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miR-124通过靶向BECN1基因调控细胞自噬抑制食管癌KYSE170细胞

的侵袭和迁移

刘飞，刘思桦，刘世娜，谷丽娜，孟令娇，尹丹静，张建东，吴云艳，桑梅香(河北医科大学第四医院 科研中心，河

北 石家庄 050011)

[摘 要] 目的：探讨miR-124通过调控细胞自噬对食管癌KYSE170细胞侵袭和迁移能力的影响。方法：食管癌KYSE170细

胞转染miR-124 mimic，Transwell实验检测细胞侵袭和迁移能力的变化，双荧光素酶报告基因验证miR-124对BECN1(Beclin1)基

因的靶向调控作用，Western blotting分析对BECN1、P62及LC3蛋白表达水平的影响。向KYSE170细胞中转染BECN1 siRNA沉

默BECN1的表达，Transwell法检测细胞侵袭及迁移能力的变化，Western blotting检测BECN1、P62及LC3蛋白的表达。将miR-

124 mimic与BECN1过表达质粒共转染至KYSE170细胞，Transwell实验检测细胞侵袭及迁移能力的变化，Western blotting检测

自噬相关基因表达的变化。结果：转染miR-124 mimic后，KYSE170细胞的侵袭和迁移能力下降(P<0.05)，BECN1蛋白及荧光

素酶报告基因活性均明显下调(均P<0.01)，自噬相关蛋白P62表达增高，LC3表达水平明显降低(均P<0.01)。沉默BECN1表达抑

制食管癌细胞侵袭及迁移 (P<0.01)，而过表达BECN1使miR-124 mimic对KYSE170细胞自噬、侵袭和迁移能力的抑制作用明显

减弱(P<0.01)，自噬相关蛋白P62表达降低、LC3蛋白表达水平明显升高(均P<0.01)。结论：miR-124能够抑制食管癌细胞侵袭及

迁移能力，其机制可能与靶向调控自噬相关基因BECN1的表达影响细胞自噬有关。
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miR-124 regulates autophagy to inhibit invasion and migration of esophageal can-
cer KYSE170 cells by targeting BECN1

LIU Fei, LIU Sihua, LIU Shina, GU Lina, MENG Lingjiao, YIN Danjing, ZHANG Jiandong, WU Yunyan, SANG Meixiang (Scientific

Research Center, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of miR-124 on the invasion and migration of esophageal cancer KYSE170 cells by

regulating autophagy. Methods: miR-124 mimic was transfected into esophageal cancer KYSE170 cells. Transwell assay was used to

detect the change of invasion and migration ability of cells. Dual luciferase reporter gene assay was used to verify the targeted regula-

tion of BECN1 (Beclin1) by miR-124, and Western blotting was used to analyze the expressions of BECN1, P62 and LC3 protein. siR-

NA targeting BECN1 was transfeted into KYSE170 cells, and then the cell invasion and migration ability was calculated by Transwell

assay. The expressions of BECN1, P62 and LC3 protein were detected by Western blotting. miR-124 mimic and BECN1 over-expres-

sion plasmid were co-transfected into KYSE170 cells, and then Transwell assay was used to detect the changes of cell invasion and mi-

gration ability, and Western blotting to examine the expression levels of autophagy-related gene. Results: The invasion and migration

ability of KYSE170 cells were significantly inhibited after transfection with miR-124 mimic (All P<0.05). The expression of autophagy-

related protein P62 was increased, and the expression of BECN1 and LC3 was significantly decreased (All P<0.01); in addition, the

activity of luciferase reporter gene was also significantly reduced (P<0.01). Silencing BECN1 expression inhibited the invasion and

migration of esophageal cancer KYSE170 cells (P<0.01). However, after co-transfection with BECN1 over-expression plasmids, the

effects of miR-124 mimic on the autophagy, invasion and migration of esophageal carcinoma KYSE170 cells were significantly weak-

ened (P<0.01), it was also accompanied with lower P62 expression, and higher LC3 expression (P<0.01). Conclusion: miR-124 mimic

can inhibit the invasion and migration of esophageal carcinoma cells. The mechanism may be related to the autophagy-related gene
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BECN1 expression.
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食管癌是全球许多地区最常见的癌症类型之

一，特别是中国、南美和西欧国家发病率更高[1]。食

管鳞状细胞癌是食管癌的组织类型之一，也是中国

人患食管癌最主要的组织学类型[2]。虽然最近几年

在食管鳞状细胞癌的诊断和治疗方面取得了一些进

展，但在过去十年里伴有远处转移的患者的总生存

率并没有显著改变。因此，探讨食管鳞状细胞癌扩

散转移的相关机制对于延长患者生存时间、改善预

后具有重要的临床意义。许多研究[3-6]表明，miRNA

与细胞自噬有关，也有报道[7]指出在帕金森病患者中

miR-124能够调控多巴胺能神经元细胞的凋亡和自

噬，并且在 APP(amyloid precursor protein)/PS1 转基

因小鼠中通过下调BACE1 (Beta-site amyloid precur-

sor protein cleaving enzyme 1)影响细胞自噬[8]。然

而，在食管癌中miR-124与自噬间的关系尚未见报

道。本研究探讨食管癌细胞中miR-124对自噬的调

控作用，并探讨miR-124是否通过调控自噬来影响食

管癌细胞的侵袭和迁移能力，为寻求食管癌特异性

靶向诊断和治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株和主要试剂

人食管癌细胞株KYSE170 来自于河北医科大学第

四医院科研中心。RPMI 1640培养基、胰蛋白酶均购自

美国Gibco公司，胎牛血清购自上海依科赛生物制品有

限公司，RIPA细胞裂解液购自上海贝博生物公司，TRIzol

购自美国 Invitrogen公司，Platinum SYBR SuperMix试

剂、FuGENE HD、Hiper Fect transfection Reagent转染试

剂、pGL3-Promoter质粒和pRL-TK质粒以及双荧光素

酶报告基因检测试剂盒均购自美国Promega公司，miR-

124模拟物（mimic）及无关小RNA（NC mimics）购自上

海吉玛基因公司，pCMV6 Entry-BECN1-Myc-DDK质

粒购自ORIGENE公司，PCR引物购自锐博公司和英潍

捷基贸易有限公司，定点突变试剂盒购自美国NEB公

司，miDETECTA TrackTM miRNA qRT-PCR starter kit购

自广州锐博生物科技有限公司，兔抗人BECN1单克隆

抗体购自美国Cell Signaling公司，兔抗人LC3单克隆

抗体购自美国Abcam公司，兔抗人的β-actin、p62单克

隆抗体及山羊抗兔二抗购自武汉三鹰生物技术有限公

司，Transwell小室（孔径3.0 μm）购自美国Corning公司，

Matrigel购自美国BD公司，结晶紫染液购自索莱宝生

物技术有限公司，BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自上

海威奥生物科技有限公司。

1.2 生物信息学方法预测miR-124 对 BECN1 的靶

向调控作用

检索生物信息学工具网站http://www.TargetScan.

org，分析表明miR-124与 BECN1 3’UTR具有结合位

点。人miR-124模拟物（mimic）和其阴性对照（negative

control，NC）均由上海吉玛制药技术有限公司合成。

1.3 细胞培养及转染

KYSE170细胞用含 10%胎牛血清、100 U/ml青

霉素和 100 μg/ml 链霉素的 DMEM 培养基培养，

置于 37 ℃、CO2 体积分数为 5% 的培养箱中培

养。miRNA 转染前 1 d 将 KYSE170 细胞分别接

种到 6 孔板中，待细胞汇合度为 60%～70% 时，

按 Hiper Fect transfection Reagent 转染试剂说明书

操作。转染时，各组片段的终浓度均为 100 nmol/L。

转染 6 h后，换为正常的完全培养液继续培养 48或

72 h，用于后续实验。

1.4 Western blotting法检测miR-124对KYSE170细

胞中BECN1蛋白及自噬相关蛋白表达水平的影响

收集miR-NC、miR-124 mimic、miR-124 mimic＋

vector、miR-124 mimic＋BECN1 转染组 KYSE170 细

胞。用RIPA蛋白裂解液裂解细胞，冰浴条件下用超

声细胞粉碎机持续超声裂解蛋白约 5 min，冰上静置

30 min，离心后取上清液。BCA 法进行蛋白定量，取

蛋白质30 μg/孔进行10 % SDS-PAGE，将电泳分离后

的蛋白质电转移至硝化纤维素膜上，用脱脂奶粉封

闭 1～3 h；加入兔抗人BECN1、p62、LC3及β-actin单

克隆抗体（体积稀释比例为1∶1 000），4 ℃反应过夜，

TBST漂洗3次（每次10 min）；然后加入山羊抗兔 IgG

（体积稀释比例为1∶5 000），室温反应2 h，TBST漂洗

3 次（每次 10 min）。ECL化学发光，用 Image J灰度

分析软件进行分析，实验重复3次。

1.5 双荧光素酶报告基因实验检测 miR-124 对

BECN1基因的靶向作用

由英潍捷基贸易有限公司合成BECN1基因的3’

UTR，上下游引物序列分别为 5'-CCGCTCGAGAAT-

GACTTTTTTCCTTAGG-3'和 5' - GCTCTAGAATAG-

ATGGCATGTTGTAGC-3'（含 Xba Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位

点）。以 KYSE170 细胞 cDNA 为模板，PCR 获得

BECN1 基因 3’UTR 中含 miR-124 结合位点的片段

（198 bp），经 XbaⅠ和 XhoⅠ酶切并插入 pGL3-Pro-

moter 质粒载体中。测序鉴定插入序列准确无误后，

将该重组质粒命名为 pGL3- BECN1-3'UTR WT。此

外，利用定点突变将 BECN1 基因 3'UTR 的 miR-124
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潜在结合部位UGCCUUA突变为UCGGUUA并将该

重组质粒命名为pGL3-BECN1-3'UTR-MUT。

将食管癌细胞KYSE170培养至对数生长末期，

用胰蛋白酶消化细胞，反复吹打制备成单细胞悬液，

经细胞计数后均匀接种于96 孔板中（每孔2×104个细

胞，200 μl）。第 2 天，分别向 KYSE170 细胞中转染

miR-124 mimic及miR-NC。第 3天，将 0.2 μg pGL3-

BECN1-3'UTR-WT或 pGL3-BECN1-3’UTR-MUT与

0.02 μg pRL-TK质粒共转染至细胞中，培养 12 h后，

弃去旧培养液，添加新鲜的含 10% 胎牛血清的

DMEM培养液，继续培养36 h。细胞经PBS洗涤3次

后，弃尽洗液，每孔中加入200 μl细胞裂解液，振荡裂

解细胞 15 min，于 4 ℃条件下 1 000×g离心 5 min，吸

出上清液并加到空白不透明的96孔板中。按双荧光

素酶活性检测试剂盒说明书提供的方法，在多功能

酶标仪上检测，计算相对荧光素酶活性。相对荧光

素酶活性＝萤火虫荧光素酶活性值/海肾荧光素酶活

性值。实验重复3次。

1.6 Transwell 实验检测 miR-124 对 KYSE170 细胞

侵袭及迁移能力的影响

Transwell 细胞侵袭实验将 4 ºC 过夜溶解的

Matrigel胶用无血清的培养基在冰上按1∶7的比例稀

释。将带有 8 μm微孔聚碳酸酯膜的Transwell小室

置于无菌24孔板中，由此形成上下两个小室，向上室

中加入25 μl Matrigel胶，快速晃动24孔板，使其均匀

铺满小室底面，避免产生气泡，37 ºC无菌保持过夜，

确保Matrigel胶充分聚合。Transwell 细胞迁移实验

不铺 Matrigel 胶。分别收集转染了 miR-NC、miR-

124 mimic、siNC、siBECN1、miR-124 mimic＋BECN1

NC 及 miR-124 mimic＋BECN1 的 KYSE170 细胞。

培养24 h后，用胰蛋白酶消化细胞，制成单细胞悬液

并计数。将各组细胞分别加入Transwell小室的上室

（1.5×105个/小室），下室中加入 650 µl含 10%胎牛血

清的RPMI DMEM培养液，常规培养 48 h，用棉签擦

净上室细胞，PBS清洗后，结晶紫染色，于倒置相差显

微镜下（×200）观察并拍照，随机观察 5个视野，计数

穿膜细胞数。实验重复3次。

1.7 统计学处理

应用SPSS13.0 统计软件，计量资料以 x̄±s表示，

两组间的均数比较采用 t检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 转染 miR-124 mimic 抑制食管癌 KYSE170 细胞

侵袭及迁移

Transwell细胞侵袭实验结果（图1A）显示，转染miR-

124 mimic后，与对照组相比KYSE170细胞穿膜数明显

减少（t=7.376，P<0.01）；Transwell细胞迁移实验结果（图

1B）显示，转染miR-124 mimic后，KYSE170细胞穿膜

数也明显低于对照组（t=13.36，P<0.01）。

*P<0.05,**P<0.01 vs miR-NC group

图1 miR-124过表达抑制食管癌KYSE170细胞的侵袭、迁移（结晶紫染色，×200）

Fig.1 Inhibition effects of miR-124 over-expression on migration and invasion of esophageal cancer KYSE170 cells

（（Crystal violet staining, ×200））
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2.2 转染miR-124 mimic能够降低食管癌KYSE170

细胞自噬水平

Western blotting检测结果（图 2）显示，转染miR-

124 mimic后BECN1表达量减少（P<0.01），自噬标记

蛋白 P62 表达升高（P<0.01），作为自噬发生指标的

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值也显著下降（P<0.01）。

**P<0.001 vs miR-NC group

图2 转染miR-124后KYSE170 细胞中BECN1、、P62

及LC3蛋白的表达水平

Fig.2 Expression level of BECN1, P62 and LC3 protein in

KYSE170 cells after transfection with miR-124 mimics

2.3 miR-124能够靶向结合BECN1

生物信息学软件分析发现，BECN1基因的3'UTR

上存在潜在的miR-124结合位点（图3A）。双荧光素

酶报告基因分析结果证明miR-124转染组BECN1相

对荧光强度明显低于对照组（t=17.99，P<0.01），

BECN1 3'UTR 中的 miRNA124 结合位点发生突变

后，miR-124 mimic对报告基因的抑制作用消失，即

miR-124 mimic转染组与miR-NC组相比，BECN1相

对荧光强度的差异无统计学意义（t=1.272，P>0.05；

图3B）。

2.4 沉默BECN1抑制食管癌KYSE170细胞侵袭及

迁移

转染BECN1 siRNA沉默细胞中BECN1的表达后，

Transwell细胞侵袭实验结果（图4）显示，与对照组相比

KYSE170细胞穿膜数均明显降低（侵袭：t=6.210，P<0.01；

迁移：t=13.45，P<0.01)。

**P<0.01 vs miR-NC group

图3 miR-124能够靶向结合BECN1 3’’UTR

Fig.3 miR-124 could target binding BECN1 3'UTR

2.5 miR-124-BECN1通过调控细胞自噬影响食管癌

KYSE170细胞侵袭及迁移能力

Western blotting 检测结果（图 5）显示，miR-124

mimic 联合 BECN1 过表达质粒转染 KYSE170 细胞

后，与仅转染miR-124 mimic组细胞相比，自噬标记

蛋白 P62表达降低（P<0.01），LC3-Ⅱ/LC3-I比值升高

（P<0.01）。

Transwell 实验结果（图 6）显示，侵袭实验中，

miR-124 联 合 BECN1 过 表 达 质 粒 转 染 食 管 癌

KYSE170细胞后，与miR-124联合空载体对照组相

比KYSE170细胞穿膜数明显增加（t=6.369，P<0.05）。

同样，迁移实验中miR-124联合BECN1过表达质粒

转染组KYSE170 细胞穿膜数也明显增高（t=17.06，

P<0.01）。

3 讨 论

研究[9-11]表明，miRNA功能失调在调节不同肿瘤

细胞侵袭及转移过程中扮演着重要的作用，但其具体分

子作用机制还不是十分清楚。miR-124与多种肿瘤的发

生发展密切相关，例如在子宫颈癌细胞中，miR-124通

过靶向作用于 IGF2BP1（insulin - like growth factor 2

mRNA binding protein 1)抑制子宫颈癌细胞的增殖和

转移[12]。ZHANG等[13]在体内外的实验结果也表明，

miR-124 通过靶向作用于 PDCD6 (programmed cell
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death protein 6)抑制乳腺癌细胞远处转移。XIAO

等[14]研究表明，miR-124通过调控Notch信号通路，影

响胃癌细胞的增殖及侵袭能力。也有研究[15]表明，

miR-124能够抑制食管鳞癌TE1细胞侵袭及增殖能

力。而在食管癌细胞中miR-124对细胞侵袭及迁移

能力影响的作用机制尚未见报道。

**P<0.01 vs siNC group

图4 沉默BECN1抑制KYSE170细胞的侵袭及迁移（结晶紫染色，×200））

Fig.4 BECN1 knockdown inhibited migration and invasion of KYSE170 cells（（Crystal violet staining, ×200））

**P<0.01 vs miR-124+NC group

图5 miR-124过表达联合BECN1基因过表达对BECN1、、P62

及LC3蛋白表达的影响

Fig.5 Effect of co-transfection of miR-124 mimics and

BECN1 over-expression vectors on the protein expression of

BECN1, P62 and LC3

自噬是一种进化上保守的分解代谢过程，通过

形成自噬小体来吞噬细胞内大分子物质和细胞器，

导致它们在与溶酶体融合后分解[16]。自噬通过清除

受损的蛋白质和细胞器帮助细胞正常的内环境稳

态。BECN1(Beclin1)是酵母自噬基因Atg6/Vps30的

同源基因，是自噬发生的触发器，BECN1表达增加能

够促进 P62 蛋白降解，并且使 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比率增

加[17]，在自噬和肿瘤过程中发挥重要作用[18]。越来越

多的研究[19]表明，自噬在肿瘤转移过程中扮演着重要

作用，它可以通过促进转移的各个步骤来促进肿瘤

细胞转移。有研究[3]表明，抑制miR-23a的表达通过

促进自噬促进皮肤黑色素瘤的转移。XIU等[20]研究

发现，miR-30a 通过靶向抑制自噬相关基因 BECN1

和 ATG5的表达抑制自噬介导的肝细胞转移。而关

于食管癌细胞中miR-124与自噬及侵袭间的关系目

前尚未见报道。

本研究发现miR-124能够抑制食管癌细胞侵袭

及迁移能力，进一步研究发现miR-124与BECN1在

食管癌细胞侵袭及迁移能力发面具有相反功能。生

物信息学软件分析表明miR-124与BECN1 3’UTR存

在结合位点，通过双荧光素酶报告基因实验证明

miR-124直接与BECN1基因的3’UTR结合而抑制其

表达。转染miR-124 mimic的KYSE170细胞BECN1

蛋白表达降低，自噬标记蛋白P62表达增高，LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值降低，表明miR-124能够通过抑制BECN1

表达抑制KYSE170细胞。进一步通过miR-124 mim-
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ic 联合 BECN1 过表达质粒转染 KYSE170 细胞后，

BECN1能够部分逆转miR-124对食管癌KYSE170细

胞自噬、侵袭及迁移能力。

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-124+BECN1 NC group

图6 miR-124过表达联合BECN1基因过表达促进KYSE170细胞的侵袭及迁移（结晶紫染色，×200））

Fig. 6 Co-transfection of miR-124 mimics and BECN1 over-expression vectors promoted the invasion and

migration of KYSE170 cells（（Crystal violet staining, ×200））

总之，本研究发现 miR-124 具有抑制食管癌

KYSE170细胞侵袭及迁移能力，这种抑制作用主要

是通过靶向作用于自噬相关基因BECN1影响细胞自

噬来实现的，提示miR-124能够通过靶向抑制BECN1

的表达抑制细胞自噬进而抑制食管癌细胞的侵袭和

迁移能力。本研究结果为进一步探索miR-124及细

胞自噬在食管癌进展过程中的作用机制提供了实验

基础。
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