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ｍｉＲＮＡ３２通过下调ＰＴＥＮ表达促进食管癌细胞的增殖
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　　［摘要］　目的　通过检测ｍｉＲ３２在食管癌组织和食管癌细胞系中的表达，探讨 ｍｉＲ３２对食管癌
增殖和凋亡的影响及分子机制。方法　使用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）
检测４７例食管癌组织和７种食管癌细胞系中ｍｉＲ３２表达水平；生物信息学预测ｍｉＲ３２下游靶基因磷
酸酶张力蛋白基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅ，ＰＴＥＮ），并通过荧光素酶报告基因法验证其结合
状态；通过ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ来研究其对 ＰＴＥＮ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响及其对食管癌细胞系 ＫＹＳＥ
４１０增殖和凋亡的影响；通过ＰＴＥＮ回补实验进一步验证 ｍｉＲ３２对其的作用。结果　８９％（４２／４７）的
食管癌肿瘤组织中ｍｉＲ３２表达明显上调，在低分化的食管癌细胞系 ＫＹＳＥ４１０中表达程度最高（Ｐ＜
００５）；生物信息学预测ｍｉＲ３２可靶向作用于ＰＴＥＮ，高表达ｍｉＲ３２可明显抑制ＰＴＥＮ３’ＵＴＲ荧光素酶
活性（Ｐ＜００５）；高表达ｍｉＲ３２可明显促进ＫＹＳＥ４１０增殖，并抑制其凋亡，抑制率２８％（Ｐ＜００５）；高
表达ｍｉＲ３２对ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达无明显影响（Ｐ＞００５），但可明显抑制其蛋白表达，抑制率４８％（Ｐ＜
００５）；相较于ｍｉＲ３２单独处理组，ＰＴＥＮ补救实验可部分恢复ＰＴＥＮ蛋白的表达，同时也可逆转其对凋
亡的抑制作用，此外，在９６ｈ组可明显抑制食管癌细胞增殖（Ｐ＜００５），在其他时间点与ｍｉＲ３２组无明
显差异（Ｐ＞００５）。结论　ｍｉＲ３２可通过下调ＰＥＴＮ的表达促进食管癌细胞的增殖。
　　［关键词］　食管癌；ｍｉＲ３２；磷酸酶张力蛋白基因；增殖
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　　食管癌是临床常见肿瘤之一，在我国发病率和病
死率均较高［１－２］，其形成过程中牵涉到一系列基因和

表观遗传学变化，具体机制研究不清。近年来的研究

在分子生物学水平上取得了很大的进展，发现了许多

重要的分子事件，但仍不能有效地做到早期检测、早期

诊断和特异性治疗［３］。微 小 ＲＮＡ （ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）是小的非编码 ＲＮＡ，通过在转录水平抑制蛋
白翻译或者降解 ｍＲＮＡ来调节基因的表达。ｍｉＲＮＡ
可参与凋亡、维持细胞分化、发育以及肿瘤形成等多个

过程。最近的研究表明，异常的ｍｉＲＮＡ表达在肿瘤的
形成过程中具有重要作用［４－６］。ｍｉＲ３２已被证实在
结肠癌［７］、前列腺癌［８］、非小细胞肺癌［９］等恶性肿瘤

中表达上调，并具有致癌作用；但其在食管癌中的表达

情况以及功能研究较少［１０－１１］。

　　磷酸酶张力蛋白基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ，ＰＴＥＮ）是常见的一种抗癌基因，并且在人
类肿瘤中经常突变。在结肠癌的研究中发现 ＰＴＥＮ的
低表达和肿瘤的预后不佳有关。ＰＥＴＮ是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路的负性调节分子，ＰＴＥＮ突变ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ激活可
能是引起肿瘤形成的重要机制之一［１２］。生物信息学

分析显示 ｍｉＲ３２具有和 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ结合的序列。
但是，在食管癌中ｍｉＲ３２能否引起ＰＴＥＮ表达异常从
而促进肿瘤发生发展尚不明确。本实验旨在研究

ｍｉＲ３２在食管癌组织和细胞系中的表达情况，高表达
ｍｉＲ３２对食管癌细胞增殖凋亡的影响以及从 ＰＴＥＮ
角度进行机制探讨。

１　材料与方法

１．１　食管癌组织标本、细胞系
　　组织标本来自我院２０１４年１月至２０１５年１２月

手术切除的食管癌患者４７例。年龄３９～７０岁，中位
年龄５７岁；男性３２例，女性１５例；分化程度：高分化
１５例，中分化２０例，低分化１２例；肿瘤浸润深度：黏
膜下层６例，肌层１２例，外膜层２９例；淋巴结转移：无
转移２４例，有转移２３例。实验组为肿瘤组织，对照组
为对应癌旁组织（距肿瘤边缘超过２ｃｍ）。组织取材
病理证实为鳞状细胞癌后立即液氮保存。本实验中患

者均签署知情同意书，并经我院伦理委员会审批通过。

人食管癌细胞系 ＫＹＳＥ３０、ＫＹＳＥ７０、ＫＹＳＥ１４０、ＫＹＳＥ
１８０、ＫＹＳＥ２２０、ＫＹＳＥ４１０、ＫＹＳＥ５１０及正常食管上皮
细胞ＨＥＥＣ均由本实验室保存。
１．２　主要试剂
　　ＤＭＥＭ培养基（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（美
国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＴＲＩｚｏｌ（ＴａＫａＲａ公司）；反转录试剂
盒（ＴａＫａＲａ公司）；定量 ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）；
荧光素报告基因表达质粒和荧光素报告基因检测试剂

盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＰＶＤＦ膜（德国ＭｅｒｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；辣根过氧化物酶标记的二抗（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ公
司）；蛋白印迹相关试剂（江苏碧云天）；βａｃｔｉｎ多克隆
抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＰＴＥＮ抗体（英国 Ａｂｃａｍ
公司）；ＭＴＴ（Ｅｍｒｅｓｃｏ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡试剂盒
（中国Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）
１．３　细胞培养及试剂
　　食管癌细胞系 ＫＹＳＥ３０、ＫＹＳＥ７０、ＫＹＳＥ１４０、
ＫＹＳＥ１８０、ＫＹＳＥ２２０、ＫＹＳＥ４１０、ＫＹＳＥ５１０使用ＤＭＥＭ
培养基培养，同时辅助加入１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青
霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素，培养温度３７℃，含５％ＣＯ２。
ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ以及ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ阴性对照、ＰＴＥＮ高
表达质粒购自ＲｉｂｏＢｉｏ（中国）。

９３４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）



１．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，
ｑＲＴＰＣＲ）

　　肿瘤组织ＲＮＡ提取：液氮研磨至粉状，加入１ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ混匀，室温作用１５ｍｉｎ；细胞ＲＮＡ提取：培养细
胞至融合８０％，弃去培养基并洗涤，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，
充分裂解后转入ＥＰ管中。
　　根据ＴＲＩｚｏｌ提取ＲＮＡ的方法依次加入氯仿、异丙
醇、７５％乙醇提取ＲＮＡ，测Ｄ值确定ＲＮＡ浓度，Ｄ（２６０）／
Ｄ（２８０）在１．８～２．２。ＲＮＡ反转录合成 ｃＤＮＡ反应按
照 ＴａＫａＲａ公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒要求先去除基因组 ＤＮＡ，再反转
录成ｃＤＮＡ，－８０℃保存。
　　设计 ｍｉＲ３２引物，ｍｉＲ３２上游：５′ＣＧＧＴＡＴＴＧ
ＣＡＣＡＴＴＡＣＴＡＡＧＴＴＧＣＡ３′； ｍｉＲ３２下 游： ５′
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′。根据 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑⅡ法测定ｍｉＲ３２相对表达量，Ｕ６基因作为内
参对照。反应使用 ＡＢＩ７５００Ｆａｓｔ，反应条件为９５℃，
３０ｓ，１个循环预变性；然后９５℃，３ｓ，６０℃，３０ｓ，共
４０个循环。用２－△△Ｃｔ法计算相对表达量。所有实验
重复３次。
１．５　细胞转染
　　研究ｍｉＲ３２的功能是通过用ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ及其
阴性对照（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理食管癌细胞ＫＹＳＥ４１０来
实现的，实验分为 ３组：ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组（ｍｉＲ３２
ｍｉｍｉｃｓ转染）、ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组（阴性对照干扰）、
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组（未做处理）。ＰＴＥＮ补救实验首先构
建ＰＴＥＮ高表达质粒，用 ＰＴＥＮ高表达质粒和 ｍｉＲ３２
ｍｉｍｉｃｓ共同处理 ＫＹＳＥ４１０细胞，实验分为三组：ｍｉＲ
３２组（ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ转染）、ｍｉＲ３２＋ＰＴＥＮ组（ｍｉＲ
３２ｍｉｍｉｃｓ和 ＰＴＥＮ高表达质粒共同处理）、ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ组（未做处理）。
１．６　荧光素酶报告基因
　　用ＰＣＲ扩增获得 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲ，构建报告基因质
粒（ＲｉｂｏＢｉｏ，中国）。设计引物，其中 ＰＴＥＮ３′ＵＴＲｗｔ
上 游：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＣＣＴＴＴＧＧＡＡＴＧ
ＴＧＡＡＧＧ３′，ＰＴＥＮ３′ＵＴＲｗｔ下游：５′ＧＡＡＴＧＣＧＧＣ
ＣＧＣＴＧＡＣＡＡＧＡＡＴＧＡＧＡＣＴＴＴＡＡＴＣＡＧＴＴＴＴ３′，ＰＴＥＮ３′
ＵＴＲｍｕｔ上游：５′ＡＴＴＴＴＧＣＴＣＣＴＡＡＴＴＧＴＴＣＡＴＡＡＣＧ
ＡＴＧＧＣＴＧ３′， ＰＴＥＮ３′ＵＴＲｍｕｔ下 游：５′ＴＧＡＡＣ
ＡＡＴＴＡＧＧＡＧＣＡＡＡＡＴＴＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＡＡＣＡＴＴ３′。以
上构建的载体分别命名为 ＰＴＥＮｗｔ和 ＰＴＥＮｍｕｔ。将
ＫＹＳＥ４１０食管癌细胞培养在 ２４孔板中，分别转染
５００ｎｇＰＴＥＮｗｔ和ＰＴＥＮｍｕｔ，并用１００ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲ３２
ｍｉｍｉｃｓ或者其阴性对照处理细胞。转染４８ｈ后，收集

细胞，根据操作说明测定荧光素酶活性。所有实验重

复３次。
１．７　ｑＲＴＰＣＲ法检测ｍｉＲ３２和ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达
　　转染的细胞培养 ４８ｈ后提取 ＲＮＡ并反转录，
根据之前的方法测定 ｍｉＲ３２的相对表达量。对于
ＰＴＥＮ，计算其相对于 βａｃｔｉｎ的表达量。ＰＴＥＮ上游：
５′ＧＡＧＧＧＡＴＡＡＡＡＣＡＣＣＡＴＧ３′；ＰＴＥＮ下游：５′ＡＧ
ＧＧＧＴＡＧＧＡＴＧＴＧＡＡＣＣＡＧＴＡ３′；βａｃｔｉｎ上游：５′ＣＡ
ＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣ３′；βａｃｔｉｎ下游：５′ＧＴＣＧＣＣ
ＣＡＣＡＴＡＧＧＡＡＴＣ３′。根据 ２－△△Ｃｔ法计算相对表达
量。所有实验重复３次。
１．８　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
　　转染的细胞培养７２ｈ后收集，提取蛋白进行定量
检测。根据蛋白提取步骤提取蛋白，并用ＢＣＡ法测定
蛋白浓度。总蛋白用 ＳＤＳＰＡＧＥ胶得以分离，并电转
至ＰＶＤＦ膜上。脱脂牛奶封闭非特异性位点，ＰＴＥＮ单
抗（１∶５００）孵育，４℃过夜，对照用 βａｃｔｉｎ抗体
（１∶２０００）孵育，４℃过夜；ＴＢＳＴ洗涤３遍后孵育二抗
（１∶１０００），室温１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３遍，用ＥＣＬ发光法检
测蛋白表达情况。所有实验重复３次。
１．９　ＭＴＴ法
　　通过ＭＴＴ法检测有活性的细胞数。ＫＹＳＥ４１０食
管癌细胞种植在 ９６孔板中，分为 ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组
（ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ转染）、ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组（空白干
扰组）、ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组（未做处理），分别作用２４、４８、
７２、９６ｈ。在不同时间点，每孔分别加入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ，３７℃孵育４ｈ；弃去上清，加入２００μＬＤＭＳＯ溶
解蓝紫色沉淀。在 ５７０ｎｍ处分别测定每孔吸光度。
所有实验重复３次。
１．１０　凋亡检测
　　凋亡检测使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡试剂盒。分
别用ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ以及其阴性对照转染 ＫＹＳＥ４１０，
孵育７２ｈ后收集细胞，根据凋亡试剂盒说明书进行操
作。实验结果使用流式检测并分析，通过流式可将细

胞分为活细胞、坏死细胞和凋亡细胞，分别计算每组凋

亡细胞比例。实验结果重复３次。
１．１１　统计学处理
　　所有数据均采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，实验
结果以珋ｘ±ｓ的形式呈现。两组之间比较均通过ｔ检验
来实现；对于配对资料，采用配对ｔ检验来计算。

２　结果

２．１　食管癌组织和食管癌各细胞系中ｍｉＲ３２的表达
情况

　　食管癌组织 ｍｉＲ３２ｑＲＴＰＣＲ结果显示：相较于

０４４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



癌旁组织（１．６３±０．４４），肿瘤组织（４．６６±２．０７）中
ｍｉＲ３２表达量明显上调，升高２．８５倍（Ｐ＜００５）；其
中８９％（４２／４７）食管癌患者肿瘤组织中 ｍｉＲ３２表达
明显上调，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），其余１１％
（５／４７）差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。食管癌细胞系
ｍｉＲ３２ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与正常食管上皮细胞系
ＨＥＥＣ（０．６±０．１）相比，ＫＹＳＥ４１０中 ｍｉＲ３２表达量最
高（７．５±０．８），差异具有统计学意义（Ｐ＜００５，图１）。
２．２　ｍｉＲ３２对食管癌细胞增殖和凋亡的影响
　　凋亡实验结果显示，ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ可明显抑制
ＫＹＳＥ４１０的凋亡，抑制率为２８％（Ｐ＜００５）。同时，
在ＭＴＴ实验中，ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组４８、７２、９６ｈ的增殖
活性均明显高于相应时间点 ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组和
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜００５，图２）。以上数据说明，ｍｉＲ
３２可明显促进食管癌细胞的增殖，同时抑制其凋亡。
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ａ：Ｐ＜００５，与ＨＥＥＣ比较
图１　ｑＲＴＰＣＲ检测７种食管癌细胞系中ｍｉＲ３２表达情况
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ａ：Ｐ＜００５，与ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组和ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组比较

图２　ｍｉＲ３２对食管癌细胞ＫＹＳＥ４１０增殖的影响

２．３　ｍｉＲ３２作用靶位点的预测以及其对 ＰＴＥＮ３’
ＵＴＲ荧光素酶活性的影响

　　通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ）数据
库预测ＰＴＥＮ可以作为 ｍｉＲ３２的靶基因。荧光素酶

报告基因结果表明：ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ可明显抑制野生型
ＰＴＥＮｗｔ的荧光素酶报告活性，与阴性对照组相比下
调３７％（Ｐ＜００５）；而 ｍｉＲ３２对突变型 ＰＴＥＮｍｕｔ载
体的荧光素酶活性无明显抑制作用（Ｐ＞００５）。实验
结果和软件预测一致，表明ｍｉＲ３２可与ＰＴＥＮ结合。
２．４　ｍｉＲ３２对靶基因ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白表达的影响
　　ＰＴＥＮｑＲＴＰＣＲ结果显示，相较于ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ组和 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组，ｍｉＲ３２转染后 ＰＴＥＮｍＲＮＡ
的表达无明显变化（Ｐ＞００５，表１），说明 ｍｉＲ３２对
ＰＴＥＮ的转录无明显抑制。ＰＴＥＮＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，相较于 ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组和 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组，
ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组 ＰＥＴＮ蛋白表达明显下调４８％（Ｐ＜
００５，表１、图３）。以上结果说明，ｍｉＲ３２主要通过转
录后途径抑制 ＰＥＴＮ蛋白的表达，对其 ｍＲＮＡ转录无
明显影响。

表１　ｍｉＲ３２对ＰＴＥＮ蛋白和ｍＲＮＡ表达水平的影响
（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＴＥＮｍＲＮＡ ＰＴＥＮ蛋白
ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组 ０．９９±０．０８ ０．５２±０．０２
ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组 １．０５±０．０５ １．０２±０．０５ａ

阴性对照组 ０．９６±０．０３ １．００±０．０５ａ

ａ：Ｐ＜００５，与ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组比较
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１：ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓ组；２：ｍｉＲ３２ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；３：ｂｌａｎｋＣｏｎｔｒｏｌ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲ３２对ＰＴＥＮ蛋白表达水平的影响

２．５　ＰＴＥＮ高表达对食管癌细胞增殖和凋亡的影响
　　为了进一步验证 ｍｉＲ３２对 ＰＴＥＮ的调控以及
ＰＴＥＮ在食管癌细胞ＫＹＳＥ４１０增殖和凋亡中的作用，
我们进行了ＰＴＥＮ补救实验。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
相较于 ｍｉＲ３２单独处理组，ＰＴＥＮ＋ｍｉＲ３２组 ＰＴＥＮ

蛋白表达水平部分恢复，但低于 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
００５，图４Ａ）。凋亡结果显示，相较于 ｍｉＲ３２单独处
理组，ＰＴＥＮ＋ｍｉＲ３２组凋亡率明显升高，但低于
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜００５）。ＭＴＴ结果显示，相较于
ｍｉＲ３２单独处理组，ＰＴＥＮ＋ｍｉＲ３２组细胞增殖在
２４、４８、７２ｈ没有明显差异（Ｐ＞００５），在９６ｈ明显降
低（Ｐ＜００５，图４Ｂ）。以上结果说明，ＰＴＥＮ回补能部
分恢复ｍｉＲ３２对食管癌细胞的作用。

１４４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：ｍｉＲ３２组；２：ｍｉＲ３２＋ＰＴＥＮ组；３：ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：ＭＴＴ检测结果　ａ：Ｐ＜００５，与ｍｉＲ３２组比较　　
图４　ＰＴＥＮ高表达对食管癌细胞ＰＴＥＮ蛋白和细胞增殖

的影响

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡｓ是一种小非编码 ＲＮＡｓ，主要通过转录后
水平调节相应蛋白的表达。大量的研究表明，肿瘤中

异常表达的 ｍｉＲＮＡｓ跟原癌基因、抑癌基因的表达以
及对化疗、放疗的反应性密切相关［１３］。因此，筛选出

肿瘤特异性ｍｉＲＮＡｓ及其靶基因对于理解其在肿瘤发
生发展中的作用以及特异性靶向治疗具有重要意义。

研究发现ｍｉＲ３２在很多恶性肿瘤中均明显上调，如肾
癌、前列腺癌等。Ｊａｌａｖａ等［１４］发现ｍｉＲ３２可通过作用
于具有抑制增殖的转录因子ＢＴＧ２，从而抑制肿瘤细胞
的凋亡。Ｅｌｚｂｉｅｔａ等［１５］发现阻断 ｍｉＲ３２可明显上调
促凋亡因子Ｂｉｍ的表达，并且可增加急性髓系白血病
细胞对化疗的敏感性。这些结果均说明 ｍｉＲ３２是一
种重要的癌基因。但目前在食管癌的研究中，ｍｉＲ３２
在食管癌中的表达水平以及其在食管癌发生发展的机

制鲜有报道。

　　本实验集中研究 ｍｉＲ３２在食管癌中的表达水平
和功能，并探讨了其影响食管癌异常生物学功能的可

能机制。首先，我们发现在４７例食管癌患者肿瘤组织
中ｍｉＲ３２表达明显增高。进一步在食管癌细胞系中
验证出相似的结果，并且在低分化细胞系 ＫＹＳＥ４１０
中ｍｉＲ３２增高最明显。以上结果提示ｍｉＲ３２和肿瘤
的某些生物学功能密切相关。基于以上研究，我们选

取ＫＹＳＥ４１０细胞系进行ｍｉＲ３２的功能学研究。结果
显示 ｍｉＲ３２可促进 ＫＹＳＥ４１０的增殖，同时抑制其凋

亡，这些结果跟ｍｉＲ３２在其他肿瘤中结果类似［７，９，１４］。

　　为了进一步阐明 ｍｉＲ３２引起相应生物学功能分
子机制，我们选取了ＰＴＥＮ作为主要研究对象，主要因
为生物信息学预测发现 ｍｉＲ３２可靶向作用于 ＰＴＥＮ，
并且ＰＴＥＮ是一类重要的抑癌基因。ＰＴＥＮ基因位于
人１０号染色体长臂２区３带，其主要下游靶分子是磷
脂酰肌醇３，４，５，三磷酸（ＰＩＰ３）［１６］。ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
通路在肿瘤发生过程中起重要作用［１７］。ＰＴＥＮ可通过
阻断 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路来抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭转
移；在这一过程中，被 ＰＴＥＮ去磷酸化的 ＰＩ３Ｋ可抑制
Ａｋｔ通路，Ａｋｔ通过调节下游蛋白来促进细胞增殖并抑
制凋亡。因此，ＰＴＥＮ的改变可影响细胞增殖、凋亡、
侵袭转移和血管形成等多个过程。除此以外，ＰＴＥＮ
的表达水平可预测 ＥＧＦ受体阻断剂西妥昔单抗的抗
肿瘤活性［１８］。因而，ＰＴＥＮ是抗肿瘤治疗的关键分子。
　　我们的研究表明，ＰＴＥＮ是 ｍｉＲ３２的下游靶分
子，并且其相互作用在食管癌发生过程中具有重要作

用。首先通过过表达 ｍｉＲ３２我们发现其可明显促进
肿瘤细胞增殖，同时抑制其凋亡。生物信息学预测

ＰＴＥＮ是ｍｉＲ３２下游靶基因，荧光素酶报告基因实验
显示ｍｉＲ３２可直接结合靶基因 ＰＴＥＮ。然后，通过过
表达ｍｉＲ３２发现ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达无明显变化，但蛋
白表达明显降低；进一步通过 ＰＴＥＮ补救实验发现
ＰＴＥＮ回补只能部分恢复 ｍｉＲ３２对食管癌细胞的作
用，推测ｍｉＲ３２可能还调控其他通路影响食管癌细胞
的增殖和凋亡。

　　我们的结果发现ｍｉＲ３２在食管癌中的表达情况，
明确ｍｉＲ３２在其发生发展中的作用，并在机制角度阐
明抑癌基因ＰＴＥＮ是ｍｉＲ３２下游作用靶基因之一，为
明确ｍｉＲＮＡｓ在食管癌发生发展中的作用以及特异性
诊断治疗提供新思路。
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ：Ｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，

２０１５，７７：１１９－１２４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｍｅｔｈ．２０１４．１０．０１８

［１７］ＣａｒｎｅｒｏＡ，ＰａｒａｍｉｏＪＭ．ＴｈｅＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴＰａｔｈｗａｙｉｎ

ｖｉｖｏ，ＣａｎｃｅｒＭｏｕｓｅＭｏｄｅｌｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＯｎｃｏｌｏｇｙ，

２０１４，４：２５２．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｏｎｃ．２０１４．００２５２

［１８］ＲａｚｉｓＥ，ＰｅｎｔｈｅｒｏｕｄａｋｉｓＧ，ＲｉｇａｋｏｓＧ，ｅｔａｌ．ＥＧＦＲｇｅｎｅ

ｇａｉｎａｎｄＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅｆａｖｏｒａｂｌｅｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ

ｆａｃｔｏｒｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＫＲＡＳｗｉｌｄｔｙｐｅｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｅｔｕｘｉｍａｂ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆｃａｎｃｅｒｒｅ

ｓｅａｒｃｈａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｏｎｃｏｌｏｇｙ，２０１４，１４０（５）：７３７－７４８．

ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００４３２０１４１６２６２
（收稿：２０１６０４１４；修回：２０１６０６１４）

（编辑　栾　嘉）

３４４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２２）


