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过表达miR-145-5p通过下调 IGF1R抑制食管鳞状细胞TE-10细胞的恶

性生物学行为
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[摘 要] 目的：探究miR-145-5p对食管鳞状细胞癌TE-10细胞增殖、侵袭、迁移和上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transi‐

tion，EMT）等恶性生物学行为的分子机制。方法：qPCR法检测miR-145-5p在食管鳞状细胞癌细胞和正常食管上皮细胞中的表

达水平。采用双荧光素酶报告基因实验检测miR-145-5p与胰岛素样生长因子1受体（insulin-like growth factor 1 receptor，IGF1R）

的靶向调控关系，Western blotting检测 IGF1R蛋白和EMT相关蛋白的表达，CCK-8法和Transwell检测miR-145-5p/IGF1R分子轴

对TE-10细胞增殖、侵袭、迁移的影响。结果：miR-145-5p在3株食管鳞状细胞癌细胞中低表达且在TE-10细胞中表达最低（P<

0.01或P<0.05）。过表达miR-145-5p 可显著抑制 TE-10 细胞的增殖、侵袭、迁移和EMT进程（P<0.01或P<0.05）。双荧光素酶

报告基因证实miR-145-5p靶向下调 IGF1R表达（P<0.01）。回复实验进一步证实，与单独过表达 IGF1R相比，同时过表达 miR-

145-5p和 IGF1R能显著缓解 IGF1R 对 TE-10细胞的增殖、侵袭、迁移和 EMT 进程的促进作用（P<0.01或P<0.05）。结论：
过表达miR-145-5p通过靶向下调 IGF1R进而抑制了食管鳞状细胞癌TE-10细胞的增殖、侵袭、迁移和EMT进程。
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Over-expression of miR-145-5p inhibits malignant biological behaviors of esopha‐
geal squamous cells carcinoma via down-regulating IGF1R
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[Abstract] Objective: To explore the mechanism of miR-145-5p on malignant biological behaviors, such as pro-liferation, invasion,

migration and epithelial-mesenchymal transition (EMT), of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) TE-10 cells. Methods: The

expression of miR-145-5p in ESCC cell lines and normal cells was detected by PCR. Dual luciferase reporter gene assay was used to

detect the targeted regulation between miR-145-5p and insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R). The expres-sions of IGF1R pro‐

tein and EMT related proteins were detected by Western blotting. Transwell assay and CCK-8 assay were carried out to detect the

effects of miR-145-5p/IGF1R axis on the proliferation, migration and invasion of TE-10 cells. Results: miR-145-5p was down-regulated

in ESCC cell lines with the lowest expression in TE-10 cells (P<0.01 or P<0.05). Over-expression of miR-145-5p significantly inhibited

proliferation, invasion, migration and EMT of TE-10 cells (P<0.01 or P<0.05). Dual luciferase reporter gene assay con-firmed that

miR-145-5p targetedly down-regulated IGF1R expression (P<0.01). The restora-tion experiments further confirmed that simultaneous

over-expression of miR-145-5p and IGF1R significantly attenuated the promotion effect of IGF1R on proliferation, invasion, migration

and EMT of TE-10 cells (P<0.01 or P<0.05). Conclusions: Over-expression of miR-145-5p inhibits proliferation, invasion, migration

and EMT of ESCC TE-10 cells by down-regulating IGF1R.
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食管癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，其中

食管鳞状细胞癌占所有食管癌病例的 90% 以上[1]。

目前对于食管鳞状细胞癌的治疗主要以手术和放、

化疗为主，但治疗后癌细胞侵袭以及远端转移仍是

导致肿瘤复发的主要原因，因此深入探讨食管鳞状

细胞癌细胞的复发、转移和上皮间质转化（epithelial-

mesenchymal transition，EMT）的分子机制对于患者

的治疗和预后至关重要。非编码RNA在多种肿瘤发

生发展中具有重要调控作用，其中miR-145-5p作为

抑癌因子在非小细胞肺癌[2]、食管鳞状细胞癌[3]中低

表达并抑制肿瘤的发生发展。胰岛素样生长因子 1

受体（insulin-like growth factor 1 receptor，IGF1R）在

多种恶性肿瘤中异常高表达[4]，如 IGF1R在食管鳞状

细胞癌高表达且沉默 IGF1R能增强食管鳞状细胞癌

的放疗敏感性[5]。目前，miR-145-5p通过调控 IGF1R

对食管鳞状细胞癌的作用及其机制尚无文献报道。

因此，本研究从细胞水平探讨miR-145-5p靶向下调

IGF1R对食管鳞状细胞癌细胞的增殖、侵袭、迁移和

EMT的分子机制，旨在为食管鳞状细胞癌患者的治

疗和预后提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株及试剂

人 食 管 鳞 状 细 胞 癌 细 胞 NEC（货 号 为

BNCC339909）、Eca-109（货号为BNCC100132）、TE-

10（货号为BNCC338663），以及正常食管鳞状上皮细

胞Het-1A（货号为BNCC342346）均购于BNCC细胞

库。DMEM培养基（货号为 12491-015）和胎牛血清

（货号为 26400044）购于赛默飞公司，Transwell小室

（货号为 3413）购于 Corning 公司，miR-145-5p 和

IGF1R的载体和引物均由GenePharma公司负责构建，

SYBR Green qPCR Master Mix（货号为HY-K0501）购

于MCE公司，GenElute™总RNA纯化试剂盒（货号为

RNB100）购于Merck公司，荧光素酶报告基因检测试

剂盒（货号为GM-040501B）和载体购于Genomeditech

公司，一抗（IGF1R货号为 ab182408，E-cadherin货号

为 ab1416，N-cadherin 货号为 ab18203，Vimentin 货

号为ab8978）和二抗均购于Abcam公司。

1.2 细胞培养及转染

将人食管鳞状细胞癌细胞NEC、Eca-109、TE-10

和食管鳞状上皮细胞 Het-1A 于含 10% 胎牛血清的

DMEM培养液中置 37 ℃、5% CO2培养箱中进行培

养，直至观察到细胞处于对数生长期时分别将miR-

145-5p mimics、pcDNA-IGF1R、miR-145-5p mimics+

pcDNA-IGF1R 载体与 LipofectamineTM 2000 转染细

胞，设置NC对照，转染 48 h后置于荧光显微镜下观

察细胞的转染效果。

1.3 qPCR 检测转染前后细胞中 miR-145-5p 和

IGF1R的表达

按照GenElute™总RNA纯化试剂盒说明书提取各组

细胞总RNA，检测RNA纯度后逆转录制备cDNA。根据

SYBR Green qPCR Master Mix说明书，以U6为内参进

行PCR扩增，并设置3个重复。其引物序列：miR-145-

5p，F 5'-CCTTGTCCTCACGGTCCAGT-3'，R 5'-AAC‐

CATGACCTCAAGAACAGTATTT-3'；U6，F 5'-GCT

TCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'，R 5'-CGCTTCA

CGAATTTGCGTGTCAT-3'；IGF1R，F 5'-CCGCTGCC

AGAAAATGTGCCCA-3'，R 5'-TGTCGTTGTCAGGCG

CGCTG-3'；GAPDH，F 5'-GAAGATGGTGATGGGAT

TTC-3'，R 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3'。建立20

μl的PCR反应体系，以95 ℃ 5 min、94 ℃ 30 s、60 ℃ 30

s进行40个循环扩散。最终检测结果采用2-ΔΔCt法进行

计算。实验重复3次。

1.4 Western boltting(WB) 检测转染前后细胞中

IGF1R和EMT相关蛋白的表达水平

收集经处理的各组细胞，裂解液提取总蛋白，将裂

解物在 4 ℃条件下以 14 000×g 离心 15 min，并使用

Bradford测定法检测蛋白纯度，取15 μg总蛋白通过15%

SDS-PAGE进行分离，蛋白条带转移到PVDF膜上，用

5%脱脂奶粉封闭1 h，在4 ℃下与一抗孵育过夜，使用

的抗体包括 IGF1R（1∶1 000）、E-cadherin（1∶1 000）、

N-cadherin（1∶1 000）、Vimentin，（1∶1 000）和GAPDH

（1∶1 000）。次日去除一抗，洗涤后加HRP缀合的二抗

（1∶5 000），37 ℃孵育1 h。然后洗涤印迹并用ECL试

剂进行显色，凝胶成像器进行蛋白成像，拍照记录，并

用 Image J软件对所得蛋白条带进行灰度值分析。

1.5 CCK-8法检测各组TE-10细胞的增殖水平

转染 48 h 后各组 TE-10 细胞以 2.0×103个/ml 的

密度接种到 96孔板中，将TE-10细胞按照常规条件

在37 ℃、5% CO2的环境中分别培养24、48、72和96 h

时，向每孔细胞中中加入10 μl CCK-8试剂，继续培养

2 h，用酶标仪测定450 nm处的光密度（D）值。

1.6 Transwell法检测TE-10细胞的迁移和侵袭能力

将经过转染的细胞用胰酶消化后进行迁移能力

检测，将细胞按照 2×105个/ml密度种于Transwell小

室，在下室加 500 μl含 10%胎牛血清的培养基，将小

室于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 48 h后取出，棉签

擦净，PBS冲洗小室3遍，4%的多聚甲醛固定细胞20

min，采用结晶紫染色15 min后洗净，待其干燥后，置

于 40倍的倒置显微镜取 3~5个视野进行观察，计数

细胞。实验进行3次重复。侵袭实验需将Matrigel基

质胶与预冷无血清培养基预铺于 Transwell 小室上
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室，其他操作步骤同迁移实验。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-145-5p 与

IGF1R的靶向关系

采用PCR扩增 IGF1R与miR-145-5p结合片段导

入荧光素酶 pmirGLO载体中构建质粒，再将结合片

段的部分核苷酸进行突变，同时获得 miR-145-5p

mimics与pmirGLO-IGF1R-WT/MUT重组质粒，将获

得的质粒以及对照空质粒与LipofectamineTM 2000脂

质体混合后转染HEK 293T细胞，荧光素酶活性由双

荧光素酶报告基因检测系统试剂盒检测。

1.8 统计学处理

所有实验均重复 3次，采用 SPSS 20.0软件进行

统计分析和GraphPad Prism 7.0软件进行绘图。正态

分布计量数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多

组间比较采用方差分析。以 P<0.05或 P<0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-145-5p在食管鳞状细胞癌细胞中低表达

qPCR检测细胞中miR-145-5p的表达水平，结果

表明，与Het-1A细胞相比，miR-145-5p在人食管鳞状

细胞癌细胞系（NEC、Eca-109、TE-10）中均低表达（图1，

均P<0.05）；其中以 TE-10 细胞表达水平最低（图 1，

P<0.01），因此选取TE-10细胞进行后续实验。

*P<0.05, **P<0.01 vs Het-1A cell, △P<0.05 vs TE-10 cells

图1 miR-145-5p在食管鳞状细胞癌细胞系中低表达

Fig.1 Low expression of miR-145-5p in ESCC cell lines

2.2 过表达miR-145-5p抑制TE-10细胞增殖、侵袭、

迁移和EMT

qPCR检测miR-145-5p的表达水平，结果表明，

与对照组（NC）相比，转染 miR-145-5p mimics 上调

TE-10 细胞中 miR-145-5p 的表达（图 2A，P<0.01）。

CCK-8法检测TE-10细胞增殖结果表明，与NC组相

比，过表达miR-145-5p能显著抑制TE-10细胞增殖水

平（图2B，P<0.05或P<0.01）；Transwell检测实验结果

表明，过表达miR-145-5p后，TE-10细胞的侵袭、迁移

能力显著均低于NC组（图2C、D，P<0.05或P<0.01）；

WB检测EMT相关蛋白结果表明，与NC组相比，在

miR-145-5p过表达组中，E-cadherin表达显著上调而

N-cadherin 和 Vimentin 表达显著下调（图 2E，P<0.05

或 P<0.01）。结果表明，过表达miR-145-5p抑制TE-

10细胞的侵袭、迁移和EMT进程。

2.3 miR-145-5p靶向下调 IGF1R的表达

通过 Starbase 数据库预测结果得知，IGF1R 是

miR-145-5p的潜在靶标（图3A）。双荧光素酶报告基

因实验结果表明，过表达 miR-145-5p 显著下调

IGF1R 野生型质粒中荧光强度（图 3B，P<0.01），而

IGF1R突变型质粒中荧光强度与对照组无明显差异。

WB检测 IGF1R结果表明，过表达miR-145-5p能显著

抑制 IGF1R的表达（图3C，P<0.01）。以上结果可知，

miR-145-5p靶向下调 IGF1R表达。

2.4 miR-145-5p通过下调 IGF1R抑制TE-10细胞增

殖、迁移、侵袭和EMT

WB 检测 IGF1R 结果表明，与 NC 组相比，转染

pcDNA-IGF1R后TE-10细胞中 IGF1R表达水平显著

增加（图 4A，P<0.01）；而 同 时 转 染 miR-145-5p

mimics和 pcDNA-IGF1R组中 IGF1R的表达与NC组

无显著差异。CCK-8法检测TE-10细胞增殖结果表

明，与NC相比，过表达 IGF1R显著增加TE-10细胞增

殖水平（图 4B，P<0.05 或 P<0.01）；同时过表达 miR-

145-5p和 IGF1R后TE-10细胞增殖水平与NC组无显

著差异；Transwell实验检测结果表明，在TE-10细胞

中过表达 IGF1R可增加TE-10细胞的侵袭、迁移能力

（图 4C、D，P<0.05或P<0.01）。WB检测EMT相关蛋

白结果表明，相比于NC组，过表达 IGF1R显著下调

E-cadherin蛋白和上调N-cadherin和Vimentin蛋白的

表达。回复实验中，同时过表达 miR-145-5p 和

IGF1R，TE-10 细胞的侵袭、迁移和 EMT 能力与对

照组无显著差异（图4E，P<0.05或P<0.01）。以上实

验结果表明，miR-145-5p 通过靶向下调 IGF1R 抑制

TE-10细胞迁移、侵袭和EMT进程。

3 讨 论

食管鳞状细胞癌一直占据消化系统恶性肿瘤的

主要地位。近年来研究[6]发现，核酸、蛋白等分子在

食管鳞状细胞癌等多种肿瘤的发生发展过程中参与

重要调控作用。随着对miRNA研究的深入，越来越

多miRNA被报道在肿瘤发展中异常表达，并通过调

控下游基因发挥促癌或抑癌的作用[7]，如miR-21在食

管鳞状细胞癌异常高表达导致辅助性T淋巴细胞的失

调促进肿瘤发展[8]，miR-488-3p在食管鳞状细胞癌低

表达并抑制癌细胞增殖促进其凋亡[9]，miR-106b-3p
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过表达能促进食管鳞状细胞癌侵袭、迁移和 EMT。

miR-145-5p 位于 5 号染色体上的一类非编码小

RNA，并作为一类抑癌因子，在结直肠癌[10]、乳腺

癌[11]、前列腺癌[12]等多种恶性肿瘤中都表现下调，并

抑制肿瘤的侵袭性和淋巴转移等[13]。本研究发现，

miR-145-5p在食管鳞状细胞中低表达，当外源过表

达miR-145-5p时能显著抑制TE-10细胞侵袭、迁移以

及EMT，此结果表明过表达miR-145-5p能抑制食管

鳞状细胞癌的发展进程。

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

A: The expression of miR-145-5p was detected by qPCR; B: The proliferation of TE-10 cells was measured by CCK-8 assay;

C and D: The invasion and migration of TE-10 cells were detected by Transwell assay (×40); E: The protein expressions of E-cadherin,

N-cadherin and Vimentin in TE-10 cells were measured by WB

图2 过表达miR-145-5p抑制TE-10细胞的增殖、侵袭、迁移和EMT进程

Fig.2 Over-expression of miR-145-5p inhibited proliferation, invasion, migration and EMT in TE-10 cells

**P<0.01 vs NC group

A: The binding site between miR-145-5p and IGF1R was verified by starBase database; B: The luciferase activity was detected

by dualluciferase reporter gene assay; C: The expression of IGF1R was verified by WB

图3 miR-145-5p靶向下调 IGF1R表达

Fig.3 miR-145-5p targetedly down-regulated IGF1R expression
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*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; △P<0.05, △△P<0.01 vs pcDNA-IGF1R group

A: The expression of IGF1R was detected by WB; B: The proliferation of TE-10 cells was measured by CCK-8 assay;

C and D: The invasion and migration of TE-10 cells were detected by Transwell assay(×40); E: The protein expressions of E-cadherin,

N-cadherin and Vimentin in TE-10 cells were measured by WB

图4 miR-145-5p通过下调 IGF1R抑制TE-10细胞的增殖、迁移、侵袭和EMT进程

Fig.4 miR-145-5p inhibited proliferation, migration, invasion and EMT in TE-10 cells by down-regulating IGF1R

IGF1R是一类生长因子受体蛋白，其能够通过在

蛋白质合成过程产生促进作用，进而在生物机体细

胞的生长、增殖和分化过程中扮演十分重要的角

色[14]。同时，肿瘤细胞能够由自分泌和旁分泌上调和

活化 IGF1R，被上调的 IGF1R与酪氨酸激酶结合并激

活其活性，从而促进肿瘤细胞自身的增殖和分

化[15-16]。此外，IGF1R还经由多种信号转导通路介导

肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移[17]，同时还介导了肿瘤

血管新生以及肿瘤细胞抗凋亡等作用[18]。如 IGF1R

在脑肿瘤患者患者中上调且可能是脑肿瘤的潜在治

疗靶点[16]；上调 IGF1R激活STAT3信号通路促进胃癌

细胞的恶性生物学行为[19]；IGF1R 通过活化 PAK2/

PIX增强乳腺癌耐药性[20]。本研究通过生物信息学

预测和双荧光素酶实验发现 IGF1R是miR-145-5p的

下游靶基因，IGF1R在TE-10细胞中高表达，当外源

下调 IGF1R 时能抑制 TE-10 细胞侵袭、迁移以及

EMT。

综上所述，本研究通过细胞实验发现miR-145-

5p靶向下调 IGF1R，从而抑制食管鳞状细胞癌侵袭、

迁移和EMT进程，但 IGF1R又通过何种机制调控下

游基因的表达尚不清楚，还需要通过动物模型进一

步深入研究。
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