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上调 miR-449a 表达对肝癌细胞生长和侵袭能力的影响
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摘   要 目的：探讨 miR-449a 在肝癌（HCC）细胞中的表达及其对 HCC 细胞生物学行为的影响。

方法：用 qRT-PCR 检测 miR-449a 在正常肝细胞 L02 和 4 种 HCC 细胞株（HepG2、Hep3B、SMMC-7721 和

Bel-7402）的表达。用脂质体法将 miR-449a 模拟物或阴性对照序列转染 HCC 细胞后，分别用 CCK-8 法、

流式细胞术、Transwell 小室实验检测细胞增殖、细胞周期、侵袭能力的变化，并观察以上两种不同转

染的 HCC 细胞在裸鼠体内的成瘤情况。

结果：miR-449a 在 4 种 HCC 细胞株的表达水平均明显低于 L02 细胞（均 P<0.05），其中在 Bel-7402

细胞表达的水平最低。与转染阴性对照序列的 Bel-7402 细胞比较，转染 miR-449a 模拟物的 Bel-7402

细胞增殖活性明显降低、G1/S 期阻滞明显增加、穿室细胞数明显减少（均 P<0.05）；与转染阴性对照

序列的 Bel-7402 细胞比较，转染 miR-449a 模拟物的 Bel-7402 细胞在裸鼠体内成瘤后的移植瘤质量与

体积均明显减小（0.748 g vs. 1.234 g；33.667 mm3 vs. 1 400.500 mm3，均 P<0.05）。

结论：HCC 细胞中 miR-449a 表达降低，上调 miR-449a 表达可以抑制 HCC 细胞在体内外的生长。
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Abstract Objective: To investigate the miR-449a expression in hepatocellular carcinoma (HCC) cells and its effect on 

biological behaviors of HCC cells.

Methods: The miR-449a expressions in normal hepatic L02 cells and 4 types of HCC lines (HepG2, Hep3B, 

SMMC-7721 and Bel-7402) were determined by qRT-PCR method. HCC cells were transfected with miR-449a 

mimics or scrambled sequences via lipofection, and then, the changes in cell proliferation, cell cycle and invasion 

ability were detected by CCK-8 assay, flow cytometry and Transwell assay respectively; moreover, the tumor 
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

属 于 高 度 恶 性 肿 瘤 ， 是 我 国 癌 症 中 的 第 二 号 杀

手 ， 严 重 威 胁 国 人 健 康 ， 并 且 造 成 巨 大 的 经 济 和

社 会 负 担 [ 1 ]。 目 前 ， 随 着 肝 切 除 技 术 的 不 断 进 步

和多种治疗手段日益完善 [2-4]，HCC疗效有了跨越

性 的 进 步 ， 但 是 远 期 存 活 率 并 没 有 显 著 提 高 ， 其

重要的原因是HC C 自身的分子生物学行为容易导

致术后的复发与转移 [5-7]。新近研究 [8]表明，HCC

癌组织中异常表达的miR -449a与术后肿瘤复发、

转 移 密 切 相 关 ， 是 导 致 患 者 不 良 预 后 的 重 要 因 素

之一。然而，关于miR -449a如何影响HCC分子生

物学行为，调控HCC发生发展的病理过程，目前鲜

有研究报道。为此，本研究采用脂质体转染技术，

诱导HCC细胞miR -449a表达上调，进行体外细胞

功能学实验和体内成瘤实验，探讨上调miR -449a 

表达对HCC细胞生长和侵袭能力的影响。

1　材料与方法

1.1  细胞株与细胞培养

永 生 系 肝 细 胞 L 0 2 ， H C C 细 胞 株 H e p G 2 、

H e p 3 B 、 S M M C - 7 7 2 1 和 B e l - 7 4 0 2 ， 均 购 自 中 国

科 学 院 上 海 细 胞 库 ， L 0 2 采 用 含 1 0 % F B S 的 R P M I 

1640培养基进行培养，HCC细胞株采用含10%FBS

的DMEM培养基进行培养。细胞单层贴壁，密度达

90%，进行细胞传代。

1.2  实验裸鼠

3~4周龄雌性BALB/c裸鼠购自中国科学院上

海实验动物中心。

1.3  细胞冻存与复苏

收集对数生长期细胞，胰酶消化，500 r/min离

心5 min，沉淀的细胞重新悬浮于冻存液（5×106细

胞: 0.5 mL冻存液），加入冻存管中，每管1.0 mL，

放至程序降温盒中置于-80 ℃冰箱，48 h后移入

液氮中保存。液氮罐取出冻存管，立即置入37 ℃

水 浴 中 ， 待 完 全 解 冻 后 ， 细 胞 悬 液 移 至 1 5  m L 的

离心管中，并加入新鲜培基5 mL，500 r /min离心 

5 min，弃上清，将细胞重新悬浮于1 mL新鲜培养

液并移至细胞培养瓶，37 ℃、5%CO2中培养。

1.4  主要仪器与试剂

低 温 高 速 离 心 机 （ 德 国 E p p e n d o r f 公 司 ） ； 

-80 ℃低温冰箱（日本Sanyo公司）；960型号酶

标仪（日本Meter  Tech公司）；LightCycler ®480 

IISystem、荧光定量PCR专用96孔板（瑞士Roche

公 司 ） ； 流 式 细 胞 仪 （ 美 国 B e c k m a n  C o u l t e r 公

司 ） ； T r a n s w e l l 小 室 （ 美 国 M i l l i p o r e 公 司 ） ；

T R I z o l 细 胞 裂 解 液 、 L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0 转 染 试

剂盒（美国Invi t rogen公司）；miScr ip t  I I  RT试

剂 盒 、 m i S c r i p t  S Y B R  G r e e n  P C R 试 剂 盒 、 H s -
miR-449-1 miScript引物和Hs-RNU6-2-11 miScript

引物（德国Qiagen公司）；DMEM、RPMI 1640、

F B S 和 胰 蛋 白 酶 消 化 液 （ 美 国 G i b c o 公 司 ） ；

C C K - 8 细 胞 活 性 检 测 试 剂 盒 （ 日 本 D o j i n d o 公

司）；细胞凋亡检测试剂盒、Matrigel胶（美国BD

公司）。

1.5  主要方法

1.5.1  qRT-PCR 检 测 miR-449a 表 达　TRIzol 裂

解 提 取 总 RNA（ 包 含 miRNA）， 使 用 核 酸 蛋 白 测

定 仪 以 吸 光 度 法 测 量 RNA 浓 度， 按 照 miScript II

试 剂 盒 说 明 书 配 成 20 μL 反 应 体 系 进 行 逆 转 录

cDNA， 根 据 miScript SYBR 试 剂 盒 说 明 书 配 制 

20 μL 反应体系进行实时定量 PCR，通过荧光定量

formations of the HCC cells with above transfections in nude mice were observed.

Results: The miR-449a expression levels in the 4 HCC cells were all significantly lower than those in L02 cells (all 
P<0.05), and showed the lowest level in Bel-7402 cells. Compared with Bel-7402 cells transfected with scrambled 
sequences, the proliferative activity was significantly inhibited, G1/S phase arrest was significantly increased, and 
the number of migrating cells was significantly decreased in Bel-7402 cells transfected with miR-449a mimics (all 
P<0.05). The weight and volume of xenografts derived from Bel-7402 cells transfected with miR-449a mimics 
in nude mice were all decreased compared with those derived from Bel-7402 cells transfected with scrambled 
sequences (0.748 g vs. 1.234 g; 33.667 mm3vs. 1 400.500 mm3, both P<0.05).
Conclusion: The miR-449a expression is decreased in HCC cells, and up-regulating miR-449a expression can 
suppress the growth of HCC cells in vivo and in vitro.

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular; MicroRNAs; Cell Proliferation; Neoplasm Transplantation; Mice, Nude
CLC number: R735.7
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PCR 获取 Ct 值（threshold cycle number，阈值循

环数），采用 U6 作为内参照。计算基因相对表达

量用 2- △△ Ct 表示，该数值表示目的基因的表达量

相对于对照样品表达量的位数。每个样品设定 3 个

复孔，进行 3 次实验，计算各样本的平均 Ct 值和

△ Ct，并由此计算△△ Ct= △ CT 目的 - △ Ct 对照。

1.5.2  细胞转染　siRNA 由 上 海 吉 玛 公 司 设 计、

合成（has miR-449a 模拟物正义链：5'-UGG CAG 

UGU AUU GUU AGC UGG U-3'，反义链：5'-CAG 

CUA ACA AUA CAC UGC AAU U-3'；阴性对照正

义链：5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3'，反

义链：5'-ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT-3'）。

转 染 前 1 d，5×105 细 胞 / 孔 接 种 于 6 孔 板， 每 孔

加 入 2 mL 含 10%FBS 的 DMEM 培 养 基， 在 24 h

内使每孔细胞密度达到 70%~90%；转染当天，弃

培养液，PBS 清洗细胞 2 次，每孔加入 1.5 mL 无

血 清 DMEM 培 养 液。 混 匀 Lipofectamin 2000 试

剂：取 2 个 1.5 mL EP 管，均加入 250 μL 无血清

DMEM 培养液，其中 1 管加入 10 μL Lipofectamin 

2000 试 剂， 轻 轻 混 匀， 室 温 放 置 5 min； 另 1 管

加入 5 μL 浓度为 20 μM has miR-449a mimic（或

mimic-NC）； 将 2 管 液 体 混 合， 轻 柔 混 匀， 室 温

放置 20 min，形成复合物。将 500 μL 复合物加到

含 有 细 胞 和 培 养 基 的 6 孔 板 中， 摇 晃 并 混 匀， 放

入 5%CO2、37 ℃ 培 养 箱 中 孵 育 6 h， 移 液 器 吸 除

含 Lipofectamin 2000 复合物的培养基，重新加入

10%FBS 的 DMEM 培养基继续培养 48 h。

1.5.3  CCK-8 方 法 检 测 细 胞 的 增 殖　 选 取 对 数

生 长 期 的 细 胞 接 种 于 96 孔 板， 每 孔 加 入 1×104

个 细 胞 悬 液， 设 6 个 平 行 孔， 重 复 3 次， 分 别 于

24、48、72 h 后 取 出 培 养 板， 吸 尽 原 培 养 液， 加

入培养液与 CCK-8 按 1:9 混合的反应液，每孔加入 

200 µL，并设置 6 个单纯检测液的培养孔作为空白

对照，继续 37 ℃培养箱内孵育 1~2 h，取出培养板

采用酶标仪于 450 nm 处检测各孔吸光度值（OD 值），

每孔实测 OD 值减去空白对照 OD 值，取 3 次实验

的平均值，记录为 A450 值，并绘制细胞生长曲线。

1.5.4  流式细胞仪检测细胞周期　细胞经胰酶消

化 后 收 集 至 离 心 管 中，PBS 洗 涤 2 次， 用 70% 乙

醇重悬放置 -20 ℃冰箱固定过夜，离心，去上清，

PBS 洗涤 2 次，加入 DNA Prep 染色剂，染色 30 min

后上机检测细胞周期。

1.5.5  Transwell 小室实验检测细胞的侵袭能力　

将 20 µL Matrigel（ 原 液 为 9 mg/mL， 用 无 血 清

DMEM 培养液按 1:9 稀释）涂抹于 Transwell 小室

内 表 面， 将 小 室 放 入 24 孔 板 中， 于 37 ℃ 培 养 箱

中放置 30 min，制备 Matrigel 凝胶；吸取 200 μL

含总量为 4.8×104 个细胞的细胞悬液，均匀滴加于

Transwell 小 室 内；24 孔 板 内 分 别 加 入 600 µL/ 孔

含 20%FBS 的 DMEM 培 养 基 并 将 小 室 浸 入 其 中；

继续培养 48、72 h 后取出小室，置于甲醇中固定

15 min； 弃 去 固 定 液， 加 适 量 0.1% 结 晶 紫 染 色 

20 min；PBS 漂洗 3 次，用棉签擦尽小室内的凝胶

和未穿透凝胶的细胞；切膜，放置载玻片上进行封

片；高倍镜下随机选取 5 个视野进行细胞计数（每

高倍视野，HPF）及拍照。

1.5.6  建立皮下种植瘤的裸鼠模型　取对数生长

期 成 功 转 染 的 Bel-7402 细 胞（miR-449a 模 拟 物 转

染和阴性对照序列转染），经胰酶消化，PBS 洗涤

2 次，计数并调整细胞浓度 2.5×107/mL，以 0.4 mL 

（1×107 细胞 / 只）接种于裸鼠右前肢腋窝皮下，

分 别 记 为 miR-449a 模拟物组和阴性对照组， 每 组

接种 6 只；观察皮下成瘤情况，皮下成瘤 28 d 后，

处死裸鼠，切除并取出种植瘤，电子天秤称重（g），

游 标 卡 尺 测 量 瘤 体 长 度（L）、 宽 度（W）， 按

L×W2/2 计算瘤体近似体积（mm3）。

1.6  统计学处理

实验结果以均数±标准差（x±s）进行表示，

采 用 S P S S  2 0 . 0 统 计 软 件 以 t检 验 进 行 统 计 分 析 ，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-449a 在 Bel-7402 细胞表达的水平最低

检 测 m i R - 4 4 9 a 在 永 生 系 肝 细 胞 L 0 2 和 4 种

具 有 不 同 复 发 转 移 潜 能 H C C 细 胞 株 H e p G 2 、 

SMMC -7721、H e p 3 B 和 B e l - 7 4 0 2 的 表 达 水 平 ，

以 L 0 2 作 为 参 照 ， 上 述 5 种 细 胞 株 m i R - 4 4 9 a 的 相

对 表 达 水 平 依 次 为 ： 1 . 0 ± 0 . 0 、 0 . 7 6 ± 0 . 0 9 、

0.48±0.11、0.41±0.09、0.28±0.05。实验结果

表明，miR -449a在HCC细胞株的表达水平均明显

低于L02细胞（均P<0.05）（图1），其中HCC细

胞株Bel -7402的miR -449a表达水平最低。为此，

实验选取Bel-7402细胞作为进一步研究的对象。

2.2  miR-449a 表达上调的 Bel-7402 细胞制备情况

L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0 介 导 m i R - 4 4 9 a 模 拟 物

（miR -449a模拟物组）和阴性对照序列（阴性对

照组）转染Bel -7402细胞。qRT -PCR检测结果表

明miR-449a模拟物组细胞miR-449a表达水平明显

高于阴性对照组细胞（P<0.001）（图2）。
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■

2.3  上调 miR-449a 表达对 Bel-7402 细胞增殖活

性的影响

CCK -8检测结果表明，miR -449a模拟物组在

转 染 2 4 、 4 8 、 7 2  h 的 增 殖 活 性 （A 4 5 0值 ） 分 别 为

0.226±0.150、0.279±0.017、0.371±0.012，

均 明 显 低 于 阴 性 对 照 组 细 胞 相 应 时 间 点 A 4 5 0 值

（0.338±0.016、0.411±0.019、0.465±0.014）

（均P<0.001）（图3）。

2.4  上调 miR-449a 表达能够阻滞 Bel-7402 细胞

生长周期的转换

流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 表 明 ， m i R - 4 4 9 a 模

拟 物 组 细 胞 处 于 G 1 期 的 比 例 明 显 高 于 阴 性 对 照

组 [ （ 6 9 . 2 0 ± 0 . 6 1 ） %  v s .（ 5 8 . 6 8 ± 0 . 7 8 ） % ，

P<0.001]（图4）。
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图 3　miR-449a 高表达对 Bel-7402 细胞增殖的影响
Figure 3　Infl uence of miR-449a overexpression on proliferation of Bel-7402 cells
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图 4　miR-449a 高表达对 Bel-7402 细胞 G1/S 期转换的影响
Figure 4　Infl uence of miR-449a overexpression on G1/S switch in Bel-7402 cells
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2.5  上调 miR-449a 表达对 Bel-7402 细胞体外侵

袭能力的影响

侵袭实验结果表明，miR -449a模拟物组细胞

穿过Transwel l小室的细胞数明显少于阴性对照组

[（396.67±15.28）/HPF vs .（723.33±32.15）/

HPF，P<0.001]（图5）。

2.6  上调 miR-449a 表达对 Bel-7402 细胞体内成

瘤能力的影响

采 用 皮 下 注 射 肿 瘤 细 胞 的 方 法 ， 成 功 建

立 皮 下 种 植 瘤 的 裸 鼠 模 型 （ 图 6 ） 。 实 验 结 果 表

明，miR-449a模拟物组移植后瘤体的质量明显低于

阴性对照组[（0.748±0.408）g vs.（1.234±0.134）g，

P < 0 . 0 5 ] ， 瘤 体 的 体 积 也 明 显 小 于 阴 性 对 照 组

[ （ 7 3 3 . 6 6 7 ± 3 4 0 . 1 0 0 ） m m 3 v s .（ 1  4 0 0 . 5 0 0 ± 

88.245）mm3，P<0.001]（图7）。
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图 5　miR-449a 高表达对 Bel-7402 细胞侵袭能力的影响（×200）
Figure 5　Influence of miR-449a overexpression on invasion ability in Bel-7402 cells (×200)
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Figure 7　Comparison of the weight and volume of xenografts between the two groups

图 6　裸鼠成瘤情况
Figure 6　Tumor formation in the nude mice
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3　讨　论

近 年 来 ， 大 量 的 研 究 [ 9 - 1 1 ]证 实 m i R N A 在 H C C

病 理 过 程 中 表 现 癌 基 因 或 抑 癌 基 因 的 作 用 ， 调 控

HCC细胞的生长[12]、分化[13]、凋亡[14]、血管生成[15]

以及侵袭转移 [16-18]等分子生物行为。miR -96 [19]、

miR -182 [19]、miR -210 [20]和miR -3127 [21]在HCC癌

组 织 的 表 达 上 调 ， 可 以 通 过 逃 避 或 削 弱 相 关 抑 癌

基 因 或 抑 癌 因 子 的 调 控 ， 发 挥 癌 基 因 的 作 用 ， 促

进 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 和 成 瘤 能 力 。 我 们 研 究

团 队 前 期 实 验 表 明 ， 在 H C C 癌 组 织 和 细 胞 株 中

m i R - 3 4 a [ 2 2 ]、 m i R - 1 4 5 [ 2 3 ]表 达 下 调 ， 其 抑 癌 效 应

被剥弱，进而导 致HC C 细胞的增殖、生长和侵袭

能 力 的 增 强 。 最 近 的 研 究 [ 8 ]表 明 ， H C C 癌 组 织 中

miR -449a异常表达参与了HCC发生发展的过程，

其对HC C 分子生物行为的调控作用也逐渐得到了

关注。为研究miR -449a异常表达对HCC分子生物

行为的影响，本实验首先检测了miR -449a在肝细

胞L02和4种HCC细胞株HepG2、Hep3B、SMMC -
7721、Bel -7402的表达水平，结果表明miR -449a

在 H C C 细 胞 株 的 表 达 水 平 均 显 著 低 于 L 0 2 细 胞 ，

其中HCC细胞株Bel -7402的miR -449a表达水平最

低。为此，本实验选取Bel-7402细胞作为进一步研

究的对象。本研究采用脂质体转染技术，诱导Bel-
7402细胞miR-449a表达水平改变，成功上调miR-
449a的表达。进一步体外细胞功能实验表明，上

调miR -449a表达能够抑制Bel -7402细胞的增殖、

阻滞细胞G1/S期的转换和减弱细胞的侵袭能力，提

示改变miR -449a表达水平对HCC细胞的分子生物

行为具有调控作用。

成瘤作用是HCC细胞恶性生物行为的一个重

要特性，反映了肿瘤细胞的生长和侵袭能力[24-26]。

为 验 证 m i R - 4 4 9 a 在 体 内 是 否 具 有 调 控 H C C 生 长

的效应，本研究进行体内胞实验，采用转染miR -
449a模拟物的Bel-7402细胞和阴性对照序列的Bel-
7402细胞对裸鼠进行皮下注射，成功制备种植瘤

的裸鼠模型。实验结果显示，miR -449a模拟物组

肿 瘤 的 平 均 质 量 和 体 积 均 显 著 低 于 阴 性 对 照 组 ，

表明上调miR -449a表达能够抑制Bel -7402细胞体

内成瘤的能力，提示miR -449a在体内具有抑制肿

瘤生长的效应。

综上所述，本研究表明miR -449a在HCC细胞

株呈现表达下调，通过上调miR -449a在Bel -7402

细 胞 的 表 达 水 平 ， 能 够 抑 制 细 胞 的 增 殖 活 性 、 阻

滞 细 胞 周 期 G 1/ S 期 的 转 换 、 减 弱 细 胞 的 体 外 侵 袭

能 力 和 体 内 成 瘤 能 力 。 因 此 ， 下 一 步 将 深 入 探 讨

miR -449a作用的靶基因，以及相关癌信号通路重

要 功 能 蛋 白 的 表 达 和 活 性 的 改 变 有 关 ， 进 一 步 阐

明miR -449a调控HCC分子生物行为的具体机制，

寻求能有效干预HC C 无限制生长和高度侵袭转移

的分子策略。
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