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摘   要 目的：探讨 miR-124 是否通过靶向调节 TET 蛋白家族的表达而抑制结肠癌细胞增殖与侵袭。

方法：用双荧光素酶报告基因检测系统分别检测 miR-124 对 TET 家族（TET1、TET2、TET3）的 3'UTR-

荧光素酶活性的影响；用 qRT-PCR 与 Western blot 检测 miR-124 模拟物转染结肠癌 HT29 细胞后 TET

家族的 mRNA 与蛋白表达水平的变化；用 MTS 和 Transwell 实验观察 HT29 细胞转染 miR-124 模拟物

及 TET siRNA 后增殖和侵袭能力的变化。

结果：双荧光素酶报告基因检测结果显示，各 TET mRNA 的 3'UTR 均被 miR-124 特异性结合，其荧光

素酶活性被明显抑制（均 P<0.05）；转染 miR-124 模拟物后的 HT29 细胞 TET 的 mRNA 与蛋白表达水

平明显减低（均 P<0.05）；HT29 细胞转染 miR-124 模拟物或 TET siRNA 后，增殖和侵袭能力均明显

降低（均 P<0.05）。

结论：miR-124 可能通过直接靶向调控 TET 基因的表达，而抑制结肠癌细胞增殖和侵袭。
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and invasion in colon cancer cells and TET protein family
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Abstract Objective: To investigate whether miR-124 inhibits proliferation and invasion of colon cancer cells by targeted 

regulation of TET protein family expressions.

Methods: The effect of miR-124 on luciferase activity of TET family (TET1, TET2 and TET3) was examined 

respectively by using a dual-luciferase reporter gene system. The changes in mRNA and protein expressions 

of TET family in colon cancer HT29 cells after transfection of miR-124 mimics were tested by qRT-PCR and 

Western blot analysis. The changes in proliferative and invasion abilities of HT29 cells after transfection of miR-

124 mimics or TET siRNAs were determined by MTS and Transwell assay, respectively.
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10-11易位（ten-eleven translocation，TET）

蛋白家族由TET1，TET2和TET3蛋白组成，属于

α-酮戊二酸（α-KG）和Fe2+依赖的双加氧酶。

TET蛋白可将5-甲基胞嘧啶催化氧化为5-羟甲基

胞嘧啶，5-甲酰基胞嘧啶和5-羧基胞嘧啶，从而

促进DNA甲基化，其可通过不同机制以主动或被

动的方式调控DNA去甲基化 [1-2]。TET家族还被报

道 能 够 招 募 氧 关 联 的 N - 乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 转 移 酶

（ O G T ） 到 染 色 质 中 ， 促 进 基 因 的 表 达 及 组 蛋 白

转录后修饰 [3-4]。许多肿瘤的形成和进展都涉及到

TET蛋白家族，其中TET蛋白家族在结肠癌的发生

发展的作用机制尚不明确。

microRNA（miRNA）为一类在进化过程中高

度保守，长度约为21~25  n t的具有调控功能的单

链 非 编 码 小 分 子 R N A [ 5 ]。 m i R N A 可 通 过 与 靶 基 因

mRNA 3'非编码区（3'UTR）的完全或不完全碱基

配 对 ， 导 致 靶 基 因 m R N A 降 解 或 其 蛋 白 翻 译 受 抑

制，以达 到 转 录 后 水 平 的 负 性 调 控 [ 6 ]。 m i R N A 与

多 种 肿 瘤 的 发 生 发 展 相 关 ， 其 具 有 类 似 癌 基 因 或

抑癌基因的作用 [7-8]。研究 [9-10]表明，miR -124 在

许 多 肿 瘤 中 具 有 重 要 的 调 节 功 能 。 m i R - 1 2 4 在 上

皮间质转化E M T 中发挥重要作用，在肿瘤进程中

它 可 影 响 并 促 进 细 胞 的 运 动 和 转 移 [ 1 1 - 1 2 ]。 m i R -

1 2 4 在 胃 癌 ， 胶 质 瘤 以 及 神 经 管 母 细 胞 瘤 等 肿 瘤

中 表 达 均 下 调 ， 且 m i R - 1 2 4 低 表 达 能 够 促 使 肿 瘤

细胞的增殖、侵袭、转移等 [13-14]，低表达的miR -

1 2 4 往 往 与 肿 瘤 患 者 的 不 良 预 后 密 切 相 关 [ 1 5 ]。 因

此 ， m i R - 1 2 4 可 能 为 结 肠 癌 的 生 物 治 疗 提 供 新 的

思路和方法。

本 研 究 采 用 荧 光 素 酶 报 告 基 因 活 性 检 测 、

MTS、Wes te rn  b l o t和Transwe l l等分子生物学方

法，证实miR-124可通过靶向调控TET抑制结肠癌

细胞增殖和侵袭，揭示了miR-124在结肠癌中的抑

癌的分子机制。

1　材料与方法

1.1  主要材料

双 荧 光 素 酶 活 性 检 测 试 剂 盒 （ 美 国 P r o m e g a

公司）。miR-124模拟物和miR-124抑制物（美国

A m b i o n 公 司 ） 。 T E T 单 克 隆 抗 体 和 β - a c t i n 抗 体

（美国Cell Signaling Technology公司）。

1.2  构建荧光素酶报告载体  

据TET基因的3'UTR序列和miR-124结合位点

设 计 合 成 野 生 型 和 突 变 型 引 物 ， 扩 增 退 火 后 ， 将

其 连 接 到 含 有 荧 光 素 酶 报 告 基 因 的 载 体 质 粒 上 。

双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 系 统 进 行 检 测 ， 并 记 录

实验结果。每次实验独立重复3次。

1.3  Western blot 检测 TET 的表达  

实验共分2组：miR -124模拟物组（miR -124

组）；阴性对照组（miR-NC组）。转染48 h后，

分别提取细胞总蛋白并测定浓度，Western blot实

验检测转染miR-124后对TET蛋白表达的影响。

q R T - P C R  用 R N A 抽 提 试 剂 盒 抽 提 组 织 中 总

RNA，并逆转录合成cDNA。PCR扩增反应体系为

20 μL，其中包括Taq DNA polymerase 5 U/μL） 

0.2 μL，TET primers（5 μM）0.4 μL，2×SYBR 

Mix 10 μL，RT product 2.0 μL，灭菌蒸馏水7.4 μL。

循环体系为: 95 ℃ 3inin，95 ℃ 12s，62 ℃ 35 s，

72 ℃ 30 s，一共35个循环。以β-act in为内参，

所测定的TET的相对表达量采用2-ΔΔCT法分析。

1.4  MTS 增殖实验  

实验共分6组：miR-124组，miR-NC组，TET

阴性对照组（si-NC组），TET1 siRNA组（si-TET1

Results: The results of the dual-luciferase reporter gene assay demonstrated that the 3’UTR of each TET mRNA 

was specifically matched by miR-124 and their luciferase activities were significantly inhibited (all P<0.05). The 

mRNA and protein expressions of TET in HT29 cells were significantly down-regulated after miR-124 mimics 

transfection (all P<0.05). The proliferative and invasion abilities of HT29 cells were significantly reduced after 

either miR-124 mimics or TET siRNAs transfection (all P<0.05).

Conclusion: MiR-124 inhibits proliferation and invasion of colon cancer cells probably through direct regulation 

of TET expression.

Key words Colonic Neoplasms; MicroRNAs; DNA Methylation; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness
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组），TET2 siRNA组（si-TET2组）和TET3 siRNA

组（si-TET3组）。6组分别转染（40 μmol/L），

转染48 h后，分别消化接种细胞于96孔板中，每

组 设 置 5 个 复 孔 ， 在 细 胞 培 养 临 近 饱 和 时 ， 向 每

孔加入灭菌MTS液20 μL（5 mg/mL），在孵育4 h

后取出，向每孔中加入150 μL DMSO，低速振荡 

10 min，随后选择570 nm波长，于酶标仪上测定

各孔的吸光值并记录结果，每组实验重复3次。

1.5  Transwell 侵袭实验

实 验 分 组 同 M T S 增 殖 实 验 ， 铺 加 适 量 的 基 质

胶 稀 释 液 在 T r a n s w e l l 小 室 中 ， 过 夜 成 膜 ， 取 出

100 μL（1×105个细胞/mL）的细胞稀释液接种至

Transwel l小室的上腔，并在下腔中加入500 μL含

1 0 % F B S （ 胎 牛 血 清 ） 的 R P M I - 1 6 4 0 培 养 液 ， 放

置于37 ℃、5%CO2的细胞培养箱中培养36 h后取

出，将小室上层的细胞用棉签擦弃，用PBS缓冲液

轻洗，用4%多聚甲醛固定，并用结晶祡染色，随

后PBS洗，倒置并晾干。在光学显微镜下观察并摄

像，并随机选取5个高倍视野来进行细胞计数，并

取平均值，每组实验重复3次。

1.6  统计学处理

采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。所有结

果均以均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用

t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miR-124 直接靶向结合 TET mRNA 的 3'UTR

降低荧光酶活性

为证明TET是否为miR-124的直接靶基因，采

用荧光素酶报告基因实验进行验证。将miR-124模

拟物或miR -NC分别与野生型TET -Wt报告载体或

突变型TET-Mut报告载体共转染到HT-29细胞中，

结果显示，共转染miR -124模拟物和野生型TET -

W t 报 告 载 体 组 的 荧 光 素 酶 活 性 分 别 下 调 3 6 . 2 %

（TET1，P<0.05），43.1%（TET2，P<0.05）和

38.5%（TET3，P<0.05）。而在miR-124模拟物与

突变型TET-Mut载体共转染组中，荧光素酶活性无

明显抑制（图1）。 
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图 1　荧光素酶活性报告实验结果　　注：1) 与 miR-NC 组
比较，P<0.05

Figure 1　Dual-luciferase repor ter gene assay　　Note:  
1) P<0.05 vs. miR-NC group

1) 1) 1)

2.2  miR-124 可抑制 TET 蛋白和 mRNA 表达水平

转染48 h后，采用Western blot和qRT-PCR方

法检HT29细胞TET蛋白和mRNA表达水平，结果

显示，miR -124组TET蛋白与mRNA表达水平均较

miR-NC组明显降低（均P<0.05）（图2）。

图 2　TET 的表达检测　　A：Western blot 检测蛋白表达；B：qRT-PCR 检测 mRNA 表达　　注：1) 与 miR-NC 组比较，P<0.05
F i g u r e  2 　 D e t e r m i n a t i o n  o f  T E T  e x p r e s s i o n s 　　A :  P r o t e i n  e x p r e s s i o n s  d e t e r m i n e d  b y  We s t e r n  b l o t  a n a l y s i s ;  

B: mRNA expressions detected by qRT-PCR　　Note: 1) P<0.05 vs. miR-NC group
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2.3  miR-124 和 si-TET 对结肠癌细胞增殖能力

的影响

为探究miR-124是否通过调控TET对结肠癌细

胞增殖的影响，采用MTS法检测HT29细胞增殖活

性。分别将si-NC、si-TET1、si-TET2、si-TET3、

miR-NC、miR-124转染HT29细胞，结果显示，转

染48 h后，si-TET1、si-TET2、si-TET3组的HT29

细胞增殖速度明显减慢，与si -NC组比较，差异均

有统计学意义（均P<0.05）。同时，miR-124组的

H T 2 9 细 胞 增 殖 速 度 也 明 显 减 慢 ， 与 m i R - N C 组 比

较，差异有统计学意义（P<0.05）（图3）。

2.4  miR-124 和 si-TET 对结肠癌细胞侵袭能力

的影响

采用MTS法检测HT29细胞侵袭能力，计数任

意5个显微视野内的细胞数进行统计分析。结果显

示，si-TET1，si-TET2、si-TET3组的HT29细胞侵

袭能力明显降低，与si -NC组比较，差异均有统计

学意义（均P<0.05）。同时，miR -124组的HT29

细胞侵袭能力也明显降低，与miR-NC组比较，差

异有统计学意义（P<0.05）（图4）。
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图 3　miR-124 模拟物转染与 TET 干扰对 HT29 细胞增殖

的影响　　注：1) 与 si-NC 组比较，P<0.05；2) 与 miR-
NC 组比较，P<0.05 

Figure 3　Effect of miR-124 mimics transfection or TET interference 
on proliferation of HT29 cells　　Note: 1) P<0.05 vs. si-
NC group; 2) P<0.05 vs. miR-NC group

1) 1) 1) 2)

3　讨　论

结 肠 癌 是 消 化 系 统 的 高 发 肿 瘤 之 一 ， 近 年

来 ， 结 肠 癌 在 我 国 的 发 病 率 呈 逐 年 上 升 的 趋 势 ，

是人类健康的严重威胁之一 [ 16]。目前为止，治疗

结 肠 癌 最 主 要 的 手 段 还 是 手 术 治 疗 或 者 联 合 化 学

治 疗 ， 然 而 接 近 一 半 的 患 者 在 发 现 时 已 经 有 了 转

移 ， 或 手 术 后 仍 复 发 ， 即 结 肠 癌 仍 保 持 着 较 高 的

是 病 死 率 。 目 前 结 肠 癌 的 发 病 机 制 及 复 发 转 移 机

制 仍 不 明 确 ， 因 此 结 肠 癌 发 病 机 制 研 究 及 新 的 有

效靶基因的发现仍然十分紧迫。

m i R N A 是 最 近 十 年 来 肿 瘤 研 究 领 域 的 明 星

分 子 ， 它 参 与 了 细 胞 生 命 活 动 调 控 中 众 多 的 信 号

转 导 途 径 ， 与 多 种 肿 瘤 的 发 生 及 发 展 密 不 可 分 。

miRNA为肿瘤的早期监测、诊断、治疗、预后及

耐 药 等 提 供 新 的 思 路 。 研 究 [ 1 3 - 1 5 ]表 明 m i R - 1 2 4 在

不 同 肿 瘤 组 织 中 存 在 明 显 的 表 达 下 调 ， 其 表 达 水

平 和 肿 瘤 的 多 种 临 床 病 理 学 参 数 以 及 不 良 预 后 相
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Figure 4　Effect of miR-124 mimics transfection or TET interference on invasion ability of HT29 cells　　Note: 1) P<0.05 vs. si-NC 
group; 2) P<0.05 vs. miR-NC group
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关 。 m i R - 1 2 4 在 不 同 的 肿 瘤 中 的 功 能 不 同 ， 可 能

发 挥 相 反 的 作 用 。 目 前 对 于 m i R - 1 2 4 在 结 肠 癌 中

的功能研究尚不深入，且miR-124和TET蛋白家族

的相互作用在结肠癌中尚未见报道。DNA甲基化

是一种重要的表观遗传修饰方式，而TET蛋白介导

的  D N A  去 甲 基 化 机 制 也 是 近 年 来 表 观 遗 传 研 究

的热点。TET蛋白家族包括三个成员TET1、TET2和

TET3，它们均具有将5mC转化为5hmC的能力[17-18]。

目前的研究提示，TET对基因的转录调控具有激活

与抑制双重功能，TET蛋白参与DNA去甲基化的表

观 遗 传 调 控 对 基 因 的 转 录 调 控 具 有 激 活 功 能 ， 然

而TET1对某些基因具有转录抑制作用，并且这种

作用被证明与羟化酶活性无关 [ 19]。近年研究发现

TET介导的DNA去甲基化与肿瘤发生密切相关。多

个实验表明，在哺乳动物表达的3个TET成员中，

基 因 突 变 或 结 构 异 常 与 造 血 系 统 恶 性 肿 瘤 密 切 相

关，研究[20-21]证实，TET蛋白基因突变或结构异常

与 造 血 系 统 恶 性 肿 瘤 密 切 相 关 ， 如 急 性 髓 系 白血

病、骨髓增生性肿瘤和慢性粒单核细胞白血病等，

而TET在结肠癌中的作用尚未见到相关文献报道。

本 研 究 通 过 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 分 析 验 证

m i R - 1 2 4 能 够 特 异 性 靶 向 结 合 T E T 的 m R N A  的

3'UTR。并通过Western blot进一步验证了结肠癌

HT29细胞中，miR-124对内源性TET蛋白家族的表

达具有抑制作用。随后，通过MTS以及Transwel l

实验，分别验证了miR-124能够通过调节TET影响

结肠癌HT29细胞的增殖与侵袭能力。

综上，本研究已验证miR-124可通过调节TET

蛋 白 家 族 抑 制 结 肠 癌 的 增 殖 和 侵 袭 ， 该 结 果 可 能

为 结 肠 癌 的 诊 断 和 治 疗 以 及 预 后 预 测 提 供 了 一 个

新的思路[22]。
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