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Abstract 
AIM: To explore the expression of microRNA-22 
(miR-22) in hepatocellular carcinoma (HCC) and 
its role in phenotype transition. 

METHODS: Real-time polymerase chain reac-
tion (qPCR) was used to detect the expression of 
miR-22 in HCC tissues from 108 patients and in 
two liver cancer cell lines MHCC97-L and Huh7, 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

miR-22在肝细胞癌中的表达及其与上皮钙黏蛋白、波形
蛋白的相关性

丁 隆, 杨 宇, 何淑玲, 夏伟滨, 曲义坤, 刘伟新, 徐 剑, 张英海

®

■背景资料
全世界每年约70
万例死于肝细胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC), 
而中国约占全世
界 死 亡 人 数 的
5 5 % .  目前治疗
HCC的方法较多, 
但总体治愈率不
高, 复发转移是影
响HCC治愈率的
最主要障碍 ,  且
机制尚不完全清
楚. 研究表明, 上
皮-间质表型转化
(epithelial-mesen-
chymal transitions, 
EMT)是HCC侵袭
转移的重要机制
之一 .  新近研究
发现异常表达的
m i R N A s参与了
多种恶性肿瘤的
侵袭转移过程. 因
此探讨miRNA在
HCC侵袭转移中
的作用及分子机
制将为开发新的
治疗策略以提高
HCC治愈率和患
者的长期生存期
提供理论依据. 

which have different potential of metastasis. The 
expression of epithelial marker E-cadherin (E-cad) 
and mesenchymal marker Vimentin was evaluat-
ed by the immunohistochemistry technique. The 
correlation between miR-22 expression and E-cad 
and Vimentin expression was analyzed. 

RESULTS: The expression of miR-22 was higher 
in HCC tissues than in matched tumor-adjacent 
tissues (P < 0.05). The expression of E-cad was 
significantly lower and that of Vimentin was sig-
nificantly higher in HCC tissues than in matched 
tumor-adjacent tissues (P < 0.05). There was a 
negative correlation between miR-22 and E-cad 
expression (r = -0.368, P < 0.05), but a positive 
correlation between miR-22 and Vimentin ex-
pression (r = 1.475, P < 0.05). Therefore, mes-
enchymal MHCC97-L cells demonstrated high 
miR-22 expression, while epithelial Huh7 cells 
demonstrated low miR-22 expression, and the 
difference was significant between the two cell 
types (P < 0.05). 

CONCLUSION: There is a negative correlation 
between miR-22 and E-cad expression and a 
positive correlation between miR-22 and Vimen-
tin expression in HCC cells. miR-22 may be a 
vital factor contributing to the development and 
metastasis of HCC. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
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■研发前沿
HCC预后的瓶颈, 
90%以上的癌症死
亡都是复发转移
等并发症直接引
起的, 也是相关科
研人员研究的热
点和难点. HCC侵
袭转移是一个多
因素参与的复杂
过程, 与HCC侵袭
转移有关的因素
很多, 如乙型肝炎
病毒DNA和丙型
肝炎病毒抗体的
持续存在、基因
突变、miRNA异
常表达等, 但任何
一种因素都不能
完全解释HCC侵
袭转移的发生和
进展.  因此需要进
一步研究参与调
控HCC侵袭转移
的上游因子及其
信号转导通路.

HCC)中microRNA-22(miR-22)表达及其在肿
瘤细胞表型转化中的作用.         

方法: 应用实时荧光定量PCR技术检测108例
H C C及其对应癌旁组织和不同转移潜能的
肝癌细胞MHCC97-L、Huh7中miR-22的表
达情况; 免疫组织化学SP法检测上述HCC及
其对应癌旁组织中上皮钙黏蛋白(E-cadherin, 
E-cad)、波形蛋白(Vimentin)的表达; Pearson's
软件分析miR-22的表达与E-cad、波形蛋白之
间的相关性.         

结果: miR-22在HCC组织中的表达显著高于
对应的癌旁组织(P <0.05). E-cad在HCC组织
中的表达显著低于对应的癌旁组织(P <0.05), 
而H C C组织中波形蛋白表达显著高于对应
的癌旁组织(P <0.05). Pearson's相关性分析表
明, HCC组织中miR-22表达与E-cad呈负相关
(r  = -0.368, P <0.05), 与波形蛋白表达呈正相
关(r  = 1.475, P <0.05). 间质表型的肝癌细胞
MHCC97-L中miR-22表达显著高于上皮表型
的肝癌细胞Huh7(P <0.05).         

结论: 肝癌细胞高表达miR-22, 且与E-cad表
达呈负相关, 而与波形蛋白表达呈正相关；
miR-22可能是一个促进肝癌发生和转移的重
要分子.          

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示 :  本研究发现肝癌细胞中高表达

microRNA-22(miR-22), 且与E钙黏蛋白(E-cadherin, 
E-cad)表达呈负相关, 与波形蛋白表达呈正相关. 
而E-cad是上皮性标志物, 波形蛋白是间质性标志
物, 提示miR-22表达与肝癌细胞的表型转化有关, 
miR-22可能通过参与肝癌细胞的上皮-间质表型转
化而促进肝癌侵袭和转移.  
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世界

上癌症相关死亡的第三大原因, 每年约700000
例死于H C C ,  而中国约占全世界死亡人数的

55%[1]. 虽然目前治疗HCC的方法很多, 也取得

一些进展, 但复发转移仍是影响HCC治愈率的

最主要障碍, 而且肝癌细胞如何获得侵袭转移

潜能目前尚不十分清楚. 研究表明, 上皮-间质表

型转化(epithelial-mesenchymal transitions, EMT)
是HCC侵袭转移的重要机制之一[2]. EMT是指上

皮细胞在特定的情况下向间质细胞转分化的现

象, 其主要的特征为上皮细胞黏附分子[如E钙黏

蛋白(E-cadherin, E-cad)]表达的丧失, 并获得间

质细胞的特性[成纤维细胞样的外形、波形蛋白

(Vimentin)的重新表达][3]. MicroRNAs(miRNAs)
是一类长约17-25 nt的单链内源性非编码RNA, 
其在体内的主要功能是采用降解靶mRNA和结

合于靶mRNA的3'端非翻译区(3' untranslated re-
gion, 3'UTR)端抑制其翻译两种作用方式调控基

因的表达[4]. 近年来, miRNA已成为生命科学领

域研究的热点, 认为miRNAs参与了多种生物学

过程的调节[5]. 阐明miRNA在HCC侵袭转移中的

作用将为开发新的治疗药物以提高HCC治愈率

和患者的长期生存期提供理论依据. 本研究拟

检测108例HCC组织及其对应的癌旁组织中和

不同转移潜能的肝癌细胞株MHCC97-L、Huh7
中的miR-22、E-cad和波形蛋白的表达并分析其

相关性, 以探讨miR-22在HCC侵袭转移中的作

用及可能机制.         

1  材料和方法

1.1 材料 标本取自2008-01/2011-12在我院手术

切除的108例肝癌标本及对应的癌旁组织, 均经

病理证实为HCC(按世界卫生组织1997年标准). 
108例患者中, 男97例, 女11例, 年龄26-71岁, 中
位年龄52.6岁. 所有患者均签署知情同意书. 所
有标本速冻于液氮中, 随后即置于-80 ℃保存备

用. 不同转移潜能的肝癌细胞株MHCC97-L(间
质表型)和H u h7(上皮表型) [6 ,7]由佳木斯大学

基础医学院提供. TRIzol试剂和实时荧光定量

PCR试剂盒购自美国Promega Corporation公司

(Madison, WI, USA), DEPC购自美国Sigma公司,
引物购自RiboBio公司(广州, 中国). 逆转录酶

M-MLV购自Promega Corporation(Madison, WI,  
USA). 100 bp DNA Ladder Marker购自Applied 
Biosystems(Foster City, CA, USA). 荧光定量PCR
仪为美国Roche公司产品, 紫外分光光度计为

Thermo Scientific公司(Worcester, MA, USA)产
品, 凝胶电泳成像系统为美国Bio-Rad公司产品. 
兔抗人E-cad和波形蛋白多克隆抗体购自中山金

桥公司(中国, 北京), 免疫组织化学SP试剂盒及
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■相关报道
国内外众多研究
表明 ,  miRNA参
与增殖、分化、
凋亡等多种重要
细胞活动的调控, 
并且具有癌基因
和抑癌基因样的
作用, 在包括肝癌
在内的多种肿瘤
的发生、发展、
侵袭、转移中发
挥重要作用. 这些
发现极大地扩展
了HCC发病和侵
袭转移机制的研
究领域, 并且显示
了miRNA作为一
类新的诊断标记
和治疗靶点的巨
大潜力, 开发靶向
miRNA的治疗可
能是今后的一个
重要策略.

DAB染色试剂盒均购自福州迈新生物技术有限

公司.   
1.2 方法     
1.2.1 HCC组织总RNA提取: 从108例肝癌及其配

对的癌旁组织中取约50 mg的新鲜组织加1 mL 
TRIzol试剂后立即研碎、匀浆, 氯仿去蛋白, 异
丙醇沉淀, 冰浴下提取总RNA, 测260和280 nm
时的吸光度, 计算RNA的纯度和浓度. 然后将

RNA逆转录成cDNA. 肝癌细胞株MHCC97-L
和Huh7用DMEM培养基加入10%胎牛血清在

5%CO2、合适湿度条件下培养, 同上方法提取

细胞的总RNA, 并逆转录成cDNA.         
1.2.2 实时荧光定量PCR检测肝癌组织和肝癌细
胞MHCC97-H、Huh7中miR-22表达: 取cDNA 
2.0 μL, 10×RT酶1.5 μL, 10×RT缓冲液1.5 μL, 
5×RT引物3.0 μL, dNTP 1.5 μL, RNA酶抑制剂

(40 U/μL)0.2 μL, 加Rnase Freed H2O至15 μL. 反
应条件: 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5min; 
Real-time PCR反应体系: Real-time PCR Master 

Mix 10 μL, TaqMan探针1 μL, RT产物2 μL, 加
ddH2O至20 μL, 反应条件95 ℃预热30 s, 95 ℃ 3 
s, 56 ℃ 15 s, 72 ℃ 30 s, 50个循环.           
1.2.3 免疫组织化学SP法检测E-cad和波形蛋白
的表达: 全部实验用组织蜡块4 μm厚切片, 0.01 
mol/L柠檬酸盐缓冲液抗原修复, SP免疫组织化

学操作按说明书进行,  DAB显色; 分别用已知的

阳性切片作为阳性对照, 用PBS液代替一抗做阴

性对照, 选择表达最密集的10个视野, 在40倍显

微镜下观察目的蛋白表达情况. 阳性反应的判断

根据癌细胞显色强度计分: 0分细胞无色; 1分呈

浅黄色; 2分呈棕黄色(中等染色); 3分呈棕褐色

(强染色), ≥2分记为阳性, <2分记为阴性.         
统计学处理 所有资料采用SPSS18.0 fo r 

Windows(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). 软件处

理, 计量数据均以means±SD表示. 采用t检验、

方差分析, 相关性分析采用Pearson's correlation处
理. P<0.05为差异有统计学意义.         

2  结果

2.1 HCC组织中miR-22的表达 108例肝癌组织

中, miR-22的相对表达量为22.86%±12.54%(图
1); 82例低分化肝细胞癌中miR-22的表达量最

高, 为32.46%±8.73%, 显著高于其配对的癌旁

组织14.42%±8.85%, 两组间比较有显著性差

异(P <0.05); 26例高分化肝癌组织中miR-22表达

量(15.36%±9.72%)稍高于其配对的癌旁组织

(13.75%±10.85%), 两组间比较无显著性差异

(P>0.05)(图2).         
2 .2  不同表型的肝癌细胞株M H C C97 -H和
H u h7中m i R-22表达 间质表型的肝癌细胞株
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图  2  HCC癌组织和癌旁组织中miR-22的qRT-PCR结果比
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■创新盘点
E M T是H C C侵
袭转移的机制之
一 ,  其特征是上
皮标志物E钙黏
蛋白(E-cadherin, 
E-cad)表达下调, 
间质标志物V i -
mentin表达增加, 
细胞极性丧失等. 
目前对调控EMT
的下游信号转导
通路研究较多, 如
S r c激酶通路、
Wnt/β-catenin通
路等 ,  而对诱导
EMT的上游因子
研究较少 .  本研
究表明肝癌细胞
中异常高表达的
miR-22与HCC的
E - c a d表达呈负
相关, 与Vimentin
呈正相关 ,  提示
miR-22可能是诱
导肝癌细胞发生
EMT的上游因子
并促进HCC侵袭
转移.

MHCC97-H高表达miR-22(31.45±7.86), 而上皮

表型的肝癌细胞株Huh7中miR-22表达显著低于

MHCC97-H(图3).         
2.3 HCC组织中E-cad和波形蛋白的表达 E-cad
主要在细胞膜或细胞质表达, 癌组织以胞质着

色为主(图4A), 阳性表达率为53.84%(28/52), 
低于对应的癌旁组织 (以胞膜表达为主 )的
73.08%(38/52)(图4B), 两者比较有显著性差

异 (P <0.05 ) .  波形蛋白主要表达于肝癌细胞

的胞浆 ,  在间质细胞胞浆和肝癌血管内皮细

胞及肝窦血管内皮也有表达(图5A), 阳性表

达率84 .61%(44 /52 ) ,  高于配对的癌旁组织

51.92%(27/52)(图5B), 两组间比较有显著性差异

(P<0.05).         
2.4 HCC组织中miR-22的表达与E-cad、波形蛋
白的关系 HCC组织中miR-22表达与E-cad呈负相

关(r  = -0.368, P<0.05)(图6), 与波形蛋白表达呈正

相关(r  = 1.475, P<0.05)(图7).  

图  4  HCC及癌旁肝组织中E钙黏蛋白的表达(免疫组织化学染色×200). A: HCC组织中E钙黏蛋白表达; B: 癌旁肝组织中E
钙黏蛋白表达. HCC: 肝细胞癌.

A B

图  5  HCC及癌旁肝组织中波形蛋白的表达(免疫组织化学染色×200). A: HCC组织中波形蛋白表达; B: 癌旁肝组织中波形
蛋白表达. HCC: 肝细胞癌.
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图  6  HCC中miR-22与E钙黏蛋白表达呈负相关(r  = -0.368). HCC: 肝细胞癌.
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3  讨论  

m i R N A s是近年来发现的一类进化上高度保

守、长度约22 n t、具有转录后负调节靶基因

活性的小分子非编码RNA[8], 主要是通过作为

RNA诱导的沉默复合体(RNA-induced silencing 
complex, RISC)的一个组成部分, 识别mRNA的

3'UTR, 引起该mRNA降解或者翻译抑制, 从而

负性调节该基因的蛋白表达, 进而参与多种重

要的细胞途径和生理病理过程[9]. 这些miRNAs
对维持人体正常发育和生理活动是非常重要的, 
若miRNAs表达及其功能失调, 则会导致疾病的

发生[10]. Hudder等[11]预测人类至少有1/3的基因

受miRNAs调控, 但是迄今为止仅有500多个人

类miRNAs被克隆并已经测序证实[12].         
Bracken等[13]用Real-t ime PCR检测发现

miR-22在非小细胞肺癌组织中的表达显著升高, 
其过表达与淋巴结转移和临床分期有显著相关

性, 而与肿瘤的分化程度无相关性, 而且其表达

水平与患者的生存期呈显著负相关, 即miR-22
表达水平越高, 患者的生存期越短. Song等[14]研

究表明miR-22过表达与临床预后差有关, 可沉

默患者的TET-miR-200轴, 并且miR-22通过诱导

肿瘤细胞发生EMT促进乳腺癌从乳腺组织扩散

到肺部, 且miR-22是通过直接靶向TET蛋白来抑

制miR-200分子产生的, 而miR-200是一种抵抗

肿瘤转移的microRNA分子. Song等[15]进一步鉴

定出在模式小鼠体内, miR-22作为一种表观遗

传修饰剂, 在骨髓增生异常综合征(myeolodys-
plastic syndrome, MDS)和白血病发病过程中发

挥着关键性的致癌作用.         
我们的研究发现miR-22在HCC组织中的表

达显著高于其对应的癌旁组织, 上皮性表型标

志物E-cad在HCC组织中的阳性表达率显著低

于对应的癌旁组织, 间叶性表型标志物在HCC
组织中的阳性表达率显著高于配对的癌旁组

织, 而且miR-22表达与E-cad呈负相关, 与波形

蛋白呈正相关, 提示miR-22在HCC组织中的过

表达与肝癌细胞发生表型转化有关, 进一步检

测上皮表型肝癌细胞Huh7和间质表型肝癌细胞

MHCC97-H中miR-22的表达, 发现间质表型的

肝癌细胞MHCC97-H中miR-22的表达显著高于

上皮表型肝癌细胞Huh7, 进一步提示miR-22与
HCC表型有关. 研究表明上皮表型细胞无迁移

和侵袭能力, 而间质表型的肿瘤细胞迁移和侵

袭性能力显著增强, 而且癌细胞表型发生改变

是恶性肿瘤转移侵袭的早期阶段[16]. 研究证实特

异性的miRNAs是转移过程和EMT过程中的重

要调控因子[13]. 在HCC组织中过表达的miR-22
是否与在乳腺癌一样, 诱导肝癌细胞发生EMT, 
并通过E M T促进肝癌细胞发生肺、脊椎等远

处转移, 需要进一步的细胞迁移和侵袭实验等

证实, 而且miR-22的下游靶分子尚需进一步的

鉴定.         
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■同行评价
本文有一定创新
性, 对临床肝癌的
治疗有一定的参
考价值.
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