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  摘 要:目的 探究微小 RNA-192(miR-192)对结直肠癌(CC)细胞系增殖、迁移和侵袭能力的影响。
方法 分别设立A组(SW1116

 

CC细胞转染生理盐水)、B组(SW1116
 

CC细胞转染 miR-192模拟物)及C组

(SW1116
 

CC细胞转染miR-192抑制剂)。分别以 MTT法检测各组细胞增殖情况,以流式细胞术检测各组细

胞凋亡情况,以划痕实验检测细胞迁移能力,以Transwell实验检测细胞侵袭能力。采用实时荧光定量聚合酶

链式反应(qRT-PCR)检测各组细胞 miR-192及 WNT家族成员2B(WNT2B)mRNA表达水平。结果 B组

SW1116
 

CC细胞存活率、单克隆形成数目分别为(57.32±6.19)%、(284.59±15.08)个,均 低 于 A 组 的

(76.21±8.23)%、(601.47±23.16)个 与 C组 的(89.52±10.62)%、(2
 

150.68±34.79)个,而 凋 亡 率 为

(20.52±2.52)%,高于A组的(13.78±1.62)%与C组的(11.62±1.41)%;C组SW1116
 

CC细胞存活率、单

克隆形成数目均高于A组,而凋亡率低于A组(均P<0.05)。B组SW1116
 

CC细胞划痕宽度为(785.10±
46.18)mm,高于A组的(601.32±33.21)mm与C组的(326.99±17.48)mm,而C组划痕宽度低于A组,B组

穿膜细胞数为(624.67±19.05)个,少于A组的(875.23±27.30)个与C组的(1
 

204.17±34.59)个,且C组穿

膜细胞数多于A组(均P<0.05)。B组SW1116
 

CC细胞 miR-192
 

mRNA相对表达水平为(3.01±0.26),相

较于A组的(1.87±0.20)及C组的(0.97±0.23)均更高,且C组 miR-192
 

mRNA相对表达水平低于A组,B
组 WNT2B

 

mRNA表达水平为(2.16±0.26),相较于A组的(4.11±0.50)与C组的(6.08±0.72)均更低,且

C组 WNT2B
 

mRNA表达水平高于A组(均P<0.05)。结论 miR-192可抑制CC的恶性演进,其主要作用

机制之一可能与调控 WNT2B表达有关。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA-192
 

(miR-192)
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CC)
 

cell
 

lines.Methods Group
 

A
 

(SW1116
 

CC
 

transfected
 

with
 

physio-
logical

 

saline),group
 

B
 

(SW1116
 

CC
 

transfected
 

with
 

miR-192
 

mimics)
 

and
 

group
 

C
 

(SW1116
 

CC
 

transfected
 

with
 

miR-192
 

inhibitor)
 

were
 

set
 

up,respectively.Cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,cell
 

migration
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

assay,and
 

cell
 

invasion
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay.Real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-192
 

and
 

WNT
 

family
 

member
 

2B
 

(WNT2B)
 

in
 

each
 

group.Results The
 

survival
 

rate
 

and
 

monoclonal
 

number
 

of
 

SW1116
 

CC
 

cells
 

in
 

group
 

B
 

were
 

(57.32±
6.19)%

 

and
 

(284.59±15.08),which
 

were
 

lower
 

than
 

(76.21±8.23)%
 

and
 

(601.47±23.16)
 

in
 

group
 

A
 

and
 

(89.52±10.62)%
 

and
 

(2
 

150.68±34.79)
 

in
 

group
 

C,while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

group
 

B
 

was
 

(20.52±
2.52)%,which

 

was
 

higher
 

than
 

(13.78±1.62)%
 

in
 

group
 

A
 

and
 

(11.62±1.41)%
 

in
 

group
 

C.The
 

survival
 

rate
 

and
 

number
 

of
 

monoclonal
 

formation
 

of
 

SW1116
 

CC
 

cells
 

in
 

group
 

C
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

group
 

A,
while

 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

group
 

A
 

(all
 

P<0.05).The
 

scratch
 

width
 

of
 

SW1116
 

CC
 

cells
 

in
 

group
 

B
 

was
 

(785.10±46.18)mm,which
 

was
 

higher
 

than
 

(601.32±33.21)mm
 

in
 

group
 

A
 

and
 

(326.99±
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17.48)mm
 

in
 

group
 

C,while
 

the
 

scratch
 

width
 

in
 

group
 

C
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

group
 

A.The
 

number
 

of
 

per-
forating

 

cells
 

in
 

group
 

B
 

was
 

(624.67±19.05),which
 

was
 

lower
 

than
 

(875.23±27.30)
 

in
 

group
 

A
 

and
 

(1
 

204.17±34.59)
 

in
 

group
 

C,and
 

the
 

number
 

of
 

perforating
 

cells
 

in
 

group
 

C
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

group
 

A
 

(all
 

P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-192
 

mRNA
 

in
 

SW1116
 

CC
 

cells
 

in
 

group
 

B
 

was
 

(3.01±
0.26),which

 

was
 

higher
 

than
 

(1.87±0.20)
 

in
 

group
 

A
 

and
 

(0.97±0.23)
 

in
 

group
 

C,and
 

the
 

relative
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

miR-192
 

mRNA
 

in
 

group
 

C
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

group
 

A.The
 

expression
 

level
 

of
 

WNT2B
 

mR-
NA

 

in
 

group
 

B
 

was
 

(2.16±0.26),which
 

was
 

lower
 

than
 

(4.11±0.50)
 

in
 

group
 

A
 

and
 

(6.08±0.72)
 

in
 

group
 

C,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

WNT2B
 

mRNA
 

in
 

group
 

C
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

group
 

A
 

(all
 

P<0.05).Con-
clusion miR-192

 

could
 

inhibit
 

the
 

malignant
 

evolution
 

of
 

CC,and
 

one
 

of
 

its
 

main
 

mechanisms
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

WNT2B
 

expression.
Key
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  随着人民生活方式的转变及精神压力的持续增

加,结直肠癌(CC)的发病率正呈逐年攀升趋势,尤其

是在经济发达的地区该病发病率更高,已成为严重威

胁人类生命健康安全的重大疾病之一[1-2]。外科手术

联合辅助疗法是当前国内外用以治疗CC的主要方

案,但术后仍存在复发率高及存活率低等问题[3]。因

此,进一步探索CC恶性演进的分子机制及全新的治

疗靶点显得尤为重要。微小RNA(miRNA)是新进发

现的一类非编码小RNA,其主要功能包括调控靶基

因mRNA的翻译,进而实现对靶基因表达的调控[4]。
有研究报道证实,miRNA可通过调控多种信号通路,
参与细胞分化、细胞周期、能量代谢及细胞凋亡等多

种生物学进程,从而发挥抑癌或促癌的作用[5-6]。目

前,全球范围内有关miRNA和CC的研究并不少见,
但关于miR-192和CC恶性演进过程的研究鲜有报

道。因此,本 研 究 通 过 分 析 miR-192对 结 直 肠 癌

(CC)细胞系的增殖、迁移和侵袭能力的影响,以期为

CC的诊治提供新的靶点与思路,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料来源 人类SW1116
 

CC细胞(购自中国科

学院上海细胞库,批号:021144);MTT试剂盒(购自

上海碧云天生物科技公司,批号:02106);膜联蛋白-
V-FITC/PI凋亡检测试剂盒(购自美国Sigma生物科

技公司,批号:22013);Transwell
 

chamber(购自美国

纽约康宁公司,批号:21068);DMEM 培养基、胎牛血

清、Lipofectamine2000转染试剂及Trizol试剂(均购

自美国Invitrogen
 

Gibco公司,批号:20587);miR-192
模拟物及抑制剂(均购自上海吉玛制药技术有限公

司,批号:22036);结晶紫(购自美国Sigma公司,批
号:021408);SYBR

 

Premix
 

Ex
 

TaqTMⅡ(购自日本

TaKaRa公司,批号:220507);Multiscan
 

Plate
 

Reader
酶标仪(购自美国Thermo

 

Fisher
 

Scientific公司,型
号:MK3);光谱仪(购自美国Thermo

 

Scientific公司,
型号:FT-IR);流式细胞仪(购自美国BD公司,型号:
FACSAria)。
1.2 方法

1.2.1 细胞分组及转染 将SW1116
 

CC细胞系分

为A组、B组及C组。A组转染生理盐水,B组转染

miR-192模拟物,C组转染 miR-192抑制剂。各组细

胞转染时长以24
 

h为宜。
1.2.2 细胞活力检测 检测方式选用MTT法,首先

将 MTT溶液添加至每孔内孵育4
 

h。待上述操作完

成后滴加二甲基亚砜进行时长10
 

min的孵育。最后

借助 Multiscan
 

Plate
 

Reader酶标仪测量570nm处的

吸光度,完成细胞活力曲线的绘制。
1.2.3 细胞划痕实验 分别将各组细胞接种在6孔

板,密度以1.0×105 个/孔为宜,滴加DMEM 培养基

待细胞铺满单层。之后借助移液枪头顺着培养板底

部垂直划线,以PBS重复冲洗3次清除细胞碎片。更

换DMEM培养基,放置于37
 

℃、5%
 

CO2 条件下持

续培养12
 

h。最后进行拍照,测量划痕间距。
1.2.4 Transwell实验 分别取各组细胞以1.0×
105 个/毫升加入 Transwell小室上室,置入 DMEM
培养基,放置于37

 

℃、5%
 

CO2 条件下持续培养24
 

h。以棉签刮除上室内非迁移细胞,以4%多聚甲醛固

定迁移细胞。选用0.2%结晶紫实施染色,并以双蒸

水完成上室的冲洗,最后在显微镜下随机选取5个视

野拍照,计数。
1.2.5 流式细胞术 分别取各组细胞置入DMEM
培养基,放置于37

 

℃、5%
 

CO2 条件下持续培养48
 

h。以PBS重复洗涤2次,并予以离心去除上清处理,
离心速率为3

 

000
 

r/min,时长以2
 

min为宜。预冷结

合缓冲液重悬细胞,滴加 Annexin
 

V-FITC/PI混匀,
于4

 

℃条件下避光培养15
 

min,滴加10
 

μL
 

PI,避光

室温条件下孵育15
 

min,最后借助FACSAria流式细

胞仪完成检测,以FlowJo软件分析。
1.2.6 细 胞 miR-192 及 WNT 家 族 成 员 2B
(WNT2B)

 

mRNA表达水平检测 检测方式选用实

时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)。分别取各组

细胞置入DMEM 培养基,放置于37
 

℃、5%
 

CO2 条

件下持续培养48
 

h。以Trizol试剂完成总RNA的提

取,并以逆转录试剂盒完成第1链cDNA 合成。对
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cDNA实施纯化处理后实施PCR扩增。反应体系为

20.0
 

μL:1.5
 

μL
 

cDNA模板,1.0
 

μL引物,10.0
 

μL
 

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTMⅡ,7.5
 

μL
 

DDH2O。反应条

件:95
 

℃
 

30
 

s,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃34
 

s,共40个循环。以

2-ΔΔCt法完成mRNA相对表达水平的计算。
1.3 评价指标 对比3组SW1116

 

CC细胞存活率、
单克隆形成数目及凋亡率,细胞划痕宽度及穿膜细胞

数,miR-192及 WNT2B
 

mRNA相对表达水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件分析数据。
符合正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比较

采用t检验,多组间比较采用单因素方差分析。P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组细胞存活率、单克隆形成数目及凋亡率对

比 B组SW1116
 

CC细胞存活率、单克隆形成数目

均低于A组与C组(P<0.05),而凋亡率高于 A组

与C组(P<0.05);C组SW1116
 

CC细胞存活率、单
克隆形成数目均高于A组(P<0.05),而凋亡率低于

A组(P<0.05)。见表1。
表1  3组细胞存活率、单克隆形成数目及凋亡率

   对比(x±s)

组别 n
存活率

(%)
单克隆形成数目

(个)
凋亡率

(%)

A组 6 76.21±8.23 601.47±23.16 13.78±1.62

B组 6 57.32±6.19#* 284.59±15.08#* 20.52±2.52#*

C组 6 89.52±10.62# 2
 

150.68±34.79# 11.62±1.41#

F 15.872 20.601 8.471

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与A组比较,#P<0.05;与C组比较,*P<0.05。

2.2 3组细胞划痕宽度及穿膜细胞数对比 B组

SW1116
 

CC细胞划痕宽度高于 A 组与 C组(P<
0.05),而C组划痕宽度低于A组(P<0.05);B组穿

膜细胞数少于A组与C组(P<0.05),且C组穿膜细

胞数多于A组(P<0.05)。见表2。
表2  3组细胞划痕宽度及穿膜细胞数对比(x±s)

组别 n 划痕宽度(mm) 穿膜细胞数(个)

A组 6 601.32±33.21 875.23±27.30

B组 6 785.10±46.18#* 624.67±19.05#*

C组 6 326.99±17.48# 1
 

204.17±34.59#

F 25.815 30.672

P <0.001 <0.001

  注:与A组比较,#P<0.05;与C组比较,*P<0.05。

2.3 3组miR-192及 WNT2B
 

mRNA相对表达水平

对比 B组SW1116
 

CC细胞 miR-192
 

mRNA相对

表达水平相较于A组和C组均更高(P<0.05),且C
组 miR-192

 

mRNA 相对表达水平低于 A 组(P<
0.05);B组 WNT2B

 

mRNA相对表达水平相较于A

组和C组均更低(P<0.05),且C组 WNT2B
 

mRNA
相对表达水高于A组(P<0.05),见表3。

表3  3组 miR-192及 WNT2B
 

mRNA相对表达水平

   对比(x±s)

组别 n miR-192 WNT2B
 

mRNA

A组 6 1.87±0.20 4.11±0.50

B组 6 3.01±0.26#* 2.16±0.26#*

C组 6 0.97±0.23# 6.08±0.72#

F 18.476 14.787

P <0.001 <0.001

  注:与A组比较,#P<0.05;与C组比较,*P<0.05。

3 讨  论

CC的发病率在全球范围内仅次于肺癌及乳腺

癌,是人类癌症相关死亡的第4大病因[7-8]。随着外

科手术及化疗药物的发展,CC患者的临床治疗疗效

获得明显提升,但患者仍存在较高的局部或全身转移

风险,预后不良[9-10]。迄今为止,有关CC发生、发展、
侵袭与转移的具体分子生物学机制尚且存在一定的

争议,一般认为其恶性演进可能涉及多基因、多步骤

的调控过程。随着近年来有关miRNA的研究日益深

入,有学者发现,人类有10%~30%基因受 miRNA
的调 控,其 可 能 发 挥 原 癌 基 因 或 抑 癌 基 因 的 作

用[11-12]。miR-192属于 miRNA家族重要成员之一,
可通过调控靶基因,在CC发生、发展过程中发挥至关

重要的作用。
本研究结果显示,B组SW1116

 

CC细胞存活率、
单克隆形成数目及穿膜细胞数均低于A组和C组,而
凋亡率、划痕宽度高于A组和C组;C组SW1116

 

CC
细胞存活率、单克隆形成数目均高于A组,而凋亡率、
划痕宽度及穿膜细胞数均低于A组,提示miR-192可

能发挥抑癌基因的作用。有研究发现,miR-192属于

抑癌基因,与肠道恶性肿瘤的癌细胞增殖和迁移等能

力存在密切关联[13-15]。miR-192基因主要定位在人

类第11号染色体上,广泛分布在人体结肠及肝脏等

组织中,可通过抑制二氢叶酸还原酶的形成,减少核

酸的合成,从而抑制肿瘤细胞的增殖、分化[16]。同时,
miR-192可直接下调细胞周期有关蛋白的表达,从而

促使细胞周期G1、G2期出现阻滞,进而抑制肿瘤细

胞的异常增殖,发挥抑癌作用[17]。吴一峰等[18]的研

究表明,miR-192在CC组织中存在异常高表达,且能

抑制CC细胞的侵袭能力,这为本研究结果提供了强

有力的佐证。然而,杨章元等[19]的研究发现,早期CC
患者血清外泌体中 miR-192表达水平明显高于良性

病变患者和对照者。这与本研究结果存在明显差异,
导致上述差异的原因可能与检测标本不同有关,应予

以重点关注。此外,WNT信号传导通路属于高度复

杂的蛋白质相互作用网络之一,可通过和靶细胞膜上

的受体相互作用,在细胞增殖、分化等过程中发挥至
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关重要的作用[20-21]。WNT基因最初是从小鼠的乳腺

癌组织中所克隆形成的一种原癌基因,而 WNT2B则

是19个基因家族成员中的一员,属于分泌性糖蛋白,
存在数个保守型半胱氨酸的残基,与消化道恶性肿瘤

的形成 及 发 展 密 切 相 关。本 研 究 结 果 显 示,B 组

SW1116
 

CC细胞miR-192
 

mRNA相对表达水平相较

于A组和C组均更高,且C组 miR-192
 

mRNA相对

表达水平低于 A组;B组 WNT2B
 

mRNA相对表达

水平相较于 A 组和 C组均更低,且 C组 WNT2B
 

mRNA相对表达水平高于A组。这提示 miR-192对

CC细胞生物学行为的调控作用机制可能与负向调控

WNT2B表达有关[22-24]。然而,有关其具体作用机制

仍需进一步研究阐明。
综上所述,miR-192具有抑制CC恶性演进的作

用,其主要机制之一可能与负向调控 WNT2B表达有

关,有望成为CC诊治的新靶点。
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