
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2020, 40(3) http://lcbl.amegroups.com

540

收稿日期 (Date of reception)：2019–06–12

通信作者 (Corresponding author)：马沛，Email: mapei2356@sohu.com

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2020.03.002
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2020.03.002

MiR-325-3p 通过靶向 PBOV1 抑制人肝癌细胞增殖、	

迁移和侵袭

马沛，李连海，刘甫

(南阳市第一人民医院普外一科，河南 南阳 473010)

[摘　要]	 目的：研究miR-325-3p抑制肝癌细胞增殖和转移的作用以及其作用靶点。方法：通过qRT-PCR方

法研究肝癌组织以及肝癌细胞中miR-325-3p的表达情况。肝癌细胞HepG2转染miR-325-3p mimic

后，通过CCK-8和Transwell法研究miR-325-3p对肝癌细胞HepG2增殖和转移的影响。通过双荧光素

实验研究miR-325-3p的作用靶点。通过CCK-8和Transwell实验验证miR-325-3p与PBOV1相互作用调

控HepG2细胞增殖与迁移。结果：肝癌组织和肝癌细胞中miR-325-3p表达量明显低于癌旁正常组

织或正常肝细胞。miR-325-3p-mimic可显著抑制HepG2细胞增殖、侵袭和迁移。PBOV1是miR-325-

3p的靶基因。与转染miR-325-3p-mimic+Lenti-Con比较，转染miR-325-3p-mimic+Lenti-PBOV1的 

HepG2细胞增殖、迁移与侵袭增强。结论：MiR-325-3p通过靶向结合PBOV1来抑制肝癌细胞增殖

和转移。
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MiR-325-3p inhibits proliferation, migration and  
invasion of human hepatocellular carcinoma cells by 

targeting PBOV1

MA Pei, LI Lianhai, LIU Fu

(Department of General Surgery, Nanyang First People’s Hospital, Nanyang Henan 473010, China)

Abstract Objective: To study the inhibitory effect of miR-325-3p on proliferation and metastasis of hepatocellular 

carcinoma cells and its target gene. Methods: The expressions of miR-325-3p in hepatocellular carcinoma 

tissues and hepatocellular carcinoma cells were studied by RT-qPCR. After transfection with miR-325-3p mimic 

into hepatocellular carcinoma cells HepG2, the effects of miR-325-3p on the proliferation and metastasis of 

hepatocellular carcinoma were studied by CCK-8 and Transwell assays. The target gene of miR-325-3p was 

studied by double fluorescein assay. The interaction between miR-325-3p and PBOV1 was proved to regulate the 

proliferation and migration of HepG2 cells by CCK-8 and Transwell assays. Results: The expressions of miR-

325-3p in hepatocellular carcinoma tissues and hepatocellular carcinoma cells were significantly lower than that 
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肝癌是发生于肝脏的恶性肿瘤，分为原发性

和继发性两大类[1]。原发性肝癌起源于肝脏上皮或

间叶组织，其具体分子机制仍未完全阐明。慢性

炎症、病毒感染、肥胖、酗酒和糖尿病是肝癌的

危险因素 [2-3]。临床对于原发性肝癌的治疗策略包

括手术切除或原位肝移植，然而大多数患者的总

体预后仍然很差，两年内术后复发或转移发生率

达50%，5年内高达75%~100%[4]。近年来，越来越

多的证据[5-6]表明miRNAs在肝癌的发生与进展中起

重要作用。 

本实验主要通过RT-qPCR方法研究肝癌组织以及

肝癌细胞中miR-325-3p的表达情况，并通过CCK-8， 

Tr a n s w e l l ， 双 荧 光 素 实 验 和 蛋 白 质 印 迹 法 研 究 

miR-325-3p对肝癌细胞增殖和转移的影响及其机制。

1  材料与方法

1.1  实验试剂

胎牛血清(FBS)和DMEM培养基购于浙江天杭

生物科技股份有限公司；Lipofectamine 2000试剂

购自美国Invitrogen公司；miR-325-3p-mimic、miR-

NC、U6引物、miR-325-3p引物、Lenti-PBOV1、

Lenti-Con、双荧光素酶基因报告分析试剂盒和野

生型与突变型( Mu t) P B OV 1 载体购自上海吉玛制

药技术有限公司；R N A反转录试剂盒、Ta q  P CR 

Ma ster  Mi x试剂盒和 iQ ™S YBR  G reen Su p er mi x试

剂盒购自美国Bio-R ad公司；CCK-8活细胞计数试

剂盒和B C A试剂盒购自广州赖德生物技术有限公

司；Transwel l小室(8 μm孔径)购自美国Corning公

司。PBOV1抗体购自美国Abcam公司。

1.2  组织收集

收集30例行肝癌切除术的原发性II期肝癌患者

癌组织和距离癌浸润边缘2.5 cm的癌旁组织(经病

理科确认为正常肝组织)，样本获得后快速储存于

−80 ℃。所有患者术前均知情同意，本研究通过南

阳市第一人民医院医学伦理委员会批准。

1.3  细胞培养

人 正 常 肝 细 胞 L - 0 2 、 肝 癌 细 胞 系 H e p G 2 和

SMMC -7721购自美国ATCC细胞库，并在37 ℃，

5% CO2条件下接种在含有10% FBS的DMEM培养基

中培养。在对数生长期时，收集细胞，用于后续

实验。

1.4  MiR-325-3p-mimic 转染

根据说明书步骤，通过Lipofectamine 2000将

miR-325-3p-mimic 以及miR-NC分别转染至HepG2 

细胞。待细胞转染4 8  h后，收集细胞，用于后续

实验。

1.5  Lenti-PBOV1 感染

采 用 携 带 P B O V 1 的 慢 病 毒 感 染 已 稳 定 转 染

miR-325-3p-mimic 的HepG2 细胞。根据说明书步

骤，分别对已稳定转染miR-325-3p-mimic的HepG2 

细胞进行感染Lenti-PBOV1和Lenti-Con。待细胞感

染48 h后，收集细胞，用于后续实验。

1.6  qRT-PCR

从肝癌组织、癌旁组织及肝癌细胞中以TRIzol

试 剂 提 取 总 R N A ， 通 过 R N A 反 转 录 试 剂 盒 反 转

录成cDNA，在Taq PCR Master Mi x中添加引物，

以 c D N A 作 为 q P C R 的 模 板 ， 在 i Q ™ S Y B R  G r e e n 

Supermix体系中进行RT-qPCR，采用2−ΔΔCt法计算相

对表达水平。

1.7  CCK-8 实验 

分 别 收 集 3 0 0 0 个 H e p G 2  细 胞 和 已 转 染 m i R -

3 2 5 - 3 p - m i m i c ， m i R - N C ， m i R - 3 2 5 - 3 p - m i m i c  + 

L e n t i -P B OV 1和m i R - 3 2 5 - 3 p - m i m i c + L e n t i - Co n的

HepG2 细胞，重悬浮后接种在96孔板，分别培养

1~4 d。达到实验节点时，每孔加入10 μL CCK-8

in adjacent normal tissues or normal hepatocytes. MiR-325-3p-mimic could significantly inhibit cell proliferation, 

invasion and migration of HepG2 cells. PBOV1 was a target gene of miR-325-3p. Compared with transfection 

with miR-325-3p-mimic+Lenti-Con, the proliferation, invasion and migration of HepG2 cells were increased 

in transfection with miR-325-3p-mimic+Lenti-PBOV1. Conclusion: MiR-325-3p inhibits proliferation and 

metastasis of hepatocellular carcinoma cells by targeting PBOV1.

Keywords miR-325-3p; hepatocellular carcinoma; PBOV1
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溶液，在培养箱内孵育2 h，随后用酶标仪测定在

450 nm处的吸光度值。

1.8  细胞迁移和侵袭实验

细 胞 侵 袭 实 验 ： 分 别 收 集 H e p G 2  细 胞 和 已

转染m i R - 3 2 5 - 3 p - m i m i c，m i R -N C，m i R - 3 2 5 - 3 p -

mimic + Lenti-PBOV1和miR-325-3p-mimic+Lenti-

Con的HepG2 细胞，用无血清培养基重悬浮后，

取 1 0 0  μ L  含 5  0 0 0 个细胞的悬液接种在 M a t r i g e l

包被的Tr a n s w e l l上室上膜面。将6 0 0  μ L含有1 0 % 

F BS的培养基置于下室。于3 7  ℃培养2 4  h后，擦

除 Tr a n s w e l l 上 室 上 膜 面 细 胞 ， 4 % 多 聚 甲 醛 固 定

上室下膜面细胞，随后用0 . 1 %结晶紫染色观察，

随 机 选 择 5 个 视 野 计 数 。 除 上 述 细 胞 直 接 接 种 于

Trans wel l上室上膜面外，细胞迁移实验步骤与方

法同细胞侵袭实验。

1.9  蛋白质印迹

取对数生长期HepG2和正常肝细胞L -02细胞，

用RIPA裂解液裂解取全蛋白。肝癌组织和癌旁组

织匀浆后，再以RIPA裂解液裂解取全蛋白。利用

BCA试剂盒将蛋白样品统一定量后，再进行SDS -

PAGE电泳。电泳后，将电泳分离的蛋白电转移至

P V D F 膜。5 %脱脂牛奶室温下封闭P V D F膜1  h。

在4 ℃条件下，用1:1 000的稀释的一抗PBOV1孵

育PVDF膜过夜。第2天TBST洗涤后在室温下孵育

HRP标记的二抗1 h，以TBST洗涤后，ECL显影，

Quantity One 软件分析条带的灰度值。

1.10  双荧光素酶基因报告分析

取 对 数 生 长 期 细 胞 接 种 于 1 2 孔 板 中 ， 通 过

L ipofectamin 2000辅助转染miR-325-3p -mimic，

空白对照(NC)和/或野生型与突变型(Mut)PBOV1

载体萤光素酶报告基因质粒。4 8  h后更换培养基

并清洗细胞，加入P L B裂解液置摇床3 0  m i n。将

上清液转移至9 6孔酶标板中，加入1 0 0  μ L荧光素

酶检测试剂II，检测荧光素酶反应强度。

1.11  统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行数据分析。计量资料

用均数±标准误(mean ± SEM)表示，组间比较采用

t检验；不同组别和不同时间CCK-8测量的OD值的

比较采用两因素方差分析；其余多组之间比较采

用单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  MiR-325-3p 在肝癌组织以及肝癌细胞中的表

达情况

与 癌 旁 正 常 肝 组 织 相 比 ， 肝 癌 组 织 中 m i R -

325-3p表达明显降低(t=3.135，P=0.004，图1A)。

M i R - 3 2 5 - 3 p 在 人 正 常 肝 细 胞 L - 0 2 与 肝 癌 细 胞 系

He p G 2和S M M C - 7 7 2 1中表达方差齐( F = 7 8 . 4 5 2，

P < 0 . 0 0 1 )；与L - 0 2细胞相比，肝癌细胞系Hep G 2

和S M M C - 7 7 2 1中m i R - 3 2 5 - 3 p表达也明显降低(均

P<0.001，图1B)。

图1 MiR-325-3p在肝癌组织以及肝癌细胞中的表达情况

Figure 1 Expression of miR-325-2p in hepatocellular carcinoma tissues and hepatocellular carcinoma cells

(A) MiR-325-3p在肝癌组织和正常肝组织中的表达情况。n=30，与正常肝组织比较，**P<0.01；(B) miR-325-3p在L-02，

HepG2和 SMMC-7721细胞中的表达情况。n=3，与L-02细胞比较，***P<0.001。

(A) The expression of miR-325-2p in hepatocellular carcinoma and normal liver tissues. n=30, **P<0.01 vs Normal tissues. (B) The 

expression of miR-325-2p in L-02, HepG2 and SMMC-7721 cells. n=3, ***P<0.001 vs L-02 cells.
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图2 MiR-325-3p对HepG2细胞增殖以及侵袭和迁移能力的影响

Figure 2 Effects of miR-325-3p on proliferation, invasion and migration of HepG2 cells

(A)CCK-8实验中的OD值；(B)细胞侵袭的Transwell实验结果与统计(×200)；(C)细胞迁移的Transwell实验结果与统计

(×200)。n=3，与miR-NC组比较，*P<0.05。

(A) OD value in CCK-8 experiment; (B) Transwell experiment results and statistics of cell invasion (×200); (C) Transwell experiment 

results and statistics of cell migration (×200). n=3, *P<0.05 vs miR-NC.

2.2  MiR-325-3p 对肝癌细胞增殖以及侵袭和迁移

能力的影响

与 转 染 m i R - N C 的 H e p G 2 细 胞 相 比 ， 转 染

m i R - 3 2 5 - 3 p - m i m i c 的 H e p G 2 细 胞 分 别 在 第 2 ，

3 ， 4 天 时 4 5 0  n m 处 O D 值 明 显 降 低 ( P = 0 . 3 2 ，

P = 0 . 0 0 7，P = 0 . 0 0 4；图2 A )。Tr a n s w e l l实验结果

显示：与转染 m i R - N C 的 He p G 2 细胞相比，转染

miR-325-3p-mimic 的HepG2细胞侵袭(t=15.734，

P<0.001，图2B)和迁移(t=8.654，P=0.023，图2C)

细胞数明显减少。
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图3 MiR-325-3p与PBOV1的靶向关系

Figure 3 Targeting relationship between microRNA-325-3p and PBOV1

(A)PBOV1蛋白在肝癌组织和HepG2细胞中的表达情况；(B)TargetScan筛选结果和双荧光素酶检测结果；(C)转染miR-153-

3p-mimic后，蛋白质印迹法检测PBOV1蛋白表达。n=3，与肝正常组织或L-02细胞或WT + miR-NC比较，***P<0.001。

(A) PBOV1 protein expression in hepatocellular carcinoma tissues and HepG2 cells; (B) TargetScan screening results and dual-luciferase 

test results; (C) After transfection with miR-153-3p-mimic, the protein expression of PBOV1 was detected by Western blot. n=3, ***P<0.001 

vs Normal tissues or L-02 cells or WT + miR-NC.

2.3  MiR-325-3p 与 PBOV1 的靶向关系

与肝正常组织比较，肝癌组织中PB OV1蛋白

表达均异常增高( t=23.302，P<0.001)；与L -02细

胞比较，HepG2细胞中PBOV1蛋白表达也异常增

高( t=19.875，P<0.001，图3A)。TargetScan在线

软件筛选了miR-325-3p的潜在靶点，发现PBOV1

为其潜在靶点之一(图3 B)。双荧光素酶基因报告

实验检测了转染 m i R - 3 2 5 - 3 p - m i m i c 野生型 ( W T )

以及突变型( Mu t) P B OV 1的 He p G 2细胞中相对荧

光素酶活性，结果显示：在 W T 组中，转染 m i R -

153-3p -m i m i c的PB OV1相对荧光素酶活性显著降

低( t = 1 3 . 7 2 6，P < 0 . 0 0 1 )；而在Mu t组中，荧光素

酶 活 性 差 异 无 统 计 学 意 义 ( t = 0 . 2 1 5 ， P = 0 . 8 4 9 ，

图3 B)。通过蛋白质印迹法检测转染m i R - 1 5 3 - 3 p -

m i m i c的 He p G 2细胞的P B OV 1蛋白表达明显降低

(t=22.124，P<0.001，图3C)。

2.4  MiR-325-3p 通过靶向 PBOV1 影响 HepG2 细

胞增殖和转移

CCK-8结果显示：与miR-325-3p-mimic+Lenti-

Con组相比，miR-325-3p-mimic+ Lenti-PBOV1组的

HepG2细胞增殖能力在转染后第2，3，4天显著升

高(P=0.042，P=0.008，P=0.004，图4A)。Thranswell

实验结果显示：与miR-325-3p-mimic+Lenti-Con组比

较，miR-325-3p-mimic + Lenti-PBOV1组的HepG2细

胞侵袭与迁移明显增加(图4B)。
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3  讨论

肝细胞癌是全球最常见的恶性肿瘤之一 [ 3 ]。

全球每年约新增50万例肝癌患者，这其中50%发生

在中国 [7-8]。肝癌的治疗方案包括手术切除和肝移

植，然而患者的长期生存率仍然很低 [ 9 ]，因此寻

找治疗肝癌新的且有效的靶点至关重要。MiRNA

已被证明在一系列生物过程中起调节作用，包括

肿瘤细胞的增殖和侵袭 [10]。  miR-325被报道可通

过抑制细胞骨架活性调节蛋白(ac t i v i t y  reg u l ated 

c y toskeleton associated protein，ARC)调控细胞自

噬 [11]，然而其在肝癌中的作用报道尚少。本研究

发现肝癌组织和肝癌细胞中miR-325-3p低表达。猜

测m i R - 3 2 5 - 3 p可能与肝癌进展相关。为验证这一

猜测，本研究在肝癌HepG2细胞中过表达miR-325-

3p，观察其在HepG2细胞增殖和转移中的作用，

结果发现：过表达miR-325-3p显著抑制细胞增殖、

侵袭和迁移能力。提示miR-325-3p可以抑制肝癌细

胞增殖和转移。

MiRNA是通过调控靶基因发挥生物学效应[12]。

本研究通过靶基因在线预测软件发现miR-325-3p与

PBOV1存在潜在的靶向关系，并且通过双荧光素酶

基因报告实验证实了PBOV1是miR-325-3p靶基因之

一。PBOV1由于在前列腺、乳腺癌和膀胱癌组织

中，在蛋白和mRNA水平异常高表达而得名[13]。现

在的研究 [14]证明：PBOV1在哺乳动物进化中的保

守性较低，在多种类型的人类肿瘤中表达异常，而

在正常组织样本中却很少表达。并且已有研究[15]发

2.0

1.5

1.0

0.5

0

D
45

0 
nm

##

##

#

***

**

*

miR-NC+Lenti-Con

miR-325-3p-mimic+Lenti-Con

miR-325-3p-mimic+Lenti-PBOV1

Day 1                                     Day 2                                       Day 3                                         Day 4
Time

miR
-N

C+Lenti-C
on

miR
-325-3p-m

im
ic+Lenti-C

on

miR
-325-3p-m

im
ic+Lenti-P

BOV1

M
ig

ra
tio

n
In

va
sio

n

A

B

图4 MiR-325-3p通过靶向PBOV1影响HepG2细胞增殖和转移

Figure 4 MiR-325-3p affects proliferation and metastasis of HepG2 cells by targeting PBOV1

(A)CCK-8结果；(B)细胞侵袭和迁移的Transwell实验(×200)。n=3，与miR-NC+Lenti-Con比较，*P<0.05；与miR-325-3p-

mimic+Lenti-Con比较，#P<0.05。

(A) Results of CCK-8; (B) Transwell experiment of cell invasion and cell migration (×200). n=3, *P<0.05 vs miR-NC+Lenti-Con; #P<0.05 

vs miR-325-3p-mimic+Lenti-Con.
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现：PBOV1与肝癌进展呈现正相关。本研究也发

现了PBOV1在肝癌组织和肝癌细胞中高表达，并

且过表达miR-325-3p能抑制PBOV1的表达。最后，

为验证miR-325-3p是通过作用于PBOV1抑制肝癌的

发展，本研究在转染miR-325-3p-mimic的HepG2细

胞同时过表达PBOV1，结果发现过表达PBOV1能

部分逆转miR-325-3p-mimic对细胞增殖与转移的抑

制效应。

综上，本研究证明m i R - 3 2 5 - 3 p在肝癌组织及

肝癌细胞中低表达，m i R - 3 2 5 - 3 p通过抑制靶基因

PBOV1表达，发挥抑制肝癌细胞增殖和转移的作

用。同时，本研究也为肝癌的治疗提高了新的研

究靶点。
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