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SNHG16 通过 miR-106b-5p / PHF1 轴调节
结直肠癌细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭

赵建刚,赵光远,鲍双振,刘义粉∗

(衡水市人民医院,河北
 

衡水　 053000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨长链非编码 RNA(LncRNA)小核仁 RNA 宿主基因 16( SNHG16)通过 miR-106b-5p / 聚梳

组蛋白家族指蛋白 1(PHF1)轴对结直肠癌(CRC)细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响。 方法　 实时定量聚合酶

链反应(qRT-PCR)检测 CRC 组织、相邻正常组织及体外培养的 CRC 细胞系(LoVo、Caco-2、HCT116 和 SW480)和正

常人结肠上皮细胞(CCD
 

841
 

CON)中 SNHG16、miR-106b-5p、PHF1 表达。 将 SW480 细胞随机分组为对照组、si-NC
组、si-SNHG16 组、si-SNHG16 + inhibitor-NC 组、 si-SNHG16 + miR-106b-5p

 

inhibitor 组、 si-PHF1 组、 miR-NC 组、 miR-
106b-5p 组、 miR-106b-5p + pcDNA 组、 miR-106b-5p + pcDNA-PHF1 组。 采用 qRT-PCR 检测各组 SW480 细胞中

SNHG16、miR-106b-5p 和 PHF1 的表达水平。 MTT 法、流式细胞术和 Transwell 法分别检测 SW480 细胞的增殖、凋
亡、迁移和侵袭能力。 双荧光素酶报告基因实验验证 SNHG16、miR-106b-5p 和 PHF1 之间的相互作用。 Western

 

blot 检测 PHF1 的蛋白水平。 结果 　 SNHG16 和 PHF1 在 CRC 组织和细胞中高表达,miR-106b-5p 低表达(P
 

<
 

0. 05)。 选择 SNHG16 表达最高的 SW480 细胞进行转染实验。 SNHG16 的下调降低了 SW480 细胞的增殖、迁移、侵
袭,促进了 SW480 细胞的凋亡(P

 

<
 

0. 05)。 miR-106b-5p 可与 SNHG16 相互作用,其抑制剂恢复沉默 SNHG16 对

SW480 细胞进展的抑制作用(P
 

<
 

0. 05)。 PHF1 是 miR-106b-5p 的靶点,沉默 PHF1 可抑制 SW480 细胞的进展(P
 

<
 

0. 05)。 PHF1 过表达恢复了 miR-106b-5p 对 SW480 细胞进展的抑制作用(P
 

<
 

0. 05)。 SNHG16 通过下调 miR-
106b-5p 促进 SW480 细胞中 PHF1 的表达(P

 

<
 

0. 05)。 结论　 LncRNA
 

SNHG16 通过靶向调控 miR-106b-5p / PHF1
轴促进 CRC 细胞的增殖、迁移和侵袭并抑制凋亡。

【关键词】 　 结直肠癌;小核仁 RNA 宿主基因 16;miR-106b-5p;聚梳组蛋白家族指蛋白 1;凋亡
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

( LncRNA)
 

small
 

nucleolar
 

RNA
 

host
 

gene
 

16
 

(SNHG16)
 

on
 

the
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

cells
 

via
 

the
 

miR-
106b-5p / PHD

 

family
 

finger
 

protein
 

1
 

(PHF1)
 

axis.
 

Methods　 The
 

expression
 

of
 

SNHG16,
 

miR-106b-5p,
 

and
 

PHF1
 

in
 



CRC
 

tissues,
 

adjacent
 

normal
 

tissues,
 

CRC
 

cell
 

lines
 

( LoVo,
 

Caco-2,
 

HCT116
 

and
 

SW480),
 

and
 

normal
 

human
 

colon
 

epithelial
 

cells
 

(CCD
 

841
 

CON)
 

was
 

determined
 

by
 

quantitative
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR).
 

SW480
 

cells
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

Control
 

group,
 

si-NC
 

group,
 

si-SNHG16
 

group,
 

si-SNHG16 + inhibitor-NC
 

group,
 

si-
SNHG16+ miR-106b-5p

 

inhibitor
 

group,
 

si-PHF1
 

group,
 

miR-NC
 

group,
 

miR-106b-5p
 

group,
 

miR-106b-5p + pcDNA
 

group,
 

and
 

miR-106b-5p+pcDNA-PHF1
 

group.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

SNHG16,
 

miR-106b-5p,
 

and
 

PHF1
 

in
 

SW480
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

The
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

SW480
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

MTT
 

method,
 

flow
 

cytometry
 

and
 

Transwell
 

method,
 

respectively.
 

The
 

interactions
 

between
 

SNHG16,
 

miR-
106b-5p,

 

and
 

PHF1
 

were
 

verified
 

by
 

dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

experiments.
 

The
 

protein
 

level
 

of
 

PHF1
 

was
 

measured
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 SNHG16
 

and
 

PHF1
 

were
 

expressed
 

at
 

high
 

levels,
 

while
 

miR-106b-5p
 

was
 

expressed
 

at
 

low
 

levels
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

in
 

CRC
 

tissues
 

and
 

cells.
 

SW480
 

cells
 

with
 

the
 

highest
 

expression
 

of
 

SNHG16
 

were
 

selected
 

for
 

a
 

transfection
 

experiment.
 

The
 

down-regulation
 

of
 

SNHG16
 

reduced
 

the
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

and
 

promoted
 

the
 

apoptosis
 

of
 

SW480
 

cells
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

MiR-106b-5p
 

was
 

able
 

to
 

interact
 

with
 

SNHG16,
 

and
 

its
 

inhibitor
 

restored
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

silencing
 

SNHG16
 

on
 

SW480
 

cell
 

progression
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

PHF1
 

was
 

a
 

target
 

of
 

miR-106b-5p,
 

and
 

silencing
 

PHF1
 

inhibited
 

the
 

progression
 

of
 

SW480
 

cells
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

PHF1
 

overexpression
 

restored
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

miR-106b-5p
 

on
 

CRC
 

cell
 

progression
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

SNHG16
 

promoted
 

the
 

expression
 

of
 

PHF1
 

in
 

SW480
 

cells
 

by
 

down-
regulating

 

miR-106b-5p
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

Conclusions　 LncRNA
 

SNHG16
 

regulates
 

miR-106b-5p / PHF1
 

axis
 

by
 

targeting
 

to
 

promote
 

the
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

of
 

CRC
 

cells
 

and
 

inhibits
 

apoptosis.
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　 　 结直肠癌( colorectal
 

cancer,CRC) 已成为世界

范围内的一种常见癌症,且进展迅速[1] 。 据统计,
2018 年全球新增 CRC 病例超过 180 万例,发病率和

死亡率分别居世界第三位和第二位[2] 。 近几十年

来,在 CRC 的预防、诊断和治疗方面取得了显著进

展[3] 。 然而,由于 CRC 发病机制复杂,其 5 年生存

率仍然很低[4] 。 因此,阐明 CRC 的分子机制,探索

治疗 CRC 的新途径迫在眉睫。 研究表明,长链非编

码 RNA(LncRNAs)和 microRNAs( miRNAs)在 CRC
发展过程中可作为癌基因或抑癌基因,调控细胞增

殖、侵袭、凋亡和预后[5-7] 。 小核仁 RNA 宿主基因

16(small
 

nucleolar
 

RNA
 

host
 

gene
 

16,SNHG16)已被

证明在许多癌症中高表达,包括肝细胞癌[8] 、骨肉

瘤[9]和胰腺癌[10] 。 同样,Li 等[11] 发现 SNHG16 在

CRC 中表达增加,且与 CRC 患者预后不良相关。 此

外,一些研究证实 SNHG16 与 CRC 的增殖、转移等

恶性生物学行为及脂质代谢有关[12-14] 。 然而,目前

关于 SNHG16 调控 CRC 进展的分子机制研究较少。
有研究表明 SNHG16 通过调控 miR-106b-5p 促进腹

主动脉瘤生长并抑制凋亡[15] ,但二者是否在 CRC
进展中发挥作用尚无研究。 另外,前期生物学信息

分析显示 miR-106b-5p 与聚梳组蛋白家族指蛋白 1
(PHD

 

finger
 

protein
 

1,PHF1)存在靶向结合关系,然
而 miR-106b-5p 能否通过调控 PHF1 表达影响 CRC

进展目前仍不清楚。 本研究将探讨 SNHG16 在

CRC 进展中的作用及其与 miR-106b-5p / PHF1 轴的

关系,为 CRC 的靶向治疗提供新的可能性。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞

　 　 CRC 细胞系(LoVo、Caco-2、HCT116 和 SW480)
和正常人结肠上皮细胞( CCD

 

841
 

CON)购自上海

钰博生物科技有限公司。
1. 1. 2　 组织样本

　 　 收集 2020 ~ 2021 年哈励逊国际和平医院收治

的未经任何治疗的 100 例 CRC 患者的肿瘤组织及

相邻正常组织,标本迅速置于液氮中保存。 所有患

者均签署知情同意书,本研究方案经哈励逊国际和

平医院伦理委员会批准(202001003)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 SNHG16 和 PHF1 的小干扰 RNA ( si-SNHG16
和 si-PHF1)或阴性对照( si-NC),SNHG16 和 PHF1
过表达质粒(pcDNA-SNHG16 和 pcDNA-PHF1)或阴

性对照( pcDNA), miR-106b-5p 模拟物 ( miR-106b-
5p),miR-106b-5p 抑制剂(miR-106b-5p

 

inhibitor)及

其阴性对照(miR-NC 和 inhibitor-NC)均购自广州锐

博生物公司; RPMI-1640 (美国 Gibco 公司,批号:
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11875119 ); Lipofectamine
 

3000 和 TRIzol 试 剂

(Invitrogen,批号: L3000001、15596018);反转录试

剂盒、Annexin
 

V-FITC / PI 凋亡检测试剂盒和增强化

学 发 光 ( ECL ) 溶 液 ( 上 海 翌 圣 公 司, 批 号:
11119ES60、 40302ES20、 36208ES60 ); SYBR

 

Green
和 Matrigel、BCA 检测试剂盒(北京索莱宝公司,批
号:SR4110、356234、PC0020);MTT 试剂盒、双荧光

素酶报告试剂盒(上海艾博抗公司,批号:ab211091、
ab287865);裂解缓冲液(北京百奥莱博公司,批号:
MT0066);抗 PHF1、GAPDH 的一抗及辣根过氧化物

酶偶联的二抗(武汉艾美捷科技有限公司,批号:
70R-33702、70R-32845、 111-036-047)。 ABI7500 系

统(美国应用生物系统公司);FlowSight 型流式细胞

仪(德国默克公司);6XB-PC 型显微镜(上光仪器有

限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养和转染

　 　 RPMI-1640 培养液中加入 10%胎牛血清、100
 

U / mL 青霉素和 0. 1
 

mg / mL 链霉素,所有细胞置于

37℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养。 使用 Lipofectamine
 

3000 将所有寡核苷酸或质粒载体转染到 SW480 细

胞中,并依次命名为对照组、 si-NC 组、 si-SNHG16
组、 si-SNHG16 + inhibitor-NC 组、 si-SNHG16 + miR-
106b-5p

 

inhibitor 组、 si-PHF1 组、 miR-NC 组、 miR-
106b-5p 组、miR-106b-5p +pcDNA 组、miR-106b-5p +
pcDNA-PHF1 组。
1. 3. 2　 实时定量聚合酶链反应( quantitative

 

real-
time

 

polymerase
 

chain
 

reaction,qRT-PCR)
　 　 用 TRIzol 试剂提取总 RNA,用反转录试剂盒合

成 cDNA。 利用 ABI7500 系统,采用 SYBR
 

Green 量

化 SNHG16、miR-106b-5p 和 PHF1 的水平。 扩增条

件如下:在 95℃ 预变性 5
 

min,在 95℃ 变性 15
 

s,在
55℃ 退火 30

 

s, 在 60℃ 延伸 1
 

min, 40 个循环。
GAPDH 和 U6 被用作内对照。 引物如下:SNHG16:
F

 

5’-CAGAATGCCATGGTTTCCCC-3’,R
 

5’-TGGCA
 

AGAGACTTCCTGAGG-3’; PHF1: F
 

5 ’-CCATCTTG
 

TCCTGTATCACCT-3’, R
 

5 ’-GAAATGAAACGGTCC
 

TTGTG-3’; GAPDH: F
 

5 ’-CCACATCGCTCAGACA
 

CCAT-3’, R
 

5’-ACCAGGCGCCCAATACG-3’; miR-
106b-5p:F

 

5’-TGCGGCAACACCAGTCGATGG-3’,R
 

5’-CCAGTGCAGGGTCCGAGGT-3’; U6: F
 

5’-CTCG
 

CTTCGGGCAGCACA-3’, R
 

5’-AACGCTTCACGAAT
 

TTGCGT-3’。 采用 2-ΔΔCt 法计算其相对表达水平。

1. 3. 3　 细胞活力测定

　 　 采用 MTT 检测 CRC 细胞增殖。 转染 24
 

h、
48

 

h、96
 

h 后的 SW480 细胞用 MTT 溶液培养 4
 

h,用
磷酸盐缓冲液( phosphate

 

buffered
 

saline,PBS)洗涤

细胞后,加入二甲基亚砜震动溶解 10
 

min,用分光光

度计测定 490
 

nm 处的吸光度(OD)值。 OD 值与细

胞活力呈正比。
1. 3. 4　 流式细胞术

　 　 Annexin
 

V-FITC / PI 凋亡检测试剂盒检测细胞

凋亡。 胰蛋白酶消化后,将 SW480 细胞用 PBS 重新

悬浮,收集到离心管中。 离心后收集 2×105 个细胞,
加入 100

 

μL
 

1×Binding
 

Buffer 重悬细胞;然后添加 5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC 和 10
 

μL
 

PI,充分混匀,避光 20
 

min,加入 400
 

μL
 

1×Binding
 

Buffer,混匀,置于冰上,
1

 

h 内用流式细胞仪检测细胞的荧光信号,评价凋

亡细胞的数量。
1. 3. 5　 Transwell 实验

　 　 采用 8
 

μm 聚碳酸酯膜进行 Transwell 检测。 上

腔室预涂上 Matrigel 以检测细胞侵袭,而未涂上

Matrigel 以检测细胞迁移。 收集转染后的 SW480 细

胞(2×105 / mL),并将 200
 

μL 植入上腔室。 上腔室

充满无血清培养基,下腔室充满 500
 

μL 含血清培养

基。 24
 

h 后,吸去多余液体,用多聚甲醛(上室 200
 

μL,下室 500
 

μL)固定 30
 

min;弃去固定液,PBS 清

洗后晾干 3 ~ 5
 

min,加入结晶紫染色 20
 

min;弃去染

色液,PBS 清洗 2 次,晾干。 最后,在显微镜下拍摄

图像,观察并计数迁移和侵袭细胞的数量。
1. 3. 6　 双荧光素酶报告分析

　 　 Starbase3. 1 工具预测 miR-106b-5p 与 SNHG16、
PHF1 的靶向结合位点。 含有 miR-106b-5p 结合位

点和 突 变 结 合 位 点 的 SNHG16 野 生 型 ( WT-
SNHG16)和突变型( MUT-SNHG16) 报告载体由安

徽通用生物系统公司合成。 同样,WT-PHF1 / MUT-
PHF1 报 告 载 体 的 构 建 方 法 也 相 同。 使 用

Lipofectamine
 

3000 将上述报告载体与 miR-106b-5p
模拟物和 miR-NC 共转染到 SW480 细胞中,分为

miR-NC + WT-SNHG16 组、 miR-106b-5p + WT-
SNHG16 组、miR-NC+MUT-SNHG16 组、miR-106b-5p
+MUT-SNHG16 组和 miR-NC + WT-PHF1 组、 miR-
106b-5p + WT-PHF1 组、 miR-NC + MUT-PHF1 组、
miR-106b-5p+MUT-PHF1 组。 48

 

h 后,采用双荧光

素酶报告试剂盒检测萤火虫和海肾荧光素酶产生

的荧光强度,以评价细胞的荧光素酶活性(萤火虫
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荧光素酶荧光强度 / 海肾荧光素酶荧光强度)。
1. 3. 7　 Western

 

blot 分析

　 　 用 400
 

μL 含 PMSF 的裂解缓冲液在冰上裂解

SW480 细胞 30
 

min,细胞收集在离心管中。 离心后

将上清分装保存。 冻存的上清于室温下放置 0. 5
 

h,
用 BCA 检测试剂盒检测蛋白浓度。 等量蛋白质样

品用 SDS-PAGE 分离,然后转移到 PVDF 膜上。 用

5%脱脂牛奶阻断后,用抗 PHF1 的一抗(1 ∶ 2000)
或 GAPDH(1 ∶ 5000)的一抗在 4℃ 过夜培养膜,然
后用辣根过氧化物酶偶联的二抗( 1 ∶ 2000) 培养

膜。 用 ECL 溶液使膜显影,用凝胶图像处理系统分

析目标条带的分子量和灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 采用

GraphPad
 

5. 0 软件进行统计学分析。 正常组织和肿

瘤组织间数据比较采用 t 检验,3 组及以上用单因素

方差分析进行数据比较,并使用 SNK-q 检验进行组

内两两比较。 P
 

<
 

0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 SNHG16、 miR-106b-5p、 PHF1
 

mRNA 在

CRC 中的表达

　 　 如表 1 所示,与相邻正常组织相比,SNHG16、
PHF1

 

mRNA 在 CRC 肿瘤组织中的表达明显升高,
miR-106b-5p 明显降低(P

 

<
 

0. 05)。 此外,与 CCD
 

841
 

CON 细胞相比,LoVo、Caco-2、HCT116 和 SW480
细胞中 SNHG16、 PHF1

 

mRNA 水平也上调, miR-
106b-5p 水平则下调 ( P

 

<
 

0. 05), 见表 2。 由于

SW480 细胞中 SNHG16、miR-106b-5p、PHF1
 

mRNA
的水平与 CCD

 

841
 

CON 细胞相差最大,故以 SW480
细胞作为接下来的实验对象。

表 1　 qRT-PCR 检测 SNHG16、miR-106b-5p、PHF1
 

mRNA
在 CRC 组织中的表达( 􀭰x±s,n= 100)

Table
 

1　 Expression
 

of
 

SNHG16,
 

miR-106b-5p,
 

PHF1
 

mRNA
detected

 

by
 

qRT-PCR
 

in
 

CRC
 

tissues
组织 Tissues SNHG16 miR-106b-5p PHF1

 

mRNA

正常组织
Normal

 

tissue 1. 00±0. 12 1. 00±0. 23 1. 00±0. 35

肿瘤组织
Tumor

 

tissue 3. 17±0. 86 0. 51±0. 06 4. 02±0. 71

t 24. 990 20. 614 38. 152
P 0. 000 0. 000 0. 000

2. 2　 miR-106b-5p 与 CRC 中的 SNHG16 存在靶

向关系

　 　 Starbase3. 1 工具预 测 显 示 miR-106b-5p 与

SNHG16 具有互补结合位点,见图 1。 表 3 显示,
miR-106b-5p+WT-SNHG16 组的荧光素酶活性显著

低于 miR-NC+WT-SNHG16 组(P
 

<
 

0. 05),而 miR-
NC+MUT-SNHG16 组与 miR-106b-5p+MUT-SNHG16
组间的荧光素酶活性无明显差异(P

 

>
 

0. 05)。 此

外, SNHG16 过 表 达 后 miR-106b-5p 表 达 减 少,
SNHG16 敲低后 miR-106b-5p 表达增加(P

 

<
 

0. 05),
见表 4。

表 2　 qRT-PCR 检测 SNHG16、miR-106b-5p、
PHF1

 

mRNA 在 CRC 细胞系中的表达( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

2　 Expression
 

of
 

SNHG16,
 

miR-106b-5p,
 

PHF1
 

mRNA
 

detected
 

by
 

qRT-PCR
 

in
 

CRC
 

cell
 

lines
细胞系

Cell
 

lines SNHG16 miR-106b-5p PHF1
 

mRNA

CCD
 

841
 

CON 1. 00±0. 02 1. 00±0. 04 1. 00±0. 05
LoVo 4. 79±0. 45∗ 0. 59±0. 05∗ 3. 78±0. 63∗

Caco-2 4. 98±0. 52∗ 0. 51±0. 03∗ 3. 89±0. 56∗

HCT116 5. 26±0. 63∗ 0. 45±0. 04∗ 4. 03±0. 72∗

SW480 5. 51±0. 49∗ 0. 39±0. 02∗ 4. 21±0. 69∗

注:与 CCD
 

841
 

CON 比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

CCD
 

841
 

CON,
 ∗P

 

<
 

0. 05.

表 3　 双荧光素酶报告基因检测 CRC 细胞中 miR-106b-5p 与
SNHG16 的相互作用( 􀭰x±s,n= 6)

Table
 

3　 Interaction
 

between
 

miR-106b-5p
 

and
 

SNHG16
 

detected
 

by
 

double
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

in
 

CRC
 

cells

组别
Groups

相对荧光素酶活性
Relative

 

luciferase
 

activity

miR-NC+WT-SNHG16 组
miR-NC+WT-SNHG16

 

group 1. 00±0. 06

miR-106b-5p+WT-SNHG16 组
miR-106b-5p+WT-SNHG16

 

group 0. 48±0. 02∗

miR-NC+MUT-SNHG16 组
miR-NC+MUT-SNHG16

 

group 1. 01±0. 04

miR-106b-5p+MUT-SNHG16 组
miR-106b-5p+MUT-SNHG16

 

group 1. 00±0. 07

注:与 miR-NC+WT-SNHG16 组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC+WT-SNHG16
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.

图 1　 miR-106b-5p 与 SNHG16 的结合位点及突变序列

Figure
 

1　 Binding
 

site
 

and
 

mutation
 

sequence
 

of
 

miR-106b-5p
 

and
 

SNHG16

2. 3　 miR-106b-5p
 

inhibitor 恢复 SNHG16 敲低对

CRC 细胞进展的抑制作用

　 　 si-SNHG16 组与对照组、si-NC 组相比,SNHG16
显著降低,miR-106b-5p 显著升高,OD 值和迁移、侵
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袭数量显著减少,凋亡细胞显著增多(P
 

<
 

0. 05);si-
SNHG16+miR-106b-5p

 

inhibitor 组与 si-SNHG16 组、
si-SNHG16 + inhibitor-NC 组相比, SNHG16 显著增

高,miR-106b-5p 显著下降,OD 值和迁移、侵袭数量

明显增多,凋亡细胞明显减少(P
 

<
 

0. 05),见图 2、
表 5。
2. 4　 PHF1 的沉默抑制了 CRC 细胞的增殖、迁移、
侵袭,促进 CRC 细胞的凋亡

　 　 si-PHF1 组 PHF1 的表达显著低于对照组和 si-
NC 组,OD 值和迁移、侵袭细胞数量明显减少,凋亡

细胞明显增加(P
 

<
 

0. 05),见图 3、表 6。

表 4　 qRT-PCR 检测各组 CRC 细胞中 miR-106b-5p
表达( 􀭰x±s,n= 6)

Table
 

4　 Expression
 

of
 

miR-106b-5p
 

detected
 

by
 

qRT-PCR
 

in
 

CRC
 

cells
 

of
 

each
 

group
组别 Groups miR-106b-5p
pcDNA 组

 

pcDNA
 

group 1. 00±0. 03

pcDNA-SNHG16 组
pcDNA-SNHG16

 

group 0. 49±0. 02∗

si-NC 组
 

si-NC
 

group 1. 00±0. 02

si-SNHG16 组
 

si-SNHG16
 

group 2. 26±0. 15#

注:与 pcDNA 组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 si-NC 组比较,
 #P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

pcDNA
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.

图 2　 SNHG16 和 miR-106b-5p 的下调调控 CRC 细胞的凋亡、迁移和侵袭

Figure
 

2　 Down-regulation
 

of
 

SNHG16
 

and
 

miR-106b-5p
 

regulates
 

apoptosis,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

CRC
 

cells

表 5　 SNHG16 和 miR-106b-5p 的下调调控 CRC 细胞的进展( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

5　 Down-regulation
 

of
 

SNHG16
 

and
 

miR-106b-5p
 

regulates
 

the
 

progression
 

of
 

CRC
 

cells

组别
Groups SNHG16 miR-106b-5p

OD 值(490
 

nm)
OD

 

value(490
 

nm)
24

 

h 48
 

h 72
 

h

凋亡细胞(%)
Apoptosis

 

cells

迁移细胞数
Migrating

 

cell
 

number

侵袭细胞数
Invaded

 

cell
 

number
对照组

Control
 

group 1. 00±0. 03 1. 00±0. 02 0. 36±0. 03 0. 73±0. 04 1. 19±0. 15 6. 87±0. 52 198. 53±13. 24 146. 76±12. 86

si-NC 组
si-NC

 

group 0. 98±0. 02 0. 99±0. 03 0. 34±0. 02 0. 71±0. 05 1. 16±0. 17 6. 90±0. 53 197. 29±13. 18 145. 58±12. 79

si-SNHG16 组
si-SNHG16

 

group 0. 46±0. 03∗# 2. 23±0. 12∗# 0. 28±0. 01∗# 0. 35±0. 03∗# 0. 51±0. 06∗# 28. 91±3. 16∗# 95. 87±11. 06∗# 50. 02±7. 23∗#

si-SNHG16+
inhibitor-NC 组

si-SNHG16+
inhibitor-NC

 

group

0. 48±0. 04 2. 21±0. 18 0. 29±0. 02 0. 38±0. 04 0. 53±0. 05 28. 75±3. 12 96. 93±11. 12 51. 26±7. 28

si-SNHG16+miR-
106b-5p

 

inhibitor 组
si-SNHG16+miR-

106b-5p
 

inhibitor
 

group

0. 85±0. 05& $ 1. 52±0. 15& $ 0. 35±0. 02& $ 0. 62±0. 03& $ 0. 98±0. 19& $ 19. 03±3. 21& $ 159. 24±12. 25& $100. 05±12. 34& $

注:与对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 si-NC 组比较,
 #P

 

<
 

0. 05;与 si-SNHG16 组比较,
 &P

 

<
 

0. 05;与 si-SNHG16+anti-miR-NC 组比较,
 $ P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-SNHG16
 

group,
 &P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-SNHG16+anti-miR-NC
 

group,
 $ P

 

<
 

0. 05.
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2. 5　 PHF1 是 miR-106b-5p 在 CRC 中的靶点

　 　 Starbase3. 1 工具预测显示 PHF1 与 miR-106b-
5p 存在相互作用的位点(图 4)。 表 7 显示,与 miR-
NC+ WT-PHF1 组相比, miR-106b-5p + WT-PHF1 组

细胞的荧光素酶活性显著降低(P
 

<
 

0. 05);而与

miR-NC + MUT-PHF1 组相比, miR-106b-5p + MUT-
PHF1 组细胞的荧光素酶活性差异不大 ( P

 

>
 

0. 05)。 此外,miR-106b-5p 过表达后 PHF1 表达减

少, miR-106b-5p 敲 低 后 PHF1 表 达 增 加 ( P
 

<
 

0. 05),见图 5、表 8。
2. 6　 过表达的 PHF1 恢复了 miR-106b-5p 对 CRC
细胞进展的抑制作用

　 　 miR-106b-5p 组与对照组、 miR-NC 组相比,

PHF1 显著降低,OD 值和迁移、侵袭数量明显减少,
凋亡细胞明显增多 ( P

 

<
 

0. 05 ); miR-106b-5p +
pcDNA-PHF1 组与 miR-106b-5p 组、 miR-106b-5p +
pcDNA 组相比,PHF1 显著增高,OD 值和迁移、侵袭

数量显著增多,凋亡细胞显著减少(P
 

<
 

0. 05),见图

6、表 9。
2. 7 　 SNHG16 通过海绵吸附 miR-106b-5p 调控

CRC 细胞中 PHF1 的表达

　 　 si-SNHG16 组与对照组、 si-NC 相比, PHF1
 

mRNA 和蛋白水平明显降低(P
 

<
 

0. 05);si-SNHG16
+ miR-106b-5p

 

inhibitor 组 与 si-SNHG16 组、 si-
SNHG16+inhibitor-NC 组相比,PHF1

 

mRNA 和蛋白

水平明显升高(P
 

<
 

0. 05),见图 7、表 10。

图 3　 SNHG16 和 miR-106b-5p 的下调调控 CRC 细胞的凋亡、迁移和侵袭

Figure
 

3　 Down-regulation
 

of
 

SNHG16
 

and
 

miR-106b-5p
 

regulates
 

apoptosis,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

CRC
 

cells

表 6　 沉默的 PHF1 调控 CRC 细胞的进展( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

6　 Progression
 

of
 

CRC
 

cells
 

regulated
 

by
 

silenced
 

PHF1

组别
Groups PHF1

OD 值(490
 

nm)
OD

 

value(490
 

nm)
24

 

h 48
 

h 72
 

h

凋亡细胞(%)
Apoptosis

 

cells
 

迁移细胞数
Migrating

 

cell
 

number

侵袭细胞数
Invaded

 

cell
 

number
对照组

Control
 

group 1. 00±0. 04 0. 38±0. 03 0. 74±0. 03 1. 12±0. 18 5. 06±0. 08 215. 32±20. 31 139. 35±17. 45

si-NC 组
si-NC

 

group 1. 01±0. 03 0. 36±0. 02 0. 72±0. 05 1. 09±0. 16 5. 09±0. 11 213. 28±20. 27 137. 31±17. 48

si-PHF1 组
si-PHF1

 

group 0. 39±0. 02∗# 0. 32±0. 01∗# 0. 37±0. 02∗# 0. 51±0. 09∗# 25. 46±2. 39∗# 106. 48±12. 15∗# 51. 23±10. 16∗#

注:与对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 si-NC 组比较,
 #P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.
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图 4　 PHF1 与 miR-106b-5p 的结合位点及突变序列

Figure
 

4　 Binding
 

sites
 

and
 

mutation
 

sequences
 

of
 

PHF1
 

and
 

miR-106b-5p

注:A: miR-NC 组, B: miR-106b-5p 组, C: inhibitor-NC 组, D:
miR-106b-5p

 

inhibitor 组。

图 5　 Western
 

blot 检测各组 CRC 细胞中 PHF1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

miR-NC
 

group.
 

B,
 

miR-106b-5p
 

group.
 

C,
 

inhibitor-
NC

 

group.
 

D,
 

miR-106b-5p
 

inhibitor
 

group.

Figure
 

5　 PHF1
 

protein
 

expression
 

in
 

CRC
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

图 6　 miR-106b-5p 和 PHF1 过表达调控 CRC 细胞的生物学过程

Figure
 

6　 miR-106b-5p
 

and
 

PHF1
 

overexpression
 

regulate
 

the
 

biological
 

process
 

of
 

CRC
 

cells

表 7　 双荧光素酶报告基因检测证实 PHF1 可以在
CRC 细胞中与 miR-106b-5p 相互作用( 􀭰x±s,n= 6)

Table
 

7　 Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

confirmed
 

that
 

PHF1
 

could
 

interact
 

with
 

miR-106b-5p
 

in
 

CRC
 

cells
组别

Groups
相对荧光素酶活性

Relative
 

luciferase
 

activity
miR-NC+WT-PHF1 组

miR-NC+WT-PHF1
 

group 1. 00±0. 03

miR-106b-5p+WT-PHF1 组
miR-106b-5p+WT-PHF1

 

group 0. 45±0. 02∗

miR-NC+MUT-PHF1 组
miR-NC+MUT-PHF1

 

group 1. 00±0. 04

miR-106b-5p+MUT-PHF1 组
miR-106b-5p+MUT-PHF1

 

group 0. 97±0. 05

注:与 miR-NC+WT-PHF1 组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC+WT-PHF1
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.

表 8　 过表达或抑制 miR-106b-5p 对
PHF1 表达的影响( 􀭰x±s,n= 6)

Table
 

8　 Influence
 

of
 

overexpression
 

or
 

inhibition
 

of
 

miR-106b-5p
 

on
 

PHF1
 

expression
组别

Groups PHF1
 

mRNA PHF1 蛋白
PHF1

 

protein
miR-NC 组

miR-NC
 

group 1. 00±0. 11 1. 00±0. 13

miR-106b-5p 组
miR-106b-5p

 

group 0. 41±0. 03∗ 0. 38±0. 02∗

inhibitor-NC 组
inhibitor-NC

 

group 0. 99±0. 08 1. 00±0. 09

miR-106b-5p
 

inhibitor 组
miR-106b-5p

 

inhibitor
 

group 1. 86±0. 25# 1. 74±0. 21#

注:与 miR-NC 组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 inhibitor-NC 组比较,
 #P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

inhibitor-NC
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.
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表 9　 miR-106b-5p 和 PHF1 过表达调控 CRC 细胞的进展( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

9　 miR-106b-5p
 

and
 

PHF1
 

overexpression
 

regulate
 

the
 

progression
 

of
 

CRC
 

cells

组别
Groups PHF1

OD 值(490
 

nm)
OD

 

value
 

(490
 

nm)
24

 

h 48
 

h 72
 

h

凋亡细胞(%)
Apoptosis

 

cells

迁移细胞数
Migrating

 

cell
 

number

侵袭细胞数
Invaded

 

cell
 

number
对照组

Control
 

group 0. 99±0. 02 0. 47±0. 03 0. 77±0. 06 1. 16±0. 13 4. 95±0. 08 236. 59±14. 43 162. 64±16. 85

miR-NC 组
miR-NC

 

group 1. 00±0. 04 0. 48±0. 05 0. 79±0. 08 1. 18±0. 16 4. 97±0. 11 235. 48±14. 39 160. 58±16. 79

miR-106b-5p 组
miR-106b-5p

 

group 0. 37±0. 02∗# 0. 25±0. 02∗# 0. 39±0. 03∗# 0. 49±0. 04∗# 24. 38±1. 62∗# 114. 56±10. 28∗# 50. 03±7. 64∗#

miR-106b-5p+pcDNA 组
miR-106b-5p+pcDNA

 

group 0. 39±0. 03 0. 27±0. 03 0. 36±0. 02 0. 51±0. 03 23. 96±1. 54 115. 14±9. 67 51. 11±7. 69

miR-106b-5p+
pcDNA-PHF1 组
miR-106b-5p+

pcDNA-PHF1
 

group

0. 77±0. 05& $ 0. 45±0. 03& $ 0. 75±0. 06& $ 1. 02±0. 08& $ 18. 13±1. 25& $ 168. 75±12. 14& $ 107. 86±12. 47& $

注:与对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 miR-NC 组比较,
 #P

 

<
 

0. 05;与 miR-106b-5p 组比较,
 &P

 

<
 

0. 05;与 miR-106b-5p+pcDNA 组比较,
 $ P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

miR-106b-5p
 

group,
 &P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

miR-106b-5p+pcDNA
 

group,
 $ P

 

<
 

0. 05.

注:A: 对照组; B: si-NC 组; C: si-SNHG16 组; D: si-
SNHG16 + inhibitor-NC 组; E: si-SNHG16 + miR-106b-5p

 

inhibitor 组。

图 7　 Western
 

blot 检测各组 CRC 细胞中 PHF1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

si-SNHG16
 

group.
 

D,
 

si-SNHG16 + inhibitor-NC
 

group.
 

E,
 

si-
SNHG16+miR-106b-5p

 

inhibitor
 

group.

Figure
 

7　 PHF1
 

protein
 

expression
 

in
 

CRC
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

表 10 抑制 SNHG16 和 miR-106b-5p 可调控 PHF1 的表达(􀭰x±s,n=6)
Table

 

10　 Inhibition
 

of
 

SNHG16
 

and
 

miR-106b-5p
 

can
 

regulate
 

PHF1
 

expression
组别

Groups PHF1
 

mRNA PHF1 蛋白
PHF1

 

protein
对照组 Control

 

group 1. 00±0. 02 1. 00±0. 02
si-NC 组 si-NC

 

group 0. 99±0. 03 1. 01±0. 04
si-SNHG16 组

si-SNHG16
 

group 0. 47±0. 06∗# 0. 45±0. 06∗#

si-SNHG16+inhibitor-NC 组
si-SNHG16+inhibitor-NC

 

group 0. 49±0. 04 0. 47±0. 07

si-SNHG16+miR-106b-5p
 

inhibitor 组
si-SNHG16+miR-106b-5p

 

inhibitor
 

group 0. 78±0. 08& $ 0. 75±0. 09& $

注:与对照组比较,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 si-NC 组比较,
 #P

 

<
 

0. 05;与 si-
SNHG16 组比较,

 &P
 

<
 

0. 05;与 si-SNHG16 + anti-miR-NC 组比较,
 

$ P
 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-SNHG16
 

group,
 &P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-SNHG16+anti-miR-NC
 

group,
 $ P

 

<
 

0. 05.

3　 讨论

　 　 最近的研究表明,SNHG16 在许多癌症中是一

种潜在的致癌基因[11] 。 在 CRC 中,He 等[16] 报道

SNHG16 促进了 CRC 进展和肿瘤生长。 本研究与

已发表的研究结果一致,SNHG16 在 CRC 肿瘤组织

和细胞中富集。 功能实验证实,SNHG16 的下调抑

制了体外 CRC 细胞的进展。 与 SNHG16 在其他癌

症[8-10]中的作用一致,本研究结果显示,SNHG16 在

CRC 的 发 展 中 发 挥 了 促 进 作 用。 因 此, 阐 明

SNHG16 在 CRC 中的分子机制有助于我们开发治

疗 CRC 的新方法。
LncRNA 一般通过海绵吸附 miRNA 发挥作用。

前期生物信息学预测到 miR-106b-5p 是 SNHG16 的

潜在靶点,但研究发现 miR-106b-5p 在肿瘤中的作

用不尽相同。 在肝细胞癌[17] 和宫颈鳞状细胞癌[18]

中 miR-106b-5p 表达上调,而在肺腺癌[19] 和乳腺导

管原位癌[20] 中表达下调。 近期的研究发现,miR-
106b-5p 在 CRC 中较正常组低表达,过表达 miR-
106b-5p 抑制 CRC 细胞的增殖和转移[21-22] 。 Yang
等[15]认为 miR-106b-5p 可能参与了 SNHG16 对腹

主动脉瘤的调控。 因此本研究推测 miR-106b-5p 可

能也参与了 SNHG16 对 CRC 进展的调控。 本研究

首次证明了 SNHG16 在 CRC 中可以海绵吸除 miR-
106b-5p,并且 miR-106b-5p 的表达受 SNHG16 在体

外的调控。 与之前的研究[21-22] 一致,本研究结果显

示 miR-106b-5p 在 CRC 中的表达降低。 此外,回复

实验结果显示,SNHG16 通过海绵吸除 miR-106b-5p
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调控 CRC 的增殖、凋亡、迁移和侵袭。 因此,我们证

实 miR-106b-5p 在 CRC 中也具有抑癌作用。 此外,
miR-106b-5p 的抗癌作用也有助于我们更好地了解

SNHG16 促进 CRC 进展的潜在原因。
为了明确 SNHG16 通过海绵吸除 miR-106b-5p

影响 CRC 进展的下游机制,本研究通过生物信息学

预测了 miR-106b-5p 的下游靶标,结果显示 PHF1
是 miR-106b-5p 的可能靶点。 PHF1 是多梳基因

(PcG)家族的一员,包含两种组蛋白阅读模块,一个

Tudor 域和两个 PHD 手指,是表观遗传调控和基因

组维护的重要因子。 据报道,PHF1 通过 Tudor 结构

域识别 H3K36 me3,协同 PRC2 在 H3K27 三甲基化

上的活性[23] 。 另外,PHF1 也与 DNA 损伤修复有

关。 它与 Ku70-Ku80 物理相互作用,Ku70-Ku80 结

合到 DSB 末端,并可能在非同源端连接和维持基因

组稳定性中发挥作用[24] 。 最近的研究显示,PHF1
在乳腺癌、肺癌等癌症中显著上调表达[25-26] 。 然

而,PHF1 在 CRC 中的作用还不清楚。 与上述的研

究结果一致,本研究发现 PHF1 在 CRC 中上调表

达,在 CRC 进展中起促癌作用。 在机制方面,本研

究通过双荧光素酶实验证实 PHF1 是 miR-106b-5p
的靶点。 此外,PHF1 的异常表达恢复了 miR-106b-
5p 过表达对 CRC 细胞增殖和转移的减弱作用,促
进 CRC 的进展。 为了更好地了解 SNHG16 / miR-
106b-5p / PHF1 轴的功能关系, 本研究还检测了

SNHG16 和 miR-106b-5p 对 PHF1 水平的影响。 结

果证实了 SNHG16 通过海绵吸收 miR-106b-5p 调控

PHF1 的表达。 这些结果完善了 LncRNA
 

SNHG16
作为 ceRNA 通过海绵 miRNAs 调控下游靶基因表

达的假设,丰富了 SNHG16 对 CRC 进展的研究。
当然,目前的研究有一定的局限性。 对于细胞

的增殖、凋亡和转移相关蛋白水平的检测可以进一

步验证本研究的实验结果,进而丰富其实验内容。
此外,本研究发现 miR-106b-5p 抑制剂对 SNHG16
敲除的逆转作用只是部分的,提示可能还有其他

miRNAs 参与了 SNHG16 对 CRC 进展的调控,需要

进一步证实。
综上所述,本研究首次发现 PHF1 在 CRC 中高

表达,且 LncRNA
 

SNHG16 通过吸收 miR-106b-5p,
调控 PHF1 表达,促进 CRC 发展。 本研究结果明确

了 LncRNA
 

SNHG16 与 CRC 分子发病机制的关系,
为 CRC 的治疗提供了潜在的途径。
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〔收稿日期〕2022-06-24

《中国实验动物学报》刊期变更通知

为缩短出版周期,及时反映本学科最新科技动态,应广大读者、作者要求,本刊向主管部门及北京市新

闻出版局提出申请变更刊期。 经批准《中国实验动物学报》自 2022 年 8 月份起由双月刊变更为月刊。 从

2023 年期起全年共 12 期。
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