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Abstract. R����� ������� ���� �������� ���� ��������������-R����� ������� ���� �������� ���� ��������������-
����� ������� (R��1) ��� ���y �������� ����m���� f��m ������ 
����m���� �x����g�, b�� ���� f�������� �� g���m�w��� ����-
����������� ��g�������. K���k��w� �f R��1 �������z�� b����� 
������ ����� �� �����my���-������� ���������. H�w����, 
������ �� k��w� �b��� ��� ���� �f R��1 �� ��� ���g������� �f 
�������������� �������m� (HCC). T�� ������� ����y ��m�� �� 
�������g��� ��� f�������� �f R��1 �� HCC ���g������� ��� �� 
�����m��� w������ ���g����g ��� R��1 ��g�����g ����w�y m�y 
b� �f ����������� ����� �g����� HCC. W� f���� k���k��w� �f 
Rap1 by microRNA (miRNA) interference enhanced signifi-
cantly apoptosis and 5-fluorouracil (5-FU) chemosensitivity 
�� H��G2 ���� ����. R��1 m�RNA ��w���g������ ������� 
f�����-κB p65 (NF-κB �65) �x��������, ��� ����g������ 
inhibitor of NF-κB (IκB) �x��������. In vivo, R��1 m�RNA 
combined with 5-FU treatment led to a significant reduction 
of tumor growth as compared with 5-FU alone. The results 
�������� ���� R��1 m�RNA ��� �ff�������y ������� ����������y 
of HepG2 cell line to 5-FU chemotherapy in vitro ��� in vivo.

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the the fifth most common 
������ ��� ��� ����� ������g ����� �f ������-������� ����� �� 
��� w���� (1). I�� ������ ��������� �� ����m���� �� 600,000 ��w 
�����, m��� ���� ���f �f w���� ��m� f��m C���� (2). S��g���� 
��������� �� ��� m��� �ff������ ������y f�� HCC. H�w����, m��� 
�f ��� �������� ��� ��� g��� ���������� f�� ���g��y b������ �f 
b���g ���g����� �� ����� ���g��. O� ��� ����� ����, HCC �� 
f��q�����y ��������� �� ������������ ���m������������ �g���-

���� ��������� (3). R��������� �� ��������� �� ��� �f ��� ������� 
���� HCC ����� ��� ��� ��������� �� ���m�������y (4,5).

Some studies have revealed that NF-κB �� ��������-
�����y ��������� ��� ���y� � ����� ���� �� ��� ��g������� �f 
g���� �������� �� ���� ��������� �� ��m� ������� ��������g 
HCC (6,7). Inhibition of NF-κB �65 by m�RNA �������� �� � 
significant increased apoptosis in HCC (8). Interestingly, Rap1 
(������������������� �������), � m�mb�� �f ����m���� ��������� 
��m���x, ��� b��� ���w� �� b� �� ��������� m�������� �f 
NF-κB-m������� ����w�y� (9). H�m�� b����� ������� w��� 
NF-κB �y����������y ���w �������� ������ �f �y������m�� 
R��1. K���k��w� �f R��1 �������z�� b����� ������ ����� �� 
��������� (9). H�w����, �� ����, f�w ������� ���� �������� ��� 
b����g�� f������� �f R��1 �� HCC ���g�������, ��� �������-
tive regulation between Rap1 and NF-κB, ��� ��� ��������� 
f��������� ������b����� �f ���� � ���w��k �� HCC ������ 
���g������� ��� ��������� ���� ��� b��� �x������ y��.

I� ��� ������� ����y, �� �������g��� ��� ���� �f R��1 �� HCC 
���g�������, w� �x�m���� ���� ���������g��w�� ��� ��������� 
�f��� ��w���g������� �f R��1 �x�������� by m�RNA �� H��G2 
�����, ��� �x������ ��� m�������m�.

Materials and methods

Cell culture. H��G2, H�H-7, SMMC-7721, QGY-7703 ��� 
HL-7702 ���� ����� w��� �b������ f��m S���g��� C��� B��k. 
The cells were maintained under a humidified atmosphere of 
5% CO2 at 37˚C in DMEM medium (HyC����), ������m����� 
with 10% fetal bovine serum (FBS; HyC����).

Transient transfection of HepG2 cells and establishment of 
stable transfectants. S�� �f f��� R��1-m�RNA ���g������-
������ w��� ����g��� ��� �y������z�� by I������g�� f�� R��1 
g��� k���k��w� �������. T�� R��1-m�RNA �x�������� ������ 
(pcDNATM 6.2-GW/EmGPF-miR; Invitrogen; catalog no. 
K4936-00) w�� ���� �� ��������� � R��1 m�RNA ����m�� 
by ��������g ��� m�RNA-�����g ��q�����. H��G2 ����� w��� 
�����f����� w��� �������� R��1-m�RNA ����m�� �� ������� 
m�RNA ����m��.

H��G2 ����� w��� ������ �� 6-w��� ������ �� � ������y �f 
5x105 cells/well, and grown for 48 h to reach 80% confluence 
b�f��� �����f������. C������ m�RNA ��� R��1 m�RNA w��� 
�����f����� �����������y ���� ����� ����g L���f����m��� 2000 
(Invitrogen; catalog no. 11668-027) according to the manufac-
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�����'� ������������. T�� ����� w��� ���� ��������� ��� ����yz�� 
by flow cytometry, electron microscopy, reverse transcriptase 
���ym����� ����� �������� (RT-PCR) ��� w������ b��� ����y��� 
�� 24-72 � �f��� ��� �����f������. A�� m������m���� w��� 
���f��m�� �� ����������.

T�� �����f����� ����� w��� �������� �� ��� m����m 
with Blasticidin S HCl (Invitrogen; catalog no. R210-01) at 
2-10 µg�m�. Af��� 8 w��k�, ��������g �������� ������g f��m 
stably transfected cells were selected and individually amplified.

MTT assay. A� 48 � �f��� �����f������, ���� �������� w�� 
m������� by ��� 3-(4,5-��m���y�����z��-2-y�)-2,5-������y����-
��z����m b��m��� (MTT) ����y. T�� �����f����� ��� ������� 
����� w��� ������ �� � ������y �f 5,000 ������w��� �� 96-w��� 
plates and incubated at 37˚C in humidified 5% CO2 f�� 24 �. 
Serially diluted 5-FU (Sigma) was added to give the intended 
final concentrations. Cells were then incubated an additional 
72 �, ��� ��� MTT ����y w�� ���f��m�� ��������g �� ��� 
m���f�������'� ������������. Ab���b���� ������ w��� �����-
m���� �� 570 �m �� � S������M�x 250 ������������m����. 
T�� ����y� w��� ���f��m�� ����� ��m�� �� ����������. T�� 50% 
����b����y ������������� (IC50) values were defined as the drug 
�������������� ��q����� �� ������ �������� �����f������� �� 50% 
�f ��� ��������� ������� w���.

Flow cytometry for apoptosis. T�� H��G2 ����� w��� 
��������� f�� ���������� �f ��������� �� 48 ��� 72 � �f��� 
the transfection. Firstly, the cells were washed with PBS and 
fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min. Then, the cells 
w��� ��-��������� �� PBS ������m����� w��� 0.1% T����� 
X-100, and incubated at 4˚C for 2 min. TUNEL solution 
(50 µ�) w�� ����� �� ���� ��b�, ��� ����b���� �� ��� ���k �� 
37˚C for 60 min. After that, the cells were washed with PBS, 
and re-suspended in 250 µl PBS for flow cytometry using the 
FACSCalibur system.

Electron microscopy. T�� ����� w��� ��������� �� PBS f�� 
���������� �f ��������� w��� �������� m��������y �� 48 � �f��� 
the transfection. Firstly, the cells were subsequently fixed in 
3.5% g����������y�� ��� 1% O�O4, ����, w����� w��� PBS, 
���y������ �� ������� ��� ������� ������, ��� �mb����� �� 
E��� 618. T��� �������� w��� ��� w��� � L���� Ultracut UCT 
m������m�, ������� w��� 2% ����y� ������� ��� ���� �������. 
Ob��������� f����w�� ����g JEM-1011 �����m������ �������� 
m��������y.

Quantitative real-time PCR. T� ��������� ��� m�������m by 
w���� R��1 ������� ���� g��w�� ��� ����b��� ��������� �� 
HCC, we examined the expression of NF-κB �65 ��� IκB 
����g q����������� ����-��m� PCR �� 48 � �f��� ��� �����f������. 
T���� RNA w�� �������� f��m ��� R��1 m�RNA �����f����� 
��� ������� ���� ����� w��� TRIzol (Invitrogen; catalog no. 
15596-026). T���, ��� RNA w�� ��bj����� �� ����-��m� PCR 
����y��� w��� ��� ��� �f � O�� S��� SYBR P��m�S����� 
RT-PCR k�� (B��-R�� L�b���������) ��� ����������� ���-
amplification system (Invitrogen Life Technologies). NF-κB 
p65 was amplified using forward primer 5'-GGGAAGGAACG 
CTGTCAGAG-3' ��� ������� ���m�� 5'-TAGCCTCAGGG 
TACTCCATCA-3'. IκB was amplified using forward primer 
5'-GGATACCTGGAGGATCAGATTA-3' ��� ������� ���m�� 

5'-CCACCTTAGGGAGTAGTAGATCAAT-3'. PCR amplifi-
������ w�� ���f��m�� w��� 32 �y���� �f 45 ��� ���������g �� 
94˚C, 45 sec annealing at 55˚C and 10 min extension at 72˚C. 
A m�����g ����� ����y��� w�� ��������� �� ������� f�� ��� 
specificity of the amplification products. The expression values 
w��� ���m���z�� by ��� β-����� �x��������. M�������, ��� 
amplified gene fragments were separated in a 2% agarose gel 
and visualized by ethidium bromide staining and UV light.

Western blot analysis. W������ b��� ����y��� w�� ���f��m�� �� 
���������y ������b�� �� 24, 48 ��� 72 � �f��� ��� �����f�������. 
T�� ����b����� �������� R��1 m��������� ����b��y (S���� 
Cruz Biotechnology, 60 kDa, mouse), β-����� m��������� 
antibody (Abmart; 43 kDa, mouse), goat anti-rabbit and 
m���� IgG-HRP (Abm���). C���� w��� ��������� by ��y���� 
��g������ ��� w����� �w��� w��� PBS. RIPA �y��� b�ff�� 
(100 µ�) (S������) w�� �����. T���, ������� w�� �x�������, 
��� ������� �������������� w��� �����m���� ����g BCA 
������� ����y k�� (T���g��) b���� �� ��� m���f�������'� 
������������. P������ ��m���� (30 µ�) w��� ������ ���� � 
NuPAGE 8% TA gel (Invitrogen) and run at 80 V. Next, the 
proteins were transferred to PVDF membranes (M��������) 
����g �� �B��� G�� T����f�� D����� (B��-R�� M��� P������ 
3) �� 200 mA f�� 1.5 �. T�� m�mb����� w��� b���k�� �� 3% 
BSA b���k��g b�ff�� f�� 2 �, �x����� �� ���m��y ����b��y 
overnight at 4℃, and secondary antibody for 2 h at room 
��m��������. Af��� ����, ��� m�mb����� w��� w����� w��� 1% 
PBST, ��� ������ w��� R��1 ����� ��m�� (5 m�� ���� ��m�) ��� 
with β-actin three times (3 min each time). Excess reagent 
w�� ��m����. T�� m�mb����� w��� ������� w��� ����������� 
������� w����. Im�g�� w��� ��q����� ����g ���k���m �������-
m��� ������q���.

In vivo studies. T�� ���m�� �������� w�� �������� by ��� ��� 
Institutional Animal Care and Use Committee of Kunming 
Medical University. Four-week-old BALB/c nude mice were 
obtained from Vital River Laboratories (Beijing, China) and 
maintained in a specific pathogen-free facility. These mice 
w��� �����m�y ������� ���� f��� g����� w��� 10 m��� ���� 
group: i) control; ii) 5-FU treated; iii) Rap1 miRNA; and iv) 
Rap1 miRNA + 5-FU treated group. The mice were implanted 
subcutaneously into the right flank with Rap1 miRNA stable 
�����f����� ��� ������� H��G2 ����� (1.0x107 ����� �� 0.2 µ� 
PBS ��� m����). W��� �����b�� ��m��� ��������� (�����g� 
����m� 100 mm3), the mice in 5-FU treated and Rap1 miRNA 
+ 5-FU treated groups were administered intraperitoneally 
with 5-FU at a dose of 30 mg/kg every 3 days. Those in control 
��� R��1 m�RNA g����� w��� ��j����� w��� ��� ��m� ����m� 
�f 0.9% ������. T�m�� ��z� w�� m������� �� 3-��y ��������� 
w��� � ������� (���������� ����m� = �������� ���m����2 x 
���g��� ���m�����2). T�m�� g��w�� w�� f����w�� f�� 25 ��y� 
from the first injection.

Immunohistochemistry for Rap1 and caspase-3. A� ��� 
���m������� �f ��� �x����m����, ��� ��m��� w��� ��m���� f�� 
histological examination. The tumor samples were fixed in 
10% formaldehyde, embedded in paraffin and then cut into 
3-µm ����k ��������. Imm�����������m����y w�� ��������� 
����g ������������-����x����� m����� w��� ��� E�V����� K�� 
(Maixin Bio, Fuzhou, China). The sections were dewaxed 
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�� xy���� ��� ���y������ �� � g����� ������ �f �������. T�� 
������ �������� w��� ������� by ��g� ��m�������� ��� �������� 
�� 10 mm���� �����m ������� (�H 6.0) f�� 2 m�� f�� ����g�� 
���������. N�x�, ��� ���m��y ����-R��1 ����b��y (1:100 ����-
tion; Santa Cruz Biotechnology; 60 kDa) was added to the 
slides. The slides were incubated at 4˚C overnight. After that, 
��� ������ w��� ������� w��� ��������y ����b��y, f����w�� by 
����b����� w��� ���m���b��z����� k�� f�� 10 m��, ��m���xy��� 
�������g, �����f������� w��� ��m���y�b��z���, ��� ��������� 
w��� m������g m����m. T�� R��1 ��� �������-3 �x�������� 
w��� �������� �� ��� ������ ��� ��� �������� f���� �f ��� ��m�� 
in each section. A positive Rap1 expression was defined as 
������� �������g �� b��� ��� ������ ������� ��� �������� f����. 
A positive caspase-3 expression was defined as cytoplasmic 
�������g.

Statistical analysis. Data are presented as the means ± SD. 
S���������� ����y��� w�� ���f��m�� ����g ��� SPSS ������� 14. 
T�� ��ff������� w��� ��������� by �-����. P-������ <0.05 w��� 
considered to indicate a statistically significant result.

Results

Expression of Rap1 in HCC cell lines. T� �����m��� ��� �ff��� 
of Rap1 expression on the apoptosis in HCC cells, we first 
�����m���� ��� �x�������� �f R��1 �� f��� HCC ���� ����� 
��� ���m�� ����� ����� by q����������� RT-PCR. Q����������� 
RT-PCR revealed that expression of Rap1 was significantly 
��g��� �� HCC ���� ����� H�H-7, SMMC-7721, QGY-7703 ��� 
H��G2 �� ��m����� w��� ���m�� ����� HL-7702 �����. G���� 
��� �������� ��g� �x�������� �f R��1 �� H��G2 �����, ���� ���� 
���� w�� �������� f�� ��b��q���� �x����m���� �� �����m��� 
w������ ����b����� �f R��1 �x�������� by m�RNA w���� 
������� ����� ���������.

Effects of Rap1 expression on apoptosis in HepG2 cells. T� 
�������g��� ��� ����-��������� ���� �f R��1 �� HCC �����, w� 
k���k�� ��w� ��� �x�������� �f R��1 �� H��G2 ����g RNA 
interference (RNAi) techniques with miRNA. Firstly, Rap1 
������� ������ w��� ��������� �� �����f����� ��� ������� 
HepG2 cells by western blot analysis to test RNAi efficiency. 
T�� ����� �f R��1 �x�������� �� R��1 m�RNA-�����f����� 
cells was reduced significantly compared with those in empty 
����m�� �����f����� g����, ��� ������� g���� �� 24, 48 ��� 
72 h after the transfections (Fig. 1). The results suggested 
that miRNA transfection led to specific suppression of Rap1 
������� �x��������.

T�� ����-��������� �ff��� �f R��1 �� H��G2 ����� w�� 
subsequently confirmed by TUNEL assay and flow cyto-
metric analysis. The flow cytometric analysis revealed that 
of Rap1 knockdown cells had a significantly higher rate of 
��������� �� 48 ��� 72 � �f��� ��� �����f������ w��� ��m����� 
w��� �m��y ����m�� g���� ��� ������� g���� (P<0.05). A� 
48 h, 15.8±0.5% of adherent cells were apoptotic in Rap1 
miRNA group, whereas 1.1±0.2% and 0.3±0.1% of adherent 
����� w��� ��������� �� �m��y ����m�� g���� ��� ������� 
g����, �����������y. A� 72 �, R��1 m�RNA ������� ��������� 
in ~33.0±2.3% of the cells, empty plasmid induced apop-
tosis in only 8.2±1.6% of the cells compared with 0.6±0.1% 
cell apoptosis in control group (Fig. 2). To gain further 

��f��m����� �b��� ��� m�������g���� ����g��, ��� ����� 
f��m ��� ����� g����� w��� ��������� �f ��������� w��� 
�������� m��������y �� 48 � �f��� ��� �����f������. E������� 
m��������y �������� ���� ��m� �����k��g ����� w��� � 
���g �f ��������� ����m���� �� ��� �������� ���f��� �f ��� 
nuclear envelope in Rap1 miRNA group (Fig. 3), which was 
���������� w��� ��� ������ �f f��w �y��m����� ����y���. T�k� 
��g�����, ����� ������� ��gg����� R��1 m�RNA ��������� 
��������� �� H��G2 �����.

N�x�, w� �������g���� w������ R��1 m�RNA w���� 
enhance chemosensitivity to 5-FU in HepG2 cells. HepG2 
����� w��� ������� w��� 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 �� 0.6 µM 
5-FU for 24 at 48 h after the transfection. The cell viability 
w�� ��������� ����g ��� MTT ����y. MTT ����y� �������� ��� 
R��1 m�RNA-�����f����� ����� ���w�� ��������� ����������y 
to 5-FU as compared with the empty plasmid-transfected, and 
the control cells (Fig. 4).

Suppression of Rap1 increases cell apoptosis through NF-κB 
signaling in HepG2 cells. W� ��x� �������g���� ��� m�������m 
��������b�� f�� ��� ����-��������� �ff��� �f R��1 �� H��G2 
cells. We examined the expression of NF-κB �65 ��� IκB �� 
mRNA ����� �� 48 � �f��� ��� �����f������. Q����������� ����-
time RT-PCR analysis revealed that the NF-κB �65 mRNA 
w�� ��w���g������ ��g��f������y, w������ ��� IκB mRNA 
w�� g�����y ����g������ �� R��1 m�RNA-�����f����� ����� 
��m����� w��� ����� �� ������� ����� (P<0.05) (Figs. 5 and 6), 
suggesting that NF-κB w�� ���������� �� R��1 m�RNA-
�����f����� H��G2 �����. T���� ������� �������� ���� R��1 ���y� 
an anti-apoptotic role via the NF-κB�IκB ����w�y.

Figure 1. Western blot analysis of Rap1 expression in Rap1 miRNA trans-
f����� ��� ������� H��G2 �����, β-����� w�� ���� �� � ������� (*P<0.05).
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Figure 2. Flow cytometric analyses of the percentages of apoptotic cells at 48 and 72 h after the transfection.

Figure 3. Electron microscopy images (original magnification, x4000) of HepG2 cells. Cell shrinkage and chromatin condensation were noted in Rap1 miRNA 
g���� �� 48 � �f��� ��� �����f������.
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Rap1 miRNA reduces HepG2 tumor growth in vivo. T� �����-
mine the efficacy of Rap1 miRNA alone or combined with 
5-FU in vivo, w� ���� � BALB�� m����� x���g��f� ��m�� 
m���� w��� R��1-������� ��� ������� H��G2 �����. T�� ��z� �f 
��� ��m��� w�� m������� �� ����� ��m������� �w��� � w��k f�� 
3 w��k�, ��� ��� ��m�� ����m� w�� ����������. M��� ��m�� 
volume in Rap1-miRNA group was 851.2±32.6 mm3 ��m����� 
to the average tumor volume of 1494.7±126.2 mm3 �� ������� 
g���� �� ��� ���m������� �f ��� �x����m��� (P<0.05). R��1 
miRNA combined with 5-FU treatment led to a reduction 
of tumor growth even further as compared with 5-FU alone 
(624.9±45.3 mm3 vs. 1424.0±108.6 mm3; P<0.05) (Fig. 7). The 
������� ��gg����� ���� R��1 m�RNA ����b���� ����� ������ 
progression and enhanced sensitivity of HepG2 cells to 5-FU 
in vivo.

Figure 4. Growth inhibition by 5-FU in HepG2 cells. HepG2 cells were 
������ �� 96-w��� ������ ��� ������� w��� 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 �� 0.6 µM 
5-FU for 24 h. Cell survival was determined using MTT assay. Each value 
represents the mean ± SD from triplicate measurements. (*P<0.05).

Figure 5. At 48 h after the transfection, the expression of NF-κB �65 mRNA 
was determined with quantitative real-time RT-PCR analysis. The NF-κB 
p65 mRNA was downregulated significantly when compared with that in 
������� ����� (*P<0.05).

Figure 6. At 48 h after the transfection, the expression of IκB w�� �����m���� 
w��� q����������� ����-��m� RT-PCR ����y���. T�� IκB mRNA w�� ��-
regulated significantly when compared with that in control cells (*P<0.05).

Figure 7. Effects of Rap1 miRNA and 5-FU on HepG2 tumor growth in nude 
m���. (A) C������ �f 10 ���� m��� �������� ��b��������� ��j������ w��� 
1x107 R��1 m�RNA �����f����� �� ������� H��G2 �����. O� ��y 8 �f��� ��� 
injection of tumor cells, the mice received intraperitoneal injection of 5-FU 
�� ��� ��m� ����m� �f 0.9% ������ �w��� � w��k, ��� ��m�� ��z� w�� m��-
����� f��m ��y 8 �� 32. *P<0.05 compared to the control; ▲P<0.05 ��m����� 
to the control + 5-FU. (B) The tumors were removed from the mice in each 
g���� f�� �mm����������g ����y��� �� ��y 32. 
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W� ���� �������g���� ��� �x�������� �f R��1 ��� �������-3 
�x�������� ����g �mm�����������m���� �������g �� ��������� 
��m���. Imm�����������m���� �������g ����y��� �������� ���� 
Rap1 expression was significantly inhibited in Rap1 miRNA 
��m���, w������ R��1 �����x�������� w�� �b������ �� ������� 

tumors (Fig. 8). Caspase-3 expression was positive in Rap1 
miRNA treated tumors, and negative in the controls (Fig. 9). 
T�� ������� ��m��������� ���� k���k��w� �f R��1 ���m���-
����y �������� �������-m������� ��������� �� ��� m���� 
m���� �f HCC.

Figure 8. An immunohistochemical analysis of Rap1 in HepG2 tumors in vivo (original magnification, x400). Rap1 was undetectable in Rap1 knockdown 
��m���, w������ ������� �������g �f R��1 w�� �b������ �� ������� ��m���.

Figure 9. An immunohistochemical analysis of caspase-3 in HepG2 tumors in vivo (original magnification, x400). Cytoplasm staining of caspase-3 was 
�������� �� R��1 k���k��w� ��m���, w������ ���y ������ �� �� �������g w�� �������b�� �� ������� ��m���.
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Discussion

P������� ������� ���� ��m��������� ���� �������� ��f�-
���� ���m�������y �m������ ��� �����m� �f �������� w��� 
advanced HCC (10,11). 5-FU regimen is widely used in arte-
���� ��f����� ���m�������y f�� �������� w��� �������� HCC 
(10). H�w����, HCC �� ��g��y ��������� �� ���m�������y �� 
some patients. Defect in apoptosis is a principal mechanism of 
���g ���������� �� HCC (5). S������ ������� ���� �������� ���� 
����m����� �������y w�� ���������� w��� ��������� ��������� 
��� ���m������������ ���������� �� HCC (12-14). T�� �x����-
sion  of telomeric repeat-binding factor (TRF)1, TRF2 and 
TRF1 interacting protein 2 (TIN2) was found to correlate with 
��� ���g������� �f �������������g������, ��� m��k���y ����g-
������ f��m �y�������� ������� �� HCC (15,16). A� � m�mb�� 
�f ����m���-b�����g ��������, R��1 ���y� � ���� �� m���������g 
����m��� ��m�������� ��� g���m�� ����g���y (17). I� � ������ 
����y, R��1 ��g�����g w�� ������f��� �� � ������� f����� �� 
TNFα-������� ��������� �� b����� ������� (9). H�w����, ��� 
���� �f R��1 �� HCC ���g������� ��� ��� ������y��g m�������� 
m�������m� ��m��� ���g��y ��k��w�. T����f���, �� ��� 
������� ����y, w� �x�m���� ��� �ff��� �f k���k��g ��w� R��1 
expression on apoptosis and 5-FU chemosensitivity in HCC 
�����, ��� ����yz�� ��� m�������m�.

R��1 mRNA �x�������� w�� ��������y �������� �� 4 HCC 
���� ����� ����g ����-��m� PCR ����y���. R��1 �x�������� w�� 
�������� �� ��� ��� ���� �����. G���� ��� �������� ��g� �x����-
���� �f R��1 �� H��G2 �����, ��� ����� w��� �������� f�� 
R��1 k���k��w� ����y. W������ b��� ����y��� �������� ���� 
the expression of Rap1 was significantly suppressed in Rap1 
k���k��w� H��G2 ����� ��m����� w��� ����� �� ��� �m��y 
����m�� �����f�����, ��� ������� ����� �� 24, 48 ��� 72 � �f��� 
�����f������. In vivo, �mm�����������m���� ����y��� �������� 
���� R��1 �x�������� �� �������� ��m��� w�� ��w�� �� ��� R��1-
m�RNA g���� ���� ���� �� ������� g����, w���� w�� ���������� 
w��� ��� in vitro �������. T�� ������� ��gg����� m�RNA �����-
f������ w�� �ff������ �� k���k��g ��w� ��� �x�������� �f R��1 
in vitro ��� in vivo.

S�b��q�����y, ��� �ff���� �f R��1 m�RNA �� ��������� 
and 5-FU chemosensitivity were investigated in HepG2 cells. 
The flow cytometric analysis revealed that the cells in Rap1 
knockdown group had a significantly higher rate of apoptosis 
�� 48 ��� 72 � �f��� ��� �����f������ ��m����� w��� ����� �� 
�m��y ����m�� g���� ��� ������� g����. T�� ���-��������� 
�ff��� �f R��1 m�RNA w�� f������ ���f��m�� by �������� 
m��������y. In vivo, �������-3 �x�������� �� �������� ��m��� 
w�� ��g��� �� ��� R��1-m�RNA g���� ���� �� ������� g����. 
T�� ������� ��m��������� ���� k���k��w� �f R��1 w�� �ff��-
���� �� �������g ��������� �� H��G2 �����.

Rap1 knockdown also resulted in a significant decrease 
in cell proliferation rate and an increase in 5-FU sensitivity 
�� H��G2 �����. MTT ����y ���w�� ���� R��1 m�RNA ����� 
showed increased sensitivity to 5-FU (IC50=0.31 µM) �� 
��m����� w��� �m��y ����m��-�����f����� �����, �� ������� 
�����. A� ��� ���m������� �f ��� �x����m��� in vivo, ��� m��� 
in Rap1 miRNA transfected group had a significant reduction 
�� ��m�� g��w�� �� ��m����� w��� ��� ������� g����. R��1 
miRNA combined with 5-FU treatment led to a reduction of 
tumor growth even further as compared with 5-FU alone. These 
������� ��� �� �g���m��� w��� ����� �������� by T�� et al (9) 

who found that knockdown of Rap1 by siRNAs significantly 
sensitized MCF7 cells to TNFα-������� ��� �����my���-
������� ���������. C����������y, ��� f�����g� ��gg��� ���� 
��������� R��1 �x�������� ���y� �� ����-��������� ���� �� HCC 
�����, ����b����� �f R��1 w��� m�RNA �������� ��������� ��� 
5-FU sensitivity both in vitro ��� in vivo x���g��f��.

W� f���� ���� k���k��w� �f R��1 �������� �� ��������� 
NF-κB �65 ��� ��������� IκB mRNA ������ �� H��G2 ���� 
����. S�m�����y, T�� et al f���� ���� ����� w�� � �������� 
����������� b��w��� ��g� ������ �f �y������m�� R��1 ��� 
high levels of nuclear NF-κB in breast cancer (9). NF-κB �� 
a transcription factor with five subunits: RelA (p65), RelB, 
c-Rel, p50/NF-κB1, and p52/NF-κB2. T�� ��������m���� 
��m���x� �f �50��65 (R��A) �� �����m������y �������� �� 
the cells. NF-κB ��m��� ��� ��m���x�� w��� ��� ����b����y 
������� IκB ��� m��������� �� �� �������� ����� �� m��� 
���� �y��� (18). P������� ������� ���� ��m��������� ���� 
5-FU induces apoptosis, and activate the NF-κB ����w�y �� 
colon carcinoma and HCC models (19,20). Activated NF-κB 
����w�y �� k��w� �� ���y � ����� ���� �� ��������� ���������� 
�� ������� m���g������� ��������g HCC �����g� ��g������� 
of its downstream target genes (18,21). Inhibiting NF-κB 
can increase 5-FU sensitivity in HCC (20). Some studies 
demonstrated NF-κB ������� ��� �x�������� �f ����b���� 
of apoptosis protein-1 (c-IAP1) and c-IAP2. NF-κB ���� 
����g������ ��� �x�������� �f B��-2 f�m��y (���� �� B��-2 
��� B��-xL), w���� ���y� � ������� ���� �� ��� ����b����� �f 
��������� (8,21). I� �� ��k��y ���� ��w������m g��� ���g��� �f 
NF-κB ��� �������� �� R��1-������� ��������� m�������m �� 
HCC cells. Rap1 promotes cell survival through an NF-κB-
��������� ����w�y �� HCC.

I� ��mm��y, ��� ������� ����y �������� ���� ��� ��mb���� 
R��1 ����b����� ��� ���m�������y ����b���� ��m�� �������-
m��� ��� ������� ��g��� ��������� ����� ���� ���m�������y 
����� ��� ������� g���� �� H��G2 �����. O�� ���� ��gg��� 
���� ����b����� �f R��1 �� � ���m����g ���g�� �f ����������� 
���������� �� ������ HCC ����� m��� ��������� �� ��������� 
��� ���m�������y. T��g����g �f R��1 ��� RNA �����f������ �� 
� ��������� ����������� ������gy. 
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