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摘要 目的 探 讨 微 小 ＲNA-7 ( miＲ-7 ) 与 肝 细 胞 性 肝 癌

( HCC) 临床病理特征及上皮间质化转变( EMT) 之间的相关

性。方法 收集 30 组 HCC( 包括癌组织及对应癌旁组织)

临床标本及临床相关病理资料，分别检测 miＲ-7 及 EMT 标

志物 N-钙粘蛋白 ( N-cadherin) 、E-钙粘蛋白 ( E-cadherin) 的

表达，分析 miＲ-7 与 HCC 临床病理特征之间的相关性及

miＲ-7 与 EMT 之间的相关性。结果 miＲ-7、E-cadherin 在癌

组织的表达水平显著低于癌旁组织( P ＜ 0. 01) ，而 N-cadher-
in 的表达则相反。相关性分析表明，miＲ-7 与 E-cadherin 呈

正相关性，与 N-cadherin 呈负相关性。miＲ-7 在 HCC 的表达

与患者年龄、性别、肿瘤部位、是否伴随肝炎病毒感染无相关

性，而与 TNM 分级、分化程度和血管侵犯密切相关。结论

miＲ-7 的表达水平与 EMT 程度呈负相关性，检测 miＲ-7 的表

达对 HCC 的临床诊断、治疗及预后判断具有潜在的重要意

义。
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肝癌以发病率高、转移性强、病死率高成为严重

威胁人类健康的重要疾病，2012 年的调查显示每年

全世界约有 76 万人死于肝癌，占癌症总死亡人数的

9. 1%，在恶性肿瘤中居于第二位，而我国肝癌的发

病率和死亡率居于第四位。肝细胞性肝癌( hepato-
cellular carcinoma，HCC) 是肝癌最常见的临床类型，

约占肝癌的 80%［1 － 3］。课题组前期的体外实验［4］

证实 miＲ-7 可通过结合表皮生长因子受体( epider-
mal growth factor receptor，EGFＲ) 3'-UTＲ 非编码区

( untranslated region，UTＲ) ，抑制 EGFＲ 信号通路活

性，进而抑制人高转移肝癌细胞株 ( highly invasive

human hepatocellular carcinoma cell，MHCC-97H 上皮

间 质 化 转 变 ( epithelial mesenchymal transition，

EMT) ，降低 MHCC-97H 的侵袭、迁移能力［4］。该研

究拟通过比较分析 microＲNA ( miＲ) -7 在肝癌组织

中的表达及其与 HCC 病理学特性、EMT 之间的关

系，进一步探讨其在 HCC 中的重要作用，为深入探

讨 HCC 特异性、敏感性早期诊断指标及转移的分子

机制、临床治疗提供参考。

1 材料与方法

1． 1 材料 30 组 HCC 组织标本取自 2016 年 1 月

～ 2017 年 6 月安徽省立医院肝胆外科手术切除的

HCC 组织及癌旁组织( 距离癌组织 5 cm 以上) 。所

有组织标本经术后病理检测证实为 HCC，术前均未

接受抗肿瘤治疗，并且与患者或家属进行了充分沟

通并签署了实验知情同意书。ＲNA 提取试剂盒、反
转录试剂盒购自北京天根生化科技有限公司; Ｒeal-
time PCＲ 试 剂 购 自 日 本 TaKaＲa 公 司; Ｒeal-time
PCＲ 引物购自美国 Invitrogen 公司; GAPDH、E-cad-
herin、N-cadherin 抗体购自美国 Santa Cruz 公司; ABI
7500 Ｒeal-time PCＲ 仪购自美国 ABI 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 Ｒeal-time PCＲ 参照 ＲNA 提取试剂盒说明

书提取组织总 ＲNA。以总 ＲNA 为模板，参照反转

录试剂盒说明书合成 cDNA 第一链。以 cDNA 为模

板，使用 ABI 7500 Ｒeal-time PCＲ 仪检测 U6、GAP-
DH、miＲ-7、E-cadherin 和 N-cadherin 的表达。其中，

miＲ-7 和 U6 的 上 游 引 物 序 列 分 别 为: 5'-TG-
GAAGACTAGTGATT-3' 和 5'-TGCGGGTGCTCGCT-
TCGGCAGC-3'，下游引物为通用引物; E-cadherin 上

游引物: 5'-TCGCTTACACCATCCTCAGC-3'，下游引

物: 5'-GGAAACTCTCTCGGTCCAGC-3'; N-cadherin
上游引物: 5'-AACAGCAACGACGGGTTAGT-3'，下游

引 物: 5'-CAGACACGGTTGCAGTTGAC-3'; GAPDH
上游引物: 5'-GCCGCATCTTCTTTTGCGTC -3'，下游

引物: 5'- TACGACCAAATCCGTTGACTCC -3'。PCＲ
反应程序为: 95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，40 个循环。分析
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miＲ-7 以 U6 为内参，分析 E-cadherin 和 N-cadherin
则以 GAPDH 作为内参。
1． 2． 2 Western blot 应用 ＲIPA ( 强) 细胞裂解液

进行冰上匀浆操作，提取组织总蛋白，BCA 法定量

后，按 50 μg /孔的量加样、电泳、转膜。各蛋白的转

膜条件分别为 GADPH: 120 mA，2 h; E-cadherin: 150
mA，3 h; N-cadherin: 150 mA，3 h; 转膜结束后，应用

浓度为 5% 脱脂奶粉室温封闭 1. 5 h，TBST 洗膜 3
min。分别参考抗体说明书进行抗体稀释，4 ℃孵育

过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 5 min。相应二抗室温孵

育 1. 5 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min; ECL 发光、显
影，以 GAPDH 为内参，分析各指标的相对表达量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，

数据结果以 珋x ± s 表示，组间比较采用 F 检验和 t 检

验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。应用 Spearman'
s 相关性分析 miＲ-7 与 EMT 之间的关系。每组实验

均重复 3 次。

2 结果

2． 1 miＲ-7 的表达情况 与癌旁组织比较，癌组织

中 miＲ-7 的表达水平显著降低，差异有统计学意义

( F = 1. 753，P = 0. 000 ) 。与非转移性癌组织比较，

转移性癌组织中 miＲ-7 的表达亦明显降低，差异有

统计学意义( F = 1. 600，P = 0. 047) ，见图 1。
2． 2 E-cadherin、N-cadherin 的表达情况 Ｒeal-
time PCＲ 和 Western blot 检测结果均表明，与癌旁组

织比较，癌组织中 E-cadherin mＲNA 和蛋白表达均

显著 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 3. 085，P =
0. 000; F = 4. 072，P = 0. 000 ) ，而 N-cadherin mＲNA
和蛋白表达均明显升高，差异有统计学意义 ( F =
122. 6，P = 0. 000; F = 5. 751，P = 0. 000) 。见图 2、3。
2． 3 miＲ-7 的表达与 E-cadherin、N-cadherin 之间

的关系 相关性分析表明，miＲ-7 在 HCC 组织中的

表达与 E-cadherin 呈正相关性 ( r = 0. 426 ) ，与 N-
cadherin 呈负相关性( r = － 0. 182) 。见图 4。
2． 4 miＲ-7 与 HCC 临床病理特征之间的相关性

临床病理资料分析结果表明，miＲ-7 在 HCC 中的

表达与患者年龄、性别、HBV 感染均无相关性( P ＞
0. 05) ，与 TNM 分期、分化程度、血管浸润密切相关

( P ＜ 0. 05) 。见表 1。

3 讨论

miＲs 是一类具有调控功能的非编码 ＲNA，可靶

向作用 mＲNA 而参与肿瘤细胞的增殖、凋亡、分化

的调控，在肿瘤的发生发展过程中发挥着重要的生

物学功能，是近年来研究肿瘤发病分子机制的热点。
其中，miＲ-1、miＲ-25、miＲ-206、miＲ-375 等具有肿瘤

图 1 miＲ-7 在不同组织中的差异性表达

与癌旁组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与非转移性癌组织比较: #P ＜ 0. 05

表 1 miＲ-7 与 HCC 临床病理特征之间的相关性分析

项目 n miＲ-7 相对表达量 F 值 P 值

年龄( 岁)

≤0 13 1． 089 ± 0． 287 2． 227 0． 471
＞ 50 17 1． 132 ± 0． 193

性别

男 18 1． 219 ± 0． 145 1． 702 0． 671
女 12 1． 028 ± 0． 214

HBV 感染

是 18 0． 987 ± 0． 109 2． 156 0． 902
否 12 1． 118 ± 0． 201

TNM 分级

Ⅰ 6 1． 032 ± 0． 114
Ⅱ 8 0． 687 ± 0． 103 1． 284 0． 000
Ⅲ 11 0． 478 ± 0． 096 3． 540 0． 000
Ⅳ 5 0． 341 ± 0． 101 2． 635 0． 000

分化程度

高 8 1． 128 ± 0． 167
中 13 0． 598 ± 0． 231 3． 287 0． 000
低 9 0． 339 ± 0． 147 2． 541 0． 000

血管侵犯

无 9 1． 028 ± 0． 123 2． 418 0． 000
有 21 0． 349 ± 0． 108
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图 2 E-cadherin、N-cadherin mＲNA 在不同组织中的差异性表达分析

与癌旁组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 3 E-cadherin、N-cadherin 蛋白在不同组织中的差异性表达分析

1、2、3、7、8、9: 癌旁组织; 4、5、6、10、11、12: 癌组织; 与癌旁组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 miＲ-7 的表达与 E-cadherin、N-cadherin 分析

特异性，有可能成为检测肿瘤的血清生物学的标志

物［5 － 7］。研究［8 － 9］表明，miＲ-7 具有抑癌基因特性，

可抑制肺癌、结肠癌、子宫内膜癌、卵巢癌等多种肿

瘤的侵袭、迁移。Webster et al［10］研究证明，miＲ-7
可通过调节 EGFＲ 信号途径而抑制肺癌、乳腺癌和

胶质母细胞瘤等的发生发展。Wang et al［11］研究表

明，miＲ-7 可通过抑制癌基因电压依赖性阴离子通

道 1 的表达而降低 HCC 的增殖及转移。同样，课题

组前期实验研究［4］表明，miＲ-7 可通过结合 EGFＲ
3'-UTＲ，抑制 EGFＲ 信号通路活性，进而抑制 MH-
CC-97H 细胞 EMT，降低 MHCC-97H 细胞侵袭、迁移

能力。
EMT 是反映细胞侵袭、迁移能力的重要指标，

抑制 EMT 可减弱肝癌的转移，从而提高肝癌的临床

治疗效果，降低肝癌复发率。因此，本研究以 miＲ-7
与 HCC EMT 之间的关系为切入点，研究表明 miＲ-7
在 HCC 癌组织的表达水平显著低于癌旁组织( P ＜
0. 01) ，并且 miＲ-7 在转移性 HCC 癌组织的表达水

平显著低于非转移性 HCC 癌组织( P ＜ 0. 01) ，再次
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证实 miＲ-7 的异常表达与 HCC 的发生发展具有密

切相关性，其具有作为诊断 HCC 潜在指标的可能

性，检测 miＲ-7 的表达情况对 HCC 的临床诊断、治
疗及预后判断有潜在的重要意义。

然而，由于 miＲ-7 作用途径的多样性、作用机制

的复杂性，后期将通过进行更加深入广泛的研究，进

一步阐述其在 HCC 中的生物学功能，以期为 HCC
的发病机制研究提供新思路。
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Ｒelationship between miＲ-7 and EMT and
clinicopathological characteristics of hepatocellular carcinoma

Zhang Chuanhai1，Zhang Hesong2，Gui Yang1，et al
( 1Dept General Surgery，Anhui Provincial Hospital，Hefei 230001;

2Graduate School of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the relationship between miＲ-7 and clinicopathological features of hepatocel-
lular carcinoma and hepatocellular carcinoma( EMT) in epithelial mesenchymal transition( HCC) ． Methods Ｒeal-
time PCＲ was used to detect the expression of miＲ-7 in 30 HCC cancer tissues and paracancer tissues． Ｒeal-time
PCＲ and Western blot was applied to detect the mＲNA and protein expression of N-cadherin and E-cadherin．
Meanwhile，the correlation between miＲ-7 and clinicopathological features of hepatocellular carcinoma and EMT
was analyzed by SPSS 19. 0． Ｒesults The expression levels of miＲ-7 and E-cadherin in cancer tissues were signifi-
cantly lower than those in paracancer tissues( P ＜ 0. 01) ． However，the expression of N-cadherin was significantly
increased( P ＜ 0. 01) ． Correlation analysis showed that miＲ-7 was positively correlated with E-cadherin and nega-
tively correlated with N-cadherin． Meanwhile，the expression of miＲ-7 in HCC was not associated with patient age，

gender，tumor location，or hepatitis virus infection，but was closely related to TNM grade，degree of differentiation
and vascular invasion． Conclusion The expression level of miＲ-7 is closely related to HCC EMT． Detecting the
expression of miＲ-7 has potential significance in clinical diagnosis，treatment and prognosis of HCC．
Key words miＲ-7; hepatocellular carcinoma; epithelial mesenchymal transition
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