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miRNA鄄9 在食管癌细胞株中的表达
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨 miRNA鄄9 在食管癌细胞株与正常食管上皮细胞的表达。 摇 方法摇 采用荧光定量 PCR
法检测食管癌细胞株及正常食管上皮细胞 miRNA鄄9 基因的表达水平。 摇 结果摇 5 株食管癌细胞株和正常食管上

皮细胞均存在 miRNA鄄9 基因表达,食管癌细胞株 miRNA鄄9 基因的表达量均高于正常食管上皮细胞(P < 0. 01)。 摇
结论摇 miRNA鄄9 基因在食管癌细胞株表达明显上调,说明 miRNA鄄9 基因与食管癌的发生有关。
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MicroRNA鄄9 Expression and Clinical Significance
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Abstract:摇 Objective摇 To explore the expression of miRNA鄄9 in human esophageal carcinoma cells and the normal
esophageal epithelial cells. 摇 Methods摇 The expression of miRNA鄄9 in human esophageal carcinoma cells and the normal
esophageal epithelial cells were measured by fluorescent quantitation PCR. 摇 Results摇 The expression of miRNA鄄9 in five
esophageal cancer cells and the normal esophageal epithelial cell were all detected,the expression of miRNA鄄9 in five e鄄
sophageal cancer cells were higher than that in normal esophageal epithelial cells. 摇 Conclusion摇 The expression of miR鄄
NA鄄9 in esophageal carcinoma cells were markedly up鄄regulated,which suggested that the emerge of esophageal carcinoma
was correlated with gene miRNA鄄9.
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摇 摇 研究表明,miRNA 表达失调与肿瘤发生密切相

关,临床上已成功利用 miRNA 对肿瘤进行诊断、分
期与生物治疗。 食管癌是人类常见恶性肿瘤之一,
如何早期诊断食管癌已成为临床和基础研究领域所

面临的棘手难题。 本研究检测了 miRNA鄄9 前体分

子在食管癌细胞株中的差异表达,分析 miRNA鄄9 基

因在食管癌发生中的可能机理。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料和仪器

人食管上皮细胞(HEEpiC)购自上海亿欣生物科

技有限公司,食管癌细胞株 TE6、TE8、TE10、TE11 及

TE14 本室保存;RNA 试剂盒 Trizol 和 LipofectaminTM

2000 购自美国 Invitrogen 公司;逆转录—聚合酶链反应

( reverse transcription polymerase chain reaction, RT鄄
PCR)试剂盒购自上海吉玛生物有限公司。 PCT200
PCR 仪购自美国 MJ Research 公司;BP16 型 CO2 培养

箱购自德国 Heraeus 公司;超低温冰箱购自三洋公司。
1. 2摇 细胞培养

在含 10% 小牛血清的 RPMI1640 培养基下培

养。 RPMI1640 培养基购自 Sigma 公司,置于 37 益、
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5%CO2 培养箱内培养,每 2 ~ 3 天传代 1 次,取对数

生长期细胞用于实验。
1. 3摇 总 RNA 的提取

用改进的异硫氰酸胍一步法[1] 从上述细胞中

提取总 RNA。
1. 4摇 逆转录—聚合酶链反应

提取的总 RNA 用 DNaseI 去除痕量基因组

DNA。 按照逆转录试剂盒操作程序进行逆转录反

应,RNA 的量为 1 滋g,反应条件为 70 益 10 min、冰
上 5 min、42 益 60 min、95 益 5 min、0 益 5 min。 荧

光定量 PCR 反应体系为 25 滋L,内含终浓度为

500 ng的 cDNA 模板、终浓度为 250 nmol / L 的上下

游引物及 12. 5 滋L 的 2 伊 SYBR Green PCR Master 混
合物。 以 茁鄄actin 基因为内对照(NM_001101),扩增

产物 222 bp,反应条件为 94 益 40 s、56 益 40 s、
72 益 40 s,45 个循环,荧光信号监测。 定量的方法

参照文献[2],以 2 - 驻驻Ct (Ct 代表循环阈值)表示基

因的表达量,公式如下,实验重复 3 次。
驻驻C t = ( C t( target gene) - C t(茁鄄actin) )肿瘤细胞 -

(C t( target gene) - C t(茁鄄actin))对照细胞

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 细胞总 RNA 的提取

摇 摇 Trizol 一步法提取上述细胞中的总 RNA。 通过

异丙醇沉淀法浓缩 RNA,用紫外分光光度计定量。
细胞中提取总 RNA 的 A260 / A280值均在 1. 8 ~ 2. 0 之

间,电泳检测有 3 条清晰的 rRNA 带,分别为28 s、18
s 和 5 s,说明 RNA 无降解,质量较好(图 1)。

图 1摇 1%琼脂糖凝胶电泳显示抽提的细胞的总 RNA. 摇 1:
HEEpiC,2:TE6,3:TE10,4:TE8,5:TE11,6:TE14

Fig. 1 摇 1% agrose gel electrophoresis of total RNA from
colorectal cancer cell

2. 2摇 RT鄄PCR 结果

miRNA鄄9 基因 PCR 产物的熔解曲线峰值约在

83. 6 益,熔解温度均一,峰的形状也较锐利,显示扩

增的为特异序列(图 2)。 食管癌细胞株 TE6、TE10、
TE8 、TE11、TE14,miRNA鄄9 表达量较正常细胞明显

增加,差异有显著性(P < 0. 01)(图 3)。

图 2摇 miRNA鄄9 的 RT鄄PCR 扩增曲线(A)和熔解曲线(B)
Fig. 2摇 Curved lines of RT鄄PCR amplification(A) and dis鄄
solution(B) to miRNA鄄9

图 3摇 荧光定量 PCR 检测不同细胞株 miRNA鄄9 的表达.
1:HEEpiC;2:TE6;3:TE10;4:TE8;5:TE11;6:TE14. 摇 *:P < 0. 01

Fig. 3摇 The expression of miRNA鄄9 of different cells by FQ鄄
PCR detecting

3摇 讨摇 摇 论

食管癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤,占
所有恶性肿瘤的 2% ,全世界每年约有 20 万人死于
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食管癌,中国是食管癌高发区,因食管癌死亡者仅次

于胃癌,居第二位。 发病年龄多在 40 岁以上,男性

多于女性,但近年来 40 岁以下发病者有增长趋势。
食管癌的发生与亚硝胺、慢性刺激、炎症和创伤、遗
传因素以及饮水粮食和蔬菜中的微量元素含量有

关,但确切原因不甚明了。
microRNAs(miRNAs)是一个长度为 21 ~ 25 个

核苷酸非编码的小 RNA 大家族,人类基因组编码了

超过 1 000 个 miRNA[3],通过干扰 mRNA 的翻译而

下调靶基因的表达。 肿瘤被认为是一种复杂的基因

病,肿瘤的发生或发展过程中几乎都有癌基因的过

表达和 /或抑癌基因的表达缺失。 研究发现,几乎一

半的 miRNA 基因定位于这些基因的脆性位点或相

关遗传区域,并对这些基因行转录后调控,而起到类

似于癌基因或抑癌基因的作用[4]。 MiRNA let鄄7 家

族是典型的有抑癌基因作用的分子。 在肺癌、结肠

癌等肿瘤研究中发现,let鄄7 负调控原癌基因 Ras /
let鄄60 的表达[5鄄6]。 并在非小细胞性肺癌中发现,let鄄
7 表达水平越低,其预后越差,术后生存期越短。
Watson 等[7] 发现,在结肠癌组织中, miR鄄143 和

miR鄄145 的表达明显下调。 在乳腺癌、前列腺癌等

中的研究也发现同样的情况。 Bloomston 等 [8]用芯

片分析了 6 种实体瘤(肺癌、乳腺癌、结肠癌、胃癌、
前列腺癌、胰管癌)的 miRNA 表达谱发现,miR鄄21
均显著过表达,提示其在肿瘤形成过程中起广泛的

致癌作用。 新近研究显示,miR鄄21 通过直接下调抑

癌基因 tropomyosin 1(TPM1)而发挥作用。 Schetter
等[9]在睾丸干细胞肿瘤的研究中发现,miR鄄372 和

miR鄄373 有癌基因的作用。
食管癌变是多种因素综合作用,由多基因变化先

后积累或叠加形成的。 研究证实,其发生与 Rb、P53 等

抑癌基因失活以及环境等多因素使原癌基因 H鄄ras、c鄄
myc 和 hsl鄄1 等激活有关[10],而 miRNA 作为继蛋白质

之后又一高效的基因表达调控因子,并已证实在多种

肿瘤的发生发展中有重要作用。 miRNA 极大可能在食

管癌中有更大的作用空间,因此,本课题前期研究利用

基因芯片技术,通过食管癌组织及癌旁正常组织的横

向比较找出癌组织中特异表达的 miRNA,其中有 23 个

miRNAs 在食管癌组织中有显著差异,包括 18 个上调

和 5 个下凋,因此推测,某些关键 miRNAs 表达水平的

失衡可能是食管癌发生和发展的重要因素。

本研究采用实时定量荧光 PCR 方法,检测食管

癌细胞株和正常食管上皮细胞株 miRNA鄄9 的表达,
发现 miRNA鄄9 表达量在食管癌细胞株 TE6、TE10、
TE8 、TE11、TE14 比正常细胞明显增加,且差异显著

(P < 0. 01)。 提示 miRNA鄄9 与食管癌的发生可能呈

正相关。 那么设想可以通过减弱或抑制 miRNA鄄9
的表达改善食管癌的发生与发展,为下一步食管癌

的基因治疗奠定实验基础。
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