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miR-29家族通过AKT/mTOR信号通路抑制结肠癌

MC38细胞的增殖、迁移和侵袭
郑诚1,2  东方阳1  程蕾2  刘可可1,2  毋文静2*  张瑾2*

(1河北科技师范学院农学与生物科技学院, 秦皇岛 066000; 2嘉兴学院生物与化学工程学院, 嘉兴 314000)

摘要      结肠癌是最常见的恶性肿瘤之一, 死亡人数仅次于肺癌。有研究发现miR-29家族成

员(miR-29a、miR-29b和miR-29c)在结肠癌组织中的表达水平显著低于癌旁组织, 但其对结肠癌的

影响不明。为探讨miR-29家族对结肠癌的影响及作用机制, 该研究在结肠癌细胞系MC38中分别转

染miR-29a/b/c-3p mimics, 利用qRT-PCR、CCK-8、EdU染色等实验确定miR-29家族成员可以显著

降低MC38细胞的增殖能力(P<0.05); 通过划痕实验和Transwell侵袭实验, 明确miR-29家族成员可

显著抑制MC38细胞的迁移和侵袭(P<0.05); 最后利用信号通路活性分析、双荧光素酶报告分析等

确定miR-29家族成员能够抑制AKT/mTOR信号通路的活性, 并且与束蛋白结合蛋白1(Fascin actin-
bundling protein 1, FSCN1)存在相互作用。上述结果表明, miR-29家族成员能够抑制AKT/mTOR信
号通路活性, 进而降低结肠癌细胞MC38增殖、迁移和侵袭的能力。
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miR-29 Family Inhibits the Proliferation, Migration and Invasion 
of Colon Cancer MC38 Cells Through the AKT/mTOR Signaling Pathway

ZHENG Cheng1,2, DONGFANG Yang2, CHENG Lei2, LIU Keke1,2, WU Wenjing2*, ZHANG Jin2*
(1College of Agronomy and Biotechnology, Hebei Normal University of Science & Technology, Qinhuangdao 066000, China; 

2College of Biological Chemical Sciences and Engineering, Jiaxing University, Jiaxing 314000, China)

Abstract       Colon cancer is one of the most common malignant tumors. The number of deaths caused by 
colon cancer is second only to lung cancer. Studies have found that the expression of the miR-29 family members 
(miR-29a, miR-29b, and miR-29c) in colon cancer tissue was significantly lower than in paracancerous tissue, but 
its effect on colon cancer is unknown. In order to explore the effect and mechanism of the miR-29 family members 
on colon cancer, a colon cancer cell line MC38 was used for the transfection of miR-29a/b/c-3p mimics individually 
in this research. qRT-PCR, CCK-8 and EdU staining experiments proved that the miR-29 family members could 
inhibit the proliferation of MC38 cells (P<0.05). Cell wound scratch assay and Transwell invasion experiment 
showed that the miR-29 family members could suppress the migration and invasion of MC38 cells (P<0.05). Final-
ly, the signaling pathway analysis and dual-luciferase report assay indicated that the miR-29 family members could 
decrease the activity of AKT/mTOR signaling pathway and interact with FSCN1 (Fascin actin-bundling protein 1). 
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The above results indicated that the miR-29 family members could reduce the proliferation, migration and invasion 
of colon cancer cell line MC38 by inhibiting the activity of AKT/mTOR signaling pathway.

Keywords        miR-29; colon cancer; proliferation; migration; invasion

结肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤[1], 2020年, 全
球因结肠癌死亡的人数约为93.5万人 , 仅次于肺癌 [2]。

结肠癌主要发生在直肠与乙状结肠交界处 , 其易复发

和易转移是患者预后较差的重要原因之一 [3], 因此深

入研究结肠癌细胞增殖、转移和侵袭的分子机制 , 有
助于改善结肠癌的治疗和预后, 提高患者生存率。

miRNA是一类非编码单链小分子RNA, 在转录

后水平调节基因的表达。已有研究表明, miRNA在

肿瘤发生发展中发挥重要作用[4-5], 可作为肿瘤的诊

断标志或治疗靶点[6-7]。miR-29家族包括miR-29a、
miR-29b和miR-29c这3个成员, 有研究发现其在多种

肿瘤组织中表达异常, miR-29a在胰腺癌组织中表达

显著升高[8], miR-29b在卵巢癌组织中的表达显著降

低[9], miR-29c在早期复发结肠癌组织中的表达显著

低于非早期复发结肠癌组织[10]。进一步研究发现, 
miR-29调控的基因参与多种肿瘤细胞的代谢、增殖、

分化、凋亡等生物学过程, 如超表达miR-29能够抑

制肝癌细胞的增殖[11], 而抑制miR-29表达可以降低

胰腺癌的增殖、侵袭和转移能力[12], 这表明miR-29
在不同癌症中发挥不同的作用, 具有促癌或抑癌的

双重作用。但是, miR-29家族对结肠癌的影响及作

用机制尚无报道。

本研究选用结肠癌细胞系MC38, 通过分别转

染miR-29a/b/c-3p mimics, 明确了miR-29家族各成员

对结肠癌细胞的增殖、迁移以及侵袭能力的抑制作

用和对AKT/mTOR信号通路活性的调控作用 , 并且

确定了miR-29家族成员的靶基因为束蛋白结合蛋白

1(Fascin actin-bundling protein 1, FSCN1)。本研究揭

示了miR-29家族成员在结肠癌细胞中的作用机制 , 
为结肠癌的治疗提供了候选靶点。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞培养       小鼠结肠癌细胞 MC38和
HEK293T细胞由本实验室保存 , 细胞用含10%胎牛

血清以及1%青–链霉素双抗的DMEM高糖培养基 , 
于37 °C、5% CO2的培养箱中培养。每48 h换液一次, 
待细胞融合度达到80%~90%时进行传代。

1.1.2   主要试剂和仪器      DMEM高糖培养基、青–
链霉素双抗均购自美国 HyClone公司 ; 新生牛血

清购自杭州四季青生物技术有限公司 ; miR-29-3p 
mimics(miR-29a-3p mimics、miR-29b-3p mimics、
miR-29c-3p mimics)、U6引物均购自广州锐博生物

科技有限公司 ; 脂质体 lipofectamine 2000、TRIzol
试剂均购自美国Invitrogen公司; BCA蛋白定量试剂

盒、反转录试剂盒、2× Plus SYBR real-time PCR 
Mixture试剂均购自北京康为世纪生物科技有限公

司 ; Transwell基质胶购自美国BD公司 ; Transwell小
室购自美国Corning公司 ; 双荧光素酶检测试剂盒

购自美国Promega公司 ; ECL化学发光超敏显色试

剂盒购自美国Millipore公司 ; 其他引物由通用生物

系统(安徽)有限公司合成 ; p-AKT(#9271, 1000 1׃)、
AKT(#9272, 1000 1׃)、p-mTOR(#5536, 1000 1׃)、
mTOR(#2983, 1000 1׃)抗体均购自美国Cell Signal-
ing Technology公司 ; GAPDH(ARG10112, 1000 1׃)
购自中国 Arigobio公司 ; HRP标记的羊抗鼠抗体

HRP标记的羊抗兔抗体、(000 10׃1) 均购(000 10׃1)

自上海帛龙生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞转染      取对数期结肠癌MC38细胞 , 
用 PBS缓冲液清洗细胞 , 胰酶消化后加入培养基

终止消化 ,  并将 MC38细胞转移到 10 mL离心管

中。1 500 r/min离心 5 min后用培养基悬浮细胞 , 
计数后将细胞接种到 12孔板中 , 细胞融合度达到

40%~50%时 , 将细胞分为空白对照 (NC)组、miR-
29a-3p mimics组、miR-29b-3p mimics组以及miR-
29c-3p mimics组。先用 60 μL 1× riboFECTTM CP
缓冲液分别稀释5 μL 20 μmol/L NC mimics、miR-
29a-3p mimics、miR-29b-3p mimics以及miR-29c-
3p mimics试剂 , 轻轻混匀 , 然后各加入 6 μL ribo-
FECTTM CP试剂 , 轻轻吹打混匀 , 室温孵育15 min, 
制备成转染复合物, 此为12孔细胞培养板每孔的用

量 , 最终将制备好的 riboFECTTM CP转染复合物均

匀滴加至含培养基的细胞培养板中 , 转染48 h后提

取细胞RNA, 检测转染效率。

1.2.2   总RNA提取和qRT-PCR      利用TRIzol裂解法
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提取总RNA, 核酸定量仪检测RNA质量和浓度。参

照康为反转录试剂盒说明书进行反转录, 采用qRT-
PCR方法检测相关基因mRNA的表达量, miR-29家族

成员以U6为内参基因, 其余以GAPDH为内参基因, 按
照2–ΔΔCt法计算基因相对表达丰度, 引物信息见表1。
1.2.3   CCK-8法      利用CCK-8法检测细胞活性, 取对

数生长期细胞, 调整浓度至5×104个/mL, 取100 μL细胞

悬液接种于96孔板中。待细胞融合度达到40%~50%
时 , 分别用miR-29a-3p mimics、miR-29b-3p mimics、
miR-29c-3p mimics以及NC mimics试剂进行转染。培

养24 h后以换液形式于每孔加入100 μL CCK-8检测试

剂(CCK-8׃DMEM培养基=19׃), 4个无细胞孔为空白对

照。37 °C培养箱孵育2 h后于450 nm波长处检测吸光

度(D)值, 计算细胞增殖活性, 每组设置4个重复。

1.2.4   EdU染色      利用EdU染色法检测细胞增殖能

力 , 细胞分组、接种及转染同1.2.1, 采用EdU试剂盒

染色 , 4%多聚甲醛固定后用0.5% Triton X-100渗透

10 min, Apollo染色反应液室温避光孵育30 min, 0.5% 
Triton X-100洗3次 , Hoechst33342反应液复染。荧光

倒置显微镜下观察拍照, 用ImageJ软件计数EdU阳性

细胞, 每组设置4个重复。

1.2.5   细胞划痕实验      利用细胞划痕法检测细胞

迁移能力, 实验前预先在12孔板背面划三条直线, 每
条线间隔约0.5 cm。细胞转染48 h后, 垂直于预先画

的直线进行划线, PBS清洗后加入DMEM培养基, 放
入37 °C、5% CO2培养箱继续培养。在划线后的第

0 h、12 h和24 h时, 分别在显微镜下观察拍照, 计算

细胞迁移率, 每组设置3个重复。

1.2.6   Transwell侵袭实验      选择直径6.5 mm、孔径

8 μm的Transwell板检测细胞侵袭能力。转染24 h后
胰酶消化细胞, 1 500 r/min离心5 min收集细胞, 用无

血清培养基重悬 , 调整密度至2×105个 /mL备用。在

Transwell小室上室铺上60 μL预冷的Matrigel胶(无血

清DMEM׃Matrigel=81׃), 置于37 °C、5% CO2细胞培

养箱2 h使其凝固后 , 每孔加入200 μL细胞悬液。下

室加入600 μL含10%胎牛血清的培养基, 置入37 °C、
5% CO2培养箱中培养24 h后取出细胞并固定染色 , 
倒置显微镜下观察并拍照, 用ImageJ软件计数, 每组

设置3个重复。

1.2.7   双荧光素酶基因报告分析      构建FSCN1基
因3ʹ端非翻译区(3ʹUTR)野生型重组psi-CHECK2荧
光素酶报告载体, 通过双荧光素酶报告基因系统验

证miR-29家族和FSCN1的靶向关系。取对数生长期

MC38细胞悬液接种于 96孔板 , 按转染试剂说明书

进行共转染。分为以下四组 : NC mimics和FSCN1-
3ʹUTR、miR-29a-3p mimics和FSCN1-3ʹUTR、miR-
29b-3p mimics和FSCN1-3ʹUTR, 以及miR-29c-3p 
mimics和FSCN1-3ʹUTR。培养48 h后按照双荧光素

酶检测试剂盒说明书检测荧光素酶活性, 以海肾荧

光素酶为内参。每组设置4个重复。

1.2.8   蛋白提取及Western blot实验      对数期细胞

转染24 h后, 用PBS洗2次, 加入适量完全蛋白裂解

液, 冰上裂解30 min后刮取细胞收集总蛋白, 采用

BCA法测定总蛋白浓度并将各组样本蛋白浓度调整

一致, 最后加入1/4体积的5× 蛋白上样缓冲液混合并

煮沸变性。通过12% SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

总蛋白并转膜, 5%脱脂牛奶室温封闭2 h。加入相对

应的一抗稀释液(1000 1׃), 4 °C孵育过夜。第二天用

二抗稀释液(1000 10׃)室温孵育1 h, 洗膜后加入发光

液, 使用Bio-Rad成像系统曝光, ImageJ软件测定灰

度值, 以GAPDH为内参, 目标蛋白分别与内参灰度

值相比为各自表达水平。

表1   引物序列信息

Table 1   Primer sequence information
基因名称

Gene name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

AKT1
Forward: TGA GGT TGC CCA CAC GCT TA

Reverse: CCC GTT GGC ATA CTC CAT GAC

VEGF
Forward: CAT CTT CAA GCC GTC CTG TGT G

Reverse: GTG CTG GCT TTG GTG AGG TTT

EGFR
Forward: CCT CCA CTG TCC AGC TCA TTA C

Reverse: TTC CAG GTA GTT CAT GCC CTT T

GAPDH
Forward: TGC TGA GTA TGT CGT GGA GTC T

Reverse: ATG CAT TGC TGA CAA TCT TGA G
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1.2.9   统计分析      采用Graph Pad Prism 8进行

统计学分析和制图 ,  实验数据以平均值 ±标准误

(mean±SEM)的形式表示, 通过Student’s t检验进行显

著性差异分析, P<0.05为差异具有统计学意义, 其中, 
*P<0.05为差异显著, **P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   miR-29家族成员抑制MC38细胞增殖

为研究miR-29a/b/c对结肠癌细胞MC38增殖的

影响 , 用miR-29家族成员模拟剂 (miR-29a/b/c mim-
ics)转染MC38细胞系 , 36 h后收集细胞并提取RNA, 
检测miR-29家族成员的表达效率。结果显示 , miR-
29a/b/c mimics能够显著上调miR-29家族成员的表

达量 (P<0.01)(图1A)。利用CCK-8法、EdU染色检

测细胞增殖能力 , 结果显示超表达miR-29家族成员

可显著抑制细胞增殖能力 (P<0.05)(图 1B~图 1D); 
用qRT-PCR检测结肠癌增殖相关基因发现 , 超表达

miR-29家族成员均可显著降低AKT1(v-akt murine 

A: miR-29家族成员的超表达水平(U6为内参基因); B: CCK-8法检测miR-29家族成员对MC38细胞增殖的影响; C: EdU染色检测miR-29家族成

员对MC38细胞增殖的影响; D: EdU染色检测miR-29家族成员对MC38细胞增殖影响的统计图; E: 采用qRT-PCR技术检测细胞中AKT1、VEGF、
EGFR基因的表达水平(GAPDH为内参基因)。n=3, *P<0.05, **P<0.01, 与NC组相比较。

A: the overexpression levels of miR-29 family members (U6 as the internal reference gene); B: CCK-8 method detects the effect of miR-29 family 
members on the proliferation of MC38 cells; C: EdU staining detects the effect of miR-29 family members on the proliferation of MC38 cells; D: statis-
tical graph of EdU staining detecting the effect of miR-29 family members on MC38 cell proliferation; E: qRT-PCR technology is used to detect the ex-
pression levels of AKT1, VEGF, and EGFR genes in cells (GAPDH as the internal reference gene). n=3, *P<0.05, **P<0.01 compared with NC group.

图1   超表达miR-29家族成员抑制MC38细胞增殖能力

Fig.1   Overexpression of miR-29 family members inhibits the proliferation of MC38 cells
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thymoma viral oncogene homolog 1)的表达水平 , 而
超表达 miR-29c还可显著降低血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)、表皮生

长因子受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)
的表达水平(P<0.05)(图1E)。
2.2   miR-29家族成员抑制MC38细胞的迁移和侵袭

利用划痕实验检测 miR-29家族各成员对结

肠癌细胞迁移能力的影响 , 分别转染miR-29a/b/c 
mimics后 , MC38细胞的迁移显著低于对照组 , 其中

miR-29c mimics对细胞迁移能力的抑制作用最强

(P<0.05)(图2)。利用Transwell实验检测miR-29家族

对结肠癌细胞侵袭能力的影响 , 发现分别转染miR-
29a/b/c mimics后, MC38细胞穿过Transwell小室的数

目显著减少(P<0.01)(图3)。
2.3   miR-29家族成员抑制AKT/mTOR信号通路

活性

AKT/mTOR信号通路在癌细胞的增殖、迁移和

侵袭过程中扮演了十分重要的角色。分别转染miR-
29a/b/c mimics后, 检测MC38细胞内p-AKT、AKT、

p-mTOR和mTOR的蛋白表达水平(图4A)。结果表明, 
超表达miR-29a/b/c均可显著降低AKT和mTOR的磷

酸化水平(图4B和图4C), 提示miR-29家族可能通过

降低AKT/mTOR信号通路活性, 抑制结肠癌细胞的

增殖、迁移和侵袭。

2.4   miR-29家族成员靶向抑制FSCN1基因在结

肠癌细胞中的表达

利用TargetScan、miRDB网站预测miR-29家族

成员的靶基因 , 发现FSCN1可能是miR-29家族潜在

的靶基因 (图5A)。通过qRT-PCR检测发现 , 在MC38
细胞内过表达miR-29家族能够显著降低FSCN1的表

达量(P<0.05)(图5B); 为了验证miR-29家族是否直接

靶向FSCN1, 用psi-CHECK-2-FSCN1 3ʹUTR与miR-
29a/b/c mimics或NC mimics共转染HEK293T细胞, 培
养细胞48 h后检测荧光素酶的表达量变化。结果显

示: 与对照组相比, psi-CHECK-2- FSCN1 3ʹUTR载体

和miR-29a/b/c mimics共转染会明显降低海肾荧光强

度与萤火虫荧光强度的比值(图5C), 说明miR-29家族

成员均可与FSCN1 3ʹUTR片段直接结合。

A: 细胞划痕实验检测miR-29家族成员对MC38细胞迁移的影响; B: 细胞划痕实验检测miR-29家族成员对MC38细胞迁移影响的结果统计图。

n=3, *P<0.05, **P<0.01, 与NC组相比较。

A: cell wound scratch assay to detect the effect of miR-29 family members on the migration of MC38 cells; B: statistical graph of cell wound scratch 
assay to detect the effect of miR-29 family members on MC38 cell migration. n=3, *P<0.05, **P<0.01 compared with NC group.

图2   超表达miR-29家族成员抑制MC38细胞迁移

Fig.2   Overexpression of miR-29 family members inhibits the migration of MC38 cells
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A: Transwell实验检测miR-29家族成员对MC38细胞侵袭的影响 ; B: Transwell实验检测miR-29家族成员对MC38细胞迁移影响的结果统计图。

n=3, **P<0.01, 与NC组相比较。

A: Transwell experiment to detect the effect of miR-29 family members on the migration of MC38 cells; B: statistical graph of Transwell experiment to 
detect the effect of miR-29 family members on MC38 cell migration. n=3, **P<0.01 compared with NC group.

图3   超表达miR-29家族成员抑制MC38细胞侵袭

Fig.3   Overexpression of miR-29 family members inhibits the invasion of MC38 cells

A: Western blot检测细胞中蛋白表达水平; B、C: Western blot检测细胞蛋白水平的统计图。n=3, *P<0.05, **P<0.01, 与NC组相比较。

A: Western blot to detect protein expression levels in cells; B,C: statistical graph of Western blot to detect protein expression levels in cells. n=3, 
*P<0.05, **P<0.01 compared with NC group.

图4   超表达miR-29家族成员抑制AKT/mTOR信号通路活性

Fig.4   Overexpression of miR-29 family members inhibits the activity of AKT/mTOR signaling pathway
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3   讨论
随着我国经济的发展 , 人们的生活习惯发生了

巨大的改变 , 结肠癌已成为最常见的恶性肿瘤之一 , 
在我国的发病率逐年上升。目前手术、放疗和化

疗仍是结肠癌最主要的治疗手段 , 但其治疗及预后

效果差。因此 , 应深入认识结肠癌细胞增殖、迁移、

侵袭的调控机制 , 发掘潜在的新靶点 , 为药物开发奠

定基础。miRNA与肿瘤的发生发展密切相关 , 有可

能成为肿瘤诊断的分子标志物和治疗的靶点 [13-14]。

有研究表明miR-29家族成员在结肠癌组织中表达显

著降低 , 在未转移或发生转移的原位结肠癌组织中

的表达量显著低于正常结肠组织 [15], 但miR-29家族

成员在结肠癌的发生、发展、扩散等病理过程中是

否发挥作用、发挥何种作用 , 迄今尚无报道。本研

究选用了MC38细胞系来研究miR-29家族成员在结

肠癌中的作用及机制。MC38细胞系是一种高免疫

原性的鼠源肿瘤细胞模型 , 与其他结肠癌细胞系 (如
CT26)相比 , 对免疫疗法的响应与临床取得的数据最

接近, 是使用最广泛的鼠源结肠癌细胞模型[16]。我们

在MC38细胞中分别过表达miR-29a/b/c, 通过CCK-8
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法、EdU染色、划痕实验和Transwell侵袭等实验, 发
现了超表达miR-29家族的3个成员均能够抑制结肠

癌细胞MC38的增殖、转移和侵袭, 证明了miR-29家
族成员在结肠癌细胞中发挥重要的调控作用 , 并且

鉴定了其所影响的信号通路和互作的靶基因 , 为深

入认识结肠癌的调控网络提供了新信息。

有研究表明 , AKT1、VEGF、EGFR与结肠癌

细胞的发生发展密切相关 [17-19]。AKT1基因编码丝

氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 , 能通过磷脂酰肌醇 3激酶

(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)依赖的机制被

胞外信号激活[20]。当细胞中AKT1异常激活时, 细胞

的增殖、迁移和侵袭能力增强 , 从而导致肿瘤的发

生发展 [21]。AKT1在结肠癌组织中高表达 , 且敲除

AKT1后能减少肿瘤的转移和抑制结肠癌细胞的生

长 [17]。本研究发现 , 超表达miR-29家族成员能够抑

制AKT1表达水平。VEGF是最重要的促血管生长因

子 , 与血管内皮细胞增殖和迁移相关。VEGF在正

常组织中表达水平较低 , 而在肿瘤组织中表达水平

较高 , 提示其能促进肿瘤血管生成 , 这和肿瘤的持

续生长有密切关系 [22]。已有研究表明 , VEGF在结

肠癌组织中的表达量显著高于正常黏膜组织 , 并且

是患者预后的重要生物学参考指标之一 [18]。EGFR
广泛表达于表皮细胞和基质细胞 , 部分分布在神经

胶质细胞和平滑肌细胞, 是酪氨酸激酶I型受体家族

中的一员。EGFR与细胞生长、DNA合成以及癌基

因表达有关 , 其高表达能够促进肿瘤细胞增殖和转

移 , 抑制肿瘤细胞的凋亡 [23]。结肠癌组织中EGFR
表达水平显著高于正常黏膜组织 [19], 并且与结直肠

癌的浸润和淋巴结转移呈正相关。VEGF和EGFR
的过表达能够通过多种途径参与肿瘤血管生成 , 
本研究发现过表达miR-29c能够显著降低VEGF和
EGFR的表达 , 而过表达miR-29a/b对VEGF和EGFR
的表达并无影响 , 这提示 miR-29c对结肠癌细胞

MC38增殖的作用强于miR-29a/b, 且可能与VEGF
和EGFR的表达有关。

AKT/mTOR是细胞内十分重要的一条信号通路 , 
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A: 使用TargetScan确定FSCN1 3ʹUTR包含miR-29家族结合位点的示意图; B: qRT-PCR检测超表达miR-29家族时FSCN1的表达量; C:miR-NC或
miR-29家族成员与报告质粒共转染HEK293T细胞后双荧光素酶活性检测。n=3, *P<0.05, 与NC组相比较。

A: schematic of the target site of miR-29a/b/c within the 3ʹUTR of the FSCN1 mRNA identified using TargetScan; B: the expression level of FSCN1 
was detected by qRT-PCR after miR-29 family members overexpression; C: detection of dual-luciferase activity after co-transfection of miR-NC or 
miR-29 family members with the reporter plasmid into HEK293T cells. n=3, *P<0.05 compared with NC group.

图5   miR-29家族成员对FSCN1的靶向调控

Fig.5   miR-29 family members targets and regulates FSCN1
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AKT被磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 -1(phosphoinositide 
dependent protein kinase-1, PDK1)磷酸化而活化成p-
AKT[24], 后者可以介导下游mTOR信号转导。p-mTOR
是AKT磷酸化mTOR而形成的一种丝氨酸 /苏氨酸激

酶, mTOR被激活后, 参与肿瘤细胞的增殖和侵袭等生

物学行为 [25-26]。已有研究发现 , 多种肿瘤的发生发展

与AKT/mTOR通路异常有关 [27-28]。其中miR-21在卵

巢癌组织中超表达, 通过AKT/mTOR通路促进肿瘤的

发生发展[29]。miR-29a通过PI3K/AKT/mTOR通路参与

调控子宫内膜癌的发生发展 [30]。进一步探究超表达

miR-29a/b/c对AKT/mTOR信号通路中关键因子表达

的影响 , 结果表明 , 超表达miR-29家族成员的结肠癌

细胞MC38中p-AKT和p-mTOR水平均降低, 提示miR-
29家族成员的超表达抑制了AKT/mTOR通路活性。

通过靶基因预测我们发现, 超表达miR-29家族成

员下调了FSCN1的表达。FSCN1与肿瘤的发生发展

密切相关 [31], 发挥了包括介导细胞信号转导、调节基

因表达和促进微丝聚集等在内的多重作用。FSCN1
在多种肿瘤中表达上调, 在结肠癌、胃癌、前列腺癌、

肺癌等肿瘤中均可观察到FSCN1的超表达[32-34]。已有

研究表明 , miR-145-5p通过靶向FSCN1调控结肠癌细

胞的增殖并促进其凋亡[35]; 沉默FSCN1能够抑制AKT
信号通路的活性进而抑制胶质瘤细胞转移和侵袭 [36]。

鉴于FSCN1在肿瘤中的发挥的重要作用 , 本研究通过

双荧光素酶报告分析确定FSCN1是miR-29家族成员

的靶基因, 但FSCN1是否在miR-29家族成员影响结肠

癌细胞中发挥关键作用 , miR-29家族是否通过靶向

FSCN1抑制AKT信号通路, 均有待验证。

综上所述, 本研究发现超表达miR-29家族成员, 
能够抑制AKT/mTOR通路的激活进而抑制结肠癌细

胞MC38的增殖、迁移和侵袭。同时, 作为miR-29家
族成员的靶基因, FSCN1表达下调, 这为结肠癌的治

疗提供了潜在的新靶点。
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