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miR-451抑制肝癌HepG2细胞增殖及其在肝癌诊断和预后中的作用
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[摘 要] 目的：寻找用于肝癌诊断的miRNA分子靶标，探讨其在肝癌细胞增殖及细胞周期中的作用及其机制。方法：通过对

TCGA数据库中 377例肝癌样本和 37例癌旁样本的miRNAs表达数据资料进行统计分析，得到一组包含 33个差异表达的miR-

NA。对差异表达的miRNA采用受试者工作特征曲线（ROC曲线）和Kaplan-Meier生存分析进行进一步的筛选，同时结合现有文

献最终选择miR-451作为研究目标。向人肝癌细胞株HepG2转染pLVX-shRNA2-miR-451，使之过表达miR-451，通过CCK-8细

胞增殖实验检测其对HepG2细胞增殖能力的影响，用流式细胞术观察对HepG2细胞细胞周期的影响。结果：miR-451在肝癌组

织中的表达水平明显低于癌旁组织[（473.40±390.24) vs (1 990.47±2 118.04)，P<0.05]，且可以作为肝癌诊断的标志物，ROC值为

0.91（敏感度0.89，特异性0.87）。体外实验结果表明，过表达miR-451后肝癌HepG2细胞增殖能力明显降低[48 h：(0.69±0.04) vs

(1.08±0.05)；72 h：(0.76±0.07) vs (1.52±0.02)；均P<0.01]，大量细胞被阻滞于S期（P<0.05）。结论：miR-451不但可以作为诊断肝

癌和指示预后的生物标志物，还具有抑制肝癌细胞增殖的作用。
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Inhibitory effect of miR-451 on proliferation of hepatic carcinoma HepG2 cells
and its prospect in hepatic carcinoma diagnosis and prognosis
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[Abstract] Objective: To explore the mRNA molecular targets for diagnosis of hepatic carcionoma and to investigate their functional

roles in proliferation and cell cycle of hepatic cancer cells. Methods: Based on the statistical analysis of miRNA expression data from

377 hepatic carcionoma samples and 37 adjacent non-cancerous samples in TCGA database, a group of 33 differentially expressed miR-

NAs were identified. A further screen of these differentially expressed miRNAs was performed using the receiver operating characteris-

tic curve (ROC curve) and Kaplan-Meier survival analysis; and with referring to the current publications, miR-451 was screened as the

study subject. HepG2 cells were transfected with pLVX-shRNA2-miR-451 to over-express miR-451. The effect of miR-451 over-ex-

pression on the proliferation of HepG2 cell was determined by CCK-8 assay; while the effect on cell cycles was detected by flow cytom-

etry. Results: The expression of miR-451 in the adjacent non-cancerous tissues was significantly lower than that in cancer tissues

([473.40±390.24] vs [1 990.47±2 118.04], P<0.05). MiR-451 could be used as an early diagnostic biomarker of hepatic carcionoma,

with a high ROC value of 0.91 (sensitivity 0.89, specificity 0.87). The results of in vitro experiments showed that the proliferation of

HepG2 cells was significantly decreased after miR-451 over-expression (48 h: [0.69±0.04] vs [1.08±0.05]; 72 h: [0.76±0.07] vs [1.52±

0.02]; all P<0.01), and a large number of cells were blocked in S phase(P<0.05). Conclusion: miR-451 has the potential to be used as a

biomarker for hepatic carcionoma diagnosis and prognosis; moreover, it also exhibits the inhibitory effect on proliferation of hepatic

cancer cells.
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2012年全球肝癌新发确诊病例为782 500例，病

死745 500例,而其中中国就占到大约50%，中国的肝

癌发病率和病死率均居世界首位[1]。目前肝癌的早

期筛查仍然借助于肝超声和AFP。肝超声检测肝癌

的灵敏度为 65%、特异性为 90%[2]，是目前较为经济

合适的选择。AFP作为肝癌早期筛查指标已有40多

年历史，其灵敏度为 60%~80%、特异性 70%~90%[3]，

作为肝癌早期检测并非绝对可信，其数值升高还普

遍见于肝慢性炎症，而并非肝癌特异性。在肝癌诊

断方面，研究者[4-5]在人循环血液中检测到miRNA的

存在，并大胆推测miRNA将会是肝癌早期诊断和治

疗的非常有前景的分子靶标。早期研究[6]报道，miR-

21区分肝癌患者与慢性肝炎患者及正常对照的敏感

性达 87.3%、特异性达 92.0%。miR-375 区分肝癌患

者和健康者的特异性高达 96%，而敏感性几乎达到

100%（ROC值为0.96）[7]。上述研究显示出miRNA作

为诊断标志物具有非常好的前景。本研究在检索数

据库并在大样本数据分析的基础上，筛选出一组差

异表达 miRNA，通过在肝癌细胞 HepG2 中过表达

miR-451的方法，进一步探讨miR-451对HepG2细胞

增殖和细胞周期的影响。

1 资料与方法

1.1 细胞株、主要试剂与仪器

人肝癌细胞株HepG2由广东医科大学中美肿瘤

研究所提供。DMEM培养基和胎牛血清购自GIBCO

公司，胰蛋白酶购自吉诺生物医药公司，JetPEI转染

试剂购自 Polyplus公司，Cell Counting Kit-8(CCK-8)

购自日本同仁株式会社化学研究所，碘化丙啶（PI）、

核糖核酸酶（RNase A）购自 Solarbio 公司，反转录

PCR和RT-qPCR的试剂均购自 Promega公司，U6内

参引物购自广州锐博生物科技有限公司，细胞周期

检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司。

miR-451引物由上海生工生物工程有限公司合成。

1.2 肝癌基因数据组的采集

癌症基因组图谱（TCGA）数据（TCGA cohort）源

自TCGA 数据库（https://tcga-data.nci.Nih.gov/tcga/），

其中包含 377例肝癌组织样本（包括 37例配对的癌

和癌旁组织样本），对多达1 042种miRNAs的表达谱

进行数据分析。排除缺少后续随访生存数据的样本

后，有334例样本被用于统计分析。

1.3 细胞培养

HepG2从液氮中取出后在37 ℃的超纯水中摇晃

解冻，将细胞悬液吸入到盛有5 ml培养基的15 ml离

心管中，800×g离心4 min后弃去上清，再加入3 ml含

10%胎牛血清的DMEM培养基轻吹打重悬，吸取细

胞悬液置于 6 cm皿中，置于 37 ℃、5%CO2的恒温细

胞培养箱中培养。于倒置显微镜下观察细胞生长情

况，1~2 d后用胰酶消化、传代培养，取生长状态良好

的细胞用于后续实验。

1.4 HepG2细胞转染miR-451过表达载体

实验用慢病毒 pLVX-shRNA2 表达载体构建

miRNA过表达载体。将miR-451的序列与空载体组

合构建 pLVX-shRNA2-miR-451重组质粒。采用 Jet-

PEI 试剂对细胞进行瞬转处理，实验组转染 pLVX-

shRNA2-miR-451重组质粒，对照组转染 pLVX-shR-

NA2质粒空载体，转染试剂用量参照 JetPEI转染试剂

说明书。分别于转染后 24、48和 96 h时于荧光显微

镜下检测转染效率。

1.5 qPCR法检测转染 pLVX-shRNA2-miR-451过表

达载体对HepG2细胞miR-451表达的影响

将HepG2细胞按4×105/孔铺板种于6孔板，细胞

贴壁后进行转染。于转染后48 h，根据TRIzol说明书

提取RNA，反转录为 cDNA，放入定量PCR仪扩增检

测，反应程序为：94 ℃ 10 min；94 ℃ 40 s，60 ℃ 50 s，

40个循环。选择U6作为内参基因检测miR-451相对

表达量，计算方法为RQ=2-△△Ct（Ct值为循环数，△Ct=

Ct待测-CtU6，△△Ct=△Ct样本-Ct空载）。实验重复 3次。

miR-451 引物序列：反转录引物为 5' - GTCGTATC-

CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC

GACAACTCA-3'；上 游 为 5' - AAACCGTTACCAT-

TACTGAGTT-3'；下游为 5' - GTGCAGGGTCCGAG-

GT-3'。

1.6 CCK-8 细胞增殖实验检测 miR-451 过表达对

HepG2细胞增殖的影响

将HepG2细胞按 1×105/孔铺板种于 24孔板，细

胞贴壁后进行转染。转染后 24 h 用胰酶消化后的

HepG2细胞按5×103/孔铺96孔板，置于CO2培养箱中

分别培养24、48 h（分别为转染后的48和72 h），终止

培养前1 h，吸出原培养基，加入含10%CCK-8的培养

基100 μl，继续在细胞培养箱中培养2 h，于酶标仪上

检测在 450 nm波长处各孔光密度（D）值。实验重复

3次。

1.7 流式细胞术检测miR-451过表达对HepG2细胞

周期的影响

将HepG2细胞按4×105/孔铺板种于6孔板，细胞

贴壁后进行转染。转染后 24 和 48 h 分别用不含

EDTA 的胰酶消化 ,并收集细胞 ,离心 ,弃上清液 ,以

75%乙醇固定过夜,第2天离心,弃上清液,用PBS洗2

遍后,加入PI 100 μg/ml和RNase A 100 μg/ml的染色

液 400 μl，室温避光染色 30 min，以流式细胞仪检测

细胞周期的变化。实验重复3次。
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1.8 统计学处理

采用 SPSS21.0 统计学软件对实验数据进行分

析，并用Graph pad 5.0软件作图。计量数据以 x̄±s表

示；miRNA表达差异性分析用Student t检验；用受试

者工作曲线（ROC）方法分析miRNA对于肝癌诊断的

准确性和特异性；用Kaplan-Meier（K-M）生存分析评

价miRNA对肝癌患者生存和预后的作用。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 33种miRNA的差异表达标签可有效区分出肝

癌和非癌组织

通过对 TCGA数据进行分析，发现其中 207种

miRNA在肝癌和非肝癌组织中表达存在着显著差异

（P<0.05）。在运用Multi Experiment Viewer v4.2软件

对这些配对的样本数据进行类预测和聚类后，一组

包含 33种miRNA的组合标签被证实可以从肝相关

非癌组织中有效区分出肝癌。对于肝癌和非癌组织

来说，最大的正确分类率达到了 98.7%。在这 33种

miRNA中，有 22种miRNA在肝癌组织中表达下调，

11种表达上调（表1）。

查阅文献[8]发现，一组包含 30种miRNA的组

合标签也可以有效区分出肝癌和非癌组织，经过仔

细地比对分析，发现文献[8]报道中就有 2种miRNA

与本研究的结果一致，即miR-451和miR-18a，因此选

择miR-451作为研究目标。

表1 33种miRNAs在肝癌和非癌肝组织中的表达差异

Tab. 1 Thirty-tree miRNAs are differentially expressed in hepatic cancerous tissues and non-cancerous tissues

miRNA

hsa-mir-103-2

hsa-mir-10b

hsa-mir-1266

hsa-mir-1301

hsa-mir-18a

hsa-mir-217

hsa-mir-301a

hsa-mir-3127

hsa-mir-3677

hsa-mir-421

hsa-mir-766

hsa-mir-125b-1

hsa-mir-125b-2

hsa-mir-130a

hsa-mir-142

hsa-mir-145

hsa-mir-199a-1

hsa-mir-199a-2

hsa-mir-199b

hsa-mir-214

hsa-mir-326

hsa-mir-33b

hsa-mir-3607

hsa-mir-3647

hsa-mir-3653

hsa-mir-378c

hsa-mir-424

hsa-mir-450b

hsa-mir-497

hsa-mir-511-1

hsa-mir-511-2

hsa-mir-542

hsa-mir-451

Mean of tumor

(Log, n=41)

8.52±3.14

30 945.6±30 951.18

9.26±10.14

11.03±7.29

13.72±13.42

2 354.21±3 882.6

6.12±4.4

3.49±2.5

8.56±7.25

7.4±5.85

17.88±12.57

542.46±386.96

31.45±26.75

37.88±27.27

1 241.52±972.52

1 016.6±747.97

483.59±541.32

790.27±890.34

926.07±1 055.37

12.85±14.95

9.29±12.11

14.8±17.04

152.78±212.35

8.72±11.11

10.01±11.44

17.86±16.48

190.8±213.57

9.29±7.9

20.78±18.47

6.15±3.89

6.43±3.59

246.98±217.95

473.40±390.24

Mean of non-tumor

(Log, n=41)

7.51±2.73

2 247.21±2 516.14

2.42±3.05

6.07±3.17

9.35±3.58

204.21±248.46

4.78±1.77

1.76±0.79

2.22±1.22

3.05±1.57

12.74±3.91

1 165.72±299.29

61.67±15.06

136.42±41.49

3 315.94±1 351.66

2 395.6±1 042.63

1 487.95±659.98

2 398.54±1 010.72

2 716.44±1 117.15

36.99±16.08

12.43±4.56

30.36±17.23

304.1±183.47

15.73±8.22

20.63±11.58

39.88±13.47

737.84±328.52

28.01±9.21

37.45±14.1

17.56±6.21

17.51±6.93

554.01±199.6

1 990.47±2 118.04

Expression level in HCC

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

2.2 miR-451对肝癌的诊断和预后分析的作用 用ROC曲线方法对肝癌组织和非癌组织进行区
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分后发现，miR-451 的敏感性和特异性都高于 85%

（95%CI为0.836~0.902, P<0.01；图1A）。对患者预后

分析发现，低水平miR-451表达是生存的危险因素（5

年生存率为 0），高水平 miR-451 患者 5 年生存率为

40%（c2=6.575，P<0.05；图1B）。

*P<0.05 vs Low miR-451 level group

图1 miR-451对肝癌诊断（（A））和预后（（B））的作用

Fig.1 Diagnostic (A) and prognostic (B) roles of miR-451 in hepatic carcinoma

2.3 过表达miR-451抑制肝癌HepG2细胞的增殖

CCK-8 细胞增殖实验结果显示，实验组 HepG2

细胞在转染24 h后已有绿色荧光表达，48 h表达量增

大且转染效率非常高（70%~90%；图2A），96 h表达量

仍然处于高峰仍未衰减。

qPCR检测结果(图 2B)显示，在转染miR-451过

表达载体 pLVX-miR-451 后 HepG2 细胞中 miR-451

的表达显著高于转染空载体的对照组（P<0.05)。因

此，后续实验主要选取细胞转染后48、72 h作为本实

验的主要时间监测点。

CCK-8细胞增殖实验结果发现，48、72 h两个时

间点实验组HepG2细胞增殖能力显著低于对照组（t=

5.979，10.97；均 P<0.01；图 2C 和 2D），结果说明

HepG2细胞的增殖明显受到抑制。

*P<0.05 vs Empty victor group；**P<0.01 vs pLVX-shRNA2 group

A: After transfection with miR-451, the expression of GFP was observed by fluorescence microscope; B: miR-451 expression was

measured by qPCR; C,D: The changes in cell proliferation was determined by CCK-8 at 48 and 72 h

图2 转染miR-451过表达质粒后对HepG2细胞增殖的影响

Fig. 2 Effect of transfection with miR-451 over-expression plasmid on proliferation ability of HepG2 cells
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2.4 过表达miR-451肝癌细胞被阻滞于S期

流式细胞术检测结果（图3）发现，实验组HepG2

细胞的细胞周期进程较对照组明显受到抑制，大量

癌细胞被阻滞停留在S期（18.47% vs 13.86%，t=7.72，

P<0.05）。

图3 转染miR-451过表达质粒后24和48 h时

HepG2细胞周期的变化

Fig. 3 Changes in cell cycle of HepG2 cells after transfection

with miR-451 over-expression plasmid for 24 and 48 h

3 讨 论

随着miRNA在肝癌细胞增殖、侵袭、迁移、凋亡、

化疗耐药、病毒感染等过程中的作用机制被越来越

多的研究证实[9]，miRNA在肝癌筛查、诊治、预后判断

等方面的运用也逐渐发展起来，主要表现在两方面：

一是循环miRNA（血液、尿液、胃液、胆汁等生理液体

中的miRNA）可以为肝癌亚临床阶段的早期筛查[10]、

肿瘤分化及良恶性程度的判断[11]以及为肝癌切除术

的预后[12]提供更为精准的诊疗依据；二是利用miR-

NA构建的溶瘤病毒可以作为肝癌精准靶向治疗的

一个补充，但其仍面临诸多的技术难题尚待解决。

据报道[13]，miR-10b、miR-106和miR-181a的表达水平

能有效地将肝癌患者与健康人区分出来（曲线下面

积分别是 0.85、0.82 和 0.89）；另外 miR-143 和 miR-

215也能很好地区分肝癌患者与正常人，其敏感性达

80%，特异性达到91%[14]。本研究发现，miR-451具有

较高的诊断肝癌准确率（敏感性和特异性都高于

85%），且miR-451确有抑制肝癌细胞增殖且有阻滞

癌细胞生长周期进程的作用。有研究[9]显示，一组包

含 30种miRNA的组合标签也可以有效区分出肝癌

和非癌组织，经比对发现miR-451就包含其中，这也

在一定程度上佐证了miR-451的可靠性。

在肝癌预后方面，有研究[15]认为miR-25高表达

患者比低表达患者OS短，并且多变量回归分析表明

miR-25的表达水平（风险比为 2.179，P<0.01）是一个

独立的肝癌患者OS的预后指标。另外有学者[16]发

现，高水平的miR-155表达也是一个独立的肝癌预后

差的指标。本研究中miR-451作为预后指标，区分 5

年生存率的敏感性具有统计学意义，患者高水平表

达的 miR - 451 具有保护作用，其 5 年生存率到达

40%，相比较低水平组（无生存）其作用非常显著。

显然，单一的指标用于肝癌的诊断和预后预测

已不能获得良好的效果，无论是以 miR-21、miR-

122[17]、miR-224等为代表的miRNA，还是一系列miR-

NA组合标签，或许与传统经典肝癌标志物AFP的结

合可能为肝癌提供更为精确、可靠的诊断依据。下

一步的研究更倾向于对能运用于肝癌的早期筛查和

诊断的组合miRNA标签的有效性进行可重复的多中

心的验证。

综上所述，本研究表明miR-451可作为肝癌患者

的诊断标志物，低表达水平可以提示预后不良。过

表达miR-451后，肝癌细胞的增殖能力降低、细胞周

期被阻滞于S期，提示miR-451可能成为肝癌治疗的

新靶点，也可能成为观察肝癌细胞快速增殖的一个

新指标。
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