
 第 25 卷 第 7 期
  2016 年 7 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.25　No.7
Jul. 　2016

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com991

microRNA-616 在肝癌中的表达及临床意义

张立 1，张迪 1，李孝彬 2，王炜 2，贺赛 3，李杰 1，刘阳 1，孙学军 2

（1. 西安交通大学第二附属医院 普通外科，陕西 西安 710004；2. 西安交通大学第一附属医院 普通外科，陕西 西安

710061；3. 陕西省肿瘤医院 乳腺科，陕西 西安 710061）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 microRNA-616（miR-616）在肝细胞癌（HCC）中的表达及临床意义。

方法：应用实时定量 PCR 检测 80 例 HCC 患者的肿瘤组织与癌旁组织标本，以及正常肝细胞与不同分

化程度的 HCC 细胞 miR-616 表达；分析 miR-616 表达与 HCC 患者临床病理因素及预后的关系；观察

HCC 细胞过表达或抑制 miR-616 表达后侵袭及转移能力的变化。

结果：与癌旁组织比较，HCC 组织中 miR-616 的表达明显升高，且复发患者明显高于非复发患者，有

转移患者明显高于无转移患者（均 P<0.05）；所有 HCC 细胞株的 miR-616 表达均明显高于正常肝细

胞，且在高侵袭性 HCC 细胞株中的表达明显高于低侵袭性 HCC 细胞株（均 P<0.05）；miR-616 表达

与 HCC 患者是否存在门静脉癌栓、Edmondson-Steiner 分级、TNM 分期有关（均 P<0.05）；miR-616

表达是影响 HCC 患者生存的独立危险因素（P<0.05），miR-616 高表达患者的总生存率和无病生存率

均明显低于 miR-616 低表达患者（均 P<0.05）。HCC 细胞过表达 miR-616 后侵袭迁移能力明显增强，

miR-616 表达抑制后侵袭迁移能力明显减弱（均 P<0.05）。

结论：miR-616 在 HCC 中表达升高，且 miR-616 高表达与 HCC 不良预后密切相关。
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Abstract Objective: To investigate the microRNA-616(miR-616) expression in hepatocellular carcinoma (HCC) and its 

clinical significance. 

Methods: The miR-616 expressions in specimens of HCC and adjacent non-tumorous tissue from 80 HCC 

patients, as well as in normal hepatic cells and different HCC cell lines were determined by real-time PCR. The 

relations of miR-616 expression with pathologic factors and prognosis of HCC patients were analyzed and the changes 
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肝细胞癌（hepatoceiiuiar carcinoma，HCC）

是 最 常 见 的 人 类 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 居 全 球 肿 瘤 病 死

率的第三位[1]。虽然在HCC治疗研究方面取得了显

着的成就[2]，HCC患者的长期预后仍然较差，特别

是在肿瘤中晚期，5年生存率低于10% [3]。局部和

全身转移是晚期 HC C 患者生存期不理想的重要原

因[4]。阐明HCC转移的分子机制，对于确定新的治

疗靶点和改善肝癌患者预后有重要的作用。

m i c r o R N A （ m i R N A ） 是 一 组 短 链 的 非 编 码

R N A ， 通 过 结 合 目 的 m R N A 的 3 ' 非 翻 译 区 （ 3 ' -

UTR），来抑制蛋白翻译或降解目的mRNA [5-6]，

在转录后水平调控基因表达。大量研究 [7-9]表明，

m i R N A 参 与 多 种 细 胞 活 动 包 括 增 殖 ， 凋 亡 ， 分

化 和 运 动 。 在 人 类 恶 性 肿 瘤 中 ， m i R N A 的 异 常

表达和功能扮演着重要角色 [10-12]。此外，miRNA

现 已 成 为 有 前 途 的 诊 断 和 预 后 标 志 物 和 人 类 癌 症

的有吸引力的治疗靶点 [13-14]。在众多miRNA中，

microRNA -616（miR -616）被发现是一种新的肿

瘤相关miRNA，研究显示，miR-616在胃癌组织中

过表达 [15]，在肺癌 [16]，前列腺癌 [17]的研究中也发

现miR-616在患者的血清中明显升高，此外在非雄

激素依赖型前列腺癌患者中miR-616对于TFPI-2的

表达有上调作用[17]，然而，miR-616在HCC组织中

的表达情况及临床意义，以及HC C 细胞中的潜在

作 用 机 制 ， 目 前 尚 未 明 确 报 道 。 本 研 究 通 过 检 测

miR-616在HCC组织，癌旁组织以及不同转移特性

的HCC细胞系[18]的表达，初步探讨HCC中miR-616

的表达与患者临床病理因素和预后的相关性。

1　材料与方法

1.1  人体组织标本

收集2006年1月—2009年12月于西安交大第

一、二附属医院80例连续HCC患者的成对癌组织

和癌旁组织（距癌组织2 cm），患者接受手术切

除前未接受任何抗肿瘤治疗。所有标本均分别保存

于液氮及40 g/L甲醛固定，后常规石蜡包埋，切片

保存。其中，男59例，女21例；≥50岁46例，<50岁 

34例；HBV感染阴性者28例，阳性者52例；合并

肝硬化者47例，无肝硬化者33例；肿瘤直径<5 cm

者34例，≥5 cm者46例；单个肿瘤患者为44例，

多 于 1 个 肿 瘤 者 3 6 例 ； 肿 瘤 浸 润 静 脉 者 2 3 例 ， 无

静 脉 浸 润 者 5 7 例 ； E d m o n d s o n - S t e i n e r 病 理 分 级 

I+II级为60例，III+IV为20例；采用美国癌症联合

委员会（AJCC）制定的第7版肝癌TNM分期：I期

28例，II期30例，III期8例，IV期14例。本实验与

所 有 患 者 或 家 属 进 行 充 分 沟 通 并 签 署 试 验 知 情 同

意 书 ， 临 床 数 据 经 西 安 交 通 大 学 伦 理 委 员 会 批 准

并 严 格 遵 照 《 赫 尔 辛 斯 基 宣 言 》 医 学 伦 理 道 德 准

则实施。

1.2  细胞株及细胞培养

6 种 H C C 细 胞 株 H e p 3 B 、 H e p G 2 、 H u h 7 、

in invasion and metastatic abilities in HCC cells after miR-616 overexpression or inhibition were observed.

Results: The miR-616 expression in HCC tissue was significantly elevated compared with adjacent non-

tumorous liver tissue, and further, in recurrent cases was significantly higher than that in non-recurrent cases and 

in cases with metastasis was significantly higher than that in cases without metastasis(all P<0.05). The miR-616 

expressions were significantly increased in all HCC cell lines compared with normal hepatic cells, which in highly 

invasive HCC cells were significantly higher than those in lowly invasive HCC cells (all P<0.05). The miR-616 

expression was significantly associated with the presence or absence of portal vein tumor thrombus, Edmondson-

Steiner grade and TNM stage of HCC patients (all P<0.05), and both overall survival and disease-free survival 

in HCC patients with high miR-616 expression were significantly lower than those in patients with low miR-616 

expression(both P<0.05). The invasive and metastatic abilities in HCC cells were significantly increased after 

miR-616 overexpression and were significantly reduced after miR-616 inhibition (all P<0.05). 

Conclusion: MiR-616 expression is increased in HCC, and the high miR-616 expression level is closely associated 

with poor prognosis.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; MicroRNAs; Prognosis

CLC number: R735.7
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MHCC97L、HCCLM3、MHCC97H及人正常肝细

胞株L02（购自中国科学院上海细胞库）。均培养

于DMEM培养基（含10%胎牛血清，100 U/mL青

霉素和100 μg/mL链霉素，购自HyClone）中。将

对数生长的细胞悬液均匀地分布于25 cm×25 cm

细胞培养瓶中，细胞密度为5×10 4个/mL，每周传

代2次，置于5%CO2，37 ℃的孵箱中培养。

1.3  实时定量 PCR（qPCR）分析

利用TRIzol（购自Life Technologies）从HCC

组织或细胞提取总RNA。使用TaqMan microRNA

逆 转 录 试 剂 盒 （ 购 自 A p p l i e d  B i o s y s t e m s ） 对 

miR-616进行定量PCR扩增，U6作为内对照。结束

后在CFX Manage软件（美国Bio-Rad）上分析，采

用2-ΔCt方法计算相对表达量。

1.4  细胞转染

m i R - 6 1 6 表 达 载 体 （ H m i R 0 1 8 6 - M R 0 4 ） ，

m i R - 6 1 6 对 照 载 体 （ C m i R 0 0 0 1 - M R 0 4 ） ， 

miR -616抑制物（HmiR -AN0721 -AM03）和相应

的阴性对照质粒（CmiR -AN0001 -AM03）购自中

国GeneCopoe ia公司（广州）。用Lipo fec tamine 

2000（购自美国Invitrogen）按照说明书将上述载

体转染HCC细胞并进行相关检测。

1.5  Transwell 侵袭和迁移实验

Transwel l（购自美国Mill ipore）上室为聚碳

酸酯膜（直径6.5 mm），其间富含大量的8 μm小

孔 。 侵 袭 实 验 在 上 室 加 入 稀 释 后 的 M a t r i g e l （ 购

自美国Becton -Dickinson  Labware）3.9  μg /μL，

60~80 μL，置37 ℃、30 min使Matrigel聚合成凝

胶 ， 模 仿 细 胞 外 基 质 ， 细 胞 要 把 基 质 消 化 后 才 可

以 向 下 室 移 动 ； 迁 移 实 验 不 加 基 质 胶 ， 细 胞 直 接

穿 过 聚 碳 酸 酯 膜 小 孔 。 在 上 室 孔 中 准 确 加 入 细 胞

5×104个/孔，在相同细胞条件（5%CO2，37 ℃）

和培养时间（24 h）下，待培养时间结束后，弃

去 上 室 下 室 培 养 基 ， 计 数 黏 附 在 聚 碳 酸 酯 膜 下 室

面 的 细 胞 量 ， 7 5 % 酒 精 固 定 3 0  m i n ， 0 . 1 % 结 晶

紫 染 色 1 5  m i n ， P B S 冲 洗 干 净 后 在 倒 置 显 微 镜 下

（100×）直接观察穿过膜的细胞数并拍照。

1.6  随访

所有患者术后进行5年定期随访，开始时间为

接受手术的时间，截止日期为2014年12月31日。

采用门诊随访及电话随访，平均每3个月1次，总

生 存 期 终 止 时 间 为 最 后 一 次 随 访 时 间 ， 或 死 亡 时

间 ； 无 病 生 存 期 终 止 时 间 为 疾 病 复 发 或 末 次 随 访

时间。

1.7  统计学处理

统计学分析采用SPSS 18.0统计软件进行。数

据用均数±标准差（ x ± s ）表示。采用 t 检验，方

差分析，Pearson χ2检验，Kaplan-Meier分析，及

Cox多因素生存分析。可信区间为95%，P<0.05为

差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-616 的表达情况

随机选取40对HCC组织中，与对应的癌旁组

织相比，miR-616在HCC组织中的表达水平明显升

高（P <0.05）（图1A）。在HCC复发的病例中， 

miR-616表达水平明显高于非复发患者（P<0.01）

（图1B）。此外，HCC有转移较无转移者，miR-616

有明显的增高（P<0.05）（图1C）。

正 常 肝 细 胞 株 （ L 0 2 ） 和 6 种 类 型 的 H C C 细

胞 株 （ H e p 3 B 、 H e p G 2 、 H u h 7 、 M H C C 9 7 L 、

HCCLM3和MHCC97H）相比，所有的HCC细胞株

的miR-616表达水平均明显高于L02（均P<0.05）

（ 图 1 D ） 。 并 且 与 H C C L M 3 和 M H C C 9 7 H 两 种 高

转 移 性 H C C 细 胞 株 相 比 ， 低 转 移 性 H C C 细 胞 株

Hep3B、HepG2、Huh7、MHCC97L的miR-616的

表达相对较低（均P<0.05）（图1D）。

2.2  miR-616 表达与 HCC 患者的临床病理特征

及预后关系

以80例HCC患者miR-616中值水平为临界值，

将80例HCC患者分为miR -616低表达组（ n = 40）

或 高 表 达 组 （ n = 4 0 ） 。 m i R - 6 1 6 在 H C C 组 织 中

的 表 达 与 患 者 性 别 、 年 龄 、 H B V 感 染 、 是 否 存

在 肝 硬 化 、 肿 瘤 直 径 和 肿 瘤 数 量 等 因 素 无 关 ，

其 高 表 达 与 H C C 组 织 中 是 否 存 在 门 静 脉 癌 栓 、

Edmondson-Steiner分级高低、TNM分期高低有关

（均P<0.05）（表1）。

影响HCC患者5年总生存率和无病生存率的多

因素分析结果表明：在HCC患者miR-616的表达、

静脉浸润（ P = 0.026）、Edmondson -Ste iner分级

（P =0.001）和TNM分期（P <0.001）均与HCC的

生存时间有关（表2），此外，利用Kaplan -Meier

分析进行评价miR-616在肝癌中的预后价值可知，

miR-616高表达患者总生存率与无病生存率降低均明

显低于miR-616低表达患者（均P<0.05）（图2）。
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表 2　影响 HCC 患者 5 年总生存率和无病生存率的多因素分析
Table 2　Multivariate analysis of factors affecting the 5-year overall survival and disease-free survival of HCC patients

变量
总生存期 无病生存期

HR 95% CI P HR 95% CI P
miR-616 1.808 1.044~3.134 0.035 1.724 1.014~2.932 0.044
静脉浸润 1.941 1.012~3.725 0.046 2.164 1.132~4.139 0.020
Edmondson-Steiner 分级 1.717 1.018~2.897 0.043 1.730 1.019~2.939 0.042
TNM 分期 2.294 1.126~4.671 0.022 2.116 1.040~4.303 0.038
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图 1　 miR-616 表达检测结果　　A-C：HCC 组织与癌旁组织以及不同 HCC 组织间 miR-616 表达量比较；D：不同 HCC 细胞

系与肝正常细胞系 miR-616 表达量比较　　注：1）P<0.05
Figure 1　Measurement of miR-616 expression　　A–C:  Comparison of miR-616 expression levels between HCC tissue and adjacent tissue 

or between different HCC tissues; D: Comparison of miR-616 expression levels among different HCC cell lines and normal hepatic cell 
line　　Note: 1) P<0.05
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表 1　miR-616 表达与 HCC 患者临床病理因素的关系 [n（%）]
Table 1　Relations of miR-616 expression with clinicopathologic factors of HCC patients [n (%)]

因素 n miR-616 P 因素 n miR-616 P
高表达 低表达 高表达 低表达

性别 肿瘤数量（个）
　男 59 31（77.5） 28（70.0）

0.446
　1 44 24（60.0） 20（50.0）

0.369
　女 21 9（22.5） 12（30.0） 　＞ 1 36 16（40.0） 20（50.0）
年龄（岁） 门静脉癌栓
　＜ 50 34 18（45.0） 16（40.0）

0.651
　阴性 57 24（60.0） 33（82.5）

0.026
　≥ 50 46 22（55.0） 24（60.0） 　阳性 23 16（40.0） 7（17.5）
HBV 感染 Edmondson-Steiner 分级
　阳性 28 15（37.5） 13（32.5）

0.639
　I+II 60 25（62.5） 35（87.5）

0.001
　阴性 52 25（62.5） 27（67.5） 　III+IV 20 15（37.5） 5（12.5）
肝硬化 TNM 分期
　阴性 33 18（45.0） 15（37.5）

0.469
　I+II 58 22（55.0） 36（90.0）

<0.001
　阳性 47 22（55.0） 25（62.5） 　III+IV 22 18（45.0） 4（10.0）
肿瘤直径（cm）
　＜ 5 34 19（47.5） 15（37.5）

0.366
　≥ 5 46 21（52.5） 25（62.5）
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2.3  miR-616 对 HCC 细胞迁移和侵袭的影响

将 外 源 性 m i R - 6 1 6 转 染 入 H e p 3 B 细 胞 ， 通 过

qPCR检测，可见到miR-616的表达较转染前明显升

高（P<0.05）（图3A）。在功能上，通过Transwell

实验表明，过表达miR-616的Hep3B细胞，迁移和

侵袭能力明显增加（均P <0.05）（图3B）。相 比

之下，利用miR -616抑制剂明显下调MHCC97H细

胞中miR -616的表达水平（ P < 0 .05）（图3C），

导 致 M H C C 9 7 H 细 胞 迁 移 和 侵 袭 能 力 明 显 降 低

（P<0.01）（图3D）。

0            12            24            36            48           60
术后生存时间（月）

100

80

60

40

20

0

总
生

存
率

（
%

）

低表达
高表达
P<0.01

0            12            24            36            48           60
术后生存时间（月）

100

80

60

40

20

0

无
病

生
存

率
（

%
）

低表达
高表达
P<0.01

图 2　不同 miR-616 表达量 HCC 患者生存情况比较　　A：总生存率；B：无病生存率
Figure 2　Comparison of survival conditions between HCC patients with different miR-616 expression levels　　A: Overall survival rate;  

B: Disease-free survival rate
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Figure 3　Determination of migration and invasion ability in HCC cells　　A, B: Influence of miR-616 overexpression on migration and 

invasion ability of Hep3B cells; C, D:Influence of miR-616 inhibition on migration and invasion ability of MHCC97H cells　　Note:  
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3　讨　论

m i R N A 由 由 高 等 真 核 生 物 基 因 组 编 码 ， 与

靶基因mRNA不完全互补的mi RNA在蛋白质翻译

之 前 抑 制 其 表 达 。 通 过 和 靶 基 因 m R N A 碱 基 配 对

引导沉默复合体（RISC）降解mRNA或阻碍其翻

译 。 其 出 现 的 组 织 特 异 性 和 时 序 性 ， 决 定 组 织 和

细胞的功能特异性，表明miRNA在细胞生长和发

育过程中起多种调节作用。每个miRNA可以有多

个 靶 基 因 ， 而 几 个 m i R N A 也 可 以 调 节 同 一 个 基

因 。 这 种 复 杂 的 调 节 网 络 随 着 m i R N A 调 控 基 因

表 达 研 究 的 逐 步 深 入 ， 将 帮 助 理 解 肿 瘤 复 杂 的 基

因表达调控网络 [19]。miRNA所起的作用类似于抑

癌基因和癌基因的功能，有研究 [20]将miRNA命名

为“oncomi r s”。miRNA芯片分析显示在同一种

肿 瘤 中 可 能 会 有 多 种 m i R N A 表 达 的 异 常 ， 这 些

miRNA被认为是描述肿瘤组织或作为患者预后的

标志物[15]。

HCC的发生和发展过程中的一个复杂的过程，

包括各种分子和众多的信号转导通路参与[21-22]。新

的研究证实miRNAs的异常表达和功能在这个过程

中 发 挥 了 关 键 作 用 [ 2 3 - 2 4 ]。 m i R - 6 1 6 在 胃 癌 [ 1 5 ]， 肺 

癌 [16]和前列腺癌 [17]中的异常表达，被认为是一种

新的肿瘤相关miRNA。

本研究初步研究了HCC临床标本中的miR-616

表达情况。在与邻近的非肿瘤组织相比，miR-616

的表达水平在HC C 组织显著升高。此外，复发转

移的患者比无复发和转移miR-616水平明显升高。

临床分析进一步表明，miR-616表达水平升高与不

良临床特征有关，包括静脉浸润，高Edmondson -
Steiner分级、TNM分期。更为重要的是，Kaplan-

M e i e r 分 析 显 示 ， m i R - 6 1 6 表 达 升 高 与 H C C 患 者

的 总 生 存 率 和 无 病 生 存 率 下 降 具 有 关 ； 此 外 ， 在

H C C 细 胞 株 m i R - 6 1 6 表 达 水 平 ， 特 别 是 在 那 些 具

有高转移能力细胞株（HCCLM3和MHCC97H），

显著高于肝细胞L02。过表达miR-616的Hep3B细

胞，迁移和侵袭能力明显增加。下调MHCC97H细

胞中miR -616的表达水平时，MHCC97H细胞迁移

和侵袭能力明显降低。以上可以表明，在HC C 细

胞中，miR-616可以增强肿瘤的侵袭能力。

以 往 研 究 证 明 m i R - 6 1 6 在 前 列 腺 癌 可 作 为 肿

瘤启动子，通过过表达miR-616可能下调TFPI-2，

促 进 肿 瘤 的 生 长 ， 在 m i r - 6 1 6 过 表 达 的 细 胞 中 转

染TFPI -2，可成功地抑制肿瘤细胞的生长能力，

恢复细胞对雄激素的依赖 [17]。以至于推测在miR -
6 1 6 在 H C C 的 进 展 的 生 物 学 机 制 中 扮 演 者 重 要 的

角 色 ， m i R - 6 1 6 参 与 肝 癌 的 发 生 机 制 需 要 更 多 实

验 来 验 证 。 通 过 生 物 信 息 学 分 析 ， 磷 酸 酶 和 张 力

蛋白同源物（phosphatase  and tensin  homolog，

PTEN），可作为miR -616直接下游靶点 [25-26]，在

研究进一步的miR-616在HCC的发生机制时，可通

过 免 疫 印 迹 ， 荧 光 素 酶 报 告 基 因 和 免 疫 组 织 化 学

检测PTEN来实现。

总之，这些结果表明，miR-616是HCC的发生

和发展的重要参与者，并可作为HC C 患者的预后

标 志 物 ， 有 助 于 指 导 临 床 进 行 个 体 化 肿 瘤 治 疗 和

监控。
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