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[摘  要]  目的：探讨miR-433对结直肠癌（CRC）细胞干细胞特性及5-氟尿嘧啶（5-FU）耐药性的影响，并阐明其潜在的分子调

控机制。方法： 建立 5-FU耐药的HCT-116细胞株。采用RT-qPCR和WB法检测miR-433及干细胞特性标志物（SOX2、OCT4、

Nanog）的表达。通过双萤光素酶报告基因实验、免疫荧光和核质分离实验验证miR-433与靶基因YAP1的关系及YAP1对其亚细

胞定位的影响。通过拯救实验确认miR-433/YAP1轴的功能。利用CCK-8法检测细胞对 5-FU的敏感性。结果： 与亲代HCT-

116/P细胞相比，耐药的HCT-116细胞株中miR-433表达显著下调（P < 0.05），而干细胞特性标志物（SOX2、OCT4、Nanog）表达上

调（P < 0.05）。过表达miR-433能够抑制干细胞标志物的表达，并直接靶向YAP1，阻碍其核定位（P < 0.05）。恢复YAP1的表达

能够部分逆转miR-433对干细胞标志物的抑制作用（P < 0.05）。功能上，上调miR-433显著增强了CRC细胞对5-FU的敏感性，而

此效应同样可被YAP1的重新表达所削弱（P < 0.05）。结论： miR-433通过直接靶向YAP1通路，抑制CRC细胞的干细胞特性相

关分子表型，并增强其对化疗药物的敏感性。miR-433/YAP1轴可能成为克服CRC 5-FU耐药的潜在新靶点。
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miR-433 inhibits cancer stem cell-like properties and enhances 5-FU sensitivity by 
targeting YAP1 in colorectal cancer HCT-116 cells
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[Abstract]  Objective：： To investigate the role of microRNA-433 (miR-433) in regulating stemness and chemoresistance in colorectal 

cancer (CRC) cells and to elucidate the underlying molecular regulatory mechanisms. Methods：： A 5-FU‑resistant HCT‑116 cell line 

was established. The expression levels of miR-433 and stemness markers (SOX2, OCT4, and Nanog) were assessed using RT-qPCR 

and WB assay. The interaction between miR-433 and its target gene, YAP1, as well as the effect on the subcellular localization of YAP1, 

were verified through dual-luciferase reporter assays, immunofluorescence staining, and nuclear-cytoplasmic fractionation. Rescue 

experiments were conducted to confirm the functional role of the miR-433/YAP1 axis. The sensitivity of cells to 5-FU was evaluated 

using the CCK-8 assay. Results：： Compared with parental cells, the expression of miR-433 was significantly downregulated in 5-FU-

resistant HCT-116 cells (P < 0.05), whereas the expression of stemness markers (SOX2, OCT4, and Nanog) was upregulated (P < 0.05). 

Overexpression of miR-433 suppressed the expression of stemness markers, directly targeted YAP1, and inhibited the nuclear 

translocation of YAP1 (P < 0.05). Restoration of the expression of YAP1 partially reversed the inhibitory effect of miR-433 on stemness 
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molecules (P < 0.05). Functionally, upregulation of miR-433 significantly enhanced the sensitivity of CRC cells to 5-FU; this effect was 

attenuated by the re-expression of YAP1 (P < 0.05). Conclusion：： miR-433 suppresses the stem-like molecular phenotype of colorectal 

cancer cells and enhances sensitivity to chemotherapeutic agents by directly targeting the YAP1 pathway. The miR-433/YAP1 axis may 

serve as a potential novel therapeutic target for overcoming chemoresistance in CRC.
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是全球范围内

最常见的消化道恶性肿瘤之一。肿瘤复发、远处转

移及化疗耐药是导致治疗失败、患者预后不佳的主

要临床挑战[1]。miRNA是一类内源性非编码小分子

RNA，可在转录后水平调控靶基因的表达，广泛参与

细胞的增殖、分化、凋亡和迁移等多种生理和病理过

程[2-4]。本团队的前期研究[4]证实，miR-433在CRC组

织和细胞中表达显著下调，并且其作为一种抑癌分

子，能够有效抑制 CRC 细胞的增殖与迁移能力。

Hippo信号通路是调控器官大小和细胞增殖的关

键通路 ，其下游核心效应分子 Yes 相关蛋白 1

（Yes-associated protein 1, YAP1）的异常激活在多种

肿瘤中被证实能够诱导干细胞特性，并促进其对化

疗药物的耐药。已有研究[5]报道，miR-433可以直接

靶向并抑制YAP1的表达；而在胃癌等消化系统肿瘤

中，YAP1 作为关键癌基因的功能也已被广泛证

实[6-7]，这提示miR-433/YAP1轴可能在多种肿瘤中扮

演重要角色。基于团队前期工作，本研究旨在深入

探究miR-433在调控CRC细胞干细胞特性及 5-氟尿

嘧啶（5-fluorouracil, 5-FU）敏感性中的作用，并阐明

其以YAP1为核心的分子调控网络，以期为克服CRC

的 5-FU耐药性提供新的理论依据和潜在的治疗策

略。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

人CRC细胞HCT-116及人胚肾细胞HEK-293T

购自中国科学院细胞库，10%胎牛血清及1%青-链霉

素的杜氏改良 Eagle 培养基（Dulbecco's modified 

Eagle medium, DMEM）、TRIzol 试剂、Lipofectamine 

3000试剂、核蛋白提取试剂盒以及羊抗兔 IgG购自美

国 Thermo Scientific公司，SOX2多克隆抗体购自美国

Abcam公司，OCT4、Nanog、GAPDH 和 Lamin B1 多抗

购自美国 Santa Cruz公司，YAP1单克隆抗体购自美

国CST公司，CCK-8试剂盒购自日本Dojindo公司，

化学发光检测试剂盒购自美国 Millipore 公司，

PrimeScript™ RT Reagent Kit with gDNA Eraser、Mir-

XTM miRNA First-Strand Synthesis Kit 及 SYBR® 

Premix Ex TaqTM Ⅱ（Tli RNaseH Plus）试剂盒均购自

日本 TaKaRa 公司，psiCHECK-2 报告基因质粒购自

美国 Promega 公司。HCT-116、HEK-293T 细胞在

DMEM中，于 37 ℃、5% CO₂的培养箱中培养；5-FU

购自德国 Sigma公司，使用时将 5-FU粉末溶解于二

甲基亚砜中，配制成浓度为 100 mmol/L的母液无菌

分装后于−20 ℃避光保存。在进行体外细胞实验前，

使用完全细胞培养基将5-FU母液稀释至实验所需的

最终工作浓度。

miR-433 mimic 及其阴性对照（NC mimic）、

miR-433 inhibitor及其阴性对照（inhibitor NC）均购自

上海吉玛制药技术有限公司。包含YAP1完整编码

区但不含3'-UTR的过表达质粒（pcDNA3.1-YAP1）由

苏州金唯智生物科技有限公司合成。

1.2  建立5-FU诱导的耐药细胞株HCT-116/R

为建立5-FU耐药的HCT-116细胞株（HCT-116/R），

将亲代HCT-116细胞（HCT-116/P）置于含 0.5 μmol/L 

5-FU的培养基中持续培养48 h。随后更换为无药的

新鲜完全培养基继续培养。待存活细胞克隆逐渐恢

复生长，汇合度达80%后（此过程约需1~2周）进行传

代。将 5-FU浓度依次调整至1.0、2.0、5.0、10.0 μmol/L

进行筛选，在每一浓度梯度的 5-FU中维持培养至少

2~3周（或连续传代 3~5次），直至细胞形态恢复正常

且生长动力学稳定（细胞存活率 > 90%）。此过程

反复进行，最终获得能在含10 μmol/L 5-FU的培养基

中稳定增殖（细胞存活率 > 90%）的HCT-116/R细胞。

1.3  RNA提取与RT-qPCR

使用 TRIzol 试剂分别提取 HCT-116/P 与 HCT-

116/R细胞总RNA。使用分光光度计测定RNA浓度

及纯度，确保A260/A280比值在 1.8~2.0，通过 1%琼

脂糖凝胶电泳检测，观察到清晰的28S和18S条带以

确认RNA完整性。对于mRNA和miRNA的检测，分

别 使 用 PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA 

Eraser 和Mir-XTM miRNA First-Strand Synthesis Kit试

剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA。随后，采用 SYBR 

Premix Ex TaqⅡ试剂盒在 Applied Biosystems 7500

实时 PCR 系统上进行 RT-qPCR，20 μL 扩增体系：

SYBR Premix Ex TaqⅡ(2×) 10 μL，上下游引物各0.8 μL

（10 μmol/L）, ROX Reference DyeⅡ0.4 μL, cDNA模

板 2 μL, ddH2O 6 μL。反应条件：预变性 95 ℃ 30 s；

扩增40个循环（95 ℃ 5 s, 60 ℃ 34 s）；最后进行熔解

曲线分析（95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 95 ℃ 15 s）。数据
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采用 2⁻ΔΔCt 法分析 ，mRNA 以内参 GAPDH 校正 ，

miRNA以内参U6 snRNA校正。

1.4  质粒、寡核苷酸与细胞转染

本研究过表达实验涉及的细胞转染分组如下，

NC mimic组（转染NC阴性对照模拟物）、miR-433 mimic

组（转染miR-433模拟物）、NC inhibitor组（转染阴性

对照抑制物）、miR-433 inhibitor组（转染miR-433抑

制物）、miR-433 mimic + 空载体组（共转染miR-433

模拟物与空载体）、miR-433 mimic + YAP1组（共转染

miR-433模拟物和YAP1过表达质粒）。

按照上述分组，使用Lipofectamine 3000试剂进

行细胞转染 ，对于单转染组 ，每孔使用 1.5 μL 

Lipofectamine 3000 与 500 ng 质粒（需加入 1 μL 

P3000试剂）或 15 pmol miRNA mimic/inhibitor（终浓

度约30 nmol/L，不加P3000）混合。对于共转染组（拯救

实验），将500 ng YAP1质粒与 15 pmol miR-433 mimic

同时加入含1 μL P3000的Opti-MEM培养基中，再与

1.5 μL Lipofectamine 3000混合形成复合物。室温结

合15 min后滴加至细胞。

1.5  WB 法检测 HCT-116/P 与 HCT-116/R 细胞中

SOX2、OCT4、Nanog、GAPDH蛋白的表达

使用含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液分别提取

HCT-116/P与HCT-116/R细胞总蛋白，BCA法测定蛋

白浓度。取等量蛋白经 SDS-PAGE 分离后，转至

PVDF膜上。用5%脱脂牛奶室温封闭1 h，随后加入

SOX2（1∶500）、OCT4（1∶500）、Nanog（1∶500）或

GAPDH（1∶1000）4 ℃反应过夜。次日，用HRP标记

的兔抗鼠 IgG室温反应 1 h，最后用Millipore化学发

光检测试剂盒进行显影，在化学发光成像系统上显

色、曝光并采集信号。

1.6  miR-433靶向YAP1 3'-UTR的双萤光素酶报告

基因验证实验

将 TargetScan数据库（http://www.targetscan.org）

预测的含miR-433结合位点的YAP1 3'-UTR野生型

（wild-type, WT）序列或其突变型（mutant, MUT）序列

克隆至 psiCHECK-2报告质粒的海肾萤光素酶基因

下游。将构建好的报告质粒与miR-433 mimic或NC 

mimic共转染至HEK-293T细胞中。实验分为四组，

WT + NC mimic组（共转染YAP1 3'-UTR野生型质粒

与 NC mimic）、WT + miR-433 mimic 组（共转染

YAP1 3'-UTR野生型质粒与miR-433 mimic）、MUT + 

NC mimic组（共转染YAP1 3'-UTR突变型质粒与NC 

mimic）、MUT + miR-433 mimic组（共转染YAP1 3'-UTR

突变型质粒与 miR-433 mimic）。转染 48 h 后，使用

Promega双萤光素酶报告基因检测试剂盒检测海肾

和萤火虫萤光素酶的活性。

1.7  免疫荧光染色法分析 miR-433 过表达对 HCT-

116细胞中YAP1蛋白定位的影响

将HCT-116/R细胞以2 × 10⁴个/孔的密度接种于

置于 24 孔板中的无菌盖玻片上，培养至汇合度达

50%~60%时进行转染处理。随后用PBS洗涤，经4%

多聚甲醛室温固定 15 min，PBS 洗涤 3 次后用

0.5% Triton X-100室温通透20 min。随后用5%牛血

清白蛋白室温封闭1 h。吸去封闭液，滴加兔抗YAP1

单克隆抗体（1∶100）于 4 ℃湿盒中反应过夜。次日

PBS洗涤 3次，滴加Alexa Fluor 488标记的山羊抗兔

IgG（1∶500），室温避光反应 1 h。最后用含DAPI的

封片剂封片。在Leica激光共聚焦显微镜下观察并采

集图像。

1.8  核质蛋白提取

严格按照试剂盒的说明书分离并提取转染了

NC mimic或miR-433 mimic的HCT-116细胞的核蛋

白与细胞质蛋白。收集细胞沉淀，依次加入胞质提

取试剂CERⅠ和CERⅡ提取胞质蛋白；向沉淀中加

入核提取试剂，剧烈振荡，提取核蛋白。将分离出的

胞质蛋白、核蛋白分别进行SDS-PAGE和转膜。使用

GAPDH（1∶1 000）作为细胞质内参，使用Lamin B1

（1∶1 000）作为细胞核内参，检测YAP1蛋白在细胞

核、细胞质中的相对表达水平，以验证核质分离效率

及YAP1的定位变化。

1.9  CCK-8法检测 miR-433 水平对 HCT-116 细胞

5-FU耐药性的影响

将HCT-116细胞以5 × 10³个/孔的密度接种于96孔

板。转染24 h后，加入含梯度浓度5-FU（0、0.5、1、5、10、

20、50、100 μmol/L，每组设5个复孔）的培养基继续培养

48 h。每孔加入10 μL CCK-8试剂，置于37 ℃、5% CO2

培养箱中孵育 2 h。随后，在Tecan F50酶标仪上测定

450 nm波长处的光密度（D）值。计算细胞存活率及半

数抑制浓度（IC50），计算公式：细胞存活率 = （D 实验组 - 

D 空白孔）/（D0 μmol/L对照组 - D 空白孔） × 100%。

1.10  统计学处理

所有实验均独立重复至少 3 次。数据使用

GraphPad Prism 8软件进行分析，并以 x̄ ± s表示。两

组间比较采用Student's t检验，多组间比较采用单因

素方差分析（ANOVA）。以P < 0.05或P < 0.01表示

差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  miR-433在HCT-116/R细胞中表达下调且其过

表达抑制肿瘤干细胞分子表型

WB 和 RT-qPCR 结果显示，与 HCT-116/P 相比，

HCT-116/R细胞株中核心干细胞特性标志物SOX2、
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OCT4和Nanog的蛋白及mRNA水平均显著上调（图

1A、B，P < 0.05或P < 0.01）。RT-qPCR检测miR-433

在这些细胞中的表达，结果显示，HCT-116/R细胞中

的 miR-433 水平相较于HCT-116/P细胞显著降低（图

1C，P < 0.05）。

在HCT-116/P细胞中转染miR-433 mimic以模拟

其过表达状态 (图 1D，P < 0.01)，结果显示，与 NC 

mimic组的细胞相比，过表达miR-433能够显著抑制

内源性 SOX2、OCT4和Nanog的蛋白及mRNA表达

水平（图 1E、F，P < 0.05）。使用miR-433 inhibitor处

理HCT-116/R细胞以敲低miR-433内源性表达，RT-

qPCR分析证实，inhibitor组的miR-433水平被有效下

调（图1G，P < 0.05）。与过表达实验的结果相反，WB

法检测结果显示，抑制miR-433导致了其下游干细胞

特性标志物 SOX2、OCT4和Nanog蛋白表达的显著

上调（图 1H，P < 0.01）。CCK-8法检测结果表明，敲

低miR-433后，5-FU对HCT-116/R细胞的 IC50值升高

（图1I）。

A、B：WB法（A）和RT-qPCR（B）检测HCT-116/P与HCT-116/R细胞中SOX2、OCT4和Nanog蛋白mRNA的相对表达水平；

C：RT-qPCR检测HCT-116/P与HCT-116/R细胞中miR-433的相对表达水平；D：RT-qPCR检测NC mimic组、miR-433 mimic组

HCT-116/P细胞中miR-433相对表达水平；E、F：在HCT-116细胞中转染NC mimic或miR-433 mimic 48 h后，WB法（E）和RT-

qPCR（F）检测SOX2、OCT4和Nanog蛋白及mRNA的相对表达；G：在HCT-116/P细胞中转染NC inhibitor或miR-433 inhibitor 48 

h后，RT-qPCR检测miR-433的相对表达水平；H：在HCT-116/P细胞中转染 inhibitor NC或miR-433 inhibitor 48 h后，WB法检测

SOX2、OCT4、Nanog的蛋白表达；I：CCK-8法检测转染NC inhibitor或miR-433 inhibitor的HCT-116/R细胞对梯度浓度5-FU的敏

感性。*P < 0.05，**P < 0.01。

图1  miR-433在HCT-116/R细胞中表达下调并抑制干细胞标志物的表达

2.2  YAP1 是 miR-433 在 HCT-116 细胞中的直接作

用靶点

双萤光素酶报告基因实验验证miR-433与YAP1

的靶向关系，实验结果显示，在HEK-293T细胞中，共

转染miR-433 mimic和YAP1-WT质粒显著抑制了萤

光素酶的活性，而当YAP1 3'-UTR上的结合位点被突

变后，这种抑制作用则完全消失（P < 0.05，图 2A）。

此外，在 HCT-116 细胞中过表达 miR-433 后，通过

WB和RT-qPCR检测内源性YAP1的表达变化。结果

一致地显示，上调miR-433能够显著降低YAP1的蛋

白和mRNA水平（P < 0.05，图2B~D）。

2.3  miR-433通过抑制YAP1的核定位来阻断其功能

免疫荧光实验观察miR-433对YAP1亚细胞定位

的影响，结果显示，在NC mimic组中，YAP1（绿色荧
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光）主要定位于细胞核内，与DAPI染色的细胞核（蓝

色荧光）高度重合；而在转染了miR-433 mimic的细

胞中，YAP1则更多地滞留在细胞质中，核内信号显

著减弱（图 3A）。为了进一步量化验证这一现象，进

行核质蛋白分离实验，WB法检测结果显示，与NC 

mimic组相比，过表达miR-433导致YAP1在细胞核

组分中的含量显著减少，而在细胞质组分中的含量

相应增加（图3B，P < 0.05）。

A：上方为miR-433与YAP1 mRNA 3'-UTR WT及YAP1 mRNA 3'-UTR MUT结合位点示意图，下方为双萤光素酶报告基因实验结

果；B：WB检测转染NC mimic或miR-433 mimic后，HCT-116细胞中YAP1蛋白的表达；C：转染NC mimic或miR-433 mimic后

YAP1蛋白条带的定量分析；D：RT-qPCR检测转染NC mimic或miR-433 mimic后，HCT-116细胞中YAP1 mRNA的相对表达水

平。 *P< 0.05。

图2  miR-433靶向YAP1 3'-UTR并抑制其表达

A：免疫荧光染色示NC mimic或miR-433 mimic转染后YAP1（绿色，Alexa Fluor 488标记）及细胞核（蓝色，DAPI染色）的亚细胞定

位；B：核质分离后WB检测细胞核与细胞质组分中YAP1的蛋白水平。Lamin B1作为核内参，GAPDH作为胞质内参。*P< 0.05。

图3  miR-433抑制YAP1的核定位

2.4  YAP1表达逆转miR-433对CRC干细胞标志物

的抑制作用

在过表达miR-433的HCT-116细胞中同时共转

染一个不含 3'-UTR的YAP1过表达质粒。WB结果

显示，单独过表达miR-433（miR-433 mimic组）能够

如预期般下调 YAP1 及干细胞特性标志物 SOX2、

OCT4和Nanog的水平；当YAP1的表达被外源性质

粒恢复后（miR-433 mimic+YAP1过表达质粒组），由

miR-433引起的SOX2、OCT4和Nanog蛋白水平的下

降也得到了显著的逆转（图4，P < 0.05或P < 0.01）。

2.5  miR-433通过靶向YAP1增强HCT-116细胞对5-FU

的敏感性

拯救实验中，通过 CCK-8 法检测各组 HCT-116

细胞在梯度浓度 5-FU处理下的存活率，如图 5A所

示，与NC mimic组相比，5-FU杀伤miR-433 mimic组

细 胞 的 IC50 值 显 著 升 高 。而 miR-433 mimic + 

YAP1过表达质粒组细胞的 5-FU耐药能力得到了显

著的恢复，其存活曲线左移，接近NC mimic组。为了
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更直观地进行统计学比较，本研究选取了接近 IC50值

的 5-FU浓度（3 μmol/L）进行分析。如图 5B所示，在

3 μmol/L 的 5-FU 处理下，miR-433 mimic 组细胞存

活 率 较 NC mimic 组 显 著 下 降（P < 0.05），恢复

YAP1表达可逆转上述作用，使细胞存活率显著回升

（P < 0.05）。

WB检测在不同处理组中，YAP1、SOX2、OCT4和Nanog的蛋白表达水平。*P< 0.05，**P< 0.01。

图4  YAP1过表达拯救miR-433对HCT-116细胞干细胞标志物表达的抑制作用

A：不同处理组细胞在梯度浓度5-FU作用下的细胞存活率曲线；B：在3 μmol/L 5-FU处理下，拯救实验各组细胞存活率柱状图。

组间比较，*P < 0.05。

图5  miR-433通过YAP1通路增强HCT-116细胞的5-FU敏感性

3  讨  论

CRC的 5-FU耐药是导致治疗失败的核心难题，

而肿瘤干细胞的存续被认为是其根本原因。团队前

期证实miR-433为CRC抑癌基因的基础上[4]，本研究

进一步从肿瘤干细胞特性的角度，深入揭示其全新

的作用机制。研究的核心发现是，miR-433通过直接

靶向Hippo通路的关键分子YAP1，有效抑制了CRC

细胞的干细胞标志物表达，并最终逆转其对5-FU

的耐药。

本研究始于一个关键的临床相关模型——5-FU

耐药细胞株。通过梯度浓度 5-FU诱导，团队成功筛

选出具有显著干细胞特性的HCT-116/R耐药细胞，其

干细胞特性标志物 SOX2、OCT4等高表达。在此模

型中，本研究发现 miR-433 的表达显著下调，表明

miR-433的缺失与该细胞株的干细胞特性及耐药性

密切相关。此外，多项临床数据分析[8-9]也表明，低表

达的miR-433与CRC的分期和复发存在关联，而早

期复发通常预示着更强的5-FU耐药性。这为本研究

的体外发现提供了重要的临床佐证。功能获得与功

·· 542



董欣敏, 等 . miR-433通过靶向YAP1抑制结直肠癌HCT-116细胞的干细胞特性并提高其5-FU敏感性

能缺失的双向验证实验共同证明，miR-433通过负向

调控YAP1，抑制干细胞特性并逆转5-FU耐药。

本研究鉴定并验证了miR-433-YAP1-干细胞标

志物信号通路。首先，双萤光素酶报告基因实验清

晰地证明，miR-433通过与YAP1 mRNA 3'-UTR区域

的特异性结合位点结合来抑制其表达。其次，拯救

实验表明，恢复YAP1的表达能够逆转由miR-433过

表达引起的干细胞标志物 SOX2 和 OCT4 的下调。

进一步的研究[10]发现，YAP1并非直接作为转录因子

结合到SOX2的启动子上，而是通过与核心干细胞特

性因子OCT4形成蛋白复合物，共同作为转录激活复

合体，驱动SOX2的表达。这一发现为YAP1调控干

细胞特性提供了一个精细的分子机制解释，阐明了

该信号轴的内在联系。

值得注意的是，本研究观察到YAP1核内水平下

降，但尚不能明确是其总蛋白量减少还是存在独立

调控核定位的机制。YAP1的亚细胞定位调控网络

极为复杂，其入核过程远不止经典的Hippo/LATS通

路调控。大量研究[11]表明，多种不依赖于LATS激酶

的机制在YAP1的核质穿梭中发挥重要作用。例如，

Src家族激酶介导的酪氨酸磷酸化（YAP1的Y357位

点）能够促进其核定位，且该过程独立于LATS介导

的丝氨酸磷酸化[12-13]。此外，Nemo样激酶（NLK）对

YAP1的Ser128位点的磷酸化，能够阻断其与细胞质

滞留蛋白 14-3-3的结合，同样促进其入核[14-15]。更有

研究[16]表明，肌动蛋白细胞骨架的完整性对于YAP1的

核定位也至关重要。因此，本研究不能排除miR-433

在直接下调YAP1表达的同时，还可能通过靶向这些

非经典调控网络中的其他关键节点，协同地、多途径

地阻碍YAP1入核。尽管深入探究这些潜在的平行

调控通路超出了本研究的范围，但这一可能性为后

续研究提供了明确的机制切入点。

除 了 miR-433，其 他 miRNA 如 miR-375 和

miR-149-5p也参与调控YAP1[17-18]。本研究与 miR-375

的研究类似，两者均被证实为肿瘤抑制因子，通过直

接靶向YAP1的3'-UTR来下调其表达，从而发挥抑癌

功能。然而，不同miRNA对YAP1的调控机制存在

显著差异。一个典型的例子是miR-149-5p，在某些

肿瘤中，它并非直接靶向YAP1，而是通过靶向Hippo

通路的上游核心激酶 MST1 和 SAV1，间接地影响

YAP1的活性[19]。这种上游调控与miR-433的直接靶

向效应形成了鲜明对比，揭示了细胞内调控网络的

复杂性和多层次性。

本研究也存在一定的局限性。所有实验均在体

外细胞模型中完成，其在体内的作用机制仍有待通

过构建免疫缺陷小鼠皮下成瘤模型或患者来源异种

移植模型进一步验证。此外，导致miR-433在CRC

中表达下调的上游调控机制（如启动子甲基化或长

链非编码RNA的调控）也值得未来深入探索[20-21]。

综上所述，本研究在前期工作的基础上，揭示了

miR-433作为HCT-116细胞干细胞特性的关键负向

调控因子，通过直接靶向并抑制YAP1的核定位及其

功能，下调干细胞标志物表达，增强细胞对化疗药物

的敏感性。这些发现不仅可以深化对HCT-116细胞

5-FU耐药机制的理解，也为开发靶向CRC的治疗新

策略提供了有力的实验依据和崭新的视角。
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