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miR-21 与 CCL20 在结直肠癌微环境中的表达及其与
临床病理特征的关系
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[摘　 要] 　 目的　 探究 miR-21 与 CCL20 在结直肠癌微环境中的表达及其与临床病理特征的关系。 方法 　 选择结直肠癌

(CRC)患者 96 例,取肿瘤组织和癌旁正常组织,检测样本中 CCL20 mRNA 和蛋白表达情况、miR-21 表达情况,并比较不同病

理特征患者 CCL20 和 miR-21 的表达差异。 采用免疫组化和原位杂交对样本中的 CCL20 和 miR-21 进行定位,比较其差异。
结果　 与癌旁正常组织相比,CRC 肿瘤组织中 CCL20(mRNA 和蛋白)和 miR-21 表达水平均显著上调(P<0. 05)。 CCL20
mRNA、蛋白及 miR-21 的表达水平均在中晚期患者的肿瘤组织中显著高于早期患者(均 P<0. 05)。 细胞定位结果显示,CCL20
主要在肿瘤微环境中的浸润免疫细胞(如巨噬细胞 / 淋巴细胞)中呈强阳性,而在肿瘤细胞中表达较低;miR-21 主要在肿瘤相

关成纤维细胞中呈强阳性,在肿瘤细胞中亦表达较低。 结论　 miR-21 和 CCL20 在 CRC 组织中均显著上调,与 CRC 分期和分

化相关;CCL-20 主要表达于浸润免疫细胞,miR-21 主要表达于肿瘤相关成纤维细胞。
[关键词] 　 miR-21;　 CCL20;　 结直肠癌;　 肿瘤微环境

[中图分类号] 　 R735. 3 [文献标识码] 　 A

Expression of miR-21 and CCL20 in the colorectal cancer microenvironment and their corre-
lation with clinicopathological characteristics
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the expression of miR-21 and CCL20 in the colorectal cancer microenvironment and their
correlation with clinicopathological characteristics. 　 　 Methods　 Ninety-six patients with colorectal cancer (CRC) were selected. 　
Tumor tissues and adjacent normal tissues were collected. 　 The expression of CCL20 mRNA and protein, as well as miR-21, was de-
tected and compared among patients with different pathological features. 　 Immunohistochemistry and in situ hybridization were used to
localize CCL20 and miR-21, and their differences were compared. 　 　 Results　 Compared with adjacent normal tissues, the expres-
sion levels of CCL20 (mRNA and protein) and miR-21 were significantly upregulated in CRC tumor tissues (all P<0. 05). 　 The ex-
pression levels of CCL20 mRNA, protein, and miR-21 were significantly higher in tumor tissues of patients with advanced stages than
in those with early stages (all P<0. 05). 　 Cellular localization showed that CCL20 was strongly positive in infiltrating immune cells
(such as macrophages and lymphocytes) within the tumor microenvironment but weakly expressed in tumor cells; miR-21 was strongly
positive in tumor-associated fibroblasts but weakly expressed in tumor cells. 　 　 Conclusion　 miR-21 and CCL20 are significantly up-
regulated in CRC tissues and are associated with CRC stage and differentiation. 　 CCL20 is mainly expressed in infiltrating immune
cells, whereas miR-21 is mainly expressed in tumor-associated fibroblasts.
[KEY WORDS]　 miR-21;　 CCL20;　 colorectal cancer;　 tumor microenvironment

　 　 microRNA(miRNA)是一类长度约为 19 ~ 25 个

核苷酸的内源性非编码 RNA 分子,参与基因表达的

转录后调控[1-2],其通过与 RNA 诱导沉默复合物结

合介导调控功能[3-4],在转录后水平广泛影响基因

表达。 自 miRNA 被发现以来,其表达异常与肿瘤发

生发展的关系一直是研究热点。 近年研究表明,
miRNA 的失调在多种癌症的发生、进展及预后中具

有关键作用,例如在乳腺癌中抑制特定 miRNA 可降
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低肿瘤细胞增殖、迁移及肿瘤生长能力[5]。 值得注

意的是,多种 miRNA(如 miR-21)被证实可靶向调控

不同癌症中的趋化因子[6]。 其中,趋化因子 20
(chemokine 20,CCL20)通过与其受体 CCR6 相互作

用,在结直肠癌(colorectal cancer,CRC)的进展和转

移过程中发挥重要作用[7]。 近期研究发现,CCL20
是 miR-21 的靶基因,二者相互作用影响其生物学功

能[8],但该调控关系依赖于两者在同一细胞内的共

定位。 因此,明确 miR-21 与 CCL20 在结直肠癌组

织中的表达模式及细胞分布具有重要研究意义。
本研究旨在阐明 miR-21 及其靶基因 CCL20 在结直

肠癌肿瘤微环境中的表达特征、细胞定位及其与临

床病理特征的关系,以探索其在该肿瘤发生发展中

的潜在生物学功能。

1　 资料和方法

1. 1　 病例选择

选择 2020 年 1 月—2024 年 5 月本院接受手术

治疗的结直肠癌患者 96 例,男性 58 例,女性 38 例,
手术时年龄(63. 58±8. 41)岁;原发肿瘤位于结肠和

直肠各 48 例;肿瘤浸润程度早期 T1 17 例、T2 25
例,中晚期 T3 33 例、T4 21 例;淋巴结阳性 54 例、阴
性 42 例;AJCC 分期早期Ⅰ期 33 例、Ⅱ期 15 例,中
晚期Ⅲ期 35 例、Ⅳ期 13 例;病理分级早期 G1 8 例、
G2 40 例,中晚期 G3 44 例、G4 4 例。 纳入标准:确
诊结直肠癌;接受手术治疗,并取得病灶及周围癌

旁正常组织样本;术前未接受过任何癌症治疗,包
括手术、放疗、化疗、免疫治疗等;所有患者均知情

同意进行组织取样。 排除标准:其他恶性肿瘤病

史;严重心、肝、肾功能不全或其他重大系统性疾

病;免疫缺陷或自身免疫性疾病;组织样本质量不

合格(如污染或降解);临床资料不完整。 本研究方

案已经过医院伦理审批通过。
1. 2　 主要仪器和试剂

总 RNA 提取试剂盒(mirVana miRNA 分离试剂

盒)、BCA 蛋白检测试剂盒(Pierce)、microRNA 原位

杂交试剂(PrimeFlowTM RNA 检测试剂盒,货号 88-
18005-204)均购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司;反转录试剂盒(货号 RR036Q)购自日本 TaKaRa
Bio 公司;CCL20 ELISA 试剂盒(货号 RK00207)购

自爱博泰克生物科技公司;RIPA 裂解液及 CCL20
IHC 试剂盒(货号 KHC0407)购于武汉三鹰生物公

司;SSC 缓冲液购于生工生物公司;内源性碱性磷酸

酶封闭液(20X)购于碧云天生物技术公司。

1. 3　 样本处理

手术切除的组织标本经液氮快速冷冻后于

-80 ℃保存,所有操作均在无核酸酶条件下进行;病
灶癌旁正常组织取自同一切除样本的邻近未受影

响区域,所有组织均由经验丰富的医师评估,确保

肿瘤组织中肿瘤区域占比≥70% 。
1. 4　 miR-21 和 CCL20 mRNA 表达的检测

样本经预处理后,采用 miRNA 专用试剂盒提取

总 RNA;通过分光光度法与琼脂糖凝胶电泳进行

RNA 质量检测;合格样本使用反转录试剂盒合成

cDNA。 所有操作依据试剂盒说明书进行。 随后通

过荧光实时 PCR 对 CCL20 mRNA 和 miR-21 进行定

量分析。 引物序列 miR-21 正向 5′-CCTGCCTGAG-
CACCTCGTGC-3′, 反 向 5′-GACTGTGACGACTAC-
CCCAA-3′,扩增产物 75 bp; CCL20 正向 5′-ATC-
CAAAACAGACTTGGGTGAA-3′,反向 5′-TCCATTC-
CAGAAAAGCCACA-3′,扩增产物 89 bp;退火温度均

为 60 ℃。
1. 5　 CCL20 蛋白表达水平的检测

取样本组织,采用 RIPA 裂解缓冲液(含蛋白酶

抑制剂) 充分裂解以获得总蛋白提取物,经离心

(12 000×g,4 ℃,15 min)去除沉淀后,使用 BCA 蛋

白定量试剂盒检测上清液中总蛋白水平。 随后使

用三明治型酶联免疫吸附试验(ELISA)测定不同组

织裂解液中的 CCL20 蛋白水平,全部操作按照

ELISA 试剂盒说明书操作。
1. 6　 CCL20 和 miR-21 细胞定位的检测

手术切除样本经福尔马林固定、石蜡包埋后,
制备 4 μm 切片并贴附于载玻片。 切片经清洗封闭

后,采用 CCL20 IHC 试剂盒进行免疫组化染色以定

位 CCL20,以未加一抗的样本作为阴性对照。 miR-
21 检测通过 microRNA 原位杂交(PrimeFlowTM RNA
检测试剂盒) 完成,操作严格遵循说明书,以 U6
snRNA 探针作为阳性对照,以 scrambled 探针(不与内

源 miRNA 互补)作为阴性对照,确保定位结果特异性。
1. 7　 统计学分析

采用 SPSS 20. 0 统计学软件分析数据。 计量资

料以 x±s 表示,采用 t 检验。 P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同临床特征 CRC 患者 CCL20 mRNA 和蛋白

表达的比较

与癌旁正常组织相比, 肿瘤组织中 CCL20
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mRNA 和蛋白表达均显著增加(P<0. 05)。 与早期

肿瘤组织相比,中晚期肿瘤组织中 CCL20 mRNA 和

蛋白表达均显著升高(P<0. 05;表 1)。

表 1　 不同临床特征 CRC 患者 CCL20 mRNA 和

蛋白表达的比较

指标

CCL20 mRNA

癌旁正常
组织

肿瘤组织

CCL20 蛋白 / (μg / L)

癌旁正常
组织

肿瘤组织

浸润程度

　 T1+T2 4. 55±1. 15 11. 33±4. 12a 1. 93±0. 76 4. 56±1. 80a

　 T3+T4 4. 38±0. 98 16. 07±3. 98ab 1. 72±0. 58 7. 81±2. 25ab

AJCC 分期

　 Ⅰ+Ⅱ 4. 21±1. 08 13. 64±3. 85a 1. 85±0. 69 4. 88±1. 95a

　 Ⅲ+Ⅳ 4. 88±0. 85 15. 47±4. 54ab 1. 77±0. 73 7. 92±2. 05ab

病理分级

　 G1+G2 4. 42±0. 79 12. 46±3. 46a 1. 79±0. 61 4. 77±1. 70a

　 G3+G4 4. 61±1. 10 16. 13±4. 74ab 1. 83±0. 75 8. 03±2. 30ab

　 　 注:a 为 P<0. 05,与癌旁正常组织比较;b 为 P<0. 05,分层间
比较。

2. 2　 不同临床特征 CRC 患者 miR-21 表达的比较

与癌旁正常组织相比,CRC 肿瘤组织中 miR-21
表达增加(P<0. 05)。 与早期肿瘤组织相比,中晚期

肿瘤组织中 miR-21 表达升高(P<0. 05;表 2)。

表 2　 不同临床特征 CRC 患者 miR-21 表达的比较

指标 癌旁正常组织 肿瘤组织

浸润程度 T1+T2 1. 09±0. 44 1. 36±0. 78a

T3+T4 1. 16±0. 38 2. 75±2. 33ab

AJCC 分期 Ⅰ+Ⅱ 1. 03±0. 41 2. 04±1. 42a

Ⅲ+Ⅳ 1. 15±0. 36 2. 63±1. 33ab

病理分级 G1+G2 1. 08±0. 47 2. 10±0. 94a

G3+G4 1. 13±0. 39 2. 57±1. 15ab

　 　 注:a 为 P<0. 05,与癌旁正常组织比较;b 为 P<0. 05,分层间
比较。

2. 3　 CCL20 和 miR-21 的细胞定位

癌旁正常组织中,CCL20 主要在黏膜上皮细胞

和正常间充质细胞中呈现阳性信号,且间充质细胞

中弱于黏膜上皮细胞。 miR-21 在癌旁正常组织的

黏膜上皮细胞和正常间充质细胞中信号均较弱。
尽管 CCL20 和 miR-21 在 CRC 组织中的总体表达量

显著上升,但免疫组化和原位杂交结果显示,CCL20
的阳性信号在肿瘤细胞区域较弱,在间充质区域的

巨噬细胞或淋巴细胞等浸润免疫细胞中较强。 miR-
21 探针的阳性反应也仅限于 CRC 肿瘤组织的间充

质区域,特别是肿瘤相关成纤维细胞,而在 CRC 细

胞中未观察到 miR-21 阳性,或观察到呈弱表达。 在

阴性对照中未检测到信号,与 U6 snRNA 互补的探

针原位杂交在大多数核中呈阳性。

图 1　 CCL20 蛋白和 miR-21 在 CRC 组织和癌旁

正常组织中表达的细胞定位

3　 讨　 论

miRNA 作为促癌或抑癌因子参与肿瘤发生发

展已被多项研究证实[9-11]。 近期研究进一步显示,
位于染色体 17p23. 2 脆性位点 FRA17B 上的 miR-21
在多种肿瘤中存在显著扩增[12],且与 CCL20 在肿

瘤细胞系中具有相互作用,提示 CCL20 的表达可能

受 miR-21 调控[13]。 在结直肠癌组织中的研究也表

明,CCL20 与 miR-21 表达均显著上调[14]。 本研究

发现,与癌旁正常组织相比,CRC 肿瘤组织中 miR-
21 表达升高;中晚期患者肿瘤组织中的 miR-21 表

达也显著高于早期患者,这些结果与文献[15-16]发
现一致,进一步支持 miR-21 与 CCL20 的高表达可

能共同参与 CRC 侵袭与转移过程。
本研究发现,CRC 组织中 CCL20 和 miR-21 的

表达水平均显著上调。 定位结果显示,miR-21 主要

在间充质区域表达,尤其富集于肿瘤相关成纤维细

胞及少数浸润性免疫细胞中,而在 CRC 肿瘤细胞中

几乎不表达或呈弱表达。 这表明 miR-21 的上调主

要来源于肿瘤微环境中的细胞,而非肿瘤细胞本

身。 既往研究已证实, miR-21 可通过与靶基因

mRNA 的 3'UTR 结合,抑制靶基因表达并影响后续

一系列生物学效应[17]。 结合本研究结果,推测 CRC
细胞可能通过分泌细胞因子或外泌体等信号,诱导

周围成纤维细胞高表达 miR-21,从而促进其活化和

基质重塑。 成纤维细胞分泌的细胞外基质成分和

促炎性细胞因子可进一步支持肿瘤细胞的侵袭与

迁移,形成恶性循环[18],加剧肿瘤进展。
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本研究进一步发现,CCL20 的强阳性信号主要

位于肿瘤微环境中的浸润免疫细胞(如巨噬细胞和

淋巴细胞),而在肿瘤细胞中表达较低。 这一特征

提示 CCL20 的上调并非源于肿瘤细胞,而可能由免

疫细胞介导。 CCL20 是趋化因子家族的重要成员,
其主要功能是通过与 C-C 趋化因子受体 6(CCR6)
结合,募集 Th17 细胞、调节性 T 细胞及树突状细胞

等进入肿瘤微环境,形成慢性炎症状态[19-20]。 有研

究报道,miR-21 可通过抑制多种肿瘤抑制基因(如
PTEN、PDCD4、RECK 等)激活下游核因子-κB 和信

号转导及转录激活蛋白 3(STAT3)信号通路[9-11],间
接促进包括 CCL20 在内的炎症相关因子分泌。 由

此推测,miR-21 与 CCL20 之间的关系可能并非单纯

的靶向抑制,而是通过影响免疫细胞的活化状态与

细胞因子网络实现间接调控。 与此同时,CCL20 的

高表达又可进一步促进免疫细胞浸润,形成持续的

促炎微环境,推动 CRC 进展。
综合本研究结果与既往报道,miR-21 与 CCL20

在结直肠癌中可能构成重要的炎症调控环节:miR-
21 在肿瘤相关成纤维细胞中过度表达,通过改变细

胞因子谱促进免疫细胞活化;CCL20 则由这些免疫

细胞分泌,进一步招募 CCR6 阳性细胞进入肿瘤微

环境,形成正反馈回路,促进肿瘤炎症与转移进程。
该机制不仅揭示了间质细胞在 CRC 微环境中的积

极作用,也提示 miR-21 / CCL20 轴可能参与肿瘤免

疫逃逸。 未来研究可借助体外共培养和动物模型

进一步验证 miR-21 调控 CCL20 的具体分子机制,
并探索抑制该通路是否能够逆转肿瘤免疫抑制状

态或提高免疫治疗敏感性。
综上所述,miR-21 和 CCL20 在 CRC 组织中均

显著上调,与 CRC 分期和分化程度相关;二者未在

同一细胞中表达,CCL20 主要表达于肿瘤微环境中

的浸润免疫细胞,miR-21 主要表达于肿瘤相关成纤

维细胞。 这一发现为深入理解 miRNA 与趋化因子

在肿瘤免疫微环境中的交互作用提供了新线索。
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