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LncRNA HCG11通过调控miR-144-3p/ZEB1分子轴影响直肠癌的发生

及转移
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650118）

[摘 要] 目的：探究 lncRNA HCG11通过调控miR-144-3p上调锌指蛋白E-盒结合同源异形盒-1（zine finger E box binding ho-

meobox 1, ZEB1）基因的表达促进结直肠癌（colorectal cancer，CRC）发生及转移的分子机制。方法：收集2013年1月至2018年1

月云南省肿瘤医院结直肠外科手术切除的78例CRC组织标本及其癌旁组织标本，采用qPCR检测HCG11在CRC癌组织及细胞

系中表达情况，以构建的HCG11敲降载体、miR-144-3p模拟物及抑制剂转染CRC细胞株SW480及SW620，CCK-8法及克隆形成

实验检测细胞的增殖情况，Transwell实验检测细胞的迁移及侵袭情况。通过Wb及免疫荧光实验检测ZEB1及上皮间质特异蛋

白（E-cadherin、Vimentin、ɑ-catenin、Sox2、Nestin、Oct4及Nanog）的表达，通过双荧光素酶报告基因检测HCG11、miR-144-3p及

ZEB1的靶向调控关系。建立小鼠移植瘤模型验证敲降HCG11后对小鼠移植瘤生长的抑制作用。结果：HCG11在CRC癌组织

的表达显著高于癌旁组织（P<0.01），其在多种CRC细胞系中表达水平明显高于正常肠上皮细胞（均P<0.05）；HCG11的表达与

CRC患者肿瘤转移、临床分期及预后密切相关（P<0.05或P<0.01）。敲降HCG11后显著抑制CRC细胞的增殖、迁移、侵袭、上皮间

质转化及干细胞转化（均P<0.05）。敲降HCG11显著上调miR-144-3p的表达水平（P<0.05），过表达miR-144-3p可显著抑制ZEB1

基因的表达（P<0.05）及明显降低双荧光素酶活性（P<0.05）。结论：HCG11通过调控miR-144-3p上调ZEB1的表达，从而促进

CRC的发生及转移，HCG11可作为CRC诊断及治疗的靶点。
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LncRNA-HCG11 affects progression and metastasis of colorectal cancer via regu-
lating miR-144-3p/ZEB1 axis
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nan Province, Kunming 650118, Yunnan, China）

[Abstract] Objective: To investigate the molecular mechanism of lncRNA-HCG11 promoting progression and metastasis of colorectal

cancer (CRC) via up-regulating zinc finger E box binding homeobox 1 (ZEB1) by regulating miR-144-3p expression in CRC. Meth-

ods: A total of 78 pairs of CRC tissues and corresponding adjacent tissues were obtained from patients in Department of Colorectal Sur-

gery, Cancer Hospital of Yunnan Province during January 2013 and January 2018. HCG11 expression level in CRC cell lines and tis-

sues was determined by qPCR; HCG11-knockdown vector, miR-144-3p mimic and miR-144-3p inhibitor were constructed and trans-

fected into CRC cells lines (SW480 and SW620); and then, cell viability was detected by using CCK-8 assay and colony formation as-

say, while cell migration and invasion was assessed by using transwell assay; the expression levels of ZEB1 and epithelial mesenchymal

markers (E-cadherin, Vimentin, ɑ-catenin, Sox2, Nestin, Oct4 and Nanog) were detected by Wb and immunofluorescence assay; and the

relationship between HCG11, miR-144-3p and ZEB1 was validated by dual-luciferase reporter gene assay. Nude mice xenograft model

was constructed and the effect of HCG11 knock-down on the growth of xenograft was evaluated. Results: The expression of HCG11

was significantly higher in CRC cell lines (all P<0.05) and tissues (P<0.01) compared with that in normal colon epithelial cells and pa-

ra-cancerous tissues; HCG11 expression was closely related with cancer metastasis, clinical staging and prognosis of CRC patients (all

P<0.05). Knockdown of HCG11 significantly inhibited cells proliferation, migration, invasion, epithelial-mesenchymal transition and
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CRC stem cell formation (all P<0.05). Moreover, knockdown of HCG11 significantly up-regulated miR-144-3p expression (P<0.05),

while over-expression of miR-144-3p significantly inhibited ZEB1 expression (P<0.05) and reduced dual-luciferase activity (P＜0.05).

Conclusion: HCG11 regulates miR-144-3p to up-regulate ZEB1 expression, and further promotes CRC progression and metastasis;

therefore, HCG11 could be used as a target for clinical diagnosis and treatment for CRC.

[Key words] lncRNAs; HCG11; miR-144-3p; zinc finger E box binding homeobox 1; colorectal cancer; metastasis
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全球范围内

高发及病死率较高的肿瘤之一[1]，肿瘤的生长及转移

是导致CRC死亡的主要原因，肿瘤的生长及转移在

晚期CRC患者中体现尤其明显[2]。近年来CRC的治

疗手段取得巨大进展，其中包括靶向治疗及免疫治

疗[3-4]，但是患者预后并不令人满意。肿瘤转移是一

个极其复杂的过程，肿瘤细胞获得了增强的侵袭能

力，通过血液循环或淋巴系统最终定植在远处的器

官中[5-6]，而这一过程中的关键事件是多种遗传和表

观遗传改变的积累，导致不同基因的激活或失活。

因此，急需对CRC发展及转移的分子机制进行研究。

长链非编码 RNA（long noncoding RNAs，ln-

cRNAs）在不同的疾病中大量表达，参与肿瘤发生及

发展的调控过程，包括对细胞增殖、分化及染色体失

活等生物过程[7]。根据结构及功能可将 lncRNAs分

为转录本、反义寡核苷酸、环状 RNAs、长基因间

ncRNA（lincRNAs）及假基因，扮演不同的角色调节

多种生物过程[8-9]。如，LncRNA-HCG11曾被报道为

前列腺癌的肿瘤抑制因子[10]，在乳腺癌[11]中也被证实

具有基因调控作用，而在肝癌中的作用研究则发现

HCG11抑制肿瘤细胞的凋亡[12]，但是HCG11在CRC

中的发展及转移仍不清楚。

在本研究中，通过对HCG11在CRC临床组织样

本及细胞系的表达水平进行研究，再通过细胞水平

及移植瘤小鼠模型验证 lncRNA调控miRNA表达[13]

及其靶基因ZEB1的表达，探讨调控CRC的发生及转

移的机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

结肠上皮细胞 CCD-112CoN1 及 CRC 细胞系

SW480、SW620、HCT116、Caco -2、DLD -1、HT29、

RKO、LoVo均购自美国ATCC公司。胎牛血清及RP-

MI-1640培养基购自Gbico公司，TRIzol试剂、一步法

逆转录试剂盒及 qPCR试剂盒均购自TaKaRa公司，

RAPI蛋白裂解液及BCA试剂盒购自碧云天公司，抗

体 ZEB1、E-cadherin、Vimentin、ɑ-catenin、Sox2、Nes-

tin、Oct4、Nanog、GAPDH 均自 Abcam 公司，山羊血

清、ECL化学发光液购自碧云天公司，CCK-8购自索

莱宝公司，LipofectamineTM 2000购自 Invitrogen公司，

双荧光素酶报告基因表达载体及双荧光素酶报告试

剂盒购自Promega公司，qPCR引物由昆明擎科生物

科技有限公司合成，miR-144-3p模拟物、抑制物及阴

性对照寡核苷酸由上海吉玛基因公司设计并合成。

1.2 临床标本收集

收集 2013 年 1 月至 2018 年 1 月到本院就诊的

CRC患者 78例，患者临床资料：男性 38例，女性 40

例；年龄 50~56岁（53.3±2）。其中临床TNM分期Ⅰ

期12例、Ⅱ期20例、Ⅲ期22例、Ⅳ期24例，发生远端

转移62例、未发生转移16例。所有患者术前均未接

受任何放、化疗。本研究经过本院伦理委员会批准，

患者均签署知情同意书。

1.3 细胞培养与转染

细胞于含10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和100 mg/

ml链霉素的RPMI 1640培养基中常规培养。实验分组

为HCG11-sh3组、miR-144-3p模拟物组、miR-144-3p抑

制剂组及阴性对照组、HCG11-sh3+pcDNA3.1-ZEB1组。

转染前1 d将SW480和SW620细胞种于6孔板，使用

miR-144-3p模拟物、miR-144-3p抑制剂及阴性对照组

寡核苷酸与终浓度为50 nmol/L的LipofectamineTM 2000

脂质体混合转染SW480和SW620细胞48 h；对于ZEB1

逆转实验，使用 pcDNA3.1-ZEB1 表达载体及 Lipo-

fectamineTM 2000脂质体混合转染SW480和SW620细

胞48 h后进行后续实验检测。

1.4 qPCR 检测 CRC 组织和相应癌旁组织中

HCG11、miR-144-3p及ZEB1的表达水平

采用TRIzol试剂提取组织或细胞总RNA，使用

NanoDrop检测RNA的浓度及纯度后合成 cDNA，反

应条件为：40℃变性 60 min，25 ℃ 5 min，85℃ 5min。

以 cDNA为模板，按照 qPCR试剂盒说明对HCG11、

miR-144-3p 及 ZEB1 表达水平进行检测，反应条件

为：95 ℃变性15 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸10 s，进

行 30个循环扩增。HCG11及ZEB1以GAPDH为内

参对照，miR-144-3p以U6作为内参对照，实验重复3

次。HCG11上游引物为：5'-UUCUCCGAACGUGU-

CACGUTT-3'，下游引物为：5'-GCCAGAAUGUUC-

CUAUUUATT-3'；miR-144-3p上游引物为：5'-CCTC-

GCACCTGGAGGCTGGCTG-3'，下 游 引 物 为 ：5' -

TTATCAGTTGGGAAAATAGTTA - 3'；ZEB1 上游引

物为：5' - GCTTCTCACACTCTGGGTCTTA-3'，下游
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引 物 为 ：5' - CCTCATTCTCTGCCTCTTCTACC-3'；

GAPDH 上游引物为：5' - GTCACCTTCACCGTTC-

CAGTTTT-3'，下游引物为：5' -CTTAGTTGCGTTA-

CACCCTTTCTT-3'；U6上游引物为：5'-CTCGCTTC-

GGCAGCACATATACT - 3'，下 游 引 物 为 ：5' - AC-

GCTTCACGAATTTGCGTGTC-3'，引物均由昆明擎

科生物科技有限公司合成。每孔荧光信号达到阈值

时所经历的循环数为Ct值，以 2-ΔΔCt法计算基因的相

对表达量。

1.5 Wb检测ZEB1及上皮间质转化相关特异蛋白表

达水平

使用RAPI裂解液提取细胞总蛋白，BCA试剂盒

检测蛋白浓度及纯度，SDS-PAGE分离蛋白，采用半

干转移法将蛋白转至PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温封闭

2 h后，加入按一定比例稀释的一抗（ZEB1，1∶1 000；

E-cadherin，1∶2 000；Vimentin，1∶1 000；ɑ-catenin，

1∶2 000；Sox2，1∶1 500 ；Nestin ，1∶2 000；Oct4，

1∶1 000；Nanog，1∶2 000；GAPDH，1∶1 000）4 ℃过夜

孵育；次日，去除一抗，TBST清洗3次后，加入相应的

二抗室温封闭1 h；最后加入ECL化学发光液置于凝

胶成像系统中采集图像，实验重复3次，用 Image J对

蛋白条带进行定量分析。

1.6 载体构建及双荧光素酶报告基因检测HCG11、

miR-144-3p及ZEB1的靶向调控关系

PCR 分别扩增包含 miR-144-3p 与 HCG11 及

ZEB1 3'UTR 区结合位点的序列片段，并导入 pmir-

GLO luciferase表达载体中，获得HCG11/ZEB1野生

型 载 体（pmirGLO-HCG11-WT / pmirGLO-ZEB1-

WT），同样的方法获得 HCG11/ZEB1 突变型载体

（pmirGLO-HCG11-MUT/pmirGLO-ZEB1-MUT），将

prirGLO、HCG11/ZEB1野生型载体、HCG11/ZEB1突

变型载体、miR-144-3p模拟物及阴性对照组分别与

LipofectamineTM 2000 脂质体混合后转染 HEK 293T

细胞，转染48 h后，根据双荧光素酶报告基因检测试

剂盒说明检测荧光素酶活性。

1.7 CCK-8检测敲降HCG11对SW480及SW620细

胞株增殖能力的影响

实验前1 d，取不同分组的对数生长期的CRC细

胞接种于 96 孔板中，每孔含 1×103个/孔细胞，置于

37℃培养箱中培养24 h，每孔加入10 μl CCK-8溶液，

37℃培养箱孵育2 h，然后使用酶标仪检测450 nm光

密度（D）值。实验重复3次。

1.8 克隆形成实验检测下调HCG11表达对 SW480

及SW620细胞克隆形成的影响

胰酶消化不同分组CRC细胞，使用含 10%胎牛

血清的 RPMI -1640 培养基重悬细胞，并按照 300

cells/孔的细胞量种于 6 孔板中，置于含 5% CO2 的

37 ℃培养箱中培养 14 d，用PBS清洗后甲醇固定 30

min，1%（1 mg/ml）结晶紫染色20 min，大于50个细胞

的计为一个克隆，进行克隆计数。

1.9 Transwell 实验检测 CRC 细胞株 SW480 及

SW620的细胞迁移及侵袭能力

侵袭实验开始前用50 mg/L Matrigel 1∶8稀释包

被Transwell小室底部膜的上室面，37℃放置30 min。制

备细胞悬液前细胞无血清饥饿培养 12～24 h，胰

酶消化细胞，终止消化后离心弃去培养液，用PBS洗

1～2次，用含BSA的无血清培养基重悬，调整细胞密

度为1×105/100 μl。取100 µl细胞悬液加入Transwell

室，下室加入含 20% FBS的RPMI 1640培养基。于

37 ℃、5%CO2培养箱 12 h，培养结束后，用棉签擦去

基质胶和上室内细胞，用 1%结晶紫染色 20 min，并

在倒置显微镜（×100）下取3～5个视野进行计数。进

行迁移实验时无需使用Matrigel胶包被基底膜，其余

步骤与侵袭实验相同。

1.10 异体移植瘤小鼠模型

实验所需BALB/c裸鼠购买于中国科学院昆明动

物研究所，实验动物使用许可证号：SYXK（滇）K2017-

0009，4周龄雌性裸鼠14只，体重为16~20 g，动物购买

后于本单位SPF级动物实验室适应饲养1周，用于实验。

取5周龄雌性BALB/c裸鼠分为2组，细胞移植前分别

导入HCG11敲降载体或空载体，按照1×106细胞/只的

量种植至小鼠右背皮下，每周对小鼠肿瘤直径进行测

量，按照V=最短直径 2×最长直径×0.5计算体积。5周

后处死小鼠，测量小鼠肿瘤大小。

1.11 统计学处理

采用 SPSS 19.0软件，所有数据均为重复 3次的

实验所得，计量数据以 x̄±s表示，采用Kaplan-Meier

作生存曲线，并通过Log-Rank检验分析；两组间比较

采用 t 检验，多组间比较采用单因素 ANOVA 分析。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LncRNA-HCG11在CRC组织及细胞系中高表达

qPCR结果（图 1A、B）显示，HCG11在CRC组织

中的表达显著高于癌旁组织（15.70±11.21 vs 7.45±

2.76，P<0.01），在晚期CRC组织中HCG11的表达显

著高于早期患者组织（Stage Ⅱ vs Ⅰ：7.43±10.73 vs

4.80±3.33，Ⅲ vs Ⅱ：12.86±6.89 vs 4.80±3.33，Ⅳ vs

Ⅲ：18.28±4.59 vs 4.80±3.33，均P<0.05），且在发生远

端转移的CRC组织中表达显著高于未发生远端转移

的患者（13.55±4.59 vs 5.50±1.63，P<0.01，图 1C）。

Kaplan - Meier 生存曲线分析结果（图 1D）显示，
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HCG11表达上调的患者预后较差，5年生存率显著低

于HCG11低表达的患者（P=0.013）。分别与正常肠

上皮细胞比较，SW480、SW620、HCT116、Caco - 2、

DLD-1、HT29、RKO、LoVo细胞系HCG11的表达显著

上调（7.00 ± 0.71、7.21 ± 0.50、7.43 ± 0.62、3.80 ± 0.11、

4.03±0.10、3.40±0.12、4.20±0.20、3.00±0.08 vs 0.94±

0.10，均P<0.05，图1E）。结果表明，HCG11的表达水

平与CRC的发展密切相关。

*P<0.05 vs NC or stage Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ group, or Non-distant metastasis group or CCD-112CoN group

A-C: Statistical histograms of mRNA; D: Survival curve；E：Statistical histograms of mRNA

图1 HCG11在结直肠癌组织及细胞系中高表达

Fig.1 HCG11 was significantly upregulated in CRC cell lines and tissues

2.2 敲降HCG11抑制CRC细胞株SW480及SW620

的增殖、迁移及侵袭能力

已证实HCG11的表达与CRC发展相关，进一步探

究HCG11的表达是否影响CRC细胞的表型。qPCR检

测结果（图2A、B）显示，转染后SW480及SW620细胞

中HCG11的相对表达水平显著降低（均P<0.05）。CCK-

8检测结果（图2C、D）显示，敲降HCG11后能显著抑制

SW480及SW620细胞的增殖能力（均P<0.05）；克隆形

成实验结果（图2E、F）也显示，敲降HCG11后SW480及

SW620细胞的克隆形成率明显被抑制（SW480：42.00±

5.00 vs 101.00±8.00；SW620：53.00±8.00 vs 99.00±11.00；

均P<0.05）；Transwell迁移及侵袭实验结果（图2G、H）

显示，敲降HCG11后，SW480及SW620细胞的迁移及

侵袭能力明显受到抑制（迁移，SW480：42.00±7.00 vs

100.00±8.00；SW620：50.00±8.00 vs 98.00±11.00；侵袭，

SW480：40.00±11.00 vs 102.00±12.00 ；SW620：58.00±

6.00 vs 101.00±8.00；均P<0.05），结果表明，HCG11的表

达水平对CRC细胞的增殖、迁移及侵袭具有调控作用。

*P<0.05 vs NC-sh group

A,B: Statistical histograms of mRNA; C, D: Statistical graph of cells proliferation; E, F: Colony formation images and statistical

histograms；G，H：Images of cell migration and invasion (×100), and the statistical histograms

图2 敲降HCG11抑制细胞增殖、迁移及侵袭

Fig. 2 HCG11 knockdown inhibited proliferation, migration and invasion of CRC cells (scale bar=200 µm)
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2.3 敲降HCG11明显抑制CRC细胞上皮间质转化、

肿瘤干细胞的形成及移植瘤的生长

上皮间质转化是肿瘤转移的重要步骤，免疫荧

光检测（图 3A）显示，敲降 HCG11 能够显著上调 E-

cadherin并下调间质细胞特异性标记蛋白（Vimentin）

的表达水平（均P<0.05），结果还显示，敲降HCG11明

显抑制了Sox2及Nestin的表达水平（均P<0.05）。此

外，Wb检测结果（图3B）显示，敲降HCG11后显著上

调Vimentin，相反地，明显抑制了上皮细胞特异性标

记蛋白（E-cadherin、α-catenin）的表达（均P<0.05），敲

降 HCG11 后显著抑制了干细胞相关蛋白（Nestin、

Nanog、Oct-4、Sox2）的表达，同时，qPCR 检测结果

（图3C）显示，敲降HCG11后癌症干细胞相关的表面

抗原（CD24、CD44、CD133、CD155、CD166）的表达水

平也受到了明显的抑制（均P<0.05）。异体移植瘤小

鼠模型检测结果（图3D、E）显示，种植入敲降HCG11

的 SW480细胞的小鼠肿瘤显著小于对照组[（体积：

（111.40 ± 6.82）mm3 vs（209.60 ± 18.23）mm3；体重：

（780.06±21.43）mg vs（382.32±18.21）mg；均P<0.05]。

结果表明，敲降HCG11抑制CRC细胞上皮间质转化

及肿瘤干细胞的形成，同时，还明显抑制CRC细胞移

植瘤的生长。

2.4 HCG11通过抑制miR-144-3p调控ZEB1在CRC

细胞中的表达水平

通过 Statbase、miRcode 及 DIANA-lncBase 软件

预测的候选基因中，miRNA-144-3p在CRC中发挥抑

癌基因作用，因此进一步验证miR-144-3p与下游候

选基因的靶向结合位点（图4A）。qPCR检测（图4B）

显示，敲降 HCG11 后 miR-144-3p 的表达显著上调

（1.46±0.04 vs 1.02±0.11，P<0.05）。过表达miR-144-

3p后HCG11显著受到抑制，敲降miR-144-3p结果则

相反（0.51±0.04 vs 1.00±0.06，2.10±0.21 vs 1.00±0.06，

均P<0.05，图4C）。进一步通过双荧光素酶报告基因

检测HCG11与miR-144-3p的靶向结合关系，结果显

示，过表达 miR-144-3p 后，显著抑制了转染 pmir-

GLO-HCG11-WT 载体的细胞荧光素酶活性（WT:

1.00±0.11 vs 1.02±0.08，P﹥0.05；MUT: 0.48±0.03 vs

0.97±0.07，P<0.05，图4D），此外，通过对78例CRC临

床样本进行检测结果（图 4E）发现，HCG11 与 miR-

144-3p 的表达呈负相关（r=-0.6659，P<0.0001）。通

过 Targetscan 数据库分析发现，miR-144-3p 靶基因

HCG11 的表达与 CRC 的 EMT 相关，重点关注与

EMT 相关的靶基因 ZEB1，靶向结合位点显示如图

4F，通过 qPCR检测（图 4G）发现，过表达miR-144-3p

后，ZEB1显著受到抑制，敲降miR-144-3p结果则相

反（0.50±0.10 vs 1.00±0.06，2.11±0.22 vs 1.00±

0.06，均P<0.05）。通过双荧光素酶报告基因检测，过

表达/敲降miR-144-3p或敲降HCG11对荧光素酶活

性的影响，结果（图4H）显示，过表达miR-144-3p后双

荧光素酶活性显著降低，敲降miR-144-3p后双荧光

素酶活性则显著上调（均P<0.05），敲降HCG11则对

荧光素酶活性无显著的影响（0.93±0.07、0.95±

0.02、0.89±0.04、0.97±0.10 vs 1.00±0.06，P>0.05）。

Wb检测结果（图4I）显示，过表达miR-144-3p或敲降

HCG11表达都能显著抑制ZEB1的表达（均P<0.05，

图4I）。结果表明，HCG11通过抑制miR-144-3p调控

ZEB1在CRC细胞中的表达水平。

2.5 体外实验验证HCG11抑制miR-144-3p/ZEB1分

子轴促进CRC的发生及转移

qPCR检测（图 5A）发现，在CRC细胞系 SW480

中，敲降 HCG11 能够显著抑制 ZEB1 在 CRC 中的

mRNA表达水平，敲降HCG11的同时过表达ZEB1或

敲降 miR-144-3p 的表达能够逆转敲降 HCG11 对

ZEB1的抑制作用（40±0.04、2.10±0.10、0.97±0.08、

0.98±0.05 vs 1.03±0.08，均P<0.05）。同样的结果在

克隆形成实验及Transwell侵袭实验中的得到验证，

敲降HCG11后显著抑制了 SW480及 SW620细胞的

增殖（均P<0.05，图5B，C），而同时过表达ZEB1或敲

降 miR-144-3p 则逆转了敲降 HCG11 引起的抑制作

用。Wb 检测（图 5D）结果显示，敲降 HCG11 后，

ZEB1 及 Vimentin 的表达明显受到抑制，而 E-cad-

herin 及 ɑ -catenin 的表达则明显上调，同时过表达

ZEB1或敲降miR-144-3p则逆转了敲降HCG11的调

控作用（均 P<0.05）。结果表明，HCG11 能够抑制

miR-144-3p/ZEB1分子轴促进CRC的发生及转移。

3 讨 论

lncRNA通过剪接调控、lncRNA-miRNA相互作

用、lncRNA-蛋白相互作用和遗传变异等多种机制参

与肿瘤进展，可作为肿瘤诊断及治疗的靶点[13-14]，与

正常肠上皮组织相比，大量 lncRNAs在CRC中差异

表达，且这些 lncRNAs通过调节靶基因的表达来调控

CRC细胞增殖、凋亡和转移[15-17]。已有报道[11]显示，

HCG11在乳腺癌中与预后较差密切相关，HCG11调

控肝细胞癌（HCC）的凋亡情况且与HCC发展进程相

关[12]，然而HCG11在CRC中的作用及调控机制尚未

见报道。在本研究中，通过对临床样本的检测发现，

HCG11与CRC的发生发展密切相关，在发生转移及

晚期的CRC中，HCG11的表达显著上调，且HCG11

高表达的患者预后较差，表明HCG11在CRC的发展

中扮演重要的角色。通过细胞实验验证，敲降

HCG11能够显著抑制CRC细胞的增殖及侵袭，此外，
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也证明了HCG11能够调控CRC细胞的上皮间质转

化进程。本研究结果还显示，HCG11能够调控CRC

细胞的肿瘤干细胞特性，与已报道的肿瘤干细胞是

癌症转移和进展的关键来源，上皮间质转化是上皮

干细胞化的关键步骤。以上结果表明，HCG11调控

CRC细胞的上皮间质转化及向肿瘤干细胞转化，进

而调控细胞的增殖及侵袭能力，最终影响肿瘤的生

长及转移。

*P<0.05 vs NC-sh group

A：Immunofluorescence image；B：The bands of protein in Wb images；C：Statistical histograms of mRNA;

D: Statistical graph of tumor volume；E.：Statistical histograms of tumor weight

图3 敲降HCG11抑制CRC细胞上皮间质转化、肿瘤干细胞形成和移植瘤的生长

Fig. 3 HCG11 knockdown inhibited tumor growth, cancer stem cell formation and

epithelial-mesenchymal transition of CRC cells (scale bar=100 µm)
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*P<0.05 vs NC-sh group or miR-NC group or NC group

A: Schematic representation; B, C: Statistical histograms of mRNA; D: Statistical histograms of luciferase activity;

E: Correlation analysis curve；F：Schematic representation; G: Statistical histograms of mRNA；H：Statistical histograms of luciferase

activity; I: The bands of protein in western blotting images

图4 HCG11通过抑制miR-144-3p调控ZEB1在CRC细胞中的表达水平

Fig. 4 HCG11 regulated ZEB1 expression level in CRC cells via inhibiting miR-144-3p

*P<0.05 vs NC group

A: Statistical histograms of mRNA; B: Colony formation images and statistical histograms(×200);

C: Images of Cell migration and invasion,and statistical histograms; D: The bands of protein in Wb images

图5 HCG11通过miR-144-3p/ZEB1分子轴促进结直肠癌的发生及转移

Fig. 5 HCG11 promoted CRC progression and metastasis via regulating miR-144-3p/ZEB1 axis (scale bar=200 μm)
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越来越多的研究表明，lncRNA可通过与miRNA

位点结合进而影响miRNA与其靶基因的结合从而调

控靶基因的表达，即为 ceRNAs调控网络[18]。例如，

在糖尿病肾病中，TUG1 通过调控 miR -337 影响

PPARγ的表达[19]，在神经胶质瘤中TP73-AS1则通过

调控 miR-124 抑制 p53 的表达进而调控细胞的增

殖[20]。本研究中，通过 Statbase、miRcode 及 DIANA-

lncBase软件预测miR-144-3p可被HCG11调控，miR-

144-3p 在 CRC 及其他肿瘤中的作用已被报道[21-23]。

通过细胞实验验证，敲降HCG11后miR-144-3p的表

达显著上调；过表达miR-144-3p后HCG11的表达显

著下调，而敲降miR-144-3p后HCG11的表达明显上

调。双荧光素酶报告基因结果也显示，过表达miR-

144-3p后转染pmirGLO-HCG11-WT载体的细胞荧光

素酶活性显著降低；临床样本检测结果显示，miR-

144-3p 与 HCG11 的表达呈负相关，表明 HCG11 与

miR-144-3p相互作用。

转录因子ZEB1在肿瘤细胞上皮间质转化及侵

袭过程中发挥重要作用，能够将非侵袭性的基底乳

腺癌细胞（basal-type breast cancer cell）转化为癌干细

胞（cancer stem cells，CSCs）[24-25]。在本研究中，ZEB1

直接与miR-144-3p靶向作用，HCG11可通过海绵吸

附miR-144-3p直接调控ZEB1的表达。通过在CRC

细胞过表达ZEB1，可以逆转敲降HCG11对肿瘤的抑

制作用，此外，发现在CRC中ZEB1与HCG11的表达

呈正相关，与已报道的ZEB1调控肿瘤细胞上皮间质

化、干细胞转化及促进肿瘤发生结果一致。本研究

通过双荧光素酶报告基因检测发现，过表达 miR-

144-3p后双荧光素酶活性显著降低，敲降miR-144-3p

后双荧光素酶活性则显著上调，而敲降HCG11则对

荧光素酶活性无影响，说明 HCG11 可能能够调控

ZEB1 mRNA的转录后表达，Wb结果验证了这一结

论。

总而言之，本研究发现HCG11与CRC的发生及

发展密切相关，且在 CRC 中 HCG11 通过抑制 miR-

144-3p促进ZEB1的表达，进而影响细胞的增殖及侵

袭，表明 HCG11 可作为 CRC 诊断及治疗的潜在靶

点。
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