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［［摘 要］］   目的目的：：探讨下调微小 RNA-208a （miR-208a） 对结直肠癌细胞 5-氟尿嘧啶 （5-FU） 耐药

的影响，阐明其相关分子机制。方法方法：：采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测结直肠癌 5-FU 耐

药细胞株 HT-29/5-FU 及其亲本 HT-29 细胞中 miR-208a 和分泌型卷曲相关蛋白 1 （SFRP1） mRNA 表

达水平。以 HT-29/5-FU 细胞为研究对象，将 miR-208a 抑制物 （miR-208a inhibitor） 质粒及其阴性对

照质粒 （inbibitor-NC） 和 SFRP1 小干扰质粒 （si-SFRP1） 及其阴性对照质粒 （si-NC） 分别或同时转

染至 HT-29/5-FU细胞中，联合 5-FU 处理，将细胞分为空白组、inhibitor-NC 组、miR-208a inhibitor组、

miR-208a inhibitor+si-NC 组和 miR-208a inhibitor+si-SFRP1 组。MTT 法检测各组细胞增殖活性并 计

算耐药指数，Annexin Ⅴ-FITC/PI 双染法结合流式细胞术检测不同浓度 5-FU 作用后各组细胞凋亡率，

Western blotting 法检测各组细胞中 SFRP1、β-连环蛋白 （β-catenin）、P-糖蛋白 （P-gp） 和 ATP 结合

盒 B 亚家族成员 1 转运蛋白 （ABCB1） 蛋白表达水平。双荧光素酶报告基因实验验证 miR-208a 与

SFRP1 的靶向关系。结果结果：：与  HT-29 细胞比较，HT-29/5-FU 细胞中  miR-208a 表达水平升高 （P<
0. 05），SFRP1 mRNA 表达水平降低 （P<0. 05）。与 inhibitor-NC 组比较，miR-208a inhibitor组细胞增

殖活性降低 （P<0. 05），耐药指数降低，细胞凋亡率升高 （P<0. 05），细胞中 β -catenin、P-gp 和

ABCB1 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。双荧光素酶报告基因实验提示 SFRP1 是 miR-208a 靶基因，且

miR-208a 可负向调控 SFRP1 的表达。  与  miR-208a inhibitor+si-NC 组  比  较， miR-208a inhibitor+
si-SFRP1 组细胞增殖活性升高 （P<0. 05），耐药指数升高，细胞凋亡率降低 （P<0. 05），细胞中

β -catenin、 P-gp 和 ABCB1 蛋白表达水平升高 （P<0. 05）。结论结论：：下调 miR-208a 可通过靶向上调

SFRP1 表达抑制 Wnt信号通路的转导，进而改善 HT-29/5-FU 细胞对 5-FU 的耐药。

［［关键词］］   结直肠肿瘤； 微小 RNA-208a； 分泌型卷曲相关蛋白 1； Wnt 信号通路； 5-氟尿嘧啶； 耐
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of downregulating microRNA-208a（miR-208a） on the 
resistance of the colorectal cancer cells to 5-fluorouracil （5-FU），  and to clarify its related molecular  
mechanism.  Methods：Real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） method was used to detect 
the expression levels of miR-208a and secreted frizzled-related protein 1 （SFRP1） mRNA in the 5-FU-

resistant colorectal cancer cell line HT-29/5-FU and its parent HT-29 cells.  The HT-29/5-FU cells were 
transfected with miR-208a inhibitor plasmid and its negative control plasmid （inhibitor-NC）， and SFRP1 
small interfering RNA （si-SFRP1） and its negative control plasmid （si-NC）， either separately or in 
combination， followed by treatment with 5-FU.  The cells were divided into inhibitor-NC group， miR-208a 
inhibitor group， miR-208a inhibitor+si-NC group， and miR-208a inhibitor+si-SFRP1 group.  MTT assay 
was used to detect the proliferation activities of the cells and the resistance indexes were calculated； 
Annexin Ⅴ-FITC/PI double staining and  flow cytometry were used to detect the apoptotic rates of the cells 
after treated with different concentrations of 5-FU； Western  blotting  method  was  used  to  detect  the  
expression  levels  of SFRP1， β -catenin， P-glycoprotein （P-gp）， and ATP-binding cassette subfamily B 
member 1 （ABCB1） proteins in the cells  in various groups； dual-luciferase reporter gene assay was used to 
validate the targeting relationship between miR-208a and SFRP1.  Results：Compared with HT-29 cells， 
the expression level of miR-208a in the HT-29/5-FU cells was increased （P<0. 05）， and the expression 
level of SFRP1 mRNA was decreased （P<0. 05）.  Compared with  inhibitor-NC group， the proliferation 
activity of the cells in  miR-208a inhibitor group was decreased （P<0. 05）， the resistance index was 
decreased， the apoptotic rate was increased （P<0. 05），  and the expression levels of β -catenin， P-gp，and 
ABCB1 proteins in the cells were decreased （P<0. 05）.  The dual-luciferase reporter gene assay results 
showed that SFRP1 was a target gene of miR-208a and miR-208a could negatively regulate the expression  
of SFRP1.  Compared with miR-208a inhibitor+si-NC group， the proliferation activity of the cells in 
miR-208a inhibitor+si-SFRP1  group was increased （P<0. 05），  the resistance index was  increased，  the 
apoptotic rate was decreased（P<0. 05），  and the expression levels of β -catenin，  P-gp，  and  ABCB1  
proteins in the cells were increased （P<0. 05）.   Conclusion：Downregulation of miR-208a can improve the 
resistance of the HT-29/5-FU cells to 5-FU by targeting and upregulating the SFRP1 expression， thereby 
inhibiting the transmission of the Wnt signaling pathway.
KEYWORDS Colorectal neoplasm；MicroRNA-208a；Secreted crimp-related protein 1；Wnt signaling 
pathway；5-flurouracil；Drug resistance

近年来，结直肠癌已成为世界第二大癌症致死

病因［1］，其临床治疗方法主要包括手术切除和化疗

等，但化疗药物的长期使用产生的耐药性会导致治

疗效果较差，患者生存期不能得到有效延长［2-3］。

为此，深入探索结直肠癌耐药相关的异常表达基

因、信号通路和分子机制，将有助于发掘潜在的结

直 肠 癌 耐 药 治 疗 靶 点 。 微 小 RNA （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，与多种肿瘤细胞

恶性发展关系密切。研究［4-6］ 表明：miR-208a 参

与调控乳腺癌、非小细胞肺癌和骨肉瘤发生发展

过程。分泌 型 卷 曲 相 关 蛋 白 （secreted frizzled-

related protein，SFRP） 1 是 SFRP 家族一员，参与

多种信号通路的调控，进而影响细胞的生化、分化

和凋亡等进程，且 SFRP1 是 miR-208a 的靶基因之

一。王晓凤等［7］ 研究显示：SFRP1 在肺癌组织中

低表达，其过表达可明显抑制肺癌 A549 细胞增殖、

克隆形成、迁移和侵袭等恶性表型。但 miR-208a
是否通过靶向 SFRP1 介导 Wnt 信号通路进而调控

结直肠癌细胞 5-氟尿嘧啶 （5-fluorouracil， 5-FU）

耐药目前尚不明确。本研究探讨 miR-208a 对人结

直肠癌 5-FU 耐药株 HT-29/5-FU 细胞耐药性的影

响及其分子机制，为改善结直肠癌 5-FU 耐药提供

潜在的分子靶点。
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1 材料与方法  

1. 1　　细胞和主要试剂细胞和主要试剂　　人结肠癌 HT-29 细胞株购

自中国科学院上海细胞库，人结直肠癌 5-FU 耐药

细胞株 HT-29/5-FU 由本课题组前期构建， 5-FU
对亲本 HT-29 细胞的半数抑制浓度 （half maximal 
inhibitory concentration， IC50） 为 19. 48 mg·L-1 ［8］。

RPMI-1640 培养基、Opti-MEM 培养基和胎牛血清

（fetal bovine serum， FBS） 购自美国 Gibco 公司，

5-FU、二甲基亚砜 （dimethyl sulfoxide，DMSO）、

噻 唑 蓝 （methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium 
bromide，MTT） 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒

和 Lipo8000TM转染试剂购自上海碧云天生物技术有

限公司，miR-208 抑制物 （miR-208a   inhibitor） 及

其阴性对照质粒 （inhibitor-NC）、miR-208a 模拟物

（miR-208a  mimics）  和   SFRP1  小  干  扰  质  粒
（si-SFRP1）及其阴性对照质粒（si-NC）由广州锐博

生物技术有限公司提供，Annexin Ⅴ-FITC/PI 细胞

凋亡检测试剂盒、细胞总蛋白提取试剂盒、BCA 蛋

白定量试剂盒和高灵敏 ECL 发光检测试剂盒均购

自南京建成生物工程研究所，SFRP1 抗体、β-连环

蛋白 （β-catenin） 抗体、P-糖蛋白 （P-glycoprotein，
P-gp） 抗体和 ATP 结合盒 B 亚家族成员 1 转运蛋白

（ATP-binding cassette subfamily B member 1，
ABCB1） 抗体购自英国 Affinity 公司，GAPDH 抗

体和 HPR 酶标记的亲和纯化山羊抗兔 IgG （H+L）
二抗购自美国 Proteintech 公司。

1. 2　　 细 胞 培 养细 胞 培 养 、、转 染 和 分 组转 染 和 分 组　　 HT-29 细 胞 和

HT-29/5-FU 细胞采用含 10% FBS 的 RPMI-1640
完全培养基，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养过

夜。胰酶消化对数生长期 HT-29/5-FU 细胞，加入

完全培养基重悬细胞并调整细胞密度为 3×105 mL-1，

将细胞以每孔 2 mL 接种至 6 孔细胞培养板中，置

于培养箱中培养过夜，待细胞融合度达到 70%~
80% 时，参照 Lipo8000TM 转染试剂说明书，结合

Opti-MEM 培养基进行以下 2 个转染实验：①将细

胞分为空白组 （不进行转染）、 inhibitor-NC 组 （转

染 inhibitor-NC） 和  miR-208a inhibitor 组 （转 染

miR-208a inhibitor）。②将细胞分为 inhibitor-NC 组、

miR-208a inhibitor 组、miR-208a inhibitor+si-NC组

（共转染  miR-208a inhibitor 和  si-NC） 及 miR-208a 
inhibitor+si-SFRP1 组 （共转染 miR-208a inhibitor
和 si-SFRP1）。8 h 后更换新鲜 RPMI-1640 完全培养

基，转染 48 h 收集细胞采用实时荧光定量 PCR

（real-time fluorescence quantitative PCR， RT-qPCR）
法检测细胞转染效果，转染成功的细胞用于后续

实验。

1. 3　　MTT 法检测各组细胞增殖活性法检测各组细胞增殖活性、、IC50 和耐药和耐药

指数指数　　收集转染后的各组 HT-29/5-FU 细胞，以每

孔 3×103 个细胞接种至 96 孔细胞培养板中，同时

设置调零孔 （培养基对照），置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养过夜。加入不同浓度 （0、 5、 10、
20、 40、 80 和 160 mg·L-1） 5-FU 处 理 各 组 细 胞

24 h。 于 检 测 前 4 h， 向 每 孔 加 入 20 μL MTT
（5 g·L-1） 溶液，继续培养 4 h，弃培养液，每孔加

入 150 μL DMSO，室温避光震荡 10 min，采用酶

标仪检测 490 nm波长处吸光度（A）值，以A值代表

各组细胞增殖活性。细胞增殖率= （实验孔 A 值－

调零孔 A值） /（空白对照孔 A值－调零孔 A 值） ×
100%。采用 SPSS 软件根据细胞增殖率计算细胞

IC50。计算耐药指数，耐药指数=HT-29/5FU 细胞

IC50/HT-29 细胞 IC50。

1. 4　　 Annexin Ⅴ --FITC/ PI 双染法结合流式细胞双染法结合流式细胞

术术 检 测 各 组 细 胞 凋 亡 率检 测 各 组 细 胞 凋 亡 率　　 收 集 转 染 后 的 各 组

HT-29/5-FU 细胞，以每孔 3×105个细胞密度接种

至 6 孔细胞培养板中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中 培 养 过 夜 。 加 入 不 同 浓 度 （0 和 20 mg·L-1）

5-FU 处理各组细胞 24 h 后，按处理方法不同分为

空  白  组、  inhibitor-NC 组、   miR-208  inhibitor 组、

5-FU 组、  inhibitor-NC+5-FU 组  和  miR-208 
inhibitor+5-FU 组，各组收集 1×105个细胞，加入

200 μL Annexin Ⅴ -FITC 结合液重悬，加入 5 μL 
Annexin Ⅴ-FITC 混匀，再加入 10 μL PI染液混匀，

室温避光孵育 20 min，采用流式细胞仪检测各组

细胞凋亡率。细胞凋亡率 = 凋亡细胞数/细胞总

数×100%。

1. 5　　 RT-qPCR 法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中 miR-208a 和和

SFRP1 mRNA 表达水平表达水平　　收集各组细胞，冷 PBS
缓 冲 液 清 洗 1 次 后 ， 加 入 Trizol 提 取 细 胞 中 总

RNA，采用 PrimeScript RT reagent Kit 将总 RNA
逆 转 录 为 cDNA， 再 分 别 采 用 TB Green Fast 
qPCR Mix 和 MirX miRNA qRT-PCT TB Green Kit
试剂盒进行检测。引物序列：  miR-208a，  F 5'- 
CGCGGCATAAGACGAGCAAAAAGC-3'， R 5'- 
ACGACAGTTCAACGGCAGCACCG-3'；SFRP1，
F 5'-CCAATCGATGCCCCCATC-3'， R 5'-GAA-

CGAGGTCAAGCTCTCACA-3'；U6，F 5'-ATC-
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GCCTTCGGCAGCACA-3'， R 5'-CACGCTGC-

ACGAATTCGCGT-3'； GAPDH， F 5'-AGCCC-

AAGATGCCCTTCAGT-3'， R 5'-CCGTGTTC-

CTACCCCCAATG-3'。 90 ℃预变性 3 min； 90 ℃
变性 30 s，55 ℃退火 30 s，75 ℃延伸 30 s，40 个循

环。分别以 U6 和 GAPDH 为内参，采用 2－△△Ct 法

计算 miR-208a和 SFRP1 mRNA 表达水平。

1. 6　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 SFRP1、、

β --catenin、、P--gp 和和 ABCB1 蛋白表达水平蛋白表达水平　　收集各

组转染后的细胞，冷 PBS 清洗 1 次后，加入含蛋白

酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取各组细胞中总蛋白，

采用 BCA 蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度。取 30 μg
总蛋白上样，通过凝胶电泳将蛋白分离并转移到聚

偏二氟乙烯 （polyvinylidene fluoride， PVDF） 膜

上，置于 5 g·L-1脱脂牛奶中封闭 1 h，加入 SFRP1
抗 体 （1∶ 1 000）、 β -catenin 抗 体 （1∶ 1 000）、

P-gp 抗体 （1∶ 1 000）、 ABCB1 抗体 （1∶ 1 000）
和 GAPDH 抗 体 （1∶ 10 000）， 4 ℃ 孵 育 过 夜 ，

TBST 清洗 3 次，加入 HPR 酶标记的亲和纯化山羊

抗兔 IgG （H+L） 二抗 （1∶5 000），室温孵育 1 h，
TBST 清 洗 3 次 ， 滴 加 ECL 显 影 液 曝 光 。 采 用

Image J 软 件 分 析 各 组 蛋 白 条 带 灰 度 值 ， 以

GAPDH 为内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋

白表达水平=目的蛋白条带灰度值/GAPDH 蛋白

条带灰度值。

1. 7　　双荧光素酶报告基因实验验证双荧光素酶报告基因实验验证 miR--208a 与与

SFRP1 的靶向关系的靶向关系　　采用 miRDB 在线数据库预测

miR-208a 的 靶 基 因 。 设 计 并 合 成 含 有 miR-208a
结 合位点的 SFRP1 野生型 （SFRP1-wt） 和突变

型 （SFRP1-mut） 片段，并将其插入双荧光素酶报

告载体 pmirGLO 中，参照“1. 2”中的转染方法，

将 SFRP1-wt 或 SFRP1-mut 质 粒 与 mimics-NC 或

miR-208a mimics 共转染至 293T 细胞中，48 h 后按

照双荧光素酶试剂盒说明书进行检测，采用荧光酶

标仪检测各组细胞双荧光素酶活性。以海肾荧光素

酶为内参，计算荧光素酶活性。荧光素酶活性=萤

火虫荧光素酶活性/海肾荧光素酶活性。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 26. 0 统计软件进行

统计学分析。 HT-29 细胞和 HT-29/5FU 细胞中

miR-208a 表达水平，各组 HT-29/5FU 细胞增殖活

性、 IC50 值、凋亡率和双荧光素酶活性，细胞中

SFRP1、β-catenin、P-gp和 ABCB1蛋白表达水平均

符合正态分布，以  -x±s 表示，多组间样本均数比较

采用单因素方差分析，两组间样本均数比较采用

LSD-t 检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　HT--29 细胞和细胞和 HT--29/5--FU 细胞中细胞中 miR--208a

表达水平表达水平　　与  HT-29 细胞  （1. 01 ± 0. 04）  比较，

HT-29/5-FU 细胞中 miR-208a 表达水平 （5. 35±
0. 43） 升高 （P<0. 05）。

2. 2　　 下 调下 调 miR--208a 表 达 后 各 组 细 胞 中表 达 后 各 组 细 胞 中 miR--208a

表达水平表达水平、、细胞增殖活性细胞增殖活性、、IC50 值和耐药指数值和耐药指数  与空

白组和  inhibitor-NC 组比较，miR-208a  inhibitor 组
细胞中 miR-208a 表达水平降低 （P<0. 05），说明

miR-208a inhibitor 转染成功。见图 1。与空白组和

inhibitor-NC 组  比  较，  随  着  5-FU 浓  度  升  高 ，

miR-208a inhibitor 组细胞增殖活性逐渐降低 （P<
0. 05）。见图2。与空白组［（124. 87±4. 49）mg·L-1］

和 inhibitor-NC 组 ［（124. 57±7. 33） mg·L-1］ 比

较，miR-208a inhibitor 组 HT-29/5-FU 细胞 IC50 值

［（23. 84±1. 72） mg·L-1］ 降低 （P<0. 05）。空

白组和 inhibitor-NC 组 HT-29/5-FU 细胞耐药指数

分别为 6. 41 和 6. 39，miR-208a inhibitor 组 HT-29/
5-FU 细胞耐药指数为 1. 22，逆转倍数为 5. 24。

2. 3　　下调下调 miR--208a 表达后各组细胞凋亡率表达后各组细胞凋亡率　　与空

白组和 inhibitor-NC 组比较，miR-208a inhibitor 组
和  miR-208a inhibitor+5-FU 组 细 胞 凋 亡 率 升 高

（P<0. 05），5-FU 组和 inhibitor-NC+5-FU 组细胞

凋亡率差异无统计学意义 （P>0. 05）；与 miR-

208a inhibitor 组比较，miR-208a inhibitor+5-FU 组

细胞凋亡率升高 （P<0. 05）。见图 3 和 4。
2. 4　　下调下调 miR--208a 表达后各组细胞中表达后各组细胞中 β --catenin、、

P--gp 和和 ABCB1 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 与 空 白 组 和
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图图 1　　RT--qPCR 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 miR--208a 表达水平表达水平

Fig. 1　　 Expression  levels  of  miR--208a  in  cells  in 

various  groups  detected  by  RT--qPCR method
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inhibitor-NC 组比较，miR-208a inhibitor 组细胞中

β-catenin、P-gp 和 ABCB1 蛋白表达水平降低 （P<
0. 05）。见图 5。
2. 5　　 miR--208a 与与 SFRP1 的靶向关系的靶向关系　　 RT-qPCR
法结果显示：与 HT-29 细胞 （0. 99±0. 03） 比较，

HT-29/5-FU 细 胞 中 SFRP1 mRNA 表 达 水 平

（0. 35±0. 05） 降低 （P<0. 05）。miRDB 在线数据

库预测结果显示：SFRP1 序列中含有与 miR-208a
互补的结合位点。双荧光素酶报告基因实验结果显

示：与SFRP1-wt+mimics NC组比较，SFRP1-wt+

miR-208a mimics 组 细 胞 荧 光 素 酶 活 性 降 低

（P<0. 05）； 与 SFRP1-mut+mimics NC 组 比 较 ，

SFRP1-mut+miR-208a mimics 组细胞荧光素酶活

性差异无统计学意义 （P>0. 05）。Western blotting
法 结 果 显 示： 与 空 白 组 和 inhibitor-NC 组 比 较 ，

miR-208a inhibitor 组细胞中 SFRP1 蛋白表达水平

升 高 （P<0. 05）。 提 示 SFRP1 是 miR-208a 靶 基

因 ， 并 且 miR-208a 可 负 向 调 控 SFRP1 的 表 达 。

见图 6~8。
2. 6　　SFRP1 基因沉默和下调基因沉默和下调 miR--208a 表达后各组表达后各组

细胞中细胞中 SFRP1 蛋白表达水平蛋白表达水平、、细胞增殖活性细胞增殖活性、、IC50和和

耐 药 指 数耐 药 指 数　　 与   inhibitor-NC  组  比  较，  miR-208a 
inhibitor 组细胞中 SFRP1 蛋白表达水平升高 （P<
0. 05）；  与   miR-208a   inhibitor  组   和   miR-208a 
inhibitor+si-NC  组   比   较，   miR-208a  inhibitor+ 
si-SFRP1组细胞中 SFRP1蛋白表达水平降低 （P<
0. 05）。见图 9。与 inhibitor-NC 组比较，随着 5-FU
浓 度 升 高 ， miR-208a inhibitor 组 和 miR-208a 
inhibitor+si-NC 组细胞增殖活性逐渐降低 （P<
0. 05）；  与   miR-208a   inhibitor  组   和   miR-208a 
inhibitor+si-NC 组  比  较，  随  着  5-FU 浓 度 升 高，

miR-208a inhibitor+si-SFRP1 组细胞增殖活性升高

（P<0. 05）。见图 10。与 inhibitor-NC组［（120. 67± 
6. 58） mg·L-1］   比   较，  miR-208a   inhibitor 组  和
miR-208a  inhibitor+si-NC 组细胞  IC50 ［（23. 52±
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图图 3　流式细胞术检测下调　流式细胞术检测下调 miR--208a 表达后各组细胞凋亡率表达后各组细胞凋亡率

Fig. 3　　Apoptotic rates of cells in various groups after downregulation of miR--208a expression detected by flow cytometry
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图图 2　　MTT 法检测不同浓度法检测不同浓度 5--FU 作用后各组细胞增作用后各组细胞增

殖活性殖活性

Fig. 2　　 Proliferation activities of cells in various 

groups  after  treated  with  different concentrations of 

5--FU detected by MTT method
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1. 32）和（22. 14±1. 14） mg·L-1］降低（P<0. 05）；
与   miR-208a inhibitor  组   和   miR-208a inhibitor+
si-NC组比较，miR-208a inhibitor+si-SFRP1组细胞

IC50 ［（111. 73±2. 91） mg·L-1］ 升高 （P<0. 05）。

与   inhibitor-NC  组  （耐 药 指 数 为  6. 19）  比  较，

miR-208a inhibitor组和 miR-208a inhibitor+si-NC 组

细胞耐药指数 （1. 21 和 1. 14） 降低；与 miR-208a 
inhibitor  组  和  miR-208a  inhibitor+si-NC 组  比  较，

miR-208a  inhibitor+si-SFRP1 组 细 胞 耐 药 指 数

（5. 74） 升高，逆转倍数为 5. 05。
2. 7　　SFRP1 基因沉默和下调基因沉默和下调 miR--208a 表达后各组表达后各组

细 胞 中细 胞 中 β --catenin、、P--gp 和和 ABCB1 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 

  与 inhibitor-NC 组比较， miR-208a inhibitor 组
细胞中 β-catenin、P-gp 和 ABCB1 蛋白表达水平降

低  （P<0. 05）；  与  miR-208a  inhibitor 组  和  miR-

208a inhibitor+si-NC 组比较，miR-208a inhibitor+
si-SFRP1 组细胞中 β-catenin、P-gp 和 ABCB1 蛋白

表达水平升高 （P<0. 05）。见图 11。

3 讨  论  

目前，5-FU 是临床治疗结直肠癌的主要化疗

药物，但其耐药性的产生会导致患者治疗效果不

佳。肿瘤细胞可通过多种机制产生耐药性，其中包

括  miRNA 转 录 调 节 。 近 年 来 研 究［9-10］ 显 示 ：

miRNA 不仅可以作为肿瘤预测和诊断的生物学

指标，而且与肿瘤发生发展和耐药性有密切关联。

李新玲等［11］研究表明：  miR-208a 可能通过靶向调

控 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 受 体 G （protein tyrosine 
phosphatase receptor type gamma， PTPRG） 来 促

进非小细胞肺癌 A549 细胞增殖、侵袭和迁移。

YANG 等［12］ 研究发现：miR-208a-3p 在人结直肠

癌组织中高表达，沉默其表达可抑制结直肠癌细胞

增 殖，  并诱导细胞凋亡。  CUI 等［13］ 研 究 显 示：
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图图 4　下调　下调 miR--208a 表达后各组细胞凋亡率表达后各组细胞凋亡率

Fig. 4　　Apoptotic rates of cells in various groups after 

downregulation of miR--208a expression
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compared with inhibitor-NC group.
图图 5　　Western blotting法检测下调法检测下调 miR--208a表达后各组细胞中表达后各组细胞中 β--catenin、、P--gp和和 ABCB1蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 5　　Electrophoregram (A) and histogram (B) of expressions of β--catenin, P--gp, and ABCB1 proteins in cells in various 

groups after downregulation of miR--208a expression detected by Western blotting method

miR-208a 3'   uguucgaaaaacgagCAGAAUa  5'

SFRP1 3'   agugcguggaucuggGUCUUAg  3'

图图 6　　SFRP1 与与 miR--208a 的结合位点的结合位点

Fig. 6　　Binding sites of SFRP1 and miR--208a

952



胡兵兵， 等 . 下调 miR-208a通过靶向 SFRP1 介导 Wnt信号通路对结直肠癌细胞 5-FU 耐药的改善作用

miR-208a 在胃癌组织中高表达，可靶向负调控

SFRP1 进 而 促 进 胃 癌 细 胞 增 殖 和 侵 袭。但

miR-208a 是否参与结直肠癌 5-FU 耐药目前尚不明

确。本研究结果证实：miR-208a 在结直肠癌 5-FU
耐药细胞株 HT-29/5-FU 细胞中高表达，下调其表

达可提高  SFRP1 蛋白表达水平，降低  β -catenin、
P-gp和 ABCB1蛋白表达水平，抑制 HT-29/5-FU细

胞增殖活性，促进细胞凋亡，进而降低 HT-29/5-FU
细胞对 5-FU 的敏感性，提示下调 miR-208a 可改善

HT-29/5-FU 细胞 5-FU 耐药。

P-gp 是一种依赖 ATP 的外排转运蛋白，是由

ABCB 基因编码的产物，可以识别和促进肿瘤细胞
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图图 7　各组细胞荧光素酶活性　各组细胞荧光素酶活性

Fig. 7　　Luciferase activities in cells in various groups
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图图 8　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 SFRP1 蛋白蛋白

表达电泳图表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 8　　 Electrophoregram (A)  and  histogram (B)  of 

expressions of SFRP1 protein in cells in various groups 

detected by Western blotting method
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compared with inhibitor-NC group；△P<0.05 compared with 
miR-208a inhibitor group；#P<0.05 compared with miR-208a 
inhibitor+si-NC group.
图图 9　　Western blotting 法检测法检测 SFRP1 基因沉默和下调基因沉默和下调

miR-208a 表达后各组细胞中表达后各组细胞中 SFRP1 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 9　　 Electrophoregram (A)   and   histogram (B)   

of   expressions   of   SFRP1   protein   in    cells    in 

various groups  after  SFRP1   gene   silencing   and   

downregulation  of miR-208a expression detected by 

Western blotting method
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图图 10　　MTT 法检测法检测 SFRP1 基因沉默和下调基因沉默和下调 miR--208a

表达后各组细胞增殖活性表达后各组细胞增殖活性

Fig. 10　　 Proliferation  activities  of  cells  in  various 

groups after SFRP1 gene silencing and downregulation 

of miR--208a expression detected by MTT method
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的药物外排，降低药物疗效，其高表达是多种肿瘤

耐药细胞对化疗药敏感性降低的原因之一［14-16］，降

低细胞中 P-gp 的表达是提高结直肠癌耐药细胞对

化疗药物敏感性的重要途径。Wnt信号通路是一类

在物种进化过程中高度保守的信号通路，对细胞增

殖、迁移和分化有重要影响，β-catenin 是 Wnt 信号

通路中的关键调控因子［17-18］。SFRP1 是 Wnt信号通

路拮抗剂，是近年来发现的新的抑癌基因。SFRP1
基因在多种肿瘤中的缺失导致 Wnt信号通路转导途

径紊乱，影响肿瘤的发生发展［19］。沈二栋等［20］研

究发现：SFRP1 在胃癌组织中低表达，上调其表

达水平可阻断 Wnt 通路，进而抑制胃癌细胞的增

殖、迁移和侵袭。HU 等［21］ 研究表明：miR-1180
可通过靶向负调控 SFRP1 激活 Wnt 通路进而促进

卵巢癌细胞增殖。WANG 等［22］研究显示：SFRP1
在人结直肠癌组织中低表达，而过表达 SFRP1 可

明显抑制结直肠癌细胞增殖、迁移和侵袭，诱导细

胞凋亡，并下调 Wnt和 β-catenin 蛋白表达水平，提

示 SFRP1 在结直肠癌恶性进程中扮演抑制基因的

角色。  本研究结果显示：  与  HT-29 细胞比较，

SFRP1 在 HT-29/5-FU 细胞中低表达；生物信息学

分析和双荧光素酶报告基因实验提示：SFRP1 是

miR-208a 潜在的下游靶基因；抑制 miR-208a 表达

后，SFRP1表达水平升高，说明 miR-208a可靶向下

调 SFRP1 表达。本研究结果显示：下调 miR-208a
和沉默 SFRP1 基因共同处理后，HT-29/5-FU 细胞

增殖活性升高，  对  5-FU 耐受性增强，细胞中

β -catenin、P-gp 和 ABCB1 蛋白表达水平升高，提

示沉默  SFRP1 基  因  可  逆  转  下  调  miR-208a 对
HT-29/5-FU 细胞 5-FU 耐药，表明下调 miR-208a
可改善 HT-29/5-FU 细胞 5-FU 耐药，其分子机制

可能与靶向 SFRP1 介导的 Wnt通路有关。

综上所述， miR-208a 在  结  直  肠  癌  耐  药  株
HT-29/5-FU 细胞中高表达，下调其表达可能通过

靶向上调 SFRP1 抑制 Wnt 信号通路降低癌细胞对

5-FU 的耐药性。 miR-208a 可能成为人结直肠癌

5-FU 耐药治疗的潜在分子靶点和生物标志物。本

研究不足之处在于实验结果均由体外实验研究得

出，后续将通过动物体内实验进一步验证。
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