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上调 miRNA-34a 表达对人结肠癌细胞体外生长的影响

李军，许荣华，周晓华，黄亮

（海南医学院附属医院 普通外科，海南 海口 570102）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨上调 miRNA-34a 表达对人结肠癌细胞株体外生长的影响。

方法：分别用人工合成的 miRNA-34a 模拟物与阴性对照序列转染人结肠癌 HT-29 细胞，培养一定时

间后，用 MTT 法检测细胞增殖情况；流式细胞技术检测细胞的凋亡；qRT-PCR、Western blot 法检测

SIRT1 的 mRNA 和蛋白的表达。

结果：与转染阴性序列的 HT-29 细胞比较，转染 miRNA-34a 模拟物的 HT-29 细胞 48 h 后增殖能力明

显降低；72 h 后细胞凋亡率明显增加，miRNA-34a 靶基因 SIRT1 的 mRNA 与蛋白表达均明显降低，差

异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：miRNA-34a 可能通过调节其靶基因 SIRT1 的表达影响结肠癌细胞的生物学行为，上调 miRNA-

34a 的表达能抑制结肠癌细胞的生长。
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Effect of miRNA-34a up-regulation on growth of human colon 
cancer cells in vitro
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Abstract Objective: To investigate the effect of up-regulating miRNA-34a expression on growth of human colon cancer 

cells in vitro. 

Methods: Human colon cancer HT-29 cells were transfected with artificially synthesized miRNA-34a mimics 

and negative control sequences respectively. After culture for various times, the cell proliferation was measured by 

MTT assay, the apoptosis was detected by flow cytometry, and the expression of SIRT1 mRNA and protein was 

detected by qRT-PCR and Western blot analysis, respectively.

Results: Compared with HT-29 cells transfected with negative control sequences, the proliferation of HT-29 

cells transfected with miRNA-34a mimics was significantly decreased after 48-h culture; the apoptosis rate was 

significantly increased, and both expressions of SIRT1 mRNA and protein were significantly down-regulated after 

72-h culture, and all differences had statistical significance (all P<0.05). 

Conclusion: MiRNA-34a can influence the biological behaviors of colon cancer cells probably through regulating 
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结 肠 癌 （ c o l o n  c a n c e r ） 是 最 常 见 的 消 化 系

统 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 其 发 病 率 及 病 死 率 已 居 所 有 恶

性 肿 瘤 的 第 2 位 [ 1 ]。 文 献 [ 2 ]报 道 ， 我 国 结 肠 癌 的 发

病 率 位 居 所 有 恶 性 肿 瘤 的 第 3 位 ， 且 呈 现 逐 年 上

升 的 趋 势 ， 但 结 肠 癌 的 发 生 、 发 展 的 分 子 机 制 仍

不 清 楚 。 微 小 R N A （ m i c r o R N A ， m i R N A ） 是 一

种 大 小 为 1 9 ~ 2 5  b p 的 单 链 小 分 子 R N A ， 其 通 过

与其靶mRNA的3' -UTR区结合，下调靶基因的表

达 水 平 ， 阻 止 m R N A 的 翻 译 。 研 究 [ 3 ]表 明 ， 多 种

miRNA在结肠癌中存在差异表达，并能调控结肠

癌 细 胞 的 增 殖 、 凋 亡 、 转 移 等 多 种 生 物 学 行 为 。

m i R - 3 4 a 是 一 种 位 于 染 色 体 1 p 3 6 ， 可 单 独 转 录 表

达 的 基 因 ， 在 多 种 肿 瘤 中 表 达 均 下 调 ， 其 表 达 水

平 的 下 调 参 与 调 控 肿 瘤 细 胞 的 生 长 、 迁 移 以 及

化 疗 抵 抗 等 肿 瘤 细 胞 的 生 物 学 特 性 [ 4 - 6 ]。 然 而 ，

m i R - 3 4 a 在 结 肠 癌 细 胞 中 的 生 物 学 功 能 及 其 分 子

机 制 尚 未 见 相 关 报 道 。 本 研 究 通 过 人 工 合 成 的

miR-34a模拟物转染至人结肠癌细胞株HT -29，探

讨miR-34a及其靶基因SIRT1在结肠癌中的发生、

发 展 机 制 ， 为 研 究 结 肠 癌 的 发 生 机 制 提 供 实 验 

依据。

1　材料与方法

1.1  细胞株及主要试剂 

人 结 肠 癌 细 胞 株 H T - 2 9 购 自 中 科 院 上 海 细 胞

生 物 研 究 所 ； 胎 牛 血 清 （ F B S ） 和 D M E M 细 胞 培

养液购自Gibco公司；总RNA提取试剂盒TRIzol试

剂购自美国Invitrogen公司；real t ime PCR试剂盒

购自TaKaRa公司；逆转录试剂盒M-MLV购自美国

Promega公司；SYBR premix ex taq试剂盒购自美

国Axygen公司；目的基因及内参引物均有上海生

物工程公司设计和合成；miRNA-34a模拟物及 对

照 序 列 购 自 广 州 锐 博 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 兔 抗 人

SIRT1单克隆抗体购自CST公司；细胞凋亡试剂盒

购自美国eBioscience公司。

1.2  细胞培养 

人 结 肠 癌 细 胞 株 H T - 2 9 培 养 在 含 1 0 % F B S 的

DMEM细胞培养液中，置于37 ℃ 5% CO  2培养箱

培养，待细胞生长90%汇合后进行传代，传代2~3代

后取对数生长期细胞进行后续实验。

1.3  人结肠癌细胞株 HT-29 转染 

HT -29细胞接种于6孔板中，采用含10%FBS

的 D M E M 细 胞 培 养 液 培 养 细 胞 至 汇 合 达 5 0 % 时 ，

实 验 组 每 孔 加 入 1 0 0  p m o l / L  m i R N A - 3 4 a 模 拟 物

及5 μL L ipo fec t amine TM 2000；对照组每孔加入 

1 0 0  p m o l / L 对 照 序 列 及 5  μ L  L i p o f e c t a m i n e T M 

2 0 0 0 。 每 孔 加 入 不 含 F B S 的 D M E M 细 胞 培 养 液 

2 mL，置于37 ℃ 5% CO 2培养箱培养6 h后，更换

细胞培养液继续培养。

1.4  细胞活力测定 

收集转染24、48、72 h后的HT -29细胞，无

血 清 的 D M E M 培 养 液 重 悬 细 胞 后 制 备 细 胞 数 为

1 × 1 0 5/ m L 的 单 细 胞 悬 液 。 以 每 孔 2 0 0  μ L 接 种 于 

96孔板，每组设6个复孔及1个空白对照孔，置于

37 ℃ 5% CO 2培养箱培过夜。加入20 μL终浓度为

5 mg/mL的MMT溶液，避光培养4 h，弃去上清后

每孔加入DMSO溶液150 μL，37 ℃低速振荡孵育

10 min。置于酶标仪上测定各孔490 nm的吸光度

值。以0 h实验组及对照组的吸光度值为1，计算不

同时间段两组吸光度（OD）值表示相对细胞增殖

率，每个样本重复实验3次。

1.5  细胞凋亡检测 

收集转染72 h后的HT-29细胞，0.01 mol/L的预

冷PBS溶液细胞细胞2次，胰酶消化细胞，0.01 mol/L

的PBS溶液再次洗涤细胞，1 500 r /min离心5 min

后弃上清，1×结合缓冲液重悬细胞，调整细胞数

为1×10 6/mL，每管加入500  μL细胞悬液、5 μL 

annexin V-FITC和10 μL PI充分混匀后，室温下避

光反应10 min，进行流式细胞术检测细胞凋亡。

1.6  qRT-PCR 检测 SIRT1 mRNA 的表达  

收集转染72 h后的HT-29细胞，按 TRRIzol试

expression of its target gene SIRT1, and up-regulating miRNA-34a expression can inhibit the growth of colon 

cancer cells.
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剂盒说明书提取细胞总RNA，按逆转录试剂盒说

明书设置反转录条件：70℃预变性5 min，37 ℃

逆转录反应1 h，85℃反应5 min。每个样本均设置 

3 个 复 孔 ， 取 2  μ L   c D N A 配 制 R T - P C R 体 系 ， 按

下面条件进行PCR反应：95 ℃预变性30 s，95℃

变 性 5  s ， 6 0  ℃ 退 火 延 伸 3 0  s ， 扩 增 4 0 个 循 环 。

2-△△Ct计算SIRT1 mRNA的相对表达量。以β-actin

作为内参。

1.7  Western blot 检测 SIRT1 蛋白的表达  

收集转染72 h后的HT -29细胞，加入RIPA细

胞裂解液置冰上裂解10 min。收集裂解的细胞置

1.5 mL EP管中，4 ℃ 14 000 r /min离心10 min，

取上清。BCA法测定总蛋白浓度，每孔加入50 μg

蛋 白 样 品 ， 1 0 0  g / L  S D S - P A G E 分 离 蛋 白 。 采 用

Bio-Rad半干转印系统，20 V转膜1 h，50 g/L BSA

室 温 封 闭 1 . 5  h ， 加 入 兔 抗 人 S I R T 1 单 克 隆 抗 体 

（1:1 000）及小鼠抗人β-actin抗体（1:1 000），

4 ℃孵育过夜，0.01 mol/L TBST漂洗5 min×3次，

分 别 加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔 I g G ， 

37 ℃孵育1 h，0.01 mol/L TBST漂洗5 min×3次。

暗室内，在膜上滴加ECL溶液，并使胶片曝光，全

自动洗片机洗片。

1.8  统计学处理 

采用SPSS 19.0统计学软件进行分析，数据以

均数±标准差（x±s）表示，组间比较采用独立样

本t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miRNA-34a 模拟物转染的转染效率

采用脂质体转染法转染miRNA -34a模拟物人

结肠癌细胞HT-29后，用RT-PCR检测miRNA-34a

模 拟 物 的 转 染 效 率 ， 结 果 显 示 ， 实 验 组 m i R N A -

34a的表达水平明显高于阴性对照组，差异有统计

学意义（P<0.05）（图1）。

2.2  miRNA-34a 过表达对人结肠癌细胞 HT-29

增殖能力的影响

采用MTT法检测转染miRNA -34a模拟物24、

48、72 h后人结肠癌细胞HT-29增殖情况的变化。

结果表明，实验组转染miRNA-34a模拟物48 h后人

结肠癌细胞HT-29增殖能力明显低于阴性对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）（图2）。

2.3  miRNA-34a 过表达对人结肠癌细胞 HT-29

凋亡的影响

采用流式细胞技术检测miRNA -34a模拟物转

染人结肠癌HT-29细胞72 h后细胞凋亡情况，结果

显 示 ， 实 验 组 细 胞 凋 亡 率 明 显 高 于 阴 性 对 照 组 ，

差异有统计学意义（P<0.05）（图3）。

2.4  miRNA-34a 下调 HT-29 细胞 SIRT1 的表达

水平

采用qRT-PCR和Western blo t法检测miRNA -

34a过表达后HT -29细胞SIRT1 mRNA和蛋白的表

达水平，结果显示，实验组SIRT1 mRNA和蛋白的

表 达 水 平 均 明 显 低 于 阴 性 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学

意义（均P<0.05）（图4）。
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图 1　RT-PCR 检测 miRNA-34a 模拟物转染效率
Figure 1　RT-PCR detection for transfection efficiency of miRNA-

34a 
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图 2　miRNA-34a 对 HT-29 细胞增殖能力的影响
Figure 2　Effect of miRNA-34a on cell proliferation in HT-29 cells



李军，等：上调miRNA-34a 表达对人结肠癌细胞体外生长的影响第 4 期 527

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

3　讨　论

结 肠 癌 是 最 为 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 其 发

病 机 制 仍 不 明 确 ， 目 前 治 疗 最 有 效 的 方 法 是 根

治 性 手 术 联 合 化 疗 ， 患 者 术 后 5 年 生 存 率 大 约 为

93%[7]。然而近50%的结肠癌患者在初次就诊时便

已失去根治性手术机会，甚至超过30%患者手术之

后出现复发[8]。因此，寻找新的有效的结肠癌生物

治疗靶点，已成为提高结肠癌诊治的重要途径。

miRNA是一类内源性的非编码的小RNA，通

过 与 靶 基 因 m R N A 的 3 ' 非 翻 译 区 结 合 ， 形 成 发 卡

样 结 构 ， 从 而 下 调 靶 基 因 的 表 达 ， 抑 制 靶 蛋 白 的

翻 译 [ 9 ]。 M i R - 3 4 a 是 一 种 肿 瘤 抑 制 因 子 ， 调 控 多

种 肿 瘤 的 发 生 、 发 展 。 目 前 研 究 [ 1 0 ]表 明 m i R N A -
3 4 a 可 靶 向 结 合 多 种 蛋 白 的 m R N A ， 从 而 调 控 相

关功能。研究 [11-13]显示，miRNA -34a在胰腺癌细

胞 、 前 列 腺 癌 细 胞 和 胃 癌 细 胞 中 具 有 抑 制 肿 瘤 细

胞增殖、促进细胞凋亡的作用。Rathod等 [14]研究

发现，神经瘤细胞过表达miRNA -34a可显著抑制

细 胞 的 增 殖 、 促 进 细 胞 的 凋 亡 。 本 研 究 通 过 瞬 时

转染方法，在结肠癌HT -29细胞中过表达miRNA -
34a，MTT和流式细胞技术检测miRNA-34a可显著

抑制HT-29细胞的增殖且促进细胞凋亡。结果提示

miRNA -34a过表达可能与结肠癌细胞的自我更新

存在关系。

SIRT1是一种NAD+依赖的去乙酰化酶，参与

多 种 生 理 过 程 的 调 节 ， 不 同 种 类 的 肿 瘤 发 挥 抑 癌

基因和癌基因的双重调节作用[15-16]。SIRT1与细胞

生 存 密 切 相 关 ， 可 参 与 调 控 p 5 3 、 b c l - 2 等 多 种 细

胞凋亡蛋白，从而调节细胞的凋亡 [17]。Zhou等 [18]

研究表明，SIRT1在前列腺癌的表达明显下调，发

挥 抑 癌 基 因 的 作 用 。 荧 光 素 酶 报 告 实 验 证 实 在 胃

癌细胞中SIRT1为miRNA -34a的下游靶蛋白 [19]。

此 外 ， m i R N A - 3 4 a 可 靶 向 抑 制 S I R T 1 的 表 达 ， 增
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图 3　miRNA-34a 对 HT-29 细胞凋亡的影响
Figure 3　Effect of miRNA-34a on apoptosis in HT-29 cells
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加 胰 腺 癌 细 胞 的 化 疗 敏 感 性 ， 并 抑 制 胰 腺 癌 细 胞

的 增 殖 [ 2 0 ]。 本 研 究 通 过 使 用 化 学 合 成 的 m i R N A -

34a模拟物和对照序列转染至结肠癌细胞株来调节

miRNA -34a在HT -29细胞中的表达水平，且采用

qRT -PCR技术对miRNA -34a的表达进行验证。采

用qRT-PCR和Western blot技术验证miRNA-34a的

异常表达对结肠癌HT-29细胞SIRT1 mRNA和蛋白

表达水平的影响。结果显示，miRNA -34a过表达

可显著抑制结肠癌HT-29细胞SIRT1 mRNA和蛋白表

达水平。提示在结肠癌细胞中，miRNA-34a可通过

调控SIRT1的表达水平来调节细胞的增殖和凋亡。

综上所述，miRNA-34a可能通下调SIRT1的表

达 水 平 发 挥 抑 制 结 肠 癌 细 胞 增 殖 并 促 进 癌 细 胞 凋

亡作用。因此，miRNA -34a可能成为新的结肠癌

生物治疗靶点。
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