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■背景资料
microRNAs是一
种21-25 nt长的单
链RNA, 在进化上
具有高度的保守
性, 可抑制蛋白翻
译, 调节内源基因
表达, 且在基因表
达调控中扮演重
要角色, 也为癌症
的早期筛查、诊
断、治疗等方面
提供新的理论基
础及方法. 
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Abstract 
AIM: To assess the clinical significance of expres-
sion of miR-106a in colorectal cancer (CRC), and 
to investigate the effect of miR-106a overexpres-
sion on CRC cell invasion. 

METHODS: Total RNA was extracted from 52 
surgical CRC specimens and matched tumor-
adjacent tissue specimens. MiR-106a expression 
was detected by real-time PCR, and its clinical 
significance was analyzed. Cell invasion assay 
was used to study the effect of miR-106a overex-
pression on CRC cell invasion. 

RESULTS: The mean level of miR-106a in CRC 

tissues, as revealed by the 2-△△Ct method, was 2.50 
(0.017-14.269), which was significant higher than 
that in tumor-adjacent tissues (Z = -3.597, P < 0.01). 
The expression of miR-106a was correlated with 
TNM stag (t = 2.813, P = 0.003) and lymph node 
metastasis (Z = -2.635, P = 0.008). Overexpression 
of miR-106a induced cell invasion (P = 0.000). 

CONCLUSION: Up-regulation of miR-106a may 
play a role in tumorigenesis and metastasis of 
colorectal cancer.
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stage; Cell migration
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摘要 
目的: 分析miR-106a在肠癌中的表达并研究
其在肠癌细胞侵袭中的作用. 

方法: 提取52例肠癌手术标本及其癌旁组织
中总RNA, PCR法检测miR-106a在肠癌及其癌
旁正常组织中的表达量, 分析其与临床病理特
征关系, 并进一步采用Transwell侵袭小室检测
其在大肠癌细胞侵袭中的作用. 

结果: 经2-△△Ct计算, 肠癌组织miR-106a表达量
为2.50(0.017-14.269), 其中73%(38/52)大肠癌
组织miR-106a高表达(Z  = -3.748, P  = 0.000), 
miR-106a的高表达与TNM分期(t  = 2.813, P  = 
0.003)和淋巴结转移(t  = -2.635, P  = 0.008)有
关, TNM分期较高和有淋巴结转移者, miR-
106a表达较高. Transwell侵袭小室检测表明, 
过表达miR-106a可促进肠癌细胞侵袭作用(均
P  = 0.000). 

结论: miR-106a表达上调可能与大肠癌的发生
及其转移相关. 

关键词: miR-106a; 大肠癌; TNM分期; 细胞侵袭

马群英, 王新颖, 李钊, 姜泊, 许岸高. miR-106a在大肠癌中的

■同行评议者
李革, 副教授, 延
边大学附属医院



马群英, 等. miR-106a在大肠癌中的表达及其与肠癌细胞侵袭的关系					               3371

www.wjgnet.com

■研发前沿
2003年Michae l
等首先发现了大
肠癌中新的miR-
NAs: miR-143和
m i R - 1 4 5 ,  现 在
大肠癌中研究较
多 的 有 1 0 0 多 种
miRNAs, 与大肠
癌的发生发展及
诊治等密切相关. 
miR-106a在大肠
癌 中 高 表 达 .  但
其具体作用机制机制
不详.
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0  引言

microRNAs(miRNAs)是一种长为21-25 nt的单

链RNA, 在进�上具有高度的保守性. 在动物

中, 他们通过与靶标mRNA不完全互补配对抑他们通过与靶标mRNA不完全互补配对抑们通过与靶标mRNA不完全互补配对抑

制蛋白翻译, 调节内源基因表达, 且在基因表

达调控中扮演重要角色. 动物中miRNA与靶标

mRNA不完全配对结合, 同一miRNA可调控不

同mRNA而不影响其完整性. 因而一种miRNA
改变, 可影响多种蛋白翻译和信号通道, 参与细

胞生长、增殖、分�、凋亡等过程的调控[1-3]. 
Calin等[4]于2002年首次发表文章, 将miRNAs与
癌症联系起来. 随后, 大量研究证实miRNAs可
能作为一种新的方法, 应用于肿瘤的筛查、诊

断、预后和�疗反应预测等各个方面[5-7]. 本文

通过探针法逆转、实时定量PCR检测52例肠癌

中miR-106a的表达, 分析其与分期及其他临床

病理特征的关系, 研究其在肠癌细胞侵袭中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 惠州中心医院外科手术切除的新鲜肠

癌组织及其相应癌旁正常组织52对, 术后经病

理检查确证. 组织获得后立即置于-80 ℃超低温

冰箱. 所有患者术前均未行放疗、�疗与免疫

治疗. TNM分期以美国癌症联合委员会(Ameri-
can joint committee on cancer, AJCC)/国际抗癌

联盟(international union against cancer, UICC)结
直肠癌TNM分期系统(第六�)为标准. TRIzol
试剂、Lipofactmine 2000、OPTI-MEM均购自

Invitrogen; miR106a RT Primer、miR106a Real 
time、U6 RT Primer、U6 Real time、2×PCR 
TaqMan Universal PCR, TaqManMicroRNA Re-
verse Transcription kit均购自ABI公司; Matrigel
基质胶和8 μm Transwell小室均购自美国BD公

司; HCT116和LoVo细胞系购自上海细胞库, 为
南方医院��病实验室细胞培养室保存; 阴性阴性

对照和miR-106 mimics购自上海吉玛公司.和miR-106 mimics购自上海吉玛公司. 
1.2 方法

1.2.1 组织总R N A提取: -80 ℃超低温冰箱保

存组织称取30 m g, 于冰上碾磨器磨碎, 加入

1 mL TRIzol试剂, 按说明书操作提取总RNA, 
Nanodrip(ND-1000, USA)检测RNA溶液A 260/280比

值及浓度, 取A 260/280在1.8-2.1者用于进一步试验. 
1.2.2 cDNA合成及Real-time PCR: 取100 ng总
RNA按试剂说明书操作逆转录cDNA, 反应条

件: 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min. 然后

按2×PCR TaqManUniversal PCR试剂盒说明, 以
miR-106a和U6第一链为模板, 用miR-106a和U6
荧光探针为引物扩增. 以上荧光PCR检测均在

ABI PRISM 7500(Applied Biosystems, USA)型荧

光定量PCR仪操作完成, 所有反应设立3个复孔, 
检测方法为相对定量分析2-△△Ct法. 
1.2.3 细胞培养: HCT116和LoVo细胞培养于10%
胎牛血清、双抗的RPMI 1640培养基中. 细胞均

接种于12孔板中, 细胞密度约30%-50%. 按转染

试剂Lipo2000说明书分空白转染组、阴性对照阴性对照

组和miR-106 mimics组3组分别转染. 转染后24 h
��细胞备用. 
1.2.4 Transwell小室侵袭实验: 冰上融�Matrigel
和不含血清的RPMI 1640培养基按1∶7混合, 均
匀铺于8 μm的Transwell上室面, 不同处理组别

细胞培养24 h后��, 重悬, 接种200 μL无血清

培养基稀释的细胞(5×105个/mL), 下室加入含

10%FBS的RPMI 1640培养基. 细胞培养36 h后
终止培养. 医用棉签擦掉上室内细胞, 重复2次, 
4%多聚甲醛固定, 0.1%结晶紫染色, PBS洗净后

显微镜下低倍视野观察细胞数, 每小室随机取5
个视野, 并记录每个视野细胞数. 

统计学处理 用SPSS13.0软件进行. 组织

miR-106a数据不符合正态分布, 均采用非参数

检验. 配对资料采用配对资料的wilcoxon符号秩

和检验(wilcoxon signed-rank test), miRNAs与其

他临床病理资料的检验2组之间比较采用Mann-临床病理资料的检验2组之间比较采用Mann-
whitney检验, 分析miRNAs与等级变量相关关系

采用Jonchheere-Terpstra检验. 细胞实验中多组

间比较采用单因素方差分析(one-way analysis of 
variance, one-way ANOVA), 如方差齐, 多组间两

两比较采用Bonferroni法; 如方差不齐, 多组间两

两比较采用Tamhane's T2检验. P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 miR-106a在肠癌组织中高表达 我们采用

TaqManR探针法RT-PCR检测miR-106a表达, 以
U6为内参, 2-△△Ct法分析肠癌组织相对癌旁正常

组织的相对表达量. miR-106a在73%(38/52)的
肠癌组织中高表达; 与癌旁正常组织比较, miR-
106a在肠癌组织中的相对表达量为2.50, 高于癌

■相关报道
Schetter等分析2
个 队 列 共 1 9 7 例
大肠癌组织miR-
106a表达, 发现与
癌旁正常组织相
比 ,  肠 癌 组 织 中
miR-106a的表达
增高. Xiao等分析
55例胃癌组织和
17例非癌组织发
现miR-106a在胃
癌组织中高表达
(1.625倍), 而且其
表达水平与肿瘤
分期、大小、分
化及淋巴结和远
处转移相关. 
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旁正常组织(图1), 差异有统计学意义(Z  = -3.748, 
P  = 0.000). 
2.2 miR-106a表达水平与TNM分期和淋巴结

转移相关 miR-106a的表达在TNM不同分期中

表达差异有显著性(t  = 2.813, P = 0.003)和淋巴

结转移(t  = -2.635, P  = 0.008). 随着TNM分期越

高, miR-106a表达越高. 有淋巴结转移肠癌组织

中miR-106a表达明显高于无淋巴结转移标本. 
miR-106a表达和性别、年龄、肿块位置及组织

分�程度无关. 
2.3 过表达miR-106a促进肠癌细胞的侵袭 以上

结果表明miR-106a表达可能与肠癌的转移有关, 
因而进一步采用Transwell小室验证其在细胞侵

袭中的作用. 瞬时转染HCT116和LoVo细胞, 转
染浓度为50 nmol/L, 转染后24 h进行PCR验证. 
结果表明转染miR-106a mimics后miR-106a表达

明显增加(均为P <0.01). 转染后细胞侵袭改变(图
2, 3)差异有显著性(差异有显著性(有显著性(F值分别为120.631和196.611, 
P值均为0.000). 进一步行组间比较, 结果显示: 
与阴性对照组相比, miR-106a组可促进细胞侵

袭, 差异有显著性(均为P = 0.000) . 

3  讨论

miRNAs是一种广泛存在的调控基因表达的小分

子RNA, 可通过调控下游靶基因一癌基因和/或
抑癌基因的表达, 参与肿瘤发生、发展, 决定肿

瘤细胞的恶性特征, 在肿瘤发生、发展、转�中

的起着重要作用. miRNAs的发现及其与肿瘤相

关性的初步揭示、补充并丰富了肿瘤的发生机

制, 为肿瘤的分子机制学研究提供了新的思路. 
microRNA的研究方法有microarray、North-

ern blot、原位�交和Real-time PCR.一般mi-

croarray被用于miRNA表达谱的筛选. Northern 
blot也可检测miRNAs表达及大小, 但存在探针

敏感性问题. 原位�交可以还原特定microRNA
的细胞定位及相对定量, 但也存在敏感性问题. 
而Real-time PCR具有高度的敏感性和特异性. 
Real-time PCR的�学原理分为探针型和非探针

型, 探针型荧光定量PCR是与模板特异性结合的

荧光探针反应扩增产物的增加, 特异性更高. 本
研究采用Taqman MGB探针检测大肠癌及癌旁

组织中miR-106a的表达, 而且以U6为内参, 进一

步减少因加样量不齐而带来的结果差异, 以期

得到准确的结果. 
miRNAs与肠癌的发生发展密切相关. 首先, 

miRNAs与大肠癌的诊断相关. Ng等[8]发现miR-
17-3p和miR-92a可作为肠癌的循环靶标, 其中

后者的ROC曲线下面积可达88.5%, 敏感性和特

异性分别为: 89%和70%; 更为重要的是, 其可区分

胃癌和炎症性肠病. 类似结果在Huang等[7]的研究

中得到证实. 该研究中证实miR-92a和miR-29a
可把肠癌、腺瘤从正常受试者中区分出来; 其
次, miRNAs也与肠癌的预后相关. 其中miR-143
与miR-145肿瘤大小呈负相关[9], 被认为是抑癌

基因; 另一研究却证实miR-143高表达与差的无

疾病进展生存期有关[10]. miR-21的高表达与高

TNM分期、淋巴结转移、远处转移、短的无疾

病生存期和差的治疗结果有关[9,10]. 
miR106a的研究较多, 其中胃癌中miR-106a

表达增加, 其表达与肿瘤分期、大小、分�、

淋巴结及远处转移相关[11]. miR-106a还与肿瘤的

预后密切相关. Díaz等[12]分析110例肠癌患者, 发
现miR-106a的低表达与短的无疾病生存期和总

生存期有关, 而且这种相关关系与分期无关; 星
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图� �� ������������������  1  ������������������miR-106a在大肠癌中的表达. 

■创新盘点
miR-106a在大肠
癌中过表达的报
道 较 多 ,  但 其 在
肠癌中的临床分
析及细胞功能学
研 究 较 少 .  本 研
究采用RT-PCR、
We s t e r n  b l o t、
Transwell小室侵
袭实验检测其在
肠癌组织中的表
达. 分析其与分期
和淋巴结转移的
关系. 探索其在细
胞侵袭中作用. 具
有一定创新性. 
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■创新盘点
miR-106a在肠癌
组织中表达高, 与
肿瘤组织的分期
和淋巴结转移相
关, 且过表达miR-
106a可促进肠癌
细胞的侵袭. 因而
miR-106a的表达
可能与大肠癌的
转移相关 ,  miR-
106a可能成为肠
癌的分子治疗的
靶标之一.

形细胞瘤中miR-106a低表达也与差的患者生存

相关[13,14]; 食管鳞状细胞癌中miR-106a在复发患患

者及肿瘤性死亡患者中表达较低及肿瘤性死亡患者中表达较低[15]. 可见, miR-
106a虽然在大多数肿瘤中高表达, 但其高表达在

所研究的肿瘤中均与较长的生存期相关, 可能

具有肿瘤抑制作用. 
本研究证实miR-106a在大肠癌中高表达, 差

别有统计学意义, 且miR-106a的表达与分期正

相关, 与淋巴结转移相关; 进一步细胞实验证实

miR-106a可促进细胞侵袭, 提示miR-106a可能

在大肠癌的发生及转移中具有一定作用. 本研

究结果与最近发表的一篇论文类似[16]. 该论文也

提示miR-106a高表达与肠癌侵袭转移增加相关; 
但文章提示miR-106a高表达与差的生存期相关, 
与上述文献结果矛盾, 可能与其生存分析中只

分析28例未发生转移的肠癌患者组织有关. 
总之, miR-106a在肠癌中高表达, 与分期和

细胞侵袭正相关, 似乎具有促癌作用, 而大样本

相关生存分析证实其具有肿瘤保护作用, 因而

其在肠癌中的作用需进一步研究以确认其具体

的作用机制, 以期为将来的临床治疗提供理论

基础. 
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技

期刊遴选指标体系综合评价, 《��������》被评为2011年度中国精品科技期刊. 中国精品科技期刊

以其整体的高质量示范作用, 带动我国科技期刊学术水平的提高. 精品科技期刊的遴选周期为三年. (编辑部主

任: 李军亮 2012-01-01)


