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　　【摘要】　目的　研究微小ＲＮＡ６１３（ｍｉＲ６１３）／Ｗｅｅ１分子轴影响结直肠癌细胞放疗敏感性的分子
机制。方法　选取２０１６年１１月至２０１７年５月昆明医科大学附属延安医院收治的放疗敏感结直肠癌患
者２０例、放疗抵抗患者２０例，另选取人结直肠癌细胞株 ＬｏＶｏ、ＨＣＴ１１６，并建立放疗抵抗细胞株 ＬｏＶｏ／
Ｒ、ＨＣＴ１１６／Ｒ，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｍｉＲ６１３和Ｗｅｅ１在结直肠癌组织和细胞株中的
表达情况。在结直肠癌放疗抵抗细胞中转染 ｍｉＲ６１３ｍｉｍｉｃ，未转染细胞为对照组，采用 ＣＣＫ８、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测在不同放疗剂量下，过表达 ｍｉＲ６１３对细胞增殖活力、侵袭能力和
细胞周期的影响。进一步实验，采用双荧光素酶报告基因验证ｍｉＲ６１３与Ｗｅｅ１的靶向关系。在结直肠
癌放疗抵抗细胞中转染 ｓｉＷｅｅ１或同时转染 ｓｉＷｅｅ１和 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，未转染细胞为对照组，采用
ＣＣＫ８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测在不同放疗剂量下，ｍｉＲ６１３／Ｗｅｅ１分子轴对细胞增殖活
力、侵袭能力和细胞周期的影响。结果　ｍｉＲ６１３在放疗抵抗结直肠癌患者组织中的表达量低于放疗敏
感患者（１．５４±０．２５∶２．６４±０．４５；ｔ＝３．１４０，Ｐ＝０．００９），其在放疗抵抗结直肠癌细胞株中低表达
（ＬｏＶｏ／Ｒ∶ＬｏＶｏ为１．０３±０．１２∶３．０５±０．１５，ｔ＝８．９４４，Ｐ＝０．００６；ＨＣＴ１１６／Ｒ∶ＨＣＴ１１６为１．０１±０．１１∶
２．８５±０．１６，ｔ＝８．０５０，Ｐ＝０．００８）。同时，与对照组相比，过表达 ｍｉＲ６１３显著抑制结直肠癌放疗抵抗
ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞增殖（ＬｏＶｏ／Ｒ细胞：ｔ６Ｇｙ＝６．０１８，Ｐ＝０．０１３；ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞：ｔ６Ｇｙ＝５．６３４，
Ｐ＝０．０１５），抑制细胞侵袭（ＬｏＶｏ／Ｒ细胞：４５．００±８．９５∶１８０．１５±６．９５，ｔ６Ｇｙ＝１１．９３，Ｐ＝０．００３；ＨＣＴ１１６／
Ｒ细胞：４９．９７±６．２１∶１７０．２０±７．０３，ｔ６Ｇｙ＝１２．８２，Ｐ＝０．００６），并下调 Ｇ２Ｍ期相关蛋白细胞周期蛋白
依懒性激酶１（ＣＤＫ１）和 ｃｙｃｌｉｎＢ的表达水平。此外，双荧光素酶报告基因证实 ｍｉＲ６１３靶向作用于
Ｗｅｅ１。进一步实验发现，ｍｉＲ６１３通过靶向下调 Ｗｅｅ１显著抑制 ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞增殖（转染
ｓｉＷｅｅ１、同时转染ｓｉＷｅｅ１和 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ以及对照组３组比较，ＬｏＶｏ／Ｒ细胞：Ｆ８Ｇｙ＝４０．７４２，Ｐ＝
０．００７；ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞：Ｆ８Ｇｙ＝２８．９５８，Ｐ＝０．０１１），抑制细胞侵袭（ＬｏＶｏ／Ｒ细胞：Ｆ８Ｇｙ＝５５．４１３，Ｐ＝
０．００４；ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞：Ｆ８Ｇｙ＝６５．６３４，Ｐ＝０．００３），并将细胞阻滞在 Ｇ２Ｍ期，进而上调 ＬｏＶｏ／Ｒ和
ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞对放疗的敏感性。结论　ｍｉＲ６１３／Ｗｅｅ１分子轴与结直肠癌细胞放疗抵抗性存在调控关
系，且过表达ｍｉＲ６１３可逆转结直肠癌细胞的放疗抵抗性。
　　【关键词】　微ＲＮＡｓ；结直肠肿瘤；Ｗｅｅ１；放疗敏感性
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ｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓＬｏＶｏ／ＲａｎｄＨＣＴ１１６／Ｒｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｆｏｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ６１３ａｎｄＷｅｅ１ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎ
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ｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ６１３ｍａｙｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ；Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；Ｗｅｅ１；Ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ：ＪｏｉｎｔＳｐｅｃｉａｌＦｕｎｄｆｏｒＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＹｕｎｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＫｕｎｍｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２０１５ｆｂ０８８）
ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４２２Ｘ．２０１９．０３．００６

　　结直肠癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之一，尤
其是包括中国在内的亚太地区，其发病率逐年上

升［１２］，因此研究结直肠癌发生发展的分子机制非常

重要。目前，临床上着重于应用早期诊断和辅助放化

疗来延长结直肠癌患者的生存期。然而，由于结直肠

癌细胞对放疗存在耐受性，所以预期疗效无法达到。

近期有研究报道，微小 ＲＮＡ６１３（ｍｉＲ６１３）属于抑癌
基因，且其表达与结直肠癌［３］、食管鳞状细胞癌［４］和

卵巢癌［５］的发生发展密切相关。同时，也有研究报

道ｍｉＲ６１３通过靶向下游基因参与调控非小细胞肺
癌对放疗的敏感性［６］。Ｗｅｅ１激酶是一种细胞周期
相关调控蛋白，可以调控细胞周期蛋白依懒性激酶１
（ＣＤＫ１）的磷酸化状态从而影响细胞的增殖。本研
究通过检测 ｍｉＲ６１３和 Ｗｅｅ１在结直肠癌组织和细
胞株中的表达情况，并深入探讨 ｍｉＲ６１３通过调控
Ｗｅｅ１介导结直肠癌细胞放疗抵抗性的分子机制，以
期为改善结直肠癌临床治疗放疗抵抗性以及患者预

后提供更多的依据。

１　资料与方法
１．１　一般资料

选取２０１６年１１月至２０１７年５月昆明医科大学
附属延安医院收治的资料完整的结直肠癌患者

４０例，其中放疗敏感患者２０例，放疗抵抗患者２０例。
经手术切除的结直肠癌组织迅速保存于液氮中。

入选标准：①经肠镜、影像学（超声、ＣＴ、ＭＲＩ）、
病理组织学检查结果确认为结直肠癌；②手术前２周
进行放化疗等治疗手段。

排除标准：①之前进行过任何放疗或化疗的患
者；②患者不同意样本的采集；③不能耐受手术的患
者；④合并有免疫系统疾病的患者。

所有研究对象对本研究均签署知情同意书，本研

究经昆明医科大学附属延安医院伦理委员会批准

（批准文号：２０１８０７４０１）。
１．２　药品、试剂与仪器

ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｍｉｍｉｃ购自上海吉玛制药技
术有限公司；ＤＭＥＭ和胎牛血清购自美国 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
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Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；青霉素和链霉素均购自北京雷根生
物技术有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国康宁公司；
高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒购自北京百泰克生物技
术有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和反转录试剂盒均购
自日本 ＴａＫａＲａ公司；ＣＣＫ８试剂盒、蛋白提取试剂
盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速制备试剂盒均购自美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ一抗和二抗均购自美国
ＣＳＴ公司。

酶标仪、实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）仪及电
泳仪和凝胶成象系统均购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ公司；超速冷冻离心机、电泳槽购自北京六一
生物科技有限公司；ＰＨＯＥＮＩＸ６０Ｃｏ系统购自日本
ＰｈｏｅｎｉｘＣｏｎｔａｃｔ公司。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养：人结直肠癌细胞株ＬｏＶｏ、ＨＣＴ１１６
均购自中科院上海细胞研究所，结直肠癌细胞株采用

含 １０％ 胎牛血清、青霉素 １００Ｕ／ｍｌ和链霉素
１００μｇ／ｍｌ的ＤＭＥＭ培养液在３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中常规培养。

１．３．２　结直肠癌放疗抵抗细胞株的建立：收集对数
生长期结直肠癌 ＬｏＶｏ和 ＨＣＴ１１６细胞，采用直线加
速器产生的６ＭＶＸ射线进行垂直放疗细胞（剂量为
２Ｇｙ／ｍｉｎ），剂量分别为２、４、６、８和１０Ｇｙ，刺激２４ｈ，
结束后于培养箱继续培养。对于经低剂量放射处理

的ＬｏＶｏ和 ＨＣＴ１１６细胞弃去培养基，加入新鲜的
ＤＭＥＭ培养基继续培养，观察细胞活力，若无明显死
亡选择该对数期细胞增加放疗剂量，反复传代培养，

直至最后在放射剂量为６Ｇｙ下能够稳定存活，即成
功构建放疗抵抗细胞株 ＬｏＶｏ／ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（简称 ＬｏＶｏ／
Ｒ）和ＨＣＴ１１６／ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（简称ＨＣＴ１１６／Ｒ）。
１．３．３　细胞转染：采用无血清细胞ＤＭＥＭ培养液稀
释质粒ＤＮＡ，轻轻混匀，标记为 Ａ液。同时，采用无
血清的 ＤＭＥＭ培养液稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，混匀
后于２４℃条件下放置５ｍｉｎ，标记为 Ｂ液。将 Ａ、Ｂ
液混合，置于２４℃条件下孵育３０ｍｉｎ。混合液加入
至细胞培养皿中，并于 ＣＯ２培养箱（３７℃）中过夜培
养。次日，更换新的含有血清的 ＤＭＥＭ培养液继续
培养细胞，并检测其转染效率。培养３ｄ后，将细胞
培养液于１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，离心后收集上清液，
检测病毒滴度，备用。

１．３．４　ＣＣＫ８检测细胞增殖：将处于对数生长期的
转染 ｍｉＲ６１３ｍｉｍｉｃ、ｓｉＷｅｅ１或 ｓｉＷｅｅ１和 ｍｉＲ６１３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后的 ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞接种于
９６孔板，每孔含细胞 １０４ 个／ｍｌ，每孔含培养基
１００μｌ。于待检测前１ｈ，每孔加入１０μｌＣＣＫ８溶液，

３７℃培养１ｈ后，采用酶标仪在４５０ｎｍ处测量各孔
的吸光度（Ａ）值。
１．３．５　ｑＲＴＰＣＲ检测：采用ＴＲＩｚｏｌ一步法提取细胞
总ＲＮＡ，取２μｇ反转录为 ｃＤＮＡ。取２μｌ反转录产
物进行 ＰＣＲ反应，以 Ｕ６为内参基因（引物序列见
表１）。按试剂盒说明建立终体积为２０μｌ的ＰＣＲ反
应体系：２μｌ反转录产物，１０μｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ，上
下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补足至
２０μｌ。ＰＣＲ反应条件：第１步，９５℃ ５ｍｉｎ；第２步，
９５℃ １０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ ２０ｓ，进行 ４０个循环；
第３步，７８℃ ２０ｓ（收集荧光强度）。检测结果采用
２－ΔΔＣｔ法进行计算。

表１　ｍｉＲ６１３、Ｗｅｅｌ及内参引物序列

名称 引物序列　　　　

ｍｉＲ６１３
正向引物：５′ＧＴＧＡＧＴＧＣＧＴＴＴＣＣＡＡＧＴＧＴ３′

反向引物：５′ＴＧＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧＡＡＧＧＡＡＣＡＴ３′

Ｗｅｅ１
正向引物：５′ＡＡＣＡＡＧＧＡＴＣＴＣＣＡＧＴＣＣＡＣＡ３′

反向引物：５′ＧＧＧＣＡＡＧＣＧＣＡＡＡＡＡＴＡＴＣＴＧ３′

Ｕ６
正向引物：５′ＧＡＧＧＣＡＣＡＧＣＧＧＡＡＣＧ３′

反向引物：５′ＣＴＡＣＣＡＣＡＴＡＧＴＣＣＡＧＧ３′

　　注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｍｂｌｏｔｔｉｎｇ检测：提取结直肠癌放疗敏
感患者和放疗抵抗患者组织以及细胞中的蛋白后，依

据二喹啉甲酸（ＢＣＡ）试剂盒的指导要求检测蛋白浓
度。上样缓冲液加入萃取的蛋白后，加热至９５℃，维
持１０ｍｉｎ。每孔样品的载药量是３０μｇ，添加１０％的
聚丙烯酰胺凝胶以分离蛋白，后电泳、转膜、封闭。加

入一抗（１∶５００），４℃下过夜培养。洗膜缓冲液
（ＴＢＳＴ）冲洗蛋白 ３次，每次 ５ｍｉｎ，随后加入二抗
（１∶５００），温室中培养１ｈ。再次洗膜３次后，加入化
学发光试剂显影蛋白。βａｃｔｉｎ用作内参，ＢｉｏｒａｄＧｅｌ
ＤｏｌＥＺ成像器用来成像蛋白，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析靶
带的灰度水平。

１．３．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验：选择转染细胞为实验组，未
转染细胞为对照组，分别将各组细胞用胰酶消化处理

后接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室 ２４孔板内，上室加 １００μｌ
（密度为２×１０５个／ｍｌ）细胞悬液，下室加２５０μｌ含
１０％ＦＢＳ的培养基，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ
后，取出小室，棉签擦去微孔膜上室的细胞，ＰＢＳ小心
冲洗小室上下面２遍，４％的多聚甲醛固定侵袭并黏
附到小室微孔膜下面的细胞 １５ｍｉｎ，结晶紫染色
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗小室，干燥后置于１００倍的倒置显
微镜观察并计数细胞。
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１．３．８　双荧光素酶报告基因：采用 ＰＣＲ扩增 ｍｉＲ
６１３与Ｗｅｅ１结合片段并插入荧光素酶载体，构建
Ｗｅｅ１野生质粒。用基因突变技术将结合片段中部分
核苷酸突变，构建 Ｗｅｅ１突变质粒。用 ｍｉＲ６１３ｍｉ
ｍｉｃ和Ｗｅｅ１野生质粒或突变质粒共转染２９３Ｔ细胞，
利用报告基因试剂盒检测各组的荧光素酶活性。

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析实验数据，计量资

料符合正态分布，以ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立
样本ｔ检验，多组间比较采用方差分析，进一步两两比
较采用ＬＳＤ法，采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分析ｍｉＲ６１３与
肿瘤缩小比例的相关性。检验水准α＝０．０５。
２　结果
２．１　ｍｉＲ６１３在结直肠癌放疗抵抗患者和细胞株中

的异常表达

ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，ｍｉＲ６１３在结直肠癌放
疗敏感患者和放疗抵抗患者组织中的表达水平分别

为２．６４±０．４５和 １．５４±０．２５，差异有统计学意义
（ｔ＝３．１４０，Ｐ＝０．００９）。同时，分析２０例结直肠癌放
疗抵抗患者组织中 ｍｉＲ６１３的相对表达量与患者经
放疗后肿瘤体积缩小比例的相关性，结果显示

ｍｉＲ６１３表达量与结直肠癌患者放疗疗效呈正相关
（ｒ＝０．６９６，Ｐ＜０．００１，图１）。此外，ｍｉＲ６１３在ＬｏＶｏ
和ＬｏＶｏ／Ｒ细胞中的相对表达量分别为３．０５±０．１５
和１．０３±０．１２，差异具有统计学意义（ｔ＝８．９４４，Ｐ＝
０．００６）；ｍｉＲ６１３在 ＨＣＴ１１６和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞中的
相对表达量分别为２．８５±０．１６和１．０１±０．１１，差异
具有统计学意义（ｔ＝８．０５０，Ｐ＝０．００８）。由此可知，
ｍｉＲ６１３在结直肠癌放疗抵抗患者组织及放疗抵抗
细胞中低表达，推测其可能参与结直肠癌放疗敏感性

的调控。

注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

图１　２０例结直肠癌放疗抵抗患者组织中ｍｉＲ６１３的相对

表达量与肿瘤缩小比例的相关性

２．２　过表达ｍｉＲ６１３对结直肠癌细胞放疗敏感性的
影响

基于ｍｉＲ６１３在结直肠癌放疗抵抗患者组织及
ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞中低表达，进一步探讨过
表达ｍｉＲ６１３对ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞增殖、侵
袭能力和细胞周期的影响。首先，ｑＲＴＰＣＲ检测结
果显示，在 ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞中转染 ｍｉＲ
６１３ｍｉｍｉｃ后，ＬｏＶｏ／Ｒ细胞对照组和过表达 ｍｉＲ６１３
组中的相对表达水平分别为１．０１±０．１２和３．８１±
０．２０，差异具有统计学意义（ｔ＝１２．５２２，Ｐ＝０．００３）；
ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞对照组和过表达 ｍｉＲ６１３组中的相
对表达水平分别为１．００±０．１５、３．０３±０．１７，差异具
有统计学意义（ｔ＝８．９５４，Ｐ＝０．００６）。

随后，ＣＣＫ８检测结果表明（图２），过表达 ｍｉＲ
６１３可显著抑制 ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞在 ４、６、
８Ｇｙ放疗剂量下的增殖活力，差异有统计学意义
（ＬｏＶｏ／Ｒ细胞：ｔ４Ｇｙ＝４．００７，Ｐ＝０．０２９，ｔ６Ｇｙ＝６．０１８，
Ｐ＝０．０１３，ｔ８Ｇｙ＝７．７７８，Ｐ＝０．００８；ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞：
ｔ４Ｇｙ＝４．１０１，Ｐ＝０．０２７，ｔ６Ｇｙ＝５．６３４，Ｐ＝０．０１５，
ｔ８Ｇｙ＝７．９６５，Ｐ＝０．００８）。

注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３；ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗

结直肠癌细胞株；与对照组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

图２　ＣＣＫ８检测不同放疗剂量下过表达ｍｉＲ６１３对ＬｏＶｏ／Ｒ

　　和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞增殖活力的影响　Ａ为ＬｏＶｏ／Ｒ细胞；

Ｂ为ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞
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　　此外，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测结果见图 ３，ＬｏＶｏ／Ｒ和
ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞转染 ｍｉＲ６１３ｍｉｍｉｃ后，过表达 ｍｉＲ
６１３组和对照组中穿膜细胞相对数如表２和表３所
示，放疗剂量为４、６、８Ｇｙ时，两组差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 Ｇ２Ｍ期相关
蛋白ＣＤＫ１和ｃｙｃｌｉｎＢ的表达水平，结果见图４。相

比于对照组，转染ｍｉＲ６１３ｍｉｍｉｃ后在放疗剂量为４、
６、８Ｇｙ时，细胞周期 Ｇ２Ｍ限制点中的关键蛋白
ＣＤＫ１和ｃｙｃｌｉｎＢ在 ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞中表
达下调。由此可知，过表达ｍｉＲ６１３可显著抑制结直
肠癌放疗抵抗细胞增殖和侵袭能力，以及下调细胞周

期Ｇ２Ｍ限制点中的相关蛋白表达水平，即明显提高
了结直肠癌细胞对放疗的敏感性。

注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３；ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测不同放疗剂量下过表达ｍｉＲ６１３对ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞侵袭能力的影响　结晶紫染色 ×１００

表２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测不同放疗剂量下ＬｏＶｏ／Ｒ细胞穿膜细胞相对数（ｘ±ｓ）

组别 ０Ｇｙ ２Ｇｙ ４Ｇｙ ６Ｇｙ ８Ｇｙ

对照组 ２１０．４５±８．０２ ２０６．５２±９．０３ １９８．２３±６．５８ １８０．１５±６．９５ １７６．０９±６．１４

过表达ｍｉＲ６１３组 ２１２．０４±９．９７ １７４．９８±９．０５ ９８．０４±８．０３ ４５．００±８．９５ ３６．１１±６．０３

ｔ值 ０．１２ ２．４７ ９．６５ １１．９３ １６．２７

Ｐ值 ０．４５６ ０．０６６ ０．００５ ０．００３ ０．００２

　　注：ＬｏＶｏ／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

表３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测不同放疗剂量下ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞穿膜细胞相对数（ｘ±ｓ）

组别 ０Ｇｙ ２Ｇｙ ４Ｇｙ ６Ｇｙ ８Ｇｙ

对照组 ２０９．８９±８．５４ １９７．８９±８．２１ １７４．８８±７．９８ １７０．２０±７．０３ １６７．８８±４．９６

过表达ｍｉＲ６１３组 ２１２．１０±９．０５ １７５．１５±８．０５ ９７．９５±６．１２ ４９．９７±６．２１ ３２．０９±５．８９

ｔ值 ０．１８ １．９８ ７．６５ １２．８２ １７．６３

Ｐ值 ０．４３８ ０．０９３ ０．００８ ０．００６ ０．００３

　　注：ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３
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２．３　ｍｉＲ６１３靶向负调控Ｗｅｅ１
基于ｍｉＲ６１３对结直肠癌放疗抵抗细胞生物学

行为的影响。首先，分析临床２０例结直肠癌放疗抵
抗患者组织中Ｗｅｅ１相对表达量与ｍｉＲ６１３的表达水
平和经放疗后瘤体缩小比例的相关性。Ｐｅａｒｓｏｎ相关
性分析结果显示，Ｗｅｅ１的相对表达量与肿瘤瘤体缩
小比例呈负相关（ｒ＝－０．５９０，Ｐ＝０．００６，图５Ａ），且
与ｍｉＲ６１３的表达呈负相关（ｒ＝－０．７７２，Ｐ＜０．００１，
图５Ｂ）。同时，借助生物信息学数据库ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、
ｍｉＲｎａｄａ和ＰＩＴＡ对ｍｉＲ６１３的靶基因进行预测，发现
ｍｉＲ６１３可以结合Ｗｅｅ１的３′ＵＴＲ。随后采用荧光素
酶报告基因验证实验发现，在 Ｗｅｅ１３′ＵＴＲ野生型重
组载体组中，过表达ｍｉＲ６１３组和对照组荧光比值相
对表达分别为０．２５±０．０６和１．００±０．０５，差异具有
统计学意义（ｔ＝９．６０３，Ｐ＝０．００５）；Ｗｅｅ１３′ＵＴＲ突变
型重组载体组中，过表达 ｍｉＲ６１３组和对照组荧光

比值相对表达分别为０．９８±０．０８和０．９７±０．０７，差
异无统计学意义（ｔ＝０．０９４，Ｐ＝０．４６７）。此外，Ｗｅｓ
ｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果证实，在ＬｏＶｏ／Ｒ细胞中，过表达
ｍｉＲ６１３和对照组中 Ｗｅｅ１的相对表达水平分别为
０．２０±０．０４和１．００±０．０９，且差异具有统计学意义
（ｔ＝７．４２８，Ｐ＝０．００９），见图 ６。由此可知，Ｗｅｅ１是
ｍｉＲ６１３的靶基因，并且 ｍｉＲ６１３可负调控 Ｗｅｅ１的
表达。

２．４　ｍｉＲ６１３／Ｗｅｅ１分子轴对结直肠癌细胞放疗
敏感性的影响

为了进一步明确ｍｉＲ６１３／Ｗｅｅ１分子轴对结直肠
癌放疗敏感性的影响，在结直肠癌放疗抵抗细胞株中

转染ｓｉＷｅｅ１或同时转染ｓｉＷｅｅ１和ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
后，通过 ＣＣＫ８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分别检
测结直肠癌放疗抵抗细胞株ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细
胞增殖活力、侵袭能力和细胞周期的变化。

注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３；ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；ＣＤＫ１为细胞周期蛋白依懒性激酶１

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测不同放疗剂量下过表达ｍｉＲ６１３对ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞中Ｇ２Ｍ限制点关键蛋白

表达水平的影响　Ａ为ＬｏＶｏ／Ｒ；Ｂ为ＨＣＴ１１６／Ｒ

注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

图５　２０例结直肠癌放疗抵抗患者Ｗｅｅ１表达水平与肿瘤缩小比例及ｍｉＲ６１３表达的相关性　Ａ为Ｗｅｅ１表达水平与肿瘤缩小比例的相关性；

Ｂ为Ｗｅｅ１与ｍｉＲ６１３在结直肠癌放疗抵抗癌组织中的表达相关性
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　　ＣＣＫ８检测结果表明（图７），对照组、ｓｉＷｅｅ１组
和共转染 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组细胞增殖活
力差异具有统计学意义（ＬｏＶｏ／Ｒ细胞：Ｆ４Ｇｙ ＝
１１．９５２，Ｐ＝０．０３７；Ｆ８Ｇｙ ＝４０．７４２，Ｐ＝０．００７；
ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞：Ｆ４Ｇｙ＝２０．３１０，Ｐ＝０．０１８；Ｆ８Ｇｙ＝
２８．９５８，Ｐ＝０．０１１），进一步两两比较，对照组和 ｓｉ
Ｗｅｅ１组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），对照组和
共转染 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。

同时，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测结果显示（图８、表４、表５），
放疗剂量为４、８Ｇｙ时，对照组、ｓｉＷｅｅ１组和共转染
ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组细胞侵袭能力差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），进一步两两比较，对照组
和ｓｉＷｅｅ１组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），对照
组和共转染 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果进一步证实（图９），与
对照组相比，转染 ｓｉＷｅｅ１后细胞周期中 Ｇ２Ｍ检查
点相关蛋白ＣＤＫ１和ｃｙｃｌｉｎＢ蛋白明显下调；而共转
染ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｓｉＷｅｅ１后 ＣＤＫ１和 ｃｙｃｌｉｎＢ
蛋白的表达与对照组没有明显差异。由此可知，ｍｉＲ
６１３通过靶向下调Ｗｅｅ１增强结直肠癌细胞对放疗的
敏感性。

注：ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３；ＬｏＶｏ／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株

图６　过表达ｍｉＲ６１３对Ｗｅｅ１在ＬｏＶｏ／Ｒ细胞中表达水平的影响

注：ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；

与ｓｉＷｅｅ１组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

图７　ＣＣＫ８检测ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞增殖活力　Ａ为ＬｏＶｏ／Ｒ；Ｂ为ＨＣＴ１１６／Ｒ

注：ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

图８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测不同放疗剂量下ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞侵袭能力

结晶紫染色 ×１００　Ａ为ＬｏＶｏ／Ｒ；Ｂ为ＨＣＴ１１６／Ｒ
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表４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测不同放疗剂量下ＬｏＶｏ／Ｒ细胞穿膜细胞相对数（ｘ±ｓ）

组别 ０Ｇｙ ４Ｇｙ ８Ｇｙ

对照组 ２１５．１０±８．９５ １８９．９６±１０．０２ １１９．８８±７．４２

ｓｉＷｅｅ１组 ２１１．８５±９．２１ １００．２１±８．２１ａｂ ２３．１２±６．５２ａｂ

共转染ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组 ２１５．１１±９．７８ １８０．１４±７．９５ １２５．１０±８．６３

Ｆ值 ０．０４１ ３２．０１８ ５５．４１３

Ｐ值 ０．９６１ ０．００９ ０．００４

　　注：ＬｏＶｏ／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；与对照组比较，ａＰ＜０．０１；与共转染 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组比较，ｂＰ＜０．０１；ｍｉＲ６１３为

微小ＲＮＡ６１３

表５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测不同放疗剂量下ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞穿膜细胞相对数（ｘ±ｓ）

组别 ０Ｇｙ ４Ｇｙ ８Ｇｙ

对照组 ２１９．９８±９．２４ １７８．０６±１０．０３ １３２．４２±７．０５

ｓｉＷｅｅ１组 ２２３．０５±９．３０ ８９．４１±８．１４ａｂ １５．４１±４．６８ａｂ

共转染ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组 ２２５．３２±１０．２１ １７４．２３±８．０７ １１２．８４±８．７８

Ｆ值 ０．０７８ ３３．２５０ ６５．６３４

Ｐ值 ０．９２７ ０．００９ ０．００３

　　注：ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；与对照组比较，ａＰ＜０．０１；与共转染 ｍｉＲ６１３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｓｉＷｅｅ１组比较，ｂＰ＜０．０１；ｍｉＲ６１３为

微小ＲＮＡ６１３

注：ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ为放疗抵抗结直肠癌细胞株；

ＣＤＫ１为细胞周期蛋白依懒性激酶１；ｍｉＲ６１３为微小ＲＮＡ６１３

图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测不同放疗剂量下ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ

细胞Ｇ２Ｍ检查点相关蛋白ＣＤＫ１和ｃｙｃｌｉｎＢ的表达情况

３　讨论
ｍｉＲＮＡ是长度为 １９～２３个核苷酸的非编码

ＲＮＡ，在包括结直肠癌在内的多种恶性肿瘤中发挥重
要调控作用［７］。近年来，ｍｉＲＮＡ在调控结直肠癌发
生发展过程中的作用已被广泛研究。例如，Ａｎｄａｕｒ
等［８］报道，ｍｉＲ２０５３ｐ、ｍｉＲ１、ｍｉＲ１３３ｂ、ｍｉＲ１２２５ｐ
和ｍｉＲ１３４５ｐ在经放射处理的结直肠癌细胞中均有
异常表达。ｍｉＲ４５１通过靶向下调 ＣＡＢ３９和 ＥＭＳＹ
增强结直肠癌细胞放疗敏感性［９］。Ｈｕ等［１０］研究发

现，ｍｉＲ２１４通过靶向下调ＡＴＧ１２促进结直肠癌细胞

对放疗的敏感性。同时，ｍｉＲ１４５和 ｍｉＲ１０６ｂ也与
结直肠癌放疗敏感性的调控有关［１１１２］。本研究发

现，ｍｉＲ６１３在放疗抵抗的结直肠癌患者组织和细胞
中低表达，且过表达ｍｉＲ６１３可显著抑制结直肠癌放
疗抵抗细胞株增殖和侵袭能力。

Ｗｅｅ１是一种细胞核激酶，属于丝氨酸／苏氨酸蛋
白激酶家族成员，已被证明其在保持基因的完整性中

发挥重要作用，作用机制主要是诱导细胞周期 Ｇ２Ｍ
检查点的阻滞［１３］，从而在细胞进行有丝分裂前参与

受损ＤＮＡ的修复。目前，Ｗｅｅ１已被发现在包括结直
肠癌的多种肿瘤治疗中可能发挥重要作用［１４１５］。同

时，Ｗｅｅ１在胃癌、头颈癌和非小细胞肺癌中高表达，
且其高表达与非小细胞肺癌细胞周期Ｇ２检查点密切
相关［１６１８］。本研究结果证实，Ｗｅｅ１的相对表达量与
结直肠癌放疗疗效呈负相关，且敲降 Ｗｅｅ１可逆转结
直肠癌细胞对放疗的抵抗性。

近期研究发现，ｍｉＲ１７９２簇可以直接靶向
Ｗｅｅ１，调控其表达［１９］。此外 ｍｉＲ３８１和 ｍｉＲ４９７也
是肿瘤中调控 Ｗｅｅ１的重要非编码 ＲＮＡ［２０２１］。本研
究双荧光素酶报告基因结果证实，ｍｉＲ６１３可靶向负
调控Ｗｅｅ１的表达。

综上所述，本研究揭示了过表达ｍｉＲ６１３通过靶
向Ｗｅｅ１可显著抑制 ＬｏＶｏ／Ｒ和 ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞增
殖、侵袭和阻断细胞周期 Ｇ２Ｍ，进而提高结直肠癌
ＬｏＶｏ／Ｒ和ＨＣＴ１１６／Ｒ细胞对放疗的敏感性。后续的

·４６１· 国际肿瘤学杂志２０１９年３月第４６卷第３期　ＪＩｎｔＯｎｃｏｌ，Ｍａｒｃｈ２０１９，Ｖｏｌ４６，Ｎｏ３



研究应进一步明确ｍｉＲ６１３调控的信号通路，为进一
步揭示结直肠癌对放疗产生抵抗性的分子机制提供

更多的实验依据。
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ｏｐｔｏｓｉｓｉｎＭＹＣＮａｍｐｌｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｋｅｙ

ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒＷＥＥ１［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１３，１２：２３．ＤＯＩ：

１０．１１８６／１４７６４５９８１２２３．

（收稿日期：２０１８０８２７　　修回日期：２０１８１２２５）

（本文编辑：孙娜）
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