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microRNA-221在结直肠癌中的表达
及其对癌细胞迁移的影响
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摘要：目的 研究上皮 -间质转化（EMT）相关的微小 RNA（microRNA，以下简称 miRNA）-221在结直

肠癌患者中的表达水平，并探索其对结直肠癌细胞迁移水平的影响。方法 选取该院 40例结直肠癌患者为研

究组，选取同期体检的 40例健康人群为对照组。采用实时定量 RT-PCR法检测结直肠癌患者癌组织以及癌

旁组织中 miRNA-221表达水平，同时对比结直肠癌患者及正常人血浆中 miRNA-221表达水平。对结直肠细

胞采用 miRNA-221的 mimic及 inhibitor分别高、低表达 miRNA-221后，采用 transwell法分别检测细胞的侵

袭水平以及 EMT相关蛋白表达。结果 miRNA-221在直肠癌组织的表达水平显著高于癌旁组织，差异有统

计学意义（ <0.05）；miRNA-221在直肠癌患者血浆中的表达水平显著高于健康对照人群，差异有统计学意义

（ <0.05）。干扰结直肠癌 HT-29细胞株中 miRNA-221后，结直肠癌细胞迁移能力显著降低（均 <0.05），且

细胞中 EMT相关的上皮钙黏蛋白（E-cad）的表达水平降低；而过表达 HT-29细胞株中 miRNA-221，结直肠

癌细胞迁移能力显著增加，且细胞中 EMT相关的上皮钙黏蛋白（E-cad）的表达水平增加。结论 结直肠癌

患者高表达的 miRNA-221通过促进结直肠癌细胞的迁移水平来参与结直肠癌发生发展的进程。
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Expression of microRNA-221 in colorectal carcinoma and its impact
on cancer cells' migration
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Abstract: Objective To study miRNA-221 expression in colorectal tissue and plasma of cancer patients, and to
explore the mechanism about its migration of colorectal cancer. Methods 40 cases of colorectal cancer patients in
our hospital as the study group,40 cases of healthy people as the control group, we used RT-PCR to detect the mR原
NA levels in peripheral blood or tissue between of two groups; in addition, after overexpression or knockdown of mi原
croRNA-221, we detected the migration of cancer cells. Results The expression of microRNA-221 in colorectal can原
cer tissues was significantly higher than the adjacent tissues ( 约 0.05); in addition, the expression of microRNA-
221 in plasma of colorectal cancer patients was significantly higher than the normal population ( 约 0.05). Knock原
down of microRNA-221 in colorectal cancer cell line reduced cell invasion and E-cad expression significantly ( 约
0.05); whereas overexpression of microRNA-221 in colorectal cancer cell line improved cell invasion and E-cad ex原
pression significantly ( 约 0.05). Conclusion High expression of microRNA-221 in colorectal cancer patients partic原
ipated in the development of colorectal cancer by promoting the migration of colorectal cancer cells.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全球消化

道最常见的恶性肿瘤之一，根据 WHO国际癌症研

究机构数据显示，近年来，结直肠癌的发病率和死亡

率呈现逐渐上升的趋势[1]。而在中国，由于饮食结构

西方化、生活行为方式改变及精神紧张等很多因素，

结直肠癌死亡率居恶性肿瘤第 5位[2-3]。因此，研究

结直肠癌的发病机制对结直肠癌的预防和治疗有着

重要的临床意义。上皮 -间质转化（epithelial-mes-

enchymal transition，EMT）是指上皮细胞在特定的生

理和病理情况下向间质细胞发生转化的现象。研究

发现，EMT现象与肿瘤的侵袭、转移等密切相关，在

多种癌症的原位浸润和远处转移中发挥着极其重要

作用[4]。

微小 RNA（microRNA，以下简称 miRNA）是一

类新近发现的长度约为 22个核昔酸的非编码单链

小分子 RNA。研究发现，miRNA在肿瘤的 EMT过程

中发挥着重要的作用：miRNA-194 能够通过靶向

FoxM1抑制胃癌的 EMT过程 [5]；miRNA-124通过调

节 TNF-a参与调节前列腺癌的 EMT [6]；高表达的

miRNA-9参与乳腺癌的 EMT过程[7]。miRNA-221是

一类近年来发现的与前列腺癌 EMT中密切相关的新

分子 [8]。然而到目前为止，EMT相关的 miRNA-221

在结直肠癌患者组织及血浆内的表达水平以及对结

直肠癌细胞潜在作用的研究报道尚少。本研究对比了

miRNA-221 在结直肠癌患者组织及血浆内的表达

水平，并观察其对结直肠癌细胞的迁移能力的影响。

1 材料与方法

1.1 临床资料

所有组织样本来源于 2013年 1 月 -2015 年 1

月郑州人民医院行手术治疗的 40例结直肠癌患者

的手术切除标本，病理诊断均为结直肠癌。患者年

龄 23～69岁。术前均未接受化疗、放疗。癌组织标本

离体时间控制在 30 min内，并分别取癌旁组织（距

离癌组织大约 4 cm）。对照组选取本院体检的正常

40例健康人群，年龄 22～63岁。其中，男性 16例，

女性 24例。两组人群在性别、年龄方面差异无统计

学意义，具有可比性（ >0.05）。

1.2 实验方法

1.2.1 组织以及血浆标本总 RNA提取、逆转录反

应及检测 清晨空腹时抽取正常人群与结直肠癌患

者 5 ml外周静脉血，加入 EDTA 抗凝剂，2 h 内于

4℃条件下 4 000 r离心 5 min。离心后提取上层血浆

放入 -80℃冰箱保存备用。结直肠癌组织及癌旁组

织手术切除标本取出后立即放入液氮，并储存于

-80℃冰箱。总 RNA提取、逆转录反应及实时定量

PCR（quantitative real-time polymerase chain reaction，

qRT-PCR）：取约 100 mg组织或 100μl血浆，加入 1

ml Trizol（购于美国 Gibco公司）后采用匀浆仪进行

匀浆，抽提总 RNA，所得 RNA 溶于 20μl 的 DEPC

水中，采用逆转录试剂盒（Thermo Fisher公司）对所

抽提的 RNA 进行逆转录得到 cDNA。PCR 反应条

件：95℃变性 20 s，然后 60℃ 20 s和 70℃ 1 s进行

40个循环。miRNA-221探针引物：5'-GAAACCCAG

CAGACAATGTAGCT-3'[9]；U6内参：5'-CTCGCTTCG

GCAGCACA-3'以及 5'-AACGCTTCACGAATTTGCG

T-3'。PCR 使用 ABI 公司的 7300 型号 Real-Time

PCR仪器，结果采用２-ΔΔCt法进行相对定量分

析[10]。

1.2.2 细胞转染 人大肠癌细胞株 HT-29（上海拜

力生物科技有限公司）采用高糖 DMEM（美国 Hy-

clone公司）+10%FBS（美国 Gibico公司）传代培养，

如图 1所示。待 HT-29细胞汇合率生长到 60%～

70%左右时，采用脂质体 2000（美国 Invitrogen公司）

对株 HT-29 分别采用 miRNA-221 的 mimic 及 in-

hibitor转染，高、低表达 miRNA-221，于 48 h检测其

干扰效率。miRNA-221的模拟物与抑制物由广州锐

博生物科技有限公司设计合成。分组情况：A组空白

组（未加任何序列质粒）；B组对照组（加入对照无意

义序列）；C组实验组（mimic及 inhibitor转染组）。

1.2.3 细胞迁移实验 取对数生长期 HT-29 细胞

制备细胞悬液，调整细胞密度至 5×l05个 /ml，按 0.1

ml/孔加入到 transwell（美国 Corning公司）小室的上

层，小室下层加入 1 ml的 10%血清的培养液（完全

DMED）。培养 24 h时间后，取出 transwell小室，吸去

图 1 细胞培养图 （×200）
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表 1 干扰 miRNA-221对结直肠癌细胞迁移影响比较

组别 mRNA水平

A：空白组 40 1.23±0.20

B：对照组 40 1.18±0.21

C：抑制物 40 0.35±0.08

整体分析 值，值 295.350，0.000

B vs A LSD- 值，值 0.923，0.358

C vs A LSD- 值，值 21.494，0.000

C vs B LSD- 值，值 20.572，0.000

HT-29迁移能力 E-cad水平

41.5±6.1 1.13±0.40

42.7±6.5 1.18±0.39

26.2±3.3 0.35±0.08

109.676，0.000 63.742，0.000

1.676，0.096 0.024，0.981

11.906，0.000 9.766，0.000

13.582，0.000 9.790，0.000

注：整体分析为单因素方差分析，多重比较为 LSD检验

组别 mRNA水平

A：空白组 40 1.15±0.20

B：对照组 40 1.17±0.15

C：模拟物 40 3.31±0.34

整体分析 值，值 951.591，0.000

B vs A LSD- 值，值 0.407，0.685

C vs A LSD- 值，值 37.983，0.000

C vs B LSD- 值，值 37.576，0.000

HT-29迁移能力 E-cad水平

41.5±6.1 1.10±0.09

42.7±6.5 1.14±0.13

80.1±2.0 2.94±0.42

728.822，0.000 602.520，0.000

1.204，0.231 0.252，0.801

33.650，0.000 30.188，0.000

32.446，0.000 29.936，0.000

表 2 过表达 miRNA-221对

结直肠癌细胞迁移影响比较

注：整体分析为单因素方差分析，多重比较为 LSD检验

上层的培养液，使小室于室温下自然干燥。无水乙醇

固定后，采用 0.1%结晶紫于室温下染色 30 min，倒置

显微镜（德国蔡司，CFM-500）下观察己迁移至小室

下层的细胞。随机选取 5个视野（×200倍），计数小室

下层的细胞数。本实验重复 3次，每次每样三复孔。

1.3 免疫印迹检测蛋白水平

转染后收集 HT-29细胞，加入 1×SDS细胞裂

解液，SDS-PAGE 电泳，120 V 电压转膜 100 min，

37℃封闭 80 min，加兔抗人的上皮钙黏蛋白

（E-cadherin，E-cad）（美国 Cell Signaling 公司）4℃

孵育过夜后，HRP标记的小鼠抗兔二抗（南京生兴

生物）（1∶2 000稀释）37℃孵育 30 min，ECL发光检

测。内参蛋白选用 Sigma 公司的兔抗人 β-actin

（1∶3 000稀释）。用 Image-Pro-plus图像分析软件

系统对蛋白条进行扫描并分析结果，以β-actin为

参照，E-cad表达的相对含量以目的条带与内参条

带灰度值的比值表示。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计学软件进行统计分析。观

测资料均为计量数据，经正态性检验通过，以均数±

标准差（x±s）描述。多组间的比较，为单因素方差分

析 +LSD多重比较；两组间的差异比较，为成组 检

验， <0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 结直肠癌患者组织中 miRNA-221 mRNA 的

表达水平

miRNA-221 mRNA 在结直肠患者组织中的表

达水平为（3.02±1.19），显著高于癌旁组织的

（1.18±0.27），差异有统计学意义（ =11.682， =

0.000）。

2.2 结直肠癌患者血浆中 miRNA-221 mRNA 的

表达水平

结直肠癌患者血浆中 miRNA-221 mRNA表达

水平为（3.18±1.81），显著高于正常健康人群的

（1.31±0.53），差异有统计学意义（ =6.345， =

0.000）。

2.3 低表达 miRNA-221对结直肠癌细胞迁移能

力及 EMT相关蛋白水平影响

由表 1可见，3 个指标的 3 个组间整体差异有

统计学意义（ <0.05）。遂进行多重比较，比较结果

显示：结直肠癌细胞转染 miRNA-221 的抑制物

（inhibitor）后，miRNA-221的 mRNA水平显著降低

（ <0.05）（见图 2A）。低表达结直肠癌细胞中

miRNA-221 后，HT-29 细胞的迁移能力显著降低

（ <0.05）（见图 2B）。此外，本研究还发现，与转染对

照组比较，低表达 miRNA-221的结直肠癌细胞中

EMT相关的上皮钙黏蛋白（E-cad）的表达水平降低

（图 2C、2D），差异也有显著性意义（ <0.05）。

2.4 高表达 miRNA-221 对结直肠癌细胞迁移能

力及 EMT相关蛋白水平影响

由表 2可见，3个指标的 3个组间整体差异也

均有统计学意义（ <0.05）。再进行多重比较，比较

结果显示：结直肠癌细胞转染 miRNA-221的模拟物

（mimic）后，miRNA-221的 mRNA水平表达增加（见

图 3A），差异有统计学意义（ <0.05）。高表达结直肠

癌细胞中 miRNA-221 后，HT-29 细胞且迁移能力

也显著增加（见图 3B）（ <0.05）。此外，与转染对照

组比较，过表达 miRNA-221 的结直肠癌细胞中

EMT相关的 E-cad的表达水平增加（见图 3C、3D），

差异有统计学意义（ <0.05）。
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覮与对照组比较， =0.000
图 2 低表达 miRNA-221对结直肠癌细胞迁移能力及 EMT相关蛋白水平影响

C D

覮与对照组比较， <0.000
图 3 高表达 miRNA-221对结直肠癌细胞迁移能力及 EMT相关蛋白水平影响

3 讨论

结直肠癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，其发

病与生活方式、遗传及大肠腺瘤等关系密切。结直

肠癌的发生及发展是一个多因素、复杂的过程，而肿

瘤转移是结直肠癌高死亡率的主要原因之一[11]。结

直肠癌的 EMT过程包含细胞骨架重排、上皮细胞解

除细胞间黏附结构及细胞极性改变等，导致细胞变

形、伸出丝状伪足及细胞极性的丧失等，从而在结直

肠癌的发生发展中发挥极其重要的作用[12]。因此，寻

找特异性早期诊断 EMT相关的分子标志物（如基因

标志）以及基因靶向治疗的新策略成为结直肠癌的

基础与临床研究的热点问题。
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microRNA（miRNA）通过引起特异靶 mRNA 降

解抑制蛋白合成，在转录后水平负性调控特异基因

表达，是一种新的基因表达调控分子。研究认为，

miRNAs既可作为癌基因又可作为抑癌基因，广泛

参与肿瘤细胞的侵袭、转移等多种病理过程[13-17]。大

量的研究认为，miRNA在结直肠肿瘤的发生、发展、

诊断和预后等方面发挥重要作用[11，18-19]。Hansen等[11]

发现在结直肠癌细胞系中 miRNA-126显著上调，并

与结直肠癌的转移密切相关。而 Geng 等 [20]发现，

miRNA-103在结直肠癌组织中表达上调，且能够促

进结直肠癌的迁移。然而至今，结直肠癌患者中

miRNA-221的表达水平及其功能的研究尚少报道。

本结果发现，miRNA-221在结直肠癌患者组织

中表达水平显著高于癌旁组织，且 miRNA-221在

结直肠癌患者血浆中的表达水平高于正常人群，说

明了 miRNA-221在结直肠癌患者中可能参与结直

肠癌的发生、进展和转移。Qin等 [21]学者发现 miR-

NA-221在结直肠癌细胞系 HT29中高表达，且其可

以通过靶向 RECK 分子促进结直肠癌细胞的转

移；从另一方面支持了本研究在结直肠癌组织中

的结果。

此外，结果还发现，低表达 miRNA-221的结直

肠癌细胞的迁移水平显著降低，而高表达 miR-

NA-221的结直肠癌细胞的迁移水平显著增加，表

明 miRNA-221 能够促进结直肠癌细胞的迁移，从

而提示了 miRNA-221可能通过影响结直肠癌细胞

的迁移参与结直肠癌的进程，这与 Qin 等 [23]研究的

结果一致[21]。研究表明，直肠癌的 EMT过程在分子

生物学方面典型表现为 E-cad 蛋白等上皮标志

物的缺失或减弱。本研究结果亦发现，低表达 miR-

NA-221 的结直肠癌细胞的 EMT 相关蛋白 E-cad

表达水平显著降低；而高表达 miRNA-221的结直肠

癌细胞中 EMT相关蛋白 E-cad表达水平显著增加，

从而提示了 miRNA-221可能通过调控 E-cad来参

与结直肠癌的 EMT进程。

综上所述，miRNA-221在结直肠癌中可能发挥

促进肿瘤的功能，其主要是通过影响乳结直肠癌细

胞的迁移来参与肿瘤的进程，并与结直肠癌的 EMT

相关蛋白 E-cad密切有关。结直肠癌患者组织及血

浆中 miRNA-221的检测对结直肠癌的临床治疗及

预后可能具有一定的指导意义。
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