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miR-155-TP53INP1调节轴在结直肠癌化疗药物敏感性中的作用机制 *

杨 乐 李传昌 刘小双 黄建平 刘兆龙△

（上海中医药大学附属曙光医院普外科 上海 201210）

摘要 目的：初步揭示 miR-155通过靶向调节 TP53INP1表达水平影响结直肠癌细胞对 5-FU化疗敏感性。方法：将人结肠直肠癌

细胞系 HCT116进行培养，提取细胞总 RNA后，采用 miR-155逆转录特异性引物构建反转录体系进行 PCR扩增，通过 qRT-PCR

检测 miR-155在 5-FU耐药细胞 HCT116/FU及敏感细胞株 HCT116中的表达情况；取对数生长期细胞，分别转染 miR-155mim-

ics、miR-155抑制剂、miR-155阴性对照后，采用 CCK-8法检测 miR-155对细胞 5-FU药物敏感性的影响，双荧光素酶报告基因系

统验证 miR-155与 TP53INP1的靶基因关系，Western blot检测 miR-155对 TP53INP1表达的影响。结果：miR-155在 HCT116 /Fu

细胞中的表达量是 HCT116细胞的 7.25倍；在相同 5-FU浓度时，HCT116+阴性对照的细胞生长抑制率均高于 HCT116+mimics、

半数抑制浓度显著低于 HCT116+mimics，差异均具有统计学意义(P＜0.05)；TP53INP1是 miR-155的靶基因，能显著降低野生型

TP53INP1 3'-UTR 的荧光素酶活性；转染 miR-155 mimics 后，TP53INP1 的相对表达量显著下降，转染 miR-155 抑制剂后，

TP53INP1的相对表达量显著升高，差异均具有统计学意义(P＜0.05)。结论：miR-155水平升高使 HCT116细胞对 5-FU的敏感性

降低，miR-155可能通过靶向调节 TP53INP1的表达水平，从而影响结直肠癌细胞对 5-FU的敏感性。
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Mechanism of miR-155-TP53INP1 Axis in Chemosensitivity
of Colorectal Cancer*

To preliminarily reveal the mechanism of miR-155 affects the sensitivity of colorectal cancer cells to 5-FU

chemotherapy by targeting the expression level of TP53INP1. The human colorectal cancer cell line HCT116 was cultured, and

the total RNA was extracted, then the reverse transcription system was constructed with miR-155 reverse transcription specific primer for

PCR amplification, the expression of miR-155 in HCT116/Fu and HCT116 was detected by qRT PCR; Logarithmic growth cells were

transfected with miR-155 mimics, miR-155 inhibitor and miR-155 negative control respectively, the effect of miR-155 on 5-FU drug sen-

sitivity was detected by CCK-8 method, and the dual-luciferase reporter assay was used to verify the relationship between miR-155 and

TP53INP1, the effect of miR-155 on the expression of TP53INP1 was detected by Western blot. The expression of miR-155 in

HCT116/Fu cells was 7.25 times higher than that in HCT116 cells; At the same 5-FU Concentration, the rate of cell growth inhibition of

HCT116+negative control was higher than that of HCT116+mimics, and the half inhibitory concentration was significantly lower than

that of HCT116+mimics (P<0.05); TP53INP1 was the target gene of miR-155, which could significantly reduce the luciferase activity of
wild-type TP53INP1 3'-UTR; After transfection of miR-155 mimics, the relative expression of TP53INP1 decreased significantly, and af-

ter transfection of miR-155 inhibitor, the relative expression of TP53INP1 increased significantly (all P<0.05). The increased

level of miR-155 decreased the sensitivity of HCT116 cells to 5-FU, miR-155 may affect the sensitivity of colorectal cancer cells to 5-FU

by targeted regulating the expression level of TP53INP1.
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前言
随着我国社会经济的快速发展、人们生活方式和饮食结构

的改变，以及人口结构老龄化的加剧，结直肠癌的发病率近年
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来呈快速增长趋势，且趋于年轻化，对人们生命健康构成严重

威胁[1,2]。然而，临床治疗结直肠癌的疗效仍然有限、且预后较

差，探寻新的有效的治疗方法仍然是临床亟需解决的首要问

题。microRNA ( miRNA)是一类广泛存在于真核生物中的内源

性短链 RNA分子，长约 21～23nt，能直接作用于靶基因 mR-

NA的 3'UTR，对众多蛋白的翻译过程起负性调节作用，在多种

疾病的发生发展过程中发挥着重要作用[3,4]。miR-155是miRNA

家族中的重要成员，近年来研究指出 miR-155参与了结直肠癌

的发生发展 [5,6]，且其可以作为该疾病的潜在治疗靶点 [7,8]。

TP53INP1可介导肠癌细胞对 5氟尿嘧啶(5-FU)化疗耐药[9]，而

TP53INP1是 miR-155的靶基因[10]。因此，笔者推测 miR-155可

能是通过调节 TP53INP1的表达水平影响肠癌细胞对化疗药

物的敏感性，从而影响结直肠的病情进展。本研究旨在探讨

miR-155-TP53INP1调节轴在结直肠癌化疗药物敏感性中的作

用机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及材料

人胚肾上皮细胞系 293T 细胞( HEK293T)，对 5-FU 敏感

的人结肠直肠癌细胞系 HCT116、5-FU耐药的 HCT116/Fu (均

购自中科院上海细胞库)，5-FU (购自 Sigma公司)，胎牛血清、

RPMI 1640 及 DMEM 培养基 (购自 Gibco 公司)，转染试剂

Lipo- fectamine 2000、总 RNA提取试剂 Trizol(购自 Invitrogen

公司)，兔源性 TP53INP1多克隆抗体 (购自 Santa Cruz公司)，

茁-actin单抗 (购自博士德公司)，羊抗兔及羊抗鼠二抗、ECL、

BCA蛋白定量试剂盒、RT-PCR及 CCK-8等相关试剂购(均购

自碧云天公司)，U6逆转录特异性引物及扩增引物、miR-155、

miR-155mimics/mimics NC、miR-155 inihibitor/inhibitor NC、

miR-155 mimic/inhibitor NC、pmir-RB-REPORTTM双荧光素酶

报告载体(均购买于广州锐博公司)。

1.2 方法

1.2.1 qRT-PCR检测 HCT116 /FU和 HCT116中 miR-155的表

达 用 TRIzol试剂提取细胞总 RNA后，采用 miR-155逆转

录特异性引物构建反转录体系，在 16℃30 min、42℃ 42 min、

85℃ 5 min条件下，以 U6为内参照，将 RNA反转录成 cDNA。

然后再利用 miR-155扩增引物和染料分子 Sybr green在 95℃

5 min、95℃ 10 s、60℃ 20 s、72℃ 20 s反应条件下进行 PCR扩

增，扩增 40个循环后再在 75℃反应 20 s。采用 2-△ △ Ct法对数据

进行分析，计算公式为△ Ct=CtmiR-155-CtU6。

1.2.2 CCK-8法检测 miR-155对细胞 5-FU药物敏感性的影响

参照 Lipo-fectamine 2000说明书的操作步骤，将 miR-155 mim-

ics、阴性对照分别转染到取对数生长期的 HCT116细胞。转染

24 h后，制备单细胞悬液并调整细胞密度，接种于 96孔板中继

续培养，至细胞贴壁后，每孔加入 100 滋L不同浓度的 5-FU，浓

度梯度为 1、2、4、8、16 滋g/mL，每个浓度设置 5个复孔，同时设

置不加 5-FU的对照组和未接种细胞的调零孔，继续培养 48 h。

按照说明书，加入新鲜配置的 CCK-8溶液，培养 4 h，尔后终止

培养，采用 ELISA法测定 490 nm处各孔的吸光度(OD)值，取

平均值计算细胞生长抑制率[11]。

1.2.3 双荧光素酶报告基因检测 以 4× 104/孔细胞密度在

96 孔板中培养 HEK293T 细胞 24 h 后，按实验分组分别与

miR-155mimics、miR-155抑制剂、miR-155阴性对照混合，分为

野生型和突变型 pmiR-RB-REPORTTM-TP53INP1-3'-UTR 分

别进行转染，操作按照 Lipofectamine 20000试剂说明书进行，

转染 24 h后收集细胞，检测荧光素酶活性。

1.2.4 Western blot 检测 TP53INP1 表达情况 按照 Lipofec-

tamine 20000 试剂说明书操作步骤，将 miR-155mimics、

miR-155抑制剂、miR-155阴性对照分别转染到对数生长期的

HCT116细胞，培养 48h。按照相应试剂说明书操作步骤，测定

总蛋白浓度、进行 Western blot实验，采用 ECL化学发光法测

定各条带的光密度值，以目的条带和对应内参 茁-actin的光密
度值之比作为目的蛋白的相对表达量。

1.3 统计学方法

实验数据采用 IBM SPSS 26.0进行统计处理，计量数据以

均数± 标准差(x± s)表示，采用 t检验。P＜0.05表示差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 miR-155在 HCT116 /Fu和 HCT116中的表达差异

qRT-PCR 结果显示：miR-155在 HCT116 /Fu 细胞中的表

达量是 HCT116细胞的 7.25倍，差异具有统计学意义(P＜0.05)。

见表 1。

Note: compared with the HCT116/Fu, *P＜0.05.

表 1 miR-155在 HCT116/Fu和 HCT116中的表达情况

Table 1 Expression of miR-155 in HCT116/Fu and HCT116

Cell lines △ Ct 2-△ △ Ct

HCT116 /Fu 4.47± 0.16 7.25

HCT116 7.73± 0.29* 1

2.2 miR-155水平改变对 HCT116细胞对 5-FU敏感性的影响

将 miR-155mimics、阴性对照分别转染到 HCT116细胞后，

在相同 5-FU浓度时，HCT116+阴性对照的细胞生长抑制率均

高于 HCT116+mimics、半数抑制浓度显著低于 HCT116+mim-

ics，差异均具有统计学意义(P＜0.05)，提示 miR-155水平升高

使 HCT116细胞对 5-FU的敏感性降低。见表 1。

2.3 TP53INP1为 miR-155的靶基因

利用 targetscan软件预测 TP53INP1为 miR-155靶基因(图

1A)， 同 时 将 野 生 型 和 突 变 型 pmiR-RB -RE-

PORTTM-TP53INP1-3'-UTR 分别与 miR-155 mimics、miR-155

抑制剂、miR-155阴性对照共转染后，荧光素酶活性情况见图

1B。野生型转染 miR-155 mimics 后荧光素酶活性显著降低

(P＜0.05)，提示 miR-155 mimics使野生型 TP53INP1 3'-UTR的

荧光素酶活性降低。
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Note: compared with HCT116+mimics, *P＜0.05.

2.4 miR-155降低 HCT116细胞 TP53INP1表达水平

转染 miR-155 mimics后，TP53INP1的相对表达量显著下

降，转染 miR-155抑制剂后，TP53INP1的相对表达量显著升

高。见图 2。

3 讨论

结直肠癌是我国最为常见的消化系统恶性肿瘤之一，近年

来发病率呈上升趋势，给人群造成沉重的负担[1]。由于该病在早

期往往症状不明显，不足以引起患者注意，使得早期发现和早

期诊断率均较低，患者就诊时往往病情已进展至中晚期了，错

失了手术根治术的良机[12]。化疗是临床治疗中晚期结直肠癌的

主要手段，其中 5-FU是该病重要的一线化疗药物，对延长患者

的生存期起着重要作用[13-15]。然而，一些患者对 5-FU耐药导致

其化疗效果不理想，对预后不利。miRNAs作为一种内源性非

编码小 RNA分子，对靶基因表达起抑制作用，对多种疾病的发

生发展发挥着重要作用[16]。有研究报道显示与结直肠癌相关的

表 2 细胞生长抑制率情况

Table 2 The rate of cell growth inhibition

Concentration of 5-FU(滋g/mL)
rate of cell growth inhibition(%)

HCT116+mimics HCT116+negative control

1 6.73± 1.34 11.17± 1.72*

2 9.94± 1.95 18.48± 2.59*

4 28.81± 3.55 48.73± 5.07*

8 42.57± 4.27 71.35± 7.72*

16 69.79± 6.64 92.35± 9.24*

Half inhibitory concentration(滋g/mL) 9.57± 0.33 4.51± 0.09*

图 1 TP53INP1为 miR-155的靶基因

Fig. 1 TP53INP1 was the target gene of miR-155

Note: A: targetscanTargetscan software predicted that TP53INP1 was a

miR-155 target gene; B: the luciferase activity of the cells after

cotransfection with miR-155 mimics, miR-155 inhibitor and miR-155

negative control. △ P＞0.05, *P＜0.05.

图 2 miR-155对 HCT116细胞 TP53INP1表达水平的影响

Fig. 2 Effect of miR-155 on the expression of TP53INP1 in HCT116 cells

miRNA分子多达数十种，根据其在细胞中的表达情况及在细

胞癌变进程中的作用方式，呈现出促癌和抑癌的双重作用[17-19]。

近年来有研究指出 miR-155在结肠癌组织中增高，对肿瘤的进

展具有促进作用[5]，且研究发现 miR-155与乳腺癌、宫颈癌等多

种恶性肿瘤的耐药性密切相关 [20,21]。因此，本研究旨在研究

miR-155在结直肠癌对 5-FU耐药的影响并试图揭示其可能的

作用机制。

miR-155作为一个原癌基因，与结直肠癌的淋巴结转移、

远处转移及临床分期呈正相关[22]，高表达 miR-155往往提示患

者的预后差[23]。陈淑兰等[24]研究发现 TP53INP1可介导肠癌细
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胞对 5-FU耐药，钟铁山等[25]指出 TP53INP1对胰腺癌细胞的细

胞凋亡具有调控作用并可介导对吉西他滨产生耐药，关于

TP53INP1介导癌细胞产生耐药相关的研究较多，在此不再一

一赘述；另一方面，TP53INP1作为 miR-155的靶基因也已得到

证实[26]，多项研究指出 miR-155可调节 TP53INP1的表达并对

肿瘤的发生发展发挥着作用，如 Liu等[27]发现 miR-155可通过

调控 TP53INP1 表达对肝癌细胞上皮间质转化发挥作用、Shi

等[10]研究指出 miR-155-5p通过抑制 TP53INP1的表达对胃癌

细胞的增殖和迁移起到促进作用、Li等[28]最近报道的研究显示

miR-155-5p在人乳腺癌中通过 TP53INP1 促进肿瘤进展并促

进对紫杉醇耐药。因此，我们推测在结直肠癌中，miR-155也可

能通过 TP53INP1介导对化疗药物耐药发挥作用。

本研究通过细胞实验研究，发现在 5-FU耐药的 HCT116

细胞中，miR-155的表达量显著升高；进一步对 HCT116细胞

转染 miR-155 mimics或 miR-155阴性对照后，发现 miR-155

水平升高使 HCT116 细胞对 5-FU的敏感性降低，这证实了

miR-155与 HCT116细胞对 5-FU耐药密切相关。为了揭示其

可能作用机制，本研究进一步验证了 TP53INP1是 miR-155的

靶基因，并对 HCT116 细胞转染 miR-155 抑制剂，检测

TP53INP1 表达情况，结果显示转染 miR-155 mimics 后，

TP53INP1的相对表达量显著下降，转染 miR-155抑制剂后，

TP53INP1的相对表达量显著升高。目前研究发现 TP53INP1

是多种 miRNAs的靶基因，TP53INP1可调节 P53蛋白的活性，

而 P53是介导细胞凋亡信号通路网络中的一个关键分子，在多

种疾病的发生发展进程中起着重要的调节作用[29,30]。因此，通过

调节 TP53INP1的表达水平，可能是 miR-155影响结直肠癌细

胞对 5-FU耐药的作用途径。由于肿瘤耐药机制涉及到的信号

通路网络十分复杂，本研究仅通过相对简单的实验进行了探索

性观察，在后续工作中有必要进行更为严谨的实验研究，深入

分析其可能涉及的具体信号通路。

综上所述，miR-155可能通过靶向调节 TP53INP1的表达

水平，从而影响结直肠癌细胞对 5-FU的敏感性。
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