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摘  要 

目的：探讨微小RNA-325-3p (miR-325-3p)与叉头框蛋白P3 (FOXP3)在结直肠癌(CRC)组织中的表达情

况，分析两者表达与临床病理特征的关系，探索两者在CRC发生和发展中的临床意义及潜在内在联系。

方法：采用实时荧光定量逆转录PCR (qRT-PCR)技术检测30例CRC患者癌组织与配对癌旁组织中miR-
325-3p和FOXP3的表达水平；将HCT116结直肠癌细胞分别转染miR-325-3p mimics (过表达组)和miR-
325-3p inhibitor (抑制组)，通过CCK-8实验、Transwell实验检测miR-325-3p对CRC细胞增殖、侵袭及

迁移能力的影响；利用生物信息学软件预测miR-325-3p与FOXP3的靶向关系，结合双荧光素酶报告基因

检测实验验证两者靶向关联；采用SPSS20.0软件分析miR-325-3p、FOXP3表达与CRC患者临床病理特征

的相关性，通过Spearman相关性分析法分析两者表达水平的相关性。结果：① miR-325-3p在CRC癌组

织中的相对表达量(0.630 ± 0.119)显著低于癌旁组织(1.109 ± 0.206) (P < 0.05)，其表达与患者淋巴结

转移、分化程度及TNM分期呈负相关(P < 0.05)，与性别、年龄、肿瘤大小无显著相关性(P > 0.05)；② 
FOXP3在CRC癌组织中的相对表达量(4.893 ± 1.753)显著高于癌旁组织(1.168 ± 0.371) (P < 0.01)，其

表达与患者TNM分期、分化程度、肿瘤大小及淋巴结转移呈正相关(P < 0.05)，与性别、年龄无显著相关

性(P > 0.05)；③ CCK-8实验显示，过表达miR-325-3p可显著抑制CRC细胞增殖，抑制miR-325-3p表达

可促进CRC细胞增殖；Transwell实验显示，过表达miR-325-3p可显著抑制CRC细胞侵袭、迁移能力，抑

制miR-325-3p表达可促进CRC细胞侵袭、迁移；④ 生物信息学预测及双荧光素酶报告基因检测证实，

miR-325-3p可直接靶向结合FOXP3的3’UTR特定位点；⑤ Spearman相关性分析显示，CRC组织中miR-
325-3p与FOXP3表达水平呈显著负相关(P < 0.01)。结论：CRC组织中miR-325-3p低表达、FOXP3高表

达，两者呈显著负相关，且均与CRC患者临床病理特征密切相关；miR-325-3p可能通过直接靶向负向调

控FOXP3表达，参与CRC的发生、侵袭及迁移过程，可为CRC的靶向治疗及疾病监测提供新的分子靶点和

研究思路。 
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Abstract 
Objective: To investigate the expression of microRNA-325-3p (miR-325-3p) and forkhead box pro-
tein P3 (FOXP3) in colorectal cancer (CRC) tissues, analyze the relationship between their expres-
sion and clinicopathological features, and explore their clinical significance and potential internal 
relationship in the occurrence and development of CRC. Methods: The expression levels of miR-
325-3p and FOXP3 in cancer tissues and paired adjacent tissues of 30 patients with CRC were de-
tected by real-time fluorescence quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR). HCT116 colo-
rectal cancer cells were transfected with miR-325-3p mimics (overexpression group) and miR-
325-3p inhibitor (inhibition group), respectively. The effects of miR-325-3p on the proliferation, 
invasion and migration of CRC cells were detected by CCK-8 assay and Transwell assay. The target-
ing relationship between miR-325-3p and FOXP3 was predicted by bioinformatics software, and 
the targeting relationship between miR-325-3 p and FOXP3 was verified by dual luciferase re-
porter gene assay. SPSS20.0 software was used to analyze the correlation between the expression 
of miR-325-3p and FOXP3 and the clinicopathological features of CRC patients. Spearman correla-
tion analysis was used to analyze the correlation between the expression levels of the two. Results: 
① The relative expression of miR-325-3p in CRC tissues (0.630 ± 0.119) was significantly lower 
than that in adjacent tissues (1.109 ± 0.206) (P < 0.05). The expression of miR-325-3p was nega-
tively correlated with lymph node metastasis, differentiation degree and TNM stage (P < 0.05), but 
not with gender, age and tumor size (P > 0.05). ② The relative expression of FOXP3 in CRC tissues 
(4.893 ± 1.753) was significantly higher than that in adjacent tissues (1.168 ± 0.371) (P < 0.01). 
The expression of FOXP3 was positively correlated with TNM stage, differentiation degree, tumor 
size and lymph node metastasis (P < 0.05), but not with gender and age (P > 0.05). ③ CCK-8 assay 
showed that overexpression of miR-325-3p could significantly inhibit the proliferation of CRC cells, 
and inhibition of miR-325-3p expression could promote the proliferation of CRC cells. Transwell 
experiments showed that overexpression of miR-325-3p could significantly inhibit the invasion 
and migration of CRC cells, and inhibition of miR-325-3p expression could promote the invasion 
and migration of CRC cells. ④ Bioinformatics prediction and dual luciferase reporter gene detec-
tion confirmed that miR-325-3 p could directly target the specific site of FOXP3 3’UTR. ⑤ Spear-
man correlation analysis showed that there was a significant negative correlation between miR-
325-3p and FOXP3 expression in CRC tissues (P < 0.01). Conclusion: The low expression of miR-
325-3p and the high expression of FOXP3 in CRC tissues are significantly negatively correlated, and 
both are closely related to the clinicopathological features of CRC patients; miR-325-3p may be 
involved in the occurrence, invasion and migration of CRC by directly targeting and negatively reg-
ulating FOXP3 expression, which can provide new molecular targets and research ideas for targeted 
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1. 引言 

结直肠癌(CRC)是世界范围内高发的恶性消化道肿瘤[1]。受人口老龄化、生活方式和饮食习惯变化

的影响，CRC 的发病率呈持续上升趋势，预计到 2035 年 CRC 死亡人数将翻一番[2]。中国是 CRC 发病

率较高的国家之一，其发病和死亡的比率均处于较高水平[3]，且多数患者确诊时已发生远处转移，错过

最佳手术治疗时机[4]。尽管化疗、放疗、免疫治疗及靶向治疗取得了一定进展，但耐药性及低反应率仍

是临床诊疗中亟待解决的难题[5]。因此，探索 CRC 发生发展的分子机制，挖掘新的诊断及治疗靶点，对

改善患者预后、降低死亡率具有重要意义。 
微小 RNA (microRNA, miRNA)是一类长度约 22 个核苷酸的内源性非编码小 RNA，通过靶向结合

mRNA 的 3’UTR 区域在转录后水平调控基因表达，广泛参与肿瘤的发生、发展及转移过程[6]。miR-325-
3p 作为 miRNA 家族的重要成员，已被证实在肝癌、肺癌、胶质瘤等多种肿瘤中低表达，通过靶向调控

相关基因抑制肿瘤细胞增殖、侵袭并诱导凋亡[7]-[9]，但在 CRC 中的表达模式及调控机制尚未完全明确。

叉头框蛋白 P3 (Forkhead Box Protein P3, FOXP3)是叉头框转录因子家族核心成员，作为调节性 T 细胞

(Tregs)的特异性标志物，可通过调控免疫耐受及肿瘤细胞自身功能参与肿瘤进展，其在不同肿瘤中的表

达及作用具有差异性[10]-[12]。 
本研究通过检测 miR-325-3p 与 FOXP3 在 CRC 组织及癌旁组织中的表达，分析两者与临床病理特征

的相关性，验证两者的靶向调控关系，并探讨 miR-325-3p 对 CRC 细胞功能的影响，为 CRC 靶向治疗及

疾病监测相关靶点的研究提供了新思路。 

2. 材料与方法 

2.1. 临床组织标本收集 

收集手术切除且经病理证实的 CRC 组织及配对癌旁组织(距离肿瘤边缘 ≥ 5 cm，经病理确认无肿瘤

细胞浸润) 30 例，离体组织立即分割为指甲盖大小，迅速冷冻于液氮中保存。记录患者性别、年龄、肿瘤

大小、分化程度、TNM 分期、淋巴结转移等临床病理资料。 
纳入标准：① 术前未接受任何抗肿瘤治疗(化疗、放疗、靶向治疗等)；② 临床病历资料完整；③ 经

病理学明确诊断为 CRC，癌旁组织无肿瘤细胞浸润；④ 无其他严重系统性疾病及其他器官恶性肿瘤。排

除标准：① 临床病历资料不全；② 癌症复发二次手术患者；③ 术前接受过抗肿瘤治疗；④ 合并其他

器官恶性肿瘤或转移癌。 

2.2. 细胞、主要试剂和仪器 

细胞系、菌株及质粒：所需 HCT116 细胞系，psiCHECK2 双荧光素酶报告质粒，野生型 FOXP3 荧
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光素酶报告质粒(FOXP3-WT)和突变型荧光素酶报告质粒(FOXP3-MUT)，inhibitor NC、miR-325-3p inhib-
itor、NC mimics、miR-325-3p mimics 均由擎科生物科技有限公司构建并提供。 

主要试剂：经典 miRNA 提取分离试剂盒(ONOBATE 公司，BL5701)、快捷型动物组织 RNA 提取试

剂盒(ONOBATE 公司，BL21)、miRNA 1st Strand cDNA Synthesis Kit (BIOGENE 公司)、High performance 
qRT Master Mix (华罕公司，HBY201)、2*Universal SYBR qPCR Master Mix (华罕公司，HQ101B)、CCK-
8 试剂盒(碧云天公司，C0037)、双萤光素酶检测试剂盒(Promega 公司，E1910)等。 

主要仪器：倒置荧光显微镜(尼康，DS-Fi3)、荧光定量 PCR 仪(Roche, 480II Real Time PCR)、CO2培

养箱(Thermo Fishe, 3111)、台式高速冷冻离心机(Thermo Fisher Scientific, Fresco21)、萤光素酶检测仪(BLT, 
Lux-T020)等。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. qRT-PCR 检测 miR-325-3p 和 FOXP3 的表达 
按照试剂盒说明书，分别提取 CRC 组织、癌旁组织及细胞中的 miRNA 和 mRNA，使用紫外可见光

分光光度计检测 RNA 纯度及浓度(A260/A280 比值在 1.8~2.0 视为合格)。采用 Stem-loop RT 法将 miRNA
反转录为 cDNA，采用常规反转录法将 mRNA 反转录为 cDNA。以 U6 为 miR-325-3p 的内参基因，β-actin
为 FOXP3 的内参基因，进行 qRT-PCR 检测。引物序列由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，具

体序列见表 1。qRT-PCR 反应体系(20 μl)：2*Universal SYBR qPCR Master Mix 10 μl，上下游引物各 0.5~1 
μl，模板 DNA 1~2 μl，RNase-free ddH2O 补至 20 μl。反应条件：预变性 95℃ 30s，循环反应 95℃ 10 s、
60℃ 60 s (40 个循环)，降温 50℃ 30 s。采用 2−ΔΔCt 法计算目的基因相对表达量。 
 
Table 1. Primer sequences for target and reference genes 
表 1. 目的基因及内参的引物序列 

 Forward primer Reverse primer 

FOXP3 TCTGCACCTTCCCAAATCCC TCATTGAGTGTCCGCTGCTT 

miR-325-3p GGATGGTGGAACGTACTTCTT ATCTCCTGGTTTCCCTACAGTC 

β-actin TCCCTGGAGAAGAGCTACGAGC TGCCACAGGACTCCATGCCCAG 

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTG 

2.3.2. 细胞转染及细胞功能实验 
HCT116 细胞培使用含 10%胎牛血清、1%双抗的 DMEM 的培养基，置于 37℃、5% CO2培养箱中培

养。将处于对数生长期的 HCT116 细胞分为 3 组：空白对照组(不转染)、阴性对照组(转染 NC mimics/in-
hibitor)、实验组(转染 miR-325-3p mimics/inhibitor)，按照 Lipo2000 转染试剂说明书进行细胞转染，转染

后培养 48 h 用于后续实验。 
CCK-8 实验检测细胞增殖能力：转染 48 h 后，将细胞接种于 96 孔板(每孔 1 × 104个细胞)，分别培

养 0 h、24 h、48 h、72 h，每孔加入 10 μl CCK-8 试剂，继续培养 2 h 后，使用酶标仪检测 450 nm 波长下

的吸光度(OD 值)，绘制细胞增殖曲线。 
Transwell 实验检测细胞侵袭及迁移能力：迁移实验：将转染 48 h 后的细胞消化重悬，调整浓度为 1 

× 105 个/ml，取 200 μl 细胞悬液加入 Transwell 小室上室，下室加入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基，

培养 24 h 后，固定、染色，显微镜下计数穿膜细胞数。侵袭实验：提前将 Matrigel 基质胶铺于 Transwell
小室上室，其余步骤同迁移实验。 
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2.3.3. 双荧光素酶报告基因检测 
利用 Target Scan 软件初步预测 miR-325-3p 与 FOXP3 的靶向结合位点，构建 FOXP3-WT (野生型)和

FOXP3-MUT (突变型)双荧光素酶报告质粒。将 HCT116 细胞接种于 24 孔板，培养至细胞融合度达

70%~80%时，将 FOXP3-WT/FOXP3-MUT 质粒分别与 miR-325-3p mimics 或 NC mimics 共转染，转染 48 h
后，按照双萤光素酶检测试剂盒说明书检测萤火虫荧光素酶活性和海肾荧光素酶活性，以海肾荧光素酶

活性为内参，计算相对荧光素酶活性。 

2.3.4. 统计学方法 
采用 SPSS20.0 统计软件进行数据分析，计量资料以均数 ± 标准差( x s± )表示，组间比较采用 t 检

验；计数资料以例数表示，相关性分析采用 Spearman 秩相关分析。P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. miR-325-3p 在 CRC 组织中的表达及与临床病理特征的关系 

qRT-PCR 检测结果显示，miR-325-3p 在 CRC 癌组织中的相对表达量为 0.630 ± 0.119，显著低于癌

旁组织的 1.109 ± 0.206，差异具有统计学意义(t = 11.264, P < 0.05)。见图 1。 
相关性分析显示，miR-325-3p 的表达水平与 CRC 患者的淋巴结转移、分化程度及 TNM 分期密切相

关(P < 0.05)：有淋巴结转移患者的 miR-325-3p 表达水平显著低于无淋巴结转移患者，低分化患者显著低

于中高分化患者，Ⅲ + Ⅳ期患者显著低于Ⅰ + Ⅱ期患者；miR-325-3p 表达与患者性别、年龄、肿瘤大小无

显著相关性(P > 0.05)。见表 2。 
 

 
Figure 1. Relative expression of miR-325-3p in CRC and adjacent normal tissues 
图 1. miR-325-3p 在 CRC 组织及癌旁组织中的相对表达量 

 
Table 2. Correlation between the expression level of miR-325-3p and the clinicopathological characteristics 
表 2. miR-325-3p 表达水平与 CRC 患者临床病理特征的相关性 

特征 总计/n 
miR-325-3p 

χ2值 P 值 
低表达 高表达 

性别      

男 17 10 7   

女 13 9 4 0.344 0.558 
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续表 

年龄      

<60 7 4 3   

≥60 23 15 8 0.151 0.698 

分化程度      

中高分化 16 13 3   

低分化 14 6 8 4.739 0.029 

肿瘤大小/厘米      

<5 16 8 8   

≥5 14 11 3 2.625 0.105 

淋巴结转移      

无 9 3 6   

有 21 16 5 4.983 0.026 

TNM 分期      

Ⅰ~Ⅱ 13 5 8   

Ⅲ~Ⅳ 17 14 3 6.111 0.023 

3.2. FOXP3 在 CRC 组织中的表达及与临床病理特征的关系 

qRT-PCR 检测结果显示，FOXP3 在 CRC 癌组织中的相对表达量为 4.893 ± 1.753，显著高于癌旁组

织的 1.168 ± 0.371，差异具有统计学意义(t = 2.764, P < 0.01)。见图 2。 
相关性分析显示，FOXP3 的表达水平与 CRC 患者的 TNM 分期、分化程度、肿瘤大小及淋巴结转移

密切相关(P < 0.05)：Ⅲ + Ⅳ期患者的 FOXP3 表达水平显著高于Ⅰ + Ⅱ期患者，低分化患者显著高于中高

分化患者，肿瘤大小 ≥ 5 cm 患者显著高于 < 5 cm 患者，有淋巴结转移患者显著高于无淋巴结转移患者；

FOXP3 表达与患者性别、年龄无显著相关性(P > 0.05)。见表 3。 
 

 
Figure 2. Relative expression of FOXP3 in CRC and adjacent non-tumor tissues 
图 2. FOXP3 在 CRC 组织及癌旁组织中的相对表达量 
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Table 3. Correlation between the expression level of FOXP3 and the clinicopathological characteristics 
表 3. FOXP3 表达水平与 CRC 患者的临床病理特征的相关性 

特征 总计/n 
FOXP3 

χ2值 P 值 
高表达 低表达 

性别      

男 17 9 7 
0.117 0.732 

女 13 7 7 

年龄      

<60 7 4 3 
0.053 0.818 

≥60 23 15 8 

分化程度      

中高分化 16 12 4 
6.467 0.011 

低分化 14 4 10 

肿瘤大小/厘米      

<5 16 5 11 
6.718 0.010 

≥5 14 11 3 

淋巴结转移      

无 9 2 7 
5.013 0.025 

有 21 14 7 

TNM 分期      

Ⅰ~Ⅱ 13 3 10 
8.438 <0.009 

Ⅲ~Ⅳ 17 13 4 

3.3. miR-325-3p 对 CRC 细胞增殖、侵袭及迁移能力的影响 

CCK-8 增殖实验结果显示，miR-325-3p mimics 和 inhibitor 及其对照序列转染结直肠癌细胞后，早期

(0 h 与 24 h)各组细胞活力无显著差别(P > 0.05)。然而在转染后 48 h，HCT116 细胞中，上调 miR-325-3p
表达明显抑制细胞增殖(与 NC mimics 组相比差异显著即 P < 0.05)，而下调 miR-325-3p 则显著促进细胞

增殖(较 inhibitor-NC 组 P < 0.05)，见图 3。 
 

 
Figure 3. Proliferation curves of HCT116 cells in various groups 
图 3. 不同组 HCT116 细胞增殖能力曲线 
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Transwell 实验结果显示，与空白对照组和阴性对照组相比，miR-325-3p mimics 组穿膜细胞数显著减

少(P < 0.05)，细胞侵袭、迁移能力显著降低；miR-325-3p inhibitor 组穿膜细胞数显著增多(P < 0.05)，细

胞侵袭、迁移能力显著增强。见图 4、图 5。 
 

 
图 A 是 miR-325-3p 过表达和抑制 miR-325-3p 表达对 HCT116 细胞侵袭能力影响的 Transwell 结果

的代表性图像，图 B 是对图 A 的统计结果。 

Figure 4. Effects of miR-325-3p expression on invasion of CRC cells 
图 4. miR-325-3p 的不同表达对 CRC 细胞侵袭能力影响的结果 

 

 
图 C 是 miR-325-3p 过表达和抑制 miR-325-3p 表达对 HCT116 细胞迁移能力影响的 Transwell 结果

的代表性图像，图 D 是对图 C 的统计结果。 

Figure 5. Effects of miR-325-3p expression on migration of CRC cells 
图 5. miR-325-3p 的不同表达对 CRC 细胞迁移能力影响的结果 
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3.4. miR-325-3p 与 FOXP3 的靶向关系验证 

生物信息学软件 Target Scan 预测显示，miR-325-3p 与 FOXP3 的 3’UTR 区域可能存在特异性结合位

点(见表 4)。双荧光素酶报告基因检测结果显示，与 NC mimics 组相比，miR-325-3p mimics 组 FOXP3-WT
质粒的相对荧光素酶活性显著降低(P < 0.05)，而 FOXP3-MUT 质粒的相对荧光素酶活性无显著变化(P > 
0.05)，证实 miR-325-3p 可直接靶向结合 FOXP3 的 3’UTR 特定位点。见图 6。 
 
Table 4. miR-325-3p-FOXP3 binding site (predicted by TargetScan) 
表 4. TargetScan 数据库预测 miR-325-3p 与 FOXP3 的结合位点 

Locus Information Predicted Base Pairing  
(Target 3'UTR top, miRNA bottom) Site Type 

Position 872-878 of FOXP3 3' UTR 5'...ccacaguaccgucccCAAUAAAc...3' 
7mer-A1 

hsa-miR-325-3p 3'...aacuauccuccaggaGUUAUUU...5' 

注：序列中大写字母为两者结合位点 7mer-A1。 
 

 
Figure 6. Luciferase reporter assay verifying the targeting of miR-325-3p to FOXP3 
图 6. 荧光素酶报告基因实验验证 miR-325-3p 和 FOXP3 的靶向关系 

3.5. CRC 组织中 miR-325-3p 与 FOXP3 表达的相关性 

Spearman 相关性分析显示，CRC 组织中 miR-325-3p 的相对表达量与 FOXP3 的相对表达量呈显著负

相关(P < 0.01)，提示两者可能存在协同调控关系。见表 5 和图 7。 
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Table 5. Results of Spearman correlation analysis 
表 5. Spearman 相关性分析表 

 miR-325-3p 相对表达量 FOXP3 相对表达量 

Spearman 的 rho 

miR-325-3p 相对表达量 

相关系数 1.000 −0.511** 

Sig.(双侧) . 0.004 

N 30 30 

FOXP3 相对表达量 

相关系数 −0.511** 1.000 

Sig.(双侧) 0.004 . 

N 30 30 

注：**在置信度(双测)为 0.01 时，相关性是显著的。 
 

 
Figure 7. Scatter plot with linear regression of miR-325-3p and FOXP3 expression 
图 7. miR-325-3p 与 FOXP3 表达量的散点图及线性回归拟合图 

4. 讨论 

CRC 的发生与发展已成为全球性的健康问题，在所有类型的癌症中发病率和死亡率几乎最高[1]。手

术切除联合放化疗是早期 CRC 的主要治疗方法[4]。然而大多数患者就诊时肿瘤已发生转移，导致治疗效
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果不佳、预后较差[5]。因此，深入探索 CRC 发生发展的分子机制，挖掘关键调控分子及新型诊疗靶点，

是改善患者预后、降低死亡率的关键。随着高通量测序、蛋白质组学等技术的广泛应用[13]，多种信号通

路、转录因子及非编码 RNA 被证实参与 CRC 发病[14]，为 CRC 的预后监测和靶向治疗提供了新方向。 
miRNA 作为内源性非编码小 RNA 分子，可通过调控相关靶基因广泛参与细胞增殖、迁移、发育、

细胞周期调控及凋亡等生理病理过程[15] [16]。在 CRC 中，已发现多种 miRNA 参与肿瘤的发生与发展。

如 miR-495-3p 通过下调 HMGB1、miR-205-5p 通过调控 PTK7，分别抑制 CRC 细胞增殖迁移或参与其增

殖凋亡过程[17] [18]。miR-325-3p 在不同肿瘤中的表达及功能具有明显的组织特异性。在胶质瘤中低表

达，通过靶向 FOXM1、SOX9 发挥抑癌作用，与患者不良预后相关[9]；在乳腺癌中高表达，靶向 S100A2
促进肿瘤进展[19]。这种异质性与肿瘤组织微环境、靶基因表达差异相关。而其在 CRC 中仅被证实可靶

向 S100A4 抑制骨转移[20]，具体表达情况及靶基因调控网络仍不明确。 
FOXP3 在不同肿瘤中的作用被广泛研究，FOXP3 是 Treg 细胞的关键转录因子，通过调控 Treg 细胞

的发育、功能及免疫稳态，在调节免疫耐受和肿瘤相关生物学行为中发挥重要作用[10]-[12]。已有研究表

明[21]，CRC 肿瘤微环境中 FOXP3+ Treg 浸润水平显著高于正常肠道组织，其分泌的 IL-10、TGF-β等免

疫抑制因子可抑制 CD4+、CD8+ T 细胞活化，减少抗肿瘤细胞因子分泌，构建免疫耐受微环境，促进肿

瘤侵袭转移。另有研究表明[22]，FOXP3+ Treg 可通过表达 CTLA-4、PD-1 等免疫检查点分子，与肿瘤细

胞表面 PD-L1、B7 结合增强免疫抑制，且其浸润水平与患者生存期呈负相关，与本研究 FOXP3 高表达

提示不良预后的结果一致。除免疫逃逸功能外，FOXP3 在 CRC 细胞内的固有促癌作用同样重要，且二者

存在协同调控关系。Mortezaee 等人研究发现[23] [24]，FOXP3 存在于多种癌细胞株中，与 IL-10、TGF-β高
度相关，提示其可通过调控免疫因子间接参与免疫微环境调控。在肝癌细胞中，FOXP3 可定位于细胞核

内，作为转录因子激活 STAT3 信号通路、上调 MMP-2、MMP-9 表达，从而促进细胞增殖、增强侵袭迁

移能力[25]，与本研究中 FOXP3 高表达与肿瘤大小、淋巴结转移、TNM 分期相关的结果相印证。更重要

的是，CRC 细胞内 FOXP3 高表达与 FOXP3+ Treg 浸润存在相互促进的协同效应[26] [27]：CRC 细胞高

表达 FOXP3 可分泌 CCL22、CXCL12 等趋化因子，募集 FOXP3+ Treg 浸润；而 Treg 分泌的 TGF-β、IL-
10 又可促进 CRC 细胞 FOXP3 表达，形成“FOXP3 高表达–免疫抑制–肿瘤进展”的恶性循环。已有研

究证实，FOXP3 高表达与 CRC 不良预后相关，但其上游调控机制仍不明确，为本研究探索 miR-325-3p
对 FOXP3 的靶向调控提供了契机。 

已有研究证实，miRNA 与 FOXP3 通过多条生物学通路调控肿瘤的发生与发展，miRNA 也可直接靶

向 FOXP3 影响肿瘤生物学行为。促癌因子 circRUNX1 作为“分子海绵”吸附 miRNA，通过解除 miRNA
对其靶基因的抑制，进而调控肿瘤细胞的恶性生物学行为。在食管鳞癌及 CRC [28] [29]中，通过解除 miR-
449b-5p 对 FOXP3 的抑制作用，进而提升 FOXP3 的 mRNA 和蛋白水平从而使 FOXP3 发挥促癌作用。同

样，miR-6132、miR-149-3p 也可通过调控 FOXP3 参与疾病进展[30] [31]。因此推测 FOXP3 可能是 miR-
325-3p 在 CRC 中的下游靶基因。本文以 miR-325-3p 与 FOXP3 的靶向调控关系为核心，深入探讨二者协

同调控 CRC 发生发展的分子机制。 
本研究通过 qRT-PCR 检测发现，miR-325-3p 在 CRC 中表达下调，与淋巴结转移、TNM 分期、分化

程度显著相关，可作为潜在预后指标；细胞功能实验证实，过表达 miR-325-3p 可抑制 HCT116 细胞增殖、

侵袭迁移，抑制其表达则作用相反，明确其抑癌作用。 
miR-325-3p 的抑癌作用需通过靶向其下游靶基因实现。因此本研究利用生物信息学筛选及双荧光素

酶实验验证表明，miR-325-3p 可直接靶向 FOXP3 的 3’UTR 特定位点。为进一步明确二者在 CRC 组织中

的表达相关性，通过 qRT-PCR 技术检测显示，与癌旁组织相比，FOXP3 在 CRC 癌组织中表达量显著升

高；卡方检验分析表明，FOXP3 表达与 CRC 患者的淋巴结转移、TNM 分期、分化程度、肿瘤大小均显
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著相关，进一步验证其在 CRC 中的促癌作用。Spearman 相关性分析结果证实，miR-325-3p 与 FOXP3 表

达呈显著负相关，结合靶向验证结果，进一步明确了二者的调控关系。 
综上研究表明，miR-325-3p 可通过直接靶向并负向调控 FOXP3 的表达进而影响 CRC 的增殖、侵袭、

迁移及恶性进展。此外，陈等人[32]研究发现，口腔鳞状癌细胞(OSCC)中 miR-325-3p 可靶向负调控 FOXP3
并诱导 OSCC 免疫逃逸，这一结果进一步证实了 miR-325-3p 靶向 FOXP3 的调控模式，提示该调控机制

可能具有肿瘤普遍性，为本研究结论提供了相应的佐证支持。 
本研究存在一定局限性：样本量较小(30 例)，结果可能存在偏倚；未进一步验证 miR-325-3p/FOXP3

轴调控 CRC 进展的具体下游信号通路；细胞实验中细胞系选择单一。后续研究将扩大样本量及细胞系，

深入探索 miR-325-3p/FOXP3 轴的调控机制，并通过体内实验进一步验证其在 CRC 中的作用，为 CRC 的

临床诊疗提供更可靠的理论依据。 

5. 结论 

CRC 组织中 miR-325-3p 低表达、FOXP3 高表达，两者呈显著负相关；miR-325-3p 可通过直接靶向

负向调控 FOXP3 表达，抑制 CRC 细胞增殖、侵袭及迁移能力；miR-325-3p 和 FOXP3 均与 CRC 患者临

床病理特征密切相关，可能参与 CRC 的发生、发展及恶性进展，可为 CRC 的靶向治疗及疾病监测提供

新的分子靶点和研究思路。 
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