
《中国癌症杂志》2014年第24卷第6期

 CHINA ONCOLOGY 2014 Vol.24 No.6412

miR-148a对肝癌细胞株 
侵袭和迁移的抑制作用及机制
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　　［摘要］　背景与目的：原发性肝癌是肝细胞或肝内胆管上皮发生的恶性肿瘤,其复发和转移十分常见。

本实验以慢病毒介导miR-148a,感染人肝癌SMMC-7721细胞,观察其对SMMC-7721细胞侵袭和迁移能力的影响。方

法：选用SMMC-7721肝癌细胞株，进行miR-148a慢病毒载体的构建，筛选稳定表达miR-148a肝癌细胞株。RT-

PCR检测细胞中miR-148a的表达水平。划痕实验及Transwell侵袭实验检测细胞侵袭迁移能力。采用明胶酶谱

法测定MMP-2、MMP-9的活性。蛋白质印迹法(Western blot)检测MMP-2、MMP-9和EMT相关蛋白(E-cadherin、

vimentin)的表达情况。结果：RT-PCR结果显示，和对照组相比，LV-miR-148a肝癌细胞感染组表达miR-148a明

显增高，体外侵袭实验细胞划痕实验显示过表达miR-148a后SMMC-7721的侵袭和迁移能力明显下降。明胶酶谱

法结果显示过表达miR-148a的肝癌细胞，MMP-2和MMP-9降解明胶的能力下降(P<0.05)。过表达miR-148a同时能

降低肝癌细胞SMMC-7721中vimentin、MMP-2和MMP-9蛋白的表达，但并未影响E-cadherin的表达。结论：miR-

148a在体外能抑制肝癌细胞SMMC-7721的侵袭和迁移，其机制可能与下调MMP-2、MMP-9和vimentin的表达水平

有关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Primary liver cancer is the malignant tumor of liver cells or 
intrahepatic bile duct epithelium with familiar metastasis and postsurgical recurrence. The purpose of this study was to 
investigate the effects of miR-148a on the invasion and migration of hepatocellular carcinoma cells and the underlying 
mechanisms. Methods: The supernatant containing LV-miR-148a lentivirus particles was used to infect SMMC-
7721 cells. The expression of miR-148a was determined by RT-PCR. Wound healing assay and transwell assay were 
performed to detect the effects of miR-148a on the invasion of hepatocellular carcinoma cells. Gelatin zymography 
assay was used to detect the effects of miR-148a on the enzyme activities of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9). The expression of MMP-2, MMP-9, E-cadherin and vimentin proteins was 
detected by Western blot assay. Results: RT-PCR showed the expression of miR-148a was upregulated in the infected 
SMMC-7721 cells. Transwell assay and wound healing assay showed ectopic expression of miR-148a suppressed cell 
migration and invasion abilities. miR-148a overexpression led to the decrease of the enzyme activities of MMP-2 and 
MMP-9 (P<0.05). Western blot assay showed that the protein expression of MMP-2, MMP-9 and vimentin proteins 
was significantly decreased, the expression of E-cadherin had no changes. Conclusion: miR-148a is able to inhibit the 
migration and invasion of human SMMC-7721 cells in vitro, and the possible mechanisms may be related to decrease 
the enzyme activities of the MMP-2 and MMP-9 and the down regulation expression of MMP-2, MMP-9 and vimentin.
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　　原发性肝癌是肝细胞或肝内胆管上皮发生

的恶性肿瘤。尽管其治疗方法有了很大进步，

但其复发和转移仍十分常见［1］。因此，探索肝

癌侵袭转移机制，寻找新的临床治疗靶点，在

肝癌的治疗中具有重要意义。

　　有研究证实，肝癌组织中E-cadherin表达

降低、vimentin表达增高和肝癌的转移具有明

显的相关性［2］。microRNA表达谱芯片结果表

明miRNA-148a在肝癌伴转移组中表达显著下 

调［1］。本实验通过构建稳定表达miR-148a的肝

癌细胞株，探讨其对SMMC-7721侵袭和迁移能

力的影响。

1　材料和方法

1.1　试剂

　　RPMI-1640购自美国Gibco公司；胎牛血

清购自杭州四季青公司；反转录试剂盒、PCR

试剂盒购自TaKaRa公司；蛋白提取试剂盒、

ECL检测试剂盒、BCA蛋白含量检测试剂盒、

MMP-2抗体、MMP-9抗体购自南京凯基公司；

E-cadherin抗体、vimentin抗体购自Santa Cruz公

司； Transwell小室购自Millipore公司；GV-254-

LV购自上海吉凯公司。 

1.2　方法

1.2.1　慢病毒的构建

　 　 制 备 编 码 慢 病 毒 颗 粒 的 G V - 2 5 4 - L V -

miR-148重组载体、对照载体及两种辅助包装原

件载体质粒，分别进行高纯度无内毒素抽提，

进行共转染293T细胞，转染后8 h更换为完全培

养基，培养48 h后，收集富含慢病毒颗粒的细胞

上清液，对其浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩

液，在293T细胞中测定并标定病毒滴度。

1.2.2　慢病毒感染及半定量RT-PCR检测感染

效率

　　miR-148a病毒上清液和对照组(5 μL)分别

加入处于对数生长期的SMMC-7721肝癌细胞，

感染48 h后，荧光显微镜观察细胞状态和GFP表

达情况。收集生长状态良好的目的细胞，应用

TRIzol等提取RNA，并反转录成cDNA采用半定

量RT-PCR法检测miR-148a的表达情况。反应条

件：95 ℃ 5 min变性后，共进行40个循环扩增，

每1个循环包括95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s。

1.2.3　Transwell小室法检测细胞侵袭能力

　　在冰上向无血清培养基中加入人工基底

膜混匀，加入上室，放入37 ℃培养箱中温育 

4~5 h，然后消化细胞配成105/mL悬液，用无血

清培养基洗人工基底膜，把制好的细胞悬浮液

加入上室，下室中加入含10%血清的培养基，

37 ℃温育20~24 h，取出Transwell小室用PBS洗2

遍，5%戊二醛固定，加入苏木素染色，PBS洗

后拭去上室细胞，显微镜观察计数。

1.2.4　细胞划痕实验检测细胞迁移能力

　　将肝癌细胞接种于6孔板中，待细胞达到

80%~90%融合时，吸掉培养基并用PBS洗3次，

用10 μL枪头沿着培养板中央划一横线，加入

无血清培养基继续培养，分别在0、6、24、 

36 h时于倒置显微镜下观察细胞运动情况并拍照 

记录。

1.2.5　明胶酶谱法检测细胞MMP-2、MMP-9

的活性

　　提取对数期SMMC-7721肝癌细胞的蛋白，

经浓缩胶、分离胶100 V 1.5 h电泳，洗脱，漂

洗，37 ℃温育42 h，考马斯亮蓝染色、脱色，

出现蓝色背景的透明带，通过分析条带面积、

宽度和灰度值得出结果。

1.2.6　蛋白质印迹法(Western blot)检测细胞

MMP-2、MMP-9、E-cadherin和vimentin的 

表达

　　采用全蛋白提取试剂盒提取各组细胞蛋

白，并进行定量。按照每孔50 μg总蛋白进行

SDS-PAGE电泳，然后将蛋白转印到PVDF膜

上，用含5%脱脂奶粉的PBST封闭1 h，加入

1∶400稀释一抗4 ℃过夜，二抗37 ℃温育1 h，

Bio-Rad凝胶成像系统采集图像，Quantity one软

件进行灰度值分析，每组实验重复3次。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 17.0分析软件，实验数据以x±s
表示，数据采用独立样本t检验，P<0.01为差

异有显著统计学意义，P<0.05为差异有统计学 

意义。



414

2　结　　果

2.1　表达miR-148a慢病毒稳定细胞株的建立

　　慢病毒颗粒的GV-254-LV-miR-148重组

载体、对照载体及两种辅助包装原件载体质粒

共同转染293FT病毒包装细胞，48 h后收集富含

慢病毒颗粒的细胞上清液，对其浓缩后得到高

滴度的慢病毒浓缩液，进一步感染7721肝癌细

胞，经过嘌呤霉素筛选后获得7721稳定株，为

LV-miR-148a组和LV-miR-control组(图1、2)。

2.2　慢病毒感染后的肝癌细胞表达miR-148a

明显增高

　　肝癌细胞慢病毒感染组中miR-148a与U6条

带密度比值明显高于对照组中miR-148a与U6条

带密度比值，表明感染组中miR-148a表达明显

升高，说明感染后肝癌细胞miR-148a表达明显

增高，差异有统计学意义(P<0.01，图3)。

图 2　表达miR-148a慢病毒稳定细胞株的建立

Fig. 2    The pictures of SMMC-7721 infected with lentivirus

 A, B: LV-miR-control group; C, D: LV-miR-148a group.

图 1　目的质粒转染293T细胞图片

Fig. 1    The pictures of 293T cells infected with target plasmid

图 3　RT-PCR法检测miR-148a的表达

Fig. 3    The expression of U6 and miR-148a in LV-miR-control 

group and LV-miR-148a group

 1, 2: LV-miR-148a group; 3, 4, 5: LV-miR-control group.

2.3　肝癌细胞过表达miR-148a后，其迁移能

力明显下降

　　细胞划痕实验结果显示，在划痕6、24、 

3 6  h 后 感 染 组 划 痕 区 域 相 对 宽 度 分 别 为

85.78%、78.26%、68.12%，对照组划痕区域相

对宽度分别为80.23%、73.68%、40.05%。划痕

后36 h感染组细胞的两端距离与对照组相比明显

较宽，且差异有统计学意义(P<0.05，图4)。表

明肝癌细胞过表达miR-148a后，导致其迁移能

力明显下降。

2.4　肝癌细胞过表达miR-148a后，其侵袭能

力明显下降

　　侵袭实验结果显示，过表达miR-148a的肝

癌细胞侵袭能力明显低于对照组。穿越滤膜的

细胞的多少反映了细胞侵袭能力的高低。慢病

毒感染肝癌细胞组穿膜细胞数(18.30±2.10)个，

较LV-miR-control对照组(62.40±2.5)个明显减

少，差异有统计学意义(P<0.05，图5)，表明稳

定表达的miR-148a能够抑制7721细胞的侵袭 

能力。
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图 4　过表达miR-148a对7721肝癌细胞迁移能力的影响

Fig. 4    The effects of miR-148a on the migration capicity of 7721 cells

 A: Wound healing assay (inverted microscope imaging, ×100); B: Statistics of analysis of migration rate data in 7721 cells; P<0.05, compared 
with control group.

图 5　过表达miR-148a对7721肝癌细胞侵袭能力的影响

Fig. 5    The effects of miR-148a on the invasion ability of 7721 

cells

A: Transwell invasion assay (hematoxylin staining, ×100); B: Sta-
tistics of analysis of invasion  data in 7721 cells; P<0.05, compared 
with control group.

2.5　肝癌细胞过表达miR-148a后，MMP-2和

MMP-9降解明胶的能力下降

　　明胶酶谱结果显示，和LV-miR-control对照

组相比，MMP-2和MMP-9降解明胶的能力下降 

(图6)。

图 6　过表达miR-148a对7721肝癌细胞MMP-2和MMP-9活性

的影响

Fig. 6    The effects of miR-148a on the activity of MMP-2 and 

MMP-9 of 7721 cells

2.6　肝癌细胞过表达miR-148a后，其vimen-

tin、MMP-2和MMP-9的蛋白表达降低，但并

未影响E-Cadherin的表达

　　WB结果显示过表达miR-148a的肝癌细

胞vimentin、MMP-2和MMP-9的蛋白表达明

显低于对照组，但并未影响E-cadherin的表达 

(图7、8)。



416

3　讨　论

　　MiR-148a是近年来新发现的一种高度保守

的miRNA，前体序列位于人类第七号染色体短

臂1区5带，Budhu等［3］报道miR-148a在HCC下

调表达并且与HCC转移及生存率相关。Suzuki

等［4］也报道miR-148a在肝癌转移细胞系下调

表达。国内复旦大学肝癌研究所microRNA表

达谱芯片结果也证实miR-148a在肝癌组织低表

达，并且在高低转移潜能细胞系MHCC97H和

MHCC97L间表达差异有统计学意义［5］。miR-

148a与肝癌的发生、发展、预后密切相关，但

其在肝癌侵袭转移中的作用及分子机制尚不清

楚。本研究结果显示，过表达miR-148a能够明

显抑制SMMC-7721肝癌细胞的侵袭和迁移.

　　肿瘤细胞释放蛋白溶解酶、降解细胞外基

质是肿瘤侵袭和转移的重要环节。肿瘤细胞

分泌产生的基质金属蛋白酶以无活性的酶原形

式而存在，经锌离子参与的激活过程后能降解

细胞外基质中的各种蛋白成分，能够水解基底

膜和基质成分，在肿瘤侵袭转移中起关键性作

用。MMP-2、MMP-9是金属蛋白酶家族的成

员，其表达的增加有利于肿瘤细胞的生长、浸

润和转移［6-7］。本研究结果显示，过表达miR-

148a肝癌细胞SMMC-7721的MMP-2、MMP-9的

活性降低，表明miR-148a可能通过调节MMP-

2、MMP-9的表达，从而降低其活性，改变肿瘤

细胞体外侵袭能力。

　　肿瘤转移涉及多种调控机制，其中促进

肿瘤转移的重要机制之一就是上皮间质转化

(epithelial-mesenchymal transition，EMT)，EMT

在肿瘤的侵袭转移中具有重要的作用。EMT是

指上皮细胞在特定的情况下向间质细胞转分化

的现象，其主要的特征为上皮细胞黏附分子 

(如E-cadherin)表达的丧失，并获得间质细胞的

特性(成纤维细胞样的外形，vimentin的重新表 

达)。在肿瘤转移过程中，这种表型的转换允许

肿瘤细胞摆脱细胞-细胞间连接，使肿瘤细胞

更易于侵袭和转移［8-9］。Vimentin是细胞中间

丝的一种蛋白，多表达于间叶肿瘤中，研究证

实vimentin表达的增加有助于肿瘤的侵袭和转 

移［10］。本实验研究结果显示，过表达miR-

148a能降低SMMC-7721肝癌细胞中vimentin的

表达，但并未影响E-cadherin的表达。Brabletz 

等［10］研究发现，EMT在肿瘤的发展过程中可

能是一个瞬时的、可以被微环境调节逆转的

现象，在肿瘤发展的某个阶段并不一定能捕

捉到完全EMT现象。Shintani等［11］和Voulgari 

等［12］也分别报道培养中的肿瘤细胞发生不完

全EMT，发生不完全EMT的肿瘤细胞，其分子

标志物和细胞特征可发生不同程度的改变。实

验结果表明miR-148a抑制SMMC-7721肝癌细

胞侵袭和迁移的功能，部分可能是通过调控

vimentin的表达来完成。

　　综上所述，miR-148a的表达与肿瘤的侵

图 8　Western blot检测过表达miR-148a 后E-cadherin和

vimentin蛋白表达量的变化

Fig. 8    The expression of E-cadherin, vimentin proteins detected 

by Western blot

图 7　Western blot检测过表达miR-148a 后MMP-2、MMP-9

蛋白表达量的变化

Fig. 7    The expression of MMP-2, MMP-9 proteins detected by 

Western blot
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袭和迁移密切相关，可能通过调节vimentin、

MMP-2和MMP-9的表达，降低MMP-2和MMP-9

的活性，改变了肿瘤细胞体外侵袭和迁移能

力。另一方面，miR-148a可能通过调控转移相

关靶基因的表达而抑制肿瘤细胞的侵袭和迁移

能力，关于此方面机制，还有待深入研究。进

一步明确miR-148a在肝癌侵袭转移中的分子机

制，从而为肝癌的治疗提供实验依据。
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《肿瘤影像学》杂志2014年征订启事
　　《肿瘤影像学》杂志自1992年创刊以来深受医学界赞颂，1998年经国家科委、中央新闻出版总

署批准为国内外公开发行正式期刊，刊号：ISSN 1008-617X，CN31-1793/R。杂志由优质铜版纸印

制，大16开，80页，暂定为季刊。被中国学术期刊综合评价数据库、中国核心期刊（遴选）数据

库、中国期刊全文数据库等收录。主要报道医学影像领域中科研成果、临床应用、综述、病例报

告、讲座及与理工结合的有关论文等。

　　《肿瘤影像学》坚持学术性与科学性，信息量大具有临床实用价值。是医院图书馆、影像科室

及高等院校的学术刊物，是临床医学影像医务人员晋升中、高级职称的重要论文发表园地。欢迎各

医学院校、医学图书馆、影像科室及个人向当地邮局订阅。

　　本刊季末出版，邮发代号4-653，暂定价每期10元，每年共40元整。
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