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miR-223在结肠癌组织中的表达及促进结肠癌细胞迁移侵袭的机制研究 *
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摘要 目的：探讨微小 RNA-223 (miR-223)在结肠癌组织中的表达及对结肠癌 HT-29细胞侵袭、迁移能力的影响及机制。方法：检

测 miR-223在结肠癌组织与癌旁组织中的表达。通过脂质体转染法将 miR-223模拟物（miR-223 mimics，miR-223 mimics组）及

microRNA无关序列（miR-223 NC，NC组）转染入结肠癌 HT-29细胞。采用 Real-time PCR检测转染后细胞中 miR-223和 TWIST

的表达，Western blot 检测 TWIST 的蛋白表达，Tranwell 检测细胞的迁移与侵袭能力。双荧光素酶报告基因检测 miR-223 对

TWIST基因启动子活性的影响。采用 Transwell迁移与侵袭实验检测 miR-223 mimic及 Twist siRNA共转染后人结肠癌细胞系

HT-29迁移与侵袭能力的变化。结果：与癌旁结肠组织比较，miR-223在结肠癌组织中呈现明显高表达 (P<0.05)；与空白对照组和
miR-223 NC组比较，转染 miR-223 mimics后的 HT-29细胞中的 miR-223表达显著增加（P<0.05）。与阴性对照组和空载转染组相
比较，miR-223 mimics转染组穿透的细胞数目明显增加（P<0.05），且 miR-223 mimics转染组的细胞侵袭能力显著增强 (P<0.05）。
与miR-223 NC组和空白对照组比较，转染 miR-223mimics的 HT-29细胞的 TWIST基因mRNA和蛋白表达均显著增加 (P<0.05）。
双荧光素酶检验结果显示 TWIST为 miR-223的下游靶基因。共转染 TWIST siRNA和 miR-223 mimics的结肠癌 HT-29细胞的迁

移与侵袭能力较单独转染 miR-223 mimics的 HT-29细胞显著减弱(P<0.05)。结论：miR-223可能通过上调下游靶基因 TWIST水

平促进结肠癌 HT-29细胞的迁移与侵袭。
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Study on the Expression of miR-223 in Colon Cancer and the Mechanism of
Promoting the Migration and Invasion of Colon Cancer Cells*

To investigate the expression of microRNA-223 (miR-223) in colon cancer and its influence and mecha-

nism on the invasion and migration of HT-29 cells. The expression of miR-223 in colon cancer and adjacent tissues was detected.

miR-223 mimics (miR-223 mimics, miR-223 mimics group) and microRNA unrelated sequences (miR-223 NC, NC group) were trans-

fected into colon cancer HT-29 cells by liposome transfection.Detection of miR-223 and TWIST expression in transfected cells by Real-

time PCR, Western blot was used to detect the protein expression of TWIST, and Tranwell was used to detect the cell migration and inva-

sion. Double luciferase reporter gene was used to detect the effect of miR-223 on the promoter activity of TWIST gene. Transwell migra-

tion and invasion assay was used to detect the migration and invasion of human colon cancer cell line HT-29 transfected with miR-223

mimics and TWIST siRNA. The expression of miR-223 was significantly higher than that of the adjacent colon (P<0.05). Com-
pared with the blank control group and miR-223 NC group, the expression of miR-223 in HT-29 cells transfected with miR-223 mimics

increased significantly (P<0.05). Compared with the negative control group and the empty transfection group, the number of cells pene-

trated by miR-223 mimics transfection group increased significantly (P<0.05), and the cell invasion ability of miR-223 mimics transfec-
tion group increased significantly (P<0.05). Compared with miR-223 NC group and blank control group, the expression of TWIST gene

mRNA and protein in HT-29 cells transfected with miR-223 mimics increased significantly (P<0.05). Double luciferase analysis showed
that TWIST was the downstream target gene of miR-223. The migration and invasion ability of HT-29 cells co transfected with TWIST

siRNA and miR-223 mimics was significantly weaker than that of HT-29 cells alone transfected with miR-223 mimics (P<0.05).
miR-223 may promote the migration and invasion of HT-29 cells by up regulating the level of downstream target gene TWIST.
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前言

结肠癌是危害人类健康的常见消化道恶性肿瘤，为世界上

第 3大恶性肿瘤，病死率居第 4位[1,2]，近年来其发病率及死亡

率呈逐年上升趋势[3]。然而，其迁移与侵袭发生的分子机制仍然

未明。微小 RNA (microRNA)是一类长度约为 18~25个核苷酸

的小分子内源性非编码 RNA，通过结合 mRNA 3'-UTR调节

mRNA翻译或降解来影响多种基因表达 [2]。研究证实，微小

RNA-223（miR-223）参与调控多种肿瘤细胞的生理过程，如细

胞增殖、分化、侵袭及凋亡等 [4-6]。研究显示，结肠癌组织中

miR-233存在异常高表达，提示其可能在大肠癌的发生发展中

发挥一定作用，但其具体作用机制不清[5]。本研究以结肠癌细胞

HT-29为实验对象，通过体外实验探讨 miR-223对其迁移和侵

袭能力的影响，并阐明可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人结肠癌细胞系 HT-29购自北京中州新桥生物公司；转染

试剂脂质体 lipofectamine2000购自美国 Invitrogen 公司；TRI-

zol 试剂和逆转录试剂盒均购自日本宝生物公司；miR-140

mimics及其无关序列(NC)、microRNA专用快速提取试剂盒购

自北京百泰克生物公司；基质胶（Matrigel）购自美国 BD Bio-

science公司；Transwell小室（24孔，8 滋m）购自美国 Corning公

司。DMEM培养基购自天津航洋生物公司；去内毒素胎牛血清

购自天津 TBD公司；多克隆兔抗人 TWIST购自美国 Abclonal

公司；单克隆兔抗人抗体 茁-actin购自于美国 Affinity公司；蛋

白 marker购自 absin公司；Western blot 超敏型曝光显影液购

自天津言行生物公司；RIPA蛋白裂解液购自天津 TBD生物公

司；BCA定量试剂盒购自美国 PIERCE公司；阴性对照 siRNA

(si-NC) 序列及 TWIST基因的特异性 siRNA序列均由上海吉

玛公司设计并合成。 TWIST siRNA 引物序列：上游

5'-CGGGUACAUAAUGAUGCCATT-3'，下游和 5'- UGGCAU-

CAUUAUGUACCCGTT - 3'; si-NC引物序列：上游 5'-GUGAA-

GAGCAGGCUAAAUATT-3'，下游和 5'-UAUUUAGCCUGCU-

CUUCACTT- 3'，序列长度 275bp。

1.2 方法

1.2.1 临床标本收集与细胞培养 20例结肠癌组织标本及 20

例癌旁组织标本均来自于我院肿瘤组织标本库，并经过病理科

严格鉴定。新鲜标本经液氮冻存用于组织 RNA的提取。人结肠

癌细胞系 HT-29培养于 DMEM培养基中（10%胎牛血清，10×

104 U/L青霉素，100 mg/L链霉素），放置于 37℃，5% CO2恒温

培养箱中。

1.2.2 细胞转染 将处于对数期生长的 HT-29细胞消化后接

种６孔细胞培养板中，细胞数为 5× 105/孔。待细胞生长密度

达到 40%~50%。根据脂质体 Lipofectamine誖 2000说明书分别

将 microRNA 无关序列 （miR-223 NC，NC 组）及 microR-

NA-223模拟物 miR-223 mimic（miR-223 mimics组）按终浓度

为 50 nmol/L转染进入结肠癌 HT-29细胞。细胞转染后 24 h，

使用 RT-PCR法检测转染效率及 miR-223表达。实验重复 3次

后，进行统计分析。

1.2.3 逆转录聚合酶链式反应 (RT-PCR) 本研究所用引物由

上海擎科生物公司设计与合成，序列如下：Twist：上游 5'-GTC-

GAAGAATCGCATCATCA-3'，下游 5'- GCATCCTGCCCAT-

CATACTC-3'，产物长度为 156bp；茁-actin: 上游 5'-TCTCT-

GCTCCTCCTGTT-3'，下游 5'- ACTCCGACCTTCACCTT-3'，产

物长度为 285bp。商业化 miR-223检测试剂盒和 U6内参均购

于广州锐博生物公司，靶向序列如下：microRNA-223: 上游

5'-GCCGTACTCTGTAGATCCGAA-3'，下游 5'-CAGTGCAGG-

GTCCGAGGTAT-3'，产物长度为 125bp。U6 引物：上游

5'-CTCGCTTCGGCAGCACACAGTGCA -3'，下游 5'-CAUAA-

UGAUGCCATGGGTCCGAGGTAT-3'，产物长度为 312bp。以

U6作参照，进行上机扩增，统计分析实验数据。

1.2.4 Western blot实验 将处理完毕的细胞取出，弃上清，

PBS清洗 2次后加入 RIPA裂解液置于冰上充分裂解 15 min。

13000 g× 15 min离心后，吸取上层蛋白上清液，使用 BCA法

进行蛋白浓度测定。取 60 滋g总蛋白上样，电泳、转膜后取出
PVDF膜，脱脂牛奶室温封闭 1 h，孵育 1抗避光过夜。次日

TBST清洗 3次后室温下孵育二抗 1h。TBST洗涤 3次后曝光、

显影。

1.2.5 细胞小室迁移与侵袭实验 以 1:3比例提前将基质胶

铺在小室上层（40 滋L/孔），置于恒温培养箱中过夜。次日使用
无血清培养液重悬细胞，将计数好的细胞接种于上室（200 滋L），
下室则加入 600 滋L含 12%血清的培养液。至于培养箱中处理

指定时间后取出小室，PBS清洗 2次，使用湿润棉棒轻柔擦去

上室未穿透的残余细胞。使用甲醇固定 15 min后置于结晶紫

染液中染色 15 min。取出小室，使用 PBS清洗 3次后置于倒置

显微镜下观察、拍照，随机取 5个视野进行拍照，计数。

1.2.6 双荧光素酶实验检测 miR-223与 TWIST的关系 为了

确定 TWIST mRNA的 3'-UTR是否为 miR-223的直接靶蛋白，

TWIST mRNA的野生型全长 3'-UTR以及突变型 3'-UTR扩增

并连接到 psi-CHECK-2载体（Promega,美国），分别命名为野生

型的WT-TWIST psiCHECKTM-2及定点突变后的 MT-TWIST

psiCHECKTM-2载体。HT-29细胞共转染 200 nmol/L miR-223

mimics 和 100 ng 质粒 （WT-TWIST psiCHECKTM-2 或者

MT-TWIST psiCHECKTM-2），24孔板培养 48 h。收集细胞裂

解，海肾（renilla）和萤火虫（firefly）荧光素酶荧光强度使用 Du-

al-Luciferase报告分析系统（美国 Promega公司）进行分析。

1.3 统计学分析

本研究均采用 Graphpad Prism 8.01统计软件进行数据分

析，数据使用均数± 标准差 (x± s)表示，组间比较采用 Student

t检验或 One-WayANOVA分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 结肠癌组织中 miR-223的表达升高

与正常癌旁结肠组织(0.99± 0.38)相比，miR-223在结肠癌

组织中表达(7.80± 0.45)显著上调（P<0.05）。提示 miR-223的表

达上调可能参与结肠癌的发病。

2.2 结肠癌细胞系 HT-29中 miR-223的表达

HT-29细胞转染 miR-223 mimics及 miR-223 NC 24 h后，

倒置荧光显微镜下观察发现 miR-223 mimics转染组细胞中出
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现大量 GFP绿色荧光蛋白，提示转染效率高于 95%，图 1A。

RT-PCR检测结果进一步显示，与空白对照组和 miR-223 NC

组比较，转染 miR-223 mimics后的 HT-29细胞中的 miR-223

表达显著增加（P<0.05），见图 1B。

图 1 转染miR-223 mimics后 HT-29细胞中 miR-223的表达

Fig.1 Expression of miR-223 in HT-29 cells transfected with miR-223 mimics

Note: A: expression diagram of green fluorescent protein; B: miR-223 relative expression level; Compared with the control group and miR-223 NC group,
aP<0.05.

2.3 miR-223对 HT-29细胞迁移和侵袭能力能力的影响

与阴性对照组和空载转染组相比较，miR-223 mimics转染

组穿透的细胞数目明显增加（P<0.05），见图 2；miR-223 mimics

转染组的细胞侵袭能力显著增强(P<0.05），见图 3。

图 2 转染 miR-223 mimics对 HT-29细胞迁移能力的影响

Fig.2 Effect of miR-223 mimics on the migration of HT-29 cells

Note: A: Crystal violet chromatogram of cell migration ability (× 200); B: Comparison of the number of migrating cells in each group; Compared with the

control group and miR-223 NC group, aP<0.05.

图 3 转染 miR-223 mimics对 HT-29细胞侵袭能力的影响

Fig.3 Effect of miR-223 mimics on the invasiveness of HT-29 cells

Note: A: Crystal violet chromatogram of cell invasiveness (× 200); B: Comparison of the number of cell invasiveness in each group; Compared with the

control group and miR-223 NC group, aP<0.05.

2.4 过表达 miR-223促进 TWIST基因表达

转染 miR-223 mimic 24、48 h后，与 miR-223 NC组和空白

对照组比较，转染 miR-223 mimics的 HT-29细胞的 TWIST基

因 mRNA和蛋白表达均显著增加(P<0.05），见图 4。

2.5 miR-223与 TWIST相互作用关系的双荧光素酶实验检测

双荧光素酶检验结果显示，miR-223 能明显促进野生型
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图 5 各组细胞 TWIST基因相对荧光素酶活性的比较

Fig.5 Comparison of the relative luciferase activity of TWIST gene in

each group of cells

Note: Compared with the control group and miR-223 NC group, aP<0.05.

图 4 转染 miR-223 mimics对 HT-29细胞 TWIST mRNA和蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of miR-223 mimics on TWIST mRNA and protein expression in HT-29 cells

Note: A: Relative expression of TWIST mRNA; B: Western blot results; C: Relative expression of TWIST protein; Compared with the control group and

miR-223 NC group, aP<0.05.

WT-TWIST psiCHECKTM-2载体的荧光强度(P<0.05），而无法
抑制 3'UTＲ 定点突变后 MT-TWIST psiCHECKTM-2 载体的

荧光强度，说明 TWIST为 miR-223的下游靶基因，见图 5。

2.6 沉默 TWIST抑制 miR-223诱导的 HT-29细胞迁移与侵袭

能力

共同转染 miR-223 mimics 和 TWIST siRNA 使用 Tran-

swell 迁移与侵袭实验检测发现，TWIST siRNA 和 miR-223

mimics 共转染组细胞的迁移与侵袭能力明显低于 miR-223

mimics组和 siRNA-NC组中转染的 HT-29细胞(P<0.05），见图
6。

3 讨论

目前随着人们生活节奏加快、饮食结构的改变以及人口的

老龄化的出现，结肠癌在我国的发病率呈现逐年攀升的趋势，

对人们的健康造成严重威胁[7,8]。由于结肠癌起病隐匿，导致早

图 6 沉默 TWIST抑制 miR-223诱导的 HT-29细胞迁移与侵袭能力

Fig.6 Silencing TWIST inhibits migration and invasion of HT-29 cells induced by miR-223

Note: A: Crystal violet chromatogram of cell migration ability (× 200); B: Comparison of the number of migrating cells in each group; C; Crystal violet

chromatogram of cell invasiveness (× 200); D: Comparison of the number of cell invasiveness in each group; Compared with the miR-223 mimics group

and miR-223 mimics+siRNA-NC group, aP<0.05.
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期诊断率低，50%的患者就诊时多已发生淋巴及远处转移，失

去了根治性手术的机会，而局部肿瘤未转移的患者手术后也有

1/3复发。随着医学科学技术的不断发展进步，针对肿瘤致病基

因的靶向治疗逐渐引起学者的重视，也是肿瘤研究领域的热点。

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[9,10]。近年来多项研

究表明 miRNA在多种人类恶性肿瘤中表达异常，导致癌基因

的激活和抑癌基因的缺失，从而调控癌细胞的增殖、分化、凋亡

等生物学过程，同时与恶性肿瘤远处侵袭、转移浸润相关的

miRNA 也日益引起学者的关注 [11,12]。越来越多学者发现

miR-223可能在结肠癌、乳腺癌等多种肿瘤性疾病中扮演重要

角色[3]。在胃癌中 miR-223通过靶向调控 Sp1基因表达，从而抑

制胃癌细胞上皮间质转化的发生 [13]。Li X等 [14] 研究发现，

miR-223过表达与胃癌的预后成负相关，且 miR-223能够通过

下调肿瘤抑制因子 EPB41L3 表达从而促进胃癌细胞侵袭转

移。此外，miR-223能够靶向调控 FOXO-1表达从而促进乳腺

癌细胞的增殖与存活[15]。本研究通过 RT-PCR比较结肠癌组织

和癌旁正常结肠组织中 miR-223 的表达情况，结果发现

miR-223 在结肠癌中的表达明显高于癌旁正常结肠组织。

Traswell迁移与侵袭实验结果进一步发现，miR-223 mimics组

细胞的 miR-223表达水平较阴性对照组和空载转染组明显升

高，同时细胞迁移与侵袭能力显著增强，以上结果提示

miR-223的高表达可能通过促进细胞迁移与侵袭能力来参与

结肠癌的发生和发展。

恶性肿瘤侵袭转移的生物学过程涉及多种癌基因的表达

异常，TWIST 基因在其中的作用日益引起学者的关注 [16,17]。

TWIST基因最早是在果蝇中被发现鉴定的，随后不断有研究

证实在多种生物及人体中也存在该基因的类似结构；TWIST

是一种编码位于常染色体上的碱性螺旋 -环 -螺旋 (basic he-

lix-loop-helix，bHLH)转录因子，其核苷酸和氨基酸序列高度保

守[18-20]。Twist基因不仅参与了胚胎的发育和形成过程，也与多

种恶性肿瘤的侵袭、转移联系紧密[21]。有研究证实，TWIST基因

在多种恶性肿瘤中异常高表达，如乳腺癌[22,23]，胃癌[24]，肝癌[25,26]

以及结肠癌[27]等。此外，TWIST基因受多种 microRNA的调控。

在侵袭性子宫内膜癌细胞系中，miR-106b 通过靶向抑制

TWIST基因表达从而阻断上皮间质转化发生[28]。miR-98通过

靶向抑制 TWIST基因表达，从而抑制非小细胞肺癌上皮间质

转化，延缓肿瘤进展[29]。然而也有文献报道 TWIST也可调控多

种 miRNA的表达，从而影响疾病进程。在胰腺癌中，TWIST基

因能够通过调控 miR-497表达来上调 VEGFA基因表达，促进

胰腺癌病灶新生血管生成[30]。然而在结肠癌中，miR-223是否与

TWIST基因之间协同参与结肠癌的发生发展目前尚不清楚。

本次研究结果显示与空白对照组和 miR-NC 组相比，转染

miR-223的结肠癌 HT-29细胞 TWIST mRNA和蛋白表达均显

著增高且迁移、侵袭能力显著增强。双荧光素酶报告基因实验

进一步证实了 TWIST基因是 miR-223的下游靶基因，过表达

miR-223能够显著上调 TWIST基因的启动子区活性。同时，本

次研究发现，共转染 TWIST siRNA和 miR-223 mimics的结肠

癌 HT-29细胞的迁移与侵袭能力较单独转染 miR-223 mimics

的 HT-29细胞显著减弱，表明 TWIST基因在 miR-223介导的

结肠癌 HT-29细胞迁移与侵袭中发挥重要作用。可能是由于

miR-223 可能通过激活 TWIST 基因调控下游靶基因转录激

活，从而增强结肠癌 HT-29细胞的迁移和远处侵袭能力。

综上所述，本实验初步证实在结肠癌中 miR-223异常激活

能够促进 TWIST基因的激活，进而体外促进结肠癌细胞的迁

移和侵袭。然而 miR-223调控 TWIST基因激活的具体分子机

制目前不清，有待后续的进一步深入研究。这也将为结肠癌的

临床诊疗提供新的理论基础和潜在的治疗靶点。
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