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微小ＲＮＡ分子ｍｉＲ２１４对食管鳞癌细胞Ｅｃａ１０９侵袭能力的影响
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　　［摘要］　目的　探讨微小 ＲＮＡ 分子 ｍｉＲ２１４对食管鳞癌细胞 Ｅｃａ１０９侵袭能力的影响及其可能的分子机制。

方法　根据人源ｍｉＲ２１４序列合成双链模拟物。通过脂质体转染将ｍｉＲ２１４模拟物分子导入食管鳞癌Ｅｃａ１０９细胞中，转染
无关ｍｉＲＮＡ模拟物作为对照。采用定量ＰＣＲ法检测细胞中成熟 ｍｉＲ２１４分子水平，以 Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验测定

侵袭细胞率，通过蛋白质印迹法检测细胞中Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达，利用流式细胞术检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞率。

结果　Ｅｃａ１０９细胞转染ｍｉＲ２１４模拟物４８ｈ后，其成熟ｍｉＲ２１４水平较对照组明显上升（Ｐ＜０．０１）；细胞侵袭能力较对照组
降低（Ｐ＜０．０５）。同时，ｍｉＲ２１４转染组的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平及 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞率较对照组下降（Ｐ＜０．０５）。

结论　ｍｉＲ２１４可能通过抑制细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）的方式抑制食管鳞癌细胞的侵袭能力。

　　［关键词］　微ＲＮＡｓ；食管肿瘤；鳞状细胞癌；肿瘤侵润；上皮间质转化
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　　食管鳞癌是我国高发的恶性肿瘤之一。我国每

年食管癌新发病例数超过２５万例，占全世界新发病

例总数的一半以上，其中超过９０％为食管鳞癌患

者［１］。肿瘤复发、转移是导致食管鳞癌患者术后长

期生存率低下的主要因素［１２］。以往研究发现食管

鳞癌细胞淋巴结转移是影响患者预后的重要指
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标［３４］。因此，研究调控食管鳞癌转移发生的机制并

进而对食管鳞癌进行有效的生物治疗，将有助于改

善其目前临床治疗远期效果不佳的现状［２］。微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种内源性小分子非

编码ＲＮＡ，主要通过抑制 ｍＲＮＡ的翻译从而下调

靶基因的表达［５］。ｍｉＲＮＡ在细胞增殖、分化、新陈

代谢及凋亡等过程发挥重要作用［５６］，许多 ｍｉＲＮＡ
还参与了肿瘤的发生发展［７］。ＭｉＲ２１４最初被发现

与细胞凋亡调控相关［８］，随后的研究发现 ｍｉＲ２１４
在细胞老化及分化过程中也发挥重要作用［９１０］。临

床统计分析显示ｍｉＲ２１４表达水平与食管鳞癌淋巴

结转移负相关，提示 ｍｉＲ２１４参与调控食管鳞癌细

胞的侵袭转移［９］。为了进一步研究ｍｉＲ２１４是否具

有调控食管鳞癌细胞侵袭转移的作用，本研究以食

管鳞癌细胞株Ｅｃａ１０９为研究对象，设计并合成了

ｍｉＲ２１４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培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）及Ｌｉｐｏｆ

ｅｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

购自ＢＤ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自Ｓｉｇｍａ公司。ＭｉＲＮＡ
反转录及定量ＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司。人

ｍｉＲ２１４双链模拟物合成：检索 ｍｉＲＮＡ在线文库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ），按照人源 ｍｉＲ２１４的

序列，设计正义链（５′ｇｕｇａａａｕｇｕｕｕａｇｇａｃｃａｃｕａｇ３′）

和反义链（５′ｃｃａｇｕｇｇｕｕｃｕｕａａｃａｇｕｕｃａａｃ３′）；与人源

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 无 同 源 性 的 ＲＮＡ 双 链 （基 于 线 虫

ｍｉＲＮＡ，正义链５′ａｃａｇｃａｇｇｃａｃａｇａｃａｇｇｃａｇｕ３′，反

义链 ５′ａｃｕｇｃｃｕｇｕｃｕｇｕｇｃｃｕｇｃｕｇｕ３′）作 为 对 照。

ｍｉＲ２１４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 ｍｉＲＮＡ双链模拟物

由上海吉玛制药技术有限公司合成。

１．２　细胞培养　Ｅｃａ１０９细胞使用ＤＭＥＭ（含１０％

ＦＢＳ）培养液，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。

１．３　细胞转染　处于对数生长期的Ｅｃａ１０９细胞，

于转染前１ｄ以３×１０５／孔的密度接种至６孔板。

转染前，２４０μＬ无血清ＤＭＥＭ培养液中加入１０μＬ

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，混匀后３７℃温育５ｍｉｎ，随后取

ｍｉＲＮＡ模拟物双链分子０．５μｇ溶于适量无血清培

养液至终体积２５０μＬ，将上述溶液混合，室温下静

置２０ｍｉｎ；将６孔板中的细胞用无血清ＤＭＥＭ 培

养液冲洗２次后，加入２ｍＬ无血清 ＤＭＥＭ 培养

液，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，随后更换为含１０％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ培养液，５％ ＣＯ２、３７℃培养２４ｈ，取２×１０４

细胞通过流式细胞仪检测转染效率。

１．４　ＭｉＲ２１４表达水平检测　Ｅｃａ１０９细胞转染

ｍｉＲ２１４双链模拟物及对照 ｍｉＲＮＡ模拟物后４８ｈ
收集细胞，以ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞并抽提总ＲＮＡ。取

５００ｎｇ总ＲＮＡ以ｍｉＲＮＡ反转录试剂盒行反转录。

ＳＹＢＲ法定量检测细胞内成熟 ｍｉＲ２１４的表达水

平。定量ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ１０μＬ，１０

μｍｏｌ／Ｌ正反向引物各０．４μＬ，反转录产物１μＬ，补

充去离子水至反应体系２０μＬ。反应条件：９５℃变

性６０ｓ；随后９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，共４０个循环。以

Ｕ６表达水平作为内参，通过２－ΔΔＣｔ法比较不同细胞

间ｍｉＲ２１４相对含量。

１．５　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
的膜的下室面预涂纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，１０μｇ／

ｍＬ），３７℃静置２ｈ。ＰＢＳ漂洗１次后，放入预先每

孔加有６００μＬ培养液（含１０％血清）的２４孔板内，

随后在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的内室加入１００μＬＥｃａ１０９细胞

悬液（培养液含０．１％血清，细胞密度为１×１０４／

孔），３７℃培养２４ｈ后取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ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。

１．６　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达检测　收集转染后４８ｈ的

Ｅｃａ１０９细胞，加入细胞裂解液［（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
（ｐＨ８．０），５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

０．５％ ＮＰ４０，１０ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１

ｍｇ／ｍＬ抑肽酶），提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法检测总

蛋白浓度。取２０μｇ总蛋白行１２％ＳＤＳ聚丙烯酰

胺凝胶垂直电泳。采用半干法将胶中蛋白转印至

ＰＶＤＦ膜。以５％的脱脂牛奶常温封闭２ｈ，加入

ＴＢＳＴ稀释的小鼠抗人Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆抗体，４℃
过夜。取出后以ＴＢＳＴ洗膜３次。随后加入 ＨＲＰ
标记的山羊抗小鼠二抗，室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３
次，增强型化学发光显影。采用图像分析软件进行
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条带光密度扫描分析Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ相对βａｃｔｉｎ的表

达丰度。

１．７　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞比例检测　Ｅｃａ１０９细胞

转染ｍｉＲ２１４及对照 ｍｉＲＮＡ后４８ｈ，收集细胞重

悬于５００μＬ 缓冲液 Ａ （１００ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．５％

ＢＳＡ）。细胞与ＦＩＴＣ标记的小鼠抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
单克隆抗体室温孵育１ｈ。随后细胞用缓冲液Ａ洗

涤２次后重悬于５００μＬ缓冲液Ａ中，上流式细胞仪

检测。

１．８　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１５．０软件分析，

实验数据用珚ｘ±ｓ表示，两样本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　ｍｉＲ２１４双链模拟物转染后Ｅｃａ１０９胞内成熟

ｍｉＲ２１４的表达丰度　ＦＡＭ 标记的 ｍｉＲ２１４模拟

物及ｍｉＲＮＡ阴性对照转染食管鳞癌细胞Ｅｃａ１０９，

培养２４ｈ后流式细胞仪检测显示转染后荧光细胞

比例分别为（８１．７±３．５）％和（７９．９±２．５）％，提示

两组转染率接近（图１）。Ｅｃａ１０９细胞转染４８ｈ后，

定量 ＰＣＲ检测显示 ｍｉＲ２１４双链转染组中成熟

ｍｉＲ２１４表达水平为对照组的８７．６倍（图２），证实

ｍｉＲ２１４双链模拟物转染Ｅｃａ１０９细胞后显著提高

了胞内成熟ｍｉＲ２１４的丰度。

图１　ＭｉＲＮＡ双链模拟物转染Ｅｃａ１０９细胞效率

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔａｎｄｍｉｍｉｃｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＦＡＭｌａｂｅｌｅｄｍｉＲ２１４ｍｉｍｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ；Ｂ：Ｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ２１４ｍｉｍｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｉｎｔｏＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

图２　ＭｉＲＮＡ双链模拟物转染Ｅｃａ１０９细胞后

ｍｉＲ２１４相对表达水平检测

Ｆｉｇ２　ＭｉＲ２１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎ

Ｅｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１４ｍｉｍｉｃ

ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ
Ｐ＜０．０１．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．２　ｍｉＲ２１４双链模拟物转染后Ｅｃａ１０９细胞侵袭

能力的变化　Ｅｃａ１０９细胞转染 ｍｉＲＮＡ４８ｈ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２１４ 转染组的侵袭细胞率为

（７．８±１．０）％，低于对照组的（１１．１±１．６）％（Ｐ＜

０．０５，图３），提示 ｍｉＲ２１４具有抑制Ｅｃａ１０９细胞侵

袭的作用。

２．３　ｍｉＲ２１４双链模拟物转染后Ｅｃａ１０９细胞Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达　为了探讨ｍｉＲ２１４是否调控食管

鳞癌细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）的发生，Ｅｃａ１０９细胞

转染ｍｉＲＮＡ４８ｈ后，我们通过蛋白质印迹法检测

各组细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达。结果显示ｍｉＲ２１４转

染组细胞 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ相对βａｃｔｉｎ的表达水平为

０．１３±０．０３，高于对照组的０．０７±０．０２（Ｐ＜０．０５，

图４）。同时，我们通过流式细胞术检测各组细胞中

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞率，结果显示 ｍｉＲ２１４转染组

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞率为（９．４±１．６）％，高于对照

组的（６．０±１．１）％（Ｐ＜０．０５，图５）。上述结果提示

ｍｉＲ２１４具有抑制食管鳞癌细胞ＥＭＴ发生的功能。
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图３　ＭｉＲＮＡ双链模拟物转染Ｅｃａ１０９后细胞侵袭效率检测

Ｆｉｇ３　ＩｎｖａｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ

Ａ：ＣｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１４ｍｉｍｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ；Ｂ：Ｉｎｖａｓｉｏｎｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｏｆＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１４ｍｉｍｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝４，珔ｘ±ｓ

图４　ＭｉＲＮＡ转染Ｅｃａ１０９后Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达检测

Ｆｉｇ４　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ
Ｐ＜０．０５．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＭｉＲ２１４在多种肿瘤组织中表达异常，并通过
影响不同靶基因的翻译参与调控肿瘤细胞的增殖、
凋亡及耐药等性质［１１１４］。但ｍｉＲ２１４在不同类型肿
瘤组织中的变化趋势截然不同，如Ｚｈａｎｇ等［１２］发现

ｍｉＲ２１４在胰腺癌中的表达较对应癌旁组织显著升
高，Ｙａｎｇ等［１３］报道 ｍｉＲ２１４在人卵巢癌组织也呈
高表达，并发现 ｍｉＲ２１４可能通过靶向抑制抑癌基
因ＰＴＥＮ表达进而抑制癌细胞凋亡，同时增强癌细
胞对化疗药物的耐受能力；而与之相反，Ｄｅｒｆｏｕｌ
等［１４］发现 ｍｉＲ２１４在乳腺癌组织中表达较对应癌
旁组织显著下降，细胞学实验也证实 ｍｉＲ２１４具有
抑制乳腺癌细胞增殖、侵袭的功能。在食管鳞癌中，

Ｈｕａｎｇ等［１１］报道 ｍｉＲ２１４在癌组织中的表达水平
显著低于癌旁组织，同时发现 ｍｉＲ２１４表达与食管
鳞癌淋巴结转移负相关，提示ｍｉＲ２１４参与调控食管

图５　ＭｉＲＮＡ转染Ｅｃａ１０９后Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞率检测

Ｆｉｇ５　ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ
Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＦＡＭｌａｂｅｌｅｄｍｉＲ２１４
ｍｉｍｉｃａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ；Ｂ：ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＥｃａ１０９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１４ｍｉｍｉｃ

ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ
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鳞癌细胞的侵袭转移。本研究通过 Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被的

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测转染ｍｉＲ２１４双链模拟物后
食管鳞癌细胞的侵袭细胞率，结果显示ｍｉＲ２１４能显
著抑制食管鳞癌细胞的侵袭能力，进一步提示在食管
鳞癌中ｍｉＲ２１４发挥了抑癌基因的功能。

　　ＥＭＴ是指上皮细胞在形态学上转变为间充质
细胞表型的过程［１５］。ＥＭＴ与肿瘤的发生发展密切
相关，在包括食管鳞癌在内的众多上皮性肿瘤中，体
内外实验均证实经历ＥＭＴ的肿瘤细胞侵袭、转移
能力显著增强，病理研究也发现实体瘤中央的肿瘤
细胞往往呈现上皮表型，而周围及侵袭前沿处的细
胞多呈现间质细胞表型，提示ＥＭＴ是肿瘤侵袭和
转移发生的早期事件［１６１７］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ作为维持上
皮细胞极性及细胞间黏附连接的主要分子，被认为
是判断细胞是否发生ＥＭＴ的重要分子标记［１８］。在
本研究中，我们发现转染 ｍｉＲ２１４双链模拟物具有
显著上调食管鳞癌细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平及Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ阳性细胞率的作用，提示ｍｉＲ２１４能够抑制
食管鳞癌细胞ＥＭＴ的发生。

　　综上所述，我们证明了 ｍｉＲ２１４具有抑制食管
鳞癌细胞侵袭的作用，同时观察到 ｍｉＲ２１４显著增
强食 管 鳞 癌 细 胞 中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 的 表 达，提 示

ｍｉＲ２１４可能通过抑制食管鳞癌细胞ＥＭＴ的方式
进而抑制其侵袭转移。但 ｍｉＲ２１４调控食管鳞癌

ＥＭＴ发生的分子机制仍有待进一步研究。
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