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MicroRNA-219-5p靶向 E-钙黏蛋白调控上皮间质
转化抑制肝癌细胞侵袭转移

朱理辉 1，罗勇 2，廖文秋 1，张琍 1，李国庆 1

（南华大学附属第二医院 1.消化内科，2.重症医学科，湖南 衡阳 421001）

摘要：目的 研究 MicroRNA-219-5p（miR-219-5p）靶向 E-钙黏蛋白（E-Cadherin）调控上皮间质转化

（EMT）抑制肝癌细胞侵袭转移的分子机制。方法 首先通过生物信息学方法，寻找与 E-Cadherin结合特异性

最好、稳定性强的 miRNAs。在 30例肝癌组织和 20例癌旁肝组织中，通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测

E-Cadherin的表达水平；实时荧光定量 PCR检测（qRT-PCR）miR-219-5p表达，分析两者之间的相关性。在

高转移和低转移的肝癌细胞株中，qRT-PCR检测 miR-219-5p表达，Western blot检测 E-Cadherin、N-cad-

herin表达。采用 Lipofectamine 2000将 miR-219-5p 模拟子（mimic）、抑制子（inhibitor）、阴性对照组（negative

contral）转染到肝癌 HepG2 细胞系，qRT-PCR 检测 miR-219-5p 表达，Western blot 检测 E-Cadherin、

N-cadherin的表达；Transwell方法检测 miR-219-5p表达改变对肝癌细胞侵袭转移能力的影响。结果 生物信

息学发现miR-219-5p与 E-Cadherin结合最稳定，且特异性最好。肝癌组织中miR-219-5p低表达、E-Cadherin

高表达，而癌旁组织中 miR-219-5p 高表达、E-Cadherin 低表达。高转移细胞株中 miR-219-5p 高表达、

E-Cadherin低表达而 N-cadherin 高表达，在低转移细胞株中 miR-219-5p 低表达、E-Cadherin 高表达而

N-cadherin低表达（ <0.05）。miR-219-5p水平表达增高，引起 E-Cadherin表达下调，N-cadherin高表达；

miR-219-5p表达下调，可引起 E-Cadherin表达上调，N-cadherin低表达（ <0.05）；HepG2-miR-219-5p 模

拟子细胞株中侵袭细胞计数为（24±3）个 /高倍镜视野，明显低于对照组细胞株（ <0.05）。结论 miRNA-

219-5p可通过靶向结合 E-Cadherin，调控 EMT信号通路，抑制肝癌细胞的侵袭转移。
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MicroRNA-219-5p regulates EMT and inhibits invasion and
metastasis of hepatoma cells by targeting E-cadherin

Li-hui Zhu1, Yong Luo2, Wen-qiu Liao1, Li Zhang1, Guo-qing Li1

(1. Department of Gastroenterology, 2. Intensive Care Unit, the Second A ffiliated Hospital of
Nanhua University, Hengyang, Hunan 421001, China)

Abstract: Objective To investigate the molecular mechanism of microRNA-219-5p (miR-219-5p) targeting
E-cadherin (CDH1) in the regulation of epithelial mesenchymal trasition (EMT), thus inhibiting the invasion and
metastasis of hepatoma cells. Methods Bioinformatics methods were used to determine miRNAs with the best specificity
and stability of binding to E-cadherin. The correlation between E-cadherin expression detected by Western blot, and
miR -219 -5p level by qRT -PCR in 30 hepatoma tissues and 20 normal tissues, respectively, was analyzed.
miR-219-5p level was detected by qRT-PCR. E-cadherin and N-cadherin levels were detected by Western blot in
high and low metastatic hepatoma cell lines. miR-219-5p mimic, inhibitor and negative control were transfected into
HepG2 cell line by Lipofectamine 2000, miR-219-5p expression was detected by qRT-PCR and the expressions of
E-cadherin and N-cadherin were detected by Western blot. And the effects of miR-219-5p expression change on
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原发性肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma，

HCC）是原发于肝细胞或肝内胆管细胞的恶性肿瘤，

恶性程度高，容易发生血道转移，早期诊断困难。因

此，临床上大多数肝癌患者就诊时，已处于临床中晚

期，预后较差[1]。目前，临床上治疗肝癌总的疗效仍不

理想，大多数患者治疗失败的原因是由于肿瘤发生

转移 [2-3]。目前针对肝癌转移复发的分子机制的研

究，对于探索肝癌的临床治疗新方法和提高疗效，

具有重要的临床和现实意义。

上皮间质转化（epithelial mesenchymal transi-

tion，EMT）指上皮细胞转变为具有间质细胞表型的

生物学过程。在胚胎的发育、炎症、组织的重建、癌症

转移过程中具有重要作用 [4-5]，其主要的特征有：如

E- 钙黏蛋白（E-cadherin）、β-catenin、角蛋白等表

达下调，而间质细胞表型的 N-钙黏蛋白（N-cad-

herin）、波形蛋白等表达上调，并且诱导上皮 -间质

转化的细胞因子和转录因子表达上调等[6-7]。肿瘤细

胞发生 EMT，导致上皮细胞失去极性，黏附能力下

降，从而失去与基底膜的连接，获得较高的迁移与侵

袭能力，以及降解胞外基质等能力[8]。EMT与肿瘤侵

袭转移关系密切，但有关 EMT的调控分子机制目前

尚不清楚。研究发现，在 HCC临床研究和动物实验

中，发现 EMT的发生与肝癌细胞的转移以及化疗药

物耐药有关，在此过程中，许多 microRNAs（miR）分

子参与了 EMT的调节[9]。本研究拟探讨肝癌细胞中，

miR调控 E-Cadherin影响 EMT与肝癌细胞侵袭转

移的分子机制。

1 资料与方法

1.1 临床标本及资料

30例原发性肝癌组织标本及 20例癌旁正常肝

组织标本均来自南华大学附属第二医院消化内科住

院患者活检或手术切除的新鲜标本。原发性肝癌患

者，男性 19例，女性 11 例；年龄 32~75 岁，中位平

均（55.5±7.2）岁。20例癌旁正常肝组织来源于肝组

织活检。所有病例均经两位高年资副主任以上职称

的病理医生诊断，结果均证实准确无误。置入 -80℃

冰箱冷冻保存备用。

1.2 细胞株

肝癌细胞系 HepG2、人肝癌细胞低转移细胞系

MHCC97-L、人肝癌细胞高转移细胞系 MHCC97-H

均购自中南大学细胞中心。

1.3 主要试剂

免疫组织化学 SP法试剂盒为福州迈新生物公

司产品，鼠抗人单克隆 E-Cadherin、N-cadherin 抗

体、β-actin抗体、过氧化物酶标记的二抗、脂质体

Lipofectamine 2000 均购自美国 Santa Cruz 公司，

qRT-PCR 试剂为日本 TaKaRa 公司产品，Transwell

侵袭试剂盒为美国 Corning公司产品，Matrigel胶为

美国 B&D公司产品。

1.4 生物信息学分析

E-Cadherin（CDH1）的靶 miRNAs 预测：通过

miRwalk在线程序进行，利用 10个常用的生物信息

学软件对 miRNA-CDH1之间的结合进行预测和分

析。预测与 CDH1结合的最佳靶 miRNA：通过 mi-

Randa在线程序进行热力学稳定性评分以及序列保

守性评分，对 miRNAs-CDH1之间结合的特异性和

稳定性进行排序。

1.5 qRT-PCR

首先采用 Trizol法提取总 RNA。PCR扩增采用

两步法进行。程序设定如下：95℃、30 s进行 1个循

环；95℃、30 s，60℃、30 s，进行 40个循环。miR-219-

invasive and metastatic abilities were also tested by the transwell method. Results Bioinformatics methods showed
that miR-219-5p was the best target miRNA with the highest specificity and stability for binding to E-cadherin.
miR-219-5p had low expression and E-cadherin had high expression in the HCC, while miR-219-5p had high
expression and E-cadherin had low expression in the paracancerous tissues. There were high expression of miR-219-
5p, low expression of E-cadherin and high expression of N-cadherin in highly metastatic cell line MHCC97 -H.
There were low expression of miR-219-5p, high expression of E-cadherin and low expression of N-cadherin in low
metastatic cell line MHCC97-L ( < 0.05). Increased miR-219-5p caused E-cadherin down-regulation and
N -cadherin up -regulation. miR -219 -5p down -regulation caused E -cadherin up -regulation and N -cadherin
down-regulation in HepG2-miR-219-5p-inhibitor cell line ( < 0.05). The invasion cell count was (24 依 3)/HP in
the HepG2 -miR -219 -5p mimic cells which was significantly lower than that in the control group ( < 0.05).
Conclusions miRNA-219-5p can specifically bind to E-Cadherin and regulate the EMT signaling pathway, thus
suppress the invasion and metastasis of hepatoma cells.

Keywords: miRNA; hepatoma; invasion; metastasis; E-cadherin; EMT
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5p的 qRT-PCR引物，正向引物：5'-CCGCCCCGGGC

CGCGGCUCC-3'，反向引物：5'-GCCCCCAAACCUCG

AGCGGG-3'，由广州锐博生物科技有限公司技术合

成。在实时荧光定量 PCR仪上进行检测，实验重复

3管，取平均值。反应体系如下：10μmol/L正向引物

1μl；10μmol/L 反向引物 1μl；DNA 模板 2μl；

ddH2O 8.5μl；2×SYBR Primix Ex Taq TMⅡ 12.5μl；

总反应体系为 25μl。

1.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）

提取细胞的总蛋白，Bradford法测蛋白浓度；蛋

白样品置于 100℃水浴中变性 5 min；十二烷基硫酸

钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）电泳，设定电压为

100 V，时间约 1～2 h；采用聚偏氟乙烯（polyvinyli-

dene fluoride，PVDF）膜三明治转移法，转膜电压为

100 V，时间为 1 h；丽春红溶液染色 3～5 min；5%脱

脂奶粉封闭，1～2 h；杂交袋中，加入 5%的封闭液和

一抗（浓度为 1︰1 500），4℃冰箱中过夜；再与二抗

结合（浓度 1︰1 000）；暗室中压上 X 线片，曝光约

30～90 s，定影显影、洗片，最后通过扫描仪进行图

像扫描。

1.7 Trasnwell实验

采用 Lipofectamine 2000将 miR-219-5p模拟子
（mimic）、抑制子（inhibitor）、阴性对照组（negative
contral）转染到肝癌 HepG2细胞系，获得 3个重组细

胞株：HepG2-miR-219-5p mimic、HepG2-miR-NC、

HepG2-miR-219-5p-inhibitor。具体步骤如下：培养

细胞密度到 3×105/孔，6孔板接种。细胞融合度达

80%时，进行脂质体转染。Transwell侵袭小室实验：

①侵袭小室的预处理：首先将 Matrigel胶与无血清

培养基按 1︰100稀释，将稀释液用来浸泡侵袭小

室。在侵袭小室上面加入 100μl稀释的基质胶，紫

外线消毒杀菌。②小室腔压力的平衡：在小室的上腔

中加入 200μl、下腔中加入 600μl 的无血清培养

基，平衡小室腔内的压力。③侵袭细胞计数：将侵袭

小室取出，对膜上的细胞加无水乙醇进行固定，结晶

紫染色。将未侵入基质的肿瘤细胞通过棉签轻轻擦

拭掉，未除掉即为已经成功侵入基质胶中的肿瘤细

胞，计数 10个高倍视野中（×20）侵袭细胞的数目，

重复 3次，取均值，进行统计分析。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，3 组均数的比较用

方差分析，两两比较用 LSD- 检验， <0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 miRWalk 预测 CDH1（E-cadherin）基因的靶

miRNAs

采用 miRwalk 在线程序对 CDH1 的靶 miRNA

进行预测，结果发现 10个软件当中有 5个以上预测

到有 20个 miRNAs可与 CDH1结合（见表 1）。

2.2 miRanda预测 miRNA-CDH1的结合

上述 20个靶 miRNAs在 miRanda软件当中的热

动力学稳定性分值和序列保守性分值见表 2。结果

发现，符合条件的 miRNAs（热动力学稳定性分值≤

-0.1，序列保守性分值为 0.5～0.7）有 8 个，其中，

miR-219-5p与 CDH1结合的热动力学稳定性得分

最低，说明 miR-219-5p-CDH1之间的结合稳定性最

高、特异性最好。

2.3 肝癌组织中 miR-219-5p 与 E-Cadherin 表

达的关系

30例肝癌组织中 miR-219-5p平均表达水平低

于 20例癌旁肝组织，两者表达的差异有统计学意义；

而肝癌组织中 E-Cadherin相对表达水平高于癌旁

肝组织，经 检验，两者表达差异有统计学意义

（ =10.354， =0.000，见图 1）。说明肝癌组织中出现

miR-219-5p低表达和 E-Cadherin高表达，而癌旁

肝组织中出现 miR-219-5p高表达和 E-Cadherin低

表达。

2.4 肝癌细胞中 miR-219-5与 E-Cadherin表达

的关系

分析显示在高转移细胞株 MHCC97-H中 miR-

219-5p相对水平低于低转移细胞株 MHCC97-L，高

转移细胞株 MHCC97-H中 E-Cadherin相对表达水

平低于低转移细胞株 MHCC97-L，高转移细胞株

MHCC97-H 中 N-cadherin 相对表达水平高于低转

移细胞株 MHCC97-L（见图 2）。说明肝癌细胞中

miR-219-5p表达下调，导致 E-Cadherin表达下调，

miR-219-5p 可能通过调控 E-Cadherin/N-cadherin

的表达水平，与肝癌细胞侵袭转移有关。

2.5 miR-219-5p与 E-Cadherin结合验证

3 个重组细胞株 HepG2-miR-219-5p mimic、

HepG2-miR-NC、HepG2-miR-219-5p-inhibitor 中，

HepG2-miR-219-5p mimic 细胞株中 miR-219-5p

水平表达增高，而 E-Cadherin 表达水平下调，N-

cadherin高表达；HepG2-miR-219-5p-inhibitor细胞
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株中 miR-219-5p水平表达下调，而 E-Cadherin表达

水平上调，N-cadherin低表达（见图 3）。说明转染

miR-219-5p mimic后，miR-219-5p表达水平增高，

下调 E-Cadherin 而 N-cadherin上调；而转染 miR-

219-5p inhibitor后，miR-219-5p表达水平下调，上

调 E-Cadherin而 N-cadherin下调。说明 miR-219-

5p能和 E-Cadherin的发生结合下调其表达水平，与

EMT有关。
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表 1 预测的 20个 miRNAs可与 CDH1结合

表 2 预测的 12个 miRNAs的热动力学稳定性和序列保守性得分

组别 热动力学稳
定性分值 排名 序列保守

性分值

hsa-miR-219-5p -1.1431 1 0.5197

hsa-miR-647 -0.8097 2 0.6455

hsa-miR-888 -0.5834 3 0.6278

hsa-miR-619 -0.4078 4 0.5972

hsa-miR-939 -0.3823 5 0.5138

hsa-miR-504 -0.2757 6 0.4772

hsa-miR-544 -0.2586 7 0.4723

hsa-miR-224 -0.2271 8 0.4946

hsa-miR-18b -0.1785 9 0.5638

hsa-miR-340 -0.1667 10 0.4304

组别 热动力学稳
定性分值 排名 序列保守

性分值

hsa-let-7a -0.1444 11 0.5450

hsa-miR-508-3p -0.1125 12 0.5197

hsa-miR-515-5p -0.0483 13 0.5333

hsa-miR-1323 -0.0398 14 0.5246

hsa-miR-580 -0.0101 15 0.5306

hsa-miR-219-2-3p -0.0025 16 0.5972

hsa-miR-23b -0.0011 17 0.5104

hsa-miR-23a -0.0011 18 0.5104

hsa-miR-338-3p -0.0007 19 0.3500

hsa-miR-9 -0.0004 20 0.5104
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1：肝癌组织；2：癌旁正常肝组织。肝癌与癌旁肝组织比较，覮 =0.000

图 1 肝癌和癌旁肝组织中 miR-219-5p与 E-Cadherin表达的关系
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1：HepG2-miR-219-5p-inhibitor；2：HepG2；3：HepG2-miR-NC；4：HepG2-miR-219-5p mimic。与其他 3个细胞株比较，覮 =0.000

图 3 4个细胞系中 miR-219-5p与 E-Cadherin表达关系
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1：MHCC97-H；2：MHCC97-L。MHCC97-H与 MHCC97-L比较，覮 =0.000

图 2 肝癌细胞中 miR-219-5p与 E-Cadherin、N-cadherin表达关系
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2.6 miR-219-5p下调 E-Cadherin与肝癌侵袭能

力变化

Transwell实验检测转染miR-219-5p mimic下调

E-Cadherin后，结果显示，HepG2-miR-219-5p mimic

细胞株中侵袭细胞计数为（24±3）个 /高倍镜视野，

明显低于 HepG2-miR-NC的（47±5）个 /高倍镜视

野、HepG2的（51±5）个 /高倍镜视野，经 检验，两

者差异有统计学意义（ =9.952， =0.003，见表 3 和

图 4）；HepG2-miR-219-5p-inhibitor 细胞株中侵袭

细胞计数为（97±8）个 /高倍镜视野，均明显高于其

他 3组，经 检验，差异有统计学意义（ =8.856， =

0.005，见表 3和图 4）。
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表 3 不同肝癌细胞系的侵袭细胞计数

组别 侵袭细胞计数 /
（个 /高倍视野） 值 值

HepG2-miR-219-5p-inhibitor 97±8 8.856 0.005覮

HepG2 51±5

HepG2-miR-NC 47±5

HepG2-miR-219-5p mimic 24±3 9.952 0.003

注：覮 <0.05

A B

图 4 侵袭实验检测不同肝癌细胞系的侵袭能力

（×200）

C D

A：HepG2-miR-219-5p-inhibitor；B：HepG2；C：HepG2-miR-NC；

D：HepG2-miR-219-5p mimic

3 讨论

恶性肿瘤最显著的生物学特征是能够发生转

移，肿瘤细胞的转移过程是一个多基因、多步骤、多

环节的动态变化过程[10]。该过程中涉及到复杂的细

胞生物学过程：肿瘤细胞的黏附、侵袭、胞外基质的

重塑、肿瘤血管的发生以及机体的免疫状态发生改

变等环节[11]。肝细胞癌的转移涉及到许多基因和蛋

白分子以及转移相关信号通路的改变 [12-14]。该基因

和蛋白的调控受许多因素的调控，近年来，有关

miRNA 调控基因表达与肿瘤侵袭转移的关系研究

已成为肿瘤研究当中的热点和重点。

EMT是肿瘤发生转移的主要分子事件之一，是

一个复杂的动态发生的过程。其中，细胞骨架的重构

是 EMT发生的早期事件，主要表现为上皮细胞通过

EMT获得了间质细胞的表型[15]。E-cadherin主要功

能是维持细胞间紧密连接的完整性，阻止细胞发生

侵袭和转移扩散，因此，低表达 E-cadherin 的细胞

往往可以诱导 EMT的发生[16]。N-cadherin是细胞间

黏连的主要结构性成分，其主要功能是介导细胞间

的黏附和迁移[17]。

EMT与多种肿瘤的浸润和转移相关，EMT是肿

瘤侵袭转移的一个重要步骤，在该过程当中，许多

miRNAs分子参与 EMT的调节[18-20]。EMT也在肝癌

转移中具有重要作用，然而 EMT对肝癌转移的影响

是多方面的。宋莹等[21]发现，肝细胞生长因子可能通

过诱导 Snail的表达促进肝癌细胞 EMT的发生，与

肝癌发生、发展有关。隋承光等[22]发现，过表达 miR-

100通过抑制 mTOR的表达抑制肝癌细胞的迁移及

侵袭能力，主要是通过上调 E-cadherin的表达，阻抑

EMT过程的发生。

miRNA-mRNA之间的相互作用具有严格的互

补结合的特点，通过相关软件预测 miRNA-mRNA结

合，寻找特定的靶基因具有较好的可行性。本研究首

先采用 miRwalk在线程序，通过多个生物信息学软件

进行联合检测，结合多个软件的检测结果具有“交集”

性，则说明预测的可靠性较好[23]。结果发现，miRwalk

在线程序对 CDH1的靶 miRNA进行预测，结果发现

10个软件当中有 5个以上预测到有 20 个 miRNAs

可与 CDH1结合，符合条件的 miRNAs有 8个，其中，

miR-219-5p与 CDH1结合的热动力学稳定性得分

最低，说明 miR-219-5p-CDH1之间的结合稳定性最

高、特异性最好。

对于生物信息学结果需要进行实验验证，本研究

发现，30例肝癌组织中 miR-219-5p平均表达水平

低于 20例癌旁肝组织中；而肝癌组织中 E-Cadherin

相对表达水平高于癌旁肝组织中。同时在肝癌细胞

系中，研究发现在肝癌细胞中 miR-219-5p表达下调，

导致 E-Cadherin 表达下调，miR-219-5p 可能通过

调控 E-Cadherin/N-cadherin的表达水平，与肝癌细

胞侵袭转移有关。

miR-219-5p是与 E-Cadherin（CDH1）是否具有

靶向结合，为本研究合成 miR-miR-219-5p inhibitor

和 miR-miR-219-5p mimic以及阴性对照组，分别转

染到肝癌细胞，以观察 miR-miR-219-5p对 CDH1的

靶向调控作用。结果发现，HepG2-miR-219-5p mimic

细胞株中 miR-219-5p水平表达增高，而 E-Cadherin

表达水平下调，N-cadherin高表达；HepG2-miR-219-

5p-inhibitor细胞株中 miR-219-5p 水平表达下调，
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而 E-Cadherin 表达水平上调，N-cadherin 低表达。

说明转染 mimic后，miR-219-5p 表达水平增高，下

调E-Cadherin而N-cadherin上调；而转染 inhibitor后，

miR-219-5p表达水平下调，上调 E-Cadherin而 N-

cadherin下调。miR-219-5p可靶向结合 E-Cadherin

并下调其表达水平，与 EMT有关。

E-cadherin能够维持细胞间的紧密连接的完整

性，阻止细胞发生侵袭和转移扩散，其表达下调被证

明是肿瘤细胞发生侵袭转移的早期事件，低表达 E-

cadherin细胞往往可以诱导 EMT的发生[24]。N-cad-

herin是细胞间黏连的主要结构性成分，介导细胞间

的黏附和迁移，N-cadherin在上皮恶性肿瘤中的表

达往往上调，其高表达往往通过调控 EMT而促进肿

瘤侵袭和转移 [25]。近年来研究发现 E-cad-

herin/N-cadherin在许多肿瘤中都存在异常表达，说

明 E-cadherin/N-cadherin在肿瘤的发生、发展以及

侵袭转移中起着重要的作用[26-27]。

本研究发现，转染 miR-219-5p mimic后，miR-

219-5p表达水平增高，下调E-Cadherin而N-cadherin

上调；而转染 miR-219-5p inhibitor后，miR-219-5p

表达水平下调，上调 E-Cadherin而 N-cadherin下调。

同时通过 transwell实验发现，转染miR-219-5p mimic

后侵袭细胞计数明显低于 HepG2-miR-NC、HepG2；

转染 miR-219-5p inhibitor后细胞株中侵袭细胞计

数明显高于HepG2-miR-NC、HepG2。说明miR-219-

5p上调，下调 E-Cadherin而 N-cadherin表达增加，

抑制肝癌细胞侵袭转移；而 miR-219-5p下调，上调

E-Cadherin而 N-cadherin表达减少，抑制肝癌细胞

侵袭转移。miR-219-5p靶向 E-Cadherin调控 EMT

在肝癌侵袭转移中有重要作用，针对 E-Cadherin的

分子靶向治疗在临床肝癌治疗中可能有重要作用。
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