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Abstract
AIM: To detect the expression of microRNA 155 
(miR-155) in hepatocellular carcinoma and to 
analyze its influence on tumor cell proliferation 
and apoptosis. 

METHODS: The expression of miR-155 in 42 
cases of primary liver cancer and matched 
tumor-adjacent normal tissue was detected by 
quantitative PCR. The expression of miR-155 in 
hepatocellular carcinoma cell lines HepG2 and 
SMMC7721 was inhibited using a miR-155-spe-
cific antisense oligonucleotide (ASO-miR-155), 
and cell proliferation and early apoptosis were 
then determined by MTT assay and flow cytom-
etry, respectively. 

RESULTS: The positive rate of miR-155 expres-
sion was significantly higher in hepatocellular 
carcinoma (52%) than in tumor-adjacent tissue 
(P < 0.05). After ASO-miR-155 was transfected 
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■背景资料
原发性肝癌恶性
程度高, 治疗效果
差, miRNAs在肝
癌等恶性肿瘤发
生发展过程中起
了癌基因或抑癌
基因的作用.

into HepG2 and SMMC7721 cells using Lipo-
fectamine, the expression of miR-155 was signifi-
cantly reduced. MiR155 knockdown significantly 
inhibited growth and promoted early apoptosis 
of HepG2 and SMMC7721 cells. 

CONCLUSION: MiR-155 is overexpressed in 
hepatocellular carcinoma. Inhibition of miR-155 
expression could inhibit growth and induce ear-
ly apoptosis of hepatocellular carcinoma cells. 
MiR-155 may become a new target for the treat-
ment of liver cancer.
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摘要 
目的: 检测微小RNA-155(miR-155)在肝癌组
织中的表达并分析其对肝癌细胞增殖和细胞
凋亡的影响. 

方法: 采用Ta g M a n M G B探针法荧光定量
P C R分析42例原发性肝癌及对应的癌旁组
织m iR-155的表达; 利用m iR-155反义寡核
苷酸(ASO-m iR-155)降低肝癌细胞HepG2和
SMMC7721中miR-155的表达; 利用MTT比色
法检测肝癌细胞增殖的变化, 并通过流式细胞
技术检测肝癌细胞早期凋亡情况. 

结果: 42例肝癌及癌旁组织标本中, m iR-155
在5 2 % ( 2 2 / 4 2 )肝癌组织中的表达明显高
于癌旁组织(P <0.05); 利用脂质体将A S O-
miR-155转染肝癌细胞HepG2和SMMC7721后, 
miR-155的表达明显降低, 肝癌细胞HepG2和
SMMC7721生长受到明显抑制; 并且细胞的早
期凋亡明显增加. 

结论: m iR-155在肝癌组织中过表达, 降低其
表达能明显抑制肝癌细胞的生长并诱导细胞
早期凋亡, miR-155有可能成为肝癌治疗的新
靶点. 

■同行评议者
王阁, 教授, 中国
人民解放军第三
军医大学第三附
属医院
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■研发前沿
近 年 研 究 发 现
m iR-155在乳腺
癌、直肠癌、胰
腺癌、肺癌等恶
性肿瘤中表达上
调 ,  并 在 其 生 物
学行为方面起重
要 的 调 节 作 用 , 
但在肝癌中表达
的功能尚不完全
清楚.
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是我国乃至��上常见、且极具危害性的恶

性肿瘤之一 [1-4].  尽管近年来对其诊断、治疗

技术不断进步, 但肝癌的预后仍然较差, 对肝

癌的早期诊断及早期治疗具有特别重要意义. 
MicroRNAs(miRNAs)是近年来发现的一类长度

约为22个核苷酸的单链非编码小分子RNA, 通
过与靶基因完全或不完全互补结合形式调控基

因转录后的表达[5-7]. 在恶性肿瘤发生发展过程

中, miRNAs经常扮演着“癌基因”和/或“抑癌

基因”的重要角色[8-14]. 近年研究发现m iR-155
在乳腺癌、直肠癌、胰腺癌、肺癌等恶性肿瘤

中表达上调, 并在其生物学行为方面起重要的

调节作用[15-20]. 然而miR-155在肝癌中的表达及

功能研究尚未见报道, 本研究拟检测miR-155在
肝癌组织中的表达情况, 并通过反义寡核苷酸

降低肝癌细胞miR-155的表达, 观察miR-155对
肝癌细胞增殖和凋亡的影响, 以期为肝癌早期

诊治提供新的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-04/2011-04南昌大学第二附

属医院肝胆外科手术切除的原发性肝癌组织标

本42例, 每例均有对应的癌旁组织. 其中男25
例, 女17例, 年龄35-72岁. 所有标本均经病理学

检查确诊, 收集后立即放入液氮中保存. TaqMan 
miRNA分析试剂盒购自美国ABI公司; Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒购自南京凯基公司; 脂
质体LipofectamineTM 2000购自美国Invitrogen
公司; 全硫代修饰的ASO-m iR-155购自Gene 
Pharma公司; �肝癌细胞株HepG2和SMMC7721
由江西省分子医学重点实验室保存. 
1.2 方法 
1.2.1 实时荧光定量PCR检测miR-155的表达: 采
用TRIzol试剂提取组织总RNA, 紫外分光光度

计测定浓度, -70 ℃保存备用, 用miR-155检测试

剂盒检测miR-155的表达. 首先取2 μg总RNA作

为模板与3 μL逆转录酶混合, 在20 μL反应体系

中, 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min, 进行

逆转录反应. 收集cDNA, 然后将cDNA 150倍稀

释, 取1 μL稀释的cDNA与2 μL TaqMan引物混合,  
20 μL反应体系: 95 ℃ 10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 
60 s, 40个循环. 相对miRNA表达水平用Ct值准

确计算, U6 snRNA为内参.  
1.2.2 细胞株的培养及转染: HepG2和SMMC7721
细胞株接种于含100 mL/L胎牛血清的DMEM培

养基, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 收集细

胞, 以1×105个细胞/孔铺6孔板, 细胞生长至90%
融合率时严格按照脂质体LipofectamineTM 2000
转染试剂说明书进行转染. 
1.2.3 ASO-miR-155转染后对miR-155表达的影

响: 转染ASO-miR-155肝癌细胞48 h后, 抽提总

RNA经纯度分析, 逆转录为cDNA, 测定cDNA浓

度, 同时设立空白对照组、随机对照组及转染

PBS组, 检测miR-155的表达. 实验重复3次. 
1.2.4 MTT检测各组细胞的增殖情况: 转染ASO-
miR-155后48 h收集细胞, 在离心管内将各组细

胞悬液充分打匀, 按8×103/孔接种于96孔培养

板, 每孔加液量200 μL, 24 h后换液. 实验分组同

1.2.3, 每组设6个复孔. 继续将培养板移入培养箱

中培养24、48、72 h后分别每孔加入5 g/L试剂、48、72 h后分别每孔加入5 g/L试剂48、72 h后分别每孔加入5 g/L试剂、72 h后分别每孔加入5 g/L试剂72 h后分别每孔加入5 g/L试剂

MTT 20 μL, 培养4 h后, 吸去上清液, 加入150 μL
的DMSO液, 振荡培养板10 min, 用酶标仪检测

波长为490 nm的吸光度(A )值. 每组重复3次. 按
下列公式计算细胞生长抑制率(%): 

1.2.5 流式细胞术分析细胞早期凋亡:流式细胞术分析细胞早期凋亡:: 试验分组同试验分组同

1.2.3. 细胞接种6孔板, 转染ASO-miR-155后48 h收细胞接种6孔板, 转染ASO-miR-155后48 h收6孔板, 转染ASO-miR-155后48 h收孔板, 转染ASO-miR-155后48 h收, 转染ASO-miR-155后48 h收转染ASO-miR-155后48 h收ASO-miR-155后48 h收后48 h收48 h收收
集细胞, 250, 250 μL结合缓冲液重悬细胞, 取100结合缓冲液重悬细胞, 取100, 取100取100100 μL细细
胞悬液于5 mL流式管中, 加入55 mL流式管中, 加入5流式管中, 加入5, 加入5加入55 μL Annexin V/PI
和10 mL 20 mg/L的碘�丙啶(PI终浓度1 mg/L),10 mL 20 mg/L的碘�丙啶(PI终浓度1 mg/L),的碘�丙啶(PI终浓度1 mg/L),(PI终浓度1 mg/L),终浓度1 mg/L),1 mg/L), 
室温避光孵育15 min, 加入40015 min, 加入400加入400400 μL PBS, 流式细胞流式细胞

仪检测, 实验重复3次., 实验重复3次.实验重复3次.3次.次.. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件, 计量

资料以mean±SD表示, 两组比较采用独立样本

t检验, 多组间比较采用单因素方差分析, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝癌及癌旁组织中m iR-155的表达 实时荧

光定量PCR检测发现42对原发性肝癌及癌旁组

织中, 52%(22/42)的肝癌组织中miR-155的表达

明显高于对应的癌旁组织, 结果有统计学意义

细胞生长抑制率=
试验组A 490-对照组对照组A 490

对照组平均A 490

×100%
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(P <0.05, 图1).  
2.2 ASO-miR-155对miR-155表达的变化 肝癌细

胞HepG2和SMMC7721中转染ASO-miR-155后
48 h, 实时荧光定量PCR检测发现, miR-155的表

达较对照组降低(P <0.05), 而空白对照组、随机

对照组及PBS组间无明显差异(P >0.05, 图2). 
2.3 ASO-m iR-155对肝癌细胞生长的抑制作用 
转染ASO-miR-155后肝癌细胞生长明显慢于对ASO-miR-155后肝癌细胞生长明显慢于对后肝癌细胞生长明显慢于对

照组((P <0.05), 而空白对照组、随机对照组及转而空白对照组、随机对照组及转

染PBS组间肝癌细胞的生长无明显差异(PBS组间肝癌细胞的生长无明显差异(组间肝癌细胞的生长无明显差异((P >0.05, 
图3).3). 
2.4 流式细胞术分析转染ASO-miR-155后肝癌细

胞凋亡情况 肝癌细胞HepG2和SMMC7721转染

ASO-miR-155后48 h, 结果发现转染ASO-miR-155
组较空白对照组、随机对照组、转染PBS组早期

凋亡明显增加(P <0.05), 而晚期凋亡无明显改变; 
空白对照组、随机对照组、转染PBS组之间各组

细胞未见明显变�(P>0.05, 表1, 2). 

3  讨论

原发性肝癌的发生发展是癌基因激活和抑癌基

因失活共同作用的结果, 其确切的发病机制尚未

完全清楚. 研究表明, 作为多步骤、多途径肿瘤

发生的典型, 发现肝癌的早期诊断标记物和治疗

靶点具有重要意义[21,22]. 近年发现, miRNAs与恶

性肿瘤密切相关, 主要通过与目标mRNA分子的

3'端非编码区域特异结合来抑制转录后的翻译. 
约52%调控miRNAs的编码基因位于肿瘤相关基

因位点和染色体区域[23,24]. 因此miRNAs可能成

为诊断肿瘤的新的分子标�和判断肿瘤治疗及

预后的分子靶点[25,26]. miR-155定位于�染色体

21q21, 由B细胞整合簇(B-cell integration cluster, 

肝癌组织 癌旁组织
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图� �� ���������������������������  1  ���������������������������荧光定量PCR检测miR-155在肝癌和癌旁组织中的表
达��. aP<0.05.
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图� �� ���������������������������  2  ���������������������������实时荧光定量PCR检测HepG2和SMMC7721细胞
中转染ASO-miR-155后miR-155的表达��. A: HepG2细胞中

miR-155相对表达量; B: SMMC7721细胞中miR-155相对表

达量; 1�� ����������  ������� ��� �������� ����� ��: 空白对照组; ��� ������� ��� �������� ����� ��2�� ������� ��� �������� ����� ��: 随机对照组; ��� �������� ����� ��3�� �������� ����� ��: 转染PBS组; ����� ��4���� ��: ASO-

miR-155组.
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图� ����� ������������������������������  3 ��� ������������������������������转染ASO-miR-155的肝癌细胞HepG2和SMMC7721的
增殖情况��. A: HepG2细胞; B: SMMC7721细胞.

■相关报道
Kong等研究证实, 
乳腺癌中过表达
的miR-155通过抑
制人叉头框蛋白
03表达, 促进乳腺
癌的存活及增殖, 
降低乳腺癌对化
疗药物的敏感性. 
Greither等研究显
示, 胰腺癌组织中
miR-155的表达异
常增高, 预示患者
预后不良.
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BIC)基因第3个外显子高度保守的区域编码[27]. 
最近研究发现, miR-155在多种�体恶性肿瘤中

异常表达, 与肿瘤的发生、发展及预后密切相

关, 被认为是癌性微小RNA[15]. 另外, Kong等[28]研

究证实, 乳腺癌中过表达的miR-155通过抑制�

叉头框蛋白03(forkhead box protein 03, FOX03)表
达, 促进乳腺癌的存活及增殖, 降低乳腺癌对�

疗药物的敏感性. Greither等[29]研究显示, 胰腺癌

组织中miR-155的表达异常增高, 预示患者预后

不良. Habbe等[30]研究显示, 当胰腺导管上皮发生

上皮内瘤变时, 其细胞及胰液内miR-155水平即

有所增高, 且在最容易癌变的肠型上皮内瘤变中

miR-155升高最明显. 提示miR-155可作为早期筛

查胰腺癌的重要指标. 但miR-155在肝癌中的表

达及其作用目前还不清楚. 
我们首先通过荧光定量PCR TagMan MGB

探针法分析了4 2例肝癌患者手术标本癌组

织及对应癌旁组织中m i R-155的表达 ,  发现

52%(22/42)的肝癌患者癌组织中m iR-155表达

显著上调(P <0.05), 表明m iR-155很可能成为

一个新的肝癌的癌前标记物. 李海东等[15]针对

miR-122及miR-192的反义寡核苷酸能够明显抑

制小鼠不同组织中对应miRNAs的表达, 表明针

对miRNAs的反义寡核苷酸可以有效抑制miR-
NAs的表达. 随后本研究同样利用反义寡核苷酸

技术成功降低肝癌细胞HepG2和SMMC7721中
m iR-155表达, 发现其表达明显下降. 同时我们

通过MTT法检测发现HepG2和SMMC7721肝癌

细胞的生长受到抑制. 最后我们应用流式细胞

术对转染ASO-miR-155前后细胞凋亡情况进行

分析, 结果发现降低m iR-155表达后, 细胞的早

期凋亡也明显增加. 
总之, m iR-155在肝细胞癌中过表达, 参与

促进肝癌细胞的增殖并抑制凋亡, miR-155很可

能成为一个新的肝癌癌前标记物, 为肝癌基因

治疗提供新的靶点. 但miR-155通过哪些靶基因

促进肝癌细胞的增殖及具体调控机制仍有待进

一步研究. 
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■同行评价
本文提示miR-155
在肝细胞癌中过
表达, 参与促进肝
癌细胞的增殖并
抑制凋亡. 选题起
点高, 技术方法先
进, 结果可靠, 结
论客观, 图表清晰.
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