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miR鄄155 在结肠癌组织中表达的临床病理意义

邹中辉,陈天进,何培生

[摘要]目的:探讨结肠癌组织及细胞株中 microRNA鄄155(miR鄄155)表达的临床病理意义。 方法:采用 RT鄄qPCR 检测 40 例结

肠癌组织及癌旁组织、结肠癌细胞株中 miR鄄155 的 mRNA 的表达,并对其临床病理指标进行分析,分析抑制 miR鄄155 表达对结

肠癌细胞增殖、克隆形成及凋亡影响。 结果:RT鄄qPCR 检测结果表明 40 例结肠癌组织中 miR鄄155 相对表达量明显高于癌旁组

织(P < 0. 01)。 不同分化结肠癌细胞 miR鄄155 相对表达量差异有统计学意义(P < 0. 05),其中低分化结肠癌细胞中表达均高

于中、高分化结肠癌细胞(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)。 miR鄄155 的异常高表达与病人肿瘤较大、分化程度差、淋巴结发生转移情况及

远处有转移均有关(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),而与年龄和性别无关(P > 0. 05)。 抑制 miR鄄155 可明显抑制结肠癌细胞增殖、克隆

形成。 结论:结肠癌组织中高表达 miR鄄155 可以作为预测恶性程度、淋巴转移的有效指标,miR鄄155 在结肠癌病人的临床靶向

治疗中具有一定的价值。
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Clinical significance of the miR鄄155 expression in colon cancer tissue
ZOU Zhong鄄hui,CHEN Tian鄄jin,HE Pei鄄sheng

(Department of General Surgery,Three Gorges Center Hospital,Kaixian Chongqing 404100,China)

[Abstract] Objective:To investigate the miR鄄155 expressions in colon cancer tissue and cell strain,and its clinical significance.
Methods:The expressions of miR鄄155 mRNA in 40 cases of colon cancer tissue and adjacent carcinoma tissues,and cell strains were
detected using RT鄄qPCR,and the clinical pathological indicators were analyzed. The effects of the inhibiting miR鄄155 expression on the
proliferation,colony鄄formation and apoptosis of colon cancer cells were analyzed. Results:The results of RT鄄qPCR showed that the miR鄄
155 mRNA expression in colon cancer tissues was significantly higher than that in adjacent carcinoma tissues ( P < 0. 01). The
difference of the expression of miR鄄155 in different differentiated colon cancer cells was statistically significant(P < 0. 05),and the
expression of miR鄄155 in low鄄differentiated colon cancer cells was higher than that in medium and high鄄differentiated colon cancer cells
(P < 0. 05 to P < 0. 01). The abnormally high expression of miR鄄155 was related to the big tumor size,poor differentiation degree,
lymph node metastasis and distant metastasis(P < 0. 05 to P < 0. 01),but which was not related to the age and gender(P > 0. 05).
Inhibiting the expression of miR鄄155 could inhibit the cell proliferation and colony鄄formation of colon cancer cells. Conclusions:The
miR鄄155 high expression in colon cancer tissues can be used as an effective predictor of malignant degree and lymph node metastasis.
The miR鄄155 has a certain value in the clinical targeted therapy of colon cancer.
[Key words] colon neoplasms;miRNA鄄155;lymph node metastasis

摇 摇 结肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一,其发

生与多步骤基因突变及表型改变有关[1],是遗传改

变(基因突变、基因扩增等) 和后天改变 (异常的

DNA 甲基化,染色质修饰等)积累的结果,从而诱导

结肠上皮细胞转化为结肠腺癌细胞[2]。 尽管目前

诊断技术进步,很多结肠癌诊断在早期,但仍有大约

三分 之 一 病 人 诊 断 时 有 转 移, 而 复 发 率 高 达

40% [3]。 系统性化疗目前对结肠癌取得一定效果,

报道临床有效反应率在 40% ~ 60% [4]。 但临床仍

有一定病人对治疗无反应,因此,寻找新的有效治疗

靶点具有重要的意义。
microRNA(miRNA)是一类长 19 ~ 25 个核苷酸

的单链非编码小片段 RNA 调控分子, 成熟的

miRNA 在与靶 mRNA3忆端非翻译区(3忆鄄UTR) 完全

或不完全匹配结合,诱导靶 mRNA 降解或阻遏其翻

译,在转录后水平沉默基因的表达,参与调节细胞生

长发育、分化、凋亡[5]。 越来越多的研究证实,正常

组织与肿瘤组织中 miRNA 的表达存在显著的差

异[6]。 本研究探讨结肠癌组织中 miR鄄155 表达与临

床病理指标关系,并分析可能机制,为结肠癌治疗提

供新的依据。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇 收集 2013 年 10 月 1 日至 2014 年 5 月

1 日我院普外科 40 例结肠癌组织及距癌组织边缘

> 5 cm 的正常结肠组织,标本切除后立即放入液

氮,备 RNA 提取使用。 所有病人术前未进行放、化
疗等抗肿瘤治疗,所有标本均经术后病理确诊。 本

组 40 例结肠癌病人中男 29 例,女 11 例,年龄 17 ~
70 岁。 结肠癌的分期执行照 2010 年第七版国际抗

癌协会制定的 TNM 分期标准。
1. 2摇 主要试剂和细胞摇 总 RNA 提取试剂盒购于百

泰克生物科技有限公司,逆转录试剂盒及 RT鄄qPCR鄄
SYBR Green 玉 检测试剂盒购于 TAKARA 公司。
miR鄄155 抑制寡聚核苷酸(Inhibitor)及内参引物 U6
购自广东锐博生物有限公司, 脂质体 2000 购

Invitrogen 公司。 高分化 HT29、中分化 SW620 和低

分化 lovo 结肠癌细胞购自中国医学科学院肿瘤细

胞库。
1. 3摇 RNA 提取及 RT鄄qPCR摇 用 Trizol 从结肠癌组

织样本中提取总 RNA,浓度及纯度用分光光度计检

测,后按照试剂盒说明将 RNA 反转录为 cDNA。
RT鄄qPCR 中 miR鄄155 引物序列及内参引物 U6 由广

东锐博生物有限公司合成。 每个实验重复 3 次。 取

2 滋g RNA 行 RT鄄qPCR,按试剂盒说明,逆转录实验

条件为:37 益作用 60 min,85 益作用 5 s。 Q鄄PCR 实

验步骤为:95 益,30 min 解聚模板 DNA,60 益条件

下 30 s 使引物与模板 DNA 结合,68 益条件下 10 s
扩增模板 DNA,反应共计 40 个循环,70 益条件下延

伸 10 min 后结束反应。 miR鄄155 相对表达量 =
2 -吟吟Ct,吟Ct = CtmiR155 - CtU6, 吟吟Ct = 吟Ct癌 -
吟Ct癌旁。
1. 4摇 脂质体 2000 转染 miR鄄155a Inhibitor摇 待低分

化结肠癌细胞 lovo 于 6 孔板 80%融合度时,采用脂

质体 2000 转染 lovo 细胞,参考试剂盒说明,miR鄄
155a Inhibitor 核苷酸终浓度为 50 nmol / L,转染时间

5 h,然后将培养基换为完全培养基继续培养。
1. 5摇 MTT 检测细胞增殖摇 结肠癌细胞系细胞转染

miR鄄155 Inhibitor 或阴性对照(negative control,NC)
24 h 后,消化细胞,用含 10% 胎小牛血清的 DMEM
培养液配成单个细胞悬液,以每孔 1 000 个细胞接

种到 96 孔板,每孔体积 200 滋L。 分别在培养时间

点 1、2、3、4 d 对细胞进行检测。 每孔加 20 滋L 的噻

唑蓝 (MTT) 溶液 (5 nmg / mL 用 PBS 配制, pH =
7. 4)20 滋L。 继续孵育 4 h 后终止培养,小心吸弃孔

内培养上清液。 每孔加 150 滋L DMSO,振荡10 min,
使结晶物充分融解。 选择 570 nm 波长,在酶联免

疫监测仪上测定各孔吸光度值,记录结果,以时间为

横坐标,吸光度值为纵坐标绘制细胞生长曲线。
1. 6摇 克隆形成实验摇 结肠癌细胞系细胞转染 miR鄄
155 Inhibitors 或 NC 24 h 后,消化细胞,用含 10%胎

小牛血清的 DMEM 培养液配成单个细胞悬液,常规

消化细胞并计数,将细胞以 500 个 /孔接种于 6 孔板

中,轻轻晃动培养板,使细胞分散均匀后,继续在细

胞培养箱内培养。 每 5 天换液一次,连续培养12 d,
培养板底部肉眼明显可见细胞克隆形成。 吸净培养

板中的培养基,用 PBS 溶液清洗 2 次。 每孔加入

4%多聚甲醛 2 mL,固定 30 min ;吸弃甲醛,PBS 清

洗 2 次;每孔中加入 0. 1% 结晶紫溶液 2 mL,染色

20 min;ddH2O 清洗 3 次以上,自然风干。 以大于 50
个细胞计为 1 个克隆,计数细胞克隆形成情况。
1. 7摇 统计学方法 摇 采用方差分析和 q 检验及 t
检验。

2摇 结果

2. 1摇 miR鄄155 在不同组织类型及细胞类型中表达

情况比较摇 Q鄄PCR 检测结果表明 40 例结肠癌组织

中 miR鄄155 相对表达量(1. 976 依 0. 386)明显高于

癌旁组织(1. 114 依 0. 133) ( t = 13. 35,P < 0. 01)。
不同分化结肠癌细胞 miR鄄155 相对表达量差异有统

计学意义(P < 0. 05),其中低分化结肠癌细胞 lovo
中表达均高于中、高分化结肠癌细胞(P < 0. 05 ~ P
< 0. 01)(见表 1)。

表 1摇 miR鄄155 在不同组织类型及细胞类型中表达情况比较

细胞类型 n miR鄄155 相对表达量摇 F P

HT29 3 1. 017 依 0. 036#

SW620 3 1. 338 依 0. 215## 7. 61 < 0. 05

lovo 3 1. 768 依 0. 347

摇 摇 q 检验:与 lovo 细胞比较#P < 0. 05,##P < 0. 01

2. 2摇 结肠癌组织中 miR鄄155 表达与临床病理指标

关系摇 高分化结肠癌(包括乳头状腺癌)以推进性

的方式生长,其肿瘤浸润的前缘常有较明显的宿主

防御性反应,如淋巴细胞增多、纤维组织增生等。 低

分化的结肠癌则多呈浸润性生长,肿瘤前缘宿主的

防御性反应不明显。 我们分析 miR鄄155 表达与 40
例结肠癌病人临床病理指标关系,发现 miR鄄155 表

达情况与病人性别、年龄无关,但与病人肿瘤大小、
分化程度、淋巴结转移情况及远处转移情况有关

606 J Bengbu Med Coll,May 2017,Vol. 42,No. 5



(P < 0. 01)。 在肿瘤越大、分化程度较差、有淋巴结

转移中增高,有远处转移病人 miR鄄155 表达量也明

显高于无远处转移病人(P < 0. 01)(见表 2)。

表 2摇 miR鄄155 表达与结肠癌临床病理特征的关系比较

临床病理特征摇 n miR鄄155 相对表达量 t P

性别

摇 男

摇 女

29
11

2. 33 依 0. 21
2. 19 依 0. 13

1. 59 > 0. 05

年龄 / 岁

摇 臆55
摇 > 55

21
19

2. 25 依 0. 11
2. 38 依 0. 13

1. 96 > 0. 05

分化程度

摇 Well
摇 Poor

21
19

1. 91 依 0. 12
2. 43 依 0. 19

10. 23* < 0. 01

T 分期

摇 T1 ~ T2

摇 T3 ~ T4

15
25

2. 07 依 0. 12
2. 38 依 0. 28

4. 84* < 0. 01

Ns 分期

摇 N0

摇 N1 ~ 2

22
18

2. 12 依 0. 13
2. 42 依 0. 16

6. 78 < 0. 01

M 分期

摇 M0

摇 M1

23
17

1. 96 依 0. 13
2. 46 依 0. 22

8. 50* < 0. 01

摇 摇 *示 t忆值

2. 3摇 抑制 miR鄄155 表达可明显抑制结肠癌细胞增

殖、克隆形成 摇 MTT 实验结果表明 24 h 后抑制

miR鄄155 可明显抑制结肠癌细胞增殖(P < 0. 01)
(见表 3),而克隆形成实验也表明抑制 miR鄄155 可

抑制肠癌细胞 lovo 克隆形成(见图 1),表明 miR鄄
155 在结肠癌细胞中发挥促进肿瘤细胞增殖作用。

摇 表 3摇 MTT 实验检测抑制 miR鄄155 对结肠癌细胞 lovo 增
殖影响

分组 n 24 h 48 h 72 h 96 h

空白对照组摇 摇 摇 3 0. 460 依 0. 008 0. 687 依 0. 012 1. 159 依 0. 022 1. 657 依 0. 012

miRNA 无效干预组 3 0. 457 依 0. 007 0. 727 依 0. 007 1. 213 依 0. 019 1. 657 依 0. 007

miR鄄155 抑制组摇 3 0. 463 依 0. 006 0. 567 依 0. 006 0. 943 依 0. 015 1. 260 依 0. 037

F — 0. 879 484. 848 291. 323 494. 227

P — >0. 05 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
MS组内 — 0. 000 0. 000 0. 000 0. 001

3摇 讨论

摇 摇 miRNA 具有高度的时序性、保守性、组织特异

性[7]。 成熟的 miRNA 诱导靶 mRNA 降解或阻遏其

翻译,从而在转录后水平沉默基因的表达,在肿瘤的

发生、发展中起着重要的调控作用[8 - 9]。 通过结肠

癌组织 miRNA 表达谱与正常结肠组织 miRNA 表达

谱相比较,发现大肠癌相关 miRNA 达几十种之多,
有一部分 miRNA 呈现明显的上调,另外一部分呈现

明显的下调[10]。 此现象提示 miRNA 具有促癌和抑

癌的作用,这取决于它们在细胞中的表达方式以及

在细胞恶性转化进程中的作用。 本研究探讨结肠癌

组织中 miR鄄155 表达及临床意义,结果表明结肠癌

组织中 miR鄄155 表达增高,抑制 miR鄄155 可抑制结

肠癌细胞增殖和克隆形成,表明结肠癌中 miR鄄155
高表达有促进肿瘤进展作用。

miR鄄155 参与抑郁等精神活动[11],并可抑制机

体免疫反应,参与机体炎症反应[12 - 13]。 有报道

miR鄄155 也参与新生血管形成,基因敲除 miR鄄155
抑制了血管内皮因子诱导的血管内皮细胞增殖、迁
移和血管形成[14]。 miR鄄155 参与机体多种肿瘤发

生,包括造血系统[15]、淋巴系统等[16],而在乳腺

癌[17]、胃癌[18]、黑素瘤[19] 等恶性肿瘤中也发现

miR鄄155 表达增高,发挥促进恶性肿瘤细胞增殖、迁
移和侵袭作用。 肿瘤细胞也可通过分泌 miR鄄155 促

进周围纤维母细胞向肿瘤相关性纤维母细胞转变,
导致恶性肿瘤进展[20]。 在肿瘤干细胞中,转化生长

因子 茁 可导致 miR鄄155 表达增高,进而促进靶蛋白

TP53INP1 表达抑制,导致肿瘤细胞发生上皮鄄间质

转换,并且肿瘤干性标志物表达增高增加[21]。 这些

结果均表明 miR鄄155 与恶性肿瘤进展有关,并且在

恶性肿瘤细胞转移中可能发挥一定作用。 本研究也

表明结肠癌中 miR鄄155 高表达与病人肿瘤分化程度

及淋巴结转移等有关,提示结肠癌中 miR鄄155 也发

挥肿瘤增殖和转移重要作用。
miRNAs 一般通过调控靶蛋白表达发挥作用,

目前研究报道 miR鄄155 可靶向作用于 Rb 抑癌蛋

白,从而促进恶性肿瘤细胞增殖[22]。 FOXO3 是重

要的生长调控蛋白,具有抑制肿瘤细胞增殖作用,但
FOXO3 也是 miR鄄155 的作用靶点[23]。 然而也有报

道 miR鄄155 有促进肿瘤转移作用[24]。 这些研究结

果表明 miR鄄155 可能在肿瘤组织中调控不同抑癌蛋

白表达,miR鄄155 可能通过抑制 Rb 和 FOXO3 等蛋
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白,参与调控结肠癌进展。 但关于 miRNA鄄155 家族

成员在结肠癌中表达上调的具体作用机制还需要进

一步研究。
总之,本研究表明结肠癌组织中 miR鄄155 表达

增高,高表达 miR鄄155 与病人肿瘤较大、分化程度

差、淋巴结发生转移情况及远处有转移均有关,而与

年龄、性别均无关。 结肠癌组织中 miR鄄155 可能通

过作用抑癌蛋白,从而调控结肠肿瘤进展,miR鄄155
可能是结肠癌中重要的治疗靶点。
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