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微小ＲＮＡ１３６过表达对结直肠癌细胞中钙结合蛋白Ｓ１００Ａ６含量及细胞
增殖和凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　构建携带微小ＲＮＡ１３６（ｍｉｒ１３６）的真核表达载体并将其转染人结直肠癌细胞，观察外源性 ｍｉｒ１３６表达
对人结直肠癌细胞中钙结合蛋白Ｓ１００Ａ６表达及细胞增殖活性的影响。方法　提取人肾上皮 ＨＥＫ２９３细胞基因组ＤＮＡ，
ＰＣＲ扩增包含ｍｉｒ１３６前体序列的ＤＮＡ片段并构建重组载体，采用阳离子脂质体法将重组载体转染人结直肠癌 ＨＣＴ１１６细

胞。转染后４８ｈ，采用实时定量ＰＣＲ法检测细胞内ｍｉｒ１３６含量变化，以蛋白质印迹法检测细胞中Ｓ１００Ａ６蛋白的表达；转染

后２４和４８ｈ，采用ＣＣＫ８试剂盒检测肿瘤细胞增殖活性；转染后４８ｈ，以双染法检测细胞凋亡情况。结果　成功构建重组
ｍｉｒ１３６真核表达载体并转染 ＨＣＴ１１６细胞。转染后４８ｈ，重组载体转染组 ＨＣＴ１１６细胞内 ｍｉｒ１３６相对表达量高于未转染组

（Ｐ＜０．０１），而Ｓ１００Ａ６蛋白的相对表达量则低于未转染组（Ｐ＜０．０１）。同时，重组载体转染组 ＨＣＴ１１６细胞增殖活性较未转

染对照组降低（Ｐ＜０．０５），而细胞凋亡则较未转染对照组增加（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｍｉｒ１３６可能通过抑制Ｓ１００Ａ６基因表达而
抑制结直肠癌细胞增殖活性，同时引起细胞的凋亡。

　　［关键词］　微ＲＮＡｓ；Ｓ１００Ａ６蛋白；结直肠肿瘤；ＨＣＴ１１６细胞；细胞增殖；细胞凋亡
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　　结肠癌是临床三大恶性肿瘤之一，也是世界上病
死率较高的主要肿瘤类型之一。尽管寻求早期肠癌
筛查的生物学方法和可用于早期诊断的肠癌生物标

志物不断取得进展，除手术、化放疗等传统治疗手段
外，包括介入和靶向治疗在内的一些新的方法也已应
用于临床，但结肠癌患者的预后依然不容乐观。进一
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步揭示结肠癌的分子发病机制，寻找新的治疗途径，
成为肠癌相关研究领域的热点。Ｓ１００Ａ６是钙结合蛋
白Ｓ１００家族中的重要成员，可通过与钙离子结合而
发挥一系列生物学作用，如影响细胞的胞吞、胞吐、物
质转运等［１］。除了涉及细胞骨架动力学外，Ｓ１００Ａ６
也与细胞的增殖及肿瘤发生相关［２］。已有研究表明，

Ｓ１００Ａ６可在结直肠癌、结肠癌肝转移组织中高表达，
且随着Ｓ１００Ａ６在结肠癌上皮组织中的表达升高，肿
瘤恶性程度也相应增加［３５］，提示Ｓ１００Ａ６基因的异常
表达在肠癌形成及发展中可能发挥重要作用。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一类位于
染色体上的、高度保守的短链ＲＮＡ，在肿瘤的发病
机制中发挥着重要作用，并逐渐成为肿瘤领域的研
究热点［６７］。我们通过 ｍｉＲＮＡ的谱系分析发现，肠
癌细胞中ｍｉＲＮＡ１３６（ｍｉｒ１３６）含量明显低于正常肠
上皮细胞；同时，利用ｍｉＲＮＡｓ靶位的生物学预测在
线软件ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ进行分析，发现在Ｓ１００Ａ６基因
的３′非翻译区（ＵＴＲ）存在ｍｉｒ１３６的结合位点；进一
步通过荧光素酶报告基因证实Ｓ１００Ａ６基因３′ＵＴＲ
区确实存在ｍｉｒ１３６的结合位点（资料待发表）。据此
我们推测，肠癌细胞内Ｓ１００Ａ６蛋白异常表达可能与

ｍｉｒ１３６的异常表达及其对Ｓ１００Ａ６基因的调控作用有
关。本实验拟通过构建ｍｉｒ１３６重组表达载体并转染
至人结直肠癌 ＨＣＴ１１６细胞，观察转染后细胞中

Ｓ１００Ａ６蛋白的表达变化，以及 ｍｉｒ１３６高表达对

ＨＣＴ１１６细胞增殖活性及凋亡的影响，以探讨两者在
结肠癌发生发展中可能的作用及其机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人结直肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６、人永生化
正常肠上 皮 细 胞 系 ＨＩＥＣ 和 人 肾 上 皮 细 胞 株

ＨＥＫ２９３均购于中国科学院上海生命科学研究院生
物化学与细胞生物学研究所。ＭｃＣＯＹ５α培养液、
胎 牛 血 清 （ＦＢＳ）、０．２５％ 胰 蛋 白 酶、Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂、ＴＲＩｚｏｌ及反转录试剂盒均
为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ｐｃＤＮＡ载体购于美国Ｓｙｓ
ｔｅｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ、感受态细胞、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ及荧光定量试剂
盒等购于ＴａＫａＲａ公司，ＣＣＫ８细胞活性检测试剂
盒为日本同仁公司产品；基因组提取试剂盒及无内
毒素质粒提取试剂盒为Ｑｉａｇｅｎ公司产品；细胞凋亡
检测试剂盒为ＢＤ公司产品；Ｓ１００Ａ６、ＧＡＰＤＨ一抗
及二抗均为ＣＳＴ公司产品，蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒及ＥＣＬ发光试剂盒均购于Ｐｉｅｒｃｅ
公司。定量ＰＣＲ仪为ＢｉｏＲａｄ公司产品，梯度ＰＣＲ
仪为ＡＢＩ公司产品，流式细胞仪为ＢＤ公司产品。

１．２　Ｍｉｒ１３６重组表达载体的构建　根据ｍｉｒ１３６的
前体序列及人基因组ＤＮＡ序列信息，设计ＰＣＲ扩
增引物（两端添加酶切位点Ｂａｍ ＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ及保
护性碱基），序列如下：正向，５′ＧＧＡ ＡＴＴＣＴＧ
ＧＡＴＧＧＣＴＣＣＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＧＧ３′；反向，５′
ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＧＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＡＴＧＴ
ＧＡＣＣ３′。ＰＣＲ产物长度为７７３ｂｐ。收集处于对
数生长期的 ＨＥＫ２９３细胞，采用基因组ＤＮＡ提取
试剂盒按说明书要求提取基因组ＤＮＡ。用紫外分
光光度计检测 ＤＮＡ 纯度，琼脂糖凝胶电泳检测

ＤＮＡ完整性。取１μｌ基因组ＤＮＡ作为模板，采用

ＰＣＲ法扩增目的片段，条件为：９５℃变性１０ｓ、５８℃
退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，反应循环数为３５。采用琼
脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物大小，对于大小正确的

ＰＣＲ产物进行双酶切，回收酶切产物并连接到ｐｃＤ
ＮＡ线性化载体，转化涂布ＬＢ平板，３７℃过夜培养，
通过氨苄西林（Ａｍｐ）抗性和ＰＣＲ方法筛选阳性质
粒，对重组质粒进行测序分析。对于测序正确的重
组表达载体，扩增其对应的转化菌株，进行无内毒素
质粒ＤＮＡ提取。提取方法和步骤严格按照Ｑｉａｇｅｎ
公司无内毒素质粒抽提试剂盒说明书进行。

１．３　细胞转染　选取生长状况良好且处于对数生
长期的Ｐ３代ＨＣＴ１１６细胞，用胰酶消化并制备细胞
悬液，使用完全培养液（ＭｃＣＯＹ５α＋１０％ＦＢＳ）调整
细胞密度为１×１０５／ｍｌ，将细胞接种到６孔板，每孔
加２ｍｌ细胞悬液，在３７℃和５％ＣＯ２条件下培养２４
ｈ，参照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂说明书进行质
粒（ｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６或ｐｃＤＮＡ）转染。转染后４８ｈ，
用荧光显微镜观察并进行细胞计数，将有绿色荧光
蛋白（ＧＦＰ）表达的细胞数除以细胞总数，计算细胞
转染效率。收集转染ｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６或ｐｃＤＮＡ的

ＨＣＴ１１６细胞、未转染的 ＨＣＴ１１６细胞以及正常人
肠上皮 ＨＩＥＣ细胞，进行后续实验。

１．４　细胞内 ｍｉｒ１３６检测　转染后４８ｈ，收集各组
细胞，用ＴＲＩｚｏｌ裂解法提取总ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ，
以反转录法制备ｃＤＮＡ。反转录引物：Ｕ６为５′
ＧＴＴＴＡＡＧＣＡＣＴＴＣＧＣＡＡＧＧＴＡ３′，ｍｉｒ１３６
为５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ
ＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＡ
ＡＣＣ３′。再取１μｌ反转录产物进行ＰＣＲ检测，引物
序列：Ｕ６ 正向为 ５′ＧＴＧ ＣＴＣ ＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ
ＧＣＡ ＣＡＴ３′，反向为 ５′ＧＴＴ ＴＡＡ ＧＣＡ ＣＴＴ
ＣＧＣＡＡＧ ＧＴＡ３′；ｍｉｒ１３６正向为５′ＡＣＴＣＣＡ
ＴＴＴＧＴＴＴＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡ３′，反向为５′ＣＡＧ
ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３′。ＰＣＲ反应总体系：

ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μｌ，上下游引物
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（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μｌ，ｃＤＮＡ２μｌ，以去离子水补足
反应体系至２０μｌ。反应条件：９５℃，１０ｍｉｎ；６０℃，２０
ｍｉｎ；７２℃，２０ｍｉｎ，共４０个循环。以 Ｕ６作为对照，
通过Ｃｔ值进行数据分析，确定 ｍｉｒ１３６相对含量。
目的基因相对于内参基因的表达量为２ΔＣｔ＝２Ｃｔｍ－Ｃｔｎ。

１．５　Ｓ１００Ａ６蛋白的检测　收集转染后４８ｈ的

ＨＣＴ１１６细胞，加入细胞裂解液［含５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
（ｐＨ８．０），１ｍｇ／ｍｌ亮抑肽酶（ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ），１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，０．５％乙基苯基聚乙二醇（Ｐ４０），５ｍｍｏｌ／Ｌ乙
二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），１００ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟
（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ），１ｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇
（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ）和１ｍｇ／ｍｌ抑肽酶（ａｐｒｏｔｉｎｉｎ）］提取细
胞总蛋白，以ＢＣＡ法检测总蛋白浓度。每组样本取

１０μｌ进行１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳，用湿
法将胶中蛋白水平转移至ＰＶＤＦ膜上，以５％的脱脂
牛奶常温封闭２ｈ，加入ＴＢＳＴ稀释后的一抗，４℃过
夜；取出后以ＴＢＳＴ洗膜３次，再加入二抗，孵育２ｈ；
再洗膜３次，添加ＥＣＬ发光液反应底物，进行Ｘ线曝
光，采用相关图像分析软件进行条带光密度扫描分
析。Ｓ１００Ａ６蛋白相对含量＝目的条带的光密度值／

ＧＡＰＤＨ条带的光密度值。

１．６　细胞增殖活性检测　转染后２４ｈ和４８ｈ，取
各组细胞，采用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖活性。
每孔加入１０μｌ的ＣＣＫ８溶液，置于３７℃和５％ＣＯ２
培养箱内继续培养４ｈ，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处
的光密度值并记录结果。

１．７　细胞凋亡检测　转染后４８ｈ，取各组细胞，用胰
酶（不含ＥＤＴＡ）消化，收集细胞沉淀，以双染法检测细
胞凋亡。按膜联蛋白Ⅴ（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ）异硫氰酸荧光素
（ＦＩＴＣ）凋亡检测试剂盒操作步骤进行，流式细胞仪
（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢＤ）激发波长Ｅｘ＝４８８ｎｍ，Ａｎｎｅｘｉｎ
ⅤＦＩＴＣ的绿色荧光通过ＦＩＴＣ通道（ＦＬ１）检测，红色
荧光通过溴化丙啶（ＰＩ）通道（ＦＬ２）检测。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，
数据结果采用珚ｘ±ｓ表示，采用析因分析进行组间差
异及组内差异的比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｍｉｒ１３６重组表达载体的构建及鉴定　成功提

取人基因组 ＤＮＡ，凝胶电泳显示，ＤＮＡ 无明显断

裂，无明显ＲＮＡ污染（图１Ａ）。含ｍｉｒ１３６前体序列

的ＰＣＲ扩增产物大小与理论值完全相符（图１Ｂ）。

使用载体多克隆位点上游的通用引物对重组质粒进

行测序，测序结果经与标准序列比对，完全一致。

２．２　ＨＣＴ１１６细胞转染结果　转染ｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６

或ｐｃＤＮＡ的 ＨＣＴ１１６细胞在荧光显微镜下观察，

多数呈现绿色荧光（图２），细胞的转染效率约为

８０％。

图１　基因组ＤＮＡ（Ａ）及ＰＣＲ产物（Ｂ）的琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ（Ａ）

ａｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（Ｂ）

Ｍ１：λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ；Ｍ２：ＤＬ２０００ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；１′：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（１μｌ）；２′：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（２μｌ）

图２　ＨＣＴ１１６细胞转染ｐｃＤＮＡ（Ａ，Ｂ）或

ｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６（Ｃ，Ｄ）后显微镜下观察

Ｆｉｇ２　ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｐｃＤＮＡ（Ａ，Ｂ）ｏｒｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６（Ｃ，Ｄ）ｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ，Ｃ：Ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ，Ｄ：Ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　细胞内 ｍｉｒ１３６含量检测　对实时定量ＰＣＲ
检测得到的数据进行分析，结果 （图 ３）显示：

ＨＣＴ１１６细胞中 ｍｉｒ１３６的相对含量低于正常人肠
上皮细胞（Ｐ＜０．０１）；转染ｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６后４８ｈ，

ＨＣＴ１１６细胞中 ｍｉｒ１３６相对含量较未转染组升高
（Ｐ＜０．０１），而转染对照质粒组 ＨＣＴ１１６ 细胞

ｍｉｒ１３６相对含量与未转染组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

２．４　细胞内Ｓ１００Ａ６蛋白含量检测　转染后４８ｈ，
提取各组细胞总蛋白，进行蛋白质印迹分析，结果
（图４）显示：ＨＣＴ１１６细胞中Ｓ１００Ａ６蛋白相对含量
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高于正常肠上皮细胞（Ｐ＜０．０１）；转染 ｐｃＤＮＡ
ｍｉｒ１３６后４８ｈ，ＨＣＴ１１６细胞中Ｓ１００Ａ６蛋白相对
含量较未转染组降低（Ｐ＜０．０１），而转染对照质粒组
细胞Ｓ１００Ａ６蛋白相对含量与未转染组差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。

图３　ｍｉｒ１３６相对含量检测

Ｆｉｇ３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｉｒ１３６ｌｅｖｅｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨＩＥＣ（ｈｕｍａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ）ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜

０．０１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　Ｓ１００Ａ６的蛋白质印迹分析

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳ１００Ａ６ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨＩＥＣ（ｈｕｍａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ）ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜

０．０１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　细胞增殖活性检测　结果（图５）显示：ＨＣＴ１１６
细胞的增殖活性高于正常肠上皮细胞（Ｐ＜０．０１）。转
染ｐｃＤＮＡｍｉｒ１３６后，ＨＣＴ１１６细胞增殖活性降低，转
染后２４ｈ和４８ｈ细胞增殖活性较未转染对照组
（ＨＣＴ１１６）分别降低２１．３％（Ｐ＜０．０５）和３４．２％（Ｐ＜
０．０１）。转染对照质粒的 ＨＣＴ１１６细胞增殖活性与未
转染对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．６　细胞凋亡检测　结果（图６）显示：转染ｐｃＤＮＡ
ｍｉｒ１３６后ＨＣＴ１１６细胞凋亡增加，与未转染组比较，
细胞凋亡率从平均８％升高至５５％，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）；转染对照质粒的 ＨＣＴ１１６细胞与未转
染组比较，细胞凋亡率则无明显变化（Ｐ＞０．０５）。

图５　细胞增殖活性检测

Ｆｉｇ５　Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨＩＥＣ（ｈｕｍａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ）ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图６　细胞凋亡检测

Ｆｉｇ６　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨＣＴ１１６ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类分布广泛的内源性
非编码蛋白质的ＲＮＡ，最初发现于真核生物，大小
约２０～２５个核苷酸，在遗传学高度保守，可负调控
或者正调控其靶基因的表达。成熟的ｍｉＲＮＡｓ是由
较长的初级转录物经过一系列核酸酶的剪切加工而

产生的，成熟体ｍｉＲＮＡ通过碱基互补配对的方式识
别靶基因 ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ区种子序列，抑制或者消
减靶ｍＲＮＡ的翻译。研究表明，多数ｍｉＲＮＡｓ都位
于已知肿瘤相关基因组区域或脆性位点上，而 ｍｉＲ
ＮＡｓ突变或者异位表达与多种人类癌症相关，提示

ｍｉＲＮＡｓ与多种肿瘤的发生发展关系密切［８］。近年
来的研究也证实，ｍｉＲＮＡｓ的表达与多种肿瘤（包括
血液系统肿瘤及肺癌）进展及预后相关［８９］。研究已
表明几种 ｍｉＲＮＡｓ可调控结肠癌细胞的浸润和转

移，如Ｓｃｈｉｍａｎｓｋｉ等［１０］研究指出 ｍｉｒ１６９ａ通过调控
转录因子而影响肠癌的发展；Ｙａｍａｍｉｃｈｉ等［１１］报道
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ｍｉｒ２１在肠癌的形成及发展中有重要作用。

　　Ｓ１００蛋白是ＥＦ手型蛋白超家族中最大的多基
因家族，目前共发现２３个Ｓ１００蛋白家族成员［１２］。

Ｓ１００Ａ６蛋白在细胞内广泛分布，主要存在于胞质、
胞膜以及核被膜上，其诸多生物学功能中最重要的
一项是影响细胞钙离子浓度。近期研究表明，

Ｓ１００Ａ６在多数上皮肿瘤如黑素瘤、肝癌、胰腺癌、卵
巢癌和结肠中都有异常表达的状况，且其异常表达
与肿瘤细胞的增殖和分化密切相关［１３］。Ｋｉｌａńｃｚｙｋ
等［１４］在肠癌与钙结合蛋白的相关研究中发现，

Ｓ１００Ａ６与ｌａｍｉｎＡ／Ｃ蛋白通过相互作用在肠癌细
胞的发生、发展中有重要的作用；Ｎｉｎｇ等［１５］的研究

则表明，Ｓ１００Ａ６蛋白可以负调控ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ途径
介导的胃癌细胞增殖抑制活性。陈英华等［１６］则通过

实验证明Ｓ１００Ａ６具有抑制黑素瘤增殖、促进凋亡
的作用。

　　我们前期研究发现，Ｓ１００Ａ６在肠癌细胞中表达
量高于正常肠上皮细胞，使用ｓｉＲＮＡ对Ｓ１００Ａ６基
因进行沉默后，发现肠癌细胞增殖活性明显降低，且
钙离 子 浓 度 发 生 明 显 改 变。因 此，我 们 推 测，

Ｓ１００Ａ６高表达在肠癌的形成、发生及发展中有着重
要的作用。Ｍｉｒ１３６定位于１４号染色体，其与肿瘤
相关的研究比较少，我们通过在线数据库分析，在

Ｓ１００Ａ６基因３′ＵＴＲ区存在理论靶位的ｍｉＲＮＡ，之
后通过实时定量的方法对预测 ｍｉＲＮＡ含量进行检
测，发现肠癌细胞中 ｍｉｒ１３６含量低于正常细胞，且
与Ｓ１００Ａ６表达呈负相关。

　　本实验通过构建 ｍｉｒ１３６重组表达载体，脂质体
瞬时转染人结直肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６，ｍｉｒ１３６及

Ｓ１００Ａ６蛋白含量检测结果说明，通过质粒转染的方
法可以在 ＨＣＴ１１６细胞中高表达外源性 ｍｉｒ１３６。
细胞活性检测结果则说明，外源性 ｍｉｒ１３６的高表达
可抑制 ＨＣＴ１１６细胞增殖活性以及促进肿瘤细胞凋
亡率的上升，同时，蛋白质印迹分析及定量检测结果
说明，ｍｉｒ１３６的高表达可下调Ｓ１００Ａ６蛋白的表达，
提示这可能是 ｍｉｒ１３６抑制 ＨＣＴ１１６细胞肿瘤活性
的分子机制。

　　近年来，寻找和发现新的肿瘤标志基因，并以此
作为基因治疗潜在的靶点，利用基因工程的方法对
癌基因进行靶向干预，已成为肿瘤治疗最具有意义
的研究方向之一。本实验通过脂质体转染途径在

ＨＣＴ１１６细胞中高表达外源性 ｍｉｒ１３６，从而抑制细
胞肿瘤活性，这不仅为肠癌的基因治疗提供了新的
理论依据，也可为以后的临床应用提供新的思路。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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