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Abstract: Objective  To explore the effect of up-regulation of microRNA-7 (miR-7) on biological behavior 
of colon carcinoma HCT-116 cells and its possible mechanism. Methods  Colon carcinoma HCT-116 cells 
were divided into miR-7 mimics group (HCT-116 cells transfected with miR-7 mimics), Scramble (negative 
control) group (HCT-116 cells transfected with miR-Scramble) and MOCD group (HCT-116 cells without 
transfection). RT-Fq-PCR was used to test the expression of miR-7 at 48h after transfection. CCK-8 assay was 
used to test the proliferation of HCT-116 cells at 48h after transfection. Cell invasion ability was determined 
by Transwell assay at 48h after transfection. Cell cycle and apoptosis rate were detected by flow cytometry. 
The protein levels of PI3K(p110), p-Akt and p-mTOR were examined by Western blot. Results  The 
expression of miR-7 was significantly up-regulated after transfection with miR-7 mimics(P<0.05). The 
proliferation and metastasis of HCT-116 cells were extremely decreased after transfection with miR-7 mimics. 
FCM showed that the rate of G0/G1 phase was significantly increased, the number of cells in S phase was 
significantly decreased, the apoptosis rate was significantly upregulated, and the protein levels of PI3K, 
p-AKT and p-mTOR were decreased in miR-7 mimics group, compared with the other two groups(P<0.05). 
Conclusion  Up-regulation of miR-7 could inhibit the proliferation and metastasis of colon carcinoma 
HCT-116 cells, and the possible mechanism may be related with inhibiting PI3K/AKT signal pathway.
Key words: miR-7;  Colon carcinoma; Cell proliferation; Apoptosis; PI3K/AKT signal pathway
摘  要：目的  探讨上调microRNA-7（miR-7）表达对结肠癌HCT-116细胞生物学行为的影响及可

能机制。方法  HCT-116转染后分成miR-7 mimics组、Scramble（阴性对照）组和空白对照组。实时

荧光定量PCR（RT-Fq-PCR）检测转染48 h后各组细胞中miR-7表达水平，CCK-8法检测转染72 h后

各组细胞的增殖抑制情况，Transwell实验观察转染24 h后细胞侵袭能力，流式细胞仪行细胞周期和

细胞凋亡检测。Western blot检测PI3K（p110）、p-Akt及p-mTOR的蛋白表达。结果  miR-7 mimics
组miR-7表达水平明显上调，与其余两组比较差异有统计学意义（P<0.05）；与阴性对照组和空白

对照组相比，miR-7 mimics组细胞增殖抑制率升高，侵袭能力降低，细胞周期分析提示G0/G1期的细
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胞比例增高，S期细胞明显减少，

细胞凋亡率明显增加，且 P I 3 K 、

p-Akt及p-mTOR的蛋白水平明显降

低（P<0.05）。结论  上调结肠癌

HCT-116细胞中miR-7表达能抑制肿

瘤细胞的增殖与侵袭，其机制可能与

抑制PI3K/AKT信号通路有关。
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0  引言
结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是常见恶

性肿瘤之一。在中国大陆，其发病率每年增加[1]。

当前，每年全世界将会有12 500万人诊断为CRC，

60多万人死于此病[2]。其发病原因和机制仍有待于

进一步研究。研究显示miRNAs与肿瘤的发生发展

密切相关，能作为一类潜在的癌基因或抑癌基因

发生作用[3]。有关miRNAs的研究进展为CRC的发

生机制提供了新的见解和观点 [4]。大量研究显示

miRNAs的异常表达和肿瘤细胞增殖、分化、凋亡

和组织发育密切相关，并参与肿瘤的发生发展[5]，

可能作为一种潜在的抗癌药物的靶点。有研究表

明miR-7（micro-ribonucleic acid-7）与肿瘤密切相

关，但在CRC中其具体作用机制尚不清楚。我们

拟上调CRC细胞中miR-7的表达，研究其对CRC细

胞生物学行为的影响。

1  材料与方法
1.1  主要试剂 
    结肠癌细胞HCT-116购自中国科学院上海细

胞库。含10%小牛血清的RPMI1640、DMEM培

养基购自美国Gibco公司，CCK-8试剂购自上海

Dojindo公司，LipofectamineTM2000转染试剂购自

美国Invitrogen公司，miR-7模拟物（mimics）及

无义核苷酸序列由上海吉玛公司合成，引物由上

海生工生物工程公司合成。Annexin V-FITC/PI、
凋亡检测试剂盒购自美国Invitrogen公司，细胞

周期检测试剂盒购自上海碧云天公司，相关蛋白

抗体购自美国Santa Cruz公司、甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH）抗体及BCA法蛋白质定量试剂盒购自上

海碧云天公司。

1.2  细胞及细胞培养

    HCT-116用含10%小牛血清、100 u/ml青霉素

和100 μg/ml链霉素的DMEM培养液，在37℃、饱

和湿度、5%CO2的培养箱中培养，取对数生长期

的细胞进行实验。

1.3  细胞转染及分组 
    将HCT-116细胞经过0.25%胰蛋白酶消化传

代，取对数生长期HCT-116细胞2×105个每孔接种

于6孔板，通过脂质体转染miR-7模拟物（miR-7 
mimics）及随机序列（miR-Scramble），将细

胞分成miR-7 mimics（Mimics）组、阴性对照

（Scramble, negative control, NC）组和空白对

照（blank control, MOCK）组。分别用无血清

RPMI1640 250 μl稀释LipofectamineTM2000转染试

剂8 μl和miR-7 mimics/NC/PBS 12.5 μl，室温静置

5 min，然后将转染试剂分别与稀释miR-7 mimics/
NC/PBS混合，室温下静置20 min后，分别铺到6孔

板中的miR-7 mimics组、阴性对照组和空白对照组

（转染HCT-116细胞用无血清DMEM），在37℃、

5%CO2的培养箱培养，供后续实验使用。

1.4  CCK-8法检测细胞增殖 
    取HCT-116细胞2×103个/孔接种于96孔板，分

3组，每组设5个复孔。培养24 h后，3组复孔分别

加入miR-21 inhibitor/NC/PBS和转染试剂，每孔的

终体积为200 μl，测定0、24、48、72 h时各孔的

吸光度值（absorbance, A）（各孔加入CCK-8试剂

20 μl, 在37℃培养箱内孵育4 h，酶标仪测定吸光度

值），得到4个时间点的吸光度值后绘制细胞增殖

曲线。使用已知细胞数目的小孔校正，以时间为

横坐标、测得的吸光度值代表细胞相对数为纵坐

标，绘制生长曲线。

1.5  流式细胞仪检测细胞周期和凋亡  取HCT-116
细胞2×105个/孔接种于6孔板，分为miR-7 mimics
组、阴性对照组和空白对照组。于培养箱中培养24 
h后分别加入转染试剂与miR-7 mimics/NC/PBS，

在37℃培养箱内培养24、48、72 h后，离心收集细

胞；采用Annexin-Ⅴ试剂盒，流式细胞仪检测细

胞凋亡。细胞周期检测用流式细胞仪分别计数G0/
G1、S和G2/M期的细胞比例。

1.6  Transwell实验检测细胞侵袭

    将Matrigel用无血清RPMI1640培养基按1:1比例

配制成细胞外基质胶，按30微升/室加入Transwell小
室聚碳酸酯膜（直径6.5 mm，孔径8 μm）上面，包

被细胞外基质胶。转染24 h后，用2.5%胰酶消化，

悬浮于无血清RPMI1640培养基中，调整细胞浓

度为1×106个/毫升。置于37℃、5%CO2、饱和湿

度培养箱中孵育14 h；每组设3个平行孔，实验重

复3次。孵育结束后，擦除小室滤膜内表面的细

胞，用4%多聚甲醛固定、PBS轻洗、0.1%结晶紫

染色，200倍显微镜下分别计数穿过膜的细胞并拍

照，随机选取3个视野，取其平均值。

1.7  实时荧光定量PCR（real-time fluorescence 
quantitative PCR, RT-Fq-PCR） 
    按TRIzol说明书抽提总RNA。分别测定RNA
在分光光度计280 nm、260 nm和230 nm的吸光度

值，计算浓度并评估纯度。按照试剂盒说明书测

定miR-7水平，以U6snRNA为内参照计算相对表达

量。实验重复三次，取其平均值。
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1.8  蛋白印迹法检测蛋白表达  转染后72 h分别

进行细胞裂解收集蛋白，行SDS-PAGE电泳分离蛋

白，并转至硝酸纤维素膜上，常规抗体杂交，增

强化学发光剂显色。用Bio-Rad凝胶成像仪显色，

行发光检测，Quantity One软件显色凝胶图像的光

密度值。以GAPDH蛋白为内参照，以各蛋白条带

与GAPDH条带吸光度值的比值表示。实验数据均

重复3次，求其均值与标准差。

1.9  统计学方法

所有数据均采用SPSS l7.0统计软件包进行数

据处理，数据以（x±s）表示。两个样本均数比较

采用Independent-Sample T test进行检验，多个样本

均数比较采用One-way ANOVA分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2  结果
2.1  miR-7在HCT-116细胞中的表达　

转染miR-7 mimics后，RT-Fq-PCR测定miR-7
在HCT-116中的相对表达量为（3.95±0.25），

明显高于MOCK组（0.96±0.08）和NC组（0.94±
0.07），差异有统计学意义（P=0.001），见图1。

2.2  过表达miR-7抑制结肠癌细胞增殖

应用CCK-8法检测抑制miR-7表达对HCT-116
细胞增殖的影响，结果显示miR-7 mimics组与两

对照组之间的细胞增殖在72 h比较差异有统计学

意义（P=0.01），对照组之间差异无统计学意

义，见图2。

2.3  上调miR-7对结肠癌细胞周期的影响

细胞周期分析显示，转染miR-7 mimics的

HCT-116细胞48 h后处于G0/G1期的细胞百分比为

（73.5±0.8）%，与MOCK组（55.13±0.9）%和NC

Mimics: miR-7 mimics; NC: Scramble (negative control) group; MOCK: 

blank control group; *: P<0.05, compared with MOCK and NC groups 

图1  上调miR-7对结肠癌HCT-116细胞miR-7表达的影响
Figure1  Effect of miR-7 mimics on miR-7 expression in 
HCT-116 cells

组（57.5±0.8）%相比明显增加，差异有统计学意

义（P=0.001），见图3。

转染miR-7 mimics后，S期细胞数百分比为

（18.30±0.5）% ，与MOCK组（36.43±0.6）%和NC
组（33.90±0.5）%相比明显减少，差异有统计学意

义（P=0.002），见图3。

*: P<0.05, compared with MOCK and NC groups 

图3  上调miR-7对结肠癌细胞周期的影响
Figure3  Effect of miR-7 mimics on cell cycle distribution 
of HCT-116 cells

*: P<0.05, compared with MOCK and NC groups 

图2  转染miR-7 mimics后对细胞增殖的影响
Figure2  Effect of miR-7 mimics on HCT-116 cells 
proliferation
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2 .4  上调miR-7促进结肠癌细胞凋亡

转染miR-7 mimics的HCT-116细胞凋亡率为

（23.56±3.50）%，与MOCK（2.12±3.17）%和NC
组（2.32±3.21）%相比明显增加，差异有统计学

意义（P=0.001），见图4。

2.5  上调miR-7抑制结肠癌细胞侵袭

侵 袭 实 验 结 果 显 示 ： m i R - 7  m i m i c s 组 穿

过 细 胞 数 与MOCK 组 和NC组 相 比 ， 明 显 减 少

（P=0.01），见图5。提示上调miR-7的表达显著

降低细胞的侵袭能力。

2.6  上调miR-7表达对PI3K/AKT信号通路蛋白的

影响

蛋 白 质 印 迹 法 检 测 结 果 显 示 ， p - A k t 在

MOCK、NC和Mimics组的相对表达量分别为（0.42
±0.01）、（0.43±0.01）和（0.15±0.01），在Mimics
组中明显下降，差异有统计学意义（P=0.01）。

PI3K在MOCK、NC和Mimics组的相对表达量分别

为（0.32±0.01）、（0.33±0.01）和（0.12±0.01），

PI3K在Mimics组中明显下降，差异有统计学意义

（P=0.01）。p-mTOR在MOCK、NC和Mimics组的

相对表达量分别为（0.29±0.01）、（0.30±0.01）和

（0.10±0.01），p-mTOR在Mimics组中明显下降，

差异有统计学意义（P =0.02），见图6。

3  讨论
微RNA-7（miR-7）是23个核苷酸长的非编码

小分子RNA，miR-7在多种肿瘤中低表达，被认

为是抑癌基因，与肿瘤生长、转移等密切相关。

miR-7可能通过靶向EGFR[6]、FAK[7]、p21-activated 
kinase 1 [8]、PAK1 [9]、XRCC2 [10]、XIAP [11]、

BCL-2[12]、胰岛素样生长因子1受体（insulin-like 
growth factor 1 receptor, IGF1R）[13] 、PAX6[14]等发

挥作用，从而抑制肿瘤的发生发展。此外，miR-7
还能提高肿瘤对化疗的敏感度，并抑制肿瘤血管

生成。

本研究发现，结肠癌细胞转染miR-7 mimics
后，miR-7表达水平明显上调。与NC组和MOCK
组相比，Mimics组细胞增殖抑制率升高，侵袭能

力降低，G0/G1期的细胞比例增高，S期细胞明显减

少，细胞凋亡率明显增加。这表明miR-7在CRC中

作为一种抑癌基因，可抑制肿瘤细胞的增殖、侵

袭，促进肿瘤细胞的凋亡。

进一步研究发现结肠癌细胞转染miR-7 mimics
后，PI3K、p-Akt及p-mTOR的蛋白水明显降低。

在体外，miR-7过表达通过调控PI3K/AKT信号通

路参与细胞周期阻滞和细胞迁移。Fang等[15]研究

表明，miR-7可通过参与PI3K/AKT/mTOR途径

*: P<0.05, compared with MOCK and NC groups 

图4  上调miR-7对结肠癌细胞凋亡的影响
Figure4  Effect of miR-7 mimics on HCT-116 cell apoptosis 

*: P<0.05, compared with MOCK and NC groups 

图5  Transwell实验检测上调miR-7对结肠癌细胞侵袭的影响
Figure5  Effect of miR-7 mimics on HCT-116 cell invasion detected byTranswell assay
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以及调控靶向基因磷脂酰肌醇-3激酶催化亚基δ
（phosphatidylinositol 3-kinasecatalytic subunit δ,  
PIK3CD）的表达来抑制肿瘤的生长和肝癌细胞

的转移，从而充当肿瘤抑制剂。其中PI3K/AKT 
/mTOR是与细胞增殖和细胞凋亡关系最密切的信

号转导通路之一。PI3K/AKT/mTOR信号转导通路

活化可以通过调控多个与细胞凋亡有关的家族而

抑制细胞凋亡，促进细胞周期进展、细胞的生存

和增殖，同时参与血管形成，因此在肿瘤的形成

中扮演重要角色，并参与肿瘤的侵袭和转移。

徐瑶等[16]发现Hep-2细胞转染miR-7 mimics后

miR-7表达水平明显上调，与NC组和MOCK组相

比，miR-7组Hep-2细胞的增殖抑制率升高，迁移能

力降低，且PI3K、Akt及p-Akt的mRNA和蛋白水平

均降低。研究显示上调喉鳞癌Hep-2细胞中miR-7
表达能够抑制肿瘤细胞的增殖与迁移，其机制可能

与抑制PI3K/AKT信号通路有关。刘晓智等[17]发现

miR-7基因转染组细胞中miR-7水平明显高于对照

组和无义序列组；蛋白质印迹法检测结果显示，

转染组U251细胞中EGFR、PI3K和Akt2蛋白的水

平较对照组均明显降低；U251细胞增殖速度减

慢，处于S期的细胞所占比例减少，细胞迁移及软

琼脂克隆形成能力均明显降低。所以转染miR-7可

有效沉默胶质瘤U251细胞中EGFR/PI3K通路主要

成员蛋白的表达，进而逆转其恶性表型，有望成

为一种新的胶质瘤基因治疗方法。刘亮洪等[18]发

现脑胶质瘤组织中miR-7表达减少，与EGFR/PI3K
通路成员表达呈负相关；U251细胞转染miR-7后

EGFR、PI3K和AKT表达降低。他们推测EGFR/
PI3K通路可能是miR-7调控胶质瘤发生发展的重要

机制之一。

miR-7一般认为是抑癌基因，但是少数研究却

报道miR-7在肾癌[19]中表达升高，可能是癌基因，

这可能与肿瘤组织特异性有关，其具体机制还需

要进一步研究。 
本研究发现上调miR-7表达可抑制结肠癌细

胞的增殖、侵袭和转移，可减少PI3K、p-Akt的表

达，miR-7可能通过抑制PI3K/AKT通路抑制肿瘤

的发生和发展，但可能还存在多个信号通路与结

直肠癌进展有关。miR-7本身也受细胞内复杂机制

的调控，其表达量变化及其对肿瘤的调控机制可

为肿瘤的诊治提供新思路，具有良好的临床应用

前景。miR-7可能是CRC诊断治疗的一个新靶点。
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