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miRNA-490-3p调控Smad2/TGF-β影响结直肠癌SW480细胞的奥沙利

铂敏感性

李志发，吴小兵，罗超元，陈戎（广州医科大学附属第三医院 胃肠外科，广东 广州 510150）

[摘 要] 目的：探讨miRNA-490-3p调控Smad2/TGF-β对结直肠癌奥沙利铂化疗敏感性的影响。方法：选取100例结直肠癌

（colorectal cancer，CRC）根治性手术后奥沙利铂（oxaliplatin，OXA）同种联合化疗患者作为研究对象，根据化疗情况分为耐药

组（n=40）和非耐药组（n=60），用qPCR检测两组外周血miRNA-490-3p水平；选取人CRC细胞株SW480和CRC奥沙利铂（OXA）

耐药型细胞株OXA-SW480进行研究，先用qPCR检测两种细胞株中miRNA-490-3p表达水平；后将miRNA-490-3p过表达载体转

染OXA-SW480（过表达组），并设立空载体组（空载体转染OXA-SW480）和空白对照组（OXA-SW480未经任何处理）。用CCK-8

检测各组细胞增殖能力，同时用不同浓度OXA处理各组细胞，计算其半数抑制浓度（IC50）；用Annexin-V-FITC/PI染色流式细胞术

检测各组细胞凋亡率；用WB检测各组Smad2和TGF-β蛋白表达水平。结果：在CRC患者中，耐药组外周血miR-490-3p水平显

著低于非耐药组，在CRC细胞株中，OXA-SW480耐药株细胞miR-490-3p水平显著低于正常株SW480细胞（P<0.05）。与空载体

组和空白对照组相比，过表达组miR-490-3p水平显著降低（均P<0.05），增殖抑制率显著升高（均P<0.05），细胞凋亡率显著升高

（均P<0.01），Smad2蛋白水平显著降低（均P<0.05），TGF-β蛋白水平显著升高（均P<0.05）。经OXA处理后，过表达组的 IC50显著

低于空载体组和空白对照组（均P<0.05）。经Pearson相关法分析，miR-490-3p与Smad2的表达呈负相关（r=–0.943，P<0.01），

miR-490-3p与TGF-β的表达呈正相关（r=0.961，P<0.01）。结论：过表达miRNA-490-3p可增加CRC SW480细胞的OXA敏感性，

此作用Smad2/TGF-β信号通路有关。
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Effect of miRNA-490-3p regulating Smad2/TGF- β on sensitivity of colorectal
cancer SW480 cells to oxaliplatin

LI Zhifa, WU Xiaobing, LUO Chaoyuan, CHEN Rong (Department of Gastrointestinal Surgery, the Third Affiliated Hospital of

Guangzhou Medical University, Guangzhou 510150, Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of miRNA-490-3p regulating Smad2/TGF-β on chemo-sensitivity of colorectal cancer

to oxaliplatin. Methods: One hundred patients with colorectal cancer (CRC) who received oxaliplatin (OXA) chemotherapy after

radical operation were selected as research subjects and divided into drug resistant group (n=40) and non-resistant group (n=60)

according to the chemotherapy outcome. The level of miRNA-490-3p in peripheral blood of two groups of patients was detected by

qPCR. Human CRC cell line SW480 and oxaliplatin resistant CRC cell line OXA-SW480 were selected for the study. The expression

level of miRNA-490-3p in the two cell lines was detected by qPCR, and then the miRNA-490-3p over-expression vector was

transfected into OXA-SW480 cells (over-expression group), in the meanwhile, the empty vector group (OXA-SW480 cells transfected

with empty vector) and blank control group (OXA-SW480 cells without any treatment) were set up. CCK-8 was used to detect cell

proliferation ability of each group, and different concentrations of OXA were used to treat cells of each group to calculate the half

inhibitory concentration (IC50); Annexin-V-FITC/PI staining was used to detect cell apoptosis rate of each group; WB assay was used to

detect the expression levels of Smad2 and TGF-β. Results: In CRC patients, the level of miR-490-3p in the peripheral blood of the

drug-resistant group was significantly lower than that of the non-resistant group. In the CRC cells, the level of miR-490-3p in the
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OXA-SW480 cells was significantly lower than that of the normal SW480 cells (P<0.05). Compared with the empty vector group and

the blank control group, the level of miR-490-3p in the over-expression group was significantly reduced (all P<0.05), the proliferation

inhibition rate and the apoptosis rate were significantly increased (all P<0.05), Smad2 protein level was significantly reduced (all

P<0.05), and TGF-β protein level was significantly increased (all P<0.05). After OXA treatment, the IC50 of the over-expression group

was significantly lower than that of the empty vector group and the blank control group (both P<0.05). According to the results of

Pearson correlation analysis, the expression of miR-490-3p was negatively correlated with the expression of Smad2 (r=–0.943,

P<0.01), but positively correlated with the expression of TGF-β (r=0.961, P<0.01). Conclusion: Over-expression of miRNA-490-3p

can increase the OXA sensitivity of CRC SW480 cells, which is related to the Smad2/TGF-β signaling pathway.

[Key words] miRNA-490-3p; colorectal cancer; oxaliplatin; drug resistance; mechanism

[Chin J Cancer Biother, 2021, 28(5): 489-494. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2021.05.010]

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是消化系统常

见恶性肿瘤之一，严重威胁人类生命安全，其发病率

在全球恶性肿瘤中排名第3，病死率排名第2[1]。2015

年数据统计显示，CRC发病率和病死率在我国恶性

肿瘤中位居第5，且有上升趋势，应引起重视[2]。CRC

早期症状不明显，多数患者确诊时已多处于晚期，失

去最佳手术时机，联合化疗是目前主要的治疗方

式[3]。奥沙利铂（oxaliplatin，OXA）作为第3代铂类抗

癌 药 ，被 美 国 国 家 综 合 癌 症 网 络（National

Comprehensive Cancer Network，NCCN）指南推荐作

为转移性CRC的主要化疗药物，但近一半患者因继

发性化疗耐药而导致生存率降低，严重影响预后[4]。

研究[5-7]发现，miRNA-490-3p在CRC中低表达，并通

过细胞实验验证了其对癌细胞增殖和侵袭能力的抑

制作用。关于miRNA-490-3p与CRC化疗耐药的研

究较少，但有研究[8]发现，Smad2/TGF-β与 CRC 的

OXA耐药密切相关。本课题组前期研究发现CRC

OXA耐药患者血清miRNA-490-3p明显低于非耐药

者，但关于 miRNA-490-3p 是否与 Smad2/TGF-β相

关，若相关存在何种关联尚不清楚。本研究拟探讨

miRNA-490-3p对CRC细胞化疗敏感性的影响，并分

析其与Smad2/TGF-β的关系，为CRC-OXA耐药患者

治疗提供新的思路和实验依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2017年 1月至 2019年 6月于广州医科大学

附属第三医院收治的 100 例 CRC 患者作为研究对

象，纳入标准：（1）所有患者均行根治性化疗术，术后

病理结果确认为CRC；（2）术后给予以OXA为基础

的同种联合化疗；（3）患者及家属知情，并签署同意

书。排除标准：（1）既往使用过OXA或OXA同种化

疗药物；（2）存在OXA以外其它化疗药物耐药。所有

患者均接受4~6个疗程治疗，疗程结束后根据患者耐

药情况分为耐药组和非耐药组[参考实体瘤评定标准

（RECIST）1.0将疾病进展（progressive disease，PD）和

疾病稳定（stable disease,SD）认定为耐药]，分别有 40

和60例。耐药组和非耐药组的临床参数见表1。

表1 CRC患者临床病理参数与耐药/非耐药之间的关系

Tab.1 Relationship between clinicopathological parameters and drug resistance/non-resistance in CRC patients

Clinicopathological parameter

Gender
Male
Female

Age (t/a)
>65
≤65

T grade
T1-T2
T3-T4

N grade
N0
N1-N2

M grade
M0
M1

Clinical grade
Ⅰ-Ⅱ
Ⅲ-Ⅳ

Drug-resistance

38
22

27
33

11
49

41
19

36
14

35
25

Non-drug-resistance

25
15

18
22

20
20

31
9

36
4

29
11

P

0.549

0.582

0.001

0.371

0.089

0.148
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1.2 主要材料

人 CRC 细胞 SW480 和 OXA 耐药型细胞 OXA-

SW480均购自上海通蔚生物科技有限公司，用含双

抗和 10%FBS的RPMI 1640培养基于 37 ℃、5%CO2、

饱和湿度培养箱中培养，每2~3天用0.25%胰酶消化

传代 1次。RPMI 1640培养基、10%胎牛血清、青-链

霉素和 0.25%胰酶均购自美国Sigma公司，OXA（注

射剂，规格：50 mg，批号：2018101508）购自江苏恒瑞

医药股份有限公司，TRIzol试剂盒、RNA逆转录试剂

盒和SYBR Green PCR试剂盒均购自日本TaKaRa公

司；LipofectamineTM 2000购自美国Gibco公司；miR-

490-3p 过表达载体 pcDNA3.1-miR-490-3p-mimic 和

空载体pcDNA3.1均由上海吉凯基因有限公司提供；

CCK-8 试剂盒和购自上海碧云天生物技术有限公

司；细胞凋亡检测试剂盒购自美国BD公司；蛋白裂

解液RIPA和BCA蛋白定量试剂盒均购自Thermo公

司；兔抗人 Smad2、TGF-β 和 GAPDH 蛋白一抗和

HRP标记的二抗均购自美国Abcam公司。

1.3 实验分组

参照LipofectamineTM 2000说明书，将pcDNA3.1-

miR-490-3p-mimic和 pcDNA3.1分别瞬时转染OXA-

SW480细胞株建立过表达组和空载体组，同时设置

空白对照组（OXA-SW480细胞，未经任何处理）；转

染完成后继续常规培养。

1.4 qPCR检测miR-490-3p-mimic在CRC患者外周

血和CRC细胞中的表达

样本收集：（1）抽取化疗后的耐药组和非耐药组

患者空腹外周血 5 ml，静置 10 min，2 414.88×g离心

10 min，留取上清并保存于–80 ℃冰箱中，待所有标

本集齐后用 qPCR检测各组miR-490-3p水平；（2）收

集SW480和OXA-SW480两种细胞株制备单细胞悬

液，调整其密度至 1×105 个/ml，用 qPCR 检测 miR-

490-3p水平；（3）转染 48 h后，收集过表达组、空载组

和空白对照组对数生长期细胞，制备单细胞悬液，调

整其密度至 1×105个/ml，用 qPCR检测转染前后细胞

株miR-490-3p水平，判断转染效果。

qPCR检测：（1）参照TRIzol试剂盒说明书提取总

RNA；（2）参照RNA逆转录试剂盒制备cDNA，反应条

件为 30 ℃ 7 min，42 ℃ 30 min，90 ℃ 5 min，5 ℃ 5 min；

（3）收集 cDNA 进行 qPCR 检测，反应体系为 SYBR

Green1染料10 μl+上下游引物各0.5 μl+dNTP 0.5 μl+Taq

酶1 μl+cDNA 5 μl+ddH2O 32.5 μl，反应条件为95 ℃预

变性8 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火延伸 30 s（共

40 个循环）；其中 U6 为内参基因，用 2－△△Ct 法计算

miR-490-3p的相对表达量，并将其转换为Log2进行计

算 。 其 中 U6 基 因 的 上 、下 游 引 物 分 别 为 5'-

CTCGCTTCGGCAGCACA-3'和 5'-AACGCTTCACG

AATTTGCGT-3'；miR-490-3p的上、下游引物分别为

5'-GCAAACAACCAUUCGGCUGUC-3'和 5'-CGCAGG

TCCGGAGTAGGT-3'。

1.5 CCK-8 法检测过表达 miR-490-3p 对 OXA-

SW480细胞增殖和OXA敏感性的影响

转染后 48 h，取对数生长期细胞制备单细胞悬

液，调整细胞浓度为 1×105个/ml，以每孔 100 μl的密

度接种于 96孔板上，每组细胞设 3个复孔，于 37 ℃、

5%CO2饱和湿度培养箱继续培养，待细胞汇合度达

85% 左右时用不同浓度 OXA（0、5、10、20、40 和 80

μg/ml）进行处理，继续培养，参照CCK-8试剂盒说明

书，分别于第 1、3、5 d向每孔加入 10 μl CCK-8溶液，

孵育3 h，酶标仪测定450 nm处的光密度（D）值，计算

细胞增殖抑制率和半数抑制浓度（IC50）。

1.6 Annexin Ⅴ-FITC/PI染色流式细胞术检测过表

达miR-490-3p对OXA-SW480细胞凋亡的影响

收集各组细胞，调整细胞密度为 1×105/ml，取

100 μl 细胞悬液，参考细胞凋亡照检测试剂盒说明

书，加Annexin Ⅴ-FITC孵育15 min，避光条件下加入

PI复染30 min后，上流式细胞仪进行检测，分析细胞

凋亡情况。其中正常细胞为Annexin Ⅴ和PI双阴性，

早期凋亡细胞为 Annexin Ⅴ阳性，晚期凋亡细胞为

Annexin Ⅴ和PI双阳性。细胞的凋亡率=（早期凋亡

细胞+晚期凋亡细胞）/细胞总数×100%。

1.7 WB 法检测过表达 miR-490-3p 对 OXA-SW480

细胞内相关蛋白表达的影响

转染后 48 h，收集各组细胞，用RIPA进行裂解，

离心提取总蛋白，用BCA蛋白定量试剂盒测定各组

细胞中相关蛋白水平。取 20~30 μg 蛋白进行 SDS-

PAGE，并转至 PVDF膜，用10%脱脂牛奶封闭1 h，分

别加入Smad2（1∶1 000）和TGF-β（1∶1 000）一抗4 ℃

孵育过夜，PBS 洗涤多余抗体，加入 HRP 标记的二

抗，室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次，加 ECL 显影，用

Bio-Rad凝胶成像仪采集图像，以GAPDH为内参，以

目的条带与内参条带光密度值的比值为蛋白相对表

达量进行定量分析。

1.8 统计学处理

用 SPSS20.0软件进行分析，符合正态分布的计

量资料用 x̄±s 表示，两组间比较用独立样本 t 检验，

三组间比较用单因素方差分析（组间比较用LSD-t检

验），组间不同时间点比较用单因素重复测量方差分

析；用 Pearson 相关法分析 miR-490-3p 与 Smad2 和

TGF-β表达水平的关系；以P<0.05或P<0.01表示差

异有统计学意义；用 GraphPad prism7.0 对相关数据

进行图片绘制。
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2 结 果

2.1 miR-490-3p 在 CRC 耐药患者外周血和细胞中

呈低表达

qPCR检测结果显示，在CRC患者中，耐药组外

周血 miR-490-3p 水平显著低于非耐药组 [（0.25±

0.04）vs（1.02±0.21），t=22.878，P=0.000]；在CRC细胞

株中，OXA-SW480耐药细胞中miR-490-3p表达水平

明显低于野生型 SW480 细胞 [（0.32±0.07）vs（0.96±

0.18），t=33.138、P=0.000]

2.2 过表达miR-490-3p抑制OXA-SW480细胞的增

殖并提高其对OXA的敏感性

qPCR检测结果显示，过表达组OXA-SW480细

胞中miR-490-3p的表达水平显著高于空载组和空白

对照组[（1.13±0.27）vs（0.29±0.05）、（0.31±0.08），F=

42.491，P=0.000]，空载组和空白对照组间无显著差

异（P>0.05），提示成功构建过表达 miR-490-3p 的

OXA-SW480细胞。

CCK-8法检测结果（图1）显示，从第1天起，过表

达组细胞增殖抑制率逐渐升高，显著高于空载组和

空白对照组（均P<0.01），但空载组和空白对照组的

增殖抑制率变化不明显，且两组间差异无统计学

意义（P>0.05）；OXA 对过表达组OXA-SW480细胞

的的 IC50 显著低于空载组和空白对照组 [（17.35±

2.11）vs（42.64±3.75）、（43.08±3.56）μg/ml，P<0.01，

F=247.40]，空载组与空白对照组间无显著差异

（P>0.05）。

**P<0.01 vs the empty group or the blank control group

图1 过表达miR-490-3p对OXA-SW480细胞

增殖抑制率的影响

Fig.1 The effect of over-expression of miR-490-3p on the

proliferation inhibition rate of OXA-SW480 cells

2.3 过表达miR-490-3p促进OXA-SW480细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图 2）显示，过表达组

OXA-SW480细胞的凋亡率显著高于空载组和空白

对照组 [（72.18±5.51）% vs（41.25±3.21）%和（40.88±

3.05）%，均 P<0.01，t=88.080、88.027]，空载组和空白

对照组间差异无统计学意义（P=0.135，t=1.496）。

图2 过表达miR-490-3p促进OXA-SW480细胞的凋亡

Fig.2 Over-expression of miR-490-3p promoted the apoptosis of OXA-SW480 cells

2.4 过表达miR-490-3p对OXA-SW480细胞 Smad2

和TGF-β蛋白表达的影响

WB法检测结果（图 3）显示，与空载组和空白对

照组相比，过表达组OXA-SW480细胞中Smad2蛋白

水平显著降低（0.36±0.05 vs 0.98±0.14、1.02±0.17，P<

0.05、F=32.50），TGF-β 蛋白水平显著升高（1.04±

0.21 vs 0.28±0.04、0.31±0.05，P<0.05、F=30.28），空载

组和空白对照组Smad2和TGF-β蛋白水平无显著差

异（P>0.05）。

2.5 miR-490-3p与Smad2、TGF-β表达的关系

miR-490-3p、Smad2和TGF-β蛋白表达水平如图

4A 所示，经 Pearson 相 关 法分析结果（图 4B）显

示，miR-490-3p 与 Smad2 呈明显负相关（r=–0.943，

P<0.01），miR-490-3p与TGF-β呈明显正相关（r=0.961，

P<0.01）。
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图3 过表达miR-490-3p对OXA-SW480细胞Smad2和

TGF-β蛋白表达的影响

Fig.3 The effect of over-expression of miR-490-3p on the

protein expressions of Smad2 and TGF-β in

OXA-SW480 cells

3 讨 论

大部分CRC患者确诊时已处于疾病中晚期，5年

生存率不超过25%。化疗是CRC治疗中不可或缺的

部分[9-10]，研究[11-12]发现，OXA 联合治疗可明显提高

CRC临床疗效，如OXA联合5-FU比单纯5-FU治疗，

其客观缓解率由 15% 升高至 50%。2017 年，NCCN

指南将含有 OXA 的氟尿嘧啶联合奥沙利铂方案

（FOLFOX）和卡培他滨联合奥沙利铂方案（CapeOX）

作为CRC一线化疗方案。但肿瘤固有性或获得性耐

药仍可对抗 OXA 的杀伤作用，在一定程度上影响

CRC患者的预后[13]，因此探讨OXA耐药相关机制以

寻找有效针对性逆转耐药策略十分重要。

图4 miR-490-3p与Smad2、TGF-β表达的关系

Fig.4 The relationship between the expression of Smad2, TGF-β and miR-490-3p

研究[14-15]发现，miRNA主要通过降解或抑制靶基

因表达发挥其生物学功能，与细胞生长、凋亡、分化

等过程密切相关，在肿瘤发生发展中占有重要地位。

miRNA-490-3p基因位于第17号染色体，在哺乳动物

中高度保守，提示其对物种进化十分重要，但具体作

用目前尚不十分明确[16]。有学者发现，miRNA-490-

3p在卵巢癌、子宫内膜癌和胶质瘤等恶性肿瘤中明

显低表达，过表达该基因不仅可抑制癌细胞增殖、侵

袭和转移，同时还可促进癌细胞凋亡，以上均提示，

miRNA-490-3p是重要抑癌基因之一[17-18]。陈戎等[19]

研究发现，CRC组织中miRNA-490-3p呈低表达，且

与淋巴结转移相关；同时通过细胞实验发现miRNA-

490-3p可能通过对Smad2和TGF-β进行转录后调控，

影响CRC细胞的侵袭和迁移能力。本课题组在前期

对 CRC-OXA 耐药的研究中发现，耐药患者血清

miRNA-490-3p明显低于非耐药者，提示miRNA-490-3p

与CRC-OXA耐药相关，但具体机制尚不明确。

基于前述研究，本研究选取 100例接受了OXA

治疗的CRC患者作为研究对象，通过扩大样本量的

方式验证前期工作，发现CRC患者中耐药组外周血

miRNA-490-3p明显低于非耐药者，提示miRNA-490-

3p对CRC化疗有一定研究价值。为此，本研究选取

人 SW480 和 OXA-SW480 细胞株进行研究，发现

OXA-SW480细胞株miRNA-490-3p水平亦明显低于

SW480 细胞株。后续本研究发现，过表达 miRNA-

490-3p可增强OXA杀伤癌细胞的能力，促进OXA-

SW480 细胞凋亡 ，且过表达组 OXA 杀伤 OXA-

SW480细胞的 IC50明显低于空载组和空白对照组（后

两组比较无明显差异），提示过表达 miRNA-490-3p

后可有效降低OXA使用量，从而降低因OXA所致的

不良反应。TGF-β在正常细胞和组织中是一种抑癌

因子，随着肿瘤进展，依赖Smads的 TGF-β相关信号
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通路出现异常，其对肿瘤的抑制功能也随之发生改

变[20-21]。本研究结果显示，miRNA-490-3p 对 CRC

OXA药敏的影响 Smad2和 TGF-β相关，miR-490-3p

可能通过负调控 Smad2激活TGF-β相关信号通路，

从而影响OXA的药物敏感性。

综上所述，过表达 miRNA-490-3p 可增加 CRC

SW480 细胞的 OXA 化疗敏感性，其机制可能与

Smad2/TGF-β相关信号通路有关，后续可通过动物实

验进行验证，逐步完成理论到实践的转化。
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