
LncRNA MIR31HG通过诱导细胞周期阻滞
抑制食管鳞癌细胞增殖活性

陈晓琦 陈欣菊 * 张传雷 王新亭 翼爱英
(河南中医药大学第一附属医院消化肿瘤科，郑州 450000)

摘要 本研究探讨 lncRNA MIR31HG对食管鳞癌细胞增殖活性的影响．利用定量 PCR检测 MIR31HG在食管鳞癌标本及其
癌旁组织、人食管上皮细胞系 Het-1A和食管鳞癌细胞系 Eca-109、EC-1、KYSE30中的表达；采用过表达质粒 pcDNA3.1-
MIR31HG在食管鳞癌细胞系中过表达 MIR31HG；MTT法和 SRB法检测细胞增殖率；细胞周期分析试剂盒检测细胞周期进
程；Caspase3活性检测试剂盒分析 Caspase3活性；PCR和Western blot法检测 p53、Caspase3及 Bcl-2的 mRNA和蛋白质表
达水平．结果显示，食管癌组织中 MIR31HG表达水平显著低于癌旁组织(P < 0.05)；与 Het-1A细胞相比，Eca-109、EC-1、
KYSE30 细胞中 MIR31HG 的表达均显著下调(P < 0.05)，提示 MIR31HG 可能介导食管癌的发生发展．转染 pcDNA3.1-
MIR31HG可显著上调食管癌细胞中 MIR31HG的 mRNA表达(P < 0.01)，且 MIR31HG过表达可显著抑制食管癌细胞增殖活
性(P < 0.05)，减少 S期细胞数(P < 0.05)，增加 G1期细胞数(P < 0.05)，提示MIR31HG可能通过阻碍细胞周期 G1期～S期进
程抑制食管癌细胞增殖活性．此外，MIR31HG过表达显著增加 Caspase3活性，增加 Caspase3和 p53的 mRNA和蛋白质表
达水平，同时抑制 Bcl-2 mRNA和蛋白质表达水平．这表明，MIR31HG可通过抑制食管癌细胞的增殖活性阻碍食管癌的发
生发展，这可能为食管癌的诊断和治疗提供新策略．
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食管癌是最常见的消化道肿瘤，其发病率和死

亡率位于中国癌症前列 [1]．近 10 年来，食管鳞状
细胞癌(ESCC)已发展成为最常见的食管癌类型[2]，

是世界范围内癌症相关死亡的主要原因之一[3]．尽

管通过放化疗合并手术切除等手段可改进食管癌的

治疗疗效，其预后仍不理想[4]．因此，亟待充分了

解食管癌发生发展的遗传和分子机制，发掘有效的

食管癌的诊断和治疗手段．

长非编码 RNA (lncRNA)是一类长度大于 200
个核苷酸且缺失编码能力的 RNA分子 [5]，可通过

表观遗传调控、转录调控以及转录后调控等方式调

控基因的表达水平．研究表明 lncRNA在许多生物
学过程中发挥重要作用，如细胞生长、分化、免疫

反应等 [6-7]．MIR31HG 是新发现的一种肿瘤相关
lncRNA，其定位在人染色体 9(9p21.3) [8]，已被发

现在胃癌组织中低表达，且过表达 MIR31HG能抑
制胃癌细胞的增殖，抑制肿瘤的发展[9]．此外，基

因谱分析发现，MIR31HG在胰腺癌中高表达，且
敲除 MIR31HG 可抑制胰腺癌细胞的生长 [10]．

MIR31HG 被发现与食管癌的不良预后密切相关，
但其在食管癌中的生物学功能仍未阐明[11]．本研究

检测了人 ESCC 组织和细胞系中 MIR31HG 的表
达，探索了改变 MIR31HG表达对 ESCC细胞生长
的影响及其可能机制，以期为诊断和治疗食管癌提

供新策略．

1 材料与方法

1援1 主要材料与试剂

12 例健康人食管黏膜上皮组织(对照组)、21
例食管癌组织以及癌旁组织均取自河南中医药大学
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第一附属医院消化肿瘤科，并与患者及家属签署知

情同意书，且研究经过河南中医药大学伦理委员会

审批通过．

人食管上皮传代细胞系 Het-1A及食管癌细胞
系 Eca-109、EC-1与 KYSE30均购自美国典型培养
物保藏中心(ATCC)；RPMI1640培养基和胎牛血清
购 自 Gibco 公 司 ； 过 表 达 质 粒 pcDNA3.1-
MIR31HG构建于上海吉玛生物制药技术有限公司；
引物由大连宝生物工程有限公司合成；Caspase3活
性检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒均购于上海

BlueGene公司；Trizol 试剂和实时定量 PCR 试剂
盒均购于大连 TaKaRa公司；M-MLV反转录试剂
盒购自 Promega公司；ECL发光试剂盒、RIPA裂
解液和 BCA蛋白质浓度测定试剂盒购自碧云天生
物公司；抗体均购自 Abcam公司．
1援2 方法

1援2援1 细胞培养

将 Het-1A、Eca-109、EC-1与 KYSE30 4种细
胞复苏，37℃，5% CO2条件下培养于含 10% FBS
与 1% 的青 - 链霉素的 RPMI1640 培养基，3 d 换
液一次，并且将细胞浓度调整为 1.0伊109/L用于后
续实验．

1援2援2 实时定量 PCR
收集不同处理组的细胞，用 Trizol试剂盒提取

总 RNA，取 2 滋g RNA 用 M-MLV 逆转录酶合成
cDNA，以 茁-actin为内参，实时荧光定量 PCR 试
剂盒检测 MIR31HG 表达水平．MIR31HG 引物：
上游 5忆 AAAATTGTGTGAGGAGGACATGG 3忆，
下游 5忆 TTCATCCCAACATTCTTGGATCT 3忆，产
物大小为 262 bp；茁-actin引物：上游引物 5忆 AGT-
GTGACATGGTGCATCTC 3忆，下游引物 5忆 TGCC-
CTGAGGCACTCTTCCAG 3忆，产物大小为 456 bp.
PCR 反应条件：94℃变性 30 s，94℃变性 5 s，
60℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，30个循环，72℃
延伸 10 min．采用 2 -驻驻Ct 法计算 mRNA 相对表
达量．

1援2援3 MIR31HG的过表达和细胞转染
取对数生长期的巨噬细胞种于 6孔板中，待细

胞融合度至 80%时，按照 LipofectamineTM 2000 说
明书操作步骤，转染 pcDNA3.1-MIR31HG及其阴
性对照 pcDNA3.1．转染结束后更换完全培养基，
继续培养 48 h．
1援2援4 MTT法检测细胞增殖

各组细胞包括稳定转染 pcDNA3.1-MIR31HG

的细胞分别接种于含有 10% FBS 培养基的 96 孔
板，每孔 2 000个细胞分别培养 12 h、24 h、48 h、
72 h，利用 MTT 试剂盒，检测 A 570的吸光度，细

胞相对存活率使用第 0 d进行归一化处理．所有的
实验都进行 3 次．稳定转染 pcDNA3.1-MIR31HG
的细胞被接种于 60 mm的培养皿待生长 2 w后，
使用甲醇固定，0.5%结晶紫染色，计数并处理
数据．

1援2援5 SRB法检测细胞增殖
各组细胞包括稳定转染 pcDNA3.1-MIR31HG

的细胞均接种于含有 10% FBS培养基的 96孔板，
细胞调整密度为 1伊106，细胞培养 1、2、3、4 d，
每孔加入 50 滋l预冷的三氯乙酸(TCA)，静置 5 min
后，4℃反应 1 h，去离子水去除 TCA．待干燥后，
每孔中加入 100 滋g SRB 反应 30 min 后弃掉染色
液，使用乙酸冲洗，然后加入 Tris 溶液振荡
20 min，最后使用酶标仪检测 A 492的吸光度．

1援2援6 细胞周期分析

收集不同处理组的细胞，根据说明书指示使用

碘化丙啶(Life Tecnologies)对细胞进行染色，并使
用 FACS Calibur Flow Cytometer (BD Biosciences)
对 G0/G1、S以及 G2/M 期的细胞中 DNA 含量进
行检测．

1援2援7 Caspase3活性检测
Caspase3活性检测试剂盒分析细胞活性．待细

胞密度长到 80%～90%时，PBS洗 3遍，加入 1 ml
胰酶，37℃消化 3 min，吹打细胞液至单细胞悬
液．将不同处理药品加入的培养板中孵育 48 h．离
心 2 min，PBS 洗涤 2 次，加入 100 滋l 裂解缓冲
液，冰上放置 15 min，涡旋振荡 15 s，离心
5 min．取 10 滋l蛋白质上清液，加入 90 滋l检测缓
冲液中，加入 10 滋l Ac-LEHD-pNA，避光反应 1～
2 h后检测结果．
1援2援8 Western blot检测

待细胞密度长到 80%～90%，用 PBS洗 3遍，
加入蛋白质裂解液以裂解细胞，BAC法检测蛋白
质浓度．配制 SDS-PAGE 凝胶行蛋白质电泳后将
凝胶中蛋白质转移至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭
3 h，分别加入相应的抗体 Bcl-2、Caspase3 及
GAPDH，孵育过夜后 PBS洗涤 3次，每次 10 min,
加二抗，孵育 3h 后 PBS洗涤 3 次，每次 10 min，
ECL法显色．
1援3 统计学处理

数据采用 SPSS 22.0软件进行分析．结果以均
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数依标准差(x 依 s)表示，组间比较采用 t检验或方差
分析．P < 0.05表示差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 食管癌组织与细胞中MIR31HG表达下调
实时定量 RT-PCR检测MIR31HG在正常食管

黏膜上皮组织(对照组)、食管癌组织及其癌旁组织
中的表达，结果如图 1a所示，与对照组相比，食

管癌组织中 MIR31HG的表达显著下调(P < 0.05)，
而癌旁组织中 MIR31HG 的表达无显著差异 (P >
0.05)．进一步检测MIR31HG在人食管上皮细胞系
Het-1A 和食管癌细胞系 Eca-109、 EC-1 以及
KYSE30中的表达，结果显示，与 Het-1A 细胞相
比，食管癌细胞 Eca-109、 EC-1、 KYSE30 中
MIR31HG的表达均显著下调(图 1b，P < 0.05)．

2援2 过表达 MIR31HG显著抑制食管癌细胞增殖
活性

MIR31HG 在多种肿瘤细胞中表现抗增殖活
性[12]，因此采用MTT和 SRB两种方法检测其对食
管癌细胞增殖活性的影响．转染 pcDNA3.1-
MIR31HG 后 ， 食 管 癌 细 胞 Eca-109、 EC-1、
KYSE30 中的 MIR31HG 表达均显著上调(图 2a，
P < 0.01)．MTT 检测显示，与对照组相比，转染
pcDNA3.1-MIR31HG 后，食管癌细胞 Eca-109、
EC-1、KYSE30的增殖活性均显著降低(图 2b～2e，
P < 0.05)．SRB法检测结果亦显示，转染 pcDNA3.1-
MIR31HG后，Eca-109、EC-1、KYSE30细胞的增
殖活性均显著降低(图 2f，P < 0. 05)．
2援3 过表达MIR31HG阻滞细胞周期进程

为进一步探究 MIR31HG影响食管癌细胞增殖
的机制，检测 MIR31HG 对食管癌细胞 Eca-109、
EC-1、KYSE30细胞周期进程的影响．结果显示，
过表达 MIR31HG 后，Eca-109、EC-1、KYSE30

细胞的 S期细胞数显著性减少(P < 0.05)，而 G1期
细胞数显著增加(P < 0.05)(图 3)，提示 MIR31HG
可能通过阻滞细胞 G1到 S期的进程抑制食管癌细
胞的增殖活性．

2援4 MIR31HG过表达影响食管癌细胞 Caspase3、
p53及 Bcl鄄2的表达

为进一步分析 MIR31HG影响食管癌细胞活性
的机制，检测各组细胞的 Caspase3 活性．结果显
示，与对照组相比，过表达 MIR31HG后，食管癌
细胞 Eca-109、EC-1、KYSE30的 Caspase3活性均
显著增加 (图 4a， P < 0.05)．采用 qRT-PCR 与
Western blot 检 测 Caspase3、 p53 及 Bcl-2 在
Eca-109、EC-1 和 KYSE30 细胞中的 mRNA 和蛋
白质表达水平．结果显示，与对照组比，过表达

MIR31HG 后，Caspase3、p53 的 mRNA 和蛋白质
表达均显著上调(图 4b, c，P < 0.05)，而 Bcl-2 的
mRNA和蛋白质表达均显著下调(图 4b, c, P < 0.05).
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Fig. 1 The expression of lncRNA MIR31HG in esophageal tissues and cells
(a) The mRNA level of MIR31HG in esophageal tissues. Normal esophageal epithelial tissue was served as control. *P < 0.05 vs. control. (b) The

mRNA level of MIR31HG in esophageal cells．*P < 0.05 vs. Het-1A.
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Fig. 3 Overexpression of MIR31HG blocks cell cycle progression of esophageal cancer cells
Esophageal cancer cells Eca-109, EC-1 and KYSE30 were transfected with pcDNA3.1-MIR31HG or pcDNA3.1 vector, respectively. The untransfected

cells were served as control. Cell cycle progression of Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells was analyzed by flow cytometry. *P < 0.05 vs. Control.
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Fig. 2 Overexpression of MIR31HG inhibits the viability of esophageal cancer cells
Esophageal cancer cells Eca-109, EC-1 and KYSE30 were transfected with pcDNA3.1-MIR31HG or pcDNA3.1 vector, respectively. The untransfected

cells were served as control. (a) The mRNA level of MIR31HG in Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells was examined by qRT-PCR. *P < 0.05 vs. Control.

(b, c, d, e) Cell viability of Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells was detected by MTT method. (f) Cell viability of Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells was

determined by SRB method. *P <0.05 vs. Control.
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Fig. 4 The effects of MIR31HG on the expression of Caspase3, p53, and Bcl鄄2 in esophageal cancer cells
Esophageal cancer cell lines Eca-109, EC-1 and KYSE30 were transfected with pcDNA3.1-MIR31HG or pcDNA3.1 vector, respectively. The

untransfected cells were used as Control. (a) The activity of Caspase3 in Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells was measured by Caspase3 Activity Assay

Kit．*P <0.05 vs. Control. (b) The mRNA levels of Caspase3, p53 and Bcl-2 in Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells were examined by qRT-PCR. *P <

0.05 vs. Control. (c) The protein levels of Caspase3, p53 and Bcl-2 in Eca-109, EC-1 and KYSE30 cells were determined by Western blot．*P < 0.05

vs. Control.

3 讨 论

近年来，手术切除、新辅助化学疗法、放射治

疗以及生物治疗在食管癌的临床治疗上得到广泛应

用，但预后差仍是食管癌治疗难以攻克的难题 [4]，

且其内在分子机制仍不明确 [13]．研究表明多种

lncRNA的异常表达均可介导消化道疾病以及消化
道肿瘤的发生发展[3, 14]，包括食管癌[5]．因此，明确

在食管癌发生发展中异常表达的 lncRNA，并进一
步解析其在食管癌发生发展中的生物学功能及相关

分子机制，有助于更好地了解食管癌的发生发展机

制，从而为食管癌的预防和治疗提供新的思路．

MIR31HG 是一类在胃肠道中表达丰富的
lncRNA[15]，已被发现可以介导胃癌、胰腺癌以及

结直肠癌等消化道肿瘤的发生发展 [9-10, 15]．研究表

明，在胃癌组织中，MIR31HG表达水平较低，且
MIR31HG低表达的胃癌患者其肿瘤更大，病情更

严重，预后也相对较差[9]．在胰腺癌患者风险基因

筛查中发现，MIR31HG在胰腺癌中高表达，且表
现为致癌性[10]．本研究发现，与正常食管黏膜上皮

组织相比，MIR31HG 在食管癌组织中显著低表
达．进一步的检测发现，MIR31HG在食管癌细胞
系 Eca-109、EC-1和 KYSE30中的表达较正常食管
上皮细胞系 Het-1A亦显著下调．这些结果与先前
报道MIR31HG在食管癌组织中较其癌旁组织显示
低表达相一致[11]，且 MIR31HG表达水平低的食管
癌患者其肿瘤表现更低分化和高转移特性，患者总

生存率也更低[11]，提示 MIR31HG的异常下调可能
促进食管癌的发生发展．

lncRNA作为调控基因表达的一类长链 RNA，
对肿瘤细胞的生长、侵袭、迁移等细胞行为均存在

不同程度的调控[14]．为了探究 MIR31HG在食管癌
发生发展中的具体生物学功能，本研究构建了

MIR31HG过表达载体，并建立稳定转染MIR31HG
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过表达载体的食管癌细胞系．MTT和 SRB法检测
显示，过表达 MIR31HG 可显著抑制食管癌细胞
Eca-109、EC-1和 KYSE30的增殖活性．这一发现
与报道表明过表达 MIR31HG可显著抑制胃癌细胞
增殖活性相一致[9]，亦表明 MIR31HG 可能负调控
食管癌的发生发展．进一步分析细胞周期进程发

现， MIR31HG 过表达后， Eca-109、 EC-1 和
KYSE3 细胞的 S 期细胞数均显著减少，而 G1 期
细胞数均显著增加，提示 MIR31HG可阻滞食管癌
细胞 G1到 S期的进程，表明 MIR31HG可能通过
诱导细胞 G1/S期阻滞进而抑制食管癌细胞的增殖
活性．然而，有研究发现敲除MIR31HG可诱导胰
腺癌细胞 G1/S 期阻滞 [10]，这与本研究结果不符，

这可能与细胞类型和细胞微环境有关，还需进一步

的探讨研究．

癌细胞的持续生长与异常激活的细胞增殖以及

减少的细胞凋亡均密切相关．研究发现 MIR31HG
可诱导胰腺癌细胞的凋亡[10]，而在非小细胞肺癌细

胞中过表达 MIR31HG可减少细胞凋亡[16]．本研究

发现， MIR31HG过表达可导致 Eca-109、EC-1和
KYSE3细胞的 Caspase3活性、Caspase3和 p53的
mRNA和蛋白质表达水平均显著增加，同时抗凋
亡蛋白 Bcl-2 的 mRNA 和蛋白质表达水平均显著
降低．这一发现表明 MIR31HG 可能通过增加
Caspase3活性和抑制 Bcl-2的表达促进食管癌细胞
的凋亡，进而负调控食管癌的发生发展．

综上所述，本研究发现，MIR31HG可通过诱
导细胞周期阻滞抑制食管癌细胞的增殖活性，通过

增加 Caspase3活性和抑制 Bcl-2的表达促进食管癌
细胞的凋亡，进而负调控食管癌的发生发展．本研

究为食管癌的诊断、治疗及预防提供了新的靶向和

思路．然而， MIR31HG在食管癌细胞中扮演的抗
增殖促凋亡角色所涉及的具体机制、靶标分子、信

号通路仍然是未知的，需要今后进一步的探讨．
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LncRNA MIR31HG Inhibits 栽he Proliferation of Esophageal Squamous
Cell Carcinoma Cells by Inducing Cell Cycle Arrest

CHEN Xiao-Qi, CHEN Xin-Ju*, ZHANG Chuan-Lei, WANG Xin-Ting, YI Ai-Ying
(Department of Digestive Oncology, The First Affiliated Hospital of Henan University of T则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 C澡蚤灶藻泽藻 M藻凿蚤糟蚤灶藻, Zhengzhou 450000, China)

Abstract The aim of present study is to investigate the effects and the mechanism of lncRNA MIR31HG on the
proliferation of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells. The mRNA levels of MIR31HG were tested by
qPCR in specimens of esophageal cancer and para-carcinoma tissues, as well as in esophageal epithelial cell line
Het-1A and in ESCC cell lines Eca-109, EC-1 and KYSE30. MIR31HG was overexpressed in Eca-109, EC-1 and
KYSE30 cells by using overexpression plasmid pcDNA3.1-MIR31HG. Cell proliferation was then tested by both
MTT and SRB methods. Cell cycle progression was detected by using Cell Cycle Assay Kit, and the activity of
Caspase3 in cells was tesed by Caspase3 Activity Assay Kit. The mRNA and protein levels of p53, Caspase3 and
BCL-2 were measured by qPCR and Western blot. The expression of MIR31HG was significantly decreased in
esophagus cancer comparing with para-carcinoma tissues, as well as in Eca-109, EC-1, KYSE30 cells comparing
with Het-1A (P < 0.05). Transfection of pcDNA3.1-MIR31HG significantly increased MIR31HG expression in
ESCC cell lines(P < 0.01), inhibited cell viability, reduced S-phase cells numbers and increased the G1-phase cells
numbers (P < 0.05). These results suggested that MIR31HG may reduce cell viability of ESCC cells though
impeding cell cycle. Moreover, MIR31HG overexpression also significantly increased Caspase3 activity, Caspase3
and p53 expression and decreased Bcl-2 expression in ESCC cells (P < 0.05). Taken together, these results suggest
that MIR31HG may hinder the development of esophageal cancer by inhibiting the proliferation of ESCC cells,
which may provide a new strategy for the diagnosis and treatment of esophageal cancer.
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