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摘   要 目的：探讨 microRNA-139-5p（miR-139-5p）在结直肠癌中的表达及其对结直肠癌细胞转移和侵袭

的影响。

方法：用荧光定量 PCR 方法检测 miR-139-5p 在结直肠癌组织与不同结直肠癌细胞株中的表达变化；

用 Boyden 小室分析和伤口愈合实验检测 miR-139-5p 转染及 miR-139-5p 抑制对结直肠癌细胞转移和

侵袭能力的影响；生物信息学方法预测 miR-139-5p 的靶基因，并采用荧光素酶报告基因实验验证，

Western blot 方法检测 miR-139-5p 转染对靶基因表达的影响。

结果：与各自的正常对照组比较，结直肠癌组织与结直肠癌细胞系中 miR-139-5p 表达均明显降低

（P<0.05）。结直肠癌 DLD1 细胞和 HCT116 细胞转染 miR-139-5p 后，转移与侵袭能力均明显降低

（均 P<0.05），而 miR-139-5p 抑制剂处理后，两种细胞的的侵袭能力均明显增强（均 P<0.05）。

生物信息学预测显示，Notch1 是 miR-139-5p 的靶基因，且得到荧光素报告实验结果证实。Western 

blot 结果显示，转染 miR-139-5p 后，结直肠癌 DLD1 细胞和 HCT116 细胞中 Notch1 蛋白表达均明

显下调（均 P<0.05）。

结论：miR-139-5p 可能通过调节 Notch1 的表达而抑制肿瘤细胞的转移和侵袭，而下调的 miR-139-5p

可能在结直肠癌的发生发展中起了重要作用。                    [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1373-1378]
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of microRNA-139-5p (miR-139-5p) expression in colorectal cancer and its 
influence on migration and invasion ability of colorectal cancer cells.

Methods: The expression alteration of miR-139-5p in colorectal cancer tissue and different colorectal cancer cell 

lines were detected by using fluorescent quantitative PCR. The influence of miR-139-5p transfection or miR-

139-5p inhibitor treatment on migration and invasion ability of colorectal cancer cells were detected by Boyden 

chamber assay and wound healing assay. The target gene of miR-139-5p was predicted by bioinformatics analysis 
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结直肠癌在女性常见癌症中发病率排名第 2 位，

在男性常见癌症中发病率排名第 3 位 [1-2]，且发病

呈逐年上升的趋势 [3]。结直肠癌发病机制目前尚未

完全清楚。微小 RNA（microRNA，miRNA）可在

转 录 后 水 平 对 基 因 的 表 达 进 行 负 调 控 [4]， 参 与 多

种 肿 瘤 的 发 生 和 发 展， 并 在 肿 瘤 细 胞 的 转 移 和 侵

袭中具有重要的作用 [5-8]。关于 microRNA-139-5p

（miR-139-5p） 在 结 直 肠 癌 发 生 发 展 中 的 具 体 作

用及相关机制目前还不是很清楚。本研究通过观察

结直肠癌细胞和组织标本中 miR-139-5p 表达情况，

并在体外转染 miR-139-5p 后观察结直肠癌细胞转

移和侵袭能力的变化，初步分析 miR-139-5p 在结

直肠癌发生发展中的作用，并对 miR-139-5p 下游

靶基因进行预测，为明确 miRNA-182 在结直肠癌发

生发展中的作用及相关机制提供一定的科学依据。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  临床资料　收集 2011 年 7 月—2012 年 8 月

于我院进行结直肠癌手术标本 40 例。肿瘤组织标

本取自结直肠原发肿瘤组织，同时收集上（下）切

缘正常黏膜作为对照，正常黏膜组织均于术后病理

证实无癌组织侵犯。获取标本后迅速置于液氮中保

存。所有患者术前均未接受化疗和放疗。

1.1.2  细胞株　正常人结肠细胞株 NCM460，结直

肠 癌 细 胞 株 DLD1、HCT116、SW620、SW480、

HT29、Caco2 购 自 中 国 医 学 科 学 院 基 础 医 学 研

究 所 细 胞 中 心。 细 胞 培 养 于 含 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI-1640 及 McCoy's 5A 培养基中。

1.1.3  主 要 试 剂　RPMI-1640 培 养 基、McCoy's 

5A 培养基及胎牛血清购自 Gibco 公司；转染试剂

Lipofectamine2000 及 TRIzol 购 自 美 国 Invitrogen

公司，SYBR Green PCR 试剂盒、miR-139-5p、阴

性 对 照（NC）、anti-miRNA-NC 和 anti-miR-139-
5p 购自 Ambion 公司；侵袭实验用 Boyden 小室购

自美国 Millipore 公司；荧光素酶检测试剂盒购自

美 国 Promega 公 司；Notch1 抗 体 购 自 美 国 Santa 

Cruz 公 司； 辣 根 过 氧 化 物 酶（HRP） 标 记 的 二 抗

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  荧 光 定 量 PCR（qRT-PCR）　TRIzol 提

取细胞总 RNA，反转录成 cDNA。PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s， 共 40 个

循 环。 引 物 序 列：miR-139-5p 上 游 引 物：5'-TCT 

ACA GTG CAC GTG TCT-3'， 下 游 引 物：5'-TGG 

AGA CGC GGC CCT GTT-3'；内参照 U6 上游引物：

5'-GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA AAA T-3'，

下游引物：5'-CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC 

AT-3'。得到的数据通过比较 CT 值法（2-ΔΔCt）进

行定量分析。

1.2.2  细胞转染　细胞长至 70% 融合时可用于转

染。严格按照 Lipofectamine2000 转染说明书进行

操作，转染 36 h 后可用于功能实验。

1.2.3  转移和侵袭能力检测　采用伤口愈合实验

方法检测细胞转移能力，具体操作方法参见文献 [6]

and was identified by luciferase reporter assay, and then the influence of miR-139-5p transfection on its target 

gene expression was determined by Western blot analysis.

Results: The miR-139-5p mRNA expressions in both colorectal cancer tissue and colorectal cancer cell lines were 

significantly decreased compared with corresponding control (all P<0.05). The migration and invasion ability 

in colorectal cancer DLD1 and HCT116 cells were significantly decreased after miR-139-5p transfection and 

were significantly increased after miR-139-5p inhibitor treatment (all P<0.05). Bioinformatics analysis showed 

that Notch1 was the potential target gene of miR-139-5p which was then identified by luciferase reporter assay. 

Western blot results showed that Notch1 protein expressions in DLD1 and HCT116 cells were significantly 

down-regulated after miR-139-5p transfection (both P<0.05).

Conclusion: MiR-139-5p may inhibit the migration and invasion of cancer cells through regulating its target 

gene Notch1, so the down-regulated miR-139-5p may play an important role in the occurrence and development 

colorectal cancer.                                                     [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(10):1373–1378]
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报道。采用 Boyden 小室分析检测细胞侵袭能力，

具体步骤：用于实验的细胞采用台盼蓝染色计数并

重悬。将 1×105 个细胞置于小室上层，并补加培

养基至 300 μL。下层小室中加入含 10% 胎牛血清

的培养基 500 μL。孵育 12 h 后，未发生侵袭的细

胞用棉拭子从上层腔室除去。下层小室中的细胞以

0.1% 结晶紫固定染色，计算出现侵袭的细胞数。

1.2.4  miR-139-5p 靶基预测因　通过靶基因预测

软件（miRabda，PicTar，TargetScans）联合筛选

出 Notch1 作为 miR-139-5p 的靶基因。

1.2.5  荧光素酶报告基因验证靶基因　miRNA 靶

点 预 测 软 件 提 示 Notch1 mRNA 的 3' 端 的 非 翻 译

区（3'UTR） 的 位 点 1559-1566 是 miR-139-5p 的

可 能 结 合 位 点（binding site，BS）， 体 外 合 成 含

该 位 点 的 DNA 片 段 及 含 该 位 点 突 变 体 的 DNA 片

段，克隆至双荧光素酶启动子载体 pMIR：pMIR-
Notch1-3'-UTR-wt 和 pMIR-Notch1-3'-UTR-mut。

将 pMIR-Notch1-3'-UTR-wt 或 pMIR-Notch1-3'-
UTR-mut 及 miR-139-5p 共同转染至肺癌细胞中，

培养 48 h 后，用荧光素酶检测试剂盒检测荧光素

酶活性。

1.2.6  Western blot 检 测　 等 量 提 取 细 胞 蛋 白 经

10% SDS-PAGE 分离胶和 5% 浓缩胶分离后，半干

转印至硝酸纤维素膜上，以含 5% BSA 的 TBST 室

温封闭 2 h，加入一抗 4 ℃过夜孵育。第 2 天用 0.1% 

TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，加入相应的 HRP 标

记的二抗，室温孵育 1 h。0.1% TBST 洗膜后，硝

酸 纤 维 素 膜 以 Supersignal West Femto HRP 敏 感

化学发光底物对条带进行显色。actin 作为内参对

照。所有实验至少重复 3 次。

1.3  统计学处理

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析。2 组

数 据 间 比 较 采 用 t 检 验， 以 P<0.05 为 差 异 具 有 统

计学意义。

2　结　果

2.1  qRT-PCR 结果

如 图 1A 所 示，miR-139-5p 在 结 直 肠 癌 患 者

组织中的表达量明显低于正常黏膜组织（P<0.01）；

miR-139-5p 在 结 直 肠 癌 细 胞 DLD1、HCT116、

SW620、SW480、HT29、Caco2 中 的 表 达 水 平 均

明 显 低 于 正 常 结 肠 NCM460 细 胞（图 1B），差 异

均有统计学意义（均 P<0.05）。

2.2  miR-139-5p 对结直肠癌细胞转移和侵袭的

影响

伤口愈合实验显示，与对照组比较，miR-139-5p

转 染 可 明 显 抑 制 结 直 肠 癌 DLD1 细 胞 和 HCT116

细胞的转移（均 P<0.05）（图 2A）；与对照组比

较，miR-139-5p 转染可明显抑制结直肠癌 DLD1 细

胞 和 HCT116 细 胞 的 侵 袭 能 力（ 均 P<0.01）， 而

miR-139-5p 抑制剂处理可增加结直肠癌 DLD1 细胞和

HCT116 细胞的侵袭能力（均 P<0.01）（图 2B）。
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图 1　qRT-PCR 结果　　A：miR-139-5p 在结直肠癌及癌旁组织中表达；B：miR-139-5p 在正常结肠细胞与结直肠癌细胞株中
表达

Figure 1　Results of qRT-PCR　　A: MiR-139-5p expressions in colorectal cancer tissue and tumor adjacent tissue; B: MiR-139-5p expressions 
in normal colonic cells and colorectal cancer cell lines
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2.3  miR-139-5p 靶基因预测 

通过靶基因预测软件寻找 miR-139-5p 可能作

用的靶基因，结果提示 Notch1 可能为 miR-139-5p

的功能性靶基因。miR-139-5p 预测结合的 Notch1

的 3'-UTR 的 靶 位 点 如 图 3A 所 示。 为 确 定 miR-
139-5p 是 否 和 Notch1 间 存 在 直 接 的 相 互 作 用，

构 建 了 含 野 生 型 和 突 变 型 Notch1 的 3'-UTR 序 列

的 pMIR 载 体。 结 果 显 示， 共 转 染 野 生 型 pMIR-
Notch1 3'-UTR 载体和 Notch1，荧光素酶活性明显

降低（P<0.01），而共转染突变型 pMIR-Notch13'-
UTR 载体和 Notch1 的荧光素酶活性未出现明显改

变（P>0.05）（图 3B）。

2.4  miR-139-5p 对结直肠癌细胞 Notch1 表达

的影响

Western blot 结 果 显 示，miR-139-5p 转 染 后

结 直 肠 癌 DLD1 和 HCT116 细 胞 中 Notch1 的 表 达

均较对照组明显降低（均 P<0.05）（图 4A-B）。

图 3　miR-139-5p 靶基因预测及验证　　A：miR-139-5p 预
测结合的 Notch1 3'-UTR 的靶位点结构图；B：荧光素
酶活性检测 miR-139-5p 和 Notch1 关系

Figure 3　Prediction and identification of the target gene of 
miR-139-5p　　A: Predicted 3’-UTR target sequence of 
Notch1 formiR-139-5p; B: Luciferase activity detection for 
analysis of the relationship between miR-139-5p and Notch1
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图 2　转移和侵袭实验　　A：miR-139-5p 对结直肠癌细胞转移的影响；B：miR-139-5p 对结直肠癌细胞侵袭的影响
Figure 2　Migration and invasion assay　　A: Influence of miR-139-5p on migration of colorectal cancer cells; B: Influence of miR-139-5p on 

invasion of colorectal cancer cells
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图 4　Western blot 检测 Notch1 蛋白表达　　A：电泳条带；
B：Notch1 蛋白相对表达量

Figure 4　Western blot analysis for Notch1 protein expression　

　A: Electrophoretic bandS; B: Relative expression levels 
of Notch1 protein
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3　讨　论

miRNA 是近年来发现的一种在进化上保守的

非编码小 RNA 分子，广泛存在于动物、植物及病

毒等多细胞真核生物中。miRNA 可对基因表达进

行转录后调控，在个体发育、肿瘤发生中发挥重要

作用。人们通过对哺乳动物基因内源性 miRNA 基

因序列的研究，发现至少存在 1 000 个或更多不同

类型的 RNA 调控着机体内大约 1/3 的基因，参与

了真核细胞的生长、发育、新陈代谢、疾病及死亡

等生理病理过程。许多研究证实，在人类多种肿瘤

中 miRNA 异常表达 [9-12]，这可以为恶性肿瘤的诊

断提供有用信息。

研究 [13-17] 表明，在炎症性肠病相关的肿瘤组

织、结直肠癌原发灶和转移灶中 miR-139-5p 的表

达 水 平 均 出 现 显 著 下 调。 除 此 之 外，miR-139-5p

的表达在胃癌、子宫内膜浆液性腺癌和肝癌中也出

现 显 著 下 调 [18-20]。 本 研 究 结 果 表 明，miR-139-5p

在结直肠癌细胞和结直肠癌组织表达显著下调，这

一研究结果同文献报道相一致。miR-139-5p 在结直

肠癌细胞和结直肠组织中表达下调提示 miR-139-5p

失调可能是结直肠癌发生的预警事件。

进一步的功能实验提示，miR-139-5p 可显著

抑制结直肠癌细胞系 DLD1 和 HCT116 的转移和侵

袭能力。其他文献 [21] 报道，miR-139-5p 对肺癌细

胞的增殖和侵袭能力并无显著性影响。这可能是由

于 miR-139-5p 在不同的肿瘤组织中其调控的靶基

因不尽相同，而其下游靶基因的生物学效应决定了

miR-139-5p 的作用 [22]。

由于 miRNA 下游靶基因的生物学效应决定了

miRNA 的作用，故本研究通过靶基因预测软件联

合筛选出 miR-139-5p 的靶基因，结果提示 Notch1

可 能 为 miR-139-5p 的 靶 基 因。 将 miR-139-5p 转

入结直肠癌细胞系 DLD1 和 HCT116 后，结果显示

结 直 肠 癌 细 胞 系 DLD1 和 HCT116 中 Notch1 蛋 白

表达水平显著降低，提示 miR-139-5p 可能是通过

调节 Notch1 的表达而抑制结直肠癌细胞的转移和

侵袭能力。

综上所述，本研究对 miR-139-5p 在结直肠癌发

生发展中的作用进行了观察。结果提示，miR-139-5p

可能是一类新的肿瘤抑制 miRNA。结直肠癌细胞

中 miR-139-5p 表 达 下 调， 抑 制 靶 基 因 Notch1 的

表 达， 从 而 促 进 结 直 肠 癌 的 转 移 和 侵 袭。 本 研 究

结果为结直肠癌的发生发展提供了一种新的见解。

且在结直肠癌治疗中，miR-139-5p 可作为一种潜

在的治疗靶点。
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《中国普通外科杂志》2013 年主要学术指标居本学科期刊前茅

据《2014 年版中国科技期刊引证报告（核心版）》报告，《中国普通外科杂志》主要学术水平衡量指标均居本学科

期刊前茅。

报告显示，在与普通外科学相关的外科学类 17 种期刊中，《中国普通外科杂志》2013 年核心总被引用频次第 1，综合评

价总分第 5，核心影响因子第 8，这三大指标为对科技期刊学术质量评估的主要指标。此外，杂志的即年指标、引用刊数、扩

散因子、权威因子、被引半衰期等指标也达本学科前列。
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