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ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ对人结肠癌细胞凋亡的影响及机制

柯东平１，朱金祥１，毛俊倩１，马佳２，李建辉２，马龙安１

（１．陕西省肿瘤医院，陕西 西安　７１００６１；２．陕西省人民医院，陕西 西安　７１００６８）

［摘　要］目的：探讨微小 ＲＮＡ１８１ｄ５ｐ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉＲ１８１ｄ５ｐ）对人结肠癌细胞凋亡的影响及机制。方法：
采用ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物转染人结肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６细胞，流式细胞术检测细胞凋亡情况，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测细胞ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ、第１０染色体同源缺失性磷酸酶 －张力蛋白基因（ＰＴＥＮ）、黏附斑激酶
（ＦＡＫ）、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ２）、半胱天冬蛋白酶 ３（Ｃａｓｐａｓｅ３）ｍＲＮＡ和 ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、ｐＦＡＫ、Ｂｃｌ２、激活型
Ｃａｓｐａｓｅ３（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）蛋白表达，Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件在线预测及双荧光素酶实验分析ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ和ＰＴＥＮ的
调控关系。结果：与阴性对照组比较，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物组ｍｉＲ１８１ｄ５ｐｍＲＮＡ表达明显下调（Ｐ＜００１），凋亡
细胞明显增加（Ｐ＜００１），ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达水平明显上调（Ｐ＜００１），Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平明显下调（Ｐ＜
００１），ＰＴＥＮ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜００１），ｐＦＡＫ、Ｂｃｌ２蛋白表达水平显著下调（Ｐ＜
００１），其余各组之间差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件预测显示 ＰＴＥＮ基因３′ＵＴＲ含有 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ的结合位点，双荧光素酶结果显示与突变型ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物组相比，野生型ＰＴＥＮ
３′ＵＴＲ联合ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物组荧光素酶活性明显降低，差异有高度统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ可通过靶向调控ＰＴＥＮ抑制人结肠癌细胞凋亡，可成为结肠癌临床分子靶向治疗的潜在靶点。

［关键词］结肠肿瘤；细胞凋亡；微小ＲＮＡ１８１ｄ５ｐ；黏附斑激酶
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ＰＴＥＮａｎｄｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１），ｐ
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ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＞０．０５）．Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎｓｏｆｔｗａｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｈａｔｔｈｅ

４１８

第４４卷　第７期
２０１９年７月 　　　 贵 州 医 科 大 学 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＺＨＯＵＭＥＤＩＣＡＬＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　　　
Ｖｏｌ．４４　Ｎｏ．７
２０１９．７

 ［基金项目］陕西省重点科技创新项目（２０１４ＫＣＴ－２４）
通信作者 Ｅｍａｉｌ：ＭＬＡ３１７＠１６３．ｃｏｍ
网络出版时间：２０１９－０７－１８　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５２．１１６４．Ｒ．２０１９０７１８．００４０．０１４．ｈｔｍｌ



３＇ＵＴＲｏｆＰＴＥＮｇｅｎｅｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆｍｉＲ１８１ｄ５ｐ，ａｎｄｔｈｅｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｕｔａｎｔＰＴＥＮ３＇ＵＴＲ＋ｍｉＲ１８１ｄ５ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｗｉｌｄＰＴＥＮ３＇ＵＴＲ＋ｍｉＲ１８１ｄ５ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ｍｉＲ１８１ｄ５ｐｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＴＥＮ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｔｒｅａ
ｔｉｎｇｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ；ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ

　　结肠癌好发于乙状结肠与直肠交界处，是最常
见的胃肠恶性肿瘤之一，致死率极高［１］。对结肠

癌的治疗主要以手术、化疗和放疗综合治疗为主，

尽管近年来诊治水平有了一定的提高，但结肠癌患

者的总生存率依然很低，且预后较差，对患者的健

康造成了严重的威胁［２］。因此，加强结肠癌机制

的研究，寻找新的治疗靶点，对结肠癌的治疗具有

重要意义。微小 ＲＮＡ（ＭｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类
小分子非编码 ＲＮＡ，主要通过与靶基因 ｍＲＮＡ的
３’非翻译区相对应的靶序列互补结合，促进ｍＲＮＡ
降解，发挥基因表达调控作用［３］。作为 ｍｉＲＮＡ家
族中的一员，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ能够促进细胞生长和增
殖［４－５］。已有研究表明，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ在结肠癌中
呈高表达，提示ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ在结肠癌的发生发展
中具有重要作用，但是关于其在结肠癌中的作用机

制尚不清楚［６］。因此，本研究拟在人结肠癌细胞

系 ＨＣＴ１１６细胞中沉默 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ，探究 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ对结肠癌细胞凋亡的影响及相关作用
机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株与主要试剂　结肠癌细胞系
ＨＣＴ１１６细胞购自中国科学院上海细胞库，第 １０
染色体同源缺失性磷酸酶 －张力蛋白基因（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｏｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｔｅｎ，ＰＴＥＮ）抗体、黏附斑激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＦＡＫ）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｅｌｌｙｍｐｈｏｍａ，
Ｂｃｌ２）抗体、激活型半胱天冬蛋白酶 ３（ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３）抗体、βａｃｔｉｎ抗体、羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ抗
体、细胞凋亡检测试剂盒、全蛋白提取试剂盒购自

沈阳万类公司，ｐＦＡＫ抗体购自中国 ＣＳＴ，荧光素
酶检测试剂盒购自中国凯基公司，胎牛血清购自以

色列ＢＩ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公
司，ＥＣＬ发光液、胰酶购自中国碧云天公司，ＰＢＳ购
自中国双螺旋公司，脂质体２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司，荧光染料购自中国索莱宝公司，ＴＲＩｐｕｒｅ
总ＲＮＡ提取试剂、反转录酶购自中国百泰克公司，
脱脂奶粉购自中国伊利公司，ＰＶＤＦ膜购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１１２　仪器　荧光定量 ＰＣＲ仪（型号 Ｅｘｉｃｙｃｌｅｒ
９６）购自韩国 ＢＩＯＮＥＥＲ公司，ＣＯ２培养箱（型号
ＨＦ－９０）购自中国上海力申公司，超速冷冻离心机
（型号Ｈ－２０５０Ｒ）购自中国湖南湘仪公司，流式细
胞仪（型号ＮｏｖｏＣｙｔｅ）购自美国Ａｃｅａｂｉｏ公司，多功
能酶标仪（型号 Ｍ２００Ｐｒｏ）购自瑞士 ＴＥＣＡＮ公司，
电泳仪（型号 ＤＹＹ－７Ｃ）、转移槽（型号 ＤＹＣＺ－
４０Ｄ）、双垂直蛋白电泳仪（型号ＤＹＣＺ－２４ＤＮ）、凝
胶成像系统（型号 ＷＤ－９４１３Ｂ）购自中国北京六
一公司，电热恒温培养箱（型号ＤＨ３６００１Ｂ）购自中
国天津泰斯特公司。

１２　方法
１２１　细胞培养　人结肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６细胞
采用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，于５％
ＣＯ２的３７℃培养箱内培养。
１２２　细胞转染　ＨＣＴ１１６细胞培养至密度为
７０％左右，采用０２５％胰酶消化细胞，１ｍＬ完全培
养基重悬细胞并计数；将细胞分为对照组、ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ抑制物阴性对照组和 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物
组，分别接种于 ６孔板，每组 ３个复孔，置于 ５％
ＣＯ２的３７℃培养箱内培养２４ｈ后，对照组正常培
养，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物阴性对照组和 ｍｉＲ１８１ｄ
５ｐ抑制物组采用脂质体２０００以１００ｐｍｏｌ／ＬｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ抑制物阴性对照或 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物转
染细胞，于５％ ＣＯ２的３７℃培养箱内培养６ｈ后，
更换完全培养基继续培养，４８ｈ后实时荧光定量
ＰＣＲ技术验证转染效率，进行后续实验。
１２３　流式细胞仪检测细胞凋亡　细胞转染４８ｈ
后，收集各组细胞，３１０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，吸弃
上清液，磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）洗涤细胞，重复上述离心过程，残留约５０μＬ
的ＰＢＳ。每管细胞样品中加入５００μＬ结合缓冲液
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重悬细胞，继续加入５μＬ异硫氰酸荧光素标记的
膜联蛋白Ｖ混匀，然后加入１０μＬ碘化丙啶混匀，
室温避光孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测凋亡细胞所
占比例。

１２４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测细胞 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ、
ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达　细胞
转染４８ｈ后，收集各组细胞，采用 ＴＲＩｐｕｒｅ总 ＲＮＡ
抽提试剂提取样本总 ＲＮＡ，并通过反转录 ＰＣＲ合

成ｃＤＮＡ样本。根据人相应基因序列，设计相应引
物。以ｃＤＮＡ产物作为模板，采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
检测 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ、ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ的表达。反应条件：５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃
变性１０ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，４０个循
环，采用 ２－△△ＣＴ方法进行数据分析细胞 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ、ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表
达。各基因引物序列见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

　引物名称 序列（５′３′） 引物长度（ｂｐ） 产物长度（ｂｐ）
ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ
　上游引物 ＡＡＣＡＴＴＣＡＴＴＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＧ ２１ ７５
　下游引物 ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ ２０
Ｕ６
　上游引物 ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ ２０ １３４
　上游引物 ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ ２０
ＰＴＥＮ
　上游引物 ＧＡＣＣＡＴＡＡＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣ １９ １２３
　下游引物 ＡＣＣＡＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣＣ １８
ＦＡＫ
　上游引物 ＴＣＣＣＴＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＡＡＧＴＣＧ ２１ １１４
　下游引物 ＧＣＴＴＣＴＧＴＧＣＣＡＴＣＴＣＡＡＴＣＴ ２１
Ｂｃｌ２
　上游引物 ＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＧＧＧＧＴＣＡＴ ２１ １５６
　下游引物 ＴＡＣＡＧＴＴＣＣＡＣＡＡＡＧＧＣＡＴＣＣ ２１
Ｃａｓｐａｓｅ３
　上游引物 ＴＧＧＴＴＣＡＴＣＣＡＧＴＣＧＣＴＴＴＧ ２０ １０１
　下游引物 ＡＡＴＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＣＧ ２０
βａｃｔｉｎ
　上游引物 ＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ ２０ １５５
　下游引物 ＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ ２０

１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、ｐ
ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达　细胞转
染４８ｈ后，收集各组细胞，裂解液裂解，冰上静置
５ｍｉｎ，提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取４０μｇ
蛋白样本，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后转至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉溶液封闭，分别加入 ＰＴＥＮ、
ＦＡＫ、ｐＦＡＫ、Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３一抗４℃孵育
过夜，ＨＲＰ标记二抗３７℃孵育４５ｍｉｎ。ＥＣＬ发光显
色，扫描胶片后采用凝胶图象处理系统分析条带光

密度值，以βａｃｔｉｎ为内参计算蛋白相对表达情况。
１２６　生物信息学预测及双荧光素酶报告基因检
测　ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ和 ＰＴＥＮ的调控关系　根据
ＰＴＥＮ基因３′ＵＴＲ序列信息，采用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ分析
软件在线预测 ＰＴＥＮ基因 ３′ＵＴＲ是否含有 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ的结合位点。构建含 ＰＴＥＮ基因 ３′ＵＴＲ
区荧光素酶报告载体（野生型 ＰＴＥＮ）及其突变型

载体（ｍｕｔＰＴＥＮ），按照双荧光素酶检测试剂盒说
明书进行操作。将构建完成的载体与 ｍｉＲ１８１ｄ
５ｐ模拟物或 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物阴性对照共转染
至 ２９３Ｔ细胞，即突变型 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ模拟物组、野生型 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ模拟物组、突变型 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ模拟物阴性对照组、野生型 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ
联合ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物阴性对照组；４８ｈ后，裂
解细胞，检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶活

性，以荧火虫荧光素的强度除以海肾荧光素的强度

进行均一化处理，并以野生型 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合
ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物阴性对照组为基准，计算各组
荧光素酶的相对活性。

１３　统计学方法
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０统计软件进行数据分

析，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检
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验分析组间差异，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默诱导ＨＣＴ１１６细胞凋亡

与阴性对照组相比，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物组
ｍｉＲ１８１ｄ５ｐｍＲＮＡ表达显著下调，差异有高度统
计学意义（Ｐ＜００１）；阴性对照组 ｍｉＲ１８１ｄ
５ｐｍＲＮＡ表达与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）。见图１。流式细胞术结果显示，与阴性
对照组相比，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物组凋亡细胞明显
增加，差异有高度统计学意义（Ｐ＜００１）；与对照
组相比，阴性对照组凋亡细胞差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）。见表２、图２。

（１）与阴性对照组比较，Ｐ＜００１

图１　转染ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物后ＨＣＴ１１６
细胞中ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ的表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１８１ｄ５ｐｉｎＨＣＴ１１６
ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ１８１ｄ５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

表２　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默对ＨＣＴ１１６
细胞凋亡的影响（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１８１ｄ５ｐｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓ

分组　　　 ｎ ＨＣＴ１１６细胞凋亡率（％）
对照组　　 ３ ８０３±０３４
阴性对照组 ３ ８１６±０２８

ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物组 ３ １８１４±０７１（１）

（１）与阴性对照组比较，Ｐ＜００１

２２　 ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默对 ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 检 测 ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２和
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达，结果显示，与对照组相
比，阴性对照组ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ
表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与阴性对
照组相比，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物组，ＰＴＥＮｍＲＮＡ表
达水平明显上调，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平明显下调，
差异均有高度统计学意义（Ｐ＜００１），但 ＦＡＫ和
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见图３。
２３　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默对 ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、ｐＦＡＫ、Ｂｃｌ
２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

与对照组相比，阴性对照组 ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、ｐ
ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；与阴性对照组相比，ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ抑制物组 ＰＴＥＮ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表
达水平明显升高，ｐＦＡＫ、Ｂｃｌ２蛋白表达水平显著

注：Ａ为对照组，Ｂ为阴性对照组，Ｃ为ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物组

图２　各组ＣＴ１１６细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．２　Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

下调，差异均有高度统计学意义（Ｐ＜００１），但
ＦＡＫ蛋白表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见图４。
２４　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ与ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ特异性结合

采用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ分析软件在线预测显示，

ＰＴＥＮ基因３′ＵＴＲ含有 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ的结合位点；
双荧光素酶报告基因分析系统结果显示，与突变型

ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物组相比，野
生型 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ联合 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物组荧
光素酶活性显著降低，差异有高度统计学意义（Ｐ
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（１）与阴性对照组比较，Ｐ＜００１

图３　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默对ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１８１ｄ５ｐｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＰＴＥＮ，ＦＡＫ，Ｂｃｌ２ａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ

＜００１），其余３组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见图５和图６。

３　讨论

目前，国内外研究认为结肠癌主要是由环境、

饮食以及生活方式与遗传因素协同作用的结果，但

具体的发病机制尚不清楚［７－８］。随着分子靶向治

疗研究的深入，探讨影响结肠癌细胞凋亡的关键分

子及其可能的机制将有助于后续治疗手段的开

发［９］。研究显示，ｍｉＲＮＡ作为非编码小分子ＲＮＡ，
在调控肿瘤的发生和发展中具有重要作用［１０］，其

中，ｍｉＲＮＡ１８１是一个进化中极其保守的明星分
子，在控制细胞生长、凋亡及分化等生理病理过程

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达，１为对照组，２为阴性对照组，３为ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ

抑制物组；Ｂ为凝胶图象处理系统分析条带光密度值，与阴性对照组比较，（１）Ｐ＜００１

图４　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默对ＰＴＥＮ、ＦＡＫ、Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｉＲ１８１ｄ５ｐｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮ，

ＦＡＫ，Ｂｃｌ２，ａｎｄｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

图５　ＭｉＲ１８１ｄ５ｐ在ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ上结合位点预测
Ｆｉｇ．５　ＰｒｅｄｉｃｔｅｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆｍｉＲ

１８１ｄ５ｐｏｎＰＴＥＮ３′ＵＴＲ
中发挥重要调节作用［１１１２］。已有研究显示，ｍｉＲ
１８１ａ过表达能够促进骨肉瘤 ＭＧ６３细胞生长、迁
移和侵袭［１１］；ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径促
进ＰＣ１２细胞轴突生长［４］；在胰腺癌中，ｍｉＲ１８１ｄ
５ｐ表达上调，敲除胰腺癌细胞中ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ可上

注：Ａ为，Ｂ为，Ｃ为，Ｄ为；（１）与突变型ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ＋
ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物组组比较，Ｐ＜００１

图６　转染不同重组载体质粒荧光素酶活性
Ｆｉｇ．６　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
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调ＮＫＡＩＮ２表达进而抑制细胞增殖、转移及移植瘤
的生长［５］；在喉癌中，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ表达明显升高，
并通过靶向ＬＣＲＧ１增强Ｈｅｐ２细胞增殖、迁移和侵
袭能力［１２］；在结肠癌中，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ表达上调，沉
默ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ可以在体内外抑制结肠癌细胞增
殖、克隆形成和代谢，然而，其具体的作用机制尚不

明确［６］。因此，为明确 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ对结肠癌细胞
凋亡的作用，本研究采用ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ抑制物转染
结肠癌细胞ＨＣＴ１１６，抑制 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ的表达，通
过流式细胞术检测 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默对结肠癌细
胞凋亡的影响。结果显示，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ沉默后，结
肠癌细胞的凋亡率明显提高。此外，Ｂｃｌ２蛋白家
族是细胞凋亡重要的调控因子，可通过抑制细胞凋

亡，促进癌症的发展［１３］；凋亡被定义为半胱天冬蛋

白酶 （Ｃａｓｐａｓｅ）依赖的程序性死亡［１４］，其中

Ｃａｓｐａｓｅ３是Ｃａｓｐａｓｅ家族中与凋亡关系最为密切
的成员，正常情况下以无活性的酶原形式存在于细

胞质，当细胞凋亡时才被激活为有活性的 Ｃａｓｐａｓｅ
３，通过降解包括聚腺苷二磷酸核糖聚合酶在内的
底物蛋白，不可逆地诱导细胞凋亡［１５］。本研究结

果显示，沉默 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ能够下调抗凋亡基因
Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和蛋白表达，促进凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３
的活化，表明沉默 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ能够促进结肠癌细
胞凋亡。

有资料显示，ｍｉＲＮＡ通过降解靶标基因 ｍＲ
ＮＡ或抑制其翻译，在调控个体发育、细胞凋亡、增
殖、分化等生命活动中发挥重要作用［１６］。为探究

ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ影响细胞凋亡的机制，本研究首先利
用生物学软件在线预测，显示 ＰＴＥＮ可能是 ｍｉＲ
１８１ｄ５ｐ的靶基因，然后采用双荧光素酶实验检测
结果显示，含有ＰＴＥＮ基因３′ＵＴＲ区荧光素酶报告
载体和 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ模拟物共转染２９３Ｔ细胞后，
荧光素酶活性显著降低，以上结果表明，ｍｉＲ１８１ｄ
５ｐ能够作用于 ＰＴＥＮ的３′ＵＴＲ，ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ可能
通过靶向作用 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ区调控结肠癌细胞凋
亡。ＰＴＥＮ是一个具有双重特异性磷酸酶活性和
酪氨酸酶活性的抑癌基因，控制与细胞增殖、周期、

凋亡等一系列生理病理过程［１７］。ＦＡＫ是一种非受
体酪氨酸激酶，定位于整合素构成的灶性粘附复合

体上，具有多种功能［１８］。已有研究表明，ＦＡＫ为
ＰＴＥＮ下游信号分子，ＰＴＥＮ蛋白可通过调节 ＦＡＫ
等信号分子的磷酸化水平影响癌细胞增殖、凋亡等

情况［１９－２０］。本研究结果显示，沉默 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ
能够促进 ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白的表达，抑制 ＦＡＫ

磷酸化，这一结果表明沉默 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ通过
ＰＴＥＮＦＡＫ途径促进了结肠癌细胞凋亡。

综上所述，本研究初步探讨了 ｍｉＲ１８１ｄ５ｐ可
通过靶向作用ＰＴＥＮ抑制结肠癌细胞凋亡，可能成
为结肠癌临床分子靶向治疗的潜在靶点。
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