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miRNA-186-5p 的表达与结肠癌细胞恶性表型的关系

曾庆华，陈志康

（中南大学湘雅医院 普通外科，湖南 长沙 410008）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探究 miRNA-186-5p 在结肠癌中的表达与功能。

方法：用 qPCR 检测 20 例配对的结肠癌与其癌旁组织标本，以及正常肠上皮 NCM460 细胞与不同结肠

癌 细 胞 系（HCT-116、HRT-18、HT-29） 中 miRNA-186-5p 的 表 达； 分 别 用 miRNA-186-5p 模 拟 物 或

阴性对照组序列转染 HCT-116 细胞后，用 CCK-8 实验、平板克隆形成实验、划痕实验及 Transwell 侵

袭实验检测细胞增殖、迁移和侵袭情况。

结果：miRNA-186-5p 在结肠癌组织中的表达明显低于相应癌旁组织中的表达，在各结肠癌细胞系中

均明显低于正常肠上皮 NCM460 细胞（均 P<0.05）；与转染阴性对照序列的 HCT-116 细胞比较，转染

miRNA-186-5p 模拟物的 HCT-116 细胞，细胞增殖能力明显降低、克隆形成数明显减少（114.0 个 vs. 

311.7 个）、划痕愈合率明显降低（28.7% vs. 77.0%）、侵袭细胞数明显减少（119.3 个 vs. 259.7 个），

差异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：miRNA-186-5p 在结肠癌组织中低表达或缺失，恢复 miRNA-186-5p 的表达水平能抑制结肠癌细

胞的恶性表型，提示 miRNA-186-5p 在结肠癌中发挥抑瘤作用。
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Relationship between miRNA-18-5p expression and malignant 
phenotype of colon cancer cells
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Abstract Objective: To investigate the expression and function of miRNA-186-5p in colon cancer. 

Methods: The miRNA-186-5p expressions in 20 paired specimens of colon cancer tissue and adjacent 

tissues as well as in normal intestinal epithelial NCM460 cells and different colon cancer cell lines (HCT-116, 

HRT-18 and HT-29) were determined by qPCR. Then, in HCT-116 cells after transfection with miRNA-

186-5p mimics or negative control sequences, the cell proliferation, migration and invasion were measured 

by CCK-8 assay, plate colony-forming assay, scratch wound-healing assay and Transwell invasion assay, 

respectively.  

Results: The miRNA-186-5p expression in colon cancer tissue was significantly lower than that in the 

adjacent tissue, and in each colon cancer cell line was significantly lower than that in normal intestinal 
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结肠癌是常见的恶性肿瘤，据统计，2012年，

全球有将近70万患者死于结肠癌[1]。近年来，随着

社 会 发 展 ， 生 活 方 式 和 饮 食 习 惯 等 的 改 变 ， 结 肠

癌 在 中 国 的 发 病 率 也 日 益 升 高 ， 更 加 严 重 威 胁 人

民群众的生命健康。有研究[2]发现，中国人已成为

结 肠 癌 的 易 发 人 群 。 因 此 ， 加 强 结 肠 癌 的 基 础 和

临床研究，实现结肠癌的早期诊断和治疗，不仅能

有效控制疾病的进程，还可极大地提高治疗效果。

微小RNA（microRNA，miRNA）是由19~24个核

苷酸组成的一类短链非编码小RNA分子，其通过

碱基互补配对的原则，介导靶基因mRNA的降解，

从 而 抑 制 靶 蛋 白 的 表 达 ， 发 挥 基 因 表 达 调 控 的 作

用，是一类重要的表观遗传调控方式 [3-5]。miRNA

参 与 了 各 种 生 理 病 理 过 程 的 调 控 ， 在 结 肠 癌 等 恶

性肿瘤的发生发展中，miRNA同样发挥了重要作

用 [3, 5-6]。miRNA-186在肝癌，食管癌等消化道肿

瘤 中 ， 存 在 表 达 缺 失 或 降 低 ， 恢 复 其 表 达 水 平 ，

能抑制肿瘤的恶性表型 [7-8]。同时，分析基因表达

综合数据库（gene expression omnibus，GEO）中

的结肠癌的miRNA芯片数据后发现，miRNA-186-

5p在结肠癌组织标本中显著低表达，因此，本研

究 通 过 一 系 列 分 子 生 物 学 和 细 胞 生 物 学 的 方 法 ，

初步探究miRNA-186-5p在结肠癌中的表达水平和

基本功能。

1　材料与方法

1.1  标本和细胞

本 实 验 中 所 用 的 组 织 均 收 集 于 中 南 大 学 普 通

外 科 2 0 1 5 年 6 月 — 2 0 1 6 年 5 月 经 手 术 切 除 后 病 理

确 诊 为 结 肠 癌 的 初 诊 患 者 。 同 时 收 集 癌 组 织 和 相

应的癌旁组织，共收集了20例配套标本。所有标

本 ， 经 切 除 后 立 即 转 入 液 氮 罐 中 保 存 ， 以 备 后 续

实 验 所 用 。 患 者 均 事 先 签 订 知 情 同 意 书 。 结 肠 癌

细胞系HCT -116，HRT -18，HT -29均由本科室实

验室保存，培养基为RPMI1640+10%胎牛血清，

于37 ℃、5%CO2细胞培养箱中进行培养。

1.2  试剂

R P M I 1 6 4 0 、 胎 牛 血 清 和 0 . 2 5 % 胰 蛋 白 酶 购

自以色列BI公司，TRIzol、Lipofectamine 2000和

Transwell小室购自美国Thermo公司，miRNA检测

试剂盒，miRNA -186 -5p模拟物，miRNA -186 -5p

和U6引物均购自广州锐博生物科技有限公司（详

细序列公司出于商业目的并未提供），CCK-8购自

南京诺唯瓒生物有限公司。

1.3  RNA 抽提与 qPCR 检测

利用经高温炙烤过灭活RNase的研钵，在液氮

存在下，将组织标本磨碎，加入1 mL TRIzol，继

续将组织磨成液状，按照说明书继续提取RNA。

细胞样本，经洗涤后，直接加入TRIzol，进行RNA

抽提。RNA经浓度和质量测定后，根据说明书，

进 行 R N A 逆 转 录 和 q P C R 检 测 。 以 U 6 为 内 参 ， 以

2-△△Ct方法进行相对定量分析。

1.4  miRNA 转染

转染前24 h，以2×105个/孔密度接种HCT-116

细胞于六孔板，按Lipofectamine 2000说明书配制

转染混合液，将miRNA-186-5p模拟物和对照序列

转 染 细 胞 ， 终 浓 度 5 0  n M 。 转 染 1 2  h 后 ， 消 化 细

胞，进行后续实验分析。

1.5  CCK-8 实验

将分别转染miRNA-186-5p模拟物和对照序列

的 H C T - 1 1 6 细 胞 ， 按 照 2  5 0 0 个 / 孔 的 密 度 接 种 于 

epithelial NCM460 cells (all P<0.05). In HCT-116 cells transacted with miRNA-186-5p mimics compared 

with HCT-116 cells transfected with negative control sequences, the proliferative ability was decreased, 

colony forming units were reduced (114.0 vs. 311.7), wound healing rate was lowered (28.7% vs. 77.0%), 

and the number of invaded cells was decreased (119.3 vs. 259.7), and all the differences had statistical 

significance (all P<0.05). 

Conclusion: The miRNA-186-5p expression is down-regulated or absent in colon cancer tissues, and restoring 

miRNA-186-5p expression can suppress the malignant phenotype in colon cancer cells. So it is suggested that 

miRNA-186-5p may play an anti-cancer role in colon cancer cells.
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9 6 孔 板 ， 每 组 设 置 5 个 复 孔 ， 于 接 种 后 2 4 、 4 8 、

72、96 h，按10 μL/孔的比例，加入CCK-8溶液，

37 ℃孵育1 h后，于450 nm下，检测吸光值，计算

细胞生长速率。

1.6  平板克隆实验

将分别转染miRNA-186-5p模拟物和对照序列

的 H C T - 1 1 6 细 胞 ， 按 照 1  0 0 0 个 / 孔 的 密 度 接 种 于 

6孔板，每组设置3个复孔，连续培养8 d后，弃培

养 基 ， 经 甲 醇 固 定 ， 结 晶 紫 染 色 后 ， 计 算 细 胞 数

>50的克隆数目。

1.7  划痕实验

将分别转染miRNA-186-5p模拟物和对照序列

的HCT -116细胞，按照2.5×10 5个/孔的密度接种

于6孔板，24 h后，待细胞铺满整个孔的面积后，

利用200 μL的tip，垂直均匀用力划线，经D-Hanks

清 洗 后 ， 于 倒 置 显 微 镜 下 观 察 初 始 划 痕 距 离 。 培

养36 h后，于镜下再次观察划痕距离，根据两次观

察 结 果 ， 计 算 相 对 移 动 距 离 ， 以 相 对 移 动 距 离 与

起始距离的比值，评价细胞迁移速率。

1.8  Transwell 侵袭实验

将分别转染miRNA-186-5p 模拟物和对照序列

的HCT -116细胞，按照2.5×10 4个/孔的密度（保

证 细 胞 悬 液 总 体 积 为 5 0 0  μ L ， F B S 浓 度 为 1 % ）

接种于包被有基质胶的Transwel l小室中，下层为 

7 5 0  μ L  5 % F B S + R P M I 1 6 4 0 培 养 基 ， 正 常 培 养

6 0  h 后 ， 弃 培 养 基 ， 经 D - H a n k s 清 洗 及 甲 醇 固 定

后 ， 进 行 结 晶 紫 染 色 ， 用 棉 签 小 心 去 除 上 层 膜 测

未 穿 过 的 细 胞 后 ， 于 倒 置 显 微 镜 下 观 察 细 胞 穿 过

情 况 ， 每 组 设 置 3 个 复 孔 ， 每 个 孔 随 机 选 取 5 个

视 野 ， 计 数 穿 过 细 胞 数 ， 以 平 均 数 作 为 此 孔 的 细

胞 穿 过 数 ， 取 3 个 复 孔 的 细 胞 穿 过 数 进 行 统 计 学 

分析。

1.9  统计学处理

利用SPSS 18.0统计分析软件进行数据分析，

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用两样

本 t检验比较实验组和对照组间的差异，P <0.05为

差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  miRNA-186-5p 在结肠癌组织中表达下调

利 用 q P C R 检 测 了 2 0 对 结 肠 癌 和 癌 旁 配 对

组 织 中 m i R N A - 1 8 6 - 5 p 的 表 达 水 平 。 结 果 显 示 ，

miRNA-186-5p在结肠癌中的表达水平明显低于其

在 配 对 癌 旁 组 织 中 的 表 达 水 平 ， 差 异 有 统 计 学 意

义（P<0.01）（图1）。
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图 1　qPCR 检测结肠癌组织与癌旁组织 miRNA-186-5p 的

表达
Figure 1　The miRNA-186-5p expressions in colon cancer tissues 

and their adjacent tissues detected by qPCR

P<0.01

2.2  miRNA-186-5p 在结肠癌细胞系中表达下调

在确认miRNA-186-5p在结肠癌组织中表达下

降后，进一步检测了miRNA-186-5p在结肠癌细胞

系中的表达水平。qPCR结果显示，与正常肠上皮

NCM460细胞相比，miRNA -186 -5p在结肠癌细胞

系HCT -116、HRT -18、HT -29中的表达水平明显

降低（均P<0.05）（图2）。
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图 2　qPCR 检测结肠癌细胞系和正常结肠上皮细胞系中

miRNA-186-5p 的表达
Figure 2　The miRNA-186-5p expressions in different colon cancer 

cell lines and normal colon epithelial cells determined by 
qPCR
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2.3  恢 复 miRNA-186-5p 表 达 抑 制 结 肠 癌 细 胞

HCT-116 的生长和增殖

为了探究miRNA-186-5p表达对结肠癌细胞生

长和增殖的影响，将miRNA-186-5p 模拟物瞬时转

染HCT-116细胞（miRNA-186-5p本底表达水平最

低，图2），成功恢复了HCT -116细胞中miRNA -

186-5p的表达水平（图3）。随后，利用CCK -8和

平板克隆形成实验，分析了miRNA-186-5p对HCT-

116细胞生长和增殖能力的影响。CCK-8和克隆形

成实验结果显示，转染miRNA-186-5p模拟物后，

HCT -116细胞的生长速度较阴性对照组明显减慢

（ 图 4 A ） ， 克 隆 形 成 数 较 阴 性 对 照 组 明 显 减 少

[（114.0±13.3）个vs.（311.7±9.2）个，P<0.01]

（图4B）。

2.4  恢 复 miRNA-186-5p 表 达 抑 制 结 肠 癌 细 胞

HCT-116 迁移和侵袭

将miRNA-186-5p模拟物瞬时转染HCT-116细

胞后，利用划痕实验和Transwel l小室侵袭实验，

研究miRNA-186-5p对HCT-116细胞迁移和侵袭能

力的影响。实验结果显示，转染miRNA-186-5p模

拟物后，HCT -116细胞的迁移距离较阴性对照组

明显变短[（28.7±2.2）% v s . （77.0±4.2）%，

P < 0 . 0 1 ] （ 图 5 A ） ， 消 化 基 质 胶 的 能 力 下 降 ，

穿 过 微 孔 膜 的 细 胞 数 目 较 阴 性 对 照 组 明 显 减

少 [ （ 1 1 9 . 3 ± 1 6 . 0 ） 个 v s . （ 2 5 9 . 7 ± 3 1 . 7 ） 个 ，

P<0.05]（图5B）。
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图 4　细胞生长和增殖能力检测　　A：CCK-8 检测细胞生
长速度；B：克隆形成实验检测细胞增殖

Figure 4　Measurement of cell growth and proliferation　　A: 
CCK-8 assay for cell growth; B: Colony-forming assay cell 
proliferation 
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图 3　qPCR 检测转染 miRNA-186-5p 模拟物 HCT-116 细

胞中 miRNA-186-5p 的表达
Figure 3　Detecting the expression of miRNA-186-5p in miRNA-

186-5p mimic transfected HCT-116 cells by qPCR
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3　讨　论

miRNA参与调控肿瘤发生发展的各个过程，

如 细 胞 周 期 进 程 、 细 胞 凋 亡 、 细 胞 干 性 、 放 化 疗

敏感性等。同时，miRNA还是理想的生物标志物，

可应用于肿瘤进程和临床治疗预后的判断。miRNA

在大肠恶性转化中同样发挥了重要作用 [3, 9]。数十

个miRNA被证实与结肠癌的恶性特征密切相关，

包括miRNA-23a、miRNA-135b等促进结肠癌发展

的促瘤miRNA及let-7a、miRNA-138等抑制结肠癌

发展的抑瘤miRNA[3, 6,  10-12]。新近研究[13-14]表明，

miRNA -186与炎症反应，衰老，尤其是肿瘤发生

等 生 理 病 理 进 程 密 切 相 关 ， 已 证 实 其 在 肝 癌 、 食

管 鳞 状 细 胞 癌 等 消 化 系 统 肿 瘤 ， 以 及 肺 癌 、 卵 巢

癌等肿瘤中表达缺失或降低 [7-8,15-18]。尽管已有文

献 [19]证实miRNA -186在结直肠神经内分泌肿瘤中

表 达 水 平 降 低 ， 但 其 在 更 大 范 围 病 理 类 型 的 结 肠

癌 中 的 表 达 水 平 和 功 能 仍 有 待 进 一 步 研 究 。 基 于

GEO miRNA表达谱芯片数据的提示，本研究利用

qPCR验证了miRNA -186 -5p在结肠癌组织中的表

达 情 况 ， 结 果 显 示 m i R N A - 1 8 6 - 5 p 在 结 肠 癌 组 织

中低表达，与芯片结果一致，同时也验证了Wang 

等 [19]证实的miRNA -186在结直肠神经内分泌肿瘤

中低表达这一结论[15]，提示miRNA-186-5p在结肠

癌中起负调控作用。

miRNA主要通过靶向不同靶基因，调控肿瘤

细 胞 的 生 长 和 增 殖 ， 侵 袭 转 移 ， 放 化 疗 敏 感 性 等

单个或多个生物学效应而发挥促进或抑制作用[20-21]。

已知，miRNA -186可以通过靶向不同靶基因，抑

制 肿 瘤 细 胞 生 长 和 侵 袭 ， 诱 导 其 凋 亡 ， 增 强 其 化

疗敏感性。比如，恢复肝癌细胞系HepG2、Hep3B

及 S N U 3 9 8 中 m i R N A - 1 8 6 的 表 达 ， 能 通 过 靶 向

YAP1蛋白，抑制Hippo信号通路，抑制肿瘤细胞

的增殖、迁移和侵袭等恶性表型[7]；在食管鳞状细

胞癌中，miRNA-186过表达能抑制SKP2的表达，

诱 导 食 管 鳞 状 细 胞 系 凋 亡 ， 而 抑 制 其 生 长 [ 8 ]。 在

非小细胞肺癌细胞系中，转染miRNA -186模拟物

后，能靶向抑制ROCK1，MAP3K2的表达，进而

抑制细胞的生长和迁移[15-16]；在多发性骨髓瘤细胞

系U266和RPMI-8226中，外源表达miRNA-186，

能 通 过 靶 向 抑 制 J a g g e d 1 ， 引 起 细 胞 周 期 G 1/ S 阻

滞，从而抑制细胞的增殖 [ 17]；在卵巢癌中，转染

m i R N A - 1 8 6 模 拟 物 ， 能 显 著 增 强 肿 瘤 对 化 疗 药

物 紫 杉 醇 和 顺 铂 的 敏 感 性 [ 1 8 ] 。 本 研 究 通 过 转 染
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图 5　细胞迁移和侵袭能力检测　　A：划痕实验检测细胞迁移；B：Transwell 实验检测细胞侵袭
Figure 5　Examination of cell migration and invasion　　A: Scratch wound-healing assay for cell migration; B. Transwell assay for cell invasion
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miRNA -186模拟物，恢复结肠癌细胞HCT -116中

miRNA-186-5p的表达水平后，HCT-116细胞的生

长 和 增 殖 速 率 明 显 减 慢 ， 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 能 力

也 显 著 下 降 。 因 此 ， 本 研 究 从 细 胞 水 平 证 实 ， 同

肝癌等其它肿瘤类似，miRNA -186在结肠癌中发

挥抑瘤作用。

综 上 所 述 ， 本 研 究 首 次 从 临 床 样 本 和 细 胞 水

平 证 实 了 m i R N A - 1 8 6 - 5 p 在 结 肠 癌 中 表 达 降 低 ，

并 进 一 步 证 实 其 在 结 肠 癌 中 发 挥 抑 瘤 功 能 ， 但 是

miRNA-186-5p调控的靶基因及调控的靶细胞通路

等具体的分子机制还有待进一步查实。
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