
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Aug. 2021, Vol. 28, No. 8

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2021.08.005

[基金项目] 湖北省中央引导地方科技发展专项资助（No. 2019ZYYD067）。Project supported by the Local Science and Technology Development

Special Project Guided by the Central Government from Hubei Province (No. 2019ZYYD067)

[作者简介] 陈巍（1981—），男，硕士，主治医师，主要从事消化道疾病与微生态研究，E-mail: 39773049@qq.com

[通信作者] 田霞（TIAN Xia，corresponding author），硕士，主任医师，主要从事消化道肿瘤的临床与基础研究，E-mail: hcwy100@163.com

瑞戈非尼通过miR-122调控人肝癌SMMC-7721细胞的增殖和凋亡

陈巍，韩峥，邹艳丽，黄莎莎，田霞（武汉市第三医院 消化内科，湖北 武汉 430062）

[摘 要] 目的：探究瑞戈非尼（regorafenib，Rego）对人肝癌SMMC-7721细胞增殖、凋亡的影响及其可能的机制。方法：将
SMMC-7721细胞分为对照组及 Rego 组，分别用 0、10 μmol/L Rego 处理 48 h 后，流式细胞术检测各组细胞凋亡率，qPCR

检测细胞中 miR-122 的表达。采用脂质体转染的方法将合成的hsa-miR-122-5p模拟物转染SMMC-7721细胞构建miR-122过

表达的 overExp-miR-122 细胞，并将细胞分为对照组、Rego 组、overExp-NC 组、overExp-NC+Rego 组、overExp-miR-122 组及

overExp-miR-122+Rego 组，采用 MTT 法检测细胞活性，流式细胞术检测细胞凋亡率、WB 法检测细胞中 Bcl2、cleaved

caspase-3、RAS、RAF1、p-ERK1蛋白表达水平。结果：与对照组相比，Rego处理后细胞凋亡率显著升高（P<0.05），且miR-122表

达量显著上升（P<0.01）；与overExp-NC组比较，overExp-miR-122组细胞增殖抑制率、凋亡率和cleaved caspase-3表达均显著升高（均

P<0.01），RAS蛋白表达显著下降（P<0.05），Bcl2、RAF、p-ERK1蛋白表达均显著下降（均P<0.01）；与 overExp-miR-122组相比，

overExp-miR-122+Rego组细胞中各检测指标变化进一步显著增加（P<0.01）。结论：Rego可抑制SMMC-7721细胞增殖、促进凋

亡，其作用可能与调控miR-122、凋亡相关因子的表达和抑制RAS/RAF/ERK信号通路有关。
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Regorafenib regulates the proliferation and apoptosis of human hepatocellular
carcinoma SMMC-7721 cells through miR-122

CHEN Wei, HAN Zheng, ZOU Yanli, HUANG Shasha, TIAN Xia (Department of Gastroenterology, Wuhan Third Hospital, Wuhan

430062, Hubei, China)

[Abstract] Objective: To explore the effects of regorafenib (Rego) on proliferation and apoptosis of human liver cancer SMMC-7721

cells and the possible mechanism. Methods: SMMC-7721 cells were divided into control group and Rego group (10 μmol/L Rego).

After the treatment for 48 h, Flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate, and qPCR was used to determine the level of

miR-122 in two groups of cells. hsa-miR-122-5p mimics were transfected into SMMC-7721 cells by lipofection to construct the

miR-122 overexpressing cell line (overExp-miR-122). Then, the cells were divided into control group, Rego group, overExp-NC group,

overExp-NC+Rego group, overExp-miR-122 group and overExp-miR-122+Rego group. MTT and Flow cytometry were used to detect

cell viability and apoptosis rate, respectively. The protein expression levels of Bcl2, cleaved caspase-3, RAS, RAF1 and p-ERK1 in

cells were detected by WB assay. Results: Compared with control group, the cell apoptosis rate was significantly increased after Rego

treatment (P<0.05), and miR-122 expression level was significantly increased in Rego group (P<0.01). Compared with overExp-NC

group, the proliferation inhibition rate and apoptosis rate in the cells of overExp-miR-122 group were significantly increased (P<0.01),

the expression level of cleaved caspase-3 was significantly upregulated, while the protein expressions of Bcl2, RAS, RAF and p-ERK

were significantly decreased (P<0.05 or P<0.01). Compared with overExp-miR-122 group, the changes in above detected indicators of

overExp-miR-122+Rego group were more obvious (P<0.01). Conclusion: Regorafenib can inhibit the proliferation and promote

apoptosis of SMMC-7721 cells, which may be achieved by regulating the expression of miR-122, thereby regulating the expression of

apoptosis related factors and inhibiting RAS/RAF/ERK signaling pathway.

[Key words] liver cancer; SMMC-7721 cell; regorafenib (Rego); miR-122; apoptosis; proliferation; RAS/RAF/ERK signaling

pathway
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目前，肝癌的发病率高，预后较差，虽然常规化

疗具有一定疗效，但多数患者对化疗药物的毒副作

用不耐受因而无法使用其有效剂量进行治疗[1-2]。瑞

戈非尼（regorafenib，Rego）是继索拉非尼之后首个获

得成功的分子靶向药物，为多激酶抑制剂，于2017年

12月经中国国家食品药品监督管理总局批准用于不

可切除肝癌患者的治疗[3]。研究[4-5]证明，诸多化疗药

物可以引起包括肝癌在内的多种恶性肿瘤细胞

miRNA表达谱的改变，提示肿瘤化疗药物的作用机

制在一定程度上与调控miRNA有关。促进肿瘤细胞

凋亡是各种抗癌药物发挥抗癌作用的主要方式[6]。

miR-122在调节肝细胞发育、分化、脂质代谢和应激

反应中发挥关键作用，可靶向多种通路，抑制肝癌发

生，具有抑制癌细胞增殖、促进凋亡的作用[7-8]。

TEUFEL等[9]发现，包括miR-122在内的多个miRNA

与Rego治疗后肝癌患者的总生存率相关。本研究通

过体外细胞实验探讨 Rego 对 miR-122 表达的影响，

以及miR-122对人肝癌SMMC-7721细胞的增殖和凋

亡的影响及其机制，旨在探究Rego治疗肝癌的作用

机制，以便在临床上更加合理有效地使用。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人肝癌细胞 SMMC-7721 购自美国模式培养物

保藏中心（American Type Culture Collection，ATCC）。

DMEM 培 养 基（货 号 ：SH30022.01B）购 自 美 国

Hyclone公司，胎牛血清（货号：10270-106）购自美国

Gibco公司，MTT溶液（货号：PAB180013）、RIPA（强）

组织细胞快速裂解液（货号：PAB180006）、BCA蛋白

浓度测定试剂盒（货号：PAB180007）、羊抗兔 IgG抗

体（货号：PAB15001）及羊抗鼠 IgG 抗体（货号：

PAB15009）和 AnnexinⅤ -FITC/PI 凋亡检测试剂盒

（货号：PAB180012）均购自武汉贝茵莱生物科技有限

公司，TRIzol 试剂盒（货号：15596026）购自美国

Ambion公司，hsa-miR-122-5p模拟物（mimic）（货号：

miR10000421-1-5）由广州市锐博生物科技有限公司

合成，逆转录试剂盒（货号：639505）购自宝生物工程

（大连）有限公司，SYBR Green PCR 试剂盒（货号：

KM4101）购自美国KAPA Biosystems公司，兔抗天冬

氨酸蛋白水解酶 3（cleaved caspase-3）抗体（货号：

Ab32042）、大鼠肉瘤（rat sarcoma，RAS）蛋白抗体（货

号：52939）、RAF1 抗体（货号：137435）、B 细胞白血

病/淋巴瘤2（B cell leukemia/lymphoma 2，Bcl2）抗体、

ERK1/2抗体（货号：Ab32124）和鼠抗磷酸化ERK1/2

（p-ERK1/2）抗体均购自英国 Abcam 公司 ，兔抗

GAPDH抗体（货号：2118）购自美国CST公司。酶标

仪（型号：Multiskan FC）购自美国Thermo公司，全自

动化学发光分析仪（型号：Tanon-5200）购自上海天能

科技有限公司，流式细胞仪（型号：FC500 MCL）购自

美国Beckman公司。

1.2 MTT法筛选Rego最适作用剂量和时间

参照CARR等[10]报道的方法进行细胞培养。取

对数生长期的 SMMC-7721 细胞，调整细胞密度为

3.0×105 个/ml，并接种于 96孔板，每孔 100 μl，分别加

入不同浓度的Rego（0、1、5、10、15 μmol/L）[11]，各浓度

3复孔，37 oC培养箱中培养24 h，每孔分别加入10 μl

MTT溶液，置于 37 oC培养 4 h，离心后弃上清液，向

细胞中加入 150 μl DMSO，震荡 10 min，使用酶标仪

检测各孔在波长 490 nm处的光密度（D）值，根据公

式计算细胞增殖率。细胞增殖率=（实验组D值/对照

组D值）×100%，并由此筛选Rego的最佳作用剂量

和时间并用于后续实验。

1.3 qPCR 检测 Rego 对 SMMC-7721 细胞 miR-122

表达的影响

采用TRIzol试剂盒提取对照组和10 μmol/L Rego

组SMMC-7721细胞总RNA，各组取1 μg RNA，分别根

据逆转录试剂盒说明进行逆转录，获得cDNA。基

于cDNA模板，用qPCR方法检测 miR-122表达量。采

用 Primer premier 5.0 设计引物序列。miR-122-F：

GGGTGGAGTGTGACAAT，miR-122-R：AACTGGT‐

GTCGTGGAGTCGGC；U6-F：CTCGCTTCGGCAG‐

CACA，U6-R：AACGCTTCACGAATTTGCGT。qPCR反

应体系（20 μl）：10 μl带有荧光染料的Taq酶复合物，各

0.50 μmol/L引物，（0.2±0.02）μg cDNA模板。反应条件：

95 ℃ 3 min；95 ℃ 5 s，56 ℃ 10 s，72 ℃ 25 s，共进行39

个循环；65℃ 5 s，95 ℃ 50 s。采用2－ΔΔCt法计算miR-122

相对表达量。

1.4 miR-122-5p过表达细胞株构建与实验分组处理

将 hsa-miR-122-5p模拟物采用脂质体介导的方

法转染 SMMC-7721 细胞，构建 overExp-miR-122 细

胞株，同时转染hsa-miR-NC作为对照。首先，分别将

100 pmol hsa-miR-122-5p 模拟物稀释于 250 µl 减血

清培养基中，同时将 5 μl RNAi特异性阳离子脂质体

转染试剂稀释于250 µl血清培养基中，将两者混合后

室温孵育20 min，并将500 µl复合物加到含有细胞和

换有1.5 ml新鲜培养基的培养板孔中，来回轻柔摇晃

细胞培养板，将细胞板置于 37 ℃、5% CO2培养箱中

转染4 h后，更换新鲜培养基培养48 h，收集细胞并通

过qPCR检测miR-122过表达效率。

miR-122-5p过表达细胞构建成功后，将细胞分为

对照组、Rego组、overExp-NC组、overExp-NC+Rego组、

overExp-miR-122组及overExp-miR-122+Rego组。所

有Rego组均采用10 μmol/L Rego处理48 h。

1.5 MTT法检测Rego和miR-122对SMMC-7721细

胞增殖的影响

使用MTT法测定各组细胞增殖水平。取各组对

数期细胞，参照方法 1.2.1进行检测。细胞增殖抑制

率=（1-实验组D值/对照组D值）×100%

1.6 流式细胞术检测 Rego 和 miR-122 对 SMMC-

7721细胞凋亡的影响

采用Annexin Ⅴ-FITC/PI检测试剂盒分析Rego

诱导细胞凋亡的能力。收集各组细胞，使用缓冲液

重悬细胞，各组分别加入Annexin Ⅴ-FITC及PI溶液

各 5 µl，避光静置 15 min，加入 400 μl缓冲液，上机检

测细胞凋亡情况。

1.7 WB 法检测 Rego 和 miR-122 对 SMMC-7721 细

胞中蛋白表达的影响

收集并裂解各组细胞，12 000×g离心 20 min，用

BCA试剂盒提取细胞总蛋白并测定蛋白质量。各组

分别取30 μg蛋白上样，10% SDS-PAGE分离后，将蛋

白转移至PVDF膜，用含 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，

分别加入一抗 Bcl2（ 1∶1 000）、cleaved caspase-3

（1∶500）、RAS（1∶20 000）、RAF1（1∶5 000）、ERK1/2

（1∶1 000）、p-ERK1/2（1∶1 000）和GAPDH（1∶1 000）

抗体稀释液4 oC孵育过夜。Tris缓冲液洗涤后，加入

二抗（羊抗兔 IgG抗体或羊抗鼠 IgG抗体，1∶10 000稀

释）稀释液室温孵育 2 h，洗涤后加入ECL发光液显

色，将膜置于全自动化学发光分析仪中检测，使用

Tanon Gis 4.2软件分析蛋白条带灰度值并计算蛋白

相对表达量。

1.8 统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件进行分析，符合正态分布

的计量资料以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析(ANOVA)，两两比较采用LSD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 Rego对SMMC-7721细胞的作用

2.1.1 Rego抑制细胞增殖 MTT法检测结果（图1）显

示，与对照组相比，Rego处理后细胞增殖受到了抑制，

并呈剂量和时间依赖性。因剂量增加至15 μmol/L和时

间增加至 72 h 时对细胞增殖率的影响不再明显，后

续实验选择 Rego 作用剂量和时间分别是10 μmol/L

和48 h。

图1 MTT法检测SMMC-7721细胞增殖

Fig.1 The proliferation of SMMC-7721 cells detected by MTT

2.1.2 Rego促进SMMC-7721细胞凋亡 流式细胞术

检测结果（图 2）显示，与对照组相比，10 μmol/L

Rego处理48 h后，SMMC-7721细胞凋亡率显著升高

（P<0.05）。

*P<0.05

图2 10 μmol/L Rego处理48 h后SMMC-7721细胞凋亡率升高

Fig.2 The apoptosis rate of SMMC-7721 cells increased after treatment with 10 μmol/L Rego for 48 h

2.1.3 Rego 促进 SMMC-7721 细胞中 miR-122 的表

达 qPCR检测结果（图 3）显示，与对照组相比，

10 μmol/L Rego 处理 48 h 后，SMMC-7721 细胞中

miR-122的表达量显著增加（P<0.01）。

2.2 过表达miR-122对SMMC-7721细胞的作用

2.2.1 成功构建 miR-122 过表达的 SMMC-7721 细

胞 qPCR检测结果（图4）显示，对照组与overExp-NC组

SMMC-7721 细胞中 miR-122 的表达量差异无统计

·· 797



中国肿瘤生物治疗杂志, 2021, 28(8)

有Rego组均采用10 μmol/L Rego处理48 h。

1.5 MTT法检测Rego和miR-122对SMMC-7721细

胞增殖的影响

使用MTT法测定各组细胞增殖水平。取各组对

数期细胞，参照方法 1.2.1进行检测。细胞增殖抑制

率=（1-实验组D值/对照组D值）×100%

1.6 流式细胞术检测 Rego 和 miR-122 对 SMMC-

7721细胞凋亡的影响

采用Annexin Ⅴ-FITC/PI检测试剂盒分析Rego

诱导细胞凋亡的能力。收集各组细胞，使用缓冲液

重悬细胞，各组分别加入Annexin Ⅴ-FITC及PI溶液

各 5 µl，避光静置 15 min，加入 400 μl缓冲液，上机检

测细胞凋亡情况。

1.7 WB 法检测 Rego 和 miR-122 对 SMMC-7721 细

胞中蛋白表达的影响

收集并裂解各组细胞，12 000×g离心 20 min，用

BCA试剂盒提取细胞总蛋白并测定蛋白质量。各组

分别取30 μg蛋白上样，10% SDS-PAGE分离后，将蛋

白转移至PVDF膜，用含 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，

分别加入一抗 Bcl2（ 1∶1 000）、cleaved caspase-3

（1∶500）、RAS（1∶20 000）、RAF1（1∶5 000）、ERK1/2

（1∶1 000）、p-ERK1/2（1∶1 000）和GAPDH（1∶1 000）

抗体稀释液4 oC孵育过夜。Tris缓冲液洗涤后，加入

二抗（羊抗兔 IgG抗体或羊抗鼠 IgG抗体，1∶10 000稀

释）稀释液室温孵育 2 h，洗涤后加入ECL发光液显

色，将膜置于全自动化学发光分析仪中检测，使用

Tanon Gis 4.2软件分析蛋白条带灰度值并计算蛋白

相对表达量。

1.8 统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件进行分析，符合正态分布

的计量资料以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析(ANOVA)，两两比较采用LSD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 Rego对SMMC-7721细胞的作用

2.1.1 Rego抑制细胞增殖 MTT法检测结果（图1）显

示，与对照组相比，Rego处理后细胞增殖受到了抑制，

并呈剂量和时间依赖性。因剂量增加至15 μmol/L和时

间增加至 72 h 时对细胞增殖率的影响不再明显，后

续实验选择 Rego 作用剂量和时间分别是10 μmol/L

和48 h。

图1 MTT法检测SMMC-7721细胞增殖

Fig.1 The proliferation of SMMC-7721 cells detected by MTT

2.1.2 Rego促进SMMC-7721细胞凋亡 流式细胞术

检测结果（图 2）显示，与对照组相比，10 μmol/L

Rego处理48 h后，SMMC-7721细胞凋亡率显著升高

（P<0.05）。

*P<0.05

图2 10 μmol/L Rego处理48 h后SMMC-7721细胞凋亡率升高

Fig.2 The apoptosis rate of SMMC-7721 cells increased after treatment with 10 μmol/L Rego for 48 h

2.1.3 Rego 促进 SMMC-7721 细胞中 miR-122 的表

达 qPCR检测结果（图 3）显示，与对照组相比，

10 μmol/L Rego 处理 48 h 后，SMMC-7721 细胞中

miR-122的表达量显著增加（P<0.01）。

2.2 过表达miR-122对SMMC-7721细胞的作用

2.2.1 成功构建 miR-122 过表达的 SMMC-7721 细

胞 qPCR检测结果（图4）显示，对照组与overExp-NC组

SMMC-7721 细胞中 miR-122 的表达量差异无统计
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学意义（P>0.05），而 overExp-miR-122组细胞中miR-

122表达量显著高于对照组和 overExp-NC组（均P<

0.05），说明转染 hsa-miR-122-5p 模拟物后 SMMC-

7721细胞中miR-122明显过表达。

**P<0.01

图3 10 μmol/L Rego处理48 h后SMMC-7721细胞中

miR-122表达水平升高

Fig. 3 Relative expression of miR-122 in SMMC-7721 cells

increased after treatment with 10 μmol/L Rego for 48 h

*P<0.05

图4 qPCR检测SMMC-7721细胞miR-122过表达效率

Fig.4 Overexpression efficiency of miR-122 in SMMC-7721

cells detected by qPCR

2.2.2 miR-122过表达抑制SMMC-7721细胞增殖并促

进凋亡 流式细胞术（图 5A、B）、MTT法（图 5C）和

WB实验（图 6）检测结果显示，与对照组相比，Rego

组的细胞凋亡率和细胞增殖抑制率均显著升高

（均 P<0.01）、Bcl2 表达水平显著下调（P<0.01）、

cleaved caspase-3 表达水平显著上调（P<0.01），

overExp-NC 组与对照组无显著差异；与对照组和

overExp-NC 组相比，overExp-NC+Rego 组、overExp-

miR-122 组和 overExp-miR-122+Rego 组的细胞凋亡

率均显著升高（均 P<0.01），overExp-NC+Rego 组、

overExp-miR-122 组细胞增殖抑制率显著升高（均

P<0.05），overExp-miR-122+Rego组的细胞增殖抑制率

显著升高（P<0.01），Bcl2表达水平显著下调（P<0.01），

cleaved caspase-3 表达水平显著上调（P<0.01）；与

overExp-NC+Rego组相比，overExp-miR-122+Rego组

的细胞凋亡率和细胞增殖抑制率均显著升高（均

P<0.01），Bcl2 表达水平显著下调（P<0.01），cleaved

caspase-3 表达水平显著上调（P<0.01）；与 overExp-

miR-122组相比，overExp-miR-122+Rego组的细胞凋

亡率和细胞增殖抑制率均显著升高（P<0.01），Bcl2表

达水平显著下调（P<0.01），cleaved caspase-3表达水

平显著上调（P<0.01）。

2.2.3 miR-122抑制RAS/RAF/ERK信号通路 WB法检

测RAS/RAF/ERK信号通路相关蛋白表达的结果（图7）

显示，与对照组相比，Rego 组中RAS、RAF1、p-ERK1

表达水平均显著下调（均P<0.01），而overExp-NC组中

蛋白表达无显著差异（均P>0.05）；与overExp-NC组和

对照组相比，overExp-NC+Rego组、overExp-miR-122 组

和 overExp-miR-122+Rego组中RAS、RAF1 和 p-ERK1

表达水平均显著下降（P<0.05或P<0.01）；与overExp-

NC+Rego组相比，overExp-miR-122+Rego组中这些蛋

白的表达均显著下调（均P<0.01）；与overExp-miR-122

组相比，overExp-miR-122+Rego组中这些蛋白的表达

均显著下调（均P<0.01）。

3 讨 论

肝癌为世界范围内病死率上升最快的癌症相关

死亡原因之一[12]，在中国其患者病死率居世界首

位[13]。近年来，随着各种新药物的研发及技术的进

步，早期和中期肝癌的生存率有所改善，但晚期肝癌

患者的预后情况仍很差[2]。Rego为获批的肝癌二线

治疗药物[2]，为其在临床上更好地应用，了解其治疗

机制尤为重要。本研究通过体外细胞实验探索了

Rego治疗肝癌的作用机制。

血液中循环的miRNA是一类非常有前途的疾病标

志物。Rego是一种广谱激酶抑制剂，已获批用于结

直肠癌（colorectal cancer，CRC）的治疗，通过Rego治

疗CRC 患者的血清检测分析发现循环miR-21、miR-

141、miR-601、miR-652-3-p的上调和miR-3614-3-p的下

调均与患者无进展生存期（progression free survival，PFS）

和总生存期（overall survival，OS）的降低相关，可用作

Rego治疗患者前期筛选的生物标志物，用于跟踪和预

测获得性治疗耐药[14-15]。Rego 也可提高肝细胞癌

（hepatocellular carcinoma，HCC）患者的OS，其治疗有

效性与血清中9种miRNA（miR-30a、miR-122、miR-125b、

miR-200a、miR-374b、miR-15b、miR-107、miR320 和

miR645）的表达水平密切相关[9]。而经证实miR-371-

5p、miR-373和miR-543在HCC组织中也呈高表达，上

调这些miRNA的表达可显著下调caspase-8的表达，并

显著增强Z-VAD/TNF-α诱导的HCC细胞坏死，可作为
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HCC潜在的诊断、预后和治疗靶点[16]。本研究发现，Rego

处理或miR-122过表达均促进SMMC-7721细胞凋亡，

且Rego处理后miR-122的表达上调；同时overExp-miR-

122+Rego组细胞的凋亡率和凋亡相关蛋白表达水平较

单纯miR-122过表达组进一步升高，推测Rego诱导

SMMC-7721细胞凋亡的作用机制可能与上调miR-122

表达有关，miR-122或许可作为Rego治疗的生物标志

物之一。同时，Rego治疗过程中可能还会有其他的分

子参与癌细胞的发生发展，研发新的生物标志物是HCC

临床治疗和预后评估的一个重要需求。

*P<0.05, **P<0.01

图5 miR-122过表达对SMMC-7721细胞的凋亡（A、B）、增殖（C）的影响

Fig.5 Effects of miR-122 overexpression on the apoptosis (A, B) and proliferation (C) of SMMC-7721 cells

**P<0.01

图6 miR-122过表达对SMMC-7721细胞中Bcl2和cleaved caspase-3蛋白表达水平的影响

Fig.6 Effects of miR-122 overexpression on relative protein expressions of Bcl2 and cleaved caspase-3 in SMMC-7721 cells
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*P<0.05, **P<0.01

图7 miR-122过表达下调SMMC-7721细胞中RAS/RAF/ERK信号蛋白表达

Fig. 7 miR-122 overexpression decreased the expression levels of RAS/RAF/ERK signaling pathway related protein in

SMMC-7721 cells

miR-122与肝癌患者的OS直接相关，参与调控

肝癌细胞的增殖、侵袭和凋亡，miR-122阴性表达的

肝癌患者3年生存率差，且发生癌症转移患者的肝癌

组织中miR-122 表达低于未发生转移者，血清中

miR-122表达水平高可延长患者的OS，血清miR-122

与肝坏死性炎症临床化学参数、肝功能和合成能力

相关[17-18]，提示miR-122与肝癌的发生和发展密切相

关。LI等[19]在研究离子液体对人肝癌HepG2细胞的

毒性时发现，离子液体在诱导细胞凋亡时上调了

miR-122的表达，加入miR-122抑制剂后可抑制离子

液体对HepG2细胞的促凋亡作用。Bcl2蛋白家族为

细胞凋亡的调节因子，其中 Bcl2 相关 X 蛋白（Bcl2

associated X protein，BAX）为促凋亡蛋白，而Bcl2

蛋白则参与凋亡抑制性调节；Bcl2 下调将导致

BAX/Bcl2比上调，该比值的增加促使细胞色素 c从

线粒体膜间/嵴间间隙释放到细胞质，细胞色素在细

胞质中与A-Raf-1结合，导致 caspase-9和下游效应子

caspase-3的激活，从而促进凋亡[20-21]。本研究结果显

示，过表达miR-122促进了SMMC-7721细胞的凋亡，

同时下调 Bcl2 的表达、上调 cleaved caspase-3 的表

达，提示上调miR-122可通过调节凋亡相关蛋白的表

达从而促进 SMMC-7721细胞凋亡，与虞佳等[8]的报

道一致。RAS/RAF/ERK 通路为肝癌治疗的关键

靶点之一[22-23]。XU等[24]研究发现，miR-122下调表

达有助于 RAS/RAF/ERK 信号通路的激活，提示

miR-122可调控RAS/RAF/ERK信号通路。本研究过

表达 miR-122 后 SMMC-7721 细胞中RAS、RAF1及

p-ERK1的表达显著降低，同样证实了miR-122对

RAS/RAF/ERK信号通路的调控作用。

综上所述，本研究通过体外细胞实验证实了

Rego 能够抑制肝癌 SMMC-7721 细胞增殖、诱导凋

亡，而其作用机制可能与miR-122表达上调进而促进

凋亡相关因子的表达和抑制RAS/RAF/ERK信号通

路有关。
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