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微小RNA-218通过靶向调控LASP1影响食管癌
细胞的生物学行为
郑雨虹，马月，张颖，赵超，刘冉，浦跃朴，尹立红

东南大学公共卫生学院环境医学工程教育部重点实验室，江苏  南京  210009

摘要 ：

[ 目的 ]　微小 RNA-218（miR-218）作为一种肿瘤抑制因子，参与多种肿瘤的发生与进展。肌动
蛋白骨架蛋白 1（LASP1）是一种新的肌动蛋白结合蛋白，参与细胞骨架的重组调控及细胞迁
移，与肿瘤的增殖、侵袭和转移密切相关。食管癌细胞中 miR-218 与 LASP1 基因间的调控关系
尚未有报道，本研究对食管癌细胞中 miR-218 是否可以通过靶向调控 LASP1 而发挥抑癌作用
进行初步探讨。

[ 方法 ]　应用实时定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）检测 3 株食管癌细胞（EC109、EC9706、
KYSE510）和 1 株永生化食管上皮细胞（Het-1A）中 miR-218 的表达水平。以 EC109 为靶细胞，
分别转染 miR-218 模拟物（miR-218 mimic）、miR-218 mimic 的空载体对照（miR-NC）、LASP1

的小干扰 RNA（si-LASP1）、miR-218 mimic 和 si-LASP1（miR-218 mimic + si-LASP1）以及 si-LASP1

的空载体对照（si-NC）。采用 qRT-PCR 和 Western blot 法检测细胞的转染效果，采用细胞增殖
与毒性检测试剂盒观察各组细胞生长曲线，采用细胞平板克隆形成实验、Transwell 小室法
和流式细胞术检测细胞增殖、迁移 、侵袭和凋亡，通过生物信息学分析和双荧光素酶报告
基因实验对 miR-218 的靶基因进行预测及验证。

[ 结 果 ]　KYSE510、EC109 和 EC9706 中 miR-218 表 达 水 平 分 别 为 Het-1A 的 0.32%、1.81% 和
2.15%（均 P < 0.05）。生物信息学分析结果显示 LASP1 的 3’ 非编码区有 miR-218 的结合位
点，miR-218 mimic 转染组 EC109 中 LASP1 mRNA 表达水平是 miR-NC 转染组的 28.20%（P < 

0.05），Western blot 结果显示过表达 miR-218 可下调 LASP1 蛋白表达水平。双荧光素酶报告
基因实验结果显示 LASP1-WT（野生型）+miR-218 mimic 组的荧光素酶活性为 0.31±0.02，低于
LASP1-WT+miR-NC 组（0.56±0.04）和 LASP1-MUT（突变型）+miR-218 mimic 组（0.49±0.07）（均
P < 0.05）。与 miR-NC 组相比，转染 miR-218 mimic 可抑制 EC109 的生长速率、迁移和侵袭能力

（均 P < 0.05），促进细胞凋亡（P < 0.05）。转染 si-LASP1 的 EC109 观察到相同的结果趋势。与 si-

LASP1 单独转染组比较，miR-218 mimic 和 si-LASP1 共转染组细胞生长速率下降，平板克隆形
成率降低（P < 0.05），迁移和侵袭能力降低（P < 0.05），凋亡增加（P < 0.05）。

[ 结论 ]　miR-218 在食管癌细胞中低表达 ；在 EC109 中 miR-218 可通过直接靶向调控 LASP1 基
因的表达，抑制细胞的增殖、迁移和侵袭，促进凋亡，从而在食管癌的发展进程中发挥抑癌
作用。
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MicroRNA-218 affects the biological behavior of esophageal cancer cells by targeting LASP1    
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Abstract: 

[Objective]　As a tumor suppressor, microRNA-218 (miR-218) is involved in the occurrence 
and progression of various tumors. Actin cytoskeleton protein 1 (LIM and SH3 domain 
structure protein 1, LIM and SH3 protein 1, LASP1) is a newly identified actin binding protein, 
participating in cytoskeleton reorganization regulation and cell migration, and closely related to 
the proliferation, invasion, and metastasis of tumor. The regulatory relationship between miR-
218 and LASP1 in esophageal cancer cells has not been reported. Therefore, this study aims to 
investigate whether miR-218 functions as a tumor suppressor by targeting LASP1.
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[Methods]　The expression levels of miR-218 in three esophageal cancer cells (EC109, EC9706, and KYSE510) and one permanent 
esophageal epithelial cell (Het-1A) were detected by real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). 
EC109 was separately transfected with miR-218 mimic, negative control of miR-218 mimic (miR-NC), small interfering RNA of LASP1 (si-
LASP1), miR-218 mimic + si-LASP1, and negative control of si-LASP1 (si-NC). The cell transfection efficiency was detected by qRT-PCR 
and Western blot; the cell growth curve of each group was observed by cell proliferation and toxicity assay kit (Cell Counting Kit-8, CCK-
8); the cell proliferation, migration, invasion, and apoptosis were detected by plate clone formation experiment, Transwell assay, and 
flow cytometry; the target genes of miR-218 were predicted and verified by bioinformatics analysis and dual-luciferase reporter gene 
experiment.

[Results]　The expressions of miR-218 in KYSE510, EC109, and EC9706 were 0.32%, 1.81%, and 2.15% of that in Het-1A respectively (Ps 
< 0.05). The results of bioinformatics analysis showed that 3’ untranslated regions (3’UTR) of LASP1 had binding sites of miR-218, and 
LASP1 mRNA expression level in EC109 transfected with miR-218 mimic was 28.20% of that in miR-NC transfection group (P < 0.05); the 
Western blot results showed that overexpression of miR-218 down-regulated LASP1 protein expression level. The dual-luciferase reporter 
gene experiment showed that the luciferase activity in the LASP1-WT (wild type) + miR-218 mimic group was 0.31±0.02, lower than those 
in the LASP1-WT + miR-NC group (0.56±0.04) and the LASP1-MUT (mutant) + miR-218 mimic group (0.49±0.07) (Ps < 0.05). Compared 
with the miR-NC group, transfection with miR-218 mimic inhibited the growth rate, cell plate clone formation rate, cell migration, and 
cell invasion (Ps < 0.05), as well as promoted cell apoptosis rate (P < 0.05). The same trend pattern was observed in EC109 transfected with si-
LASP1. Compared with the EC109 transfected with si-LASP1 alone, co-transfection with miR-218 mimic and si-LASP1 lowered the cell growth 
rate, plate clone formation rate (P < 0.05), migration (P < 0.05), and invasion (P < 0.05), as well as elevated cell apoptosis rate (P < 0.05).

[Conclusion]　The findings show low miR-218 expression in esophageal cancer cells. In addition, miR-218 may inhibit the proliferation, 
migration, and invasion and promote the apoptosis of esophageal cancer cells by directly targeting LASP1 gene expression in EC109, 
playing a cancer suppressive role in the development of esophageal cancer.
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食管癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一［1］。
全球约 70% 的食管癌发生在中国，其中 90% 为食管
鳞状细胞癌［2］。食管癌的发生、发展是一个复杂过
程，涉及多种致癌的信号传导通路，其中表观遗传学
变化的作用日益受到关注［3］。微小 RNA（microRNA，
miRNA/miR）作为一种表观遗传调控方式成为研究
热点。miRNA 是一类长度约为 22 个核苷酸的非编码
单链 RNA 分子，通过直接与靶 mRNA 的 3’ 非编码区

（3’-untranslated region，3’UTR）结合，从而导致 mRNA

降解或翻译抑制［4-5］。研究表明，miRNA 的异常表达与
多种肿瘤的发生、发展密切相关，其主要通过调控靶
mRNA 发挥癌基因或抑癌基因的作用［6］。近期有文献
报道，miR-218 在多种肿瘤中表达下调，包括胃癌、鼻
咽癌、宫颈鳞状细胞癌、肺癌、胶质母细胞瘤等［7-11］，
表明 miR-218 可能具有抑癌功能，但具体作用机制仍
待阐明。

肌动蛋白骨架蛋白 1（LIM 和 SH3 结构域蛋白 1，
LIM and SH3 protein 1，LASP1）是一种新的肌动蛋白结
合蛋白，参与细胞骨架的重组调控及细胞迁移，在多
种恶性肿瘤中高表达，并与肿瘤的增殖、侵袭和转移
密切相关［12］。已有研究证实，在食管癌细胞中，LASP1

基 因 可 作 为 miR-203、miR-133b、miR-1 的 靶 点［13-15］，
但其与 miR-218 关系尚未有文献报道。有研究指出，

在膀胱癌和前列腺癌中，miR-218 可通过调控 LASP1

的表达抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭［16-17］。本研究对食
管癌细胞中 miR-218 是否可通过靶向调控 LASP1 而发
挥抑癌作用进行初步探讨。

1　材料与方法
1.1　实验材料

人 食 管 癌 细 胞 株（EC109、EC9706、KYSE510）和
永生化食管上皮细胞株（Het-1A），均由东南大学公
共卫生学院环境医学工程教育部重点实验室提供 ；
RPMI1640 细胞培养基（广州洁特，中国）；胎牛血清

（Genial，美 国 ）；miR-218 模 拟 物（miR-218 mimic）、
LASP1 的小干扰 RNA（si-LASP1）、miR-218 引物和 U6 引
物（广州锐博，中国）；LASP1 和 GAPDH 的引物（南京
金斯瑞，中国）；LASP1 鼠单克隆抗体（上海圣克鲁斯，
中国）；β-Actin 鼠单克隆抗体（Proteintech，美国）；
辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG（H+L）（南京福
麦斯，中国）；qRT-PCR 试剂盒（Takara，日本）；Opti-

MEM 培养基（Gibco，美国）；细胞增殖与毒性检测试
剂盒（Cell Counting Kit-8，CCK-8）（上海七海复泰，中
国）；细胞凋亡试剂盒（南京凯基，中国）；Transwell

小室（Corning，美国）；基质胶（BD，美国）；双荧光
素酶报告基因检测试剂盒（Promega，美国）；野生型
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及突变性 LASP1 基因 3’UTR- 荧光素酶表达载体的构建
和测序由苏州金唯智公司提供。
1.2　实验组设计

将 EC109 分 为 5 组 ：miR-218 组（miR-218 mimic 转
染）、miR-NC 组（miR-218 mimic 的空载体对照）、si-LASP1

组（si-LASP1 转染）、miR-218 mimic+si-LASP1 组（miR-218 

mimic 和 si-LASP1 共转染）以及 si-NC 组（si-LASP1 的空
载体对照）。
1.3　方法
1.3.1　细胞培养及转染　食管癌细胞（EC109、EC9706、
KYSE510）和永生化食管上皮细胞（Het-1A）接种于含10%

胎牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素的 RPMI1640 培养基中，
置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养。转染前 1 d，以细胞密
度 3×105 个 / 孔接种到 6 孔板、5×103 个 / 孔接种到 96 孔
板，待融合度达 50%~60% 时进行转染。整个转染过程
严格按照 Invitrogen 公司提供的 LipofectamineTM2000

说明书进行。
1.3.2　qRT-PCR 检测　收集细胞提取总 RNA，分别以
U6/GAPDH 为 内 参，对 EC109 中 miR-218、LASP1 的 表
达水平进行检测。反转录条件为 37℃、15 min，85℃、
5 s，4℃保存。荧光定量 PCR 反应条件为 94℃预变性
30 s，94℃、5 s，60℃、30 s，40 个循环。采用 2-ΔΔCt 法计
算 miR-218、LASP1 的相对表达量。
1.3.3　Western blot 检测　转染 48 h 后收集细胞，放射
免疫沉淀法（RIPA）提取总蛋白，二喹啉甲酸（BCA）检
测蛋白浓度。SDS/PAGE 凝胶电泳，转膜，封闭 ；一抗孵
育 ：LASP1（1∶1 000）稀释，β-Actin（1∶5 000）稀释，4℃
孵育过夜。TSBT 缓冲液洗膜后，二抗（1∶2 000）稀释，
室温孵育 1 h，免疫印迹化学发光试剂显影曝光。
1.3.4　CCK-8 检测细胞增殖活性　细胞接种于 96 孔
板，每组设 5 个平行，同时设空白对照组，分别于转
染后 24、48、72、96 h 检测细胞光密度（D）值。检测时
每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，继续培养 2 h，酶标仪测定
450 nm 波长处的 D 值，绘制细胞生长曲线。
1.3.5　细胞平板克隆形成实验　转染 48 h 后，收集
细胞，以细胞密度 1×103 个 / 孔接种于 6 孔板中，置
37℃、5%CO2 培养箱中连续培养 10 d，弃原培养基，
PBS 洗涤 1 次，甲醛固定 15 min，PBS 洗涤 2 次，结晶
紫染色 30 min，肉眼计数拍照保存，克隆形成率 =（克
隆数 / 接种细胞数）×100%。
1.3.6　Transwell 小室法检测细胞迁移和侵袭　细胞
迁移和侵袭实验方法参考文献［7，18］，迁移实验的

具体步骤如下 ：转染 24 h 后，收集细胞，以细胞密度
2×105 个 / 孔种入 Transwell 上室，补足无血清培养基至
150 μL，下室加入 600 μL 含 20% 胎牛血清的培养基，置
于 37℃、5%CO2 培养箱培养 24 h 后，取出小室，甲醛固
定 15 min，结晶紫染色 30 min，PBS 淋洗小室。待膜风
干后，拍照、计数，比较不同处理组穿膜的细胞数量。

侵袭实验的具体步骤如下 ：使用 Matrigel 胶与
无血清培养基按 1∶8 比例配制 Matrigel 稀释液，加
入 Transwell 上 室 底 部，50 μL/ 孔，4 ℃ 放 置 过 夜。转
染 24 h 后，收集细胞，以细胞密度 5×105 个 / 孔种入
Transwell 上室，后步骤同迁移实验。
1.3.7　AnnexinV-PI 双染检测细胞凋亡　转染 48 h 后，
收集细胞，每组 3 个平行样，每个样取 3×105 个细胞，
2 000 r/min（离心半径 10.5 cm）离心 5 min，弃上清，
PBS 洗涤 2 次，300 μL 结合缓冲液重悬细胞。随后每孔
加入 3 μL AnnexinV-FITC 和 3 μL PI 进行标记，避光室温
反应 15 min，1 h 内用流式细胞仪分析细胞凋亡。
1.3.8　双荧光素酶报告基因实验　通过生物信息学
方法，用靶基因预测数据库 TargetScan 预测 miR-218

的 靶 基 因，获 得 预 测 值 较 高 的 靶 点（LASP1），根 据
miR-218 与 LASP1 的 3’UTR 的结合位点，合成 LASP1 的
野生型（WT）和突变型（MUT）3’UTR，然后将其分别
克隆至载体 pmir-GLO，构建质粒 pmirGLO-WT-LASP1 和
pmirGLO-MUT-LASP1。EC109 细胞转染 WT-LASP1-3’UTR

或 MUT-LASP1-3’UTR 载 体，外 加 miR-NC 或 miR-218 

mimic。转染 48 h 后，使用双荧光素酶报告基因检测试
剂盒和荧光素酶检测仪进行检测。实验结果以检测到
的萤火虫荧光素酶活性和海肾荧光素酶活性的比值
进行统计学分析。
1.4　统计学分析

使用 SPSS 19.0 软件分析数据，计量资料以均数 ±

标准差（x±s）表示，两组之间比较用 t 检验，三组及
以上比较用方差分析，多组之间两两比较采用 LSD 检
验。检验水准 α=0.05。采用 GraphPad Prism5 软件进
行作图。

2　结果
2.1　miR-218 在受试细胞株中的表达水平

对 3 株食管癌细胞（EC109、EC9706、KYSE510）和
1 株永生化食管上皮细胞（Het-1A）中 miR-218 的表达
水平进行检测，结果显示 miR-218 在 3 种食管癌细胞
中的表达均低于永生化食管上皮细胞（均 P < 0.05），
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见图 1。
2.2　miR-218 mimic 转染效率的检测

qRT-PCR 检测结果显示，转染 miR-218 mimic（miR-

218 组）的 EC109 中 miR-218 表达水平是空载体对照
组（miR-NC 组）的 5 000 多倍（P < 0.05），说明 miR-218 

mimic 转染成功。
2.3　过表达 miR-218 对食管癌细胞生物学行为的影响
2.3.1　增殖　转染 24 h 后，miR-218 组细胞生长速率
低于 miR-NC 组（P < 0.05）（图 2A）。同时，细胞平板克
隆形成实验结果（图 2B、2C）也显示 miR-218 组细胞
克隆数少于 miR-NC 组（P < 0.05）。
2.3.2　迁移和侵袭　Transwell 实验结果（图 3）显示，
过表达 miR-218 后（miR-218 组），穿透微孔膜的细胞
数均明显少于 miR-NC 组（P < 0.05）。

［注］* ：与 Het-1A 比较，P < 0.05。
［Note］*: Compared with Het-1A, P < 0.05.

图 1　3 种食管癌细胞和永生化食管上皮细胞中 miR-218 的
表达水平

Figure 1　The expression levels of miR-218 in three kinds of 
esophageal cancer cells and one kind of permanent esophageal 

epithelial cells

［注］A ：miR-218 组与 miR-NC 组细胞生长曲线图 ；B ：miR-218 组与 miR-NC 组细胞平板克隆形成实验结果 ；C ：miR-218 组与 miR-NC 组细胞平板克
隆形成率比较 ；* ：与 miR-NC 组比较，P < 0.05。

［Note］A: The cell growth curves of miR-218 group and miR-NC group; B: The plate clone formation experiment results of miR-218 group and miR-NC group; C: 

The comparison of plate clone formation experiment results between miR-218 group and miR-NC group; *: Compared with the miR-NC group, P < 0.05.

图 2　过表达 miR-218 对 EC109 增殖能力的影响
Figure 2　The effect of miR-218 overexpression on EC109 proliferation

［注］A ：miR-218 组与 miR-NC 组细胞迁移和侵袭结果 ；B ：miR-218 组与 miR-NC 组细胞迁移和侵袭能力比较 ；* ：与 miR-NC 组比较，P < 0.05。
［Note］A: The cell migration and invasion of miR-218 group and miR-NC group; B: The comparison of cell migration and invasion between miR-218 group 

and miR-NC group; *: Compared with the miR-NC group, P < 0.05.

图 3　过表达 miR-218 对 EC109 迁移和侵袭的影响
Figure 3　The effects of miR-218 overexpression on EC109 migration and invasion
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［注］A、B ：过表达 miR-218 对 LASP1 mRNA 和蛋白表达的影响 ；C ：双
荧光素酶报告基因实验结果比较。* ：P < 0.05。

［Note］A and B: The effects of miR-218 overexpression on LASP1 mRNA 

and protein expression; C: Comparison of dual-luciferase reporter 

gene experiment results; *: P < 0.05.

图 5　miR-218 靶基因的验证
Figure 5　The validation of the target genes of miR-218

  

［注］A、B ：转染 si-LASP1 后，EC109 中 LASP1 mRNA 和蛋白表达水平，
* ：与 si-NC 组比较，P < 0.05。

［Note］A and B: After transfecting with si-LASP1, the LASP1 mRNA and protein 

expression of EC109; *: Compared with the si-NC group, P < 0.05.

图 6　si-LASP1 转染效果的检测
Figure 6　Detection of si-LASP1 transfection results

2.3.3　凋亡　AnnexinV-PI 双染检测结果（图 4）显示
miR-218 组的总凋亡率［（12.06±0.46）%］高于 miR-NC

组［（10.40±0.97）%］（P < 0.05）。

		

［注］A ：miR-218 组与 miR-NC 组细胞凋亡结果 ；B ：miR-218 组与 miR-

NC 组细胞凋亡率的比较 ；* ：与 miR-NC 组比较，P < 0.05。
［Note］A: The apoptosis of miR-218 group and miR-NC group; B: Comparison of 

apoptosis rates between miR-218 group and miR-NC group; *: Compared 

with the miR-NC group, P < 0.05.

图 4　过表达 miR-218 对 EC109 凋亡的影响
Figure 4　The effect of miR-218 overexpression on EC109 apoptosis

2.4　miR-218 靶基因的预测及验证
经数据库 TargetScan 预测 LASP1 是 miR-218 的靶基

因。qRT-PCR 和 Western blot 检测结果（图 5A 和 5B）显
示，转 染 miR-218 mimic 的 EC109 中 LASP1 mRNA 和 蛋
白表达均下调（均 P < 0.05）。双荧光素酶报告基因实验
结 果（ 图 5C）显 示，与 LASP1-WT+miR-NC 组 和 LASP1-

MUT+miR-218 mimic 组比较，LASP1-WT+miR-218 mimic

转染组细胞荧光素酶活性分别减少 45% 和 37%（均 P < 

0.05）。以上结果说明，EC109 中 LASP1 是 miR-218 的直
接靶基因。
2.5　si-LASP1 转染效果的检测

qRT-PCR 和 Western Blot 结果（图 6A、B）显示，si-

LASP1 能够有效下调 EC109 中 LASP1 的表达（P < 0.05）。
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2.6　转染 si-LASP1 对食管癌细胞生物学行为的影响
2.6.1　增殖　细胞生长曲线（图 7A）显示，si-LASP1 转
染组细胞生长速率低于阴性对照组，miR-218 mimic 和
si-LASP1 共转染组细胞生长抑制更加明显（P < 0.05）。
同时，细胞平板克隆形成实验（图 7B、7C）也观察到
相同结果（P < 0.05）。

 

［注］A ：si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞生长曲线图 ；
B ：si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞平板克隆形成
实验结果 ；C ：si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞平
板克隆形成率比较 ；* ：P < 0.05。 

［Note］A: The cell growth curves of si-NC group, si-LASP1 group, and miR-

218 + si-LASP1 group; B: The plate clone formation experiment 

results of si-NC group, si-LASP1 group, and miR-218 + si-LASP1 

group; C: The comparison of plate clone formation rates among 

si-NC group, si-LASP1 group, and miR-218 + si-LASP1 group; *: P < 

0.05.

图 7 转染 si-LASP1 对 EC109 增殖能力的影响
Figure 7　The effect of si-LASP1 transfection on EC109 

proliferation

si-NC si-LASP1 miR-218 mimic+
si-LASP1

A

B

［注］A ：si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞迁移和侵袭结
果 ；B ：si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞迁移和侵
袭能力比较 ；* ：P < 0.05。

［Note］A: The cell migration and invasion of si-NC group, si-LASP1 group, 

and miR-218 + si-LASP1 group; B: The comparison of cell migration 

and invasion among si-NC group, si-LASP1 group, and miR-218 + 

si-LASP1 group; *: P < 0.05.

图 8　转染 si-LASP1 对 EC109 迁移和侵袭的影响
Figure 8　The effects of si-LASP1 transfection on EC109 

migration and invasion

si-NC si-LASP1 miR-218 mimic+
si-LASP1

2.6.2　迁移和侵袭　Transwell 实验结果（图 8）表明，
si-LASP1 转染组细胞的迁移和侵袭能力低于空载体对
照组（P < 0.05），miR-218 mimic 和 si-LASP1 共转染组细
胞迁移和侵袭能力抑制作用更明显（P < 0.05）。

C

A

B

2.6.3　凋亡　AnnexinV-PI 双染检测结果（图 9）显示，
si-LASP1 转染组细胞总凋亡率（10.96±1.30）% 高于空
载体对照组（7.53±1.28）%（P < 0.05），miR-218 mimic 和
si-LASP1 共转染组细胞总凋亡率最高（12.09±1.01）%

（P < 0.05）。
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［注］A ：si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞凋亡结果 ；B ：
si-NC 组、si-LASP1 组与 miR-218+si-LASP1 组细胞凋亡率的比较 ；* ：
P < 0.05。

［Note］A: The apoptosis of si-NC group, si-LASP1 group, and miR-218 + 

si-LASP1 group; B: The comparison of apoptosis rates among si-NC 

group, si-LASP1 group, and miR-218 + si-LASP1 group; *: P < 0.05.

图 9　转染 si-LASP1 对 EC109 凋亡的影响
Figure 9　The effect of si-LASP1 transfection on EC109 apoptosis

3　讨论
随着食管癌研究的深入，致癌机制方面的研究不

再局限于癌基因或抑癌基因，而扩展到包括整个信号
通路和基因相互作用网络。单个 miRNA 可调控多个靶
基因，同时调控多个细胞信号通路，进而影响多个生
物学过程。miRNA 的这种特性使其成为近年来研究的
热点［19-20］。

本课题组前期在淮安地区食管癌患者癌组织和
癌 旁 组 织 中 筛 选 出 一 组 差 异 表 达 的 miRNAs，其 中
miR-218 表达下调，提示其在食管癌中具有潜在的抑
癌功能［21］。本研究采用 qRT-PCR 法检测食管癌细胞
和永生化食管上皮细胞中 miR-218 的表达，发现 miR-

218 在 3 种食管癌细胞中的表达水平均明显低于永生
化食管上皮细胞，与组织中结果一致。miR-218 在食
管癌中低表达的原因可能是 miR-218 属于多拷贝基
因，分别从位于神经轴突导向因子 2（SLIT2）和神经轴
突导向因子 3（SLIT3）内含子区的 4p15.31（miR-218-1）

si-NC si-LASP1 miR-218 mimic+
si-LASP1

和 5q35.1（miR-218-2）上的两个位点转录，其宿主基
因 SLIT2、SLIT3 在肿瘤中常因 CpG 岛高甲基化而表达
抑制，考虑到 miR-218 编码基因与宿主基因的定位关
系，miR-218 可能与 SLIT2、SLIT3 共同转录，被相同的
机制调控，并且在 miR-218 编码基因 miR-218-1 和 miR-

218-2 启动子区观察到 CpG 岛的分布［22-23］。由此提示，
miR-218 在食管癌中的低表达可能与编码基因 miR-

218-1、miR-218-2 的异常甲基化有关。有研究证实了
miR-218 可通过阻滞 G1 期，从而抑制食管癌细胞的增
殖［23］。Wang 等［24］发现过表达 miR-218 可抑制食管癌
细胞的增殖、迁移和侵袭，促进细胞凋亡。这与我们
的研究结果一致，提示 miR-218 在食管癌中发挥抑癌
作用。

通过生物信息学分析和双荧光素酶报告基因实
验，首次证实了在 EC109 中 LASP1 是 miR-218 的直接
靶基因。众多研究表明 LASP1 在多种恶性肿瘤中高表
达，并与肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移有关。Sui 等［25］

发现 LASP1 在乳腺癌细胞中的表达较正常乳腺细胞表
达增加，并且证明了 LASP1 的高表达与乳腺癌淋巴结
转移及晚期临床分期密切相关。Gao 等［26］研究表明
LASP1 在鼻咽癌中表达上调，与鼻咽癌患者肿瘤进展
及预后不良有关。另有研究观察到与相邻非肿瘤组织
相比，非小细胞肺癌组织中 LASP1 的表达明显增加［27］。
已在多种肿瘤中证实 miR-218 可负向调控 LASP1，包括
膀胱癌、前列腺癌、胃癌和宫颈癌等［16-17，12，28］。本研
究中转染 si-LASP1，发现 EC109 的增殖、迁移和侵袭
能力受到抑制，而凋亡增加。这与过表达 miR-218 对
EC109 恶性表型的影响一致，并且 miR-218 mimic 和
si-LASP1 共转染组与 miR-218 mimic 或 si-LASP1 单独转
染组比较，对 EC109 的增殖、迁移和侵袭的抑制作用
以及凋亡的促进作用更加明显，说明在食管癌细胞中
miR-218 可通过直接靶向调控 LASP1 发挥抑癌作用。

综上所述，miR-218/LASP1 信号轴可能在不同癌
症的恶性进展中均发挥重要作用。本研究初步证明
了 miR-218 在食管癌细胞中低表达 ；且在 EC109 中，
miR-218 可能是通过直接靶向调控 LASP1 的表达，抑
制细胞的增殖、迁移和侵袭，促进凋亡，从而在食管
癌发展进程中发挥抑癌的作用。miR-218/LASP1 轴为
食管癌的发病机制提供了新的认识，课题组将在此基
础上，结合前期在淮安食管癌高发地区人群的研究成
果，进一步开展体外和体内实验进行验证，全面探讨
该地区食管癌发生、发展的生物学特征，为高危人群

A

B
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筛检及食管癌防控提供科学依据。
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