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Abstract
AIM: To predict and identify the possible mi-
croRNAs (miRNAs) involved in regulating neu-
ropilin-2 (NRP2) in colorectal carcinoma.

METHODS: Bioinformatic technique was used 
to predict the possible miRNAs which might 
participate in regulating NRP2. miR-486-5p, 
which is most possibly involved in regulating 
NRP2, was selected for further study. A miR-
486-5p over-expressing plasmid was constructed 
and transfected into the human colorectal carci-
noma cell line SW620 using Lipofectamine 2000. 
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结肠癌中相关miRNA对NRP2调控的预测及鉴定

李 明, 连海峰, 刘成霞, 马锋振, 谢书阳

®

■背景资料
结直肠癌是消化
系统最常见的恶
性肿瘤之一, 在全
世界范围内普遍
高发, 淋巴结转移
是其最常见的转
移途径, 也是预示
患者肿瘤复发及
死亡的强有力指
标 .  神 经 纤 毛 蛋
白2(neuropilin-2, 
NRP2 )在结直肠
癌淋巴结转移中
起着重要作用, 其
在结直肠癌中表
达上调的机制尚
不明确 .  MiRNA
作为内源性、非
编码调节RNA在
肿瘤相关蛋白的
表达中起着重要
作用, 研究NRP2
调控相关miRNA
对于结直肠癌的
治疗具有重要的
临床意义. 

The expression of miR-486-5p in transfected 
cells was measured by quantitative real-time 
PCR (qRT-PCR). Western blot was conducted to 
detect the expression of NRP2 protein, and miR-
486-5p targeting NRP2 3’UTR was verified by 
dual luciferase reporter assay.

RESULTS: Twenty-five possible NRP2-regulat-
ing miRNAs were predicted using bioinformatic 
software. By searching the literature, we chose 
miR-486-5p for further study. The expression of 
miR-486-5p in SW620 cells transfected with miR-
486-5p over-expressing plasmid was obviously 
up-regulated. Western blot analysis revealed 
that miR-486-5p reduced the expression level of 
NRP2. Dual luciferase reporter assay demon-
strated that miR-486-5p could directly target the 
NRP2 3'UTR.

CONCLUSION: miR-486-5p is involved in the 
post-transcriptional regulation of NRP2 by bind-
ing to the NRP2 3’UTR and interfering the nor-
mal translation of NRP2. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 预测可能调控神经纤毛蛋白2(neuropil-
in-2, NRP2)的微小RNA(microRNA,   miRNA), 
鉴定其对N R P2的调控作用及可能的调控 
机制.

方法: 使用生物信息学软件预测可能调控
NRP2的miRNA, 选择可能性最大的miRNA-
486-5p进一步研究, 构建miRNA-486-5p过表
达质粒, 采用脂质体法将质粒转染入人结肠
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■研发前沿
本研究首先应用
生 物 信 息 学 软
件 预 测 可 能 调
控 N R P 2 的 微 小
RNA,  结合文献
选择可能性最大
的miRNA-486-5p
深入研究, 通过转
染、Western blot
及荧光素酶实验
证实了其对NRP2
的直接调控作用, 
丰富了NRP2调控
的理论体系, 为结
直肠癌的防治提
供新的研究方向.

癌细胞株SW620, 实时定量PCR(qRT-PCR)验
证miRNA-486-5p的表达丰度, Western blot检
测NRP2的表达, 双荧光素酶实验验证miRNA-
486-5p对NRP2的调控机制.

结果: 生物信息学技术预测共有25条miRNA
可能调控NRP2的表达, 结合文献选择miR-
486-5p进一步研究; miR-486-5p过表达质粒
转染S W620细胞后, 表达丰度升高, N R P2
蛋白表达明显下调 ,  双荧光素酶实验证实
miRNA-486-5p可与NRP2 mRNA 3'非转录区
(3' untranslated region, 3'UTR)直接结合, 从而
发挥对NRP2转录后翻译的抑制作用.

结论: miRNA-486-5p可调控的NRP2的表达, 
其作用机制是通过结合NRP2 3'UTR而抑制
NRP2 mRNA的正常翻译.

© 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: 本研究应用生物信息学软件预测可能

调控神经纤毛蛋白2(neuropilin-2, NRP2)的微小

RNA, 选择可能性最大的miRNA-486-5p进一步研

究, 上调SW620细胞miRNA-486-5p的表达量后, 
Western blot表明miR-486-5p可抑制NRP2的表达, 
双荧光素酶实验证实miRNA-486-5p可与NRP2 
mRNA 3'非转录区直接结合, 从而发挥对NRP2转

录后翻译的抑制作用.
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0  引言

结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)在全世界

范围内普遍高发, 其发病率在恶性肿瘤中居第4
位, 术后复发和转移是结直肠癌患者的主要死

因, 淋巴结转移是其最常见的转移途径, 也是判

断患者预后及制定治疗方案的重要指标[1]. 神
经纤毛蛋白2(neuropilin-2, NRP2)是一种单链跨

膜糖蛋白, 首先作为神经导向因子semaphorins
的受体而被发现的 [2].  新近发现N R P2可以与

VEGFR3形成受体复合物, 促进淋巴管生成[3]. 多
项研究表明NRP2在肿瘤中发生发展中其重要

作用: Gray等[4]研究发现NRP2在结直肠癌组织

高表达, 周琪等[5]发现结直肠组织中NRP2高表

达, 并与肿瘤的淋巴结转移及肿瘤微淋巴管密

度(micro-lymphatic density, MLD)呈正相关. 目
前关于NRP2在肿瘤中上调机制仍不明确, 研究

其作用机制可为针对淋巴结转移的生物靶向治

疗、预防结直肠癌的转移和复发及提高肿瘤患

者的生存率提供理论依据. miRNA是一类长约

22 nt的非编码小RNA, 作为基因转录后调控因

子, 可抑制靶蛋白的转录后翻译, 由于miRNA作

用于靶基因时只需其种子区域(seed region, 第2
个至第8个核苷酸)完全匹配, 而不需要完全配对

结合, 故一条miRNA可调控多个靶基因, 一个靶

基因受多条miRNA的调控[6]. 研究证明异常表达

的miRNA在肿瘤的发生发展过程中起着重要的

作用. 我们推测NRP2在结直肠癌中的高表达可

能与异常表达的miRNA相关, 故研究NRP2调控

相关的miRNA可为结直肠癌的生物靶向治疗提

供新的研究方向. 本实验通过生物信息学技术

及相关文献筛选高度可能调控NRP2的miRNA,   
并验证其对NRP2的作用及机制.     

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌细胞株SW620购自武汉博士德

公司; miRNA-486-5p过表达质粒(GV214-miR)
由上海吉凯公司构建、合成: 合成miRNA-486-
5p前体序列并在两端设计BamHⅠ/HindⅢ酶切

位点, 插入GV214多克隆位点, 该载体以绿色荧

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)为报告

基因, 同时构建阴性质粒(GV214-NC); 双荧光

素酶报告质粒(pmirGLO Vector)由上海吉玛公

司构建合成: 全基因合成NRP2 3'UTR, 并在两

端设计酶切位点, 插入荧光虫荧光素酶(firef ly 
luciferase)3'UTR的克隆位点, 该质粒同时包含

海肾荧光素酶(renilla luciferase)基因, 作为内参

验证其转染效率(图1). RPMI 1640培养基、标准

胎牛血清、0.25%胰蛋白酶(Hyclone公司); Lipo-
fectamine 2000(Invitrogen公司); 兔抗人NRP2多
克隆抗体(英国Abcam公司); BCA蛋白浓度测定

试剂盒、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、GAPHD
兔单克隆抗体、硝酸纤维素膜、双荧光素酶报

告基因检测试剂盒(碧云天生物技术研究所); 总
R N A提取试剂、逆转录试剂盒、实时荧光定

量 PCR试剂盒(大连宝生物公司); 荧光实时定量

PCR引物: 广州锐博有限公司设计合成.     
1.2 方法

1.2.1 Ta rge tScan软件预测NRP2调控相关的

miRNA: 利用TargetScan软件预测可能的NRP2
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■相关报道
Gray等研究发现
NRP2在结直肠癌
组织高表达, 并在
体外实验证实抑
制NRP2的表达可
促进细胞凋亡, 抑
制其增殖和迁移. 
MiR-486-5p在胰
腺癌、结肠癌、
肝癌、肺癌、淋
巴瘤、卵巢癌、
前列腺癌、睾丸
癌均表达下调.

调控相关的miRNA, 结果显示共有25条miRNA
可能参与了NRP2转录后调控(表1). NRP2在结

肠癌中表达上调, miRNA对靶基因的表达是通

过结合靶基因3'UTR而抑制基因的表达, 故在癌

组织应表达下调的miRNA才有可能对NRP2具
有转录后的调控作用. 因此我们首先查阅所有

TargetScan预测miRNA的相关文献, 首先排除掉

无文献支持、预测评分较低和某些表达上调的

miRNA, 然后在剩下的miRNA中选择与肿瘤密

切相关的miRNA进一步研究. 结合文献、预测

评分, 我们采用miR-486-5p作为目的miRNA作

为研究对象. miRNA-486-5p在包括结直肠癌在

内的多个肿瘤中表达下调, 并与肿瘤淋巴结转

移密切相关. 利用miRanda(v1.9)软件预测miR-
486-5p的潜在靶基因, 结果显示NRP2为其可能

靶基因, 因此本实验选择miRNA-486-5p进一步

研究.     
1.2.2 细胞培养: SW620细胞以含10%胎牛血清

的RPMI 1640培养基在37 ℃、5%CO2的培养箱

中常规培养, 每2-3天用0.25%的胰蛋白酶消化、

传代, 取对数期细胞用于实验.     
1 .2 .3  m i R N A-486-5p过表达质粒瞬时转染

SW620细胞: 取对数生长期细胞1×106个接种于

6孔板, 置于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养至细

胞密度70%后, 将细胞分为3组: 单纯RPMI 1640
培养组、GV214-NC质粒转染组、GV214-miR
过表达质粒转染组, 将培养基换成无血清无双

抗的1640培养基(每孔1 mL), 质粒及转染试剂

Lipofectamine 2000分别用100 μL 1640培养基稀

释后, 以质粒(μg): 脂质体(μL) = 1∶2的比例混

匀后静置30 min, 逐滴加入并轻晃混匀, 培养6 h
后换为含完全培养基, 48 h后收集细胞进行下一

步分析.     
1.2.4 实时定量PCR检测miRNA-486-5p丰度: 转
染48 h后收集细胞, (1)按照TRIzol试剂说明提取

总RNA, 1%的琼脂糖变性凝胶电泳检测RNA的

完整性, 紫外可见分光光度计检测RNA的纯度

和浓度; (2)按逆转录试剂盒逆转录得到cDNA, 
反应条件如下: 70 ℃ 10 min、冰浴2 min、42 ℃ 
60 min、70 ℃ 10 min; (3)PCR反应参数设置: 

表  1  TargetScan预测神经纤毛蛋白2调控相关的miRNA及其相应评分

     编号 miRNA Position of NRP2 3'UTR Context score

1 has-miR-4433 79-86 99

2 has-miR-876-5p 85-92 99

3 has-miR-3167 85-92 98

4 has-miR-371-5p 107-114 98

5 has-miR-216b 112-119 97

6 has-miR-571 76-82 90

7 has-miR-4298 53-59 88

8 has-miR-1302 53-59 86

9 has-miR-4768-3p 80-86 85

10 has-miR-3913-3p 50-56 84

11 has-miR-3145-3p 100-106 82

12 has-miR-486-5p 30-36 81

13 has-miR-4459 80-86 79

14 has-miR-371b-5p 108-114 78

15 has-miR-452 63-69 75

16 has-miR-1290 86-92 73

17 has-miR-1255a 72-78 69

18 has-miR-4676-3p 32-38 68

19 has-miR-216a 113-119 68

20 has-miR-622 43-49 67

21 has-miR-1255b 72-78 66

22 has-miR-339-5p 32-38 59

23 has-miR-140-3p 26-32 50

24 has-miR-4760-5p 59-65 50

25 has-miR-1267 - Too close to ORP
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■创新盘点
本文将生物信息
学技术和转染、
Western blot、荧
光素酶实验结合
起 来 ,  首 次 验 证
了miR-486-5p与
NRP2之间的调控
关系, 为结直肠的
基因诊断及基因
治疗的研究提供
了新的理论依据
和治疗靶点.

95 ℃ 20 s; 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 20 s, 72 ℃ 5 s, 40个
循环, 每个样品做3个平行管, 每次实验至少重

复3次; (4)数据分析miRNA-486-5p相对表达水

平用2-∆∆Ct方法计算(Ct值是目标扩增产物打到设

定阈值所经历的循环数), 内参为U6基因.     
1.2.5 Western blot检测各组细胞NRP2蛋白的表

达: 细胞转染48 h后, 提取总蛋白, BCA蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白浓度, 取50 μg变性处理的

蛋白质加入SDS-聚丙烯酰胺凝胶小孔进行电泳

(浓缩胶层80 V, 分离胶层120 V), 电泳后于冰上

0.25 mA转膜2 h 10 min, 丽春红染色观察转移效

果满意后, TBST缓冲液洗膜后5%脱脂奶粉与摇

床上孵育2 h, 加入一抗(1∶500兔抗人NRP2多
抗, 1∶5000兔抗人GAPDH单抗)4 ℃封闭过夜, 
洗膜后加入羊抗兔IgG/HRP二抗(1∶2000)室温

孵育1 h, 增强化学发光法(ECL)显影得到蛋白印

记条带, 以Tanon软件分析条带灰度值.     
1.2.6 双荧光素酶实验: 取对数生长期细胞接

种于96孔板, 置于37 ℃、5%C O2的培养箱中

培养至细胞密度70%后, 将细胞分为3组: 只转

染pmirGLO质粒组、共转染GV24-miR质粒和

pmirGLO质粒组、共转染GV214-NC和pmir-
GLO质粒组; 转染方法同前. 转染48 h后吸尽细

胞培养液后加入报告基因细胞裂解液, 每孔加

入萤火虫荧光素酶检测缓冲液100 μL, 把96孔
板放入多功能酶标仪内测定RLU(relative light 
unit), 检测完成后加入海肾荧光素酶检测工作

液, 同样测定RLU. 用萤火虫荧光素酶测定得到

的RLU值除以海肾荧光素酶测定得到的RLU值, 
作为其荧光素酶活性的相对值.     

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 单
因素方差分析比较各组间差异, 实验所得数据

资料采用SPSS19.0统计分析软件分析, P <0.05为
差异有统计学意义.     

2  结果

2.1 qRT-PCR检测转染细胞miRNA-486-5p丰度 
miR-486-5p及U6扩增曲线均为典型S型曲线, 溶
解曲线呈单峰且溶解温度均一, 表明引物特异性

好, qRT-PCR结果可靠. 分析结果显示: GV214-
miR质粒转染组中miRNA表达明显上调, 相对定

量显示其表达量约为未转染组的8倍(P<0.05), 转
染GV214-NC质粒组则无明显变化(P>0.05)(图2).    
2.2 m i R N A-486-5p对N R P2蛋白表达的影响   
Western blot分析结果显示, 各组细胞β-actin蛋白

杂交条带亮度相似, 但NRP2条带亮度有明显差

异. 与空白对照组(0.71±0.04)相比, 转染GV214-
m i R质粒组(0.36±0.06)N R P2表达明显下调

(P <0.05), 转染GV214-NC质粒组(0.65±0.07)      
则无明显差异(P >0.05)(图3).      
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图  2  各组细胞miRNA-486-5p相对表达量. A: 空白对照

组; B: GV214-NC质粒组; C: GV214-miR质粒组.
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图  3  质粒转染48 h后SW620细胞内NRP2蛋白的表达. A: 

GV214-miR质粒组; B: GV214-NC质粒组; C: 空白对照组. 

NRP2: 神经纤毛蛋白2.
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2.3 双荧光素酶实验 为了研究miR-486-5p是否

直接调控NRP2的表达, 我们构建了双荧光素酶

报告基因载体, 采用荧光素酶报告基因实验进

行检测. 结果显示: 和单独转染双荧光素酶质

粒pmirGLO的空白对照组相比, 共转染GV214-
miR和pmirGLO质粒组荧光素酶活性明显降低

(P <0.05), 而共转染GV214-NC和pmirGLO质粒

组荧光素酶无明显改变(P >0.05)(图4).     

3  讨论

CRC是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 尽管采

取手术、放疗、化疗等综合治疗措施, 其疗效

仍不理想. 浸润和转移是包括结直肠癌在内的

多数恶性肿瘤的基本特征, 也是其死亡的主要

原因, 该过程涉及多个信号通路[7]. 早期CRC主
要通过淋巴管向局部淋巴结转移, 研究证明结

直肠癌周围存在许多扩张状的新生淋巴管, 为
其淋巴结转移提供了条件, 目前关于淋巴结转

移的具体分子学机制尚不明确[8]. NRP2是近年

来被发现血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)家族的新型受体, 与
VEGFR-3形成共受体, 促进淋巴管生成, 有研究

证明NRP2在多种肿瘤中表达上调, 并与淋巴结

转移密切相关, Caunt等[9]在动物实验中使用针

对NRP2上与VEGF-C结合的b1b2结构域的特异

性抗体阻断NRP2功能后, 出现肿瘤转移至哨淋

巴结及远隔器官的减少的现象, 证实其在肿瘤

淋巴管生成及肿瘤远处转移中起着重要作用. 
NRP2在结直肠癌中上调的机制尚不明确, 研究

上调机制对于针对结直肠癌淋巴结转移的靶向

治疗有着重大的临床意义. miRNA是一类内源

性转录后调控因子, 可通过与靶基因mRNA的

3'UTR结合抑制其翻译, 调控大约30%的蛋白编

码基因的表达, 从而广泛参与发育时序调控、

细胞分化、凋亡等各种过程[10]. miRNA的基因

突变或表达异常导致其下游靶蛋白的异常表达, 
参与包括肿瘤在内的多种疾病发生发展过程. 
大量研究表明miRNA在肿瘤中既可作为抑癌基

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, miRNA在肿瘤转移中的调

控作用亦被证实[11]. 本研究旨在预测可能调控

NRP2的miRNA, 并验证其对NRP2的调控作用

和机制.     
生物信息学技术是使用不同的预测软件(主

要包括TargetScan、PicTar、miRanda、EMBL、
EIMM、PITA), 分析miRNA的序列或靶基因

mRNA 3'UTR 的序列, 这些软件使用不同的参

数预测miRNA和靶基因mRNA 3'UTR上互补配

对的种子序列. 对于一个给定的miRNA可以预

测出其所有的靶基因mRNA, 同时也可以根据

给定的基因mRNA 3'UTR序列, 则可以预测出此

基因的可能相关miRNAs以及结合位点的种子序

列. 由于不同的预测工具有不同的计算方法, 会
预测出不同的miRNA或靶mRNA以及互补配对

的位点, 因此需要使用多个预测工具进行预测, 
并结合相关文献, 选择软件中预测出来的有高度

的重叠性miRNA或靶基因, 进一步用相关实验

进行验证[12]. 本研究首先使用TargetScan软件预

测了25条可能调控NRP2的miRNA. 结合相关文

献, 初步筛选可能性较大的miRNA: Tan等[13]使

用微阵列实验检测肺癌及癌旁组织中差异表达

的miRNA并qRT-PCR验证其准确性, 结果显示

miRNA-486-5p表达明显下调, 可作为区分肺癌

的分子标志物. Navon等[14]使用微阵列方法证实

miRNA-486-5p在胰腺癌、结肠癌、肝癌、肺

癌、淋巴瘤、卵巢癌、前列腺癌、睾丸癌的表

达均下调. Oh等[15]发现miRNA-486-5p在胃癌中

表达明显下调, 且与胃癌淋巴结转移密切相关. 
miRanda(v1.9)软件显NRP2是miRNA-486-5p的
潜在靶基因之一, 因此我们选择miRNA-486-5p
作进一步研究.     

我们使用miRNA-486-5p过表达质粒转染

结肠癌细胞SW620, 使用Western blot验证其对

NRP2蛋白表达的影响, 证实miRNA-486-5p可
抑制SW620细胞NRP2的表达, 虽然该方法能

确定NRP2与miRNA-486-5p的调控相关性, 但
不能鉴定miRNA-486-5p的靶位点. 为进一步确

定miRNA-486-5p是直接与NRP2 3'UTR直接作

用, 我们进行了双荧光素酶实验. 目前双荧光素

■应用要点
本文发现miR-486-
5p在结直肠癌中
参与NRP2的调控, 
说明其在结直肠
癌淋巴结转移中
的重要临床意义, 
提示miR-486-5p可
作为NRP2潜在的
治疗靶位, 并可作
为结直肠癌诊断
及预后的判断的
分子标志, 对于结
肠癌的早期诊断
和治疗具有重要
意义.
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图  4  各组SW620细胞荧光素酶相对表达量. A: 空白对照

组; B: GV214-NC质粒组; C: GV214-miR质粒组.
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酶实验是最常用的miRNA靶位点鉴定方法, 其
原理是构建荧光素酶表达载体, 将希望鉴定的

miRNA靶基因的3 'UTR克隆到含荧火虫荧光

素酶基因标记的报告质粒中, 然后将构建好的

载体与miRNA过表达质粒同时转染细胞, 最后

检测荧光素酶的活性以分析转染3'UTR中是否

含有miRNA的靶位点. 如果相应基因的3'UTR 
内含有m i R N A的结合位点, 则细胞内上调的

miRNA将结合于靶基因3'UTR, 阻碍萤火虫荧光

素酶的翻译. miRNA-486-5p过表达质粒与含有

NRP2 3'UTR的双荧光素酶载体共转染SW620
细胞时, 萤火虫荧光素酶活性明显降低, 证实

miRNA-486-5p是通过结合在NRP2 3'UTR而发

挥对NRP2的抑制作用.     
总之 ,  本研究使用生物信息学技术预测

NRP2调控相关的miRNA, 从中选择miRNA-486-
5p进一步研究, 结果表明miRNA-486-5p可抑制

NRP2的表达, 双荧光素酶实验证实miRNA-486-
5p可直接作用于NRP2 3'UTR, 提示NRP2可能为

miRNA-486-5p的靶基因, 为结直肠癌的防治提

供了新的靶点.     
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■同行评价
本文设计合理, 科
学性较强, 层次清
楚. 为结肠癌基因
治疗的研究提供
了新的理论依据
和治疗靶点.


