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miR-125a-3p调控人结肠癌细胞浸润转移的作用及机制研究 *
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摘要 目的：探讨 miR-125a-3p在结肠癌细胞浸润与转移中的作用及其可能机制。方法：通过 qRT-PCR方法检测 miR-125a-3p在

结肠癌细胞及组织样本中的表达；在结肠癌细胞过表达或沉默 miR-125a-3p后，通过平板克隆实验、MTT实验、划痕实验、Tran-

swell实验检测结肠癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的变化；采用Western blot方法检测 miR-125a-3p过表达后相关标志分子的表达

水平变化情况。结果：miR-125a-3p 在结肠癌细胞及组织呈现异常低表达；过表达 miR-125a-3p 抑制结肠癌细胞 HCT116 及

SW480的增殖能力；过表达或沉默 miR-125a-3p分别抑制或增强结肠癌细胞的迁移与侵袭能力；过表达 miR-125a-3p在 mRNA

及蛋白水平均能够显著抑制 Snail、N-cadherin及 Vimentin的表达，而增加 E-cadherin的表达。结论：miR-125a-3p参与调节结肠癌

细胞浸润与转移，其机制可能是通过调控上皮间质转化途径介导的。
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Effect and Mechanism of miR-125a-3p on the Infiltration and Metastasis of
Human Colon Cancer Cells*

To explore the effect and mechanism of miR-125a-3p on the infiltration and metastasis of colon cancer

cells. The expression of miR-125a-3p in colon cancer cells and tissue samples were detected by qRT-PCR. The miR-125a-3p

expression in the colon cancer cells was overexpressed or down-regulated, then the effects of miR-125a-3p on the proliferation, migration

and invasion of colon cancer cells were detected by colony formation assay, cell proliferation assay, wound healing assay and transwell

arrays. The expressions of epithelial-mesenchymal transition (EMT) related markers were detected by Western blot after

miR-125a-3p-overexpressed colon cancer cells. The expression of miR-125a-3p was significantly down-regulated in both colon

cancer cells and tissues. Overexpression of miR-125a-3p inhibited the proliferation of colon cancer cells HCT116 and SW480. Overex-

pression or silence of miR-125a-3p inhibited or enhanced the migration and invasion of colon cancer cells respectively. In

miR-125a-3p-overexpressed colon cancer cells, the expression of the Snail, N-cadherin and Vimentin were significantly decreased,

whereas E-cadherin expression was increased in both mRNA and protein levels. miR-125a-3p participated in regulating the

migration and invasion of colon cancer cells. The mechanism may be mediated by regulating the EMT pathway.
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前言

结肠癌(colorectal cancer，CRC)是全球最常见的胃肠道恶

性肿瘤之一，也是世界上癌症致死的第三大原因[1,2]，复发与转

移是结肠癌患者死亡的主要原因[3]。研究显示大约 50%的结肠

癌确诊患者死于肿瘤复发与转移[4]。尽管近年来包括靶向治疗

在内的综合治疗应用于临床，但患者 5年生存率一直保持在

60%，并没有显著的提高[5]。因此，寻找关于结肠癌患者疾病进展

的有效预测因子或治疗靶点对提高患者疗效具有重要的意义。

miRNA是一类长度约 18-25nt 的小非编码单链 RNA，可
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结合于 mRNA的 3'UTR区并抑制靶基因转录或者激活 mRNA

降解，进而调节靶基因表达。miRNA通常作为一类负性调控因

子参与细胞增殖、分化、代谢、凋亡、侵袭及迁移等多种细胞进

程[6,7]。miR-125a-3p在前列腺癌、乳腺癌及肝癌等多种肿瘤的发

生中发挥重要作用[8-10]。然而，miR-125a-3p对结肠癌的进展是

否存在调控作用尚不明确。因此，本研究主要探讨了

miR-125a-3p在结肠癌组织的表达及其对结肠癌细胞迁移和侵

袭能力的调控作用及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞及组织样本

人 结 肠 癌 细胞 系 HCT116、SW480、SW620、HT29、Co-

lo205、LoVo、HCT15和 LS174T均来源于中国医学科学院肿瘤

细胞库。所有细胞按照说明使用含有 10%标准胎牛血清(FBS)

的 RPMI1640或者 DMEM培养液，常规培养于含 5% CO2的

37℃恒温培养箱，0.25%胰酶消化传代。15例原发性结肠癌组

织及其配对的正常粘膜组织来源于西安交通大学第二附属医

院手术患者，且均为病理确诊病例。

1.2 细胞转染

HCT116、SW480及 SW620细胞分别种植于 6孔板，待细

胞密度达到 50%-60%时，更换相应的无血清培养液，采用 lipo-

fectamine-2000将相应模拟序列或者干扰序列按照转染试剂操

作说明分别转染与相应结肠癌细胞，转染 6 h后换为含血清培

养基继续培养。miR-125a-3p的特异性干扰序列、模拟序列

(mimics) 及相应对照序列均购自北京奥科公司。miR-125a-3p

mimics：5'-ACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCC-3'；miR-NCmi-

mics: 5'-UUCUCCGAACGU GUCACGUTT-3'。

1.3 实时定量 PCR(qRT-PCR)

结肠癌细胞及肿瘤组织总 RNA使用 Trizol (Invitrogen公

司)提取，具体步骤参考操作说明，包括室温裂解、氯仿沉降、异

丙醇沉淀、75%酒精洗涤、DEPC水溶解及纯度和浓度检测，冻

至 -80℃备用。按照 TaqMan miRNA reverse transcription kit逆

转录系统对相应总 RNA 进行反转录合成 cDNA。使用

ABI7500实时定量 PCR仪，以 U6位内参对比，检测 miRNA的

表达水平。引物序列如下：miR-125a-3p, F：5'-ACACTCCA-

GCTGGGACAGGTGAGGTTCT TG-3'；R：5'-CTCAACTGGT-

GTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGGC TCCCA-3'；U6，

F：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'；R：5'-AACGCTTCACGAA-

TTTGCGT-3'；Snail，F：5'-AAGATGCACATCCGAAGCCA-3'；

R：5'-CAAAAACCCACGCAGACAGG -3'；E-cadherin，F：5'-GC-

CGGAGCCCTGCCACCCTG-3'；R：5'-CTTTCTGTAGGTGGAG

TCCC-3'；N-cadherin，F：5'-GGAATCCCGCCTATGAGTGG -3'；

R：5'-CGTCTAGCCGTCTGATTCCC-3'；GAPDH，F：5'-GCGAG-

ACCCCACTAACATCA-3'；R：5'-GAGTTGGGATAGGGCCTC-

TCTT-3'。

1.4 Western blot实验

提取结肠癌总蛋白并采用 BCA法测定样品蛋白浓度，将

蛋白质样品与上样缓冲液混合后经 SDS-PAGE电泳分离，转

膜到 NC膜(Millipore)，5%脱脂奶粉封闭1.5 h，相应一抗 4℃孵

育过夜，HRP标记的二抗孵育 1 h，化学发光显影(Millipore)，采

用 Image J软件测定各蛋白条带的灰度值，分别以各条带与

茁-actin吸光度的比值计算蛋白质的表达丰度。
1.5 平板克隆及MTT实验

平板克隆实验：6孔板每个小孔种植 50个细胞并轻轻晃

动，使细胞分散均匀。置于 37℃ 5% CO2细胞培养箱中培养 2

周后终止培养。4%多聚甲醛固定细胞，GIMSA染色液染色，室

温风干，计数克隆。MTT实验：于 96孔板每孔接种 2× 103结肠

癌细胞，常规培养，于第 1至第 6天，每 24 h取 1块 96孔板终

止培养并加入MTT溶液(5 mg/mL)，每孔加 20 滋L，避光孵育 4

h，弃孔内上清液，每孔加入 100 滋L DMSO充分融解结晶物，在

酶联免疫检测仪 490 nm处测量各孔的吸光值。

1.6 划痕实验及 Transwell实验

划痕实验：将细胞种植培养在六孔板，待细胞贴壁融合后，

用 sterile pipette枪头沿直线做划痕，PBS冲洗去除漂浮细胞。

划痕后无血清培养基培养 48h，分别在不同时间点(0 h、48 h)通

过显微镜及 Image-Pro Plus软件观察、拍照、记录划痕宽度值。

Transwell实验：Transwell小室上室面不包被或包被(Migration

实验及 Invasion实验) Matrigel 基质胶(BD，Biosciences)，于每

个小室上室内种植结肠癌细胞于无血清培养基悬浮液 200

滋L，细胞数为 1× 105，每个 Transwell 下室内加入含 10%胎牛

血清细胞培养基 600 滋L，常规培养 48 h后苏木素染色液染色

并擦去微孔膜上室面的细胞，倒置显微镜 200× 视野下计数透

过基底膜的细胞数并拍照。

1.7 统计学分析

采用 SPSS19. 0及 Graphpad prism 5.01进行统计分析与作

图。计量资料以 x± s表示，两组均数比较采用 t检验，多组均数

比较采用单因素方差分析。所有 P值均采用双尾检验，P<0.05

认为差异有统计学意义。*表示 P<0.05；**表示 P<0.01。

2 结果

2.1 miR-125a-3p在结肠癌细胞及组织中呈显著低表达

qRT-PCR 方法检测 miR-125a-3p在多种结肠癌细胞系的

表达，结果显示与正常结肠表皮细胞系 NCM460 (1.000±

0.0692, n=3) 相比，miR-125a-3p 在多个结肠癌细胞系，如

HCT116 (0.505± 0.067, n=3, P=0.0068)、SW480 (0.355± 0.071,

n=3, P=0.0029)、SW620 (0.728 ± 0.050, n=3, P=0.0335)、HT29

(0.304 ± 0.058, n=3, P=0.0015)、Colo205 (0.499 ± 0.0766, n=3,

P=0.0083)、LoVo(0.206± 0.050, n=3, P=0.0008)、HCT15(0.514±

0.110, n=3, P=0.0201)、LS174T (0.3684 ± 0.06908, n=3, P=0.

0030)中均呈现低表达，差异具有统计学意义(图 1A)。此外，我

们通过 qRT-PCR方法进一步检测 miR-125a-3p在结肠癌组织

中的表达，结果显示 15例结肠癌患者中，73.33%的结肠癌组织

(Tumor, T)中 miR-125a-3p的表达显著低于相应正常癌旁组织

(Normal, N)(图 1B)。以上结果提示 miR-125a-3p在结肠癌细胞

或者组织呈异常低表达。

2.2 过表达 miR-125a-3p抑制结肠癌细胞的增殖能力

我们首先在结肠癌细胞 HCT116 及 SW480 中转染

miR-125a-3p 模拟物 (miR -125a-3p mimics)，24 h 后通 过

qRT-PCR检测发现 miR-125a-3p在细胞 HCT116及 SW480呈

现过表达(图 2A)。通过平板克隆实验观察 miR-125a-3p对结肠
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癌细胞增殖能力的影响。如图 2B-C所示，miR-125a-3p过表达

的结肠癌细胞 SW480克隆形成能力较 miR-NC过表达对照组

明显降低。这表明过表达 miR-125a-3p显著抑制结肠癌细胞的

克隆形成能力。此外，进一步通过MTT实验观察发现过表达

miR-125a-3p抑制结肠癌细胞 HCT116的生长，差异具有统计

学意义(图 2D)。

2.3 miR-125a-3p调节结肠癌细胞的迁移和侵袭能力

在结肠癌细胞 HCT116及 SW480过表达 miR-125a-3p(图

2A)，划痕实验结果显示经过 48 h无血清培养后 miR-125a-3p

过表达组结肠癌 SW480 细胞划痕宽度较 0 h 相比无明显差

异，而 miR-NC组结肠癌细胞划痕宽度明显减小，且 48 h培养

后 SW480 细胞划痕宽度在 miR-125a-3p 过表达组大于

miR-NC对照组，差异具有统计学意义(图 3A-B)。我们进一步

采用 siRNA 对结肠癌细胞 HCT116进行 miR-125a-3p基因表

达沉默，观察抑制 miR-125a-3p基因是否有效结肠癌细胞的迁

移和侵袭能力。经过 48h无血清培养后划痕实验结果显示沉默

miR-125a-3p显著增加了结肠癌 SW620细胞的划痕修复能力，

且较对照组相比差异具有统计学意义(图 3A-B)。

此外，通过 Transwell实验(包括Migration实验及 Invasion

实验) 观察 miR-125a-3p过表达对结肠癌细胞迁移和侵袭能力

的影响。结果显示：过表达 miR-125a-3p后穿过 Transwell小室

底膜 (未包被或包被Matrigel基质胶) 的结肠癌细胞较对照组

(过表达 miR-NC) 数量明显减少，差异具有统计学意义 (图

3C-D)。这些结果表明 miR-125a-3p可抑制结肠癌细胞 HCT116

的迁移及侵袭能力。

2.4 miR-125a-3p调控 EMT标志分子的表达

为研究 miR-125a-3p调控结肠癌细胞侵袭和转移的具体

作用机制，我们进一步通过 qRT-PCR和Western blot方法检测

miR-125a-3p是否影响 EMT相关标志分子的表达。首先，在结

肠癌细胞 HCT116中过表达 miR-125a-3p(图 2)。qRT-PCR结果

提示 miR-125a-3p 过表达显著抑制 Snail、N-cadherin 及 Vi-

mentin的 mRNA表达，而增加 E-cadherin的 mRNA表达 (图

4A)。在蛋白水平，miR-125a-3p过表达同样增加 E-cadherin的

表达丰度，而抑制 Snail、N-cadherin及 Vimentin的表达丰度(图

4B)。而关于其他 EMT相关标志分子(Slug、茁-catenin、MMP2及

MMP9)的表达变化，我们未检测到(数据未呈现)。

3 讨论

目前，早期结肠癌的治疗主要以手术为主，晚期结肠癌则

以化疗为主结合其他辅助治疗。晚期结肠癌一直维持较高死亡

率主要是由于转移以及对化疗药物产生耐药所致。因此，如何

高效便捷预测结肠癌进展及寻找有效的治疗靶点具有重要的

临床意义。

肿瘤发生转移是在结肠癌的重要标志之一，而上皮细胞 -

间充质转化(epithelial-mesenchymal- transformation，EMT)在肿

瘤转移过程中起着举足轻重的作用。EMT是指上皮表型细胞

到间质表型细胞的生物学转换过程。在此过程中上皮细胞失去

极性，进而脱离与基底膜的连接，获得较高的迁移、侵袭以及降

解细胞外基质的能力[11-13]。EMT是上皮细胞源性恶性肿瘤细胞

获得迁移、侵袭能力的重要生物学过程之一[11]。因此，阐明调控

结肠癌细胞发生 EMT的分子机制，明确其在结肠癌进展中的病理

意义，并探索高效的结肠癌转移预测分子标志物进而靶向抑制

EMT过程的治疗手段是目前研究热点，也是本课题的研究目标。

miRNA的前体和成熟体具有高度保守性[6,7,14]，在动物和植

物中广泛表达，并且具有抑制靶 mRNA转录、翻译或者能够剪

切靶 mRNA并促进其降解的功能[15,16]。因此，miRNA被认为在

基因表达调控及细胞进程中发挥重要作用[14,17,18]。为了能够发现

在结肠癌进展过程中发挥重要调控作用的 miRNA，前期我们

通过 PicTar (http://www.pictar.org)、Target Scan (http://www.tar-

getscan.org)、miRanda (http://www.microrna.org) 预 测 发 现

miR-125a-3p 对转录因子 Snail 可能有调控作用。通过

qRT-PCR检测多个结肠癌细胞系以及 15例病理确诊的结肠

癌患者组织及其对应正常组织中 miR-125a-3p的表达，结果显

示不论在结肠癌细胞或组织 miR-125a-3p呈现普遍异常低表

达。这表明 miR-125a-3p异常低表达与结肠癌的发生和发展具

有显著相关性，miR-125a-3p在结肠癌的发生与发展过程中可

能发挥重要调控作用。在此基础上，在结肠癌细胞中过表达或

者沉默 miR-125a-3p，通过划痕实验、Migration实验及 Invasion

实验研究发现 miR-125a-3p能够显著抑制结肠癌细胞的迁移

及侵袭能力。同时，平板克隆实验及MTT生长曲线测定研究提

示 miR-125a-3p抑制结肠癌细胞增殖与生长。综上所述，这些

结果表明过表达 miR-125a-3p不仅阻碍结肠癌细胞的生长，而

且抑制结肠癌细胞的迁移与侵袭能力，其在结肠癌进展中发挥

重要调控作用。因此，miR-125a-3p在预测结肠癌进展方面具有

潜在的临床价值。

图 1 qRT-PCR检测miR-125a-3p在不同结肠癌细胞系(A)及结肠癌组

织样本(B)中的表达

Fig.1 Expressions of miR-125a-3p in different colorectal cancer cell lines

and tissue samples. A. miR-125a-3p expression in normal colonic mucosa

cells and different colorectal cancer cells were detected by qRT-PCR. B.

miR-125a-3p expression in colorectal cancer clinical tissue samples and

corresponding normal tissues were detected by qRT-PCR. *P<0.05; **

P<0.01; ns: no significantly.
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图 2 过表达 miR-125a-3p抑制结肠癌细胞的增殖能力。A：miR-125a-3p转染 HCT116及 SW480细胞后，通过 qRT-PCR检测发现在

miR-125a-3p过表达组细胞 miR-125a-3p表达显著高于对照组(转染 miR-NC)。B&C：细胞平板克隆形成实验表明 miR-125a-3p过表达组细胞克

隆形成数量显著小于对照组(转染 miR-NC)。D：MTT实验发现 miR-125a-3p过表达组结肠癌 HCT116细胞生长能力显著低于对照组 HCT116细

胞(转染 miR-NC)。

Fig. 2 Overexpression of miR-125a-3p inhibited the proliferation of colorectal cancer cells. A. Overexpression of miR-125a-3p in colorectal cancer cells

HCT116 and SW480 were detected by qRT-PCR. B&C. Cell colony formation assay suggested that overexpression of miR-125a-3p inhibited colony

formation ability of colorectal cancer cell. D. Overexpression of miR-125a-3p inhibited proliferation of colorectal cancer cell compared to the control cells

(overexpression of miR-NC). *P<0.05; ** P<0.01.

图 3 miR-125a-3p抑制结肠癌细胞的迁移和侵袭能力。A&B：划痕实验结果表明 miR-125a-3p过表达组结肠癌 SW480细胞划痕愈合能力显著

低于对照组细胞。C&D: Migration实验及 Invasion实验表明 miR-125a-3p过表达组结肠癌 HCT116细胞迁移及侵袭能力显著低于对照组细胞。

Fig.3 Overexpression of miR-125a-3p inhibited the migration and invasion ability of colorectal cancer cells. A&B. Overexpression of miR-125a-3p

inhibited scratch healing ability of colorectal cancer cells. C&D. Overexpression of miR-125a-3p inhibited migration and invasion ability of colorectal

cancer cell HCT116. *P<0.05; ** P<0.01.
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图 4 过表达 miR-125a-3p后，通过 qRT-PCR(A)及Western blot(B)方法

检测 EMT相关标志分子(Snail、E-cadherin、N-cadherin及 Vimentin)的

表达变化情况。

Fig. 4 After overexpression of miR-125a-3p in HCT116 cells, Snail,

E-cadherin, N-cadherin and Vimentin expression were detected by

qRT-PCR (A) and Western blot (B). And it showed that the expression of

the Snail N-cadherin and Vimentin were significantly inhibited, whereas

E-cadherin expression was increased in both mRNA (A) and protein levels

(B). *P<0.05; ** P<0.01.

为了进一步验证 miR-125a-3p对转录因子 Snail可能的调

控作用，我们在结肠癌细胞 HCT116 中过表达 miR-125a-3p

后，通过 qRT-PCR 和 Western blot 方法检测 miR-125a-3p 对

EMT相关分子表达的影响。研究显示在 mRNA水平及蛋白水

平，miR-125a-3p均可调控这些 Snail、E-cadherin、N-cadherin及

Vimentin的表达，但我们未发现对 Slug、茁-catenin、MMP2及

MMP9表达的调控作用。在 EMT中主要特征性的变化有转录

因子 Snail和 Slug的表达上调，细胞黏附分子(如 E-cadherin)表

达的减少，N-cadherin表达上调，角蛋白为主的细胞骨架转化

为波形蛋白(Vimentin)为主的细胞骨架[11,13,19]，MMP2及 MMP9

表达上调降解细胞外基质[11,20,21]。miR-125a-3p抑制结肠癌细胞

发生 EMT 表现在其抑制 Snail、N-cadherin 及 Vimentin 的表

达，而增加 E-cadherin表达。由此可见，miR-125a-3p通过调控

EMT相关分子的表达抑制结肠癌细胞迁移与侵袭。因此，特异

性表达 miR-125a-3p在抑制结肠癌转移以及治疗进展期结肠

癌患者方面具有重要意义。

综上所述，本研究结果表明 miR-125a-3p过表达抑制结肠

癌细胞发生 EMT，进而抑制结肠癌细胞的迁移及侵袭能力，同

时 miR-125a-3p在结肠癌细胞及组织呈现异常低表达，过表达

miR-125a-3p增加结肠癌细胞的体外增殖能力。miR-125a-3p与

结肠癌进展密切相关，其作用机制可能是 miR-125a-3p抑制结

肠癌细胞发生 EMT，但 miR-125a-3p参与结肠癌进展的具体机

制仍需进一步研究证实。
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