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　　［摘要］　目的　探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子 ｍｉＲ２０３对食管鳞癌Ｅｃａ１０９细胞增殖及侵袭能力的影响。方法　根据人源
ｍｉＲ２０３序列，设计并合成其双链模拟物。通过脂质体转染将 ｍｉＲ２０３模拟物分子导入食管鳞癌Ｅｃａ１０９细胞中，转染无关

ｍｉｃｒｏＲＮＡ模拟物作为对照。测定２组细胞的细胞倍增时间、细胞凋亡率以及侵袭细胞率，观察 ｍｉＲ２０３对Ｅｃａ１０９细胞增殖

及侵袭能力的影响。结果　Ｅｃａ１０９细胞转染ｍｉＲ２０３后其细胞倍增时间为（２６．１±０．５）ｈ，较对照组（２４．２±０．６）ｈ明显延
长（Ｐ＜０．０１）；其凋亡细胞比例较对照组增加［（４．５±０．４）％ｖｓ（３．７±０．４）％，Ｐ＜０．０５］；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验显示转染

ｍｉＲ２０３模拟物后，该组的侵袭细胞率明显低于对照组［（３９．２±５．８）％ｖｓ（４９．５±６．８）％，Ｐ＜０．０５］。结论　ｍｉＲ２０３能抑
制Ｅｃａ１０９细胞的增殖和侵袭能力，提示ｍｉＲ２０３可能是食管鳞癌生物治疗的潜在靶点。
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　　食管癌是我国高发的恶性肿瘤之一，近年来，我
国的食管癌发病率及死亡率均呈显著的上升趋

势［１］。与西方国家不同，东亚地区包括我国食管癌
患者中的主要类型为食管鳞癌［２］。目前，食管鳞癌
临床治疗仍以手术结合放、化疗为主，但患者长期生
存率仍然较低。如何在基因水平对食管鳞癌进行有
效的生物治疗已成为目前研究的热点之一。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）是一种２０～２５ｎｔ的内
源性小ＲＮＡ，通过调节 ｍＲＮＡ的翻译从而调控靶

基因的表达［３５］。目前已发现了１０００多个人类

ｍｉＲＮＡ基因，它们参与调控体内所有的信号转导途
径，其中包括许多重要肿瘤相关基因的表达，因此

ｍｉｃｒｏＲＮＡ被认为在肿瘤的发生发展过程中起到关
键作用［６］。Ｆｅｂｅｒ等［７］和 Ｍａｔｈé等［８］通过 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ芯片分析发现，食管鳞癌组织中的 ｍｉＲ２０３表
达水平显著低于癌旁组织，提示 ｍｉＲ２０３可能具有
抑癌基因的功能。为了进一步探讨ｍｉＲ２０３对食管
鳞癌细胞的可能作用，本研究以食管鳞癌细胞株
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Ｅｃａ１０９为研究对象，设计并合成了 ｍｉＲ２０３模拟
物，通过脂质体转染将其导入Ｅｃａ１０９细胞后检测其
对食管鳞癌细胞增殖及侵袭的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　食管鳞癌细胞株Ｅｃａ１０９购自中国科学
院细胞库（中国科学院上海生命科学研究院细胞资
源中心）。ＤＭＥＭ、ＦＢＳ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小 室 购 自 ＢＤ 公 司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ购 自 Ｓｉｇｍａ
公司。　　　　
１．２　人 ｍｉＲ２０３双链模拟物合成　检索 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ在线文库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ），按照人
源成熟ｍｉＲ２０３的序列，设计正义链：ｇｕｇａａａｕｇｕｕｕ
ａｇｇａｃｃａｃｕａｇ，反义链ｃｃａｇｕｇｇｕｕｃｕｕａａｃａｇｕｕｃａａｃ；与
人源 ｍｉｃｒｏＲＮＡ无同源性的 ＲＮＡ双链（基于线虫

ｍｉｃｏＲＮＡ，正义链：ｇｕｇａａａｕｇｕｕｕａｇｇａｃｃａｃｕａｇ，反义
链ｃｃａｇｕｇｇｕｕｃｕｕａａｃａｇｕｕｃａａｃ）作为对照。ｍｉＲ２０３
模拟物及对照序列均携带ＦＡＭ 标记用以检测其转
染细胞的效率。所有ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子由上海吉玛制
药技术有限公司合成。

１．３　细胞培养　Ｅｃａ１０９细胞使用ＤＭＥＭ（含１０％
胎牛血清）培养基，５％ＣＯ２、３７℃条件下培养。细胞
培养至对数生长期用于细胞转染实验。

１．４　细胞转染　处于对数生长期的Ｅｃａ１０９细胞，
于转染前１ｄ以３×１０５ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ的密度接种６孔
板。转染前，２４０μｌ无血清ＤＭＥＭ培养基中加入１０

μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，混匀后３７℃温育５ｍｉｎ，随后
取ｍｉｃｏｒＲＮＡ双链分子０．５μｇ溶于适量无血清培
养基至终体积２５０μｌ，将上述溶液混合，室温下静置

２０ｍｉｎ；同时，将６孔板中的细胞用无血清ＤＭＥＭ
培养基冲洗２次后，加入２ｍｌ无血清ＤＭＥＭ 培养
基，将混合液逐滴加入孔中，摇动培养板，轻轻混匀。

５％ＣＯ２、３７℃培养６ｈ，随后更换 ＤＭＥＭ（含１０％
ＦＢＳ）培养基，５％ＣＯ２、３７℃培养２４ｈ，取２×１０４细
胞通过ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ公司）检测转
染效率。

１．５　细胞增殖活性检测　Ｅｃａ１０９细胞转染 ｍｉＲ
２０３及对照 ｍｉｃｒｏＲＮＡ后２４ｈ，以１×１０４ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ
的密度接种６孔板，５％ ＣＯ２、３７℃培养７２ｈ后计数
每孔细胞数，按照公式Ｔｄ＝ （ｌｏｇ２×ｔ）／（ｌｏｇＮｔ－
ｌｏｇＮ０）计算各组细胞倍增时间，其中Ｔｄ为细胞倍增
时间，ｔ为细胞培养时间（即７２ｈ），Ｎｔ为实验完成时
细胞数，Ｎ０为实验开始时细胞数（即１×１０４ｃｅｌｌｓ）。

１．６　细胞凋亡检测　Ｅｃａ１０９细胞转染 ｍｉＲ２０３及
对照ｍｉｃｒｏＲＮＡ后９６ｈ，取５×１０５个已转染细胞，

与ａｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ及ＰＩ室温孵育２０ｍｉｎ，随后流
式细胞仪检测，计算ａｎｎｅｘｉｎⅤ＋ＰＩ－细胞的比例作
为细胞凋亡率。

１．７　细胞侵袭能力检测　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（５μｇ／ｍｌ）稀释
液包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜的上室面，无菌条件下

４℃干燥。随后把 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ倒置，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的
膜的下室面预涂ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（１０μｇ／ｍｌ），３７℃静置２
ｈ。ＰＢＳ漂洗１次后，放入预先每孔加有６００μｌ培养
基（含１０％血清）的２４孔板内，随后在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的
内室加入１００μｌＥｃａ１０９细胞悬液（含０．１％血清的
培养基，１×１０５ｃｅｌｌ／ｗｅｌｌ），３７℃培养２４ｈ后取出Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室。用棉签擦去黏附于膜上室面的细胞
后将膜置于９０％乙醇常温固定３０ｍｉｎ，以０．１％结
晶紫常温染色１０ｍｉｎ，清水漂净，显微镜下计数显色
细胞数，计算侵袭细胞占总细胞的百分比。

１．８　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１５．０软件分析，
结果用珚ｘ±ｓ表示，两组间均数比较采用独立样本ｔ
检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　转染效率　ＦＡＭ 标记的 ｍｉＲ２０３模拟物及

ｍｉＲＮＡ阴性对照转染食管鳞癌细胞Ｅｃａ１０９，培养

２４ｈ后在荧光显微镜下观察，可见绝大多数细胞的
胞质内显示荧光（图１Ａ），流式细胞仪检测显示转染
后荧光细胞比例分别为（８２．６±０．９）％和（８２．９±
１．２）％，两组转染率差异无统计学意义（图１Ｂ）。

２．２　ｍｉＲ２０３抑制Ｅｃａ１０９细胞增殖　Ｅｃａ１０９细胞
转染 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２４ｈ后，实验组及对照组分别取

１×１０４细胞铺板，培养７２ｈ后测定各组细胞倍增时
间，结果显示 ｍｉＲ２０３ 转染组细胞倍增时间为
（２６．１±０．５）ｈ，高 于 对 照 组 （２４．２±０．６）ｈ
（Ｐ＜０．０１，图２），提示ｍｉＲ２０３具有抑制Ｅｃａ１０９细
胞增殖的能力。

２．３　ｍｉＲ２０３促进Ｅｃａ１０９细胞凋亡　Ｅｃａ１０９细胞
转染ｍｉｃｒｏＲＮＡ９６ｈ后，采用ａｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法
检测各组细胞的凋亡率。结果显示ｍｉＲ２０３转染组

ａｎｎｅｘｉｎⅤ＋ＰＩ－细胞比例为（４．５±０．４）％，高于对
照组的（３．７±０．４）％（Ｐ＜０．０５，图３），提示ｍｉＲ２０３
具有促进Ｅｃａ１０９细胞凋亡的功能。

２．４　ｍｉＲ２０３抑制Ｅｃａ１０９细胞侵袭　Ｅｃａ１０９细胞
转染 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２４ｈ后，通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭
实验比较各组细胞侵袭能力，结果显示 ｍｉＲ２０３转
染组的侵袭细胞率为（３９．２±５．８）％，明显低于对照
组（４９．５±６．８）％（Ｐ＜０．０５，图４），提示 ｍｉＲ２０３具
有抑制Ｅｃａ１０９细胞侵袭的作用。
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图１　ｍｉｃｒｏＲＮＡ转染Ｅｃａ１０９细胞效率

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｅｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２０３ｍｉｍｉｃｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｂ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆｍｉＲ２０３ｍｉｍｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

图２　ｍｉｃｒｏＲＮＡ转染Ｅｃａ１０９后细胞倍增时间

Ｆｉｇ２　ＰｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｏｕｂｌｉｎｇｔｉｍｅｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｍｉＲ２０３ｍｉｍｉｃｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃｓ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

图３　ｍｉｃｒｏＲＮＡ转染Ｅｃａ１０９后细胞凋亡率

Ｆｉｇ３　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｍｉＲ２０３ｍｉｍｉｃｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃｓ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

图４　ｍｉｃｒｏＲＮＡ转染Ｅｃａ１０９后细胞侵袭效率检测

Ｆｉｇ４　ＩｎｖａｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏＲＮＡ
Ａ：ＣｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２０３ｍｉｍｉｃｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×４０；Ｂ：ＨｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｍｉＲ２０３ｍｉｍｉｃｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉｍｉｃｓ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　现有研究表明，ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一种普遍存在于
真核生物中的小分子。在人以及其他模式动物中已

发现的上千条 ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因中，绝大多数在不同
组织以及不同发育阶段中表达水平有差异，即

ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达模式具有时间及空间的特异性，提
示ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ在真核基因表达调控中发挥重要作
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用［３５］。

　　在真核生物的ＲＮＡ聚合酶Ⅱ作用下，细胞核
内编码ｍｉｃｒｏＲＮＡ的基因转录形成长度为数百碱基
的初级产物ｐｒｉｍｉｃｒｏＲＮＡ，初级转录物在Ｄｒａｓｈａ
酶的作用下进一步被加工成为长度约为７０ｂｐ单个

ｐｒｅｍｉｃｒｏＲＮＡ分子并形成茎环结构［９］，ｐｒｅｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ由转运蛋白Ｅｘｐｏｒｔｉｎ５转运至胞质后，在Ｄｉｃｅｒ
酶的作用下被加工形成互补双链ＲＮＡ，随后双链解
链最终形成成熟ｍｉｃｒｏＲＮＡ。成熟的ｍｉｃｒｏＲＮＡ通
过与靶基因 ｍＲＮＡ的互补配对，抑制 ｍＲＮＡ翻译
为蛋白质或在少数情况下直接降解 ｍＲＮＡ，从而在
翻译水平上对靶基因的表达进行负调控［６］。

　　肿瘤是一种复杂的多基因疾病，在所有肿瘤的

发生或发展过程中都可检测到特异基因的过表达或

表达缺失。研究表明，已发现的ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因中，

超过半数定位于原癌基因或抑癌基因的相关遗传区

域，从而表现出类似原癌基因或抑癌基因的作

用［１０１１］。ｍｉＲ２０３位于人１４号染色体［１２］，在同一区

域同时拥有约１２％已发现的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 基因［１３］。

该区域也是染色体上的不稳定区域，有报道显示该

区域的杂合性丢失可能是导致 Ｔ细胞淋巴瘤的发

生的关键［１４］。进一步研究发现，ｍｉＲ２０３是该区域

的ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因中唯一在 Ｔ细胞淋巴瘤中表达

下调的基因。对食管鳞癌的ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱分析

也发现ｍｉＲ２０３在癌组织中低表达［７８］，提示 ｍｉＲ

２０３对食管鳞癌的发生发展具有抑制作用。在本研

究中，我们通过将ｍｉＲ２０３模拟物转染至Ｅｃａ１０９细

胞内，结果发现转染后细胞的倍增时间明显延长，凋

亡细胞比例明显升高，而侵袭细胞率明显下降，表明

ｍｉＲ２０３可抑制Ｅｃａ１０９细胞增殖和侵袭能力，提示

ｍｉＲ２０３具有抑癌的功能。

　　综上所述，ｍｉＲ２０３的低表达可能是食管鳞癌

发生中的重要事件，在食管鳞癌发生发展过程中可

能具有重要作用，ｍｉＲ２０３有望成为食管鳞癌的诊断

和进展的分子标志物，也可能是食管鳞癌基因治疗

的一个有效靶点。ｍｉＲ２０３通过何种途径参与食管

鳞癌的发生发展有待进一步深入的研究。
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