
２０１７ 年 ９ 月

第 ２７ 卷　 第 ９ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０１７
Ｖｏｌ． ２７　 Ｎｏ． ９

［作者简介］胡琛琛（１９７９ － ），女，医学硕士，研究方向：重症医学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １７８９９７２０６１＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通讯作者］张莉（１９７８ － ），女，副主任医师，医学硕士，研究方向：肿瘤重症。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋｏｓｈｅｎｓｈｅｎ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ． ｃｎ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

ｍｉＲ⁃１４３ 通过负向调控 Ｂｃｌ⁃２ 抑制食管癌细胞的增殖

胡琛琛，张　 莉∗

（湖北省肿瘤医院重症医学科，武汉　 ４３００７９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃１４３ 通过负向调控 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２（Ｂｃｌ⁃２）抑制食管癌细胞的增殖。 方法 　 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 法检测食管癌细胞 ＴＥ⁃１、ＥＣ１０９、ＥＣ９７０６、ＫＹＳＥ１５０、ＫＹＳＥ５１０、ＳＥＧ⁃１ 及人正常食管上皮细胞 ＨＥＥＣ 中 ｍｉＲ⁃１４３
表达，使用脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 将 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 转入 ＥＣ９７０６ 细胞中，４８ ｈ 后，ＲＴ⁃ＰＣＲ 法

检测 ｍｉＲ⁃１４３ 表达，ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力，ＥｄＵ 染色检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞周期，ＲＴ⁃ＰＣＲ 及

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达。 结果 　 ｍｉＲ⁃１４３ 在食管癌细胞 ＴＥ⁃１，ＥＣ１０９，ＥＣ９７０６，ＫＹＳＥ１５０，
ＫＹＳＥ５１０ 及 ＳＥＧ⁃１ 中的表达量［（１􀆰 ３６ ± ０􀆰 １３），（１􀆰 ０８ ± ０􀆰 １０），（０􀆰 ８９ ± ０􀆰 ０９），（０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０９），（１􀆰 ３２ ± ０􀆰 １４），
（０􀆰 ９６ ± ０􀆰 １１）］显著低于 ｍｉＲ⁃１４３ 在人正常食管上皮细胞 ＨＥＥＣ（２􀆰 ３８ ± ０􀆰 １５）中的表达量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ｍｉＲ⁃
１４３ ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 组 ｍｉＲ⁃１４３ 表达量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞活力下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞增殖能力

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），同时 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论

ｍｉＲ⁃１４３ 过表达能通过下调 Ｂｃｌ⁃２ 表达抑制 ＥＣ９７０６ 细胞增殖。
【关键词】 　 ｍｉＲ⁃１４３；食管癌；ＥＣ９７０６；增殖；Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２，Ｂｃｌ⁃２
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ｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００􀆰 Ａｆｔｅｒ ４８
ｈ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ， ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ
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ＴＥ⁃１， ＥＣ１０９， ＥＣ９７０６， ＫＹＳＥ１５０， ＫＹＳＥ５１０ ａｎｄ ＳＥＧ⁃１ ［（１􀆰 ３６ ± ０􀆰 １３）， （１􀆰 ０８ ± ０􀆰 １０）， （０􀆰 ８９ ± ０􀆰 ０９）， （０􀆰 ９５ ±
０􀆰 ０９）， （１􀆰 ３２ ± ０􀆰 １４） ａｎｄ （０􀆰 ９６ ± ０􀆰 １１）］ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｎｏｒｍａｌ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｍｉＲ⁃１４３； Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ； Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＥＣ９７０６； Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２， Ｂｃｌ⁃２

　 　 食管癌是消化系统中常见的恶性肿瘤之一，我
国每年约有 １５ 万人死于食管癌，占了世界病死率将

近 ５０％ ［１， ２］。 目前食管癌的主要治疗方式为手术、
放疗、化疗相结合，但是患者一旦确诊基本处于中

晚期，５ 年生存率不足 ２０％ ，因此寻找有效的能够早

期诊断、治疗食管癌的生物标志物已成为食管癌等

肿瘤领域研究的热点［１， ２］。 ｍｉＲＮＡ 是一类高度保

守的非编码 ＲＮＡ 分子，能与靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３’非
翻译区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）结合，进而降解或

者抑制靶基因的转录，从而参与细胞增殖、凋亡、细
胞周期等生物学行为的调控［３， ４］。 现研究已经显示

ｍｉＲＮＡ 的异常表达与肿瘤的发生发展密切相

关［５， ６］。 同时在食管癌组织及其正常组织中发现多

种差异性表达的 ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ⁃１４３ 就是其中的一种，
且其在其它肿瘤中的作用机制已被深入探讨，但在

食管癌的发生发展的具体作用机制尚未见报

道［５ － ９］。 此外肿瘤细胞呈现无限增殖与凋亡抑制，
并受凋亡相关蛋白调控，Ｂｃｌ⁃２ 就是其中的一种凋亡

抑制蛋白，且有研究显示 ｍｉＲ⁃１４３ 能通过下调 Ｂｃｌ⁃２
表达抑制骨肉瘤细胞、宫颈癌细胞增殖［１０， １１］，因而

本研究推测 ｍｉＲ⁃１４３ 是否也可以通过靶向调控 Ｂｃｌ⁃
２ 进而影响食管癌细胞增殖，本研究将对此推测展

开以下实验研究。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞株

食管癌细胞 ＴＥ⁃１、ＥＣ１０９、ＥＣ９７０６、ＫＹＳＥ１５０、
ＫＹＳＥ５１０ 及 ＳＥＧ⁃１ 购于中国科学院上海细胞库，人
正常食管上皮细胞 ＨＥＥＣ 购于上海酶研生物科技有

限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 购于上海吉玛

制药技术有限公司；兔抗 Ｂｃｌ⁃２ 单克隆抗体购于美

国 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ 公司；胎牛血清，ＤＭＥＭ 培养基购于美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（Ｈ ＋ Ｌ），ＢＣＡ 试剂盒，Ｔｒｉｚｏｌ 法试剂盒，ＣＣＫ⁃８ 试

剂盒，细胞周期检测试剂盒购自碧云天生物技术

有限公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 脂质体，一步法 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 试剂盒购自大连宝生生物技术有限公司；ＥｄＵ

细胞增殖试剂盒购自广州市锐博生物科技有限公

司。 ＤＹＣＺ⁃４２５Ｄ 型双垂直电泳仪，ＤＹＣＺ⁃４０Ｄ 型

迷你转印电泳仪购于北京六一仪器厂；ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ
Ｓｙｓｔｅｍ 凝胶成像系统购于美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＦＡＣ⁃
ＳＣａｌｉｂｕｒ 型流式细胞仪，１６８⁃１０００ＸＣ 型酶标仪购

于美国 ＢＤ 公司；ＡＦ６０００ 型荧光显微镜购自德国

莱卡公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测细胞中 ｍｉＲ⁃１４３ 及 Ｂｃｌ⁃２ 的

表达

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法抽提细胞中总 ＲＮＡ，并检测 ＲＮＡ
纯度，通过一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 逆转录 ＲＮＡ，扩增产物用

于琼脂糖凝胶电泳。 引物由上海生工生物工程有

限公 司 合 成。 ｍｉＲ⁃１４３ 上 游 引 物： ５ ’⁃ＡＣＡＣＴＣＣ
ＡＧＣＴＧＧＧＴＧＡＧＡＴＧＡＡＧＣＡＣＴＧＴＡＧ⁃３’，下游引物：
５’⁃ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ⁃３’； Ｂｃｌ⁃２ 上游引物：
５’⁃ＣＡＧＣＴＧＣＡＣＣＴＧＡＣＧＣＣＣＴＴ⁃３’，下游引物：５’⁃
ＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴＣＣＴＧＧＡＴＣＣ⁃３’；ＧＡＰＤＨ 上游引物：
５’⁃ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡ⁃３’，下游引物：５’⁃ＴＧ
ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴ⁃３’。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞转染

当 ＥＣ９７０６ 细胞汇合度达到 ５０％ ～ ７０％左右时

候，利用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 脂质体转染 ｍｉＲ⁃１４３
ｍｉｍｉｃｓ 和 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ，６ ｈ 以后换成含 １０％ 血清的

ＤＭＥＭ 培养基；３７℃，ＣＯ２ 培养箱培养 ４８ ｈ。 应用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测细胞中的 ｍｉＲ⁃１４３。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＥＣ９７０６ 细胞活力

将 ５ × １０４ 个细胞接种于 ９６ 孔板，分别于２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续培养 ４ ｈ 后，
于酶标仪中检测 ＯＤ 值，波长设置为 ５７０ ｎｍ，所测

ＯＤ 值即细胞活力。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥｄＵ 染色检测细胞增殖

将 ５ × １０４ 个细胞接种于 ９６ 孔板，４８ ｈ 后，消化

收集细胞，加入含有 ＥｄＵ 的培养基孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗

涤后，４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ 后，按试剂盒说明书

要求分别加入试剂 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 进行孵育，接着 ＰＢＳ
洗涤，最后用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色液室温孵育 ３０
ｍｉｎ，后 ＰＢＳ 洗涤，并于荧光显微镜下进行观察拍

照，最后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行统计分析。
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１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞周期

将 １ × １０５ 个细胞接种于 ６ 孔板，４８ ｈ 后，消化

收集细胞，接着根据细胞周期检测试剂盒说明书对

细胞进行固定，染色并于 １ ｈ 内在流式细胞仪中进

行检测。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

将 １ × １０５ 个细胞接种于 ６ 孔板，４８ ｈ 后，收集

细胞，并加入适量的细胞裂解液，裂解 ３０ ｍｉｎ，离心

收集上清液，即收获总蛋白。 接着采用 ＢＣＡ 试剂盒

测定蛋白浓度，蛋白经煮沸变性后上样，进行十二

烷基苯磺酸钠凝胶电泳，后湿法转膜 ３０ ｍｉｎ。 ５％脱

脂奶粉室温封闭 １ ｈ，一抗溶液（兔 Ｂｃｌ⁃２ 单克隆抗

体，稀释度为 １∶ １００）４℃过夜孵育，次日室温二抗溶

液［辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）］孵
育１ ～ ２ ｈ，在凝胶成像系统中曝光，最后采用“Ｑｕａｎ⁃
ｔｉｔｙ Ｏｎｅ”软件分析各个抗体条带的灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ７　 荧光素酶报告基因表达分析

ｍｉＲ⁃１４３ 及 Ｂｃｌ⁃２ 重组载体共转染到 ＥＣ９７０６ 细

胞中。 分组如下：（ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ） ＋ （ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃
２ ３’ ＵＴＲ⁃Ｗｔ），（ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ） ＋ （ ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’
ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ），（ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ） ＋ （ ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’
ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ），（ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ） ＋ （ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’ＵＴＲ⁃
Ｍｕｔ）。 应用双荧光素酶检测系统检测转染好的荧

光素酶活性，计算公式：相对荧光值 ＝ 萤火虫荧光

素酶荧光值 ／海肾荧光素酶荧光值。 每个实验组三

个平行复孔。
１􀆰 ４　 统计学方法

所有数据均用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计分析，用平均数

±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，经 ｔ 检验差异显著性，以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ｍｉＲ⁃１４３ 在食管癌及正常食管上皮细胞中的

表达

如图 １ 所示， ｍｉＲ⁃１４３ 在食管癌细胞 ＴＥ⁃１、
ＥＣ１０９、ＥＣ９７０６、ＫＹＳＥ１５０、ＫＹＳＥ５１０ 及 ＳＥＧ⁃１ 中的

表达量 ［（１􀆰 ３６ ± ０􀆰 １３），（１􀆰 ０８ ± ０􀆰 １０），（０􀆰 ８９ ±
０􀆰 ０９）， （０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０９ ）， （ １􀆰 ３２ ± ０􀆰 １４ ）， （ ０􀆰 ９６ ±
０􀆰 １１）］ 显著低于 ｍｉＲ⁃１４３ 在人正常食管上皮细胞

ＨＥＥＣ（２􀆰 ３８ ± ０􀆰 １５）中的表达量，且差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 转染效果的检测

如图 ２ 所示，与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组（０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０７）

注： １􀆰 ＨＥＥＣ； ２􀆰 ＴＥ⁃１； ３􀆰 ＥＣ１０９； ４􀆰 ＥＣ９７０６； ５􀆰 ＫＹＳＥ１５０； ６􀆰 ＫＹＳＥ５１０；

７􀆰 ＳＥＧ⁃１。 与 ＨＥＥＣ 比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 １　 ｍｉＲ⁃１４３ 在食管癌细胞及正常食管上皮细胞中的表达

Ｎｏｔｅ． １􀆰 ＨＥＥＣ； ２􀆰 ＴＥ⁃１； ３􀆰 ＥＣ１０９； ４􀆰 ＥＣ９７０６； ５􀆰 ＫＹＳＥ１５０；

６􀆰 ＫＹＳＥ５１０； ７􀆰 ＳＥＧ⁃１􀆰 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥＥＣ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

注：与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 转染效果的检测

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ

比较，ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 组（１􀆰 ５６ ± ０􀆰 １５）中 ｍｉＲ⁃１４３
表达量显著上调，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞活力的影响

如图 ３ 所示，随着转染时间的延长，与 ｍｉＲ⁃１４３
ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 组细胞活力均显著降

低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞增殖的影响

如图 ４ 所示， 与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组 （ １２８􀆰 ５８ ±
１２􀆰 ５１）比较，ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 组（２１􀆰 ７４ ± ０􀆰 ２２）细胞

增殖数目显著降低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞周期的影响

如图 ５、表 １ 所示，与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃
１４３ ｍｉｍｉｃｓ 组细胞周期阻滞在 Ｇ１ 期（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ６　 报告基因分析

将 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 及野生型载体
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注：与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓ

图 ４　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６
细胞增殖的影响（× ２００）

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓ

图 ５　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞周期的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓ

ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ、突变型载体 ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’
ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ 转入 ＥＣ９７０６ 细胞中，结果发现，ｍｉＲ⁃１４３
ｍｉｍｉｃｓ 与野生型载体 ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ 共转染

组的荧光信号强度明显弱于其它转染组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 而对于突变型载体 ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’ＵＴＲ⁃Ｍｕｔ

来说，各组间荧光强度差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），
见图 ６。
表 １　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞周期的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ ）

Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｇ１ 期
Ｇ１ ｐｈａｓｅ

Ｓ 期
Ｓ ｐｈａｓｅ

Ｇ２ 期
Ｇ２ ｐｈａｓｅ

ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ ５２􀆰 ３８ ± ５􀆰 ２５ １６􀆰 ７４ ± １􀆰 ７２ ３０􀆰 ８８ ± １􀆰 ７２

ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ６４􀆰 ５７ ± ６􀆰 ２１∗∗ １２􀆰 ４６ ± １􀆰 ２５∗∗ ２２􀆰 ９７ ± ２􀆰 ６０∗∗

注：与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

注：与 ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ 比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ６　 报告基因分析

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐＭＩＲ Ｂｃｌ⁃２ ３’ＵＴＲ⁃Ｗｔ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅｓ

２􀆰 ７　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达的影响

如图 ７ 所示，与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１４３
ｍｉｍｉｃｓ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达量下调 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

３　 讨论

１９９３ 年 Ａｍｂｒｏｓ 等学者在秀丽隐杆线虫中第一

次发现了 ｍｉＲＮＡ，即 ｌｉｎ⁃４，随后又有学者于 ２０００ 年

在秀丽隐杆线虫中发现了第二个 ｍｉＲＮＡ，即 ｌｅｔ⁃７。
往后的二十几年间学者陆续于脊椎动物、植物及病

毒中发现了上千种的 ｍｉＲＮＡ，在这期间有学者于

２００２ 年发现了 ｍｉＲＮＡ 与肿瘤的关系，在慢性淋巴

细胞白血病中存在着 ｍｉＲ⁃１５ 与 ｍｉＲ⁃１６ 的表达量下

调或者缺失，并且这两个 ｍｉＲＮＡ 还与白血病的发生

发展密切相关，引起了研究者深厚的兴趣，并进一

步的深入研究 ｍｉＲＮＡ 在肿瘤中的作用机制［３， ４］。
ｍｉＲＮＡ 在食管癌组织及正常组织中存在着差异性

表达，ｍｉＲ⁃１４３ 就是其中的一种。 ｍｉＲ⁃１４３ 位于人类

染色体 ５ｑ３２，最早被发现于鼠类，具有显著的组织

８６ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ９ 月第 ２７ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７􀆰 Ｎｏ． ９



注：与 ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ７　 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６ 细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达量的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ＥＣ９７０６ ｃｅｌｌｓ

特异性。 Ｗｕ 等［７］ 利用 ｍｉＲＮＡ 微阵列分析方法发

现了 ｍｉＲ⁃１４３ 在食管癌组织及正常组织中存在差异

性表达，进一步用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 也证实了 ｍｉＲ⁃１４３ 在食

管鳞状细胞癌患者中的表达量是下调的，且将稳定

表达 ｍｉＲ⁃１４３ 的质粒转染到食管癌细胞后，发现细

胞迁移能力显著的降低。 后续 Ｌｉｕ 等［１２］，Ｎｉ 等［１３］

也都证实了 ｍｉＲ⁃１４３ 在食管癌中的低表达。 同时

ｍｉＲ⁃１４３ 在其他肿瘤中的具体作用机制已深入报

道，在食管癌中的具体作用还尚未可知［８， ９］，因此本

研究将对此展开讨论。
本研究首先利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测了 ６ 株食管癌

细胞中（ ＴＥ⁃１，ＥＣ１０９，ＥＣ９７０６，ＫＹＳＥ１５０，ＫＹＳＥ５１０
及 ＳＥＧ⁃１） 及 １ 株人正常食管上皮细胞 ＨＥＥＣ 中

ｍｉＲ⁃１４３ 的表达，结果表明 ｍｉＲ⁃１４３ 在组织标本中

的表达趋势一致，食管癌细胞中的 ｍｉＲ⁃１４３ 表达量

也显著低于正常食管细胞。 接着利用脂质体转染

ｍｉＲ⁃１４３ ＮＣ 和 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ，转染效果通过 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 验证，结果也表明转染成功。 进一步的利用

ＣＣＫ⁃８ 及 ＥｄＵ 染色检测 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对 ＥＣ９７０６
食管癌细胞活力及增强情况的影响，结果表明 ｍｉＲ⁃
１４３ ｍｉｍｉｃｓ 能显著的降低 ＥＣ９７０６ 细胞活力，并抑制

细胞增殖能力，与 ｍｉＲ⁃１４３ 在结直肠癌细胞中的作

用效果一致［８， ９］。 说明提高 ＥＣ９７０６ 细胞中ｍｉＲ⁃１４３
表达量能显著的抑制细胞的增殖能力。 另外肿瘤

细胞的无限增殖源自于细胞周期的不可控制，细胞

周期关键调控点包括 Ｇ１，Ｓ 及 Ｇ２ 期，且这 ３ 个调控

点是众多肿瘤药物作用于肿瘤细胞的靶点之

一［１４， １５］。 因此本研究进一步探讨 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ
对 ＥＣ９７０６ 细胞周期的影响，结果表明 ｍｉＲ⁃１４３
ｍｉｍｉｃｓ 能显著延长 Ｇ１ 期，使细胞周期阻滞在 Ｇ１
期，抑制细胞的复制与增殖，与 ｍｉＲ⁃１４３ 在肝癌细胞

中作用效果一致［１６］。 从而说明 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 能

通过阻滞 ＥＣ９７０６ 细胞周期于 Ｇ１ 期，从而抑制细胞

的增殖与活力。
肿瘤细胞的无限增殖与凋亡抑制受到细胞凋

亡蛋白的调控作用，其中 Ｂｃｌ⁃２ 家族是最常见的细

胞凋亡调控家族。 Ｂｃｌ⁃２ 是研究最为广泛的凋亡抑

制蛋白，是第一个在淋巴细胞中被发现的能抑制细

胞凋亡的蛋白，能与促凋亡蛋白 Ｂａｘ 形成异二聚体，
进而调控细胞的增殖与凋亡。 而 ｍｉＲＮＡ 对于细胞

生物学行为的调控作用，主要是通过对其下游靶基

因的调控作用实现的［１７］，且已有研究表明 ｍｉＲ⁃１４３
能通过下调 Ｂｃｌ⁃２ 表达抑制骨肉瘤细胞、宫颈癌细

胞增殖［１０， １１］，但是否能够此作用机制抑制食管癌细

胞的增殖还尚不可知。 所以本研究首先利用荧光

素酶报告基因检测了 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 对野生型

Ｂｃｌ⁃２载体及突变型 Ｂｃｌ⁃２ 载体荧光信号的影响，结
果证实只有野生型 Ｂｃｌ⁃２ 载体的信号减弱，说明

ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 能够结合于 Ｂｃｌ⁃２ 的 ３’ ＵＴＲ 区域，
进而抑制其表达。 接着利用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ＰＣＲ
进一步证实了 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 能通过下调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达，从而说明 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 通过负
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向调控 Ｂｃｌ⁃２ 表达，进而使 ＥＣ９７０６ 细胞周期阻滞于

Ｇ１ 期，并抑制细胞增殖与活力。
综上所述，ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＴＥ⁃１， ＥＣ１０９， ＥＣ９７０６，

ＫＹＳＥ１５０，ＫＹＳＥ５１０ 及 ＳＥＧ⁃１ 细胞中的表达量显著

低于其在 ＨＥＥＣ 细胞中的表达量，因此上调 ＥＣ９７０６
细胞中 ｍｉＲ⁃１４３ 表达量能显著降低 Ｂｃｌ⁃２ 表达，进
而抑制细胞活力及增殖能力，并使细胞周期阻滞在

Ｇ１ 期。
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