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miR-223在结直肠癌细胞中对RhoB调控作用的研究*
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  [摘要] 目的 探讨miR-223在结直肠癌细胞中对RhoB的调控作用。方法 采用PITA、Targetscan等

软件在线预测miR-223的靶基因;采用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测 miR-223在人结直肠癌细

胞株(SW480、HCT-116)中的表达;采用双荧光素酶报告系统证实RhoB是 miR-223的靶基因;通过细胞转染,
分析miR-223在人结直肠癌细胞株中对RhoB的影响。结果 miR-223的表达量在SW480中显著低于 HCT-
116(P<0.05);PmiR-RhoB-wt和miR-223

 

mimics共转染组与PmiR-RhoB-wt和NC共转染组比较,前者的

荧光素酶活性明显下降(P<0.05),PmiR-RhoB-mut和 miR-223
 

mimics共转染组与PmiR-RhoB-mut和NC
共转染组比较,两组间的荧光素酶活性差异无统计学意义(P>0.05);将 miR-223

 

mimics或 miR-223
 

mimics-
NC转染至SW480细胞,miR-223

 

inhibitor或miR-223
 

inhibitor-NC转染至HCT-116细胞,发现RhoB
 

mRNA
表达水平差异均无统计学意义(P>0.05),但是RhoB蛋白的表达差异有统计学意义(P<0.05)。结论 miR-
223可能靶向作用于RhoB影响结直肠癌的发展及转移。

[关键词] miR-223;结直肠肿瘤;
 

RhoB
[中图法分类号] R735.3+5 [文献标识码] A
[文章编号] 1671-8348(2020)05-0689-06       开放科学(资源服务)标识码(OSID):

Study
 

on
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

miR-223
 

on
 

RhoB
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cells*
YANG

 

Pengchun,BAI
 

Weizhe,YANG
 

Jingfang,WANG
 

Jing,YAN
 

Caihua,DAI
 

Chibing△

(Department
 

of
 

Digestive
 

Internal
 

Medicine,Affiliated
 

Renhe
 

Hospital
 

of
 

Three
 

Gorges
 

University,Yichang,Hubei
 

443001,China)
  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

regulation
 

effect
 

of
 

miR223
 

on
 

RhoB
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cells.
Methods The

 

target
 

genes
 

of
 

miR-223
 

were
 

predicted
 

online
 

by
 

PITA
 

and
 

Targetscan
 

software;the
 

expres-
sion

 

of
 

miR-223
 

in
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(SW480,HCT-116)
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR;the
 

dual
 

luciferase
 

reporter
 

system
 

was
 

used
 

to
 

confirm
 

that
 

RhoB
 

is
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-223;the
 

effect
 

of
 

miR-223
 

on
 

RhoB
 

in
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

lines
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

cell
 

transfection.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-223
 

in
 

SW480
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

in
 

HCT-116
 

by
 

qRT-PCR
 

(P<0.05);Compared
 

with
 

the
 

PmiR-RhoB-wt
 

and
 

NC
 

co-transfection
 

groups,the
 

PmiR-RhoB-wt
 

and
 

miR-223
 

mimics
 

co-transfection
 

groups
 

showed
 

a
 

significant
 

decrease
 

in
 

luciferase
 

activity
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

luciferase
 

activity
 

between
 

PmiR-RhoB-mut
 

and
 

miR-223
 

mimics
 

co-transfection
 

group
 

and
 

PmiR-RhoB-mut
 

and
 

NC
 

co-transfection
 

group
 

(P>0.05);miR-223
 

mimics
 

or
 

miR-223
 

mimics-NC
 

was
 

transfected
 

into
 

SW480
 

cells,and
 

miR-223
 

inhibitor
 

or
 

miR-223
 

inhibitor-NC
 

was
 

transfected
 

into
 

HCT-116
 

cells,the
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

RhoB
 

mRNA
 

expression
 

level
 

(P>0.05),but
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

RhoB
 

protein
 

had
 

statistically
 

significantly
 

difference
 

(P<0.05).
Conclusion miR-223

 

may
 

targets
 

to
 

act
 

on
 

RhoB,and
 

affect
 

the
 

development
 

and
 

metastasis
 

of
 

CRC.
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words] miR-223;colorectal
 

neoplasms;RhoB

  结直肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)的发病率在欧

洲处于第4位,在我国CRC的发病率和病死率也较

高,其病死率排在恶性肿瘤致死因素的第5位[1]。目

前研究认为RhoB作为一种肿瘤抑制基因,可抑制肿

瘤的增殖、侵袭、转移。microRNA是一类由18~25个

核苷酸组成的单链非编码微小RNA,与靶基因3'UTR
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结合,抑制靶基因表达,因此,可通过下游靶基因发现调

控目的基因的 microRNA[2]。已有文献报道 miR-223
在肝癌[3]、肺癌[4]、结肠癌[5-6]中表达明显上调,提示

miR-223可能是肿瘤的潜在标志物。本研究拟探讨

miR-223、RhoB在CRC发生发展中的可能机制。
1 材料与方法

1.1 材料

人正常结肠上皮细胞株(NCM460)、人CRC细胞

株(SW480、HCT-116)购自上海生命科学研究院;
miR-223模拟物/抑制剂(mimics/inhibitor)、miR-223

 

mimics/inhibitor
 

NC、PmiR-RB-REPORTTM 购自广

州锐博生物公司;LipofectamineTM2000、Opti-MEM
培养基购自美国Invitrogen公司;噻唑蓝(MTT)试剂

盒购自美国Sigma公司;双荧光素酶报告系统检测试

剂盒购自美国Promega公司;Prime
 

Script
 

RT
 

Mas-
ter

 

Mix、Prime
 

Script
 

RT
 

Master
 

Mix、miRNA
 

Pri-
meScript􀆿RT

 

Enzyme
 

Mix、SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ购自大连TaKaRa公司;Western
 

blot及IP细胞裂

解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒(增强型)、ECL化学

发光试剂盒购自江苏碧云天生物技术研究所。
1.2 方法

1.2.1 miR-223靶基因的预测

应用PITA、Targetscan、miRDB等软件在线预测

miR-223的靶基因。
1.2.2 采用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)
法检测细胞株中的miR-223、RhoB

 

mRNA表达水平

将1株人正常结肠上皮细胞株(NCM460)和3株

人CRC细胞株(HT-29、SW480、HCT-116)分别培

养,当细胞的融合度达到85%左右时,参照 TaKaRa
 

RNAiso
 

Plus
 

(总 RNA
 

提取试剂)提取细胞中的总

RNA,用紫外分光光度计测定RNA浓度并配成浓度

为0.2
 

μg/μL的总RNA溶液。以GAPDH
 

snRNA
 

作为内参,按TaKaRa
 

公司SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM

Ⅱ说明书进行加样,在
 

Light
 

Cycler
 

480Ⅱ进行扩增

检测,所有反应设立
 

3
 

个复孔,用2-△△CT 计算 miR-
NA-223的 相 对 表 达 水 平。将 miR-223

 

mimics或

miR-223
 

mimics-NC转染SW480细胞,miR-223
 

in-
hibitor或 miR-223

 

inhibitor-NC 转 染 HCT-116细

胞。以β-actin作 为 内 参,按 TaKaRa
 

公 司 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTMⅡ说明书进行加样,在
 

Light
 

Cycler
 

480Ⅱ进行扩增检测,所有反应设立
 

3
 

个复孔,用
2-△△CT 计算RhoB

 

mRNA的相对表达水平。
1.2.3 Western

 

blot检测RhoB蛋白表达水平

(1)将 miR-223
 

mimics或 miR-223
 

mimics-NC
转染至SW480细胞,miR-223

 

inhibitor或 miR-223
 

inhibitor-NC转染至HCT-116细胞。(2)按说明书提

取RhoB总蛋白并检测浓度,然后配制3.0
 

μg/μL,加
入1/5倍体积5×蛋白电泳上样缓冲液,沸水浴加热

3~5
 

min,以充分变性蛋白。
 

冷却到室温后,把蛋白样

品直接上样到十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

法(SDS-PAGE)加样孔内,进行电泳分离,然后转移

至聚偏氟乙烯(PVDF)膜。(3)转膜完毕后,立即把蛋

白膜放置到预先准备好的 Western
 

blot洗涤液中,漂
洗1~2

 

min,分别加入兔抗人RhoB单克隆抗体(1∶
500)和

 

β-actin
 

抗体结合(1∶1
 

000),4
 

℃孵育过夜。
(4)第2天复温,用 Western

 

blot洗涤液漂洗3次,每
次5

 

min,然后加入HRP标记的二抗(1∶1
 

000)和底

物共同在室温下孵育1
 

h,再次漂洗3次,每次5
 

min,
使用BeyoECL

 

Plus等ECL类试剂来检测蛋白。压片

可以采用专用的压片暗盒进行。(5)应用Image
 

J
 

软件

根据目的蛋白水平=目的蛋白条带光密度/β-actin条带

光密度,计算比值并分析RhoB蛋白相对表达水平。
1.2.4 细胞的增殖能力、迁移能力、侵袭能力的检测

采用 MTT法检测细胞的增殖能力:(1)将 miR-
223

 

mimics/inhibitor转染人CRC
 

SW480/HCT-116
细胞。(2)培养24、48、72、96

 

h,更换新鲜培养基200
 

μL/孔,加20
 

μL
 

MTT 溶液/孔[用 磷 酸 盐 缓 冲 液

(PBS)配制的浓度为5
 

mg/mL]。(3)孵育4
 

h后去

除上清液,终止培养,按照200
 

μL/孔加入二甲亚砜

(DMSO),然后振荡10
 

min,充分融解结晶物。(4)使
用酶标仪检测各孔在570

 

nm 波长处吸光度值(OD
值),记录结果绘制细胞生长曲线(以时间为横坐标,
OD 值为纵坐标)。

采用细胞划痕试验检测细胞的迁移能力:(1)用
marker笔在6孔板背后画横线;在6孔培养板内接种

约5×105 个细胞,形成细胞单层。(2)第2天用20
 

μL枪头(灭菌)或牙签,垂直孔板背后的黑线划痕,使
划痕与标记线相交,划线完成后,使用无菌PBS冲洗

细胞3次,去除划下的细胞,使留下的间隙肉眼即清

晰可见,然后更换新鲜无血清的培养基。放入37
 

℃、
5%

 

CO2 培养箱进行培养。(3)分别于0、6、12、24、36
 

h取样,使用倒置显微镜观察、评估CRC细胞的迁移

情况并拍照。
采用Transwell板检测细胞的侵袭能力:(1)制备

无基质胶 Transwell小室;制备细胞密度为5×105

个/mL的单细胞悬液。(2)用 Matrigel
 

稀释液包被

Transwell
 

小室。取细胞悬液200
 

μL加入Transwell
上室;下室中加入500

 

μL含有10%胎牛血清的RP-
MI

 

1640
 

培养液,此过程中避免产生气泡,继续培养

24
 

h。(3)采用无菌棉签去基质胶及上室内的细胞,再
用0.1%结晶紫染色,于Leica

 

DC
 

300F正置显微镜

下进行观察及拍照(×200),随机取5个视野,计数并

计算平均值。
1.2.5 RhoB

 

mRNA
 

3'UTR的构建和荧光素酶活性

(△CT)检测

(1)由广州锐博生物科技有限公司完成双荧光素

酶报告基因载体的构建,经苏州金唯智生物科技有限

公司测序并鉴定。RhoB
 

mRNA
 

3'-UTR构建质粒载
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体:pGL3-RhoB
 

3'-UTR。(2)将 合 成 的 引 物 进 行

PCR扩增,按照凝胶纯化试剂盒说明书进行纯化产

物,用Xhol和 Not1两个限制性内切酶对上述PCR
产物和载体进行双酶切,酶切后回收纯化酶切产物,将
目的基因及载体(pGL3)进行连接反应后得到连接产

物。将连接产物转化入DH-5α感受态细胞中,扩增、提
取质粒酶切鉴定。将含预测结合位点的RhoB

 

3'-UTR
序列的质粒载体命名为PmiR-RhoB-wt,含 RhoB

 

3'-
UTR突变序列的质粒载体命名为PmiR-RhoB-mut。
在人 CRC

 

SW480细胞中分别转 染 PmiR-RhoB-wt、
PmiR-RhoB-mut,培养48

 

h后,检测ΔCT。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0统计软件进行分析,计量资料以

x±s表示,多组间数据采用单因素方差分析;计量资

料以百分率表示,组间比较采用t检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 生物信息学技术预测miR-223
 

靶基因

利 用 http://www.targetscan.org/预 测 miR-
223的靶基因,发现在RhoB

 

mRNA
 

3'UTR
 

保守区有

1个与 miR-223有7个碱基互补的序列,推测RhoB
 

可能为miR-223的靶基因,见图1。

  wt:野生型,mut:突变型。

图1  miR-223与RhoB
 

mRNA
 

3'UTR预测结合位点

2.2 qRT-PCR检测miR-223的表达

miR-223在NCM460中有表达,但明显少于在结

肠癌细胞株中表达(P<0.05)。为了后续实验的便捷

性,将HT-29作为对照组,HCT-116
 

miR-223相比对

照组 miR-223的表达水平升高1.143
 

55倍(P<
0.05),SW480

 

miR-223的表达水平相比对照组降低

0.591
 

05倍(P<0.05),见图2。

  *:P<0.05,与NCM460比较,#*:P<0.05,与 HT-29比较。

图2  miR-223的相对表达水平(2-△△CT)

2.3 qRT-PCR检测细胞转染后RhoB
 

mRNA表达

水平

将miR-223
 

mimics、mimics-NC、black
 

contol分

别转染至SW480后检测 RhoB
 

mRNA 相对表达水

平;将 miR-223
 

inhibitor、inhibitor-NC、blank
 

control
分别转染至HCT-116后检测RhoB

 

mRNA相对表达

水平。miR-223
 

mimics转染组或 miR-223
 

inhibitor
转染组分别与相对应的 NC组及black

 

contol组比

较,RhoB
 

mRNA的表达差异均无统计学意义(P>
0.05),见图3。

图3  细胞转染后RhoB
 

mRNA相对表达水平(2-△△CT)

2.4 Western
 

blot检测细胞转染后RhoB蛋白表达

水平

将 miR-223
 

mimics、mimics-NC、blank
 

control
分别转染至SW480后检测RhoB

 

蛋白相对表达水平;
将miR-223

 

inhibitor、inhibitor-NC、black
 

contol分别

转染至 HCT-116后检测RhoB蛋白相对表达水平。
RhoB蛋白在 miR-223

 

mimics组中的表达与 NC组

及black
 

contol组比较明显下降(P<0.05)。RhoB
蛋白在miR-223

 

inhibitor组的表达与 NC组及空白

对照组比较显著上升(P<0.05),见图4、5。

图4  细胞转染后RhoB蛋白的相对水平(2-△△CT)

  1:miR-223
 

mimics;2:mimics-NC;3:blank
 

control;4:miR-223
 

in-
hibitor;5:inhibitor-NC;6:空白对照。

图5  RhoB及β-actin
 

在各组中的 Western
 

blot条带

2.5 双荧光素酶报告基因检测结果

表1  不同组别荧光素酶的相对活性(△CT)

组别
样本量

(n)
△CT

(mimics组/nc组)

miR-223
 

mimics+PmiR-RhoB-wt 3 0.624
 

5±0.042
 

8**

NC+PmiR-RhoB-wt 3 1.000
 

0±0.000
 

0

miR-223
 

mimics+PmiR-RhoB-mut 3 1.030
 

8±0.041
 

2#

NC+PmiR-RhoB-mut 3 1.000
 

0±0.000
 

0

  **:P<0.01,#:P>0.05。
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  培养细胞,在人CRC
 

SW480细胞中转染48
 

h,检
测并计算相对△CT。在转染PmiR-RhoB-wt质粒的

实验组中,miR-223
 

mimics组的△CT较NC组显著

下降(P<0.05)。在转染PmiR-RhoB-mut质粒的实

验组中,miR-223
 

mimics组的△CT较NC组无明显

变化(P>0.05),见表1。
2.6 细胞增殖实验结果

以共转染后培养24、48、72
 

h及96
 

h时在酶标仪

OD570
 

nm处检测,miR-223
 

mimics组的SW480细

胞增殖能力,与black
 

contol组及 NC组比较明显增

强(P<0.05),miR-223
 

inhibitor组的HCT-116细胞

增殖能力,与black
 

contol组及 NC组比较明显下降

(P<0.05),见图6。
2.7 细胞划痕实验结果

初始划线(0
 

h)及培养36
 

h时观察及评价SW480
和HCT-116细胞的迁移能力,见图7、8。用Image

 

J
来测量划痕区域内的细胞迁移速度及细胞数,miR-
223

 

mimics组的SW480细胞迁移面积,与 NC组及

空白对照组比较,明显增加(P<0.05)。而 miR-
223inhibitor组的HCT-116细胞迁移面积,与 NC组

及空白对照组比较,明显下降(P<0.05)。
2.8 transwell小室侵袭实验结果

培养细胞24
 

h后,用4%多聚甲醛固定迁移至滤

膜下层的细胞,然后行0.1%结晶紫染液染色,于倒置

显微镜下观察细胞并计数。与NC组及black
 

contol
组比较,miR-223

 

mimics组的SW480细胞侵袭能力

显著增强(P<0.05);与 NC组及black
 

contol组比

较,miR-223
 

inhibitor组 HCT-116细胞侵袭能力下

降明显(P<0.05),见图9、10。

图6  SW480及 HCT-116细胞生长曲线

图7  SW480细胞各实验组0、36
 

h迁移情况(黑线及箭头代表初始划痕面积)

图8  HCT-116细胞各实验组0、36
 

h迁移情况(黑线及箭头代表划痕线)
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图9  倒置显微镜下各组间穿透transwell过滤膜的SW480细胞图(结晶紫染色×100)

图10  倒置显微镜下各组间穿透transwell过滤膜的 HCT-116细胞图(结晶紫染色×100)

3 讨  论

miRNAs是一类长约18~25
 

nt的非编码单链小

分子RNA,成熟的 miRNAs与靶基因 mRNA的3'
UTR完全或不完全互补结合,诱导靶基因 mRNA降

解或阻遏其转录后翻译[4]。miRNA可调控下游靶基

因的表达,从而在肿瘤发生、发展、转归中起着重要作

用。miRNAs异常表达于多种肿瘤中,如肺癌、肝癌、
结直肠癌等[3-6]。

迄今为止,在人类已鉴定的约1
 

000种 miRNA
中,有多项研究发现miR-223与免疫反应调节及不同

炎症疾病相关联[7-9],也与各种类型的癌症有关[9-10]。
例如,miR-223可作为致癌基因促进胰腺导管腺癌细

胞的 增 殖、迁 移 和 侵 袭[11]。miR-223 靶 标 之 一 是

FBXW7,其表达水平的改变是致癌作用、癌症发展和

耐药性的主要原因[11]。本实验前期研究证实 miR-
223在CRC癌组织中的表达较CRC癌旁组织、结直

肠腺瘤组织、正常结直肠组织明显增高[7],但其在

CRC细胞中的作用尚未完全明确。
本研究发现 miR-223在 NCM460中也有表达,

但明显少于其在CRC细胞株中的表达,同时也发现

miR-223的表达水平由高到低分别为 HCT-116(低分

化型细胞株)、HT-29(高分化型细胞株)及SW480(低
转移潜能细胞株)。提示 miR-223的表达水平可能与

CRC细胞分化及转移有关。这与本实验前期研究发

现具有一致性,即miR-223在CRC组织中高表达,且
miR-223的表达与CRC侵袭、远处转移及不良预后

相关[5]。本研究发现,SW480细胞的增殖、迁移及侵

袭能力在转染miR-223
 

mimics组较NC组及空白对

照组明显增加;而HCT-116细胞的增殖、迁移及侵袭

能力在转染 miR-223
 

inhibitor组较 NC组及空白对

照组明显下降。由此提示,miR-223对CRC的增殖、
侵袭及转移具有一定的调节作用。

RhoB是肿瘤抑制基因,可促进生长抑制和诱导

癌细胞凋亡[3],可下调肾癌和胃癌中RhoB蛋白的表

达[12-13]。Ras/PI3K/Akt通路可通过抑制RhoB的表

达来诱导肿瘤存活、转化、侵袭和转移[14]。本实验前

期研究证实miR-223和RhoB在CRC中具有互逆表

达模式,并提供了 miR-223可能通过 mRNA降解机

制在 转 录 后 下 调 RhoB 的 证 据,即 可 能 通 过 抑 制

RhoB表达来增强细胞增殖、促进细胞迁移和侵袭[5]。
也有研究证实,RhoB在Veritas微孔板光度计上使用

双荧光素酶报告基因测定法被鉴定为 miR-223的靶

基因。
本实验设计将预测与 miR-223有结合位点的

RhoB
 

mRNA
 

3'UTR片段和突变的RhoB
 

mRNA
 

3'
UTR片段,分别克隆至PmiR-RB-REPORTTM 载体

海肾萤光素酶翻译终止密码子下游的多克隆位点上,
构建PmiR-RhoB-wt和PmiR-RhoB-mut两个重组质

粒,分别与miR-223mimics或NC共同转染至人CRC
细胞内。转染PmiR-RhoB-wt质粒后,miR-223

 

mim-
ics组的荧光素酶活性与NC组相比较,明显受抑制;
转染PmiR-RhoB-mut质粒后,miR-223

 

mimics组的

荧光素酶活性与 NC组相比较无明显变化。由此说

明miR-223能与RhoB
 

mRNA
 

3'UTR结合位点相结

合,阻止海肾荧光素酶转录、翻译及合成蛋白,从而减

弱海肾荧光,但是不影响参照的萤火虫荧光素酶的表

达,那么海肾△CT与萤火虫△CT之间的比值就会降

低。miR-223不能与突变后的RhoB
 

mRNA
 

3'UTR
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位点结合,因而△CT也不会受到影响。由此说明,
RhoB

 

mRNA
 

3'UTR可能有 miR-223结合位点,与
在线预测的一致。那么,miR-223可能与RhoB

 

mR-
NA

 

3'UTR位点结合,从而调控 RhoB来参与CRC
的发生发展。

已有研究证明,抑制RhoB的表达是Ras/PI3K/
Akt通路诱导肿瘤存活、转化、侵袭和转移的机制之

一[14]。RhoB通过AKT和FOXM1途径在结直肠癌

的放射抗性中起关键作用。有研究发现RhoB在骨肉

瘤组织和细胞系中的表达降低,RhoB的异位表达抑

制骨肉瘤细胞在体外和体内的迁移,并诱导骨肉瘤细

胞凋亡,RhoB过表达可以增加PP2A复合物中B55
的比例,并通过与B55相互作用增强AKT1的去磷酸

化,miR-19a介导的RhoB是骨肉瘤细胞中AKT1去

磷酸化的关键调节因子[15-16]。
本实验前期已证实 miR-223可与RhoB

 

mRNA
 

3'UTR结合,但未明确 miR-223是否通过诱导RhoB
 

mRNA降解还是阻遏其转录后翻译使蛋白沉默而起

作用的。因此,本实验将通过检测RhoB
 

mRNA及蛋

白的表达,从分子水平上进一步了解 miR-223是否可

调控RhoB从mRNA到翻译后的蛋白表达水平。
本实验通过分别转染 miR-223

 

mimics/inhibitor
至人CRC

 

SW480/HCT-116细胞,采用qRT-PCR检

测各实验组 RhoB
 

mRNA的表达水平显示:在转染

miR-223
 

mimics/inhibitor实验中,RhoB
 

mRNA 的

表达在miR-223
 

mimics/inhibitor组、NC组及空白对

照组3组间无明显差异,说明 miR-223可能不能诱导

RhoB
 

mRNA的降解。而在检测RhoB蛋白的表达水

平时,发现RhoB蛋白表达量在miR-223
 

mimics组较

NC组及空白对照组比较明显下降;而RhoB蛋白表

达量在miR-223
 

inhibitor组较 NC组及空白对照组

明显增高。由此提示,miR-223对RhoB
 

mRNA表达

无明显影响,但是可明显抑制 RhoB蛋白的表达,
miR-223抑制剂解除 miR-223的抑制后,RhoB蛋白

表达水平升高,说明 miR-223可能在翻译水平调控

RhoB的表达。
综上所述,RhoB可能是miR-223的靶基因之一。

miR-223可通过与RhoB
 

mRNA
 

3'UTR相结合后抑

制RhoB蛋白的表达来促进CRC的发展,miR-223-
RhoB信号传导通路在CRC细胞入侵、增殖、迁移的

有重要作用。此外,miR-223作为致癌基因,其靶基

因RhoB在CRC病原体中起肿瘤抑制剂的作用。由

于目前CRC缺乏合适的生物标志物和治疗靶点,这
些结果表明 miR-223-RhoB信号传导通路可为改善

CRC患者的临床治疗策略提供新的见解。
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