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综合性分析 miR-224 在肝癌中的表达及其生物学作用
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[ 摘　要 ]     目的：分析 miR-224在肝癌患者肿瘤组织和血浆中的表达水平及其与临床病理特征、诊断和预后之间的相关性，

并进一步通过生物信息学方法和体外实验分析其在肝癌发生发展中的作用机制。方法：利用基因表达数据库（Gene Expression

Omnibus，GEO）中大样本数据分析 miR-224在肝癌患者肿瘤组织及正常组织中的表达水平。采用 qPCR法检测 2017年 1月至

2020年 1月间于河北省人民医院手术切除的 80例临床肝癌患者肿瘤组织和对应癌旁组织中 miR-224的表达水平，检测

miR-224在 30例肝癌患者血浆中的表达水平。利用 Kaplan-Meier plotter数据库分析 miR-224的表达水平与肝癌患者的总生存

时间之间的相关性。利用生物信息学手段分析 miR-224所参与的生物学过程和信号通路。向肝癌 HepG2细胞转染 miR-224

inhibitor，采用克隆形成实验、Transwell小室实验、qPCR和WB法分别检测敲低 miR-224表达对肝癌 HepG2细胞增殖、侵袭能

力以及 EMT相关分子表达水平的影响。结果：GEO数据库分析结果显示，miR-224在肝癌组织中的表达水平显著高于正常组

织。临床标本验证结果表明，miR-224在肝癌患者肿瘤组织和血浆中的表达水平显著高于对应的癌旁组织和健康人血浆（均

P<0.01）。miR-224的表达水平与肝癌患者的 TNM分期、淋巴结转移状态和肿瘤大小显著相关（P<0.05或 P<0.01）。ROC分析

发现，miR-224在肝癌诊断方面具有较强的能力，且 miR-224的表达水平升高与肝癌患者的预后不良显著相关（P<0.05）。功能

富集分析发现，miR-224主要参与 mTOR信号通路、AGE-RAGE信号通路、Rap1信号通路、Ras信号通路、ErbB信号通路、

HIF-1信号通路以及 p53信号通路等肿瘤发生发展相关的信号通路。敲低 miR-224可显著抑制 HepG2细胞的克隆形成和侵

袭，影响 EMT相关标志物的表达（P<0.05或 P<0.01）。结论：miR-224在肝癌组织和血浆中显著高表达，且与肝癌患者的预后

不良显著相关，敲低 miR-224表达可抑制肝癌 HepG2细胞的克隆形成、侵袭和 EMT进程。
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[Abstract]  Objective: To analyze  the  expression  level  of  miR-224 in  cancer  tissues  and plasma of  hepatocellular  carcinoma (HCC)
patients, and its correlation with clinicopathological characteristics, diagnosis and prognosis of HCC patients, and to further analyze its
mechanism  of  action  in  the  occurrence  and  development  of  liver  cancer  through  bioinformatics  analysis  and  in  vitro  experiments.
Methods: The  expression  level  of  miR-224  in  HCC  tissues  and  normal  tissues  was  analyzed  using  large  sample  data  from  Gene
Expression  Omnibus  (GEO).  qPCR  method  was  used  to  verify  the  expression  level  of  miR-224  in  the  tumor  tissues  and
corresponding  adjacent  tissues  that  surgically  resected  from 80  HCC patients  in  Hebei  Provincial  People ’s  Hospital  from January
2017 to January 2020; in addition, the miR-224 level was also examined in plasma samples from 30 HCC patients. The Kaplan-Meier
plotter database was used to analyze the correlation between the miR-224 expression and the overall survival time of HCC patients.
The  biological  processes  and  signal  pathways  involving  miR-224  were  analyzed  using  bioinformatics  tools.  Hepatocellular
carcinoma  HepG2  cells  were  transfected  with  miR-224  inhibitor,  and  then  Clone  formation  experiment,  Transwell  chamber
experiment,  qPCR  and  WB  methods  were  used  to  detect  the  effect  of  miR-224  knockdown  on  the  proliferation  and  invasion  of
HepG2  cells  and  the  expression  level  of  EMT-related  molecules. Results:  The  results  of  GEO  database  analysis  showed  that  the
expression  level  of  miR-224  in  HCC  tissues  was  significantly  higher  than  that  in  normal  tissues.  The  results  of  clinical  specimen 
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verification showed that the expression level of miR-224 in the tumor tissues and plasma of HCC patients was significantly higher than
that  in  the  corresponding  adjacent  tissues  and  plasma  from  healthy  controls  (all  P<0.01).  The  expression  level  of  miR-224  was
significantly correlated with the TNM stage, lymph node metastasis status and tumor size of HCC patients (P<0.05 or P<0.01).  ROC
analysis indicated that miR-224 showed a prominent diagnostic value in liver cancer, and the increased expression level of miR-224 was
significantly related to the poor prognosis of HCC patients (P<0.05). Functional enrichment analysis revealed that miR-224 was mainly
involved  in  the  mTOR  signaling  pathway,  AGE-RAGE  signaling  pathway,  Rap1  signaling  pathway,  Ras  signaling  pathway,  ErbB
signaling pathway, HIF-1 signaling pathway and p53 signaling pathway and other signaling pathways related to tumor occurrence and
development.  Knockdown  of  miR-224  could  significantly  inhibit  the  colony  formation  and  invasion  of  HepG2  cells  and  affect  the
expression of EMT-related markers (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: miR-224 is highly expressed in HCC tissues and plasma and is
significantly  related  to  the  poor  prognosis  of  HCC  patients.  Knockdown  of  miR-224  expression  can  inhibit  the  colony  formation,
invasion and EMT process of liver cancer HepG2 cells.
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在全球范围内，肝癌是最常见的恶性肿瘤之

一，发病率和病死率分别在恶性肿瘤中排名第五和第

三[1-2]。肿瘤细胞的高侵袭性和易转移是 HCC治疗

的主要挑战。在中国，肝癌的病死率排名第二，每

年约有 11万患者死于肝癌[3]。HCC的特点是起病

隐患、早期诊断困难和预后不良，约 80%的 HCC患

者在诊断时已经处于晚期。而肝癌的发生、发展、

转移和复发的分子机制十分复杂，尚未完全阐明。

因此，研究肝癌的分子机制对于改善肝癌的预防、诊断、

治疗和预后具有重要意义。miRNA在多种人类恶

性肿瘤的发生发展中起关键作用[4-5]。如 miR-21[6]、
miR-193a[7]、miR-143[8] 和 miR-23[9] 等 miRNA参与

了食道癌等多种肿瘤的发生发展。近年来研究发

现，miR-224在多种恶性肿瘤组织中异常表达，如非

小细胞肺癌[10]、宫颈癌[11]、结直肠癌[12]、膀胱癌[13]、

胶质瘤 [14]、前列腺癌 [15-16] 和消化道癌 [17] 等。而

miR-224在肝癌中的研究较少，因此本研究利用美

国 国 立 生 物 基 因 表 达 数 据 库 （ Gene  Expression
Omnibus，GEO）中的大样本数据结合临床标本验证

的方式系统分析 miR-224在肝癌中的表达及其生物

学作用，以期为肝癌的诊疗提供参考。 

1    资料与方法
 

1.1    GEO 数据集的选择和处理

本研究所用到的公共数据库的数据集是来自基

因表达数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）[18] 中

的 GSE10694、GSE36915和 GSE115016三个数据

集，且下载获得数据后利用 R软件中 Limma包进行

数据的标准化以及癌组织和正常组织的差异性分析。 

1.2    临床资料

收集 2017年 1月至 2020年 1月间河北省人民

医院手术切除的 80例肝癌患者的原发灶组织及距

肿瘤原发灶边缘>5.5 cm的癌旁组织，所有患者术前

均未接受过放射治疗和化疗。此外，收集 30例肝癌

患者的血浆和 30例健康人的血浆样本。本研究方

案通过河北省人民医院伦理委员会的审查、批准，

所有受试患者签署知情同意书。 

1.3    细胞及主要试剂

人肝癌细胞系 HepG2细胞由河北省人民医院保

存，miR-224重组质粒及引物均由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成，反转录试剂盒、转染试剂

Lipo  2000、 6孔板和 Transwell小室均购自美国

Promega 公司，胰蛋白酶和 TRIzol 试剂购自北京索

莱宝科技有限公司，胎牛血清购自美国  BI公司，

RPMI 1 640购自美国 Gibco公司。兔抗人 E-钙黏蛋

白（E-cadherin）、N- 钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋

白（vimentin）及 GAPDH 单克隆抗体均购自武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司，二抗（辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG）购自美国 KPL 公司，电化

学发光试剂购自北京索莱宝生物科技有限公司。 

1.4    miR-224 靶基因的确定及富集分析

利用Targetscan（http://www.targetscan.org/）[19] 和
miRWalk（ http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/） [20]

数据库进行 miR-224的靶基因预测，而后对两个数

据库的预测结果取交集，对所得的共同靶基因利用

Clusterprofile[21] 包进行功能富集分析。 

1.5    qPCR 法检测肝癌患者组织和血浆中 miR-224
的表达

采用苯酚-氯仿抽提法分别提取肝癌及癌旁组织

的总 RNA。用紫外分光光度计检测各组织中总

RNA 的浓度和纯度。将总 RNA反转录成  cDNA，

再以 cDNA 为模板进行 qPCR检测。miR-224的上

游引物序列为 5′- ACACTCCAGCTGGGCAAGTCA
CTAGTGGT-3 ′，下游引物序列为 5 ′-  TGGTGTCG
TGGAGTCG -3′。以 U6为内参，其上游引物序列
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为 5′- CTCGCTTCGGCAGCACA-3′，下游引物序列

为 5′-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′。应用 qPCR
法检测 miR-224在肝癌组织及癌旁组织和血浆中的

表达水平，反应条件为 95 ℃ 预变性 60 s，95 ℃、15 s，
60 ℃、40 s，72 ℃、40 s，共 46个循环。以每个荧光

信号达到阈值时经历的循环次数作为 Ct 值，

ΔCt=Ct（miR-224）−Ct（U6），miR-224的相对表达量

用 2−ΔΔCt 法计算。 

1.6    分析 miR-224 与肝癌患者预后的相关性及其在

诊断肝癌患者方面的能力

用 R软件中的 pROC包进行的受试者工作特征

（ROC）曲线分析，以探索 miR-224区分肝癌患者与

健康个体的敏感性和特异性。Kaplan-Meier plotter
(http://kmplot.com/) 是一个包含了 TCGA和 GEO数

据库中多基因大样本的在线数据库。为了分析

miR-224的表达水平与肝癌患者总生存时间之间的

相关性，本研究将肝癌患者分为 miR-224高表达组

和 miR-224低表达组，利用 K-M生存曲线分析了

miR-224表达水平与肝癌患者的总生存时间（OS）之
间的相关性。 

1.7    构建敲低 miR-224 表达的 HepG2 细胞系

取对数生长期的 HepG2细胞接种于 6孔板中，

待细胞汇合 75%~80%时按照 Lipo2000说明书操

作，以无血清 DMEM培养液配制转染试剂及质粒工

作液，向 HepG2细胞中转染两种 miR-224 inhibitor
及阴性对照（NC组）质粒。转染 6 h后更换为含

10%胎牛血清的完全培养液，继续培养 24~48 h，收

集 HepG2细胞，提取总 RNA，采用 qPCR法检测转

染效率。 

1.8    克隆形成实验检测敲低 miR-224 对 HepG2 细

胞增殖能力的影响

转染后的 HepG2细胞培养 24 h后常规消化并

重悬于培养液中，接种于 6孔板（5×103 个/孔），常

规培养 1周。用 4%多聚甲醛溶液固定 30 min，0.1%
结晶紫染色 30 min，光学显微镜下计数克隆形成数

（大于 50个细胞的细胞群计为 1个克隆），并计算

克隆形成率。克隆形成率=细胞克隆数 /接种细胞

数×100%。 

1.9    Transwell 小室实验检测敲低 miR-224 对 HepG2
细胞侵袭能力的影响

转染后的 HepG2细胞培养 24 h后常规消化并

重悬于培养液中，调整细胞密度为 1×105 个/ml。将

细胞悬液以 100 μl/ 孔接种于基质胶包被的 Transwell
小室的上室中，下室中加入完全培养液（750 μl/ 孔）。

将接种细胞后的 Transwell 小室置于培养箱中常规

培养 24 h后，用 4%多聚甲醛溶液固定，并进行结

晶紫染色。棉签擦去上室面残余细胞，在倒置相差

显微镜下计数穿过小室膜的细胞数量，以此反映细

胞的侵袭能力。 

1.10      qPCR、 WB 法 分 别 检 测 敲 低 miR-224 对

HepG2 细胞中 EMT 标志物 mRNA 和蛋白水平表达

的影响

应用 qPCR 法检测敲低 miR-224的 HepG2细胞

中 E-cadherin、N-cadherin及 vimentin mRNA的表达

情况。 E-cadherin的上游引物序列： 5 ′-CGAGA
GCTACACGTTCACGG-3′; 下游引物序列：5′- GGCC
TTTTGACTGTAATCACACC-3 ′。 N-cadherin的 上

游引物序列：5′-CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG-
3′; 下游引物序列：5′-ATGAAACCGGGCTATCTGC
TC-3 ′。Vimentin的上游引物序列： 5 ′-CGCCTG
CAGGATGAGATTCAG-3′; 下游引物序列：5′- TC
AGGGAGGAAAAGTTTGGAAA -3 ′。反应条件为

95 ℃ 预变性 60 s，95 ℃、15 s，60 ℃、40 s，72 ℃、

40 s，共 46个循环。以每个荧光信号达到阈值时

经历的循环次数作为 Ct 值，相对表达量用 2−ΔΔCt 法
计算。

按照蛋白提取试剂盒操作流程抽提细胞总蛋

白。按照 BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明书测定蛋

白浓度。取适量蛋白样品进行 10 % SDS-PAGE分

离蛋白，将分离后的蛋白转至 PVDF 膜上，5% 脱脂

奶粉封闭 1 h，加入稀释后的一抗 [兔抗人 E-cadherin，
N-cadherin，vimentin 及 GAPDH（内参照）单克隆抗

体（体积稀释比例分别为 1∶2 000、1∶6 000、1∶2 000
和 1∶10 000）]，在摇床上 4 ℃ 孵育过夜；加入稀

释的二抗 [辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG（体积

稀释比例为 1∶100  000） ]，室温孵育 1  h后，用

TBST 清洗膜 3次，在 PVDF膜上滴加电化学发光

剂，曝光、显影。 

1.11    统计学处理

¹x § s

采用 SPSS 20.0统计学软件对所有的数据进行

统计学分析，所有实验均独立重复 3次，正态分布

的计量资料以 表示。采用秩和检验分析miR-224
在肝癌组织及相应癌旁组织和血浆中的表达差异及

其与临床病理资料间的关系，两独立样本比较采用

t 检验和近似 t 检验，且均为双侧检验。以 P<0.05
或 P<0.01表示差异具有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    在 GEO 数据库资料中 miR-224 的表达

本研究从 GEO数据库中下载获得 GSE10694、
GSE36915和 GSE115016三个数据集（表 1），利用

R和 GraphPad软件分析上述数据集中 miR-224在

宗彦红, 等. 综合性分析 miR-224在肝癌中的表达及其生物学作用 ·  137  ·

http://kmplot.com/
http://kmplot.com/


肿瘤组织和正常组织中的表达，结果（图 1）显示，

miR-224在肝癌患者肿瘤组织中的表达水平显著高

于非肿瘤正常组织（在 GSE10694、GSE36915和

GSE115016数据集中分别为 10.74±0.21  vs  11.61±
0.93，12.21±1.39 vs 13.79±1.04和 3.40±0.88 vs 35.19±
12.22，均 P<0.01）。 

2.2    miR-224 在肝癌患者组织和血清中高表达

qPCR检测结果显示，miR-224在肝癌患者肿瘤

组织中的表达水平显著高于对应的癌旁组织

（3.96±1.40 vs 2.33±0.97，P<0.01, 图 2A）；miR-224
在肝癌患者血浆中的相对表达水平也显著高于健康

人群（10.14±1.57 vs 6.13±1.46，P<0.01，图 2B）。进

一步分析 miR-224的表达水平与 80例肝癌患者临

床病理特征之间的相关性发现，miR-224的表达水

平与肝癌患者的 TNM分期、淋巴结转移状态和肿

瘤大小显著相关（P<0.05，表 2）。 

表 1  3 个 GEO 数据集的详细信息

Tab.1  Details of the three GEO data sets

Data set Platform Country Year Tumor tissues (n) Normal tissues (n)
GSE10694 GPL6542 China 2012 78 78
GSE36915 GPL8179 China 2014 68 21
GSE115016 GPL21572 China 2017 12 12
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图 1  miR-224 在 GEO 数据集中的表达水平

Fig.1   miR-224 expression in the GEO datasets
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Fig.2   Expression of miR-224 in tumor tissues (A) and plasma (B) of patients with hepatocellular carcinoma
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2.3    miR-224 与肝癌患者的生存时间之间的相关性

利用 80例肝癌患者组织中 miR-224的相对

表达量分析其在肝癌患者诊断中的价值，ROC分

析结果（图 3A）显示，曲线下面积为 0.933，说明

miR-224具有较强的肝癌诊断价值。为了进一步分

析 miR-224的表达与肝癌患者预后之间的相关性，

利用 Kaplan-Meier-plotter数据库分析了 miR-224的

表达水平与肝癌患者总生存时间之间的相关性，结

果（图 3B）显示，miR-224高表达组的肝癌患者的总

生存时间均显著短于 miR-224低表达组的肝癌患者

（HR=1.56, 95%CI：1.07~2.28，P=0.019）。
  

2.4    miR-224 靶基因的富集分析

对所获得的miR-224的靶基因进行GO和KEGG
通路富集分析发现，miR-224主要参与的生物过程

包括调节细胞生长、细胞生长老化、细胞的发育、甲

状腺激素介导的信号传导途径、PI3K信号传导途径

以及磷脂酰肌醇介导的信号传导等（图 4A）。而所

参与的信号通路主要为干细胞多能性的信号通路、

mTOR信号通路、晚期糖基化终产物（Advanced
glycation endproducts，AGE-RAGE）信号通路、Rap1
信号通路、Ras信号通路、ErbB信号通路、HIF-1
信号通路以及 p53信号通路等（图 4B）。
  

表 2  miR-224 的表达水平与 80 例肝癌患者临床病理特征之间的相关性

Tab.2  Correlation between miR-224 expression and clinicopathological
characteristics of 80 patients with hepatocellular carcinoma

Clinicopathological characteristics Case (N)
miR-224

χ2 PLow High
Age (t/a) 0.011 0.560
     <50 28 9 19

     ≥50 42 13 29
Gender 0.970 0.231
     Male 55 24 31
     Female 25 8 17
TNM stage 14.197 0.001

     Ⅰ+Ⅱ 22 18 4

     Ⅲ+ IV 48 16 32
Lymph node metastasis 5.527 0.017
     Positive 36 20 16
     Negative 44 13 31
Tumor size (d/cm) 12.075 0.001
     <5 27 18 9

     ≥5 53 14 39
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2.5    低表达 miR-224 显著抑制肝癌 HepG2 细胞的

增殖和侵袭能力

克隆形成实验结果（图 5A）显示，沉默 miR-224
的表达后的 miR-224 inhibitor组 HepG2细胞克隆形

成数较 NC组明显减少 [（150.67±15.31）vs（188.67±
18.01）个，P<0.05]。Transwell小室实验分析结果

（图 5B）显示，miR-224 inhibitor组穿过人工基底膜

的细胞数量较 NC组明显减少 [（127.67±16.50）vs
（78.04±15.39）个，P<0.01）]。 

2.6    敲低 miR-224 表达影响 HepG2 细胞中 EMT 相

关蛋白表达

qPCR分析结果（图 6A）显示，与 NC组相比，

miR-224 inhibitor组 HepG2细胞中 E-cadherin mRNA
水平显著升高（ P<0.01） ，N-cadherin和 vimentin
基 因 的 mRNA水 平 均 明 显 降 低 （ 均 P<0.01） 。

WB法分析结果（图 6B）显示，敲低 miR-224对

HepG2细 胞 中 上 述 基 因 的 蛋 白 表 达 有 相 似

影响。 
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Fig.4   GO (A) and KEGG (B) enrichment analyses of miR-224 target genes
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clone formation (A) and invasion (B) of hepatocellular
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3    讨　论

肝癌是全球范围内最常见的消化道恶性肿瘤之

一，尽管近年来诊疗手段的快速发展，使得肝癌的

诊断和治疗效果显著，但肝癌患者的预后仍然较

差，因此寻找特异性的肿瘤标志物对于肝细胞癌的

治疗尤为迫切。且近年来，越来愈多的研究[22-24] 表

明 miR-224在恶性肿瘤的发生发展中发挥着重要的

作用。

CUI等 [10] 研究发现，miR-224在 NSCLC组织

中的表达水平显著高于癌旁组织，在转移性肺癌组

织中表达水平更高，且体外实验证明增加 miR-224
的表达水平会显著促进肺癌细胞的增殖、侵袭和迁

移能力。同样，WANG等[25] 分析发现，miR-224在

NSCLC组织中高表达，且通过靶向 PTEN/PI3K信

号通路在细胞自噬和凋亡等生物学过程中发挥重要

作用。ZHU等[26] 研究发现，miR-224在胰腺癌组织

和细胞中的表达水平显著升高，且 miR-224的过表

达明显促进了胰腺癌细胞的增殖、迁移和转移，而

敲减 miR-224具有相反的作用。HE等 [27] 研究发

现，miR-224在胃癌组织中高表达，且其表达水平

受 HIF-1α的调控；敲减 miR-224可明显抑制缺氧

诱导的细胞生长、迁移和侵袭以及体内肿瘤体积的

生长，而 miR-224过表达产生相反的作用；机制研

究结果表明，低氧诱导的 miR-224通过下调 RASSF8
而促进胃癌细胞的生长、迁移和侵袭，说明 miR-224
可作为低氧性胃癌潜在的治疗靶标。CHENG等[28]

发现，与正常乳腺细胞相比，转移性乳腺癌和非转

移性乳腺癌细胞中的 miR-224表达水平显著上调，

且 miR-224抑制剂明显促进了乳腺癌细胞的自噬，

miR-224/Smad4调控自噬可能是导致乳腺癌转移的

新型调控网络。而有多项研究 [15, 29-30] 结果表明，

miR-224在前列腺癌组织中的表达水平较正常组织

显著下调，敲减 miR-224的表达能够显著提高前列

腺癌细胞的增殖、侵袭和转移能力，同时 miR-224
的表达水平降低与前列腺癌患者的预后较差显著相

关。此外，CHEN等 [31] 研究发现，miR-224在前

列腺癌细胞的免疫逃逸中发挥着重要的作用。研

究 [22, 32-33] 发现，miR-224在结直肠癌组织样本中的

表达水平显着上调，并且与疾病复发和预后不良显

著相关。且过表达 miR-224可显著促进肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭能力。本研究通过利用 GEO数据

库中的大样本数据以及临床肝癌患者的组织和血浆

分析发现，miR-224在肝癌患者的癌组织和血浆中

表达水平显著升高，且与肝癌患者的预后不良显著

相关，其具有成为肝癌诊断、预后标志物的潜力。

功能富集分析发现，miR-224主要参与 mTOR信号

通路、AGE-RAGE信号通路、Rap1信号通路、Ras
信号通路、ErbB信号通路、HIF-1信号通路以及

p53信号通路等肿瘤发生发展相关的信号通路。体

外机制研究发现 miR-224低表达可显著抑制肝癌细

胞的增殖、侵袭和 EMT进程。

综上所述，本研究发现 miR-224在肝癌患者的

肿瘤组织和血浆中呈高表达，具有成为肝癌诊断、

预后标志物的潜力；并且其参与了 mTOP、p53等肿

瘤相关信号通路，敲低其表达能够抑制肝癌细胞的

增殖、侵袭和 EMT进程。本课题组将会进一步研

究 miR-224在肝癌中的具体作用机制，以期为肝癌

的早期诊断和治疗提供更多的参考依据。
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