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［摘要］  背景与目的：肝细胞肝癌是一种临床上常见的恶性肿瘤，由于其对化疗药物的耐受，常导致预后较差。

microRNA（miRNA，miR）是一类长链非编码小RNA，参与肿瘤的多种生物学功能。miR-27a-3p作为代谢相关的miRNA

被广泛地研究，而与化疗敏感性之间关系的报道较少。通过探讨miR-27a-3p参与肝癌化疗敏感性及其可能机制，为肝癌化

疗提供新的理论依据。方法：应用癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库分析miR-27a-3p在肝细胞

肝癌患者癌组织与癌旁组织中的表达。采用LipofectamineTM 3000脂质体瞬时转染方法，将miR-27a-3p过表达质粒和阴性对

照质粒（miR-control）转染肝癌细胞株HepG2，将敲低质粒miR-inhibitor-27a-3p和阴性对照质粒（miR-inhibitor-control）转

染PLC细胞，分别加入不同浓度的顺铂（cisplatin，DDP）处理48 h，采用四甲基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，

MTT）法检测细胞增殖情况；采用流式细胞术检测细胞凋亡；蛋白［质］印迹法（Western blot）技术检测磷脂酰肌醇3激

酶和蛋白激酶B（phosphoinosmde-3-kinase/protein kinase B，PI3K/AKT）信号通路相关的蛋白表达。结果：miR-27a-3p在

肝癌组织中的表达明显低于癌旁组织（P＜0.05）；在HepG2过表达细胞中，MTT结果显示，实验组miR-27a+DDP细胞对

DDP的半数抑制浓度（IC50）为（1.02±0.03）μg/mL，较对照组miR-control+DDP（1.27±0.08）μg/mL、空白对照组+DDP 

（1.73±0.08）μg/mL均降低（P＜0.05）；细胞凋亡分析结果显示，实验组miR-27a+DDP的凋亡率［（31.03±0.20）%］

显著高于对照组+DDP［（18.51±2.96）%］和空白对照组+DDP［（8.73±1.58）%］（P<0.05）；Western blot检测结果显

示，miR-27a+DDP组的PI3K表达水平（0.28±0.01）较DDP组［（0.43±0.01）］、miR-27a组（0.57±0.11）及miR-control

组（0.72±0.01）降低（P<0.05）；miR-27a+DDP组的p-AKT的表达水平（0.29±0.01）与DDP组（0.46±0.05）、miR-

27a组（0.67±0.01）及miR-control组（0.10±0.01）相比明显降低（P<0.05）；而miR-27a+DDP组的C-caspase的表达水平

（0.69±0.01）则高于DDP组（0.51±0.01）、miR-27a组（0.35±0.01）及miR-control组（0.18±0.01），差异有统计学意义

（P<0.05）。进一步将miR-27a-3p在PLC细胞中敲低，并于DDP中刺激培养，MTT、细胞凋亡和Western blot实验结果显

示，与HepG2过表达细胞的结果趋势相反，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论：miR-27a-3p可能通过调节PI3K/AKT信

号通路调控肝癌细胞株对DDP的化疗敏感性，有望成为增强肝癌DDP化疗敏感性的潜在治疗靶点。
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［Abstract］ Background and purpose:  Hepatocellular carcinoma is a common malignant tumor in clinic. Because of its tolerance 

to chemotherapeutic drugs, it often leads to poor prognosis. MicroRNA (miRNA, miR) is a family of small long non-coding RNA 

molecules, and dysregulated miRNA is associated with various tumor biological functions. MicroRNA-27a-3p has been extensively 
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　　肝细胞肝癌是一种常见的恶性肿瘤，在全

球范围发病率居第五位，死亡率居第三位［1］，

近年来发病率呈逐年递增的趋势，严重威胁人类

健康。肝癌起病隐匿，发展迅速，大多数患者确

诊时已到中晚期［2］，化疗是目前中晚期患者主

要治疗手段。在临床上顺铂（cisplatin，DDP）

是肝癌的化疗药物之一，但由于肝癌细胞对化

疗药物常出现敏感性下降，甚至产生多药耐药

（multidrug resistance，MDR）的情况，从而导

致治疗效果不佳。因此，寻找增强肝癌化疗敏感

性的方法是一种提高肝癌治疗效果的有效途径。

　　MicroRNA（miRNA，miR）是一类长约 

22 nt的单链非编码RNA，可通过调节与修饰不同

靶点，在肿瘤细胞对化疗药物敏感性方面发挥重

要作用［3-4］。近期研究发现，miR-27a-3p在肺鳞

癌、结直肠癌和肝癌等多种肿瘤中低表达［5-7］，

与肿瘤的生长、侵袭、转移等生物学行为密切相

关。但是，miR-27a-3p的表达水平与肝癌化疗敏

感性相关的报道尚不多见，本研究旨在探索其表

达对肝癌细胞DDP敏感性的影响。

1 材料和方法

1.1  主要试剂及细胞系

　　人肝癌细胞系HepG2、PLC购自中国科学

院典藏培养物保藏委员会细胞库/中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心；胎牛血清、

OPTI-MEM、DMEM培养基、胰蛋白酶-EDTA消

化液购自美国Gibco公司；二甲亚砜（dimethyl 
sulfoxide，DMSO）购自美国Sigma公司；脂

质体转染试剂LipofectamineTM 3000购自美国

Invitrogen公司；miR-27a-3p相关质粒购自上海

吉凯基因化学技术有限公司；四甲基偶氮唑盐

（methyl  thiazolyl  tetrazolium，MTT）细胞增殖

检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；

PE-AnnexinⅤ凋亡检测试剂盒、PI/RNase染色液

购自美国BD Pharmingen公司；蛋白［质］印迹

studied as a metabolism-related miRNA, but there are few reports on the relationship between miRNA and chemosensitivity. This 

study was focused on the effect of miR-27a-3p on chemoresistance in hepatocellular carcinoma to provide novel theoretical basis 

for liver cancer chemotherapy. Methods: The Cancer Genome Atlas (TCGA) database was used to analyze the expression of miR-

27a-3p in hepatocellular carcinoma and adjacent tissues. Using liposome transfection method, miR-27a-3p overexpression plasmid 

and negative control plasmid (miR-control) were transfected into hepatocellular carcinoma cell line HepG2. miR-inhibitor-27a-3p 

knockdown plasmid and negative control plasmid (miR-inhibitor-control) were transfected into PLC cells. Then the cells were treated 

with different concentrations of cisplatin (DDP) for 48 h. MTT assay was used to detect the proliferation, and flow cytometry was 

used to detect the apoptosis and cell cycle. Western blot technique was used to detect the protein expression in PI3k/AKT signaling 

pathway.  Results: The expression of miR-27a-3p in hepatocellular carcinoma tissue was significantly lower than that of the adjacent 

tissues (P<0.05). In miR-27a overexpressed HepG2 cells, MTT results showed that the half inhibitory concentration (IC50) of DDP 

in miR-27a+DDP group ［(1.02±0.03) μg/mL］ was significantly decreased compared with miR-control+DDP group [ (1.27±0.08) 

μg/mL] and the blank+DDP group [ (1.73±0.08) μg/mL] (P<0.05). The apoptosis results showed that miR-27a+DDP group

［(31.03±0.20)%］ had significantly increased apoptotic rate compared with miR-control+DDP group［(18.51±2.96)%］ and the 

blank+DDP group［(8.73±1.58)%］ (P<0.05). Western blot results showed that the PI3K expression level (0.28±0.01) in the miR-

27a+DDP group was significantly decreased compared with DDP group (0.43±0.01), miR-27a group (0.57±0.11) and miR-control 

group (0.72±0.01) (P<0.05). The expression level of p-AKT in miR-27a+DDP group (0.29±0.01) was significantly lower compared 

with DDP group (0.46±0.05), miR-27a group (0.67±0.01) and miR-control group (0.10±0.01) (P<0.05). The expression level of 

C-caspase in miR-27a+DDP group (0.69±0.01) was significantly higher compared with DDP group (0.51±0.01), miR-27a group 

(0.35±0.01) and miR-Con group (0.18±0.01) (P<0.05). miR-27a-3p was knocked down in the PLC cells which were cultured in DDP. 

The results of MTT, cell apoptosis and Western blot showed that the results were contrary to the results of HepG2 overexpressed 

cells, and the difference was statistically significant (P<0.05). Conclusion: miR-27a-3p may regulate the chemotherapy sensitivity 

to DDP in hepatocellular carcinoma cell lines by regulating the PI3K/AKT signaling pathway, which is expected to be a potential 

therapeutic target for enhancing the chemotherapy sensitivity to DDP in hepatocellular carcinoma.

［Key words］ Hepatocarcinoma cell; miRNA-27a-3p; PI3K/AKT pathway; Cisplatin; Chemotherapy sensitivity
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法（Western blot）检测试剂盒购自瑞士Roche公

司；PI3K、p-AKT、C-caspase-3和β-actin抗体购

自美国Cell Signaling Technology 公司。

1.2  癌症基因组图谱（The Cancer Genome 

Atlas，TCGA）数据分析

　　我们使用公开可访问的TCGA数据库进行

TCGA数据分析（https：//tcga-data.nci.nih.gov/
tcga/）。收集并分析372例肝细胞肝癌患者的临

床资料，包括年龄、性别、种族、TNM分期、

和miR-27a-3p表达等。通过TCGA数据库对miR-
27a-3p进行表达定量。根据TCGA规范化协议，

值为上四分位数标准化。

1.3  细胞培养、转染及分组

　　上述细胞系均接种于含有10%胎牛血清的

高糖DMEM，在37 ℃、CO2体积分数为5%的培

养箱中温育，取对数生长期的细胞用于实验。

细胞转染采用脂质体瞬时转染方法，将miR-
27a-3p过表达质粒（miR-27a）与阴性对照质粒

（miR-control）转染肝癌细胞株HepG2；将miR-
inhibitor-27a -3p敲低质粒（miR-inhibitor-27a）与

阴性对照质粒（miR-inhibitor-control）转染PLC
细胞；实验设立6组：HepG2过表达细胞miR-
27a+DDP组，miR-control+DDP组，空白对照组

+DDP组；PLC敲低细胞，miR-inhibitor-27a+DDP
组，miR-inhibitor-control+DDP组，空白对照组

+DDP组。

1 . 4   四甲基偶氮唑蓝（methy l  t h i a zo l y l 

tetrazolium，MTT）法检测细胞增殖

　　将肝癌细胞HepG2、PLC以4×104个/孔的密

度接种到96孔板培养，转染后培养24 h后加入药

物。实验组：为不同浓度DDP组（0、3、6、9和

12 μg/mL），另设加药对照组和空白组，每个浓

度设3个复孔。加药后的细胞继续培养48 h后，

于实验终止前4 h每孔加入10 μL的MTT溶液，继

续培养4 h。用酶标仪测定各孔波长490 nm处的光

密度值（D），计算并绘制药物剂量-存活率曲

线，利用GraphPad PRISM 6.0软件计算IC50，实验

重复3次。

1.5  流式细胞术检测细胞凋亡

　　将肝癌细胞HepG2、PLC以4×104个/孔的密

度接种到96孔板培养，转染后培养48 h后加入

DDP（3 μg/mL）。依据凋亡试剂盒说明书操

作，采用流式细胞术进行检测。实验重复3次。 

1.6  Western blot检测

　　收集细胞，磷酸缓冲盐溶液（phosphate-
buffered saline，PBS）浸洗各组细胞2次后，于冰

上加入细胞裂解液进行裂解45 min，每隔15 min震

荡1次，后加入一定量的上样缓冲液。加入一定量

的蛋白样品与十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE），湿转法移到硝酸纤维素膜上，

5%脱脂奶粉室温温育封闭2 h，温育一抗，4 ℃过

夜，PBS洗涤3遍，每次15 min。加入对应的二抗温

育1 h，再次洗膜后加入荧光发光液检测。

1.7  统计学处理

　　使用统计软件SPSS l7.0进行数据分析，数据

以x±s表示，多组比较采用方差分析，两组间比

较采用独立样本t检验，细胞活性的抑制率曲线

采用GraphPad PRISM 6.0软件进行统计学分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  miR-27a-3p在肝癌组织中低表达

　　从公开可访问的TCGA数据库进行数据分

析，发现miR-27a-3p的表达量在肝癌组织中明显

低于癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05， 

图1）。提示miR-27a-3p可能是一种抑癌miR。

图 1  miR-27a-3p在肝癌组织与癌旁组织中的表达情况

Fig. 1  Expression of miR-27a-3p in hepatocellular carcinoma and 

adjacent tissues

2.2  miR-27a-3p可增强肝癌细胞对DDP的敏感性

　 　 采 用 M T T 实 验 检 测 各 组 细 胞 活 性 ， 在
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不 同 浓 度 D D P （ 0 、 3 、 6 、 9 和 1 2  μ g / m L ）

作 用 4 8  h 后 ， H e p G 2 过 表 达 细 胞 中 ， 实 验

组 m i R - 2 7 a + D D P 细 胞 对 D D P 的 半 数 抑 制

浓 度 （ I C 5 0） 为 （ 1 . 0 2 ± 0 . 0 3 ）  μ g / m L ， 明

显 低 于 对 照 组 的 I C 5 0（ 1 . 2 7 ± 0 . 0 8 ） μ g / m L
与 空 白 组 的 I C 5 0（ 1 . 7 3 ± 0 . 0 8 ） μ g / m L ， 差

异 有 统 计 学 意 义 （ P < 0 . 0 5 ） ； 在 P L C 敲

低细胞中，实验组miR- inh ib i t o r-27a+DDP
的 I C 5 0 ［ （ 3 . 8 7 ± 0 . 0 8 ）  μ g /  m L ］ 较 对 照

组 ［ （ 2 . 9 7 ± 0 . 0 8 ） μ g / m L ］ 和 空 白 组

［（1.02±0.03） μg/mL］均明显升高，差异有统

计学意义（P<0.05），以上空白组与对照组结果

均无统计学意义，提示miR-27a-3p可增强肝癌细

胞对DDP的敏感性（图2）。

图 2  不同浓度顺铂对2株肝癌细胞活性的抑制率

Fig. 2  Inhibitory rate of different concentrations of cisplatin on cell activity of hepatocellular carcinoma
*: P＜0.05, compared with blank group

2.3  miR-27a-3p可增强DDP促进肝癌细胞凋亡

的作用

　 　 采 用 流 式 细 胞 术 检 测 各 组 细 胞 凋 亡 率 ，

经3 μg/mLDDP作用48 h后，在HepG2过表达

细胞中，实验组miR-27a+DDP细胞凋亡率为

（31.03±0.20）%，较对照组的（18.51±2.96）%

与 空 白 组 的 （ 8 . 7 3 ± 1 . 5 8 ） % 显 著 升 高

（P<0.05）；在PLC敲低细胞中，实验组miR-
inhibitor-27a+DDP凋亡率（5.57±0.26）%较对照

组的（13.58±1.50）%和空白组（12.52±0.70）%

均明显降低（P<0.05），提示miR-27a-3p可明显

增强DDP促进肝癌细胞凋亡的作用（图3）。

图 3  顺铂对2株肝癌细胞凋亡率的影响

Fig. 3  Effect of cisplatin on apoptotic rate of hepatocellular carcinoma cells 
*: P＜0.05, compared with each other
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2.4  miR-27a-3p可促进PI3K/AKT信号通路激

活，增强肝癌细胞化疗敏感性

　　Western blot检测结果显示，3 μg/L DDP作

用48 h后，HepG2过表达细胞中，PI3K和p-AKT
蛋白表达量在miR-control组高于miR-27a组，

DDP组高于miR-27a+DDP组，而miR-27a组

C-caspase-3表达量较miR-control组升高，miR-
27a+DDP组较DDP组升高（P＜0.05）；在PLC敲

低细胞中，PI3K和p-AKT蛋白表达量在DDP组中

低于miR-inhibitor-27a+DDP组，在miR-inhibitor-
control组低于miR-inhibitor-27a组（P＜0.05），

而C-caspase-3表达量在DDP组较miR-inhibitor-
27a+DDP组升高，在miR-inhibitor-control组较

miR-inhibitor-27a组升高（P＜0.05）。这说明

DDP作用于肝癌细胞后，PI3K/AKT/caspase-3通

路处于激活状态，可提高细胞凋亡率，而miR-
27a-3p可增强这种效果（图4）。

图 4  Western blot检测顺铂作用后2株肝癌细胞PI3K/AKT信号通路中相关蛋白的表达

Fig. 4  Expression of proteins involved in PI3K/AKT signaling pathway of hepatocellular carcinoma cells treated with cisplatin detected by 

Western blot
*: P＜0.05, compared with β-actin group

3 讨  论

　 　 肝 癌 已 成 为 我 国 恶 性 肿 瘤 中 的 第 二 号 杀 

手［8］，因其早期缺乏特异性症状和有效的筛查

方法，大多数患者发现时已处于中晚期，错过了

外科手术的最佳时机，而相关辅助治疗的效果也

十分有限［9-10］。虽然近年来肝癌的治疗方案不

断更新和改进，但由于在肿瘤治疗过程中化疗药

物的耐药性在临床上普遍存在，导致化疗效果欠

佳。近年来，随着生物分子机制的研究不断深

入，研究发现miR作为一类长19~22 nt的内源性

非编码小RNA，可以通过与靶基因特定区域互补

配对结合，干预靶基因在转录后水平的表达，进

而影响肿瘤的发生、发展［11］。也有研究报道，

miR作为一种重要的靶基因修饰因子，对调节肿

瘤的生长、侵袭和化疗耐药性有不可或缺的作 

用［12］。因此，探讨miR对增强肝癌化疗敏感性

的作用和调节机制，为提高肝癌化疗效果奠定了
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一定实验依据和理论基础。

　　DDP属于细胞周期的非特异性药物，可

抑制癌细胞DNA复制过程，并损伤其细胞膜

上的结构，是一类较强的广谱抗癌药物，但在

临床治疗中常容易发生肿瘤耐药，从而降低疗 

效［13］。Chen等［14］发现，miR-27a可以作为一种

新的调节因子，通过抑制FZD7/β-catenin信号通

路来逆转肝癌细胞中的获得性多药耐药。Zhang
等［15］发现miR-27a通过促进Apaf-1-caspase-9复

合体的形成，增强大肠癌干细胞对肿瘤坏死因

子（tumor necrosis factor，TNF）相关的凋亡诱

导配体（TNF-related apoptosis-inducing ligand，

TRAIL）的敏感性，从而改善大肠癌干细胞对

TRAIL的化疗抵抗性。本研究发现，miR-27a-
3p在肝癌组织中的表达量明显低于癌旁组织，

这与Li等［16］的研究报道一致。MTT结果显示，

在HepG2过表达细胞中，不同浓度DDP作用

48 h后，与对照组和空白组相比，实验组miR-
27a+DDP细胞对DDP的半数抑制浓度（IC50）明

显降低，而PLC敲低细胞的结果相反，表明miR-
27a-3p可增强DDP抑制肝癌细胞增殖的能力。值

得关注的是，流式细胞术检测结果显示，HepG2
过表达细胞经3 μg/mLDDP作用48 h后，实验组

miR-27a+DDP细胞凋亡率明显升高，而将PLC
敲低凋亡率却降低，结果表明miR-27a-3p可增强

DDP促进肝癌细胞凋亡作用。上述结果与Chen 
等［14］的研究发现相似，即miR-27a-3p可能逆转

化疗的多药耐药性，改善肝癌的化疗敏感性，提

高化疗效果。以上结果提示，miR-27a-3p可能改

善肝癌细胞株对DDP的敏感性。

　　PI3K/AKT信号级联放大反应是非常重要的

细胞内通路，经常在多种肿瘤中激活［17］，最近

的研究表明，PI3K/AKT通路在化疗耐药产生过

程中起着重要的作用［18］。Zhang等［19］发现使用

PI3K抑制剂LY294002阻断PI3K/AKT信号通路可

以逆转肝癌细胞的EMT及耐药，说明在肝癌化疗

耐药机制中，PI3K/AKT通路激活是获得性耐药

的重要途径。而caspase-3是一种影响细胞凋亡的

蛋白，在促进肿瘤细胞凋亡过程中起重要作用。

为探究miR-27a-3p是否可通过激活PI3K/AKT信

号通路影响肝癌细胞凋亡。我们采用Western blot
检测各组细胞PI3K/AKT信号转导通路相关蛋白

及凋亡蛋白C-caspase-3的表达量。结果显示，经 

3 μg/mL DDP作用48 h后，在HepG2过表达细胞

中，PI3K和p-AKT蛋白表达量在miR-control组、

miR-27a组、DDP组和miR-27a+DDP组细胞中依

次降低，而C-caspase-3表达量则依次升高，在

PLC敲低细胞中趋势完全相反，表明miR-27a-3p
有通过调节PI3K/AKT信号通路促进肝癌细胞凋

亡进而改善DDP化疗敏感性的可能性。

　　综上所述，本研究证明miR-27a-3p可调控

PI3K/AKT通路介导在DDP化疗敏感性中的作

用，这将为增强DDP化疗敏感性提供新的思路。
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