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miR-150-5p 抑制肝癌细胞的迁移和侵袭及其机制
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摘   要 目的：探讨 miR-150-5p 在肝细胞癌（HCC）细胞迁移与侵袭中的作用及其调控机制。

方 法： 用 荧 光 定 量 PCR 测 定 miR-150-5p 在 正 常 肝 细 胞 系 L02 及 HCC 细 胞 系 HepG2 中 的 表 达； 将

HepG2 细胞分成两组，分别转染 miR-150-5p（miR-150-5p 组）与随机序列（对照组），转染后，分

别用细胞划痕实验、Transwell 小室基质渗透实验检测细胞的迁移和侵袭能力，用 Western blot 检测细

胞基质金属蛋白酶 2（MMP2）和基质金属蛋白酶 9（MMP9）的蛋白表达。

结 果：miR-150-5p 的 表 达 量 在 HepG2 细 胞 系 中 明 显 降 低， 为 L02 细 胞 系 的 0.26 倍（P<0.01）。 转

染 后，miR-150-5p 组 的 miR-150-5p 水 平 明 显 升 高， 为 对 照 组 的 9.53 倍（P<0.001）；miR-150-5p

组的细胞划痕愈合率明显低于对照组（54.63% vs. 87.51%，P<0.01），细胞侵袭数明显少于对照组 

（138 个 vs. 452 个，P<0.01）；MMP2 与 MMP9 蛋白表达量均明显低于对照组（0.78 vs. 1.75；0.82 vs. 

1.85，均 P<0.05）。

结论：miR-150-5p 在 HCC 细胞中表达降低，升高 miR-150-5p 的表达可抑制 HCC 细胞的迁移和侵袭，

机制可能与其下调 MMP2 和 MMP9 表达有关。
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Inhibitory effect of miR-150-5p on migration and invasion of 
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Abstract Objective: To investigate the effect of miR-150-5p on migration and invasion in hepatocellular carcinoma (HCC) 
cells and the mechanism.  
Methods: The miR-150-5p expression in normal hepatic cells and HCC HepG2 cells was determined by real-time 
PCR. Then, the HepG2 cells were divided into two groups to transfect with miR-150-5p (miR-150-5p group) 
or scramble sequences (control group), respectively. After transfection, the cell migration and invasion abilities 
were measured by wound healing assay and Transwell invasion assay, and the protein expressions of matrix 
metalloproteinase 2 (MMP2) and 9 (MMP9) were examined by Western blot, respectively. 
Results: The expression level of miR-150-5p in HepG2 cells was significantly reduced, and was 26% of that in 
normal hepatic cells (P<0.01). After transfection, the miR-150-5p expression level in miR-150-5p group was 
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HCC是世界范围内排名第五的恶性肿瘤，其

发病率在东亚和发达国家不断增加 [1-2]。手术仍是

治疗HC C 的首选 ，但由于术后复发率高和远处转

移 ， H C C 预 后 仍 较 差 [ 3 ]。 深 入 探 讨 H C C 迁 移 及 侵

袭 的 分 子 机 制 对 提 高 肝 癌 的 诊 治 水 平 具 有 重 要 的

意义。小分子核糖核酸（miRNA）是一类非编码

RNA，长度在19-21 nt。其功能常见于真核细胞基

因表达的负调控 [4]，研究 [5-8]证实，miRNA参与调

控 肿 瘤 发 生 发 展 的 多 个 生 物 学 过 程 ， 包 括 增 殖 、

凋亡、侵袭、转移等。miR-150-5p在多种肿瘤中见

报道[9-11]，但是在HCC中的生物学功能及其作用机

制目前尚未见报道，本研究旨在研究miR -150 -5p

对HC C 细胞的迁移及侵袭的影响，并探讨其作用 

机制。

1　材料与方法

1.1  细胞培养

人HCC细胞系HepG2及正常肝组织细胞系L02

购自美国ATCC细胞库，采用DMEM培养基（添加

10%胎牛血清以及抗生素）进行培养。细胞培养于

37 ℃、5% CO2恒温细胞培养箱中。

1.2  RNA 提取和荧光定量 PCR

按照mirVana miRNA isolation kit（Ambion，

U S A ） 说 明 书 ， 从 培 养 细 胞 中 提 取 总 R N A 。 然

后按照TaqMan miRNA reverse  t ranscr ip t ion  k i t

（ABI，USA）说明书，从5 ng的总RNA逆转录合

成cDNA。所得产物按照miRNA-speci f ic  TaqMan 

miRNA assay  k i t（ABI，USA）说明书，在ABI 

7 5 0 0 实 时 定 量 P C R 仪 中 ， 以 U 6 小 核 R N A 作 为 内

参，量化miR-150-5p的表达水平。

1.3  细胞分组与转染

HepG2细胞分为对照组（转染miRNA随机序

列）和miR-150-5p组（转染miR -150-5p）。人源

miR-150-5p（UCU CCC AAC CCU UGU ACC AGU G）

由 上 海 吉 玛 公 司 合 成 。 通 过 L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0

（Invitrogen）转染肝细胞癌细胞系。

1.4  划痕实验

将细胞用DMEM（含有10%FBS）培养在六孔

板上，待细胞融合后，用ster i le  p ipe t te枪头沿直

线用力划直线。划痕后0~24 h，分别在不同时间

点用反转的Olympus IX50显微镜通过10×物镜和

Image-Pro Plus软件捕获和记录细胞迁移的图像。

划痕愈合率=（划痕后即刻的划痕面积-划痕后48 h

的划痕面积）/划痕后即刻的划痕面积×100%。实

验重复3次，取平均值。划痕愈合率越高，表示细

胞迁移能力越强。

1.5  Transwell 小室基质渗透实验

细 胞 侵 袭 能 力 检 测 。 2 × 1 0 4个 检 测 细 胞 种 在

T r a n s w e l l 小 室 的 碳 酸 磷 脂 表 面 ， 上 室 B i o C o a t 包

被Matr igel基质胶（BD Biosciences，San Jose，

CA），37 ℃培养细胞24 h，取出上层小室，将膜下

面的侵袭细胞与1%多聚甲醛混合，用0.2%（w/v）

结晶紫溶液染色15 min。用显微镜计数进入膜下的

细胞量，随机取10个视野，取平均值。每组实验

重复3次。

1.6  Western blot

加入裂解液提取细胞总蛋白，以每孔30 μg总

蛋白上样，浓缩胶80 V电泳40 min，分离胶100 V

电泳2 h。常规湿法转膜，5%脱脂奶粉封闭2 h。

分别加入MMP2、MMP9、β-actin一抗，抗体浓度

1:200，加入二抗山羊抗鼠1:1 000孵育2 h。ECL化

学发光，凝胶成像系统显影。用Quantity One 1-D

分析软件（美国Bio-Rad公司）对蛋白质印迹条带

进行定量。以目的蛋白测定值与GAPDH的比值作

为目标蛋白的相对表达量。

1.7  统计学处理

采用Graphpad  6 .0统计作图软件，计量资料

significantly increased, which was 9.53 times of that in control group (P<0.001). In miR-150-5p group compared 
with control group, the healing rate of the scratch wound (54.63% vs. 87.51%, P<0.01) and number of invaded 
cells (138 vs. 452, P<0.01) were all significantly decreased. The protein expression levels of MMP2 and MMP9 
(0.78 vs. 1.75; 0.82 vs. 1.85) were all significantly decreased (both P<0.05).
Conclusion: The miR-150-5p expression is decreased in HCC cells, and up-regulation of miR-150-5p expression 
can inhibit the migration and invasion of HCC cells and the mechanism may be associated with its suppressing 
MMP2 and MMP9 expressions.
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用均数±标准差（ x ± s ）表示，两组均数采用 t 检

验，配对的两组均数采用配对 t检验，P <0.05为差

异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-150-5p 在 HCC 细胞系中低表达

通 过 荧 光 定 量 P C R 方 法 对 m i R - 1 5 0 - 5 p 的

m R N A 水 平 进 行 定 量 分 析 。 结 果 显 示 ， 在 H e p G 2

细 胞 系 中 m i R - 1 5 0 - 5 p 的 表 达 量 是 L 0 2 细 胞 系 的

（0.26±0.02）倍（P<0.01）。

2.2  miR-150-5p 抑制 HCC 细胞迁移与侵袭

H e p G 2 细 胞 转 染 m i R - 1 5 0 - 5 p 后 的 定 量 P C R

显 示 ， m i R - 1 5 0 - 5 p 组 的 m i R - 1 5 0 - 5 p 水 平 为 对 照

组的（9.53±0.84）倍（图1A）。细胞培养24 h

后 ， 划 痕 实 验 显 示 ， m i R - 1 5 0 - 5 p 组 的 细 胞 划 痕

愈 合 率 明 显 低 于 对 照 组 [ （ 5 4 . 6 3 ± 4 . 3 6 ） %  v s . 

（ 8 7 . 5 1 ± 7 . 8 4 ） % ， P < 0 . 0 1 ] （ 图 1 B ） ；

Transwell小室基质渗透实验显示，miR -150-5p组 

H e p G 2 细 胞 侵 袭 数 为 （ 1 3 8 ± 1 2 ） 个 ， 对 照 组

为 （ 4 5 2 ± 4 3 ） 个 ， 两 组 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.01）（图1C）。

2.3  miR-150-5p 抑制 MMP2 和 MMP9 表达

W e s t e r n  b l o t 实 验 显 示 ， 在 m i R - 1 5 0 - 5 p 组

的 H e p G 2 细 胞 中 ， M M P 2 和 M M P 9 蛋 白 相 对 表 达

水 平 为 0 . 7 8 ± 0 . 0 6 、 0 . 8 2 ± 0 . 0 7 ， 而 对 照 组 为

1 . 7 5 ± 0 . 1 5 、 1 . 8 5 ± 0 . 1 4 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（均P<0.05）（图2）。

对照组 miR-150-5p 组

MMP2

GAPDH

MMP9

GAPDH

图 2　miR-150-5p 转染对 HepG2 细胞 MMP2 和 MMP9 表

达的影响
Figure 2　Effect of miR-150-5p transfection on MMP2 and MMP9 

expressions in HepG2 cells

3　讨　论

H C C 在 所 有 消 化 系 统 肿 瘤 中 占 2 0 % 以 上 ，

在 世 界 范 围 内 发 病 率 排 第 6 位 ， 其 中 在 男 性 中

排 第 5 位 ， 女 性 中 排 第 8 位 ， 大 约 占 了 新 发 肿 瘤

病例的5.7% [12]。发病原因主要包括HBV感染和黄

曲 霉 素 素 感 染 ， 依 据 其 组 织 分 型 ， 可 分 为 肝 细 胞

型 、 胆 管 细 胞 型 和 混 合 型 3 种 。 治 疗 方 法 包 括 介

入 、 微 创 、 手 术 及 放 化 疗 等 。 手 术 切 除 仍 是 治 疗

H C C 的 最 有 效 方 法 ， 小 H C C 术 切 除 后 1 年 生 存 率

可 达 8 0 % 以 上 ， 5 年 生 存 率 也 接 近 5 0 % [ 1 3 ]。 但 是

手术后复发及转移仍是威胁HC C 长期生存的 重要

因 素 。 据 报 道 [ 1 4 ]， H C C 切 除 术 后 5 年 复 发 率 超 过

70%，早期HCC也超过40%，门静脉癌栓发生率为

44.0%~62.2%。而一旦合并门静脉癌栓，若不进

行治疗，中位生存时间低至2.7~4个月。现代肿瘤

学 认 为 肿 瘤 的 发 生 发 展 是 一 系 列 分 子 或 信 号 通 路

发 生 突 变 的 结 果 ， 诸 如 C a v e o l i n - 1 、 m i R N A [ 6 - 7 ]

等。
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图 1　miR-150-5p 转染对 HepG2 细胞的影响　　A：miR-150-5p 表达量；B：细胞划痕愈合能力检测（×200）；C：细胞侵

袭能力检测（×200）
Figure 1　Effects of miR-150-5p transfection on HepG2 cells　　A: Relative expression level of miR-150-5p; B: Determination of migration 

ability of the cells; C: Determination of invasion ability of the cells
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近期研究[15-16]发现miR-150在多种肿瘤的迁移

和侵袭过程发挥重要调节作用。例如，miR-150通

过靶向抑制ESCC或上皮卵巢癌中的ZEB1基因从而

抑 制 癌 细 胞 的 侵 袭 。 与 此 相 反 的 是 ， 其 他 研 究 显

示，miR-150在某些肿瘤组织中表达上调，并发挥

促进肿瘤细胞转移的作用。Cao等[16]的研究表明，

miR-150在肺癌组织显著上调，且其过表达通过靶

向SRC激酶信号抑制剂1作从而促进肺癌细胞的增

殖和迁移。因此，miR-150在不同的肿瘤类型中表

现出不同的调控功能。

本 研 究 中 发 现 m i R - 1 5 0 - 5 p 在 H C C 细 胞 系 中

下 调 表 达 ， 并 且 转 染 m i R - 1 5 0 - 5 p 的 m i R - 1 5 0 - 5 p

组 的 细 胞 划 痕 愈 合 率 为 （ 5 4 . 6 3 ± 4 . 3 6 ） % ， 显

著 低 于 对 照 组 的 （ 8 7 . 5 1 ± 7 . 8 4 ） % 。 m i R - 1 5 0 -
5p组HepG2细胞迁移数为显著低于对照组。表明

过 表 达miR -150 -5p可显著抑制HCC细胞迁移和侵

袭。这与他人在其他肿瘤研究中的结果相似，Sakr 

等[9]发现miR-150-5p在胶质瘤中表达量显著下调，

并且对胶质瘤细胞系U87和U251转染miR -150 -5p

后 ， 可 抑 制 胶 质 瘤 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 ， 过 表

达miR-150-5p可降低MT1-MMP和MMP-2的表达。

Wang等[10]在结肠癌中发现miR-150-5p可抑制结肠

癌细胞增殖和侵袭，其是通过靶向结合MUC4基因

起作用的。孙洋等 [11]发现miR -150 -5p在胰腺癌组

织及细胞系中表达量显著低于正常胰腺组织及细胞

系，在胰腺癌细胞系中过表达miR-150-5p可抑制细

胞增殖、诱导细胞周期阻滞和促进胰腺细胞凋亡。

MMP是锌依赖的因而降低细胞外的大分子，

如 胶 原 、 纤 连 蛋 白 、 层 粘 连 蛋 白 和 蛋 白 聚 糖 等 ，

因此MMP在肿瘤新生血管生成、肿瘤侵袭和转移

中扮演着重要的角色 [18-20]。MMP包括两种类型，

分别是细胞膜锚定的MMP（如MMP14、MMP15、

M M P 1 6 等 ） 和 分 泌 型 M M P （ 如 M M P 2 、 M M P 9 、

MMP7、MMP26等） [18]。其中，MMP2和MMP9在

癌 症 转 移 起 着 至 关 重 要 的 作 用 [ 1 8 ]。 基 于 M M P 2 和

M M P 9 对 H C C 的 细 胞 迁 移 与 侵 袭 的 重 要 作 用 ， 推

测miR-150-5p与MMP2以及MMP9存在关联。实验

发现miR-150-5p显著抑制MMP2和MMP9的mRNA

和蛋白水平。因此，miR -150 -5p很可能通过抑制

MMP2和MMP2的表达从而抑制HCC细胞的迁移与

侵袭。

本 研 究 发 现 H C C 细 胞 迁 移 与 侵 袭 的 调 控 与

m i R - 1 5 0 - 5 p 有 关 ， 为 H C C 发 病 机 制 的 研 究 提 供

了新的线索，并加深了对HC C 发病机制的理解。

miR-150-5p可能成为HCC治疗的新靶标。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计 ( 分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究 )；实验

设计 ( 应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等 )；临床试验设计 ( 应交代属于第几期临

床试验，采用了何种盲法措施等 )。主要做法应围绕 4 个基本原则 ( 随机、对照、重复、均衡 ) 概要说明，尤其要交代如何控

制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M(QR) 表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05( 或 P<0.01) 时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性 ( 或非常显著性 ) 的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称 ( 如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的

方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等 )，统计量的具体值 ( 如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等 ) 应可能给出具体的 P 值 ( 如

P=0.0238)；当涉及到总体参数 ( 如总体均数、总体率等 ) 时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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