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miR-205对结肠癌细胞增殖、迁移和上皮间质转化的调控作用研究

买尔旦·赛力木 1，金 钟 1，阿里旦·艾尔肯 2，柯于必 1　（1. 新疆医科大学第一附属医院综合外科，新疆 乌鲁木齐 830054；
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［摘 要］　目的　探讨microRNA-205（miR-205）在结肠癌中的表达及其对结肠癌细胞增殖、迁移和上皮间质转化（EMT）的调

控作用。方法　用 qRT-PCR检测结肠癌组织、癌旁组织及结肠癌细胞HT-29中miR-205的表达水平。将HT-29细胞分为 3组，转染

miR-205模拟物的细胞为miR-205模拟物组，转染miR-205抑制物的细胞为miR-205抑制物组，仅用Lipo2000转染试剂处理的细胞作

为Buffer组。采用CCK-8实验和EDU实验检测各组细胞的增殖活力；Transwell实验检测细胞的迁移能力；Western blot检测各组细胞

EMT相关蛋白N-cadherin、Vimentin和E-cadherin的表达。结果　与癌旁组织相比，结肠癌组织中miR-205的相对表达水平显著下调

（P<0. 05）。与Buffer组相比，miR-205模拟物组细胞中miR-205的相对表达水平上调，miR-205抑制物组细胞中miR-205的相对表达

水平下调，差异均有统计学意义（P<0. 05）。过表达miR-205显著抑制结肠癌细胞的增殖活力及迁移能力（P<0. 05），而抑制miR-205
则促进结肠癌细胞的增殖活力及迁移能力（P<0. 05）。与 Buffer 组相比，miR-205 模拟物组细胞中 N-cadherin、Vimentin 下调，

E-cadherin 上调，而 miR-205 抑制物组细胞中 N-cadherin、Vimentin 上调，E-cadherin 下调，差异均有统计学意义（P<0. 05）。结论　

miR-205在结肠癌组织中的表达显著降低，并通过下调结肠癌细胞的增殖、迁移和EMT来发挥其抑癌作用。
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Regulatory effects of miR-205 on proliferation, migration, and epithelial-mesenchymal transition in colon 
cancer cells
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Abstract: Objective　 To investigate the expression of microRNA-205 （miR-205） in colon cancer and its regulatory effects on the 
proliferation，migration，and epithelial-mesenchymal transition （EMT） of colon cancer cells. Methods　The expression levels of miR-205 in 
colon cancer tissues，adjacent normal tissues，and colon cancer cell HT-29 were detected by qRT-PCR.  HT-29 cells were divided into three 
groups，cells transfected with miR-205 mimics were named the miR-205 mimic group，cells transfected with miR-205 inhibitors were named 
the miR-205 inhibitor group，and cells treated only with Lipo2000 transfection reagent were named the Buffer group. The proliferative activity 
of cells in each group was detected by CCK-8 assay and EDU assay；the migration invasion ability of cells was detected by Transwell assay； 
the expressions of EMT-related proteins N-cadherin，Vimentin，and E-cadherin in each group were detected by Western blot. Results　Compared 
with adjacent normal tissues，the relative expression level of miR-205 in colon cancer tissues was significantly down-regulated （P<0. 05）.  
Compared with the Buffer group，the relative expression level of miR-205 in the cells of the miR-205 mimic group was up-regulated，while 
that in the miR-205 inhibitor group was down-regulated，the differences were statistically significant （P<0. 05）.  Overexpression of miR-205 
significantly inhibited the proliferation activity and migration ability of colon cancer cells （P<0. 05），while inhibition of miR-205 promoted 
the proliferation activity and migration ability of colon cancer cells （P<0. 05）.  Compared with the Buffer group，the levels of N-cadherin and 
Vimentin were down-regulated and the level of E-cadherin was up-regulated in the cells of the miR-205 mimic group，while the levels of 
N-cadherin and Vimentin were up-regulated and the level of E-cadherin was down-regulated in the cells of the miR-205 inhibitor group，the 
differences were all statistically significant （P<0. 05）. Conclusion　 The expression of miR-205 in colon cancer tissues is significantly 
decreased，and miR-205 exerts its tumor-suppressive effects by downregulating the proliferation，migration，and EMT of colon cancer cells.
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结肠癌是一种常见且致命的消化系统恶性肿瘤，

全球每年有数百万新增病例[1-2]。尽管随着医疗技术

的发展，结肠癌的早期诊断和治疗方法有所进步，但

其发病率和病死率仍然居高不下[3]。术后复发和转移

是导致结肠癌患者预后不佳的主要原因，这也成为了

研究和治疗结肠癌的重要难题[4]。目前，传统的治疗［基金项目］ 新医大一附院“青年科研起航”专项基金（2022YFY-

QKQN-15）
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方式包括手术切除、化疗和放疗，但这些方法在晚期

结肠癌中的效果有限[4]。多数患者在接受标准治疗

后，癌症仍会复发和扩散[5]。因此，了解其发病机制和

寻找更有效的治疗靶点至关重要。研究发现，结肠癌

的发生发展涉及多种基因突变和分子通路改变[6]，但
其具体的分子机制尚未完全阐明。此外，如何有效地

控制癌细胞的增殖、迁移和侵袭也是当前研究面临的

重大挑战。

微小 RNA（microRNA,miRNA）是一类 20~24 个核

苷酸长度的小非编码 RNA，广泛参与基因的表达调

控[7]。近年来，越来越多的研究表明，miRNA在癌症的

发生、发展和转移过程中扮演了关键角色[8]。尤其是

在结肠癌中，miRNA的异常表达与癌症的进展密切相

关[9]。miRNA 通过与目标 mRNA 结合，抑制其翻译或

促进其降解，从而调控细胞增殖、分化、凋亡等重要生

命过程[10]。因此，miRNA 被认为是结肠癌潜在的诊断

标志物和治疗靶点。其中，miR-205 作为一种重要的

miRNA，在多种癌症类型中表现出不同的功能[11]。有

研究报道，miR-205 在膀胱癌和胃癌中具有抑癌作

用[12-13]，而也有报道认为其在肺癌中表现为促癌作

用[14]。这种双向功能使得miR-205在结肠癌中的具体

作用尚不明确，因此，进一步研究miR-205在结肠癌中

的表达及其功能尤为重要。基于此，本研究探讨

miR-205 在结肠癌中的表达及其对结肠癌细胞增殖、

迁移和上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition,
EMT）的调控作用，以期为改善结肠癌患者的预后提供

新的思路和途径。

1　材料与方法

1. 1　材料

miR-205 模拟物和抑制物购于上海吉玛公司；

HT-29 结肠癌细胞株购于上海细胞库；细胞计数试剂

盒-8（cell counting kit-8,CCK-8）购于日本Dojindo公司；

5- 乙 炔 基 -2'- 脱 氧 尿 苷（5-Ethynyl-2'-deoxyuridine,
EDU）染色试剂盒购于江苏凯杰公司；Transwell小室购

于美国 Corning 公司；实时荧光定量 PCR（quantitative 
real-time PCR,qRT-PCR）试剂购于德国 Qiagen 公司；

N-钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、E-钙

黏蛋白（E-cadherin）及甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceral⁃
dehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH）抗体购于

美国 Santa Cruz 公司。细胞培养基、胎牛血清（fetal 
bovine serum,FBS）、青霉素和链霉素均购于美国Gibco
公司。Lipo2000转染试剂购于美国 Invitrogen公司。

1. 2　临床组织样本

收集 2022年我院 10例结肠癌患者的新鲜结肠癌

组织及其癌旁组织，所有标本均仅供本次试验研究。

所有患者均是首次发现大肠肿物，通过检查确诊为肠

癌。患者年龄45~70岁，男女比例为6∶4。所有获取的

组织样本在手术后立即冷冻并储存于液氮中，直至

RNA提取。本研究已获得我院伦理委员会的批准（批

准号：20210411-45），患者及家属对本研究知情同意。

1. 3　方法

1. 3. 1　HT-29 细胞的培养　　将 HT-29 细胞置于含

10%FBS、100 U/mL 青霉素及 100 μg/mL 链霉素的

RPMI-1640 培养基中，于 37 ℃、5%CO2湿润环境的培

养箱中培养。培养期间，每 2~3 d更换一次培养基，当

细胞汇合度为 80%~90% 时，用 0. 25% 胰蛋白酶进行

消化传代继续培养。将生长至对数期的细胞用于后

续研究。

1. 3. 2　miR-205 模拟物和抑制物转染和细胞的分

组  将 HT-29细胞以 1×105个/孔的密度接种于 6孔

板中，待汇合度为60%~70%时，进行转染。将100 nmol/L
的miR-205模拟物或抑制物用Lipo2000转染试剂按照

其操作说明进行转染。转染后 6 h 更换新鲜培养基，

48 h 后进行后续实验。其中，用 miR-205 模拟物转染

的细胞命名为 miR-205 模拟物组；用 miR-205 抑制物

转染的细胞命名为 miR-205 抑制物组；仅用 Lipo2000
转染试剂处理的细胞作为对照，命名为Buffer组。

1. 3. 3　 qRT-PCR 法 检 测 miR-205 表 达　　 使 用

TRIzol 试剂（美国 Invitrogen 公司）从组织和细胞中提

取总RNA。RNA质量经NanoDrop2000（美国赛默飞公

司）检测，A260/A280比值为 1. 8~2. 0。然后，用反转录

试剂（美国QIAGEN公司）将1 μg RNA反转录为cDNA。

qRT-PCR使用SYBR Green Master Mix（美国QIAGEN公

司），引 物 序 列 ：miR-205 正 向 5'-GGACCCCACA 
TGAGGAAAGG-3'，反 向 5'-TCTGAAGAAGCACGCAC 
ACT-3'，U6 作为内参。PCR 反应条件：95 ℃预变性

10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，共循环40次。

1. 3. 4　CCK-8 检测细胞增殖情况　　将 HT-29 细胞

转染后以 5×103个/孔的密度接种于 96孔板中，每孔加

入 100 μL 含 10%FBS 的 RPMI-1640 培养基，孵育 12 h
后，每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，继续孵育 2 h。在

450 nm 处使用酶标仪测定每个孔的光密度（optical 
density，OD）。

1. 3. 5　EDU 染色实验　　按照 EDU 染色试剂盒（上

海凯杰公司）说明书进行操作。将转染后的 HT-29细
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胞用 10 μmol/L EDU 标记 4 h，4% 多聚甲醛固定。随

后透化细胞，并依次加入Apollo反应溶液和Hoechst 33342
溶液，对 EDU 阳性细胞（红色荧光）和细胞核（蓝色荧

光）进行染色。最后，用荧光显微镜观察记录，并统计

红色荧光细胞数量。

1. 3. 6　Transwell 迁移实验　　Transwell 小室上层加

入 100 μL含 0. 2%FBS的RPMI-1640培养基，将转染后

的 HT-29 细胞悬液（5×104个细胞）加入其中。下层加

入 600 μL含 20%FBS的培养基。培养小室置于 37 ℃、

5%CO2 环境中孵育 24 h。染色前用 PBS 洗涤后，用

95% 乙醇固定并用 0. 1% 结晶紫染色 20 min。在显微

镜下选择5个视野计算穿过膜的细胞数目。

1. 3. 7　Western blot 检测蛋白表达　　裂解 HT-29 细

胞后，用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid,BCA）试剂盒

（美国赛默飞公司）测定蛋白浓度。从每个样品中取

30 μg蛋白进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE），随后转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 
fluoride,PVDF）膜（美国Millipore公司）。用 5%脱脂奶

粉封闭 1 h，然后用 N-cadherin（1∶1 000）、Vimentin
（1∶1 000）、E-cadherin（1∶1 000）和 内 参 GAPDH
（1∶10 000）抗体孵育过夜。二抗用辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase,HRP）标记的山羊抗兔抗体，稀

释度为 1∶3 000。信号通过增强化学发光法（enhanced 
chemiluminescence,ECL）试剂盒（美国赛默飞公司）显

影，图像用 ImageJ软件分析。

1. 4　统计学分析

所有数据使用 SPSS 22. 0 统计学软件进行分析。

所有数据均以均数±标准差（x̄±s）表示。两组间比较采

用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

并用 LSD-t法进行两两比较，以P<0. 05为差异有统计

学意义。

2　结果

2. 1　miR-205在结肠癌中的表达

与癌旁组织相比，结肠癌组织及 HT-29 细胞中

miR-205 的相对表达水平显著下调，差异均有统计学

意义（P<0. 05），见图1。
2. 2　miR-205模拟物和抑制物对miR-205表达的影响

与Buffer组相比，miR-205模拟物组结肠癌细胞中

miR-205的相对表达水平上调，miR-205抑制物组结肠

癌细胞中 miR-205 的相对表达水平下调，差异均有统

计学意义（P<0. 05），见图2。

2. 3　miR-205调节结肠癌细胞的增殖

CCK-8 实验结果显示，与 Buffer 组相比，miR-205
模拟物组细胞的增殖活力（OD450  nm）显著下调（P<0. 05），而
miR-205抑制物组细胞的增殖活力（OD450 nm）显著上调

（P<0. 05），见图3。
EDU 实验结果显示，与 Buffer 组相比，miR-205 模

拟物组结肠癌细胞（红色荧光）的数目明显减少，

miR-205抑制物组结肠癌细胞（红色荧光）的数目明显

增多，见图4。

2. 4　miR-205调节结肠癌细胞的迁移

与 Buffer 组相比，miR-205 模拟物组结肠癌细胞

（结晶紫染色）迁移数明显减少，miR-205 抑制物组结

肠癌细胞（结晶紫染色）迁移数明显增多，见图5。

*：P<0.05
图1　组织和细胞中miR-205的表达

*：P<0.05
图2　各组结肠癌细胞中miR-205的表达

*：P<0.05
图3　各组结肠癌细胞的增殖活力
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2. 5　miR-205调节结肠癌细胞中EMT相关蛋白的表达

与 Buffer 组 相 比 ，miR-205 模 拟 物 组 细 胞 中

N-cadherin、Vimentin的表达减少，E-cadherin的表达增

加，而 miR-205 抑制物组细胞中 N-cadherin、Vimentin
的表达增加，E-cadherin的表达减少，差异均有统计学

意义（P<0. 05），见图6。

图4　EDU实验检测结肠癌细胞的增殖活力（×200）

图5　Transwell实验检测结肠癌细胞的迁移能力（×200）

a：免疫印迹蛋白条带；b：E-cadherin蛋白表达；c：N-cadherin蛋白表达；d：Vimentin蛋白表达   *：与Buffer组比较，P<0.05
图6　Western blot检测各组细胞E-cadherin、N-cadherin、Vimentin蛋白表达
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3　讨论

miRNA 在多种消化道肿瘤，包括食管癌、胃癌和

结肠癌中都扮演着关键角色[7-9,15]。有研究表明，

miR-205 在胃癌中具有抑癌作用，通过下调相关信号

通路降低癌细胞的增殖和迁移能力[13]；也有研究显示，

miR-205可促进肺癌细胞的增殖和转移[11,14]。因此，其

在不同癌症类型中的差异性表达以及作用机制成为

研究的热点。

既往大量文献报道miR-205在多种消化道肿瘤组

织中表达下调，并在食管腺癌和胃癌中扮演了抑癌基

因的角色，表明 miR-205 可能是一种重要的消化道肿

瘤标志物[16-17]。有研究显示，miR-205在胃癌组织或食

管癌组织中的表达显著低于正常黏膜组织[13,17]。本研

究通过 qRT-PCR 检测发现，与癌旁组织相比，结肠癌

组织中miR-205的表达显著下调，与上述研究一致。

在许多癌症类型中，EMT被认为是肿瘤细胞从原

发部位迁移至其他部位的关键步骤[18]。在 EMT 过程

中，细胞间黏附分子的减少和细胞骨架重塑导致上皮

细胞获得间质特性，从而增强侵袭和迁移能力[19]。
N-cadherin、Vimentin 和 E-cadherin 是典型的 EMT 标志

物，其中N-cadherin是间质细胞的标志物，而E-cadherin
则是上皮细胞的标志物[20]。本研究结果显示，miR-205
过 表 达 能 显 著 下 调 N-cadherin 和 Vimentin，上 调

E-cadherin，表明miR-205可以通过抑制EMT过程来降

低结肠癌细胞的侵袭性；而 miR-205 抑制物组细胞中

的 EMT 标志物变化则支持了 miR-205 对 EMT 过程的

负调控作用。miR-205通过调节EMT相关蛋白的表达

影响结肠癌细胞的迁移和侵袭能力。本研究中CCK-8
和 EDU 实验显示，miR-205 过表达显著抑制结肠癌细

胞的增殖活力，而抑制 miR-205 则促进了细胞增殖活

力；Transwell迁移实验结果显示，过表达miR-205显著

减少了结肠癌细胞迁移数，而抑制 miR-205 则增加了

结肠癌细胞迁移数。这些结果表明，miR-205 通过抑

制 EMT，限制结肠癌细胞的迁移和侵袭，从而发挥其

抑癌作用。

本研究证实了 miR-205 通过调控 EMT 标志物

（E-cadherin、N-cadherin、Vimentin）抑制结肠癌细胞增

殖与迁移，然而其内在调控机制尚无统一定论。

Vosgha 等[21]认为 miR-205 对 EMT 和 E-cadherin 的调控

机制与其靶向 ZEB1/2 有关，miR-205 可通过抑制

ZEB1/2 解除对 E-cadherin 的转录抑制。而 Fan 等[22]则
认 为 在 结 肠 癌 细 胞 中 ，miR-205 对 E-cadherin、
N-cadherin、Vimentin 的调控是通过靶向小鼠双分钟 4
蛋白实现的[22]。因此，未来需进一步验证 miR-205 与

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 的直接或间接互作关

系，以阐明其在结肠癌中的多维度调控网络。

然而本研究仍存在一些局限性。首先，本研究主

要利用体外细胞模型进行实验，缺乏在体实验的数据

支持，因此无法完全反映miR-205在体内的调控作用。

其次，本研究虽然探讨了miR-205对EMT相关蛋白表达

的调控作用，但尚未深入研究其具体的分子机制。未来

的研究应扩大样本量，并结合体内实验进一步验证这些

结果，以期更全面、准确地理解miR-205的作用机制。

综上所述，miR-205 在结肠癌组织中表达显著降

低 ，并 通 过 下 调 N-cadherin 和 Vimentin 以 及 上 调

E-cadherin 的表达，抑制结肠癌细胞的迁移和侵袭能

力，从而抑制其恶性行为。本研究揭示了 miR-205 可

能作为结肠癌抑癌基因的潜力。未来，通过开发以

miR-205 为靶点的治疗策略，有望为结肠癌患者提供

新的治疗选择。
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