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摘要  为探讨 miR-210 表达下调对乏氧人肝癌 SMMC-7721 细胞放射敏感性的影响，利用分子生物学技术构

建 miR-210 反义和随机寡核苷酸慢病毒载体，经慢病毒转染建立稳定转染 miR-210 反义和随机寡核苷酸的人

肝癌 SMMC-7721 细胞株。以实时定量 RT-PCR 检测乏氧 SMMC-7721 细胞 HIF-1α mRNA 表达和 miR-210 表

达，以四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞增殖活性，流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡，克隆存活实验检测

细胞放射敏感性变化。结果表明：SMMC-7721 细胞乏氧培养后，HIF-1α和 miR-210 表达随时间逐渐增加，稳

定转染 miR-210 反义寡核苷酸能明显下调 miR-210 在乏氧细胞的表达；下调 miR-210 表达明显抑制乏氧

SMMC-7721 细胞体外增殖活性(P<0.05；P<0.01)，诱导 G1期阻滞(P<0.05)，促进细胞凋亡(P<0.01)，提高乏氧

SMMC-7721 细胞放射敏感性，放射增敏比约为 1.21。结果提示，下调 miR-210 表达可抑制乏氧 SMMC-7721

细胞体外增殖，诱导凋亡，增强其放射敏感性。 
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miRNA 是一类生物体内自然生成的非编码单

链 RNA 分子，由 21–22 个核苷酸组成，通过与靶

基因 3′端非翻译区（Untranslated region, UTR）完全

或不完全互补结合对靶基因 mRNA 进行切割降解、

翻译抑制，发挥负性调节作用。miRNA 在转录后水

平调节体内 30%以上的 mRNA，参与生物体内细胞

生长、分化、代谢和肿瘤发生等一系列重要的生理、

病理进程[1]。研究表明，多种 miRNA 可能参与乏氧

条件下细胞功能的调控，其中 miR-210 在乏氧条件

下以依赖乏氧诱导因子-1α (Hypoxia induced factor 

1α, HIF-1α)的方式表达上调，在多种正常或肿瘤细

胞中表达变化最显著，是目前倍受关注的乏氧诱导

型 miRNA 分子[2]。miR-210 通过调节乏氧细胞周期

进程、抑制乏氧细胞凋亡、促进血管生成和肿瘤细

胞转移等参与调控乏氧细胞的生物学功能[3]，可能

是导致乏氧肿瘤细胞放射抗性的因子之一。本实验

利用分子生物学技术构建 miR-210 反义寡核苷酸慢

病毒载体，并探讨 miR-210 表达下调对乏氧人肝癌

SMMC-7721 细胞增殖、凋亡以及放射敏感性的影

响。 

1 实验材料与方法 

1.1 细胞株和主要试剂   

人肝癌细胞株 SMMC-7721 和人胚肾细胞 293T

为本室保存；胎牛血清、RPMI1640 培养基购自

Gibco 公司；慢病毒骨架质粒 pGLV-H1-GFP、包装

质粒 PG-P1-VSVG、PG-P2-REV 和 PG-P3-RRE、聚

凝胺(Polybrene)以及 Hairpin-itTM miRNAs 定量 PCR

试剂盒购自上海吉玛公司；Trizol 购自上海生工公

司；其他生化试剂均为国产分析纯。 

1.2 细胞培养与乏氧处理   

SMMC-7721 细胞以含 10%胎牛血清的 RPMI 

1640 培养液，于 37℃、5% CO2 培养箱中常规培养。

乏氧处理时，将细胞置于含稳定乏氧气流(1% O2、

5% CO2、94% N2)的乏氧培养箱内培养。 

1.3 慢病毒载体构建  

miR-210 反义(5′-TCAGCCGCTGTCACACGCA 
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CAG-3′) 和 随 机 (5′-TTCTCCGAACGTGTCACGT 

TTC-3′) 寡核苷酸由上海吉玛公司合成，经 BamHI

和 EcoRI 酶切后定向连入慢病毒骨架质粒

pGLV-H1-GFP，获得重组质粒 pGLV-anti-210-GFP

和 pGLV-scr-GFP，分别经测序鉴定后，与包装质粒

PG-P1-VSVG、PG-P2-REV 和 PG-P3-RRE 共转染

293T 细胞，12 h 后弃去转染液，加入细胞培养液继

续培养。收集转染后 72 h 的 293T 细胞上清液，于

4℃，4000 g 离心 10 min 以去除细胞碎片，0.45 μm

过滤器过滤后 25000 g 超速离心 90 min，以预冷的

PBS 液重悬病毒沉淀，分装置于-80 ℃冰箱保存。

重组质粒 pGLV-anti-210-GFP和 pGLV-scr-GFP包装

产生的病毒液分别命名为 LV-anti-210 和 LV-scr，病

毒液十倍稀释 2–3 个梯度，转染 293T 细胞，以 GFP

阳性细胞计数法测定病毒滴度。 

1.4 稳定转染细胞克隆筛选 

取生长良好的 SMMC-7721 细胞，以 105 细胞/

孔接种 6 孔板，培养 12 h 后，换新鲜培养基，加入

1×108 TU/mL 病毒液 150 μL 和终浓度 5 μg/mL 

polybrene，8 h 后更换新鲜培养基，48 h 后以终浓

度为 1 μg/mL 的嘌呤霉素筛选，每 3 d 换一次液，4

周后，挑取细胞克隆，经 GFP 阳性验证，扩大培养

以 进 行 后 续 实 验 。 实 验 分 3 组 ： 对 照 组

（ SMMC-7721 ）、稳定转染随机寡核苷酸组

（ SMMC/LV-scr）、稳定转染反义寡核苷酸组

（SMMC/LV-anti-210）。 

1.5 反转录和实时定量 PCR 检测 HIF-1α mRNA

表达和 miR-210 表达   

上述 3 组细胞乏氧培养不同时间后，按 Trizol

试剂盒说明书方法提取总 RNA，取总 RNA 2 ng 为

初始模板，逆转录反应体系为 20 μL，反应条件：

16℃ 30 min，42℃ 30 min，85℃ 10 min。HIF-1α

引 物 序 列 为 F-ATCGCGGGGACCGATT 和

R-CGACGTTCAGAACTTATCTTTTTCTT ； 内 参

GAPDH 引物序列为  F-AACGTGTCAGTGGTG 

GACCT 和 R-TGCTGTAGCCAAATTCGTTG ；

hsa-miR-210 引物序列为 CUGUGCGUGUGACAG 

CGGCUGA ； 内 参 U6 引 物 序 列 为

CGCAAGGAUGACACGCAAAUUCGUGAAG-

CGUUCCAUAUUUUU。PCR 反应体系为 20 μL，

反应条件：95℃ 3 min，95℃ 12 s，58℃ 30 s，40 

个循环。用 2-ΔΔCT 法进行相对定量，CT 表示反应

的实时荧光强度显著大于背景值时的循环数，目的

基因 ΔCT 值=目的基因 CT 值−同一样本 U6 CT 值，

重复 3 次，取平均值。ΔΔCT 值=处理组目的基因

ΔCT 值−对照组目的基因 ΔCT 值。对照组目的基因

表达量为 1，处理组目的基因相对表达量采用 2-ΔΔCT

表示。 

1.6 四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测细胞增殖活

性  

乏氧培养 24、48 和 72 h 后用 MTT 法检测细胞

增殖活性的变化。MTT 具体方法如下：用 PBS 配

制 5 mg/mL 的 MTT 溶液，每个待测孔中加入 20 µL，

在 37℃、5% CO2 条件下继续培养 4 h，弃掉培养液，

每孔再加入 DMSO 150 µL，室温下于振荡器上缓慢

振荡 10 min 左右至出现均匀的紫蓝色，用酶标仪，

选择 490 nm 的波长，用单纯的 RPMI 1640 培养基

调零后，测定各孔光吸收值（A 值），计算细胞增

殖活性。细胞增殖活性=实验组 A490 /对照组

A490×100%。  

1.7 流式细胞术（FCM）检测细胞周期 

乏氧培养 72 h 后，取 3×105 个细胞，加 RNase

（0.1 mg/mL）80 μL，37℃反应 30 min，PBS 洗两

次，加 PI（0.05 mg/mL，含 0.03% Triton X-100）

0.5 mL，4℃避光反应 30 min，进行 FCM 检测。用

ModiFit 软件分析细胞周期，结果以细胞周期各时

相细胞百分数表示。 

1.8 流式细胞术检测细胞凋亡   

乏氧培养 24、48 和 72 h 后收集细胞，用预冷

的 PBS 洗两次，取 3×105个细胞重悬于 500 μL 结合

缓冲液中，加 2 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 于管

中，室温避光反应 5 min，于流式细胞仪检测（Ex= 

488 nm；Em=530 nm）细胞早期凋亡率。 

1.9 照射条件  

采用德国西门子 PRIMUS 直线加速器照射，

6MV X 射线，球靶距 100 cm，剂量率 2 Gy/min。 

1.10 克隆存活法检测细胞放射敏感性 

乏氧培养 72 h 后，在 6 孔细胞培养板中接种

1×103 细胞/孔，每组设 3 个复孔，待细胞贴壁生长

后，给予 0、2、4、6 和 8 Gy X 射线照射，照射后

继续培养 14 d，甲醇固定，Giemsa 染色，低倍光学

显微镜下计数大于 50 个细胞的克隆。按下式计算克

隆存活率（%）：克隆存活率=（实验组克隆数/对照

组克隆数）×100%。采用多靶单击模型拟合细胞存

活曲线：S=1−(1−e-D/D0)N，其中，S 为存活分数，D
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为照射剂量，D0 为平均致死剂量，N 为外推值。放

射增敏比=对照组 D0/实验组 D0。 

1.11 统计学分析   

实验结果用 SPSS12.0 统计软件进行分析，采用

单因素方差分析进行检验，P<0.05 表示有统计学意

义。 

2 结果 

2.1 建立稳定转染 miR-210 反义和随机寡核苷酸

的人肝癌 SMMC-7721 细胞株  

慢病毒骨架重组质粒 pGLV-anti-210-GFP 和

pGLV-scr-GFP，分别经测序鉴定证实，miR-210 反

义和随机寡核苷酸已正确连入载体。GFP 阳性细胞

计数法测定包装产生的病毒液LV-anti-210和LV-scr

病毒滴度均为 1×108 TU/mL。慢病毒 LV-anti-210 和

LV-scr 分别转染 SMMC-7721 细胞，嘌呤霉素筛选

4 周后，细胞 GFP 阳性率均为 100%，表明稳定转

染反义寡核苷酸的 SMMC/LV-anti-210 细胞和稳定

转染随机寡核苷酸的 SMMC/LV-scr 细胞成功建立

（图 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  GFP expression in SMMC-7721 detected by fluores-
cence microscope (×400): up, SMMC/LV-anti-210; down, 
SMMC/LV-scr 

2.2 乏氧 SMMC-7721 细胞 HIF-1α mRNA 表达

时程 

SMMC-7721、SMMC/LV-anti-210 和 SMMC/LV 

-scr 细胞乏氧培养 6 h，HIF-1α基因 mRNA 表达水

平有升高趋势，但与 0 h 组相比无明显统计学差异

（P>0.05）；乏氧培养 24 h，各组细胞 HIF-1α基因

mRNA 表达水平明显升高（P< 0.05 或 P< 0.01）；乏

氧培养 48 h，各组细胞 HIF-1α基因 mRNA 表达水

平达峰值（P<0.01）；在同一时间点各组细胞 HIF-1α

基因 mRNA 表达水平均无明显统计学差异

（P>0.05）（图 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  Time course of HIF-1α mRNA expression in hypoxic 
SMMC-7721 cells x ±s, n=3, *P< 0.05, †P<0.01 vs. SMMC- 
7721 at 0 h 

2.3 乏氧 SMMC-7721 细胞 miR-210 表达时程 

SMMC-7721 细胞和 SMMC/LV-scr 细胞乏氧培

养后 miR-210 表达随时间逐渐增加，48 h 后达峰值，

两组细胞 miR-210 表达在各个时间点均无明显统计

学差异（P>0.05）；SMMC/LV-anti-210 细胞 miR-210

表达在各个时间点与 SMMC-7721 细胞相比明显降

低（P<0.01），表明稳定转染 miR-210 反义寡核苷酸

能明显下调 miR-210 在乏氧 SMMC-7721 细胞的表

达（图 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  Time course of miR-210 expression in hypoxic 
SMMC-7721 cells x ±s, n=3, †P< 0.01 vs. SMMC-7721 at 
each time point 
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2.4 稳定转染 miR-210 反义寡核苷酸对乏氧

SMMC-7721 细胞体外增殖活性的影响 

乏氧培养 24、48 和 72 h，SMMC/LV-anti-210

细胞增殖活性与 SMMC-7721 细胞相比明显降低

（P<0.05 或 P<0.01)，表明下调 miR-210 表达可以

抑制乏氧 SMMC-7721 细胞体外增殖活性（图 4）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  Cell viability of hypoxic SMMC-7721 cells x ±s, n=5, 
*P<0.05, † P< 0.01 vs. SMMC-7721 at each time point  

 

2.5 稳定转染 miR-210 反义寡核苷酸对乏氧

SMMC-7721 细胞周期进程的影响 

乏氧培养 72 h，SMMC/LV-anti-210 细胞 G0/G1

期百分数与 SMMC-7721 细胞相比明显增加

（P<0.05)，G2/M 期百分数与 SMMC-7721 细胞相

比明显降低（P<0.05)，S 期细胞百分比无明显变化，

表明下调 miR-210 表达可以诱导乏氧 SMMC-7721

细胞发生 G1 期阻滞（图 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  Flow cytometric analysis of cell cycle distribution x ±s, 
n=6, *P < 0.05 vs. SMMC-7721 group 

2.6 稳定转染 miR-210 反义寡核苷酸对乏氧

SMMC-7721 细胞凋亡的影响   

乏氧培养 48 和 72 h，SMMC/LV-anti-210 细胞 

 

凋亡百分数与 SMMC-7721 细胞相比明显增加

（P<0.01)，表明下调 miR-210 表达可以促进乏氧

SMMC-7721 细胞凋亡（图 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6  Flow cytometric analysis of cell apoptosis x ±s, n=6, 
†P < 0.01 vs. SMMC-7721 group 

 

2.7 稳定转染 miR-210 反义寡核苷酸对乏氧

SMMC-7721 细胞放射敏感性的影响   

克隆存活实验检测各组细胞放射敏感性的变

化，采用多靶单击模型拟合细胞存活曲线（图 7）。

2、4、6 和 8 Gy X 射线照射后，常氧培养的

SMMC-7721、SMMC/LV-anti-210 和 SMMC/LV-scr

细胞之间存活分数无明显差异，表明下调 miR-210

表达对常氧培养的 SMMC-7721 细胞放射敏感性无

明显影响；乏氧培养的 SMMC-7721 和 SMMC/LV- 

scr 细胞之间存活分数无明显差异；乏氧培养的

SMMC-7721 细胞 D0 值约为 3.38 Gy，乏氧培养的

SMMC/LV-anti-210 细胞 D0 值约为 2.80 Gy，表明下

调 miR-210 表达可以提高乏氧 SMMC-7721 细胞放

射敏感性，放射增敏比约为 1.21。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7  Survival curves of SMMC-7721 cells exposed to X-rays 
irradiation determined by clonogenic assay x ±s, n=3 



第 3 期 杨 巍等：miR-210 反义寡核苷酸对乏氧人肝癌细胞放射敏感性的影响 163 

 

3 讨论 

乏氧是实体肿瘤发展过程中的普遍现象，肿瘤

乏氧细胞的存在使肿瘤对放化疗的抗性增加，更容

易侵袭和转移。HIF 通过调节与代谢、血管发生、

红细胞生成、细胞增殖、分化和凋亡有关的基因表

达来调控细胞对缺氧的反应[4]。miRNA 在乏氧基因

调控过程中也起重要作用，如 miR-199a、miR-17-92

簇和 miR-20b 可调节 HIF-1α 的表达，而 miR-23、

miR-24、m1R-26、miR107、miR-210 和 miR-373

的表达受 HIF 调节[5]。Kulshreshtha 等[6]在 2007 年

首先报道了乏氧能够影响 miRNA 的表达，随后这

一领域的研究进展迅速，尤其是对 miR-210 的研究，

几乎涵盖了乏氧生物学的所有领域。miR-210 受

HIF-1α 调控，HIF-1α 在接近 miRNA-210 启动子处

直接与转录起始位点上游大约 40 bp 的乏氧反应元

件（Hypoxia responsive element, HRE）结合，比较

各物种间 miR-210 核心启动子，高度保守的 HRE 位

点体现了 miR-210 调节乏氧基因表达的重要性[7]。在

乏氧条件下，miR-210 抑制其靶分子——受体酪氨

酸激酶配体 Ephrin A3（EFNA3）表达，促进人脐静

脉内皮细胞分化产生毛细血管样结构，并能促进

VEGF 诱导的内皮细胞迁移[8]。miR-210 通过下调

Fas 凋亡通路中的凋亡前调节因子 caspase-8 相关蛋

白 2，抑制间充质干细胞凋亡，提高间充质干细胞

在缺血、缺氧和再氧合预处理时的生存能力[9]。

miR-210 还通过下调 MNT 加快细胞周期的进程[10]。

MNT 是 Myc/Max/Mad 网络成员之一。MNT 与 Max

形成异二聚体，再通过与 E box DNA 序列

(CANNTG)结合抑制 Myc 靶基因表达。miR-210 通

过抑制三羧酸循环中催化柠檬酸转变为异柠檬酸起

重要作用的铁 -硫簇支架蛋白异构体 ISCU1 和

ISCU2，参与调节乏氧条件下线粒体代谢[3]。 

本研究构建 miR-210 反义寡核苷酸慢病毒载

体，建立稳定转染 miR-210 反义寡核苷酸的人肝癌

SMMC-7721 细胞株，经乏氧培养后，发现稳定转

染 miR-210 反义寡核苷酸能明显下调 miR-210 在乏

氧 SMMC-7721 细胞的表达，抑制乏氧 SMMC-7721

细胞体外增殖活性，诱导 G1 期阻滞，促进细胞凋亡，

提高乏氧 SMMC-7721 细胞放射敏感性，提示

miR-210 可能是乏氧肝癌细胞放射增敏的新靶点，

其作用机制有待于进一步深入研究。 
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Effects of mir-210 anti-sense lentivirus on radiosensitivity of hypoxic human hepatoma cells 

YANG Wei1  SUN Ting2  ZHU Wei1  CAO Jianping1  LIU Fenju1   
1(Department of Radiobiology, School of Radiological Medicine and Public Health, Soochow University, Suzhou 215123, China) 

2(Brain and Nerve Laboratory, the First Affiliated Hospital, Soochow University, Suzhou 215006, China) 

ABSTRACT  To investigate the effect of miR-210 down-regulation on radio-sensitivity of hypoxic human hepa-

toma SMMC-7721 cells, lentivirus vector carrying miR-210 anti-sense or scrambled oligos was constructed by mo-

lecular biology techniques, and SMMC-7721 Cells with stable integration of the anti-sense miR-210 or scrambled se-

quence were generated through lentiviral-mediated gene transfer. Time courses of HIF-1α mRNA expression and 

miR-210 expression in SMMC-7721 cells exposed to 1% oxygen were analyzed by real-time RT-PCR. Cell viability 

was measured by MTT assay. Cell cycle and apoptosis were measured by flow cytometry assay. Radio-sensitivity of 

hypoxic SMMC-7721 cells was examined using a colony-forming assay. The results showed that hypoxia resulted in 

an increment of HIF-1α and miR-210 expression in SMMC-7721 cells. Stable integration of anti-sense miR-210 sig-

nificantly decreased hypoxia-induced miR-210 expression. MiR-210 down-regulation decreased viability of hypoxic 

SMMC-7721 cells (P<0.05 or P<0.01). SMMC-7721 cells with miR-210 down-regulation arrested in the G0/G1 phase 

of cell cycle after 72 h hypoxic culture (P<0.05). Apoptotic rate of cells with miR-210 down-regulation was signifi-

cantly increased (P<0.01) after 48 and 72 h hypoxic culture. MiR-210 down-regulation could enhance the ra-

dio-sensitivity of hypoxic SMMC-7721 cells with a radio-sensitization ratio of 1.21. These results suggest that 

miR-210 down-regulation can inhibit proliferation, induce apoptosis and enhance radio-sensitivity in hypoxic human 

hepatoma SMMC-7721 cells in vitro. 

KEYWORDS  miR-210, Hypoxia, Hepatoma, Radio-sensitivity  
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