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食管癌是我国常见的上消化道恶性肿瘤之一[1]， 对于食管癌发生、发展机制的研究对于提高食管癌患
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miR-148a对食管癌细胞迁移及侵袭的影响
及潜在分子机制研究

李张维，李涛
（西南医科大学 临床医学院，四川 泸州 646000）

摘要：目的 探究微小核糖核酸 148a（miR-148a）在食管鳞状细胞癌（ESCC）中的表达及对食管癌 TE-1细

胞迁移和侵袭能力的影响。方法 收集 48例食管癌患者肿瘤及癌旁组织的RNA标本，逆转录 PCR合成互补脱

氧核糖核酸（cDNA），实时荧光定量聚合酶链反应 PCR检测 miR-148a在肿瘤及癌旁组织中的表达情况，分析

肿瘤组织中 miR-148a表达差异的临床意义。将人工合成的 miR-148a模拟物（miR-148a mimics）转染入食管

癌细胞 TE-1中，划痕愈合实验检测过表达miR-148a对 TE-1细胞迁移的影响，Transwell小室模型检测 miR-

148a对 TE-1侵袭的影响。Western blot检测 miR-148a过表达对 TE-1细胞中原癌基因（c-myc）及基质金属

蛋白酶 9（MMP-9）蛋白表达的影响。结果 MiR-148a在食管癌组织中表达水平下调（ =0.031）；过表达 miR-

148a能够抑制 TE-1细胞迁移（ =0.021）及侵袭（ =0.018）并下调细胞内 c-myc（ =0.037）及MMP-9（ =0.026）

的表达水平。结论 miR-148a在食管癌中低表达，miR-148a可能通过抑制 c-myc/MMP-9通路的表达来发

挥抑制食管癌细胞迁移及侵袭。
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Role and potential mechanism of miR-148a in migration and
invasion of esophageal carcinoma

Zhang-wei Li, Tao Li
(School of Clinical Medicine, Southwest Medical University, Luzhou, Sichuan 646000, China)

Abstract: Objective To investigate the expression of miR-148a in esophageal squamous cell carcinoma
(ESCC) and its role in cell migration and invasion. Methods A total of 48 cases of ESCC and tumor adjacent
tissue ribonucleic acid (RNA) samples were collected in our hospital. Complementary deoxyribonucleic acid
(cDNA) was synthetized by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The expression level of
miR-148a was detected by real -time PCR. MiR -148a mimics were synthesized and transfected into TE -1
cells. Migration and invasion rates were determined by wound-healing assay and Transwell assay, respectively.
The expression levels of c-myc and matrix metalloprotein 9 (MMP-9) were measured by Western blot. Results
miR-148a was down-regulated in ESCC tissue ( = 0.031). Over-expression of miR-148a inhibited migration
and invasion rates of TE-1 cells ( = 0.021 and 0.018, respectively). Moreover, protein levels of c-myc and
MMP-9 were decreased with miR-148a over expression ( = 0.037 and 0.026, respectively). Conclusions miR-
148a inhibits cell migration and invasion of ESCC through inhibition of c-myc/MMP-9 signal pathway.
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者的诊断及预后评价效果具有重要意义。MicroRNAs

是一类长度在 25个核苷酸以内的单链、短序列RNA。

MicroRNAs不具有编码蛋白质的功能，而是通过结合

与靶基因 mRNA 的 3’- 端非编码区（three prime

untranslated region，3’-UTR）来抑制靶基因表达[2]。研

究发现，MicroRNA 148a（miR-148a）的异常表达与

卵巢癌[3]、肺癌[4]等多种肿瘤的发生、发展密切相关，

因而，miR-148a被认为是一种具有潜在应用价值的

肿瘤评估指标。但是 miR-148a在食管癌中的表达

及生物作用尚不完全清楚。本研究通过检测 miR-

148a在食管癌及对应癌旁组织中的表达情况及其

对细胞迁移侵袭的效应，为食管癌的诊治提供新的

分子靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

选取 2014年 3月 -2015年 4月于四川省肿瘤

医院收治的 48例食管鳞状细胞癌及对应癌旁组织

患者。其中，年龄 45～68岁；男性 34例，女性 14例。

所有入组患者均签署研究知情同意书。人食管癌细胞

系 TE-1（购自中国科学院上海生物化学与细胞生物

研究所），细胞液体培养基 DMEM（11965-084）、胎

牛血清（16000044）（购自美国 Gibco公司），Trizol试

剂（15596026）及 Lipofectamine TM 3000 转染试剂

（L3000015）、一步法转录聚合酶链反应（reverse

transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）试

剂盒（10928042）（购自美国 Invitrogen 公司），miR-

148a mimics、阴性对照 mimics、miR-148a实时荧光

定量聚合酶链反应（quantitative real-time polymerase

chain reaction，qRT-PCR）引物试剂盒及 RNU6B

qRT-PCR 引物试剂盒（购自广州复能基因有限公

司），兔抗人原癌基因（c-myc）（#5605）及基质金属

蛋白酶 9 （matrix metalloproteinases 9，MMP- 9）

（#13667）多克隆抗体和小鼠抗人β-actin（#3700）

单克隆抗体（购自美国 Cell Signaling Technology公

司），ECL化学发光试剂盒（WBKLS0050）（购自美国

密理博公司），8.0μm 孔径 Transwell 小室（#3458）

（购自美国 Corning公司），基质胶（货号：354230）（购

自美国 BD公司）。

1.2 方法

1.2.1 qRT-PCR 按 Trizol 试剂说明书提取组织

或细胞总 RNA，按试剂盒说明书配制逆转录及 PCR

扩增体系。设置逆转录条件：50℃ 30 min，94℃ 2 min，

循环 1次；94℃ 15 s，60℃ 30 s，68℃ 3 min，循环次数

40；72℃ 10 min。以 RNU6B作为内参，采用 2-△△Ct法

计算 miR-148a的相对表达量。每个样本独立重复

实验 3次。

1.2.2 细胞培养及 mimics 转染 TE-1 细胞在含

10%胎牛血清的 DMEM培养基中培养至稳定传代

2、3代。按过夜增殖至愈合度达 70%之密度接种 6

孔细胞培养板。达到预定培养密度后移除培养基，

1×PBS溶液充分洗涤细胞。转染分组：miR-148a组

每孔加入 100 pmol miR-148a mimics及 5μl转染

试剂；对照组每孔加入 100 pmol的阴性对照 mimics

及 5μl转染试剂。添加无血清 DMEM培养液至终

体积 1 ml/孔。4 h后更换完全培养基继续培养。

1.2.3 细胞划痕愈合实验 转染 24 h后的 TE-1细

胞接种于 6孔板中，接种密度以过夜铺满为准。无血

清 DMEM培养基饥饿细胞 4 h已减弱细胞间连接。

100μl的枪头由每孔中线划过，PBS清洗 6孔板内

残余悬浮细胞，每孔加入 2 ml无血清 DMEM培养基。

培养 48 h后在显微镜下观察细胞迁移情况并拍照。

1.2.4 Transwell侵袭小室检测 按 1∶8比例采用

DMEM 培养液稀释基质胶后，每孔 100μl 包被

Transwell小室膜的上室面，取转染 72 h后的 TE-1细

胞，使用无血清培养基重悬细胞至 5×105个 /ml，上

层小室每室加入 250μl细胞悬液，下层小室中加入

含 10% FBS的培养基，置于 37℃、5%二氧化碳 CO2

孵箱中培养 12 h。用棉签擦净上室面细胞，4%多聚

甲醛固定下室面细胞，Giemsa染液染色。×100光镜

下随机选择 10个视野计数下室面的细胞个数。以每

个小室的平均细胞数为最终计数。

1.2.5 蛋白免疫印迹检测 提取转染 72 h 后的

TE-1细胞总蛋白。SDS-PAGE胶垂直电泳分离蛋白，

采用 BIO-RAD 湿转系统，70 V 恒压转膜 150 min，

5% BSA室温封闭 1 h；用 3%浓度的脱脂奶粉溶液

按 1∶1 000比例稀释的 c-myc、MMP-9及β-actin

抗体。在 4℃下孵育相应条带过夜。洗去残余一抗后

采用 1∶5 000稀释的 HRP标记山羊抗兔或抗鼠二

抗室温孵育条带 1 h。于暗室内，ECL法发光观察蛋

白表达。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 13.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，计数资料以率（%）表示，

用χ2检验，用 检验， <0.05为差异有统计学意义。
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A：转染 miR-148a mimics提高 TE-1细胞内 miR-148a表达水

平；B：过表达 miR-148a抑制 TE-1细胞迁移；C：过表达 miR-148a抑

制 TE-1细胞侵袭。覮与转染阴性对照 mimics组比较， <0.05

图 1 过表达 miR-148a抑制 TE-1细胞迁移及侵袭
0 h

24 h

阴性对照 mimics miR-148a mimics

附表 食管癌患者 miR-148a与临床特征表达的关系

miR-148a表达 男 /女 /
例

Barrett食管 肿瘤直径 淋巴结转移 TNM分期

≤60岁 是 ≦3 cm 是 Ⅰ、Ⅱ Ⅲ、Ⅳ

低表达（ =13） 7/6 6 7 8 5 6 7 4 9 4 9

χ2值 1.490 1.517 0.203 1.088 6.553 3.931

值 0.157 0.321 0.750 0.339 0.019* 0.059

高表达（ =35） 27/8 23 12 19 16 22 13 25 10 22 13

否

年龄

>60岁 否 >3 cm

2 结果

2.1 miR-148a在食管癌组织中的表达

在对 48组食管癌癌及癌旁组织中进行 PCR定

量检测发现，miR-148a在食管癌组织中的相对表达

量为（0.475±0.013）。结果表明，其表达水平较癌旁

组织（1.136±0.011）降低（ =2.307， =0.031）。以 48

例食管癌组织中 miR-148a的平均表达量为界值，将

患者分为 miR-148a 高表达组（≥0.475， =35）及

miR-148a低表达组（<0.475， =13）。对两组患者的

临床病理特征进行分析表明，食管癌组织中 miR-148a

阳性表达与肿瘤淋巴结转移（χ2=6.553， =0.019）

关系密切。见附表。

2.2 过表达 miR-148a表达对 TE-1 迁移及侵袭

的影响

为探究 miR-148a的生物学功能，笔者首先通过

mimics 转染在 TE-1 细胞内成功过表达 miR-148a

（ =17.291， =0.003）（见图 1A）。细胞划痕愈合实验

结果显示，与转染阴性对照 mimics 组（33.430±

4.356）比较，过表达 miR-148a能抑制 TE-1细胞迁

移（51.283±7.201）（ =6.833， =0.021）（见图 1B）。

Transwell侵袭小室检测结果表明，与阴性对照 mim-

ics比较（89.685±9.375），miR-148a对 TE-1细胞的

侵袭能力（27.094±6.281）同样具有抑制效果（ =

7.124， =0.018），见图 1C。

2.3 过表达 miR-148a抑制 TE-1细胞内 c-myc

及 MMP-9的表达

生物信息学检索表明，癌性转录因子 c-myc是

miR-148a的下游潜在作用靶点（见图 2A）。笔者在

阴性对照 mimics miR-148a mimics
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TE细胞内过表达 miR-148a后，通过蛋白免疫印迹

检测发现细胞内 c-myc蛋白的表达下调（0.623±

0.074 vs 0.466±0.101，=5.307， =0.037）（见图 2B）。

同时，对细胞迁移和侵袭具有重要促进作用的基质

金属蛋白酶 MMP-9的表达量也降低（0.760±0.111

vs 0.512±0.109，=6.113， =0.026）。

3 讨论

目前，在临床上有实际应用价值的食管癌的生

物学诊断标志物及治疗靶极少[5]。因而，研究新的食

管癌生物治疗靶点靶标具有重要的临床应用价值。

miR-148a由位于染色体 7p15.2上的基因编码[6]。研

究确认，miR-148a在生理和病理生理过程中发挥重

要作用。例如，前 B淋巴细胞激活后能诱导 miR-

148的表达，miR-148a进而诱导活化的 B淋巴细胞

进一步分化成浆细胞，即效应 B淋巴细胞[7]。除此之

外，miR-148a在骨骼肌细胞分化的过程中同样具有

诱导作用[8]。近年来对 miR-148a功能的研究多集中

于肿瘤学领域。在胃癌组织及多种胃癌细胞系中均

检测到 miR-148a的表达下调[9]。低表达的 miR-148a

与患者肿瘤体积增大、肿瘤淋巴结转移、高 TNM临

床分期[10]及不良预后均密切相关[11]。提示 miR-148a

在癌组织中的低表达，并具有相当的临床意义。在本

研究中，笔者通过对食管癌及癌旁组织检测发现，

miR-148a在食管癌组织中的表达明显降低，并且与

肿瘤淋巴结转移等与肿瘤侵袭、转移相关的恶性表

型关系密切，提示 miR-148a可能通过抑制食管癌细

胞侵袭而抑制肿瘤发展。

本研究中，笔者通过基因转染技术提高食管癌

TE-1细胞中 miR-148a的表达，通过细胞划痕愈合

试验和 Transwell侵袭小室模型发现，过表达 miR-

148a能够明显抑制 TE-1细胞的迁移和侵袭能力。

该研究结果与国内外学者在肾癌[12]、乳腺癌[13]及卵巢

癌[14]中的研究结论相一致。为探讨 miR-148a的作用

机制，通过生物信息学检索发现，癌性转录因子 c-myc

可能是 miR-148a的作用靶点之一。通过蛋白免疫印

迹检测，证实 miR-148a对 c-myc表达的负调控作用。

并且 c-myc转录靶标 MMP-9的表达水平也受到明

显的抑制。MMP-9是参与分解细胞外机制而促进细

胞迁移侵袭的蛋白酶之一[15]，其表达改变从分子水

平解释了过表达 miR-148a后细胞迁移及侵袭能力

变化的原因。

综上所述，miR-148a在食管癌中表达下调并与

食管癌侵袭转移相关表型关系密切。在体外，miR-

148a够通过抑制 c-myc/MMP-9的表达来抑制食管

癌细胞的迁移侵袭能力，最终抑制食管癌进展。
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