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miR-548e-3p 在结直肠癌中的表达及意义 
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【摘  要】目的：利用生物信息学研究miR-548E-3p的差异，并利用实验验证miRNA在结直肠癌中的作用。方法：利用癌症基因组

图谱数据库（The Cancer Genome Atlas，TCGA）下载结直肠癌的miRNA数据，并利用 limma R包筛选mir-548e-3p在结

直肠癌中的表达情况。通过转染miR-548e-3p抑制物48小时后提取蛋白样本，利用western blot实验检测抑制物组和对照

组中E钙黏蛋白以及N钙粘蛋白的水平变化；通过转染6小时后将SW620以及HCT116细胞消化转移至划痕小室中，待继

续转染24小时后观察细胞之间的距离变化。本研究还检测7例结直肠癌患者的癌和远端正常组织之间miR-548e-3p的表

达。。结果：mir-548e-3p在TCGA结直肠癌中高表达。在抑制物组检测E钙黏蛋白的表达水平高于正常对照组，且N钙粘

蛋白表达水平低于正常对照组。抑制物组的细胞迁移速度明显低于正常对照组。患者癌组织的miR-548e-3p的表达水平

明显高于正常肠道组织。结论：mir-548e-3p在结直肠癌中发挥致癌作用，其检测有利于判断结直肠癌的迁移和侵袭能力。 
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[Abstract] Objective: To study the difference of miR-548E-3p and to verify the role of miRNA in colorectal cancer. Methods: The miRNA data 

of colorectal cancer was downloaded using the Cancer Genome Atlas database (The Cancer Genome Atlas, TCGA) and the 

expression of mir-548e-3p in colorectal cancer was screened using the limma R package. Protein samples were extracted 48 hours 

after transfection of miR-548e-3p inhibitor, including the levels of E cadherin and N; SW 620 and HCT116 cells were transferred to 

the nick compartment 6 hours after transfection, and the distance between cells was observed 24 hours after further transfection. 

This study also examined the expression of miR-548e-3p between carcinoma and distal normal tissues from seven colorectal cancer 

patients.Results: mir-548e-3p was highly expressed in TCGA colorectal cancer. The expression level of E cadherin was higher than 

that of the inhibitor group, and N cadherin was lower than that of normal controls. The cell migration speed of the inhibitor group 

was significantly lower than that in the normal control group. The expression level of miR-548e-3p in patient cancer tissue was 

significantly higher than that in normal intestinal tissue.Conclusion: mir-548e-3p plays an oncogenic role in colorectal cancer, and 

its detection is beneficial to determine the migration and invasion ability of colorectal cancer. 
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1.引言 

2020 年，中国的结直肠癌死亡人数为 286162 例，占比

30.60%[1]。同时，在中国的结直肠癌的发病率也较高，仅次

于食管癌和胃癌在消化道肿瘤的发病率[2]。由于结直肠癌早

期由于症状不明显，通常为腹痛、大便性状的改变等[3]。据

统计，在中国 2012 年到 2015 年这四年期间确诊的结直肠癌

患者的 5 年生存率仅为 56.9%[4]。我国结直肠癌年龄标化发

病率（世界标准人口）已达 23.7/10 万，其中男性发病率为 

28.1/10 万，女性为 19.4/10 万[2, 5]。 

微小核糖核酸（microRNA，miRNA）是一类由内源基

因编码的, 长度约为 22 个核苷酸的非编码单链 RNA 分

子，它们是基因表达的转录后调控因子[6]。单个 miRNA 已

被证明可以调节多个基因的表达，同时，单个基因的表达也

可以被多个 miRNA 调控[7]。因此，自 20 多年前被发现以来，

miRNA 已被确认为是与正常生理和疾病，例如癌症、肌肉

疾病和神经变性等疾病的发病机制相关的，其还是复杂生物

过程中的关键调控因子[8]。 

2.方法 

2.1 TCGA 数据库下载 miRNA 数据集 

TCGA 数据库是免费的癌症研究参考数据库。通过

TCGA 数据库中下载结直肠癌的 miRNA 数据，利用 limma R

筛选 mir-548e-3p 在结直肠癌中的表达情况。 

2.2 检测 miR-548e-3p 模拟物和抑制物在结直肠癌细胞

系中的表现 

我们待细胞代数为 5 代的 SW620 和 HCT116 细胞系长

到 70% 左 右 利 用 赛 默 飞 转 染 试 剂 Lip3000 进 行 转 染

miR-548e-3p 的模拟物和抑制物，待转染 24 小时后进行提

取细胞 RNA，利用茎环法进行逆转录，随即进行 QPCR 检

测 miR-548e-3p 转染效率。 

2.3 转染 mir-548e-3p 抑制物后结直肠癌细胞系的迁

移实验 

利用 mir-548e-3p 抑制物转染 SW620 和 HCT116 细胞

系，待转染细胞长至 90%后利用胰蛋白酶消化 3*105 个/ml

后往划痕插件的每个孔中加入 70 ul 细胞悬液，此过程中避

免摇晃，防止细胞分布不均。将细胞在 37 度 和 5% CO2

下孵育至少 24 小时直到细胞在划痕插件的每个孔中长满后

用镊子拔除插件，继续培养 24 小时后检测迁移距离。 

2.4 western blot 



The Primary Medical Forum 基层医学论坛 第 5卷 第 3期 2023年 

 145

利用 mir-548e-3p 抑制物转染 SW620 和 HCT116 细胞

系，随即转染 48 小时后利用裂解液提取细胞蛋白进行

western blot 检测 E 钙粘蛋白和 N 钙粘蛋白的表达情况。 

2.5 RT-qPCR 检 测 临 床 患 者 癌 和 癌 旁 之 间

mir-548e-3p 的差异 

我们利用收集于自 2022 年 5 月到 2022 年 12 月期间收

集于右江民族医学院附属医院的 7 例结直肠癌患者的癌组

织标本，远端正常肠道组织标本（此次研究已经获得右江民

族医学院伦理委员会的批准，编号为 2023011601）。利用

Trizol 提取并且测量组织 RNA 浓度。 

我们使用 miR-548e-3p 和其内参照引物 U6 的上下游引

物设计均采用“茎环法”，其引物由上海生工生物工程股份

有限公司设计合成。引物序列如下： 

miR-548e-3p：F：ACTCCGGAAAAAACTGAGACTAC 

R：CAGTGCAGGGTCCGAGGT 

U6:          F：GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 

R：CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 

随即利用茎环法对提取的组织总 RNA 提取 miRNA，利

用 qPCR 进行组织 miRNA 的检测。 

3.结果 

3.1 检测转染效率 

利用 limma R 包，发现 miR-548e-3p 在结直肠癌中高表

达（图 1 A）。通过 RT-qPCR 检测转染模拟物和抑制物后的

效率，发现模拟物转染 miR-548e-3p 后的过表达效率不高，

考虑是因为 miR-548e-3p 在结直肠癌中的表达情况，反而

转染 miR-548e-3p 抑制物后，miR-548e-3p 的抑制效率达到

80%（图 1 B）。且通过 RT-qPCR 发现转染模拟物后，E 钙

粘蛋白表达水平下降，而转染抑制物后 E 钙粘蛋白表达水

平明显升高，这点考虑依旧是和 miR-548e-3p 在结直肠癌

中高表达相关（图 1 C）。 

3.2 划痕实验结果 

我们发现在转染 miR-548e-3p 抑制物后发现在 SW620

细胞系和 HCT16 细胞系中都发现细胞迁移的距离小于正常

对照组(图 1 D)。 

 

图 1  A：TCGA 数据库中 miR-548e-3p 的表达情况；B：

miR-548e-3p 的转染效率检测；C：E 钙粘蛋白 rt-qpcr 检测；

D：迁移实验 

3.3 Western blot 实验结果 

在转染 miR-548e-3p 抑制物 48 小时后，提取 SW620

细胞系和 HCT16 细胞系中的细胞蛋白后进行 western blot 实

验都发现 E 钙粘蛋白表达情况在添加 miR-548e-3p 抑制物

组中均升高，且 N 钙粘蛋白的表达情况均少于正常对照组

（图 2 A）。 

3.4 结直肠癌患者 miR-548e-3p 结果 

我 们 通 过 RT-qPCR 检 测 7 名 结 直 肠 癌 患 者 中

miR-548e-3p 的 表 达 情 况 ， 我 们 发 现 癌 组 织 中 的

miR-548e-3p 高于正常肠道组织（图 2 B）。 

 

图 2  A：WB 检测 E，N 钙粘蛋白变化；B：患者癌和远端

正常肠道组织中 miR-548e-3p 的表达水平变化 

4.讨论 

全球结直肠癌总体发病率已经升至第三位，2020 年全

球新发 193 万例。2020 年，肺癌仍是导致癌症死亡的首要

原因，约占癌症总死亡人数的 18%，其次是结直肠癌、肝癌、

胃癌、女性乳腺癌、食管癌、胰腺癌、前列腺癌、宫颈癌和

白血病。这 10 种癌症导致的死亡，占到了癌症总死亡人数

的 70%以上。结直肠癌已经升至全球癌症死亡原因的第二

位，2020 年因结直肠癌死亡人数达 93 万例。中国结直肠癌

发病率跃居第二位，2020 年，中国新发癌症病例约 457 万，

最常见的是肺癌。而结直肠癌是一种在任何年龄都可发病，

源于结肠和直肠的癌症。其发病隐秘，症状早期多为大便性

状改变，腹痛等。目前筛查筛查方法包括：粪便隐血试验

（FOBT）[9, 10]；粪便 DNA 检测[11]；结肠镜检查[12-14]；其他筛

查方法还包括乙状结肠镜筛查、结肠 CT 成像技术、结肠胶

囊内筛查等[15, 16]。 

最近，microRNA (miRNA) 已经成为一种新型的癌症特

异性生物标志物。miRNA 是较小（约 22 bp）的高度保守

非编码 RNA [17]。miRNA 可以由细胞分泌，在多种体液,包

括血液、唾液和尿液中均可发现 miRNA 的表达，并且在体

液中 miRNA 是可定量的且非常稳定[18]。MiRNA 作为非侵

入性生物标志物正成为包括癌症在内几乎所有人类疾病的

理想候选生物标志物[19, 20]，众多研究揭示 miRNA 可用作诊断

和监测疾病[21]。MiRNA 除了可以提供早期检测肿瘤的发生，

其还与肿瘤的发生、发展密切相关[22]。MiRNA 在多种肿瘤中

异 常 表 达 ， 目 前 有 研 究 提 示 BACH1 是 结 直 肠 癌 细 胞
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miR-330 的潜在下游靶点，miR-330 通过抑制 BACH1 的表

达抑制结直肠癌细胞的增殖以及转录后水平[23]。还与研究表

明 miR-519D 和 miR-328-3P 通过直接靶向一个共同的靶点

Ki-67 在乳腺癌中发挥组合抗癌作用，提示这两种 miRNAs

可能具有成为新型治疗药物的潜力[24]。 

我们经过研究发现一种新的 miRNA 影响结直肠癌的侵

袭和转移。但是本研究的不足是 mir-548e-3p 影响结直肠癌

侵袭转移的具体机制通路还未清楚。 
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