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注　A ：Western blot 检测 pcDNA3.1-miR-34a 瞬转 SW480 细胞 48 h 后 LC3 蛋白的表达水平 ；B ：免疫荧光检测 pcDNA3.1-miR-34a 瞬

转 SW480 细胞 24 h 后 LC3 蛋白的表达水平 ；**P<0.01  

图 3　过表达 miR-34a 抑制结直肠癌细胞 SW480 的自噬水平

Fig.3　Overexpression of miR-34a inhibited the autophagy of colorectal cancer cell SW480

2.3　过表达 miR-34a 抑制结直肠癌细胞自噬水平  
Western blot 检 测 显 示，SW480 细 胞 过 表 达

miR-34a 48 h 后，LC3-Ⅰ 向 LC3-Ⅱ 的 转 化 减 少

（P<0.01，图 3A）。采用免疫荧光实验观察 LC3 荧

光 斑 点 的 形 成 情 况 发 现， 过 表 达 miR-34a 24 h

后，SW480 细胞 LC3 荧光斑点形成减少（P<0.01，

图 3B）。

2.4　miR-34a 靶向结合 ATG7 
SW480 细胞转染 pcDNA3.1-miR-34a 24 h 后，

采 用 RT-qPCR 检 测 自 噬 相 关 蛋 白 ATG3、ATG5、

ATG7、ATG8（LC3）、ATG9 和 ATG10 的表达发现，

ATG3、ATG5、ATG7、ATG9 和 ATG10 的 mRNA

表达水平均下降，其中 ATG7 蛋白的 mRNA 表达

水平降低最明显（P<0.01，图 4A）。采用 Western 

blot 检 测 显 示，SW480 细 胞 转 染 pcDNA3.1-miR-

34a 24 h 后，ATG7 表 达 水 平 降 低（P<0.05， 图

4B）。利用 Starbase 网站生物信息学分析（starbase.

sysu.edu.cn/）发现，ATG7 可能是 miR-34a 的直接

靶点（图 5A）。利用荧光素酶报告基因实验结果显

示，miR-34a 抑制野生型 ATG7-3’UTR 质粒（ATG7 

WT）转染细胞的荧光素酶活性（P<0.01），而对突

变型 ATG7-3’UTR 质粒（ATG7 MUT）转染细胞的

荧光素酶活性并无影响（P>0.05，图 5B）。

2.5　过表达 miR-34a 和 ATG7 促进结直肠癌细胞

增殖 
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注　A ：RT-qPCR 验证过表达 miR-34a 24 h 后自噬相关蛋白的 mRNA 表达水平 ；B ：Western blot 检测过表达 miR-34a 48 h 后 ATG7 蛋

白表达水平 ；*P<0.05 ；**P<0.01

图 4　miR-34a 调控 ATG mRNA 表达

Fig.4　miR-34a regulates ATG mRNA expression
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注　A ：RT-qPCR 验证 pcDNA3.1-ATG7 瞬转 SW480 细胞 24 h 后的转染效果 ；B ：Western blot 检测 SW480 细胞过表达 ATG7 48 h 后

ATG7 蛋白表达水平 ；**P<0.01 

图 6　结直肠癌细胞 SW480 过表达 ATG7 的转染效率检测

Fig.6　Detection of transfection efficiency of overexpression of ATG7 in colorectal cancer cell SW480 

注　A ：CCK-8 检测过表达 miR-34a 和 ATG7 72 h 后 SW480 细胞的活性 ；B ：克隆形成检测过表达 miR-34a 和 ATG7 10 d 后 SW480 细

胞的增殖效果 ；** 与 pcDNA3.1 和 pcDNA3.1-miR-34a+pcDNA3.1-ATG7 比较，均 P<0.01

图 7　过表达 miR-34a 和 ATG7 对结直肠癌细胞 SW480 增殖的影响

Fig.7　Effects of overexpression of miR-34a and ATG7 on the proliferation of colorectal cancer cell SW480
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注　A ：Starbase 预测 miR-34a 与 ATG7 的结合位点 ；B ：荧光素酶报告基因实验验证 miR-34a 可以靶向结合 ATG7 ；**P<0.01

图 5　miR-34a 靶向结合 ATG7

Fig.5　miR-34a targeted binding to ATG7
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ATG7 质粒 24 h 后，RT-qPCR 结果为 ATG7 的表

达 水 平 上 调 4.41 倍（P<0.01， 图 6A）， 转 染 48 

h 后 Western blot 检 测 ATG7 蛋 白 表 达 水 平 增 加

（ 图 6B）。CCK-8 法 检 测 细 胞 活 性 水 平 发 现， 结

直 肠 癌 细 胞 SW480 转 染 pcDNA3.1-miR-34a 72 

h 后 细 胞 活 性 降 低（P<0.01， 图 7A）。 与 单 独 转

染 pcDNA3.1-miR-34a 比 较， 共 转 染 pcDNA3.1-

miR-34a 和 pcDNA3.1-ATG7 72 h 后，SW480 细

胞活性提高（P<0.01）。克隆形成实验表明，共转

染 pcDNA3.1-miR-34a 和 pcDNA3.1-ATG7 10 d 后

SW480 细胞增殖水平相对提高（P<0.01，图 7B）。

3　讨　论

结直肠癌是世界上第三大常见的癌症，其发病

率和死亡率在全球范围内呈上升趋势 [1]。结直肠癌

是一种异质性疾病，其进展是由特殊的基因改变引

起的。明确结直肠癌发生和发展的分子机制，有助

于为肿瘤的预防和治疗提供靶点，改善患者预后。
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miRNA 的发现扩大了经典肿瘤抑制因子和癌

基因的范围。miRNA 在各种癌症的发生和发展过

程中经历了广泛的改变，包括在结直肠癌中 [16]。

潜在的肿瘤抑制因子 miR-34a 在许多类型的癌症

中经常被下调 [17]。研究表明，miR-34a/b/c 通过下

调多靶点 mRNA 抑制抑癌基因 Apc 丢失引起的肿

瘤形成 [18]。本研究发现，miR-34a 在结直肠癌组

织和细胞中的表达水平低于配对的正常结直肠组

织和细胞，且过表达 miR-34a 抑制结直肠癌细胞

活性。

自 噬 与 结 直 肠 癌 的 发 生 和 发 展 密 切 相 关，

miRNA 作为自噬的关键调控因子，其介导的转录

和转录后水平调控在结直肠癌细胞自噬中起着重

要作用 [8]。研究表明，miR-34a 通过靶向 ATG5 抑

制神经母细胞瘤的进展 [19]。ATG7 是自噬发展进

程中 2 个泛素样结合系统中的 E1 样活化酶，可激

活 ATG12 使其与 ATG5 结合，还可激活 ATG8 家

族蛋白如 LC3 使之与磷脂酰乙醇胺结合。这 2 个

系统是 ATG8 与自噬小体膜结合所必需的 [20]。本

研 究 评 估 miR-34a 与 自 噬 的 关 系， 通 过 Western 

blot 和免疫荧光分析证明，miR-34a 的上调抑制结

直肠癌细胞自噬。进一步探究证实，miR-34a 可

以与 ATG7 直接结合，为抑制结直肠癌细胞自噬

提供支持。miRNA 被认为通过调节结直肠癌细胞

自噬水平来增加或降低放化疗敏感性，对结直肠

癌的治疗具有潜在的应用价值。例如，miR-22 抑

制自噬并促进细胞凋亡，从而提高 5-FU 治疗在结

直肠癌细胞中的敏感性 [21]。miR-543 是结直肠癌

的促癌因子，可能通过哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR） 途 径 参

与调节自噬从而影响化疗的效果 [22]。相反，miR-

183-5p 直接作用于 ATG5，以增强结直肠癌的抗放

疗性 [23]。而 miR-34a 在结直肠癌自噬中的研究尚

无报道。本研究有望为结直肠癌靶向治疗提供一

定借鉴意义。

综上所述，本研究提示，miR-34a 在结直肠

癌的发展过程中扮演着抑癌基因的角色，能够通

过抑制自噬抑制结直肠癌细胞的增殖。本研究结

果可能为结直肠癌的靶向治疗提供新的方向。
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