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微小RNA-187*在结直肠癌组织中表达
及其对结肠癌细胞凋亡的影响
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　　［摘要］　背景与目的：微小RNA(microRNA, miRNA)在细胞分化、细胞周期及凋亡过程中发挥重要作

用。miRNA通过扩增、缺失、突变和沉默等机制影响癌症的发生、发展。本研究探讨miR-187*在结直肠癌组

织中的表达和临床意义，以及上调miR-187*表达量对结肠癌细胞凋亡的影响。方法：采用实时荧光定量反

转录聚合酶链反应(real-time quantitative reverse transcription-PCR，real-time PCR)的方法在40例

结直肠癌患者组织标本中检测miR-187*的表达水平，结合病理资料分析其临床意义。HCT116细胞转染miR-

187*mimics后，用Annexin-Ⅴ FITC/PI流式细胞术检测miR-187*对凋亡的影响。结果：miR-187*在结直肠癌

组织中表达量为0.165(0.106，0.428)，明显低于正常黏膜组织表达量［0.334(0.211，0.712)］，差异有统

计学意义(P<0.05)，且在黏液癌及高龄患者中下调更明显(P<0.05)。将miR-187*mimics转染至HCT116中可提

高其表达量，通过流式技术检测发现，与对照组早期凋亡率[(23.010±1.279)%]相比较，实验组早期凋亡率

［(26.748±1.098)%］升高，差异有统计学意义(P＜0.05)。结论：miR-187*在结直肠癌组织中低表达，并且

与组织学类型及年龄有关；miR-187*表达上调可促进HCT116早期凋亡；miR-187*具有潜在抑癌作用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: MicroRNAs (miRNAs) play an important role in tumor biological 
behavior. miRNAs are down-regulated or up-regulated in various cancer types, triggering abnormal cell differentiation, 
proliferation and apoptosis. This study was designed to investigate the expression and clinical significance of miR-187* 
in colorectal cancer (CRC), and further to investigate its roles in promoting cell apoptosis. Methods: The expressions 
of miR-187* in 40 CRC cases were examined by real-time quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR). The 
relationship between miR-187* expression and clinical features of CRC was analyzed. HCT116 cells were transfected 
with a miR-187* mimic and the apoptosis of the transfected cells were examined by flow cytometry (FCM). Results: 
The expression of miR-187* was down-regulated in CRC tissues 0.165 (0.106, 0.428) compared with those in normal 
tissues 0.334 (0.211, 0.712) (P<0.05), especially in mucinous carcinoma and older age CRC (P<0.05). Transfection 
of HCT116 cells with a miR-187* mimic up-regulated the expression of miR-187* and increased cell early apoptosis 
(P<0.05). Conclusion: The expression level of miR-187* was lower in CRC. miR-187* expression correlates with 
histological type and age. Transfection of HCT116 cells with a miR-187* mimic accelerates apoptosis of tumor cells, 
suggesting that miR-187* is a potent tumor suppressor.
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　　结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一。美国全

球癌症统计分析报告显示：结直肠癌在常见

癌症中位居前三。2008年，全球范围内新增约 

1 200万结直肠癌患者，其中60.8万例死亡(占所

有癌症死亡人数的8%，成为第四大最常见的癌

症死亡的原因)［1］。我国农村和城市结直肠癌

发病率均呈逐年升高趋势［2］，结直肠癌的发

病机制仍不明确。miRNA的出现为结直肠癌的

研究提供了新的切入点。miRNAs是一类小的

可调控基因表达的内源性非编码RNA，长度为

19~24 bp，广泛存在于真核细胞生物中，主要

在转录后水平调控基因表达功能。miRNA在肿

瘤的发生、发展中所扮演的角色受到越来越多

研究者的关注，结合表观遗传学探讨其表达调

节也是当前研究热点［3］。本课题组早期利用

基因芯片技术对miRNAs进行筛查发现，miR-

187*在结直肠癌组织中低表达。查阅文献发现

miR-187*参与冠心病［4］、男性胸主动脉瘤［5］

疾病发生、发展的调控，但对miR-187*在肿瘤

中研究的文献较少。本研究旨在探讨miR-187*
在结直肠癌组织中的表达、临床意义；上调

miR-187*表达量对结肠癌细胞凋亡的影响。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　临床标本

　　收集2011年5月—2012年5月河北医科大学

第一医院、河北医科大学第四医院结直肠癌手

术标本40例。每例标本分别取自结直肠原发肿

瘤组织及上(下)切缘正常黏膜且术后病理证实

无癌组织侵犯。新鲜标本离体后迅速置于液氮

中，于-80 ℃保存。40例患者术前未接受任何

化疗和放疗。

1.1.2　细胞株

　　结肠癌细胞株HCT116由香港中文大学消化

疾病研究所于君馈赠。

1.1.3　主要试剂  

　　McCoy’s 5A培养液、胎牛血清(FBS)、青

霉素链霉素(PEST)均购自美国Gibco公司。胰

蛋白-乙二胺四乙酸(EDTA)消化液购自北京诺

博莱德科技有限公司。Annexin V-FITC试剂盒

购自深圳欣博盛生物科技有限公司。miR-187* 

mimics和negative control转染试剂盒购自广州

锐博生物科技有限公司。LipofectmanineTM2000
及TRIzol试剂均购自美国Invitrogen公司。实

时荧光定量反转录聚合酶链反应( rea l- t ime 
quantitative reverse transcription-PCR，real-time 

PCR)采用All-in-One™ miRNA qRT-PCR 检测

试剂盒、内参U6、miR-187*的引物均购自广州

复能基因有限公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养

　　HCT-116细胞使用McCoy's 5A培养液，并

在细胞培养液中加入10% FBS及1×PEST，在 

37 ℃，CO2体积分数为5%的水饱和湿度条件下

培养。每1～2 d换液传代1次。当细胞生长至106

～107时收集细胞，备用提取RNA。

1.2.2　细胞转染

　　转染前1天，将适量(约4×104～5×104)细胞

接种在24孔细胞培养板上，每孔加入不含抗

生素的细胞培养液400 µL。密切观察细胞生长

情况，当细胞密度达到 30%～50%时，开始进

行实验组(miR-187* mimics)和对照组(negative 
control, NC)的转染。用50µL的不含血清培养基

Opti-MEM 对1.25 µL浓度为20 µmol/L的miR-

187* mimics和negative control进行稀释，轻轻振

荡混匀，室温下温育5 min。用50 µL的不含血清

培养基Opti-MEM 对1 µL LipofectmanineTM2000
进行稀释，轻轻振荡混匀，室温下温育5 min。

将稀释好的miR-187* mimics和negative control
和LipofectmanineTM2000混合，轻柔混匀，室温

下温育20 min，以形成混合物。100 µL混合物

加到培养板的孔中，轻轻摇晃细胞培养板使其

与培养液混匀。将细胞培养板置于CO2体积分数

为5%的培养箱中，在37 ℃下培养4～6 h后，移

除每孔中含有混合物的培养液，更换新的培养

液。继续在37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下

培养24 h后，进行转染后的其他实验检测。
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1.2.3　细胞凋亡检测 　　

　　取实验组及对照组细胞数量约为106，用

4 ℃无菌PBS液洗涤细胞2次，用250 μL结合缓

冲液将细胞稀释为浓度2×105~5×105/mL细胞悬

浮液。取195 µL细胞悬浮液加入5 µL FITC标记

的Annexin-Ⅴ，混匀后静置3 min，然后加入

10 µL浓度为20 µg/mL的PI。混匀后室温避光温

育10 min。加入300 µL的结合缓冲液，混匀，立

即进行流式细胞仪检测。实验重复3次，每次做

3个复孔。

1.2.4　组织标本及结直肠癌细胞株中总RNA的

提取

　　患者的组织标本或细胞标本中加入1 mL 

TRIzol匀浆，室温下静置5 min；加入0.2 mL
氯仿，振荡混匀后静置5 min；4 ℃ 15 000×g
离心15 min，吸取上层无色液相至另一管中，

加入0. 5 mL异丙醇，室温下放置15 min，4 ℃ 

15 000 ×g离心15min，可见RNA沉淀在管底部或

侧壁。弃上清液，加75%乙醇1mL振荡器混匀，

4 ℃ 6 000 ×g离心5 min，弃上清液，静置15 min
后用无RNA酶水溶解混匀，分光光度计检测

RNA浓度及A260/A280的数值，且A260/A280>1.8。

1.2.5　组织标本miR-187*表达的检测  

　　采用qRT-PCR检测患者癌组织及正常黏膜

组织中miRNA-187*的表达，按照All-in-One™ 

miRNA qRT-PCR检测试剂盒说明书操作。取 

2 μg总RNA反转录成cDNA，再以稀释5倍cDNA
为模板，qPCR扩增miR-187*及U6的基因片

段。反转录选用25 μL反应体系：总RNA模板 

2 μg，2.5 U/ μL Poly A 多聚酶1 μL，逆转录酶

混合物1 μL，5×反应缓冲液1 μL，补无DNA酶

无RNA酶水至25 μL。反应条件：37 ℃ 60 min，

85 ℃ 5 min。qRT-PCR选用20 μL反应体系：

2×All-in-One qPCR Mix 10 μL，All-in-One 

miRNA qPCR引物(2 μmol/L) 2 μL，通用衔接

头 PCR 引物(2 μmol/L) 2 μL，第一链cDNA (稀

释1∶5) 2 μL，50×ROX参考染料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45个循环。其中细胞实验重复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，

数据以中位数(四分位数间距)或x±s表示，两组

间配对样本采用Wilcoxon检验或t检验，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-187*在癌组织和正常黏膜组织中的 

表达

　　miR-187*在40例患者癌组织中的表达量为

0.165(0.106，0.428)，正常黏膜组织中的表达

量为0.334(0.211，0.712)，差异有统计学意义

(P=0.041，图1)。

图 1　miR-187*在癌组织及正常黏膜的表达量

Fig. 1    Expression of miR-187* in normal mucosa and cancer 

mucosa

  The expression of miR-187* was down-regulated in CRC tissues 
compared with that in normal tissues.

2 .2　miR-187*相对表达量与临床病理的 

关系

　　miR-187*在黏液性腺癌中的表达量为

0 . 11 0 ( 0 . 0 7 0 ， 0 . 3 9 0 ) ， 明 显 低 于 非 黏 液 癌

［0.840(0.355，1.628)］，差异有统计学意

义 (P = 0 .001 )； 低 龄 患 者 ( ＜ 69 岁 ) 的 表 达 量

为1.270(0.435，1.955)，高龄患者(≥69岁)

为0.390(0.150 ,  1.070)，差异有统计学意义

(P=0.016)。miR-187*表达与分化程度、分
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期、浸润深度、淋巴结转移、远处转移、性别

无明显关系，各指标组间差异无统计学意义

(P>0.05，表1)。

表 1　miR-187*的相对表达量与结直肠癌临床病理特征的关系

Tab. 1    The correlation of miR-187* expression in CRC with 

clinical significance
Variable n miR-187* U P
Gender 156 0.262
   Male 22 0.900(0.215, 1.711)
   Female 18 0.435(0.225, 1.040)
Age/year 108 0.016
   <69 17 1.270(0.435, 1.955)
   ≥69 23 0.390(0.150, 1.070)
Location 148 0.169
   Rectum 21 0.440(0.115, 1.345)
   Colon 19 0.520(0.390, 1.660)
Invasive depth 95 0.278
   T1+T2 8 0.295(0.205, 1.063)
   T3+T4 32 0.590(0.256, 1.498)
Lymphatic metastasis 141 0.254
   No 26 0.580(0.243, 1.808)
   Yes 14 0.410(0.118, 1.295)
Distant metastasis 46 0.262
   No 36 0.480(0.205, 1.300)
   Yes 4 1.345(0.645, 1.498)
TNM stage 157 0.406
   Ⅰ+Ⅱ 25 0.500(0.235, 1.955)
   Ⅲ+Ⅳ 15 0.430(0.120, 1.310)
Pathological type 24 0.001
   Mucinous carcinoma 7 0.110(0.070, 0.390)
   Adenocarcinoma 32 0.840(0.355, 1.628)
Differentiation 92 0.484
   Poor 7 0.440(0.070, 2.250)
   Well+medium 32 0.580(0.253, 1.378)

2.3　上调miR-187*表达量对结肠癌细胞凋亡

的影响

　　转染mimics进入HCT116细胞中，与对

照组相比，实验组miR-187*表达量上调(图

2)。实验组早期凋亡率为(26.748±1.098)%，

高于对照组［ (23 .010±1.279)%］，差异有

统计学意义(P=0.024)；实验组晚期凋亡率为

(4.393±0.715)%，与对照组［(3.940±0.710)%］

相比，差异无统计学意义(P>0.05，图3)。

图2 转染后miR-187*表达量

Fig.2 Expression of miR-187* in the transfected cells

 Transfection of HCT116 cells with a miR-187* mimic up-regulated 
the expression of miR-187*.

图3 miR-187*对HCT116细胞凋亡影响

Fig.3 The effect of miR-187* on cell apoptosis of HCT116 cells

 Transfection of HCT116 cells with a miR-187* mimic increased cell 
early apoptosis.

3　讨　　论

　　miRNA主要通过与靶标基因3’非翻译区

域(3’UTR)的完全或不完全配对，降解靶标基

因mRNA或抑制其翻译，miRNA还可以直接作

用于mRNA加快脱腺苷化，导致mRNA降解加

速，从而参与调控个体发育，细胞凋亡、增

殖、分化、代谢和应激等生命活动［6］。近几

年研究表明，miRNA可能通过类似癌基因、抑

癌基因或其他方式调控肿瘤的发生、发展和转

归过程，表现出与癌基因或抑癌基因相似的生
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物学作用［7］；并且能与信号通路或原癌基因相

互作用，对环境信号作出反应，从而对细胞增

殖、凋亡、周期产生影响［8］。

　　miR-187*是miR-187家族的一员，位于18
号染色体上［9］。Ho等［10］对45例毛细胞型星形

细胞瘤标本研究发现，miR-187*在癌组织中的

表达水平低于正常组织表达水平的2~2.5倍。Ma

等［11］在研究结直肠癌表达谱时也发现，miR-

187*在结直肠癌中低表达。Liu等［12］应用基因

芯片技术对miRNAs在胃癌组织中筛查，并通过

RT-PCR验证发现miR-187*异常表达。随后对

miR-187*在10位健康人、10例胃癌患者、10例

结直肠癌患者血清中表达水平进行检测，发现

其在胃癌患者血清中表达水平最高、结直肠癌

次之、健康人最低，胃癌患者血清表达水平与

健康人血清表达水平差异有统计学意义，提示

miR-187*可能成为胃癌早期诊断的指标。

　　本实验首先通过qRT-PCR方法检测miR-

187*在结直肠癌组织及正常黏膜组织中的表

达，结果miR-187*在结直肠癌组织中低表达，

与Ma等［11］的研究结果一致。

　　黏液癌是组织学分型中的一重要亚型。我

国学者通过对2 079例结直肠癌患者的临床资料

及预后生存期进行回顾性研究，发现黏液癌患

者预后差［13］。本实验通过分析临床病理资料

发现，miR-187*的相对表达量在黏液癌中低表

达更明显，提示miR-187*对判断结直肠癌的恶

性程度及预后有一定意义。Bouassida等［14］研

究发现，在结直肠癌年轻患者中组织学类型恶

性度高、易侵犯血管发生转移，但1年生存率无

明显变化。本研究结果发现，miR-187*的表达

下调与组织学类型及发病年龄均相关。国内年

龄＜39岁恶性肿瘤发病率处于较低水平，＞40
岁快速升高，80岁达到高峰［2］。Chang等［15］通

过对1988—2007年124 314例在中国台湾癌症登

记的结直肠癌患者进行流行病学统计分析时发

现，高年龄组的比例增加。本研究分析发现，

miR-187*在高龄患者中的表达量较低，提示时

序性的miR-187*表达下调，可能与随年龄增长

结直肠癌发病率逐步增高相关。

　　大量研究结果表明，miRNA参与调控细胞

生物学行为。Tsang等［16］发现，由H19派生的

miR-675在结直肠癌中高表达，可通过下调其

靶基因RB促进肿瘤细胞增殖及细胞集落的形

成，发挥癌基因的作用。miR-218在结直肠癌

组织及细胞中低表达，通过下调BMI-1抑制结

直肠癌细胞株HCT116及HT29的细胞增殖，延

长细胞G2期，促进细胞凋亡［17］。miR-133b可

通过MET信号转导通路抑制SW620及HT29的

增殖，促进凋亡发挥其抑癌作用［18］。本研究

发现HCT116细胞中，实验组miR-187*表达量

高于对照组，提示上调miR-187*表达量可提高

HCT116细胞早期凋亡率，发挥抑癌作用。

　　综上所述，miR-187*可通过促进凋亡发挥

抑癌作用，但具体信号通路有待进一步研究。

miR-187*有望作为一个新的潜在生物学标志物

用于判断结直肠癌恶性程度及预后。
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