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　　结肠癌是指结肠黏膜上皮在环境或遗传等多种致

癌因素作用下发生的恶性病变，是常见的恶性肿瘤之

一，占所有恶性肿瘤的１０％～１５％
［１］。结肠癌的发病

原因与遗传、结肠腺瘤、息肉病、慢性炎症、高脂肪、少

纤维饮食习惯等都有一定关系［２］，结肠癌发病隐匿，病

程慢早期无明显的临床表现，出现明显症状时大多已

到了中晚期，病死率仅次于肺癌和肝癌，是危害人们健

康的可怕杀手［３］。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类进化上高度保守的细

胞内源性非编码单链小ＲＮＡ，与多种疾病的发病机制

密切相关，参与肿瘤的发生发展过程。ＭｉＲＮＡ（ｍｉＲ）

１８１家族在神经系统
［４］、造血系统［５］、消化系统［６］等细

胞中广泛存在，对人类生理或病理进程有调控作用。

研究显示 ｍｉＲ１８１ａ在结肠癌组织中的表达水平与患

者的预后情况相关，ｍｉＲ１８１ａ高表达患者预后较差
［７］，

但 ｍｉＲ１８１ａ对结肠癌生长的调控作用和机制并未完

全阐明。本研究通过结肠癌细胞系转染 ｍｉＲＮＡ抑制

剂／模拟物的方法，确定 ｍｉＲ１８１ａ对结肠癌细胞生长

的影响，同时确定 ｍｉＲ１８１ａ的作用靶基因，探索 ｍｉＲ

１８１ａ对结肠癌的临床治疗的价值。

１　材料和方法

１．１　细胞系、主要试剂与仪器　人结肠癌细胞系

ＴＣＨｕ１０２和工具细胞２９３Ｔ分别购自上海生命科学研

究院细胞库。ｍｉＲ１８１ａ抑制物和模拟物购自上海吉玛

公司，ＰＲＫＣＤ抗体和ＧＡＰＤＨ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，Ｍ１９９和ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、脂质体转染试

剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，实时定量 ＰＣＲ 试剂盒购自

ＴａＫａＲａ公司，ＭＴＴ试剂购自Ｓｉｇｍａ公司，内参质粒

Ｒｅｎｉｌｌａ、双荧光素酶活性检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公

司，荧光素酶报告基因质粒ｐＧＬ３ＰＲＫＣＤ３′ＵＴＲ由英

潍捷基（上海）贸易有限公司负责构建。细胞培养箱和

生物安全柜购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，显微镜购自Ｏｌｙｍ

ｐｕｓ公司，实时定量ＰＣＲ仪（ＲＧ３０００Ａ）购自 Ｑｉａｇｅｎ公

司，酶标仪购自ＢｉｏＴｅｋ公司。

１．２　细胞增殖能力检测　将结肠癌细胞按１０００个／

孔的细胞密度铺板于９６孔培养板中，边缘孔用无菌

ＰＢＳ填充，在５％ＣＯ２、３７℃条件下培养２４ｈ，加入转染

试剂，设５个复孔，继续培养２４ｈ后，每孔加入２０μＬ

０．５％ ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），孵育４ｈ后吸去孔内培

养液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，置摇床上低速振荡



第５期．吴为民，等．ｍｉＲ１８１ａ调控结肠癌细胞生长的作用和机制研究 ·５７５　　 ·

１０ｍｉｎ，充分溶解结晶物，在酶标仪４９０ｎｍ处测量各孔

的光密度值。

１．３　双荧光素报告基因检测及实时定量ＰＣＲ　将

２９３Ｔ细胞按１０
５ 个／孔接种于２４孔培养板，用含１０％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液培养，使细胞融合率达到７０％左

右；将内参质粒Ｒｅｎｉｌｌａ、荧光素酶报告基因质粒ｐＧＬ３

ＰＲＫＣＤ３′ＵＴＲ以及ｍｉＲ１８１ａ模拟物共转染，继续培

养２４ｈ后，裂解细胞，利用双荧光素酶活性检测试剂盒

检测荧光素酶活性的变化。根据ＴＲＩｚｏｌ试剂的说明书

提取细胞总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 的浓度。取５００ｎｇ总

ＲＮＡ，利用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ；适当稀释后进行

实时定量ＰＣＲ反应，反应条件为９５℃１０ｓ，５８℃１５ｓ，

７２℃２０ｓ，４０个循环。

１．４　蛋白质印迹分析检测　利用ＲＩＰＡ细胞裂解液提

取细胞总蛋白，按常规蛋白质印迹分析方法，取３０μｇ

总蛋白经凝胶电泳，转膜，５％脱脂牛奶封闭，一抗

（ＰＲＫＣＤ抗体１∶１０００稀释；ＧＡＰＤＨ 抗体１∶５０００

稀释）于４℃过夜杂交，二抗（１∶５０００稀释）常温杂交

２ｈ，洗膜后显影。灰度值经ＩｍａｇｅＪ软件分析。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学

分析，实验数据以珔狓±狊表示，两组间比较采用ｓｔｕｄｅｎｔ狋

检验，多组分析采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｍｉＲ１８１ａ抑制剂与模拟物的转染效率　定量

ＰＣＲ结果发现，ｍｉＲ１８１ａ抑制剂的转染浓度为２０、５０

和１００ｎｍｏｌ／Ｌ时，ｍｉＲ１８１ａ在结肠癌细胞中的水平分

别是对照组的（５９．９０±３．１４）％、（２２．８０±１．１８）％和

（２０．４０±０．６５）％，对细胞内 ｍｉＲ１８１ａ的水平具有抑

制作用（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；而 ｍｉＲ１８１ａ模拟物的转

染浓度为２０、５０和１００ｎｍｏｌ／Ｌ时，ｍｉＲ１８１ａ在结肠癌

细胞中的水平分别是对照组的（２．２６±０．１９）倍、

（２．９９±０．２２）倍和（３．３０±０．１１）倍，对细胞内 ｍｉＲ

１８１ａ的水平具有过表达作用（犘＜０．０１）当ｍｉＲ１８１ａ抑

制剂转染浓度为１０ｎｍｏｌ／Ｌ时，ｍｉＲ１８１ａ水平无统计

学意义。

２．２　ｍｉＲ１８１ａ调控结肠癌细胞的生长活力　在结肠

癌细胞中转染５０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ１８１ａ抑制剂后，继续

培养２４ｈ，细胞的生长活力明显受到抑制（犘＜０．０１），

为对照组的（２８．９０±０．４５）％；而转染２０ｎｍｏｌ／Ｌ的

ｍｉＲ１８１ａ模拟物后，ＭＴＴ结果显示结肠癌细胞的生长

活力无明显变化。

２．３　靶基因的生物信息学筛选　通过生物信息学预测

的方法，ＰＲＫＣＤ基因可能是ｍｉＲ１８１ａ的靶基因，在该基

因的３′ＵＴＲ区域存在 ｍｉＲ１８１ａ的１个结合位点，与

ｍｉＲ１８１ａ种子序列完全配对，并且此位点序列在人、小

鼠、大鼠等物种中高度保守。

２．４　靶基因的报告基因验证　双荧光素报告基因检

测结果发现转染 ｍｉＲ１８１ａ模拟物后，含有ＰＲＫＣＤ基

因３′ＵＴＲ的荧光素酶活性受到明显抑制（犘＜０．０１），

为对照组的（３０．２０±５．６９）％；同时转染ｍｉＲ１８１ａ抑制

剂后，含有ＰＲＫＣＤ基因３′ＵＴＲ的荧光素酶活性则增加

（犘＜０．０１），为对照组的（２．７６±０．４５）倍。

２．５　ｍｉＲ１８１ａ调控ＰＲＫＣＤ的表达　在结肠癌细胞

系ＴＣＨｕ１０２中转染ｍｉＲ１８１ａ抑制剂２４ｈ后，分别提

取细胞总 ＲＮＡ 和总蛋白。抑制 ｍｉＲ１８１ａ后，定量

ＰＣＲ结果显示ＰＲＫＣＤ基因的相对表达水平无明显变

化，蛋白质印迹分析结果显示，ＰＲＫＣＤ的蛋白水平升

高（犘＜０．０５），是对照组的（１．７９±０．０２）倍 （图１）。

图１　犿犻犚１８１犪对犘犚犓犆犇蛋白水平表达的影响

犘＜０．０５与对照组比较．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ｍｉＲ１８１家族在物种进化中较保守，最早是在小鼠

淋巴细胞中发现其特异高表达，且调控早期造血系统

的行程［８］。随后的研究证实 ｍｉＲ１８１是一个重要的基

因表达调控因子，功能涉及生物体免疫、炎症，细胞生

长、凋亡及分化成熟［９］。ｍｉＲ１８１在肿瘤发生发展中的

调控机制目前还未完全阐明，但其在白血病等疾病发

生发展过程中的调控作用均已被发现［１０］。本研究表

明，ｍｉＲ１８１ａ在结肠癌细胞中调控细胞生长活力，通过

生物信息学预测和报告基因验证的方法，证实了

ＰＲＫＣＤ是其作用的靶基因。

蛋白激酶Ｃ属于多功能丝氨酸和苏氨酸激酶，是

Ｇ蛋白偶联受体系统中的效应物，在非活性状态下是

水溶性的，游离存在于胞质溶胶中，激活后成为膜结合

的酶［１１］。ＰＲＫＣＤ是蛋白激酶Ｃ家族的亚类，目前研究

证明ＰＲＫＣＤ的激活与细胞周期激活密切相关
［１２］，与
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磷脂酰肌醇蛋白依赖性激酶１、西多莫司靶蛋白、胰岛

素受体等相互作用［１３］。肿瘤的发生发展也与ＰＲＫＣＤ

的表达相关，ＤｅＳｅｒｖｉ等
［１４］的研究表明ＰＲＫＣＤ的激活

能充分诱导肿瘤细胞凋亡，并且是凋亡过程的主要参

与者。本研究发现ＰＲＫＣＤ的表达受到ｍｉＲ１８１ａ的调

控，在 结 肠 癌 细 胞 中 敲 低 ｍｉＲ１８１ａ 可 显 著 抑 制

ＰＲＫＣＤ的蛋白表达水平，但其基因表达水平并无明显

变化，提示ｍｉＲ１８１ａ对ＰＲＫＣＤ的调控是在转录后水

平，通过与ＰＲＫＣＤ基因３’ＵＴＲ的不完全互补结合，抑

制其翻译，不影响其转录活性。但在宫颈癌细胞化疗

敏感性的研究显示ｍｉＲ１８１ａ对ＰＲＫＣＤ的调控作用不

仅体现在蛋白水平的下调，其 ｍＲＮＡ水平也受到明显

的抑制［１５］，这可能与ｍｉＲ１８１ａ在不同类型细胞中内源

性水平以及ｍｉＲ１８１ａ的过表达或抑制效率有关，同时

增加转染时间可能也会影响 ｍｉＲＮＡ靶基因的 ｍＲＮＡ

水平。

ｍｉＲ１８１ａ参与细胞分化、凋亡、迁移、免疫等过程，

在多种肿瘤中发现 ｍｉＲ１８１ａ的表达异常。深入研究

ｍｉＲ１８１ａ的调控机制及影响因素，将有利于探明 ｍｉＲ

１８１ａ与肿瘤发生发展之间的因果关系，为肿瘤发生机制

的研究提供新的遗传路线，开发新的癌症诊断和治疗方

法，为ｍｉＲＮＡ将来可能的临床应用提供理论依据。
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