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MicroRNA-99a促进结肠癌细胞的增殖和迁移及其可能机制

宋军，汤黎明，刘坤，刘寒旸，周艳（南京医科大学附属常州二院，江苏常州 213003）

[摘 要] 目的：探讨结肠癌患者组织中microRNA-99a表达水平以及对结肠癌细胞增殖和迁移的影响。方法：取南京医科大

学附属常州二院胃肠病中心49例结肠癌患者肿瘤组织、癌旁组织（癌旁5cm）标本以及结肠癌细胞HCT-116、HT-29、SW-480、Ca-

co-2和正常结肠上皮细胞HCoePic，采用实时荧光定量PCR 检测结肠癌患者肿瘤组织和结肠癌细胞中microRNA-99a表达水平；

结肠癌细胞株HT-29转染microRNA-99a 抑制剂后，CCK-8法检测microRNA-99a对结肠癌细胞增殖的变化；transwell法观察mi-

croRNA-99a对结肠癌细胞迁移的影响；Western blotting检测了HT-29中FGFR-3的表达水平。结果：microRNA-99a表达在结肠

癌组织中明显高于癌旁组织（6.27±0.48 vs 1.34±0.54, P<0.05）、在肿瘤细胞中明显高于正常结肠上皮细胞（5.48±0.34, 7.67±0.24,

5.78±0.22, 6.28±0.44 vs 1.45±0.37, P<0.05）。转染microRNA-99a 抑制剂后，HT-29细胞的增殖和迁移能力均明显下降（P<0.05）；

同时，HT-29中FGFR-3显著降低（P<0.05）。结论：microRNA-99a在结肠癌组织中高表达，低表达microRNA-99a可减弱结肠癌

细胞的增殖和迁移能力，且可能通过FGFR-3信号通路发挥作用。
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MicroRNA-99a promotes proliferation and migration of colon cancer cell and its
anti-tumor mechanism

SONG Jun, TANG Liming, LIU Kun, LIU Hanyang, ZHOU Yan (Affiliated Changzhou Second Hospital of Nanjing

Medical University, Changzhou 213003, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of microRNA-99a in the tumor tissues of colon cancer patients

and its effect on cancer cell proliferation and migration. Methods: 49 pairs of cancer tissue and adjacent tissue (5

cm away from cancer tissue) from colon cancer patients that treated in Gastrointestinal Center of Affiliated Chang-

zhou Second Hospital of Nanjing Medical University, and colon cancer cell lines (HT-29，HCT-116，SW480，Caco-

2) as well as normal epithelial HcoePic cell line were selected for our research. Quantitative real-time PCR was used

to detect the levels of microRNA-99a in tumor tissues, adjacent tissues and tumor cells; After transfection of mc-

iroRNA-99a inhibitor, we used CCK-8 to test the cell proliferation, transwell assay to observe the cell migration,

and Western lotting to examine the levels of FGFR3 in HT-29 cells. Results: The expression of microRNA-99a in

the cancer tissues was significantly higher than that in normal para-cancerous tissues (6.27±0.48 vs 1.34±0.54, P<

0.05), and its expression in tumor cells was significantly higher than that in normal colon epithelial cells（5.48±

0.34, 7.67±0.24, 5.78±0.22, 6.28±0.44 vs 1.45±0.37, P<0.05). After microRNA-99a inhibitor transfection, cell pro-

liferation and migration of HT-29 cells were significantly decreased (P<0.05); , in the meanwhile, the mRNA and

protein levels of FGFR3 were significantly decreased in HT- 29 cells (P<0.05). Conclusion: microRNA- 99a was

highly expressed in the tumor tissue of colon cancer patients and colon cancer cells, and low expression of microR-

NA-99a may weaken the proliferation and migration ability of cancer cells, which might be accomplished through

FGFR3 signaling pathway.
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结肠癌是常见的恶性肿瘤之一，是男性第三大

常见肿瘤、女性第二大常见肿瘤，而且男性的发病例

比女性的发病率高，并且在不同的国家发病率呈现

不同的发病率[1]，严重威胁着人类的生命健康。目前

结肠癌的治疗方式还是以手术治疗为主，辅以化疗

和放疗。而结肠癌的发生发展以及疾病的转归是个

复杂、多基因、多因素参与的过程，但其发病机制尚

未完全明确，越来越多的学者关注结直肠癌细胞内

的基因表达对结肠癌的影响。microRNA（miRNA）

最先由Ambros在 1993年发现[2]，是一类小分子非编

码RNA，包含约22个核苷酸，在肿瘤的发生发展过程

中发挥了重要作用 [3]。microRNA-99a（miRNA-99a）

已经被证实在骨肉瘤[4]、乳腺癌[5]、肾细胞癌[6]等多种

肿瘤细胞中表达显著下调的，提示miRNA-99a可能

是一个潜在的肿瘤抑制剂，miRNA-99a对结肠癌细

胞影响的报道尚少，本研究观察miRNA-99a在结肠

癌患者组织中的表达及其对结肠癌细胞增殖和迁移

能力的影响，从而为结肠癌的防治提供一定的理论

基础。

1 材料与方法

1.1 临床标本

收集南京医科大学附属常州二院存档的结肠癌

标本，每例标本分别取自结肠癌肿瘤组织（且术后经

病理证实为结肠癌）和癌旁结肠组织。新鲜标本离

体后迅速置于液氮中，并于液氮罐中保存。本研究

所有患者均已签署知情同意书并得到医院伦理委员

会的批准。

1.2 细胞株与试剂

结肠癌HT-29、HCT-116、Caco-2、SW480、正常结

肠上皮细胞株HCoePic均购自上海中科院细胞库。

DMEM 培养基购自 GIBCO 公司，胎牛血清

（FBS）购自GIBCO公司，miRNA-99a inhibitor、稳定

阴性对照组miRNA-99a NC和引物U6、FGFR 均购自

广州锐博公司，RNA提取试剂盒TRIzol购自 Invitro-

gen公司，LipofectamineTM 2000购自 Invitrogen公司，

逆转录试剂盒购自TAKARA公司，QPCR试剂购自

Vazyme 公司，凋亡检测试剂盒购自 BD 公司，Tran-

swell 小室购自 BD 公司，抗成纤维细胞因子受体 3

（FGFR3）抗体购自Abcam公司，CCK-8试剂购自日

本Dojndo公司。

1.3 细胞培养与转染

HT- 29 细胞在含 10%胎牛血清和 1%双抗的

DMEM培养基中培养，至对数生长期，接种于 10 cm

培养皿中培养，置于37℃、5% CO2培养箱，孵育细胞。

采用 lipofectamineTM2000对人结肠癌细胞株HT-

29进行miRNA-99a inhibitor的转染，并以PBS、miR-

NA-99a NC作为对照，于48 h后检测其干扰效率。

1.4 实时荧光定量PCR检测miRNA-99a和FGFR3表

达水平

将留存的结肠癌组织、癌旁组织和培养的结肠

癌细胞以及转染后的结肠癌细胞HT-29，按照产品说

明书提取RNA，以U6作为内参，实时荧光定量 PCR

检测 miRNA-99a 的表达水平和 FGFR3 mRNA 的表

达水平，结果采用2-ΔΔCt法进行相对定量分析。实验重

复3次。miRNA-99a、U6引物由广州锐博公司设计；

FGFR3上游为 5'-CTGCGTC GTGGAGAACAAG-3'，

FGFR3下游为5'-CCGAGACAGCTCCCATT TG-3'。

1.5 CCK-8检测转染miRNA-99a抑制剂对HT-29细

胞增殖的影响

将对数生长期的细胞以 20×104个/孔接种至 24

孔板，4 h后转染miRNA-99a抑制剂，4-6h更换正常

培养基，37 ℃、5% CO2培养箱中培养16 h后，以1 000

个/孔接种至96孔板，每组设置6个复孔，同时设置不

含细胞的空白培养基作为对照，培养 1、2、3、4 d后，

分别在孔中加入10 μl CCK-8试剂，37 ℃孵育1 h，用

酶标仪检测450 nm处的光密度（D）值，每孔实测D值

需减去空白对照组D值，去除每组最大值和最小值，

取剩下四孔平均D值。实验重复3次。

1.6 流式细胞仪检测转染miRNA-99a抑制剂对HT-

29 细胞凋亡的影响

将对数生长期的细胞以20×104个/孔接种至6孔

板，4 h后转染miRNA-99a 抑制剂，4-6 h更换正常培

养基，37 ℃、5%CO2培养箱中培养48 h，消化收集HT-

29细胞，按照说明书行AnnexinV及 PI双染色，并用

流式细胞仪检测早期凋亡细胞。实验重复3次。

1.7 Transwell检测转染miRNA-99a抑制剂对HT-29

细胞迁移的影响

将转染 miRNA-99a 16 h 后的 HT-29 细胞，用无

血清培养基将细胞饥饿 12 h后，消化收集HT-29细

胞，以 3×104个/孔接种至 transwell小室内，小室上侧

为无血清培养液，下侧为含 10%胎牛血清的培养液，

48 h后用0.1%结晶紫染色，显微镜下观察，计算迁移

至对侧的细胞数。实验重复3次。

1.8 Western blotting检测HT-29细胞转染miRNA-99a

抑制剂后FGFR3蛋白表达水平

转染后结肠癌细胞培养至对数生长期，按照蛋

白提取步骤提取总蛋白，用BCA法测定总蛋白浓度，

经SDS-PAGE点用后转移到NC膜上，5%脱脂奶粉室

温封闭 1.5 h，TBST洗涤后，分别加入 1∶1 000抗FG-

FR3 抗体、1∶500 抗 GADPH 抗体，4 ℃孵育过夜，

TBST洗涤后加入1∶5 000辣根过氧化物酶标记的羊
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抗兔二抗，37 ℃孵育 1 h，再用TBST洗涤，化学发光

并曝光成像。Western blotting检测以GAPDH条带作

为内参，FGFR3条带与其比较，观察FGFR3蛋白表达

变化。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行统计学分析。多组比较

采用单因素方差分析，两组间的差异比较则采用Stu-

dent’s-t检验，显著性水准α=0.05。

2 结 果

2.1 结肠癌患者组织中miRNA-99a mRNA高表达

miRNA-99a在结肠癌组织中表达明显高于对应

的癌旁组织（6.27±0.48 vs 1.34±0.54, P<0.05）。

2.2 结肠癌细胞中miRNA-99a mRNA高表达

MiRNA-99a在结肠癌细胞HCT-116、HT-29、SW-

480、Caco-2中的表达明显高于正常的HCoePic结肠

上皮细胞（5.48±0.34、7.67±0.24、5.78±0.22、6.28±0.44

vs 1.45±0.37,P<0.05）。

2.3 结肠癌细胞转染miRNA-99a 抑制剂后 mRNA表

达水平显著降低

结肠癌细胞株 HT-29 转染 miRNA-99a 抑制剂

后，转染miRNA-99a 抑制剂组与 PBS、NC对照组相

比，miRNA-99a mRNA 的表达水平显著降低（1.45±

0.32 vs 7.57±0.33、7.90±0.26,P<0.05），提示低表达miR-

NA-99a结肠癌细胞构建成功。

2.4 结肠癌细胞中miRNA-99a对细胞增殖的影响

结肠癌细胞HT-29转染miRNA-99a 抑制剂后，

同对照组相比，结肠癌细胞HT-29增殖显著减少（P<

0.05，图1）。

图1 miRNA-99a对结肠癌细胞HT-29增殖的影响

Fig.1 Effect of miRNA-99a on cell proliferation in HT-29 cell

2.5 结肠癌细胞中miRNA-99a对细胞凋亡的影响

结肠癌细胞HT-29转染miRNA-99a 抑制剂后，

NC 组与转染 miRNA- 99a 组细胞凋亡率分别为

（1.36±0.22）%、（8.62±0.32）%，同对照组相比，结肠癌

细胞HT-29凋亡显著增多（P<0.05）。

2.6 结肠癌细胞中miRNA-99a对细胞迁移的影响

结肠癌细胞HT-29转染miRNA-99a 抑制剂后，同

对照组相比，结肠癌细胞迁移明显减少[（320±23) vs

(143±25)个，P<0.05，图2）。

2.7 结肠癌细胞 HT-29 转染 miRNA-99a 抑制剂后

FGFR3 mRNA和蛋白表达影响

转染 miRNA-99a 抑制剂后，检测结肠癌细胞

HT-29的FGFR3 mRNA和蛋白表达水平，结果发现，

与对照组比较，FGFR3 mRNA和蛋白表达水平均显

著降低（图3）。

图22 结肠癌细胞中miRNA-99a对HT-29细胞

迁移的影响(×(×4040))

Fig. 2 Effect of miRNA-99a on cell migration

in HT-29 cell(××40)

图3 转染miRNA-99a抑制剂后HT-29中

FGFR3 mRNA和蛋白的表达变化

Fig. 3 Expression of FGFR3 mRNA and protein in HT-29

cell after transfection with miRNA-99a inhibitor

3 讨 论

结肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，中国

最新癌症5年生存率调查报告指出，结肠癌的5年生

存率仅为 47.2%[7]。由于结肠癌早期诊断率低、已发

生淋巴及远处转移，常常在患者就诊时就已经失去

了根治性手术的机会，对放化疗敏感性的个体差异

也是导致部分患者术后早期复发、远处转移的主要

原因，因而结肠癌的治疗预后总体而言较差，因而寻

找新的有效的结肠癌分子标志物和生物靶点治疗越

来越受到关注，microRNA可能成为生物靶向治疗的

新靶点，可能为肿瘤治疗带来新的希望。

microRNA作为一种新型的调控因子，调节细胞

的增殖、分化和凋亡等过程[8]。有研究[9]显示miRNA-

99a 在膀胱癌组织和细胞中显著降低，体外过表达

miRNA-99a可通过作用于FGFR3而抑制膀胱癌细胞
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T24和EJ的增殖、迁移和侵袭，这表明miRNA-99a可

通过 FGFR3 成为治疗膀胱癌的潜在靶点；另有研

究 [10]表明 miRNA-99a 在肺癌组织和细胞中显著降

低，体外过表达miRNA-99a可通过调节 IGF-1R通路

来抑制肺癌细胞A549和H1299的增殖、克隆形成及

迁移，这显示miRNA-99a具有作为肺癌诊断和治疗

新靶点的潜能；此外还有研究[11]表明microRNA可通

过调节mTOR通路来促进食管鳞状上皮细胞癌的凋

亡，这表明miRNA-99a可能成为食管鳞状上皮细胞

癌诊断和治疗新靶点的潜能。

FGFR属于受体型蛋白酪氨酸激酶，目前已知的

FGFR 主要包括 4 种类型，即 FGFR1、FGFR2、FG-

FR3、FGFR4[12]。临床发现多种癌症发生中伴随着肿

瘤组织的FGFR过表达和激活，它们可促进肿瘤血管

生成和肿瘤细胞分裂增殖等[13]。

本研究发现结肠癌组织和细胞中miRNA-99a的

表达明显升高，转染miRNA-99a 抑制剂后，抑制了结

肠癌细胞HT-29的增殖、迁移和侵袭，促进了细胞的

凋亡；此外，转染miRNA-99a后 FGFR3 mRNA和蛋

白水平明显下降，推测microRNA99a 可能通过下调

FGFR3来抑制结肠癌细胞的增殖、迁移，促进了细胞的凋

亡。这与Sonvilla[14]的结果是一致的，FGFR3表达抑制了

结肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭，促进了细胞的凋亡。

综上，本研究发现miRNA-99a的低表达可有效

抑制结肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭，与之前的文章

结果出现相反的结果，可能是由于组织和细胞特异

性所决定的，疾病发展是动态发展变化的，甚至在不

同的发展阶段，作用结果也可能不同，此外还可能与

调控的信号通路不同以及信号通路的交叉作用有

关，从而导致出现了相反的结论。如microRNA-223

在肝癌中可通过Rab1介导的mTOR激活来抑制肝癌

细胞的增殖和促进肝癌细胞的凋亡[15]，在肺癌中mi-

croRNA-223可通过激活NF-kB信号通路促进肺癌细

胞A549的增殖和迁移，抑制肺癌细胞的凋亡[16]。由

此可见microRNA在不同癌症中可能发挥不同的作

用。未来的研究可以选取更多的组织样本，更深入

的研究FGFR3上下游调控基因的表达改变，以及与

其它通路的交叉作用，系统的认识miRNA-99a对结

肠癌的作用机制，另外还可以引入动物实验，以验证

体外实验的结果。这可以为microRNA在结肠癌诊

断和生物靶向治疗提供更好的理论基础。
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