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miR-31在结直肠癌患者血清中的表达
及对结肠癌HCT116细胞增殖及凋亡的

影响
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　　［摘要］　背景与目的：microRNA与肿瘤关系密切，血清miRNAs可以作为筛选和监测结直肠癌的有效指

标。该研究旨在检测结直肠癌患者血清中miR-31的表达水平，并分析miR-31对结肠癌细胞增殖、凋亡及细胞周

期的影响。方法：收集40例结直肠癌患者和35例健康人群作为对照，采用实时荧光定量聚合酶链反应(real-

time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)，检测其血清miR-31的表达水平，

并分析结直肠癌患者血清miR-31的表达水平与临床病理特征之间的关系。采用脂质体转染将miR-31模拟物

(miR-31 mimics)和抑制剂(miR-31 inhibitor)转染到HCT116细胞，采用CCK-8法检测细胞增殖，流式细胞术检

测细胞凋亡及周期改变。结果：结直肠癌患者血清中miR-31的表达显著高于健康对照组，miR-31表达与结直肠

癌分化程度有关。转染miR-31mimics组HCT116细胞生长增快，而转染miR-31抑制剂后细胞增殖能力明显降低 

(P＜0.01)；同时miR-31mimics组细胞凋亡所占比例较miR-31抑制剂组和阴性对照组(miR-control，NC)明显减

少，尤其是晚期凋亡细胞减少为著；转染miR-31抑制剂组，G1期细胞较miR-31 mimics组和NC组明显增多。结

论：miR-31在结直肠癌患者血清中表达显著上调，miR-31可能通过促进结肠癌细胞增殖、抑制细胞凋亡而参与

了结直肠癌的发展进程，有望成为结直肠癌诊断的标志物。
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　　［Abstract］ Background and purpose: miRNA plays important roles in tumorigenesis. It has been reported 
that many kinds of serum miRNA serve as markers for tumor diagnosis and screening. This study aimed to detect the 
expression of serum miRNA-31 (miR-31) in colorectal cancer patients and to explore the effect of miR-31 on cell 
proliferation, apoptosis and cell cycle distribution. Methods: The expressions of miR-31 in 40 cases of colorectal 
cancer serum and 35 cases of the healthy control were examined by real-time fluorescent quantitative polymerase chain 
reaction (RTFQ-PCR). The correlation between miR-31 expression and clinicopathological features of colorectal cancer 
(including age, gender, depth of infiltration, lymph node metastasis, clinical stage) were further analyzed. The miR-31 
mimics, inhibitor and miR-control (negative control) were transfected into HCT116 cells. The effect of miR-31 on cell 
proliferation was evaluated by CCK-8 method. Flow cytometry was used to examine the change of cell apoptosis and 
cell cycle. Results: Relative expression of serum miR-31 was significantly increased in cancer patients compared with 
healthy controls (P<0.01). Expression of serum miR-31 was higher in poorly differentiated carcinoma than that in well  
or moderately differentiated carcinoma (P<0.05). No correlation was found between serum miR-31 expression and other 
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　　结直肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之

一，早期可以通过手术取得很好的疗效。由于

大多数患者早期缺乏特异性症状和体征，患者

就诊时多数已处于中晚期。因此，临床迫切

需要寻找有效的方法在早期发现肿瘤。血浆 

miRNA作为一种非侵入性的肿瘤诊断和预后评

价的标志物正显示出良好的应用前景。本研究

的前期研究结果显示，通过miRNA芯片技术能

发现在结直肠癌组织中miR-31的表达明显上

调。本研究旨在探讨血清 miR-31的表达并分析

miR-31对结肠癌细胞增殖及凋亡的影响。

1　资料和方法

1.1　研究对象

　　收集河北医科大学附属第一医院普外科

2011年1月—2012年6月原发性结直肠癌手术患

者40例(经术后病理切片证实)的临床资料，术

前均未接受过放化疗和生物治疗。其中男性25

例，女性15例，平均年龄64.2岁。同时收集35例

同期年龄匹配的健康体检人群的外周血，且证

实无肿瘤病史，其中男性19例，女性16例；年

龄37~78岁，平均年龄63.4岁。结直肠癌患者和

健康查体人群的年龄和性别匹配(P>0.05)。所有

样本的采集均获得参与者本人的知情同意，本

研究获得河北医科大学第一医院伦理委员会的

批准。

1.2　主要试剂

　 　 M c C o y s  5 A 培 养 液 、 胎 牛 血 清 购 自 美

国Gibco公司。TRIzol  LS、脂质体转染试剂

LipofectamineTM2000购自美国Invitrogen公司，

miRNeasy迷你试剂盒购自美国Qiagen公司，All-

in-One™ miRNA qRT-PCR检测试剂盒、miR-

31及内参U6的引物均购自广州复能基因有限

clinicopathological variables. CCK-8 assay showed that after transfection with miR-31 mimics, the cell proliferation 
was increased, compared with miR-31 inhibitor and negative control group. Meantime, the apoptotic cell number was 
significantly decreased, particularly in late apoptosis. The cell number of G1 stage was remarkably increased in miR-31 
inhibitor group, compared with miR-31mimics and negative control group. Conclusion: The expression of serum miR-
31 is higher in colorectal cancer. miR-31 can promote cell proliferation and inhibit the apoptosis of HCT116 cells. It 
might be a potential biomarker for colorectal cancer.
  　［Key words］ Colorectal cancer; miRNA-31(miR-31); Serum; Cell proliferation; Apoptosis

公司。miR-31mimics、抑制剂及miR-对照购

自广州市锐博生物技术有限公司。细胞计数试

剂盒-8(cell counting kit-8，CCK-8)试剂购自同

仁化学研究所；细胞凋亡检测试剂盒(Annexin 

Ⅴ-FITC)购自深圳欣博盛生物科技有限公司。

1.3　实验方法 

1.3.1　RNA 的提取

　　200 μL低温冷藏的血清，置于冰上融化，

且充分混匀。加入3倍体积的TRIzol LS到样本

中，在震荡器上充分混匀，室温放置5～15 min

进行变性处理(为了控制提取过程中样本间的差

异，在变性处理之后加入内参)。按等体积加入

氯仿，震荡器上充分混匀，室温放置15 min，在

4 ℃条件下，12 000×g离心15 min 抽提RNA。

将上层水相迅速转移到新管中，加入1.5倍体

积的无水乙醇，两者充分混匀。按照miRNeasy 

迷你试剂盒的操作手册用吸附柱进行RNA的 

富集。

1.3.2　实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain reaction，

RTFQ-PCR)检测血清miR-31的表达水平

　　取总RNA 0.5 μg进行逆转录反应，反应条

件：37 ℃×60 min，85 ℃×5 min。取反转录产

物cDNA 2 μL进行RTFQ-PCR反应。RTFQ-PCR

按照All-in-One™ miRNA qRT-PCR检测试剂盒

说明书操作，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。反应体系及试剂用量均严格按

照说明书进行。记录每个标本的Ct值，miR-

31的相对表达量用2-△CT法计算。其中ΔCt＝ 

CtmiR-31-CtU6。

1.3.3　细胞培养及转染

　　细胞培养：人结肠癌HCT116细胞用含10% 
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胎牛血清的McCoys 5A培养液于37 ℃、CO2体积

分数为5%的细胞培养箱中培养。根据细胞生长

状况每2~3 d更换新鲜培养液1次。当细胞融合率

为70%～80%时，用胰蛋白酶消化并进行细胞传

代或收集细胞。

　 　 细 胞 转 染 ： 收 集 处 于 对 数 生 长 期 的

HCT116细胞，重悬后接种于24孔板。然后采

用LipofectamineTM2000将miR-31 mimics、抑制

剂及miR-control转染到HCT116细胞中。转染后 

6 h，更换无血清培养液为新鲜完全培养液，继

续培养并进行后续实验。

1.3.4　CCK-8法检测不同转染组细胞的增殖 

能力

　　将不同转染组(miR-31mimics组、抑制剂

组及miR-对照组)HCT116细胞于转染后24 h消

化细胞，接种于96孔板，按照CCK-8说明书分

别于接种96孔板后第1、2、3和4 天向每孔加入 

10 μL CCK-8溶液，在培养箱中继续培养1 h，

用酶标仪测定在450 nm处的吸光度(D450 nm)。以

时间为横坐标，D450 nm为纵坐标绘制细胞生长曲

线。每组设4个复孔，实验重复3次。

1.3.5　流式细胞术检测不同转染组细胞的凋亡

　　收集转染48 h后各转染组细胞，用预冷

PBS液充分洗涤细胞2次。按照Annexin Ⅴ-FITC

试 剂 盒 提 供 的 说 明 书 进 行 溶 液 的 配 制 ， 以 

2 5 0  μ L 结 合 缓 冲 液 重 悬 细 胞 并 使 其 浓 度 至 

2×105个/mL~5×105个/mL，取195 μL的细胞悬

液加入5 μL Annexin Ⅴ-FITC，轻轻混匀，间隔 

3 min后再加入10 μL浓度为20 μg/mL的碘化丙啶

溶液，混匀后于室温下避光温育10 min，加入

300 μL结合缓冲液，轻轻混匀后上流式细胞仪

(BD Calibur，BD biosciences)进行检测分析。 

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 17.0 统计软件进行统计学分析。

计量数据以x±s表示，组间比较采用t检验，多

组数据之间的差异采用单因素方差分析；大肠

癌临床病理特征与miR-31表达水平(-ΔCt)之间

的关系分析采用独立样本t检验或方差分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　结直肠癌患者血清miR-31的表达

　　本研究收集了40例结直肠癌患者术前血清

标本，同时收集了35例健康人群(其性别、年龄

构成与结直肠癌患者差异无统计学意义)的血清

标本进行miR-31检测。结果发现，结直肠癌患

者血清miR-31的表达显著增加，结直肠癌患者

血清miR-31的相对表达量中位数为0.005 87，健

康人群miR-31相对表达量中位数为0.000 37，结

直肠癌患者血清miR-31表达明显高于正常健康

人群，差异有统计学意义(P<0. 001，图1)。

图 1　结直肠癌和健康对照组血清miR-31的表达

Fig. 1    Expression of serum miR-31 in colorectal cancer and the 

healthy control 

 **:  P<0.01, as compared with normal group

2.2　血清miR-31表达水平与结直肠癌患者临

床病理特征之间的关系

　　血清miR-31表达和结直肠癌临床病理特征

间的关系见表1。miR-31在不同临床分期，其

表达水平不同。随着病情进展，血清miR-31有

增高趋势，Ⅲ期miR-31的表达较Ⅰ期和Ⅱ期增

高，但是差异无统计学意义(P>0.05)。在低分化

结直肠癌中血清miR-31表达水平较高分化腺癌

增高约2倍，差异有统计学意义(P<0.05，表1)。

王园园，等.　miR-31在结直肠癌患者血清中的表达及对结肠癌HCT116细胞增殖及凋亡的影响
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表 1　结直肠癌患者血清miR-31与临床病理指标关系

Tab. 1    Relationship between the expression of serum miR-31 

and clinicopathological features of colorectal carcinoma

Item n miR-31(-∆Ct) P value
Gender P>0.05
   Male 25 7.43±0.784
   Female 15 7.33±0.763
TNM stage P>0.05
  Ⅰ 12 7.93±0.924
  Ⅱ 15 7.41±0.896
  Ⅲ 13 7.11±0.913
Differentiation P<0.05
   High 12 7.96±0.853
   Moderate 13 7.45±0.821
   Low 15 6.95±0.756

2.3　miR-31对结肠癌HCT116细胞增殖活性的

影响

　　使用CCK-8检测不同组别HCT116细胞在

不同时间点的细胞生长情况。结果发现，转染

miR-31mimics组与miR对照组相比，细胞生长活

力增加，而转染miR-31抑制剂组细胞生长活力

显著降低(P<0.01，图2)。

2.4　miR-31对结肠癌HCT116细胞凋亡的影响

　 　 本 研 究 采 用 流 式 细 胞 术 检 测 不 同 组 别

HCT116细胞凋亡情况。结果显示，miR-31mimics

组HCT116细胞的早期凋亡细胞所占比例为

(1.80±0.73)%，晚期凋亡细胞为(6.01±0.61)%，

活细胞数为(91.72±1.26)%；miR-31抑制剂

组早期凋亡细胞为(3.31±0.38)%，晚期凋亡

细胞所占比例为(14.19±2.72)%，活细胞数

为(77.92±1.94)%；miR对照组早期凋亡细胞

为(3.69±0.12)%，晚期凋亡细胞所占比例为

(15.25±2.62)%，活细胞数为(75.06±1.88)%。3组

之间早期凋亡细胞差异无统计学意义(P>0.05)，

而晚期凋亡细胞差异无统计学意义(P>0.05)。miR-

31mimics组晚期凋亡细胞较miR-31抑制剂组及miR

对照组明显减少，而miR-31抑制剂组和miR对照组

相比差异无统计学意义(P>0.05，图3)。

图 3　miR-31对细胞凋亡的影响 

Fig. 3    Effects of miR-31 on cell apoptosis

 The miR-31 mimics compared with miR-31 inhibitor, P<0.05; The miR-31 mimics compared with negative control, P<0.05 

图 2　miR-31 对细胞增殖的影响

Fig. 2    Effects of miR-31 on cell proliferation
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2.5　miR-31对结肠癌HCT116细胞周期的影响

　　采用流式细胞术检测不同组别HCT116细胞

周期分布情况。结果显示，miR-31抑制剂组G1

期细胞较miR-31 mimics和miR对照组细胞明显

增多，S期细胞明显减少(P<0.05，图4)。

图 4　miR-31对细胞周期的影响

Fig. 4    Effects of miR-31 on cell cycle distribution

 The miR-31 mimics compared with miR-31 inhibitor, P＜0.05; miR-31 inhibitor compared with negative control, P＜0.05

3　讨　　论

　　microRNA(miRNA)是一类长18~22 nt的单链

非编码RNA，通过特异性识别并结合靶mRNA

的3’-UTR区，促进靶mRNA降解和(或)阻碍翻

译过程而发挥作用［1］。越来越多的证据表明， 

miRNA参与多种肿瘤发生、发展的多个环节，

如结直肠癌中miR-139-5p低表达，且与肿瘤细

胞增殖、浸润与转移有关［2］。本课题组前期采

用miRNA芯片筛选发现，miR-31在结直肠癌组

织中表达增加［3］，提示miR-31可能与结直肠癌

的发生、发展有关。

　　人miR-31首先在HeLa细胞中被发现，研

究证实，miR-31在多种恶性肿瘤中表达异常

且存在组织差异性。有研究表明，其可以作为

癌基因(oncomiR)，如miR-31通过调控LATS2和

PPP2R2A导致肺癌细胞生长加快［4］；miR-31

可以通过阻抗或抑制缺氧诱导因子增加头颈鳞

癌细胞的进展［5］；在结直肠癌，miR-31通过

激活RAS信号通路，通过抑制RASA1翻译，增

加结肠癌细胞生长，促进肿瘤生成［6］。相反，

miR-31也可作为肿瘤抑制因子，如miR-31表

王园园，等.　miR-31在结直肠癌患者血清中的表达及对结肠癌HCT116细胞增殖及凋亡的影响
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达和乳腺癌的转移呈负相关，miR-31通过介导

的ITGA5、RDX和RhoA抑制乳腺癌转移［7］。

miR-31通过调控细胞周期关键蛋白如E2F1、

E2F2、FOXM1和MCM2等破坏细胞稳态，导致

前列腺癌的发生、发展［8］。另外有学者研究发

现，miR-31作为一个肿瘤抑制因子，通过直接

调控HDAC2和CDK2表达抑制肝癌细胞生长和 

转移［9］。

　　miR-31在结直肠癌中高表达，且能促进

肿 瘤 生 长 提 示 m i R - 3 1 可 能 是 一 种 肿 瘤 标 志

物。许多研究表明，肿瘤患者血液中可检测

到miRNA异常表达［10-11］。食管鳞癌患者血清

miR-31的表达较正常对照组明显增高，且高

表达miR-31者，无瘤生存期和总生存期均缩 

短［12］。另有学者检测了结直肠癌患者血清中

包括miR-31在内的6个miRNA(包括miR-21、let-

7g、miR-31、miR-92a、miR-181b和miR-203)

的表达，证实在结直肠患者和正常对照组有显

著差异，且其表达和结直肠癌的进展有关，而

且同时检测这6种miRNA可以很好的区分结直肠

癌患者和非患者，其灵敏度和特异度分别高达

90%和92.3%［13］。

　　本实验结果发现，结直肠癌患者血清miR-

31表达明显高于正常健康人群，并且在低分化

腺癌中的表达水平高于高分化腺癌，提示miR-

31可能参与了结直肠癌的进展过程。另外本研

究发现，随着肿瘤分期升级，血清miR-31的表

达有增高的趋势，差异无统计学意义，分析其

原因可能与我们纳入研究的样本量太少有关。

　　同时，本研究将人工合成的miR-31mimics

和抑制剂转染人结肠癌HCT116细胞，体外细

胞实验初步研究了miR-31的功能。结果证实，

miR-31过表达组细胞生长明显增快，且细胞凋

亡减少；抑制miR-31表达可以降低细胞活力，

同时可以诱导细胞凋亡增加，导致细胞周期阻

滞。细胞生长和侵袭是肿瘤细胞的重要特征，

抑制细胞生长可以有效阻止肿瘤进展。

　　本实验不足之处是需要加大研究的样本

量，同时可以联合其他miRNA检测，分析其联

合表达与结直肠癌临床病理资料间的关系，同

时分析其用于结直肠癌诊断的灵敏性和特异

性，以将其用于临床，对结直肠癌患者的早

期、无创诊断提供更好的参考价值。
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