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miR-125a-5p转染对肝癌细胞增殖、侵袭、迁移的影响及相关机制研究 *

郭婧芸 张 征△ 袁 琦 方 圆 廖金卯
（湖南省人民医院（湖南师范大学附属第一医院）肝病内科 湖南长沙 410000）

摘要 目的：探究 miR-125a-5p转染对肝癌细胞增殖、侵袭、迁移的影响及相关机制。方法：将肝癌细胞分为对照组、下调组和上调

组，并通过细胞转染建立稳定转染的下调组和上调组。MMT法检测细胞增殖能力，流式细胞仪检测细胞凋亡能力，Transwell小室

实验检测细胞侵袭能力，细胞划痕实验检测细胞迁移能力，Western blot法检测 P13K/Akt通路中 AKT、Bax、Bcl-2、P13K、P-AKT

蛋白表达量。结果：与上调组相比，下调组 24、48、72 h细胞增殖率，细胞侵袭、迁移细胞数，AKT、Bcl-2、P13K、P-AKT蛋白表达量

显著降低，具有统计学差异（29.67± 9.87 vs 17.34± 5.71，t=5.192，P＜0.05、34.75± 11.56 vs 15.17± 5.04，t=7.365，P＜0.05、38.48±

12.81 vs 12.51 ± 4.13，t=9.153，P＜0.05，72.53± 24.17 vs 36.28± 12.07，t=6.365，P＜0.05、86.51± 28.75 vs 46.28± 15.32，t=5.858，

P＜0.05，1.26± 0.41 vs 0.81± 0.26，t=4.397，P＜0.05、1.35± 0.44 vs 0.76± 0.24，t=5.584，P＜0.05、1.48± 0.46 vs 0.79± 0.26，t=6.194，

P＜0.05、1.22± 0.39 vs 0.73± 0.24，t=5.584，P＜0.05）；与上调组相比，下调组 24、48、72h细胞凋亡率，Bax蛋白表达量显著升高，具

有统计学差异（17.62± 5.84 vs 29.31± 9.75，t=4.879，P＜0.05、14.97 ± 4.65 vs 34.19 ± 11.36，t=7.427，P＜0.05、11.26± 3.74 vs

38.62± 12.86，t=9.690，P＜0.05，0.75± 0.24 vs 1.33± 0.43，t=5.587，P＜0.05）。结论：下调 miR-125a-5p 的表达，可通过作用于

P13K/Akt通路，调控 AKT、Bax、Bcl-2、P13K、P-AKT蛋白表达量，进而起到抑制肝癌细胞增殖、促进肝癌细胞凋亡以及抑制肝癌

细胞的侵袭、迁移能力。
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Study on the Effect of miR-125a-5p Transfection on the Proliferation,
Invasion and Migration of Hepatoma Cells*

To explore the effect of miR-125a-5p transfection on the proliferation, invasion and migration of hepatoma

cells. Liver cancer cells were divided into control group, down-regulation group and up-regulation group, and stable down-reg-

ulation group and up-regulation group were established by cell transfection. Cell proliferation was detected by MMT, apoptosis was de-

tected by flow cytometry, cell invasion was detected by Transwell chamber test, cell migration was detected by cell scratch test, and pro-

tein expression of Akt, Bax, Bcl-2, P13K and p-Akt in P13K / Akt pathway was detected by Western blot. Compared with the

up-regulated group, the down-regulated group had significantly lower cell proliferation rates at 24, 48 and 72 h, cell invasion and cell mi-

gration, and the expression levels of AKT, bcl-2, P13K and p-akt were significantly lower in the down-regulated group (29.67± 9.87 vs

17.34± 5.71, t=5.192, P<0.05, 34.75± 11.56 vs 15.17± 5.04, t=7.365, P<0.05, 38.48± 12.81 vs 12.51 ± 4.13, t=9.153, P<0.05). 72.53±
24.17 vs 36.28± 12.07, t=6.365, P<0.05, 86.51± 28.75 vs 46.28± 15.32, t=5.858, P<0.05, 1.26± 0.41 vs 0.81± 0.26, t=4.397, P< 0.05,
1.35± 0.44 vs 0.76± 0.24, t=5.584, P<0.05, 1.48± 0.46 vs 0.79± 0.26, t=6.194, P<0.05, 1.22± 0.39 vs 0.73± 0.24, t=5.584, P<0.05);
Compared with the up-regulated group, the apoptosis rate of 24, 48, and 72h cells in the down-regulated group was significantly in-

creased, with statistically significant differences (17.62± 5.84 vs 29.31± 9.75, t=4.879, P<0.05, 14.97± 4.65 vs 34.19± 11.36, t=7.427,

P<0.05, 11.26± 3.74 vs 38.62± 12.86, t=9.690, P<0.05, 0.75± 0.24 vs 1.33± 0.43, t=5.587, P<0.05). The down-regulation

of mir-125a-5p can regulate the expression of Akt, Bax, Bcl-2, P13K and p-Akt protein by acting on P13K / Akt pathway, and then inhib-

it the proliferation, apoptosis, invasion and migration of hepatoma cells.
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前言

肝癌是常见的威胁人类健康的恶性肿瘤之一，具有隐匿

性、复发率较高、侵袭性较强等特征，在临床治疗中极具难度，

且此肿瘤无法彻底根除[1]。有研究显示[2,3]，miRNA在基因沉默

和转录后起调控作用，miRNA在肝癌中表达具有特异性，多项

研究均证实 miRNA的特异表达与肝癌的发生发展、侵袭转移

有密切关联，且在肝细胞癌变的早期时 miRNA的表达就已发

生异常，但它们在肝癌发生发展中的作用机制并未明确[4]。有研

究显示 [5,6]，miR-125a在肝癌组织中水平显著低于癌旁组织，且

调控 miR-125a可有效抑制肝癌细胞增殖、促进细胞凋亡并阻

滞 G0/G1期细胞的发展，在肝癌的发生发展过程起到抑癌基

因的作用。但是目前对于 miR-29a在肝癌中的生物学研究尚不

足。本研究通过改变 miR-125a-5p在肝癌细胞中的表达水平，

进一步观察对肝癌细胞生物学特性的影响，并简单阐述

miR-125a-5p在肝癌的发生发展中所起的作用，为深入了解肝

癌发生发展的分子机制及寻找新的分子靶向治疗靶点奠定理

论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

研究细胞：肝癌细胞购于上海康朗生物科技有限公司；本

研究获得我院伦理委员会批准。

主要试剂：胎牛血清购于上海源叶生物科技有限公司；

DMEM培养基购于上海博湖生物科技有限公司；双抗购于北

京泽平科技有限责任公司；p-Genesil-NC、p-Genesil-miR-125a

购于厦门研科生物技术有限公司；PBS缓冲液购于江西江蓝纯

生物试剂有限公司；MTT试剂盒购于上海晶抗生物工程有限

公司；信号通路抗体购于北京百奥莱博科技有限公司，本研究

获得我院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染 将肝癌细胞放入含 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素的 DMEM培养基中并将其放置于 37℃、5%

CO2恒温密闭细胞培养箱进行过夜培养，每 2-3天更换一次培

养液，当融合度达到 80%以上时用胰蛋白酶消化传代进行后续

实验。取对数生长期细胞进行实验并根据实验设计分为对照

组、下调组和上调组，其中对照组细胞不做处理，而下调组、上

调组细胞分别转染 p-Genesil-NC和 p-Genesil-miR-125a。

1.2.2 各组细胞不同时间点增殖能力评价 采用 MMT法检

测细胞增殖能力，将培养后的细胞制成细胞悬液并接种于 96

孔培养板中，将 90 滋L细胞悬液分别加入到各孔中，每个细胞
组分别设置 5个复孔，加入 10滋L培养液进行细胞培养。在 24h、

48 h、72 h分别观察培养细胞，待 3组细胞培养到相同时间后，

在每孔中加入 20 滋L MTT继续孵育 4 h后并收取孔上的上清

液，再加入 150 滋L DMSO于孔内摇晃 10 s，采用酶标仪测定细

胞组 OD值，按照肿瘤细胞增殖率 =（细胞组 OD值 /参照值-1）

× 100%的计算公式，相应计算各组细胞增值率。

1.2.3 各组细胞不同时间点凋亡能力评价 采用流式细胞仪

检测细胞凋亡能力。将细胞传代至 5孔板之中，将细胞放置在

37℃、5%CO2的环境中培养并加入 0.25%胰蛋白酶消化，以

2000 r/min离心 5 min后加入 PBS缓冲液进行 2次的清洗，再

次离心并收取细胞，加入 1 mL PI染液，在常温避光环境下放

置 1 h，使用特异荧光进行标记，在高速流动期间会发射出光

子，严格按照流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.2.4 各组细胞侵袭、迁移能力评价 采用 Transwell小室实

验检测细胞侵袭能力，每组选 3个复孔，先使用胰酶消化细胞

再使用 PBS缓冲液进行 1~2次的清洗，采用 10 g/L的 BSA重

悬细胞并将细胞密度调整至为 1× 105个 / mL，在 Transwell小

室中加入 150 滋L细胞悬液培养 24h后使用乙醇固定 5 min，再

使用结晶紫溶液染色，用外科尖刀片将膜切下后放在玻片上用

中性树胶片长期保存，镜下计数并拍照，随机选取 3个不同的

视野计数并取平均值；采用细胞划痕实验检测细胞迁移能力，

将细胞接种到 18孔板中，待细胞增长到 90%时，使用 100 滋L
的枪头,垂直划出 3条直线。之后使用 PBS缓冲液进行 2~3次

的清洗，分别在各组板孔中加入 0.5%血清培养基，观察 24 h

后，使用倒置显微镜观察各组细胞迁移变化。

1.2.5 P13K/Akt通路相关蛋白表达量评价 采用Western blot

法检测 P13K/Akt通路中相关蛋白表达量，将采集到的样本研

磨加入蛋白缓冲液，提取常规蛋白并使用 BCA法对其进行定

量分析。50 滋g蛋白样本上样后通过 SDS-PAGE电泳的蛋白电

转到 PVDF膜中，加入脱脂奶粉封闭 1 h，洗涤蛋白加入一抗于

3℃环境过夜保存，次日加入二抗于温床孵育 1 h后洗涤蛋白

并加入发光液，曝光 3~4次，取重叠值。采用软件分析蛋白条带

灰度值，内参蛋白为 GAPDH。

1.3 统计学处理

每组实验重复 5次，采用 SPSS19.0统计软件包进行统计

分析处理。计量资料采用（x± s）描述，多组间比较采用 F检验，

两组间比较采用 t检验；计数资料采用%描述，P＜0.05具有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组细胞不同时间点增殖能力比较

如表 1所示，下调组 24、48、72 h细胞增殖率低于对照组，

上调组 24、48、72 h细胞增殖率高于对照组，具有统计学差异

（P＜0.05）；下调组 24、48、72 h细胞增殖率低于上调组，具有统

计学差异（P＜0.05）。

2.2 各组细胞不同时间点凋亡能力比较

如表 2、图 1所示，下调组 24、48、72h 细胞凋亡率高于对

照组，上调组 24、48、72h细胞凋亡率低于对照组，具有统计学

差异（P＜0.05）；下调组 24、48、72h细胞凋亡率高于上调组，具

有统计学差异（P＜0.05）。

2.3 各组细胞侵袭、迁移能力对比

如表 3、图 2、图 3所示，下调组细胞侵袭、迁移细胞数均低

于对照组，上调组细胞侵袭、迁移细胞数均高于对照组，具有统

计学差异（P＜0.05）；下调组细胞侵袭、迁移细胞数均低于上调

组，具有统计学差异（P＜0.05）。

2.4 P13K/Akt通路相关蛋白表达量比较

如表 4、图 3所示，下调组 AKT、Bcl-2、P13K、P-AKT蛋白

表达量低于对照组，Bax蛋白表达量高于对照组，上调组 AKT、

Bcl-2、P13K、P-AKT蛋白表达量高于对照组，Bax蛋白表达量
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Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the upregulation group, bP＜0.05.

Fig.1 Apoptosis ability of hepatoma cells in each group

低于对照组，具有统计学差异（P＜0.05）；下调组 AKT、Bcl-2、

P13K、P-AKT蛋白表达量低于上调组，Bax蛋白表达量高于上

调组，具有统计学差异（P＜0.05）。

Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the upregulation group, bP＜0.05.

表 1 各组细胞不同时间点增殖能力比较[（x± s），%]
Table 1 Comparison of cell proliferation ability at different time points in each group[（x± s）, %]

Groups
Proliferation rate

24 h 48 h 72 h

Control group 19.54± 6.49 22.65± 7.54 25.27± 8.39

Upregulation group 29.67± 9.87a 34.75± 11.56a 38.48± 12.81a

Downregulation group 17.34± 5.71ab 15.17± 5.04ab 12.51 ± 4.13ab

F 5.192 7.365 9.153

P ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

表 2 各组细胞不同时间点凋亡能力比较[（x± s），%]
Table 2 Comparison of apoptosis ability of cells in different groups at different time points[（x± s）, %]

Groups
Apoptosis rate

24 h 48 h 72 h

Control group 21.48± 7.15 23.69± 7.88 26.53± 8.81

Upregulation group 17.62± 5.84a 14.97± 4.65a 11.26± 3.74a

Downregulation group 29.31± 9.75ab 34.19± 11.36ab 38.62± 12.86ab

F 4.879 7.427 9.690

P ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the upregulation group, bP＜0.05.

Downregulation group Control group Upregulation group

表 3 各组细胞侵袭、迁移能力对比[（x± s），个]

Table 3 Comparison of cell invasion and migration ability of each group[（x± s）, number]

Groups Number of invasive cells Number of migrating cells

Control group 56.47± 18.79 62.94± 20.85

Upregulation group 72.53± 24.17a 86.51± 28.75a

Downregulation group 36.28± 12.07ab 46.28± 15.32ab

F 6.365 5.858

P ＜0.05 ＜0.05

3 讨论

肝癌在我国是常见的恶性肿瘤之一，随着人们生活方式和

饮食习惯的改变，此病的发病率逐年呈上升的趋势[7]。有数据显

示[8,9]，肝癌是发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一，位居我国

常见的恶性肿瘤第 4，肿瘤致死病因的第 3名。肝癌早期的临
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Fig.4 AKT, Bax, Bcl-2, P13K, P-AKT expression WBmap

Note: A: Upregulation group; B: Control group; C: Downregulation group.

Fig.3 Cell migration of liver cancer in each group

Note: compared with the control group, aP＜0.05; compared with the upregulation group, bP＜0.05.

床症状有食欲减退、腹胀、恶心呕吐、腹泻等缺乏特异性的消化

道症状，还可能伴随发热、腹壁静脉曲张、异常的瘀伤或出血

等，还可能因本身代谢以及癌组织的影响引起一系列的内分泌

或代谢异常的类癌综合征，包括高钙血症、低血糖、红细胞增多

症、高脂血症 [10,11]。微小 RNA（miRNAs）是一种小的非编码

RNA，由 20~22个核苷酸组成的一种新的基因表达调节物，可

通过与目的 mRNA结合起到降解或抑制目的 mRNA的翻译。

miR-125a-5p还与肾癌细胞、卵巢癌细胞、非小细胞肺癌相关

联，在癌症的发生发展以及预后过程中发挥着重要作用[12-14]。

Downregulation group Control group Upregulation group

Fig.2 Invasion of hepatoma cells in each group

Downregulation group Control group Upregulation group

表 4 P13K/Akt通路相关蛋白表达量比较（x± s）
Table 4 Comparison of P13K / Akt pathway related protein expression (x± s)

Groups AKT Bax Bcl-2 P13K P-AKT

Control group 1.05± 0.34 1.02± 0.33 1.04± 0.33 1.09± 0.35 1.13± 0.36

Upregulation group 1.26± 0.41a 0.75± 0.24a 1.35± 0.44a 1.48± 0.46a 1.22± 0.39a

Downregulation group 0.81± 0.26ab 1.33± 0.43ab 0.76± 0.24ab 0.79± 0.26ab 0.73± 0.24ab

F 4.397 5.587 5.584 6.194 5.076

P ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

细胞增殖是生物体的重要生命特征，是生物体生长、发

育、繁殖以及遗传的基础，其中分裂是细胞增殖的主要方式，包

括有丝分裂、无丝分裂和减数分裂[15]。细胞凋亡则是由基因调

控的细胞为了维持内环境稳定而自主有序的死亡[16]。细胞的死

亡方式分为细胞坏死和细胞凋亡两种，其中细胞凋亡是细胞的

基本生物学现象，在生物的进化、内环境的稳定以及多个系统

的发育中起到重要的作用，是一种特殊的细胞死亡类型，而且

具有重要的生物学意义及复杂的分子生物学机制[17]。在胡维晟[18]

等人的研究中，miR-497可对定向靶向基因并对其进行转录后

的调节，改变肝癌细胞的生物学行为，发挥抑癌的作用。在白璐[19]

等人的研究中，miR-129-3p可通过调控其下游靶基因参与肿瘤

的发生和转移，可调控肝癌细胞的生长、分化和转移等过程。目

前并未报道过 miR-125a-5p在肝癌细胞中的作用，在本文研究

中，探究 miR-125a-5p在肝癌细胞发生发展过程中的作用，结

果显示，下调 miR-125a-5p的表达可有效抑制肝癌细胞的增殖

并促进其凋亡。

细胞具有趋化性，侵袭实验则利用细胞能释放蛋白水解酶
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或能激活基质中已存在的酶原使细胞不断向深层侵袭[20,21]。细

胞迁移，亦称细胞移动、细胞运动等，是指细胞接受信号或感受

到某些物质的梯度后而产生的移动。在丁琭[22]等人的研究中，

miR-3127-5p 通过靶向调控 Cdk10 表达进而肝癌细胞的侵袭

和迁移。在马沛 [23] 等人的研究中，miR-325-3p通过靶向调控

PBOV1可抑制肝癌细胞增殖和转移。在胡东辉[24]等人的研究

中，miR-133可通过影响 EGFR基因的表达进而抑制肝癌细胞

的侵袭、迁移。在蔡建平[25]等人的研究中，miR-100在肝癌细胞

中呈低表达，上调 miR-100可抑制肝癌细胞侵袭、迁移，在肝癌

的发生发展过程中起重要的作用。而关于 miR-125-5p在肝癌

中的作用目前尚未报道，在本文首次 miR-125a-5p与肝癌细胞

的关系，结果显示，下调组细胞侵袭、迁移能力弱于上调组，说

明下调 miR-125a-5p的表达，可有效的削弱细胞侵袭、迁移能

力，改善肝癌患者的临床症状。

P13K/Akt通路是众多信号通路中较为经典的信号通路之

一，其中结肠癌、胃癌、卵巢癌、鼻咽癌、宫颈癌等恶性肿瘤疾病

的发生发展都与 P13K/Akt通路的异常相关联，其中 P-AKT在

多种癌细胞检测中呈高表达[26-28]。AKT是蛋白激酶 B，对细胞的

存活和凋亡中起重要作用，其中 AKT中的 Thr308可被 PDK1

磷酸化。Bax基因是人体最主要的凋亡基因，其与 Bcl-2的比例

是细胞凋亡抑制作用强弱的关键因素，它的表达极为广 [29]。

P13K对细胞寿命和组织衰老基因起控制作用，还可通过调节

其活性减缓心脏衰老的过程[30]。在本文研究中，miR-125a-5p通

过作用于 P13K/Akt通路，调控 AKT、Bax、Bcl-2、P13K、P-AKT

蛋白表达量，进而抑制肝癌细胞的增殖，促进肝癌细胞的凋亡，

抑制细胞的侵袭、迁移能力。

综上所述，下调 miR-125a-5p 的表达，可通过作用于

P13K/Akt通路，调控 AKT、Bax、Bcl-2、P13K、P-AKT蛋白表达

量，进而起到抑制肝癌细胞增殖、促进肝癌细胞凋亡以及抑制

肝癌细胞的侵袭、迁移能力。
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