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[摘 要] 目的:探讨miR-126-5p对结肠癌SW480细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响及其作用机制。方法：用miR-126 mimic

和pcDNA Notch2（pc-Notch2）等分别或同时转染结肠癌SW480细胞，用qPCR法检测miR-126-5p和Notch2的表达；荧光素酶报告

实验观察miR-126-5p和Notch2的靶向关系；CCK-8法、划痕愈合实验、Transwell小室法和Annexin V/PI染色流式细胞术分别检测

转染细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡，Western blotting 检测 Notch2、增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen, PCNA）、

cleaved Caspase-3、MMP-2和MMP-9的表达。结果：转染miR-126 mimic能显著升高 SW480细胞miR-126-5p的表达水平（P<

0.01）和显著抑制SW480细胞Notch2的表达（P<0.01），同时证实Notch2上存在miR-126-5p的结合位点。上调miR-126-5p显著抑

制SW480细胞增殖并降低PCNA的表达水平（P<0.01）、升高细胞凋亡率和 cleaved Caspase-9的表达水平（均P<0.01），pc-Notch2

显著减弱miR-126 mimic对SW480细胞增殖和凋亡的调控作用；miR-126 mimic显著降低SW480细胞划痕愈合率和穿膜细胞数

（均P<0.01）、抑制MMP-2和MMP-9的表达（P<0.01）；pc-Notch2显著减弱miR-126 mimic对 SW480细胞迁移、侵袭及MMP-2、

MMP-9表达的抑制作用（均P<0.01）。结论：miR-126-5p通过抑制Notch2表达，降低结肠癌SW480细胞增殖、迁移和侵袭能力。
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Effects of miR-126-5p on proliferation, migration, invasion and apoptosis of colon
cancer SW480 cells via targeting Notch2

WANG Yanliang1, CHEN Tao2（1. Department of General Surgery, Danzhou People’s Hospital of Hainan Province, Danzhou 571700,

Hainan, China; 2. Department of General Surgery, the First Affiliated Hospital of Baotou Medical College, Baotou 014000, Inner Mon-

golia, China）

[Abstract] Objective: To investigate the effects and mechanisms of miR-126-5p on proliferation, migration, invasion and apoptosis of

colon cancer SW480 cells. Methods: Cells were transferred with miR-126 mimic and pcDNA Notch2 (pc-Notch2) respectively or si-

multaneously. Real-time fluorescence quantitative PCR was performed to detect the expression of miR-126 and Notch2. The relation-

ship of miR-126-5p and Notch2 was determined by luciferase reporter assay. The CCK-8 assay, wound healing assay, Transwell and

flow cytometry were performed to examine cell proliferation, migration, invasion and apoptosis, respectively. The protein levels of

Notch2, proliferating cell nuclear antigen (PCNA), cleaved Caspase-3, metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9 were measured by

Western blotting. Results: miR-126 mimic significantly increased expression level of miR-126-5p but reduced the expression of Notch2

in SW480 cells (all P<0.01); in the meanwhile, a binding site with miR-126-5p was confirmed on Notch2. Up-regulating the expression

of miR-126-5p inhibited cell proliferation and the expression of PCNA (P<0.01), increased the cell apoptosis rate and protein level of

cleaved Caspase-3 notably (all P<0.01). Pc-Notch2 obviously alleviated the effects of miR-126 mimic on cell proliferation and apopto-

sis (all P<0.01). Furthermore, miR-126 mimic significantly decreased the wound healing rate and invasive cell numbers (all P<0.01),

and down-regulated the expressions of MMP-2 and MMP-9 (P<0.01); pc-Notch2 alleviated the effects of miR-126 mimic on cell migra-

tion, invasion and the expressions of MMP-2 and MMP-9 (all P<0.01). Conclusion: miR-126-5p can attenuate proliferation, migration
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and invasive ability of colon SW480 cells via inhibiting the expression of Notch2.

[Key words] colon cancer; SW480 cell；miR-126-5p; Notch2; proliferation; apoptosis
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结肠癌是常见恶性肿瘤之一，也是致死率最高

的一类癌症[1-2]。据统计，全球每年约有100万人被诊

断为结肠癌，约有60万死于该病[3]。随着诊断与治疗

水平的提高，结肠癌的病死率在西方国家有所降低，

但在许多包括中国在内的发展中国家的发病率依然

呈上升趋势[3]。因此，探究结肠癌的发病机制，寻找

新的诊断指标及治疗方法是治疗结肠癌的关键。研

究[4-6]表明，微小RNA（miRNA）在调控肿瘤基因表达

和疾病的发生中起重要的作用。miRNA的异常表达

能促进癌细胞增殖和转移，并能抑制癌细胞凋亡，从

而促进肿瘤的发展[7-8]。miR-126-5p 是一类抑癌基

因，其在结肠癌细胞中呈低表达，上调miR-126-5p表

达能抑制结直肠癌细胞的增殖、诱导癌细胞凋亡[9]，

但其具体的作用机制尚未完全明了。本课题通过上

调结肠癌SW480细胞miR-126-5p的表达，观察对结

肠癌细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡的影响，并探讨其

作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人 结 肠 癌 细 胞 株 SW480 购 自 美 国 ATCC。

DMEM高糖培养液和胎牛血清购自美国Gibco公司，

LipofectamineTM 2000脂质体转染试剂盒购自美国 In-

vitrogen公司，RIPA蛋白裂解液和TRIzol试剂购自北

京百奥莱博科技公司，荧光素酶基因报告试剂盒购

自索莱宝科技公司，逆转录试剂盒和 PCR荧光定量

试剂盒购自Thermo Fisher公司，CCK8试剂盒购自南

京建成生物工程研究所，Annexin V-FITC细胞凋亡试

剂盒购自美国Abcam公司，抗Notch2、增殖细胞核抗

原 (proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、cleaved

Caspase-3、MMP-2 和MMP-9一抗购自美国Millipore

公司，辣过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠和山羊

抗兔二抗购自Santa Cruz公司。

1.2 实验分组及细胞转染

用含有 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液 5 ml 的

结肠癌 SW480细胞悬于 25 cm2的细胞培养瓶中，于

37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养，隔天换液，细胞

汇合率达到85%以上时进行传代培养。

收集SW480细胞，将细胞密度调整至 1×105个/

ml并接种于12孔板。将细胞随机分为SW480组、模

拟物对照组 (mimic - scramble）、miR-126 模拟物组

(miR-126 mimic）或SW480组、miR-126 mimic组、pc-

Notch2组、miR-126 mimic + pc-Noth2组。在板内继

续培养 24 h后，根据 LipofectamineTM 2000脂质体转

染试剂盒说明书转染细胞：miR-126模拟物组转染

miR-126 mimic，pc-Notch2 转染 pc-Notch2，miR-126

模拟物+pc-Noth2共转染组同时转染miR-126 mimic

和 pc-Notch2，SW480组加入转染液，mimic-scramble

则加入空载体处理。转染4 h后，将转染液更换为正

常细胞培养液继续培养。

1.3 qPCR检测SW480细胞miR-126-5p和Notch2的

表达

用miR-126 mimic转染细胞后，用TRIzol试剂抽

提各组细胞总RNA，进行定量分析后，用逆转录试剂

盒合成 cDNA，进行PCR反应。根据 qPCR试剂盒说

明书对 cDNA进行定量分析。引物序列：miR-126-5p

上游引物为5’-ACACTCCAGCTGGGTCGTACCGT-

GAGTAAT-3’；下 游 引 物 为 5’- TGGTGTCGTG-

GAGTCG-3’；Notch2 上游引物为 5’-AAGCGGAT-

GTGAATGCAGTG-3’，下游引物为 5’- GGCAG-

CAAGAAACAGAGGTG-3’；GAPDH上游引物为5’-

TGGGTGTGAACCATGAGAAGT-3’，下游引物为

5’- TGAGTCCTTCCACGATACCAA-3’。 结 果 以

2-DDCt计算。实验重复3次。

1.4 生物信息学预测、荧光素酶报告实验观察miR-

126-5p与Notch2的靶向关系

用PCR扩增miR-126-5p与Notch2结合片段并插

入荧光素酶载体，构建Notch2野生质粒。用基因突

变技术将结合片段中部分核苷酸突变，构建Notch2

突变质粒。用miR-126 mimic和Notch2野生质粒或

突变质粒共转染SW480细胞，利用报告基因试剂盒

检测各组的荧光素酶活性。

1.5 Western blotting检测SW480细胞Notch2、PCNA、

cleaved Caspase-3、MMP-2和MMP-9蛋白的表达

用 RIPA 裂解液提取转染后各组细胞总蛋白，

BCA试剂盒检测蛋白浓度并调平。各组分别取等量

蛋白用 10% SDS-PAGE分离蛋白质，转移蛋白质到

PVDF 膜。用 5% 脱脂牛奶封闭，2 h 后加入一抗

（Notch2, 1:1 000; PCNA, 1:1 200; cleaved Caspase-9,

1:1 000; MMP-2, 1:900; MMP-9, 1:1 000），于 4 ℃孵

育过夜。次日弃去一抗，加入HRP标记的山羊抗小

鼠或山羊抗兔二抗（1:1 300）室温封闭 1 h，滴加ECL

进行曝光显影，用凝胶成像系统获取蛋白质条带图

片。以GAPDH为内参。实验重复3次。

1.6 CCK-8法检测SW480细胞的增殖

将细胞接种于 96 孔板中，用 miR-126 mimic 和
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pc-Notch2按实验分组，分别对培养的SW480细胞进

行转染 后，连续培养 0、1、2、3和 4 d，根据CCK-8试

剂盒说明书检测各组细胞增殖情况（细胞增殖倍数=

相应时间点细胞D值/0 h细胞D值）。实验重复3次。

1.7 Annexin V/PI染色流式细胞术检测SW480细胞的

凋亡

收集转染后细胞，用 70%乙醇固定后，根据An-

nexin V- FITC 试剂盒说明书分别加入 Annexin V-

FITC和 PI染色液各 5 µl室温孵育 15 min，用流式细

胞仪检测各实验组细胞凋亡情况。实验重复3次。

1.8 划痕愈合实验检测SW480细胞的迁移

用记号笔于6孔板背面划直线，使每个培养孔至

少有5条直线穿过，消毒灭菌后备用。将各种转染组

细胞接种于6孔板中，用10 µl的枪头垂直于6孔板背

面直线划痕，用磷酸盐缓冲液洗去被划下的细胞，换

用无血清培养液继续培养24 h，记录0和24 h时细胞

划痕宽度，计算细胞的划痕愈合率[划痕愈合率（%）=

（0 h划痕宽度-24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%]。

实验重复3次。

1.9 Transwell小室法检测SW480细胞的侵袭

实验前用Matrigel胶对Transwell小室进行预包

被。将转染后的细胞以 1×106个/ml 的密度接种于

Transwell 小室上层，并用无血清培养液培养；Tran-

swell小室下层加入完全培养液。24 h后用无菌棉签

才去上层未侵袭细胞，用H-E染色后，将下层迁移细

胞染色计数。实验重复3次。

1.10 统计学处理

用统计软件 SPSS 19.0 对实验数据进行统计分

析，计量数据以 x̄±s表示，两组间比较用 t检验，多组

间比较用单因素方差分析。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-126-5p靶向抑制Notch2表达

qPCR检测结果（图1A）所示，与SW480组比较，

mimic-scramble组细胞miR-126-5p表达水平无明显

变化；与mimic-scramble组比较，miR-126 mimic组细

胞 miR-126-5p 的表达水平显著升高 (t=97.499，P<

0.01；图1A），表明转染成功。

生物信息学预测结果（http://www.targetscan.org/

vert_71/；图1B）显示，Notch2序列上存在连续的miR-

126-5p结合位点；同时，与SW480组细胞比较，mim-

ic-scramble组细胞Notch2表达水平无明显变化；与

mimic - scramble 组 比 较 ，miR-126 mimic 组 细 胞

Notch2表达水平显著降低（t=29.025，P<0.01；图1B）；

此外，与 Notch2 wt 组比较，Notch2 wt + miR-126

mimic组荧光素酶活性显著降低（t=17.989，P<0.01；

图 1B）；结合位点突变后miR-126 mimic对荧光素酶

活性的抑制作用消失，进一步表明 miR-126-5p 与

Notch2存在靶向作用关系。

**P<0.001 vs Notch2 wt group or Mimic-scramble group

A：The expression level of miR-126-5p was measured by qPCR; B：The relationship of miR-126-5p and Notch2 was predicted

by bioinformatics and luciferase reporter assay

图1 miR-126-5p与Notch2的靶向结合作用关系

Fig. 1 The targeted-relationship of miR-126-5p and Notch2

2.2 miR-126-5p抑制结肠癌SW480细胞增殖

Western blotting检测结果（图 2）显示，与SW480

组比较，pc-Notch2组Notch2蛋白表达水平显著高于

SW480 组（t=34.874，P<0.01），表明转染成功；miR-

126 mimic 和 pc-Notch2 转染细胞 4 d 后，miR-126

mimic组SW480细胞增殖倍数和细胞增殖相关蛋白

PCNA 的表达水平明显降低（t=15.459，P< 0.01；图

3），pc-Notch2组细胞增殖倍数和 PCNA表达水平明

显高于 SW480 组（t=10.756，P<0.01；图 3）; mimic +

pc-Notch2细胞增殖倍数和PCNA表达水平明显高于

miR-126 mimic 组（t=22.401，P<0.01；图 3）。结果提

示，miR-126-5p可通过下调Notch2表达抑制结肠癌
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SW480细胞增殖，当这一通路中的任何一个基因发

生数质量变异，都会使细胞增殖失调。

**P<0.01 vs SW480 group; △△P<0.01 vs miR-126 mimic group

图2 pc-Notch2对SW480细胞Notch2蛋白

表达水平的影响（（n=6））

Fig. 2 Effect of pc-Notch2 on expression of Notch2

protein in SW480 cells（（n=6））

2.3 miR-126-5p诱导SW480细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图4）显示，与SW480组比

较，miR-126 mimic组SW480细胞凋亡率明显升高（t

=60.781，P<0.01），pc-Notch2组细胞凋亡率明显降低

（t=10.391，P<0.01）；与miR-126 mimic组比较，mimic

+ pc - Notch2 组细胞凋亡率显著降低（t=6.818，P<

0.01）。

Western blotting 检测结果（图 6）显示，miR-126

mimic组SW480细胞凋亡相关蛋白cleaved Caspase-9

的表达水平明显高于 SW480 组(t=25.153，P<0.01）；

pc-Notch2组细胞 cleaved Caspase-9的表达水平显著

低于 SW480 组 (t=7.036，P<0.01）；与 miR-126 mimic

组比较，mimic + pc-Notch2组细胞 cleaved Caspase-9

的表达水平明显降低（t=14.586，P<0.01）。结果进一

步表明，miR-126-5p可通过靶向抑制Notch2的表达

诱导结肠癌SW480细胞凋亡。

*P<0.05, **P<0.01 vs SW480 group;
△△P<0.01 vs miR-126 mimic group

图3 miR-126-5p对SW480细胞增殖的影响（（n=6））

Fig.3 The effect of miR-126-5p on proliferation of

SW480 cells（（n=6））

**P<0.01 vs SW480 group; △△P<0.05 vs miR-126 mimic group

图4 miR-126-5p对SW480细胞凋亡的影响（（n=6））

Fig. 4 The effect of miR-126-5p on apoptosis of SW480 cells（（n=6））

2.4 miR-126-5p抑制结肠癌SW480细胞迁移

划痕愈合实验结果（图 6）显示，与 SW480 组比

较，miR-126 mimic组细胞划痕愈合率明显降低，pc-

Notch2 组细胞划痕愈合率明显升高（t=44.414，

10.554；均P<0.01）；与 miR-126 mimic 组比较，mim-

ic +pc-Notch2 组细胞划痕愈合率显著升高（t=45.709，

P<0.01）。结果表明，miR-126-5p能通过抑制Notch2

表达抑制结肠癌SW480细胞迁移。

2.5 miR-126-5p抑制结肠癌SW480细胞侵袭

Transwell小室法检测结果（图7）所示，与SW480组

比较，miR-126 mimic组侵袭细胞数明显减少（t=118.943，

P<0.01），pc-Notch2组侵袭细胞数明显增多（t=23.928，
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P<0.01）；与miR-126 mimic组比较，mimic + pc-Notch2

组侵袭细胞数明显增多（t=153.450，P<0.01）。

Western blotting 检测结果（图 5）显示，miR-126

mimic 还能显著抑制 SW480 细胞侵袭相关蛋白

MMP-2 和 MMP-9 表达（t=19.026，19.007；P<0.01），

pc-Notch2能显著促进MMP-2和MMP-9的表达（t=

6.705，11.384；P<0.01），并且还能显著减弱 miR-126

mimic 对 MMP-2 和 MMP-9 表达的抑制作用（ t=

30.870，36.056；均 P<0.01），提示 miR-126-5p 能通过

抑制Notch2的表达抑制结肠癌SW480细胞侵袭。

**P<0.001 vs SW480 group; △△P<0.01 vs miR-126 mimic group

A: Western blotting was used to detect the protein level; B: The quantification of protein level

图5 miR-126-5p对PCNA、、cleaved Caspase-9、、MMP-2和MMP-9表达的影响（（n=6））

Fig. 5 The effect of miR-126-5p on expressions of PCNA, cleaved Caspase-9, MMP-2 and MMP-9（（n=6））

*P<0.05, **P<0.01 vs SW480 group;△△P<0.01 vs miR-126 mimic group

图6 miR-126-5p对SW480细胞迁移的影响（（n=6））

Fig. 6 The effect of miR-126-5p on migration of SW480 cells（（n=6））

*P<0.05, **P<0.01 vs SW480 group; △△P<0.01 vs miR-126 mimic group

A: Invasive cells were stained by H-E staining（×400）; B: The quantification of invasive cells

图7 miR-126-5p对SW480细胞侵袭的影响（（n=6））

Fig. 7 The effect of miR-126-5p on invasion of SW480 cells（（n=6））
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3 讨 论

miR-126-5p 是一类具有抑癌作用的 miRNA，位

于表皮生长因子结构域 7的内含子 7内部[10]。miR-

126-5p可通过调控Bcl2l2的表达诱导子宫颈癌细胞

凋亡[11]，还能通过抑制PTHrP表达抑制巨细胞瘤细胞

增殖[12]。MIKON等[13]发现，miR-126-5p还可通过靶

向 SLC7A5 抑制非小细胞肺癌细胞增殖。也有研

究[14]表明，miR-126-5p在结直肠癌中的异常表达与结

直肠癌患者的预后密切相关。miR-126-5p在结肠癌

中表达水平异常降低，上调 miR-126-5p 表达降低

SW480 细胞活性，还能抑制 SW480 细胞侵袭和迁

移[15]。本文研究发现，用miR-126 mimic转染细胞4 d

后，结肠癌SW480细胞增殖速度明显降低，再次证明

miR-126-5p能抑制SW480细胞增殖。

对下游靶蛋白的调控，是miRNA调控癌细胞增

殖和肿瘤生成的重要机制。Notch2是一类高度保守

的细胞表面受体，其介导的Notch信号通路在调控细

胞分化、增殖和凋亡的过程中都发挥了重要作用[16]。

研究[17]表明，miRNA能通过调控下游基因的表达调

控细胞增殖，从而影响肿瘤的发展，miR-181c可通过

调控Notch2的表达抑制子宫内膜腺瘤的复发。miR-

126-5p的表达降低，与多种实体瘤和骨髓瘤的发生发

展密切相关。miR-126-5p抑制细胞增殖的相关调控

机制还不明确。本研究发现，miR-126-5p序列上存

在连续的 Notch2 的结合位点，Notch2 在结肠癌

SW480细胞中表达水平明显升高，上调miR-126-5p

表达能显著降低Notch2 mRNA水平，提示miR-126-

5p可能可靶向调控Notch2的表达。此外，荧光素酶

报告实验结果进一步表明miR-126-5p与Notch2之间

存在靶向调控的关系。上调Notch2表达能显著促进

SW480细胞增殖，并且还能显著减弱miR-126-5p对

结肠癌细胞增殖的抑制作用，提示miR-126-5p抑制

结肠癌SW480细胞增殖与靶向下调Notch2的表达有

关。

细胞凋亡抑制是癌症发展的重要机制。miR-

126-5p能抑制多种癌细胞凋亡，如胰腺癌、乳腺癌和

肺癌等[18-20]。研究[9]表明，miR-126 能诱导结肠癌

SW480细胞凋亡。本研究也发现，miR-126 mimic还

能显著促进 SW480细胞凋亡，进一步表明miR-126-

5p 具有促进结肠癌 SW480 细胞凋亡的作用。pc-

Notch2能降低结肠癌SW480细胞凋亡率，抑制癌细

胞凋亡。此外，上调Notch2表达还能显著减弱miR-

126-5p对结肠癌细胞凋亡的诱导作用，提示miR-126-

5p能通过靶向Notch2诱导结肠癌SW480细胞凋亡。

此外，本文研究还发现，上调miR-126-5p的表达

能显著抑制SW480细胞迁移和侵袭，还能显著抑制

侵袭迁移相关蛋白 MMP-2 和 MMP-9 的表达。研

究[21]显示，癌细胞侵袭和迁移是癌症转移的重要过

程，减弱癌细胞的侵袭和迁移能力能有效抑制癌症

的转移。miR-126能显著抑制胶质瘤、骨肉瘤及乳腺

癌等癌细胞侵袭和迁移[22-24]，同时也能影响结肠癌细

胞的侵袭能力，与本研究的结果一致[25]。本研究还发

现上调Notch2表达能显著减弱miR-126 mimic对细

胞侵袭、迁移及相关蛋白表达的抑制作用，表明miR-

126-5p对结肠癌SW480细胞侵袭和迁移的作用与抑

制Notch2表达有关。进一步表明miR-126-5p能抑制

结肠癌SW480细胞侵袭和迁移，作用机制与靶向抑

制Notch2的表达有关。

综上所述，本研究结果表明miR-126-5p能通过

靶向调控Notch2表达来抑制结肠癌SW480细胞增殖

并诱导其凋亡，从而减缓结肠癌的发展; miR-126-5p

可作为结肠癌诊断标志物及治疗靶标提供新的实验

依据。
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