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■背景资料
结 肠 癌 的 发 生
与k - r a s 、p 5 3
等 基 因 突 变 有
关 ,  microRNA-
34a(miR-34a)在
转录过程受p53
基 因 的 诱 导 调
节 ,  p 5 3 内 在 激
活miR-34a的表
达. 肿瘤细胞p53
基因突变及启动
子区域CpG岛甲
基化可导致miR-
3 4 a表达水平降
低 ,  进而通过下
游靶基因参与肿
瘤细胞增殖、细
胞周期及凋亡的
调控, miR-34a 被
看作是一类新的
抑癌基因. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of microRNA-
34a (miR-34a) in human colon cancer tissues 
and colon cancer cell lines, and to explore its 
clinical significance.

METHODS: The expression of miR-34a was 
detected by real-time quantitative polymerase 
chain reaction (qRT-PCR) in 30 colon cancer 
tissues and matched tumor adjacent normal 
colon tissues as well as colon cancer cell lines 
(HT29, SW620 and Lovo). The relationship 
between the levels of miR-34a expression and 
the clinicopathologic features of patients with 
colon cancer was analyzed.

RESULTS: The expression of miR-34a in colon 
cancer was significantly lower than that in 
adjacent normal colon tissues (0.681 ± 0.327 
vs 1.313 ± 0.546, P < 0.05). The expression of 
miR-34a in colon cancer cell line Lovo was 
significantly lower than that in colon cancer cell 
lines HT29 and SW620 (0.275 ± 0.035 vs 0.757 ± 
0.04 and 0.614 ± 0.046, P < 0.05). The expression 
of miR-34a was significantly associated with 
tumor differentiation, depth of invasion, lymph 
node metastasis and clinical stage in patients 
with colon cancer (P < 0.05), but not with 
gender, age, or tumor size (P > 0.05). 

CONCLUSION: The expression of miR-34a is 
down-regulated in colon cancer, which may be 
related to tumorigenesis and progression. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
国内外大量研究
显示miR-34a与
恶性肿瘤发生、
发展及复发等密
切相关, miR-34a
在结肠癌组织中
低表达 ,  其功能
缺 失 使 结 肠 癌
细 胞 异 常 增 殖 , 
促进其进展 .  而
miR-34a稳定高
表达可预防肿瘤
细胞对化疗药物
的抵抗、增高对
化疗药物的敏感
性. 调控miR-34a
的表达可对结肠
癌治疗产生潜在
的影响 ,  为临床
治疗药物的研发
提供新的思路. 

Clinical significance of expression of microRNA-34a 
in human colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2015; 23(22): 3548-3553  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/3548.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i22.3548

摘要
目的: 探讨microRNA-34a(miR-34a)在结肠
癌组织及细胞株中的表达及临床意义. 

方法: 采用实时定量PCR检测30例结肠癌组
织及其癌旁正常结肠黏膜组织、结肠癌细
胞株(HT29、SW620、Lovo)中miR-34a的表
达水平, 分析miR-34a表达与结肠癌临床病
理参数之间的关系. 

结果: miR-34a在结肠癌组织中的表达水平
(0.681±0.327)较癌旁正常结肠黏膜组织
(1.313±0.546)显著降低(P <0.01); miR-34a在
结肠癌细胞株Lovo中的表达(0.275±0.035)
明显低于其在结肠癌细胞株HT29、SW620
中的表达(0.757±0.044、0.614±0.046), 差
异有统计学意义(均P <0.01); miR-34a的表达
与结肠癌的分化程度、浸润深度、淋巴结
转移及临床分期均显著相关(均P <0.05). 而
miR-34a的表达与性别、年龄、肿瘤大小无
关(均P >0.05). 

结论: miR-34a在结肠癌组织中低表达, 可能
参与结肠癌的发生发展. 

© 2015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: 本研究显示microRNA-34a(miR-34a)
在结肠癌组织与正常结肠黏膜、不同分化程度

结肠癌细胞株间存在差异表达, 且与结肠癌分化

程度、浸润深度、淋巴结转移及临床分期均显

著相关, miR-34a可能在结肠癌发生中发挥抑癌

基因的功能, 其低表达可能参与结肠癌的发展. 
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0  引言

微小RNA(microRNA, miRNA)是近年来新发

现的一类非编码小分子RNA, 通过与靶基因

序列特异性结合, 在细胞增殖、分化、凋亡

等生理和病理过程中发挥重要作用, 而且与

肿瘤的发生、发展密切相关[1,2]. microRNA-
34(miR-34)是在进化过程中高度保守的一个

miRNA家族, miR-34a是miR-34家族最常见的

一种成熟体, 研究发现在miR-34a在多种恶性

肿瘤中表达异常, 与肿瘤的转移、分期关系密

切[3]. 本研究应用实时定量PCR方法(real-time 
quantitative PCR, qRT-PCR)检测miR-34a在结

肠癌组织及结肠癌细胞株中的表达, 分析miR-
34a与结肠癌临床病理特征的关系, 探讨miR-
34a在结肠癌中表达的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2013-01/2014-12大连医科大学附

属第一医院诊断明确的结肠癌手术切除组织

标本及对应的癌旁正常肠黏膜组织(距离肿瘤

边缘至少5 cm)各30例, 40 g/L甲醛固定, 石蜡

包埋. 术前均未接受放疗和化疗. 结肠癌细胞

株HT29(高分化)、SW620(中分化)、Lovo(低
分化)购自中国医学科学院肿瘤细胞库. 石蜡

包埋组织miRNA快速提取试剂盒购自上海吉

玛制药技术有限公司, TaqMan MiRNA反转录

试剂盒、TaqMan univsersal PCR Master Mix
Ⅱ、TaqMan MiRNA分析试剂盒购自美国Life 
Technologies公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及RNA提取: 用含有10%的胎牛

血清的RPMI 1640培养基, 在37 ℃、50 mL/L 
CO2细胞培养箱中培养. 当细胞生长至对数生

长期, 即细胞密度达106-107个/L时, 收集细胞

采用TRIzol一步法提取总RNA. 结肠癌与癌旁

正常肠黏膜组织中总RNA的提取均采用石蜡

包埋组织miRNA快速提取试剂盒, 步骤按照说

明书操作. 使用紫外分光光度计分析RNA的浓

度和纯度, A 260/280比值在1.8-2.1之间, 表明RNA
纯度较好, 可进行下一步操作. 
1.2.2 Taqman探针法qRT-PCR反应: 引物: 从
GenBank中查找目的基因序列, 使用Primer-
Express3.0软件进行引物设计, 由大连宝生物

工程有限公司合成. 内参U6基因扩增片段长

96 bp, 其上游引物为: 5'-CTCGCTTCGGCA 
GCACA-3', 下游引物为: 5'-AACGCTTCACGA
ATTTGCGT-3'; miR-34a扩增片段长152 bp, 其
上游引物为: 5'-GGCAGTGTCTTAGCTGGT 
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■相关报道
国外研究发现在
45.1%的结肠癌
组织中存在miR-
34a的甲基化, 启
动子的甲基化导
致miR-34a表达
水 平 显 著 降 低 , 
miR-34a表达与结
肠癌肝转移及淋
巴结转移密切相
关, 联合检测miR-
3 4 a 及 c - M e t、
β-catenin的表达
对于结肠癌有预
警价值. 

TG-3', 下游引物为: 5'-AAGAGCTTCCGA AGT 
CCTGG-3'. 

逆转录反应: 将提取的总RNA稀释成2 ng/μL, 
每个逆转录反应用10 ng的总RNA, 以U6基因

作内参. 所有操作均在冰上进行. 逆转录反应

体系为15 μL: Nuclease free water 4.16 μL, dNTP 
mix 0.15 μL, MultiscribeTM RT enzyme 1.0 μL, 10
×RT Buffer 1.5 μL, RnaseInhibitor 0.19 μL, RT 
primer(miR-34a, U6) 3 μL, total RNA sample 5 μL. 
混匀离心至PCR管底, 冰上放置5 min. 反应条件: 
16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min. 逆转录

后, cDNA产物保存在-20 ℃. 
定量PCR反应: 按照TaqMan®Small RNA 

Assay试剂盒说明书操作. qPCR反应体系为20 
μL, Master MixⅡ(2×)10 μL, Small RNA Assay 
1 μL, Product from RT reaction 1.33 μL, Nuclease 
Free Water 7.67 μL. 反应条件: 95 ℃预变性10 min, 
95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 扩增40个循环.  

结果计算: miRNA表达水平用2-△△Ct表示, 
其中△△Ct = (CtmiR-34a-CtU6)实验组-(CtmiR-34a-
CtU6)对照组. 得出miR-34a在结肠癌组织和癌

旁正常肠黏膜组织中的相对表达量. 

统计学处理 采用SPSS18.0统计学软件, 
miR-34a在结肠癌和癌旁正常黏膜中相对表达

量的比较采用t检验, miR-34a在3种结肠癌细胞

株中的表达及miR-34a与结肠癌临床病理参数

之间的关系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 miR-34a在结肠癌组织和癌旁正常结肠黏

膜组织中的表达 qRT-PCR检测显示miR-34a在
结肠癌组织中相对表达量为0.681±0.327, 低
于其在癌旁正常结肠黏膜组织中相对表达量

1.313±0.546(t  = 5.438, P <0.01)(图1A). 
2.2 miR-34a在结肠癌细胞系中的表达 实时

PCR检测显示miR-34a在结肠癌细胞株HT29、
SW620、Lovo中的相对表达量分别为0.757±
0.044、0.614±0.046、0.275±0.035, miR-34a
在低分化结肠癌细胞株Lovo中的相对表达量

明显低于其在高分化结肠癌细胞株HT29及中

分化结肠癌细胞株SW620中的相对表达量(均
P <0.01)(图1B). 
2.3 miR-34a的表达与结肠癌患者临床病理参

数之间的关系 miR-34a在低分化、浸润深度

侵及浆膜、淋巴结转移、Ⅲ-Ⅳ期的结肠癌组

中的相对表达量分别为0.486±0.208、0.478
±0.318、0.495±0.277、0.558±0.285, 明显

低于其在相应的高中分化、浸润深度未及浆

膜、无淋巴结转移及Ⅰ-Ⅱ期结肠癌组中的相

对表达量0.752±0.336、0.783±0.287、0.806
±0.303、0.822±0.323(均P <0.05). miR-34a
表达与患者性别、年龄、肿瘤大小无关(均
P >0.05)(表1). 

3  讨论

结肠癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 发病

率逐年上升, 死亡率高, 严重影响人们的身体

健康[4]. 结肠癌的发生与APC、k-ras、p53等基

因的突变有关[5]. miRNA作为一类非编码小分

子RNA, 通过参与转录后基因表达调控, 在肿

瘤发生、发展过程中发挥重要作用, 其与肿瘤

耐药也密切相关, 研究发现可通过调控miRNA
对肿瘤进行有效的治疗, 目前miRNA已经成

为肿瘤领域的研究热点[1,2,6]. 近年来miR-34家
族备受关注, 其成员可以作为人类癌症预后的

标志物及治疗的靶点[7,8]. miR-34a作为其家族

成员之一, 在转录过程受p53基因的诱导调节, 
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图  1  miR-34a在结肠癌黏膜组织和结肠癌细胞株的表
达. A: miR-34a在结肠癌及癌旁正常肠黏膜组织中的表达, 
bP<0.01 vs  正常肠黏膜组; B: miR-34a在结肠癌细胞株的

表达, dP<0.01 vs  Lovo细胞.
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■应用要点
检测结肠癌组织
中miR-34a的表
达 ,  可为临床判
断结肠癌进展及
预 后 提 供 一 个
有效的指标 .  随
着 研 究 的 深 入 , 
miR-34a有望为
临床治疗结肠癌
提供新的靶点. 

p53可内在激活miR-34a的表达, 研究[9]报道肿

瘤细胞染色体杂合性缺失、p53基因突变及启

动子区域CpG岛甲基化均可导致miR-34a表达

水平降低, 进而通过下游的靶基因参与肿瘤细

胞增殖、周期阻滞、细胞凋亡的调控. 研究[10-12]

显示miR-34a具有诱导癌细胞的细胞周期G1期

阻滞及细胞凋亡作用, 能够抑制癌细胞的侵袭

迁移, 而且能够通过靶向调控CD44抑制肿瘤

血管的生成, miR-34a被看作是一类新的抑癌

基因. 
研究 [13-17]报道m i R-34a在胃癌、肝细胞

癌、乳腺癌、肾癌及前列腺癌等恶性肿瘤或

其细胞系中表达明显下调, miR-34a的表达与

肿瘤的淋巴结转移及分期显著相关. miR-34a
还与膀胱移行细胞癌、胃癌等恶性肿瘤的复

发密切相关[18,19]. miR-34a可通过下调癌细胞

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)、E2F3、SIRT1等基因的表达参

与肿瘤血管生成的调节, miR-34a可能成为肿瘤

患者预后的生物学标记[3]. 国外学者研究[20,21]发

现在45.1%的结肠癌组织中存在miR-34a的甲

基化, 启动子的甲基化导致miR-34a表达水平

显著降低, miR-34a的表达与结肠癌的肝转移

及淋巴结转移密切相关, 联合检测miR-34a及
c-Met、β-catenin的表达对于结肠癌有预警价

值. Wu等[22]也报道miR-34a在结肠癌组织的表

达水平显著低于癌旁结肠黏膜, 而且在发生淋

巴结转移的结肠癌组的miR-34a表达水平明显

低于未发生淋巴结转移组. miR-34a的功能缺失

使结肠癌细胞异常增殖, 导致结肠癌的进展[23]. 
我们应用实时定量PCR方法检测miR-34a

在结肠癌及癌旁正常结肠黏膜组织中的表达, 
结果发现miR-34在结肠癌组织中的表达水平

明显低于其在癌旁正常结肠黏膜组织中的表

达水平(P <0.05), 与既往研究结果相一致. 为了

观察miR-34a在不同分化程度结肠癌细胞株中

的差异, 我们检测miR-34a在高、中、低分化

结肠癌细胞株的表达情况, 结果显示在低分化

结肠癌细胞株Lovo中miR-34a的表达水平显

著低于高分化结肠癌细胞株HT29及中分化结

肠癌细胞株SW620中的表达水平(P <0.05). 研
究从结肠癌组织及结肠癌细胞株层面观察了

miR-34a表达的差异, 结果提示miR-34a可能在

结肠癌的发生发展中发挥抑癌基因的功能, 为
今后深入研究调控miR-34a表达对结肠癌细胞

生物学行为的影响及作用机制奠定基础. 本研

     临床病理参数  n miR-34a相对表达量 t 值 P 值

性别 0.622 0.539

  男 17 0.714±0.378

  女 13 0.638±0.253

年龄(岁) 0.285 0.778

  <60 13 0.701±0.384

  ≥60 17 0.666±0.286

肿瘤大小(cm) 1.917 0.065

  <6 20 0.836±0.375

  ≥6 10 0.604±0.278

分化程度 2.090 0.046

  高、中分化 22 0.752±0.336

  低分化   8 0.486±0.208

浸润深度 2.654 0.013

  未侵及浆膜 20 0.783±0.287

  侵及浆膜 10 0.478±0.318

淋巴结转移 2.849 0.008

  无 18 0.806±0.303

  有 12 0.495±0.277

TNM分期 2.376 0.025

 Ⅰ-Ⅱ期 16 0.822±0.323

 Ⅲ-Ⅳ期 14 0.558±0.285

表  1  miR-34a的表达与结肠癌临床病理参数之间的关系 (mean±SD)
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■名词解释
微小RNA(miRNA): 
是一类非编码小
分子RNA, 通过
与靶基因序列特
异性结合 ,  在细
胞增殖、分化、
凋亡等生理和病
理过程中发挥重
要作用 ,  而且与
肿瘤的发生、发
展 及 肿 瘤 的 耐
药、治疗等密切
相关. 

究还分析了miR-34a与结肠癌患者临床病理参

数之间的关系, 结果发现发生低分化、浸润深

度达浆膜、淋巴结转移、分期为Ⅲ-Ⅳ期的结

肠癌组中miR-34a表达水平分别低于其在高中

分化、浸润深度未及浆膜、未发生淋巴结转

移和分期为Ⅰ-Ⅱ期结肠癌组中的表达水平, 
与miR-34a在结肠癌细胞株中的表达结果一

致, 提示miR-34a在结肠癌中低表达, 可能参与

与结肠癌的发生发展. Liu等[24]研究发现miR-
34a可通过抑制上皮生长因子受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)信号通路调节

基质金属蛋白酶7(matrix metalloproteinases 7, 
MMP-7)的表达, 进而调控胃癌细胞的侵袭转

移力. 在人肾癌细胞中的研究[25]显示miR-34a
通过靶向调控CD44的表达抑制肾癌细胞的生

长及转移. miR-34a是通过何种机制促进结肠

癌的侵袭转移尚不清楚, 有待于进一步研究. 
研究[26]认为miR-34a的低表达与p53基因突

变一致, 因此针对p53基因突变和/或miR-34a表
达的调控将对癌症的治疗产生潜在的影响. 有
报道miR-34a的异常表达在人乳腺癌细胞阿霉

素耐药中发挥作用, 使miR-34a表达增高可通

过靶向调控Notch1的表达增加乳腺癌细胞对阿

霉素的药物敏感性[27]. 另有报道检测miR-34a能
预测肿瘤是否出现治疗抵抗, 体外实验研究结

果显示恢复或上调miR-34a的表达及功能可以

预防肿瘤细胞对化疗药物的抵抗[11]. 小分子激

活剂Rubone可激活miR-34a的表达, 抑制肿瘤

的生长[28], 二氟化姜黄素可抑制结肠癌细胞株

的生长, 与上调miR-34a的表达有关[21]. 结肠癌

SW480细胞株稳定表达miR-34a可导致癌细胞

的侵袭与迁移能力明显降低, 而且miR-34a可通

过特异性调节Sirtuin 1/p53通路增加SW480细胞

对5-氟尿嘧啶的敏感性[29]. 动物实验研究[30]显

示miR-34a的过表达可抑制裸鼠移植瘤的生长

及血管生成, 而且miR-34a是通过阻断VEGF的
生成直接抑制肿瘤血管内皮细胞的功能发挥

抑制肿瘤血管生成的作用. 因此, 随着对miR-
34a研究的不断深入, miR-34a除了有望为临床

上判断结肠癌进展提供一个有效的指标, 同时

可为临床治疗肿瘤提供新的策略和靶点. 
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