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  摘 要:目的 探讨微小RNA(miR)-4645-5p靶向黏蛋白16(MUC16)对食管癌细胞增殖、侵袭、上皮间充

质转化的影响及其分子机制。方法 通过TCGA数据库在线分析miR-4645-5p在食管癌组织中的表达。利用

实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)分析食管癌细胞系中 miR-4645-5p的表达水平。通过脂质体转染技术将

miR-4645-5p模拟物和阴性对照模拟物转染KYSE-30细胞,作为 miR-4645-5p组和对照模拟物组。分别采用

CCK-8法、划痕实验、Transwell实验分析转染KYSE-30细胞的增殖能力、迁移能力和侵袭能力。通过生物信

息学网站预测 miR-4645-5p的靶基因,双荧光素酶报告基因实验检测 miR-4645-5p对靶基因的结合。采用

qPCR检测 MUC16
 

mRNA的表达水平,Western
 

blotting检测 MUC16、转录因子-1(ZEB-1)、闭锁小带蛋白-1
(ZO-1)、紧密连接蛋白-1(Claudin-1)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)蛋白的表达水平。结果 食管癌组织中

miR-4645-5p表达水平低于癌旁组织(P<0.01)。与 HET-1A比较,食管癌细胞系中 miR-4645-5p呈低表达

(P<0.05)。miR-4645-5p过表达后,KYSE-30细胞增殖能力降低(P<0.05),迁移能力降低(P<0.01),侵袭

能力明显降低(P<0.01)。miR-4645-5p靶向负调控 MUC16
 

mRNA的表达(P<0.01)。miR-4645-5p过表达

后,MUC16、ZEB-1、α-SMA蛋白表达均下调,ZO-1、Claudin-1蛋白表达均上调。结论 miR-4645-5p通过靶向

MUC16调控食管癌KYSE-30细胞的恶性生物学行为。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

microRNA(miR)-4645-5p
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

cells
 

by
 

targeting
 

mucin
 

16
 

(MUC16)
 

and
 

its
 

mo-
lecular

 

mechanism.Methods The
 

expression
 

of
 

miR-4645-5p
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

online
 

by
 

TCGA
 

database.The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-4645-5p
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

cell
 

lines
 

was
 

analyzed
 

by
 

fluo-
rescent

 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qPCR).KYSE-30
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

miR-4645-5p
 

mimic
 

and
 

negative
 

control
 

mimic
 

by
 

lipofection
 

technology,and
 

were
 

divided
 

into
 

miR-
4645-5p

 

group
 

and
 

control
 

mimic
 

group.The
 

proliferation
 

ability,migration
 

ability
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

transfected
 

KYSE-30
 

cells
 

were
 

analyzed
 

by
 

CCK-8
 

method,scratch
 

test
 

and
 

Transwell
 

test
 

respectively.The
 

target
 

gene
 

of
 

miR-4645-5p
 

was
 

predicted
 

by
 

the
 

bioinformatics
 

website,and
 

the
 

binding
 

of
 

miR-4645-5p
 

to
 

the
 

target
 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

dual-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay.The
 

expression
 

level
 

of
 

MUC16
 

mR-
NA

 

was
 

detected
 

by
 

qPCR,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

MUC16,transcription
 

factor-1(ZEB-1),zonal
 

atresia
 

protein(ZO-1),tight
 

junction
 

protein-1(Claudin-1)
 

and
 

α-smooth
 

muscle
 

actin(α-SMA)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-4645-5p
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

tissues
 

was
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

HET-1A,the
 

expression
 

of
 

miR-4645-5p
 

was
 

lower
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(P<0.05).After
 

overexpression
 

of
 

miR-4645-5p,the
 

proliferation
 

a-

·45· 国际检验医学杂志2024年1月第45卷第1期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2024,Vol.45,No.1

* 基金项目:河北省医学科学研究课题计划(20231903)。

  作者简介:周珍,女,主治医师,主要从事食管癌发生和发展的机制研究。



bility
 

of
 

KYSE-30
 

cells
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05),the
 

migration
 

ability
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.01)
 

and
 

the
 

invasion
 

ability
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.01).miR-4645-5p
 

targeted
 

and
 

negatively
 

regulated
 

the
 

expression
 

of
 

MUC16
 

mRNA
 

(P<0.01).After
 

overexpression
 

of
 

miR-4645-5p,the
 

protein
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

MUC16,ZEB-1
 

and
 

α-SMA
 

were
 

all
 

down-regulated,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ZO-1
 

and
 

Claudin-1
 

were
 

up-regulated.Conclusion miR-4645-5p
 

regulates
 

the
 

malignant
 

biological
 

behavior
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

KYSE-30
 

cells
 

by
 

targeting
 

MUC16.
Key

 

words:esophageal
 

cancer; microRNA-4645-5p; epithelial-mesenchymal
 

transition; mucin
 

16; 
proliferation; invasion

  食管癌作为常见的消化系统肿瘤之一,其早期症

状并不明显,多数患者临床确诊时已处于中晚期,错
过了根治性切除的最佳时间[1]。大部分患者对化疗

和放疗表现出抗性,食管癌患者的整体预后较差[2]。
探索食管癌发病的分子机制,寻找有效的分子治疗靶

点,可为开发新的食管癌诊疗手段提供更多方向。微

小RNA(miRNA)通过与 mRNA 或者其他非编码

RNA结合,在转录后调控下游靶基因的表达,参与调

控细胞的糖代谢、纤维化、炎症反应、增殖等过程[3]。
已有研究报道,食管癌组织中存在众多异常表达的

miRNA,其在 食 管 癌 的 发 生、发 展 中 扮 演 重 要 角

色[4-6]。miR-4645-5p基因定位于人染色体6p25.2,
负责编码长度为19个核苷酸的短链非编码RNA,其
在肿瘤细胞中的表达和生物学功能并不清楚。本研

究旨在分析miR-4645-5p在食管癌组织中的表达,探
讨miR-4645-5p对食管癌KYSE-30细胞增殖、迁移、
侵袭及上皮间质转化的影响。

1 材料与方法

1.1 标本来源 食管癌细胞系 KYSE-30、Eca109、

EC9706、TE-13与正常食管上皮细胞系 HET-1A均

购于上海富衡生物技术有限公司。RPMI
 

1640培养

基、LipofectamineTM
 

2000转染试剂购自以色列Bio-
logical

 

Industries公司。CCK-8试剂盒、miR-4645-5p
模拟物和阴性对照模拟物购自北京庄盟生物基因有

限公司。Transwell小室和胎牛血清购自美国Cor-
ning公司。载有 miR-4645-5p的质粒和阴性对照质

粒购自上海吉玛公司。Hiper
 

SYBR
 

Premix
 

EsTaq
试剂盒、基质胶购自北京聚合美生物技术公司。基质

胶、BCA蛋白检测试剂盒购自美国BD公司。一抗黏

蛋白16(MUC16)、转录因子-1(ZEB-1)、闭锁小带蛋

白-1(ZO-1)、β-Tubulin、紧密连接蛋白-1(Claudin-1)、

α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)均购自美国 Abcam 公

司。荧光报告载体野生型结合位点和突变型结合位

点(MUC16-WT和 MUC16-MUT)、双荧光素酶报告

基因检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 数据库数据获取 通过TCGA数据库获得食

管癌组织和癌旁组织中 miR-4645-5p的表达谱。登

录TargetScan
 

Release
 

3.1数据库,获取miR-4645-5p
与 MUC16

 

mRNA互补数据。

1.2.2 细胞培养和转染 KYSE-30、Eca109、HET-
1A、EC9706、TE-13细胞分别培养于含10%胎牛血清

的RPMI
 

1640培养基,培养参数为37
 

℃、5%CO2。
取对数生长期KYSE-30细胞,采用脂质体转染技术,
通过LipofectamineTM

 

2000转染试剂将 miR-4645-5p
模拟物和阴性对照模拟物转染至 KYSE-30细胞,作
为miR-4645-5p组和对照模拟物组,转染24

 

h后收集

各组细胞检测转染效率。

1.2.3 荧光实时定量聚合酶链反应(qPCR)检测

KYSE-30细胞中 miR-4645-5p与 MUC16
 

mRNA的

表达 提取转染后 KYSE-30细胞总RNA,采用 Hi-
per

 

SYBR
 

Premix
 

EsTaq试剂盒对逆转录合成的cD-
NA进行检测,上、下游qPCR引物序列:GAPDH 上

游 5'-CTGGGCTACACTGAGCACC-3',下 游 5'-
AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG-3';miR-4645-5p
上游5'-ACAATATTTCTTGCCTGGT-3',下游5'-
CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3';U6 上 游 5'-CTC

 

GCTTCGGCAGCACA-3',下 游 5'-AACGCTTCAC
 

GAATTTGCGT-3';MUC16上游5'-CCAGTCCTA-
CATCTTCGGTTGT-3',下 游 5'-AGGGTAGTTC-
CTAGAGGGAGTT-3'。反应体系为30

 

μL,以 U6
为内参检测 miR-4645-5p相对表达水平,以GAPDH
为内参检测 MUC16

 

mRNA相对表达水平。

1.2.4 CCK-8法检测KYSE-30细胞增殖能力 取

转染后miR-4645-5p组和对照模拟物组KYSE-30细

胞,消化并细胞计数,每孔以4×103 个细胞接种于96
孔板,培养12、24、36、48、60

 

h时加入40
 

μL
 

CCK-8
溶液和160

 

μL不含抗菌药物的培养基至各孔,培养

3.5
 

h,上酶标仪检测各孔在450
 

nm吸光度(A)值,计
算评估KYSE-30细胞的增殖能力。

1.2.5 Transwell实验检测 KYSE-30细胞侵袭能

力 预铺基质胶至Transwell小室的上室,取转染后

miR-4645-5p组和对照模拟物组KYSE-30细胞,消化

并细胞计数,每孔以4×105 个细胞接种至Transwell
小室的上室,下室加入700

 

μL含20%胎牛血清的培

养基。培养30
 

h。吸去培养基,5%多聚甲醛固定20
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min,结晶紫染色20
 

min。磷酸盐缓冲液清洗,光学显

微镜下(×40)选择6个视野拍照、计数穿膜细胞数。

1.2.6 划痕实验检测 KYSE-30细胞迁移能力 取

转染后 miR-4645-5p组和对照模拟物组KYSE-30细

胞,消化并细胞计数,每孔以4×105 个细胞接种至24
孔培养板,待细胞达到90%的融合度时,用灭菌10

 

μL移液器吸头在24孔培养板底部垂直划线,无血清

培养基清洗2次。加入含4%胎牛血清的培养基,显
微镜下测量划痕宽度。继续培养26

 

h,培养参数为

37
 

℃、5%CO2,显微镜下测量划痕宽度,计算划痕愈

合率。

1.2.7 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-4645-5p
与 MUC16

 

mRNA的靶向关系 每组4个复孔,将
500

 

ng荧光报告载体 MUC16-WT和 MUC16-MUT
与40

 

pmol/L
 

miR-4645-5p模拟物或阴性对照模拟物

共转染至KYSE-30细胞,转染45
 

h后裂解KYSE-30
细胞,根据说明书检测每孔荧光素酶和海肾荧光素酶

的相对荧光强度,计算二者之间的比值。

1.2.8 Western
 

blotting检测 MUC16、ZEB-1、ZO-
1、Claudin-1、α-SMA 蛋白表达 提取 miR-4645-5p
组和对照模拟物组KYSE-30细胞蛋白,利用BCA试

剂盒分析各组蛋白表达水平。煮沸变性,按照每孔

20
 

μg进行上样,15%聚丙烯酰胺凝胶电泳,蛋白质条

带进一步转至PVDF膜,加入8%脱脂牛奶常温下封

闭,加入一抗 MUC16(1∶4
 

000)、ZEB-1(1∶3
 

000)、

ZO-1(1∶3
 

000)、β-Tubulin(1∶3
 

000)、Claudin-1
(1∶3

 

000)、α-SMA(1∶1
 

000),6
 

℃孵育过夜。加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗(1∶9
 

000),室温

处理1.5
 

h,显影液浸润、曝光、显影。

1.3 统计学处理 以上实验均独立重复4次。采用

SPSS21.0软件统计分析实验数据,采用 GraphPad
 

Prism
 

5.0软件绘图。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,组间比较采用双尾t检验或单因素方差分

析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 miR-4645-5p在食管癌组织中的相对表达水

平 从TCGA数据库获得miR-4645-5p的表达谱,食
管癌组织中 miR-4645-5p相对表达水平明显低于癌

旁组织(P<0.01)。见图1。

2.2 miR-4645-5p在食管癌细胞系中的相对表达水

平 食管癌细胞系KYSE-30、Eca109、EC9706、TE-13
中miR-4645-5p相对表达水平明显低于正常食管上

皮细 胞 系 HET-1A(P<0.05),KYSE-30细 胞 中

miR-4645-5p 相 对 表 达 水 平 明 显 低 于 Eca109、

EC9706、TE-13细胞(P<0.01)。见图2。

2.3 miR-4645-5p表达变化对食管癌KYSE-30细胞

增殖 的 影 响  对 照 模 拟 物 组 和 miR-4645-5p 组

KYSE-30细胞中 miR-4645-5p相对表达水平分别为

0.98±0.32和15.36±2.15,miR-4645-5p组 miR-
4645-5p相 对 表 达 水 平 高 于 对 照 模 拟 物 组 (P <
0.01)。接种24

 

h,miR-4645-5p组 KYSE-30细胞的

增殖能力明显弱于对照模拟物组(P<0.05)。见图3。

  注:**表示P<0.01。

图1  TCGA数据库中食管癌组织和癌旁组织中 miR-
4645-5p相对表达水平

  注:与 HET-1A比较,*P<0.05;与KYSE-30比较,#P<0.05。

图2  miR-4645-5p在食管癌细胞系中的相对表达水平

  注:与miR-4645-5p组比较,*P<0.05。

图3  miR-4645-5p对KYSE-30细胞增殖的影响

2.4 miR-4645-5p表达变化对食管癌KYSE-30细胞

侵袭的影响 对照模拟物组和 miR-4645-5p组细胞
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侵袭数分别为(57.78±6.13)个和(25.23±4.00)个,
对照模拟物组细胞侵袭数高于 miR-4645-5p组(P<
0.01)。见图4。

  注:A、B分别表示对照模拟物组和miR-4645-5p组细胞侵袭情况。

图4  miR-4645-5p表达对KYSE-30细胞侵袭的

影响(×100)

2.5 miR-4645-5p表达变化对食管癌KYSE-30细胞

迁移的影响 对照模拟物组和 miR-4645-5p组细胞

划痕愈合率分别为(40.49±3.55)%和(17.61±
1.65)%,对照模拟物组划痕愈合率高于 miR-4645-5p
组(P<0.01)。见图5。

  注:A是对照模拟物组在0
 

h的细胞划痕图,B是 miR-4645-5p组

在0
 

h的细胞划痕图,C是对照模拟物组在26
 

h的细胞划痕图,D是

miR-4645-5p组在26
 

h的细胞划痕图。

图5  miR-4645-5p表达对KYSE-30细胞迁移的影响

2.6 miR-4645-5p靶向结合 MUC16
 

mRNA miR-
4645-5p与MUC16

 

mRNA之间存在能够互补结合的

序列位点,且高度保守。见图6。与共转染阴性对照

模拟物比较,共转染 miR-4645-5p模拟物和 MUC16-
WT的KYSE-30细胞的荧光素酶活性明显下降(P<
0.01),而 共 转 染 miR-4645-5p模 拟 物 和 MUC16-
MUT的KYSE-30细胞的荧光素酶活性比较差异无

统计学意义(P>0.05)。见图7。

2.7 miR-4645-5p表达变化对 MUC16
 

mRNA表达

的影响 qPCR检测结果显示,对照模拟物组和 miR-
4645-5p组KYSE-30细胞中 MUC16

 

mRNA相对表

达水平分别为7.17±0.61和1.02±0.44,miR-4645-
5p组KYSE-30细胞中 MUC16

 

mRNA相对表达水

平明显低于对照模拟物组(P<0.01)。

图6  miR-4645-5p与 MUC16的结合位点

  注:与阴性对照模拟物比较,**P<0.01。

图7  双荧光素酶报告基因实验

2.8 miR-4645-5p表达变化对KYSE-30细胞上皮间

充质转化进程的影响 miR-4645-5p组 KYSE-30细

胞中 MUC16蛋白表达水平明显低于对照模拟物组

(P<0.05),上皮标志物ZO-1、Claudin-1蛋白表达水

平明显高于对照模拟物组(P<0.05),间充质标志物

ZEB-1、α-SMA蛋白表达水平明显低于对照模拟物组

(P<0.05)。见图8。

图8  miR-4645-5p对KYSE-30细胞上皮间充质

转化进程的影响

3 讨  论

食管癌的侵袭性和增殖性均较强,导致食管癌恶

性程度很高、进展迅速,患者的预后往往较差[7-8]。寻

找诊断和治疗食管癌的特异性标志物和新靶点是食

管癌防治研究的新方向。miRNA作为一种非编码短

链RNA分子,其与淋巴瘤、骨肉瘤、胶质瘤、食管癌等

肿瘤的发病密切相关,可能为肿瘤的早期诊断和治疗

提供新的依据[9-10]。miRNA在食管癌发生、发展中的
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作用受到广泛关注。食管癌相关成纤维细胞分泌的

外泌体miR-3656相对表达水平明显高于癌旁组织正

常成纤维细胞分泌的外泌体,过表达 miR-3656通过

促进PI3K/AKT和β-catenin信号通路的激活,明显

提高食管癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力[11]。临床食

管癌组织样本、血清样本及食管癌细胞系中 miR-33a-
5p表达水平均降低,miR-33a-5p表达的下调与高

TNM分期、肿瘤分化差、患者预后差有关,其通过

Wnt/β-catenin途径影响食管癌细胞的生物学行为。

miR-498在食管癌组织中表达下调,并与患者无病生

存期和总生存期相关,上调 miR-498表达可抑制食管

癌中巨噬细胞的自噬和 M2极化,进而抑制食管癌的

发生[12]。miR-4645-5p 是 miR-4645 家 族 的 一 员,

miR-4645能够代谢为两种成熟的miRNA,包括miR-
4645-3p和miR-4645-5p,二者还有不同的种子序列。

miR-4645-5p在细胞的生理和病理过程中的作用尚未

明确。
本研究结果显示,与癌旁组织相比,食管癌组织

中miR-4645-5p表达下调;与正常食管上皮细胞系相

比,食管癌细胞系中 miR-4645-5p表达下调,表明

miR-4645-5p与食管癌的发病可能有关。在食管癌

KYSE-30细胞中过表达 miR-4645-5p后,KYSE-30
细胞的增殖、迁移和侵袭能力被明显抑制。食管癌细

胞迁移和侵袭的关键因素是细胞失去了上皮表型及

获得了间充质表型,从而完成上皮到间充质的转

化[13-14]。食管癌细胞的上皮间质转化能够增强其转

移,表现为上皮标志物ZO-1、Claudin-1缺失和间质标

志物ZEB-1、α-SMA 表达上调[15-16]。本研究结果显

示,过表达 miR-4645-5p后,KYSE-30细胞上皮标志

物ZO-1、Claudin-1蛋白表达水平增加,间质标志物

ZEB-1、α-SMA蛋白表达水平下降,食管癌细胞的上

皮间质进程被抑制。miRNA在细胞中发挥功能的方

式是互补结合靶基因mRNA的UTR区域,加速mR-
NA的分解或者阻碍其蛋白质的翻译,从而实现调控

靶基因表达水平[17-20]。如miR-196b通过靶向食管癌

相关基因4促进胃癌的进展[21]。生物信息学网站预

测显示,MUC16可能是 miR-4645-5p的靶基因,双荧

光素酶报告基因实验结果证实 MUC16是 miR-4645-
5p的直接靶点。MUC16蛋白是一种高度糖基化的

跨 膜 蛋 白,其 编 码 基 因 位 于 19p13.2 区 域[22]。

MUC16在多种肿瘤如胰腺癌、卵巢癌、宫颈癌中表达

上调,其通过调节各种肿瘤相关的分子信号通路,促
进肿瘤细胞的发生、发展[23-24]。同时,MUC16蛋白能

够识别多种免疫信号,有效促进肿瘤细胞的免疫逃

逸。在肿瘤细胞中敲减 MUC16基因后,肿瘤细胞的

增殖、侵袭和迁移能力明显降低[25]。本研究结果显

示,过表达miR-4645-5p后,KYSE-30细胞中MUC16

蛋白相对表达水平明显降低。以上结果表明 miR-
4645-5p通过调节 MUC16基因表达参与抑制食管癌

的发生和发展。
    

综上所述,在食管癌组织和细胞系中 miR-4645-
5p呈低表达,过表达miR-4645-5p可通过靶向负调控

MUC16基因抑制食管癌 KYSE-30细胞的增殖、迁
移、侵袭能力和上皮间质转化过程,miR-4645-5p可能

在食管癌的分子诊断和靶向治疗研究中具有重要

价值。
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