06

H值 11.66 15.17

P值     0.003     0.001

H1值     0.641     8.337

P1值     0.423     0.004

H2值     8.308     8.337

P2值     0.004     0.004

H3值     8.308     8.308

P3值     0.004     0.004

注：H1、P1 为对照组与空白组相比，H2、P2 为对照组与 miR-
320a 转染组相比，H3、P3 为空白组与 miR-320a 组相比

图 2  空白组、对照组和 miR-320a 转染组 Bel-7402 细胞的迁移情况（结晶紫染色，× 200）
注：A 为对照组，B 为空白组，C 为 miR-320a 转染组

图 1  空白组、对照组和 miR-320a 转染组 Bel-7402 细胞凋亡的流式细胞图

对照组                                                                     空白组                                                            miR-320a转染组

A B C
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3 讨论

miRNA是一类细胞内源性的非编码小RNA，在

人体组织中广泛表达，常见的作用机制为通过负性

调节靶基因的表达参与多种细胞过程的调控[10]。肿

瘤中的miRNA大都存在表达异常，发挥促癌或抑

癌作用。miR-320家族成员包括miR-320b、miR-
320c、miR-320d和miR-320e，定位于人染色体

8p21.3[11]。在正常上皮细胞中，NHERFl通常定位

在细胞膜上，而在过表达NHERFl的肿瘤细胞中，

则异位至胞浆或胞核[12]。研究表明，NHERF1在肿

瘤组织的胞质、细胞核及外周循环血液淋巴细胞中

表达增多，提示NHERF1在肿瘤中发挥了作用，可

作为肿瘤的生物学标记物，为肿瘤诊断提供了新线

索，也为肿瘤诊断及治疗提供了新的研究方向[13]。

现有研究表明，NHERF1具有调节细胞增殖的潜在

功能，在乳腺癌细胞和结直肠癌细胞中NHERF1表
达下调，正常情况下的结直肠上皮细胞中NHERF1
位于细胞膜上，随着肿瘤的进展，NHERF1定位

由细胞膜逐渐向胞浆及胞核中转移 [14,15]。本研究

中，在HCC组织和HCC细胞中均检测到miR-320a
和NHERF1表达下降，与上述研究结果相符。miR-
320a和NHERF1表达水平降低，其抑癌作用减弱或

消失，从而促进了肿瘤的发生和发展。在细胞实验

中，通过转染增加miR-320a表达后，NHERF1表达也

有所升高，提示miR-320a与NHERF1存在一定联系。

细胞凋亡是细胞的程序性死亡，在细胞的自我

更新中发挥重要作用。癌细胞的细胞活性高，转移

和侵袭能力强是其易扩散的原因，因此促进癌细胞

本身的凋亡和抑制迁移能力也是治疗癌症的有效途

径之一
[16]。高表达的miR-320a具有抑制细胞增殖和

诱导凋亡的作用，同时肿瘤细胞的侵袭和迁移功

能也受到抑制[17]。在乳腺癌和结直肠癌中，miR-
320a参与肿瘤发生发展的过程可能与同时伴随的

NHERF1转位具有相关性。肿瘤细胞中NHERF1由
胞膜转至胞浆甚至胞核可能由细胞内多种蛋白质相

互作用共同激活，影响和参与肿瘤增殖、侵袭和迁

移相关信号转导通路的调控，但这一过程并未完全

明确，有待进一步研究[18,19]。本研究中，HCC细胞

转染miR-320a质粒后，miR-320a呈高表达状态，相

应的细胞凋亡率显著增加，且细胞迁移能力受到了

抑制，提示miR-320a可促进细胞凋亡并抑制细胞迁

移，对于以miR-320a为靶基因实现对癌细胞的抑制

作用提供了可行性。

Wnt/β-catenin信号转导通路的主要组成部分

包括Wnt蛋白及其膜受体、β-catenin及其下游靶基

因。Wnt/β-catenin信号转导通路参与多种基因的

表达，对细胞增殖具有调控作用[20,21]。研究表明，

miR-320a可通过Wnt/β-catenin信号转导通路抑制人

类乳腺癌细胞的增殖，相关研究已确定乳腺癌中

miR-320a的下游靶基因即为β-catenin，但具体调控

机制尚未完全明确[22]。NHERF1表达水平与细胞增

殖和Wnt信号转导通路的激活程度相关[23]。体内及

体外实验证实NHERF1可通过抑制Wnt/β-catenin信号

转导通路的激活来抑制宫颈癌细胞的增殖、侵袭及

迁移[24]。肝细胞癌中NHERF1的mRNA相对表达量升

高，免疫组织化学进一步分析发现NHERF1在细胞

膜上的表达减少，在胞质及胞核中增多，此定位变

化过程中NHERF1可能通过与β-catenin相互作用，激

活Wnt信号转导通路，促进了癌细胞的增殖[6]。本研

究中，考虑β-catenin蛋白是Wnt信号转导通路的标

志蛋白，通过RT-PCR检测β-catenin编码基因可了解

miR-320a对Wnt信号转导通路的影响；结果表明高

表达的miR-320可抑制β-catenin的表达，提示Wnt信
号转导通路受到抑制，推测miR-320a对HCC增殖的

抑制作用是通过抑制和降低Wnt信号转导通路活性

实现的。

综上，miR-320a和NHERF1在HCC中表达降

低，miR-320a可通过Wnt信号转导通路发挥作用，

抑制癌细胞增殖。
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