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摘要 目的：探讨 miR-598在结直肠癌转移中的作用和分子机制，为寻找新的结直肠癌治疗靶标提供理论依据。方法：收集 30对人

结直肠癌及癌旁正常组织标本，采用 qRT-PCR检测 miR-598的表达，采用 Transwell和划痕实验确定 miR-598对结直肠癌细胞

侵袭和迁移能力的影响，利用在线靶基因预测软件，筛选出 miR-598可能的下游靶基因 Jagged 1（JAG1），利用Western blot及双

荧光素酶报告基因实验检测 miR-598对 JAG1及上皮间质转化标志物（Vimentin及 E-cadherin）表达的影响。结果：与正常肠黏膜

组织对比，miR-598在结直肠癌组织中的表达水平明显降低；miR-598显著抑制结直肠癌细胞的侵袭及迁移能力；分子机制分析

证实 miR-598能够作用于 JAG1的 3'-UTR并抑制其表达；过表达 miR-598显著下调 Vimentin的表达水平，而提高 E-cadherin的

表达水平。结论：miR-598在人结直肠癌中表达明显下调；miR-598通过靶向调控靶基因 JAG1的表达，抑制结直肠癌细胞 EMT，

从而有效的抑制了结直肠癌细胞的侵袭和迁移。
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The Function of MiR-598 in Colorectal Cancer Metastasis*

To explore the regulatory role and the underlying mechanisms of miR-598 in human colorectal cancer

(CRC) migration and invasion, laying a foundation for formulating novel therapeutic target for treatment of CRC. We detected

miR-598 expression in 30 pairs of CRC tissues and paired adjacent normal tissues using qRT-PCR analysis; The effects of miR-598 on

invasion and migration ability of CRC cells were determined using Transwell and Wound-healing assays when miR-598 were

over-expressed and silenced. miRNA target analysis tools miRanda, TargetScan and DIANA-microT were used to explore potential target

of miR-598; Jagged 1 (JAG1) was predicted to be a target of miR-598; The expression of JAG1 and epithelial mesenchymal transition

(EMT) marks (Vimentin and E-cadherin) was detected by western blotting and luciferase reporter assay. miR-598 expression

was significantly lower in CRC tissues than that in normal mucosa; The ability of invasion and migration of CRC were decreased when

miR-598 were over-expressed, and were enhanced when miR-598 were silenced; Biological information method predicted that JAG1 was

a target of miR-598, and further showed that miR-598 can directly bind the 3'UTR of JAG1 by luciferase reporter assay. Western blot

revealed that the expression of the JAG1 and Vimentin (one of EMT markers) were decreased after miR-598 over-expression, while

E-cadherin which was another EMT marker was increased. MiR-598 inhibitor tood the opposite results. miR-598 was

downregulated in CRC, and then inhibited the occurrence of EMT in CRC, which suppressed the ability of invasion and migration of

CRC through negatively regulating JAG1 expression.
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结直肠癌在常见的癌症中位居第三位，占全球癌症相关死

亡最常见原因的第四位[1，2]。近些年来，虽然化疗能够有效地减

少肿瘤细胞生长并抵制转移性进展，但它随着肿瘤具备较强的

耐药性而失去功效，从而导致疾病复发和死亡。因此，寻求新的
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治疗方法来克服这个难题，通过深入了解结直肠癌发生发展的

分子机理来针对性的对其进行预防和诊断，将对提高结直肠癌

治疗有重要的临床指导意义，也是现在肿瘤学的迫切任务。

MicroRNA（简称 miRNA或 miR）是一类长度约 22 nt的小分子

非编码 RNA，其与靶基因 3'非编码区结合，通过抑制翻译或降

解 mRNA的方式进行转录后水平的负调控，进而影响机体的

多种生理和病理过程（如器官分化、细胞增殖、凋亡等）。近年来

的研究发现，结直肠癌等多种肿瘤在其发生发展、侵袭转移过

程中均伴随着 miRNAs的异常表达，异常表达的 miRNAs通过

调控靶基因的表达而起到癌基因（OncomiRNA）或抑癌基因

(Tumor suppressor miRNA)的作用[3-5]。随着 miRNA肿瘤调控作

用机制研究的不断深入，一些 miRNAs作为肿瘤诊治和预后判

断的新靶点已转化进入临床试验[5-7]，为肿瘤的预防和诊治开辟

了崭新的领域。以往的研究发现，miR-598在多种肿瘤中异常

表达，其中包括尤文氏肉瘤[8]、前列腺癌[9]、食道癌[10]，但其在结

直肠癌中的表达未见报道。本课题将深入研究 miR-598对结直

肠癌转移的影响并深入剖析其潜在的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 临床组织的获得和保存处理 收集 30对自 2014年 1

月到 2014年 9月在上海交通大学附属同仁医院普外科临床手

术病人的结直肠癌及癌旁正常组织标本，组织标本获取获得医

院伦理委员会通过，并获得患者家属知情同意。组织标本均经

病理学检测确定为腺癌。所有标本及时置于液氮中保存。

1.1.2 细胞株 人结直肠癌细胞系 SW620和 HT-29由上海交

大医学院附属仁济医院病理实验室提供。

1.1.3 实验试剂 胎牛血清（FBS）和 RPMI-1640培养液购自

美国 Gibco公司。各种分子操作试剂（如 Taq酶、反转录试剂

盒、qRT-PCR检测试剂盒等）购自大连 TaKaRa公司。miR-598

mimics、miR-598 inhibitor 和 LipofectamineTM2000 购自美国

Genecopoeia公司。Trizol和 BCA蛋白浓度测定试剂盒购自碧

云天生物公司。Transwell小室购自美国 BD公司）。双荧光素酶

报告基因检测试剂盒购自美国 Promega 公司。 Jagged 1、

E-cadherin、Vimentin等一抗购自美国 Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 SW620和 HT-29细胞系在 RPMI-1640细胞

培养液中培养（含 10%的胎牛血清），置于 37℃含有 5% CO2的

培养箱中进行培养。实验采用处于对数生长期的细胞，分为阴

性对照组、SW620/miR-598 mimics 组和 HT-29/miR-598 in-

hibitor组。转染方法根据 LipofectamineTM2000试剂盒说明书

操作。

1.2.2 组织中总 RNA的提取 组织放入液氮中研磨，加入

Trizol试剂裂解，根据常规方法进行 RNA提取，并测定 RNA

浓度。

1.2.3 构建荧光素酶报告基因载体 将 JAG1 3'-UTR克隆至

PGL3-Basic，得到野生型质粒 PGL3-JAG1 3'-UTR-WT。同样

地，将点突变后的基因 JAG1 3'-UTR-MUT克隆至 PGL3-Basic

载体，得到突变型质粒 PGL3-JAG1 3'-UTR-MUT。

1.2.4 qRT-PCR及 Northern blot检测组织及细胞中 miR-598的

表达 提取组织和细胞 RNA，逆转录实验方法参照 miScript

Reverse Transcription Kit试剂盒说明书。实时定量 PCR 按照

miScript SYBR Green PCR Kit说明书进行，每组设 3个复孔，

重复 3次。组织和细胞 RNA用琼脂糖凝胶进行电泳分离，后转

印至 PVDF膜上，将膜在 6× SSC中浸泡 5 min，以去除膜上残

留的凝胶，膜置 80℃，真空干烤 1-2 hr，将膜与预杂交液 5 mL，

42℃预杂交 3 hr，然后将变性的探针（95-100℃变性 5 min，冰浴

5 min）加入到预杂交液中，42℃杂交 16hr。2× SSC/0.1%SDS室

温洗 15 min，0.2× SSC/0.1%SDS，55℃洗 15 min× 2次。将膜用

ddH2O漂洗片刻，用滤纸吸去膜上水分。用薄型塑料纸将膜包

好，置于暗盒中，在暗室中压上 X光片。暗盒置 -70℃放射自显

影 3～7天左右。

1.2.5 Transwell迁移实验 结直肠癌细胞转染 miR-598 mim-

ics及 miR-598 inhibitor 24 h后，将 5 × 105细胞接种至含无血

清培养基的内室，并将小室置于含完全培养基（10%胎牛血清）

的下室，细胞常规培养。48 h后进行甲醇固定、结晶紫染色，显

微镜下观察并计数。

1.2.6 划痕实验 在细胞转染前 24 h的时候用胰酶液消化细

胞并进行计数，取一定量的细胞接种到 6孔板，当细胞融合度

达到 75%左右进行转染。24 h后，用 200 滋L枪头沿直线划过板
底，清洗后加入 2.5%胎牛血清培养基，在划痕后 0 h、36 h取

样，拍照。

1.2.7 提取细胞总蛋白，用 10% SDS-PAGE进

行分离，电转法转印至 PVDF膜上，加入待检 JAG1单克隆一

抗抗体，在冰箱中 4℃孵育过夜，从冰箱中拿出后用 PBS冲洗

膜 3次，加入 HRP标记的二抗，在室温中孵育 45 min，TBST洗

膜 3次，常规显色，扫描拍照。

1.2.8 双荧光素酶报告基因实验 采用双荧光素酶报告基因

检测试剂盒进行双荧光素酶活性分析。转染前一天，将 5× 104

个 HT-29细胞接种到 24孔板中细胞，当细胞融合度达到 60%

时进行转染。共分 3组：miR-598 mimics+PGL3-vector、miR-598

mimics+JAG1 3'-UTR-WT、miR-598 mimics+JAG1 3'-UTR-MU

T。转染 24 h 后按照 Dual-Luciferase誖 Reporter Assay System

说明书检测荧光素酶活性。

1.3 统计学分析

SPSS 13.0被用于统计分析，数据表示为平均值± 标准偏

差(SD)。各组间比较采用方差分析，双独立样本 t检验用来确定

P值，当 P<0.05，差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-598在结直肠癌中的表达

qRT-PCR结果表明，30例癌组织标本中 miR-598 的表达

较癌旁组织显著降低（P<0.001），推测肿瘤组织中异常表达的

miR-598可能参与到结直肠癌的发生发展过程，见图 1。

2.2 在结直肠癌细胞中过表达和抑制 miR-598效果

qRT-PCR 结果提示，miR-598 在 SW620 细胞中的表达较

HT-29 细胞低，见图 2。因此，我们在 SW620 细胞中进行

miR-598 过表达，而在 HT-29 细胞中抑制 miR-598 表达的实

验。SW620瞬时转染 miR-598 mimics后，miR-598的表达较在

对照组中明显增加（t=-8.654，P <0.005），见图 3；HT-29转染
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图 1 miR-598在结直肠癌及正常粘膜组织中的表达

Fig. 1 Expression of miR-598 in CRC tissues and paired normal mucosa

tissues

miR-598 inhibitor后，miR-598 的表达较在对照组中显著下调

（t=7.173，P<0.005），见图 3。Western blot 检测 miR-598 在

HT-29细胞及 SW620细胞中的蛋白水平表达结果与 qRT-PCR

结果一致，见图 4。

2.3 miR-598对结直肠癌细胞侵袭和迁移能力的影响

SW620细胞转染 miR-598 mimics后，使用 Transwell迁移

实验检测细胞迁移能力就，见图 5，转染 miR-598 mimics细胞

的迁移能力比对照组显著减少（t=18.264，P<0.001）。在 HT-29

细胞中，miR-598 inhibitor转染组细胞的迁移能力比对照组显

著增加（t=-12.31，P<0.001），见图 6。此外，划痕实验结果显示，

SW620/miR-598 细胞在 0 至 36 h 间迁移平均距离为 0.832

mm，而对照组细胞迁移平均距离为 0.438mm（t=17.328，P<0.

001）；HT-29/miR-598 inhibitor 细胞迁移平均距离为 0.966

mm，而对照组细胞 0.517 mm（t=-8.214，P<0.005）。这些结果表

明 miR-598抑制结直肠癌细胞的迁移能力。

2.4 miR-598作用靶点的预测及验证

利用 miRanda、TargetScan 及 DIANA-microT 三种经典的

生物信息学软件预测了 miR-598 可能的下游靶基因，发现

JAG1是多个软件共同预测的靶基因，在 JAG1 3'-UTR上存在

一个 miR-598的作用靶点，见图 7。在随后的荧光素酶报告基

因实验中，HT29 细胞分别共转染质粒 JAG1-3'-UTR-MUT 与

miR-598、JAG1-3'-UTR-WT 与 miR-598。结果显示，共转染

JAG1-3'-UTR-WT和 miR-598后 JAG1的荧光素酶活性较共转

染 JAG1-3'-UTR-MUT 和 miR-598 后显著下降 （0.398 vs.

0.912，P=0.001）；Western Blot检测发现在转染 miR-598/mimics

的 HT-29组细胞中 JAG1的表达较对照组显著降低，而在转染

miR-598/inhibitor的 HT-29组细胞中 JAG1 的表达显著上调，

见图 8。

2.5 miR-598对结直肠癌细胞 EMT的影响

Western blot结果显示，在 SW620细胞组，miR-598/mimics

转染细胞上皮细胞标志物 E-cadherin表达较对照细胞显著增

加，而间质细胞标志物 Vimentin表达显著降低，见图 9；相反，

在 HT-29 细胞中，miR-598/inhibitor组细胞中 E-cadherin 表达

下调，Vimentin表达上调，见图 10；HT-29 细胞转染 miR-598

inhibitor后，细胞形态发生改变，由椭圆形变为长梭型，细胞间

粘附能力降低，表明由上皮向间质细胞转化，见图 11。

3 讨论

图 2 miR-598在 HT-29及 SW620细胞中的表达

Fig. 2 Expression of miR-598 in HT-29 and SW620 cell lines

图 3 SW620和 HT-29细胞分别瞬时转染miR-598 mimics及 miR-598

inhibitor后 miR-598的表达

Fig. 3 Expression of miR-598 in SW620 and HT-29 cells after transfected

with miR-598 mimics or miR-598 inhibitor

图 4 miR-598在 HT-29细胞及 SW620细胞中的表达

Fig. 4 Expression of miR-598 was detected in SW620 and HT-29 cells
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图 6 miR-598对 HT-29细胞迁移能力的影响

Fig. 6 The effect of miR-598 on the migration ability of HT-29 cells

图 8 HT-29细胞过表达和抑制 miR-598后 JAG1的表达

Fig. 8 Expression of JAG1 in HT-29 cells after transfected with miR-598

mimics or miR-598 inhibitor

结直肠癌作为一种常见的消化道恶性肿瘤，其发病率和死

亡率一直居高不下，五年总体生存率在 40%至 60%之间[2, 11]。转

移是造成结直肠癌患者死亡的主要原因。结直肠癌转移是一个

复杂的多步骤的过程，它通常是指癌细胞从原发处脱落、穿透

基底膜和细胞外基质、经淋巴、血液或直接播散至相邻的组织

或远处器官，最后形成肿瘤灶的过程。在这个过程中，局部侵润

经常会引起肿瘤细胞上皮间质化，即上皮细胞转换成为具有活

动能力的间质细胞并获得侵袭和迁移能力的过程[12]。近年来的

研究结果表明，miRNAs在肿瘤的转移过程中起到极其重要

的调控作用。miR-95、miR-133a、miR-139、miR-224 等多种

miRNAs 与结直肠癌转移密切相关[13-16]。miRNA的异常表达

可能是结直肠癌侵袭转移的重要机制, 但 miRNA异常表达的

调控机制尚不清楚，且不同 miRNA在细胞内的表达丰度存在

图 5 miR-598对 SW620细胞迁移能力的影响

Fig. 5 The effect of miR-598 on the migration ability of SW620 cells

图 7 JAG1是 miR-598潜在的一个靶基因

Fig. 7 JAG1 was a potential target of miR-598

图 9 HT-29转染 miR-598 inhibitor后 E-cadherin及 Vimentin的表达

Fig. 9 The expression of E-cadherin and Vimentin in HT-29 cells after

transfected with miR-598 inhibitor

图 10 SW620过表达 miR-598后 E-cadherin及 Vimentin的表达

Fig. 10 The expressions of E-cadherin and Vimentin in SW620 cells after

transfected with miR-598 mimics

图 11 HT-29转染 miR-598 inhibitor后细胞形态变化

Fig. 11 Morphologic change of HT-29 cells after transfection with

miR-598 inhibitor
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很大差异[17]。

本文主要研究了 miR-598在结直肠癌中的表达及作用。结

果显示，与正常肠黏膜组织相比，miR-598在临床癌组织标本

中的表达显著降低。外源增加 miR-598的表达显著抑制癌细胞

的迁移及侵袭能力；反之，下调 miR-598的表达则促进细胞的

侵袭及迁移能力。此外，miR-598能够抑制细胞上皮间质转化，

即抑制 Vimentin的表达，促进 E-cadherin表达。

Jagged l 是哺乳动物中第一个被证实的 Notch 受体的配

体，存在于哺乳动物细胞膜上，通过与邻近细胞表面的 Notch

受体胞外结构域结合而触发 Notch信号通路。当 Jagged l 与

Notch受体胞外结构域相互作用后，Notch受体胞内域经蛋白

酶裂解成可溶性 Notch 蛋白（Intracellular Notch，Notch IC），

Notch IC 转位入核，与 CSL（CBF1，Suppressor of Hairless,

Lag-1）家族成员的转录因子结合，激活 HES和 HRT（HEY）家

族成员（靶基因），从而调节靶基因的转录，在细胞正常发育、分

化、增殖、凋亡和多种疾病包括肿瘤的发生发展中发挥重要作

用[18-20]。近来的研究表明[21]，Jagged1/Notch信号通路活化在肿瘤

细胞EMT过程中发挥了关键的作用：Jagged l/Notch信号通路

能够通过调控其下游靶基因诱导或促进 EMT发生，从而使恶

性肿瘤上皮细胞获得更强的侵袭力和远处转移能力。本研究发

现，miR-598能够直接作用于 JAG1的 3'-UTR，引起 JAG1的表

达下调。

总之，本研究首次发现 miR-598在结直肠癌中的表达下

调，使得其下游的靶基因 Jagged1 表达上调，进而激活

Jagged1/Notch信号通路，该通路的激活促进结直肠癌发生上

皮间质转化，促进结直肠癌的侵袭和转移；本研究揭示

miR-598可能作为结直肠癌肿瘤诊治和预后判断的一个新的

靶点。
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