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 ���������������������� �������������������������������������������

�������������������������������������� ������biomarkers �����

����������������������������������������������������������������

�����������(miRNAs) ���� non-coding RNAs ����� ��������������

����������������������������������������������������

��������������������������������������� ��������������� 

��������������������������������� ����������miRNA �����������

�������������miRNAs �������� �����������������������������

��������������������������������rs113054794 (A/C) ������miR-

221 �������������������������������� Aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator (ARNT) �����������������(HepG2) 

�����������������miR-221 expression vector ��������������������

HepG2 �������������������������miR-221 �����real-time PCR 

���������������������miR-221 �������������������65 ��������������

���� ���miR-221 expression vector �������������������������������

miiR-221 �������ARNT �� �����������������������RNAhybrid ���

���������� minimum free energy (mfe) ��������������������

���������������������rs113054794 (A/C) ������miR-221 ��������

��������������miR-221 �������ARNT ����������mfe ��������

��������������������� (allele C = -25.9 kcal/mol ���������allele A 

= -18.7 kcal/mol) ����� ����������������������������� ������

ARNT �����real-time PCR ����� miR-221 �� ���2 alleles ��

�������������������� �������������������ARNT �������������

�������������������������miR-221 allele A ����allele C ������

����� �������������������ARNT ������������������������ ����� �����

���������������������������������������������� rs113054794 ��

����miR-221 ���������������������������������������������

����ARNT ���������������������������������������� ���������������

��������������� 

���������: ���������, ���������������, ������������������������ 

Abstract 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a disease with a high 

mortality rate due to the disease is mostly diagnosed in severe 

phase. The identification of biomarkers is important for early 

diagnosis of the disease. MicroRNAs (miRNAs) are small non-

coding RNAs that play important roles in regulating the expression 

of many genes and differentially expressed between patients and 

healthy persons. Moreover, single-nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in miRNAs are affecting on function of miRNAs. This 

research focused on the effect of SNPs rs113054794 (A/C) within 

miR-221 for regulation of Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator (ARNT) gene expression in HCC cell line (HepG2). 

Validation assay based on construction of mi-221 expression 

vector then transfected into HepG2 cells and measured the 

expression level of miR-221 by real-time PCR. The result showed 

that the expression of miR-221 was 65-folds increased in miR-221 

transfected group. In addition, the hybridization pattern and the 

minimum free energy (mfe) between miR-221 and ARNT gene 

were analyzed by RNAhybrid web-based software. The result 

revealed that SNPs (A/C) within miR-221 yielded exactly 

difference in the hybridization pattern and mfe between 

rs113054794 and ARNT gene (allele C = -25.9 kcal/mol whereas 

allele A = -18.7 kcal/mol). After that, the expression level of target 

gene (ARNT) was measured by real-time PCR in order to test the 

silencing efficiency of miR-221.  The result suggested that both 

alleles of miR-221 triggered ARNT gene silencing. However, 

����� expression level was non-statistically different between 

allele C and allele A. Therefore, SNPs (A/C) within miR-221 were 

affected the regulation of ARNT gene expression. However, these 

SNPs may regulate other genes, which required further study. 
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1. �������������������������������� ��� 

1.1 Hepatocellular carcinoma (HCC)  

HCC ����������������������������(primary liver cancer) � ������

����������������������������5 ����� �����������������������������

�������������������������������������� [1] �������������

�����������������70-90 �������������������������������������� ���

(chronic liver disease ) ���������� (cirrhosis) ���������������������

��������� ������2 ���������� ������������������������������������

���������(hepatitis B virus infection) ����������������������������

(hepatitis C virus infection) ������� �����������������(aflatoxin) [2] 

������������������������������������������������ ������������������

�����������������������������������������������������������

���������������(Metabolism) ���������������������� ���������������

�������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������

�������������������������epigenetic ������������������������

����������������������������������������oncogenes ����tumor 

suppressor genes �����������������������������������������

��������������������������� 

 ��� ����������������biomarker ���������������������������

���������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������

�������������������������������������microRNAs  �����������

������������������������������������������ �������������������

������microRNAs ����������������������������������microRNAs 

������������������������������ ����������� ��������������������������

�������������������������������������������������� [3] 

1.2 MicroRNAs (miRNAs) 

miRNAs ��������non-coding RNAs �������������������RNAs ���

�� �����������������22 ���������������������������� ��������������

������������������������������������������������������3�-
untranslated region (3�-UTR) ����mRNA ���������������������

����� �������������������(translational repression) ��������������

mRNA ���������(mRNA degradation) [4, 5] miRNA ����������

���������������������������������������������(development) 

���������������������������������� ������������(differentiation) 

����������������������(apoptosis) �����������������������

(proliferation) ��������������������������(migration/ invasion) [6, 7] 

����� �����miRNA 1 ������������������mRNA ��� ��������

����������200 ��� ����� [5] ����� ������miRNAs �����������

���������������������������������������������������������

����������������� [8]  

���������������Jipeng Li  �������������microRNA-221 ����

����������������������������������� �������������������������������� ��

���������������������������������������������������������������

��������� [9, 10]  ��������������Jie Yang ������������miR-221 

�� ���������������������������������biomarker ��������������

������������������������������ �������� ������������������������ [11] 

���������������Giang T ���������������������������

�������������������� rs113054794 ������miR-221 �������

��������Caucasian ���������������������������������� [12] ������

��������������������������������������������������� 

rs113054794 (A/C) ������miR-221 ���������������������������

��� ����� ����� �������� �������������������������������������

��������� rs113054794 ������miR-221 �������������������

������������������������������(HepG2) 

 

2. ���������� ��������� 

 �������� ��������������HepG2 ���������� �������� ����������������

������. ��. ���������(� ��������) �. ������������� �������

������������������������������ ���������������4 ������������(1) 

������control ����������������������������������������������transfection 

agent �������������transfection agent ��������������������������(2) 

Scramble plasmid (3) miR-221 allele A (4) miR-221 allele C �����

��������������������������������������������������������

���������������� 

2.1 ��������������������������������������miR-221 

 ��������������������������������������miR-221 ���

��������miRNASNP v2.0 (http://www.bioguo.org/miRNASNP/) 

2.2 ��������������������������� (hybridization pattern) ��������

miR-221 �������������� 

  ��������������������miR-221 [7] ���������������������������

����miRNA (Hybridization pattern) ������ ��������������������

RNAhybrid ������������������������������������minimum free 

energy (mfe) �����������������������������������������seed 

region (����������������2-8 ��������5’UTR �������miRNA) �������

��������������������������� 

2.3 ���������miR-221 expression vector  

�� ������������� miR-221 expression vector ���������

pSilencer™ siRNA Expression Vectors (Ambion, Life 
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Technologies, USA) ��������������scramble siRNAs ������������

siRNA ������� ����������������������������������������control �������

����transfection ��� ����� ��������� vector �������������������miR-

221 ����������Hairpin structure ����sequence ����miR-221 ��

�������������miRbase (http://www.mirbase.org/) ����sequence ����

Hairpin miRNA ���������������������������������������BamHI 

����HindIII ���������sequence ����miRNA �������������������������

������� pSilencer hsa-mir-221 (allele A/C) 

2.4 ��������������������������HepG2 

 ����Lipofectamine®2000 Reagent (Invitrogen, Life Technologies, 

USA) ������ 1.25 μl ��������������� pSilencer hsa-mir-221 

(allele A/C) 500 ng �������������HepG2 ���24-well plate ������DMEM 

(Gibco, Life Technologies, USA) �������10% FBS (Gibco, Life 

Technologies, USA) ����� �����������������37�C �����������

�����������������5 % ���������48 �� ����� 

2.5 ��������mRNA ����miRNA ���������HepG2  

 �����������miRNA purification kit (Norgen Biotek Corp., Canada) 

������������������������������������������large RNA (50 μl) ����

small RNA (50 μl)  

2.6 ��������Polyuridylation ��� reverse transcription ����miRNA 

 mature miRNAs ���������� ����������polyU (polyuridylated) ����

poly (U) polymerase ����������������������� miRNA ��������� 

reverse transcription ������ stem loop (SL) - poly A primer ��� 

reverse transcriptase ��������� �����������real-time PCR ( SYBR 

green dye ) �������forward primer ������������� miRNA ����������

�������������universal primer ���� reverse primer ������������ 

Polyuridylation �������������10x NE buffer 2.5 μl, 50 mM UTP 

0.25 μl, 40 units ��� RNase inhibitor, 2 units ��� poly (U) 

polymerase (New England BioLabs Inc., UK), miRNA 100 pmol 

������� nuclease free water ����������� 25 μl ������������������

���� 37°C ��������10 ���� ����� ���reverse transcription ������ 

miRNA ��������poly U ���������� 12.3 μl, 5x RT reaction buffer 

(Thermo scientific, CA) 4.0 μl, 10 μM SL-poly A primer 0.2 μl, 10 

mM dNTPs (Thermo scientific, CA) mix 2 μl, RNase inhibitor 

(Thermo scientific, CA) 20 units, RevertAid reverse transcriptase 

(Thermo scientific, CA) 200 units ������� nuclease free water ��

���������� 20 μl 

2.7 ����Reverse transcription ����mRNA 

 ��������� Reverse transcription mRNA �����������mRNA 11.5 

μl, 5x RT reaction buffer (Thermo scientific, CA) 4.0 μl, 10 μM 

random hexamer primer 1 μl, 10 mM dNTPs (Thermo scientific, 

CA) mix 2 μl, RNase inhibitor (Thermo scientific, CA) 20 units , 

RevertAid reverse transcriptase (Thermo scientific, CA) 200 units 

������� nuclease free water ����������� 20 μl 

2.8 ���������������������������������� real-time PCR 

��������� miRNA ������ Step One Plus real-time PCR (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) ������ SYBR green dye ���������

������������ 2x Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 

(Thermo scientific, CA) 6.25 μl, 10 μM ��� primer �������� 0.4 μl , 

cDNA 1 μl ������� nuclease free water  ������12.5 μl  ���������

����������������primers �����������������������������1 ���������������

����������������������������������� miRNA-221 ��� U6 (internal 

control)  ����initial denaturation ����94°C  3 ����, �����������������

�������� 95 °C  15 ������, 50°C (miR-221) ���� 55°C (U6)  30 ������ 

��� 62°C 30 ��������� ����� 50 ��� �������������������������

����������������������������� ARNT ��� GAPDH ��� initial 

denaturation ����94°C  3 ����, ������������������������� 95 °C  15 

������, 58°C (GAPDH) ���� 59°C (ARNT) 30 ��������� 72°C 30 

��������� ����� 50 ���  

2.9 ���������relative quantitation 

����������Threshold cycle (Ct) �������������relative 

quantitation �������� 

�����������) = Ct (target gene sample) - Ct (Ref. gene)    (1) 

��� (calibrator) = Ct (target gene calibrator) – Ct (Ref. gene)   (2) 

������������������) - ����������������                  (3) 

����������������������= 2-����                (4) 

 ����� ��������������������������������������������������One way 

ANOVA 

3. ���������� 

3.1 ����������������������������miR-221 ����������������

ARNT ������������RNAhybrid 

���������������� miR-221 ������ ARNT ���������������� 

seed region (������������2-8 ��������5’UTR �������miRNA) ����

miR-221 (allele C) �� ��������������������target gene ��������

��������minimum free energy (mfe) ��������-25.9 kcal/mol �����

����miR-221 (allele A) ����� minimum free energy (mfe) ��������-18.7 

kcal/mol ����������������������������������miR-221 (allele C) 

�������������������mismatch �������seed region (�������1) 

3.2 ����������������miR-221 ��������HepG2  

��������������miR-221 expression vector ����� ���2 allele 

������������miR-221 (mimic miR-221) �����������HepG2 ������� 
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��������1 ��������������������������primers ����oligonucleotides ���������������� 
 

Primers / oligos Sequence (5�� 3�) Strand Application 

miR_221-5p_TS (G) 
GATCCGCACCTGGCATACAATGTAGATTTCTGTGTTCGTTAGGCAACAGCTACATTGTCT

GCTGGGTTTCGCTTTTTTGGAAA 
Top strand 

������������ miR-221 

expression vector 

miR_221-5p_BS (C) 
AGCTTTTCCAAAAAAGCGAAACCCAGCAGACAATGTAGCTGTTGCCTAACGAACACAGAA

ATCTACATTGTATGCCAGGTGCG
Bottom strand 

miR_221-5p_TS (T) 
GATCCGCACCTGTCATACAATGTAGATTTCTGTGTTCGTTAGGCAACAGCTACATTGTCTG

CTGGGTTTCGCTTTTTTGGAAA 
Top strand 

miR_221-5p_BS (A) 
AGCTTTTCCAAAAAAGCGAAACCCAGCAGACAATGTAGCTGTTGCCTAACGAACACAGAA

ATCTACATTGTATGACAGGTGCG 
Bottom strand 

Stem loop (SL) poly (A) 

(Mei et al.,2012) 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAAAAAAAAAAAAAA

AAVN  
Sense Reverse transcription 

Fw_Arnt_CDS389 ATGATGATCAGATGTCTAACGATA   Sense 

Real-time PCR 

Rw_Arnt_CDS521 TCTGACAGTTCTGTGATGTAGG  Antisense 

GAPDH-F85 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG  Sense 

GAPDH-R191 TCAATGAAGGGGTCATTGATGG  Antisense 

miR-221_FW (5p) ACCTGGCATACAATGTAGATT Sense 

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA Sense 

Universal qPCR_R 

(Mei et al., 2012) 
GCAGGGTCCGAGGTATTC     Antisense 

 

������� �������������������� miR-221 �����������real-time 

PCR ����������������miR-221 expression vector ������������ HepG2 

�������y ����relative quantitation ���������� Delta Ct method     

(2-��Ct) ���������������������������������������������������

������������� ���pSilencer 3.0 H-1 (scramble siRNA) ����������������

mimic miR-221 ����������������������transfect miR-221 expression 

vector ����� ���2 allele �����������mimic miR-221 ��������������� 

relative quantitation ������������������������65 �����(�������2) 

 

 

3.3 �������������������ARNT ������mRNA ��������HepG2 

 ����������������������������ARNT �����real-time PCR 

������� transfection ��������������������HepG2 ����������������

transfect pSilencer 3.0 H-1 ����� scramble siRNA ���������negative 

control �����������������������������ARNT ����������������off-

target effect ��������������������transfect vector miRNA-221 allele A 

����allele C ���������������� miR-221 allele A ����allele C �����

������������ ARNT ����������������������ARNT ������12.23 

����6.67 % ������������������������� ARNT���������������

����� miR-221 allele A ����allele C �����������������������������

�������1 Hybridization pattern ��������miRNA �������������� 

������������������miR-221 ��� �������3’UTR ������������1528 ������

���������ARNT ������������RNAhybrid  

A) �����������������miR-221 (allele C) mfe =-25.9 kcal/mol 

B) �����������������miR-221 (allele A) mfe =-18.7 kcal/mol 

�������2 �������������������miR-221  

���������� miR-221 ��������HepG2 ������pSilencer (scramble siRNA) 

����������������miR-221 �������������1.0 ��������������HepG2 ������

miR-221 allele A ����allele C ����������������miR-221 ������������� 

65.1 ����65.0 ��������� 

���������������������������������
����������
��	������������
�������
����������������������	����������
����
���������
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��������������������������������������� ARNT��� ���������

������������������������������������������ pSilencer 3.0 H-1 ����� 

scramble siRNA (�������3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.������������������������ 

 �����������������miRNAs ���������������� �������������������

���������������������� ��������������������������������

miRNAs ���������������� ������������������������������������

��������������������������miRNAs �����������������������

����������������(perfect complementary) ����������� mRNA ���

������ ������� ������������(mRNA degradation) ���������������

����� � �miRNAs ������ ��� ������� �� ������� ��� � (partial 

complementary) �������������� �������������������������mRNA 

(translation repression) [4, 5] ��������������������������

miRNAs ���������������������������������������������������

����������������� miRNAs ������������������� �������������������

������������������������2-8 �����������5’UTR �������miRNAs 

(seed region) �������������������������3’UTR �������������� [13] 

����� ��������������������������������� miRNAs ���������������� ��

����������������������������seed region ��������������

�����������������������������������������������������������

������������� miRNAs ����������������� ������������������������

������������������������������������ ����� [8]  �����������

�������������������������miR-221 ��������� ������ ARNT ����

��������RNAhybrid ����������mismatch �������seed region ���

miR-221 allele A ���������������������������������������ARNT 

��������������������������ARNT ��������HepG2 �� ����������� 

ARNT ���������� ���������miR-221  ���������������������

���������������������� miR-221 �������������������������

���������������� ��������������������������������������������

�������� miR-221 allele C �������������������seed region �����

������������������������������������������� ������ARNT ���

����������� miR-221 allele A �������������������seed region ��������

������� 

ARNT �������������������hypoxia-induced factor-1b (HIF-1�) 

� �������nuclear transcription factors ������������basic helix-loop-

helix/Per-ARNT-SIM (bHLH/PAS) superfamily ��������������������

����������heterodimeric complex ����������aryl hydrocarbon 

receptor (AHR), hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1�)�����single 

minded homolog 2 (SIM) �����������������������������������

������������(hypoxia reaction), ����������������������

(xenobiotic metabolism) ����������������������(embryonic 

development) ������� [14] 

�������� ������Qinggong Yuan ������������miR-221 ��

�����������������������������Cyclin dependent kinase 

inhibitors ����CDKN1B/p27 ����������������������ARNT ��

�������������������������������CDKN1B/p27 �������������

����� ���� ������������������������������Cyclin dependent kinase ����

����miR-221 ���������������������������� ���������������� ���

CDKN1B/p27 ����ARNT ����������������������������������������

����������������������������������������� [15]  

 ���������������Zhen-Zhen Zhang ����������������������

����������������HepG2 3 ��������������������������HCC, acute HBV 

infection ����chronic HBV infection �����������������������������

miR-221�������������acute HBV infection ���������������������

miR-221 �����chronic HBV infection ���������������������miR-

221 ����������������������������HCC ���������������������miR-

221 ������������[16] ������ ������Pascal ������������miR-221 ��

��������������������������������������������������[15] �����������

��������������������������miR-221 ����������������� ���������� �����

����������������������������������miR-221 ����������������������

���������������������������������������������������������������

�����������������������������miR-221 [17, 18] ����miR-221 ������

������������������������������������������������(mitogenic 

signaling pathway) ��������Receptor tyrosine kinases (RTKs) ���

������RTKs ������������������pathways ���������������������������

����������������������������������� ������phosphoinositide 3-

kinase (PI3K) ������������ ���������������Phosphatase and Tensin 

homolog (PTEN) ����������������AKT pathway �����������������

�������3 ����������������������ARNT 

���������������������� ������mRNA ��������HepG2 ����������

Relative ������������������������������� pSilencer (scramble siRNA) 

����������������������ARNT �����100 % ��������HepG2 ������miR-

221 allele A ����allele C �������������������ARNT ���������������

12.23 ����6.67 % ��������� 

���������������������������������
����������
��	������������
�������
����������������������	����������
����
���������
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miR-221 �������������������� ���������������PTEN ���������������

AKT pathway ����������������������������������������������������, 

������������������������������������������������������������

miR-221 ����������mRNA ��� ����������������Cyclin dependent 

kinase inhibitors ������������������������CDKN1B/p27 ����

CDKN1C/p57 ��������������������������������������������������

����� ���������������Cyclin dependent kinases (CDKs) �������

CDK1, CDK2, CDK4, ����CDK6 ������� ������Cyclin ���phase ������

��������� ������������������������������������������������� [17-20] 

������������������������miR-221 ����� ���CDKN1B/p27 ��� ARNT 

�� ��� � ����� ���� ���� ����������� �ARNT����� ����� � 

CDKN1B/p27 ������������������������������ [15] ����� �����

������������������������������ ��������� �����������

�������������������� ���miR-221  �����������������������

�����������������������������������������������������������

������������ ����������������������������������������������������� 

 �������� ����������������������������������� rs113054794 

(A/C) ������miR-221 ������������������������������������

�������������� ������������������������ �����������������������

������������������������������������������������ 

��������������� 

����������������������������������������������������

�������� ����������������������� ���� � ������������������

������������������������ �������������������������������������

72 ����� ��������������������� ���������������������������
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