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摘  要 

目的：探究丝裂原活化蛋白激酶10 (mitogen-activated protein kinase 10, MAPK10)和miR-335-5p在
结直肠癌(colorectal cancer, CRC)中的表达及其两者之间的靶向结合关系。方法：本研究通过TCGA数据

库分析CRC与正常结直肠组织中MAPK10和miR-335-5p的转录水平表达差异，并在SW480和Caco2细胞

系中提取RNA进行逆转录定量聚合酶链反应。此外，采用双荧光素酶实验验证miR-335-5p与MAPK10的
靶向结合关系。结果：TCGA数据分析显示，CRC组织中MAPK10显著低表达(P < 0.05)，miR-335-5p显
著高表达(P < 0.001)，且二者表达呈负相关(R = −0.246, P < 0.001)。细胞系实验验证了MAPK10低表达

和miR-335-5p高表达的现象。双荧光素酶实验显示miR-335-5p与MAPK10的3'非翻译区存在显著结合

(P < 0.05)。结论：miR-335-5p通过与MAPK10的3'UTR结合抑制其表达，提示其在CRC中的潜在调控作

用。 
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Abstract 
Objective: To investigate the expression of mitogen-activated protein kinase 10 (MAPK10) and 
miR-335-5p in colorectal cancer (CRC) and their targeted binding relationship. Methods: In this 
study, the transcriptional level expression differences of MAPK10 and miR-335-5p between CRC 
and normal colorectal tissues were analyzed through the TCGA database. RNA was extracted from 
SW480 and Caco2 cell lines for reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR). Additionally, a dual-luciferase reporter assay was employed to verify the targeted binding 
relationship between miR-335-5p and MAPK10. Results: TCGA data analysis revealed that 
MAPK10 was significantly downregulated in CRC tissues (P < 0.05), while miR-335-5p was signif-
icantly upregulated (P < 0.001), and their expressions were negatively correlated (R = −0.246, P 
< 0.001). Cell line experiments confirmed the phenomena of low MAPK10 expression and high 
miR-335-5p expression. The dual-luciferase reporter assay demonstrated significant binding be-
tween miR-335-5p and the 3'untranslated region (3'UTR) of MAPK10 (P < 0.05). Conclusion: miR-
335-5p inhibits the expression of MAPK10 by binding to its 3'UTR, suggesting its potential regu-
latory role in CRC. 
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1. 引言 

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)作为全球常见的恶性肿瘤之一，其发病率与死亡率持续居高不下。

据统计，CRC 在全球癌症发病率和死亡率中均排名第三位，对公共卫生构成严重威胁[1]。CRC 的发生与

多种因素密切相关，包括不健康的饮食习惯、遗传倾向、慢性炎症疾病以及生活方式等[2]-[5]。随着医学

研究的深入，靶向治疗逐渐成为提高 CRC 患者生存率的关键策略之一。识别和验证具有潜在治疗价值的

分子靶点，对于开发新的治疗方法和提高疗效具有重要意义。因此，对 CRC 的深入研究不仅能促进疾病

机制的理解，还能为临床治疗提供更有效的靶向策略。 
丝裂原活化蛋白激酶 10 (mitogen-activated protein kinase 10, MAPK10)和 miR-335-5p 是两种在细胞

信号传导中具有重要作用的生物分子。MAPK10 位于人类第 4 号染色体，主要在神经系统中表达，调

控细胞的生长、分化及凋亡[6]-[8]。消化系统肿瘤中，MAPK10 的表达模式显示出明显差异，可能与这

些疾病的发展和进程密切相关[9] [10]。针对来自国际 IDEA 研究的 237 例 III 期 CRC 患者分子特征的

报道发现，MAPK10 基因突变是无病生存期降低的独立预后因素[11]；卵巢癌中，MAPK10 的表达上调

同样与疾病的侵袭性增加有关[12] [13]；综上，MAPK10 在不同肿瘤中的作用显示出复杂性和不一致

性，表明其在疾病机制中可能具有多重调控功能。然而，目前 MAPK10 在 CRC 中的作用机制尚未明

确。 
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miR-335-5p 是一种非编码小 RNA，主要通过抑制特定 mRNA 的翻译或稳定性来发挥作用，调节

包括肿瘤发生在内的多种生物过程[14]-[16]。消化系统中，miR-335-5p 在胰腺癌和肝细胞癌中均表达下

调，且可作为 lncRNA 或 circ-RNA 的调控基因，参与胰腺癌和肝细胞癌的进展[17] [18]。CRC 的现有

报道中，miR-335-5p 也呈现低表达，过表达后可降低结肠癌细胞增殖，抑制迁移能力和侵袭能力，显

现出其抑癌作用[19]。这与本研究结果相反。此外，miR-335-5p 在肺腺癌中作为肿瘤抑制因子的作用也

得到了研究支持[14]。然而，关于 miR-335-5p 在不同类型肿瘤中的具体功能与作用机制，现有文献结

果显示出明显的不一致性，这表明 miR-335-5p 在不同类型肿瘤中可能发挥着差异性的作用。 
尽管MAPK10和miR-335-5p在其他类型肿瘤中的研究较多，CRC 中的作用及机制尚未被充分揭示，

且两者的关系也尚未有文献报道。因此本研究首先利用癌症基因组图谱(The Cancer Genome Atlas, TCGA)
数据库探讨 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 中的表达模式、相互关系及与临床病理特征的差异。通过逆

转录定量聚合酶链反应(Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR)技术对 CRC
细胞系和正常细胞系中 MAPK10 和 miR-335-5p 的表达水平进行比较。通过双荧光素酶报告基因实验进

一步探讨 miR-335-5p 与 MAPK10 之间的潜在靶向关系。这为理解 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 中的

作用提供新的视角，为发展新的治疗策略奠定了基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 生物信息分析及靶点预测 

利用 TCGA 数据库(https://cancergenome.nih.gov/)验证 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 与正常结直肠

组织中的表达差异，本研究利用 TCGA 数据库(https://cancergenome.nih.gov/)检索相关的 mRNA 表达数据。

检索关键词为“((colon) OR (rectal) OR (colorectal)) AND ((carcinoma) OR (cancer) OR (malignant) OR (tu-
mor))”，纳入条件包括：① 数据来源于人类组织，并且包含 mRNA 表达数据，非来源于细胞系；② 包
含 CRC 样本和非癌肠组织对照样本，且样本数量均大于 3；③ 样本未经过药物、放疗、基因干扰或过表

达等人为处理。对纳入的 CRC 表达矩阵数据进行 log2 (x + 1)转换，并分析 MAPK10 和 miR-335-5p 的表

达与相关临床病理参数是否存在显著差异。 
利用 miRanda (https://www.cs.kent.ac.uk/people/staff/dat/miranda/)数据库预测 MAPK10 和 miR-335-5p

的靶向结合位点。 

2.2. qRT-PCR 

通过 qRT-PCR 检测方法分别在 SW480 和 Caco2 细胞系中检测 MAPK10 和 miR-335-5p 的表达水平。 

2.2.1. 总 RNA 提取 
当使用 6 孔板培养细胞至 80%密度时，采集细胞并以 2000 rpm 条件下离心 5 分钟，丢弃上清液。随后，

向细胞沉淀中添加 1 mL Trizol，充分混合后在室温下静置 5 分钟以提取 RNA。将提取物转移至新的 1.5 mL
离心管中，加入 200 μL 氯仿，并快速颠倒离心管 15 秒，室温静置 8 分钟以分层。随后在 4℃条件下以 1,2800 
rpm 离心 15 分钟，轻取上层透明液体至新的 1.5 mL 离心管中，加入等体积的预冷异丙醇，充分混合后在 4℃
下静置 10 分钟。再以 1,2800 rpm 离心 12 分钟，丢弃上清，加入 1 mL 75%乙醇洗涤 RNA 沉淀。继续在 4℃
和 1,1800 rpm 条件下离心 5 分钟，吸弃绝大部分上清。重复洗涤步骤后，在室温下风干 RNA 沉淀至透明，

随后用无酶水重悬 RNA。最终，使用 Nanodrop2000/2000 C 分光光度计评估 RNA 的浓度与质量。 

2.2.2. cDNA 合成 
使用 Promega M-MLV 试剂盒，反应体系按照 43.5℃ 60 min，73.5℃ 3 min 逆转录，−20℃保存。反
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应体系如表 1。 
 
Table 1. Reverse transcription system for miR-335-5p and MAPK10 
表 1. miR-335-5p 和 MAPK10 反转录体系 

试剂 miR-335-5p 反转录体系 MAPK10 反转录体系 

5 × RT buffer 5 μl 4 μl 

10 mM dNTPs 2 μl 2 μl 

Rnasin (40 U/μL) 0.5 μl 0.4 μl 

M-MLV-RTase (200 U/μl) 0.5 μl 1 μl 

RNase-Free H2O 6 μl 2.6 μl 

2.2.3. qRT-PCR 检测 
使用广州市锐博生物科技有限公司提供的试剂盒，设置 12 μL 的反应体系，具体反应条件详见表 1

及表 2。MAPK10 和 miR-335-5p 的引物序列分别为上游 5′-ACTCTTCCCAGATTCCCT-3′和下游 5′-
ATGTAGGGATGCTGTAAGG-3′ ； 以 及 上 游 5′-CGGGCTCAAGAGCAATAACGA-3′ ， 下 游 5′-
CAGCCACAAAAGAGCACAAT-3′。反应体系见表 2 和表 3。 
 
Table 2. PCR system for miR-335-5p 
表 2. miR-335-5p 的 PCR 体系 

试剂 miR-335-5p PCR 

SYBR premix ex taq 6.0 μl 

上游引物(5 μM) 0.5 μl 

下游引物(5 μM) 0.5 μl 

模板(反转录产物) 1.0 μl 

RNase-Free H2O 4.0 μl 

 
Table 3. PCR system for MAPK10 
表 3. MAPK10 的 PCR 体系 

试剂 MAPK10 PCR 

SYBR premix ex taq 6.0 μl 

引物 mix (5 μM) 0.3 μl 

模板(反转录产物) 0.6 μl 

RNase-Free H2O 5.1 μl 

2.3. 双荧光素酶报告基因实验 

双荧光素酶报告基因实验验证 MAPK10 和 miR-335-5p 的关系。在 24 孔板中种植细胞至每孔 1 × 105
个细胞，细胞密度达到 60%后，使用 MAPK10 3′-UTR 野生型和 miR-335-5p 载体进行共转染。转染 48 小

时后，收集细胞，并使用 Dula 荧光素酶报告试剂盒测定相对荧光素酶活性。 
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2.4. 统计学分析 

本实验采用计算 2−ΔΔCt 值的方法来进行各标本的相对定量检测[20]。利用 GraphPad Prism8.0.2 软件

进行 T 检验统计组间差异，以 P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. TCGA 中 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 的表达 

初步探讨 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 中的表达，本研究利用 TCGA RNA 测序数据统计发现：

MAPK10 在 CRC 中显著低表达(P < 0.05)，其受试者工作特征曲线(receiver operating characteristic, ROC)
下面积为 0.968 (95% CI: 0.954~0.983, P < 0.001)，但在淋巴结转移统计中，其高表达却与淋巴结转移呈正

相关(P = 0.027) (图 1)；miR-335-5p 在 CRC 中呈显著高表达(P < 0.001)，与 MAPK10 表达呈负相关(R = 
−0.246, P < 0.001)，但在转移相关统计中，miR-335-5p 与淋巴管浸润(P = 0.015)和血管浸润(P = 0.019)呈
负相关(图 2)。 
 

 
Figure 1. Expression of MAPK10 in CRC tissues and its clinical pathological significance. A: Expression of MAPK10 (red 
bars represent COAD, gray bars represent normal tissues); B: ROC curve of MAPK10 (AUC = 0.968, 95% CI: 0.954-0.983, 
P < 0.001); C: MAPK10 expression is relatively higher in the lymph node metastasis group 
图 1. MAPK10 在 CRC 组织中的表达及临床病理意义。A：MAPK10 的表达(红色柱为 COAD，灰色柱为正常组织)；
B：MAPK10 的 ROC 曲线(AUC = 0.968, 95% CI: 0.954-0.983, P < 0.001)；C：MAPK10 在淋巴结转移组表达水平相

对较高 
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Figure 2. Expression of miR-335-5p in CRC tissues, its clinical pathological significance, and 
correlation with MAPK10 expression. A: miR-335-5p expression is significantly different be-
tween CRC and control tissues (P < 0.001); B: miR-335-5p expression is lower in the lymphatic 
invasion group (P = 0.015); C: miR-335-5p expression is lower in the vascular invasion group (P 
= 0.019); D: miR-335-5p expression is negatively correlated with MAPK10 expression in CRC 
(R = −0.246, P < 0.001) 
图 2. miR-335-5p 在 CRC 组织中的表达、临床病理意义及与 MAPK10 的表达相关性。A：

miR-335-5p 在 CRC 与对照组织中表达具有统计学差异(P < 0.001)；B：miR-335-5p 在淋巴

管浸润的表达，且在浸润组中表达较低(P = 0.015)；C：miR-335 在血管浸润的表达，且在

浸润组中表达较低(P = 0.019)；D：miR-335 与 MAPK10 在 CRC 中的表达呈负相关(R = 
−0.246, P < 0.001) 

3.2. CRC 细胞系中 MAPK10 和 miR-335-5p 的表达 

检测 MAPK10 和 miR-335-5p 在结肠癌细胞系(SW480、Caco2)中的表达，结果显示 MAPK10 在 CRC
细胞系中呈低表达(P < 0.001) (图 3A)，miR-335 在 CRC 细胞系中呈高表达(P < 0.001) (图 3B)。 
 

 
Figure 3. Expression of MAPK10 and miR-335-5p in CRC Cell lines (SW480, Caco2) and normal cell line (FHC). A: 
MAPK10 expression is low in cancer cell lines (P < 0.001); B: miR-335-5p expression is high in cancer cell lines (P < 
0.001) 
图 3. MAPK10、miR-335-5p 在 CRC 细胞系(SW480、Caco2)和正常细胞系(FHC)中的表达。A：MAPK10 在癌

细胞中呈低表达(P < 0.001)；B：miR-335-5p 在癌细胞系中呈高表达(P < 0.001) 

3.3. miR-335-5p 与 MAPK10 存在靶向结合位点 

为明确 miR-335-5p 和 MAPK10 是否存在靶向结合关系，本研究利用 miRanda 数据库预测其靶向位
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点，并通过双荧光素酶报告基因实验验证。miRanda 数据库显示 miR-335-5p 与 MAPK10 的互补结合位点

(图 4A)，双荧光素酶实验表明，MAPK10-3′ UTR + miR-335-5p 组和 MAPK10-3′ UTR-NC + miR-33-5p 组

相比显著性降低(P < 0.05)，对比阳参 miRNA NC 组，阳参 miRNA 组相对 luciferase 的表达量显著性下降

(P < 0.05)，说明转染检测体系可靠，miR-335-5p 与 MAPK10 的 3′非翻译区结合，抑制其表达(图 4B)。由

此提示 miR-335-5p 与 MAPK10 存在较好的靶向结合关系。 
 

 
Figure 4. Target binding relationship between miR-335-5p and MAPK10. A. Predicted complementary binding sites 
and scores for miR-335-5p and MAPK10; B. Dual-luciferase assay validation of the target binding relationship be-
tween miR-335-5p and MAPK10 
图 4. miR-335-5p 与 MAPK10 靶向结合关系。A：预测的 miR-335-5p 与 MAPK10 的互补位点及评分；B：双

荧光素酶实验验证 miR-335-5p 与 MAPK10 存在靶向结合关系 

4. 讨论 

CRC 因其高发病率及高致死率在全球范围内对经济和社会构成重大负担，对患者的生存质量造成严

重威胁。本研究利用 TCGA 数据库详细分析了 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 中的表达情况，发现其表

达与脉管转移(血管浸润和淋巴管浸润)具有显著相关性。RT-qPCR 检测进一步验证了这一结果。MAPK10
是一种调节多种生物学过程的激酶，涉及细胞的生长、迁移和存活[6]，并在多种肿瘤中发挥作用。散发

性甲状旁腺腺瘤中通过激活 MAPK 信号通路增强了肿瘤细胞的侵袭性和迁移能力[21]。在腺样囊性癌中，

高表达的 MAPK10 与细胞抗凋亡能力的增强相关，可能是通过激活 PI3K/Akt 信号通路实现的，从而促

进肿瘤细胞的存活和转移[22]。 
miR-335-5p 在多种肿瘤中也表现出对细胞生长和迁移的调节作用[23]。CRC 中，高表达的 miR-335-

5p 可能通过增强细胞间的粘附力和黏附分子的表达，促进肿瘤细胞的侵袭和转移[19]。肾上腺皮质癌中，

miR-335-5p 的高表达与患者的较差预后相关，通过参与 P53 信号通路调控肿瘤的生物行为[24]。此外，

尽管其他研究中有多个 miRNA 与 MAPK10 结合的报道[6] [25] [26]，但 miR-335-5p 与 MAPK10 在 CRC
中的分子机制尚未阐明。本研究结果表明，miR-335-5p 和 MAPK10 在 CRC 中表达异常，这种表达模式

与肿瘤的侵袭性和转移能力密切相关。通过双荧光素酶报告基因实验，本研究验证了 miR-335-5p 与
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MAPK10 的结合位点，揭示了 MAPK10 是 miR-335-5p 的靶基因。这一新发现为理解 miR-335-5p 和

MAPK10 在 CRC 发展中，尤其是在转移过程中的分子机制提供了新的视角，也为未来针对这两个分子的

潜在治疗策略的开发提供了科学依据。 
双荧光素酶报告基因实验是一个至关重要的工具，用于验证 microRNA 与其靶基因之间的相互作用

[27] [28]。双荧光素酶实验利用萤火虫萤光素酶和海肾荧光素酶的比值来评估 microRNA 对靶基因的调控

作用，以反映 microRNA 对靶基因的抑制效应[29] [30]。在肿瘤研究中，双荧光素酶实验被广泛应用于探

索 microRNA 与靶基因之间的功能关系，该技术可以确定 microRNA 是否通过结合特定的靶位点来调控

目标基因的表达，从而影响肿瘤细胞的恶性生物学行为[31]-[33]。这种应用对于理解肿瘤的分子机制、发

现潜在的治疗靶点以及开发新的治疗策略具有重要意义。本研究结果表明，miR-335-5p 通过特定的互补

结合位点来调控 MAPK10 的表达。这一发现不仅证实了 miR-335-5p 作为 MAPK10 负调控因子的作用，

也揭示了 miR-335-5p 在 CRC 中的潜在调控机制。MAPK10 是一个与细胞应激反应和凋亡相关的重要信

号通路蛋白，其表达水平的降低可能会影响 CRC 细胞的生物学行为，因此 miR-335-5p 可能在 CRC 发生

和发展中发挥关键作用。 
在本研究中通过分析 TCGA 数据库和 RT-qPCR 技术，揭示了 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 中的

表达差异。这些发现为探索它们的生物学功能提供了初步依据。然而本研究存在一些不足。本研究仅初

步验证了 miR-335-5p 与 MAPK10 之间的靶向关系，尚未详细探讨 miR-335-5p 调控 MAPK10 后如何影响

CRC 细胞的增殖、迁移、侵袭等生物学行为，未来的研究将通过过表达或敲低 miR-335-5p 或 MAPK10，
并观察这些变化对 CRC 细胞生物学行为的影响；此外，MAPK10 的高表达与淋巴结转移呈正相关的发现

与总体低表达的结论之间存在矛盾。这种差异可能与肿瘤的异质性有关，即不同肿瘤亚群可能表现出不

同的 MAPK10 表达模式。具体来说，某些亚型的肿瘤可能因为特定的遗传或表观遗传变化而表现出

MAPK10 的高表达。未来的研究需要通过深入分析不同 CRC 亚型中 MAPK10 的表达模式，并探索其与

淋巴结转移的相关性，来进一步验证这一假设。 
综上所述，未来将通过一系列体内外实验来进一步确认 MAPK10 和 miR-335-5p 在 CRC 中的具体作

用，并验证这些发现的临床相关性和应用价值。 
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