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摘要

肝细胞肝癌（HCC）是目前最致命的恶性肿瘤之一。根据先前的研究，19号染色体miRNA簇（C19MC）与
肝癌患者的肿瘤高负荷和不良预后相关。目前的研究旨在探讨miR-516a-3p在HCC中的作用。miR-
516a-3p是一种由C19MC 4个致癌前体miRNA（即mir-516a-1、mir-516a-2、mir-516b-1和mir-516b-2）所共
同剪接而成的相同的成熟体miRNA。在肝癌队列中，与瘤旁组织相比，miR-516a-3p在肝癌组织中显著
高表达。肿瘤miR-516a-3p的高表达与肝癌高肿瘤负荷相关，可以区分高HCC复发率和死亡率，并独立
预测肝癌的不良预后。进一步通过体外实验发现miR-516a-3p增强了肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭性，并
通过体内实验验证miR-516a-3p促进了肿瘤的增殖和远处转移能力。在肝癌细胞中，miR-516a-3p可以通
过外泌体进行递送，并增加受体肝癌细胞的致癌活性。此外，为探索miR-516a-3p致癌的潜在机制，本研
究进行了全面的转录组学、蛋白质组学和代谢组学分析。多组学DIABLO分析显示，蛋白质组学和代谢
组学数据之间具有密切的相关性和较强的聚类一致性。进一步证实了 6种基因的mRNA（即LMBR1、
CHST9、RBM3、SLC7A6、PTGFRN和NOL12）是miR-516a-3p的直接靶点，并在miR-516a-3p介导的代谢
调节中发挥核心作用。综合多组学和共富集途径分析表明，miR-516a-3p可以调节肝癌细胞的代谢途径，
特别是嘌呤代谢和嘧啶代谢。总之，本研究发现，miR-516a-3p可以通过调节细胞代谢和外泌体递送系统
影响相邻细胞，促进肝癌细胞的肿瘤恶性进展。因此，miR-516a-3p可作为肝癌治疗的新分子靶点。
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1. 引言

肝细胞肝癌（HCC）是最常见的恶性肿瘤之一，且其

预后效果很差[1]。HCC的发病率比其他任何癌症都增长

得更快，这值得引起人们极大的关注[2]。在过去的几十年

中，女性和男性 HCC 的死亡率都有所增加。而手术是

HCC的重要治疗手段[3]。尽管结合了靶向药物治疗[4]、

局部消融[5]、经导管动脉化疗栓塞[6]，甚至肝移植等治

疗手段[7]，但HCC的预后效果仍然很差。因此，必须尝

试去更好地了解HCC的发病机制从而探索其可能的治疗

靶点。

microRNA（miRNA）是一种长度为 18~25个核苷酸

的小型非编码RNA，通过靶向肿瘤相关通路，在调节肿

瘤发生和肿瘤进展中发挥关键作用[8]。目前，miRNA簇
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被定义为一组从相同方向或相邻基因组转录的前体miR‐

NA（pre-miRNA）[9]，其调控和表达具有高度一致性的

特点[10]，在癌症的调控中极有吸引力。此外，由于相同

或相似的种子区域，miRNA簇可以靶向相同的基因或途

径，并实现共同的效果[11‒12]。19 号染色体 miRNA 簇

（C19MC）作为最大的miRNA簇，包含 46个 pre-miRNA 

[13]。之前的研究通过挖掘癌症基因组图谱（TCGA）

（https://portal.gdc.cancer.gov/）miRNA谱，证明了在HCC

组织差异上调的前50和前100个miRNA中，分别有37个

（80.4%）和 45 个（97.8%）属于 C19MC [14]。这些结果

与其他研究结果[15‒17]一致，表明C19MC可能是HCC的

一种新型预后生物标志物。然而，目前缺乏功能性研究用

于探索C19MC成员对HCC影响的机制。

miRNA有可能在不同类型的细胞之间转运，包括癌

细胞和邻近细胞，而这可能会影响受体细胞的生物学特征

[18]。外泌体或细胞外囊泡是研究细胞间通讯最常用的

miRNA载体，有助于恶性肿瘤的转移[19]。一些研究表

明，C19MC会通过外泌体转移到其他区域。C19MC在人

胎盘滋养层细胞中通过外泌体介导转移，从而获得病毒抗

性这一现象已受到广泛关注[20‒21]。Bullerdiek等[22]还

提出了一个假设，即外泌体衍生的C19MC可能作为治疗

肿瘤的靶点。然而，目前仍没有实验研究表明，可以通过

外泌体转移C19MC，从而调节肿瘤细胞。因此，本研究

旨在探讨 HCC 中 C19MC 通过外泌体的生物学功能性

转移。

本研究发现C19MC的 4种致癌前体miRNA（即mir-

516a-1、mir-516a-2、mir-516b-1和mir-516b-2）共同剪接

了一个相同的成熟miRNA，命名为miR-516a-3p。在82例

HCC 患者队列中评估了 miR-516a-3p 的临床价值，以及

miR-516a-3p在体外和体内对HCC恶性行为的影响，并通

过研究外泌体检测了miR-512-3p的细胞间转运。还进行

了多组学（即转录组学、蛋白质组学和代谢组学）分析，

从而系统地探索miR-516a-3p介导的致癌的分子机制。

2. 材料和方法

2.1. 癌症基因组图谱数据分析

按照先前所述方法[14]分析TCGA数据。简而言之，

HCC患者和非肿瘤对照组的miRNA序列和临床数据来自

TCGA数据库。edgR包用于标准化miRNA测序并筛选差

异miRNA。根据受试者操作特征（ROC）曲线计算的每

个miRNA的截断值，将miRNA的表达水平分为高表达组

和低表达组。采用对数秩检验进行Kaplan-Meier分析，以

检测miRNA表达与HCC总生存率（OS）的相关性。采用

单变量Cox比例风险回归分析筛选HCC OS的危险因素。

使用卡方检验以分析具有miRNA表达的HCC的临床病理

特征。

2.2. 代谢组学

代谢组学分析按照之前所述方法进行[23]。对于代谢

物提取，将 5 × 106个（每个样本）miR-516a-3p 转染的

SNU-449（n = 8）及其对照用于代谢组学分析。根据制造

商的说明，提取并转移所有样品的代谢物，用于高效液相

色谱串联质谱（HPLC-MS/MS）分析。对于代谢物鉴定，

使用 MSconvert 软件（ProteoWizard，美国）将原始质谱

（MS）数据转换为mzXML，并使用XCMS软件包从软件

中提取。根据每个离子的保留时间（RT）和质荷比（m/z）

数据，通过软件的 metaX 包识别 MS1 谱图。特别是，

MS2光谱与内部标准光谱库相匹配。然后使用京都基因

和基因组百科全书（KEGG）数据库以及人类代谢组数据

库（HMDB）鉴定和注释 MS2 光谱的代谢物。使用

MetaboAnalyst 4.0（http://www.metaboanalyst.ca）[24]对已

鉴定的代谢物进行通路富集。

2.3. 蛋白质组学

对5 × 106个（每个样本）miR-516a-3p转染的SNU-449

（n = 3）及其对照进行蛋白质组学分析。简而言之，用裂

解缓冲液从样品中提取蛋白质，然后煮沸并以15 000 g离

心 15 min。进行二辛可宁酸（BCA）蛋白质测定（Beyo‐

time，中国）以检测所有样品的蛋白质浓度。将每个样品

20 μg蛋白质在12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）凝胶上进行分离，并用考马斯蓝染色后，

进行凝胶内过滤辅助样品制备。根据制造商的说明，这些

肽用串联质量标签（TMT）（Thermo Fisher Scientific，美

国）标记。在液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）分析之

前，TMT肽通过高 pH值（pH =10）Agilent 1260 Infinity 

II 反相（RC） -HPLC 系统（中国安捷伦科技有限公司）

进行分馏。使用配备Acclaim PepMap快速分离液相色谱

（RSLC）柱（Thermo Fisher Scientific）的 Easy-nLC 超高

效液相色谱（UHPLC）系统（Thermo Fisher Scientific）

分离肽级分，流速为 300 nL∙min−1。AQ Exactive Plus MS

（Thermo Fisher Scientific）用于MS分析。接下来，使用

Mascot 2.6（Matrix Science，英国）和 Proteome Discoverer 

2.1（Thermo Fisher Scientific）搜索原始数据，然后与蛋白

质组数据库（Uniprot_HomoSapiens_20386_20180905）进

行匹配。使用在线数据库KEGG Orthology Based Annota‐
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tion System（KOBAS）3.0（kobas.cbi.pku.edu.cn.）对差

异蛋白进行KEGG分析。

2.4. 转录组学

对每个样本中 5 × 106个（每个样本）miR-516a-3p转

染的SNU-449（n = 3）及其对照进行转录组学分析。简言

之，使用 TRIzol 试剂（Invitrogen，美国）提取总 RNA，

并用聚T寡核苷酸连接的磁珠纯化mRNA。使用mRNA序

列样品制备试剂盒（Illumina，美国）将mRNA反向转录

为 cDNA文库。用AMPureXP珠纯化 cDNA，并利用聚合

酶链反应（PCR）扩增进行扩增。然后使用 Illumina 

Hiseq X Ten系统（Illumino，美国）对总测序文库进行测

序。Hisat软件包通过将读数映射到参考基因组来分配样

品的读数。执行 StringTie以组装映射的读取。使用KO‐

BAS 3.0进行差异mRNA的KEGG分析。

2.5. 用蛋白质组学和转录组学分析靶基因

使用在线分析数据库TargetScan†筛选miR-516a-3p的

潜在靶向基因。将所有候选靶向基因与蛋白质组学或转录

组学的下调蛋白或转录物的数据重叠。然后将重叠的蛋白

质或转录本设置为miRNA的潜在靶点并突出显示为节点。

靶向基因效应的系统分析如下：①通过使用 corrplot R软

件包的Pearson相关检验，评估靶向基因和差异基因之间

的相关性；②根据功能富集程度将差异基因划分为基因

集，并基于Bray-Curtis距离的Mantel检验构建目标基因

与基因集之间的网络。

2.6. 多组学综合分析

与差异变量的传统统计方法不同，使用潜在成分

（DIABLO）模型的生物标志物发现数据集成分析致力于

使用多变量探索方法，选择多维度和多功能水平的变量

[25]。通过L1惩罚同时选择特征使得构建的信号网络模型

更具有生物学上的解释性。因此，DIABLO已被广泛用于

分析细胞生物学、探索机制、挖掘路径和构建结构。在本

研究中，将转录物、蛋白质和代谢物的基质输入DIAB‐

LO，以确定生物相关特征的主要组合。该模型由两部分

组成，每个部分包含 90个特征，这些特征是在所有三种

数据类型中联合选择的（每个数据类型有2 × 30个特征）。

使用加权基因相关网络分析（WGCNA）R软件包，采用

基于模块的方法将组学变量数据集转换为通路数据集。

MixOmics R软件包用于研究变量之间的相关性。使用R

软件包构建群落结构以直观地描述变量之间的关联。

Metscape 3（kEGG和EHMN的内部交互数据库）用于构

建分支连接网络，并整合基因表达谱（即转录组学和蛋白

质组学）和代谢组学[26]。

2.7. 细胞培养

HCC细胞系即SNU-449、Hep G2、HUH-7和LM3购

自美国典型培养物保藏中心或中国科学院细胞库。用于细

胞培养的培养基如下：将 RPMI 1640 培养基（GIBCO，

美国）用于SNU-449；Hep G2使用Eagle的最低基本培养

基（Thermo Fisher Scientific，美国）；HUH-7和LM3使用

Dulbecco 改良的 Eagle 培养基（Thermo Fisher Scientific，

美国）。所有培养基均添加 10% 胎牛血清（FBS）（Bio‐

IND，中国）。细胞在 37 ℃下的含有 5%二氧化碳（CO2）

的加湿培养箱中进行培养。

2.8. 细胞转染

为体外实验合成了miR-516a-3p模拟寡核苷酸、抑制

剂寡核苷酸及其对照（RiboBio，中国）。根据制造商的说

明，使用RiboFECT（RiboBio）有效转染这些RNA寡核

苷酸[模拟物为 100 nmol·L−1（nM），抑制剂为 200 nM ]。

构建慢病毒载体颗粒（Genepharma，中国）以稳定表达

miR-516a-3p 抑制剂用于体内实验。简而言之，将 miR-

516a-3p抑制剂序列克隆到第三代包装系统载体中。载体

转染 293T细胞；然后，从上清液中收集并浓缩慢病毒颗

粒。用 1×107 个感染性慢病毒颗粒单位转导 2×105 个

LM3细胞（感染倍数为 50）。稳定表达miR-516a-3p抑制

剂的LM3细胞用2 μg·L−1嘌呤霉素（Thermo Fisher Scien‐

tific）筛选两周。

2.9. 定量逆转录PCR（qRT-PCR）

根据制造商的说明，使用miRNeasy Mini Kit（编号

217004；Qiagen，德国）和 Rneasy MinElute Cleanup Kit

（编号 74204；Qiagen，德国）从HCC细胞中提取和纯化

总RNA和miRNA。为了分离细胞上清液的外泌体RNA，

使 用 anexoRNeasy Maxi Kit （ 编 号 77164； Qiagen）。

ABulge-Loop miRNA qRT-PCR Starter Kit（C10211, Ribo‐

Bio）用于检测前体miRNA和成熟miRNA的表达。简而

言之，对于茎环miRNA qRT-PCR，使用特异性逆转录引

物合成 pre-miRNA 或 miRNA cDNA，分别在 42 ℃保持

60 min和 70 ℃保持 10 min。然后在 95 ℃、15 s和 60 ℃、

30 s 每个循环条件下进行 40 个循环的 PCR 扩增（对于

前体 miRNA，使用 55 ℃的温度）。U6 作为归一化对

照，用循环阈值（CT）值比较（2−∆∆CT）法计算相对

表达量。miR-516a-3p（MQPS0001726-1）、miR-516a-5p

† http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan/vert_71/targetscan.cgi?mirg=hsamiR-516a-3p

3



（MQPS0001727-1） 和 miR-516b-5p （MQPS0001730-1）

的逆转录引物和PCR扩增引物是合成的，购自RiboBio公

司。其他引物序列显示在附录A的表S1中。

2.10. 免疫印迹分析

如前所述进行蛋白质免疫印迹分析[27]。简言之，在

定量和煮沸后，将所有收集的蛋白质用10% SDS-PAGE凝

胶（FD341-100；Fudebio，中国）电泳，然后转移到平

衡的聚偏二氟乙烯膜上。然后在室温下封闭膜 1 h，并

在 4 ℃下与一抗孵育过夜。在用增强化学发光（ECL）

系统（Biotanon，中国）和 FDbio-FemtoECL（FD8380；

Fudebio，中国）检测之前，将膜与二级抗Rabbit免疫球

蛋白G（IgG）或抗小鼠 IgG辣根过氧化物酶（HRP）连

接抗体一起孵育。附录 A 的表 S2 中列出了使用的所有

15种抗体。

2.11. 细胞计数试剂盒-8（CCK-8）和 5-乙炔基-2′-脱氧尿嘧

啶（EdU）测定

CCK-8测定和EDU测定用于检测细胞增殖。将已用

miR-516a-3p寡核苷酸转染的HCC细胞系接种在 96孔板

（用于 CCK-8）或 24 孔板（对于 EdU）中 24 h。添加

CCK-8 试剂（Dojindo Molecular Technologies，日本）培

养 1 h（用培养基稀释，1∶10），并使用分光光度读数仪

（Multiskan FC，Thermo Scientific）检测 450 nm处的吸光

度。根据制造商的说明，使用ClickiTEdU Alexa Fluor 488

检测试剂盒（Invitrogen，美国）测量细胞增殖。使用荧

光显微镜（Photometrics Prime，美国）拍摄荧光图像。绿

色荧光细胞与蓝色荧光细胞的比例即反映增殖效率。

2.12. 实时细胞分析（RTCA）测定

使用RTCA以监测细胞指数（CI），该方法以无标记

的实时方式反映细胞增殖和侵袭。配备E-Plate 96的Anx‐

CELLigence RTCA单板（SP）仪器用于细胞增殖。使用

配备CIM-Plate 16（预涂Matrigel）的 xCELLigence RTCA

双用途（DP）（ACEA Biosciences，美国）仪器来确定细

胞侵袭。将转染miRNA寡核苷酸24 h的HCC细胞接种于

E-Plate 96或CIM-Plate 16，然后根据制造商的说明实时检

测CI。

2.13. 菌落形成实验

使用miR-516a-3p寡核苷酸转染24 h后，将HCC细胞

接种在 12孔板中，每三天更换一次培养基。两周后，使

用多聚甲醛固定细胞，并用结晶紫将细胞染色（Sigma-

Aldrich，德国）。

2.14. 细胞侵袭实验

Transwell 系统（Corning Inc.）用于细胞迁移和侵袭

测定。简而言之，用miR-516a-3p寡核苷酸转染HCC细胞

24 h。对于侵袭试验，将 Matrigel（BD Biosciences，美

国）预涂到装饰Transwell膜的上室中，并与无血清培养

基一起孵育2 h。Matrigel不用于迁移测定。转染的细胞在

上室用无血清培养基重悬，配套的 24孔板的下室装有血

清培养基。培养24 h后，用多聚甲醛固定小室并用结晶紫

染色。对染色的细胞进行计数以评估其侵袭能力。

2.15. 双荧光素酶报告分析

按照先前所述 [27]，分别合成了 6 个候选靶（LM‐

BR1、 CHST9、 RBM3、 SLC7A6、 PTGFRN 和 NOL12）

的野生型或突变型 3'非翻译区（3'UTR）的序列，并克隆

到 pmirGLO 载体上（Repobio，中国）。然后使用 lipo‐

fectamine 3000（Thermo Fisher Scientific，美国），用构建

的载体和miR-516a-3p模拟物或对照模拟物共转染293T细

胞。48 h后，根据制造商的说明，用双荧光素酶报告试剂

盒（Vazyme，中国）检测所有细胞的双荧光素酶活性。

2.16. Cy3标记miR-516a-3p外泌体转移检测

使用两种形式的培养系统来检测miR-516a-3p外泌体

转移的途径。一种形式是共培养测定。用Cy3-miR-516a-

3p模拟物转染后，收获细胞并用无血清培养基洗涤三次。

然后将它们接种在Transwell系统（0.4 μm，聚碳酸酯膜；

Corning Inc.）的上室中，将未处理的HCC细胞预先接种

在下室中。24 h后，将下室中的细胞用磷酸盐缓冲盐水

（PBS）洗涤三次。观察细胞上的Cy3红色荧光。另一种

共培养系统形式是培养基转移。在 6 cm 培养皿中转染

Cy3-miR-516a-3p模拟物 24 h后，将HCC细胞洗涤三次，

然后用无血清培养基培养24 h。收集培养基并在4 ℃下以

3000 g离心 5 min以去除细胞碎片。然后将上清液转移并

培养到24孔板中，预先接种未处理的HCC细胞。24 h后，

用 PBS洗涤细胞三次，用荧光显微镜观察。对于这两种

形式的培养系统，每一种都用外来体产生抑制剂GW4869

（20 μM； MedChemExpress，美国）处理，并用作对

照组。

2.17. 外泌体纯化、鉴定和共培养

HCC细胞（稳定过表达miR-516a-3p的SNU-449和未

处理的 SNU-449）在 15 cm 培养皿中生长至有 80% 融合

后，用10 mL无血清培养基替换原代培养基。24 h后，将

上清液在4 ℃下以3000 g离心5 min，然后用Millex GV过

滤装置（0.22 μm；Merck Millipore，德国）过滤。随后
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根 据 制 造 商 的 说 明 ， 使 用 exoEasy Maxi 试 剂 盒

（No.76064；Qiagen，德国）提取和纯化上清液中的外泌

体。最后，用400 μL洗脱缓冲液洗脱被膜吸收的外泌体。

exoRNeasy Maxi试剂盒（No.77164；Qiagen，德国）用于

分离外泌体RNA。

为了观察外泌体结构，将外泌体连接到铜网格上，并

用磷钨酸（2%）负染色 1.5 min。样品干燥 15 min后，用

透射电子显微镜（Tecnai G2 Spirit 120 kV；Thermo Fisher 

Scientific，美国）观察铜网格上的外泌体。根据制造商的

说明，使用Nano-ZS90仪器（Malvern，英国）测量外泌

体的流体动力学直径分布。总共测试5个样品，每个样品

测试三次。

对于外泌体和细胞共培养，使用缓冲液洗脱外泌体。

然后，将125 μL的外泌体洗脱液添加到含有HCC细胞的

6 cm培养皿中，培养皿含有 2.5 mL培养基。24 h后收集

细胞用于进一步的实验。

2.18. 患者和标本

从在浙江大学医学院附属第一医院接受肝切除术的患

者中获得 HCC 细胞和匹配的邻近非肿瘤组织。共纳入

82 例 HCC 患者： 28 例女性 （34.1%） 和 54 例男性

（65.9%），平均年龄为（54.6 ± 12.9）岁。其中，44 例

（53.7%）为美国癌症联合委员会（AJCC）低分期，38例

（46.3%）为AJCC高分期；38例（46.3%）乙型肝炎病毒

（HBV）感染阳性，44例（53.7%）HBV感染阴性。所有

患者通过术后组织病理学证实为HCC。本研究方案由浙

江大学医学院附属第一医院伦理委员会批准。参与者均提

供了参与本研究的知情同意书。

2.19. 肿瘤模型

Balb/c雄性裸鼠（6～8周龄）购自中国科学院上海实

验动物中心，按照《国家研究所实验动物护理与使用指

南》（National Institute Guide for the Care and Use of Labo‐

ratory Animals）中的标准对小鼠进行护理。在给小鼠注射

细胞之前，先将小鼠随机分组。为了尽量减少小鼠的痛

苦，所有小鼠在处死前都通过吸入CO2进行麻醉和安乐

死。动物研究方案经浙江大学医学院附属第一医院伦理委

员会批准。从小鼠所有者处获得小鼠参与实验的书面知情

同意书。按之前所述方式使用肿瘤模型[27]。简而言之，

将筛选出的稳定表达 miR-516a-3p 抑制剂的 LM3 细胞系

（2×106）及其对照，皮下注射到小鼠（6周，每组n = 6）

右侧腹部。28 d后处死小鼠，收集所有肿瘤标本进行冷冻

保存或固定保存。为了进一步评估体内的侵袭和转移能

力，使用原位HCC小鼠模型（8周，每组n = 5）。将稳定

表达miR-516a-3p抑制剂的LM3细胞株或其对照（1×106，

1∶1基质胶，50 μL）分别移植于小鼠肝右叶。42 d后，用

活体生物发光成像评估侵袭和转移。

2.20. 统计分析

使用平均值±标准差（SD）或中位数±四分位数范围

（IQR）描述定量变量。采用 t或Mann-Whitney检验分析

两组之间定量变量的比较。在两个以上的组中使用了单因

素方差分析（ANOVA）和Bonferroni校正。通过计算最

佳Youden指数，同时考虑敏感性和特异性，用ROC曲线

检测 82 例 HCC 样本中 miR-516a-3p 表达的最佳截止值

（− ΔCT=3.979704795）。采用对数秩检验评估 Kaplan-

Meier生存曲线。采用单变量和多变量Cox比例风险回归

分析筛选HCC预后的危险因素。所有体外实验均独立，

至少重复三次。使用统计产品和服务解决方案（SPSS）

软件（版本19.0）进行统计分析，P值小于0.05被设置为

显著性水平。*、**、***和****分别表示P < 0.05、P < 

0.01、P < 0.001和P < 0.0001。如上所述进行多组学整合

的统计分析。

3. 结果

3.1. 源自C19MC 4种致癌miRNA前体的miR-516a-3与晚

期HCC呈正相关，并独立预测肿瘤复发率和死亡率风险

使用TCGA数据库，证明了HCC中有几个C19MC显

著上调[14]。在本研究中，进一步检索了miRBase数据库

（http://www.mirbase.org/），发现C19MC的4个成员（miR-

516a-1、miR-516a-2、miR-516b-1和miR-516b-2）共剪接

了一个相同成熟的miRNA，即miR-516a-3p（见附录A中

的图S1）。首先，根据来自TCGA的数据，证实了与非肿

瘤组织相比，HCC组织中4种miRNA前体显著上调[图S2

（a）]。发现HCC中4种miRNA前体的高度表达与患者的

生存率差具有显著相关性 [见附录 A 中的图 S2（b）、

（c）]。在本文样本中进一步证实了HCC组织中 4种miR‐

NA前体的高表达[见附录A中的图S3（a）]。本研究进一

步证明，在 4种常用的HCC细胞系中，miR-516a-3p的表

达显著高于互补链（miR-516a-5p 和 miR-516b-5p） [见

附录A中的图S3（b）、（c）]。本文研究结果表明，miR-

516a-3p是来自4种pre-miRNA功能成熟的miRNA [见附录A

中的图S3（d）]。

在本文的样本中，HCC组织中的miR-516a-3p表达显

著上调 [图 1（a）]。进一步将肿瘤 miR-516a-3p 表达与
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HCC特征相关联，发现肿瘤尺寸大于 8 cm（与肿瘤尺寸

小于 8 cm相对）、多个肿瘤（与单个肿瘤相对）和AJCC 

III-IV期（与 I-II期相对）中的肿瘤miR-516a-3p水平显著

较高[图 1（b）~（d）]。此外，与miR-516a-3p水平较低

的患者相比，miR-516-3p水平较高的患者的无瘤生存率和

总生存率明显较低[图 1（e）、（f）]。在多变量Cox分析

中，肿瘤miR-516a-3p表达被证明是HCC复发率和死亡率

的独立影响因素[图 1（g）、（h）]。关于预测癌症复发概

率，AJCC 分期和肿瘤 miR-516a-3p 表达的曲线下面积

（AUC）分别为 0.673和 0.641。当两个变量合并时，AUC

显著增加至0.722（均小于0.05）[图1（i）]。本研究进一

步证实，肿瘤miR-516a-3p的高度表达也提高了预测HCC

死亡率的准确度。当AJCC分期和miR-516a-3p表达相结

合时，AUC 从 0.740 显著增加至 0.792（所有 P < 0.05）

[图1（j）]。

3.2. MiR-516a-3p在体内外增强了HCC细胞的增殖、侵袭

性和细胞迁移

本研究进行了一系列实验以评估miR-516a-3p对体外

HCC增殖的影响[见图（2）及附录A中的图S4、S5]。所

有实验（CCK8、RTCA、EdU 和细胞簇形成）表明，

miR-516a-3p的过表达显著促进了HUH-7和SNU-449细胞

的增殖[见图2（a）和附录A中的S4（a）、（c）和（e）]，

图1. miR-516a-3p与HCC恶性程度呈正相关。（a）与相邻的非肿瘤组织相比，HCC组织中miR-516a-3p上调（n = 25）（配对 t检验）；（b）~（d）肿瘤

miR516a-3p的高表达与肿瘤尺寸（b）、肿瘤数量（c）和高AJCC分期（d）（n = 82）呈正相关（Mann-Whitney检验）；（e）、（f）Kaplan-Meier检验和

对数秩检验证实，肿瘤miR516a-3p的高表达可区分低HCC无瘤生存率（e）和OS（f）；（g）、（h）多变量Cox比例风险模型表明，肿瘤miR-516a-3p
表达是HCC复发率（g）和死亡率（h）的独立风险因素；（i）、（j）ROC的AUC显示，肿瘤miR-516a-3p表达提高了对HCC复发率（i）和死亡率

（j）的预测。HR：危害比。
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而敲除miR-516a-3p则抑制了HCC细胞的增殖[见图2（b）

和附录A中的 S4（b）、（d）和（f）]。本文进行了Tran‐

swell 分析，并观察到 miR-516a-3p 的过表达显著增加了

HUH-7 和 SNU-449 细胞的迁移和侵袭性[见附录 A 中的

图S5（a）和（c）]，而miR-516-3p的敲除则具有相反的

作用[见附录A中的图 S5（b）、（d）]。使用 Transwell系

统的RTCA进一步验证了miR-516a-3p对HCC细胞侵袭的

影响[图2（c）和（d）]。

此外，使用稳定的miR516a-3p表达抑制剂或其对照

的LM3细胞系建立皮下裸鼠HCC模型。皮下注射 4周后

处死小鼠，测量肿瘤体积。结果表明，miR-516a-3p抑制

剂显著抑制了 HCC 的生长[图 2（e）]。与对照组相比，

miR-516a-3p抑制剂导致肿瘤体积更小[图 2（f）]、质量

更轻[图 2中（g）]。为评估miR-516a-3p在肿瘤转移中的

作用，建立了HCC原位小鼠模型。将稳定表达miR-516a-

3p 抑制剂的 LM3 细胞株或其对照细胞移植于裸鼠右肝

6周。荧光素酶显像用于评估肿瘤的生长和转移；结果表

明，与对照组相比，miR-516a-3p抑制剂组在肝脏（原发肿

图2. miR-516a-3p在体内外导致HCC细胞成为恶性肿瘤。（a）、（b）RTCA记录了转染miR-516a-3p模拟物和miR-512a-3p抑制剂或其对照物之后HUH-
7和SNU-449的细胞增殖指数；（c）、（d）CI的变化反映了RTCA转染miR-516a-3p模拟物或抑制剂后HUH-7和SNU-449的侵袭性；（e）~（g）使用稳

定的miR-516a-3p表达抑制剂的LM3细胞及其对照以建立异种小鼠模型；（h）~（j）HCC原位小鼠模型的生物发光成像，反映了腹腔肿瘤负荷和接种

稳定的miR-516a-3p表达抑制剂的LM3细胞或对照组后的肺转移。
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瘤）和肺部（转移肿瘤）的肿瘤负担均较低[见图2（h）~

（j）和附录A中的图S6]。

3.3. miR-516a-3p通过外泌体在HCC细胞之间传递并增加

受体细胞的致癌活性

将Cy3标记的miR-516a-3p转染的SNU-449细胞（供

体细胞）与未经处理的 SNU-449细胞（受体细胞）共同

培养。观察到，在共培养 24 h后，受体细胞发出强烈的

Cy3-miR-516a-3p荧光（见附录A中的图 S7），表明miR-

516a-3p可以在HCC细胞之间转移。

进一步评估了外泌体介导的HCC细胞间的miR-516a-

3p传递。将GW4869添加到共培养系统中，观察到受体

细胞的 Cy3 荧光显著减弱 [图 3（a）]。此外，在含有

GW4869或二甲基亚砜（DMSO）的无血清培养基中培养

供体细胞 24 h，然后收集培养基并将其转移到受体细胞。

结果发现，GW4869也削弱了受体细胞对Cy3荧光的吸收

[图3（b）]。

接下来，从miR-516a-3p过表达的SNU-449细胞中分

离出外泌体（exo516a-3dp）。通过透射电子显微镜确定该

外泌体直径约为100 nm [见附录A中的图S8（a）]。动态

光散射（DLS）用于描述水合颗粒的分布[见附录A中的

图 S8 （b）]。阳性外泌体标记（CD9、CD81、CD63、

TSG101、HSP70和HSP90）进一步证实了纯化外泌体的

图3. miR-516a-3p通过外泌体在HCC细胞之间转移。（a）使用GW4869或DMSO处理共培养系统24 h后，用红色荧光信号（Cy3）观察受体细胞（绿

色虚线）；（b）供体细胞与GW4869或DMSO培养 24 h后，将培养基转移至受体细胞（绿色虚线），观察到红色荧光信号（Cy3）；（c）实时PCR分

析 exo516a-3p 外泌体与 exoCtrl 外泌体的 miR-516a-3dp 表达水平；（d）实时 PCR 分析用 GW4869、DMSO 处理及空白对照组中过表达 miR-516a-3p 的

SNU-449细胞外泌体中miR-5126a-3p的表达水平；（e）实时PCR分析使用RNase或结合Triton X-100处理的RNase中miR-516a-3p过表达的SNU-449细
胞外泌体的miR-516-3p表达水平；（f）用FITC溶酶体对SNU-449细胞和HUH-7（绿色虚线）进行染色，并用共焦荧光显微镜进行观察，箭头表示

Cy3标记的miR-516a-3p和溶酶体的共定位；（g）示意图表明，在HCC细胞中实现了miR-516a-3p通过外泌体进行转移。DAPI：4,6-二氨基-2-苯基吲

哚；DMSO：二甲基亚砜；FITC：异硫氰酸荧光素；RNase：核糖核酸酶；exo516a-3p：分离的外泌体；exoCtrl：外泌体控制。

8



特性[见附录A中的图S8（c）]。提取外泌体miRNA，并

发现与外泌体对照组（exoCtrl）相比，miR-516a-3p 在 
exo516a-3p 中大量富集 [图 3 （c）]。GW4869 显著抑制

了 exo516a-3p的释放[图 3（d）]。进一步使用Triton X-100

破坏外泌体的膜并释放其中包裹的内容物。然后使用核糖

核酸酶（RNase）降解外泌体 miR-516a-3p [图 3（e）]。

有趣的是，在将受体细胞用供体细胞的培养基处理后，用

异硫氰酸荧光素（FITC）-溶酶体荧光标记溶酶体，发现

Cy3-miR-516a-3p与FITC-lysome产生共定位[图3（f）]。

进一步评估外泌体介导下miR-516a-3p转移在HCC细

胞中的作用。用纯化的 exo516a-3p培养SNU-449和HUH-7

细胞 24 h后，发现这些细胞中miR-516a-3dp表达显著增

加[见附录A中的图S9（a）]。受体细胞中肿瘤恶化程度

显著增强，包括细胞簇形成、细胞增殖、迁移和侵袭性

[见附录A中的图S9（b）~（e）]。因此，研究认为外泌

体介导下RNA传递在miR-516a-3p诱导HCC细胞致癌活

性的增加中起着重要作用[图3（g）]。

3.4. 多组学网络发现策略揭示三个“组学”的相关性和差

异性

本研究进行了转录组学、蛋白质组学和代谢组学分

析，以绘制多组学miR-516a-3调节的分子网络。为了成

功地选择每个组学中的代表变量，采用用于组学研究的

DIABLO方法模型——一种用于整合相关生物过程和区分

不同表型的多组学方法 [见附录 A 中的图 S10（A）和

（b）]。接下来，进行了偏最小二乘判别分析（PLS-DA），

并创建了聚类热图，以证明数据集的可变表达谱可以将过

表达miR-516a-3p的SNU-449细胞与对照细胞区分开来[见

图 4（a）和附录A中的图S10（c）]。然后，构建了数据

集相关性的概述，最终确定了强相关性，遵循“中心法

则”[图 4（b）]。通过变量相关性分析，Circos图表明三

个组学的变量是相互关联的[图4（c）]。从圆形相关系数

图中，发现蛋白质组学和代谢组学数据集之间基于聚类的

一致性，该图可以将数据的相关性程度更好地可视化。相

反，转录组变量则与其他两个数据集相对分离 [图 4

（d）]。当将多组学变量的特征转换为可视化集合时，通

过成分分析进一步验证了这些结果。蛋白质组学和代谢组

学中的变量紧密聚集在一起，而转录组学的变量与其他两

个数据集相对不同[图4（e）]。

3.5. 蛋白质组学的深度分析揭示miR-516a-3p通过直接抑

制6个核心靶点调控HCC细胞的代谢

进行蛋白质组学筛选以探索影响 miR-516a-3p 的分

子。在过表达miR-516a-3p的SNU-449细胞和对照细胞之

间，有 248 个蛋白质的表达存在显著差异 [图 5（a）]。

KEGG分析表明，差异表达的蛋白质在代谢途径中显著富

集，包括碳代谢、氨基酸生物合成、嘧啶代谢、嘌呤代

谢、糖酵解/糖异生和戊糖磷酸途径[图 5（b）]。值得注

意的是，miR-516a-3p的过表达全面上调了在代谢途径中

富集的蛋白质[图5（c）]。

为了确定 miR-516a-3p 的直接靶点，将下调蛋白与

miR-516a-3p （TargetScan）的潜在靶点重叠，发现了

16个候选蛋白[图5（d）]。为了将潜在靶点与富集路径相

关联，进一步使用Mantel检验。最后，6种蛋白质（LM‐

BR1、 CHST9、 RBM3、 SLC7A6、 PTGFRN 和 NOL12）

被证明是miR-516a-3p的直接靶点，构成了一个蛋白质相

互作用网络，在调节富集代谢途径中发挥着中心作用[图5

（d）]。此外，这6个蛋白与其他差异表达蛋白显著相关，

表明它们在miR-516a-3p相互作用分子中的中心作用（见

附录A中的图S11）。接下来，使用实验方法确认6种蛋白

全部都是HCC细胞中miR-516a-3p的直接靶点。首先，正

如蛋白质印迹法分析所检测到的，在miR-516a-3p的作用

下，6个靶点的表达水平下调（见附录A中的图S12）。此

外，构建了包含 6 个候选靶点 （LMBR1、 CHST9、

RBM3、SLC7A6、PTGFRN和NOL12）的野生型或突变

型 3'UTR 的荧光素酶报告载体 [见附录 A 中的图 S13

（a）]，并进行了双荧光素酶报告分析。在与miR-516a-3p

和野生型3'UTR载体共转染后，荧光素酶的活性受到不同

程度的抑制，而突变型对应组没有出现这种情况[见附录

A中的图S13（b）]。因此，蛋白质组学与实验证据的结

合为miRNA靶点的研究提供了新的见解。

本文还比较了差异转录组图谱[见附录A中的图 S14

（a）和（b）]。KEGG分析显示了差异基因在代谢途径中

有显著富集[见附录 A 中的图 S14（c）]。将下调基因与

miR-516a-3p（TargetScan 7.2）的潜在靶点重叠，发现

22个候选基因[见附录A中的图S14（d）]。然而，它们都

与富集路径和其他差异表达基因没有显著相关性[见附录A

中的图S14（d）和（e）]。

3.6. miR-516a-3p使嘌呤和嘧啶代谢物在HCC细胞中异常

累积

进行非靶向代谢组学研究，以验证 miR-516a-3p 对

HCC代谢调节的影响。主成分分析（PCA）和PLS-DA用

于质量控制[见附录A中的图 S15（a）]。在过表达miR-

516a-3p的SNU-449细胞和对照细胞之间，在正离子模式

和负离子模式下，分别有81个和92个显著差异表达的化
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合物 [见图 6 （a）和附录 A 中的图 S15 （b）]。使用

MetaboAnalyst 4.0 进行 Mummichog 分析，结果表明，通

过过表达miR-516a-3p诱导的代谢特征与嘌呤代谢、嘧啶

代谢、鞘脂代谢、柠檬酸循环、色氨酸代谢、甘油磷脂代

谢、亚油酸代谢、花生四烯酸代谢以及乙醛酸和二羧酸代

谢途径相关[图6（b）]。

进一步重叠蛋白质组学和代谢组学中的富集途径。共

通路分析揭示了嘌呤和嘧啶代谢在miR-516a-3p介导网络

图4. 转录组学与蛋白质组学和代谢组学相对关联并有所区别。（a）三个组学中所选变量的聚类热图；（b）相关性结构表明，蛋白质组学、转录组学

和代谢组学与所选变量之间有很强的相关性；（c）Circos图表示不同组学中所选变量的相互关系；（d）圆形相关系数图强调了每个选定变量对相对关

联性的贡献，每个变量点的位置表明了相关性和区分程度；（e）在不同水平上整合多组学的社区相关网络，根据相关性，紧密关联的变量被自动聚类

为不同社区。
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图5. 蛋白质组学显示，miR-516a-3p通过直接抑制6个核心靶点来调节HCC细胞的代谢。（a）火山图展示了miR-516a-3p组和miR对照组之间的差异

蛋白质组变量；（b）气泡图显示了蛋白质组学中最重要的20个KEGG条目；（c）富含关键代谢途径的蛋白质的表达水平；（d）彩色线条显示了目标

蛋白与蛋白质组学富集途径之间的相关性，蓝色三角形图显示了目标蛋白质之间的相关性。红色的“P1”突出了相关性最强的目标。
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中的潜在中心作用[图6（c）]。miR-516a-3p的过表达显著

上调了嘌呤和嘧啶途径中的蛋白质（EEF2、PAICS、

UCK2、NME1、NME2、CMPK1 等）和代谢物（尿苷、

鸟苷、肌苷、鸟嘌呤、脱氧鸟苷和次黄嘌呤）[图6（d）]。

图6. 代谢组学和蛋白质组学的结合表明，miR-516a-3p在HCC细胞中异常积累嘌呤和嘧啶代谢物。（a）火山图表明，代谢组学中正（左）和负（右）

离子模式的差异代谢物均可以区分miR-516a-3p组和miR对照组；（b）气泡图显示了使用MetaboAnalyst 4.0进行Mummichog分析的代谢组学的重要路

径项目；（c）分支网络直观地显示了由miR-516a-3p控制的蛋白质和代谢物水平中嘌呤和嘧啶途径的激活；（d）热图显示miR-516a-3p上调了嘌呤和嘧

啶代谢途径中富含的关键蛋白和代谢物的表达水平。FDR：错误发现率；FC：折叠变化。
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4. 讨论

许多方法已被用于探索肿瘤特异性miRNA。由于TC‐

GA数据库样本量大、肿瘤类型多样、临床数据充足，因

此受到广泛研究。通过TCGA miRNA图谱，筛选出 4名

C19MC成员，这些成员在HCC显著解除管制的 pre-miR‐

NA中排名靠前，并且预测患者存活率较差。之前的两项

研究表明，C19MC 的其他成员（一项研究中的 miR-

519d、miR-519a 和 miR-519c-3p，另一项研究中的 miR-

517a 和 miR-510c）在 HCC 发育和进展中充当致癌基因

[16‒17]。越来越多的证据表明，miRNA簇成员可以作用

于相同的肿瘤调节通路并表现出相似的作用[9,28]。因此，

建议将miRNA簇视为一起作用（即作为一个“团队”），

这可以比作几只蚂蚁共同工作以执行单一功能。

成熟的miRNA（而不是它们的 pre-miRNA）在细胞

生理病理学中发挥作用。有趣的是，4种致癌 pre-miRNA

共同剪接了相同的成熟miRNA，即miR-516a-3p。然后关

注miR-516a-3p并观察其重要的临床价值。发现肿瘤中高

水平的miR-516-3p与晚期HCC相关，并预测患者预后不

良。将肿瘤miR-516a-3p水平纳入AJCC分期系统，大大

提高了预测术后HCC复发和患者生存的诊断准确性。体

外和体内实验进一步证明miR-516a-3p具有致癌性，导致

恶性行为增强，包括增殖和侵袭。因此，建议将 miR-

516a-3p作为治疗HCC的新靶点，从而改善预后预测。

进一步证明，miR-516a-3p不仅会影响宿主或供体癌

细胞，还影响在转移中起作用的其他细胞。miR-516a-3p

可以通过外泌体传递，从而增加受体细胞的致瘤性。通过

外泌体抑制剂阻断细胞间交流，可降低miR-516a-3p转运

和恶性行为传递。值得注意的是，转移的miR-516a-3p整

合到受体细胞的溶酶体中，表明溶酶体参与了外泌体内容

物的释放。这些结果与以前报道[29‒30]的一致。这些发

现有助于理解癌细胞之间的合作，并可提供一种治疗策略

来控制癌症进展过程中细胞的相互作用。

对miR-516-3p的功能进行了多组学分析。显著差异

表达的基因、蛋白质和代谢物的富集表明，miR-516-3p触

发的致癌信号在代谢调节中起着核心作用。通过对蛋白质

组学的深入分析，构建一个完整的蛋白质相互作用网络，

并确定了miR-516-3p调控的异常代谢中的 6个关键参与

者：蛋白质 LMBR1、CHST9、RBM3、SLC7A6、PTG‐

FRN 和 NOL12。根据以往研究，其中 LMBR1 [31]和

RBM3 [32]参与胰岛素信号转导和葡萄糖代谢；而 PTG‐

FRN与脂滴积累有关[33]；NOL12在RNA代谢和DNA维

护中至关重要[34]；SLC7A6则是氨基酸转运蛋白[35]。在

本研究中，确认miR-516-3p直接靶向这6种核心蛋白。进

一步构建6个蛋白紧密相连的蛋白质网络，随后评估了这

6个蛋白如何调节癌症代谢，如碳代谢、嘌呤和嘧啶代

谢。因此，通过蛋白质组学产生的靶点-通路相互作用网

络，从一个新的角度显著地展示了miRNA的机制和功能。

代谢组学可以更好地理解癌症代谢失调。本研究结果

与蛋白质组学数据高度一致，表明miR-516-3p激活了包

括嘌呤代谢、嘧啶代谢、氨基酸代谢和不饱和脂肪酸代谢

的代谢途径。蛋白质组学和代谢组学数据集的综合分析进

一步揭示了嘌呤和嘧啶代谢在miR-516a-3p诱导的代谢失

调中的关键作用。嘌呤和嘧啶代谢涉及异常的DNA复制

和RNA合成，促进了癌细胞的失控增殖以及积极的表型

维持[36‒37]。嘌呤和嘧啶代谢的增强是致癌和癌症发展

的标志[37‒38]。Ma 等[39]证实嘌呤代谢的激活促进了

HCC的进展。Santana Codina等[40]表明，致癌的 kirsten

大鼠肉瘤病毒癌基因（KRAS）通过触发核苷酸合成促进

胰腺癌。Feng等[41]证明UHMK1通过激活嘌呤合成引发

胃癌。此外，本研究中确定的丰富代谢途径彼此密切相

关，对恶性行为具有协同作用。例如，一种碳代谢和戊糖

磷酸途径的激活可以为嘌呤和嘧啶代谢物的从头合成提供

必要的碳源[42]。然而，在本研究中，在非靶向代谢组学

中无法识别富含碳代谢途径的代谢物，这是该方法产生的

不可避免的偏差[43]。

相信多组学策略是一种非常有前途的方法，可用于揭

示miR-516-3p的关键生物学功能。由于miRNA通过翻译

抑制或mRNA降解来抑制靶标，因此大多数miRNA的功

能探索都是从根据匹配的种子区域识别靶 mRNA 开始，

并在特定通路结束。然而，众所周知，miRNA具有许多

潜在靶标并通过多种途径进行生物活动。多组学研究不仅

提供了一种检测直接和间接目标的高效方法，而且还提供

了一个全面的分子筛选网络。综合分析可以进一步识别复

杂网络的核心机制。此外，虽然在转录组学的单一维度上

没有提出有价值的目标，但使用基于聚类的算法来发现转

录组学数据与蛋白质组学和代谢组学数据的偏差是非常有

趣的，表明细胞病理生理学中转录和翻译控制之间的差

异。大蛋白和小代谢物之间的相互作用在控制各种细胞过

程中起着重要作用[44]，因此值得更多关注。

应该指出的是，使用转录组学来探索miRNA的靶点

有一个缺点。本研究未能确定转录组学的目标候选基因是

否与富集途径和其他差异表达基因显著相关。这可能是因

为miR-516a-3p的作用依赖于对mRNA翻译的抑制，而不

是mRNA降解。因此，蛋白质组学是研究miRNA靶点的

首选技术。
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本研究仍有一些局限性。首先，miR-516-3p的临床价

值需要在样本量较大的不同种族群体中进行验证。其次，

多组学分析只提供了miR-516-3p介导的综合分子网络的

鸟瞰图。针对某些细胞代谢和致癌活动的特定途径的细节

需要进一步确认。再次，非靶向代谢组学无法完全检测氨

基酸代谢或碳代谢中的代谢物。为了分析特定的代谢途径

并避免产生偏见，首选靶向代谢组学。

总之，本研究结果已经证明，对共剪接成熟miRNA

产物的分析可能是研究miRNA簇功能的一种新策略。这

项研究通过探索一种成熟的miRNA，揭示C19MC 4个关

键成员的致癌性，这或许可以被称为“一石二鸟”（kill‐

ing four birds with one stone）。miR-516a-3p可以增强肿瘤

的恶性行为，并通过外泌体传递系统影响邻近的HCC细

胞。这一发现有望为HCC治疗和预后预测提供一个新的

分子靶点。此外，据了解，本研究是第一个使用多组学

方法探索miRNA功能的研究，具有多种优点。这一综合

分析为 miRNA 调控癌症代谢和恶性活动提供了新的

思路。
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