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  [摘要] 目的 探讨环状RNA(circ)VAPA通过miR-101a-3p/TEAD3轴促进 Hippo通路抑制肝再生的

分子机制。方法 构建70%肝切除再生小鼠模型,分析circVAPA、miR-101a-3p、TEAD3表达;利用siRNA或

过表达质粒转染小鼠胚胎肝细胞BNL
 

CL.2细胞,分为 VAPA-NC组、VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic组、
VAPA-NC+miR-101a-3p

 

mimic-NC组、VAPA-OE组、VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic组和 VAPA-OE+
miR-101a-3p

 

mimic-NC组。CCK-8法和流式细胞术分析肝细胞增殖、凋亡和细胞周期变化,免疫荧光染色分

析YAP1核移位,实时荧光定量逆转录-PCR(qRT-PCR)分析 Hippo通路关键基因表达,双荧光素酶报告基因

实验验证circVAPA与miR-101a-3p、miR-101a-3p与TEAD3的靶向关系。结果 肝再生过程中circVAPA
水平逐渐升高(P<0.05),miR-101a-3p则先升高后下降(P<0.05)。miR-101a-3p过表达时细胞增殖速率最

高(P<0.05),但不影响细胞凋亡率(P>0.05);过表达circVAPA对增殖速率和细胞凋亡无影响(P>0.05),
同时过表达circVAPA和 miR-101a-3p时细胞增殖速率明显下降,而细胞凋亡明显增加(P<0.05);过表达

miR-101a-3p时细胞大量进入S期,同时过表达circVAPA和miR-101a-3p时细胞大量阻滞于G2/M期。Hip-
po上游基因YAP1磷酸化水平在肝再生6

 

h明显升高(P<0.05),随后快速下降,但过表达circVAPA和miR-
101a-3p不影响p-YAP1水平和YAP1核移位情况(P>0.05)。Hippo下游基因CTGF和转录因子TEAD3表

达水平在肝再生过程中先升高后下降(P<0.05),CYR61无明显变化(P>0.05);同时过表达circVAPA和

miR-101a-3p后CTGF表达水平升高(P<0.05);敲低或过表达circVAPA均不影响 TEAD3的表达(P>
0.05),而过表达 miR-101a-3p可明显抑制TEAD3表达水平(P<0.05)。双荧光素酶报告基因实验证实cir-
cVAPA与 miR-101a-3p、miR-101a-3p与 TEAD3 存 在 靶 向 关 系。结论  circVAPA 通 过 miR-101a-3p/
TEAD3轴促进Hippo通路抑制肝再生。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

circular
 

RNA
 

(circ)
 

VAPA
 

promoting
 

the
 

Hippo
 

pathway
 

to
 

inhibit
 

liver
 

regeneration
 

through
 

the
 

miR-101a-3p/TEAD3
 

axis.Methods A
 

mouse
 

model
 

of
 

70%
 

partial
 

hepatectomy-induced
 

liver
 

regeneration
 

was
 

constructed,and
 

the
 

expressions
 

of
 

circVA-
PA,miR-101a-3p,and

 

TEAD3
 

were
 

analyzed.Mouse
 

embryonic
 

hepatocyte
 

BNL
 

CL.2
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

siRNA
 

or
 

overexpression
 

plasmids
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

VAPA-NC
 

group,the
 

VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic
 

group,the
 

VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic-NC
 

group,the
 

VAPA-OE
 

group,the
 

VAPA-OE+miR-
101a-3p

 

mimic
 

group
 

and
 

the
 

VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic-NC
 

group.CCK-8
 

method
 

and
 

flow
 

cytometry
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

proliferation,apoptosis,and
 

cell
 

cycle
 

changes
 

of
 

hepatocytes.Immunofluorescence
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staining
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

nuclear
 

translocation
 

of
 

YAP1.Quantitative
 

Reverse
 

Transcription
 

Real-
Time

 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expressions
 

of
 

key
 

genes
 

in
 

the
 

Hippo
 

pathway.The
 

dual-lu-
ciferase

 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

targeting
 

relationships
 

between
 

circVAPA
 

and
 

miR-101a-
3p,as

 

well
 

as
 

between
 

miR-101a-3p
 

and
 

TEAD3.Results The
 

level
 

of
 

circVAPA
 

gradually
 

increased
 

during
 

liver
 

regeneration
 

(P<0.05),while
 

the
 

level
 

of
 

miR-101a-3p
 

first
 

increased
 

and
 

then
 

decreased
 

(P<0.05).
When

 

miR-101a-3p
 

was
 

overexpressed
 

alone,the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

was
 

the
 

highest
 

(P<0.05),but
 

it
 

had
 

no
 

effect
 

on
 

the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

(P>0.05).When
 

circVAPA
 

was
 

overexpressed
 

alone,it
 

had
 

no
 

effect
 

both
 

on
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

and
 

apoptosis
 

(P>0.05).After
 

co-overexpression
 

of
 

circVAPA
 

and
 

miR-101a-
3p,the

 

cell
 

proliferation
 

rate
 

significantly
 

decreased,and
 

the
 

cell
 

apoptosis
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).
When

 

miR-101a-3p
 

was
 

overexpressed
 

alone,a
 

large
 

number
 

of
 

cells
 

entered
 

into
 

the
 

S
 

phase.After
 

co-overex-
pression

 

of
 

circVAPA
 

and
 

miR-101a-3p,a
 

large
 

number
 

of
 

cells
 

were
 

blocked
 

in
 

the
 

G2/M
 

phase.The
 

phos-
phorylation

 

level
 

of
 

the
 

Hippo
 

upstream
 

gene
 

YAP1
 

significantly
 

increased
 

at
 

6
 

hours
 

after
 

liver
 

regeneration
 

(P<0.05)
 

and
 

then
 

rapidly
 

decreased.However,co-overexpression
 

of
 

circVAPA
 

and
 

miR-101a-3p
 

did
 

not
 

af-
fect

 

the
 

level
 

of
 

p-YAP1
 

and
 

the
 

nuclear
 

translocation
 

of
 

YAP1
 

(P>0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

Hip-
po

 

downstream
 

gene
 

CTGF
 

and
 

the
 

transcription
 

factor
 

TEAD3
 

first
 

increased
 

and
 

then
 

decreased
 

during
 

liver
 

regeneration
 

(P<0.05),and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

CYR61
 

(P>0.05).After
 

co-overexpression
 

of
 

circVAPA
 

and
 

miR-101a-3p,the
 

expression
 

level
 

of
 

CTGF
 

increased
 

(P<0.05).Knocking
 

down
 

or
 

overex-
pressing

 

circVAPA
 

did
 

not
 

affect
 

the
 

expression
 

of
 

TEAD3
 

(P>0.05),while
 

overexpressing
 

miR-101a-3p
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

TEAD3
 

(P<0.05).The
 

dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

confirmed
 

the
 

targeting
 

relationships
 

between
 

circVAPA
 

and
 

miR-101a-3p,as
 

well
 

as
 

between
 

miR-101a-3p
 

and
 

TEAD3.Conclusion circVAPA
 

promotes
 

the
 

Hippo
 

pathway
 

to
 

inhibit
 

liver
 

regeneration
 

through
 

the
 

miR-101a-3p/TEAD3
 

axis.
[Key

 

words] circular
 

RNA;circVAPA;miR-101a-3p/TEAD3
 

axis;Hippo
 

signaling
 

pathway;liver
 

regen-
eration

  肝再生是人体最重要的保护性生理过程之一,是
肝脏受损或切除后能够快速恢复的生理基础,但对于

调控肝再生启动和终止的分子机制尚不清楚。环状

RNA(circle
 

RNA,circRNA/circ)是一类结构稳定、序
列保守、特异性表达的非编码RNA。多个研究表明,
circRNA 通 过 吸 附 微 RNA(microRNA,miRNA/
miR)在肝再生过程中发挥关键调控作用,但具体调控

机制仍不明确[1-5]。Hippo通路是一种经典、保守的

细胞信号通路,在细胞增殖、维持凋亡平衡、调控器官

大小和肿瘤发生、发展等方面起重要作用。研究表

明,Hippo通路的开关影响了肝再生重塑和肿瘤发

病[6-7],多个circRNA参与了 Hippo通路的调节[8-9],
但相关机制及调控网络仍有待深入研究。

已有研究证实,肝癌中circVAPA通过 miR-377-
3p和抑制pSAP促进肿瘤细胞增殖[10]。本课题组在

前期研究中发现,小鼠肝部分切除再生模型中也存在

circVAPA过表达,可能通过负调控 miR-101a-3p影

响Hippo通路开关,进而调节肝再生,但具体机制尚

未见报道。因此,本研究旨在探讨circVAPA 通过

miR-101a-3p影响肝再生的作用机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

90只SPF级C57BL/6雄性小鼠,8~12周龄,体
重20~25

 

g,购自重庆恩斯维尔生物技术有限公司;

小鼠胚胎肝细胞BNL
 

CL.2购自上海中国科学院细

胞库。circVAPA小干扰 RNA(si-VAPA)及其对照

(si-NC)、miR-101a-3p模拟物(miR-101a-3p
 

mimics)
及其对照(miR-101a-3p

 

mimics-NC)、circVAPA过表

达载体(VAPA-OE)及其对照(VAPA-NC)、双荧光素

酶报告基因载体、PCR引物序列由重庆生命知源科技

有限公司提供。动物饲养、建模和其他实验设备由云

南大学附属医院中心实验室提供。本研究经云南大

学 实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 批 准 (审 批 号:
YNU20220190)。
1.2 方法

1.2.1 70%肝切除再生(PHx)小鼠模型构建

采用2%异氟烷和2.0
 

L/min氧气流量诱导麻

醉,对照小鼠行剖腹探查后关腹作为假手术处理。
PHx小 鼠 参 考 Higgins

 

&
 

Anderson法 建 立70%
 

PHx模型,开腹后结扎切除小鼠肝左叶及中叶,0.2
 

mL
 

5%葡萄糖腹腔注射后关腹。PHx小鼠于术后6、
72、144

 

h处死,术后时间作为肝再生时间,取肝组织

用于后续实验。
1.2.2 细胞培养、分组与转染

复苏小鼠胚胎肝细胞BNL
 

CL.2并接种到培养

瓶,5%
 

CO2 孵箱中培养,每2天更换1次培养液,取
对 数 生 长 的 细 胞 用 于 实 验。根 据 Lipofectami-
neTM2000试剂盒(美国Invitrogen公司)转染细胞,分
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为对照组、VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic组、VA-
PA-NC+miR-101a-3p

 

mimic-NC 组、VAPA-OE+
miR-101a-3p

 

mimic 组、VAPA-OE+ miR-101a-3p
 

mimic-NC组。
1.2.3 实时荧光定量逆转录-PCR(quantitative

 

real
 

time-polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR)检测cir-
cVAPA、miR-101a-3p、Hippo通路下游基因CTGF、

CYR61及转录因子TEAD3表达情况

取目标细胞加入1
 

mL
 

Trizol裂解液裂解细胞,
提取总RNA,逆转录得到cDNA模板后进行荧光定

量PCR扩增,内参为GAPDH和U6,分别对circVA-
PA、miR-101a-3p、CTGF、CYR61、TEAD3进行扩增,
2-ΔΔCt法计算细胞中上述RNA相对表达水平,引物

序列见表1。

表1  引物序列设计

基因 方向 序列(5'-3')

GAPDH 正向 CAA
 

CGA
 

CCC
 

CTT
 

CAT
 

TGA
 

CC
反向 CGC

 

TCC
 

TGG
 

AAG
 

ATG
 

GTG
 

AT
U6 正向 CTC

 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA
反向 AAC

 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT
circVAPA

 

正向 TGG
 

AAG
 

CTG
 

TGT
 

GGA
 

AAG
 

AAG
反向 CGA

 

GGT
 

GCT
 

GTA
 

GTC
 

TTC
 

AC
miR-101a-3p-RT GTC

 

GTA
 

TCC
 

AGT
 

GCA
 

GGG
 

TCC
 

GAG
 

GTA
 

TTC
 

GCA
 

CTG
 

GAT
 

ACG
 

ACT
 

TCA
 

GT
miR-101a-3p 正向 GCG

 

CGC
 

GTA
 

CAG
 

TAC
 

TGT
 

GAT
 

A
反向 AGT

 

GCA
 

GGG
 

TCC
 

GAG
 

GTA
 

TT
CYR61 正向 TGC

 

TGT
 

AAG
 

GTC
 

TGC
 

GCT
 

AAA
 

C
反向 GCT

 

GTC
 

TTC
 

ATC
 

ACA
 

AAC
 

CCA
 

CT
CTGF 正向 GGC

 

ATC
 

TCC
 

ACC
 

CGA
 

GTT
 

AC
反向 CAC

 

ACC
 

CCG
 

CAG
 

AAC
 

TTA
 

GC
TEAD3 正向 GGT

 

TCG
 

GGA
 

ATA
 

CCA
 

GGT
 

TG
反向 AGA

 

GAC
 

GAT
 

TTG
 

GGC
 

AGA
 

CG

1.2.4 双荧光素酶报告基因实验验证circVAPA与

miR-101a-3p、miR-101a-3p与TEAD3的靶向关系

circBase、RegRNA2.0数据库分析预测circVA-
PA的3'-UTR端与 miR-101a-3p存在碱基互补结合

位点,Targetscan7.2数据库分析预测TEAD3的3'-
UTR端与miR-101a-3p存在碱基互补结合位点。设

计野生型-circVAPA
 

3'-UTR/TEAD3
 

3'-UTR和突

变型-circVAPA
 

3'-UTR/TEAD3
 

3'-UTR,构建双荧

光素 酶 报 告 基 因 载 体 及 其 突 变 型 载 体。用 Lipo-
fectamineTM3000 将 野 生 型-circVAPA/野 生 型-
TEAD3、突变型-circVAPA/突变型-TEAD3分别与

miR-NC或miR-101a-3p质粒共同转染至目标细胞,
48

 

h后检测其荧光素酶活性。qRT-PCR检测 miR-
101a-3p和TEAD3相对表达水平。

 

1.2.5 CCK-8法检测细胞增殖情况

按1.2.2分组培养细胞,调整细胞浓度至1×
105/mL。接种于96孔板中培养24

 

h,按不同时间点

处理细胞。每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,孵育1
 

h,酶
标仪测定450

 

nm的吸光度。
1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡情况和细胞周期

比例

(1)细胞凋亡检测处理:吸出细胞培养液并消化

细胞,离心后加入膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素结合

液、10
 

μL碘化丙啶染色液,孵育10~20
 

min,流式细

胞仪检测细胞凋亡情况。(2)细胞周期检测处理:收
集细胞,离心后加入0.5

 

mL碘化丙啶染色液,温浴

30
 

min。流式细胞仪在激发波长488
 

nm波长处检测

红色荧光,做细胞DNA含量分析和光散射分析。
1.2.7 Western

 

blot检测细胞中磷酸化(p)-YAP1、

p-LATS1蛋白表达情况

细胞中加入RIPA裂解液,收集上清液提取总蛋

白,用BCA 法检测蛋白浓度。配置BCA 标准品溶

液,将蛋白样品与5×十二烷基硫酸钠上样缓冲液按

4∶1混合,煮沸使蛋白变性,在胶孔中分别加入样品

蛋白,电泳10
 

min后转膜。孵育、封闭、转移到聚偏

氟乙烯膜,加入一抗、二抗,继续孵育2
 

h。曝光仪检

测聚偏氟乙烯膜并成像。
1.2.8 免疫荧光染色检测YAP1核移位

制备石蜡切片,脱蜡,乙醇浸泡,加入多聚甲醛固

定,加入0.5%
 

Triton
 

X-100、山羊血清(磷酸盐缓冲

液配制)室温封闭1
 

h。一抗孵育,二抗孵育,DAPI避

光染色5
 

min。抗荧光猝灭剂封片后,荧光显微镜下

观察并采集图像。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.0软件进行数据分析,计
量资料以x±s 表示,比较采用t 检验或one-way

 

AVOVA单因素方差分析,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 构建70%
 

PHx小鼠模型

构建70%
 

PHx小鼠模型90只,成功83只,成模

率为92.2%,见图1。
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2.2 肝 再 生 过 程 中circVAPA、miR-101a-3p表 达

情况

qRT-PCR结果显示,肝再生过程中circVAPA
表达水平逐渐升高(P<0.05),miR-101a-3p表达水

平则先升高后下降(P<0.05),见图2。

  A:建模过程;B:建模后缝合。

图1  成功构建70%
 

PHx小鼠模型

2.3 
 

敲低或过表达circVAPA对 miR-101a-3p表达

的影响

构建 2 条si-circVAPA 顺 转 质 粒,转 染 BNL
 

CL.2后circVAPA表达水平降低,但敲低circVAPA
后miR-101a-3p表达水平升高(P<0.05)。circVA-

PA过表达载体转染BNL
 

CL.2后,circVAPA表达

水平升高,但过表达circVAPA后 miR-101a-3p表达

水平降低(P<0.05),见图3。

  A:circVAPA表达水平;B:miR-101a-3p表达水平;a:P<0.05。

图2  肝再生过程中circVAPA、miR-101a-3p表达情况

2.4 circVAPA竞争性抑制miR-101a-3p的表达

双荧光素酶报告基因实验结果显示,转染野生型-
circVAPA 时,miR-101a-3p荧光素酶活性明显低于对

照(P<0.05);转染突变型-circVAPA 时,miR-101a-3p
及其对照的荧光素酶活性无差异(P>0.05),见图4。

  A:si-circVAPA引物序列;B:敲低circVAPA后circVAPA表达情况;C:敲低circVAPA后miR-101a-3p表达情况;D:过表达circVAPA后cir-

cVAPA表达情况;E:过表达circVAPA后miR-101a-3p表达情况;①:si-NC;②:si-circVAPA#1;③:si-circVAPA#2;a:P<0.05。

图3  敲低或过表达circVAPA对 miR-101a-3p表达的影响

2.5 circVAPA、miR-101a-3p对肝细胞增殖、凋亡和

细胞周期的影响

miR-101a-3p
 

mimics转染BNL
 

CL.2后,miR-

101a-3p表达 水 平 升 高(P<0.05)。过 表 达 miR-
101a-3p时细胞增殖速率最快(P<0.05),同时过表

达circVAPA和 miR-101a-3p时及过表达circVAPA
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时增殖速率无变化(P>0.05)。CCK-8法分析48
 

h
细胞增殖率也得出相同结果,见图5A~C。

流式细胞术结果显示,过表达 miR-101a-3p时不

影响细胞凋亡率(P>0.05),同时过表达circVAPA
和miR-101a-3p时细胞凋亡率明显升高(P<0.05)。
过表达 miR-101a-3p时细胞大量进入S期,而同时过

表达circVAPA和 miR-101a-3p时细胞大量阻滞于

G2/M期,见图5D、E、F。
2.6 circVAPA/miR-101a-3p轴对 Hippo通路上游

基因的影响

Western
 

blot结果显示,肝再生6
 

h
 

p-YAP1表

达水平 明 显 升 高(P <0.05),随 后 快 速 降 低;p-
LATS1表达水平极低,提示可能未参与肝再生过程。
而敲低/过表达circVAPA或 miR-101a-3p不影响p-
YAP1表达水平(P>0.05),见图6。免疫荧光染色

结果显示,肝再生6、72
 

h有明显的 YAP1核移位

(P<0.05),之后降至正常;而敲低/过表达circVA-

PA或miR-101a-3p不影响BNL
 

CL.2的YAP1核移

位(P>0.05),见图7、8。

  A:双荧光素酶报告基因实验突变型-circVAPA序列设计;B:野生

型-circVAPA、突 变 型-circVAPA 对 miR-101a-3p表 达 水 平 的 影 响;
a:P<0.05。

图4  双荧光素酶报告基因实验结果

  A:引物序列;B:成功构建 miR-101a-3p
 

mimics;C:比较各组细胞增殖速率;D:流式细胞术分析细胞凋亡率;E:CCK-8法比较48
 

h细胞增殖

率;F:流式细胞术分析细胞周期分布;①:VAPA-NC组;②:VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic组;③:VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic-NC组;④:

VAPA-OE组;⑤:VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic组;⑥:VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic-NC组;a:P<0.05;b:P<0.05,与其他组比较。

图5  circVAPA、miR-101a-3p对肝细胞增殖、凋亡和细胞周期的影响

  A:Western
 

blot检测肝再生不同时间点p-YAP1、p-LATS1的表达情况;B:肝再生不同时间点p-YAP1表达水平比较;C:Western
 

blot检测过

表达circVAPA或/和miR-101a-3p时p-YAP1、p-LATS1的表达情况;D:过表达circVAPA或 miR-101a-3p时p-YAP1表达水平比较;①:VAPA-
NC组;②:VAPA-NC+miR-101a-3p

 

mimic组;③:VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic-NC组;④:VAPA-OE组;⑤:VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic
组;⑥:VAPA-OE+miR-101a-3p

 

mimic-NC组;a:P<0.05。

图6  肝再生过程中 Hippo通路上游基因p-YAP1、p-LATS1表达情况
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  A:肝再生不同时间点YAP1核移位(免疫荧光染色,100×);B:荧光定量分析;a:P<0.05。

图7  肝再生过程中YAP1核移位情况

  A:过表达circVAPA或/和miR-101a-3p后YAP1核移位(免疫荧光染色,100×);B:荧光定量分析;①:VAPA-NC组;②:VAPA-NC+miR-
101a-3p

 

mimic组;③:VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic-NC组;④:VAPA-OE组;⑤:VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic组;⑥:VAPA-OE+miR-
101a-3p

 

mimic-NC组。

图8  过表达circVAPA或 miR-101a-3p后BNL
 

CL.2的YAP1核移位情况
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2.7 circVAPA/miR-101a-3p轴促进了 Hippo通路

下游基因表达

qRT-PCR 结 果 显 示,肝 再 生 过 程 中 CTGF、
TEAD3表达水平先升高后下降(P<0.05),CYR61
表达水平无明显变化(P>0.05);同时过表达cir-
cVAPA 和 miR-101a-3p 时 CTGF 表 达 水 平 上 升

(P<0.05);敲 低 或 过 表 达 circVAPA 均 不 影 响

TEAD3表达水平(P>0.05),过表达miR-101a-3p则

可明显抑制TEAD3表达水平(P<0.05),见图9。
2.8 circVAPA/miR-101a-3p轴通过负调控TEAD3
影响Hippo通路

双荧光素酶报告基因实验结果显示,转染野生型-
TEAD3时,miR-101a-3p荧光素酶活性明显低于对照

(P<0.05);转染突变型-TEAD3时,miR-101a-3p及

其对照的荧光素酶活性无差异(P>0.05),见图10。

  A~C:肝再生不同时间点CTGF、CYR61和TEAD3表达水平;D~F:过表达circVAPA或/和miR-101a-3p对CTGF、CYR61和TEAD3表达

水平的影响;①:VAPA-NC组;②:VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic组;③:VAPA-NC+miR-101a-3p
 

mimic-NC组;④:VAPA-OE组;⑤:VAPA-

OE+miR-101a-3p
 

mimic组;⑥:VAPA-OE+miR-101a-3p
 

mimic-NC组;a:P<0.05。

图9  肝再生过程中 Hippo通路下游基因表达情况

  A:双荧光素酶报告基因实验突变型TEAD3序列设计;B:野生型-
TEAD3、突 变 型-TEAD3 对 miR-101a-3p表 达 水 平 的 影 响;a:P<
0.05。

图10  双荧光素酶报告基因实验结果

3 讨  论

  肝脏是人体唯一可再生的实质脏器,承担重要的

合成、代谢、解毒等功能。动物实验表明,肝切除后肝

再生分为3个过程:启动(肝切除后0.5~6.0
 

h)、增
殖(肝切除后12~72

 

h)和终止(肝切除后72~168
 

h)[11-12]。正常情况下,肝细胞处于稳定状态并不发生

有丝分裂;肝再生启动阶段细胞迅速从G0 期向G1 期

转化,增殖阶段通过1~2个细胞周期的有丝分裂快

速回复肝细胞数量和体积,终止阶段细胞又恢复到初

始状态[13]。然而,对于调控肝再生启动和终止的分子

机制尚不明确。
Hippo通路是一条由一系列保守蛋白激酶和转

录因子组成的激酶链,在细胞增殖与肝再生重塑、维
持凋亡平衡、调控肿瘤发生、发展等方面起重要作

用[14],通过激活经典 Hippo-YAP-LATS1/2激酶途

径抑制细胞增殖[15]。当肝损伤后,p-YAP水平迅速

6501 重庆医学2025年5月第54卷第5期



下降,YAP在细胞核中累积,与TEAD家族蛋白结合

后关闭Hippo通路并促进肝细胞增殖[16]。最新研究

显示,VGLL4能与 YAP竞争性结合 TEAD,干扰

YAP与TEAD结合并抑制Hippo通路下游靶基因表

达[17]。因此,Hippo通路的开关可能受一系列转录因

子的影响,相关机制仍有待深入研究。
circRNA是一类环形结构稳定、序列保守、特异

性表达的非编码RNA[18],含有大量 miRNA结合位

点,通过海绵化吸附 miRNA解除 miRNA对 mRNA
的抑制作用,间接调控 miRNA下游靶基因表达[19]。
近年来相继发现多个circRNA直接参与了 miRNA
介导的肝细胞增殖调控[20-25]。本研究发现,肝再生过

程中circVAPA通过负调控(或吸附)miR-101a-3p表

达促进肝细胞增殖和抑制凋亡。研究报道circVAPA
可与多种 miRNA结合发挥肿瘤增殖调控作用[26-30],
但对肝再生的影响及机制尚未有报道,相关分子机制

仍不清楚。
为验证circVAPA/miR-101a-3p轴影响肝再生

的分子机制,本研究分析了其对 Hippo通路上下游关

键基因的影响,发现circVAPA/miR-101a-3p轴仅影

响Hippo通路下游基因CTGF而非CYR61的表达,
并不影响Hippo通路上游基因及转录因子。这种影

响是通过 miR-101a-3p对 Hippo通路下游转录因子

TEAD3的竞争性结合起作用,最终调控了 Hippo通

路 的 开 关。因 此,circVAPA/miR-101a-3p/TEAD3
轴在肝再生终止阶段发挥了更为重要的调节作用。

综上所述,circVAPA通过 miR-101a-3p/TEAD3
轴促进Hippo通路并最终抑制肝再生。本研究丰富

了肝再生调控的分子机制,circVAPA/miR-101a-3p/
TEAD3轴可能成为新的肝再生干预靶点,这为开发

新的治疗方法和药物研发提供了科学依据和理论

基础。
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