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摘要　目的　探讨ｍｉＲ２７ａ在结直肠癌中的表达，并分析其
靶向调控分泌型卷曲相关蛋白１（ＳＦＲＰ１）对人结直肠癌细
胞ＨＣＴ１１６生物学行为的影响。方法　实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）检测结直肠癌组织及癌旁正常组织中 ｍｉＲ２７ａ
和ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ的表达情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结直肠癌组
织及癌旁正常组织中ＳＦＲＰ１蛋白表达水平；运用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
预测软件及双荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ２７ａ对
ＳＦＲＰ１的靶向调控作用；将 ｍｉＲ２７ａ模拟物（ｍｉＲ２７ａｍｉｍ
ｉｃ）、ｍｉＲ２７ａ抑制物（ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及阴性对照（ＮＣ）转
染至 ＨＣＴ１１６细胞中；采用 ｑＲＴＰＣＲ测定各组细胞中 ｍｉＲ
２７ａ和ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ的表达水平；运用四唑盐（ＭＴＴ）比色法
检测各组细胞增殖情况；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估各组细胞侵袭和
迁移能力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＳＦＲＰ１、Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路中的关键因子Ｗｎｔ４和βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达水
平。结果　与癌旁正常组织相比，ｍｉＲ２７ａ在结直肠癌组织
中高表达，而ＳＦＲＰ１在结直肠癌组织中低表达（Ｐ＜００５）；
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测软件和双荧光素酶报告基因实验表明 ｍｉＲ
２７ａ靶向调控 ＳＦＲＰ１；与 ＮＣ组相比，ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组 ｍｉＲ
２７ａ表达水平升高，细胞增殖、侵袭和迁移能力增强，ＳＦＲＰ１
蛋白表达降低，Ｗｎｔ４和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达增加（Ｐ＜００５）；
与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组相比，ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞内 ｍｉＲ
２７ａ表达下降，细胞增殖、侵袭和迁移能力降低，ＳＦＲＰ１蛋白
表达增加，Ｗｎｔ４和 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达降低（Ｐ＜００５）。结
论　ｍｉＲ２７ａ能够靶向调控ＳＦＲＰ１，通过上调ＳＦＲＰ１，阻断下
游的Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，抑制结直肠癌细胞的增殖、侵
袭和迁移等生物学过程，从而发挥抑癌作用。为临床治疗提

供了新方向。
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　　流行病学研究［１］显示，结直肠癌作为胃肠道肿

瘤疾病，其发病率和病死率逐年上升。目前，结直肠

癌治疗常采用手术结合放化疗，但疗效有限［２－３］。

寻找新的治疗靶点，抑制结直肠癌细胞的增殖、侵袭

和迁移成为近年研究热点。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）是
一组存在于真核生物中长度约为１９～２５个核苷酸
的内源性非编码ＲＮＡ，可与相关靶基因的３′端非翻
译区结合，抑制其转录、翻译过程，发挥调控作

用［４－５］。ｍｉＲ２７ａ作为 ｍｉＲＮＡ的成员之一，位于１９
号染色体，具有多种生物学功能，参与了肿瘤的发生

发展。既往研究［６］显示，ｍｉＲ２７ａ在乳腺癌中表达
异常，与乳腺癌恶性程度和预后相关。研究［７］显

示，ｍｉＲ２７ａ在结肠癌中表达上调，能增强结肠癌细
胞的增殖、侵袭和迁移能力。分泌卷曲相关蛋白１
（ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＦＲＰ１）作为 Ｗｎｔ
信号转导的负性调控者，在结直肠癌中表达下

调［８］。ｍｉＲ２７ａ是否能通过靶向活化ＳＦＲＰ１从而抑
制肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移等过程尚不明确。该

研究旨在探讨 ｍｉＲ２７ａ在直肠癌中的表达，并分析
其是否能够通过靶向调控 ＳＦＲＰ１对直肠癌细胞生
物学行为产生影响。

１　材料与方法

１．１　方法
１．１．１　临床样本　取咸宁市中心医院 ２０２１年 １
月—１２月行手术切除术的２４例结直肠癌患者癌变
组织和癌旁正常组织（距病变部位 ＞５ｃｍ处）于液
氮中－７０℃冻存备用。患者术前均未做任何形式
的放化疗。所有患者均知情签署知情同意书，本研

究由咸宁市中心医院伦理委员会审核批准（伦理批

号：２０２０１１０２５）。
１．１．２　主要材料　人结直肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６购
自中科院上海细胞库。胎牛血清（货号：１２４８３０２０）
和ＤＭＥＭ培养基（货号：１１９６５０９２）购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：ＦＳＱ２０１）与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：ＱＰＫ２０１）购自东洋
纺（上海）公司；抗体 ＳＦＲＰ１（货号：ａｂ１２６６１３）和
Ｗｎｔ４（货号：ａｂ２７７７９８）购自Ａｂｃａｍ（上海）贸易有限
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公司；抗体βｃａｔｅｎｉｎ（货号：ＡＣ１０６）、ＧＡＰＤＨ（货号：
ＡＦ１１８６）、辣根酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（货号：
Ａ０２０８）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１２）、
ＳＤＳ聚丙烯酰胺试剂盒（货号：Ｐ００１２ＡＣ）、０２５％胰
蛋白酶（货号：Ｃ０２０１）、ＴＲＩｚｏｌ（货号：Ｒ００１６）和结晶
紫染液（货号：Ｃ０１２１１００ｍｌ）购自上海碧云天生物
技术有限公司；双荧光素酶报告基因检测试剂盒

（货号：Ｇ１７０１１００Ｔ）购自武汉塞维尔生物技术有限
公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（货号：３５４４８０）购自北京优尼
康生物科技有限公司；ｍｉＲ２７ａ、ＳＦＲＰ１、Ｕ６内参引
物，ｍｉＲ２７ａ模拟物（ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ）、ｍｉＲ２７ａ抑制
剂（ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和阴性对照（ｎｅｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，
ＮＣ），ＳＦＲＰ１野生型和突变型的荧光素酶报告载体
均购自苏州吉玛基因股份有限公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ

２０００（货号：１１６６８０３０）转染试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司。
１．１．３　主要仪器　ＣＯ２全湿度培养箱（型号：ＨＨ
ＣＰ１６０Ｓ）购自上海沃尔福实业有限公司；高速离心
机（型号：ＴＤＩ１６）购自上海医用分析仪器厂；实时
荧光定量ＰＣＲ仪（型号：ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）、垂直电泳槽
（型号：１６５８０３３）、转膜仪（型号：ＴｒａｎｓＢｌｏｔＴｕｒｂｏ）
购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；倒置荧光显微镜（ＣＫＸ４１）购
自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　 细胞培养和转染　在恒温３７℃及５％ＣＯ２
的全湿度培养箱环境下，采用 ＤＭＥＭ培养基（含
１０％胎牛血清）培养 ＨＣＴ１１６细胞。当细胞密度达
到７０％后，用０２５％胰蛋白酶消化，每孔１×１０５个
细胞接种于６孔板中，根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转
染试剂说明书及操作步骤，将 ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ（ｍｉＲ
２７ａｍｉｍｉｃｓ组）、ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组）和 ＮＣ（ＮＣ组）分别转染至 ＨＣＴ１１６细胞中，混
匀，室温静置１５ｍｉｎ，培养４８ｈ，当培养基中ＨＣＴ１１６
细胞汇合度达到８０％后收集各组细胞。
１．２．２　ＭＴＴ实验检测各组细胞增殖活性　取处于
对数生长期的各组 ＨＣＴ１１６细胞，接种于 ４８孔板
中，每孔细胞设置为 １×１０５个／ｍｌ，在恒温 ３７℃、
５％ＣＯ２条件下培养。分别在培养２４、４８、７２和９６ｈ
后，各孔添加 ２０μｌＭＴＴ溶液，孵育 ４ｈ后取上清
液，与５０μｌ二甲基亚砜混溶。测定各孔细胞光密
度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值（酶标仪设置波长 ４９０
ｎｍ），计算细胞增殖情况。
１．２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组细胞侵袭、迁移情况
　取处于对数生长期的各组 ＨＣＴ１１６细胞，０２５％

胰蛋白酶进行消化，将细胞（１×１０５个）添加于 Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ上室中，细胞侵袭实验需要在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ中加
入基质胶，而迁移实验无需加入基质胶。下室填充

无血清ＤＭＥＭ培养基，培养２４ｈ。吸去无血清培养
基后，刮去上表面的贴壁细胞，多聚甲醛固定细胞，

结晶紫染色，２０ｍｉｎ后镜下取５个随机视野，对侵入
小室的细胞进行计数，评估细胞侵袭、迁移情况。

１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ２７ａ和 ＳＦＲＰ１
ｍＲＮＡ表达水平　使用 ＴＲＩｚｏｌ提取结直肠癌组织、
癌旁正常组织和各组 ＨＣＴ１１６细胞中的总 ＲＮＡ，然
后采用ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ逆转录试剂盒逆转录获得ｃＤ
ＮＡ，用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行
扩增，设置３个复孔测定 ｍｉＲ２７ａ、ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表
达水平。以 Ｕ６为内参，ｍｉＲ２７ａ、ＳＦＲＰ１引物序列
如表１所示。ｑＲＴＰＣＲ反应体系２０μｌ（１０μｌＭｉｘ、１
μｌ正向引物、１μｌ反向引物、１μｌｃＤＮＡ和 ７μｌ
Ｈ２Ｏ），反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性１５
ｓ，６０℃退火３０ｓ，６０℃延伸３０ｓ；循环４０次。测定
结果采用２－ΔΔＣＴ法计算各物质的相对表达量。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列

ｍｉＲ２７ａ Ｆ：５′ＴＴＣＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧＴＴＣＣＧＣ３′
Ｒ：５′ＧＣＧＧＡＡＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＧＴＧＡ３′

ＳＦＲＰ１ Ｆ：５′ＴＧＧＣＴＴＧＣＧＡＧＡＣＧＴＡＧＡＣ３′
Ｒ：５′ＧＣＴＣＡＧＧＴＧＡＡＴＣＧＧＣＣＴＴＴＴ３′

Ｕ６ Ｆ：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′
Ｒ：５′ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＦＲＰ１、Ｗｎｔ４、βｃａｔｅｎｉｎ蛋
白表达　提取结直肠癌组织、癌旁正常组织和
ＨＣＴ１１６各处理组细胞中的蛋白。用ＢＣＡ试剂盒测
定蛋白浓度后，加入缓冲液进行沸水浴１０ｍｉｎ。取
２０μｌ样品（蛋白量４５μｇ）上样进行 ＳＤＳ聚丙烯酰
胺凝胶垂直电泳，设置参数分离蛋白，湿法转膜，用

５％脱脂奶粉封闭１ｈ，再分别加入用 ＴＢＳＴ溶液稀
释的ＳＦＲＰ１（１∶１０００）、Ｗｎｔ４（（１∶１０００）、βｃａｔｅ
ｎｉｎ（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶５００）抗体，４℃孵育过
夜，加入辣根酶标记的山羊抗兔二抗（１∶５０００）室
温孵育１ｈ后，洗膜３次，化学发光液显影，采用Ｉｍ
ａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值。所有测定重复 ３
次。

１．２．６　ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件预测 ｍｉＲ２７ａ与 ＳＦＲＰ１的
结合位点以及双荧光素酶实验报告实验　Ｔａｒ
ｇｅｔＳｃａｎ在线软件预测 ｍｉＲ２７ａ与 ＳＦＲＰ１的３′ＵＴＲ
区域结合位点。构建突变型（ＳＦＲＰ１ＭＵＴ３′ＵＴＲ）
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质粒和野生型（ＳＦＲＰ１ＷＴ３′ＵＴＲ）质粒。按照Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００转染试剂盒说明，将突变型质粒分
别与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ或ＮＣ共转染至 ＨＣＴ１１６细胞，
将野生型质粒分别与 ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ或 ＮＣ共转染
至ＨＣＴ１１６细胞，４８ｈ后根据双荧光素酶报告基因
检测试剂盒检测荧光素酶活性。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２２０对数据进行统
计分析，各数据均采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多
组间差异比较采用单因素方差分析，两组间差异比

较采用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ２７ａ和ＳＦＲＰ１在结直肠癌组织中的表达
　ｑＲＴＰＣＲ检测结果如图１Ａ所示，与癌旁正常组
织相比，ｍｉＲ２７ａ在结直肠癌组织中高表达（ｔ＝
７６２４，Ｐ＜００５）；而ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ在结直肠癌组织
中低表达（ｔ＝４５７４，Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
如图１Ｂ所示，与癌旁正常组织相比，ＳＦＲＰ１在结直
肠癌组织中低表达（ｔ＝３０１３，Ｐ＜００５）。

图１　结直肠癌组织中ｍｉＲ２７ａ和ＳＦＲＰ１表达的比较
　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测结直肠癌组织中ｍｉＲ２７ａ和ＳＦＲＰ１表达水平；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结直肠癌组织中ＳＦＲＰ１表达水平；１：癌旁正常组
织，２：结直肠癌组织；与癌旁正常组织比较：Ｐ＜００５

２．２　结直肠癌细胞中 ｍｉＲ２７ａ上调和下调对

ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ水平的影响　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显
示，与ＮＣ组相比，ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组中ｍｉＲ２７ａ表达
增加（ｔ＝６３３２，Ｐ＜００５），ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｏｒ组中
ｍｉＲ２７ａ表达下降（ｔ＝４０２１，Ｐ＜００５），表明 ｍｉＲ
２７ａｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｏｒ转染成功；与ＮＣ组相
比，ｍｉＲ２７ａ上调后 ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ的表达水平降低
（ｔ＝５３７６，Ｐ＜００５），ｍｉＲ２７ａ下调后 ＳＦＲＰ１ｍＲ
ＮＡ的表达水平提升（ｔ＝５６８５、６０２７，均 Ｐ＜
００５），提示 ｍｉＲ２７ａ可能负向调控 ＳＦＲＰ１。见图
２。

图２　结直肠癌细胞中ｍｉＲ２７ａ

上调和下调对ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ水平的影响

　　与ＮＣ组比较：Ｐ＜００５；与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组比较：＃Ｐ＜００５

２．３　ｍｉＲ２７ａ靶向作用 ＳＦＲＰ１　ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件
显示ｍｉＲ２７ａ和ＳＦＲＰ１的３′ＵＴＲ存在结合位点（如

图３Ａ所示）。双荧光素酶报告实验显示，与 ＮＣ组
（ＳＦＲＰ１野生型质粒和 ＮＣ共转染）比较，ＳＦＲＰ１野
生型质粒和 ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ共转染后，荧光素酶活
性降低（ｔ＝４９２１，Ｐ＜００５）；而 ＳＦＲＰ１突变型质粒
和ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ质粒共转染后，与 ＮＣ组（ＳＦＲＰ１
突变型质粒和ＮＣ共转染）比较，荧光素酶活性无差
异（ｔ＝１０３６，Ｐ＞００５），见图３Ｂ。提示 ｍｉＲ２７ａ可
靶向调控ＳＦＲＰ１表达。
２４　各组 ＨＣＴ１１６细胞增殖活性的比较　ＭＴＴ实
验结果如图４所示，２４ｈ后，各组细胞增殖活性有差
异（Ｆ＝６３２０７，Ｐ＜００１）。与 ＮＣ组相比，ｍｉＲ２７ａ
ｍｉｍｉｃ组细胞增殖活性升高（ｔ４８ｈ＝４５１９，ｔ７２ｈ＝
５５８２，ｔ９６ｈ＝６１７３，均 Ｐ＜００５）；与 ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ
组相比，ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞增殖活性降低（ｔ４８ｈ
＝８８３６，ｔ７２ｈ＝１１２６５，ｔ９６ｈ＝９３５７，均Ｐ＜００５）。
２．５　各组 ＨＣＴ１１６细胞侵袭、迁移能力的比较　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验结果如图５所示，与 ＮＣ组
（１１６００±１２８３）相比，ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组侵袭能力
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图３　ｍｉＲ２７ａ对ＳＦＲＰ１的靶向调控作用

　　Ａ：ｍｉＲ２７ａ和ＳＦＲＰ１的３′ＵＴＲ结合位点；Ｂ：各组细胞中荧光素

酶相对活性检测；与ＮＣ组比较：Ｐ＜００５

图４　各组细胞增殖情况的比较

　　与ＮＣ组比较：Ｐ＜００５；与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组比较：＃Ｐ＜００５

图５　各组细胞侵袭情况的比较

　　Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验 结晶紫染色 ×２００；Ｂ：细胞侵袭迁移数定

量分析；与ＮＣ组比较：Ｐ＜００１；与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组比较：＃＃Ｐ＜

００１

（１５８±１５６７）提升（ｔ＝８２１７，Ｐ＜００１）；与 ｍｉＲ
２７ａｍｉｍｉｃ组相比，ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组侵袭能力（８２
±９７５）降低（ｔ＝１３７２８，Ｐ＜００１）。此外 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室迁移实验结果如图６所示，与 ＮＣ组（２４９
±１２３７）相比，ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组迁移能力（３０５±
１６７８）提升（ｔ＝９５１９，Ｐ＜００１）；与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ
组相比，ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组迁移能力（１７６±１０８４）
降低（ｔ＝１７３５２，Ｐ＜００１）。表明上调 ｍｉＲ２７ａ可
促进结直肠癌细胞的侵袭和迁移能力，下调 ｍｉＲ
２７ａ可抑制结直肠癌细胞的侵袭和迁移能力。

图６　各组细胞迁移情况的比较

　　Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验 结晶紫 ×２００；Ｂ：细胞迁移数定量分析；

与ＮＣ组比较：Ｐ＜００１；与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组比较：＃＃Ｐ＜００１

２６　ｍｉＲ２７ａ调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关
蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果如图７所示，与 ＮＣ
组比较，ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组 ＳＦＲＰ１蛋白表达水平降
低，而Ｗｎｔ４和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平升高（ｔＳＦＲＰ１＝
３２５２，ｔＷｎｔ４＝３８２７，ｔβｃａｔｅｎｉｎ＝５１８５，均Ｐ＜００５）；与
ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＳＦＲＰ１
蛋白表达水平升高，而 Ｗｎｔ４和 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
水平升高降低（ｔＳＦＲＰ１＝５９５２，ｔＷｎｔ４＝４３７４，ｔβｃａｔｅｎｉｎ＝
５４７３，均 Ｐ＜００５）。提示 ｍｉＲ２７ａ可下调 ＳＦＲＰ１
表达，增加Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活性。

３　讨论

　　我国结直肠癌发病率逐年递增，尤其是在中老
年人群中，近年发病人数不断增加，严重威胁患者的

生命健康。研究［９］表明，ｍｉＲＮＡ在恶性肿瘤的发生
发展过程中通过参与多种细胞因子的转录和表达发

挥重要作用。ｍｉＲＮＡ也通过类似途径诱导结直肠癌
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＦＲＰ１和Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路

相关蛋白表达的比较

　　１：ＮＣ组；２：ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组；３：ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；与对照组

比较：Ｐ＜００５；与ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ组比较：＃Ｐ＜００５

肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭［１０］。因此，抑制相关

ｍｉＲＮＡ的活性成为近年结直肠癌治疗的新靶点，也
为临床靶向治疗提供了新方向。

　　ｍｉＲ２７ａ在卵巢癌［１１］、乳腺癌［１２］、胃癌［１３］中表

达异常升高，具有一定的促癌作用。本研究结果显

示，结直肠癌患者癌变组织中 ｍｉＲ２７ａ表达水平高
于癌旁正常组织，提示 ｍｉＲ２７ａ可能作为促癌因子
发挥作用。

　　研究［１４］表明 ＳＦＲＰ１是 ｍｉＲ２７ａ下游的作用靶
点之一，ｍｉＲ２７ａ可抑制ＳＦＲＰ１活性，促进肿瘤细胞
的增殖和侵袭迁移等。本研究显示结直肠癌组织中

ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均低于癌旁正常组，
并在细胞水平评估了 ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｍｉＲ２７ａ
ｍｉｍｉｃｓ的影响，结果显示，给予 ｍｉＲ２７ａｍｉｍｉｃ转染
ＨＣＴ１１６细 胞 后，ＳＦＲＰ１ ｍＲＮＡ 表 达 下 调；而
ＨＣＴ１１６细胞在转染 ｍｉＲ２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，ＳＦＲＰ１表
达增加。此外，荧光素酶报告基因实验进一步证明

ｍｉＲ２７ａ能够靶向调控 ＳＦＲＰ１。Ｑｉａｏｅｔａｌ［１５］研究
发现 ｍｉＲ２７ａ通过靶向 ＳＦＲＰ１蛋白，调节 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，促进口腔鳞状癌细胞的上皮间质
转化。为了进一步研究 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是
否参与ｍｉＲ２７ａ在结直肠癌中的作用，本研究采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲ２７ａ上调和下调对ＨＣＴ１１６细
胞中Ｗｎｔ４和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的影响，发现上调 ｍｉＲ

２７ａ后可靶向抑制 ＳＦＲＰ１活性，激活了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路，促进肿瘤细胞的增殖和侵袭过程；下
调ｍｉＲ２７ａ可靶向激活 ＳＦＲＰ１，ＳＦＲＰ１上调可抑制
Ｗｎｔ４、βｃａｔｅｎｉｎ等信号分子蛋白的表达，相关的转
录翻译过程被中断，肿瘤细胞增殖和侵袭过程被抑

制，ＭＴＴ和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验也证明 ｍｉＲ２７ａ能够促进
结直肠癌细胞的增殖、侵袭和迁移等生物学过程。

　　综上所述，下调 ｍｉＲ２７ａ能靶向激活 ＳＦＲＰ１活
性，抑制结直肠癌细胞的增殖及侵袭等生物学过程，

其主要是通过上调 ＳＦＲＰ１，阻断下游的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路发挥抑癌作用。本研究为结直肠癌的
临床治疗提供了新方向。后续将进一步结合动物实

验，深入研究ＳＦＲＰ１在结肠癌中的作用机制。
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