既往的研究证实，干预肝脏中这些miRNA的表达可以显著抑制肝切除后肝细胞的再生，而通过不同方式过表达这些miRNA则可以明显促进肝细胞的再生。然而在肝脏大部切除后，除了表达显著上升的miRNA, 也有部分miRNA的表达显著下降。这些miRNA表达的下降，使肝细胞中促进细胞增殖或者细胞生长周期的分子表达升高进而加速肝脏的再生。本研究中我们发现miRNA-20a在肝切除后的小鼠和大鼠肝脏中表达显著下降，进一步的研究证实，在肝切除后的0，24，48，168小时的时间点，miRNA-20a的表达与肝细胞增殖标志蛋白Ki67呈显著的负相关，然而我们尚不能明确miRNA-20a是否可以调控肝切除后的肝再生。首先，我们证实抑制miR-20a的表达可以在体外促进PHC和AML12细胞的增殖和S期细胞比例，并且过表达可以抑制AML12细胞的增殖和细胞周期进展。其次我们发现在小鼠肝脏中过表达miR-20a可以显著干预其肝脏再生的速度。而通过尾静脉注射携带miRNA-20a干扰序列腺病毒的小鼠，虽然肝脏再生在早期较对照组升高，但在后期没有显著差异。研究显示，在肝脏再生过程中，其体积的变化是受到精密调控的，以防止肝脏体积过大或者肝脏肿瘤的发生。其中Hippo-YAP信号通路是控制肝脏体积最关键的信号通路之一，该信号通路通过机械感应激活，也就是肝脏体积变化。在肝脏再生后期，其体积接近正常水平，该通路的激活可以抑制各种促细胞增殖的通路和分子，防止肝细胞过度增殖。我们知道，肝切除后的肝脏再生是一个由肝内多种细胞参与的复杂生理过程，其中包括肝窦内皮细胞，肝Kupffer细胞，肝星状细胞等等，这些间质细胞可以分泌多种细胞因子如HGF,EGF,IL6,TNFa等，激活肝细胞中如PI3K/akt， MAPK/ERK，NK-kB等信号通路共同调节肝脏再生。虽然我们证实干预miR-20a在肝细胞中的表达在早期可以加速肝细胞的增殖促进再生，但在肝再生后期，Hippo-YAP 信号通路以及其他分子的代偿作用可以拮抗miR-20a沉默引起的肝脏过度生长或肿瘤发生风险。然而，如果肝脏处于病理状态下，如NAFLD，肝纤维化，肝硬化等，肝脏的这种自我调节机制可能受到破坏，出现肝细胞的过度增殖甚至癌变。

综上，我们分别通过细胞和动物水平实验证实miRNA-20a对肝切除后小鼠肝脏的再生有着重要的调控作用。我们知道，miRNA可以通过转录以及转录后水平对靶基因的表达进行调控，其中以转录后水平的调控为主。通常一个miRNA可以调控多达上百个靶基因，然而在不同的细胞或者不同的疾病过程中，miRNA的靶基因有着显著的差异。本研究中，我们需要明确miRNA-20a在肝细胞增殖过程中的靶基因。为此，我们首先分离了小鼠的原代肝细胞，分别以miRNA-20a的mimic以及抑制剂进行处理，首先我们发现mimic抑制PHC增殖以及细胞周期，而抑制剂处理显著增加PHC 的增殖和细胞周期。然后我们分别对着两组PHC进行了miRNA-20a靶基因的PCR Array分析，芯片结果提示mimic处理组中TCF4表达较对照细胞显著降低；与此同时，抑制剂处理组的TCF4表达较对照细胞则显著升高。以上结果提示，TCF4 可能是受miRNA-20a调控的靶基因。而进一步的精确靶点验证结果证实miRNA-20a可以结合到TCF4的3’UTR区域，下调TCF4的表达。此外，我们重新分析了大鼠小鼠肝切除后不同时间点时miRNA-20a的表达和TCF4表达的相关性，结果如图所示，不同时间点miRNA-20a在肝脏中的表达与TCF4呈显著的负相关，提示在肝脏再生过程中，miRNA-20a可以抑制TCF4的表达。
研究显示，TCF4是Wnt信号通路中一个重要的转录因子，参与多种细胞的增殖和细胞周期的调控，包括肿瘤的发生发展。为了证实miRNA-20a是否通过靶细胞TCF4调控肝切除后的肝细胞再生，我们分别通过在小鼠肝脏中抑制TCF4，观察该小鼠在肝切除后肝脏再生的情况，结果显示抑制TCF4的表达延缓看肝脏再生速度。此外，我们联合干预PHC中miRNA-20a和TCF4的表达，结果提示miRNA-20a对肝细胞增殖的调控是依赖于TCF4。
由于TCF4是转录因子，它主要通过结合到基因的启动子区域对下游的基因进行调控，进而参与促进细胞周期的进展。我们的细胞水平研究证实TCF4可以促进肝细胞由G2-M期进入到S期，进而调控肝细胞的增殖。然而TCF4只是一个转录因子，并不能直接作用于细胞周期相关蛋白，它主要通过转录水平调控下游基因实现对细胞周期的调控。我们知道，在肝细胞增殖过程中，众多细胞周期调控蛋白参与其中。因此，我们应用细胞周期蛋白的PCR-Array对TCF4处理的PHC进行了检测。结果显示，抑制PHC中TCF4的表达，细胞周期蛋白CDC2,CDC6表达下降最为显著，而过表达TCF4后，CDC2,CDC6的表达则明显升高。
既往研究显示，CDC2,CDC6在促进细胞周期进展过程中起到重要的作用。我们进一步应用启动子结合位点分析软件（Jasper and Promo）发现，CDC2的启动子区域有两个TCF4结合位点，而CDC6启动子区域有4个TCF4结合位点，这提示TCF4有可能通过结合到CDC2,CDC6的启动子区域从而上调其表达，进而促进细胞周期进展。然后我们通过启动子活性分析以及免疫沉淀检测确认TCF4 可以结合CDC2,CDC6启动子区域并强化其表达. 
既往研究显示miRNA-20是一个具有肿瘤抑制功能的microRNA, 人们发现其表达在多种肿瘤中均降低, 包括肝癌。这意味着持续抑制其表达有可能引起肝细胞癌的发生。我们的研究发现，正常小鼠或者大鼠在肝切除后的48小时，其表达显著下降，随着肝脏体积增大，到第7天，其表达基本恢复正常。这意味正常肝脏可以自主调节miRNA-20a的表达，避免过度抑制miRNA-20a引起的肝细胞癌风险。
综上所述，本研究证实miRNA20a-TCF4-CDC2/6调控轴在肝切除后的小鼠肝脏再生过程中起到重要作用。

