
结肠癌是当今全球第3常见恶性肿瘤，其死亡率居 全部肿瘤中的第2位［1-3］。虽然既往已对结肠癌的发病

机制进行了大量研究，但是其确切发病机制尚未完全阐

明［4-6］。MicroRNA主要在转录后水平发挥基因表达调

控功能，其主要通过与mRNA3'端非编码区（UTR）结合，

进而抑制mRNA的翻译［7］。已有研究表明，MicroRNAs

参与细胞内多种生命过程，包括肿瘤转移、抗炎、抗病毒

等作用［8-10］。其中，miR-454-3p被证实介导了多种肿瘤

增殖，但miR-454-3p在结肠癌中的作用尚未见报道。

本研究通过体内和体外实验，旨在探索miR-454-3p过

表达对结肠癌生物学行为的影响。
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摘要：目的 研究miR-454-3p在结肠癌中的表达及其对结肠癌增殖、侵袭及肝转移能力的影响。方法 收集20例结直肠癌患者

的肿瘤组织，癌旁组织作为正常对照。应用原位杂交检测结肠癌组织和正常结肠组织中miR-454-3p的表达水平。在结肠癌细

胞株SW480中，运用慢病毒转染技术过表达miR-454-3p。应用Cell Counting Kit-8 (CCK-8) 和细胞克隆形成实验检测结肠癌

细胞增殖能力的变化，Transwell实验检测结肠癌细胞侵袭能力的变化。脾脏注射结肠癌细胞构建小鼠结肠癌肝转移模型，研究

过表达miR-454-3p对结肠癌肝转移的影响。结果 原位杂交结果显示miR-454-3p在结肠癌组织中的表达水平显著高于正常结

肠组织，差异有统计学意义（P<0.05）；在人结肠癌细胞SW480中上调miR-454-3p表达能够显著促进肿瘤细胞的增殖和侵袭（P<

0.05）。小鼠过表达miR-454-3p组中肝转移结节较对照组显著增多（P<0.05）。结论 miR-454-3p在结直肠癌患者肿瘤组织中表

达显著上调，miR-454-3p可能通过促进结肠癌细胞增殖和侵袭进而促进肿瘤的肝脏转移，从而参与了结直肠癌的发展进程。

miR-454-3p有望成为结直肠癌诊断和预后评估的一个新的潜在标志物。
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Abstract: Objective To study the expression of miR-454-3p in colon cancer and its effect on colon cancer proliferation, invasion
and hepatic metastasis. Methods Specimens of tumor tissues and paired adjacent tissues were collected from 20 patients with
colorectal cancer for detecting the expression levels of miR-454-3p using in situ hybridization. Colon cancer cell line SW480
was transfected with a lentiviral vector to induce miR-454-3p over-expression, and the changes in cell proliferation and
invasion were observed using cell counting kit-8 (CCK-8), clone formation assay and Transwell experiment. The effect of miR-
454-3p over-expression on hepatic metastasis of colon cancer was assessed in BALB/c mouse models. Results The results of in
situ hybridization showed a significantly increased expression level of miR-454-3p in colon cancer tissues as compared with
normal colon tissues (P<0.05). In SW480 cells, over-expression of miR-454-3p significantly promoted the cell proliferation and
invasion (P<0.05). In BALB/c mice, SW480 cells over-expressing miR-454-3p showed a significantly higher potential for liver
metastases than the control cells (P<0.05). Conclusion miR-454-3p is overexpressed in the tumor tissues in patients with
colorectal cancer and participates in the progression of colorectal cancer by promoting cancer cell proliferation, invasion, and
liver metastasis. miR-454-3p may serve as a novel biomarker for colorectal cancer diagnosis and prognostic evaluation.
Keywords: colon cancer; invasion; metastasis; microRNA
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1 资料和方法

1.1 研究对象

选取2016年3~9月在南京医科大学附属上海一院

临床医学院外科行手术切除的结肠癌组织标本和癌旁

组织，共计20例。其中男性9例，女性11例，患者年龄

47~74岁, 平均年龄61.5岁。患者在手术前均未接受过

药物及放疗化疗处理。手术标本切下后，迅速将组织分

离，无菌生理盐水冲洗2遍后，用4%多聚甲醛固定，另

外取部分组织标本装于冻存管中置于液氮中速冻, 置

入-80 ℃冰箱冷冻保存备用。本实验中标本的病理诊

断由我院病理科高年资医生阅片诊断明确。本研究南

京医科大学附属上海一院临床医学院伦理委员会批准，

所有样本采集均获得患者本人及其家属的同意并均签

署了知情同意书。

1.2 实验方法

1.2.1 原位杂交检测miR-454-3p在组织中的表达水平

miR-454-3p探针由上海吉玛制药技术有限公司构建。

石蜡切片经干燥、二甲苯脱蜡、酒精复水，DEPC处理的

PBS孵育后。再用DEPC处理的含100 mmol/L甘氨酸

PBS、0.3% Triton X-100 PBS、PBS逐级漂洗。切片沥

干后用杂交缓冲液漂洗，并沿组织周边擦干，每张切片

滴加 30 μL探针杂交液（内含 5~10 ng非同位素标记

cRNA探针）。置42 ℃ 湿盒内过夜。SSC振荡漂洗、

NTE缓冲液漂洗。杂交后显色。显色后冲洗，封片。

阳性细胞数：阳性细胞≤10%、≤30%、≤70% 和>70%分

别计1、2、3和4分。

1.2.2 SW480结肠癌细胞株慢病毒过表达miR-454-3p

将SW480结肠癌细胞株（中科院上海生物细胞研究所）

接种于96孔细胞培养板中，置于37 ℃培养箱中培养24 h，

当细胞密度达约 50% ~70%时进行转染操作，参照

Lipofectamine2000 试剂（Invitrogen）说明书将 miR-

454-3p mimics及阴性对照转染SW480结肠癌细胞株，

荧光显微镜下观察细胞状态及转染效率。以初步确定

miR-454-3p的表达情况。

1.2.3 Real-time PCR检测SW480细胞miR-454-3p的

表达情况 取转染miR-454-3p mimics和阴性对照的

SW480细胞，分别加入1 mL的TRIzol裂解液（Invitrogen）

提取细胞总mRNA，紫外分光光度计测其浓度。然后运

用TaKaRa反转录试剂盒进行反转录，合成cDNA，运用

定量SYBR green PCR试剂盒将cDNA在实时PCR仪上

进行定量，U6为内参，反应模式为预变性95 ℃ 5 min；

变性95 ℃ 15 s；退火60 ℃ 20 s；延伸95 ℃ 5 s，共40个循

环。采用2-△△ct方法分析miR-454-3p在2种细胞中的相

对表达水平。确定miR-454-3p转染成功后，行后续实验。

1.2.4 CCK-8检测过表达miR-454-3p对SW480细胞增

殖能力的影响 将经过转染操作的两组SW480细胞接

种于96孔板中，置于37 ℃培养箱中培养1、2、3、4 d后，

向每孔加入10 μL CCK-8溶液（上海东仁化学科技公

司），注意避免产生气泡，后置于37 ℃培养箱中孵育2 h

后，用酶标仪测定450 nm处的吸光度，重复3次。分析

两组细胞的活力。

1.2.5 克隆形成实验检测过表达miR-454-3p对SW480

细胞增殖能力的影响 取对数生长期的两组细胞，用

0.25%胰蛋白酶消化并吹打成单个细胞，将细胞在6孔

板中以每孔200个细胞的密度分别接种含10%胎牛血

清的完全培养基中，置于37 ℃ 5% CO2及饱和湿度的细

胞培养箱中培养1周。当培养皿中出现肉眼可见的克

隆时，弃去细胞培养上清液，用PBS小心浸洗2遍后，加

入4%多聚甲醛固定15 min。用PBS小心浸洗2遍后加

适量结晶紫染色液（武汉谷歌生物有限公司）染10 min，

然后用流水缓慢洗去染色液。孔板干燥后，用肉眼直

接计数克隆数。

1.2.6 Transwell实验检测过表达miR-454-3p对SW480

细胞侵袭能力的影响 将以无血清细胞培养液稀释的

Matrigel基质胶包被 transwell小室基底膜的上室表面,

加入100 μL无血清培养基稀释的各组细胞悬液, 在小

室下层孔板中加入含 10%血清的完全培养液，置于

37 ℃孵箱培养培养24 h后取出培养小室的, 湿棉签轻

轻拭去上层小室内的基质胶和细胞，4%多聚甲醛固定

后行结晶紫染色，晾干后，显微镜下选5个视野计数穿

出细胞数目。

1.2.7 动物实验分析miR-454-3p对于结肠癌肝转移的

影响 取两组对数生长期细胞，0.25% 胰蛋白酶消化收

集细胞，用无血清培养基洗涤重悬制成单细胞悬液。6周

龄的BALB/c小鼠麻醉（水合氯醛，0.01 mL/g）后固定。

于小鼠左上腹行横切口约6 mm，逐层剥离进腹后于腹

外侧找到脾脏，小心显露，用1 mL注射器5号针头从脾

上极进针约3 mm，注意进针与脾脏平行，将两组肿瘤细

胞分别注入至两组小鼠的脾被膜下，结扎止血后切除脾

脏，逐层关腹。缝合后伤口用青霉素涂敷。术后4周脱

颈处死荷瘤小鼠，取出肝脏用4%多聚甲醛固定。观察

两组小鼠肝脏表面转移灶数量和大小。

1.3 统计学方法

数据分析采用SPSS 19.0统计软件，计量资料以均

数±标准差表示，两组间均数的比较用独立样本 t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 miR-454-3p在结肠癌组织中高表达

原位杂交结果显示，在结肠癌组织中，miR-454-3p

的表达水平显著高于正常结肠组织。我们对原位杂交

结果进行统计分析，分别取了 5个高倍视野，计算了
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miR-454-3p阳性细胞数占总细胞数的比例，结果显示，

结肠癌组织中的miR-454-3p表达水平显著高于正常结

肠组织中的表达水平组间差异显著（P˂0.05，图1）。

2.2 过表达miR-454-3p稳转株构建

荧光显微镜观察结果显示，SW480细胞转染率约

80%。Real-time PCR结果显示在miR-454-3p mimics

转染组，细胞的miR-454-3p的mRNA表达水平显著高

于miR-454-3p阴性对照组（P<0.05，图2）。

2.3 过表达miR-454-3p促进人SW480结肠癌细胞的增殖

图2 在SW480结肠癌细胞中成功
过表达miR-454-3p
Fig.2 Over-expression of miR-454-
3p in colon cancer SW480 cells. *P<
0.05 vs miR-NC.
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CCK-8检测结果显示，在 SW480细胞中过表达

miR-454-3p后，细胞的生长受到了明显的促进（图 3

左），组间差异显著（P˂0.05）。同时，细胞克隆形成实验

结果显示，miR-454-3p mimics转染组较阴性对照组细

胞在培养1周后出现较多细胞克隆（图3右），组间差异

显著（P˂0.05）。
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图 1 结肠癌组织和正常结肠组织中
miR-454-3p的表达
Fig.1 Expression of miR-454-3p in colon
cancer tissues and normal colon tissues
(Original magnification: × 100). *P<0.05
vs normal group.
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2.4 过表达miR-454-3p促进人SW480结肠癌细胞的侵袭

Transwell结果显示，在SW480细胞中过表达miR-

454-3p后，细胞的侵袭生长能力得到了明显的促进，表

现为在miR-454-3p mimics转染组中，有更多的SW480

细胞穿过Transwell膜，在在阴性对照转染组，穿透的细

胞数较少（图4），组间差异显著（P˂0.05）。

图3 过表达miR-454-3p促进SW480结肠癌细胞增殖
Fig.3 Overexpression of miR-454-3p promotes the proliferation of colon cancer SW480 cells. *P<0.05 vs vector.
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图4 过表达miR-454-3p促进SW480
结肠癌细胞侵袭
Fig.4 Overexpression of miR-454-3p
promotes invasion of SW480 cells. *P<
0.05 vs miR-NC.
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2.5 过表达miR-454-3p促进结肠癌肝转移

建立小鼠肝转移模型［11］，动物实验结果显示，在

miR-454-3p mimics转染组中，小鼠的肝转移灶数量显

著高于阴性对照组。小鼠的肝转移灶为箭头所指示处，统

计发现组间差异显著，具有统计学意义（P˂0.05，图5）。

3 讨论

结直肠癌是全球癌症相关死亡的重要原因之一［12］，

虽然近年来研究对结肠癌的基因改变有了更好的了解，

但由于癌症细胞侵袭和远处转移［13-14］，结肠癌患者的预

后仍然很差［6］，这是由于结肠癌发生发展过程中，肿瘤的

固有异质性和内部复杂的基因相互作用所致［15-16］。因

此，发现新的介导肿瘤恶性转化的生物学机制和新的结

肠癌恶性转化调控分子有望为控制结肠癌的发展提供

一些潜在的更佳选择［17］。在侵袭和转移过程中，致癌基

因的激活和抑癌基因的失活起着重要的作用［18］。虽然

这些过程的许多机制已经被阐明，相应的诊疗已经得到

改善，但50%的结肠癌患者在手术后仍然会发生肿瘤转

移［17, 19］。因此，研究新的转移预测标志物，探索参与结

肠癌侵袭和转移的机制是当前亟待解决的问题之一。
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MicroRNAs（miRNAs）是一种小的非编码 RNA

（一般由18~24个核苷酸组成），可在血清中稳定存在，

并介导肿瘤的生物学过程，如肿瘤细胞迁移、侵袭、增殖

和凋亡［20-22］。越来越多的证据表明异常的miRNA的表

达可以直接促进或抑制下游靶基因的转录表达，进而影

响结肠癌的病程进展。例如miR-34a-5p通过p53依赖

途径抑制转移，在Ⅰ/Ⅲ期结肠癌患者中发现miR-34a-

5p低表达，同时，该病理类型的结肠癌预后大多良好［18］。

miR-1269a可以通过转化生长因子（TGF）家族成员直

接靶向Smad7和HOXD10，形成一个正反馈环，增强结

肠癌细胞的转移能力［23］。此外，miR-4775已被证实为

一种新的致癌miRNA，其对ERBB2/Her2基因有双重

作用［24］。然而，目前还没有关于miR-454-3p在结肠癌

进展中的作用的报道。

miR-454-3p作为一种新发现的miRNA，研究表明

其在脑胶质瘤、肾癌及软骨肉瘤等疾病中具有重要的作

用。作为众多致癌信号通路的趋同点，Stat3通过调控

细胞增殖和凋亡，通过Bcl-2、c-Myc和cyclin D1［25］等直

接靶点参与细胞生长，其中ATG12是自噬体形成的关

键因素［26］。最近的研究表明，ATG12是一个涉及放化疗

耐受的重要基因［27］。基于此，有道称miR-454-3p通过

靶向Stat3和Atg12，从而作为软骨肉瘤的一种新的抗肿

瘤基因［28］。另有研究表明BTG1基因是miR-454-3p的

直接靶点。由于BTG1在细胞周期进程中的重要作用，

其表达水平的变化可以改变肿瘤细胞对与放疗的敏感

性，而miR-454-3p可以通过下调BTG1的表达，进而可

改变肿瘤细胞对放疗的敏感性［29］。还有研究表明血浆

中的miR-454-3p表达水平可以作为神经胶质瘤诊断和

预后的潜在非侵入性生物标志物［30］。

我们的研究发现miR-454-3p在结肠癌肿瘤组织中

表达显著上调，这表明miR-454-3p可能参与结肠癌肿

瘤恶性转化的进程。细胞实验中，我们运用基因转染技

术过表达了miR-454-3p，显示在miR-454-3p过表达组

中，结肠癌细胞SW480显示出了更加明显的增殖和侵

袭表型；动物实验中，miR-454-3p过表达细胞组小鼠肝

脏可见更多的肿瘤转移病灶，基于这些结果，我们预测

miR-454-3p可能作为结肠癌的一个新的标志基因促进

结肠癌细胞的侵袭和转移进而参与其恶性转化。本文

尚有一些不足，如病例数尚不够多，未对这些患者进行

随访，未来尚需更多的研究病例及随访来证实。我们的

研究结果显示miR-454-3p在肿瘤发生和结肠癌发展中

起重要作用，为结肠癌的诊断和预后评估提供了一个新

的潜在标志物，具有一定的转化意义。
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