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摘要 目的：检测 CD133不同亚群大肠癌细胞 HT-29的 miR-429表达情况，探讨 miR-429及 CD133的表达与肿瘤的发生发展之间

的关系。方法：采用荧光活化细胞分选法（FACS）分选出 CD133不同亚群细胞，实时荧光定量 PCR分别检测两组细胞 miR-429的
表达，合成 miR-429寡核苷酸和阴性对照 miRNA并分别转染 CD133

+和 CD133
-两个亚群细胞。再将细胞种植于非肥胖糖尿病 /严

重联合免疫缺陷 (NOD/SCID) 小鼠体内构建移植瘤模型，不同时间测量肿瘤体积和重量，RT-PCR及蛋白质印迹检测 CD133
+和

CD133
-两组肿瘤 CD133mRNA和蛋白质表达。结果：血清检出 CD133

+细胞为 67.9%，miR-429的表达量是 CD133
+细胞的（1.83± 0.91）

倍（P<0.05），CD133
+比例与 miR-429表达呈负相关（r=0.591，P<0.05）；miR-429+/CD133

+组的移植瘤体积及重量与对照组比较有统

计学差异（P<0.05），且 miR-429+/CD133
+组成瘤时间较对照组晚约 2周，但 miR-429+/CD133

+组的移植瘤 CD133表达量低，与阴性对

照组比较无明显差异（P>0.05）。结论：miR-429可能作为 CD133的负性调控因子，具有抑制肿瘤生长的作用，但 miR-429与 CD133

在肿瘤发生、发展过程中的作用机制有待进一步研究阐明。
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Corelation and Expressions of CD133 and miR-429 in the Tissues of
Colorectal Carcinoma

To detect the expressions of miR-429 in different CD133 subgroups on the HT-29 cells in the colorectal
cancer tissues of which to explore the corelation between the occurrence and progression of tumors. The different CD133

subgroup cells were sorted out by fluorescence activated cell sorting (FACS); the expression of miR-429 was detected by Real-time PCR;
synthetic oligonucleotides of miR-429 and the negative control of microRNA were transfected in CD133

+ and CD133
- subgroups; the

non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency mice (NOD/SCID) were planted the transfected cells to construct the transplanted
tumor model; the tumor volume and weight were measured in different time; the expression of CD133 mRNA and protein in these two
groups were detected by RT-PCR and western blotting. The proportion of CD133

+cells was 67.9%; the expression of miR-429 in
CD133

- cell was (1.83+0.91) times of CD133
+'s (P<0.05); the corelation of CD133

+ 's ratio and the expression of miR-429 was negative(r=0.
591, P<0.05); there were statistically significant differences in the volume and weight of transplanted tumors in miR-429+/CD133

+ between
the two groups(P<0.05); the tumorigenicity of miR-429+/CD133

+ group was two weeks later than that of the control group, while the CD133

expression was lower with no significant difference than the negative control group(P>0.05). It is suggested that the miR-429
might be a negative regulatory factor of CD133 which could inhibite the growth of tumor. However, the mechanism of miR-429 and CD133

in process of tumor occurrence and development needs to be further studied and clarified.
Tumor stem cell; CD133; MiR-429

前言

结肠癌、大肠癌等上皮来源肿瘤的发生可能是由肿瘤干细

胞(CSC)始动[1-3]。肿瘤干细胞具有无限增殖和自我更新的能力，

这与肿瘤的发生、生长、侵袭和转移密切相关[4]。因此，有效地杀

灭和消除肿瘤干细胞、抑制其增殖及转移是治疗大肠癌的关

键。CD133是肿瘤干细胞的新型标志物，在肝癌和宫颈癌等肿瘤

干细胞中表达，虽然 CD133的功能还未阐明，但是目前研究认为

CD133的表达与激活细胞干性相关的信号通路和抗细胞凋亡有

关。结肠癌中同样存在 CD133阳性的肿瘤干细胞[5-7]。miR-429在

内的 miRNA-200家族是一类上皮细胞标记物，在胃癌、卵巢癌

等多种肿瘤中已证实了 miR-429 的重要生物学作用，但
miR-429在大肠癌中的作用国内鲜有报道，本研究就 miR-429

在大肠癌中的作用及与 CD133的关系进行探讨，以进一步说明

其在大肠癌发生、发展过程中扮演的重要角色。
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1 材料与方法

1.1 主要实验试剂
RPMI-1640培养基及胎牛血清（Hyclone公司）；荧光活化

细胞分选标记抗体 PE-CD133（Santa Cruz）；SYBR Green实时定
量 PCR 试剂盒（TianGEN 公司）；阳离子脂质体 TM2000

（Biotech）；蛋白质印迹 CD133抗体（Santa Cruz）。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 HT-29细胞株购于中国科学院细胞库。在含
10%胎牛血清的 RPMI-1640培养液中培养细胞，并置于 37℃、
5% CO2培养箱中，约 2-3天 PBS液清洗并换液 1次，约每 5天

传代 1次，取对数期生长的细胞用于实验。

1.2.2 荧光活化细胞分选法 用细胞刷刮取约 106个 HT-29细

胞并置于试管中，用约 1.5 mL无血清培养基清洗细胞，离心弃

上清后用 100 滋L PBS液重悬细胞，分别在两管中加入 10 滋L

PE-CD133抗体及 PE-lgG1对照抗体，充分混匀后冰上孵育 30

分钟，加入约 10倍体积 PBS液清洗细胞，离心后用 300 滋L

PBS液重悬细胞，流式细胞仪分析 CD133细胞比率。

1.2.3 实时定量 PCR 采用 TRIzol试剂提取分选得到的不同

亚群细胞的总 RNA，反转录后获得各组细胞的 cDNA，各组
cDNA分别梯度稀释，采用实时定量试剂盒在 ABI 7300 Re-

al-time PCR仪上检测目的基因 miR-429 和内参基因 U6 snR-

NA的表达水平。计算各组 3个重复样品 miR-429和 U6 snR-
NA的平均 Ct值后，应用 U6 snRNA对各组进行校正(△Ct)，再

取对数，比较各组样品 miR-429的差异，然后把两组样品的
△Ct 归一化处理 (△△Ct)，最后相对定量法(RQ=2-△△Ct)计算
CD133-组相对于 CD133

+组细胞 miR-429基因表达的差异。
1.2.4 miR-429 稳定转染细胞的构建 用在线设计软件设计

miR-429寡核苷酸并进行同源性分析，从中筛选出 5对单链寡

核苷酸并交由武汉博士德有限公司合成；将合成的单链寡核苷

酸溶解于双蒸水中，使其终浓度为 200 滋M，取等量各对单链与

退火缓冲液混合，于 95℃孵育 4分钟后逐渐冷却至室温以进

行退火反应，用限制性内切酶 I和 I将其连接至质粒
pGEx-4T-1，将产物转化大肠杆菌，挑单菌落并提取目标质粒，

扩 增 和 双 酶 切 鉴 定 后 测 序 。 用 阳 离 子 脂 质 体 将

pGEx-4T-1-miR-429转染 CD133
+细胞，而未装载 miR-429寡核

苷酸的 pGEx-4T-1空质粒作为阴性对照转染 CD133
-细胞，最终

获得稳定表达转染细胞株。

1.2.5 移植瘤模型构建、肿瘤生长和 CD133表达情况 本研究已

获本院动物实验管理委员会批准。将随机选取的 40只 8周龄
NOD/SCID小鼠分为两组，每组 20只，分别为与上述稳定转染

细 胞 株 相 对 应 的 miR-429+/CD133
+ 组 （实 验 组）和

miR-429-/CD133
-组（对照组），处理方法为各组小鼠均预先非致

死量射线(350cGy)照射，然后在麻醉条件下，分别将相应的适

量细胞悬液与基质成分混合后，采用多时间点注射方式注射接

种于不同组别的小鼠肾被膜下，每次注射约 20 滋L，每 2天注
射 1次，共注射 6次。从开始出现肉眼可见肿瘤起测量移植瘤

的最长径和最短径，以计算肿瘤体积大小。肿瘤体积 (V)=
(Max× Min2)/2，每 1周测量 1次，直至第 16周末结束。最后处

死所有小鼠，手术切除肿瘤后称重和体积测量，并采用半定量

RT-PCR及蛋白质印迹检测两组肿瘤组织细胞 CD133的表达。

1.3 统计学方法
统计软件选用 SPSS 11.5.0，计数资料采用独立样本 t检

验；相关统计分析采用 Spearman等级相关分析，P<0.05的差异
表示有统计学意义。

2 结果

2.1 大肠癌 HT-29细胞分选和不同亚群 miR-429表达情况

大肠癌细胞 HT-29 经 FACS 分选，CD133
+ 细胞比例为

67.9%；实时定量 PCR分析结果显示：CD133
+细胞与 CD133

-细胞

的 miR-429表达灰度值分别为（41.21± 10.76和 24.98± 8.42），

两者有统计学差异（P<0.05），miR-429在 CD133
-细胞的表达量

是 CD133
+细胞的（1.83± 0.91）倍。在 HT-29细胞中，CD133

+细胞

比例与 miR-429表达呈负相关（r=0.591，P<0.05）。
2.2 小鼠移植瘤生长情况和 CD133表达情况

两组均发现有移植瘤形成，成瘤率为 100%，且无小鼠死

亡。在 16周的观察期内，对照组的平均成瘤时间为 11± 2天，

实验组移植瘤成瘤时间较对照组晚约 2周；两组移植瘤体积测

量结果比较，实验组小于对照组，且具有统计学差异(P<0.05)

（图 1）；16周后实验组移植瘤重量和体积分别为(1.773± 0.306)

g 和 (1.234± 0.259)cm3 均较对照组的（2.255 ± 0.348）g 和
(1.791± 0.214)cm3小，且差异有统计学差异(P<0.05)；实验组移

植瘤 CD133mRNA和蛋白质表达量较低，但两组与内参的比值

无明显差异(P>0.05)（图 2、3）。

图 1 小鼠体内移植瘤体积变化（P<0.05）

Fig. 1 The change of tumor volume in mice (P<0.05)

图 2 实验组与对照组移植瘤 CD133 mRNA表达（RT-PCR）

Fig. 2 Expression of CD133 mRNA in the tissues of transplanted tumor

between the experimental group and the control group(RT-PCR)

图 3 实验组与对照组移植瘤 CD133蛋白表达（蛋白质免疫印迹）

Fig. 3 Expression of CD133 protein in tumor tissues between the

experimental group and the control group(Western blot)
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3 讨论

近期研究证明，恶性肿瘤中存在一类异质性细胞，它有生

成完整肿瘤，并且具有侵袭性和形成转移灶的能力，这些细胞

可能是由成体干细胞转化而来，这类细胞就是肿瘤干细胞[8-10]。

并已从包括大肠癌在内的多种实体恶性肿瘤中分离出该细胞，

他们同其他类型细胞一样，具有多个特异性细胞标记物，但在

大肠癌中研究的最多的是 CD133，且被认为是多种干细胞的标

志物之一[11，12]。

本研究中，我们发现 HT-29中大多数细胞（67.9%）为 CD133

阳性，在一定程度上验证了大肠癌的发生与肿瘤干细胞的始动

作用存在密切关系[13]。大量研究发现，miRNA作为一个庞大的

基因家族，可通过与 3’端非翻译区（UTR）特异性结合来抑制

蛋白翻译或导致靶 mRNA降解的形式调节转录后的基因表达
[14，15]，这与多种疾病的发生、发展和侵袭转移等相关。miR-429

作为 miR-200家族基因中的一员，可能具有与原癌基因或者抑

癌基因相类似的生物学作用。通过基因芯片技术发现，较癌旁

组织和正常对照组，胃癌组织和细胞的 miR-429表达均明显下

调[16]。miR-429在内的多种 miR-200家族基因可以通过减少乳

腺癌细胞 c-myb的表达而发挥其抑制肿瘤的作用[17，18]。在大肠

癌方面，虽然通过与正常组比较，大肠癌组织中 miR-429高表

达，表明了 miR-429可能与大肠癌的发生呈正相关，但未就大

肠癌的不同亚群细胞进行 CD133等标志物的分选和体内移植瘤

实验，所以未能充分说明 miR-429在肿瘤干细胞相关肿瘤发生

机制方面的作用 [19]。国内目前也未见对肿瘤干细胞标记物

CD133与 miR-429关系的研究报道。在本次研究中发现，CD133

分选后的大肠癌细胞出现了 miR-429在 CD133
-细胞中富集的

现象，并且呈负相关，我们推测 miR-429可能是 CD133的一种负

性调控因子。此外，本实验也证实 miR-429质粒转染 CD133
+细

胞后出现了 CD133表达明显减少的现象，并与 CD133
-细胞组无

显著差异，所以 miR-429可能具有负性调节 CD133表达的作用。

而有报道[20]发现，CD133
-细胞在同等条件下并不能形成肿瘤，但

在不同标本中，相同量的同一表型细胞群成瘤能力有较大差

别，所以在本次实验中，我们推测 CD133
-细胞出现的成瘤现象

可能与存在其他表型肿瘤干细胞有关。在本次小鼠移植瘤实验

中，我们发现 miR-429在降低 CD133表达的同时，可能通过抑制

CD133表达而抑制肿瘤的干性，从而出现肿瘤生长抑制的现象，

相应表现为移植瘤出现时间较对照组晚，肿瘤体积和重量也较

小，但是两者间的具体机制还有待进一步研究阐明。
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