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MiRNA-155通过调控 茁-catenin促进结肠癌 SW480细胞的侵袭 *
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摘要 目的：探讨 microRNA-155(miR-155)对结肠癌细胞 SW480侵袭能力的影响及其可能机制。方法：采用反转录－聚合酶链反

应(RT-PCR)测定结肠癌组织与邻近正常结肠组织中 miR-155的表达。将 miR-155 mimic和 茁-catenin特异性的 siRNA(茁-catenin
siRNA)分别通过脂质体转染法转染入结肠癌 SW480细胞，应用 RT-PCR检测细胞中 miR-155和 茁-catenin mRNA的表达，采用

蛋白质印迹法(Western Blot)检测 茁-catenin蛋白表达，采用 Transwell侵袭实验检测 miR-155 mimic及 茁-catenin siRNA对 SW480

细胞侵袭能力的影响。结果：结肠癌组织中的 miR-155的表达较邻近正常结肠组织明显升高 (P＜0.05)；miR-155 mimic可使

茁-catenin的 mRNA和蛋白表达均显著升高(P＜0.05)，同时可显著增强 SW480细胞的侵袭能力(P＜0.05)，而转染 miR-155 mimic

和 茁-catenin siRNA的 SW480细胞侵袭能力较仅转染 miR-155 mimic的 SW480细胞显著减弱 (P＜0.05)。结论：结肠癌组织中

miR-155的表达上调，可能通过激活 B-catenin信号通路促进肿瘤细胞的远处侵袭转移。
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MicroRNA-155 Promotes the Invasion of Colon Cancer Cell SW480 by
Upregulating Wnt/茁-catenin Signaling Pathway*

To investigate the role of microRNA-155 (miR-155) in the invasion potential of colon cancer cell and the

exact underlying mechanism. The expression level of miR-155 in colon cancer and adjacent normal tissues was detected by real-

time quantitative PCR(RT-PCR). miR-155 mimics (miR-155), or siRNA against 茁-catenin (茁-catenin siRNA) were transfected into hu-

man colon cancer cell line SW-480 respectively using lipofectamine 2000, and RT-PCR was used to measure the mRNA expression levels

of miR-155 and 茁-catenin, and 茁-catenin protein expression level was detected by Western blot. The in-vitro cell invasion ability was de-

termined by Transwell invasion assays after up-regulating miR-155 or knocking down of 茁-catenin. The expression levels of

miR-155 was higher in colon cancer tissue compared to adjacent normal tissues. miR-155 directly up-regulates the mRNA and protein

expression levels of 茁-catenin. In addition, miR-155 enhances cell invasion abilities, whereas the invasion potentiality was decreased af-

ter co-treated with茁-catenin siRNA. miR-155 promotes the invasion potential of colon cancer cell, at least partly through

the upregulation of 茁-catenin. The findings of this study suggest that miR-155 and 茁-catenin may have a unique potential as a novel

biomarker candidate for diagnosis and treatment in tumor metastasis.
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前言

结肠癌是常见的消化系统恶性肿瘤，好发于直肠与乙状结

肠交界处，仅次于肺癌和肝癌，位居我国恶性肿瘤第三位，严重

危害人民的健康。结肠癌的发生与发展是一个多基因参与、多

步骤的复杂调控过程。茁-catenin是一种介导细胞间粘附和参与
基因转录调控的关键信号分子，既往研究表明其参与胃癌、乳

腺癌、前列腺癌以及结肠癌等多种恶性肿瘤的生长、侵袭以及

远处转移等恶性生物学行为。新近研究表明 miR-155在结直肠

癌等癌组织和癌细胞中表达升高，提示其可能参与疾病的发

生、发展过程。因此，本研究主要探讨了 miR-155对结肠癌细胞

SW480侵袭能力的影响，以及Wnt/茁-catenin信号通路在这一
过程中的作用，旨在为进一步阐明结肠癌远处侵袭转移的病理

发生和发展机制提供参考依据。

1 材料与方法
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1.1 材料

结肠癌细胞株 SW480购自中国典型培养物保藏中心 (武

汉大学)；IMEM培养购自美国 Gibco公司；胎牛血清购自杭州

四季青生物有限公司；miR-155 mimic 序列(5'-GGCCAGUUU-

UCCCAAGAAUCCCU-3'，3'-GUCCAGUUUUCGCAGGAAUC-

CCU-5')，阴性对照序列 (5'-CAGUACUUUUGUGUAGUA-

CAA-3'，3'-CAGUACCUGUACUUAUCGAACA-5')；miR-155

qPCR Quantitation Kit、U6 snRNA qRNA qPCR Normalization

Kit均由广州瑞博生物技术有限公司化学合成；茁-catenin靶向
siRNA委托上海吉凯基因化学技术有限公司化学合成; Trizol

试剂盒购自美国 Invitrogen公司；PCR引物和核酸分子质量标

准购自大连 Takara宝生物有限公司；多克隆兔抗人茁-catenin
购自美国 Abcam有限公司；GAPDH多克隆兔抗人抗体购自于

美国 Santa Cruz 公司；中分子量 Protein marker 购自 Thermo

Fisher公司；ECL发光试剂盒购自Millipore公司；细胞及蛋白

IP裂解液(RIPA)及 BCA蛋白定量试剂盒均购自美国 Thermo

Fisher 公司；24 孔 transwell 小室 (孔径 8 滋m) 购自 Corning

Costar公司；人工基质胶 matrigel购自美国 Hyclone公司；细胞

恒温培养箱购自日本三洋 SANYO科学仪器有限公司，PCR扩

增仪以及Western blot电泳仪均购自美国 Bio-Rad公司。

1.2 实验方法

1.2.1 临床标本收集与细胞培养 34例人结肠癌组织和对应

癌旁组织均取自解放军第一五三医院结肠癌患者手术切除标

本，纳入本研究的所有临床标本取材均通过所在医院伦理委员

会审批许可，仅用于实验研究。新鲜标本经液氮冻存用于组织

RNA 的提取。人结肠癌 SW480 细胞采用 IMDM 培养基加

10%胎牛血清于 37℃，5% CO2温箱培养细胞。

1.2.2 细胞转染 按照 Lipofectamine誖 LTX 说明书，应用

Lipofectamine2000 试剂将 miR-10b mimics 及其阴性对照或

miR-10b inhibitor及其阴性对照分别转染胃癌细胞 SGC-7901，

转染 24h后将细胞正常培养，并于 -80℃保存，供后续实验使用。

1.2.3 逆转录聚合酶链式反应 (RT-PCR) 茁-catenin 和
GAPDH的引物由北京天一辉远生物技术公司合成，引物序列

分别为茁-catenin：上游 5'-CTCAAGCCTTCCAACCTC-3'，下游

5'-TTCCACGGCACCTTATTT-3'；GAPDH： 上 游 5'-TGAAC-

GGGAAGCTCACTGG-3'，下游 5'- TCCACCACCCTGTTGCT-

GTA-3'。商业化 miR-155检测试剂盒购于广州锐博生物公司

(miRQ0000075-1-3)，靶向序列为 5'-GUGCAUUGUAGUUG-

CAUUGCA-3'。分别用 miR-155和 U6引物于荧光定量 PCR仪

(Lightcycler480)进行 Real-time PCR扩增，以 U6作参照。PCR

反应条件：95 ℃预变性 3 min，92 ℃变性 12 s，60 ℃退火 1

min，72 ℃延伸 30 s，共进行 40个循环，最后 72 ℃延伸 5 min，

扩增产物 4℃保存。对实时定量 PCR仪结果进行统计分析。

1.2.4 Western blot 检测 将已处理好的贴壁细胞用预热的

PBS洗涤后转移到 EP管，12 000 rpm离心 5 min，弃去上清，将

收集到的细胞加入细胞裂解液裂解后，取上清液 -20℃储存。上

样，80 V电泳积聚蛋白，100 V电压使蛋白分离并转膜，5%脱

脂牛奶封闭 1 h。用多克隆兔抗人的 茁-catenin(1:500)、多克隆兔
抗人茁-actin(1:1000)分别与膜接触 4 ℃孵育过夜后，用 TBST

在脱色摇床下洗膜 5 min× 3次，在加辣根酶标记羊抗兔 IgG，

室温下孵育 1 h后，用 TBST洗膜 5 min× 3次，加入 ECL化学

发光显示剂在室温下反应 1 min后，用 X光片曝光，然后定影、

显影。

1.2.5 Transwell细胞侵袭实验 提前在 4 ℃融解 Matrigel基

质胶，每个聚碳酸酯微孔膜表面铺以 40 滋L稀释的Matrigel胶

(matrigel与无血清培养基之比为 1:3)，放入培养箱中 4 h凝固

备用。将处于对数生长期 SW480细胞在无血清 IMDM培养液

饥饿培养 24 h后，使用 0.25% EDTA胰蛋白酶消化，接着无血

清 IMDM培养基悬浮成单细胞悬液，将细胞密度调整至至 4×

105/mL。每个小室上室中加入无血清细胞悬液 200 滋L，同时按
实验分组进行处理，每组设 3个复孔，在侵袭小室的下室加入

含 10%胎牛血清的细胞培养液 DMEM，每孔 600 滋L，培养箱中
培养 24 h。取取出小室，用 PBS洗涤两次去除培养基，用湿棉

签擦去小室上层未未穿过细胞后，甲醇固定 20分钟之后，至于

室温晾干。进一步使用结晶紫染色 20分钟。染色完后在倒置显

微镜下观察穿过膜的细胞数，计数中间及四周 5个高倍(400

倍)镜下视野细胞数，计算平均数。

1.3 统计学方法

采用软件 SPSS 17.0行统计分析，所有数值用 x± s表示，

两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-155在结肠癌组织中的表达

采用 RT-PCR 检测了结肠癌组织和癌旁正常组织中

miR-155的表达，结果显示结肠癌组织中 miR-155的表达较癌

旁正常组织显著升高(P＜0.01)(图 1)。

2.2 miR-155 mimic转染 SW480细胞上调 miR-155的表达

在 miR-155 mimic转染 SW680细胞 24 h后，荧光检测结

果显示转染了 miR-155 mimic的细胞中可见携带 GFP绿色荧

光蛋白，表明转染成功 (图 2A)。提取细胞总 miRNA 进行

RT-PCR验证，结果显示与空白组和阴性对照组相比，转染

miR-155 mimic后的 SW680细胞的 miR-155表达水平显著增

加(图 2B)。

图 1 miR-155在结肠癌组织和癌旁正常组织中的表达比较

Fig.1 Comparison of the expression of miR-155 between colon cancer

tissue and adjacent normal colon tissue
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2.3 转染 miR-155 mimic对 SW480细胞茁-catenin mRNA和蛋

白表达的影响

转染 miR-155 mimic后 48 h提取细胞总蛋白，采用West-

ern blot检测 miR-155过表达对茁-catenin mRNA和蛋白表达的

影响。结果显示：与空白组和阴性对照组相比，转染 miR-155

mimic后的 SW680细胞的茁-catenin mRNA和蛋白表达水平均
显著增加，差异有统计学意义(P<0.05)(图 3)。

图 2 转染 miR-155 mimics后 SW680细胞 miR-155的表达

Fig.2 The expression of miR-155 in SW680 cells transfected with miR-155 mimics

图 3 转染 miR-155 mimic对 SW680细胞 茁-catenin mRNA和蛋白表达的影响
Fig.3 Effects of transfection with miR-155 mimic on the mRNA and protein expression of 茁-catenin in SW680 cells

2.4 转染 miR-155 mimic后对 SW680细胞侵袭能力的影响

采用 Transwell 细胞侵袭实验检测 miR-155 表达上调对

SW680细胞侵袭能力的影响。结果显示：miR-155 mimic培养

SW680细胞 48 h后，穿过侵袭小室微孔膜的细胞数明显高于

空白组和阴性对照组，差异有统计学意义(P<0.05)(图 4)。

2.5 茁-catenin siRNA对 miR-155调节的 SW680细胞细胞侵袭

能力的影响

在转染 miR-155 mimic 的 SW680 细胞中同时转染

茁-catenin siRNA，结果显示：茁-catenin siRNA和 miR-155 mimic

的同时转染 SW680细胞 48 h后，穿过侵袭小室微孔膜的细胞

数明显高低于 miR-155 mimic和 siRNA-NC转染的 SW680细

胞，差异有统计学意义(P<0.05)(图 5)。

3 讨论

结肠癌是我国常见的消化道恶性肿瘤，其发病率排消化道

肿瘤的第 3位，具有恶性程度高、浸润性生长、易发生远处侵袭

转移及复发等生物学特点[1-3]。其发生发展是多基因、多因素共

同调控的结果。要治愈和预防结肠癌的复发，核心问题是了解

结肠癌的病因及发病机制，而结肠癌细胞的远处侵袭转移在这

一过程起着关键作用。因此，深入研究结肠癌细胞侵袭转移的

分子机制、确定有效特异性防治靶点、寻求新的干预策略对提

高结肠癌的的临床疗效和预防结肠癌的复发具有重要意义，是

治疗结肠癌和改善患者临床预后的关键所在。

MicroRNA (miRNA) 是一类内源性生成的、长度大概为

20-24个核苷酸的小 RNA，是发夹结构的约 70-90个碱基大小

的单链 RNA前体经过 Dicer酶加工后生成[4-6]。越来越多的研

究显示 miRNA的异常表达可能参与了包括肿瘤在内的人类多

种疾病的发病[7-9]。在人类肿瘤中存在 miRNA表达失调，不同的

miRNA通过发挥癌基因和抑癌基因的功能参与细胞增殖[10,11]、

凋亡[12,13]和侵袭转移[14,15,18,19]的调控，进而影响肿瘤的发生、发展

过程。既往研究表明 miR-155在多种组织中广泛表达[16,17]，而在

肿瘤组织中呈现异常高表达，提示其可能作为一种促癌因子发

挥作用。在乳腺癌中，突变型 p53通过上调 miR-155的表达水

平促进肿瘤细胞的侵袭转移[20]。过表达 miR-155能够通过靶向

调控 SOCS1和 STAT3基因促进人类唾液腺鳞状上皮细胞的

增殖与侵袭[21]。在肝移植后的肝癌中，miR-155上调能够促进肝

癌细胞侵袭转移并与其患者预后呈负相关[22]。在本研究中，我

们首先收集结肠癌标本组织和相应的癌旁正常组织，在组织水
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图 4 转染 miR-155 mimic对 SW680细胞侵袭能力的影响(结晶紫染色× 200)

Fig.4 Effects of transfection with miR-155 mimic on the invasion of SW680 cells (crystal violet staining× 200)

图 5 茁-catenin siRNA对 miR-155 mimic调节的 SW680细胞侵袭能力的影响(结晶紫染色× 200)

Fig.5 Effect of 茁-catenin siRNA on the invasion of SW680 cells transfected with miR-155 (crystal violet staining× 200)

平验证结肠癌中是否存在 miR-155的异常表达，结果显示与邻

近癌旁组织相比，结肠癌组织中的 miR-155表达显著升高。我

们进一步在体外通过结肠癌细胞系验证 miR-155对 SW480细

胞侵袭能力的影响，结果显示转染 miR-155 mimic的结肠癌

SW480细胞 miR-155表达显著升高，提示 miR-155的高表达

可能参与结肠癌的发生和发展。
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Wnt/茁-catenin信号通路广泛参与生物体内细胞信息调控，
其在细胞增殖、组织修复、胚胎发育及多种良恶性肿瘤的发生

发展过程中发挥重要作用[23-26]。研究表明茁-catenin与多种不同
的肿瘤的发生发展密切相关，如视母细胞瘤[27]、肝癌[28]、胃癌[29]

以及结肠癌[30]等，茁-catenin在这些肿瘤组织中均呈现高表达。
有研究表明茁-catenin作为多种 microRNA的下游调控靶基因，

能够通过进一步调控下游靶基因对一系列诸如细胞增殖、分

化、凋亡、侵袭等生物学事件进行干预，最终影响多种肿瘤的发

生发展[31-33]。在甲状腺乳头状癌中，上调 miR-155能够通过激活

茁-catenin，从而促进肿瘤细胞的侵袭 [34]。在神经母细胞瘤中

miR-155能够通过激活 茁-catenin从而促进疾病的进展 [35]。此

外，肝炎病毒也能够通过上调 miR-155来调控 Wnt/茁-catenin
信号通路，进而启动肝癌的发生[36]。但是在结肠癌中，miR-155

是否参与发病及其在结肠癌细胞的侵袭中的作用及分子机制

目前尚未见报道。因此，我们进一步检测了 miR-155 mimic对

茁-catenin表达的影响。研究显示与空白对照组和转染阴性对照
质粒组相比，转染 miR-155 的结肠癌 SW480 细胞茁-catenin
mRNA 和蛋白表达均显著增高，侵袭能力明显增强，提示

miR-155可能通过上调 茁-catenin的表达进而影响结肠癌的侵
袭。接下来，我们进一步采用 茁-catenin siRNA干预，结果显示
茁-catenin siRNA能够显著减弱 miR-155 mimic上调的 SW480

细胞侵袭，表明茁-catenin在 miR-155介导的结肠癌 SW480细

胞侵袭中发挥重要作用。基于以上研究，我们推测 miR-155可

能通过激活 Wnt/茁-catenin 信号通路调控下游靶基因转录激
活，从而促进结肠癌 SW480细胞的远处侵袭转移，最终导致结

肠癌的发生发展。

综上所述，本研究结果表明结肠癌组织中 miR-155的表达

上调，可能通过激活Wnt/茁-catenin信号通路促进肿瘤细胞的
远处侵袭转移。因此，深入研究 miR-155和Wnt/茁-catenin信号
通路在结肠癌发生、发展中的作用及其调节机制，通过靶向阻

断 miR-155和Wnt/茁-catenin信号通路相关分子，从而抑制肿
瘤细胞的侵袭转移，这将为结肠癌的特异性治疗提供新的思路

和依据。
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