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■背景资料
微小RNA(micro-
RNA, miRNA)往
往在肿瘤组织表
达异常 ,  同时诸
多研究发现异常
miRNA对肿瘤细
胞的增殖和侵袭
能力有重要的调
节作用 .  多项研
究发现, miRNAs
在一些肿瘤中
异常表达 ,  提示
miRNA可能参与
肿瘤的发生发展
过程.
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Abstract
AIM
To detect the expression of miRNA-944 in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), 
and to explore its role in cell proliferation and 
migration in human esophageal cancer cell line 
Eca109.

METHODS
ESCC and matched tumor adjacent noncan
cerous tissue samples were obtained from 36 
patients who underwent surgical treatment and 
were pathologically diagnosed with ESCC. Real-
time quantitative PCR (qRT-PCR) was used 
to detect the expression levels of miRNA-944, 
and the relationship between miRNA-944 and 
clinical and pathological parameters were then 
analyzed. Eca109 cells were transfected with 
miR-944 mimic, inhibitor and negative control 
using LipofectamineTM2000, and then the 
expression level of miR-944 was detected by 
qRT-PCR. Cell proliferation and invasion were 
assessed by MTT assay and transwell assay, 
respectively.

RESULTS
The expression level of miR-944 in ESCC 
tissues was significantly higher than that in 
tumor adjacent non-cancerous tissues (P < 
0.01).The up-regulation of miR-944 expression 
in ESCC was correlated with advanced TNM 
stage (P < 0.01) and lymph node metastasis (P < 
0.01). Compared to control cells, transfection 
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组相比, miR-944 mimics和inhibitors转染组
miR-944表达水平显著升高和细胞增殖能
力明显均增强, 而inhibi tors组均受到抑制
(P <0.01). 

结论
miR-944在ESCC组织表达上调, 并与ESCC 
TNM分期和淋巴结转移相关, 其可能通过促
进癌细胞的增殖和侵袭能力参与ESCC的发
生与发展.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: miR-944是新近发现与肿瘤发展密切
相关的微小RNA, 在肺癌、宫颈癌、乳腺癌均
检测到高表达. 通过对食管鳞癌组织中miR-944
表达的检测及其与不同临床资料关系的分析, 
推测miR-944在食管癌进程中发挥促癌基因作
用, 可能成为抗食管癌的重要靶点.
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0  引言

食管鳞癌(esophageal squamous cell carcinoma, 
ESCC)是我国高发的消化系恶性肿瘤, 严重

威胁人类健康[1,2]. 而肿瘤细胞的侵袭和转移

是食管癌术后患者致死的主要原因[3,4]. 微小

RNA(microRNA, miRNA)是一类内源性的、

19-25个碱基长度的小分子非编码RNA, 他可

以通过与靶mRNA的3'-UTR区互补导致其降

解或抑制蛋白翻译, 从而在人体生命活动中

具有广泛的调控作用[5-7]. 近年研究表明, 部分

miRNA广泛参与ESCC的疾病进程, 发挥促

进/抑制肿瘤发生的作用. 如He等[8]研究表明

miR-143-3p可通过靶向RNA结合蛋白QKI-5
在ESCC中发挥抑癌作用; Zhang等[9]研究表明

miR-644a在ESCC组织中表达降低, 促进ESCC
细胞的侵袭性和干细胞样特性. MiR-944是新

近发现与肿瘤相关的miRNA, 首次在人宫颈

癌细胞中发现, 位于肿瘤p63基因的内含子, 并
定位于人染色体3q28[10]. 目前国内外对其功能

的研究还比较少, 至今未见miR-944在ESCC

of miR-944 mimic and inhibitor up- and 
down-regulated miR-944 expression in Eca109 
cells, respectively (P < 0.01). Furthermore, 
transfection of miR-944 mimic enhanced cell 
proliferation and invasion, while transfection 
of miR-944 inhibitor inhibited cell proliferation 
and invasion (P < 0.01).

CONCLUSION
The expression of miR-944 is up-regulated 
in ESCC and associated with TNM stage 
and lymph node metastasis, indicating that 
miR-944 may facilitate ESCC occurrence 
possibly by promoting the proliferation and 
invasion of ESCC cells.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨m i R-944在食管鳞癌 ( e s o p h a g e a l 
squamous cell carcinoma, ESCC)组织中的表
达与临床意义及其对食管癌细胞Eca109增
殖和迁移能力的影响.

方法
收集36例经病理确诊的ESCC患者手术切除
癌及癌旁组织, 采用实时荧光定量PCR(real-
time quantitative PCR, qRT-PCR)检测癌组织
和癌旁组织中miR-944表达, 并分析miR-944
在不同临床病理资料之间的差异. 脂质体法
转染miR-944 mimics、inhibitors、无关对
照序列(negative control, NC)到Eca109细胞, 
qRT-PCR检测各组miR-944表达水平, MTT
法检测转染后24、48、72、96 h增殖能力, 
Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力.

结果
miR-944在ESCC组织表达水平显著高于癌
旁组织(P <0.01). 同时, miR-944在癌症组织
中的表达水平随患者TNM分期的升高而升
高(P <0.01), 而淋巴结转移阳性组miR-944
表达水平显著高于阴性组(P <0.01). 与NC
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■研发前沿
m i R-944在食管
癌中表达下调 , 
但m i R-944在食
管癌中的具体作
用仍然不明确.
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■相关报道
新近研究发现
m i R-944与部分
肿瘤密切相关 , 
如肺癌、宫颈
癌、乳腺癌均呈
现高表达 .  不仅
在肿瘤组织中表
达异常 ,  而且还
显示其参与某些
肿瘤的生物学行
为 ,  具体调控肿
瘤基因表达.

的表达情况、患者临床病理特征相关性、肿

瘤细胞生物学功能影响的研究报道. 有研究证

实miR-944表达上调与肺癌[11]、宫颈癌[12]、乳

腺癌[13]发生发展有密切关系. 本研究通过检测

ESCC患者癌组织中的miR-944表达, 分析其在

不同临床资料之间的表达差异; 同时利用合成

的miR-944 mimic和inhibitor转染食管癌Eca109
细胞, 探讨和分析miR-944对食管癌细胞增殖

和侵袭能力的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2016-06/2016-10西南医科大学附

属第一医院心胸外科36例经病理确诊的ESCC
患者, 所有病例均经病理确诊为单一鳞状细胞

癌, 患者术前未经放疗、化疗, 无其他肿瘤史. 
取手术切除的新鲜食管癌组织及相应癌旁组

织(距癌组织>5 cm, 经病理证实无肿瘤细胞), 
立即用液氮速冻后置于-80 ℃冰箱保存备用. 
其中男性20例, 女性16例; 年龄为46-73岁, 平
均年龄为59.25岁±7.43岁; 高中分化27例, 低分

化9例; 淋巴结转移阳性21例, 淋巴结转移阴性

15例; 肿瘤位于胸上段6例, 胸中段20例, 下段

10例; TNM分期Ⅰ期5例, Ⅱ期18例, Ⅲ期7例, 
Ⅳ期6例. 肿瘤分化程度和分期参照国际抗癌

联盟第7版食管癌TNM分期标准. 本研究经西

南医科大学附院第一医院伦理委员会批准, 全
部调查和取样均征得受试者同意并签署知情

同意书.
人食管癌细胞株E c a109由西南医科大

学附属第一医院医学实验中心保存; R P M I 
1640培养基、胎牛血清购自Gibco BRL公司; 
LipofectamineTM2000、TRIzol购自Invitrogen
公司; MTT购自Sigma公司; Matrigel购自BD
公司; Transwell板购自Corning公司; Mir-XTM 
miRNA first-strand synthesis和SYBR® RT-qPCR
试剂盒购自Clontech公司; miR-944 mimics(5'-
AAAUUAUUGUACAUCGGAUGAG-3'), 
m i R-944 i n h i b i t o r s(5'-C U C A U C C G A U-
GUACAAUAAUUU-3'), miRNA NC对照

(5'-AAGAUGUCAAUUCGAGUAAUUG-5'), 
由上海生工生物有限公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 液氮罐中取出Eca109细胞, 
37 ℃水浴锅复苏, 使用10%FBS RPMI 1640培
养基(1×105 U/L青霉素、100 mg/L链霉素)培

养, 置于5%CO2、37 ℃饱和湿度培养箱中常规

培养.
1.2.2 miR-944转染: 转染前24 h, 取对数生

长期E c a109(1×105)铺于6孔板中 ,  待生长

至60%-70%汇合时 ,  更换无血清培养基后

同步进行m i R-944 m i m i c s(50 n m o l/L)、
miR-944 inhibitors(100 nmol/L)及其对应无关

对照序列(negative control, NC)的转染. 按照

lipofectamine2000转染试剂说明书进行, 转染

12 h后更换新鲜培养基, 24 h收集细胞提取总

RNA.
1.2.3 RT-qPCR检测食管癌组织和Eca109细
胞中m i R-944表达 :  称取食管癌和癌旁各

100 mg, 加入1 mL TRIzol充分裂解; 胰酶消

化离心收集各组细胞, 每组加入1 mL TRIzol, 
反复吹打裂解 .  按T R I z o l试剂盒步骤提取

组织和各实验组的细胞总R N A, 并分别应

用Mir-XTM miRNA first-strand synthesis and 
SYBR® RT-qPCR试剂盒和PrimeScriptTM RT 
reagent kit with gDNA eraser (Perfect Real 
Time)试剂盒制备cDNA模板. 以U6为内参检

测miR-944的达水平. m iR-944上游引物为: 
5'-GCGGCGGAAATTATTGTACATC-3', 下游

引物为: 5'-ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG-3'; 
U6上游引物为: 5'-CTCGCTTCGGCAGC-
ACA-3', 下游引物为: 5'-AACGCTTCACGA-
ATTTGCGT-3'(引物序列由上海生工合成). 应
用SYBR Premix Ex Taq Ⅱ (TaKaRa)进行qPCR
检测. 扩展条件为95 ℃预变性10 min; 95 ℃变

性10 s, 50-60 ℃复性20 s, 72 ℃延伸30 s, 共进

行40个循环, 72 ℃延伸3 min后, 60 ℃到95 ℃
绘制融解曲线. 应用2-△△CT±SE法计算miR-944
的表达量, 设置6个复孔.
1 .2 .4  M T T检测细胞增殖 :  取对数生长期

Eca109细胞, 按3×103个细胞/孔接种于96孔, 
接种12 h后, 根据实验分组用Lipofectamine 
2000脂质体转染试剂按说明书步骤进行转染. 
转染后24、48、72、96 h, 每孔加入20 µL MTT, 
37 ℃孵育4 h后弃上清, 加入150 µL DMSO, 轻
微振荡10 min, 490 nm波长下检测各孔吸光度

(A)值, 每组设6个复孔, 实验重复3次.
1.2.5 Transwell实验: 实验步骤按照Corning
公司T r a n s w e l l(24孔板 )小室说明书进行 , 
Transwell小室加入细胞悬液(200 µL培养液/孔, 
1×105细胞). 下室加入500 µL含FBS的培养基, 
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■创新盘点
本文首次检测
到m i R-944在食
管癌组织高表
达 ,  并与肿瘤分
期和转移发生相
关 .  利用合成的
m i R-944m i m i c
和inhibi tor转染
食管癌Eca109细
胞, 发现miR-944
可调控食管癌
Eca109细胞增殖
和侵袭能力.

常规培养48 h, 结晶紫染色, 显微镜观察和拍

照, 随机选5个视野, 计数取平均侵袭细胞数.
统计学处理 采用SPSS17.0统计学软件对

数据进行分析. 以P <0.05表示差异有统计学意

义. 用独立样本的t检验分析比较miR-944在食

管癌和癌旁组织中的表达差异; miR-944表达

水平与食管癌临床病理参数间的关系用非参

数检验-两独立样本的秩和检验进行分析, 多
组间比较采用Kruskal-Wallis test分析.

2  结果

2.1 miR-944在ESCC组织中的表达 miR-944在
36例ESCC组织中的相对表达量显著高于癌旁

组织, 差异有统计学意义(P <0.001).
2.2 ESCC组织中miR-944表达差异与临床病理
资料比较 分析ESCC组织中miR-944与临床病

理资料关系, 发现miR-944表达与TNM分期和

淋巴结转移发生与否相关, 如图1和图2显示: 
miR-944表达随TNM分期升高(P <0.01); 而图3
显示: 淋巴结转移阳性组miR-944表达明显高

于淋巴结转移阴性组(P <0.01). miR-944表达和

年龄、性别、肿瘤位置、组织分化程度无关

(表1).
2.3 m i R-944转染效率检测  应用m i R-944 
mimics, inhibitors和NC直接转染Eca109 24 h
后收集细胞并提取总RNA. 经逆转录制备各

组cDNA模板后qPCR实验检测表明, 与NC组
比较, 转染miR-944 mimics和inhibitors能够分

别显著促进和抑制miR-944的表达(miR-944 
mimics组 or inhibi tors组 vs  NC, P <0.05; 
miR-944 mimics组 or inhibitors组 vs  NC组, 
P <0.01), 该步骤转染细胞可进行下一步实验

(图4). 
2.4 细胞增殖检测 MTT法分析细胞增殖能力

变化, 以Eca109细胞在不同时间点的光密度值

绘制细胞生长曲线, 结果显示, miR-944 mimics
组相比N C组显著升高(P <0.01),  m i R-944 
inhibitors组相比NC组显著降低(P <0.01, 图5).
2.5 Tanswell侵袭检测 Tanswell实验检测细

胞侵袭能力改变, 用Matr ige l胶模仿基底膜

检测肿瘤细胞侵袭能力, 结果显示m i R-944 
m i m i c s组视野平均侵袭细胞个数显著高于

NC组(156.2±13.6 vs  81.50±11.31), miR-944 
inhibitors组视野平均侵袭细胞个数显著低于

NC组(51.8±12.5 vs  81.50±11.31), 差异有显著

性(P <0.05, 图6).

3  讨论

miRNAs异常表达是ESCC等肿瘤的重要特

征, 目前已有诸多研究报道揭示E S C C中的

miRNAs异常表达[14-16]. 如Takeshita等[17]研究发

现ESCC患者血清中miR-1246、miR-3202、
miR-23a、miR-718、miR-3610、miR-4271高
表达, 而miR-144、miR-106b、miR-486-5p、
miR-93、miR-451低表达; Fu等[18]利用miRNA
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图  1  miR-944在ESCC和癌旁组织的表达. bP <0.01 vs  
Adjacent. ESCC: 食管鳞癌.
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图  2  miR-944在不同TNM分期中的表达差异. bP<0.01 vs  
Ⅰ期; dP<0.01 vs  Ⅱ期; fP<0.01 vs  Ⅲ期.
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图  3  miR-944在淋巴结转移阴性、阳性组织中的表达
差异. bP<0.01 vs  阴性组.
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芯片技术分析34例中国淮安地区ESCC患者

癌组织发现m i R-1、m i R-29c、m i R-100、
miR-133a、miR-133b、miR-143、miR-145、
m i R - 1 9 5低表达 ,  而m i R - 7、m i R - 2 1、
miR-223、miR-1246高表达, 并结合生物信息

学分析发现miR-29c、miR-100、miR-133a、
miR-133b可能与ESCC侵袭转移相关, miR-7和
miR-21可能与ESCC分化相关. 新近研究发现其

与多种肿瘤密切相关, 如肺癌[11]、乳腺癌[13]、

宫颈癌[12], 并显示其与某些肿瘤的组织学分期

和化疗耐药性发生相关. 但尚无相关研究揭示

miR-944在ESCC中的表达及其对癌细胞的增

殖和侵袭能力的影响.
本研究通过实时荧光定量P C R技术分

析了36例ESCC组织及对应癌旁正常组织中

miR-944表达情况, 发现癌组织中miR-944表达

显著高于癌旁正常组织, 提示miR-944可能参

与了ESCC的发生发展过程. 同时, 在其他肿瘤

中也有发现miR-944的表达升高. 如Powrózek
等 [11]研究显示早期肺癌患者联合检测血浆

miR-944和miR-3662表达升高水平具有潜在的

诊断价值; Xie等[12]研究显示宫颈癌组织和宫

颈癌细胞系中miR-944表达显著升高. 这些研

究表明miR-944主要在肿瘤疾病进程中发挥促

癌作用, 并可能参与ESCC的病理生理过程.
大量研究揭示miRNA表达水平与ESCC患

者临床病理资料密切相关[19,20]. 如Chen等[21]分

析107例ESCC患者临床资料发现ESCC组织中

miR-92a表达升高水平与TNM分期和淋巴结

转移发生与否正相关, 并且miR-92a表达上调

患者预后往往较差; 而Wu等[22]通过miRNA基

因芯片技术发现miR-143和miR-145表达水平

在ESCC组织中显著降低, 其表达水平与肿瘤

浸润程度相关. 本研究通过进一步分析ESCC
患者不同临床病理资料组之间miR-944表达

差异, 发现miR-944表达水平与TNM分期和淋

巴结转移相关. MiR-944表达水平随ESCC患

者TNM分期增加呈逐渐上升趋势, 同时淋巴

结转移阳性患者癌组织中的表达高于转移阴

性患者. 而在非小细胞癌中Ma等[23]同样发现

miR-944表达显著上调, 并与肿瘤分期相关. 以
上研究结果提示miR-944可能参与调控ESCC

■应用要点
MiR-944的显著
升高与肿瘤分期
和淋巴转移相关, 
可为临床诊断提
供切实的数据支
撑 .  未来通过更
大规模的样本收
集和病理数据分
析研究 ,  可进一
步明确其在临床
实际运用价值.

图  4  各转染组miR-944相对表达水平. bP<0.01 vs  NC组.
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图  5  MTT法检测各组细胞增殖率. bP<0.01 vs  NC组.
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     临床病理资料 n miR-944相对表达量 P 值

性别 0.858

男 20   11.841±11.637

女 16   9.482±9.241

年龄(岁) 0.601

≤60 18   12.239±12.123

>60 18   9.609±9.206

肿瘤位置 0.995

上段   6   11.385±12.400

中段 20   12.405±12.326

下段 10   7.683±4.661

组织分化程度 1.000

高中分化 27   11.372±11.658

低分化   9   9.577±7.464

TNM分期 <0.001

Ⅰ期   5   2.115±0.670

Ⅱ期 18    5.189±1.809b

Ⅲ期   7 14.033±3.414

Ⅳ期   6 31.840±6.346

淋巴结转移 <0.001

有 21   15.175±11.944

无 15   4.971±4.114

表  1  miR-944在ESCC患者不同临床病理资料之间的
差异
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肿瘤细胞的增殖和侵袭转移过程. 此外, 本研

究结果显示miR-944表达情况与患者的年龄、

性别、肿瘤位置、组织分化程度均无关.
细胞的增殖能力与肿瘤发生密切相关 , 

而肿瘤的侵袭能力对肿瘤浸润扩散、远处

转移又起关键作用 [24-27].  研究 [18,28]发现多种

miRNAs在肿瘤环境下表达异常, 参与调控

肿瘤细胞的增殖和侵袭能力等. 如Xie等[12]研

究显示miR-944在宫颈癌中高表达, 可抑制靶

基因HECW2和S100PBP表达, 促进宫颈癌细

胞增殖和迁移. 相反, 在一些肿瘤中也有报道

miR-944的抑癌作用. 如Flores-Pérez等[29]最新

研究发现乳腺癌中miR-944低表达, 可上调靶

标基因SIAH1和PTP4A1表达, 促进乳腺癌细胞

MDA-MB-231的迁移和侵袭; Liu等[30]最近报

道miR-944在非小细胞肺癌中低表达, 并通过

调控靶基因EPHA7发挥促进癌细胞增殖的作

用. 本研究体外实验证明上调/下调Eca109细胞

中miR-944表达可分别促进和抑制细胞的增殖

与侵袭能力, 表明miR-944可通过调控癌细胞

增殖与侵袭从而参与ESCC的发生发展. 因此, 
深入研究miR-944在ESCC中的分子机制, 有助

于明确miR-944参与肿瘤疾病进程的机制.
本研究发现miR-944在食管癌组织中表达

升高, 其表达水平与淋巴结转移、TNM分期等

因素相关, 可能用于预测ESCC恶性程度及淋

巴转移发生. MiR-944发挥促癌作用可能是通

过调控下游靶基因表达从而促进Eca109细胞

的增殖和侵袭能力, 但其具体机制需进一步的

实验探究和证明.
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