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摘要：目的　探究ｍｉＲ４９４对结直肠癌细胞迁移能力的影响及其分子机制。方法　采用慢病毒包装系统建立
ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞株（转染ｍｉＲ４９４前体载体）和ＮＣＬｏｖｏ细胞株（转染对照载体）。采用定量 ＲＴＰＣＲ检测转染率
和上皮间质转化标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ２（ＭＭＰ２）、ＭＭＰ９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ｓｎａｉｌ表达情况。
通过ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕实验检测细胞迁移能力。结果　与 ＮＣＬｏｖｏ细胞比较，ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞中 ｍｉＲ４９４高表达
（Ｐ＜０．０５）。与ＮＣＬｏｖｏ细胞比较，转染２４ｈ后，ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞的迁移能力增强（Ｐ＜０．０５）。转染４８ｈ后，
ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ｓｎａｉｌ表达下降（均 Ｐ＜０．０５）。结论
ｍｉＲ４９４促进结直肠癌细胞迁移能力，并可能与ＥＭＴ发生有关。
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　　结直肠癌发病率在中国逐年增加，是最常见的
消化道肿瘤。其中１５％ ～２５％的患者表现为同时
性肝转移，另有近５０％的患者结直肠癌原发灶切除
后２年出现异时性肝转移［１２］。估计有５０％ ～６０％
的结直肠癌患者会出现肝转移［３５］。因此，减少患者

复发转移发生率以及提高患者无瘤生存期是后肿瘤

时代的研究重点。
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ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）通过作用于靶基因在肿瘤
的发生中发挥相关生物调节作用，但其机制尚不明

确［６］。Ｓｔｒｕｂｂｅｒｇ等［７］总结分析与结直肠癌发生和

发展相关的 ｍｉＲＮＡ，提出 ｍｉＲＮＡ可作为结直肠癌
新的生物标志物。ｍｉＲＮＡ对结直肠癌肝转移具有
一定的调节作用［８９］。Ｈｕａｎｇ等［１０］认为，ｍｉＲＮＡ是
预测肝转移发生的标志物。芯片筛选发现，神经母

细胞瘤中 ｍｉＲ４９４表达升高［１１］。随后在脑胶质

瘤［１２］、肝癌［１３］和乳腺癌［１４］中都有发现 ｍｉｒ４９４促进
肿瘤的发生和发展。而 ｍｉＲ４９４在子宫颈癌［１５］、胃

癌［１６］、胆管癌［１７］和胰腺癌［１８］中发现 ｍｉＲＮＡ４９４发
挥抑癌作用。在肺癌中，有研究认为 ｍｉＲ４９４是促
癌的［１９２０］，也有研究认为其发挥抑癌作用［２１］。结直

肠癌相关研究认为 ｍｉＲ４９４是促癌的，但只通过
ｍｉＲ４９４瞬转ＳＷ４８０和ＳＷ６２０细胞后采用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验明确其促进结直肠癌细胞侵袭，并没进一步深

入的研究［２２］。

本课题组既往通过芯片筛选显示，ｍｉＲ４９４在结
直肠癌肝转移组表达升高；同时石蜡组织验证表明，

其高表达与肝转移相关，并且与预后相关。本研究

拟通过建立 ｍｉＲ４９４稳定高表达的 ＬｏｖｏｍｉＲ４９４细
胞株，通过体外细胞实验验证 ｍｉＲ４９４引起肝转移
的分子机制。

１　材料与方法
１．１　细胞与试剂

人结肠癌细胞株 Ｌｏｖｏ、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＲＫＯ和
ＨＴ２６细胞株购于美国标准细胞培养库 ＡＴＣＣ。
Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自北京天根生化科技有限公司。Ｆ１２、
１６４０和ＤＭＥＭ培养液购自美国ＧＩＢＣＯ公司。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ室购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司。结晶紫粉末
购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ４９４及上皮间质转化相关
指标的表达

根据Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取结肠癌细胞株细胞
中的总 ＲＮＡ，用核酸蛋白分析仪检测 ＲＮＡ浓度和
纯度，使用 ＳＹＢＲ预混试剂进行反转录和 ＰＣＲ反
应。扩增引物序列如下：ｍｉＲ４９４正向引物为 ５′
ＣＡＧＣＡＡＡＡＧＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧＴＧＣＣＡＴＧＴＡＧＡＴＴＣＧＧ
３′，反向引物为 ５′ＡＴＴＣＴＧＡＴＣＡＧＧＡＴＣＣＧＣＡＴＧ
ＧＣＡＣＧＣＴＧＴＣＡＧ３′；Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ正 向 引 物 为 ５′
ＣＡＴＣＣＴＧＣＴＴＡＴＣＣＴＴＧＴＧ ３′，反 向 引 物 为 ５′
ＴＡＧＴＣＣＴＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＣ３′；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ正向引物
为５′ＧＡＧＡＡＣＧＣＡＴＴＧＣＣＡＣＡＴＡＣＡＣ３′，反向引物

为 ５′ＡＡＧＡＧＣＡＣＣＴＴＣＣＡＴＧＡＣＡＧＡＣ３′；Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（ＶＩＭ）正向引物为 ５′ＧＣＧＴＧＡＡＡＴＧＧＡＡＧＡＧＡＡＣ
３′，反向引物为 ５′ＴＧＧＡＡＧＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＴＣ３′；
Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ２（ＭＭＰ２）正向引物为５′ＴＴ
ＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＡＣＧＧＡＣＴＣ ３′，反 向 引 物 为 ５′
ＧＧＣＧＴＴＣＣＣＡＴＡＣＴＴＣＡＣＡＣ３′；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉ
ｄａｓｅ９（ＭＭＰ９）正向引物为５′ＡＡＧＧＧＣＧＴＣＧＴＧＧＴ
ＴＣＣＡＡＣＴＣ３′，反向引物为 ５′ＡＧＣＡＴＴＧＣＣＧＴＣＣＴ
ＧＧＧＴＧＴＡＧ３′；Ｓｎａｉｌｆａｍｉｌｙｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ１（ＳＮＡＩ１）正
向引物为５′ＴＴＣＣＴＧＡＧＣＴＧＧＣＣＴＧＴＣＴＧ３′，反向引
物为 ５′ＴＧＧＣＣＴＧＡＧＧＧＴＴＣＣＴＴＧＴＧ３′；Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ
ｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＡＰＤＨ）作为内
参，正向引物为 ５′ＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧ３′，
反向引物为 ５′ＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ３′。基
因扩增反应条件均为９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性
１０ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸３４ｓ，共３５个循环。
每个样品３个重复，以ＧＡＰＤＨ为内参。
１．３　慢病毒载体稳转细胞株的建立

合成 ｐｒｅｍｉＲ４９４序列，采用 ｐＣＭＶＧ＆ＲＮＵ６
ｓｈＲＮＡ载体构建 ｍｉＲ４９４前体载体（北京天根生化
科技有限公司，中国）。通过慢病毒包装系统分别

包装含 ｍｉＲ４９４前体载体和对照载体的慢病毒颗
粒，侵染 Ｌｏｖｏ细胞株后分别建立得到 ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ
细胞株和ＮＣＬｏｖｏ细胞株［２３］。

１．４　划痕试验检测结直肠癌细胞迁移能力
用记号笔画线作为标记，将细胞用胰酶消化计

数后取８×１０５个分入３５ｍｍ２培养皿中培养。吸去
培养液，用２００μＬ枪头垂直于记号笔标记划线，用
磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）反复
冲洗去除划下的细胞，加入无血清培养液继续培养。

在０ｈ、２４ｈ和４８ｈ分别拍照，选取记号笔画的线和
细胞划痕的交点作为观察点，以定点观察。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测结直肠癌细胞迁移能力
实验前２４ｈ将细胞培养液换成无血清１６４０培

养液，１×ＰＢＳ浸泡２４孔板及 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）
５ｍｉｎ，胰酶消化细胞，用无血清培养液洗涤细胞，接
种０．５ｍＬ细胞悬液（３×１０４细胞／ｍＬ）到 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室内，下层的２４孔板中加入０．７５ｍＬ含１０％胎
牛血清的１６４０培养液，每组３复孔，４８ｈ后用棉棒
轻轻拭去上层细胞，迁移至下层的细胞用１ｍＬ４％
甲醛溶液，用１ｍＬ０．５％结晶紫溶液染色，置于２００
倍显微镜下观察，计数每个视野中的细胞数。

１．６　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２０．０软件分析数据。采用方差分析
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分析两组以上的数据，独立ｔ检验分析两组间数据。
以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果
２．１　ｍｉＲ４９４在结直肠癌细胞株中的表达

ＳＷ４６０、ＳＷ２６０、ＲＫＯ、ＨＴ２９和 Ｌｏｖｏ细胞 ｑＲＴ
ＰＣＲ检测 ｍｉＲ４９４的相对表达量分别为（１０．１２０±
０３８９）、（２．７４７±０．２０８）、（４．９６８±０．３１１）、（２．０６９±
０．０８６８）和（１．１８６±０．１０８），其中 Ｌｏｖｏ细胞表达最
低，ＳＷ２６０细胞表达最高（图１）。本研究选取 Ｌｏｖｏ
细胞株用于后续研究。

图１　不同结直肠癌细胞株中ｍｉＲ４９４的相对表达量
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ４９４ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

２．２　慢病毒建立ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞株和ＮＣＬｏｖｏ
细胞株

通过慢病毒包装系统建立 ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞株
和ＮＣＬｏｖｏ细胞株。转染 ２４ｈ后，ｑＲＴＰＣＲ检测
Ｌｏｖｏ、ＮＣＬｏｖｏ和 ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞中 ｍｉＲ４９４的相
对表达量分别为（１．２１６±０．４８２）、（１．１１０±０．０６２）
和（１２．６７０±０．８３８），ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞中 ｍｉＲ４９４
表达量高于 Ｌｏｖｏ细胞与 ＮＣＬｏｖｏ细胞（均 Ｐ＜
００５，图２）。

图４　转染４８ｈ后ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测Ｌｏｖｏ、ＮＣＬｏｖｏ和ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞迁移能力（×４００）
Ｆｉｇ．４　ＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＬｏｖｏ，ＮＣＬｏｖｏａｎｄｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏａｆｔｅｒ４８ｈｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２．３　ｍｉＲ４９４促进结直肠癌细胞的迁移
通过划痕实验和 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞的迁移能

　　与Ｌｏｖｏ细胞和ＮＣＬｏｖｏ细胞比较，均Ｐ＜０．０５

图２　Ｌｏｖｏ、ＮＣＬｏｖｏ和ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞株中ｍｉＲ４９４的
相对表达量

Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ４９４ｉｎＬｏｖｏ，ＮＣＬｏｖｏ
ａｎｄｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

力，在２４ｈ及４８ｈ时，ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞迁移能力
较ＮＣＬｏｖｏ细胞和Ｌｏｖｏ细胞增强（图３～４）。

图３　划痕试验光学显微镜下结果（×１００）
Ｆｉｇ．３　Ｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）

２．４　ｍｉＲ４９４促进结直肠癌细胞ＥＭＴ发生
转染４８ｈ后，ＲＴＰＣＲ检测显示，与ＮＣＬｏｖｏ细

胞比较，ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏ细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高，Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ｓｎａｉｌ表达下降
（均Ｐ＜０．０５，图５）。
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　　与ＮＣＬｏｖｏ细胞比较，Ｐ＜０．０５

图５　转染 ４８ｈ后 ＲＴＰＣＲ检测 ＮＣＬｏｖｏ和 ｍｉＲ４９４
Ｌｏｖｏ细胞上皮间质转化标志蛋白表达情况
Ｆｉｇ．５　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＮＣＬｏｖｏ ａｎｄ
ｍｉＲ４９４Ｌｏｖｏｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４８ｈｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

３　讨　论
近年来，ｍｉＲＮＡｓ作为表观遗传修饰的重要调

控分子，在结直肠癌中起着重要作用。研究表明，

ｍｉＲ４９４可以通过靶向于 Ｐ１９０ＢＲｈｏＧＴＰａｓｅＡｃｔｉｖａ
ｔｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎ５影响表皮生长因子受体的稳定性，增
加肿瘤的侵袭能力［１２］。在敲除 ＳＭＡＤ３裸鼠模型
中，乳腺癌细胞４Ｔ１通过作用转化生长因子受体，募
集肿瘤微环境中的骨髓来源的抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）［１４］。ＭＤＳＣ细胞内
ｍｉＲ４９４水平升高，可以通过靶向人类第十号染色体
缺失与磷酸酶和张力蛋白同源基因（ｇｅｎｅｏｆｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅａｎｄｔｅｎｓｉｏｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｓｏｍｅｔｅｎ，
ＰＴＥＮ），让 ＭＤＳＣ释放更多 ＭＭＰ，进一步促进肿瘤
细胞侵袭转移。前列腺癌的相关研究表明，ｍｉＲ４９４
作用于人趋化因子受体 ４（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＣＸＣＲ４），抑制前列腺癌细胞的迁移能力［２４］。

ｍｉＲ４９４可引起ＳＷ４８０和ＳＷ６２０肠癌细胞株侵袭性

增加［２２］。本研究也表明，ｍｉＲ４９４多表达的 Ｌｏｖｏ细
胞迁移能力增加。

研究显示，ｍｉＲ４９４在结直肠癌肝转移患者中表
达高于无肝转移患者，提示 ｍｉＲ４９４与结直肠癌肝
转移的发生有密切关系，ＰＥＡ１５蛋白可通过激活
ＥＲＫ／ＭＡＰＫ通路影响结直肠癌上皮间质转化的发
生从而促进结直肠癌肝转移的发生［２５］。ＥＭＴ的发
生与肿瘤的发展密切相关。本研究结果也表明，

ｍｉＲ４９４促进结直肠癌ＥＭＴ的发生。
综上所述，本研究筛选出低表达的 Ｌｏｖｏ细胞

株，通过慢病毒构建的 ｍｉＲ４９４过表达细胞株迁移
能力增强，且ＥＭＴ的发生被促进，提示ｍｉＲ４９４对结
直肠癌转移具有潜在的正向调控作用。其具体机制

有待进一步研究。
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