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miR-122介导肝癌细胞凋亡的分子机制研究

蒋成行 郑悦亮 许秋然 甘宜超 蔡文伟

[摘要] 目的 探讨微小RNA-122（miR-122）介导肝癌细胞凋亡的分子作用机制。方法 将人工合成的miR-122类

似物、对照片段NC转染到肝癌细胞HepG2（p53wt）、MHCC97H（p53 mutation）后，miR-122组（转染miR-122）、对照

组（转染对照无意片段）和空白对照组均应用RT-PCR检测miR-122，Western blot检测p53、Bax蛋白，MTT法检测肝

癌细胞增殖变化，流式细胞术检测肝癌细胞凋亡率。 结果 在HepG2中，miR-122组的miR-122的表达、p53蛋白和

Bax蛋白表达量明显高于对照组和空白对照组，三组间差异均有统计学意义（χ

2

=13.41，F分别=15.35、16.88，P均＜

0.05）。在MHCC97H中，miR-122组miR-122的表达和Bax蛋白表达量明显高于对照组和空白对照组，三组间差异均

有统计学意义（χ

2

=12.98，F =18.91，P均＜0.05），而三组的p53蛋白测定值比较，差异无统计学意义（F=2.82，P＞

0.05）。 在HepG2和MHCC-97H细胞中，与对照组和空白对照组比较，miR-122组细胞增殖受到明显抑制，细胞凋亡

率明显增加，差异均有统计学意义（χ

2

分别=8.53、7.81、11.64、12.45，P均＜0.05）。 对照组和空白对照组的细胞增殖

和细胞凋亡率无明显变化，差异均无统计学意义（χ

2

=0.08、0.05、0.12、0.09，P均＞0.05）。 结论 miR-122可通过p53依

赖途径及非p53依赖途径促进肝癌细胞凋亡。
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Research about the mechanism of miR-122 induced hepatocarcinoma cell apoptosis JIANG Chenghang

，

ZHENG

Yueliang

，

XU Qiuran

，

et al. Department of Emergency

，

Zhejiang Provincial People's Hospital

，

Hangzhou 310014

，

China

[Abstract] Objective To investigate the mechanism of miR-122 induced hepatocarcinoma cell apoptosis. Methods

The miR -122 analogue or NC as control were respectively transfected into HepG2

（

p53wt

）

cells and MHCC97H

（

p53

mutation

）

cells to detect miR-122 by RT-PCR

，

the expression of p53 and Bax by western blot

，

the proliferation of

hepatocarcinoma cells by MTT and apoptosis rate of hepatocarcinoma cells by flow cytometry. Results In HepG2

（

p53wt

）

cells

，

the expression of miR-122

，

p53 and Bax proteins in miR-122 group were significantly higher than in control group

and NC group

（

χ

2

=13.41

，

F=15.35

，

16.88

，

P＜0.05

）

. In MHCC97H

（

p53 mutation

）

cells

，

the expression of miR-122 and

Bax protein in miR-122 group were significantly higher than in control group and NC group

（

χ

2

=12.98

，

F=18.91

，

P＜0.05

）

.

The p53 protein among three groups was not statistical different

（

F=2.82

，

P＞0.05

）

.In HepG2

（

p53wt

）

cells and MHCC97H

（

p53 mutation

）

cells

，

the cell proliferation in miR -122 group was obviously inhibited and cell apoptosis was obviously

enhanced when compared to control group and NC group

（

χ

2

=8.53

，

7.81

，

11.64

，

12.45

，

P＜0.05

）

. The cell proliferation and

apoptosis rate has no obvious change in control group and NC group

，

the difference were not significant

（

χ

2

=0.08

、

0.05

、

0.12

、

0.09

，

P＞0.05

）

. Conclusion MiR-122 could induce hepatocarcinoma cell apoptosis through both p53-dependent pathway

and p53-independent pathway.

[Key words] primary hepatocellular carcinoma
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micro RNA-122

；
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原发性肝细胞肝癌是最常见的消化系统恶性 肿瘤之一， 其发病率居全球恶性肿瘤的第六位，占

死亡原因第三位

[1]

。 微小 RNA（microRNAs，miRNA）

是一类由具有发夹结构的单链 RNA 前体经过酶加

工后生成的非编码单链小 RNA，是基因表达的主要
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调控因子之一。 目前已证实 miRNA 通过调控基因

表达来参与调控早期发育、细胞增殖、细胞凋亡、细

胞分化等重要进程。 miR-122 是肝特异性表达的

miRNA，在肝脏生理机能、新陈代谢、细胞增殖凋亡

等生命过程中起到重要作用，与肝癌的发生发展密

切相关

[2～4]

。本次实验通过将人工合成 miR-122转入

肝癌细胞， 检测 p53、Bax 蛋白的表达情况及其对肝

癌细胞增殖和凋亡的影响，为 miR-122 介导肝癌细

胞凋亡的分子机制提供新的线索。 现报道如下。

1� �资料与方法

1.1� � 一般资料 于 2015 年 1 月至 12 月，HepG2、

MHCC-97H 由江西省重点分子试验室保存， 购买

于上海细胞库；miR-122 及阴性对照序列由上

海吉玛公司（GeneParma）合成，具体序列：miR-

122sence ： 5'UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG3'，

miR-122anti-Sense：5'CAAACACCAUUGUCACACU-

CCA3'。 阴性对照组：NCsence：5'UUCUCCGAACGU-

GUCACGUTT3'，NCanti-Sense：5'CAGUACUUUUGU-

GUAGUACAA3'。 实验分组：miR-122组（转染 miR-

122）、对照组（转染对照无意片段）和空白对照组。 三

组一般资料比较，差异均无统计学意义（P均＞0.05）。

1.2� � 方法

1.2.1� � 细胞培养与转染 按实验分组将细胞培养

至密度为 70％左右，按 Lipofectamine TM 2000（由

美国 Sigma 公司生产）说明方法进行转染。

1.2.2� � real-time� RT-PCT 检测 miR-122水平

miR-122 正向引物：5′-TTGAATTCTAACAC-

CTTCGTGGCTACAGAG-3′

miR-122 反 向 引 物 ：5′ -TTAGATCTCATT-

TATCGAGGGAAGGATTG-3′

U6正向引物：5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′

U6 反向引物：5′-AACGCTTCACGAATTTGCG

T-3′。

将三组细胞分别予转染后培养 48�h， 按 miRe-

lute� miRNA 提取分离试剂盒说明书方法提取培养

成熟细胞 miRNA，再按 miRcute� miRNA� cDNA 第一

链合成试剂盒方法合成 miRNA 的 cDNA（由 TIAN-

GEN 公司生产）， 最后以 U6 为内参予 miRcute�

miRNA� 荧光定量检测试剂盒（由 TaKaRa 公司生

产）检测 miR-122水平。

1.2.3� � Western� blot 检测 p53 及 Bax 蛋白水平 分

别提取三组细胞总蛋白，测定蛋白浓度后，取等量

总蛋白 40μg， 煮沸后行 10％ SDS-PAGE 电泳，湿

转后结合一抗（鼠抗人 Bax、β-actin、p53 由 San-

taCruz 公司生产）、二抗（相应的辣根过氧化物酶标

记的山羊抗体由北京中杉生物公司生产），在

ChemiDoc-It� 化学发光成像分析系统下曝光， 观察

p53 及 Bax 蛋白表达量。

1.2.4� � MTT 法检测 miR-122 对肝癌细胞增殖变化

将细胞浓度调整至按 1×10

4

/ml 接种于 96 孔培养

板上，每组细胞设置重复 6 个副孔，实验重复 3 次。

三组分别处理细胞，每孔加入脂质体为 1μl，siRNA

量为 2.5μl，使其最终干扰浓度为 100�nmol/L。 培养

24�h后每天随机取一板 24孔培养板， 连续计数 5�d，

加入 MTT 培养 4�h 加入 DMSO 终止反应。酶标仪上

检测吸光度 OD 值，绘制细胞增殖图。

1.2.5� � 流式细胞术检测 miR-122 对肝癌细胞凋亡

的影响 转染 48�h后按 AnnexinV-FITC 细胞凋亡检

测试剂盒说明书（由南京凯基生物公司生产）处理

细胞，予胰酶消化细胞，离心收集、洗涤细胞，加入

Binding� Buffer、Annexin� V-FITC、Propidium� Iodide

避光，孵育，进行流式细胞仪检测。

1.3� � 统计学方法 采用 SPSS� 17.0 软件进行统计

分析。计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多样本

均数比较采用方差分析，荧光定量、细胞增殖、流式

细胞凋亡数据采用 χ

2

检验。 设 P＜0.05 为差异有

统计学意义。

2� �结果

2.1� � miR-122 的转染及其表达见图 1，miR-122 上

调 p53 及 Bax 的表达见图 2

� �

图1� �转染HepG2、MHCC97H细胞后miR-122的表达

图2� � HepG2细胞与MHCC97H细胞中p53、Bax蛋白的表达
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由图 1、2 可见， 在 HepG2 中，miR-122 组的

miR-122 的表达、p53 蛋白和 Bax 蛋白表达量明显

高于对照组和空白对照组， 差异均有统计学意义

（χ

2

=13.41，F 分别 =15.35、16.88，P 均＜0.05）。 在

MHCC97H 中，miR-122 组 miR-122 的表达和 Bax

蛋白表达量明显高于对照组和空白对照组，差异均

有统计学意义（χ

2

=12.98，F=18.91，P 均＜0.05），而

三组的 p53 蛋白比较， 差异无统计学意义（F=2.82，

P＞0.05）。

2.3� � miR-122抑制肝癌细胞的增殖见图 3

� �

图3� � HepG2细胞与MHCC97H细胞生长增殖图

由图 3 可见，在 HepG2 和 MHCC-97H 细胞中，

miR-122组相比对照组和空白对照组， 细胞增殖受

到明显抑制， 差异有统计学意义（χ

2

分别 =8.53、

7.81，P 均＜0.05）。对照组和空白对照组的细胞增殖

无明显变化，差异均无统计学意义（χ

2

分别 =0.08、

0.05，P 均＞0.05）。

2.4� � miR-122促进肝癌细胞凋亡见图 4

� �

图4� � HepG2细胞与MHCC97H细胞凋亡率

由图 4 可见，在 HepG2 和 MHCC-97H 细胞中，

miR-122组相比对照组和空白对照组， 细胞凋亡率

明显增高，差异均有统计学意义（χ

2

分别 =11.64、

12.45，P 均＜0.05）。 对照组和空白对照组的细胞凋

亡率无明显变化， 差异均无统计学意义（χ

2

分别

=0.12、0.09，P 均＞0.05）。

3� �讨论

原发性肝癌是我国乃至世界范围内最常见的

恶性肿瘤之一。 尽管目前肝癌发病机制研究取得了

较大进展，但是鉴于其高发病率、高复发率、高转移

率，肝癌的分子发病机制仍然是当今研究的重点和

难点。

miRNAs 是一类基因调控因子， 通过与靶

mRNA 的 3′UTRs 在翻译水平抑制蛋白合成而调

控基因表达

[5]

。 研究发现 miRNA 参与早期发育、细

胞增殖、凋亡、分化、死亡及肿瘤发生发展等转录后

调控过程。 由于 miRNA� 的突变或表达异常被证实

与肿瘤的发生发展密切相关，其在肿瘤发生中的作

用正日益受到重视

[6]

。 林国有等

[7]

发现 miR-449a 在

胃癌发生发展中起抑癌基因作用。 miR-122 是肝特

异性表达的 miRNA，约占肝脏总 miRNA 的 70％，在

肝脏生理机能、新陈代谢、丙型肝炎病毒的免疫应

答等过程中起重要作用。 miR-122 与肝癌的发生发

展密切相关，70％的肝癌中 miR-122 的表达降低，

本次实验检测发现 HepG2、MHCC-97H 细胞的

miR-122 的表达量极低， 达不到可被检查数量级。

miR-122 可通过调控抗凋亡蛋白 CCNG1、Bcl-w 的

表达， 从而促进肿瘤细胞凋亡并抑制肿瘤生长

[8]

。

cyclin� G1 是近期发现的周期调控蛋白， 作为

miR-122 的靶基因之一，在 DNA 修复、细胞周期调

控、细胞增殖、细胞凋亡中起到重要作用

[9，10]

。研究发

现 p53 可通过与 cyclin� G1 启动子结合调控 cyclin�

G1 的表达， 而 cyclin� G1 可通过 PP2A 和 Mdm-2

负反馈调节 p53 抑癌基因的表达

[11～13]

。 由此推测

miR-122可能是p53 的上游基因， 其通过 cyclin� G1

等相关靶基因调控 p53 的表达，从而对肝癌的发生

发展起到重要作用。

p53 基因是目前研究最为深入的抑癌基因之

一，可分为野生型与突变型，其突变、缺失、失活与

肝癌的发生发展密切相关

[14]

。 野生型 p53 基因通过

参与基因转录、DNA 损伤修复等生物过程， 从而影

响细胞增殖、分化和凋亡。 突变型 p53 基因则失去

抑癌基因的作用，可促进肿瘤细胞的发生发展及恶

性增殖

[15，16]

。Bax 是典型的 Bcl-2促凋亡蛋白，受 p53

调控， 参与众多由 p53 介导的细胞凋亡。 p53 作为

Bax/Bak 的上游调控机制，诱导细胞凋亡

[17]

。 但是在

部分情况下，Bax 的激活并不严格地依赖于 p53。 细

胞受到凋亡信号刺激后，Bax 通过增加线粒体膜的

通透性， 使 Cyt� C、AIF 等凋亡蛋白由线粒体释放入

胞浆， 激活 caspase 级联反应或抑制细胞内抗凋亡

蛋白，从而诱导细胞凋亡

[18]

。
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本次实验结果显示， 在 HepG2 中，miR-122 组

的 miR-122 的表达、p53 蛋白和 Bax 蛋白表达量明

显高于对照组和空白对照组 （P 均＜0.05）。 在

MHCC97H 中，miR-122 组 miR-122 的表达和 Bax

蛋白表达量明显高于对照组和空白对照组，差异均

有统计学意义（P 均＜0.05），而三组的 p53 蛋白比

较， 差异无统计学意义（P＞0.05）。 在 HepG2 和

MHCC-97H 细胞中，miR-122 组相比对照组和空白

对照组，细胞增殖受到明显抑制，细胞凋亡率明显

增加，差异有统计学意义（P 均＜0.05）。 证实通过转

染外源性 miR-1 22， 可明显提高 HepG2 细胞

（p53wt）p53 及 Bax 蛋白的表达， 并抑制肿瘤细胞

增殖，促进肿瘤细胞凋亡。由于 Bax 是受 p53 调节

的 Bcl-2 促凋亡蛋白， 所以推测 miR-122 可通过

介导 p53 调节 Bax，从而促进肝癌细胞的凋亡。 然

而，在 MHCC97H 细胞（p53� mutation）中，转入外

源性 miR-122 后，尽管 p53 蛋白无表达，但 Bax 蛋

白表达仍显著增加，同时肝癌细胞增殖受抑制，促

进细胞凋亡， 由此推测 miR-122 还可能通过其他

非依赖 p53 的通路调控 Bax 的表达从而诱导细胞

凋亡。 本次实验结果说明，miR-122 可通过依赖

p53 途径和非依赖 p53 途径促进肝癌细胞凋亡。

然而其具体的作用机制仍不清楚。 如：①miR-122

是直接或者间接通过相关靶基因调控 p53 的表达

仍不明确； ②非依赖 p53 途径中 miR-122 调控

Bax 的具体表达机制； ③ miR-122 还能否通过调

控其他凋亡基因。这些都有尚待于进一步深入研究

和探讨。
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