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miRNA-125a靶向调控SMURF1对结肠癌   
生物学行为的影响
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miRNA-125a Targets SMURF1 to Regulate Biological Behavior of Colon Cancer
XING Minyan, HE Meiwen, YU Jiaze, ZHANG Chao
Department of Oncology, Zhejiang Haining Peoples’ Hospital, Haining 314400, China

Abstract: Objective  To investigate the effect of miRNA-125a on biological behavior of colon cancer 
through regulating SMURF1. Methods  The expression of miRNA-125a and SMURF1 in the serum of 
colon cancer patients were detected by qRT-PCR and their correlation with clinical indicators related to colon 
cancer was analyzed. The microRNA target gene database predicted the combination of miRNA-125a target 
gene and SMURF1 which was also verified by luciferase reporter gene method. qRT-PCR and Western blot 
were used to detect the effect of miRNA-125a mimic on the mRNA and protein expression of SMURF1. HE 
staining was used to detect the expression of SMURF1 in colon cancer tissues; CCK-8 method, cell scratch 
test and flow cytometry were used to identify the effects of SMURF1 on the proliferation, migration and cycle 
of SW480 cells. The mouse model of colon cancer xenografts was constructed and the effect of miRNA-125a 
mimics on tumor growth in mice was detected by weighing and PCNA staining. Results  The expression of 
miRNA-125a in the serum of patients with colon cancer was negatively correlated with the clinical indicators 
of colon cancer. The expression of SMURF1 was positively correlated with the clinical indicators of colon 
cancer. The expression level of miRNA-125a in colon cancer tissues was significantly reduced. The miRNA-
125a mimic inhibited SMURF1 mRNA translation and protein levels. The expression of SMURF1 in colon 
cancer tissues was significantly increased. miRNA-125a mimics could inhibit the proliferation, migration 
and cell cycle accumulation of SW480 cells. However, this inhibitory effect could be compensated by the 
increased expression of SMURF1. miRNA-125a mimics inhibited the growth of colon cancer and SMURF1 
expression in mice. Conclusion  miRNA-125a plays an inhibitory role in the development of colon cancer 
by down-regulating the expression of SMURF1, and it is a potential target for the diagnosis and treatment of 
colon cancer.
Key words: Colon cancer; miRNA-125a; SMURF1
摘  要：目的  探讨miRNA-125a通过对靶基因SMURF1的调控在结肠癌中的影响。方法  qRT-PCR检

测结肠癌患者血清中miRNA-125a和SMURF1表达水平并分析其与结肠癌相关临床指标的相关性；mi-
croRNA靶基因数据库预测miRNA-125a靶基因SMURF1并使用荧光素酶报告基因法验证其结合；qRT-
PCR和Western blot检测miRNA-125a模拟物对SMURF1 mRNA及蛋白表达的影响；HE染色检测结肠癌

组织中SMURF1的表达；CCK-8法、细胞划痕实验及流式细胞法检测miRNA-125a模拟物和SMURF1对
SW480细胞增殖、迁移及周期的影响；构建结肠癌肿瘤异种移植小鼠模型，采用称重及PCNA染色检测
miRNA-125a模拟物对小鼠体内肿瘤生长的影响。结果  结肠癌患者血清中miRNA-125a表达水平与结

肠癌相关临床指标呈负相关性，SMURF1表达水平与结肠癌相关临床指标呈正相关性。结肠癌组织中
miRNA-125a的表达水平显著降低，miRNA-125a模拟物可抑制SMURF1的mRNA翻译及蛋白水平。结

肠癌肿瘤组织中SMURF1表达水平明显升高，miRNA-125a模拟物可以抑制SW480细胞的增殖、迁移和
S期细胞周期的聚集，然而这种抑制效果会因SMURF1表达升高而减弱。miRNA-125a模拟物抑制小鼠

体内结肠癌生长及SMURF1的表达。结论  miRNA-125a通过下调SMURF1的表达在结肠癌的发展过程

中发挥抑制作用，具有成为结肠癌诊断及治疗靶点的潜力。
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0  引言
结肠癌早期特异性症状不明显，而术后复发

和转移影响了治疗效果。当前，阐明结肠癌发生

发展的分子机制对寻找新的分子靶点具有重要意

义。miRNA是一类非编码小分子RNA。通过与靶

基因mRNA 3’-UTR完全或不完全互补配对结合，

导致靶miRNA降解或翻译抑制来调控靶基因的表

达。研究证实，在结肠癌细胞中存在多个miRNA
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表达异常，且与结肠癌患者的分化程度、远处转

移等病理特征之间存在相关性，提示miRNA可能

参与结肠癌的发生及发展[1-2]。SMURF1是HECT型

E3泛素连接酶，参与多个生物学信号通路，近来

研究发现，其在结肠癌组织中呈现高表达，并协

同泛素蛋白酶系统降解抑癌蛋白，表现出促癌功

能[3]。miRNA-125a在多种肿瘤的形成和转移中发

挥重要作用[4]。本研究旨在分析miRNA-125a与结

肠癌相关临床指标的相关性，并探寻其通过靶向

调控SMURF1在结肠癌的病理过程中所发挥的作

用，为结肠癌的诊断及治疗寻找新靶点。

1  资料与方法
1.1  研究对象 

收集2017年6月至2018年1月在我院收治的50
例结肠癌患者，其中男21例、女29例，平均年龄

（59.72±5.36）岁。所有患者无化疗或放疗史。

1.2  外周血采集 
纳入研究的结肠癌患者均于清晨空腹状况下

进行外周静脉血抽取，具体操作如下：采用一次

性血清分离胶管，抽取外周静脉血约3 ml；待血

清析出后以1 000 g离心10 min，取上层血清保存

至-80℃冰箱待检测。

1.3  qRT-PCR检测外周血miRNA-125a和SMURF1
的表达 

取0.5 ml血清标本，采用TRIzol法提取血清总

RNA，实验步骤按照TRIzol试剂盒说明书进行。

将提取到的总RNA按照反转录试剂盒说明书进行

RNA反转录，合成cDNA。按照qRT-PCR试剂盒说

明书进行PCR反应。miRNA-125a的测序PCR引物

为：上游5’-TGTGTCTCTTTCACAGTGGATC-3’和
下游5’-CCATCG TGTGGGTCTCAAG-3’。
1.4  SW480细胞培养 

使用含10%胎牛血清、100 u/ml青霉素、100 
μg/ml链霉素的DMEM培养基在37℃、5%CO2饱和

湿度培养条件下培养SW480细胞。

1.5  细胞转染 
根据转染SW480细胞的转染物进行分组： 

miR-NC组（转染negative control miRNA mim-
ics），miRNA-125a模拟物转染组（转染miRNA-
125a模拟物），miRNA-125a模拟物+SMURF1转染

组（转染miRNA-125a模拟物和SMURF1）。

1.6  荧光素酶报告基因法检测miRNA-125a与靶基

因SMURF1的结合 
利用microRNA靶基因数据库预测miRNA-

125a与SMURF1可能的作用位点。构建SMURF1
野生型3’-UTR荧光素酶质粒pMIR-WT和突变型

质粒pMIR-Mut：根据GenBank中登录的human 
SMURF1基因序列，上游：5’-ACTCCTGGTACA
GCGACTCCGAAATCCT-3’，下游：5’-GTCCCT
GCACTGTTGTCCTTTGCTCATA-3’，采用Primer 
Premier5.0软件设计PCR引物，PCR扩增目的基因

片段，并连接入野生型载体，转化及菌液PCR鉴

定，送南京金斯瑞科技有限公司测序，测序鉴定

正确的重组载体命名为pMIR-WT。突变载体的构

建步骤与双荧光素酶载体的构建基本一致 ，利用

PCR突变法在野生型载体基础上设计突变引物，

引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。以野

生型载体为模板进行扩增，鉴定正确的重组载体

命名为pMIR-Mut。将pMIR-WT、pMIR-Mut与
miR-125a模拟物和negative control miRNA mimics
共转染进SW480细胞，荧光素酶检测实验检测各

组荧光素酶活性。

1.7  Western blot检测SMURF1蛋白表达 
将miRNA-125a模拟物和negative control miRNA 

mimics分别转染SW480细胞中，36 h后用IP裂

解液收集细胞。按照Western blot操作流程检测

SMURF1蛋白的表达水平。

1.8  HE染色 
将肿瘤组织经固定液固定，石蜡包埋，3~4 μm

厚切片，45℃恒温箱中烘干后进行HE染色。

1.9  CCK-8检测细胞增殖 
参照CCK-8试剂盒说明书步骤进行，各组转染

24 h后，接种于96孔培养板，每孔加10 μl CCK-8，

37℃培养2 h，酶标仪上480 nm波长处测定A值。

1.10  细胞划痕实验检测细胞迁移 
各组转染48 h后，细胞经胰酶消化吹打为单细

胞悬液，接种于12孔细胞培养板，恒温培养24 h。

待细胞长成单层（铺满培养板底部）弃去培养液，

在每孔中央划出一个划痕，洗去死亡细胞，显微镜

下拍照。利用软件测量并计算24 h细胞迁移距离。

1.11  流式细胞法检测细胞周期 
悬浮并收集不同时间点细胞，0.9%氯化钠溶

液冲洗细胞两遍，70%乙醇固定。加入碘化丙啶

DNA荧光染色（PI:50 mg/L, 1% Triton X-100），

4℃冰箱避光染色30 min，铜网过滤，取合格的单

细胞悬液，流式细胞仪检测细胞周期。

1.12  构建结肠癌肿瘤异种移植小鼠模型 
取分别转染miRNA-125a模拟物和negative 

control miRNA mimics的结肠癌SW480细胞，调整
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细胞密度至2×108个/毫升。取0.1 ml细胞悬液注射

于每只裸鼠左前肢腋窝皮下，将裸鼠随机分为两

组，分别注射转染了miRNA-125a模拟物和转染了

negative control miRNA mimics的SW480细胞。每

日观察裸鼠皮下肿瘤生长情况，21天后将肿瘤从

裸鼠身上分离，PCNA染色分析细胞增殖情况。

1.13  统计学方法 
采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，计量

资料用（x±s）表示，两组样本均数比较采用t检
验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  miRNA-125a在结肠癌和癌旁正常组织的表达

qRT-PCR结果显示，相比癌旁正常组织，结

肠癌组织中miRNA-125a的表达水平显著降低，

差异有统计学意义（P<0.01），见图1A。同时， 
miRNA-125a在发生远端转移肿瘤组织中的表达水

平显著低于未转移肿瘤组织，差异有统计学意义

（P<0.01），见图1B。提示miRNA-125a可能与结

肠癌的发生及发展有关。

2.2  miRNA-125a与结肠癌患者临床指标的相关性  
分析结果表明，miRNA-125a的表达水平与肿

瘤分化程度、淋巴结转移、远端转移、肿瘤浸润

深度和肿瘤直径相关（均P<0.01），与性别和年

龄无关，见表1。

2.3  miRNA-125a通过结合SMURF1的3'-UTR来抑

制SMURF1的表达

A: miRNA-125a expression in non-tumor tissues and colon cancer 
tissues; B: miRNA-125a expression in distal metastatic and non-
metastatic tumor tissues 

图1  miRNA-125a在结肠癌和癌旁正常组织中的表达
Figure1  miRNA-125a expression in colon cancer and 
adjacent normal tissues 

表1  miRNA-125a与结肠癌患者临床指标的关系
Table1  Relationship between miRNA-125a and clinical 
indicators of patients with colon cancer

　Characteristics n miRNA-125a 
expression t p

Gender Male 21 2.33±0.86   0.684 0.4971
Female 29 2.52±1.04

Age(years) >63 17 2.20±0.87   1.293 0.2023
≤63 33 2.57±1.00

Tumor 
  differentiation

Well 14 1.67±0.60   4.057 <0.01
Moderate 
  and poor

36 2.74±0.91

Lymphatic 
  metastasis

Yes 31 1.92±0.73   6.707 <0.01
No 19 3.29±0.65

Distal 
  metastasis

Yes 26 1.89±0.74   5.247 <0.01
No 24 3.04±0.81

Tumor 
  invasion

T1+T2 18 3.16±0.69 -4.771 <0.01
T3+T4 32 2.04±0.86

Tumor 
  diameter(cm)

>2 21 1.83±0.73   4.499 <0.01
≤2 29 2.88±0.87

根 据 m ic r oR N A 靶 基因数 据 库预 测潜 在的

miRNA-125a靶基因为SMURF1，见图2A。将

miRNA-125a模拟物、negative control miRNA mim-
ics（miR-NC）以及构建的pMIR-WT和pMIR-Mut
质粒转染入SW480细胞，36 h后检测荧光素酶活

性。结果显示，相比miR-NC组，miRNA-125a模

拟物转染组pMIR-WT质粒荧光素酶活性显著降低

（P<0.01），而pMIR-Mut质粒荧光素酶活性无明

显变化，见图2B。结果显示miRNA-125a可以通过

结合SMURF1的3’-UTR进而抑制SMURF1的表达。

2.4  miRNA-125a抑制SMURF1 mRNA翻译及蛋白

水平  

A: gene sequences of miRNA-125a and SMURF1; B: luciferase 
activity of pMIR-WT and pMIR-Mut in miR-NC group and miRNA-
125a mimics transfection group

图2  miRNA-125a结合SMURF1的3’-UTR抑制荧光素酶活性
Figure2  miRNA-125a binded 3'-UTR of SMURF1 to 
inhibit luciferase activity
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qRT-PCR检测结果显示miRNA-125a模拟物

转染组中SMURF1 mRNA表达水平明显低于miR-
NC组，差异有统计学意义（P<0.01），见图3A。

Western blot检测结果显示，相比miR-NC组，

miRNA-125a模拟物转染组中SMURF1蛋白表达量明

显降低，差异有统计学意义（P<0.01），见图3B。

异有统计学意义（P=0.006），见图5A。流式细胞

术检测结果显示，miRNA-125a模拟物转染组的S
期细胞比值明显低于miR-NC组，差异有统计学意

义（P=0.048），而miRNA-125a模拟物+SMURF1
转染组的S期细胞比值明显高于miRNA-125a模拟

物转染组，差异有统计学意义（P=0.004），见图

5B。细胞划痕实验检测结果显示，miRNA-125a模

拟物转染组的细胞迁移距离明显低于miR-NC组，

差异有统计学意义（P=0.031），而miRNA-125a
模拟物+SMURF1转染组的细胞迁移距离明显高

于miRNA-125a模拟物转染组，差异有统计学意义

（P=0.002），见图5C。

2.8  miRNA-125a抑制小鼠体内肿瘤生长

采用SW480细胞构建结肠癌肿瘤异种移植小

鼠模型，将negative control miRNA mimics（miR-
NC），miRNA-125a模拟物转染SW480细胞并注射

到裸鼠皮下21 d后，切除肿瘤并称重，miRNA-125a
模拟物转染组肿瘤重量明显低于miR-NC对照组，

差异有统计学意义（P=0.003），见图6A。PCNA染

色结果显示, 相比miR-NC对照组，miRNA-125a模

拟物转染组的SW480细胞中SMURF1阳性信号明显

减少，且细胞增殖明显降低，见图6B。

3  讨论
结肠癌是常见的消化系统恶性肿瘤，具有疾

病隐匿、症状不典型且易转移的生物学行为特征。

目前虽然大量研究证实TGF-β/Smad[5]、RhoA[6]、

PI3K/AKT[7]、Wnt[8]等信号通路的异常活化或失活

与结肠癌的转移密切相关，但对结肠癌的临床治

疗仍未有较为突出的贡献。因此，从新的生物学层

面挖掘其发展机制具有重要意义。miRNA是一类

A: SMURF1 mRNA expression in miR-NC group and miRNA-125a 
mimics transfection group; B: SMURF1 protein expression in miR-NC 
group and miRNA-125a mimics transfection group

图3  miRNA-125a抑制SMURF1 mRNA和蛋白表达
Figure3  miRNA-125a inhibited mRNA and protein 
expression of SMURF1

表2  SMURF1与结肠癌患者临床指标的关系
Table2  Relationship between SMURF1 and clinical 
indicators of patients with colon cancer
　Characteristics n SMURF1 t P
Gender Male 21 0.74±0.38 -0.225 0.8233

Female 29 0.72±0.25
Age(years) ＞63 17 0.77±0.34 -0.653 0.5166

≤63 33 0.71±0.29
Tumor 
  differentiation

Well 14 0.92±0.29 -2.846 <0.01
Moderate 
  and poor

36 0.66±0.29

Lymphatic 
  metastasis

Yes 31 0.79±0.28 -1.807 <0.01
No 19 0.63±0.34

Distal 
  metastasis

Yes 26 0.85±0.29 -3.045 <0.01
No 24 0.60±0.29

Tumor 
  invasion

T1+T2 18 0.62±0.27   3.022 <0.01
T3+T4 32 0.79±0.32

Tumor 
  diameter(cm)

＞2 21 0.87±0.28 -2.870 <0.01
≤2 29 0.63±0.30

2.5  SMURF1与结肠癌患者临床指标的相关性   
统计分析发现，SMURF1的表达水平与肿瘤分

化程度、淋巴转移、远端转移、肿瘤浸润深度和

肿瘤直径呈正相关（P<0.01），与性别和年龄无

关，见表2。
2.6  SMURF1在结肠癌组织中的表达   

HE染色结果显示，相比癌旁正常组织，结

肠癌组织中SMURF1表达水平明显升高，见图

4A。而结肠癌患者血清中miRNA-125a表达水平与

SMURF1表达水平呈负相关性，见图4B。

2.7  miRNA-125a和SMURF1与细胞增殖、迁移及

周期的相关性   
CCK-8检测结果显示，miRNA-125a模拟物转

染组A值明显低于miR-NC组，差异有统计学意义

（P=0.029）。而miRNA-125a模拟物+SMURF1转

染组A值明显高于miRNA-125a模拟物转染组，差
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长度为22~28个核苷酸的内源性非编码单链小分子
RNA，与许多恶性肿瘤的发生发展存在密切关系，
它参与调控细胞凋亡、增殖、侵袭和转移相关的
生物学事件，起着癌基因或抑癌基因的作用。有报

道证实miR-143、miR-145及miR-101在结肠癌中低
表达[9-10]，可能是潜在的抑癌因子。miR-106a、miR-
181b、miR-203[11-13]等在结肠癌组织中高表达，提示
miRNA在结肠癌的发生及发展过程中发挥重要作用。

A: HE staining and immunohistochemical staining of SMURF1 in miR-NC group and miRNA-125a mimics transfection group; B: Correlation 

analysis between serum miRNA-125a and SMURF1 expression level in patients with colon cancer

图4  SMURF1在肿瘤组织中的表达
Figure4  Expression of SMURF1 in colon cancer tissues

**: P<0.01, compared with miRNA-125a+SMURF1 group 
图5  miRNA-125a和SMURF1对细胞增殖、迁移及周期的影响
Figure5  Effects of miRNA-125a and SMURF1 on cell proliferation, migration and cell cycle of colon cancer

图6  miRNA-125a抑制小鼠体内肿瘤生长
Figure6  miRNA-125a inhibited tumor growth in mice

A: Tumor weight in miR-NC group and miRNA-125a 

mimics transfection group; B: immunohistochemical 

staining of SMURF1 and PCNA in miR-NC group and 

miRNA-125a mimics transfection group
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Lyu等[14]发现miRNA-125a可通过抑制ERBB2
和ERBB3的表达来抑制乳腺癌细胞的增殖和转
移；miRNA-125a表达受EGFR调节，抑制肺癌细
胞的转移；此外，miRNA-125a可以抑制ARID3B
来负性调节卵巢癌EMT，从而抑制卵巢癌细胞的
转移。然而，miRNA-125a在结肠癌中的作用尚未
有相关报道。本研究发现miRNA-125a表达量随结
肠癌发展程度的加深呈降低趋势，提示miRNA-
125a与结肠癌的发生发展密切相关。

SMURF1属于HECT型E3泛素连接酶，参与
TGF-β/Smad、Wnt、BMP、MAPK等多种生物
学信号通路的调控。SMURF1高表达可以影响肿
瘤组织的侵袭、转移，与肿瘤预后关系密切。研
究发现SMURF1促进抑癌蛋白的快速降解，是促
进结直肠癌发生发展的一个重要因子[15]。本研究
检测到结肠癌患者肿瘤组织中miRNA-125a的表
达水平显著降低，且结肠癌患者血清中SMURF1
表达水平随结肠癌发展程度（肿瘤分化程度、淋
巴转移、远端转移、肿瘤浸润深度和肿瘤直径）
加深而呈升高趋势，而miRNA-125a表达水平与
SMURF1表达水平呈负相关性。进一步HE染色
发现，SMURF1在结肠癌组织中表达水平明显升
高，提示SMURF1在结肠癌中发挥促癌作用，与
以往研究结果相似[16]。本研究采用microRNA靶
基因数据库预测获得SMURF1为miRNA-125a潜
在靶基因，并验证了miRNA-125a可以通过结合
SMURF1的3’-UTR进而抑制SMURF1的表达，同
样miRNA-125a能够抑制SMURF1的mRNA翻译和
SMURF1蛋白水平表达。这些结果提示miRNA-
125a可能通过对SMURF1的靶向调控参与到结肠
癌的病理过程中。本研究还发现miRNA-125a可通
过抑制SMURF1的表达水平从而抑制结肠癌的发
展。在本研究中，我们将miRNA-125a模拟物转染
的SW480细胞注射到裸鼠皮下，观察到miRNA-
125a能够抑制肿瘤生长及SMURF1的表达。这进一
步验证了miRNA-125a对结肠癌发挥抑癌作用。

综 上 所 述 ， m i R N A - 1 2 5 a 通 过 结 合 靶 基
因SMURF1的3’ -UTR，抑制结肠癌促癌因子
SMURF1的表达，进而抑制癌细胞的增殖、迁移
和S期细胞的聚集，在结肠癌的发展过程中发挥抑
制作用。因此，miRNA-125a可能为结肠癌的诊断
及治疗提供新的研究方向。
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