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Abstract
AIM: To investigate the effect of microRNA570 
(miR-570) on the proliferation and biological 
properties of HT-29 cells and the possible mech-
anisms involved.

METHODS: An miR-570 mimic was transfected 
into human colon cancer HT-29 cells. Cell prolif-
eration was studied by cell counting kit-8 assay 
(CCK-8). Total miRNA was extracted and the 
relative expression of miR-570 was quantified 
by real-time quantitative PCR. Western blot and 
real-time quantitative PCR were performed to 
analyze the expression of β-catenin in the cy-
toplasm and nucleus. The expression of c-myc, 
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MicroRNA570通过Wnt/β-catenin通路抑制人结肠癌HT-29
细胞的增殖及调控机制

叶玉兰, 周春立, 庞 智, 郑家驹

®

■背景资料
结肠癌是消化系
常见的恶性肿瘤
之 一 ,  W n t 信 号
通路的激活对结
肠 癌 的 发 生 、
发 展 起 重 要 作
用 ,  其 中 研 究 最
深 入 的 一 支 为
Wnt/β-catenin信
号通路. 而90%以
上人结肠癌存在
Wnt/β-catenin信
号通路的激活即
细胞内β-catenin
的积聚. 

cyclinD1 and survivin was also detected by real-
time quantitative PCR and Western blot.

RESULTS: After transfection with the miR-570 
mimic, the proliferation ability of HT-29 cells 
decreased. The inhibitory effect was most signif-
icant at 72 h (53.23% ± 1.22%) (P < 0.05). The ex-
pression of miR-570 was up-regulated more than 
20 times (20.01 ± 0.32) (P < 0.05). The mRNA and 
protein expression of β-catenin, c-myc, cyclinD1 
and survivin was decreased in the miR-570 
mimic group, compared with blank and negative 
control groups. Western blot results further con-
firmed that the protein expression of β-catenin 
in the nucleus decreased significantly, although 
its expression in the cytoplasm did not change 
significantly.

CONCLUSION: MiR-570 significantly inhibits 
the proliferation of HT-29 cells possibly by regu-
lation of the Wnt/β-catenin signal pathway.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: MicroRNA570; HT-29; β-catenin; Wnt

Ye YL, Zhou CL, Pang Z, Zheng JJ. MicroRNA570 
inhibits human colon cancer HT-29 cell proliferation 
via Wnt/β-catenin pathway. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(17): 2439-2444  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/2439.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i17.2439

摘要
目的: 探讨microRNA570(miR-570)对人结肠
癌细胞株HT-29生物学特性的影响, 并阐明其
对Wnt/β-catenin通路的影响机制.     

方法: 将miR-570 mimics转染人结肠癌细胞株
HT-29后, 采用cell counting(CCK-8)法检测细
胞增殖变化, 应用实时定量PCR技术检测转染
后HT-29细胞中miR-570的表达, Western blot
技术及实时定量PCR技术检测各组中胞核及
胞浆内β-catenin的变化, 及对Wnt/β-catenin通

■同行评议者
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■研发前沿
MicroRNA是一类
长约21-25个核苷
酸的小分子非编
码RNA, Wnt通路
受到多种基因的
共同调节, 并已发
现部分miRNA作
为癌基因或抑癌
基因调节 W n t 信
号通路的活性. 而
我们的前期研究
显示miR-570靶基
因参与的通路中
可能性最大的是
Wnt/β-catenin通
路.

路下游基因c-myc、cyclinD1和survivin表达的
影响.     

结果: HT-29细胞转染miR-570 mimics后, 
HT-29细胞增殖能力下降, 72 h细胞增殖抑制
率最为明显, 约为53.23%±1.22%(P <0.05). 
实时定量PCR结果显示miR-570表达上调20
倍(20.01±0.32)(P <0.05). Western blot技术
及实时定量PCR技术检测显示, β-catenin、
c-myc、cyclinD1和survivin蛋白表达和mRNA
表达均下降(P <0.05), 而空白对照组与阴性对
照差异无统计学意义. Western blot结果进一步
证实胞核内β-catenin的蛋白表达量下降明显, 
而胞浆内, β-catenin的蛋白表达量无明显变化.     

结论: miR-570能明显抑制人结肠癌细胞株
HT-29的增殖, 并下调Wnt相关基因的表达, 其
可能作为抑癌基因参与Wnt/β-catenin信号通
路的调节.     

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 结肠癌是危害人类健康的重大疾病之

一, 在世界范围内是位居前列的常见肿瘤. Wnt/
β-catenin信号通路的激活对结肠癌的发生、发

展起重要作用. 而miR-570与Wnt/β-catenin信号

通路的相关性文献鲜有报道. 本研究探讨上调

miR-570后在结肠癌细胞株中的作用及其作用机

制, 分析针对miR-570的靶向治疗对结肠癌的治

疗价值.
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0  引言

结肠癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, Wnt信
号通路的激活对结肠癌的发生、发展起重要作 
用[1]. Wnt信号通路分为“经典Wnt信号通路”

及“非经典Wnt信号通路”, 其中非经典Wnt
信号通路是研究最深入的一支 ,  又称为W n t/
β-catenin信号通路. 研究表明, 90%以上人类结

肠癌存在Wnt/β-catenin信号通路的激活即细胞

内β-catenin的积聚[2]. MicroRNA(miRNA)是一

类长约21-25个核苷酸的小分子非编码RNA, 通
过与靶RNA的3端非翻译区互补结合以降解靶

RNA或阻遏其转录和翻译, 由此参与基因的转

录后调控[3]. 有研究显示Wnt通路受到多种基因

的共同调节, 并已发现部分miRNA作为癌基因

或抑癌基因调节Wnt信号通路的活性.     
我们的前期研究结果显示, 塞来昔布干预

结肠癌细胞株HT-29后, 芯片筛选得到差异表达

的miRNAs 28种[4]. 采用文献报道的靶基因与三

个靶基因预测软件(miRNAs、RNAHybrid和Tar-
getscan)预测差异表达miRNAs可能作用的靶基

因; 并采用Enrichment分析和GenGO Pathway分
析探讨了靶基因参与的特异性通路分类, 从而

构建了靶基因与其调控miRNAs之间的通路关

系. 我们的结果进一步显示, miR-570参与的通

路中可能性最大的为Wnt/β-catenin信号通路, 其
可能的靶基因为CTNNB1 (β-catenin )等. 本实验

通过将miR-570 mimics瞬时转染人结肠癌HT-29
细胞中, 分析结肠癌细胞的增殖活力、miR-570
的表达及对Wnt信号通路下游靶基因的影响, 以
此探讨miR-570对结肠癌细胞的作用机制.     

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM细胞培养基、OPTI-MEM细胞

转染培养基和胎牛血清购自Gibco; 细胞转染

试剂LipofectamineTM 2000、RNA抽提裂解液

TRIzol和SYBR Green实时荧光定量PCR试剂

盒均购自Invitrogen公司; β-catenin、c-myc、
cyclinD1、survivin、miR-570和内参照的引物

由上海吉码公司合成; 多克隆抗体购自CST公
司; Western blot相关试剂、全细胞蛋白提取试

剂盒、BCA法测蛋白浓度试剂盒、CCK-8试剂

盒均购自上海碧云天生物公司; 人结肠癌HT-29
细胞(购自苏州大学细胞生物学实验室)采用

DMEM培养基和10%FBS培养.     
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人结肠癌细胞HT-29在含10%胎

牛血清的DMEM培养基中, 于37 ℃、5%的CO2

条件下培养, 每两天换液1次, 3-4 d传代1次. 细
胞融合至80%时进行转染.     
1.2.2 细胞转染: miR-570 mimics和阴性对照组

(NC)序列由上海吉码公司设计并合成. 实验分

为3组: (1)空白对照组(BC组): 给予常规培养

液; (2)阴性对照组(NC组): 细胞转染随机合成的

miR-570 mimics NC片段; (3)实验组(mimics组): 
细胞转染miR-570 mimics组. miR-570 mimics
序列为: 正义链: 5'-UAGCACCAUUUGAAAU-
CAGUGUU-3', 反义链: 5'-CACUGAUUU-
CAAAUGGUGCUAUU-3'. miR-570 mimics阴性
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■相关报道
L i 的 研 究 显 示 , 
m iR-570具有抑
癌基因的作用, 他
通过靶定B7-H1
基因的功能区, 调
节B7-H1分子的
表达, 从而促进胃
癌的进一步发展. 
此外miR-570对
CD274也有调控
作用, 且呈剂量依
赖性.

对照为随机合成, 正义链: 5'-UUCUCCGAAC-
GUGUCACGUTT-3', 反义链: 5'-ACGUGA-
CACGUUCGGAGAATT-3'. 具体方法参见Lipo-
fectamine 2000操作手册. 取对数生长的细胞接

种于六孔板, 细胞生长至占培养孔80%-85%时

进行转染. 制备miRNA/LipofectamineTM 2000复
合物如下: 稀释10 μL LipofectamineTM 2000至
100 μL无血清培养液OPTI-MEM中; 同时用100 
μL无血清培养液OPTI-MEM稀释miR-570 mim-
ics和阴性对照; 将两种混合物轻轻混合均匀, 室
温放置20 min后即得到miRNA/LipofectamineTM 
2000复合物. 将miRNA/LipofectamineTM 2000
复合物轻滴入6孔培养板中, 37 ℃培养箱培育

18-24 h后, 每孔加入1800 μL含10%胎牛血清的

RPMI 1640培养液培养细胞, 转染48 h后, 倒置荧

光显微镜观察转染率, 转染率为80%, 取细胞进

行实验.     
1.2.3 细胞增殖抑制实验(CCK-8实验): 取对数生

长的细胞按每孔1×104个细胞接种于96孔板, 每
组细胞设3个平行孔. 培养24 h后进行转染, 转染

后24、48、72 h, 加入浓度为10 μL的细胞计数

试剂盒8(cell counting kit-8 assay, CCK-8)溶液, 
酶标仪测定各孔450 nm处的吸光度(A )值. 细胞

增殖抑制率 = 1-(实验组A值-空白组A值)/(对照

组平均A值-空白组A值)×100%. 实验重复3次.     
1.2.4 Real-t ime PCR检测miR-570的表达量: 
miR-570 TRIzol一步法提取转染率达80%细胞

总RNA, 分光光度计测定总RNA的纯度, 甲醛

变性凝胶电泳质检总RNA的质量. 应用miScript 
Reverse Transcription反转录试剂盒将其反转录

为cDNA, 反应条件: 37 ℃ 1 h, 95 ℃ 5 min. 以
cDNA为模板, 应用miScript SYBR Green PCR
试剂盒进行实时荧光定量P C R, 以U6为内参

照, 各个miRNA和U6 snRNA的特异性引物根据

miRNA的序列(http://microrna.sanger.ac.uk/)及U6 
snRNA序列应用Primer Express software v2.0进
行设计, 引物序列为分别为U6: TTCGTGAAGC-
GTTCCATATTT, miRNA570: TCTCCTCTGCT-
GGTCTCATAC, 实时荧光定量PCR检测在7300
定量PCR仪上进行. PCR反应条件: 95 ℃预热20 
min 94 ℃ 10 s、60 ℃ 20 s、70 ℃ 10 s, 共40个
循环. 以2-∆∆Ct表示每个miRNA的相对表达量, ∆
Ct = CtmiRNA-CtU6. 实验重复3次.     
1.2.5 Real-time PCR检测β-catenin, c-myc, cy-
clinD1, survivin mRNA表达量: 以cDNA为模

板, 实时荧光定量PCR检测在7300定量PCR仪上

进行, 采用管家基因GAPDH为内参照. 引物序

列如下: β-catenin的上游引物为5'-GCCAGTG-
GATTCCGTACTGT-3', 下游引物为5'-GAGCTT-
GCTTTCCTGATTGC-3'; c-myc上游引物为

5'-ATCACAGCCCTCACTCAC-3', 下游引物

为5'-ACAGATTCCACAAGGTGC-3'; cyclinD1
上游引物为5'-CCGTCCATGCGGAAGATC-3', 
下游引物为5'-ATGGCCAGCGGGAAGAC-3'; 
survivin的上游引物为5'-TCAGTGGGGCAGTG-
GATG-3', 下游引物为5'-CCTGGCAGCCTTTCT-
CA-3'; PCR反应条件: 95 ℃预热20 min, 95 ℃ 15 
s, 60 ℃ 60 s, 72 ℃ 15 s, 共40个循环. 实验重复3
次.     
1 . 2 . 6  免疫印迹实验 ( We s t e r n  b l o t ) 检测

β-catenin、c-myc、cyclinD1、survivin蛋白表

达水平: 胞浆蛋白及胞核蛋白提取如下: 取培养

细胞5×106-1×107个/mL, 离心, 收集细胞, 弃
上清, 估计细胞压积(PCV), 每20 μL细胞压积

中加入200 μL BufferA, 涡旋震荡, 冰浴, 加入

11 μL BufferB, 继续震荡、冰浴, 离心(16000 g , 
5 min), 收集上清即为胞浆蛋白. 在离心沉淀物

中加入BufferC, 震荡、冰浴、离心, 再次取得上

清即为核蛋(具体按照试剂盒说明书操作). 常规

法提取细胞总蛋白. BCA法测定蛋白浓度. 样本

加入10%SDS-PAGE电泳分离, 电转至纤维素膜

上. 一抗浓度(b-catenin 1∶1000, c-myc 1∶1500, 
cyclinD1 1∶2000, survivin 1∶2000)室温孵育过

夜, 洗膜3次. 二抗浓度为1∶10000, 室温孵育2 h, 
洗膜. 以β-actin为内参照. 实验重复3次.     

统计学处理 数据应用SPSS12.0软件进行

统计学分析, 计算数据以mean±SD表示, 两样

本均属间比较采用独立分组t检验. 多组之间数

据分析采用单因素方差分析(one-way ANOVA). 
P <0.05差异有统计学意义.    

2  结果

2.1 miR-570对HT-29细胞增殖的影响 用CCK-8
法分析转染24、48、72 h的细胞增殖活力, 测
得mimics组与对照组相比, mimics组在转染

miR-570后各时点的细胞增殖抑制率均显著升

高(P <0.01), 72 h的抑制作用最明显, 细胞增殖抑

制率为53.23%±1.22%(表1).       
2.2 转染48 h后不同细胞组间miR-570的表达

水平 与空白对照组(1.00±0.05)相比, miR-570 
mimics组(20.01±0.32)表达上调20倍(P <0.05)(图
1).        
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■创新盘点
本研究结果显示, 
通过上调miR-570
的 表 达 ,  可 以 明
显抑制结肠癌细
胞 的 增 殖 , 并 导
致 W n t 通路相关
因子β-catenin、
c-myc、cyclinD1
和survivin mRNA
表达下降.

2.3 外源性miR-570对Wnt通路中β-catenin、 
c-myc、cyclinD1、survivin的影响 
2.3.1 对β-catenin的影响: β-catenin进入细胞核是

Wnt信号通路关键调节步骤, 本实验运用实时定

量PCR及Western blot检测miR-570 mimics转染

HT-29细胞后β-catenin表达量的变化. 实时定量

PCR结果显示, 与对照组相比, miR-570 mimics
组β-catenin mRNA下调约36.5%(P <0.05). West-
ern blot结果显示细胞浆内β-catenin表达量无明

显增加, 但细胞核内β-catenin的表达量明显下调

(图2).        
2.3.2 对c-myc、cyclinD1、survivin的表达影

响: cmy-c、cyclinD1和survivin是Wnt通路的

下游因子. 而本实验在转染miR-570 mimics后, 
cmy-c、cyclinD1和survivin mRNA表达受到抑

制(P <0.05), Western blot结果与其相符, cmy-c、
cyclinD1和survivin表达量下降, 空白对照组和阴

性对照组差异无统计学意义(图3).        

3  讨论

miRNA是一类长约21-25个核苷酸的小分子非

编码RNA, 广泛存在于动植物中. 大量研究表明, 

miRNA通过调控细胞周期、细胞凋亡、细胞迁

移和血管生成等肿瘤相关基因的表达, 参与肿

瘤的发生发展和预后.     
结肠癌的发生发展是一个多因素参与多基

因改变的病变过程, 具有复杂的分子机制, 深
入了解结肠癌发病的分子机制对于结肠癌的

治疗有重要意义. Wnt/β-catenin通路是Wnt通路

中研究最为深入的一条分支. 他主要通过激活

β-catenin在核内的功能来调节靶基因.     
现有研究显示m i R-570在人胃癌中低表 

达[5], 可能具有抑癌基因的作用. 而Wang等[6]的

研究也显示miR-570靶定于B7-H1基因的功能

区, 调节B7-H1分子的表达, 从而促进胃癌的进

一步发展. 此外miR-570对CD274也有调控作用, 

     

表  1  HT29细胞转染后各监测时点细胞增殖抑制率 (n  = 3, mean±SD, %)

分组        24 h        48 h        72 h

BC组 16.63±2.4 15.62±0.28 18.53±1.56

NC组 15.98±0.45 17.45±0.95 19.21±1.42

mimics组 38.47±0.24bd 45.12±0.23bd 53.23±1.22bd

bP<0.01 vs  BC组; dP<0.01 vs  NC组. BC组: 空白对照组, 给予常规培养液; NC组: 

阴性对照组, 细胞转染随机合成的miR-570 mimics NC片段; mimics组: 实验组, 

细胞转染miR-570 mimics组.
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图  1  HT-29细胞转染miR-570 mimics后对miR-570的表达
影响. aP<0.05. BC组: 空白对照组, 给予常规培养液; NC组: 

阴性对照组, 细胞转染随机合成的miR-570 mimics NC片段; 

mimics组: 实验组, 细胞转染miR-570 mimics组.

图  2  HT-29细胞转染miR-570 mimics后对β-catenin的影
响. aP<0.05. A: HT-29细胞总β-catenin mRNA表达水平; B: 

细胞浆及细胞核内β-catenin蛋白表达水平. BC组: 空白对照

组, 给予常规培养液; NC组: 阴性对照组, 细胞转染随机合

成的miR-570 mimics NC片段; mimics组: 实验组, 细胞转染

miR-570 mimics组.
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且呈剂量依赖性[7].
我们的前期工作发现塞来昔布能够诱导

结肠癌细胞株HT-29中miR-570高表达, 推测

其可能起到抑癌基因的作用, 而对该基因进行

Enrichment分析及GeneGo Pathway分析推论, 
miR-570靶基因参与的通路中可能性最大的是

经典Wnt通路, 即Wnt/β-catenin通路[4]. 为证实

这一推测, 我们通过将miR-570 mimics转染至

人结肠癌细胞株HT-29中后,行Real-t ime PCR
显示miR-570表达升高20倍. CCK-8实验显示, 
miR-570瞬时转染后明显抑制HT-29细胞的增殖

能力, 进一步证实miR-570具有抑癌基因的作用.     
近年来的大量研究显示, miRNA与肿瘤的发生

发展密切相关[8], miRNA既可作为抑癌基因下调

原癌基因的活性, 也可作为癌基因下调抑癌基

因的活性[9,10]. 而miRNA在肿瘤中的分子机制主

要是对信号途径的调控.     
为探讨miR-570是否通过Wnt/β-catenin通

路发挥抑癌作用, 我们检测了miR-570 mim-
ics转染后对Wnt通路中各因子的影响. 结果显

示miR-570在HT-29细胞中的过表达可明显下

调β-catenin、c-myc、cyclinD1、survivin. 已
知β-catenin是Wnt信号通路的枢纽分子, 核内

β-catenin高表达使癌细胞具备了上皮-间质转化

和干细胞形成的能力[11,12]. 这两种能力可导致肿

瘤干细胞播散, 进而引起肿瘤的侵袭与增殖. 而
Su等[13]研究显示miR-200a主要通过调控β-catenin
及下游因子的表达来抑制胃癌细胞上皮-间质转

化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)能力, 
从而调控WNT通路. c-myc、cyclinD1、survivin
是Wnt/β-catenin通路的下游靶基因, 其中c-myc、
cyclinD1是促进细胞增殖基因, survivin与抗细

胞凋亡基因相关, 研究表明他们在结直肠中表

达增高[14,15]. 而本实验表明, 外源性miR-570能
促使HT-29细胞核内β-catenin表达降低, 同时使

Wnt下游因子cmy-c、cyclinD1和survivin表达下

调. 所以我们推测在结肠癌中miR-570通过Wnt/
β-catenin信号通路影响结肠癌细胞的增殖.     

总之, Wnt通路中的某个信号蛋白可受多个

miRNA共同调节, 而某个miRNA可能同时调节

Wnt通路中的多个信号蛋白分子, miRNA和Wnt
信号途径的相互作用形成精密复杂的调控网络. 
本实验通过细胞实验初步证miRNA570对HT-29
细胞的抑制作用, 这有助于进一步了解结肠癌

的发生发展机制, 为分子靶向治疗提供新的作

用靶点.     
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