
■背景资料
轴 突 导 向 因 子
4 D ( s e m a p h o r i n 
4D,  Sema4D)最
初的研究是集中
在神经系统功能
方面 ,  但近年的
研究发现Sema4D
在肿瘤的发生、
肿 瘤 细 胞 的 运
动、转移、肿瘤
血管生成中也发
挥 着 重 要 的 作
用 .  S e m a 4 D在
多种恶性肿瘤包
括结肠癌中已被
证明高表达 ,  并
且能通过结合其
受体 P l e x i n - B 1
而发挥促进血管
生成的作用 ,  致
肿瘤的发生、发
展 .  m i R - 2 1 4是
microRNAs中重
要的一员 ,  在许
多生理病理过程
中发挥重要作用, 
m i R - 2 1 4调控的
靶基因及相关信
号途径众多, 通过
对不同靶基因发
挥不同的调控作
用, 发挥癌基因或
抑癌基因的作用.
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Abstract
AIM: To observe the effect of miR-214 on 

Sema4D expression in human colon cancer cell 
line LoVo. 

M E T H O D S :  m i R - 2 1 4 m i m i c , m i R - 2 1 4 
i n h i b i t o r , a n d t w o c o n t r o l s e q u e n c e s 
(mi-control, in-control) were designed, 
synthesized and transfected into LoVo cells, 
respectively. RT-PCR was used to detect the 
expression changes of miR-214 and Sema4D 
mRNA in transfected cells, and the expression 
change of Sema4D protein was detected by 
Western blot.

RESULTS: The relative expression levels 
of miR-214 in LoVo cells transfected with 
m i R - 2 1 4 m i m i c , m i - c o n t r o l , m i R - 2 1 4 
inhibitor, and in-control were 8.003 ± 0.651, 
3.464 ± 0.332, 0.740 ± 0.088, and 2.620 ± 0.166, 
respectively. The expression of miR-214 
increased significantly in the mimic group 
compared with the control group, but was 
significantly lower in the inhibitor group than 
in the control group (P < 0.05). The relative 
expression levels of Sema4D mRNA in LoVo 
cells transfected with miR-214 mimic, mi-
control, miR-214 inhibitor, and in-control 
were 0.420 ± 0.027, 0.851 ± 0.062, 1.243 ± 
0.087, and 0.660 ± 0.042, respectively, and the 
relative expression levels of Sema4D protein 
were 0.163 ± 0.037, 0.550 ± 0.038, 1.137 ± 
0.112, and 0.457 ± 0.046, respectively. Sema4D 
mRNA and protein expression in the mimic 
group was decreased significantly compared 
with the control group, but was significantly 
increased in the inhibitor group compared 
with the control group (P < 0.05).

CONCLUSION: Sema4D express ion i s 
regulated by miR-214 in human colon cancer 
cell line LoVo, and miR-214 can down-regulate 
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■研发前沿
在恶性肿瘤中 , 
m i R N A s是通过
调 控 不 同 的 基
因 而 发 挥 作 用
的 ,  寻找并完善
m i R N A s的调控
的基因 ,  对阐明
m i R N A s的作用
机 制 有 重 要 意
义 .  在L o Vo中 , 
明确miR-214对
Sema4D的调控作
用 ,  为结肠癌的
临床治疗提供有
价值的理论依据.

the expression of Sema4D mRNA and thereby 
influence the protein expression. miR-214 
could be used as a new target for treatment of 
colon carcinoma. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  观察m i R-214对人结肠癌细胞株
LoVo中轴突导向因子4D(semaphorin 4D, 
Sema4D)表达水平的影响, 探讨miR-214对
Sema4D的调控作用. 

方法: 设计并合成miR-214模拟物(miR-214 
mimics), miR-214抑制剂(miR-214 inhibitor), 
二者对照序列(mi-control, in-control), 分别与
以脂质体lipofectamine 2000包裹后转染人结
肠癌细胞株LoVo. RT-PCR检测转染24 h后各
细胞株内miR-214的表达及Sema4D mRNA
的表达变化, 并用Western blot检测Sema4D蛋
白的表达变化. 

结果: LoVo细胞株转染miR-214 mimics、
mi-control, inhibitor、in-control 24 h后
m i R-214的相对表达量为8.003±0.651, 
3.464±0.332, 0.740±0.088, 2.620±0.166, 
m i m i c s组m i R-214表达较其对照组升高, 
inhibi tor组表达较其对照组降低(P <0.05). 
Sema4D mRNA的相对表达量为: 0.420±
0.027, 0.851±0.062, 1.243±0.087, 0.660±
0.042; Sema4D蛋白/β-actin分别为: 0.163±
0.037, 0.550±0.038, 1.137±0.112, 0.457±
0.046. Sema4D mRNA及蛋白mimics组表达
较其对照组降低, inhibitor组较其对照组升
高(P <0.05). 

结论: 人结肠癌细胞株L o Vo中, S e m a4D
受m i R-214的调控 ,  m i R-214可负向调控
Sema4D mRNA的表达水平进而影响其蛋白
的表达. miR-214可能作为结肠癌治疗的新
靶点.

© 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: 探讨了在结肠癌细胞株L o Vo中 , 
miR-214对轴突导向因子4D(semaphorin 4D, 
Sema4D)的负性调控作用, 证明了Sema4D能被
miR-214负性调控. 对阐明miR-214的作用机制
以及结肠癌的治疗提供重要的理论依据.
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0  引言

调查[1]显示, 我国结直肠癌发病率为20.9/10万, 
是第六大常见的癌症, 已成为严重影响人类健

康的疾病之一. 近年的研究[2]发现, 轴突导向因

子4D(semaphorin 4D, Sema4D)在肿瘤的发生、

肿瘤细胞的运动、转移、肿瘤血管生成中发挥

着重要的作用. Mu等[3]研究表明Sema4D在结直

肠癌中的表达明显高于正常组织, 并与患者的

预后相关. 微小RNA(microRNA, miRNA)是一

类新近发现的具有调控基因作用的内源性非

编码短序列RNA, miRNA表达谱的变化与肿瘤

细胞的增殖、凋亡、迁移、浸润、转移密切

相关[4]. miR-214属于miRNAs的一员, Shih等[5]

研究发现在肝癌中下调的miR-214与肝癌的转

移、复发和不良预后有关, 并参与调控细胞凋

亡, 影响细胞周期, 并能抑制肿瘤血管生成, 并
有研究[6]发现miR-214能抑制肿瘤细胞的迁徙

及侵袭能力. 
miR-214与Sema4D是否存在相关性, 在

结肠癌中m i R-214对S e m a4D所起的调控作

用如何?  本研究采用脂质体包裹的方法将

miR-214模拟物及空白对照物转染至人结肠

上皮性癌细胞株LoVo, 通过上调和下调胞内

m i R-214表达水平的方法, 探讨m i R-214与
Sema4D作用关系, 为该病的发病机制和治疗

开辟新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结直肠腺癌细胞株LoVo购自长沙

赢润生物技术有限公司; RPMI 1640培养基购

自美国Hyclone公司; OPti-MEM培养基购自美

国Gibco公司; 转染脂质体Lipofectamine 2000
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■相关报道
Q i a n g等研究报
道 ,  在 宫 颈 癌
细胞株H e l a中 , 
m i R - 2 1 4能够
靶定P l e x i n - B 1
的 表 达 而 抑 制
肿 瘤 细 胞 的 运
动及增殖能力 . 
Tamagnone研究
表明Plexin-B1是
S e m a 4 D的主要
受体, Sema4D通
过结合Plexin-B1
在很多方而参与
了肿瘤的发生、
发展 ,  包括促进
肿瘤血管生成 , 
调控肿瘤相关巨
噬细胞进而促进
肿瘤侵袭等.
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购自美国Invitrogen公司; miR-214 mimics、
mi-control、inhibitor、in-control序列委托广

州复能公司合成. TRIzol购自美国MRC公司; 
B C A蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天

(beyotime)生物技术有限公司; Sema4D兔抗人

抗体购英国Abcam公司. 
1.2 方法
1.2.1 细胞培养: 用含10%胎牛血清、100 U/mL
青霉素、100 mg/mL链霉素的RPMI 1640细胞

培养液, 置于37 ℃, 50 mL/L CO2的恒温细胞培

养箱. 待细胞密度达80%-90%时, 用胰酶消化

细胞, 传代培养. 
1.2.2 细胞转染: 转染前1 d, 接种适当数量的

细胞至6孔培养板中 ,  每孔中加入不含抗生

素的培养基, 使转染时的细胞密度能够达到

30%-50%. 按Lipofectamine 2000说明书转染

细胞. 用250 µL不含血清培养基Opt i-MEM
稀释100 pmol miRNA mimics、mi-control、
inhibi tor、in-control(加入细胞中的终浓度

50 n m o l/L, 轻轻混匀, 室温孵育5 m i n; 用
250 µL不含血清培养基Opti-MEM稀释5 µL 
Lipofectamine 2000, 轻轻混匀并室温孵育5 
min; 将以上2者混匀室温孵育20 min. 将混合

液加入含有细胞以及培养液的培养孔中, 轻轻

混匀; 将培养板置于37 ℃的CO2培养箱中培养

24 h做相关检测. 
1.2.3 实时荧光定量(RT-PCR)法检测miR-214
及Sema4D mRNA的表达: 转染24 h后, 采用

T R I z o l试剂盒提取细胞总R N A的A 值测定, 
电泳检测, 逆转录反应, 定量PCR检测LoVo 
mimics组、mi-control组, inhibitor组、in-
control组中miR-214及Sema4D mRNA表达. 并
以公式2-△△Ct计算出最后数值. 
1.2.4 Western blot检测各组细胞内Sema4D蛋
白的表达: 细胞总蛋白的提取与变性, 用BCA
蛋白定量试剂盒测定样品中蛋白含量 ,  电
泳、转膜、孵育抗体及显影一抗孵育60 min
后, 用TBST洗至无脱脂奶粉. 随后, 室温孵育

二抗60 min. 二抗均使用通用二抗, 二抗浓度

使用1∶5000, 二抗孵育完后, TBST洗3次, 每
次5 min. 随后, 即可进行显影. 将化学发光底

物A液和B液各500 µL混合好, 置于避光的盒

子中. 3 min后, 将要显影的PVDF膜用纸吸干

多余的TBST后置于裁剪好的保鲜膜上, 滴加

混合好的化学发光底物, 2 min后, 用保鲜膜将

PVDF膜包好置于暗盒中用透明胶固定好, 关
灯, 根据肉眼看到的荧光效果确定压片时间, 
时间到后, 将片子置于显影液中, 待显出条带

后, 置于蒸馏水中洗片, 洗好后再置于定影液

中定影, 最后再置于蒸馏水中洗片, 晾干, 做
好相应的标记. 检测各组细胞中Sema4D蛋白

质的表达. 
统计学处理 统计学处理采用SPSS19.0软

件进行处理, 实验数据以mean±SD表示, 多组

问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 RT-PCR法检测转染前后的结肠癌细胞株
LoVo中miR-214表达情况 LoVo转染miR-214 
mimics及其对照mi-control 24 h后, miR-214
的相对表达量为 :  8 .003±0.651,  3 .464±
0.332, P  = 0.003. 转染miR-214 inhibitor及in-
control 24 h后miR-214的相对表达量为: 0.740
±0.088, 2.620±0.166, P  = 0.0006. 与对照组

相比, 成功上调LoVo mimics组内miR-214的
表达, 下调LoVo inhibitor组miR-214的表达

(图1). 
2.2 RT-PCR检测转染后Sema4D mRNA表
达的变化 转染24 h后, LoVo mimics组及mi-
control组Sema4D mRNA相对表达量分别为

0.420±0.027和0.851±0.062, mimics组较

mi-control组表达明显下降, P  = 0.003. LoVo 
inhibitor组及in-control组Sema4D mRNA相对

表达量分别为1.243±0.087和0.660±0.042, 
inhibitor组较in-control组表达明显升高(P  = 
0.003)(图2). 
2.3 Western blot检测转染后Sema4D蛋白表达的
变化 Western blot结果显示, LoVo转染miR-214 
mimics、mi-control, inhibitor、in-control 24 h
后, Sema4D/β-actin的表达分别为0.163±0.037, 
0.550±0.038, 1.137±0.112, 0.457±0.046. 
Sema4D蛋白mimics组较mi-control组明显下降

(P  = 0.0019), inhibitor组较in-control组明显升高

(P  = 0.005)(图3). 

3  讨论

1993年Lee等[7]及其研究小组成员第1次发现

miRNAs, 目前其家族成员近3000种. 其能够

识别特定的目标基因, 通过与目标mRNA互

补配对导致mRNA降解或抑制转录后翻译诱

2015-03-08|Volume 23|Issue 7|

■创新盘点
近年来 ,  关于肿
瘤机制的研究热
点 多 集 中 在 表
观遗传学方面 , 
m i R N A是表观
遗传学中一种新
颖的基因表达调
控机制, miR-214
是 其 家 族 重 要
成员之一 .  同时
S e m a 4 D已被多
个研究证明在癌
症 发 生 发 展 过
程 中 有 重 要 作
用 ,  而其被调控
的 机 制 鲜 有 说
明. 探讨miR-214
对S e m a 4 D的调
控作用 ,  结合了
当 下 肿 瘤 调 控
机制的热点 ,  并
能 够 开 启 探 讨
S e m a 4 D被调控
机制的新篇章.
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导基因沉默, 从而调控靶基因的表达[8]. 在这

数千种己知的miRNAs中发现miR-214是一

个有多种功能的miRNA, 在许多生理病理过

程中发挥重要作用[9]. miR-214调控的靶基因

及相关信号途径众多, Misiewicz-Krzeminska
等[10]研究发现骨髓瘤细胞内, miR-214通过靶

定调节P53, 抑制DNA复制而发挥抑制骨髓

瘤细胞生长的作用. Chen等[11]的研究发现, 较
结肠正常组织相比, 结肠癌组织内m i R-214
表达明显下调 .  增加的结肠癌细胞L o Vo内
miR-214的表达能够明显抑制癌细胞的增殖, 
并且能负向调控靶基因FGFR1的表达. Qiang
等[12]的研究显示miR-214通过靶定Plexin-B1
抑制肿瘤细胞的运动和增殖能力. 研究[13]表

明Plexin-B1是Sema4D的主要受体, Sema4D
通过结合Plexin-B1在很多方而参与了肿瘤的

发生、发展, 包括促进肿瘤血管生成, 调控肿

瘤相关巨噬细胞进而促进肿瘤侵袭等. 由于, 
一个miRNA通常可以调控下游多个靶基因的

表达[14], 我们考虑除了上述研究表明的靶基

因以外, 是否还存在着其他靶基因被miR-214
调控. 

Sema4D是一种跨膜同源二聚体糖蛋白, 
由Stone等[15]在1992年于免疫系统首先发现. 在
多种疾病的组织和细胞中Sema4D基因常出

现表达异常. B inmad i等[16]的研究发现在肿

瘤血管新生方面, S e m a4D可以借助神经丛

素Plexin-B1, 激活Rho蛋白/Rho激酶信号传

导途径 ,  诱导血管内皮细胞迁移 ,  促进细胞

管样结构形成 ,  进而促进血管的再生 ,  被认

为是重要的促血管新生因子. 有研究[17]发现

肿瘤微环境中的肿瘤相关性巨噬细胞是分泌

Sema4D的主要来源, Sema4D的表达对肿瘤

的血管发生和脉管的成熟起关键作用, 并增

加肿瘤细胞的成瘤性; 但缺乏Sema4D的环境

中, 肿瘤的成瘤性及转移能力被严重的削弱. 
牟林军等[18]发现结肠癌组织中Sema4D阳性

表达率显著高于正常组织, M型巨噬细胞显

著促进LoVo细胞分泌Sema4D, 进而诱导人

脐静脉血管内皮细肚成管, 发挥血管的发生

功能. 
本研究选择了已被D o n n a r d等 [19]证明

Sema4D表达的结肠癌上皮性腺癌LoVo细胞

株, 首先我们同样检测到了在LoVo细胞株中

S e m a4D的表达阳性, 并成功上调及下调了

LoVo细胞中miR-214表达水平, 检测到在高表

达miR-214的细胞中, Sema4D mRNA的表达

较对照组明显降低, 而低表达miR-214的细胞

中, Sema4D mRNA的表达较其对照组明显升

高. 验证了在结肠癌细胞系LoVo中, Sema4D受

miR-214调控, miR-214能够负向调控Sema4D 
mRNA的表达. 为了验证Sema4D mRNA表达

变化后其蛋白表达水平是否受影响, 我们同

时检测了miR-214表达改变后的各细胞株的

Sema4D的蛋白水平, 发现蛋白表达水平的变

化结果同mRNA改变一致. 
总之, 本研究发现在结肠癌细胞株LoVo

中, miR-214能调控Sema4D mRNA的表达, 
进而影响其蛋白的表达. 表明S e m a4D是受

m i R-214负向调控的靶基因之一. 临床上可

能能够通过对m i R-214的调控 ,  间接抑制

Sema4D的表达, 从而抑制Sema4D对肿瘤发

生发展的促进作用, 对恶性肿瘤的治疗提供

新的思路. 
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图  1  LoVo转染miR-214 mimics、mi-control、inhibitor、
in-control 24 h后各组细胞miR-214的表达.
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图  2  LoVo转染mimics、mi-control、inhibitor、in-
control后各组细胞Sema4D mRNA的表达.

■应用要点
Sema4D作为已被
证明促进肿瘤发
生发展的重要因
子 ,  在本研究中
验证了其表达受
miR-214的负向
调控 .  这为探讨
Sema4D在肿瘤中
表达升高的机制
提供路. miR-214对
Sema4D的负向调
控作用也可能使
其成为将来治疗
结肠癌的新靶点.
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Sema4D蛋白的相对表达量.

■名词解释
轴 突 导 向 因 子
4D(Sema4D): 是
一个150  kDa的
跨膜糖蛋白 ,  由
8 6 2个氨基酸构
成 ,  1992年于免
疫系统首先发现, 
最初发现他可以
诱导轴突长锥的
定向生杖 ,  对神
经发育影响重大, 
近年来研究发现, 
其 在 肿 瘤 的 发
生、发展中起重
要作用. Sema4D
通过结合其主要
受体Plexin-B1促
进肿瘤侵袭性生
长 ,  促进肿瘤血
管生成.
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■同行评价
本文探讨了结肠
癌细胞株 L o Vo
中 m i R - 2 1 4对
S e m a 4 D 表 达
的 负 向 调 控 作
用 .  通 过 转 染
miR-214类似物
或抑制剂从正反
两 方 面 验 证 了
Sema4D的mRNA
和蛋白质水平随
miR-214表达的
变化而变化 ,  具
有一定的价值.

2015-03-08|Volume 23|Issue 7|

刘洋, 等. miR-214负向调控结肠癌细胞株LoVo中Sema4D的表达


