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结肠癌组织中microRNA-340 与 ROCK1 的表达及其临床意义

陈芳，崔红霞，眭怡群，戴晓晓，侯燕，涂健，张永胜

(苏州大学附属第二医院病理科，江苏 苏州 215000)

[摘　要]	 目的：探讨microR NA- 340(miR -340)与rho相关卷曲螺形成蛋白激酶1(rho assoc iated- co i ledco i l 

forming protein kinase，ROCK1)在结肠癌组织中的表达及二者的相互关系。方法：采用实时荧光

定量PCR(real-time quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR)检测41例结肠癌组织及其癌

旁正常黏膜组织中miR-340及ROCK1 mRNA的表达水平，同时采用蛋白质印迹法检测组织RohA/

ROCK通路的表达，分析miR-340及ROCK1与大肠癌患者临床病理参数之间的关系。结果：结肠

癌组织miR-340的相对表达量为0.757±0.056，低于癌旁正常黏膜组织的1.290±0.082，差异具有统

计学意义(P<0.05)，结肠癌组织ROCK1的相对表达量为1.551±0.078，高于癌旁正常黏膜组织的

0.823±0.059，差异具有统计学意义(P<0.05)。结直肠癌组织的ROCK1，ROCK2及RhoA表达水平

分别为0.455±0.038，0.385±0.033，0.852±0.075，正常黏膜组织分别为0.185±0.021，0.102±0.011，

0 . 4 0 1 ± 0 . 0 4 4，癌组织均高于正常组织，差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )。结肠癌组织中m i R - 3 4 0和

ROCK1的表达与性别、年龄、发病部位、浸润深度、肿瘤分化程度无关(P>0.05)，而与淋巴结转

移及TNM分期有关(P<0.05)。Pearson相关分析结果示：结肠癌组织中miR-340与ROCK1表达呈负

相关(r=−0.509，P<0.001)。结论：miR-340在结肠癌组织中表达下调，ROCK1表达上调，二者与

淋巴结转移及TNM分期密切相关。miR-340可能通过抑制ROCK1表达发挥抑癌作用。

[关键词]	 microRNA-340；rho相关卷曲螺形成蛋白激酶1；结肠癌

Expression and clinical significance of microRNA-340 and 
ROCK1 in tissues of colon cancer
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Abstract Objective: To explore the expression of microRNA-340 and rho associated-coiledcoil forming protein kinase 

(ROCK1) in tissues of colon cancer and its clinical significance. Methods: A total of 41 tissue specimens of 

colon cancer and adjacent normal tissues were chosen clinically. Quantitative real-time PCR were used to detect 

the different expression of miR-340 and ROCK1 mRNA in tissues. Western bloting assay was used to detect the 

expression of RohA/ROCK pathway. Results: miR-340 mRNA decreased significantly in colon cancer tissue 

(0.757±0.056) compared with the adjacent normal tissue (1.290±0.082), and the difference had statistical 
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结肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，

近年来其发病率、病死率呈逐步上升趋势 [ 1 ]，从

基因学角度寻找特异性的诊治靶点服务于临床一

直是广大医学工作者的研究重点。人类基因组计

划的实施与完成使得既往被忽视的非编码R NA受

到重视，微小 R N A (m i c r o R N A ， m i R N A ) 是一类

长度为 2 1 ~ 2 5 个核苷酸内源性的非编码 R N A ，广

泛存在于真核生物细胞之中。它能够识别靶基因

m R N A 的 3 ' 端非编码区域并与之结合，从而促进

mRNA的降解，发挥负调控靶基因的作用[2]，进而

广泛参与细胞增殖、分化、凋亡、代谢等生理病

理活动。因miR NA广泛分布于循环系统，且含量

稳定，是一种理想的生化标志物，在肿瘤性疾病

研究领域取得了较大进展，越来越多的研究 [3-5]表

明：miR NA在肿瘤的发生、发展及转移中发挥重

要作用。部分学者采用基因芯片技术对结肠癌的

差异表达miRNA做了总结，miR-340为众多差异表

达基因中的一员，是一种促癌基因，与乳腺癌[6]、

卵巢癌[7]、骨肉瘤[8]等肿瘤关系密切。我们通过生

物信息学分析发现miR-340和 rho相关卷曲螺形成

蛋白激酶1(rho associated-coiledcoil forming protein 
k inase,  RO CK1)之间存在靶向结合位点。RO CK1
是R h o家族编码的一个主要功能蛋白，RO CK 1与

肝癌 [9 ]、肾癌 [1 0]、膀胱癌 [11]等肿瘤关系密切，但

在结肠癌中，RO CK 1和m i R - 3 4 0的相互作用及其

对疾病的影响尚不得知。本研究拟采用实时荧光

定量PCR(real-t ime quant itat ive  poly merase chain 
reaction，RT-qPCR)检测结肠癌组织及其对应癌旁

正常黏膜组织中miR-340及ROCK1的表达差异，以

及分析上述分子与结肠癌临床病理参数之间的关

系，探讨结肠癌发病、转移的分子机制，为临床

治疗结肠癌提供实验依据。

1 对象与方法

1.1  对象

选取2016年1月至2018年3月在苏州大学附属第

二医院确诊的结肠癌患者41例，术前均未行放疗及

化疗，其中男22例，女19例，年龄(67.9±0.23)岁，

术后组织病理学诊断为结肠癌。所有患者的TNM
分期均依据美国癌症联合委员会/国际抗癌联盟结

直肠癌TNM分期系统(第7版)进行。本研究获得苏

州大学附属第二医院医学伦理委员会批准，患者

均签署知情同意书。

1.2  细胞、试剂与仪器

T R I z o l ®  R e a g e n t 购于美国 Inv i t r o g e n 公司，

Su p e rq u i c k RT  c D N A第一链合成试剂盒购自北京

康为世纪科技有限公司，All-in-One™  miRNA RT-
q P C R 检测试剂盒购于美国 G e n e  C o p o e i a 公司，

TapMan Reverse Transcription Reagents，SYBRGreen 
PCR Master Mix购自美国Applied Biosystems公司。

miR-340，ROCK1，U6，GAPDH引物序列购自上

海生物工程有限公司。D U 8 0 0型分光光度计购自

德国Beckman公司，7500 Fast荧光定量PCR仪购自

美国ABI公司。MiRcute miRNA I购于北京天根生化

科技有限公司。蛋白质抽提试剂盒购自南京建成

生物科技有限公司；ROCK1，ROCK2，RhoA以及

内参GAPDH的一抗与二抗购自Abcam中国官网。

1.3  RT-qPCR

肿 瘤 组 织 及 距 离 肿 瘤 边 缘 至 少 5  c m 的 正 常

significance (P<0.05). ROCK1 mRNA increased significantly in colon cancer tissue (1.551±0.078) compared with 

the adjacent normal tissue (0.823±0.059), and the difference had statistical significance (P<0.05). The expression 

levels of ROCK1, ROCK2 and RhoA in colorectal cancer tissues were 0.455±0.038, 0.385±0.033 and 0.852±0.075, 

and the normal mucosal tissues were 0.185±0.021, 0.102±0.011 and 0.401±0.044, respectively. Those in the 

cancer tissues were higher than normal tissues, with statistically significant differences (P<0.05). The expression 

levels of miR-340 and ROCK1 were not associated with gender, age, locations, depth of tumor invasion and tumor 

differentiation (P>0.05). However, the expression levels of miR-340 and ROCK1 were associated with TNM stage 

and lymph node metastasis (P<0.05). Pearson correlation analysis revealed that the expression of miR-340 had a 

close negative correlation with ROCK1 in colon cancer (r=−0.509, P<0.001). Conclusion: The low expression of 

miR-340 and high expression of ROCK1 are closed associated with TNM stage and lymph node metastasis. miR-

340 may act as oncogene via targeting ROCK1 in colon cancer.

Keywords miR-340; rho associated-coiledcoil forming protein kinase; colon cancer
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黏 膜 组 织 被 切 除 后 ， 立 即 经 生 理 盐 水 冲 洗 ， 去

除结缔组织并置于− 8 0  ℃冰箱冻存。所有标本收

集完毕后行PCR检测。按照TR Izol ® R eagent试剂

盒 提 取 组 织 R N A 。 采 用 分 光 光 度 计 检 测 样 本 在

260 nm及280 nm处的吸光度值，计算RNA浓度及

纯度。然后采用Su p e rq u i c k RT  c D N A第一链合成

试剂盒将R N A转录成为c D N A，反应条件为3 7  ℃ 
60 min，95 ℃  10 min，4 ℃  5 min。miRNA-340采

用Al l- in- One™  miRNA RT-qPCR检测试剂盒进行

RT- q P C R反应，以U 6 为内参照。R O C K 1  m R N A
检测采用TapMan Reverse Transcription Reagents，

S YBRGreen PCR Master  Mi x试剂盒进行RT-qPCR
反应，以GAPDH为内参照。RT-qPCR的反应条件

均为：95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，70 ℃  
3 0  s ，共 3 5 个循环。 m i R - 3 4 0 序列：正向引物为

5'-CA AGATGCGTGAGA ATGCGT-3'，反向引物为

5'-CCGTGACTGTTATGTGGCGTAGT-3'。ROCK1序列：

正向引物为5'-AGCCTACAGATCACTAGCAAT-3'，反向

引物为5'-TGTGGTACTGATGCTCTCCACG-3'。U6序

列：正向引物为5'-CTCGCTTCGGCAGCAGCACA-3'，
反向引物为5'-ACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。GAPDH
序列：正向引物为5'-ACGTCACGAACTACTAGCAAT-3'，
反向引物为5'-TGTGTGCATGAGTCTCTCCACG-3'。 
以2−∆∆Ct值表示miR-340及ROCK1的相对表达量。

1.4  蛋白质印迹实验

采用蛋白质抽提试剂盒对所得组织样本提取

总蛋白， B C A法定量，并采用 5 × B u f f e r 缓冲液溶

解，浓度为1 μg/μL。组装电泳槽，配置电泳所需

浓缩胶与分离胶，所得蛋白以10μg/通道为点样量

进行SDS -聚丙烯凝胶电泳，电泳条件：40 V预电

泳30 min，60 V电泳30 min，80 V电泳60 min。电

泳后，不同分子质量大小的条带被分离胶区分开

来。将分离胶的条带通过电转印转移至羟甲基纤

维素膜，行抗体孵育，先采用5%的脱脂牛奶封闭

非特异性条带，再加入一抗，4 ℃摇床孵育过夜，

ROCK1，ROCK2，RhoA，G APDH的一抗使用浓

度分别为1:2 000，1:2 500，1:2 000，1:3 000，稀

释液为3%的脱脂牛奶；PBST液清洗后加入二抗，

二抗的使用浓度均为1:2 500，37 ℃孵育1 h。ECL
显色，暗室显影，采用图像分析软件Image J分析

蛋白表达量。目的蛋白表达量=目的蛋白灰度值/

内参GAPDH灰度值。

1.5  统计学处理 
采用SPSS 10.0统计软件进行数据分析。所有

实验均重复3次并采集数据，计量资料的表达形式

为均数±标准差(x±s)，两组比较采用独立样本 t检

验，计数资料用构成比(%)表示，两组率的比较采

用卡方检验，相关分析采用Pearson相关分析法，
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  miR-340 和 ROCK1 在结肠癌组织及其癌旁正

常黏膜组织中的表达

RT- q P C R 检 测 结 果 表 明 ： 结 肠 癌 组 织 m i R -
3 4 0 的 相 对 表 达 量 为 0 . 7 5 7 ± 0 . 0 5 6 ， 低 于 癌 旁 正

常 黏 膜 组 织 ( 1 . 2 9 0 ± 0 . 0 8 2 ) ， 差 异 有 统 计 学 意 义

( t=6.523，P<0.001；图1A)，结肠癌组织RO CK1
的相对表达量为1.551±0.078，高于癌旁正常黏膜

组织(0.823±0.059)，差异有统计学意义(t=7.376，
P<0.001)。

2.2  RhoA/ROCK 信号通路在结肠癌组织及其癌旁

正常黏膜组织中的表达

蛋 白 质 印 迹 法 检 测 结 果 表 明 ： 结 直 肠 癌 组

织 的 R O C K 1 ， R O C K 2 及 R h o A 表 达 水 平 分 别 为

0 . 4 5 5 ± 0 . 0 3 8 ， 0 . 3 8 5 ± 0 . 0 3 3 ， 0 . 8 5 2 ± 0 . 0 7 5 ， 正

常黏膜组织分别为 0 . 1 8 5 ± 0 . 0 2 1 ， 0 . 1 0 2 ± 0 . 0 1 1 ，

0.401±0.044，癌组织均高于正常组织，差异有统

计学意义(P<0.05，图2)。

2.3  miR-340 和 ROCK1 的表达与结肠癌临床病理

特征的关系

结肠癌组织中m i R - 3 4 0和R O CK 1的表达与性

别、年龄、发病部位、浸润深度、肿瘤分化程度

无关(P>0.05)，而与淋巴结转移及TNM分期有关

(P<0.05，表1)。

2.4  结肠癌组织中 miR-340 与 ROCK1 表达的关系

Pearson相关分析结果示：结肠癌组织中miR-
340与ROCK1表达呈负相关(r=−0.509，P<0.001；

图3)。
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图1 RT-qPCR检测miR-340和ROCK1在结肠癌及其癌旁正常黏膜组织中的表达

Figure 1 Expression of miR-340 and ROCK1 in colon cancer and adjacent normal mucosa detected by RT-qPCR

与正常黏膜组织比较，*P<0.001。

Compared with the normal mucosa, *P<0.001.

图2 蛋白质印迹法检测RohA/ROCK信号通路在结肠癌及其癌旁正常黏膜组织中的表达

Figure 2 Expression of RohA/ROCK signaling pathway in colon cancer and adjacent normal mucosa detected by Western bloting

与正常黏膜组织比较，*P<0.05。

Compared with the normal mucosa, *P<0.05.

表1 miR-340的表达水平与大肠癌临床病理资料的关系

Table 1 Relationship between miR-340 and the clinicopathological data of colorectal cancer

临床及病理特点 n miR-340含量 t P ROCK1含量 t P

性别 1.473 0.149 0.887 0.381

男 22 0.783±0.012 1.524±0.072

女 19 0.791±0.022 1.543±0.064

年龄/岁 1.050 0.300 1.749 0.088

<69 16 0.795±0.015 1.529±0.052

≥69 25 0.786±0.032 1.553±0.036

浸润深度 1.924 0.062 1.016 0.316

未达浆膜 9 0.761±0.051 1.578±0.058

浆膜及以外 32 0.783±0.022 1.612±0.095

结肠癌组织          健康黏膜组织
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3  讨论

广泛存在于真核生物细胞中的miR NA通过与

靶基因 m R N A 的 3 ' 端非编码区域结合，从而促进

mRNA的降解，发挥负调控靶基因的作用，并能广

泛参与机体各类生理及病理过程。研究 [12]表明：

m i R N A 能 够 参 与 结 肠 癌 发 生 、 发 展 与 转 移 等 过

程。miR-340与多种肿瘤的发生、进展、转移及愈

合密切相关。miR-340在胃癌中发挥原癌基因的作

用，其在胃癌组织中的表达明显升高，且miR-340
的高表达与胃癌的低分化、预后不良相关，过表

达miR-340能显著促进胃癌SGC-7901和BGC823细

胞增殖，减少细胞凋亡 [13]。在非小细胞肺癌中，

miR-340的表达较瘤旁正常组织显著减少，miR-340
的低表达与非小细胞肺癌的高临床分期、淋巴结转

移呈正相关。有研究表明，通过抑制Bcl-2，c yclin 
D1和M M P-2的表达，miR -3 4 0能够显著抑制肝癌

细胞的增殖和侵袭能力[14]，同时过表达miR-340能

够逆转肝癌细胞对顺铂的化疗抵抗[15]。在前列腺癌

中，miR-340的表达被上调，过表达miR-340能够有

效抑制前列腺癌细胞在裸鼠体内的生长和转移[16]。

而本研究首次证实，miR-340在结肠癌组织中的表

达明显高于癌旁正常黏膜组织。同时，笔者分析

了miR-340的表达与结肠癌患者的临床资料，发现

miR-340的含量在无淋巴结转移及TNM分期为I，II
期的患者中表达高，而在有淋巴结转移及TNM分

期为III，IV期的患者中表达降低，差异具有统计

学意义。以上研究结果证明miR-340在结肠癌中发

挥抑癌基因作用，与其在肝癌和前列腺癌中的作

用相一致。

ROCK1是RohA/ROCK信号通路的关键成员之

一，该通路与多种肿瘤的发生、发展密切相关。

一般情况下RhoA激活后会激活ROCK1与ROCK2，

再进一步通过磷酸化或其他作用模式激活下游分

子MLCP，CPI，MAP-2等，从而参与细胞分化和

迁移能力的调控。ROCK蛋白受到抑制时也会负反

馈调节RhoA，降低RhoA的表达。在肾透明细胞癌

组织中，ROCK1的表达高于癌旁正常组织 [10]。在

结肠癌细胞系中，ROCK1的表达明显增加，沉默
ROCK1基因的表达能够抑制细胞增殖和侵袭 [17]。

本研究首次证明结肠癌组织中ROCK1的表达明显

高于癌旁正常黏膜组织，且ROCK1的含量在无淋

巴结转移及TNM分期为I，II期的患者中表达低，

而在有淋巴结转移及TNM分期为III，IV期的患者

中表达升高。上述结果说明ROCK1在结肠癌中发

挥原癌基因的作用。研究 [18]表明：在骨肉瘤细胞

中，miR-340通过直接作用于ROCK1基因，从而发

挥抑制肿瘤细胞增殖与转移的作用。因此推测在

结肠癌细胞中，miR-340可能通过抑制ROCK1来发

续表1

临床及病理特点 n miR-340含量 t P ROCK1含量 t P

淋巴结转移 18.530 <0.001 54.780 <0.001

有 17 0.642±0.021 1.932±0.027

无 24 0.791±0.028 1.237±0.047

TNM分期 18.630 <0.001 47.530 <0.001

I，II 25 0.792±0.019 1.793±0.018

III，IV 16 0.546±0.062 1.383±0.037

分化程度 1.907 0.064 1.114 0.272

低分化 8 0.793±0.025 1.568±0.022

中高分化 33 0.762±0.044 1.593±0.062
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图3 结肠癌组织中miR-340与ROCK1表达的关系

Fig u re  3  R elat i on sh i p  b et ween  m i R - 3 4 0  and  R O CK 1 

expression in colon cancer tissues
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挥抑癌基因的作用。但此推论仍需直接的细胞实

验进行证实。

综上所述，本研究证明miR-340在结肠癌组织

中表达下调，ROCK1表达上调，二者与淋巴结转

移及T N M分期密切相关。m i R - 3 4 0可能通过抑制

ROCK1表达发挥抑癌作用。
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