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摘   要 目的：探讨 microRNA-224（miR-224）对结肠癌细胞中的表达及意义。

方 法： 用 r e a l - t i m e  P C R 检 测 4 种 结 肠 癌 细 胞 株 （ C a c o - 2 、 H C T 1 1 6 、 H T - 2 9 、 L o V o ） 和 正 常

结 肠 黏 膜 组 织 中 m i R - 2 2 4 的 表 达 水 平 ； 将 H C T 1 1 6 细 胞 分 别 转 染 m i R - 2 2 4 模 拟 物 和 阴 性 对 照

组 序 列 ， 以 未 处 理 的 H C T 1 1 6 细 胞 作 为 空 白 对 照 ， 用 r e a l - t i m e  P C R 法 检 测 各 组 细 胞 m i R - 2 2 4

的 表 达 水 平 ， 用 M T T 法 和 平 板 克 隆 实 验 法 检 测 各 组 细 胞 的 增 殖 情 况 ， 用 流 式 细 胞 仪 检 测 各 组 细

胞 周 期 情 况 。

结果：4 种结肠癌细胞株 miR-224 的表达均明显高于正常结肠黏膜组织（均 P<0.05）；与空白对照

组 HCT116 细胞比较，miR-224 模拟物转染组 HCT116 细胞 miR-224 的表达水平明显升高，增殖活

力明显增强，细胞克隆数量明显增高（均 P<0.05）；细胞周期 G1 到 S 期转换的趋势增强（P=0.074）；

阴性对照组序列转染组 HCT116 细胞的各项指标差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：miR-224 在结肠癌细胞中表达上调，miR-224 可能通过促进细胞增殖与细胞周期的演进，而在

结肠癌发生发展的过程中发挥促癌基因的作用。                   [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(4):478-482]
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression and significance of microRNA-224 (miR-224) in colon cancer cells.
Methods: The miR-224 expression in four colon cancer cell lines (Caco-2, HCT116, HT-29 and LoVo) and 

normal colonic mucosal tissue were detected by real-time RT-PCR; HCT116 cells were transfected with miR-224 

mimics or scrambled negative control sequence respectively, using the untreated HCT116 cells as blank control, 

and then the miR-224 expression was determined by real-time PCR, proliferation status was measured by MTT 

assay and plate colony formation assay, and cell cycle phase distribution was analyzed by flow cytometry in each 

group of cells.

Results: The miR-224 expression in each of the four colon cancer cell lines was higher than that in normal 
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结 直 肠 癌 是 全 世 界 面 临 的 一 个 严 峻 的 健 康 问

题， 平 均 全 球 每 年 的 新 增 病 例 为 120 余 万， 同 时

另 有 70 余 万 患 者 死 于 此 病。 在 我 国， 其 每 年 的

发 病 率 / 病 死 率 明 显 高 于 世 界 水 平。microRNA

（miRNA） 是 一 类 长 19~24 个 碱 基 的 非 编 码 单 链

RNA 分子，其通过与靶基因 mRNA 的 3' 端非编码

区的完全或不完全互补结合，抑制靶 mRNA 翻译

或降解靶 mRNA 而在转录后水平发生调控作用 [1]。

近年来，大量的科学研究发现，miRNA 可通过影

响肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭、细胞周期调控等

生 物 学 功 能 而 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 过 程 中 发 挥 抑 癌

或 促 癌 的 作 用。microRNA-224（miR-224） 是 新

近发现的、在肿瘤尤为活跃的 miRNA 之一。Fu 等 [1]

通 过 基 因 芯 片 筛 查 出 miR-224 在 结 直 肠 癌 患 者 的

组 织 中 表 达 明 显 上 调， 但 是 并 未 在 结 肠 癌 细 胞 株

中 进 行 miR-224 的 生 物 功 能 性 试 验， 本 实 验 基 于

miR-224 在结直肠癌患者组织中的高表达，在结肠

癌 细 胞 株 中 转 染 miR-224 模 拟 物， 通 过 检 测 上 调

miR-224 的表达水平对增殖、凋亡、细胞周期的影

响， 以 进 一 步 说 明 miR-224 在 结 直 肠 癌 中 表 达 上

调的机制。

1　材料与方法

1.1  材料

结 肠 癌 细 胞 株 Caco-2、HCT116、HT-29、

LoVo 均由香港中文大学消化疾病研究所于君教授

馈 赠。McCoys 5A 培 养 基、DMEM 培 养 基、 胎 牛

血 清（FBS）、 青 链 霉 素（PEST） 及 L- 谷 氨 酰

（L-glutamine） 均 购 自 美 国 Gibico 公 司， 胰 蛋

白 -EDTA 消化液购自于北京诺博莱德科技有限公

司；TRIzol、Lipofectamin™  2000 购 自 Invitrogen

公司；microRNA-224 模拟物、阴性对照序列购于

广州锐博公司，cDNA 第一链合成及实时定量 PCR

采用 All-in-One™  miRNA qRT-PCR 检测试剂盒、

内参 U6、miR-224 的引物均购自广州复能基因有

限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养及转染　HCT116、HT-29 细胞使

用含 10% FBS、1.5 mmol/L L- 谷氨酰胺、青链霉素

（1×PEST） 的 McCoys 5A 培 养 液 培 养，Caco-2、

LoVo 细 胞 使 用 含 10% FBS、1.5 mmol/L L- 谷 氨

酰胺、青链霉素（1×PEST）DMEM 培养基培养，

在 37 ℃、5% CO2、水饱和湿度条件下培养。选取

HCT116 作为实验对象，待细胞生长状态稳定，进

入 对 数 生 长 期， 将 适 量（ 约 4~5×104） 细 胞 接 种

在 6 孔 细 胞 培 养 板 上， 用 不 含 抗 生 素 的 细 胞 培 养

液培养 24 h 后，将细胞分为：实验组、阴性对照

组、空白对照组，前两组严格按照 LipofectaminTM 

2000 说明书分别进行 miR-224 模拟物及阴性对照

序列转染（均为 50 nM），转染后 6 h 更换新鲜培

养液进行后续试验；空白对照组不进行任何干预。

1.2.2  提 取 细 胞 株 中 的 RNA 及 cDNA 的 合 成　

收 取 4 种 结 肠 癌 细 胞 株 及 转 染 后 24 h 的 HCT116

细胞，用 PBS 洗涤 2 次，按照 TRIzol 说明书提取

细 胞 株 中 的 RNA， 最 后 加 EDPC 水 30~50 mL 溶

解 RNA。通过紫外线分光光度仪及琼脂糖凝胶电

泳检测 RNA 的浓度和完整度，存于 -80 ℃备用。

按 照 All-in-One™ miRNA qRT-PCR Detection Kit

试 剂 说 明 书 进 行 反 转 录 实 验。 反 应 条 件：37 ℃  

60 min，85 ℃ 5 min，将反转录得到的 cDNA 稀释

5 倍，存于 -20 ℃冰箱备用。

1.2.3  实 时 定 量 PCR（real-time PCR） 检 测

miR-224 的 表 达　 选 用 20 μL 反 应 体 系：2×All-
i n - O n e  q P C R  M i x  1 0  μL ， A l l - i n - O n e  m i R N A 

qPCR Pr imer（2 μM）2 μL，Universa l  Adaptor 

colonic mucosal tissue (all P<0.05). Compared with the HCT116 cells in blank control group, the miR-224 

expression was significantly increased, proliferative ability was significantly enhanced, the number of colonies was 

significantly augmented (all P<0.05), and G1 to S phase transition showed an accelerating trend as well (P=0.074) 

in those in miR-224 mimics tranfection group; the differences in all the observed indexes showed no statistical 

significance in those in negative control sequence transfection group (all P>0.05). 

Conclusion: The miR-224 expression is up-regulated in colon cancer cells, which may promote cell proliferation 

and cell cycle progression, and thereby play a cancer-promoting gene role in the pathogenesis of colon cancer.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(4):478-482]
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PCR Pr imer（2 μM）2 μL，Firs t - s t r and  cDNA

（1:5）2 μL，50×ROX Reference Dye 0.4 μL，

补无 RNA 酶的水至 20 μL；反应条件：95 ℃预变

性 10 min， 然 后 按 95 ℃ ×10 s，60 ℃ ×30 s，

72 ℃ ×10 s， 进 行 40 个 循 环， 检 测 miR-224 在

结肠癌细胞株中及正常黏膜组织中的表达水平，以

及 HCT116 细胞转染 24 h 后的 miR-224 表达水平。

1.2.4  MTT 检测各组细胞的增殖活力　将转染后

细 胞 分 为 转 染 miR-224 模 拟 物 组 和 转 染 阴 性 对 照

序 列 组， 另 设 一 组 未 经 转 染 处 理 的 空 白 组， 收 集

待 检 测 的 细 胞 反 复 吹 打 打 形 成 均 匀 的 细 胞 悬 液，

采用血细胞计数法计数细胞，96 孔培养板中每孔

接种细胞 1 000 个，每孔加入培养液 200 μL 并设

5 个复孔。将培养板置于培养箱 37 ℃、5% CO2 条

件 下 培 养。 分 别 在 培 养 1、2、3、4、5 d 后 加 入

MTT 工作液，每孔加 0.5% MTT 20 μL，继续培养

4 h 后，轻轻吸出孔内液体，然后在每孔中加入二

甲 基 亚 砜（DMSO）150 μL， 将 96 孔 板 放 置 在 摇

床上避光震动 10 min 后应用全自动酶标仪，检测

每孔的光密度（OD）值，波长设定为 450 nm。计

算 5 个复孔的 OD 平均值，以时间作为横坐标，计

算所得 OD 值为纵坐标，绘制细胞生长曲线。

1.2.5  平板克隆形成实验（colony formation）　

转染后，在 6 孔细胞培养板中接种细胞，每孔加培

养 液 2 mL， 每 孔 接 种 细 胞 1 000 个， 将 培 养 板 置

培 养 箱 中，37 ℃ 5% CO2 条 件 下 培 养 约 2 周。 密

切观察细胞生长情况，当出现肉眼可见的集落形成

时，即可终止培养。移除培养液，加入 1 mL PBS

液洗 2 次。然后加甲醇 2 mL，固定 15 min，移除

甲醛，加入适量结晶紫染色液染 2 h，然后用水缓

慢洗去结晶紫染色液，置于空气中干燥。实验重复

3 次，每次设计 3 个复孔。

1.2.6  流式细胞术分析细胞周期　将细胞接种 6 孔

板， 转 染 48 h 后 收 集 细 胞， 制 成 单 细 胞 悬 液，

PBS 洗 2 次，离心、弃上清，加 PBS 重悬细胞，加 

-20 ℃预冷的 75% 乙醇并振荡，4 ℃固定 1 h，离心、

弃冰乙醇，PBS 洗 1 遍，弃上清；加入含有 50 μg/mL 

PI（ 碘 化 吡 啶 ） 和 100 μg/mL 无 DNA 酶 污 染 的

RNA 酶 PBS 染色液，4 ℃避光静置 1 h，上机检测，

每组重复 3 次。

1.3  统计学处理

应用 SPSS 13.0 软件对数据进行统计分析，数

据 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 两 组 间 独 立 样

本采用 Mann-Whitney 检验，重复测量数据采用双

因素方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-224 在结肠癌细胞株及正常黏膜组织

中的表达情况

rea l - t ime  PCR 检 测 4 种 结 肠 癌 细 胞 株 及 正

常 黏 膜 组 织 中 检 测 miR -224 的 表 达， 结 果 发 现

miR -224 在 4 种 细 胞 株 中的 表 达 均 明 显 高 于 正 常

黏膜组织（均 P<0.05）（图 1）。
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图 1　miR-224 在结直肠癌细胞株及正常黏膜的表达
Figure 1　The miR-224 expression in colon cancer cells and 

normal colonic mucosal tissue

2.2  miR-224 模拟物转染后 miR-224 的表达情况

HCT116 细 胞 分 别 转 染 miR-224 模 拟 物、 阴

性 对 照 序 列 48 h 后， 收 取 细 胞， 通 过 real- t ime 

PCR 方 法 检 测各 组 miR-224 的表 达，结 果 显 示：

miR-224 模拟物转染组的 miR-224 表达明显高于空

白对照组（P<0.05），阴性对照序列转染组和空白

对照组之间表达差异无统计学意义（P>0.05）（图 2）。
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图 2　miR-224 在不同处理的 HCT116 细胞中表达水平
Figure 2　The miR-224 expression in HCT116 cells after 

different treatments
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2.3  miR-224 对 HCT116 细胞增殖的影响

用 MTT 比色分析法检测 HCT116 细胞转染转

染 miR-224 模拟物、阴性对照序列后 1、2、3、4、

5 d 5 个 时 间 点的 OD 值，结 果 显 示：阴 性 对 照 序

列转染组与空白对照组间各时间点差异均无统计学

意义（均 P>0.05），miR-224 模拟物转染组在 5 个

时间点 OD 值均高于空白对照组，差异均有统计学

意义（均 P<0.05）（图 3）。同时，在 HCT116 细

胞的平板克隆形成实验中，阴性对照序列转染组与

空白对照组间细胞集落数无统计学差异（P>0.05），

miR-224 模拟物转染组细胞集落数明显大于空白对

照组，差异有统计学意义（P=0.0397）（图 4）。

图 3　不同处理的 HCT116 细胞的增殖情况
Figure 3　The proliferation of HCT116 cells after different 

treatments
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2.4  miR-224 模拟物转染后对结肠癌细胞周期

的影响

流 式 细 胞 周 期 分 析 发 现，转 染 miR-224 模 拟

物 后 HCT-116 细 胞 的 细 胞 周 期 有 G0/G1 期 向 S 期

发展的趋势，但与空白对照组差异未达统计学意义

（P=0.074），阴性对照组和空白组差异无统计学

意义（P>0.05）（图 5）。

图 5　各组 HCT116 细胞周期情况
Figure 5　The cell cycle phase distributions in each groups of 
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3　讨　论

miRNA 的作用机制较为独特，是在转录后水

平进行调控。研究发现，miRNA 可以通过影响细

胞 的 增 殖、 细 胞 周 期、 凋 亡、 侵 袭 等 生 物 学 功 能

参 与 到 癌 症 的 发 生 发 展。 有 报 道 miR-451 在 结 直

肠癌患者组织中低表达，并且与结直肠癌分化程度

及 组 织 学 类 型 相 关 [2]；miR-133b 抑 制 人 结 直 肠 癌

细胞迁移和侵袭在影响结肠癌细胞的发生发展 [3]。 

可见 miRNA 已经成为了结直肠癌的又一研究重点。

有 研 究 [4] 发 现，miR-224 在 肝 癌 组 织 中 表 达 明 显

高 于 癌 旁 正 常 组 织， 并 且 可 以 通 过 促 进 肝 癌 细 胞

的 增 殖、 转 移 和 侵 袭， 同 时 抑 制 其 凋 亡 过 程， 在

肝 癌发生发现过程中发挥类似促癌基因的作用 [5]；

而 Huang 等 [6] 在对乳腺癌的研究中发现，miR-224

在 乳 腺 癌 细 胞 中 的 表 达 水 平 显 著 高 于 乳 腺 正 常

上 皮 细 胞， 而 且 高 侵 袭 性 细 胞 MDA -MB -231 的

表 达 水 平 尤 为 增 高， 通 过 多 种 生 物 功 能 实 验 发 现

miR-224 可促进乳腺癌细胞的转移，认为 miR-224

A B C

图 4　HCT116 细胞克隆形成实验　　A：空白对照组；B：阴性对照序列转染组；C：miR-224 模拟物转染组
Figure 4　Colony formation assay in HCT116 cells　　A: Blank control group; B: Negative control sequence transfection group; C: MiR-224 

mimics transfection group
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在乳腺癌转移过程中发挥重要作用。Olaru 等 [7] 研

究 miRNA 在正常→炎性肠病→结肠癌过程中的作

用，发现 miR-224 在炎性肠病发展的各个阶段都表

达上调，而且结肠癌中 miR-224 的表达水平明显高

于 正 常 粘 膜 和 炎 性 肠 病。 进 一 步 研 究 miR-224 对

结肠癌细胞生物学行为的影响，结果显示 miR-224

在 细 胞 周 期 的 调 控 中 发 挥 了 重 要 作 用， 其 加 快 了 

G1 期→ S 期的进程，并且发现这种调控作用是通过

影响细胞周期调控因子 p21 实现的，同时 Fu 等 [1]、

屈昌民等 [8] 亦发现 miR-224 在结直肠癌组织中高

表 达。 但 是 到 目 前 为 止， 关 于 miR-224 对 结 肠 癌

细胞株增殖的影响尚无相关报道。

本 实 验 通 过 查 阅 文 献， 发 现 了 miR-224 在 结

直 肠 癌 患 者 的 表 达 中 明 显 上 调， 初 步 在 4 种 结 肠

癌 细 胞 株 及 3 例 正 常 黏 膜 组 织 中 对 miR-224 的 表

达 量 进 行 了 验 证， 发 现 miR-224 在 结 肠 癌 细 胞 株

肿明显高于正常组织，因此，为了弄清楚 miR-224

影响结直肠癌的机制，本研究通过转染手段提高了

结肠癌细胞 HCT-116 中 miR-224 的表达水平，进

而通过 MTT 及克隆形成检测了 miR-224 对细胞增

殖 的 影 响， 另 外 运 用 流 式 细 胞 术 检 测 了 其 对 细 胞

周 期 的 影 响。 结 果 发 现， 上 调 miR-224 的 表 达 促

进 了 细 胞 株 的 增 殖（P<0.05）， 并 且 有 促 进 了 细

胞 周 期 G1 期 向 S 期 进 展 的 趋 势， 与 Olaru 等 [7] 所

得的 miR-224 对细胞周期影响类似。近期，Fu 等 [1]

在 研 究 结 直 肠 癌 microRNA-mRNA 调 控 通 路 时，

发 现 miR-224 在 结 肠 癌 中 表 达 上 调， 并 且 可 能 通

过作用于 WNT 通路中的 SFRP2 的发挥作用。Wnt

信号通路对机体的细胞增殖分化、肿瘤发生发展均

发挥重要作用 [9]。Wnt 包括 3 种作用途径，已被证

实的有参加到肿瘤发生发展过程中的是经典 Wnt/

β-catenin 途 径。 研 究 发 现 Wnt 途 径 的 激 活 是 约

90% 结直肠癌发生的早期事件 [10]。而 SFRP2 可通

过与 Wnt 蛋白竞争结合 Frizzled 受体而抑制 WNT

的活性 [11]。因此，笔者推测 miR-224 可能通过抑

制 靶 点 SFRP2， 进 而 激 活 Wnt 途 径， 从 而 影 响 结

肠癌细胞的增殖分化等过程，但是尚需实验进一步

验证。

总 之，miR-224 在 结 直 肠 癌 的 发 生 中 发 挥 重

要 作 用， 很 可 能 成 为 又 一 个 新 的 结 直 肠 癌 的 标 记

物， 但 miR-224 在 结 直 肠 癌 的 表 达 是 否 具 有 临 床

意义，另外其是通过何种通路调节结直肠癌细胞生

长的尚需进一步研究和验证。
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