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■背景资料
大肠癌是消化系
统最常见的恶性
肿 瘤 之 一 ,  现 代
分子生物学研究
发现大肠癌的发
生发展与许多基
因和细胞因子有
关.巨噬细胞迁移
抑 制 因 子 ( M I F )
是近年来研究较
多的一种多能性
的 细 胞 因 子 ,  与
肿瘤的生长、增
殖、转移等有密
切联系. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of miR-451-me-
diated regulation of macrophage migration in-
hibitory factor (MIF) expression on cell prolifera-
tion in human colon carcinoma cell line LoVo.

METHODS: A lentiviral vector overexpressing 
hsa-mir-451a was designed and used to infect 
LoVo cells. Real-time quantitative PCR and 
Western blot were utilized to detect the expres-
sion levels of MIF mRNA and protein in LoVo 
cells and fetal colon cells. Cell proliferation was 
determined by MTT assay after infection.

RESULTS: The expression of MIF mRNA and 
protein decreased significantly and cell prolif-
eration was significantly inhibited in LoVo cells 
infected with the lentiviral vector overexpress-
ing hsa-mir-451a compared to non-infected 
LoVo cells and fetal colon cells.

CONCLUSION: MIF is a potential target gene of 
miR-451. Overexpression of miR-451 could sup-
press LoVo cell proliferation by down-regulating 
MIF expression.
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摘要
目的: 研究MicroRNA-451(MiR-451)作用于巨
噬细胞迁移抑制因子(macrophage migration 
inhibitory factor, MIF)对人大肠癌细胞株LoVo
的影响. 

方法: 构建包含有MiR-451过表达的慢病毒
(hsa-mir-451a), 感染LoVo细胞株, 采用实时
荧光定量PCR及Western blot技术检测MIF 
mRNA及蛋白在人大肠癌细胞LoVo及人大肠
上皮细胞FHC中的表达变化情况, MTT法检
测各组细胞的增殖能力. 

结果: 与未感染组及对照组相比, 感染组中
MIF在mRNA及蛋白水平的表达均显著降低, 
感染组细胞的增殖活性明显受到抑制. 

结论: MIF可能是miR-451的直接作用靶点, 高
表达miR-451可以有效抑制LoVo中MIF的表
达, 进而抑制了LoVo的增殖. 
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0  引言

大肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 随
着分子生物学研究的进展 ,  大肠癌的发生发

展被发现与许多基因和细胞因子有关 .  微小
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■研发前沿
MicroRNA在肿
瘤的发生发展中的发生发展中发生发展中
起 重 要 作 用 ,  对
肿瘤基因具有重
要 的 调 控 作 用 , 
是当前分子生物
学和肿瘤学研究
的 热 点 ,  而 探 索
其作用靶点及调
控机制是当前亟
待研究的问题. 

RNA(microRNA, miRNA)是一种在转录后水平

调控基因表达的长度约为22 n t的非编码单链

小RNA分子[1], 他可以通过增加mRNA的降解

或抑制翻译来调控目的基因[2,3], 在调节细胞的

增殖、分化和凋亡方面有重要作用[1,4], 且许多

miRNA在肿瘤的发生发展过程中或者肿瘤抑制

方面扮演重要角色[5-7]. MicroRNA-451(MiR-451)
是在血液系统疾病、神经系统疾病、癌症等发

生过程中有重要意义的一个miRNA[8-10], 其在胶

质母细胞瘤、胃癌、大肠癌等组织及细胞系中

表达降低[10,11]. 巨噬细胞迁移抑制因子(macro-
phage migration inhibitory factor, MIF)是近年来

研究较多的一个细胞因子, 他是一种多能性的细

胞因子, 被认为与免疫及炎症反应广泛相关[12]. 
有研究表明MIF与肿瘤的生长、增殖、转移等

有密切联系, 而且其在乳腺癌、肺癌、肝癌、前

列腺癌等肿瘤中表达明显上调[13,14]. 我们在前期

的实验中也已经证实在大肠癌细胞中MIF呈高

表达. Bandres等[10]研究发现MiR-451在胃癌和大

肠癌细胞中有抑癌作用, 并且通过生物信息学

分析和芯片技术发现MIF可能是MiR-451的潜在

靶点. 本实验通过构建包含MiR-451的过表达慢

病毒(hsa-mir-451a)并感染大肠癌细胞LoVo, 检
测MIF基因和蛋白的表达变化情况, 并观察其对

大肠癌细胞增殖的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料  人大肠癌细胞L o Vo和人大肠上皮

细胞F H C均购自中国典型培养物保藏中心 ; 
DMEM(高糖)、DMEM/F12 1∶1细胞培养基、

10%胎牛血清以及青霉素、链霉素双抗均购自

Gibco公司; MiR-451的高表达慢病毒由上海吉

凯基因化学技术有限公司构建, 含有编码增强

型绿色荧光蛋白(EGFP)的报告基因, 同时构建

不包含特异性miRNA的慢病毒作为阴性对照; 
感染添加剂Polybrene也由上海吉凯基因化学

技术有限公司提供; TRIzol Reagent、逆转录试

剂盒购自Invitrogen公司; SYBR Green mix购自

BIO-RAD公司; 蛋白裂解液购自碧云天公司; 一
抗和二抗分别为武汉博士德生物技术有限公司

(BA20580)和GE-Healthcare公司(NA934-1ML)
产品; 显影液、定影液均购自苏星公司; 噻唑蓝

(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)为Sigma公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: LoVo细胞使用含10%胎牛血清

的DMEM/F12 1∶1培养基培养, 添加1%的青霉

素、链霉素双抗, FHC细胞使用含10%胎牛血清

的DMEM高糖培养基培养, 添加1%的双抗, 在
37 ℃、50 mL/L CO2、相对湿度为90%的培养箱

中培养, 48-72 h换液1次, 用0.25%胰蛋白酶常规

消化, 按1∶4或1∶5比例传代, 在对数生长期进

行实验. 
1.2.2 慢病毒感染细胞: 参照上海吉凯基因化学

技术有限公司的Lentivirus使用操作手册进行操

作. 将处于对数生长期的LoVo细胞接种于96孔
细胞培养板, 当细胞融合大约50%时进行感染. 
感染实验分为3组: 感染组(MiR-451)、阴性对

照组(Control)、未感染组(Empty). 以感染复数

MOI为10的条件进行实验, 在加入慢病毒的同时

在培养基中添加8 μg/mL的polybrene, 感染24 h
后更换含血清的培养基. 72 h后在荧光显微镜下

观察感染效果. 
1.2.3 Real-time PCR检测MIF mRNA的表达: 收
集感染后72 h的细胞, 用TRIzol法提取感染实

验各组及F H C组细胞的总R N A, 逆转录合成

cDNA. Real-time PCR扩增引物由安基生物提供, 
MIF上游引物为5'-AGAACCGCTCCTACAG-
CAAGCT-3', 下游引物为5'-GGAGTTGTTC-
CAGCCCACATTG-3', 以GAPDH为内参, 上游

引物为5'-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3', 
下游引物为5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGC-
CAA-3'. 应用美国BIO-RAD CFX96实时荧光定

量PCR仪进行扩增, Real-time PCR总反应体系

为25 μL, 其中SYBR Green mix 12.5 μL, 上下游

引物(5 pmol/μL)各1 μL, ddH2O 8 μL, cDNA(10
倍稀释)2.5 μL. 反应条件为: 95 ℃预变性3 min, 
95 ℃变性10 s, 60 ℃退火30 s, 65 ℃延伸5 s, 反
应40个循环. 采用2-△△Ct法分析结果得到标本中

MIF mRNA的相对表达水平. 每组设5个复孔, 每
孔3个平行样, 取平均值. 
1.2.4 Western blot检测MIF蛋白的表达: 收集感

染后72 h的细胞, 取适量RIPA裂解液冰上裂解

30 min, 14 000 r/min 4 ℃离心15 min, 取上清, 加
入2×SDS Loading Buffer. 根据蛋白分子量配

12%的PAGE胶电泳. 根据预染Marker显示判断

目的蛋白得到充分分离后, 停止电泳. 用湿转法

200 mA电流转膜80 min后, 用含5%脱脂奶粉的

TBST浸泡PVDF膜, 室温摇床封闭2 h. 然后用

洗涤液1∶500稀释相应的一抗, 将PVDF膜浸泡

于一抗孵育液中, 4℃孵育过夜. TBST充分洗涤

PVDF膜5-6次, 5 min/次. 用封闭液1∶20 000稀
释相应的二抗, 将PVDF膜浸泡于二抗孵育液中, 
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室温摇床孵育2 h. TBST充分洗涤PVDF膜5-6次, 
5 min/次. 每张膜滴加适量的ECL底物液, 孵育数

分钟. 待荧光带明显后, 用滤纸吸去多余的底物

液, 覆上保鲜膜, X光胶片压片后依次放入显影

液显影、定影液定影. 用BIO-RAD Quantity One
软件扫描胶片灰度值以分析各组细胞的相对蛋

白表达值, 以β-actin为内参对照. 
1.2.5 噻唑蓝(MTT)法检测肿瘤细胞的增殖: 在
96孔细胞培养板中接种细胞, 2×103个细胞/孔, 
每孔体积100 µL. 感染后72 h, 每孔加入MTT溶
液(5 mg/mL), 孵育4 h, 终止培养, 去上清, 每孔

加入100 µL二甲基亚砜(DMSO), 震荡30 min. 选
择492 nm波长, 在酶联免疫监测仪上测定各孔

光的吸收值, 记录结果. 
统计学处理 应用SPSS13.0进行分析, 数据

以mean±SD表示, 组间比较采用单因素方差分

析, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 慢病毒感染效果 感染慢病毒的LoVo细胞在

荧光显微镜下可激发绿色荧光, 相同视野不同

光线下的照片见图1. 感染效率约为80%. 
2.2 MIF mRNA的表达变化情况 Real-time PCR
结果显示(图2), MiR-451组细胞MIF mRNA表达

量较Empty组(P  = 0.006)和Control组(P  = 0.001)
均明显下调, 与FHC组比较无显著性差异(P  = 
0.997). Control组和Empty组比较差异无统计学

意义. 
2.3 MIF蛋白的表达变化情况 Western blot条带

如图3, 结果显示, MiR-451组细胞MIF蛋白的

表达量较Empty组(P  = 0.001)和Control组(P  = 
0.003)均明显下调, 与FHC组比较无显著性差异

(P  = 0.237). Control组和Empty组比较差异无统

计学意义(P  = 0.503, 图4).)..
2.4 细胞增殖活性的变化情况 MTT结果显示, 
MiR-451组细胞较Empty组和Control组增殖活性

明显受到抑制(P  = 0.006), Control组和Empty组
比较差异无统计学意义(P  = 0.532, 图5). 

3  讨论

m i R N A是一类进化上保守的非编码小分子

RNA, 编码他的DNA在细胞核内转录成较长的

初始产物pri-miRNA, 然后被Drosha RNase切
割成具有发夹结构的前体pre-miRNA, 之后通

过Exportin5核输出蛋白转运到细胞质中, 再被

Dicer酶切割成成熟的miRNA产物. 他通过形成

非对称的基因沉默复合物, 与序列基本互补(非
完全互补)的mRNA结合并阻止其翻译[15]. 他可

以在转录水平调控基因表达, 具有全局性的调

控作用. miRNA在正常细胞功能的形成和维持

过程中起重要作用, 其表达的改变可以导致肿

瘤的发生发展. 大肠癌中有很多miRNA呈异常

表达, 起类似癌基因或抑癌基因的作用, 而且其

表达可能与大肠癌的微卫星不稳定有关[16]. miR-

图� �� �������������������������  1  �������������������������慢病毒感染后的LoVo细胞的结果图片(×200).
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NA-451是一个在大肠癌中低表达的miRNA[17]. 
Bitarte等[18]发现miR-451可以抑制结肠肿瘤干细

胞的自我复制、致瘤性和对化疗药物的抵抗. 
MIF是一种多功能性的细胞因子, 来源于垂

体前叶和单核巨噬细胞. 他有催化活性、信号

调整和促炎等多种作用, 并参与淋巴免疫、内

分泌调节等[12], 其调节异常是很多炎症和自身免

疫性疾病发病的关键因素[19,20]. 近年来, 很多研

究发现MIF与恶性肿瘤的发生发展有密切关系. 
MIF可以通过激活CD74和促分裂原活化蛋白激

酶MAPK家族成员, 促进细胞外调节蛋白激酶

ERK的持续活化作用, 后者进而促进了RAS基因

的突变[21]. MIF还可以破坏抑癌基因p53的肿瘤

抑制作用[22]. 另有研究表明, MIF可以促进血管

内皮生长因子生成、促进血管的再生进而促进

肿瘤的生长和转移[23,24]. 还有学者发现通过增加

外源性的MIF可以促进肿瘤细胞的生长增殖并

且抑制细胞凋亡. 多个研究发现其在鼻咽癌、

前列腺癌、胃癌等肿瘤组织中呈高表达[25-30]. 
本研究采用体外实验的方法, 应用慢病毒感

染LoVo细胞稳定高表达MiR-451, 结果表明相对

于未感染组和对照组, 感染组细胞中MIF的表达

被明显抑制, 而且感染组细胞的增殖活性也明

显受到抑制. Lee等[31]在2008年的研究表明: 大

肠癌患者血清中的MIF水平显著升高, 而且MIF
相对CEA在大肠癌的早期检测中更加敏感. 这
与我们前期实验中证实LoVo细胞中MIF高表达

的结论相一致. Brandres等[10]将pre-miR-451转染

入大肠癌细胞中, 发现抑制了肿瘤细胞的生长, 
增加了其对放射线的敏感性, 并且他们提出MIF
可能是MiR-451的潜在靶点. 因此我们推测, 感
染慢病毒前后LoVo细胞中MIF的表达变化, 可
能是由于其作为MiR-451的直接作用靶点被沉

默, 进而导致了肿瘤细胞的增殖活性下降. 一
个miRNA可能有多个靶基因, 而一个靶基因又

可能由多个miRNA调控, 二者的关系错综复杂, 
miR-451对大肠癌细胞的抑制作用是否还存在

其他的调控靶点, MIF在大肠癌细胞中是否也受

其他miRNA的调控, 我们可以通过进一步的实

验研究其调控机制, 进一步了解其在大肠癌发

生发展中的作用, 以期为大肠癌的分子靶向治以期为大肠癌的分子靶向治为大肠癌的分子靶向治

疗提供理论基础和新的思路. 
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■名词解释
巨噬细胞迁移抑
制因子(MIF): 一
种多功能性的细
胞 因 子 ,  与 恶 性
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有 密 切 关 系 ,  其
在大肠癌细胞中
高 表 达 ,  与 大 肠
癌的发生发展有
一定联系. 
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■同行评价
本文研究目的明研究目的明
确, 统计学方法合
理, 数据及结论可
信, 对指导临床有
重要意义.


