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ZNF521 促进结肠癌的进展且受miR-211-5p 靶向调控

杜静虎，陈满宇，王东华，陈钰

(襄阳市中心医院普外三科，湖北 襄阳 441021)

[摘　要]	 目的：探索锌指蛋白521(ZNF521)在结肠癌中的表达、功能和临床意义，并研究其机制。方法：采

用免疫组织化学、蛋白质印迹法和qRT-PCR检测结肠癌组织或细胞系中ZNF521或miR-211-5p的表

达；采用小干扰RNA(small interfering，siRNA)和miRNA模拟物分别构建ZNF521低表达和miR-211-5p

高表达细胞模型；采用CCK-8实验和Transwell实验分别检测细胞的增殖、迁移和侵袭；采用蛋白

质印迹法检测凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2的表达；通过CircInteractome生物信息学网站预测、双荧光

素报告基因实验验证miR-211-5p与ZNF521的靶向关系。结果：与正常结肠组织相比，结肠癌患者

标本中ZNF521表达显著增加，其高表达与患者TNM分期增加、分化程度低及局部淋巴结转移显

著相关；体外实验证实，敲低ZNF521或过表达miR-211-5p抑制了结肠癌细胞增殖、迁移和侵袭，

并促进了结肠癌细胞凋亡；相关的机制研究证实，miR-211-5p可以靶向ZNF521并负调节后者的表

达。结论：ZNF521可作为致癌基因调节结肠癌细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡并受到miR-211-5p

的靶向调控。
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ZNF521 promotes the progression of colon cancer and is 
targetedly regulated by miRNA-211-5p

DU Jinghu, CHEN Manyu, WANG Donghua, CHEN Yu

(Third Department of General Surgery, Xiangyang Central Hospital, Xiangyang Hubei 441021, China)

Abstract Objective: To explore the expression, function, and clinical significance of ZNF521 in colon cancer and its 

mechanism. Methods: Immunohistochemistry, Western blotting and qRT-PCR were used to detect the expression 

of ZNF521 and miR-211-5p in colon cancer tissues or cell lines; small interfering RNA (siRNA) and miRNA 

mimics were used to construct cell models with low expression of ZNF521 and high expression of miR-211-5p 

respectively; CCK-8 and Transwell experiments were used to detect cell proliferation, migration and invasion, 

respectively. Western blotting was used to detect the expression of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2, and 

the targeting relationship between miR-211-5p and ZNF521 was verified by the prediction of CircInteractome 

bioinformatics website and the double fluorescein reporter gene experiment. Results: Compared with normal 
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结 肠 癌 是 世 界 上 第 三 大 常 见 癌 症 ， 在 癌 症

死亡中占主要原因 [ 1 ]。结肠癌在中国城市男性病

死率为(4.13~9.51)/100 000；城市女性病死率为

(3.16~6.89)/100 000[2]。早期结肠癌患者有局限性

病变，辅助放射治疗、化学治疗及手术治疗是首选

治疗方法，通常预后良好。然而，由于我国区域发

展的不平衡，许多结肠癌患者，特别是农村结肠癌

患者多处于晚期，部分患者甚至以转移为首发表现
[3]。因此，探索治疗结肠癌的关键靶点和寻找新的

结肠癌相关标志物有重要价值。

越来越多的研究 [ 4 ]表明：许多转录因子在结

肠癌细胞中异常表达，在肿瘤的发生和发展进程

中发挥重要作用，参与调控结肠癌细胞生物学行

为，例如锌指蛋白(Zinc finger protein，ZFPs)家族

是一类重要的转录因子。ZNF521是这类转录因子

中的一员，属于C2H2型锌指蛋白家族，由1 311个

氨基酸序列组成，这些氨基酸共形成30个Kr uppel
样锌指结构域穿插在其整个氨基酸序列中，而且

这些锌指结构共形成6个锌指结构簇，并调控下游

靶基因 [5]。ZNF521对多种肿瘤细胞的生物学行为

发挥促进作用，如通过调节前B细胞受体信号促进

前B细胞淋巴瘤形成[6]。然而ZNF521在结肠癌中的

表达和功能尚不清楚。

微小RNA(microRNA，miRNA)是一类内源性

的单链非编码R NA，可通过对靶基因的转录后调

控参与生命过程中一系列重要过程[7]。例如，miR-
378在结肠癌中表达下调，在结肠癌细胞的具有抑

制增殖、迁移和侵袭的作用 [8]。类似的miR-211同

样具有抑制结肠癌肿瘤细胞生长的作用[9]。

研究发现：miR NA通过靶向作用于编码基因

m R N A的3 ’- U T R从而在转录后水平调节后者的表

达。例如，miR-508-3p靶向  RGS17抑制宫颈癌的

发生发展 [10]；在非小细胞肺癌中，miR-605-5p靶

向调控TNFAIP3促进肿瘤细胞的侵袭和扩散 [11]。

但是m i R - 2 1 1 - 5 p在结肠癌细胞中的表达和功能暂

不明确。

生物信息学预测显示ZNF521是miR-211-5p的

靶基因之一。但是miR-211-5p靶向调控ZNF521的

机制以及对结肠癌细胞的影响尚不明确。本研究

旨在探究  ZNF521在结肠癌中的表达与患者临床病

理特征和预后的关系，并明确其对结肠癌细胞增

殖、凋亡、迁移和侵袭的影响，为阐明结肠癌细

胞生物学的分子机制和寻找新的肿瘤基因治疗靶

点提供理论支持，为治疗结肠癌提供一种可能的

靶向治疗方案。

1  材料与方法

1.1  组织标本与临床资料的收集

选取4 5例结肠癌患者癌组织样本和癌旁组织

(距癌组织边缘>5 cm)样本为对照组。所有标本来

源均为初诊患者，平均年龄5 8 . 6岁，男2 4例，女

2 1例。所有患者未经化学治疗或放射治疗等辅助

治疗。本实验获得所有患者知情同意，并获得襄

阳市中心医院医学伦理审查委员会的批准。

1.2  细胞株与主要试剂

人类结肠癌细胞系(DLD-1、SW620)和人正常

结肠细胞N C M 4 6 0由中国医学科学院细胞中心提

供。10%胎牛血清购于浙江天杭生物科技股份有限

公司，DMEM-F12购于赛默飞世尔科技(中国)有限

公司，lipofectamine 2000试剂盒购于中国Invitrogen
公司。CCK-8溶液购于湖北百奥斯生物科技有限公

司，Dual-Luciferase Reporter Assay System购于美国

Promega公司，反转录试剂盒购于北京博凌科为生

物科技有限公司，SYBR PremixEx Taq II试剂盒购

于武汉优博生物技术有限公司。Annex in V-FITC/
PI细胞凋亡检测试剂盒购于上海翊圣生物科技有限

公司。R IPA蛋白裂解液和TR Izol试剂购自北京百

奥莱博科技公司，一抗抗ZNF521抗体(ab189956，

1 : 5 0 0 ) 、抗 B a x 抗体 (a b 3 2 5 0 3 ， 1 : 5 0 0 ) 、 B c l - 2 抗

体(ab 1 8 5 0 0 2，1 : 5 0 0 )及山羊抗兔二抗(ab 6 7 2 1， 

colon tissues, the expression of ZNF521 in colon cancer specimens significantly increased, and was correlated 

with TNM stage increase, the low degree of differentiation, and local lymph node metastasis. In vitro 

experiments showed that knocking down ZNF521 or overexpressing miR-211-5p inhibited the proliferation, 

migration and invasion of colon cancer cells, and promoted apoptosis of colon cancer cells. Related mechanism 

studies  confirmed that miR-211-5p targeted ZNF521 and negatively regulate the expression of the latter. 

Conclusion: ZNF521 acts as a cancer-promoting molecule to regulate proliferation, migration, invasion and 

apoptosis of colon cancer cells and is targetedly regulated by miR-211-5p. 

Keywords ZNF521; colon cancer; proliferation; migration; invasion; apoptosis; miR-211-5p
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1:5 000)购于英国Abcam公司。

1.3  细胞培养与转染

将 N C M 4 6 0 、 D L D - 1 和 S W 6 2 0 细 胞 接 种 于

D M E M -F 1 2培养基中，并加入1 0 % F B S和1 %青霉 
素/链霉素，在3 7  ℃、5 % CO 2环境下培养。定期

观察细胞生长情况，每隔2~3 d换液，细胞处于对

数生长期时用于后续实验。采用脂质体转染法进

行细胞转染。取对数生长期的S W 6 2 0细胞，调整

密度，使其转染融合度达60%~70%。接种于12孔

板，用含1 0 %胎牛血清不含抗生素的D M E M -F 1 2
培 养 ， 次 日 贴 壁 后 弃 去 旧 培 养 液 待 转 染 。 使 用

lipofectamine 2000将si-ZNF521和si-con及miR-211-
5p模拟物和阴性对照(con)转染到SW620细胞中。

1.4  免疫组织化学检测

采用标准SP染色法检测ZNF521在组织中的表

达：取固定组织按常规方法脱水、包埋、切片，

6 0  ℃烘片 1  h 。利用二甲苯对标本组织脱蜡、水

化。经抗Z N F 5 2 1抗体孵育1  h和二抗孵育2 0  m i n
后，用PBS缓冲液冲洗，行DAB显色后终止反应。

免疫组织化学的评分由我院病理科的专业病理医

生完成。

1.5  qRT-PCR 分析

根据制造商的方案，用T R I zo l试剂盒提取总

R N A ，使用反转录试剂盒反转录成 c D N A ，以此

为模板进行PCR扩增，使用SYBR Premi xEx Taq II
试剂盒在7 3 0 0实时荧光定量P CR分析系统上进行

qRT-PCR。用GAPDH和U6作为miRNA和mRNA的

内源性对照。用ΔΔCt法测定miRNA和mRNA相对

定量，并以2 −ΔΔCt法进行相对定量分析，重复所有

qRT-PCR反应3次。PCR反应条件为：95 ℃预变性

15 s，60 ℃ 20 s，45个循环。引物如下：miR-211-
5p正向5'-ACACTCCAGCTGGGCAAGTAGCATCA-
ACTA - 3 '，反向5 ' -TG GTGTCGTG G AGTCG - 3 '；
U 6 正 向 5 ' - C TC G C T TC G G C A G C A C A - 3 ' ， 反 向

5 ' - A A C G C T TC A C G A AT T TG C G T- 3 ' ； G A P D H
正向5 ' -A ACT T TG G C AT TGTG G A AG G - 3 '，反向

5'-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3'；ZNF521正向

5'-TGACACCTCTGAGCCTAT-3'，反向5'-TTTCTT-
TTTCACGATGGCACTTTCT-3'。

1.6  CCK-8 实验

取对数生长期的S W 6 2 0细胞，使用胰酶消化

并悬垂细胞，调整细胞密度至2×10 3个/mL后，接

种于96孔板，每孔100 μL细胞悬液，每组设3个复

孔。之后将9 6孔板置于培养箱中继续培养。2 4  h
后每个孔加入CCK-8溶液10 μL，继续于培养箱中

孵育1 h。终止培养后，将96孔板置于酶标仪中，

测定450 nm波长各孔的吸光度(OD值)。此后在第

12、24、48、72、96 h各测定一次细胞的吸光度，

实验重复3次。

1.7  流式细胞术检测

转染4 8  h后，用胰酶消化液消化细胞，通过

离心(1 500 r/min，3 min)收集细胞。所得细胞按

细胞凋亡检测试剂盒说明书步骤操作：PBS洗细胞

2次后，加入400 μL预冷PBS，然后分别加入10 μL 
Annex in、V-FITC和5 μL PI，4 ℃避光孵育30 min
后，立即用流式细胞仪测定，经计算机软件处理

后，计算出凋亡细胞的百分率。

1.8  Transwell 实验

细 胞 迁 移 与 侵 袭 实 验 步 骤 基 本 相 同 ， 唯 一

区别在于细胞侵袭实验需要预先铺好含基质胶的

Tr a n w e l l 小室，而迁移实验不用，其余步骤同。

侵袭实验如下，Matrigel基质胶用预冷的无血清的

DMEM-F12培养基稀释后，取100 μL铺于Transwell小
室，并加入100 μL的含1×105个细胞悬液加入上室，

下室加入600 μL完全培养基，置于37 ℃、5%CO2恒

温孵箱培养24 h。而后，弃去上室液体，小心取出

小室，湿棉签去除未穿过膜的细胞。甲醇固定，结

晶紫染色，PBS洗涤，切下小室膜，封片。

1.9  荧光素酶实验分析

所有荧光素酶报告载体(ZNF521-wt、ZNF521-
m t ) 均 由 美 国 P r o m e g a 公 司 构 建 。 用 胰 蛋 白 酶 消

化 S W 6 2 0 细 胞 ， 离 心 后 重 悬 于 含 有 1 0 % 胎 牛 血

清 的 细 胞 培 养 基 中 并 按 4 × 1 0 4个 细 胞 / 孔 的 密 度

接 种 于 4 8 孔 板 上 ， 培 养 2 4  h 后 ( 此 时 细 胞 密 度 为

4 0 % ~ 5 0 % ) ，然后用脂质体 2 0 0 0 将 Z N F 5 2 1 - w t 或

ZNF521-mt与miR-211-5p mimics或阴性对照物共

转染S W 6 2 0细胞。转染4 8  h后，按照制造商的说

明测定荧光素酶活性。实验重复3次。

1.10  蛋白质印迹法检测

用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的R IPA
裂解缓冲液裂解S W 6 2 0细胞，高速离心后收集上

清，并将上清在水浴锅中于1 0 0  ℃加热1 0  m i n使
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蛋白变性。使用B C A法对蛋白质进行定量后，再

利用 S D S - PA G E 凝胶对其进行电泳，然后将分离

开的蛋白质通过电转法转移到 P V D F 膜上，经过

5%脱脂牛奶在室温下封闭1 h后，4 ℃条件下加入

一抗孵育过夜，再以山羊抗兔二抗室温孵育1 h。

使用超敏ECL化学发光显影，GAPDH作为内参。

1.11  统计学处理

使用GraphPad Prism 7统计软件分析数据。计

量资料采用均数±标准差( x± s)表示，两组间比较

采用 t检验或秩检验；计数资料组间比较采用χ 2检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  结肠癌组织及细胞中 ZNF521 显著高表达

通过免疫组织化学法检测4 5例结肠癌患者组

织中ZNF521的表达，结肠癌组织(左)和癌旁正常

组织(右)免疫组织化学的代表图如图1A。进一步统

计结果表明结肠癌组织中ZNF521的阳性率显著增

加(图1B)；而且通过蛋白质印迹法检测发现：与正

常细胞相比，肠癌细胞中的ZNF521表达显著增加

(图1C)。进一步分析ZNF521的高表达与患者临床

病理指标关系，发现其高表达与患者淋巴结转移、

肿瘤分化程度低和TNM分期增加显著相关(表1)。

图1 ZNF521在结肠癌组织和细胞中表达上调

Figure 1 Expression of ZNF521 is up-regulated in colon cancer tissues and cells

(A)免疫组织化学显示结肠癌组织和正常组织(SP染色)；(B)结肠癌患者组织的强阳性、弱阳性与阴性表达分布情况；(C)

结肠癌细胞中ZNF521的表达。与NCM460组相比，**P<0.01。

(A) Immunohistochemistry showed colon cancer tissue and corresponding normal tissue (SP staining); (B) Distribution of strong positive, weak 

positive, and negative expression in colon cancer patients; (C) Expression of ZNF521 in colon cancer cell lines. **P<0.01 vs NCM460 group.
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2.2  敲低 ZNF521 抑制结肠癌细胞增殖，促进凋亡

采用s i -R NA敲低ZNF521的表达探究ZNF521
对 结 肠 癌 细 胞 的 增 殖 、 凋 亡 的 作 用 ， 结 果 见 图

2A。CCK-8实验显示：与si-con相比，si-ZNF521组

的细胞活力显著降低(图2 B)。流式细胞术显示s i -
ZNF521组的凋亡率高于对照组，且凋亡相关蛋白

Bax表达升高，Bcl-2表达降低(图2C，2D)。

2.3  敲低 ZNF521 抑制结肠癌细胞的迁移和侵袭

Trans wel l迁移侵袭实验检测结肠癌细胞系中

迁移和侵袭能力，结果发现：敲低ZNF521组的结

肠癌细胞的迁移比对照组显著降低(图3A)，随后

Transwell侵袭实验结果提示：敲低ZNF521的结肠

癌细胞系比对照组侵袭能力显著降低(图3B)。

2.4  MiR-211-5p 在结肠癌组织和细胞中显著低表达

通过q RT-P CR检测4 5例结肠癌患者癌组织及

其癌旁组织中m i R - 2 1 1 - 5 p的表达，结果表明：与

癌旁组织相比，结肠癌组织中m i R - 2 1 1 - 5 p表达显

著 降 低 ( 图 4 A ) ； 与 正 常 细 胞 相 比 ， 结 肠 癌 细 胞

系中的m i R - 2 1 1 - 5 p表达均显著降低(图4 B)。进一

步分析m i R - 2 1 1 - 5 p的低表达与患者临床病理指标

关系，发现m i R - 2 1 1 - 5 p表达下调与患者淋巴结转

移、肿瘤分化和TNM分期显著相关(表2)。

表1 ZNF521高表达水平与淋巴结转移、肿瘤分化和TNM分期显著相关

Table 1 High expression of ZNF521 is significantly correlated with lymph node metastasis, tumor differentiation and TNM stage

临床指标 n
ZNF521表达/例

χ2 P
高表达(n=26) 低表达(n=19)

年龄/岁 1.837 9 0.175 2

≥60 17 12 5

<60 28 14 14

性别 0.274 9 0.600 1

男 24 13 11

女 21 13 8

肿瘤大小/cm 2.679 5 0.101 6

≥5 23 16 7

<5 22 10 12

淋巴结转移 5.908 3 0.015 1

是 26 19 7

否 19 7 12

分化 5.661 6 0.017 3

高、中等 17 6 11

低 28 20 8

TNM分期 4.387 7 0.036 2

I+II 18 7 11

III+IV 27 19 8
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图2 敲低ZNF521可以抑制结肠癌细胞的增殖，促进凋亡

Figure 2 Knocking down ZNF521 can inhibit the proliferation and promote apoptosis of colon cancer cells

(A)蛋白质印迹法显示成功将si-ZNF521转染结肠癌细胞系SW620。CCK-8实验(B)、流式细胞术(C)、Western印迹法(D)分别

检测si-ZNF521对细胞增殖和凋亡以及凋亡相关蛋白的影响。与si-con组相比，**P<0.01，***P<0.001。

(A) Western blotting shows that si-ZNF521 was successfully transfected into SW620. CCK-8 test (B), flow cytometry (C) and apoptosis-

related protein (D) were used to detect the effects of si-ZNF521 on proliferation and apoptosis of colon cancer cells, respectively. **P<0.01, 

***P<0.001 vs si-con group.
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2.5  MiR-211-5p 显著抑制结肠癌细胞增殖，促进细胞

凋亡

为进一步探究敲低m i R - 2 1 1 - 5 p对结肠癌细胞

的增殖、凋亡的作用，将结肠癌细胞系S W 6 2 0转

染miR-211-5p模拟物并成功建立miR-211-5p高表

达模型(图5 A )；CCK- 8实验显示转染m i R - 2 1 1 - 5 p
模拟物后结肠癌细胞活力显著降低(图5 B)；流式

细胞术显示miR-211-5p组的凋亡率高于对照组(图

5 C) ；凋亡相关蛋白显示：与对照组相比， m i R -
211-5p组的Bax表达增高，Bcl-2表达降低(图5D)。

2.6  MiR-211-5p 抑制结肠癌细胞的迁移和侵袭

通过Transwell迁移侵袭实验检测结肠癌细胞系

中迁移、侵袭能力，结果显示：miR-211-5p组的结

肠癌细胞的迁移数量较对照组显著降低(图6A)，

miR-211-5p组的结肠癌细胞系的侵袭数量较对照组

显著降低(图6B)。

2.7  双荧光素报告基因实验验证 miR-211-5p 和

ZNF521 的靶向关系

基 于 生 物 信 息 学 数 据 库 Ta r g e t S c a n ， 发 现

ZNF521是miR-211-5p的候选靶基因(图7A)。采用

荧光素酶报告基因验证实验发现：m i R - 2 1 1 - 5 p可

显著抑制ZNF521野生型(ZNF521 w t)组的荧光素

酶活性，而对ZNF521突变型(ZNF521 mt)组无影

响(图7 B)。用q RT-P CR检测4 5例患者，结果显示

miR-211-5p与ZNF521表达呈负相关(图7C)。蛋白

质印迹法结果显示：与对照组相比，m i R - 2 1 1 - 5 p
组显著抑制ZNF521蛋白的表达水平(图7D)。qRT-
PCR检测敲低ZNF521对miR-211-5p的影响，结果

显示： s i - Z N F 5 2 1 对 m i R - 2 1 1 - 5 p 表达无显著影响

(图7E)。
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图4 MiR-211-5p在结肠癌组织和细胞中表达下调

Figure 4 MiR-211-5p was down-regulated in colon cancer tissues and cells

qRT-PCR检测结肠癌组织(A)和细胞中miR-211-5p的表达(B)。与NCM460组相比，*P<0.05，**P<0.01。

Expression of miR-211-5p in colon cancer tissues (A) and cell lines (B) was detected by qRT-PCR. *P<0.05, **P<0.01 vs NCM460 

group.
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图3 敲低ZNF521可以抑制结肠癌细胞的迁移和侵袭

Figure 3 Knocking down ZNF521 can inhibit the migration and invasion of colon cancer cells

Transwell实验分别检测si-ZNF521对结肠癌细胞迁移(A)和侵袭(B)的影响。与si-con组相比，**P<0.01，*** P<0.001。

Transwell experiment was used to detect the effects of si-ZNF521 on migration (A) and invasion (B) of colon cancer cells. **P<0.01, 

***P<0.001 vs si-con group.
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图5 MiR-211-5p模拟物抑制结肠癌细胞的增殖

Figure 5 MiR-211-5p mimics inhibit the proliferation and apoptosis of colon cancer cells

(A)在SW620细胞中转染miR-211-5p模拟物；(B)CCK-8实验检测miR-211-5p模拟物对细胞增殖的影响；(C)细胞凋亡实验显示

miR-211-5p对细胞凋亡的影响；(D)蛋白质印迹法显示细胞中miR-211-5p对凋亡蛋白的影响。与miR-con组相比，**P<0.01，

***P<0.001。

(A) MiR-211-5p mimics were successfully transfected into SW620 cells; (B) CCK-8 was used to detect the effect of miR-211-5p mimics on 

the proliferation of cells; (C) Apoptosis experiments showed that the effect of miR-211-5p mimics on cell apoptosis; (D) Western blotting 

showed the effect of miR-211-5p mimics on apoptotic protein in cells. **P<0.01, ***P<0.001 vs the miR-con group.
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表2 MiR-211-5p低表达水平与淋巴结转移、肿瘤分化和TNM分期显著相关

Table 2 Low expression of miR-211-5p is significantly correlated with lymph node metastasis, tumor differentiation and TNM 

stage

临床指标 总数
miR-211-5p表达

χ2 P
高表达 低表达

年龄/岁 0.047 3 0.827 9

≥60 17 6 11

<60 28 9 19

性别 0.401 8 0.526 2

男 24 9 15

女 21 6 15

肿瘤大小/cm 0.177 9 0.673 2

≥5 23 7 16

<5 22 8 14

淋巴结转移 5.511 1 0.018 9

是 26 5 21

否 19 10 9

分化 7.988 4 0.004 7

高、中等 17 10 7

低 28 5 23

TNM分期 6.666 7 0.009 8

I+II 18 10 8

III+IV 27 5 22
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图7 MiR-211-5p靶向调控ZNF521

Figure 7 Targeted regulation of ZNF521 by miR-211-5p

(A)ZNF521的野生型和突变型与miR-211-5p结合位点的示意图；(B)荧光素酶报告基因法检测miR-211-5p对ZNF521-wt和

ZNF521-mt的影响；(C)ZNF521与miR-211-5p表达的相关性；(D)蛋白质印迹法检测miR-211-5p对ZNF521蛋白的表达的影

响；(E)qRT-PCR检测敲低ZNF521对miR-211-5p表达的影响。与miR-con组相比，***P<0.001。

(A) Characterization of binding sites between wild or mutant ZNF521 and miR-211-5p; (B) Luciferase reporter gene assay was used to 

detect the effects of miR-211-5p on ZNF521-wt and ZNF521-mt; (C) Crrelation between the expression of ZNF521 and miR-211-5p; (D) 

Western blotting was used to detect the effect of miR-211-5p on the expression of ZNF521 protein; (E) qRT-PCR detection of the effect of 

knock-down ZNF521 on miR-211-5p expression. ***P<0.001 vs the miR-con group.
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图6 MiR-211-5p可以抑制结肠癌细胞的迁移和侵袭

Figure 6 MiR-211-5p can inhibit the migration and invasion of colon cancer cells

Transwell实验分别检测miR-211-5p对结肠癌细胞迁移(A)和侵袭(B)的影响。与miR-con组相比，**P<0.01。

Transwell experiment was used to detect the effects of miR-211-5p on migration (A) and invasion (B) of colon cancer cells. **P<0.01 vs the miR-con 

group.
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3  讨论

结肠癌是一种常见的恶性肿瘤。内镜和成像技

术的进步，以及癌胚抗原检测的临床应用大大提高

了结肠癌的早期诊断和治疗效果 [12]。然而，尽管

有部分药物在某些结肠癌患者治疗中有效，但由

于结肠癌病因的复杂性，通常仅针对一个或多个

分子的分子靶向药物并不适用于所有患者[13-14]。因

此，迫切需要寻找新的治疗靶点。本研究选取并

检测4 5例结肠癌患者结肠癌组织及癌旁组织标本

中的ZNF521表达，发现结肠癌组织中的ZNF521表

达增加，且高表达的ZNF521与TNM分期增加、分

化程度降低及局部淋巴结转移等病理指标显著相

关，因此推测ZNF521在结肠癌细胞生物学行为中

发挥促癌作用，可能作为结肠癌诊断、治疗和预

后评估的一项新的指标。

近年来研究 [15]表明：NF家族在调控肿瘤的发

生和发展中发挥重要作用。 Z N F 5 2 1 为造血干细

胞生物功能的关键调节剂，促进了具有MLL -A F9
易 位 的 人 白 血 病 细 胞 系 中 的 增 殖 [ 1 6 ]。 研 究 [ 1 7 ]指

出：ZNF521在急性髓系细胞白血病(acute myeloid 
l e u k e m i a ， A M L) 发 挥 重 要 调 控 作 用 ， 其 通 过 与

G ATA结合蛋白1(G ATA binding protein 1)结合，

抑制下游特异性红系分化基因的激活，从而抑制

红系细胞分化，致使未成熟红细胞的分裂受到抑

制。使用抗Vpreb抗体刺激前B细胞受体信号转导

引起 c - m y c 和 c - j u n 及 C c n d 3 的异常上调，从而诱

导前B细胞的生长；并且I L -7受体的添加对前B细

胞生长发挥竞争作用。Z F P 5 2 1通过调节前B细胞

受体信号转导途径全面诱导了前 B 细胞淋巴瘤形 
成 [6]。由此进一步推测ZNF521在结肠癌发挥促癌

作用。本研究通过体外研究发现ZNF521在结肠癌

细胞中相较于结肠细胞显著高表达，敲低ZNF521
后，结肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭等生物学行

为能力较对照组显著被抑制，而凋亡被促进。这

些结果表明ZNF521作为一种促癌基因可以显著促

进结肠癌的发生和发展。MiRNA广泛参与肿瘤的

发生和发展，同时在肿瘤的诊断和治疗中发挥显

著作用 [18]。MiR-96通过抑制肾细胞癌中的NPTX2
而成为潜在的肿瘤抑制因子 [ 1 9 ]。Mi R - 9 4 0通过靶

向CKS1抑制胶质瘤细胞增殖和细胞周期进程 [20]。

MiR-211-5p是miRNA家族的重要成员，有研究 [21]

发现：m i R - 2 1 1 - 5 p在肿瘤细胞的生长调控中发挥

抑制作用，miR-211-5p通过吸附SPA RC抑制乳头

状甲状腺癌的增殖和侵袭。MiR-211-5p可能通过

抑制ZEB2在肝细胞癌转移中发挥抑制作用 [22]。本

研究证实m i R - 2 1 1 - 5 p抑制结肠癌细胞增殖、迁移

和侵袭，促进凋亡，进一步证实m i R - 2 1 1 - 5 p在结

肠癌中可以作为抑癌基因发挥作用。MiRNA可以

通过靶向mRNA调节细胞的蛋白表达，从而发挥促

癌或抑癌效应，例如miR-330-3p靶向CCBE1以促

进乳腺癌细胞侵袭和转移 [23]。MiR-211-5p介导的

SNAIL1表达抑制有助于抑制肾细胞癌进展 [24]。本

研究通过Targetscan数据库分析发现：miR-211-5p
可以结合ZNF521的3'-UTR，ZNF521是miR-211-5p
调控的靶点之一。采用荧光素酶报告基因验证实

验发现miR-211-5p可以结合ZNF521；qRT-PCR实

验显示两者在表达上呈负相关。蛋白质印迹法结

果显示miR-211-5p抑制ZNF521的表达，而ZNF521
无法调控miR-211-5p的表达。MiR-211-5p通过吸附

ZNF521对结肠癌细胞发挥抑癌效应。综上所述，

本研究发现ZNF521能够影响结肠癌细胞的增殖、

凋亡、迁移和侵袭的生物学行为，且受到miR-211-
5p靶向调控。敲低ZNF521可能用来评估结肠癌临

床进展状况和作为评价预后的重要参考指标，对

于未来新的靶向药物的选择、丰富其治疗手段也

有积极意义。然而本研究需要在动物实验中进一

步证实miR-211-5p靶向调控ZNF521调节结肠癌细

胞的生物学行为，同时单中心研究样本来源也是

本研究的局限之处，仍需要更大样本的临床病例

进行进一步验证。
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