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·基础研究·

ＭｉＲ２００ｃ调节人结肠癌 ＳＷ４８０细胞
迁移与侵袭的分子机制研究

何　平，宋　辉，梁杰雄，邵天松，张　钊，李　洋
（首都医科大学附属北京安贞医院普外科，北京 １０００２９）

摘要：目的　探究ｍｉＲ２００ｃ对人结肠癌ＳＷ４８０细胞侵袭和迁移的影响及其相关机制。方法　将 ＳＷ４８０细
胞分为类似物转染组（转染ｍｉＲ２００ｃ类似物）、抑制物转染组（转染ｍｉＲ２００ｃ核酸抑制剂）、类似物阴性对照组（转
染ｍｉＲ２００ｃ类似物的无义序列）、抑制物阴性对照组［加入ｍｉＲ２００ｃ核酸抑制剂的载体（不含ｍｉＲ２００ｃ核酸抑制
剂）］以及空白组（不进行任何处理）。实时定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测
１２ｈ和２４ｈ转染效率。细胞划痕实验和 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞迁移和侵袭。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染后 β
ｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达。结果　细胞划痕实验显示，类似物转染组１２ｈ和２４ｈ后伤痕宽度均高于类似物阴性
对照组（均Ｐ＜０．０５），抑制物转染组均低于抑制物阴性对照组（均 Ｐ＜００５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，与类似物阴性
对照组和抑制物阴性对照组比较，类似物转染组２４ｈ和４８ｈ通过８μｍ孔径的细胞数减少，抑制物转染组增多（均
Ｐ＜０．０５）。类似物转染组βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达均升高，抑制物转染组各蛋白表达均下降（均 Ｐ＜０．０５）。
结论　ｍｉＲ２００ｃ可能通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制ＳＷ４８０细胞的侵袭和迁移。

关键词：结肠肿瘤／病理学；微ＲＮＡｓ；细胞运动；肿瘤侵润；Ｗｎｔ蛋白质类／代谢；β连环素／代谢；信号传导；肿
瘤细胞，培养的
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　　结直肠癌的发病率呈逐年攀升的趋势，是发病
率较高的胃肠道肿瘤。结肠肿瘤可沿肠壁进行环形

发展，向肠壁深层浸润或沿肠管纵轴上下蔓延，不但

能够进行局部侵犯，还能够进行扩散与转移。虽然

还没有完全清楚结肠癌的发病机制，但值得指出的

是结肠癌的发生和发展与癌前疾病、环境和遗传因

素密切相关。结肠癌的侵袭与迁移可能与 ｍｉＲ２００
家族成员的作用相关。ｍｉＲ２００ｃ属于 ｍｉＲ２００家
族成员之一［１３］，上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）可能与上述 ｍｉＲ２００家族成员
的异常表达密切相关，也就是说在上皮细胞转化为

间质细胞的过程中，细胞具有入侵与转移的功能，这

些功能不但参与器官纤维化和受损组织的愈合等生

理过程，还参与癌症的发生和发展。我国目前尚无

关于ｍｉＲ２００ｃ参与癌症发生与发展的系统性研究。
外源性微小核糖核酸（ｍｉｃｒｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｍｉＲ
ＮＡ）包括ｍｉＲＮＡ类似物与抑制物目前已经成功应
用于探索干扰靶基因的功能和表达等方面。本文通

过ｍｉＲＮＡ类似物以及抑制物改变结肠肿瘤细胞
ｍｉＲ２００ｃ表达探讨 ｍｉＲ２００ｃ对结肠肿瘤细胞生物
学行为的影响以及其作用机制，以期为结肠癌治疗

提供思路和理论支持。

１　材料与方法
１．１　试剂及细胞株

Ｌ１５培养液（上海哈灵公司）；脂质体２０００（上
海拜力生物科技有限公司）；ｍｉＲ２００ｃ类似物（ｍｉＲ
２００ｃｍｉｍｉｃｓ）及ｍｉＲ２００ｃ抑制物（ｍｉＲ２００ｃ核酸抑
制剂）（上海拜力生物科技有限公司）；人结肠癌细

胞株ＳＷ４８０（上海拜力生物科技有限公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　采用Ｌ１５培养液（含有１０％胎牛
血清），５％ＣＯ２３７℃条件下进行ＳＷ４８０细胞培养。
１．２．２　分组　ＳＷ４８０细胞分为类似物转染组（转
染 ｍｉＲ２００ｃ类似物）、抑制物转染组（转染 ｍｉＲ
２００ｃ核酸抑制剂）、类似物阴性对照组（转染 ｍｉＲ

２００ｃ类似物的无义序列）、抑制物阴性对照组［加入
ｍｉＲ２００ｃ核酸抑制剂的载体（不含 ｍｉＲ２００ｃ核酸
抑制剂）］以及空白组（不进行任何处理）。

１．２．３　细胞转染实验　于６孔细胞培养板上接种
处于对数期生长且经消化后的细胞，每孔的细胞数

为（４～５）×１０５个。当细胞融合５０％ ～６０％时，按
照脂质体２０００说明书操作步骤转染 ＳＷ４８０细胞，
无义序列和ｍｉＲ２００ｃ类似物以５０ｎｍｏ／Ｌ为终浓度
进行转染，无义序列和ｍｉＲ２００ｃ抑制物以１００ｎｍｏ／Ｌ
为终浓度进行转染；总 ＲＮＡ的提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ法，
选择ｍｉＲ２００ｃ特异性引物和反转录酶进行 ｃＤＮＡ
的合成，保存于－２０℃冰箱中备用。ｍｉＲ２００ｃ表达
水平的检测采用荧光定量 ＰＣＲ，具体反应条件如
下：９５℃预变性２０ｓ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火２０ｓ，
７０℃延伸１０ｓ，共４０个循环。采用２－ΔΔＣｔ进行数据
分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　对转染２４ｈ以及４８ｈ
的细胞进行收集，核蛋白提取采用核蛋白提取试剂

盒（生工生物工程上海股份有限公司）并严格按照

说明书中具体步骤操作；核蛋白分离采用聚丙烯酰

胺凝胶电泳，８０Ｖ恒压向 ＰＶＤＦ膜转移；以 ＢＳＡ进
行１ｈ的封闭，分别加入羊抗人 βｃａｔｅｎｉｎ抗体（按
照１∶３００稀释，购自上海优宁维生物科技有限公司）
和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体（按照１∶３００稀释，购自北京义翘
神州科技有限公司），在４℃的条件下过夜培养。第
２天在室温条件下培养０．５ｈ，洗膜，加入二抗（辣根
过氧化酶标记，按照１∶２００稀释），室温条件下培养
１ｈ。图像通过凝胶成像系统进行采集。
１．２．５　细胞划痕实验　转染后细胞于 ５％ ＣＯ２
３７℃条件下过夜培养。第２天采用移液枪头在６孔
板上垂直划线，以磷酸盐缓冲液洗涤３次，加入不含
血清培养液；分别于０ｈ、１２ｈ和２４ｈ时对划痕处细
胞迁移情况进行观察，拍摄照片；伤痕的宽度使用

Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０进行检测。ＳＷ４８０细胞伤痕平均
面积与 ＳＷ４８０细胞伤痕长度之比即为 ＳＷ４８０细胞
伤痕宽度。
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１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验　在培养小室上铺
采用Ｌ１５培养液８倍稀释的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，对稀
释后 ＳＷ４８０细胞进行接种；下室加入５００μＬ浓度
为１５％血清的Ｌ１５培养液，每组均设置３个复孔，
５％ ＣＯ２３７℃条件下培养２４ｈ和４８ｈ后，将 ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室取出，将孔中的培养液弃去，以ＰＢＳ进行３
次洗涤，染色采用浓度为０．１％的结晶紫，２５ｍｉｎ后
以棉签将膜上层细胞去除。１０倍镜下随机选择 ５
个视野计数，取平均数。所有实验重复３次。聚碳
酸酯滤膜孔径为８μｍ。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件作数据分析。计量
资料采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采
用单因素方差分析或重复测量的方差分析，组间两

两比较采用ＬＳＤｔ检验。计数资料采用频数（百分
比）表示，多组间比较采用 χ２检验。以 Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。

２　结　果
２．１　ｍｉＲ２００ｃ对ＳＷ４８０细胞迁移能力的影响

细胞划痕实验显示（图１），１２ｈ后类似物转染
组和类似物阴性对照组伤痕宽度分别为（５８９６０±
１７２８）μｍ和（４６５３２±１６６０）μｍ（Ｐ＜００５）。２４
ｈ后类似物转染组和类似物阴性对照组伤痕宽度分
别为（５２３８２±５７１３）μｍ和（３９３９８±７５３）μｍ
（Ｐ＜００５）。１２ｈ后抑制物转染组和抑制物阴性对
照组伤痕宽度分别为（４３０９２±２０７６）μｍ和
（４８５６３±１６６５）μｍ（Ｐ＜００５）。２４ｈ后抑制物转
染组和抑制物阴性对照组伤痕宽度分别为（２２１３７±
４４３７）μｍ和（４４１２１±２２４０）μｍ（Ｐ＜００５）。

图１　ｍｉＲ２００ｃ对ＳＷ４８０细胞迁移能力的影响（×１００）
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２００ｃｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ
（×１００）

２．２　ｍｉＲ２００ｃ对ＳＷ４８０细胞侵袭能力的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验显示，２４ｈ和４８ｈ后类似物

转染组通过８μｍ孔径的细胞数目降低，与类似物

阴性对照组以及空白对照组间比较，差异均具有统

计学意义（均 Ｐ＜０．０５，图２）。抑制物转染组细胞
通过数目增加，高于抑制物阴性对照组以及空白对

照组（均 Ｐ＜０．０５）。提示 ｍｉＲ２００ｃ的过表达对
ＳＷ４８０细胞侵袭产生抑制，ｍｉＲ２００ｃ的低表达能
够促进ＳＷ４８０细胞的侵袭。

图２　ｍｉＲ２００ｃ对ＳＷ４８０细胞侵袭能力的影响（×２００）
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２００ｃｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ
（×２００）

２．３　ｍｉＲ２００ｃ对ＳＷ４８０细胞βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达的影响

类似物转染组细胞 βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋
白表达均升高（均Ｐ＜０．０５），抑制物转染组细胞 β
ｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达均降低（均Ｐ＜００５，
图３）。
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图３　ｍｉＲ２００ｃ对 ＳＷ４８０细胞 βｃａｔｅｎｉｎ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２００ｃｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎ
ａｎｄＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ

３　讨　论
在肿瘤ＥＭＴ、侵袭和转移的过程中 ｍｉＲ２００家

族扮演重要角色［４６］。ＥＭＴ与胚胎发育、组织重建、
慢性炎性反应、肿瘤转移以及纤维化疾病密切相关，

主要特征包括细胞角蛋白细胞骨架向波形蛋白为主

的细胞骨架的转化、细胞黏附分子表达水平降低以

及具有间充质细胞的形态特征等。上皮细胞通过上

皮向间质转化丧失细胞极性，丧失连接基底膜等上

皮表型，具有较高的侵袭、迁移、抗凋亡能力以及对

细胞外基质进行降解的能力。ＥＭＴ是来源于上皮
细胞的恶性肿瘤细胞得到迁移与侵袭能力的主要生

理过程。

本研究细胞划痕实验显示，类似物转染组１２ｈ
和２４ｈ后伤痕宽度高于 ｍｉＲ２００类似物阴性对照
组，抑制物转染组低于抑制物阴性对照组。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ实验显示，与类似物阴性对照组和抑制物阴性
对照组比较，类似物转染组２４ｈ和４８ｈ通过８μｍ
孔径的细胞数减少，抑制物转染组增多。已知 ｍｉＲ
２００家族成员的上调可促进细胞转移［７９］，转录因子

ＧＡＴＡ 结 合 蛋 白３（ＧＡＴＡｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＧＡＴＡ３）可通过抑制 ｍｉＲ２００的表达对肿瘤细胞的
转移起促进作用［１０］。ｍｉＲ２００ｃ抑制ＳＷ４８０细胞侵
袭与迁移的机制可能与靶向抑制转录因子锌指结构

蛋白１（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＥｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｈｏｍｅｏｂｏｘ１，ＺＥＢ１）
相关［１１１２］。转录因子ＺＥＢ１能够对多种基因的表达
产生抑制作用，并可能通过降低 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，
促进ＥＭＴ，最终起到促进肿瘤细胞侵袭的作用。若
ｍｉＲ２００ｃ的表达水平增加，蛋白水平与ｍＲＮＡ水平
的ＺＥＢ１表达水平均降低。

细胞质中存在２种 ｃａｔｅｎｉｎ间的平衡状态的变
化可能与肿瘤细胞的侵袭与迁移能力相关。βｃａｔｅ
ｎｉｎ不仅与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ结合成复合体参与细胞的黏

附，还是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的重要成员［１３］。

在各种肿瘤细胞中均发现 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／ｃａｔｅｎｉｎ与组
织学特征密切相关［１４］。本研究发现，类似物转染组

βｃａｔｅｎｉｎ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达均升高，抑制物转染
组各蛋白表达下降。这说明 ｍｉＲ２００可调节 ＥＭＴ
过程。ｍｉＲ２００家族成员能够对转录因子 ＺＥＢ１与
ＺＥＢ２的表达产生抑制作用，而 ＺＥＢ１与 ＺＥＢ２同样
能够反过来抑制 ｍｉＲ２００家族成员的表达［１５１７］，即

ｍｉＲ２００家族成员可通过反馈调节对 ＥＭＴ过程起
抑制作用［１８２０］，本研究与此相互印证。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是参与调控 ＥＭＴ的重
要通路之一［２１２２］。当 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号途径被激
活时，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／ｃａｔｅｎｉｎ复合物稳定性遭到破坏，核
内聚集大量的 βｃａｔｅｎｉｎ并与 Ｔ细胞因子组合成为
复合体，通过影响 ＥＭＴ相关蛋白的表达量，最终引
起ＥＭＴ发生。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的主要标志
包括细胞内 βｃａｔｅｎｉｎ的异常表达。βｃａｔｅｎｉｎ核内
积聚多发生在肿瘤组织侵袭边缘的去分化肿瘤组织

中，而ＥＭＴ发生的主要部位之一即肿瘤侵袭边缘。
综上所述，本研究显示，过表达 ｍｉＲ２００ｃ对

ＳＷ４８０细胞的侵袭与迁移能力产生抑制，增加 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ和 βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平。ｍｉＲ２００ｃ表达
水平降低则促进ＳＷ４８０细胞的侵袭与迁移能力，并
降低 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平。这提示
可通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制 ＳＷ４８０细胞的
侵袭和迁移，ＥＭＴ中 ｍｉＲＮＡ的复杂调节可能可以
通过ｍｉＲ２００ｃ的信号转导来解释。
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